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RESUMO

Os fungos produzem varios metabdlitos secundarios, onde muitos destes tém sido
associados com a inducdo de efeitos tdxicos em animais e seres humanos. O efeito
toxicoldgico, incluindo o carcinogénico, tem sido observado em mais de 300
micotoxinas estruturalmente conhecidas. As Fumonisinas sdo micotoxinas produzidas
principalmente por Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum, as quais
frequentemente contaminam varios alimentos, especialmente milho e seus derivados,
induzindo ao aparecimento de quadros patoldgicos em humanos. A Fumonisina B;
(FBy) é a mais prevalente, respondendo por aproximadamente 70% do total das
micotoxicoses. Esta micotoxina estd associada com leucoencefalomalacia (LEM) em
cavalos, edema pulmonar em suinos e hepatocarcinoma em ratos, além de estar
relacionada a inibicdo da biossintese de esfingolipideos e ao aumento do risco de cancro
esofagico em seres humanos. O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos
citotoxico e genotoxico da fumonisina B; através do teste de viabilidade celular e do
teste de proliferacdo celular em cultura de leucécitos humanos. As concentracfes
testadas foram de 200; 100; 50; 5; 0,5; 0,05; 0,005 pg/mL ¢ 300; 30; 3; 1; 0,1; 0,01
fg/mL. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas sendo que, como controle
positivo foi utilizado H,O, 4mM e, como controle negativo, tampdo PBS 7,4. Com
excegdo das concentragdes de 3fg/mL, 0,1fg/mL e 0,01fg/mL, todas as concentragdes
testadas demonstraram ser citotoxicas (p<0,05). Em relacdo ao teste de genotoxicidade,
exceto as concentragdes de 0,1fg/mL e 0,01fg/mL, demonstraram interferir
significativamente na proliferacdo celular. Podemos concluir, de forma inédita, que
somente em concentragOes extremamente baixas, na ordem de fentogramas por mililitro,
a Fumonisina B; diminuiu os danos induzidos em leucdcitos humanos.

Palavras-chave: Fumonisina B;, micotoxinas, genotoxicidade, citotoxicidade.
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ABSTRACT

Fungi produce several secondary metabolites, where many of these have been
associated with the induction of toxic effects in animals and humans. The toxicological
effect, including the carcinogenic, has been observed in more than 300 structurally
known mycotoxins. Fumonisins are mycotoxins produced mainly by Fusarium
verticillioides and Fusarium proliferatum, which often contaminate various foods,
especially corn and its derivatives, leading to the appearance of pathological conditions
in humans. Fumonisin B; (FB;) is the most prevalent, accounting for approximately
70% of the total mycotoxicosis. This mycotoxin is associated with
leukoencephalomalacia (LEM) in horses, pulmonary edema in pigs and
hepatocarcinoma in rats, besides being related to the inhibition of sphingolipid
biosynthesis and to the increasing risk of esophageal cancer in humans.The present
study aimed to investigate the cytotoxic and genotoxic effects of fumonisin B; through
the cell viability and the cell proliferation test in human leukocyte culture. The tested
concentrations tested were 200; 100; 50; 5; 0,5; 0,05; 0,005 pug/mL e 300; 30; 3; 1; 0,1;
0,01 fg/mL. All the tests were performed in triplicates,and it was used H202 4mM as a
positive control, and PBS 7.4 bufferas a negative control. All concentrations tested were
cytotoxic (p <0.05), except the 3fg/mL, 0,1fg/mL and 0,01fg/mL concentrations.
Regarding to the genotoxicity test, except the 0.1fg/mL and 0.01fg/mL concentrations
of, they demonstrated to significantly interfere in the cell proliferation. In an
unprecedented way , it can be concludedthat only in extremely low concentrations, in
the order of phentograms per milliliter, the Fumonisin B; decreased the induced damage
in human leukocytes.

Keywords: Fumonisin B;, mycotoxins, genotoxicity, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Os fungos produzem varios metabolitos secundarios, onde muitos destes tém sido
associados com a inducdo de efeitos tdxicos em animais e seres humanos, como é o caso das
micotoxinas. Micotoxina, por sua vez, é um termo derivado do grego (Mikes = fungo e
Toxicum= veneno), empregado para descrever substancias toxicas que sao formadas por
fungos em diferentes etapas do desenvolvimento micelial (D’MELLO et al., 1997).

Os efeitos toxicoldgicos, incluindo a carcinogenicidade, tém sido observados em mais
de 300 micotoxinas estruturalmente conhecidas. A exposi¢cdo humana as micotoxinas pode
resultar do consumo de alimentos derivados de plantas contaminadas, bem como de seus
metabdlitos em produtos de origem animal, como carne, ovos ou exposi¢ao ao ar contendo
toxinas (ZAIN, 2010). Com isso, existe uma diversidade de micotoxinas em diferentes tipos

de alimentos (Quadro 1), que resultam em varios efeitos sobre humanos e animais.

Principais substratos Principais fungos produtores | Principal toxina Principais efeitos
Amendoim, milho, Aspergillus flavus e Aspergillus Aflatoxina B, Hepatotoxica,
castanha-do-Para parasiticus nefrotoxica e

carcinogénica

Trigo, aveia, cevada, Penicillium citrinum Citrinina Nefrotoxica para
milho e arroz suinos
Centeio e grdos em geral Claviceps Ergotamina Gangrena de
Purpdrea extremidade e
convulsdes

Milho Fusarium verticillioides Fumonisinas Cancer de esdfago
Cevada, café e vinho Aspergillus ochraceus e Ocratoxina Hepatotoxica,
Aspergillus carbonarius nefrotdxica e

carcinogénica

Frutas e sucos de frutas Penicillium expansum e Patulina Tecido
Penicillium griseofulvum gastrointestinal, rins,

figado e sistema

imunoldgico.
Milho, cevada, aveia, Fusarium sp. Tricotecenos: T2, Baixa toxicidade;
trigo e centeio Myrothecium sp. neosolaniol, sindrome de
Stachybotrys sp. fusanona x, feminizacdo em suinos

Trichothecium sp. nivalenol,
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deoxinivalenol

Quadro 1: Principais micotoxinas com seus respectivos fungos produtores, substratos e efeitos no homem e nos
animais (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

A Fumonisina B; (FB;) € uma micotoxina cancerigena produzida por Fusarium
verticillioides e Fusarium proliferatum, sendo especialmente encontrada em plantacdes de
milho (CHUTURGOON et al., 2015).

A manifestacdo mais grave de intoxicagdo causada pela ingestdo de milho
contaminado com FB; é a leucoencefalomalacia (LEM), uma doenca cerebral fatal em
equinos e coelhos. Em suinos, o principal sintoma de toxicidade das fumonisinas foi
denominado edema pulmonar; ja em aves, os efeitos adversos caracterizam-se pela reducdo no
desenvolvimento, problemas cardiacos, imunossupressdo, degeneracdo e necrose hepatica.
Em seres humanos, os estudos epidemioldgicos relacionaram os altos indices de céncer
esofagico em populacdes que consumem milho com altos niveis de fumonisinas (MINAMI et
al., 2004).

Apesar de a literatura especializada trazer abordagens a respeito da gravidade da
intoxicacdo por FB; ainda ha divergéncias no que se refere a concentragdo responsavel pelo
inicio dos danos celulares em humanos, incluindo a estrutura do DNA. Dessa forma, séo
necessarios estudos que respondam a essa falta de informacgdes no assunto. Sendo assim, este
trabalho teve por finalidade verificar as concentragcfes limites quanto ao inicio de quebras
homeostaticas nos parametros supracitados, aclarando aspectos que versam citotoxicidade e

genotoxicidade desta micotoxina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar efeitos citotoxico e genotoxico ex vivo da micotoxina FB1 em leucécitos

humanos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o efeito citotoxico da FB; em culturas de leucdcitos humanos, através dos
testes de viabilidade.

e Determinar a concentracdo minima de FB; capaz de induzir citotoxicidade celular em
cultura de leucécitos humanos.

e Avaliar o efeito genotoxico da FB; sobre a proliferacdo celular em cultura de
leucocitos humanos.

e Determinar a concentracdo minima de FB; capaz de influenciar a proliferacdo celular

em cultura de leucocitos humanos.



16

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FUNGOS

O Reino Fungi compreende um conjunto de organismos eucariéticos, heterotroficos,
essencialmente aerdbicos, com limitada capacidade anaerdbica, podendo sintetizar lisina pela
via biossintética do &cido L-a-aminoadipico. Utilizam como material de reserva energética o
glicogénio, sdo desprovidos de clorofila e possuem o nucleo rodeado por membrana celular.
(MENDES-GIANINI et al., 2001).

Os fungos possuem reproducdo assexuada, onde inclui a propagacdo vegetativa de
hifas e leveduras, bem como a frutificacdo vegetativa, isto é, a formacao de esporos assexuais.
As hifas alongam-se numa zona imediatamente inferior a ponta em que a parede celular é
particularmente elastica. Este processo de crescimento apical também pode incluir a formacéo
de edemas que se desenvolvem em hifas laterais, que pode por sua vez, se ramificar para fora.
As leveduras reproduzem-se por brotacdo sendo que, algumas leveduras se propagam nas
formas de levedura e hifa (KAYSER, 2005).

Na frutificacdo vegetativa, é formado um tipo de forma propagativa, 0S esporos
assexuais. Os esporos assexuados vém em varios tipos morfoldgicos: conidios, esporangios,
artrosporos e blastoporos. Os esporos sexuais raramente sdo produzidos nos tipos de fungos
que parasitam os tecidos humanos (KAYSER, 2005).

Ainda segundo Mendes-Gianni e Melhem (2001), os fungos apresentam parede celular
rigida e quitinosa, mitocondrias semelhantes as de celulas de plantas e animais, além de
vacuolos, reticulo endoplasmatico, microtibulos e ribossomos. A membrana plasmética
contém ergosterol, rRNA 80s e microtibulos compostos de tubulina, e 0 complexo de Golgi
nem sempre esta presente (Figura 1). Sdo seres ubiquitarios, ou seja, vivem em qualquer lugar
que tenha matéria organica em decomposi¢cdo. Podem ser unicelulares ou multicelulares, e

divididos basicamente em filamentosos e leveduras, dependendo de sua morfologia.
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Figura 1. Estrutura de célula fungica. Disponivel em: www.viralinfection.info. Acesso em 05/10/2016.

