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RESUMO

MARTINS, Jos¢ Maircio Pimentel. Avaliacdo do biomarcador (esfinganina /
esfingosina) na intoxicacao por fumonisinas em suinos. Seropédica: UFRRIJ,
2005. (Dissertagdo, Mestrado em Microbiologia Veterindria).

Fumonisinas sdao m grupo de micotoxinas produzidas por espécies do género Fusarium,
fungo de ampla distribuicdo mundial e com alta prevaléncia em gréos, principalmente
no milho, que freqiientemente veiculam estas toxinas para subprodutos ou para
alimentos destinados ao consumo humano e animal. As fumonisinas sd3o inibidores
especificos da sintese dos esfingolipidios, causando actimulos de esfinganina (Sa) e
esfingosina (So) nas células. A proporcdo entre Sa e So tem sido relatada como sendo
eficaz biomarcador de intoxicac¢do por fumonisinas em animais e humanos, podendo ser
utilizada em levantamentos epidemioldgicos sobre a exposi¢do de uma determinada
populacdo as fumonisinas. Nos eqiiideos causam leucoencefalomalicia eqiiina (LEME),
edema pulmonar e hidrotérax em suinos, hepatotoxidez, hepatocarcinogenicidade e
nefropatias em ratos, aves e coelhos, além de diversos efeitos no sistema imune. O
principal ingrediente das racdes utilizadas para suinos é o milho e seus derivados e por
isso a pesquisa de micotoxinas, em especial fumonisinas nas ragdes utilizadas em
suinoculturas ¢ de vital importancia devido as perdas econdmicas acarretadas. Foram
utilizadas amostras de sangue e urina de quatro granjas fornecedoras de um abatedouro
de suinos, localizado no municipio do Rio de Janeiro. As amostras de sangue foram
obtidas durante a sangria e as de urina por pun¢do vesical, no momento da
eviscera¢do.Todas mantidas sob refrigera¢do e congelamento até a anélise. O nimero de
amostras coletadas foi referente a 10 % dos animais abatidos de cada propriedade / dia,
perfazendo o total de 76 amostras, durante 60 dias. Para determinag@o de esfingolipidios
foram utilizados os métodos propostos por CASTEGNARO et al. (1996, 1998), para
andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados demonstraram que
17,77 % das amostras de soro tinham o perfil tipico de intoxicacdo para fumonisinas,
em 11,11 % apresentaram perfil sugestivo da influéncia de aflatoxinas. Em uma das
propriedades 100 % dos animais avaliados apresentaram alteracdes tipicas da acdo das
fumonisinas. Nas amostras de urina, 26 % indicaram a a¢@o tipica das fumonisinas e em
39,13 % as alteracdes indicaram a influéncia das aflatoxinas além das fumonisinas. A
utilizacdo deste biomarcador em condi¢des naturais mostrou-se eficaz na detecg¢do da
exposicdo as fumonisinas, porém deve-se considerar o comportamento tanto da So
quanto de Sa, que permitem uma avaliacdo mais abrangente.

Palavras chave: Fusarium, suinos, esfingolipidios.



ABSTRACT

MARTINS, José Marcio Pimentel. The Evaluation of the biomarker (sphinganine /
sphingosine) of the intoxication for fumonisin in swine. Seropédica: UFRRIJ,
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.



1 INTRODUCAO

Micotoxinas sdo substincias com pouca ou nenhuma correlacdo entre si,
produzidas pelo metabolismo secundario de fungos. Sdo substancias importantes porque
algumas s@o responsaveis por doencas graves, causando danos a saide humana e
animal.

Cerca de 400 tipos de micotoxinas sd@o conhecidos atualmente. Com freqiiéncia
estdo envolvidas com patologias em animais de produgdo, acarretando enormes
prejuizos econdmicos, decorrentes da utilizagdo de alimentos contaminados por estas
substancias toxicas. A a¢do das toxinas ocorre, predominantemente, por meio da
ingestdo de alimentos contaminados, sobretudo de cereais e subprodutos da inddstria
alimenticia utilizados na preparacdo de ra¢des. Quando ndo provocam a morte dos
animais em processos de intoxicacdo aguda, as micotoxinas causam efeitos mais sutis,
geralmente promovem reducdo de peso, diminui¢do da postura, diminui¢do da
conversdo alimentar, problemas reprodutivos, aumento da susceptibilidade a doencas
infecciosas e parasitdrias, entre outros.

Fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas por espécies do género
Fusarium, fungo de ampla distribui¢do mundial e com alta prevaléncia em gréos, no
milho principalmente, que freqiientemente veiculam estas toxinas para subprodutos ou
para alimentos destinados ao consumo humano e animal.

As fumonisinas sdo inibidores especificos da sintese dos esfingolipidios,
causando, desta forma, actimulos de esfinganina (Sa) e esfingosina (So) nas células. A
proporcdo entre Sa e So tem sido relatada como sendo eficaz biomarcador de
intoxicacdo por fumonisinas em animais e humanos, podendo ser utilizada em
levantamentos epidemioldgicos sobre a exposi¢cdo de uma determinada populacio.

O milho € a principal fonte de contaminag@o no que tange a forma de exposicdo
por fumonisinas, ja que este € o principal ingrediente das ragdes utilizadas para suinos.
A pesquisa de micotoxinas ou de indicios da sua presenca, em especial a de
fumonisinas, nas ragdes utilizadas em suinoculturas é de vital importancia devido a
magnitude das perdas econdmicas acarretadas por micotoxicoses nas granjas de suinos.

A possibilidade da ocorréncia de micotoxicoses, derivadas da ingestdo
concomitante de duas ou mais toxinas, é perfeitamente possivel. Estudos realizados com
milho produzido no Brasil apontam a ocorréncia simultanea de cepas toxigenas 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
biolégicos podem ser desencadeados quando ocorrem combinagdes entre micotoxinas,
as quais podem interagir no organismo, promovendo diversos sinais clinicos, de dificil
identificacdo. A partir da descoberta das fumonisinas, comecaram a surgir relatos sobre
a co-ocorréncia destas micotoxinas em diversos produtos agricolas.

