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RESUMO

A ocratoxina é produzida principalmente por espécies de Aspergillus e pelo Penicilium
verrucosum e ¢ uma micotoxina altamente nefrotoxica, além de também ter efeitos
hepatotdxicos. O suino ¢ uma das espécies mais sensiveis aos efeitos toxicos da ocratoxina A
que pode ser encontrada no sangue, rins, figado, musculo e gordura destes animais. O homem
pode se contaminar ao ingerir graos, seus derivados, produtos e subprodutos de origem animal
contaminados. A prevenc¢ao ¢ a principal forma de evitar problemas causados pela ingestao de
ocratoxina A. Para quantificar a ocratoxina A no soro de suinos, a técnica mais indicada ¢ a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foi realizado o levantamento da
concentracdo de ocratoxina A, através da técnica de Curtui e Gareis (2001), em 87 suinos
destinados ao abate em matadouro sob Inspe¢do Estadual na regido serrana do Estado do Rio
de Janeiro. Também foi realizado o estudo anatomopatoldgico dos rins e figados desses
animais procurando-se correlacionar as alteragdes com os resultados de tais concentragdes.
Através da analise do soro por CLAE observou-se que 4,59% das amostras de soro analisadas
apresentaram-se acima do limite de detecgdo (0,073 ng ml") e quantificagio (0,062 ng ml™).
A metodologia empregada para a detec¢ao de OTA em soro suino mostrou-se eficiente. As
alteragdes histopatologicas mais freqiientemente encontradas em rins foram: infiltrado
inflamatorio intersticial (35,63%), multifocal (16,09%) na regido medular (5,74%) e
degeneracdo tubular (11,48%). No figado a maior ocorréncia foi de infiltrado inflamatdrio em
espaco porta (12,64%). Nao houve correlagdo significativa entre os achados histopatologicos
e a ocorréncia da micotoxina no soro. Existe a necessidade de monitorar a ocorréncia desta
toxina no Brasil, visto que a maioria dos casos de nefropatia em matadouros sob inspe¢do nao
tem suas causas definidas.

Palavras-chave: Ocratoxina A. Soro suino. Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Achados
histopatologicos.



ABSTRACT

Ochratoxin A is mainly produced by species of Aspergillus and Penicilium verrucosum and is
a highly nephrotoxic micotoxin, besides having hepatotoxic effects. Swine is one of the most
sensible species to the toxic effects of ochratoxin A. Ochratoxin A can be detected in the
animal’s blood, kidneys, liver, muscle and fat. Human beings can be contaminated by
ingestion of contaminated grains, swine meat and byproducts. Prevention is the best way to
avoid problems consequent to ochratoxin A ingestion. To quantify ochratoxin A in swine
serum, the most indicated technique is the high precision liquid chromatography (HPLC). A
survey of ochratoxin A concentration in swine serum was performed using 87 finished swines
original from a slaughter house under state inspection in the Rio De Janeiro State, using
Curtui and Gareis (2001) technique. Kidney and liver anatomopathologic study was also
carried out. In many serum samples (4.59%) ochratoxin A levels were above detection (0.073
ng ml") and quantification limits (0.062 ng ml™). The methodology used for ochratoxin A
detection in swine serum revealed to be efficient. The most frequently kidney injuries found
were inflammatory interstitial infiltrated (35,63%), multifocal (16,09%) in the medular region
(5,74%) and tubular degeneration (11,48%). In liver samples, inflammatory infiltrated in the
space carries was the most frequently observed alteration (12.64%). There was no significant
correlation between histopathologic findings and ochratoxin A occurrence in serum. It is
necessary to monitor ochratoxin A occurrence in Brazil, since most of the nephropathy cases
in slaughter houses under inspection does not have determined causes.

Keywords: Ochratoxin A. Swine serum. High precision liquid cromatography.
Histopathologic findings



1 INTRODUCAO

O interesse pelos fungos e pelas micotoxinas ¢ enorme, ndo s6 sob o ponto de vista
cientifico, como pela perspectiva da economia e da saude publica. Os efeitos prejudiciais das
micotoxinas em humanos ¢ animais tém sido reconhecidos desde a década de 60. A atencao
dispensada ao entendimento das micotoxinas ¢ necessaria para que sejam tomadas medidas
compensatdrias relacionadas principalmente a minimizag¢ao dos danos causados pela ingestao
destes metabolitos.

Apesar dos esforgos da comunidade cientifica mundial, as estatisticas sobre a inducao
de doencas pelas micotoxinas ainda sdo insuficientes. Portanto, muitos estudos ainda devem
ser realizados para avaliar os varios efeitos toxicologicos das micotoxinas em humanos e
animais. Problemas como baixo rendimento das colheitas, indices zootécnicos desfavoraveis,
doencas nos animais, alteracdes nos alimentos com perdas de caracteristicas sensoriais €
nutricionais, elevados custos derivados da prevengdo e dos tratamentos para a
descontaminacdo e aparecimento de doencas geralmente de carater crénico em humanos sao
determinantes para fundamentar a necessidade do aprofundamento do conhecimento das
micotoxinas.

A exposi¢do do homem as micotoxinas ocorre tanto por via alimentar como
respiratdria através do consumo e/ou manipulagdo de graos contaminados por fungos desde a
etapa da colheita até seu armazenamento e distribui¢do. Estas contamina¢des sdo muito
comuns e de dificil controle, por dependerem de diversos fatores. Os graos contaminados
servem de base para a alimentacao de varias espécies animais, incluindo o homem. O nivel de
contaminagdo esta diretamente relacionado a quantidade de graos, in natura ou na forma de
racdes, ingerida pelos animais. Portanto, a prevengdo destas situagdes ¢ indispensavel,

tentando-se, ao maximo, reduzir os problemas no campo, aplicando, entre outros fatores,
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técnicas convenientes de colheita, secagem e armazenamento desses graos, além da analise de
graos suspeitos de contaminagao fingica.

Os métodos de andlise tém se tornado mais rapidos e eficazes para que supram as
necessidades dos locais de producdo do alimento, seja animal ou vegetal. Isso possibilita uma
maior agilidade nos processos e na garantia de qualidade do alimento que ird para o consumo
humano ou para o arragoamento animal.

Devido ao fato da ocratoxina A ocorrer naturalmente em alimentos e ragoes ¢ também
em tecidos de suinos de producdo, numerosas investigagdes experimentais tém sido realizadas
para melhorar o conhecimento sobre essa toxina.