O elemento de base morfoldgica de fungos filamentosos € a hifa. Ao conjunto de hifas
da-se o nome de miceélio. A forma basica de um fungo unicelular é a célula de levedura.
Fungos dimdrficos geralmente assumem a forma de leveduras na fase parasitéria e a forma de
micélio na fase de saprofitas. As paredes celulares dos fungos consistem em cerca de 90% de
hidratos de carbono (de quitina, glucanos, mananos) e membranas de fungos sdo ricos em
tipos de esterol que ndao sdo encontrados em outras membranas bioldgicas (por exemplo,
ergosterol) (KAYSER, 2005).

Todos os fungos sdo heterotroficos de carbono, sendo assim, sdo dependentes de
nutrientes exdgenos como fontes de carbono organico e, com algumas excegdes, existem
ainda os fungos aerdbios obrigatdrios. Muitas espécies sdo capazes de manter a atividade
metabdlica no mais basico dos meios nutrientes. Os tipos metabolicos conhecidos de fungos
incluem termdfilos, psicrofilicos, acidofilos e os halofilicos (KAYSER, 2005).

O sistema vegetativo dos fungos filamentosos é constituido de hifas ou micélios,
contendo septos, os quais podem ser regulares ou ndo. Em geral, as hifas sdo oriundas de
esporos que germinam sob condi¢fes adequadas de temperatura e umidade. As hifas podem
ser vegetativas, para absorverem nutrientes; ou especializadas, para originarem o sistema

reprodutor para formacao de esporos. A observagdo microscopica do sistema reprodutivo é


http://www.viralinfection.info/
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fundamental para a classificacdo desses fungos, permitindo a identificacdo do género e,
muitas vezes, da espécie (MENDES-GIANINI et al., 2001).

As capacidades metabolicas de fungos sdo exploradas na industria alimentar, como na
producdo de pdo, vinho, cerveja, queijo, ou de proteinas de célula Unica e na indUstria
farmacéutica (por exemplo, na producdo de antibidticos, enzimas, acido citrico, dentre outras
varias aplicagdes). Contudo, a atividade metabolica de fungos pode também ser um fator
prejudicial. A infestacdo por fungos pode destruir alimentos, estruturas de madeira, téxteis e
outros substratos. Também podem causar numerosas doencas em plantas, o que induz a
consideraveis quebras na producéo agricola (KAYSER, 2005).

Os fungos possuem grande capacidade de colonizagdo e exploragdo de substratos
organicos vivos e em decomposicdo, onde esta capacidade diferenciada de exploracdo de
substratos esta intimamente relacionada com as caracteristicas fisicas e ambientais aos quais o
fungo é exposto, bem como as exigéncias nutricionais inerentes a cada espécie fungicas, que

séo essenciais ao seu desenvolvimento (SIDRIM et al., 2004).

3.2 MICOTOXINAS: HISTORIA, ASPECTOS GERAIS E IMPORTANCIA ECONOMICA

A historia das micotoxinas comega em 1960, quando um surto de mortes inexplicaveis
de aves no Reino Unido (especialmente perus) foi investigado. O surto ficou mundialmente
conhecido como turkey x disease. Chegou-se a conclusdo que o problema estava na racéo, a
qual havia sido produzida com amendoim importado da Africa e do Brasil. Este amendoim
estava contaminado com uma substancia fluorescente produzida pelo fungo Aspergillus
flavus. A partir de 1962, quando se estabeleceu as causas do surto, pesquisas subsequentes
encontraram outros fungos produtores de diferentes substancias toxicas (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009).

As micotoxinas compreendem uma grande variedade de estruturas quimicas de baixo
peso molecular, agrupadas de acordo com o grau e tipo de toxicidade ao homem e animais.
Algumas micotoxinas sdo relativamente simples, comparadas a toxinas bacterianas. A grande
variabilidade na natureza quimica das micotoxinas impde a necessidade de numerosos
métodos de extracdo para extrai-las dos alimentos, dificultando também o seu controle. Além
disso, varios procedimentos devem ser utilizados para identificacdo e quantificacdo das
mesmas para responder as exigéncias técnicas de importadores e de 6rgdos de regulamentacdo
(IAMANAKA, et al., 2010).
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A Dbiossintese de micotoxinas é determinada geneticamente e € intimamente
relacionada as vias metabolicas principais (aminoacidos e acidos graxos). A producao de
toxina e o grau de contaminacéo de alimentos e géneros alimenticios sdo regulados por fatores
ambientais, composi¢do e textura do substrato, umidade e temperatura. As plantas sdo mais
susceptiveis a invasao fungica sob condigdes de estresse, como seca ou excesso de irrigacao,
danos por insetos e exposicdo a pesticidas. Além disso, a suscetibilidade da planta determina
as caracteristicas do crescimento fungico e a taxa de producdo de toxinas (MINAMI et al.,
2004).

Doengas em humanos e animais, que sdo resultantes do consumo de micotoxinas, séo
conhecidas como micotoxicoses. Os 0rgdos mais afetados quando h& contaminacdo sdo:
figado, pulmao, rim, masculos e sistema nervoso (SILVA, 2005).

Os piores efeitos das micotoxinas no homem tendem a ser crénicos, de dificil
associacdo com o consumo de alimentos contaminados. Uma vez que as micotoxinas séo
termoestaveis, a abordagem preventiva em relacdo a elas ¢ de suma importancia. Porém,
evitar a contaminacdo dos fungos é praticamente impossivel, visto que os principais bolores
toxigénicos sdo bastante disseminados no ambiente. Com isso, o homem pode ser
contaminado por micotoxinas através do consumo de alimentos processados ou in natura
(FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

Existem varios critérios para avaliar o impacto econdmico das micotoxinas em seres
humanos e em animais. As consideracgdes incluem a perda da vida humana e animal, cuidados
de saude e os custos dos cuidados veterinarios, perda de producdo de gado, perda de culturas
alimentares, os custos regulatérios e custos de pesquisa com foco em aliviar o impacto e a
gravidade do problema de micotoxinas (ZAIN, 2010).

Finalmente, ha também os custos com salude humana, que ndo sdo adequadamente
bem definidos, levando-se em consideracdo as variaveis envolvidas no calculo dos mesmos.
Adicionalmente, os estudos acerca dos efeitos deletérios destas substancias na satide humana
ainda séo insuficientes para conhecer sua abrangéncia, severidade e morbidade. Desta forma,
ndo ha como estimar a magnitude do impacto econémico ocorrido na saude publica
(SANTOS et al., 2014).

3.3 AS FUMONISINAS

Apds o surto na Africa do Sul durante 1970, foi possivel chegar ao predominante

isolamento do Fusarium verticillioides a partir do bolor de milho, sendo caracterizado por



20

lesbes necroticas liquefativa na matéria branca dos hemisférios cerebrais de cavalos, fato
conhecido por leucoencefalomalacia equina (LEM). O envolvimento do fungo F.
verticillioides nos casos de LEM foi posteriormente confirmado através de varios isolamentos
deste fungo, e as alteracGes patoldgicas foram descritos em detalhe. As ocorréncias de
proliferacdo de ductos biliares, aumento do numero de figuras mitoticas, hepatocitos
multinucleadas e grandes ndcleos hipercromaticos nos figados destes cavalos foram as
primeiras indicacGes de que F. verticillioides poderia ser um fungo téxico e cancerigeno
(MARASAS, 2001).

Com isso, iniciou-se um estudo sobre o possivel papel das toxinas fungicas em
humanos na etiologia do cancer esofagico, na regido sul de Transkei, na Africa do Sul, um dos
mais altos do mundo, e na regido norte, a qual € mais baixa. A dieta basica em ambas as areas
era milho cultivado pela prépria populacdo, e o fungo F. verticillioides mostrou-se o mais
prevalente no milho consumido por pessoas em areas com um elevado indice de céncer
esofagico (CE). Apds muitos estudos, em 1988 foi desvendada a estrutura quimica do
composto cancerigeno que estava causando tantos danos, tanto em animais quanto humanos, a
Fumonisina B; (MARASAS, W. F. O., 2001).

A contaminacdo de milho por F. verticillioides ocorre principalmente por meio da
infeccdo dos estigmas por conidios fungicos carreados pelo ar ou dgua. No entanto, a doenca
pode se estabelecer via contaminacdo da semente chegando a espiga e grdos por meio da
circulacdo sistémica caulinar; pela infeccdo da raiz atingindo os grdos através do colmo e
espiga; e via ferimentos causados por insetos, 0s quais, também podem atuar como vetores de
inéculo (BORDINI et al., 2013).

Bordini et al. (2013) nos relatam que as fumonisinas séo sintetizadas pela via das
policetidas durante o metabolismo secundério do fungo, a qual se inicia, frequentemente, apds
o0 término da fase de crescimento.

A Fumonisina B;, o andlogo mais abundantemente encontrado (GALVANO et al.,
2002), tem a formula empirica C34HsgNOgs € consiste de diéster de propano-1,2,3-acido
tricarbalilico e 2-amino-12,16- dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroxieicosano (Figura 2), sendo
que os grupos hidroxila dos carbonos 14 e 15 encontram-se esterificados com o grupo
carboxila terminal do &cido tricarbalilico (BEZUIDENHOUT et al., 1998).
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Figura 2: Estrutura quimica da Fumonisina B;. Disponivel em

http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html. Acesso em 18/08/2016.

As fumonisinas sdo moléculas polares e, ao contrario das outras micotoxinas
contaminantes de alimentos, ndo possuem nenhuma estrutura aromatica ou cromdfora de facil
deteccdo analitica (MURPHY et al., 2006).

A biossintese dessas toxinas inicia-se com a formacao da cadeia carbbnica principal a
partir da condensacdo de uma molécula de acetil-CoA, 8 moléculas de malonil-CoA e duas
moléculas de metionina, sob forma de S-adenosil. O produto desta reacdo, catalisada por uma
policetida sintase, € um policetideo de 18 carbonos o qual é condensado ao aminoacido
alanina. Posteriormente, ocorrem subsequentes oxidacbes nas posicbes C-14 e C-15,
catalisadas por oxigenases citocromo P450 dependentes; esterificagbes com propano-1,2,3-
acidos tricaboxilicos nos grupos hidroxilas dos carbonos 14 e 15, catalisadas por uma
aciltransferase, e hidroxilagdo no C-5 pela acdo da dioxigenase 2-ceto-glutarato-dependente
(BOJJA et al., 2004).