1.1 Justificativa

A presenca freqiiente de fumonisinas em amostras de milho caracteriza o risco
de intoxicacdo que a espécie suina estd exposta. Métodos que possibilitem a
caracterizacdo de intoxicagdo sdo sempre indicados, principalmente no caso de uma
substancia que ndo apresenta bioderivados e que a sua determina¢do em amostras de



alimentos, fluidos bioldgicos e tecidos envolvem a utilizagdo de metodologias de andlise
ndo acessiveis a muitos laboratdrios. Portanto a proposta do uso de biomarcador facilita
em muito toda a rotina nos levantamentos epidemioldgicos e em identificacdo de casos
clinicos.

1.2 Objetivos

Testar a eficiéncia do biomarcador epidemioldgico, pela detec¢do das bases
esfingdides esfinganina e esfingosina, para monitoramento da exposi¢do dos suinos a
fumonisina;

Avaliacdo dos niveis de Sa e So em soro e urina de suinos abatidos em
matadouro;

Fazer correlacdo entre os niveis de Sa e So e o grau de intoxicag@o natural por
fumonisinas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Suinocultura no Brasil e no Mundo

A carne suina € a mais industrializada, comercializada e consumida no mundo,
considerada nas ultimas décadas como importante fonte de proteina animal para a
alimentagcdo 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 Unido Européia e os Estados Unidos serdo responsaveis por cerca de
81,3 % da producdo mundial, sendo a China o maior produtor com 43,3 milhdes de
toneladas em 2002, seguida pela Unido Européia com 17,8 milhdes e os Estados Unidos
com 8,9 milhdes (CENTEC, 2004).

A suinocultura no Brasil é mais representativa nas regides Sul com 15,6 milhdes
de cabecas, Sudeste com 5,6 milhdes e Nordeste com 5,2 milhdes. Estas regides
representam respectivamente 49,9 %, 18 % e 16,8 % do rebanho suino brasileiro. No
Brasil o consumo per capita de carne suina é de 11,23 kg/ano enquanto nos Estados
Unidos e Dinamarca séo respectivamente 30,1 e 64,2 kg/ano (CENTEC, 2004).

2.2 Micotoxinas

As micotoxinas sdo substancias produzidas pelo metabolismo secundério de
alguns fungos filamentosos. Tém sido associadas a ocorréncia de varias doengas em
humanos e animais, causando, portanto, prejuizos econdmicos incalculdveis no setor
agropecuario e a saude publica (STOLOFF, 1976; COULOMBE, 1991; YOSHISAWA
et al., 1996).

O primeiro relato de intoxicagdo por micotoxinas ocorreu na década de 60 na
Inglaterra com o episddio conhecido como “Doenca X dos Perus”, onde mais de
100.000 aves morreram ap6s terem sido alimentadas com farelo de amendoim
contaminado por Aspergillus flavus. Deste farelo de amendoim foi obtido um extrato
cloroférmico que ao ser administrado em marrecos jovens, foi capaz de reproduzir
lesdes hepdticas semelhantes & doenga original, sendo entdo a toxina denominada de A.
flavus toxin ou aflatoxina (ALLCROFT et al., 1961; ALLCROFT & CARNAGHAM,
1962). Desde a década de 60 muitas pesquisas t€ém sido realizadas e novas micotoxinas
tém sido descobertas e também seus efeitos toxicos nos organismos humanos e animais.

A contaminag@o pode ser direta quando o alimento é contaminado pelo fungo
toxigeno e este produz toxina ou indireta quando a toxina estd presente no alimento
mesmo apds a remog¢do do fungo produtor (SMITH et al., 1995).

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

As micotoxicoses podem ser agudas ou cronicas. Na forma aguda ocorrem sinais
clinicos tipicos de cada toxina, com sindromes hepdticas e hemorrdgicas, nefrites,
necroses de epitélio oral e intestinal, sindromes do sistema nervoso central (SNC) e nos
casos extremos a morte. Porém, na grande maioria, as micotoxicoses ocorrem de forma
crdnica onde os sinais clinicos nio estdo muito bem definidos e podem aparecer, nos
animais de produ¢do, como uma simples queda na produtividade (COULOMBE, 1991;
VESONDER et al., 1991; HUSSEIN & BRASEL, 2001).



Muitos dos efeitos bioldgicos podem ser desencadeados quando ocorrem
combinagdes entre micotoxinas, as quais podem interagir no organismo, promovendo os
mais diversos sinais clinicos, de dificil identificacdo (PIER et al., 1973; WILSON et al.,
1981; SMITH & HENDERSON, 1991).

Embora os fungos A. flavus e F. verticillioides, possam invadir grios de cereais
(ALMEIDA et al., 2000, 2002), sdo poucos os trabalhos sobre a ocorréncia 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, comecgaram a surgir relatos sobre a co-
ocorréncia destas micotoxinas em diversos produtos agricolas (CHAMBERLAIN et al.,
1993; SHETTY & BATT, 1997, UENO, 1997). A ocorréncia simultinea de
fumonisinas e aflatoxinas foi inicialmente descrita por CHAMBERLALIN et al. (1993),
ao analisarem amostras de milho destinado a alimentacdo animal, nos Estados Unidos.
A concentragdo de AFB,; foi 321 ppb, enquanto que a de FB; 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 preocupagdo na
comunidade cientifica mundial (PITTET, 1998; D’MELLO et al., 1999).

Baseando-se em evidéncias toxicoldgicas, a Agéncia Internacional para Pesquisa
do Cancer — IARC (1993) definiu o potencial carcinogénico para humanos,
classificando as aflatoxinas na categoria 1 (carcinogénica) e as fumonisinas na categoria
2B (provavelmente carcinogénica) (SHEPHARD et al., 1996).

2.3 Producao de Micotoxinas

A producdo da micotoxina pode ocorrer no campo, no armazenamento, no
transporte, na industrializacdo ou em qualquer momento da fase de consumo desde que
as condicdes, principalmente de temperatura e umidade, sejam favoraveis (MALLOZZI
& CORREA, 1997). Dependendo de fatores como: a susceptibilidade do substrato,
fatores fisicos, como temperatura do ambiente, umidade do substrato, umidade relativa
do ar, aeracdo, danos mecénicos e tempo de armazenamento; e a fatores fisioldgicos
como a capacidade genética, quantidade de esporos vidveis, interacdo de diferentes
fungos, presenca de insetos e dcaros (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 racdo de eqiiinos com
LEME (GELDERBLOM et al., 1988), no entanto outros fungos do género Fusarium
tém 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 producdo de fumonisinas por Alternaria alternata f. sp. lycorpersici
(CHEN et al., 1992).

