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Fumonisin B, (FB,) is a secondary metabolite produced mainly by Fusarium verticil-
ioides in several types of foods, particularly corn, which is the basis for composition of
feed for several domestic animals. FB, is particularly toxic to pigs, being the clinical man-
ifestations evident in animals exposed to high concentrations of FB, in the diet (generally
above 30mg/kg). However, there are few studies on the effects of FB, on pigs fed rations
containing low concentrations of fumonisin, which are most probably found under field
conditions. The aim of the study was to evaluate the effects of a 28-day exposure of piglets
to low levels of FB, in the feed on the weight gain, feed consumption, organ weights and
histological aspects of the spleen, liver, lungs, kidneys and heart. Twenty-four pigs were as-
signed into 4 experimental groups and fed diets containing 0mg (control), 3.0mg, 6.0mg or
9.0mg FB, /kg diet. The different diets did not affect (P>0.05) the weight gain or the weight
of organs examined. There were no macroscopic or histological lesions in the spleen, liver,
kidneys and heart. However, histological lesions were found in the lungs from all animals
fed rations containing fumonisin, hence indicating that none of the FB, levels used in the
experiment could be considered as safe for piglets. Further studies on the mechanisms of
toxic action of FB, in pigs are needed, particularly under conditions of prolonged exposure
to low contamination levels in the diet.
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RESUMO.- A fumonisina B, (FB,) é um metabdlito secun-
dario produzido principalmente por Fusarium verticilioides
em diversos tipos de alimentos, principalmente o milho, o
qual constitui a base para composicdo de ragdes para varias
espécies de animais domésticos. A FB, é particularmente
toxica para suinos, cujas manifestacoes clinicas sdo eviden-
tes em animais expostos a altas concentragdes de FB, na
racdo (em geral, acima de 30mg/kg). No entanto, sdo escas-
sos os estudos sobre os efeitos da FB, em suinos alimenta-
dos com ragdes contendo baixas concentragoes de fumo-
nisinas, as quais sdo mais provaveis de serem encontradas
em condi¢coes de campo. O objetivo do estudo foi avaliar os
efeitos da exposi¢do de leitdes a baixos niveis de FB, na ra-
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¢do, durante 28 dias, sobre o ganho de peso, consumo de
racdo, peso relativo de érgios e aspectos histoldgicos do
baco, figado, pulmdes, rins e coragdo. Vinte e quatro leitoes
foram distribuidos em 4 grupos experimentais e alimen-
tados com ragdes contendo Omg (controle), 3,0mg, 6,0mg
ou 9,0mg FB, /kg de ragdo. As diferentes dietas ndo afeta-
ram (P>0,05) o ganho de peso e nem o peso relativo dos
orgaos analisados. Ndo foram constatadas lesGes macros-
copicas ou histopatoldgicas no baco, figado, rins e coracio.
No entanto, foram observadas lesdes histopatoldgicas nos
pulmdes de todos os suinos alimentados com ragdes con-
taminadas com fumonisinas, indicando que nenhum dos
niveis de FB, usados no experimento poderia ser conside-
rado como seguro para suinos. Sao necessarios novos estu-
dos sobre os mecanismos de agdo téxica da FB, em suinos,
sobretudo em condi¢des de exposi¢cdo prolongada a baixos
niveis de contaminac¢do na ragao.

TERMOS DE INDEXAGAO: Fumonisina B,, FB,, niveis baixos, sui-
nos, efeitos téxicos, micotoxicoses.

INTRODUCAO

Os fungos filamentosos produzem uma grande diversidade
de metabdlitos secundarios, como pigmentos, antibidticos,
fitotoxinas além de compostos toxicos, denominados mico-
toxinas (Diaz 2005). Os fungos produtores de micotoxinas
predominam em regides com climas tropicais e subtropi-
cais, tendo em vista que o desenvolvimento flngico é fa-
vorecido pelas condi¢des ambientais, principalmente pela
temperatura e umidade, em substratos variados (Dilkin
2002). Cereais e sementes oleaginosas sdo frequentemen-
te afetadas por micotoxinas durante a colheita, armazena-
mento e processamento, ocasionando perdas econdmicas
devido a contamina¢do de produtos agricolas e a perda de
produtividade animal (Sabino 1996).