Os componentes das moléculas de fumonisinas apresentam diferentes origens
biogénicas. Os carbonos 3-20 s&o derivados do acetato, os grupos aminos em C-1 e C-2 da
alanina, e os dois grupamentos metil nos carbonos 12 e 16 da metionina. O grupo hidroxila no
C-3 é proveniente do grupo carbonila derivado do acetato, enquanto que os grupos hidroxila
nos carbonos 5, 10, 14 e 15 sdo originados do oxigénio molecular. Os acidos tricarboxilicos
provavelmente sdo derivados do acido glutdmico pela via do ciclo do &cido citrico (CALDAS
et al., 1998).

As quatro principais categorias, denominadas de fumonisina A, B, C e P, séo
compostos por FA;, FA,, FAs, FAK;; FBy, FB,, FBs, FB4; FCy, FCy, FCs, FCy; FP1, FP, €
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FP3;. Além destes 15 andlogos, existem outros metabdlitos de menor importancia nédo
detectados como contaminantes naturais (MINAMI et. al., 2004).

A contaminacdo de produtos agricolas por fumonisinas depende de fatores como
regido geogréfica, estacdo do ano e condi¢cdes de plantio, colheita e estocagem. Gréos
cultivados em regibes subtropicais e tropicais estdo mais propensos a contaminagdo por
fumonisinas devido ao periodo de cultivo relativamente longo e quente, sendo milho e sorgo
as culturas que apresentam maior risco de contaminacdo (BORDINI et al., 2013).

Em geral, para o F. verticillioides as condi¢Bes étimas de producdo de fumonisinas em
milho sdo de atividade de agua (aw) de 0,95-0,98, temperatura de 30°C e periodo de
incubacéo de 4 a 6 semanas (MARIN et al., 1995).

3.2.1 Ocorréncia

No Brasil, o primeiro relato sobre a ocorréncia natural de fumonisinas em milho foi
realizado por Sydenham et al. (1992), que analisaram 21 amostras de racdes associadas a
surtos confirmados e suspeitos de micotoxicoses em diversas espécies de animais no Estado
do Parana.

A avaliagdo da contaminacgdo natural por fumonisinas em 39 amostras de milho do
Estado do Parana e 9 dos Estados do Mato Grosso do Sul e de Goids, revelou 97,4% de
positividade para FB; e 94,8% para FB, (HIROOKA et al., 1996).

Na analise de 150 amostras de milho recém colhido das regibes centro-sul, centro-
oeste e norte do Estado do Parand foram detectadas FB; em 100% das amostras (média de
2,39 ugl/g) e FB; em 97,7% (média de 1,09 ug/g) (ONO et al., 1999).

Na andlise de 23 amostras de 19 cultivares de milho do Estado de S&o Paulo foi
detectada 100% de positividade para fumonisinas. As médias de contaminacdo variaram de
1,63-25,69 pg/gpara FB; e de 0,38-8,6 ug/g para FB, (CAMARGOS et al., 2000).

Westhuizen et al. (2003) analisaram 75 amostras de milho destinadas ao consumo
humano, provenientes das regides Oeste, Norte e Sul do Estado de Santa Catarina; e 15
amostras de milho destinado ao consumo animal da regido Sul do Estado, com deteccédo
média de fumonisinas totais (B, + B, + B3) de 3,2, 3.4, 1,7 e 1,5 ug/g, respectivamente.

A andlise de amostras de milho (safra de 2003) recém colhidas (n= 100) e de amostras
da recepcdo (n= 200) e da etapa de pré-secagem (n= 90) de indUstrias de processamento de
milho da regido Norte do Estado do Parana, demonstrou contaminagdo por FB; em todas as

etapas avaliadas. Os niveis de contaminacdo variaram de 0,11-2,68 ug/g nas amostras recém-
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colhidas, 0,10- 1,83 pg/g na recepcdo e 0,02-10,98 pg/g na etapa de pré-secagem. Quanto a
contaminacdo por FB; as concentracfes foram de 0,01-5,26 ug/g, 0,02-5,25 ug/g e 0,07-7,89
ug/g respectivamente (ONO et al., 2008).

Ainda dentro desse contexto, Queiroz et al. (2012) detectaram a presenca de
fumonisinas em 100% das amostras de milho analisadas (n=40), todas provenientes de 10
areas de agricultura familiar localizadas nas cidades de Esmeraldas, Pedro Leopoldo,
Funilandia e Sete Lagoas, Estado de Minas Gerais, em concentracdes que variaram de (230 a
6.450 pg/g). Comparativamente, amostras de milho (n= 63) de diferentes regides da Croacia
apresentaram 90% de positividade para fumonisinas, com uma média de 1.756 pg/g. Como se
V&, a problematica parece envolver diferentes &reas ao redor do globo.

Segundo, mais recentemente, Bordini et al. (2013), avaliaram amostras de racdo
(n=11) associadas a seis casos de intoxica¢do em cavalos e frangos, e amostras de milho (n=
128) das regides Norte (safras 1991, 1995, 1997), e Centro-Sul (safra 1995), do Estado do
Parana quanto a contaminacdo por fumonisinas. Na safra de 1991, todas as amostras de milho
(n=27) da regido Norte estavam contaminadas com fumonisinas em concentracdes de 2,32 a
16,64 ug/g, enquanto que na safra de 1995 houve um decréscimo nos niveis de contaminacgéo
(0,57 — 9,97 ng/g), fato que se repetiu na safra de 1997, na qual 21 das 37 amostras estavam
contaminadas com concentragdes de 0,05-2,67 pg/g. Nas amostras da regido Centro-Sul
(n=27) a frequéncia de contaminacdo foi de 96,3% com niveis de fumonisinas variando de
0,07-3,66 ng/g.

Dessa forma, em consonancia com o arrazoado supradescrito, a contaminacdo por
fumonisinas em diferentes épocas, regides do pais e concentracBes estdo descritas em alguns
estudos. De qualquer forma, perdura a davida sobre o tempo de exposic¢do e concentracdo que
chegue a corrente sanguinea de humanos e animais e que possa estar associada a quebra de

homeostase dos mesmos.

3.3.2 Parametros toxicocinéticos

As fumonisinas possuem uma elevada taxa de eliminagéo biliar e baixa absorcao por
via oral. De fato, Shephard et al. (1994), utilizando ratos como modelo experimental,
demonstraram que dentro de 4 horas apds a administracdo de 7,5mg/kg de peso corporal
(BW) FB; intraperitoneal a ratos, recuperou-se cerca de 67% da dose na forma inalterada de

FB: na bile. Em contraste, apenas 0,2% do biomarcador foi recuperado na bilis apés
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administracdo oral da mesma dose o que suportou, no modelo utilizado, duas importantes
caracteristicas toxicocinéticas da FB;.

Esses achados foram corroborados por Voss et al. (2001), que ao administrar FB; em
ratos pelas vias intraperitoneal e intravenosa, observaram acumulo da micotoxina nos rins e
figado, com percentual médio de deteccdo de 66% do marcador radioativo nas fezes,
sugerindo fortemente a excrecdo de FB; ou metabolito(s) pela via biliar.

Contudo, se for atentado a quantidade de pardmetros toxicocinéticos possiveis de
serem estudados, existe um montante muito reduzido e limitante ao que tange fumonisinas.
Entretanto, embora j& se tenha transcorrido algum tempo, ainda sdo aceitos alguns desses
dados levantados por Shephard et al. (1994) em roedores (ratos), como o tempo de
concentracdo plasmatica maximo (Tmax), que € de cerca de 20 minutos; o pico de
concentracdo plasmatica, que € de 8,6pg/mL; e uma meia-vida eliminacdo (T%2) de cerca de

18 minutos.

3.4 OS ESFINGOLIPIDEOS

Em 1884, Johann Ludwig Wilhelm Thudichum nomeou os esfingolipideos,
originalmente fazendo referéncia a sua natureza enigmatica o qual, passou grande parte de seu
tempo livre pensando sobre a esfinge da mitologia Grega, e assim chamou 0s compostos que
havia isolado. A base esfingoide termo genérico, refere-se a cadeia alifatica 2-amino-1,3-diois
(SORIANO et. al., 2005).

Os esfingolipideos sdo cruciais para a manutencdo da estrutura lipoprotéica das
membranas, comunicacao celular, interacdo entre células e matriz extracelular, modulacao dos
receptores de fatores de crescimento e atuam como segundos mensageiros nas vias de
sinalizacdo, mediando o crescimento celular, diferenciacdo e morte celular. Também servem
como sitios de ligacdo para proteinas da matriz extracelular, inclusive para determinados
microrganismos e toxinas microbianas (MINAMI et. al., 2004).

Eles sdo um segundo tipo de lipidios nas membranas das células, particularmente
células nervosas e os tecidos cerebrais, mas ndo exclusivamente. Eles ndo contém glicerol,
mas retém os dois alcoois com a posi¢do do meio ocupado por uma amina. Os esfingolipideos
incluem esfingomielinas e glicoesfingolipideos (cerebrosideos, sulfatideos, globosideos e
gangliosideos). Na esfingomielina, a base esfingosina tem varios outros grupos ligados, um
acido graxo ligado a amina por meio de uma ligacdo amida, fosfato ligado através de uma

ligacdo éster de fosfato, e de novo, através de uma ligacao éster de fosfato, a colina. As
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esfingomielinas estdo localizadas em todo o corpo das membranas das células nervosas, e
correspondem cerca de 25% dos lipideos na bainha de mielina, a qual envolve e isola as
células do sistema nervoso central, para permitir a rapida conducdo de sinais elétricos
(SORIANO et. al., 2005).

Os diferentes intermediarios dos esfingolipidos possuem varios efeitos sobre os
processos celulares. Um deles, a esfingosina (So), € constituida por trés partes, trés cadeias de
carbono com dois alcoois, uma amina ligada e um hidrocarboneto de cadeia longa. Ela
desempenha um papel na regulacdo do crescimento celular, diferenciacdo celular, na
morfologia das células, na apoptose e na permeabilidade de células endoteliais (MERRIL et.
al., 2001).