As fumonisinas sdo moléculas estruturalmente relacionadas, isoladas e
caracterizadas por BEZUIDENHOUT et al. (1988). Das fumonisinas identificadas até o
momento a FB; é quase sempre a mais abundante, (CHU & LI, 1994), com efeitos
biolégicos dependentes da espécie animal afetada. Entretanto, em qualquer que seja a
espécie animal, o figado é drgdo alvo desta toxina (VOSS et al., 1993). Em humanos,
sua atuagdo ainda ndo estd bem esclarecida, mas alguns autores associaram a elevada



incidéncia de cancer de es6fago com o consumo de alimentos contendo elevados niveis
de fumonisinas (SYDENHAM et al., 1991; RHEEDER et al., 1992; CHU & LI, 1994;).

A espécie flingica produtora de fumonisinas, que ocorre mais comumente no
milho e em outros tipos de grios, é o Fusarium verticillioides. Das fumonisinas
identificadas at¢é o momento FB;, FB, e FBs sdo as mais isoladas em alimentos
contaminados, sendo a FB| quase sempre a mais abundante, representando cerca de 70
% da concentracdo total das fumonisinas (SYDENHAM et al., 1991; THIEL et al.,
1991; MURPHY et al., 1993; CHU & LI, 1994).

Levantamentos sobre a ocorréncia natural de fumonisinas, principalmente em
milho e derivados, revelam que a presenca de FB, 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; RODRIGUEZ-AMAYA & SABINO, 2002; ALMEIDA et al., 2002,
HASSEGAWA, 2004).

2.5 Ocorréncia

Diversos levantamentos vém sendo realizados no pafs. Em 195 amostras de
milho hibrido, colhidos em Sao Paulo, ORSI et al. (1995) detectaram a presenca de
fumonisinas, das quais 90,2 % eram FB; e 97,4 % eram FB,. As concentracdes
determinadas foram, em média, de 9,72 pg/g e 7,67 pug/g de FB, e FB,, respectivamente.
Em outro estudo da micobiota presente em cultivares de milho de trés regides diferentes
do estado de Sdo Paulo, ALMEIDA et al. (2000) verificaram que Fusarium
verticillioides foi a mais freqiiente. Sendo que 40 cepas isoladas produziram
fumonisinas, em concentra¢des que variaram de 20 pg/g a 2,168 pg/g FB; e 10 ug/g a
380 pg/g de FB,.

A presenca marcante da FB; no milho foi também constatada em levantamento
realizado em 110 amostras provenientes de cultivares diferentes no estado de Sao Paulo.
As andlises revelaram que todas as amostras estavam contaminadas com as fumonisinas
B (1,15 a 43,8 ug/g) e B, (0,08 a 11,65 pg/g) (CAMARGOS, 2000). No Parand, onde a
situacdo € semelhante, foram analisadas amostras de milho recém-colhido que
apresentaram contaminacido com FB; e FB,, em concentragdes variando de 0,37 a 13,46
png/g e 0,20 a 6,92 ug/g, respectivamente (ONO et al., 2000).

Os limites legais para contaminacdo por fumonisinas ainda ndo foram
estabelecidos, porém o “Mycotoxin Committee of the American Association Veterinary
Laboratory Diagnosticians” recomenda valores de 5, 10, e 50 pg/g pra racdes de
eqiiinos, suinos, bovinos e de aves, respectivamente (MUNNKVOLD & DESJARDINS,
1997). No caso dos produtos destinados ao consumo humano, a “Food and Drug
Administration” (FDA) recomenda niveis 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 a produgéo de
massas. No Brasil ainda nio foi estabelecido nenhum limite legal de tolerancia.

2.6 Efeitos Biolégicos

Os efeitos adversos das fumonisinas sdo complexos e existem alguns
mecanismos de acdo alternativos, que ainda estdo sendo investigados. A atuacdo pode
diferir com as espécies envolvidas e com os 6rgdos atingidos (TURNER et al., 1999).
Alguns mecanismos sugeridos, para a hepatotoxidez e carcinogenicidade, incluem a
interrup¢do da biossintese dos esfingolipidios, destruicio dos lipidios celulares,
acimulo de 4cidos graxos, proliferacdo celular, peroxidacdo de lipidios e estresse
oxidativo (GELDERBLOM et al., 1996).



Dentre estes mecanismos, a interrup¢ao da biossintese dos esfingolipidios é o
que tem despertado maior interesse e considerado como um pritico e sensivel
biomarcador da citotoxidez das fumonisinas (MERRIL et al., 1996). Mecanismo que foi
demonstrado por WANG et al. (1991), por ser a FB; um andlogo estrutural das bases
precursoras dos esfingolipidios.

Os diversos estudos realizados apontam a FB; como responsavel pela sindrome
neurotoxica, em eqiiinos, a leucoencefalomaldcia (LEME) (MARASAS et al., 1988),
edema pulmonar e hidrotérax em suinos (HARRINSON et al., 1990) devido ao
decréscimo da funcdo 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). Sao igualmente toxicas
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 (FB; e FB;) s@o potentes inibidores especificos da biossintese de
esfingolipidios. NORRED et al. (1992) utilizaram cultivos primdrios de hepatdcitos e de
células epiteliais renais de suinos (LLC — PK1) e observaram que ocorreu também a
diminuicdo da proliferacdo celular. A administracio de altas doses causou morte celular
apos trés dias de exposicdo. Com base nas alteracdes observadas, os autores sugeriram a
hipdtese da capacidade das fumonisinas causarem leucoencefalomaldcea e promoverem
a formacao de tumores.

Em cultivos celulares de neur6nios de camundongos foi observado que a FB;
inibiu a biossintese dos esfingolipidios e diminuiu a concentragdo dos esfingolipidios
complexos, afetando a sintese de esfingomielina. Entretanto a inibic¢do foi reversivel e
retornou ao normal apds 48 h da retirada da FB; (MERRILL et al., 1993).

RILEY et al. (1994) mostraram a correlacdo entre o grau de lesdes ultra-
estruturais e a interrup¢do da biossintese de esfingolipidios em ratos (Sprague-Dawley).
Constataram que o rim € mais sensivel que o figado e o actiimulo de esfinganina livre na
urina reflete a severidade das alteracdes ocorridas nos rins, uma vez que estd
diretamente ligada com a concentragdo de células na urina.

