Ciéncia Rural, Santa Maria, v.37, n.1, p.284-287, jan-fev, 2007

ISSN 0103-8478

Efeito da ingestao de fumonisina B, no peso corporal e na histopatologia de codornas
japonesas (Coturnix coturnix japonica)

Effect of fumonisin B, on body weight and histopathology of Japanese quail
(Coturnix coturnix japonica)
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-NOTA-

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito
da fumonisina B, (FB,) sobre o peso corpéreo e as visceras
(figado, rim e coragdo) de codorna poedeira japonesa
(Coturnix coturnix japonica), devido ao escasso dado
toxicolégico nesta espécie. Quatro grupos, sendo cada um
constituido de 32 codornas de linhagem comercial, receberam
racdo contendo FB nas concentragbes de 0 (controle), 10, 50
e 250mg kg, durante 28 dias. Observou-se uma reducéo
(P<0,05) no peso corpéreo das aves submetidas ao tratamento
250mg kg™ de FB,. Os pesos relativos do rim e do coragéo
mantiveram-se semelhantes em todos os tratamentos (P>0,05),
porém as aves do grupo 50 e 250mg kg apresentaram
aumento no peso relativo de figado (P<0,05). Alteragdes
histolégicas foram constatadas apenas no figado das aves
alimentadas com ragdo contendo 50 e 250mg kg* de FB,,
caracterizadas por hiperplasia moderada de ductos biliares e
mdltiplas areas de necrose focal, indicando que a FB, seja
téxica a partir de 50mg kg* para codornas de postura.

Palavras-chave: FB,, toxicidade, alteragGes histopatolégicas,
codorna.

ABSTRACT

This research was aimed at evaluating the effect
of fumonisin B, (FB,) on body weight and viscera (liver, kidney
and heart) of laying Japanese quail (Coturnix coturnix
japonica), due to the little toxicological data on this species.
Four experimental groups of 32 commercial quails were
designed and exposed to ingestion test with feed containing 0
(controls), 10, 50 or 250mg FB, kg* feed, during 28 days.
Birds of group 250mg FB, kg showed lower body weight

(P<0.05). Relative weights of kidney and heart were similar
(P>0.05) among treatments. However, the relative weight of
liver increased (P<0.05) in quail of groups received 50 and
250mg FB,/kg. Histological changes were observed only in the
liver of groups receiving 50 and 250mgFB, kg, which caused
moderate biliary duct hyperplasia and multiple foci of hepatic
necrosis. The data indicated that AFB at levels above 50mg
kg™ in laying Japanese quail. !
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As fumonisinas s3o produzidas por fungos
do género Fusarium, principalmente da espécie F.
verticillioides (Sacc.) Nirenberg (= F. moniliforme
Sheldon, teleomorfo Giberella fujikuroi Sawada)
(RHEEDER etal., 2002). Mais de 28 diferentes tipos de
fumonisinas ja foram isolados, sendo a toxina
predominante a fumonisina B (FB)), que também
apresenta maior toxicidade. A FB, tem sido associada
com baixo desempenho, aumento do peso relativo de
visceras e hepatite toxica em aves domésticas
(KUBENA et al., 1995). LEDOUX et al. (1992)
observaram diarréia, diminui¢do do consumo de
alimentos e do ganho de peso, aumento do peso do
figado, necrose hepatica e hiperplasia hepatocelular
em frango de corte alimentado com ragdo contendo
100-400mg kg' de FB,. Alteragdes de miocérdio,
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caracterizadas por perda de estriagdes transversais e
adelgagamento dos cardiomiocitos foram relatados em
perus alimentados com niveis de FB acima de 325mg
kg (WEIBKING etal., 1994).

Com relago as codornas, niveis de FB, de
50 e 100mg kg causaram redugo no consumo de ragéo,
diminui¢do do peso corporeo, redugcdo do peso e
despigmentagdo dos ovos e reducdo do peso da casca
(BUTKERAITIS et al., 2004). O objetivo do presente
trabalho foi verificar os efeitos da FB, sobre o peso
corporeo, figado, rins e coragdo de codornas poedeiras
alimentadas com rac¢des contendo diferentes niveis da
toxina.

Foram utilizadas 128 codornas de linhagem
comercial Japonesa (Coturnix coturnix japonica),
adquiridas com cinco semanas de idade e vacinadas,
subdivididas em quatro grupos de 32 aves. As aves
foram mantidas em adaptag@o por duas semanas, sendo
alimentadas com rag¢@o convencional a base de milho e
farelo de soja, contendo FB, abaixo de 1,0mg kg,
conforme as recomenda¢des do NATIONAL
RESEARCH COUNCIL (1994). As aves foram alojadas
em bateria contendo quatro gaiolas de arame providas
de comedouros lineares e bebedouros tipo calha em
“V” para agua corrente.