Um importante glicoesfingolipidio, a ceramida, desempenha um papel na regulacéo e
diferenciacdo de células, apoptose e secrecdo de proteinas, inducdo de senescéncia celular e
outros processos. Os efeitos finais sdo dependentes da concentracdo e também do tipo de
célula. Outra caracteristica das bases esfingoides (esfinganinas, esfingosinas) € a inibicdo de
transformacéo celular (MERRIL et. al., 2001).

A esfingosina (So) ¢ a base esfingoide prevalente dos esfingolipideos de mamiferos e
muitas vezes € utilizada como um termo genérico para todas as bases esfingdides, contudo, a
esfingosina mais frequente refere-se especificamente a D-eritro-1,3-diidréxi-2- amino-
octadec-4-eno ou 4-trans-esfinganina (MINAMI et al., 2004).

A biossintese dos esfingolipidios complexos ocorre na face citosélica do reticulo
endoplasmatico e inicia-se com a condensacdo de uma L-serina e um palmitoil-CoA, pela
acdo da enzima, piridoxal-dependente, serina palmitoiltransferase. O produto desta reacédo é a
3-ceto-esfinganina que, ao ser reduzida, é convertida a esfinganina (dihidroesfingosina). Esta,
por sua vez, pode ser fosforilada originando esfinganina 1-fosfato ou N-acilada, pela acdo da
ceramida sintase, formando uma diidroceramida, que é entdo dessaturada a ceramida (Figura
3) (BORDINI et al., 2013).
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Figura 3: Via de biossintese dos esfingolipideos e rotatividade em uma célula de mamifero. Adaptado de
Bordini et al. (2013).

A ceramida pode originar a esfingomielina, pela adicdo de uma fosfocolina; os
glicoesfingolipidios, pela complexacdo com oligossacarideos; ou esfingosina, por meio da
acao catalitica da ceramidase. A fosforilacdo da esfingosina, pela acdo da esfingosina quinase,
origina esfingosina-1-fosfato, a qual, juntamente com a esfinganina-1-fosfato, pode ser
catabolizada a etanolamina fosfato e aldeido graxo. Estes podem ser utilizados como
substratos para regeneracdo da L-serina e do palmitoil-CoA (Figura 4) (SORIANO et al.,
2005).
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Figura 4: Resumo da biossintese dos esfingolipideos em uma célula animal. O simbolo X indica a via

enzimatica inibida pela fumonisina B;. Adaptado de Bordini et al. (2013).

3.5 TOXICIDADE DA FB;

As fumonisinas sdo estruturalmente semelhantes as bases esfingdides, tais como a
esfingosina, como nos mostra a figura 5 e s@o capazes de inibir a ceramida sintase. Os estudos
sobre a toxicologia das fumonisinas estdo dirigidos para FB1, o principal andlogo produzido
por F. verticillioides tanto em meios de cultura quanto em milho e produtos derivados
(MINAMI et al., 2004).
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Figura 5: Estrutura da fumonisina B; e das bases esfingdide. Adaptado Minami et al., 2004.

O grupo amino livre parece desempenhar um papel especifico na atividade bioldgica
de FBy, de forma que h& reducdo na toxicidade de fumonisinas. Merrill et al. (1996) relataram
em seus estudos que, na presenca de FA;, que ocorre uma reducdo da atividade da ceramida
sintase em aproximadamente 2%, o que fora suficiente para que observassem uma diminuicdo
da toxicidade de FB; in vitro, mesmo em uma dose de 10uM.

Outro estudo, conduzido por Soriano et al. (2005), demonstrou que a FA; foi menos
citotoxica que a FB;. Estes resultados suportam a necessidade de um grupo amino primario no

sentido de aumentar sua toxicidade e a inibicdo da ceramida sintase por fumonisinas.
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3.5.1 Mecanismo de acao dos esfingolipideos e seus metabdlitos na toxicidade da FB;

Como mencionado anteriormente, os efeitos toxicos causados por meio da ingestédo de
alimentos ou ragBes contaminados por fumonisinas estdo relacionados a sua estrutura,
semelhantes aos esfingolipideos (esfinganina e esfingosina). Devido a essa semelhanca, as
fumonisinas inibem competitivamente a ceramida sintase (esfingosina e esfinganina N-
acetiltransferase), enzima chave na biossintese e degradacao de esfingolipideos, sendo inibida
por todas as fumonisinas que possuem o grupamento amino livre no C-2 por meio de
interagOes nédo covalentes (Figura 6) (BORDINI et al., 2013).

Serina + palmitoil-CoA Fosfatidiletanolamina

] | R
I

Esfinganina =——— Esfinganina 1-P
| CER sintase | FB ESFINGOSINA 1-P

Diidroceramida A

-
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CERAMIDA < ESFINGOSINA

A
i

CERAMIDA
Figura 6. Locais de acdo da fumonisina B; (FB;) no metabolismo de esfingolipidios. O simbolo X indica a via
enzimatica inibida pela Fumonisina B;. Abreviaturas: SPTase (serina palmitoiltransferase, CER sintase
(ceramida sintase), DHC-dessaturase (diidroceramida dessaturase), So-kinase e -liase (esfingosina quinase e
liase). Adaptado de Bordini et al. (2013).

No entanto, segundo Soriano et al. (2005), as fumonisinas sao inibidores competitivos
em relacdo a ambos os substratos (isto é, esfinganina e acil coenzima A) da esfinganina
(esfingosina) N-acetiltransferase (ceramida sintase). Com isso, tem-se duas consequéncias:
bloqueio dos complexos da biossintese dos esfingolipideos e acimulo de esfinganina. Com
isso, 0 mecanismo de acdo decorre da inibicdo da biossintese de ceramida, com consequente
aumento de esfinganina e esfingosina livre, assim como pela reducdo na reacilacdo da

esfingosina e da degradacédo dos esfingolipideos provenientes da dieta.
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Esses eventos metabolicos induzidos pela FB; refletem no controle da apoptose, na,

carcinogenicidade e envolvimento da peroxidacéo lipidica (SORIANO et al., 2005).

a. Estudos em animais

Segundo Riley et al. (2001), os mecanismos sobre os quais a fumonisina atua
causando toxicidade ainda ndo estdo totalmente elucidados. Com base nas evidéncias de que
essas micotoxinas alteram o metabolismo dos esfingolipidios, estdo intimamente associadas
com a toxicidade hepética e renal observada em roedores e animais.

Em equinos, o aumento de bases esfingoides livres no soro, figado e rim e diminui¢do
de esfingolipideos no figado e no rim, estdo presentes mesmo antes de indicagcBes de
hepatotoxicidade clinica.

Em suinos, o aumento dose-dependente em bases esfingoides livres no soro e no
figado e a diminuicdo de esfingolipideos complexos no figado, os quais sdo correlacionados
com hepatotoxicidade; bem como o aumento em esfingdides livres no figado, rim, pulméo
precedem ao aparecimento de hepatotoxicidade e edema pulmonar.

Ja em ratos, a concentracdo de base esfingoide livre no soro, urina, figado, rim e
esfingolipideos complexos no figado e rins sdo correlacionados com a extensao e a gravidade
da hepatotoxicidade e/ou nefrotoxicidade ou outros indicadores de citotoxicidade.

Por fim, em camundongos, a concentracdo de base esfingoide livre no figado e no rim
esta correlacionada com um aumento da apoptose e necrose no figado e no rim.

Também, segundo Riley et al. (2001), numerosos estudos conduzem a hipotese de
mudancas induzidas pelas fumonisinas em enzimas-chave, envolvidas na regulagéo do ciclo
celular, diferenciagdo e/ou apoptose como sitios iniciais ou secundérias de acdo, tais como:
Alteracdo da expressdo ou atividade da proteina quinase C, altera¢do da ligacdo dibutirato de
forbol; Ativacdo da proteina quinase mitdgena-ativada; Inibicao da serina/treonina fosfatases;
Alteracdo da expressdo de ciclinas, quinases dependentes de ciclina, e desfosforilacdo da
proteina do retinoblastoma; Sobre-expressdo da transformacgéo crescente do fator-B1 e c-myc
em figado de ratos; e inibicdo da apoptose e inibicdo da protecdo da protease da apoptose.

Outrossim, 0 mesmo trabalho aponta que alteracbes nos processos frequentemente
associados com o aumento da toxicidade célula/orgdo parecem ser dependentes do aumento
do fator de necrose tumoral (TNF-a), secre¢do em macrofagos ativados por
lipopolissacarideo; Alteragdo da homeostase do célcio; AlteracBes em antioxidantes, aumento
da peroxidacdo lipidica, alteracdes na saturacdo de acidos graxos e outras alteracdes lipidicas;

e estimulacdo da producao de 6xido nitrico.
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O bloqueio do metabolismo dos esfingolipideos é o passo inicial ou o evento principal,
intimamente relacionado com o inicio e progressdo das doencas associadas com fumonisinas
em equinos, suinos e roedores. Também esta associada com alteracdes na proliferacdo celular
e morte celular em culturas de células primérias e algumas linhagens de células (BAILLY et
al., 2001).

A completa inibigdo da ceramida sintase causa uma elevacdo répida da concentracao
intracelular de Sa (Esfinganina), e deplecdo dos esfingolipideos complexos nas células.
Entretanto, a magnitude destas respostas depende de muitos fatores, como a taxa de turnover
dos esfingolipideos e crescimento celular (MERRIL et al., 2001).

Estima-se que as fumonisinas também atuem nos sitios de regulacdo celular,
aparentemente independente do blogueio do metabolismo dos esfingolipideos, alterando a
proliferacdo e a comunicacdo celular, ades@o, apoptose, inducdo de estresse oxidativo e
modulacédo de expressdo génica (MOBIO et al., 2000).

Os intermediarios na biossintese dos esfingolipideos também sdo compostos altamente
bioativos, sendo mantidos em baixas concentracbes sob condi¢cGes normais. Sa e So
(esfingosina) estdo normalmente presentes em concentracdes minimas nos tecidos, porém o
nivel de Sa livre € sempre menor que o de So livre (RILEYet al., 1993).