2.6.1 Leucoencefalomalacia eqiiina (LEME)

E uma doenca neurotéxica que se caracteriza por causar necrose liquefativa
multifocal da substincia branca do cérebro. Associada ao consumo de milho
contaminado com as FB; e FB, produzidas especialmente pelo F. verticillioides,
encontrado em alimentos contaminados em diversas partes do mundo. Os sintomas
clinicos nos eqiiinos aparecem de forma aguda e se caracterizam por apatia, sonoléncia
aparente, paralisia do labio inferior e lingua, andar em circulos, ataxia, convulsdes
tetanicas e morte (RODRIGUEZ, 1945; RIET-CORREA et al., 1982; MARASAS et al.,
1988).

2.6.2 Edema pulmonar e hidrotérax em suinos

Em suinos o consumo de alimentos contaminados com fumonisinas €
caracterizado por severo edema pulmonar e hidrotérax (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 clinico de 1 a 2 dias. Os sintomas respiratdrios ocorrem de 4



a 6 dias depois de iniciada a ingesta de alimento contaminado a uma concentragdo de
FB, superior a 10 ppm (OSWEILER et al., 1992; ROOS, 1994).

2.6.3 Toxidez em aves

Em aves alimentadas com dietas contendo altos niveis de fumonisina (maior que
75 ppm) sdo observadas altera¢des como: diminuicdo do ganho de peso, diminui¢do da
postura, necrose hepdtica 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 ocorréncia natural de FB; foi descrita pela primeira vez por SYDENHAM et
al. (1990), apds a anédlise de milho mofado coletado na regido de Transkei no sudeste
africano, onde estudaram as relacdes entre a presenca do fungo F. verticillioides em
milho com o alto indice de cancer de es6fago em humanos.

Virios estudos tém demonstrado que FB; pode ser o principal responsével pelos
casos de cancer esofdgico em regides cuja populagcdo possui baixo poder aquisitivo e
que tem o milho como sua principal fonte de energia. Investigacdes t€m sido realizadas
para demonstrar se a relagdo esfinganina / esfingosina estd alterada em humanos
expostos a FB; 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 indice de cancer esofigico em regides da China e Itdlia,
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 Esfingolipidios

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

Classificados como lipidios estruturais, sdo encontrados nas membranas das
células eucaridticas. Por serem estruturais sdo mais complexos que os de reserva, e
exercem papel fundamental na manutenc¢do das membranas celulares (HUWILER et al.,
2000).

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

Algumas alteragdes patoldgicas podem ser explicadas em funcido do acimulo de
bases esfingdides de cadeia longa e a reducdo da concentragdo de esfingolipidios
causados pela interferéncia das fumonisinas, como a neurotoxidez associada a
leucoencefalomalécea, que € evidenciada pela degeneracdo dos neurdnios (MERRILL,
1991).



A proposta do provavel mecanismo de acdo causador dos efeitos bioldgicos das
fumonisinas surgiu em 1991 por WANG et al., que sugeriram a sua interferéncia na
biossintese dos esfingolipidios (Fig. 1).

Palmitol CoA + Serina |

| 3-cetoe§finganinai , FB;

Esfinganina

| N-aciltransferase=| /

| Dihidroceramida |

Ceramida® t Esfin 0§ina
A

N-aciltransferase

Esfingomielina

Gliesfingolipidios

Figura 1: Interferéncia da FB, na biossintese dos esfingolipidios (WANG et al., 1991).

A semelhanca estrutural (Fig. 2) das fumonisinas com a esfingosina seria
responsavel pelo reconhecimento errdneo da esfinganina N-aciltransferase. Alteracdes
na propor¢do sérica de esfinganina /esfingosina, foram observadas por WANG et al.
(1992) em poneis que receberam dieta contendo concentragdes de 15 a 44 pg/g.
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Figura 2: Homologia estrutural da FB1 entre, as bases precursoras dos esfingolipidios, esfingosina
e esfinganina (WANG et al., 1992).



2.8 Efeitos das Fumonisinas na Espécie Suina

Os suinos sdo animais sensiveis aos efeitos das micotoxinas, tanto que vém
sendo utilizados como modelo de experimentagdo em micotoxicologia, nos estudos
sobre aflatoxinas (HARVEY et al., 1989) e fumonisinas (GUMPRECHT et al., 1998,
2001).

As alteracdes teciduais e séricas da taxa de esfinganina e esfingosina utilizadas
como um biomarcador precoce da exposi¢do a fumonisinas, foram estudadas
inicialmente por RILEY et al. (1993). Neste estudo forneceram a suinos uma dieta
contendo FB; e FB; em concentrac¢des variando de 0 (< 0,1), 5, 23, 39, 101 e 175 ppm,
durante 14 dias. Observaram ainda, que houve aumento da proporcio de esfinganina /
esfingosina em animais que receberam 5 ppm, e que nestes ndo foram observadas
alteracdes nem nos pardmetros bioquimicos séricos nem na histopatologia. Em fungéo
da sensibilidade demonstrada pela propor¢do esfinganina / esfingosina os autores
indicaram este pardmetro como um biomarcador eficiente para a exposicdo a
fumonisina. Concluiram que a inibi¢do da esfingosina (esfinganina) N-aciltransferase é
fundamental para o desenvolvimento de patologias associadas com o consumo de
fumonisinas.

Caracteristicamente estas bases estdo presentes em concentracdes baixas nas
células, por integrarem o ciclo biossintético da ceramida, que em condi¢des normais néo
permite que ocorra aumento das concentragdes intracelulares. A concentracdo de
esfingosina livre, em suinos € da ordem de nanomoles / grama de tecido,
correspondendo de 3 a 5 vezes a concentragdo de esfinganina livre (RILEY et al., 1993).

A associacdo de FB; com deoxinivalenol (DON), administrada na dieta de
leitdes com cinco semanas de idade, acarretou potencializacdo dos efeitos toxicos, no
que se refere ao peso corporal, ao ganho de peso, ao peso absoluto do figado e ao
volume corpuscular médio de hemoglobina (HARVEY et al., 1996). Entretanto, na
espécie suina, sdo poucas as pesquisas avaliando a interacdo de fumonisinas com outras
toxinas.