No Brasil, sdo escassos os dados epidemioldgicos sobre a ocorréncia de ocratoxina em
alimentos. E necessario um maior esforco em busca deste conhecimento, visto que o pais é
um dos maiores produtores e exportadores de graos e carnes. A capacita¢do dos laboratorios e
de pessoal para implantar técnicas adequadas de analises e também o rastreamento dos pontos
criticos ¢ determinante para que o pais ndo sofra restrigdes politicas e econdmicas frente ao
comércio internacional e busque ainda a diminuicdo das perdas durante o processo de

producao dos alimentos em geral.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Pesquisar a ocorréncia de ocratoxicose em suinos abatidos na regido serrana do Rio de
Janeiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a contaminagdo natural e a presenga de ocratoxina A em suinos através da analise
sérica;

e Correlacionar a presenca de ocratoxina A no soro com as possiveis lesdes renais e
hepaticas destes animais;

e Avaliar a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia na detec¢dao de residuos de

ocratoxina A em soro sangiiineo suino.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1B
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(SCHOENTAL, 1995). Ja na era moderna, as mais importantes epidemias relacionadas com
micotoxinas foram: ergotismo, que matou centenas de pessoas na Europa no ultimo milénio,
causado pelo Claviceps purpurea presente em graos como o centeio; aleucia toxica alimentar,
responsavel pela morte de mais de 100.000 russos entre 1942 e 1948 que estd associada a
presenca do fungo Fusarium no trigo, no paingo ¢ na cevada, cujas principais manifestagdes
sao inflamagdes das mucosas e gastroenterite aguda, podendo evoluir para uma sindrome
hemorréagica genital e sintomas neurologicos; estaquibotriotoxicose, que matou centenas de
milhares de cavalos na antiga Unido Soviética na década de 30, produzida pela toxina do
fungo Stachybotrys atra (S. chartarum, S. alternans); e a aflatoxicose, que matou 100.000
perus jovens no Reino Unido em 1960 e tem causado doencas e casos de ¢bito em animais e,
provavelmente, no homem (PITT, 2000). Mais recentemente, arqueologistas que efetuaram
estudos em tumbas egipcias morreram misteriosamente. Uma das hipodteses apontadas como
causa foi a inalacdo de micotoxinas, particularmente a ocratoxina A, que poderia estar
relacionada com uma série de incidentes envolvendo faléncia aguda renal (DI PAOLO et al.,
1993).

O periodo entre 1960 e 1975 foi chamado de “corrida do ouro” para as micotoxinas
pois muitos cientistas reuniram seus esfor¢os e realizaram pesquisas bem fundamentadas
sobre esses agentes toxicos (BENNETT; KLICH, 2003). O fato mais marcante para o estudo
das micotoxinas ocorreu no inicio da década de 60, quando mais de 100.000 perus morreram
na Inglaterra, causando um grande prejuizo para os criadores destas aves. Os pesquisadores da
época comegaram, entdo, a buscar a causa para tal ocorréncia. Descobriram que as mortes
aconteceram apos a alimentagdo com graos contaminados provenientes do Brasil. Comegaram
entdo a constatar que existia algo no produto brasileiro que estava levando a morte desses
animais. Entre as varias hipoteses que surgiram na época, duas chamaram mais a atengdo: a
existéncia de um contaminante externo e a possibilidade da ocorréncia de um contaminante
natural dos grdos. Naquela ocasido, nao havia certeza de que se tratava de uma micotoxina
(ALLCROFT et al., 1961; SARGEANT et al., 1961; CAMPOS, 1999). Foram realizados
experimentos com os graos provenientes do Brasil e de outros locais considerados isentos do
contaminante desconhecido, denominado inicialmente de fator toxico e a doenca ocasionada
por ele foi descrita como “doenga X dos perus” (ALLCROFT et al., 1961; SARGEANT et al.,
1961). Naquela época existiam, naturalmente, mais duvidas do que certezas sobre a origem
das mortes. Muitos estudos comecaram a ser publicados com conclusdes geralmente

polémicas e controversas. Alguns defendiam a tese de que eram contaminantes naturais
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enquanto outros achavam que eram contaminantes toxicos externos. Alguns ainda defendiam
que a toxidez aumentava com o calor, e um outro grupo de cientistas defendia o oposto.

Num dos primeiros estudos experimentais realizados apos a descoberta do “fator X”,
os pesquisadores procuraram examinar os extratos derivados dos graos contaminados através
do uso de diferentes solventes para verificarem se o fator desconhecido fazia parte de algum
grupo de substancia anteriormente descrita. Dividiram esses extratos por toxidez e
administraram individualmente em patos em crescimento € ndo conseguiram defini-lo como
um alcaléide. Suspeitaram entdo de que a substancia poderia ser derivada de microrganismos
€ continuaram suas pesquisas com o objetivo de isolar o principio ativo tdxico que estava
causando a morte dos animais (SARGEANT et al., 1961).

Posteriormente, descobriu-se que o que estava levando os animais a morte era uma
toxina derivada do fungo Aspergillus flavus, o que originou seu nome, a aflatoxina (KROGH,
1977; SCOTT, 1978). Esse fato determinou o inicio das pesquisas e revelou a importancia das

micotoxinas e seus efeitos deletérios aos homens e animais.

3.2 IMPORTANCIA DAS MICOTOXINAS EM ALIMENTOS

O campo das micotoxinas ¢ complexo e interdisciplinar, envolvendo muitos
conhecimento e uma grande capacidade de inter-relacionar diferentes areas. De uma forma
geral, podem-se relacionar cinco principais aspectos do estudo das micotoxinas. O estudo
sobre os géneros alimenticios consiste em todos os aspectos da producdo, comercializacdo e
utilizacdo deste alimento; o sistema da deterioracdo tem muitos fatores inter-relacionados, isto
¢, o fator biologico, quimico, fisico, micro e macroambiental; o conhecimento da micotoxina
envolve aspectos relacionados com a produtividade, metabolismo, toxicologia, saude e oferta
e distribuicdo na natureza; as formas de controle compreendem a prevencgdo, analise da
micotoxina e segregacdo do material contaminado e detoxificacdo, tendo a analise de perigos
e pontos criticos de controle (APPCC) como excelente ferramenta e por fim, a andlise do
sistema s6cio-econdmico que relaciona e envolve a conjuntura cultural, politica e econdmica
estudada (PATERSON; VENANCIO; LIMA, 2004).

As micotoxinas ndo sdo apenas dificeis de definir, sdo também complicadas para
classificar. Devido a suas diversas estruturas quimicas e origem biossintética, seus variados
efeitos biologicos e sua producdo por um variado nimero de diferentes espécies de fungos, os

esquemas de classificacdo tendem a refletir a area do profissional que realiza sua
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categorizacdao. Clinicos freqiientemente os relacionam com os 6rgdos que sdo afetados.
Assim, as micotoxinas podem ser classificadas em hepatotoxinas, nefrotoxinas, neurotoxinas
e imunotoxinas. Bidlogos celulares colocam as micotoxinas em grupos genéricos como
teratogénicos, mutagénicos, carcinogénicos e alérgenos. Quimicos organicos as classificam
com base na sua estrutura quimica (ex. cumarinas, lactonas); bioquimicos de acordo com sua
origem biosintética (derivados de aminoacidos) e micologistas, pelo fungo que as produzem
(toxinas de Aspergillus, toxinas de Penicillium). Nenhuma dessas classificagcdes ¢
inteiramente satisfatoria (BENNETT; KLICH, 2003).

