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RESUMO

A micotoxina fumonisina é produzida durante o metabolismo secundéario dos fungos Fusarium
verticillioides e Fusarium proliferatum e pode causar diversos danos a saude, levando o animal a
morte, dependendo dos niveis de contaminacdo e tempo de exposicdo a toxina. A acdo da
fumonisina envolve a acdo direta sobre a mucosa intestinal, além da alteracdo da sintese de
ceramida pelo blogueio enzimatico da ceramida sintase, promovendo desta forma, redugcdo na
sintese de esfingolipidios complexos e acumulo e precursores metabodlicos. Os danos a mucosa
intestinal e 0 acumulo de intermediarios esfingdides pode causar alteracdo nutricionais na carcaca
dos animais, como aumento dos acidos graxos saturados e reducdo dos &cidos graxos
insaturados na carcacga, por meio de menor absorcdo de nutrientes oriundos da alimentacéo e do
acumulo de palmitoil CoA. Um estudo realizado no Brasil com amostras de racdo oriundas de
fazendas de tilapias-do-Nilo demonstrou contaminac¢éo por fumonisina B1 em 98% das amostras
avaliadas representando um grande risco a estes animais, e 0s tornando um grupo alvo para
estudos. Deste modo, esta pesquisa tem como objetivo avaliar o perfil dos acidos graxos
insaturados no musculo de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com niveis crescentes de
fumonisina. O perfil dos acidos graxos saturados foi analisado por cromatografia gasosa e 0s
resultados avaliados por analise de variancia utilizando o software SAS, a 5% de probabilidade. O
consumo de niveis crescentes de fumonisina promoveu alteracdo na maioria dos acidos graxos
avaliados na carcaca de alevinos de tilapia-do-Nilo.

PALAVRAS-CHAVE: Micotoxinas, lipidios, peixes.

1 INTRODUCAO

O milho (Zea mais) possui grande participagcdo na alimentacdo animal como
matéria-prima basica na formulacdo de diversas racfes, e a qualidade destes graos
depende de diversos fatores. A micotoxina fumonisina € produzida durante o metabolismo
secundario dos fungos Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum (Turner et al.,
1999). Estudos recentes tém demonstrado que as fumonisina promovem alteracdes no
epitélio intestinal, causando fusao, atrofia e reducéo da altura das vilosidades intestinais
em suinos, e em casos mais severos, promove necrose na tunica média de artérias e
veias na camada muscular do intestino. Danos ao epitélio intestinal tém sido
frequentemente associados a reducédo de absorcdo de nutrientes, e mudanca no perfil
nutricional na carcaga de animais (Diestel et al., 2012).

Acidos graxos poli-insaturados, principalmente o linoleico (18:2n-6, AL) e o alfa-
linolénico (18:3n-3, AAL) séo considerados esséncias, pois sua sintese ocorre em baixas
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guantidades sendo necessaria sua ingestao na alimentacdo (Youdim et al., 2000). Séo de
extrema importancia para o correto funcionamento de diversas atividades biologicas e
para a manutencado das propriedades fisicas da membrana (Ehringer et al., 1990).

E possivel que o consumo de niveis crescentes de fumonisinas por alevinos de
tilipia-do-Nilo promova alteracbes na mucosa intestinal, e consequentemente, ma
absorcao de acidos graxos pelo epitélio intestinal. Além disso, € provavel que os niveis de
fumonisina absorvidos alterem o metabolismo intracelular dos &cidos graxos insaturados,
uma vez que fumonisinas afetam a biossintese de esfingolipidios por meio da ruptura na
bioconversdo das bases esfingdides, com provavel acumulo de palmioil CoA e,
consecutivamente, acido palmitico (16:0), que atua como precursor dos acidos graxos
naturais saturados e insaturados de cadeias mais extensas (Vianni et al, 1996).

Deste modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de acidos graxos
insaturados na carcaca de tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus), desafiados com niveis
crescentes de fumonisina.

2 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos neste experimento foram realizados de acordo com
regulamento da comisséo de ética no uso de animais (CEUA - UniCesumar).