Os efeitos da acdo conjunta da FB; e AFB,; foram descritos por HARVEY et al.
(1995), que observaram aumento da atividade das enzimas AST, GGT e FA em leitoes
recém-desmamados que receberam dietas contendo 100 mg/kg de FB; e 2,5 mg/kg de
AFB;, durante 35 dias. Os animais também apresentaram redu¢do nos pesos, absoluto e
relativo, do figado, lesdes histoldgicas (hepatite necrética e proliferacdo de ductos
biliares), diminuicdo do ganho de peso e consumo de alimentos. Alteracdes semelhantes
as obtidas com animais que receberam AFB; associada a ocratoxina A, deoxinivalenol
(DON) e T, (HARVEY et al., 1989, 1990).

A alteracdo do perfil dos esfingolipidios em 6rgédos alvo da FB; foi observada
pela primeira vez em suinos alimentados com milho contaminado com FB; e FB;, nos
quais ocorreu elevacdo gradual da concentragdo de Sa no figado, rins e pulmdes,
demonstrando comportamento nitidamente dose-dependente. Quanto as concentragdes
de So, os resultados mostraram-se semelhantes aos da Sa, embora atingindo niveis
inferiores. Conseqiientemente a propor¢do Sa/So elevou-se, tanto nos orgdos alvo
quanto no soro, mesmo dos animais que receberam as menores doses da mistura de
toxinas (5 ppm), e onde ndo foram notadas alteracdes na bioquimica sérica nem na
histopatologia. Resposta semelhante foi observada em animais que receberam a FB;
purificada. Baseados nestes resultados RILEY et al. (1993) confirmaram que a alteracao
da proporcdo Sa/So é um biomarcador sensivel para esta espécie.

Ao analisar os niveis de Sa/So detectados no figado, soro e urina de animais
intoxicados experimentalmente com FB; e AFB;, foi constatada pronunciada
interferéncia da FB; no metabolismo dos esfingolipidios dos ratos, coelhos e suinos.



Nestas espécies, os niveis mais elevados da propor¢cdo Sa/So foram obtidos nos grupos
intoxicados somente com FB;. Nos suinos, entretanto, a associagio FB; e AFB; foi
capaz de elevar a propor¢do Sa/So, mas principalmente de estabelecer um padrido de
alteracdo caracteristico e distinto do obtido com a FB; isolada (DIREITO, 2003).

Existem diferencas de susceptibilidade em fungdo do sexo, comprovado por
ROTTER et al. (1996), em estudo com leitdes. Os machos foram muito mais sensiveis
aos efeitos da FB; do que as fémeas apresentando redugdo do crescimento. Nesta
mesma pesquisa observaram sinais clinicos e altera¢des teciduais com doses entre 0,1 e
10 ppm, todavia as alteracdes no biomarcador sé foram detectadas com doses acima de
10 ppm.

HARVEY et al. (1996) verificaram que ao administrar doses de 50 ppm de FB,
em suinos em fase de crescimento, causou severos danos no figado e rins além de
imunossupressao.

2.9 Determinacao de Esfingosina e Esfinganina

A metodologia especifica para a quantificacdo da esfigosina livre em tecidos
bioldgicos foi desenvolvida por MERRILL et al. (1988). Extraidas com cloroférmio e
metanol, seguido de hidrdlise basica para remog¢do de lipidios interferentes. Os extratos
de figado foram derivados com o-ftaldialdeido e entdo analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. A separacdo das bases foi obtida em coluna de fase reversa
C18 e eluidas com uma mistura de metanol: fosfato de potdssio S mM (pH 7,0) (9:1,
v/v). Na quantificacdo foi utilizada uma base de cadeia longa homdloga (C20) como
padrdo interno. Obtendo limite de deteccdo na faixa de picomoles.

A metodologia para a determinagdo, de esfingosina e esfinganina livres, em
urina, soro sanguineo e em outros tecidos foi adaptada e minuciosamente descrita por
RILEY et al., (1994) do método proposto por MERRILL et al. (1988) com pequenas
alteracdes nas etapas de extragdo de lipidios e derivagdo.

Embora os métodos propostos sejam eficientes sdo trabalhosos e consomem
muito tempo em fun¢do das vdrias etapas a serem realizadas, SOLFRIZZO et al. (1997)
desenvolveram um método mais simples para andlise de esfingosina e esfinganina em
urina humana e animal, com poucas etapas durante a extragdo e limpeza dos extratos,
que consiste na utilizagdo de uma minicoluna de silica, extracdo com cloroférmio e
derivatizacdo com o-ftaldialdeido. Testaram amostras fortificadas com esfingosina e
esfinganina em concentragdes de 1,5 a 15 ng / ml e obtiveram 80 %, em média, de taxa
de recuperagdo e com limite de deteccdo de 0,1 ng / ml.

CASTEGNARO et al. (1998) desenvolveram um novo método para a deteccio
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 propde
a extracdo rapida e eficiente com acetato de etila, otimizacdo de etapa de derivatizacdo
com o-ftaldialdeido e a utilizagdo de gradiente, com a mistura de 0,07 M K,HPO; :
metanol (1:9) como solvente A e 100 % de metanol como solvente B. A deteccdo
também € por fluorescéncia com 340 nm de excitagio e 455 nm de emissdo, e
quantificagdo por padrio interno (C20). O método apresentou limite de deteccio de 0,1
ng.

SHEPHARD & VAN DER WESTHUIZEN (1998) trabalhando com andlise de
esfinaganina e esfingosina em soro de macacos expostos a fumonisina desenvolveram
uma metodologia para extragdo de lipidios, limpeza em minicoluna de silica e hidrélise
alcalina antes da derivatizagdo com o-ftaldialdeido. As determina¢des foram realizadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢@o por fluorescéncia e obtiveram
boa reprodutibilidade, com menos de 10 % de desvio padrio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Coletaram-se amostras de sangue e urina, nos meses de maio, junho e setembro
de 2004, de seis granjas produtoras de suinos que realizavam abate no Matadouro de
suinos Lagoas, sob fiscalizacdao do Servigco de Inspecdo Estadual (SIE-RJ), no municipio
do Rio de Janeiro.

As amostras de sangue foram obtidas durante a sangria (Fig. 3) e as de urina por
puncdo vesical (Fig.4), no momento da evisceragdo. Todas mantidas sob refrigeracdo e
congelamento até a extragao.

Figura 3: Obtencdo das amostras de sangue por sangria.