Entre as micotoxinas mais frequentemente encontradas
no Brasil, destacam-se as fumonisinas B, (FB)), B, (FB,) e
B, (FB,), as quais sdo produzidas principalmente por Fusa-
rium verticilioides e Fusarium proliferatum (Diaz 2005). Es-
tas micotoxinas ocorrem fundamentalmente no milho e em
alimentos a base de milho, sendo a FB, a mais a mais toxica,
representando 70-80% do total de fumonisinas produzidas
em culturas de laboratério ou em milho naturalmente con-
taminado (Cawood et al. 1991, Binder et al. 2007). A conta-
minacdo de matérias primas alimentares e ragdes com fu-
monisinas, tem sido associada a varias doengas que podem
afetar a saude de animais domésticos, sendo extremamente
toxicas para equideos e suinos (Soriano, Gonzalez & Catala
2005). Em casos de intoxicacdo aguda com elevados niveis
da toxina, os animais apresentam um quadro caracterizado
pela reducido da eficiéncia reprodutiva, piora na conversio
alimentar, diminuicao da taxa de crescimento e do ganho
de peso (Dilkin 2002). Como medida preventiva para evitar
os efeitos das fumonisinas nas criagdes animais, os Estados
Unidos e a Unido Europeia recomendam os limites de tole-
rancia de 20,0mg/kg (milho em grdo para ra¢des de suinos)
e 5,0mg/kg (ragdes de suinos), respectivamente (Oliveira et
al. 2014). Contudo, ndo ha limites de tolerancia para fumo-
nisinas em ingredientes ou ra¢des animais no Brasil.

Os suinos estdo potencialmente expostos a niveis eleva-
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dos FB, na ragdo em curto prazo, sendo o edema pulmonar
suino (EPS) a principal patologia induzida por esta micoto-
xina (Haschek et al. 2001). O principal mecanismo de acao
toxica da FB, esta relacionado com a inibi¢do da biossintese
de esfingolipideos de membrana celular (Soriano, Gonzalez
& Catala 2005). As manifestacdes clinicas decorrentes da
intoxicagdo por altas concentragdes de FB, (em geral, aci-
ma de 30mg/kg) em suinos sdo bem descritas na literatu-
ra (Voss et al. 2001). No entanto, sdo escassos os estudos
sobre os efeitos da exposicdo de suinos a ragées contendo
baixas concentracdes de fumonisinas, as quais sio mais
provaveis de serem encontradas em condi¢oes de campo.
Zomborszky-Kovacs et al. (2002) observaram um aumen-
to significativo e dose-dependente nos pesos dos pulmoes
de suinos expostos a niveis de 5,0 a 10,0mg de FB, /kg de
racao, porém ndo foram encontrados dados sobre os efei-
tos da FB, em niveis menores que 5,0 mg/kg. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o ganho de peso, consumo de
racdo e o aspecto histologico de 6rgaos de leitdes alimenta-
dos com ragdes contendo 3,0, 6,0 e 9,0mg de FB, /kg.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado no Institute National de la Recherche Agro-
nomique/INRA, em Toulouse, Franga. Todos os procedimentos de
experimenta¢do em animais foram realizados conforme com as di-
retrizes europeias para o uso de animais para fins de investigacio
cientifica (Processo n® TOXCOM/0018/PP 10, Comité d’Ethique de
Farmacologie - Toxicologie de Toulouse - Midi Pyrénées, Toxcomé-
thique, INRA). Vinte e quatro leitdes desmamados de 4 semanas
de idade, machos castrados (Pietrain/Duroc/Large-white) fo-
ram utilizados no presente estudo. Os leitdes foram aclimatiza-
dos durante 1 semana no biotério do Laboratério ToxiAlim INRA
(Toulouse, Francga) antes de serem utilizados para os protocolos
experimentais. Apos este periodo, os animais foram mantidos
em baias por 28 dias, sendo 3 animais/baia. Agua e ragio foram
fornecidos ad libitum durante todo o periodo experimental. Seis
animais foram distribuidos para cada tratamento com base no
peso corporal, observados diariamente e pesados semanalmente.

Os animais foram submetidos a quatro diferentes dietas, con-
taminadas com os seguintes niveis de fumonisina B, (FB,) du-
rante 28 dias: dieta controle (Omg FB, /kg de racdo); 3,0mg FB,/
kg de ragdo, 6,0mg FB, /kg de ragdo e 9,0mg FB,/kg de ragdo. A
FB, utilizada no experimento foi produzida no Veterinary Medi-
cal Diagnostic Laboratory da Universidade de Missouri, em Co-
lumbia, Estados Unidos, a partir do cultivo de cepas toxigénicas
de Fusarium verticillioides, de acordo com Ogido et al. (2004). Os
procedimentos para a produgdo de fumonisinas foram relatados
previamente (Weibking et al. 1993).