O experimento foi realizado no Laboratério de Aquicultura em parceria com a
Universidade Estadual de Maringa - UEM, Maringd — PR. Foram utilizados 180 alevinos
revertidos sexualmente para macho, pertencentes ao grupo genético GIFT x Tailandesa,
com peso inicial de aproximadamente 2,5g. Os peixes foram distribuidos em trés caixas
de fibrocimento com volume util de 870L cada, com sistema individual de renovacao da
agua (15 %/dia) e aeracdo constante por meio de pedra porosa acoplada a um soprador
central. Em cada tanque foram introduzidos quatro hapas totalizando 12 unidades
experimentais com quatro tratamentos e trés repeticées. Cada hapa continha um volume
individual de 217,50L onde foram alojados 15 peixes, totalizando 14,5 L/peixe. Os peixes
passaram por um periodo de adaptacéo de 15 dias antes do inicio do experimento.

A temperatura foi aferida duas vezes ao dia em cada tanque, as 9:00 e 17:00
horas. As variaveis oxigénio dissolvido e pH foram aferidas pela manha durante todo o
experimento por meio de kit individual colorimétrico.

Foram elaboradas quatro dietas isocal6ricas (aproximadamente 3000 kcal de
energia digestivel ED/kg de dieta) e isoprotéicas (aproximadamente 33% de proteina
bruta), variando apenas quanto a inclusao de diferentes niveis de fumonisina B1 (6,06mg
de toxina/g de meio) + fumonisina B2 (1,35mg de toxina/g de meio). O meio de cultura foi
obtido e laudado pelo laboratério de analises micotoxicoldgicas — LAMIC, da Universidade
Federal de Santa Maria - UFSM. As dietas foram elaboradas considerando a
concentracdo de FB1 + FB2, totalizando uma concentracdo de 7,41mg de toxina/g de
meio.

Foram formados quatro grupos experimentais: GRUPO 1 — dieta controle com 0,0
mg de inclusdo de FB/kg de racdo,GRUPO 2 - 20 mg de inclusédo de FB/kg, GRUPO 3 -
40 mg de FB/kg e GRUPO 4 - 60 mg de inclusdo de FB/kg. As concentragbes de
fumonisina na dieta foram avaliadas por andlise laboratorial. A dieta foi peletizada, seca
em estufa de ventilagdo forgcada a 55°C por 48 horas, desintegrada em moedor manual,
as particulas foram classificadas de acordo com a granulometria (1 a 2mm) e distribuida
manualmente trés vezes/dia até saciedade aparente

Para analise de perfil de acidos graxos foram utilizadas as carcacas inteiras
evisceradas de todos os animais. A extracao de lipidios totais das amostras foi realizada
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utilizando a técnica a frio descrita por Bligh & Dyer (1959). Para transesterificacdo dos
triacilglicerdis, as amostras foram submetidas a técnica de Hartman & Lago (1973).

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram analisados por cromatografia gasosa
(Cromatografo Trace GC Ultra, Thermo Scientific, EUA) em auto-amostrador, equipado
com detector de ionizacdo de chama a 240 °C e coluna capilar de silica fundida (100 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,20 um, Restek 2560). O fluxo de gases foi
de 1,5 mL min-1 de H2 (gés de arraste), 30 mL min-1 para N2 (gas auxiliar) e 35 e 350 mL
min-1, respectivamente, para o H2 e ar sintético (gases para chama). A temperatura inicial
da coluna foi estabelecida em 65 °C, mantida por 8 minutos, elevada até 170 °C a uma
taxa de 50 °C min-1, mantida por 40 minutos, chegando a 240 °C de temperatura final,
sendo elevada a uma taxa de 50 °C min-1 e mantida por 28,5 minutos. A quantificacao
dos acidos graxos da amostra foi efetuada por comparacdo com o tempo de retencao de
ésteres metilicos de acidos graxos de amostras padrdes (Sigma Aldrich).