As micotoxinas compdem uma mistura de toxidez, carcinogenicidade e
mutagenicidade resultantes da atividade metabdlica secundaria dos fungos toxigenos que
podem ser produzidas em uma ampla variedade de produtos alimenticios (commodities) e sob
uma variedade grande de situagdes, sendo reconhecidamente toxicas para outras formas de
vida (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; FRISVAD; SAMSON, 1992; OSWEILLER,
1998; PITTET, 1998; DILKIN, 2002). Sdo compostos organicos de baixo peso molecular e
nao possuem imunogenicidade (DILKIN, 2002). A presen¢a das micotoxinas nos alimentos e
racdes ¢ potencialmente perigosa para a saide de homens e animais, pois além de ndo
estimular o sistema imune, ja que ndo ¢ reconhecido como estranho ao organismo, possuem
varios efeitos toxicos e grande estabilidade frente ao aquecimento (TRENK; BUTZ; CHU,
1971; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; PITTET, 1998). A ocorréncia de micotoxinas
em alimentos ¢ um problema de grande interesse em todo o mundo (WOOD 1992), chegando
a afetar mais de 25% da produgdo anual de graos (LAWLOR; LYNCH, 2001).

Sao reconhecidas mais de cem espécies de fungos produtores de micotoxinas que
podem se desenvolver em um grande niimero de substratos destinados, tanto a alimentacao
humana, quanto a animal, e produzir um grande numero de micotoxinas (MIDIO; MARTINS,
2000). Este nimero ¢ desconhecido, embora alguns autores afirmem que existam cerca de 400
micotoxinas reconhecidas (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; PITTET, 1998; DILKIN,
2002; MIDIO; MARTINS, 2000; PATERSON; VENANCIO; LIMA, 2004) onde cerca de
250 destas micotoxinas ja tiveram sua estrutura quimica definida. No entanto, a maioria ainda
ndo teve definido seu impacto bioldgico sobre a saide humana e animal (OSWEILLER,
1998).

Cerca de trinta espécies de fungos foram reconhecidos e associados com a ocorréncia
natural de micotoxicoses em animais (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980). Entre todas as

micotoxinas conhecidas, aproximadamente uma duazia delas tem sido propriamente
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investigadas e recebem atengao regular por serem consideradas de maior importancia como
ameaca a saude humana e animal (PITTET, 1998; BENNETT; KLICH, 2003).

As principais micotoxinas podem ser divididas em: Aflatoxinas, produzidas por
fungos do género Aspergillus como A. flavus e A. parasiticus; Ocratoxinas, produzidas pelo
Aspergillus ochraceus e diversas espécies do género Penicillium; Fusariotoxinas, que
possuem como principais representantes os tricotecenos, zearalenona e as fumonisinas,
produzidas por diversas espécies do género Fusarium e a Patulina, produzida por diversas
espécies do género Penicillium, Aspergillus e Biossochlamys, principalmente pelo Penicillium
expansum (PITTET, 1998; BENNETT; DILKIN, 2002; KLICH, 2003; PATERSON;
VENANCIO; LIMA, 2004).

As principais micotoxinas e 6rgdos alvos na espécie suina sdo: aflatoxinas no figado;
zearalenona no sistema reprodutor; ocratoxina A nos rins; fumonisinas nos pulmdes;
tricotecenos no trato digestorio (DILKIN, 2002).

Enquanto todas as micotoxinas sdo de origem fungica, nem todos os componentes
toxicos produzidos por fungos sdo chamados de micotoxinas. O alvo e a concentracdo dos
metabolitos sdo também importantes. Produtos fingicos que sdo toxicos para bactérias sao
chamados de antibidticos e, os que sdo toxicos para plantas, chamam-se fitotoxinas (pode
referir-se também a toxinas produzidas por plantas). Micotoxinas sao produzidas por fungos e
sdo toxicas para vertebrados e outros grupos de animais mesmo em baixas concentragoes.
Outro metabolito fungico de baixo peso molecular ndo considerado micotoxina e toxico

apenas em alta concentragdo ¢ o etanol (BENNETT; KLICH, 2003).

3.3 ORIGEM E IMPORTANCIA DA OCRATOXINA

A ocratoxina tem recebido consideravel atengdo nos ultimos anos, ndo apenas por
afetar seriamente o desempenho dos animais e seu bem-estar, mas também por ocasionar
efeitos deletérios nos humanos, devido a suas propriedades nefrotoxicas e carcinogénicas
(KROGH, 1977; KROGH et al., 1979; GOLINSKI et al., 1985; COOK et al., 1986;
NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 1989; LINDNER, 1990; HALD, 1991; KUIPER-
GOODMAN, 1991; LACEY et al., 1992; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; STORMER,
1992; PITTET, 1998; OSWEILLER, 1998; BARISIC et al., 2002; MULLER et al., 2004).
Existem diferentes formas da ocratoxina, determinadas pelas letras A, B, C, D, além dos seus

grupamentos metil e etil-esteres. Elas tém sido isoladas de culturas fungicas, sendo que a
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ocratoxina A ¢ o metabolito primdrio mais abundante e mais toxico dentre as ocratoxinas
encontradas na natureza (KROGH, 1977; COOK et al., 1986; LINDNER, 1990; LACEY et
al., 1992; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; OSWEILLER, 1998; PITTET, 1998). A
ocratoxina A ¢é produzida por algumas espécies do género Penicillium e Aspergillus
(KROGH, 1977; GOLINSKI et al., 1985; COOK et al., 1986; LINDNER, 1990; LACEY et
al., 1992; PITTET, 1998; OSWEILLER, 1998). Entretanto, nem todas as cepas destes fungos
sdo produtoras de ocratoxina, inclusive a espécie Aspergillus ochraceus (KROGH, 1977,
COOK et al., 1986; MARQUARDT; FROHLICH, 1992).

A estrutura da ocratoxina A ¢é caracterizada quimicamente por ser um derivado diidro-
1socumarinico ligado através de seu grupo 7-carboxilico a L-B-fenilalanina por um grupo
amida conforme observado na fig.1 (KROGH et al., 1976; ELLING, 1977; KROGH, 1977;
LINDNER, 1990; STORMER, 1992; OSWEILLER, 1998).

Ochratoxin A

Fig.1: Estrutura quimica da ocratoxina A. (7-carboxi-5-cloro-8-hidroxi-3,4-dihidro-3-metil-
isocumarina ligado através do grupo 7-carboxilico por um ligante amida a L-fenilalanina)

(STORMER, 1992; WHO IARC 1993).

Os primeiros estudos sobre a origem da ocratoxina isolaram a toxina primeiramente do
Aspergillus alutaceus (atualmente conhecido como Aspergillus ochraceus) e, posteriormente,
foram descobertos outros membros deste grupo que também a produziam (KROGH, 1976;
SCOTT, 1978; PITTET, 1998; PITT, 2000), como o A.sulphureus, A.melleus, A.sclerotiorum,
A.ostianus, A.petrakii e ainda Penicillium viridicatum, P.palitans, P.cyclopium, P.commune,
P.variabile e P.purpurescens (SCOTT, 1978; PITTET, 1998). Os estudos relacionaram a
ocorréncia natural de ocratoxina com graos e alimentos produzidos apenas em paises de
climas temperados ou continentais (SCOTT, 1978; ROSA, 1999). No entanto, com o avango
das pesquisas, alguns fungos tiveram suas classificagdes alteradas e observaram ainda que a
contaminagdo por ocratoxina A encontrava-se muito mais disseminada do que descrito

inicialmente (WHO, 2001).
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Entre o género Penicillium, foi descrito inicialmente a espécie P. viridicatum como
principal produtora de ocratoxina e este conceito permaneceu por mais de uma década.
Eventualmente, tornou-se claro que isolados considerados como P. viridicatum produtores de
ocratoxina foram corretamente classificados em uma espécie separada, Penicillium
verrucosum, sendo relacionado quase que exclusivamente aos graos produzidos em zonas
temperadas (PITT, 2000).