Segundo Minami et al (2004), a inibicdo da ceramida sintase resulta em um aumento
dos niveis de Sa nas células, e algumas vezes de niveis de So, resultando na elevagdo da
relacdo Sa:So, tanto no sangue quanto na urina de ratos, camundongos, coelhos, porcos,
macacos, e parece ser o indicador mais sensivel de exposicao a fumonisinas.

O actmulo de Sa biossintetizada € um marcador bioquimico precoce em resposta ao
tratamento com FB; em doses abaixo daquelas que produzem evidéncias morfoldgicas de
lesdo (1mg/Kg), sendo que o aumento de Sa livre nos tecidos ocorre antes de danos evidentes
serem detectados nos 6rgdos alvo. Em hepatocitos tratados com FB;, uma parte de Sa
acumulada é metabolizada a esfinganina 1-fosfato seguida de clivagem a aldeido graxo e
fosfato de etanolamina, sendo que ambos, podem ser redirecionados a outras vias metabdlicas.
A capacidade das células de metabolizar rapidamente as bases esfingdide livres a produtos
menos bioativos podem protegé-las das toxicidades, associadas tanto com a elevacdo das
bases esfingdides livres quanto das ceramidas (RILEY et al., 2001).

Merril et al. (2001) constataram que alem do acumulo de Sa livre, a inibi¢do da
ceramida sintase altera outros lipideos com importantes funcdes celulares. A exposicdo a
fumonisinas leva a um desequilibrio no metabolismo dos fosfoglicerolipideos e de acidos

graxos, alteracdo da expressdo de citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
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Embora as fumonisinas tenham sido descobertas em 1988, a toxicidade do milho
contaminado por F. verticillioides denominada de “envenenamento por milho mofado” foi
documentada ha mais de um século em equinos e descrita pela primeira vez em 1850 nos
Estados Unidos (MINAMI et al., 2004).

A manifestagdo mais grave de envenenamento por milho mofado é a
leucoencefalomalécia (LEM), uma doenca cerebral fatal em cavalos, burros, mulas e coelhos.
Os sintomas da LEM incluem ataxia, parestesia, apatia, hipersensibilidade, debilidade da
funcdo motora, necrose da substancia branca cerebral e lesGes no cortex cerebral, resultando
em morte dentro de poucas horas a uma semana. Além de lesdes cerebrais, foram relatadas
anormalidades histopatoldgicas no figado e rim em cavalos que ingeriram fumonisina pura,
milho naturalmente contaminado ou material de cultura de F. verticillioides (WANG et al.,
1991).

Em suinos, a principal manifestacdo de toxicidade das fumonisinas foi o edema
pulmonar (PPE), potencialmente fatal, registrado ap6s consumo de milhos contaminados com
F. verticillioides, provenientes da safra de grdos de 1989 em lowa, lllinois e Georgia nos
Estados Unidos (MARASAS, 2001).

A doenca tem sido reproduzida experimentalmente pelo fornecimento de gréos
contaminados com F. verticillioides, material de cultura e pela administragdo intravenosa de
FB; pura. A patogénese do edema pulmonar se deve a danos ao endotélio pulmonar, danos ao
epitélio alveolar e faléncia cardiaca (GUMPRECHT et al., 2001), conduzindo a ébito dentro
de 4-7 dias de ingestdo diaria de fumonisinas em concentracdes maiores ou iguais a 92 pg/g
ou 6 mg/Kg de peso corporal/dia (RILEY et al., 2001).

A elevagdo do colesterol sérico parece ser uma outra caracteristica constante da
condicdo e enzimas hepéticas também podem estar aumentadas. Além disso, observam-se
alteragdes nos sistemas hepatico, cardiovascular ¢ imune (D’MELLO et al., 1997).

Estudos comparativos da toxicidade das fumonisinas em diferentes animais levaram a
concluir que o principal 6rgdo alvo difere em cada espécie. Contudo certos 6rgéos, incluindo
o figado e o rim, parecem ser afetados de forma constante em maior ou menor extensdo,
sendo hepatotéxica em todos os animais testados (ratos, camundongos, coelhos, macacos,

porcos e cavalos) e nefrotdxica em ratos, coelhos, porcos e camundongos (VOSS et al., 2001).
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3.6 CICLO CELULAR

A molécula do acido desoxirribonucleico, 0 DNA, é constituida por duas cadeias
helicoidais polimerizadas de nucleotideos que se enrolam ao redor de um mesmo eixo
longitudinal, formando uma dupla hélice. Os nucleotideos sdo constituidos por bases
nitrogenadas associadas as moléculas de ribose e fosfato através de ligagdes fosfodiéster. As
desoxirriboses ficam no plano externo em relacdo as bases nitrogenadas, expostas ao meio
aquoso. O espaco entre uma fita e outra forma um sulco que € ligado por pareamento de bases
nitrogenadas através de pontes de hidrogénio (MARZZOCO, 1999).

Em uma extremidade da fita do DNA estéa livre a hidroxila do carbono-5 da primeira
pentose e na outra estd livre a hidroxila do carbono-3 da Gltima pentose. J& na fita
complementar este sentido é invertido. Durante a duplicagdo do DNA, fundamental para a
divisdo celular (mitose e meiose), a DNA polimerase, a qual é a principal enzima envolvida,
sintetiza as fitas de DNA no sentido 5'- 3', produzindo fitas complementares.

A direcdo da biossintese da nova fita de DNA e o fato das duas fitas moldes correrem
em sentido antiparalelo vem de encontro com a necessidade de uma fita molde e de um
primer. A DNA polimerase somente consegue sintetizar uma nova molécula de DNA
acrescentando novos nucleotideos ao carbono 3"do glicideo (o carbono 5" fica localizado na
parte oposta a esse glicideo). Por isso se diz que a biossintese dos &cidos nucleicos ocorre no
sentido 5" — 3". Como cada fita da molécula de DNA corre em sentido inverso, a sua
duplicacéo ocorre em dire¢fes opostas (MARZZOCO, 1999; SILVA et al., 2003).

As bases nitrogenadas séo divididas em dois grupos de acordo com a figura 7: as
purinas e as pirimidinas. As derivadas das purinas sdo a adenina (A) e a guanina (G), e as
derivadas das pirimidinas sdo a citosina (C) e a timina (T). O pareamento das bases de cada
fita se da de maneira especifica, de forma que uma purina sempre seja pareada com uma
pirimidina, especificamente: adenina (A) com timina (T) e citosina (C) com guanina (G). A
dupla hélice de DNA €, portanto, mantida basicamente por duas forgcas: as pontes de
hidrogénio formadas entre as bases complementares e por interagdes hidrofébicas (SILVA et
al., 2003).

A reproducéo celular eucaridtica é dependente da linhagem celular e pode se dar por
meiose ou mitose. Nessa Ultima, se considera duas etapas essenciais, a intérfase e a mitose em
si. A intérfase é a fase que a célula se preparar para a mitose. Ainda que a mitose constitua a

etapa determinante para a conclusao do ciclo celular, é na intérfase que ocorre a duplicacdo do
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DNA. Quando desenvolvidas todas as etapas, a célula finalmente pode concluir seu ciclo ou
sua proliferacdo (YOUNG; HEALTH, 2001).

A proliferacdo celular, por sua vez, compreende uma coordenacdo de eventos
bioquimicos complexos e precisos que estdo contidos em etapas extremamente coordenadas e
reguladas, que sinalizam o andamento e as passagens entre G1, S, G2 e M. Esse controle é
vital para a manutencdo do ritmo de proliferacdo, para garantir a correta replicagdo do
material genético, segregacdo dos cromossomos, e coordenacdo dos processos de
diferenciacéo, senescéncia e morte celulares (MALUMBES e BARBACID, 2009).

O mau funcionamento nessas vias leva ao aparecimento e perpetuacdo de mutacoes e
aberragdes cromossdmicas que favorecem ao aparecimento de diversas patologias, entre elas
o cancer (MALUMBES e BARBACID, 2009).

A fase G1 da intérfase compreende a preparacdo da célula para a biossintese do DNA
que ocorre na fase S. Em seguida, a célula entra na fase G2, que corresponde a preparacdo
para entrada em mitose. Quando as células estdo em periodo de ndo proliferacdo, considera-se
que elas estdo na fase GO do ciclo, correspondente a um periodo de quiescéncia, onde 0 DNA
encontra-se metilado impedindo o acesso da maquinaria de transcricdo e, consequentemente,
bloqueando a transcricdo génica (SCHAFER, 1998; VERMEULEN et al., 2003; KLOSE &
BIRD, 2006).

3.7 GENOTOXICIDADE

Os agentes genotoxicos podem ser definidos funcionalmente por possuirem a
habilidade de alterar a replicacdo do DNA e a transmissdo genética. Desta forma, as medidas
de genotoxicidade incluem, principalmente, danos no DNA, mutacdes e aberracdes
cromossémicas (COMBES, et al., 2013).

Os ensaios de genotoxicidade in vitro sdo ferramentas sensiveis para a deteccdo da
genotoxicidade e da potencial carcinogencidade de agentes microbiol6gicos, quimicos ou
fisicos (HARTMANN, 2002).

A molécula de DNA pode ser alvo de xenobidticos metabolicas que reagem
diretamente, ou indiretamente, com a incorporacdo de nucleotideos analogos, ou bloqueando
funcdes metabolicas do DNA como, por exemplo, as topoisomerases e as DNA polimerases.
Duas estratégias estdo envolvidas nas respostas aos danos ao DNA: os danos séo reparados ou
tolerados, ou as células sdo removidas por apoptose. Aqui ndo levamos em consideracao a

possibilidade de necrose, a qual ndo adentra no campo da reparacdo, portanto, ndo ha
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possibilidade de que o0s processos apoptoticos se estabelecam neste caso. O ndo reparo no
caso de a célula manter-se vidvel, por sua vez, leva a consequéncias tais como as aberracGes
cromossémicas, mutagdes em genes e transformacgdes que concorrem a malignidade imposta
as células dos tecidos (KULTZ, 2005).

Os testes de genotoxicidade e mutagenicidade in vitro, ex vivo e in vivo Sdo
ferramentas sensiveis para deteccdo da acdo lesiva ao material genético e do potencial
carcinogénico de varias moléculas (MALUF; ERDTIMANN, 2003). Estudos que envolvem a
genotoxicidade incluem, principalmente, danos no DNA, mutacdes e aberracOes
cromossdmicas (COMBES, 1992; CHOY, 2001).