Figura 4 : Obtencdo das amostras de urina por pungdo vesical.
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O numero 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 laboratério do Nicleo de Micologia e
Micotoxicologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterindria da
UFRRIJ.

3.3 Padroes de Esfingolipidios

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

3.4 Reagentes

3.4.1 Reativo para derivatizacao
O-ftaldialdeido (OPA) da Sigma (St.Louis, MO).

3.4.2 Solventes

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

3.4.3 Solucoes
KOH 1M, tampao borato pH 10,5, solu¢do de fosfato de potdssio a 3 %.

3.5 Equipamentos
3.5.1 Cromatégrafo a liquido
Equipado com uma bomba Waters, modelo 510, detector de fluorescéncia

Agilent, modelo 1100 Series, injetor loop fixo de 20 uL. (Rheodyne), colunas Microsorb
MV D8 e G8, C18 5 p, 15x4,6 mm, Varian e Chemstation Plus da Agilent (Fig. 5).
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Figura 5: Cromatdgrafo a liquido equipado com: detector de fluorescéncia Agilent, modelo
1100 Series, injetor de loop fixo de 20pL (Rheodyne), coluna Microsorb MV, C18 5y,
15x4.6mm, Varian e Chemstation Plus da Agilent.

3.5.2 Centrifuga
IEC Model DPR - 6000, DAMON.

3.5.3 Balanca analitica
Modelo Brandstwiete 4. 2000 Hamburg 11, Boeckel co Scientific Equipment.

3.5.4 Balanca
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 Determinacao de Esfingolipidios
Foram utilizados os métodos propostos por CASTEGNARO et al. (1996, 1998),

para extragdo de esfingolipidios de soro e urina por andlise em cromatografia liquida.

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

Submeter uma aliquota de 0,5 ml de urina homogeneizada a centrifugacdo a
2000 rpm por 5 min, descartar o sobrenadante e adicionar 2 ml de dgua destilada ao
sedimento e mais 50 ul de solucdo de hidréxido de potdssio 1 M.
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Extracao dos esfingolipidios

Extrair por duas vezes com 2 ml de acetato de etila, apds cada extracdo
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 nitrogénio.

Derivacao

Preparo do reagente (OPA)

Para 12,5 mg de o-ftaldialdeido foram adicionados 250 pl de etanol, 12,5 ul de
mercaptoetanol e completando o volume até 12,5 ml com uma solucio de 4cido bdrico a
3 % pH 10,5. Este reagente foi mantido a 4° C ao abrigo da luz.

Reacao de derivacao

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

Centrifugar
2000 rpm/5 min
|
| |
| Sedimento | | Sobrenadante |
| |
+ 2,0 ml H,0 | Descartar |
+ 50 ul KOH
1M

+ 2,0 ml acetato de etila
(2 vezes)
Centrifugar
2000 rpm/5 min
Fase superior
recolher
Combinar as
aliquotas
Concentrar até residuo
sob N,

| Cromatografar |

Figura 6: Fluxograma do método utilizado para a extragdo de esfingosina e esfinganina da urina
(CASTEGNARO et al.,1996).

3.6.2 Método II: Determinacio de esfingosina e esfinganina no soro
(CASTEGNARO et al., 1998)

Extracao

Em 0,5 ml de soro foram adicionados 1,5 ml da solugdo de cloreto de potdssio e
50 pl da solucdo de hidréxido de potdssio 1 M. Apds homogeneizagdo foram
adicionados 4,0 ml de acetato de etila na mistura, seguida de agitacdo suave por 20 min
e centrifugacdo a 700 g por 15 min. A fase superior foi coletada, armazenada em frasco
ambar e submetida a aquecimento (60° C) sob fluxo de N, até residuo. Os extratos
foram armazenados a 10° C.

Derivacao

Os residuos dos extratos foram redissolvidos com 250 pl da mistura
metanol:agua (9:1, v/v) e derivados como para urina.
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0,5 ml soro
+1,5ml KC10,8 %
+50uW KOH 1 M

| Homogeneizar |

|+ 4,0 ml acetato de etila |

| Agitar (20 min) |

Centrifugar
1000 g/15 min
Coletar fase
superior

| Concentrar 60° C - N, |

| Cromatografar |

Figura 7: Fluxograma do método utilizado para a extragdo de esfingosina e esfinganina do soro
(CASTEGNARO et al.,1998).

3.7 Analise Cromatografica

3.7.1 Condicoes cromatograficas

As andlises foram realizadas em sistema isocrético, utilizando a fase movel
composta de metanol:dgua (9:1, v/v), eluida a 1 ml / min, proposta por SHEPHARD et
al. (1998). Os 20 pl da mistura da derivacdo foram separados em coluna analitica de
fase reversa (Microsorb MV C18, 5 n 150x4,6 mm ID — Varian). A detec¢do, por
fluorescéncia, foi obtida com excitacio de 340 nm e emissdo de 455 nm. A
quantificacdo foi realizada pela comparacdo das areas dos picos suspeitos com as
obtidas nos picos dos padrdes.

3.8 Quantificacao

O célculo da concentracdo de esfinganina e de esfingosina no extrato foi baseado
nas dreas dos picos detectados conforme a férmula:

Onde:
S = quantidade de Sa ou So injetados
A = drea do pico da amostra
H = area do pico do padrao
E = quantidade do padrao injetado
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O célculo da concentracido de esfinganina e de esfingosina nas amostras foi
realizado como se segue:

C=VxSxW
IxY

C= concentragdo de Sa ou So nas amostras (ng/g ou ng/mL)
S= concentracdo de Sa ou So injetados

I = volume injetado (20 pL)

W= quantidade da amostra (1,0 g ou 1,0 mL)

V= volume total da amostra derivada (250 uL)

Y= quantidade inicial da amostra

3.8.1 Calculo da proporcao Sa/So:

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

Sa/So = Sa
So
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar do abate ser realizado no Municipio 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 ndo vinculada a realidade de uma pequena regido. Além das diferencgas na
origem ¢ possivel que existam muitas diferengas no tipo de alimentagdo consumida.