Informacgdes relativamente recentes indicaram que a ocratoxina A ¢ produzida por
apenas algumas espécies relacionadas ao Aspergillus ochraceus, todos classificadas em
Aspergillus subgénero Circumdati secao Circumdati. Além do A.ochraceus, esse grupo de
produtores de ocratoxina A inclui dois fungos ascosporicos, Neopetromyces muricatus (estado
assexual do A.muricatus) e Petromyces alliaceus (estado assexual do A.alliaceus) somados ao
Aspergillus sclerotiorum e o A.sulphureus (WHO, 2001). N.muricatus ¢ o nome correto para
os produtores isolados de ocratoxina A que foram previamente identificados como A.melleus
(PITTET, 1998; WHO, 2001). Ambos, N.muricatus e P.alliaceus sdo espécies incomuns.
Isolados de A.sclerotiorum raramente produzem toxina, apesar de isolados de A.sulphureus
serem produtores usuais, esta ¢ uma espécie rara. Excetuando o A. ochraceus, todas essas
espécies sao muito incomuns em alimentos e¢ ndo sdo conhecidos como causadores de
espoliagcdo. Por essa razdo, a unica espécie de alguma importancia na produgdo de ocratoxina
A do Aspergillus se¢do Circumdati ¢ o A.ochraceus (WHO, 2001). Ocasionalmente, isolados
da espécie Aspergillus niger podem produzir ocratoxina A. Entretanto ¢ relatado que
Aspergillus carbonarius ¢ o produtor mais comum, ¢ uma fonte muito mais importante (PITT,
2000; WHO, 2001). Estas espécies sao muito difundidas em alimentos tropicais, € tem uma
importante caracteristica que ¢ a resisténcia a temperaturas elevadas, ndo sendo eliminados
pelos processos de secagem dos graos. Aspergillus carbonarius ¢ uma importante fonte de
ocratoxina A em frutas secas de parreiras, vinhos e provavelmente café (ROSA, 1999; PITT,
2000). O impacto na satide humana da ocratoxina A por estas espécies ainda nao foi avaliado
(PITT, 2000). Outras espécies tém sido relacionadas como produtoras de ocratoxina A, mas
nenhuma delas teve até agora confirmacdes fundamentadas (WHO, 2001).

A presencga de ocratoxina ja foi detectada em muitos alimentos, sendo mais comum em
alimentos vegetais secos € armazenados, onde geralmente encontram um substrato altamente
nutritivo para o seu desenvolvimento (TRENK; BUTZ; CHU, 1971; HALD, 1991; KUIPER-
GOODMAN, 1991; WHO, 2001; DILKIN, 2002; FAO, 2001). Entre os alimentos que sofrem
a acgdo espoliadora do fungo e podem apresentar a ocratoxina, temos o milho, trigo, aveia,

amendoim, arroz, cevada, sorgo, semente de algodao, e, ocasionalmente, as silagens de alguns
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destes graos e seus produtos derivados (KROGH, 1977; PIER; RICHARD; CYSEWSKI,
1980; COOK et al, 1986; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; OSWEILLER, 1998;
JORGENSEN, 1998; WHO, 2001; COSTA; GERMANO; GERMANO, 2006). Um dos
estudos realizados em relacdo ao substrato afirmava que as sementes oleaginosas
proporcionavam melhores condigdes para o crescimento dos fungos quando comparados a
outros graos (MARQUARDT; FROHLICH, 1992). Outros produtos como queijos, temperos,
azeitonas pretas e carnes processadas ja foram relacionados com a presenga do Aspergillus
ochraceus (WHO, 2001).

Os fungos toxigénicos estdo presentes no ambiente e, de uma forma geral, os
cultivares estdo sujeitos a albergarem estes fungos. Por sua vez, eles podem ou ndo germinar,
crescer e elaborar suas toxinas de acordo as condi¢des especificas exigidas pelo tipo de fungo,
considerando-se que a variagdo regional e sazonal estd diretamente associada com o tipo de
toxina produzida no campo. Estas condigdes Otimas para o crescimento do fungo sdo
extremamente variaveis (COOK et al.,, 1986; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980;
FROHLICH; MARQUARDT; OMINSKY, 1991; FRISVAD; SAMSON, 1992; WOOD,
1992; OSWEILLER, 1998; CALDAS; SILVA; OLIVEIRA, 2002; DILKIN, 2002). Em geral,
periodos mais quentes ¢ Umidos favorecem o desenvolvimento dos fungos (FROHLICH,
MARQUARDT; OMINSKY, 1991).

Nos produtos estocados em depdsitos ou moinhos, a associacdo com fatores da
natureza ndo ¢ observada, pois a produgdo de toxinas ocorre de acordo com as condigdes de
armazenagem e distribuicdo para o mercado (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980;
FRISVAD; SAMSON, 1992; OSWEILLER, 1998; PITTET, 1998; CALDAS; SILVA;
OLIVEIRA, 2002; DILKIN, 2002).

Desta forma, os fungos podem ser divididos em fungos de campo, que crescem sob
condi¢des que ocorrem antes da colheita e fungos de armazenamento, que normalmente
desenvolve-se na pds-colheita (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; FRISVAD; SAMSON,
1992; OSWEILLER, 1998).

Fatores ndo-naturais como danos mecanicos durante a colheita e alteracdes nos graos
por insetos e fatores naturais como umidade e temperatura tornam a safra mais suscetivel a
invasdo fungica e a formagao de toxina no campo (KROGH, 1976; PIER; RICHARD;
CYSEWSKI, 1980; FRISVAD; SAMSON, 1992; WOOD, 1992; OSWEILLER, 1998).

Por outro lado, os fungos que se desenvolvem e produzem toxinas nos graos e outros
concentrados durante o periodo de armazenamento sao influenciados por fatores relacionados,

principalmente, com umidade e temperatura inadequadas, combinadas com longos periodos
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de permanéncia nos armazéns (KROGH, 1976; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980;
FRISVAD; SAMSON, 1992; OMINSKI et al., 1996; OSWEILLER, 1998; FAO, 2001).

Muitos estudos relacionam estes clementos, indicando estreita relagdo entre a
quantidade de ocratoxina A produzida por algumas espécies de fungos e pardmetros como
atividade de dgua, temperatura, tempo de estocagem, tipo de substrato, presenca de microflora
competitiva, cepa de fungo e integridade da semente (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980;
MARQUARDT; FROHLICH, 1992; WOOD, 1992; MILANEZ; SCHOENLEIN-CRUSIUS;
OKINO, 2002; PARDO et al., 2004). As cepas também podem influenciar na producio da
toxina, ja que nem todas as subculturas de cepas bem conhecidas produzem as mesmas
quantidades de ocratoxina A KROGH 1977, COOK 1986 (MARQUARDT; FROHLICH,
1992; MILANEZ; SCHOENLEIN-CRUSIUS; OKINO, 2002).