A identificacdo dos acidos graxos foi efetuada através da comparacdo dos tempos
de retencdo com padrdes Sigma (EUA), e o calculo das areas dos picos determinadas
através do software Clarity Lite versdo 2.4.1.91. A quantificacdo destes em mg g-1 de
lipidios totais foi efetuada em relagéo ao padrao interno, tricosanoato de metila (Sigma).
Para avaliar o perfil dos &cidos graxos, os dados provenientes da analise foram
linearizados, avaliados usando o procedimento REG Statement (SAS Inst. Inc., Cary, NC,
EUA) para avaliar a existencia ou ndo do efeito de regressdo. Os resultados foram
expressos como medias e desvios-padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil de acidos graxos da carcaca de alevinos de tilapia do Nilo alimentadas com
niveis crescentes de fumonisina é mostrado na tabela 1. Nao houve diferenca significativa
para acidos graxos monoinsaturados totais entre os diferentes niveis de fumonisina
testados, assim como para poliinsaturados totais tipo w6. Embora n&do haja diferenca
significativa para poliinsaturados totais tipo w6, observamos diferenca significativa para
estes acidos graxos quando avaliados individualmente. Para o0s acidos graxos
poliinsaturados totais tipo w3 houve aumento significativo nos peixes alimentados com os
maiores niveis (40 e 60 mg/kg). De forma semelhante, observamos aumento significativo
dos &cidos graxos poliinsaturados totais para animais alimentados com fumonisina.

Tabela 1. Perfil de &cidos graxos da carcaca de alevinos de tilapias do Nilo, alimentadas com niveis
crescentes de FB1 + FB2

Perfil de AG Controle FB20 FB40 FB60
Monoinsaturados

Cl4:1t 0,25 + 0,012 0,05 + 0,004 0,05 + 0,003 0,07 + 0,005
Ci5:1t 0,06 + 0,006 0,06 + 0,007 0,08 + 0,008 0,09 + 0,008
Cle:1f 2,03 + 0,066 2,00 + 0,004 2,00 £ 0,031 1,82 + 0,028
Ci7:1t 0,99 + 0,136 0,89 + 0,009 1,32 + 0,043 1,22 + 0,104
C18:18 24,78 + 0,527 24,27 + 0,287 23,97 + 0,137 24,14 + 0,195
C20:18 1,23 + 0,043 1,28 + 0,045 1,24 + 0,047 1,16 + 0,078
Cc22:1¢ 1,64 + 0,024 1,56 = 0,024 1,65 + 0,031 1,70 + 0,030
Cc24:1t 0,11 + 0,003 0,11 + 0,003 0,11 + 0,004 0,13 + 0,004
Total ™ 32,20 + 062 31,34 + 0,30 31,61 + 0,09 3152 + 0,27
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w6

C18:2n6t 0,80 + 0,109 0,77 += 0,071 0,65 + 0,035 0,61 + 0,039
C18:3n6% 22,04 + 0,838 22,39 + 0,339 22,35 + 0,742 21,75 + 0,049
C20:3n6% 0,21 + 0,011 0,21 + 0,007 0,20 + 0,005 0,20 = 0,008
C20:4n6" 0,35 + 0,009 0,35 + 0,011 0,36 = 0,010 0,36 + 0,009
C20:5n6t 470 + 0,111 455 + 0,152 5,06 + 0,126 5,52 + 0,132
C22:2n6"™ 0,10 + 0,008 0,09 + 0,004 0,10 + 0,015 0,09 + 0,004
Total ™ 28,20 + 0,79 28,36 + 0,24 28,71 + 0,86 2853 + 0,17
w3

C18:3n3"™ 1,58 + 0,060 1,54 + 0,047 1,70 = 0,048 1,59 + 0,086
C20:2n38§ 0,09 = 0,007 0,11 + 0,009 0,10 + 0,009 0,10 + 0,024
C20:3n3™ 0,06 + 0,004 0,05 + 0,004 0,06 + 0,002 0,07 = 0,005
C20:5n3t 0,56 + 0,035 0,58 + 0,016 0,65 + 0,046 0,73 + 0,033
C22:6n3f 2,14 + 0,112 2,08 + 0,085 2,48 + 0,072 2,72 + 0,038
Totalf 443 + 0,18 4,36 + 0,03 499 + 0,15 520 + 0,13
Total PUFAS 3263 + 091 3180 + 0,21 3301 + 101 33,73 =+ 0,29

Valores representados em fun¢édo da média + desvio padrao de analises em triplicata.
1P <0,01; 8P <0,001; 1P <0,0001; ™ n&o significativo.