AFB, utilizada no experimento foi produzida
a partir do cultivo de cepa toxigénica de F.
verticillioides (cepa M-1325%) e mantida em material
de cultivo a base de milho, homogeneizado e
esterilizado, conforme os procedimentos descritos por
WEIBKING et al. (1994). O material de cultivo foi
preparado em jarras de 1L, onde 100g de graos de milho
e 100mL de 4gua destilada foram autoclavados (120°C/
30 min) e, em seguida, semeados com 2mL de agua
destilada contendo a cepa de F. verticillioides. As jarras
foram agitadas manualmente e incubadas a 27°C por
cinco semanas. Ap6s a incubagao, adicionou-se 400mL
de acetona:cloroformio (75:25) ao meio de cultura,
seguido de agitacdo em homogeneizador de alta
velocidade por 5 min. Apds a filtragao, o residuo sélido
foi submetido a secagem em estufa a 40°C e triturado
em um moinho de disco até a obteng¢do de um po fino.

A concentra¢do de fumonisinas no material
de cultivo em pé foi determinada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(Shimadzu®) com detecgdo por fluorescéncia
(comprimentos de onda de 335 ¢ 440nm para excitagdo
e emissdo, respectivamente), utilizando-se a técnica
descrita por SHEPHARD et al. (1990). A extragéo foi
realizada tomando-se 50g da amostra e adicionando-se

50mL de acetonitrila:agua (1:1). Apos agitagdo por 30min,
a mistura foi filtrada, transferindo-se 2mL do filtrado
para coluna de extragdo em fase solida (SPE),
previamente condicionada com 2mL de metanol e 2mL
de agua destilada. Apos a lavagem inicial com 2mL de
acetonitrila:agua (20:80), o extrato foi eluido com 2mL
de acetonitrila:agua (70:30). Em seguida, uma aliquota
de 200uL do extrato final foi misturada com 200uL de
reativo OPA, previamente preparado com 40 pg de o-
phthaldialdehydo em SmL de solugdo de tetraborato
de sodio a 0,1M e 50uL de 2-mercaptohetanol. Apds
dois minutos, foram aplicados 20pL no sistema CLAE,
utilizando-se coluna de fase reversa C18, com
dimensdes de 150 X 4,6mm e tamanho de particula Sum
(Phenomenex®). A fase movel foi composta por
acetonitrila:agua:acido acético (50:50:1), empregada
com fluxo constante de 1mL min'. Os limites de
quantifica¢do do método para FB1 ¢ FB2 foram de 20 e
30ug kg, respectivamente. As concentragdes de FB1
e FB2 no material de cultivo foram de 6.500mg kg' e
2.100mg kg!, respectivamente.

A adicdo de material de cultivo contendo
FBI1 aragéo (0,2-3,0kg 100kg™! de ragdo) foi realizada
em um misturador horizontal/helicoidal (Marconi®), em
uma unica batida, um dia antes do inicio do periodo
experimental, totalizando cerca de 90kg de ragdo.
Utilizou-se a mesma ragdo empregada no periodo de
adaptagao das aves, constituida a base de milho e farelo
de soja, balanceada conforme o NATIONAL
RESEARCH COUNCIL (1994). A confirmagao dos niveis
de FB nas ragdes experimentais foi realizada de acordo
com a mesma técnica descrita acima, com quantificagdo
através de CLAE (SHEPHARD et al., 1990). Apds a
andlise das ragdes preparadas, os niveis de FB nos
tratamentos que continham 10, 50 e 250mg/kg foram de
8,6mgkg’, 53,5mgkg! e 254,2mg kg, respectivamente.
As rac¢des de cada batida também foram analisadas
quanto a presenca de aflatoxinas, ocratoxina A e
zearalenona, através de cromatografia de camada
delgada (SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA, 1989),
sendo que nenhuma delas foi detectada nas amostras.
Os limites de quantificagdo do método de analise para
aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona foram de 4,0u.g
kg', 5,0ug kg e 55,0ug kg, respectivamente.

O experimento com intoxicagao iniciou-se
com aves com sete semanas de idade, no qual as aves
receberam diariamente cerca de 30g ragdo ave™! e dgua
ad libitum durante 28 dias. Apds o periodo, as aves
foram pesadas, anestesiadas com éter etilico e
sacrificadas por deslocamento cervical e imediatamente
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necropsiadas, para analise de visceras (pesagem e
exame macroscopico de possiveis lesdes). Tecidos do
figado, rim e coragdo foram recolhidos em frascos
contendo formalina a 10% tamponada e submetidos ao
exame histopatologico (VASCONCELOS, 1988).
Seccdes representativas de tecidos (espessura de Spum)
foram coradas com hematoxilina-eosina e examinadas
ao microscopio de luz. O peso absoluto de visceras foi
convertido para peso relativo (g 100g"' de peso
corporeo — pc) e submetido a analise de varidncia (SAS,
1992), comparando-se as médias através do teste de
Tukey (P<0,05).