Como visto, a combinacdo das condi¢des climaticas com as condi¢des de manejo dos
produtos vegetais influi diretamente sobre a produg¢do de micotoxinas. Em geral as condigdes
de campo sdo mais desfavoraveis em paises de climas quentes e imidos, como o Brasil, ou
em épocas que apresentem estas caracteristicas, enquanto que as condi¢cdes de armazenamento
podem estar presentes em todos os lugares do mundo desde que favorecam o desenvolvimento
das micotoxinas (TRENK; BUTZ; CHU, 1971; KROGH, 1976; OMINSKI et al., 1996;
DILKIN, 2002; FAO, 2001).

A distribuicdo geografica dos fungos na natureza ¢ bem ampla (PIER; RICHARD:;
CYSEWSKI, 1980; CREPPY, 2002). Os fungos que produzem ocratoxina, como os do
género Penicillium, usualmente se desenvolvem em cereais a baixas temperaturas e, portanto,
sdo os maiores produtores de ocratoxina nas areas de baixa temperatura, predominante nos
paises de clima temperado (COOK et al., 1986; OSWEILLER, 1998; PITTET, 1998; WHO,
2001). Como os cereais sdo amplamente utilizados na alimentacdo animal na Europa, e a
ocratoxina A ¢ relativamente estavel in vivo, esta micotoxina ¢ também encontrada em alguns
produtos de origem animal naquela regido, especialmente em rins e figados suinos (TRENK;
BUTZ; CHU, 1971; FAO, 2001).

Ja o Aspergillus ochraceus ¢, provavelmente, o mais importante produtor de
ocratoxina em paises de clima tropical e subtropical (FROHLICH; MARQUARDT;
OMINSKI, 1991; OSWEILLER, 1998; PITTET, 1998; DILKIN, 2002).

Considera-se, em geral, uma atividade de 4gua 6tima para o crescimento e germinacao
do Aspergillus ochraceus entre 0,95 a 0,99, com limite minimo de 0,79 (MARQUARDT;
FROHLICH, 1992; WHO, 2001; PARDO et al., 2004; FAO, 2001). A temperatura de

crescimento do A. ochraceus varia de 8 a 37°C, com crescimento 6timo em torno de 28°C
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(TRENK; BUTZ; CHU, 1971; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; MARQUARDT;
FROHLICH, 1992; WHO, 2001; PARDO et al., 2004; FAO, 2001). Essa temperatura 6tima
de crescimento assemelha-se a da formacao de aflatoxinas. Entretanto, a ocratoxina A
continua apresentando um consideravel crescimento aos 15°C, diferente das aflatoxinas que
tem uma formag¢do muito baixa nessa faixa. Em relacdo a formagdo de ocratoxina B,
ocratoxina C e um de seus produtos derivados da hidrdlise, o 4acido diidro-isocumarinico, a
quantidade de ocratoxina B formada a 28°C no final de 17 dias de incubagdo foi 25 vezes
menor que a quantidade de ocratoxina A. Nesse periodo ndo foi detectada a formagdo de
ocratoxina C e o acido diidro-isocumarinico apresentou-se em muito baixa concentragao
(TRENK; BUTZ; CHU, 1971). Em um experimento realizado no Brasil, a producao ¢ o
crescimento 6timo de A. ochraceus em cevada ocorreu com uma atividade de agua de 0,82 a
25 e 30°C (RIBEIRO et al., 2006).

O Penicilium verrucosum ¢ um fungo de crescimento lento com capacidade de
desenvolvimento em baixa atividade de dgua e a baixas temperaturas. Desenvolve-se de forma
Otima em atividade de dgua menor que 0,80 (WHO, 2001) e temperatura 6tima de 20°C,
variando de 0 a 30°C (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; COOK et al., 1986; WHO,
2001; FAO, 2001).

De forma geral, o crescimento fingico e a producdo dos seus metabolitos secundarios
apresentam um maior desenvolvimento em graos estocados quando encontram um teor de
umidade nos graos maior que 16% e uma umidade do ar maior que 85% (COOK et al., 1986;
FROHLICH; MARQUARDT; OMINSKI, 1991; MARQUARDT; FROHLICH, 1992;
OSWEILLER, 1998; DILKIN, 2002). A espécic Aspergillus ochraceus cresce lentamente
num pH de 2,2 e, em melhor velocidade, com pH entre trés e dez (WHO, 2001).

Uma importante caracteristica da ocratoxina A ¢ sua estabilidade térmica e sua
resisténcia ao tratamento térmico. E altamente estavel em alimentos contaminados e
estocados, podendo ser recuperada da amostra previamente contaminada, cerca de 45% da
toxina apos trés meses de armazenamento. Apesar da ocratoxina A pura ser foto-sensivel, o
efeito da luz sobre as toxinas aderidas aos cereais tem pouca importancia, apresentando niveis
similares em amostras estocadas no escuro ou ndo. Isso indicaria que a remog¢do de
ocratoxinas de cereais pode ser muito dificil, tendo como melhor forma de protecao, a
prevencdo da formacdo de toxina através de procedimentos de manipulagdo satisfatorios

(TRENK; BUTZ; CHU, 1971).
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3.4 MECANISMOS DE ACAO DA OCRATOXINA A

3.4.1 Propriedades da molécula

As micotoxinas em geral sdo metabdlitos secunddarios, isto é, aparentam ndo exercer
influéncia sobre o metabolismo ¢ o crescimento fungico (PITT, 2000). A maioria apresenta-se
com peso molecular entre 50 e 500 Dalton e, desta forma, essas pequenas moléculas nao
demonstram propriedades antigénicas, ndo induzindo assim a resposta do sistema
imunoldgico humano (ELLING, 1977; PIER, 1992; PITT, 2000). O principal perigo das
micotoxinas na dieta humana reside na sua inabilidade para detecta-las biologicamente (PITT,
2000). Algumas caracteristicas quimicas, fisicas e fisico-quimicas da ocratoxina A estdo
representadas no quadro 1.

Quadro 1: Caracteristicas quimicas, fisicas e fisico-quimicas da ocratoxina A.

Ocratoxina A

e Nome (chemical abstract): L-Phenilalanine, N-[(5-chloro-3, 4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-
1H-2-benzopyran-7-yl)-carbonyl]-R-

e Nome sistematico (IUPAC): N-{[(3R)-5-chloro-8hydroxy-3-methyl-1-0x0-7-
isochromanyl]carbonyl}-3-phenyl-L-alanine

e Sinonimia: (-)-N-[(5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-0x0-7-isochromanyl) carbonyl]-3-phenylalanina

e N°registro no CAS: 303-407-9

Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas

¢ Descrigao: cristais brancos (recristalizados de xileno); intensa fluorescéncia em luz ultravioleta,
emitindo fluorescéncia verde e azul, em solucdes acidas e alcalinas, respectivamente.

e Peso molecular: 403,84 Dalton

e Ponto de fusdo: 169°C — recristalizada de xileno e em benzeno como 90°.

e Absorbancia UV maxima (benzeno): 213,332 nm (g 36.800, 6.400)

(etanol): 215,333 nm (e 34.000, 2.400)

e Emissdo de fluorescéncia: maxima a 467 nm em etanol a 96% e de 428 nm em etanol absoluto

e Reagdo otica: [a]*'q -46.8° (¢=2,65 mmol/L [1,07 g L] em cloroférmio) e [a]*’ -118° (c=1,1
mmol/L em cloroférmio.