Considera-se que a maior probabilidade deste tipo de intoxicagdo afetar animais
de producdo, de forma cronica, € através da ingestdo de alimento contaminado durante
um periodo prolongado (WEIBKING et al., 1994; KUBENA et al., 1995; CARLSON et
al., 2001; CASADO et al., 2001), causando danos celulares discretos e de dificil
percepcdo. Portanto a possibilidade da utilizagdo de um biomarcador precoce de
intoxicacdo permite localizar tentar prevenir quadros mais graves (WAG et al, 1992;
RILEY et al, 1994).

A auséncia de dados sobre o tipo de alimentacdo dos animais avaliados, bem
como a impossibilidade de andlise do alimento consumido por eles ndo permitiu
estabelecer relacdes entre a quantidade ingerida de toxina e os niveis alcancados pelo
biomarcador. Entretanto a fung¢do do biomarcador claramente foi alcangada,
possibilitando estimar o grau e o tipo de exposi¢do(RILEY et al, 1993; DIREITO, 2003;
RIBEIRO, 2005).

Nos dois tipos de amostras foi possivel perceber que alguns animais
apresentaram perfil cromatografico de intoxicacdo, demonstrando, portanto que estio
sendo expostos a fumonisinas e outros apresentam perfil caracteristico de intoxicagdo
concomitante por fumonisinas e aflatoxinas (Fig. 8 € 9).
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Figura 8: Cromatograma de amostra de soro com efeitos da FB; e da AFB,. Apresentando
So = 46,94 ng/mL e Sa = 78,40 ng/mL, obtidos com a coluna Microsorb D8 C18, a 335 nm
de excitacdo e 440 nm de emissdo, com a fase movel metanol:dgua (9:1, v/v).
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Figura 9: Cromatograma de amostra de urina com efeitos da FB; e da AFB,. Apresentando So
= 4,69 ng/ml e Sa = 6,72 ng/ml, obtidos com a coluna Microsorb D8 C18, a335 nm de excitagio
e 440 nm de emissdo, com a fase mével metanol:dgua (9:1, v/v).

4.1 Analise do Soro

Nesta espécie, o perfil sérico dos esfingolipidios é um sensivel biomarcador de
exposicdo para a FB;, proposto por RILEY et al. (1993).

No grafico 1 de acordo com os resultados obtidos na tabela 1, do total de 45
amostras (17,77 %), foram detectadas alteracdes indicativas de ingestdo de fumonisinas
em 8§ animais. Onde as concentracdes de Sa detectadas estavam em torno de trés vezes
os valores observados para So (Fig 10). Em cinco 5 amostras (11,11 %) foram
percebidas alteragdes sugestivas da intoxicacdo concomitante de fumonisinas e
aflatoxinas. Notada pela elevacdo simultinea tanto da Sa quanto da So, ou
concentragdes mais elevadas do que aquelas observadas em condi¢des normais.

Analise das Amostras de Soro
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E Fumonisinas Bl Fumonisina e Aflatoxina E Normal

Griaficol: andlise das amostras de soro.
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Figura 10: Cromatograma de amostra de soro com efeitos da FB; e da AFB,. Apresentando
esfingosina So = 33,30 ng/ml e Sa = 61,58 ng/ml, obtidos com a coluna Microsorb D8 C18, a
335 nm de excitagdo e 440 nm de emissdo, com a fase mével metanol:adgua (9:1, v/v).

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

Conforme resultados demonstrados na tabela 1 e representados no grafico 2 as
concentracdes de So variaram de 0,24 a 46,94 ng/ml e as referentes a Sa oscilaram de
0,26 a 78,40 ng/ml, nas amostras onde foi possivel detectd-la.

20



Tabela 1: Concentra¢des, em ng/ml, de Sa e So nas amostras de soro.

Concentracdo de esfingolipidios (ng/ml)

Propriedade Animal Esfingosina (So)  Esfinganina (Sa) Propor¢io 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
1 05 7,35 173 0,23
06 591 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
12 7,49 nd Nd
01 2,96 nd Nd
02 4,14 nd Nd
03 3,81 nd Nd
2 04 6,34 nd Nd
05 4,58 nd Nd
06 8,04 nd Nd
07 3,02 nd Nd
01 0,36 1,93 5,36
02 0,72 2.75 3,82
3 03 0,63 5,97 9,47
04 1,08 7,26 6,72
05 2,84 21,85 7,69
01 0,24 0,26 1,08
02 0,55 1,21 2,20
4 03 0,89 1,36 1,53
04 33,30 61,58 1,85
05 46,94 78,40 1,67
01 18,97 5,89 0,31
02 15,30 9,77 0,64
5 03 1,23 nd Nd
04 13,52 2,11 0,15
05 13,98 2,43 0,17
01 443 1,24 0,28
02 11,19 2,85 0.25
6 03 14,12 2,47 0,17
04 16,23 nd Nd
05 14,43 1,70 0,12
06 11,47 17,04 1,48

n 45 amostras;
nd ndo detectado.
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Grafico 2: Maximos e minimos de Sa e So nas amostras de soro.

Nas amostras consideradas as concentracdes de Sa e So sdo indicativas de
ingestdo de concentracdes abaixo daquelas que causam sintomas clinicos, conforme a
literatura consultada (GUMPRECHT, et al, 1995;DIREITO, 2003; RIBEIRO, 2005).

O perfil cromatografico obtido foi muito semelhante aqueles observados por
DIREITO (2003), onde foram avaliados animais intoxicados experimentalmente, com
diferentes concentragdes de FB; isolada ou associada com AFB;, quanto aos valores de
Sa e So e sua propor¢do (Sa/So) em tecidos, urina e soro.

Deve-se salientar que os efeitos da FB; mostram-se transitérios, quando da
ingestdo de uma tunica dose de FB;. Podendo ser detectado a tipica elevagcdo da
concentragcdo de Sa e So apenas no periodo de 12 a 48h apés a administracdo de FB;.
Estes valores decrescem, gradativamente, até completar 96 h. Conseqiientemente a
proporcdo Sa/So varia conforme a alteracdo das concentragdes de esfinganina
(DIREITO, 2003; RIBEIRO, 2005).

A anélise do biomarcador (Sa/So) confirmou parcialmente os resultados obtidos
com a avaliacdo de cada pardmetro (esfinganina e esfingosina). Observando-se a
variagdo entre 0,12 e 9,47. Nao sendo possivel caracterizar as variagcdes decorrentes da
acdo da FB; associada com a AFBj, resultados que estdo de acordo com o observado
por DIREITO (2003).