Destarte ao potencial carcinogénico, os estudos genotoxicos também encontram
amparo na elucidacdo mecanistica dos fendmenos relacionados a doencas congénitas, doencas
geneticas (mutagénese) degenerativas e envelhecimento celular (ERDTMANN, 2003).

Tendo esses pressupostos como base, os estudos genotdxicos ganham notoriedade em
sua relacdo com a seguranca de uso de drogas, farmacos, insumos farmacéuticos,
contaminantes ambientais antropogénicos em geral, entre outros, principalmente quando 0s
mesmos sdo utilizados ou protagonizam uma perspectiva de uso ou exposi¢do prolongados
(POWERS et al., 1995; HOVHANNISYAN, 2010; LIU et al., 2012).

Muitos dos agentes genotdxicos interagem quimicamente com o material genético,
gerando alteragdo oxidativa ou mesmo quebras na molécula de DNA. Funcionalmente, tais
agentes possuem a habilidade de alterar a replicacdo do DNA e a transmissdo genética. Na
grande maioria dos casos, a lesdo € reparada pelo proprio organismo ou a célula é eliminada.
Dependendo do agente causador dos danos, diferentes caminhos de reparo estdo envolvidos,
tais como o reparo por excisdo de nucleotideos (NER), reparo por excisdo de bases (BER),
reparo por recombinacdo ndo homologa (NHEJ), recombinacdo homdloga (HRR), reparo de
crosslink (FANC) e anelamento de fitas simples (NATARAJAN; PALITT]I, 2008).

O reparo pela via NER esta relacionado a presenca de crosslinks entre as fitas do DNA
ou qualquer tipo de les@o que induza distor¢Ges na molécula de DNA. De uma maneira geral,
0 reparo por essa via apresenta 0s seguintes passos: (1) reconhecimento da lesdo no DNA,; (2)
recrutamento do complexo de reparo; (3) preparacdo do DNA para o reparo pela acdo de
helicases; (4) incisdo na fita danificada, de cada lado da lesdo, com a liberagdo do fragmento
danificado com cerca de 24-32 nucleotideos; (5) preenchimento do gap; (6) ligacdo do novo
fragmento sintetizado (ligacéo fosfodiester) (DRABLOS et al., 2004).

As mutacdes ocorridas nas bases do DNA sdo também reparadas pelo mecanismo

BER (base nucleotide excision ou excisdo de base de nucleotideos) que inclui: (1) excisdo da
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base danificada; (2) incisdo no esqueleto do DNA no sitio apurinico ou apirimidico AP; (3)
remocdo da extremidade AP; (4) preenchimento do gap formado; e (5) ligacdo da nova fita
biossintetizada. Em células de mamiferos, o BER é a principal via de reparo que atua contra
danos de fita simples causados por agentes metilantes, oxidantes e outros agentes
genotdxicos, além de um grande nimero (cerca de 10.000 por célula por dia) de depurinacbes
espontaneas (WILSON et al., 2003).

Caso essa lesdo seja fixada, provocando alteracdes hereditarias (mutacdes), que podem
se perpetuar nas células filhas durante o processo de replicacdo, o agente ¢ denominado
mutagénico (CAPELA, 2001; NASCIMENTO, 2001).

Existem duas vias principais de morte celular: a necrose e a apoptose, ambas
desencadeadas por agressdes intracelulares ou extracelulares. O processo de necrose ocorre
principalmente devido as perturbac6es externas e nao fisiologicas, enquanto que o processo de
apoptose pode ocorrer através das vias extrinseca (citoplasmatica) ou intrinseca
(mitocondrial) (GRIVICICH et al., 2007).

A necrose, que é caracterizada por inchaco das células e perda da integridade da
membrana celular, é desencadeada por multiplos estresses, tais como choque osmotico,
hipotermia, hipdxia e lesbes mecéanicas ou quimicas (BORODA et al. (2016).

Por outro lado, o padréo de alteragdes morfoldgicas e bioquimicas celulares associadas
a morte celular programada, ou apoptose, em alguns processos patoldgicos in vivo inclui:
formacéo de vacuolos citoplasmaticos, encolhimento e diminuicdo do contato entre células
vizinhas, fragmentacdo da membrana nuclear e condensagdo cromatinica, despolarizacao de
membrana mitocondrial, fragmentagéo internucleossomal do DNA e alteracGes na assimetria
de fosfolipidios da membrana plasmatica (ANAZETTI; MELO 2007).

A figura 7 representa o esquema da morfologia celular em processos de necrose (em
cima) e apoptose (em baixo) (ANAZETTI; MELO 2007). No processo de morte celular por
necrose ocorrem alteragdes da fungdo mitocondrial, diminuindo drasticamente a producédo de
ATP (adenosina trifosfato) e interferindo na funcdo da bomba Na'/K®, o que conduz a
tumefacéo celular devido ao aumento de Na* presente no citoplasma. O aumento do Ca** no
citoplasma provoca a ativacao de fosfolipases e de proteases que, juntamente com o aumento
de espécies reativas de oxigénio, induzem ruptura da membrana plasmatica e ativam as
proteases, com consequente inducdo do extravasamento do conteddo celular, sinalizando,
deste modo, a migracdo de macrdfagos e ativando uma resposta inflamatéria do sistema
imune (ANAZETTI; MELO 2007).
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Figura 7: Diferencas morfoldgicas da necrose e apoptose. Adaptado de Anazanetti e Melo
(2007).

Ao contrario da retracdo celular observada em células apoptoticas, na necrose observa-
se um edema celular devido as lesdes no citoesqueleto e inibicio da bomba de Na*/K*, o que
origina a perda da permeabilidade seletiva da membrana. Em contraste, 0 processo apoptético
envolve a participacdo ativa das células afetadas na cascata de autodestruicdo que culmina em
degradacdo do DNA pela via de ativacao de endonucleases, desintegracdo nuclear e formacéo
de corpos apoptéticos. Estes sdo rapidamente retirados do tecido por macréfagos, sendo que
esta sinalizacdo ocorre devido & translocacdo da fosfotidilserina do lado interno para o lado
externo da membrana “assinalando” as células que deverdo ser fagocitadas (ANAZETTI,
MELO 2007).

J& a apoptose é caracterizada como um processo ativo fundamentado pela autodigestdo
controlada dos constituintes celulares, devido a ativacdo de proteases intracelulares e
endonucleases. A ativacdo dessas proteases compromete a integridade do citoesqueleto,
provocando verdadeiro colapso da estrutura celular. Em resposta a contracdo do volume
citoplasmatico, a membrana celular forma bolhas e acaba por comprometer a conformacéo de
seus lipideos e, por extensdo, da fisiologia membranocelular (PAROLIN; REASON, 2001).

Um dos aspectos que distingue a apoptose da necrose é a preservacdo da integridade
da membrana plasmatica na primeira, que evita a liberacdo dos constituintes celulares para o
meio extracelular e, consequentemente, a modulacdo da intensidade da resposta de
quimiotaxia e de ativacdo de células fagociticas. No entanto, algumas vezes, a apoptose e a
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necrose coexistem; além disso, a apoptose induzida por alguns estimulos patolégicos pode
progredir para a necrose (PAROLIN; REASON, 2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

A obtencdo da matriz bioldgica em estudo, ou seja, leucocitos humanos para
realizacdo das culturas e, por extensdo, para os protocolos utilizados neste trabalho, foi
aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Pampa, sob o ndmero
27045614.0.0000.5323.

4.1 SUBSTANCIAS QUIMICAS

O micotoxina Fumonisina B; utilizada foi obtida através de doagdo do Laboratério de
Analises de Residuos de Pesticidas e Micotoxinas (LaRPeM) da Universidade Federal do
Pampa, campus Itaqui/RS, atraves do prof. Flavio Ferreira.

Todos os outros reagentes utilizados foram adquiridos da SIGMA-Aldrish.

4.2 PREPARO DA CULTURA DE LEUCOCITOS HUMANOS

As culturas de leucdcitos foram preparadas utilizando 1 mL de sangue venoso coletado
por venopuncdo de voluntario adulto jovem, maior de 18 anos ndo usuéario de medicacdo. Os
linfdcitos, obtidos através de gradiente de centrifugagdo, foram imediatamente transferidos
para 0 meio de cultura contendo 9 mL de meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro
fetal bovino e 1% de estreptomicina/penicilina, conforme descrito em trabalho prévio do
nosso grupo (SANTOS MONTAGNER et al., 2010). Os frascos de cultura celular foram
colocados em estufa a 37°C por 72 horas. O controle negativo foi preparado utilizando tampao
PBS 7,4 e o controle positivo com H,O, 4 mM.

As concentraces testadas foram de 200; 100; 50; 5; 0,5; 0,05; 0,005 pg/mL e 300; 30;
3; 1; 0,1; 0,01 fg/mL correspondentes a micotoxina Fumonisina B;. Todos os grupos foram
ensaiados em triplicata.

4.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS CITOTOXICO E GENOTOXICO EM CULTURA
DE LEUCOCITOS HUMANOS

A técnica escolhida para avaliar a citotoxicidade foi a viabilidade celular, enquanto

que o parametro genotoxico foi avaliado através da proliferacdo celular.
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4.3.1. Viabilidade celular

A viabilidade foi avaliada através da perda da integridade da membrana leucocitaria
utilizando 100 pL de azul de Tripam e 100 pL da amostra (BUROW et al., 1998). Nesta
técnica, as amostras provenientes das culturas de linfocitos foram submetidas ao reativo de
Tripam e, apds trés minutos, uma aliquota foi colocada em uma camara de Neubauer e
visualizada em microscépio no aumento de 400X. A diferenciacdo entre as células vivas e
mortas foi observada através da coloracdo azul no citoplasma das células inviaveis. Um total

de 300 células foi contabilizado por aliquota analisada em Iamina.

4.3.2 Proliferacao celular

Em um microtubo foi adicionado 90 pL de solugdo de Tiirk e 10 pL da amostra
homogeneizada. Apds, a camara de Neubauer foi preenchida com esta suspensdo e a
contagem dos leucocitos foi realizada nos campos assinalados com a letra “L” conforme a
figura 8.