Solubilidade

e A forma de 4cido livre ¢ moderadamente solivel em solventes organicos como: cloroférmio,
etanol, metanol e xileno.

e Agual mgml'a19°C

e DMSO (dimetilsulfoxido): > 100 mg ml™ a 19°C

e Etanol 90%: 10 a 50 mgml™ a 19°C

e Metanol: moderadamente soluvel

e Acetona: 50 a 100 mg ml™ a 19°C

e Tolueno: ndo avaliado.

e Cloroformio: ndo avaliado.

Fonte: KUIPER-GOODMAN, 1991; WHO, 1993; THE MERCK INDEX, 1976; ROSA,
1999.
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3.4.2 Farmacocinética

A relacdo entre a toxicocinética da ocratoxina A e as propriedades de ligacdo com a
albumina varia entre as diferentes espécies animais, inclusive o homem, devido as diferencas
na fisiologia (GALTIER, 1991; MARQUARDT; FROHLICH, 1992). Fatores como a
constante de dissociacdo, a porcentagem de toxina livre ou nao ligada e a meia-vida desta
toxina apos injecdo intravenosa tém sido avaliadas, embora permaneca desconhecida a relacao
entre a ligagdo das proteinas, a baixa taxa de depuracdo da toxina (clearance) para a

circulacdo sistémica e a toxicidade da ocratoxina A (MARQUARDT; FROHLICH, 1992).

3.4.3 Absorgao ¢ distribui¢ao

A ocratoxina A parece ser absorvida de forma passiva através da membrana lipidica
do trato gastrointestinal na sua forma ndo ionizada ou parcialmente ionizada (GALTIER,
1991, MARQUARDT; FROHLICH, 1992; GODIN et al., 1997; BERGER et al., 2003). A
difusdo da forma ndo ionizada pode ser considerada o principal mecanismo de transferéncia
gastrointestinal para muitos eletrélitos fracos (GALTIER, 1991; GODIN et al., 1997). O
grupo hidroxi-fenélico no anel diidro-isocumarinico e o grupo carboxilico em fenilalanina sao
0s responsaveis primarios pela absorcdo da ocratoxina A, pois sdao eles que dao as
propriedades de 4cido fraco da molécula (GALTIER, 1991; MARQUARDT; FROHLICH,
1992; GODIN et al., 1997). Alguns trabalhos relatam evidéncias que sugerem que na maioria
das espécies animais, a ocratoxina A ¢ absorvida primariamente pelo estomago. Outro
trabalho ainda relata que a absor¢do méxima ocorre no eséfago e, em menor grau, no jejuno
(GALTIER, 1991).

A ocratoxina A ¢ uma micotoxina com propriedades de um anion organico e acredita-
se que sua entrada nas células tubulares renais ocorra na por¢do média e terminal do tibulo
proximal através do sistema de transporte organico (FRIIS; BRINN; HALD, 1988; ;
GALTIER, 1991; STORMER, 1992; WHO, 2001).

No sangue, a toxina esta firmemente ligada as proteinas plasmaticas e, aparentemente,
nenhuma ¢ filtrada pelo glomérulo, penetrando na célula através da membrana peritubular
(FRIIS1988; WHO, 2001). A ligacao com as proteinas plasmaticas preveniria sua reabsor¢ao

pelos enterocitos através de sua membrana basolateral (BERGER et al., 2003). A secrecao
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tubular renal e a reabsor¢do da micotoxina poderiam facilitar sua persisténcia residual nos rins
(GALTIER, 1991).

O pH da digesta poderia influenciar na taxa de absor¢ao da ocratoxina A, sendo mais
rapida nas partes do trato gastrointestinal com menor pH. Presume-se que o baixo pH do
ramen, particularmente nos animais alimentados com dietas com maior concentracdo de graos
e menor concentracao de silagem poderia facilitar a absor¢ao direta da ocratoxina A do rimen
para o sangue (MARQUARDT; FROHLICH, 1992). Residuos de ocratoxina A geralmente
ndo sdo encontrados nos ruminantes porque ela ¢ clivada no rumen por protozoarios e
enzimas bacterianas, sendo detectado, quando muito, tragos de ocratoxina a que ¢ um produto

nao toxico resultante da clivagem (GALTIER, 1991; MARQUARDT; FROHLICH, 1992).

3.4.4 Biotransformacao

Um fator importante que afeta a toxidez da ocratoxina A ¢ a alta afinidade de ligagao
entre ela e constituintes do plasma, sendo responsdvel ndo apenas por facilitar a absor¢do
passiva de formas ndo ionizadas pelo sistema digestivo, como também atuaria retardando a
eliminagdo da ocratoxina A através da limitacdo da transferéncia da toxina da corrente
sangiiinea para as células hepaticas e renais, contribuindo assim para prolongar sua meia-vida.
Além da albumina do plasma, existem estudos que evidenciam a existéncia de uma molécula
de baixo peso molecular (20.000 Dalton) que se liga mais especificamente a ocratoxina A,
sendo relevante no aspecto da nefrotoxicidade dos efeitos em mamiferos, pois as suas
moléculas poderiam passar facilmente pela membrana glomerular normal, possibilitando o
acumulo de ocratoxina A nos rins, fato que nao acontece na ligagdo com a albumina
(MARQUARDT; FROHLICH, 1992).

Observa-se uma possivel relacdo de dose-dependéncia entre pardmetros como o pico
de concentragdo da toxina no plasma, o tempo correspondente, a meia-vida plasmatica ¢ a
fracdo de dose absorvida (biodisponibilidade) e as diferencas na farmacocinética entre as
espécies estudadas (GALTIER, 1991).

Dentre algumas espécies estudadas, o sangue de bovinos, suinos e humanos possuem
uma maior afinidade de ligacdo entre a ocratoxina A e a albumina sérica do que espécies
como aves, ratos e ovinos (GALTIER, 1991; WHO, 2001). A taxa de biotransformacao de

ocratoxina A em suinos ¢ baixa, com uma meia-vida apos a ingestdo de cerca de 89 horas
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(DRAGACCI et al., 1999) e ap6s injecdo intravenosa de cerca de 150 horas (MARQUARDT;
FROHLICH, 1992).

A meia-vida avaliada para codornas foi de 12 horas, para o rato de 170 horas e para o
macaco de 840 horas (35 dias) apods injecdo de ocratoxina A via intravenosa. Esses valores
sugerem que existe uma associagdo positiva entre a ligagdo da ocratoxina A com proteinas
plasmaticas e a meia-vida de eliminagdo (MARQUARDT; FROHLICH, 1992; GALTIER,
1991; WHO, 2001).

Os metabodlitos secundarios aparecem a partir de derivados formados pelo
metabolismo primario e as cinco principais vias metabdlicas sdo: via dos aminoacidos; via do
acido shikimico para a biossintese de aminoacido aromatico; via biossintética dos policetideos
para a acetil-coenzima A (CoA); via do acido mevalonico para a CoA e polissacarideos e
peptideopolissacarideos (TURNER', 1971; TURNER, ALDRIDGE?, 1983; GRIFFIN’, 1994
apud ROSA, 1999, p.15). Segundo Galtier (1991), a hidrélise da ocratoxina A no seu
derivado isocumarinico (ocratoxina a) € a principal via metabodlica. Essa detoxificagdo ocorre
através da acdo de carboxipeptidases bacterianas presentes no estdbmago de ruminantes € no
intestino grosso de outros animais. A 4-hidroxiocratoxina A ¢ o principal metabolito hepatico
e a razdo entre esse metabolito e a ocratoxina A excretada na urina pode estar relacionada
com o potencial carcinogénico da toxina, visto que o metabdlito ¢ um agente imunossupressor

quase tdo efetivo quanto a ocratoxina A.