As dietas foram fabricadas nas instalagdes do INRA em Ren-
nes (Franga) e formuladas de acordo com as exigéncias nutri-
cionais para leitdes, como descrito por Grenier et al. (2011). Os
extratos contendo a toxina foram misturados em suplementos de
vitaminas e minerais, e, em seguida, incorporados na mistura dos
cereais antes da granulacdo. Os niveis FB, nas ragdes, bem como a
auséncia de concentragdes detectaveis de outras micotoxinas, fo-
ram confirmados usando o método multi-micotoxina LC-MS/MS
(de acordo com o protocolo de 365-007, GIP LABOCEA, Franga -
Relatério de andlise 113074005). No 32 e 102 dia do experimento,
todos os leitdes foram imunizados por via subcutanea com Stella-
mune® Mycoplasma us.vet. (Pfizer Animal Health SA, France), de
acordo com as especificagdes do fabricante. Esta imunizac¢do foi
necessdaria para garantir a saide dos animais e prevalecer apenas
o efeito toxico da FB,.
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As variaveis estudadas durante o periodo de intoxica¢io fo-
ram o ganho de peso e o consumo alimentar. No final do periodo
experimental, os suinos foram insensibilizados por eletronarcose
com posterior sangria, de acordo com os procedimentos padrao do
INRA/Toulouse. Apds, foram submetidos a necropsia e avaliagio
dos pesos do bago, figado, pulmdes, rins e coragdo. Amostras des-
ses 6rgdos, de todos os animais dos 4 tratamentos, foram coletadas
e fixadas em formol tamponado a 10% para andlise histopatolégi-
ca. Os cortes de tecidos (pulmao, figado, coracéo, rins e es6fago)
foram desidratados por meio de 4lcoois graduados, embebidos em
cera de parafina e cortados em espessura de 5 um. Em seguida, es-
tes cortes foram corados com hematoxilina-eosina (HE) para rea-
lizagdo do exame histopatoldgico. Um patologista que desconhecia
os tratamentos de intoxicacdo por FB,, sob a microscopia de luz,
avaliou o grau de inflamagdo ou os danos celulares. A inflamagio
do tecido foi classificada da seguinte forma: grau 0, minima ou ne-
nhuma evidéncia de inflamagdo; grau +, inflamacao leve; grau ++,
inflamacdo moderada a grave; grau +++, inflamagdo grave. Os da-
dos foram submetidos a ANOVA unidirecional, seguido de teste de
Tukey, para analisar as diferencgas entre as médias dos diferentes
tratamentos. Valores de P<0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

A ingestdo das ragdes experimentalmente contaminadas
com fumonisina B, (FB,) ndo prejudicou (P>0,05) o de-
sempenho dos animais (Quadro 1), e também nao afetou
(P>0,05) os pesos relativos dos 6rgdos, em comparagdo
com o grupo controle (Quadro 2). Nenhum sinal clinico de
intoxicacdo foi observado em qualquer tratamento duran-
te o experimento. Durante a necropsia, ndo foram encon-
tradas alteracdes macroscopicas no pulmao, rim, coragao
e figado. Microscopicamente, apenas nos pulmoes foi ob-

servada uma inflamagao intersticial (de moderada a grave),
sem edema alveolar. Os suinos alimentados com as ragdes
contaminadas com 3,0 ou 6,0mg FBl/kg de ragdo, apre-
sentaram lesdes pulmonares classificadas como leves (+)
ou moderadas (++) (Fig.1), sendo que lesdes moderadas a

Quadro 1. Peso corporal, ganho de peso e consumo de racio de
leitoes alimentados com ragdes controle e racoes
contaminadas com fumonisina B, apds 28 dias de intoxicagao*

Fumonisina B, Peso inicial Peso final Ganho de peso Consumo de ra-
na racdo (mg/kg) (kg) (kg) (kg/semana) c¢do (kg/semana)

0 (Controle) 10,4+0,6  28,4+2,0 4,5%0,8 8,0+0,8
3 10,5+#0,9 30,2+2,7 4,9+0,9 7,6%1,2
6 11,1+0,4 32,0+1,3 5,2+0,8 8,2+1,3
9 10,8+0,9 30,6x1,4 4,9+0,9 7,6+1,4

Em uma coluna, ndo foram encontradas diferencas entre as médias
(P>0,05). * Valores se referem a média + desvio padrdo para 6 animais
em cada tratamento.