O comportamento deste biomarcador é dose-dependente, como observado em
alguns estudos. O aumento significativo da proporcao Sa/So foi observado somente com
a dose de 23 ppm (RILEY et al.,, 1993), embora uma elevacio discreta pode ser
observada com a dose de 10 ppm (DIREITO, 2003); na qual evidenciamos a diminuicéo
da concentracdo de So e elevagdo da concentragdo de Sa. Portanto as variacdes de
concentragdes observadas neste estudo podem ser explicadas pelas diferencas de
concentragdo que podem ocorrer em um mesmo lote de racdo ou graos, como também
de quanto tempo os animais ingeriram o alimento contaminado. Acarretando assim
heterogeneidade nas concentracdes ingeridas.
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4.2 Analise da Urina

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

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

Analise das Amostras de Urina

60,00%:
50,00%
40,00%
30,00%:
20,00%
10,00%

0,00%

/o

Amostras

E Fumonisinas l Fumonisina e Aflatoxina E Normal

Grafico 3: Andlise das amostras de urina.
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Figura 11: Cromatograma de amostra de urina com alteragdes caracteristicas da intoxicagdo por
FB,. Apresentando esfingosina So = 18,38 ng/ml e Sa = 40,73 ng/ml, obtidos com a coluna
Microsorb D8 C18, a 335 nm de excitagdo e 440 nm de emissdo, com a fase mdvel
metanol:agua (9:1, v/v).
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Entretanto, em 39,13 % das amostras 9 apresentaram alteragdes sugestivas da
ingestdo concomitante de fumonisinas e aflatoxinas (Fig.12).
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Figura 12: Cromatograma de amostra de urina com alteragdes caracteristicas da intoxica¢do por
FB, e AFB,;. Apresentando So = 22,47 ng/ml e Sa = 33,39 ng/ml, obtidos com a coluna
Microsorb G8 C18, a 335 nm de excitacdo e 440 nm de emissdo, com a fase mdvel
metanol:dgua (9:1, v/v).

Conforme resultados demonstrados na tabela 2 e representados no gréfico 4, as
concentracdes 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 ndo ser possivel a determina¢do da Sa.
Observou-se que a os menores valores encontrados (0,33 ng/ml) foram préximos
daqueles observados no soro e os valores observados para a propor¢do Sa/So estiveram
entre 0,28 e 2,60 (Tabela 2).
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Tabela 2: Concentracdes, em ng/ml, de Sa e So nas amostras de urina.

Concentracio de esfingolipidios (ng/ml)

Propriedade Animal . . . . B
Esfingosina (So) Esfinganina (Sa) Proporcio Sa/So
01 Nd nd 0,00
02 Nd nd 0,00
1 03 Nd nd 0,00
04 Nd nd 0,00
01 0,18 0,33 1,83
02 1,19 1,39 1,17
2 03 2,87 4,66 1,62
04 Nd nd 0,00
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
3 04 2,11 0,60 0,28
05 Nd nd 0,00
06 Nd 0,51 0,00
07 2,59 1,02 0,39
01 1,13 1,16 1,026
02 1,60 4,16 2,60
4 03 1,50 1,17 0,78
04 18,38 40,73 2,21
05 13,90 25,82 1,85
06 4,19 8,25 1,97
01 0,98 1,096 1,12
02 4,69 6,72 1,43
5 03 7,58 11,72 1,54
04 1,45 nd 0,00
05 22,47 33,39 1,48
01 0,42 nd 0,00
6 02 1,05 nd 0,00
03 0,17 nd 0,00
04 0,26 nd 0,00

n3l
nd nao determinado
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Grafico 4: Méaximos e minimos de Sa e So em amostras de urina.
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As concentragdes tanto de Sa quanto de So foram inferiores as observadas no
soro, conseqiientemente a proporcdo Sa/So também. Dados que ndo estdo de acordo
com a indicacdo de sensibilidade proposta por RILEY et al. (1993, 1994). Fato que pode
ser explicado pela dificuldade na obtencdo das células em algumas amostras, que pode
ocorrer ndo s6 com os métodos testados, mas com todos os outros, ji que é
imprescindivel 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 concentracdes observadas em algumas amostras e a
impossibilidade de quantificacdo em muitas outras. Entretanto, quando novas aliquotas
foram processadas, aumentando-se o tempo de centrifugagdo inicial, foi possivel obter
concentragdes proporcionalmente mais elevadas, sem no entanto modificar o perfil
encontrado anteriormente.

Os métodos selecionados foram eficientes e possibilitaram a andlise de um
grande ndmero de amostras, em curto espago de tempo, com boa repetitividade e
reprodutibilidade. Embora exista a indicacdo da urina como uma matriz eficiente para
esta determinac@o, este estudo demonstrou um ponto critico, a obtencao das células.

Este estudo € o ponto de partida para avaliagGes futuras. Trata-se de um trabalho
pioneiro nesta area, que foi capaz de caracterizar a presenca de quadros de intoxicagéo,
com concentracdes que niao causam sintomas clinicos sugestivos. Embora seja relatada a
freqiiéncia, relativamente constante de animais com edema pulmonar, pelo servico de
inspecgdo.

Certamente a utilizacio do biomarcador possibilita a identificacdo de quadros de
intoxicacdo, até os mais dicretos, sem que seja necessdria a deteccdo da toxina nos
alimentos ou em amostras de tecidos ou fluidos bioldgicos. Fato que acarreta na
utilizacdo de metodologias mais elaboradas, com maior tempo de execucdo e
invariavelmente dispendiosas, conseqiientemente restringindo o nimero de laboratérios
capacitados em aplicar tais métodos.
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5 CONCLUSOES

A utilizagdo do biomarcador permitiu evidenciar a existéncia de casos
compativeis com intoxicacdo por fumonisinas na populacéo estudada.

Foi possivel detectar casos de exposicdo mesmo em animais clinicamente
sadios.

Foi possivel determinar a ocorréncia de casos de intoxicagdo concomitante
de fumonisinas e aflatoxinas.

Devem ser consideradas as concentra¢des de So e Sa, bem como seu perfil
cromatografico, por possibilitarem a visualizacdo da acfo das aflatoxinas.

O método de coleta de urina ndo foi eficiente para fémeas, que esvaziam o
conteudo vesical no momento da insensibilizacdo (Fig. 13).

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

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

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

Figura 13: Esvaziamento vesical em fémeas.
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