3.4.5 Atuag@o no organismo

A protecao natural do organismo afetado com ocratoxina A pode ser comprometida.
Os danos causados podem ser cumulativos e estdo diretamente ligados ao periodo silencioso
da doenca, que ¢ longo, até o aparecimento repentino dos sintomas (BARISIC et al., 2002).

A partir da entrada da ocratoxina A nas células, ela tem a capacidade de inibir a
fosforilagdo oxidativa mitocondrial (LINDNER, 1990; STORMER, 1992; BARISIC et al.,
2000; WHO, 2001). Altera ainda o acimulo de acido p-aminohipurico, que ¢ um parametro
para a via de transporte anidnico e, também, altera o caminho da via de transporte cationica

(STORMER, 1992; WHO, 2001).

'TURNER, W.B. F ungal Metabolites. Academic Press, London, 1971, 446p.

2 TURNER, W.B.; ALDRIDGE, D.C. Fungal Metabolites II. Academic Press, London, 1983, 631p.

3 GRIFFIN, D.H. Fungal Physiology-chapter 9 secondary (special) metabolism. 2ed. Wiley-Liss Publications.
New York. 488p.
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As micotoxinas podem provocar o aumento da glicemia com o acimulo de glicogénio
no figado ao inibir a ativagdo de diferentes enzimas participantes do metabolismo do
glicogénio e da glicose, como a fosforilase-quinase, enzima chave na gliconeogénese renal,
exercendo um efeito negativo neste processo (LINDNER, 1990; MARQUARDT;
FROHLICH, 1992; STORMER, 1992; CERAIN et al., 2000; WHO, 2001). As lesoes dos rins
estdo relacionadas com a perda de atividade de diversas enzimas do tubulo contornado
proximal. A ocratoxina A provoca a liberacdo de alanina-aminopeptidases e leucina-
aminopeptidases, como resultado da inibicdo do transporte anionico e, também, inibe a
enzima fosfoenolpiruvatocarboxinase, bloqueando, assim, a gliconeogénese nos rins. A
inibicdo da sintese protéica ocorre com o bloqueio da fenilalanina-tRNA sintetase apos
agregar-se ao grupo L-fenilalanina da ocratoxina A (LINDNER, 1990; STORMER; 1992).

Pesquisadores relatam que a diminuicdo da atividade da enzima fosfoenol piruvato
carboxiquinase ¢ tdo marcante que ela pode ser considerada um indicador especifico e
altamente sensivel de ocratoxina A em suinos, mas ndo em ratos (KROGH et al., 1988).

A distribuicdo da ocratoxina A pelos tecidos dos animais varia com a via de
introdugdo, com o tempo decorrente da entrada da ocratoxina A no organismo e com a
perfusdo sanguinea do 6rgdo atingido. Analises avaliaram algumas diferencas neste sentido
em ratos e, de acordo com uma divisao de algumas estruturas, os resultados indicaram que
existe maior possibilidade de retengcdo de residuos em 6rgdos com menor perfusdo como a
pele, musculos, gordura, olhos e certas glandulas (GALTIER, 1991).

Através da via oral, a maior concentracdo de ocratoxina A foi encontrada apos 24
horas principalmente no trato gastrointestinal seguido de significantes niveis de ocratoxina A
nos rins, figado, cérebro, musculos, pele e gordura (KROGH; HALD; PEDERSEN, 1973;
KROGH, 1976; MADSEN; MORTENSEN; HALD, 1982; GALTIER, 1991). A ocratoxina A
interfere em muitos processos ao nivel celular como a sintese protéica, o metabolismo
energético, € muitas outras atividades enzimaticas ApoOs inumeras observagdes realizadas
posteriormente a exposi¢do natural ou experimental a ocratoxina A, um grande niimero de
alteragdes morfologicas e bioquimicas ocorreram primariamente nos tubulos proximais renais
e, em menor extensao, no figado, no cérebro e em outros tecidos (BARISIC et al., 2000).

A transferéncia da ocratoxina A para o leite tem sido demonstrada em ratos, coelhos e
humanos, mas pouco ¢ transferido para o leite de ruminantes devido ao metabolismo da
micotoxina pela microflora intestinal (CREPPY, 2002). Pode ainda ocorrer,
experimentalmente, a transferéncia placentaria da toxina e também a presenca no leite de

matrizes de suinos (GALTIER, 1991).
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Em relagdao aos mecanismos de defesa celular, a exposicdo a ocratoxina A prejudica a
indugdo esperada da proteina do choque térmico (Hsp70) e bloqueia os mecanismos de
protecdo natural das células. Estas proteinas sdo induzidas e ativam os mecanismos de defesa
celular apés a exposi¢do da célula a situagdes de hipertermia, cirurgia, anestesia, dano
tecidual, isquemia, diminui¢do da reperfusdo sanguinea, inflamagao, injuria oxidativa e uma

variedade de outros estimulos (BARISIC et al., 2002).

3.4.6 Excrecao

E importante observar as rotas de eliminagdo da ocratoxina A e seus metabdlitos, pois
isso facilitaria o entendimento das fases que ocorrem e o tempo de duragdao desde sua entrada
no organismo até sua eliminag¢do. Apds a circulacdo enterohepatica, a toxina e a ocratoxina o
sdo excretadas nas fezes e urina em varios metabolitos ainda ndo totalmente identificados.
Apesar da transferéncia placentaria da ocratoxina A ter sido descrita como sendo dose-
dependente em roedores, a toxina nao atravessa a placenta em fetos de fémeas suinas. O
transporte da toxina nos rins ¢ mediado por um sistema de transporte organico renal de carater
anionico, podendo o proprio metabolismo renal contribuir para a detoxificagdo (GALTIER
1991). Apesar da evolucdo do conhecimento sobre os efeitos da ocratoxina A, o preciso

mecanismo de a¢do da toxina ¢ desconhecido (STORMER, 1992).

3.5 SINAIS CLINICOS EM SUINOS

Os suinos, assim como os homens, sdo expostos a ocratoxina A através de sua
alimentacdo com graos contaminados por fungos produtores desta toxina (KROGH, 1976;
DRAGACCTI et al., 1999). Ao ingerir o alimento contaminado, humanos e animais suscetiveis
como os suinos podem estar iniciando um processo de intoxica¢do que varia da forma aguda a
cronica, dependendo da concentracdo e duracdo da exposi¢do a toxina e¢ da idade e estado
nutricional do animal (KROGH, 1976; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; WOOD, 1992;
DRAGACCI et al., 1999; PITT, 2000; LAWLOR; LYNCH, 2001). Com isso, estariam
comprometendo a higidez e qualidade dos seus orgaos, principalmente dos 6rgdos alvos que
sdo os rins ¢ o figado, podendo levar a morte em casos extremos, além do efeito deletério nos

tecidos musculares (KROGH, 1976; DRAGACCI et al., 1999 PITT, 2000).
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O suino ¢ tido como a espécie mais sensivel aos efeitos da contaminagdo por
ocratoxina A (HERRMAN, 1991; WHO, 2001). A dose letal 50% (DL50) de ocratoxina A
para os suinos ¢ de 1,0 a 6,0 mg/kg de peso vivo, enquanto que para camundongos ¢ de 46 a
58 mg/kg pv e, para os ratos adultos, de 20 a 30 mg/kg pv (MARQUARDT; FROHLICH,
1992).