Quadro 2. Pesos relativos de orgios de leitdes alimentados
com rac¢des controle e ragdes contaminadas com fumonisina
B, ap6s 28 dias de intoxicacdo*

Pesos relativos (g/100g de peso corpéreo)
Figado  Pulmdes Rins Coragao

Fumonisina B,
naracdo (mg/kg) Bago

0 (Controle)  0,24+0,02 3,37+0,24 1,33%£0,30 0,33+0,03 0,760,20
3 0,26x0,06 3,08+0,33 1,32+0,40 0,31+0,08 0,72+0,30
6 0,22+0,04 3,24+0,37 1,10+0,140 0,29+0,10 0,64+0,07
9 0,20+£0,02 3,11+0,40 1,24+0,20 0,33+0,03 0,58+0,06

Em uma coluna, ndo foram encontradas diferengas entre as médias
(P>0,05). * Valores se referem a média + desvio padrido para 6 animais
em cada tratamento.

et N . Py N T e Yy D

Fig.1. Corte histoldgico de pulmao demonstrando lesdes causadas pela fumonisina B, (FB,) em leitdes alimentados com racdo controle
0mg FB, /kg, ou ragdes contaminadas com 3,0, 6,0, ou 9,0mg FB, /kg. As lesdes foram estabelecidas ap6s exames histopatolégicos de
acordo com o grau das lesdes. (A) Zero (sem lesdes). (B) Lesdo leve (+), (C) Lesdo moderada (++), (D) Lesdo grave (+++). HE, obj.40x.
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grave (+++) foram observadas nos animais que consumi-
ram ragdes com 8,0mg FB, /kg. Todos os animais do grupo
controle apresentaram pulmdes classificados como grau 0
(minima ou nenhuma evidéncia de inflamac¢do). Os outros
orgaos analisados, como esbfago, rim, coracgdo e figado, ndo
apresentaram lesdes histopatolégicas significantes em to-
dos os tratamentos.

DISCUSSAO

No presente estudo, os leitdes foram expostos a niveis bai-
xos de fumonisinas, normalmente encontrados em uma
variedade de substratos em condi¢des de campo, principal-
mente o milho (base da racdo para animais). A literatura
demonstra que grande parte dos dados sobre os efeitos
das fumonisinas em animais domésticos, incluindo aves,
cavalos e suinos, foi obtida utilizando ragdes mono-conta-
minada com altas concentracdes de FB, (Dilkin et al. 2003,
Butkeraitis et al. 2004, Direito et al. 2009). Os dados deste
estudo procurou determinar os efeitos da ingestdo sub-
-cronica de ragoes contaminadas com niveis baixos de FB,
no desempenho animal e na histopatologia, visto que os
suinos sdo altamente susceptiveis e estio potencialmente
expostos a niveis elevados de FB,. Assim, sob o ponto de
vista de seguranca alimentar, sdo de extrema importancia
os estudos que utilizam niveis menores da micotoxina para
determinar os limites toleraveis que nao sejam prejudiciais
para o organismo animal.

A fumonisina B, (FB,) ndo interferiu no consumo médio
de racdo e no ganho de peso corporal. Considerando-se os
baixos niveis de contaminacao utilizados, nossos dados nao
sdo surpreendentes e corroboram os estudos que utiliza-
ram ragdes contaminadas com 10,0mg FB, /kg (Dilkin et al.
2003) ou 6,0mg FB, /kg (Grenier et al. 2011) sobre o de-
sempenho de suinos, os quais nio relataram nenhum efeito
sobre o ganho de peso corporal. Leitdes alimentados com
ragdes que continham de 1,0-10,0 FB, mg/kg durante 4-8
semanas, também ndo apresentaram efeitos téxicos das
fumonisinas (Zomborszky et al. 2000, 2002, Dilkin et al.
2010). Burel et al. (2013) demonstraram que a exposi¢do
a uma concentra¢cdo moderada de fumonisinas (11,8 ppm)
ndo teve efeito sobre o desempenho dos animais (consu-
mo de ragdo, crescimento e eficiéncia alimentar). Porém, os
autores observaram que a FB, alterou a razdo de esfingo-
lipideos de membrana, embora nenhuma mortalidade ou
patologia tenha sido constatada nos leitdes ao longo de 63
dias de exposicao.