O processo de sintese dos acidos graxos em células animais comeca com a
formacéao do intermediario malonil-CoA de trés carbonos, pela acdo da enzima acetil-CoA-
carboxilase. A molécula de malonil € alongada pela enzima acido-graxo sintase por meio
de acilacdo até a formacéo do acido palmitico, um acido graxo de dezesseis carbonos
gue e entdo é alongado para formar acidos graxos de cadeia longa, ou liberado da enzima
(Nelson & Cox, 2014).

Fumonisinas sdo conhecidas por alterar o equilibrio das bases esfingoéides,
esfinganina e esfingosina, por meio da inibicdo competitiva da enzima ceramida sintase.
O acumulo de esfinganina pode promover mudancas nas concentracdes de acido
palmitico, seu precursor natural (Figura 1). O excesso de &cido palmitico é
conhecidamente um inibidor natural do complexo acido graxo sintase (Goodridge 1972).

Palmitato I ~>Beta oxidagdo

Produtos de lipidos +
fosfatidiletanolamina

Serina + palmitoil-CoA

Esfinganina 1 Fosfato
Esfinganina
® B Esfingosing  m— vida celular
1 fosfato
Dihidroceramida 1
l
Morte celular Ceramida -
— Esfingosina
/ 1
Glicoesfingolipideos

[A-sMase
Esfingomielina @ Ceramida

Figura 1. Influéncia da fumonisina sobre a sintese de ceramida e seus intermediarios metabdlicos.
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Gelderblom et al., 1996 avaliaram o efeito de dois niveis de fumonisina (150 e 50
uM) sobre a capacidade de incorporacdo de acido palmitico em hepatdcitos de ratos,
comprovando que as fumonisinas inibem a incorporacdo do éacido palmitico. Estes
mesmos autores sugerem que este seja o provavel mecanismo de acdo pelo qual
fumonisinas afetem o perfil de acidos graxos.

Em nossa pesquisa, a concentragdo de acido linolénico (18:3n-3) néo foi alterada,
entretanto, as concentracdes de seus derivados, os acidos docosahexaendico (22:6n-3) e
eicosapentaendico (20:5n-3), foram aumentadas. Resultados divergentes foram
demonstrados por Santos et al., 2007, no qual a concentracdo destes acidos graxos foi
reduzida em tilapias do Nilo alimentadas com acido linoléico conjugado. Gelderblom et al.,
2002 observaram aumento dos niveis dos acidos 20:5n-3 e 22:6n-3 na porcdo de
fosfatidilcolina de hepatocitos de ratos alimentados com 10mg FB/kg de
racao,corroborando com os resultados observados nas tilapias. Estes resultados sugerem
gue fumonisinas podem aumentar 0s niveis totais de acidos graxos poliinsaturados da
familia 6mega 3.

Quando avaliados os niveis dos w6, tilapias desafiadas com fumonisinas
apresentaram reducdo nas concentracbes do acido linoléico (C18:2n6) e do &cido
eicosatriendico (C20:3n6), e aumento nas concentracdes de acido eicosapentandico
(C20:5n6). O &cido linoleico é um acido graxo de cadeia longa considerado essencial e
pode ser encontrado na forma de &cido linoleico conjugado (CLA), com diversas formas
de isbmeros posicionais e geométricos (Medeiros, 2002). A reducdo de C18: 2n6 nas
tilapias desafiadas com fumonisina representa piora na qualidade de carcaca para este
acido graxo. Gelderblom et al., 1997 avaliaram o efeito dos niveis fumonisina (50, 100 e
250 mg/kg de racdo) sobre o perfil lipidico do figado de ratos e também observaram
reducdo das concentracbes de C22:5n6, porém observaram aumento de C18:2n6.
Fumonisinas ndao afetaram a concentracido total dos w6. Estes resultados demonstram
que o efeito das fumonisinas sobre o metabolismo dos acidos graxos da familia w6 requer
maiores estudos.

O total dos PUFA foi alterado significativamente pela inclusdo das fumonisinas,
com efeito de regressado quadrética (y = 0,387x2 - 1,486x + 33,60; R2 = 0,834), sendo 0s
maiores niveis observados para o nivel de 60mg. Este aumento dos PUFAs é
consequéncia direta do aumento dos w3, dado que w6 total nao foi alterado.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos dados encontrados nesta pesquisa € possivel concluir que
fumonisinas aumentam a concentracdo de acidos graxos da familia w3, e
consequentemente, os acidos graxos poliinsaturados totais na carcaca
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