A férmula utilizada foi:

Numero total de leucdcitos/mL = niimero de células contadas x 10* x diluicdo / 4

(ndmero de quadrados)
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Figura 8: Método de contagem de leucdcitos em camara de Neubauer. Imagem disponivel
em:
http://www.fmvz.unesp.br/takahira/PDFs/T%C3%A9cnicas%20especializa%C3%A7%C3%
A30.pdf. Acesso em 24/08/2016.



http://www.fmvz.unesp.br/takahira/PDFs/T%C3%A9cnicas%20especializa%C3%A7%C3%A3o.pdf
http://www.fmvz.unesp.br/takahira/PDFs/T%C3%A9cnicas%20especializa%C3%A7%C3%A3o.pdf
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados provenientes dos testes de citotoxicidade e genotoxicidade foram expressos
em média + desvio padrdo. As comparacdes entre os grupos foram realizadas utilizando
analise de variancia (ANOVA) de uma via. Ambos tratamentos estatisticos foram
complementados com o teste de Tukey para multiplas comparagdes. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CITOTOXICIDADE

Sabe-se que linhagens celulares quando mantidas em cultura dividem-se e
multiplicam-se continuamente. A base dos ensaios de citotoxicidade estd exatamente na
avaliacdo da interferéncia induzida por agentes quimicos nos processos metabolicos celulares
e na investigacdo a respeito da maneira em que essesS Processos possam intervir no
crescimento/multiplicacdo celular, ou até mesmo culminar na morte celular, reduzindo, assim,
0 numero de células viaveis se comparado com culturas controles ndo-tratadas. Estes ensaios
tendem a simplificar os eventos quantificados, contudo, por serem métodos simples, de baixo
custo e reprodutiveis, sdo extensamente empregados em processos de triagem (FRESHNEY,
1994).

Os resultados obtidos a partir do ensaio de viabilidade celular em leuc6citos humanos
expostos as diferentes concentracBes de Fumonisina B, demonstraram que essa micotoxina €
capaz de induzir citotoxicidade em baixas concentracfes, considerando as condi¢cbes
experimentais aqui ensaiadas.

Na figura 9 A, o controle negativo apresentou um percentual de células vidveis de
94,33%, enquanto o controle positivo apresentou um percentual de 72%, com uma reducao de
23,67% em relacdo ao controle negativo (p<0,0001).

As diferentes concentragdes testadas (200 ug/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL e 5 pg/mL)
apresentaram, respectivamente, uma viabilidade celular de 59,33%, 69,33%, 74% e 78,33%,
com uma diminui¢cdo dos percentuais de viabilidade celular entre 16,96 a 37,10% ao
comparar-se com 0 controle negativo. Nao obstante, a maior concentracdo testada da
micotoxina (200 ug/mL) apresentou citotoxicidade maior que a encontrada para o controle
positivo (p<0,0001).

Ao analisar a viabilidade celular dos leucdcitos humanos submetidos a uma nova
curva de concentracdo, a saber, 0,5 pg/mL, 0,05 pug/mL e 0,005 pg/mL, o controle negativo
apresentou um percentual de células viaveis de 90,33%, enquanto o controle positivo
demonstrou uma reducdo aproximada de 21,77% em relagdo ao controle negativo, com um
percentual de 70,66% de células viaveis (Figura 9 B). As diferentes concentracGes testadas
apresentaram, respectivamente, uma viabilidade de 68,33%, 71% e 75,67%, que se
assemelham a viabilidade encontrada para o controle positivo, com um percentual de reducédo

de 16,22 a 24,36% quando comparadas ao controle negativo (p<0,0001).
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Figura 9 A-B: Teste de viabilidade celular em leucocitos humanos expostos a diferentes concentragdes da
Fumonisina B;. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, n=3; p<0.0001. As letras sobre as barras

representam diferencas significativas entre os grupos; NC=controle negativo; PC=controle positivo.

Na figura 10-A, o controle negativo apresentou um percentual de células viaveis de
82,67%, enquanto o controle positivo demonstrou uma reducdo aproximada de 31,05%, em
relacdo ao controle negativo, com um percentual de 57% de celulas viaveis. As diferentes
concentrag0es testadas, 300 fg/mL, 30 fg/mL e 3 fg/mL, apresentaram, respectivamente, uma
viabilidade de 66,67%, 65% e 71,67%, com uma faixa de reducdo de 13,30 a 21,37% em
relacdo ao controle negativo (p<0,05). Todavia, importante salientar que a concentragéo de 3
fg/mL, apesar de ter apresentado um percentual de células viaveis menor que o controle
negativo, demonstrou ser menos citotoxica que as maiores concentragcdes de FB; testadas,
apresentando um percentual de viabilidade maior que o controle positivo (p<0,01).

Pelo fato de a curva de viabilidade testada ainda ter induzido diminuicdo da
viabilidade de leucécitos humanos semelhantes ao controle positivo, foi realizada uma nova
curva com as concentracdes de 1 fg/mL, 0,1 fg/mL e 0,01 fg/mL. Neste ensaio, o controle
negativo apresentou um percentual de células viaveis de 86,5%, enquanto o controle positivo
apresentou um percentual de 72% de células viaveis, portanto, com uma reducgédo aproximada
de 16,76%, em relacdo ao controle negativo (Figura 10 B). As diferentes concentragdes
testadas apresentaram, respectivamente, uma viabilidade celular de 74,67%, 83,33% e
84,67%, onde as duas concentracbes menores ndo diferiram estatisticamente do controle
negativo. Todavia, a concentracdo de 1 fg/mL, apesar de apresentar viabilidade celular maior

que controle positivo, a mesma foi menor em relagcdo ao controle negativo (p<0,05).
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Figura 10 A-B. Teste de viabilidade celular em leucocitos humanos expostos a diferentes concentracdes da
Fumonisina B;. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, n=3; p<0.05. As letras sobre as barras

representam diferencas significativas entre os grupos; NC=controle negativo; PC=controle positivo.

A citotoxicidade depende da capacidade de uma molécula para se ligar a receptores
celulares e/ou penetrar na membrana celular - dependendo do tamanho, conformacdo
estrutural e polaridade do composto, e interferir nos eventos intracelulares (WANG et al.,
1991).

E sabido que o tratamento de células CV-1 com FB; leva & repressdo de certas
isoformas da proteina quinase C, a parada do ciclo celular e a morte celular programada. -Em
contraste, células do tipo COS-7 — que sdo células CV-1 que foram transformadas pelo
antigeno T do virus simio 40 (SV40), um adenovirus encontrado em macacos e humanos,
apresentam comportamento diferenciado frente a FB;, pois ndo ficam estagnadas na fase G1 e
ndo sofreram morte celular (WANG et al., 1991).

N&o obstante, Ciacci-Zanella et al. (1998) estudaram a exposicdo de células CV-1 a
FB; e observaram que o bloqueio de seu ciclo celular esta relacionado & desfosforilacdo da
proteina Rb (retionblastoma). Adicionalmente, foi observado que a atividade da CDK2 foi
reprimida de 5 a 10 vezes e os niveis de proteina ciclina E foram significativamente mais
baixos que o controle negativo. Esses eventos suportam a interferéncia da FB; na fase inicial
do ciclo celular.

Dentro do mesmo contexto, 0s mesmos autores identificaram que dois inibidores de
CDK, Kip1l e Kip2, foram induzidos dentro de 3 horas ap0s o tratamento de células CV-1 com
FB1, sugerindo que estas duas proteinas medeiam a interrupcdo do ciclo celular induzida pela
micotoxina (CIACCI-ZANELLA et al. 1998).

Existem poucos estudos na literatura envolvendo Fumonisina B; e leucécitos

humanos, todavia, Maenetje et al. (2008) confirmam os dados encontrados em nosso estudo,



45

no qual, a concentracdo de 50.000 ppb (50 pg/mL), também reduziu a viabilidade celular
frente a leucocitos humanos.

Curiosamente, neste mesmo estudo, observou-se um ligeiro aumento na viabilidade
celular em uma concentragdo mais baixa, de 3.125 ppb (3,125 pg/mL), o que contrasta com
outros estudos que utilizaram outras linhagens celulares, onde uma diminuic¢do na viabilidade
celular foi observada em concentragdes mais elevadas, que variaram de 6.250 a 50.000 ppb
(6,25 a 50 ug/mL) de FB; (MYBURG, R.B et al. 2002).

Adicionalmente, Chuturgoon et al. (2015), testaram a FB; em células do
hepatocarcinoma humano (HepG2) nas concentragdes de 200 uM (14 pg/mL), 100 uM (7,2
pug/mL), 50 uM (3,6 pg/mL), onde a FB; causou uma diminui¢do dose-dependente na
viabilidade celular com uma concentragdo inibitdria para 50% do crescimento celular a 200
uM.

Em estudos com animais, Dresden-Osborne et al. (2002), expuseram a FB; frente a
células de camundongos (células RAW), os quais, constataram que, quanto maior a
concentracéo de FB; (1-100 uM), maior foi a sua inducdo de citotoxicidade, ou seja, quanto
maior a concentracao, maior a reducédo de células viaveis.

Em outro estudo, Cetin et al. (2005), utilizando trés linhagens de células de
mamiferos, CHO-K1, Caco2 e C5-0, foi observado que a FB; causou maior resposta sobre as
linhagens de células testadas em concentragdes maiores que 50 pg/mL, em exposicdes de 48 a
72 horas.

Ainda dentro desse contexto, Sun et al. (2014) observaram alto percentual de
citotoxicidade em células BRL 3A de ratos expostas a FB; na concentragdo de 10 pg/mL.
Mais recentemente, Zadeh et al. (2015) analisaram a citotoxicidade da FB; em células de
figado de ratos com nanocelulose acrescida de acidos graxos livres e FB; isolada. Como
resultado, observaram que a FB; isolada teve alta citotoxicidade nas concentra¢des de 0,1 —
1000 pg/mL, no entanto, quando acrescida de acidos graxos, a sua toxicidade reduziu
significativamente.