Alteragdes no peso de 6rgdos de suinos intoxicados com
FB, foram previamente observadas por Harvey etal. (1995).
Os autores relataram que o peso do figado foi reduzido,
ocorrendo um aumento de peso do pulmao de leitdes into-
xicados com niveis elevados da micotoxina (100mg FB, /kg
de racdo) durante 35 dias. No presente estudo, a exposicao
dos animais a niveis baixos de FB, por 28 dias ndo resultou
em alteracdes nos pesos de drgios em todos os tratamen-
tos. Dilkin et al. (2003) também ndo encontraram diferen-
cas significativas no peso médio do coracio, figado e pul-
moes, ao avaliarem o efeito de 10,0mg FB, /kg e de 30,0mg
FB,/kg durante 28 dias de exposicdo. Em contrapartida,
suinos expostos a niveis de 5,0 a 10,0 mg FB, /kg de ra¢do, a
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ingestdo da toxina induziu um aumento significativo dose-
-dependente nos pesos dos pulmdes de suinos (Zombor-
szky et al. 2002). Estas alteracdes podem ser causadas por
diferencas nas condi¢des experimentais, no estado de sad-
de dos animais ou interagées com outros contaminantes. A
principal micotoxicose induzida por fumonisinas em suinos
é caracterizada por lesdo pulmonar, conhecida como ede-
ma pulmonar suino (EPS). Dependendo da dose ingerida, a
FB, pode causar danos hepaticos, cardiovasculares e imu-
nossupressao, devido a altera¢gdes no metabolismo dos es-
fingolipideos (Haschek et al. 2001). Apesar da auséncia de
efeitos da FB, no desempenho animal, observou-se danos
pulmonares, apresentando infiltrado celular inflamatério
intersticial classificado como leve a moderado, em animais
que consumiram ragdes contaminadas com 3,0mg FB, /kg
de ragdo, lesdo moderada para o nivel de 6,0mg FB, /kg e
lesdo de moderada a grave para a ingestao do nivel de 9,0mg
FB, /kg de ragdo. Embora no presente trabalho tenham sido
constatadas alteracdes histopatolégicas nos pulmdes dos
leitoes de todos os tratamentos, nio foi observado edema
pulmonar. Nos estudos de Grenier et al. (2011), as lesdes
pulmonares microscdpicas foram observadas sem sinais
macroscdpicos, os quais estdo de acordo com os dados do
presente estudo. Os danos pulmonares induzidos pela FB,
no nivel de 6,0 FB, mg/kg de racdo, foram relacionados com
alteragdes do tecido linféide bronquiolar associados a danos
vasculares Grenier etal. (2011). Contudo, os dados deste es-
tudo ndo estdo de acordo com Zomborszky et al. (2000), o
qual observaram a presenca de edema pulmonar em suinos
alimentados com rag¢do contaminada com 5,0mg FB, /kg.
Ainda, Dilkin et al. (2003) descreveram o edema pulmonar
durante a exposicdo de leitdes recém-desmamados subme-
tidos a 10,0mg FB, /kg na ragao.

A auséncia de lesdes histopatolégicas de outros 6rgaos
avaliados (esodfago, rins, coragdo e figado) é coerente com
as baixas concentra¢bes de FB, nas rac¢des utilizadas no
presente estudo. Os efeitos toxicos da FB, no figado, por
exemplo, tém sido relatados em varios trabalhos utilizan-
do materiais altamente contaminados (Voss et al. 2001).
Haschek et al. (2001) demonstraram que alteragdes mor-
fologicas foram observadas apds a ingestdo de 23mg/kg
ou ap6s administra¢do intravenosa de FB, em suinos. Por
outro lado, danos no figado ocorreram apds a ingestao de
um nivel menor que 12ppm de fumonisinas (Motelin et
al. 1994). Mesmo com a exposi¢do de suinos submetidos
a 6,0mg FB, /kg ter induzido lesGes hepaticas (Grenier et
al. 2011), os suinos que receberam racdo contaminada com
9,0mg FB, /kg (maior nivel de FB, no presente estudo), ndo
apresentaram lesoes histopatoldgicas no figado. Ainda, ndo
foram encontradas alteragdes no rim ou coragdo, nem qual-
quer sinal de inflamac¢do nos animais alimentados com 3,0,
6,0 ou 9,0mg FB, /kg de ragéo.

CONCLUSOES

As concentracdes de 3,0-9,0mg/kg de fumonisina B,
(FB,) utilizadas neste estudo nédo induziram manifestacoes
clinicas evidentes e nem alteraram o ganho de peso, con-
sumo de racdo ou altera¢des macroscépicas em 6rgaos dos
animais expostos as ragdes contaminadas.
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No entanto, lesdes histopatolégicas nos pulmoes foram
constatadas de maneira dose-dependente, indicando que
nenhum dos niveis de FB, usados no experimento poderia
ser considerado como seguro para suinos.

S3o necessarios novos estudos sobre os mecanismos de
acdo toxica da FB, em suinos, sobretudo em condi¢des de ex-
posic¢do prolongada a baixos niveis de contamina¢do na ragao.
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