O peso corporal das aves no dia 1 de
intoxicagdo e imediatamente apos o sacrificio (dia 28),
bem como os pesos relativos do figado, rim e coragéo,
encontram-se na tabela 1. Aos 28 dias, observou-se uma
redugdo (P<0,05) no peso corpéreo das aves submetidas
ao tratamento com 200mg kg™ de FB , em relagdo aos
demais tratamentos. Resultados semelhantes foram
observados em patos Pekin intoxicados com 100-400mg
kg' de FB, (BERMUDEZ et al., 1995) e em perus
alimentados com ra¢do contendo 75-425mg kg!
(KUBENA etal., 1995). Embora o mecanismo de agao de
fumonisinas ainda ndo seja totalmente elucidado, a
hipotese mais aceita consiste na interferéncia no
metabolismo dos esfingolipideos, devido a inibi¢do da
enzima N-aciltransferase (WANG, 1991). STEVENS &
TANG (1997) demonstraram que a concentragdo reduzida
de esfingolipideos, ocasionada pela exposi¢do a FB,>
promoveu o bloqueio quase completo do transporte nos
receptores folato, o que pode levar ao comprometimento
de processos celulares dependentes dessa vitamina, com
conseqiiente reducdo do ganho de peso corporeo.

Os pesos de rim e coragdo mantiveram-se
semelhantes (P>0,05) em todos os tratamentos, em
rela¢do ao controle. No entanto, o peso de figado de
aves intoxicadas com FB, apresentou-se maior em
relacdo ao controle, sendo a diferenca significativa

(P<0,05) somente para os grupos 50 e 250ug kg™'. Estes
resultados concordam com os dados reportados sobre
os efeitos da FB, sobre o figado de outras espécies de
aves domésticas, a exemplo de frango de corte
(LEDOUX etal., 1992) e peru (WEIBKING et al., 1994).
O aumento no peso hepatico, observado em todas as
espécies de aves estudadas, parece estar associado
com as alteragdes no metabolismo lipidico promovidas
pela fumonisina (KUBENA et al., 1995).

As amostras de rim e coragdo de ave
controle, assim como das intoxicadas com 10, 50 e
250mg kg' de FB» ndo apresentaram alteragdes
significativas (P>0,05). Com relagdo ao figado, as
amostras provenientes dos grupos controle ¢ 10mg
kg de FB, também ndo apresentaram lesdes aparentes;
porém, algumas areas isoladas apresentaram-se com
discreta degeneragdo vacuolar do tecido hepatico.
RANDALL & REECE (1996) também descreveram
relato semelhante, relacionando o fato acima,
provavelmente, a esteatose fisiologica observada em
praticamente todas as aves em postura.

Os figados de aves alimentadas com 50 e
250mg kg de FB, apresentaram hiperplasia moderada
de ductos biliares e multiplas areas de necrose focal. A
severidade das lesdes hepaticas foi maior nas aves
alimentadas com 250mg kg™, em relagdo ao grupo que
recebeu 50mg kg™!, indicando um efeito proporcional a
dose de FB,. Os dados apresentados estdo de acordo
com os resultados obtidos em frango de corte (LEDOUX
etal., 1992) e peru (WEIBKING et al., 1994). Este efeito
hepatotdxico pode ser atribuido primariamente, também,
a inibigdo da enzima N-aciltransferase, uma vez que
isso determina um desarranjo no metabolismo de
esfingolipideos, incluindo a regulagéo celular (WANG,
1991).

Os resultados obtidos indicaram que a FB,
adicionada na rag¢do de codornas em concentragdes
acima 50mg kg'!' produziu um quadro de hepatite toxica
semelhante ao observado em peru e frango de corte.

Tabela 1 — Efeito da ingestdo de FB, no peso corpdreo e no peso visceral de codornas japonesas'.

FB, na racao Peso corporeo (g) Pesos relativos (g/100 g de peso corpéreo)
(mg/kg) Dia 1 Dia 28 Figado Rim Coragdo
0 (controle) 143,6 +9,8° 160,0+1,0° 2,68 £0,35° 0,66 £ 0,14° 1,00 £0,16°
10 1455+6,6° 1573+5,7° 2,98 +0,46™ 0,71£0,17° 1,00 +0,16°
50 147,0+4.8° 153,7+43° 3,34 +0,39" 0,81+0,19° 1,04 +0,38"
250 1459+43° 1433+4,0° 3,55+0,52¢ 0,74 £0,19° 1,02 +0,16

**Em uma coluna, médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente (P>0,05).
"Valores se referem a média + desvio padrio para 12 aves em cada tratamento.
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