Como se pode observar, até 0 momento a literatura ndo demonstrou a concentracdo
minima capaz de induzir toxicidade celular, mas apresenta, em diferentes modelos
experimentais, concentracdes variadas de FB;. Neste sentido, nosso trabalho traz um dado
sem precedentes a comunidade cientifica, uma vez que demonstra com as curvas de
concentracOes de FB; utilizando leucécitos humanos que, na verdade, o perigo de exposicdo a
essa micotoxina pode ser maior ao que se presume que seja. Os estudos tém demonstrado

toxicidade celular em concentracfes na ordem de microgramas por mililitro dessa micotoxina,
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contudo, nosso trabalho demonstrou, claramente, que a citotoxicidade, pelo menos nas
condicbes experimentais e matriz bioldgica testadas, é capaz de ser evidenciada em
concentracdes na ordem de fentogramas por mililitro, ou seja, 10° vezes menor que o

abordado pela literatura.
5.2 GENOTOXICIDADE

A caracterizacdo de compostos genotoxicos é importante para avaliar a seguranca de
medicamentos, alimentos e contaminantes ambientais a saide humana e animal (POWERS et
al., 1995). Um considerdvel numero de testes existe para deteccdo da genotoxicidade de
compostos ex vivo (HOVHANNISYAN, 2010), incluindo-se aqui o teste de proliferacdo
celular.

Dessa forma, para investigar a genotoxicidade da Fumonisina B; foi realizado o teste
de proliferagéo celular. Inicialmente se trabalhou com uma curva de concentragéo de 200
pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL e 5 pg/mL (Figura 11 A). Todas essas concentragdes testadas
apresentaram uma contabilizacdo de leucécitos que variou de 433,3+76,38 a 600+141,4, as
quais foram semelhantes ao controle positivo, mas diferentes do controle negativo (p<0,05).

No intuito de determinar a concentracdo minima capaz de interferir no processo de
proliferacdo celular, foi realizada uma nova curva com as concentragdes de 0,5 pg/mL, 0,05
ug/mL e 0,005 pg/mL (Figura 11 B). Para este ensaio, o controle negativo apresentou uma
contabilizacdo leucocitéaria de 1008+38,19 leucécitos/mm?; ja o controle positivo contabilizou
658,3+112,7 leucécitos/mm®. As trés concentrages supracitadas apresentaram uma
contabilizacdo celular que variou de 500+86,6 a 600+200 leucécitos/mm?, estatisticamente

semelhante ao controle positivo, mas diferente do controle negativo (p<0,05).
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Figura 11 A-B - Ensaio de proliferacdo celular em leucécitos humanos expostos a diferentes
concentracfes da Fumonisina B;. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, n=3;
p<0,05. As letras sobre as barras representam diferencas significativas entre 0s grupos;

NC=controle negativo; PC=controle positivo.

Como ndo haviamos conseguido chegar a concentracdo minima capaz de induzir
alteragdes no processo de proliferacdo celular, foram realizadas duas novas curvas, em
diferentes dias, a exemplo do que acontecera no teste de viabilidade celular. A primeira curva
(Figura 12 A), foi construida com as concentragdes de 300 fg/mL, 30 fg/mL e 3 fg/mL. Todas
essas concentragdes que contabilizaram uma variagdo celular de 666,7+76,38 a 700+66,2
leucdcitos/mm?®, que ndo diferiram do controle positivo, entretanto, apresentaram diferenca
estatisticamente significativa do controle negativo (p<0,05).

A segunda curva foi construida com as concentracdes de 1 fg/mL, 0,1 fg/mL e 0,01
fg/mL (Figura 12 B), que apresentaram uma contabilizacdo de 316,7+14,43 a 683,3+£170,2
leucdcitos/mm?®. Contudo, a concentragdo de 1 fg/mL nao diferiu estatisticamente do controle
positivo  (391,7+115,5 leucdcitos/mm®), enquanto as duas menores concentracdes
apresentaram-se  semelhantes estatisticamente ao controle negativo (691,7+184,3
leucdcitos/mm?®) (p<0,05). Dessa forma, fica evidente que a concentragdo de 1 fg/mL, nas
condic¢des experimentais utilizadas, induz alteracdo significativa no processo de proliferacdo
celular; ao passo que a concentracdo de 0,1 fg/mL, dez vez menor que esta, parece nao

conseguir mais interferir neste processo.
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Figura 12 A-B - Ensaio de proliferacdo celular em leucocitos humanos expostos a diferentes
concentracfes da Fumonisina B;. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, n=3;
p<0,05. As letras sobre as barras representam diferencas significativas entre 0s grupos;
NC=controle negativo; PC=controle positivo.

E bem estabelecido que a FB; “perturba” a biossintese de esfingolipideos através da
inibicdo da ceramida sintase, evitando assim a conversdo da esfinganina em diidroceramida e
reacilacdo da esfingosina em ceramida. Isto resulta em aumento das bases esfingoides e dos
seus derivados 1-fosfato e diminuicdo das ceramidas e esfingolipideos complexos
(CHUTURGOON et al., 2015).

No entanto, um aumento da concentracdo das bases esfingdides s6 pode ocorrer uma
vez que a capacidade da esfingosina-quinase para metabolizar seu substrato tenha sido
excedida. Os esfingolipideos sdo predominantemente encontrados nas membranas celulares e
sdo criticos para a manutencdo da estrutura da membrana, enquanto os esfingolipideos
complexos funcionam como precursores para 0s segundos mensageiros e sao importantes na
manutencdo do crescimento e diferenciagao celular ( WESTHUIZEN et al, 2004).

A FB; inibe a proliferagéo celular em varios sistemas de cultura de células, bem como
no figado e rim de ratos. A “perturbacdo” induzida por ela na biossintese de esfingolipideos
pode induzir ou prevenir a apoptose, dependendo do tipo de célula e das quantidades relativas
das moléculas de esfingolipideos bioativos gerados (RILEY et al., 2001).

O comprometimento das vias apoptoticas durante a promocdo de cancer hepéatico
resulta em um desequilibrio entre a morte celular e a proliferacdo e, deste modo, o
desenvolvimento de nddulos hepéaticos na presenca de um promotor. Neste contexto, as
células com niveis reduzidos de ceramida e aumento de esfingosina 1-fosfato podem ser

selecionadas para sobreviver e proliferar, desde que o aumento das bases esfingdides ndo seja
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inibidor do crescimento nestas células. Assim, a inibi¢cdo da biossintese de esfingolipideos
tem sido implicada na atividade carcinogénica da FB; (WESTHUIZEN et al, 2004).

Em estudos conduzido por Luongo et al. (2006), foi verificado inducéo da proliferacéo
dose-dependente em linhagens de células Jurkat linfoblastdide T humana expostas a diferentes
concentracOes de FB1, a saber: 20 — 150 uM, (1,44 — 10,8 ug/mL). Ja nas concentragdes de
0,5 — 80 uM (0,036 — 5,76 ug/mL), a FB; testada em sangue total de suinos ndo produziu
qualquer alteracdo na proliferacdo celular (LUONGO et al., 2008).

A FB; também foi testada em associacdo a outras micotoxinas em células da granulosa
bovina (CG), onde a proliferacdo celular foi diminuida apds exposi¢cdo de FB; em associacdo
com o-ZEA e B-ZEA na concentragdo de 30 ng/mL (0,03 ug/mL) (ALBONICO et al. 2016).
Todavia, ndo foi estudada a acdo isolada da FB; sobre a matriz bioldgica estudada.

Como pode se perceber, os efeitos desta micotoxina sobre a proliferacdo celular é
dependente da tipicidade celular e da faixa de concentragdo testada. Ndo obstante, desde o
inicio da década de 1970, estudos sobre inducdo mitogénica e apoptética apos exposicdo
celular a FB; indicam toxicidade especifica relacionada a espécie em estudo
(CHUTURGOON et al. 2015).

Entretanto, assim como nos testes de viabilidade celular, ao que se refere as menores
concentracOes (fg/mL) avaliadas em nosso trabalho, também néo foi encontrado na literatura
nenhum estudo relacionado a proliferacédo celular.

Adicionalmente, a determinacédo das taxas de proliferacdo em culturas de linfdcitos é
um indicador considerado util e sensivel para demonstrar a acdo citostatica e citotdxica de
varios agentes terapéuticos (CARRANO; NATARAJAN, 1998). A FB; tem sido implicada na
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e carcinogenicidade em varios sistemas animais (BULDER
et al., 2012). Portanto, conhecer até que faixa de concentracdo ha o aparecimento de
alteracdes celulares, quebras de homeostasia, bem como morte celular é relevante e desejavel,
tanto para a satde humana quanto as saudes animal e vegetal, uma vez que, invariavelmente,
estas ultimas, em algum momento, acabam por incidir sobre a sade humana.

Outrossim, estudos complementares deverdo ser realizados na matriz experimental
utilizada na perspectiva de estudar se a diminuicdo da proliferacdo celular observada até a
concentracdo de 1 fg/mL é devida a interferéncia na maquinaria proteico-enzimatica
envolvida no ciclo celular ou é proveniente do dano celular relacionado a sua citotoxicidade

ou, ainda, o fenémeno observado é proveniente da interferéncia desses dois vieses.
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6 CONCLUSOES

Considerando a exposicdo de células leucocitarias a Fumonisina B; em uma faixa de
concentracdo de 200; 100; 50; 5; 0,5; 0,05; 0,005ug/mL e 300; 30; 3; 1; 0,1; 0,01 fg/mL, e
periodo de incubacgdo de 72 horas, foi possivel concluir que:

A Fumonisina B; demonstrou possuir atividade citotoxica sobre leucécitos humanos
nas concentracdes testadas de 0,005 a 200 ug/mL, e de 1 a 300 fg/mL, as quais, com excecao
da concentracédo de 1 fg/mL, apresentaram citotoxicidade semelhante ao controle positivo.

As concentragdes testadas de 0,005 a 200 pg/mL, e de 1 a 300 fg/mL, demonstraram
ser capazes de interferir negativamente no processo de proliferagdo celular, diminuindo o
numero de células proliferadas, quando comparadas ao controle negativo.

Com isso, fica evidente a necessidade de estudos complementares relacionados a

citotoxicidade e a genotoxicidade da fumonisina B;.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

e Estudar os mecanismos que a fumonisina By induz alterag6es na proliferacéo celular;

e Estudar mecanismos de lesdo celular com foco em apoptose e necrose induzidos pela
fumonisina B;.

e Auvaliar efeitos da fumonisina B; acerca de dano oxidativo de DNA e processo
mutagénico;

e Determinar a concentragdo minima de fumonisina B; se for o caso, capaz de induzir

dano oxidativo de DNA e mutagénese.
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