Os sinais clinicos podem ser confundidos com deficiéncias de manejo, com outras
doengas, inclusive as decorrentes desta micotoxicose ou com deficiéncias nutricionais (PIER;
RICHARD; CYSEWSKI, 1980; DILKIN, 2002). As manifestagdes clinicas podem ser
extremamente discretas, mesmo quando observadas quantidades consideraveis de ocratoxina

A nos 6rgaos internos e a presenca de quadros de nefropatia grave (RUTQVIST et al., 1978).
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entre ocratoxina A e citrinina devido principalmente ao fato de que ambas possuem atividades
nefrotoxicas (SPEIJERS; SPEIJERS, 2004). A nefropatia suina por micotoxinas causada por
citrinina ja foi observada no estado do Rio de Janeiro devido a ingestao de restos de cervejaria
compostos por cevada contaminada por Penicilium citrinum (ROSA et al., 1985). Alguns
estudos apresentam dados que demonstram efeitos aditivos ou uma leve tendéncia para os
efeitos sinérgicos entre a ocratoxina A e a citrinina (KROGH; HALD; PEDERSEN, 1973;
BRAUNBERG et al.,, 1994), entre a ocratoxina A ¢ a aflatoxina (PIER; RICHARD;
CYSEWSKI, 1980; TAPIA; SEAWRIGHT, 1985), entre a ocratoxina A e a toxina T-2
(tricoteceno) (HARVEY et al., 1994) e entre a ocratoxina A e o 4cido penicilico (STOEV et
al.,, 2001) entre outros, enquanto outros estudos nao encontraram evidéncias para qualquer
tipo de efeito significativo (MANNING et al., 1985).

Suinos alimentados experimentalmente com ragdes contaminadas simultaneamente
por ocratoxina A e aflatoxinas apresentaram alteragdes histopatologicas mais acentuadas que
em animais alimentados apenas com ocratoxina A, embora a taxa de crescimento tenha sido
semelhante entre os dois tipos de alimentagdo (TAPIA; SEAWRIGHT, 1985).

O mecanismo da interagdo entre ocratoxina A e aflatoxina ainda ndo foi totalmente
esclarecido. Entretanto, a presenca de aflatoxina nas células do tiibulo contornado proximal
do rim pode interferir com a ligagdo da ocratoxina A as células, reduzindo assim sua
capacidade de causar danos ao rim (ibid.).

A literatura mostra que os sinais clinicos variam com a dose e com o tempo de
intoxica¢do, mas mesmo assim podem-se enumerar alguns mais comuns entre os diversos
trabalhos. Sao eles: polidipsia, politria, anorexia, vomito, diarréia, enterite, desidratacao,
depressdo, diminui¢do da taxa de ganho de peso e diminui¢do na ingestdo de racdo. Outros
exames podem constatar alteracdes como proteintria, glicosuria, redu¢do da fungdo
imunolodgica e alteragdes nos niveis bioquimicos séricos, além de rins palidos e aumentados,
degeneracao tubular e fibrose cortical (SZCZECH et al., 1973; KROGH, 1976; THACKER;
CARLTON, 1977; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; TAPIA; SEAWRIGHT, 1984;
MANNING et al., 1985; COOK et al., 1986; MARQUARDT et al., 1988; PIER, 1992;
STORMER, 1992; HARVEY et al., 1994; OSWEILLER, 1998).

Os quadros agudos chamam a atencao por causarem sinais marcantes de doenca e/ou a
morte dos animais afetados, embora relativamente raros (PIER; RICHARD; CYSEWSKI,
1980; OSWEILLER, 1998).

A conseqiiéncia de alimentar suinos com cereais contaminados com mais de uma

micotoxina como a ocratoxina A e citrinina ¢, primariamente, o desenvolvimento de
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nefropatia resultando na baixa producao e possivel morte e, secundariamente, a presenca de
residuos (ocratoxina A) em o6rgdos e tecidos nos animais produtores de carne, representando
assim um problema de Saide publica (KROGH, HALD E PEDERSEN 1973; PIER;
RICHARD; CYSEWSKI, 1980).

Existem poucas estatisticas precisas com relacdo a incidéncia de micotoxicoses, porém
ha uma consciéncia geral que o perigo das intoxicagdes cronicas € responsavel pela maior
parcela de perdas que se tem nos meios criatérios (COOK et al., 1986; OSWEILLER, 1998;
CURTUI et al, 2001; DILKIN, 2002). No Brasil, a nefropatia micotoxica suina foi
diagnosticada em Santa Catarina quando 400 suinos morreram em um intervalo de sete dias

devido a ingestdo de milho contaminado por Aspergillus ochraceus (CRUZ et al., 1984).

3.6 ACHADOS ANATOMOPATOLOGICOS EM SUINOS

As alteragdes que ocorrem nos Orgdos alvos das micotoxinas em geral sdo
identificadas inicialmente através do estudo macroscopico e microscopico, sendo uma
ferramenta importante para o dimensionamento das lesdes e, muitas vezes, para indicar os
casos suspeitos de determinadas patologias. A realizagdo do exame anatomopatologico ¢ um
dos passos para a deteccdo da contaminacdo por micotoxinas pela visualizagdo de lesdes
sugestivas de tal doenga (ELLING et al., 1985; COOK et al., 1986; STOEV et al., 2001;
BARISIC et al., 2002).

A nefropatia suina por micotoxinas tem sido encontrada regularmente pela Inspecao
Veterinaria dos matadouros da Dinamarca desde sua descoberta em 1928. Desde 1978, o nivel
de ocratoxina A em suinos tem sido indiretamente controlado através do exame macroscopico
de todos os rins apds o abate. Ao constatarem alteracdes sugestivas, esses rins sao testados
quimicamente para ocratoxina A e se tiverem niveis iguais ou superiores a 25 pg/kg de rim
suino, suas carcagas sdo condenadas (KROGH, 1976; JORGENSEN, 1998). Observou-se que
a meia-vida dos residuos de ocratoxina A variava conforme o tecido estudado, sendo que o
rim apresentou a maior meia-vida, seguido pelo figado, musculo e gordura, propondo-se entao
que o rim possa ser utilizado como um indicador na inspe¢do de carnes (KROGH et al.,
1976).

As anormalidades histoldgicas nos rins com residuos de ocratoxina A foram
observadas em diversos estudos, sendo importantes para a confirmag¢do do diagnostico,

juntamente com outros exames (KROGH et al., 1976; KROGH, 1977; RUTQVIST et al.,
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1978; KROGH et al., 1979; GOLINSKI et al., 1984; ELLING et al., 1985; COOK et al.,
1986; HARVEY, 1989, HARVEY et al., 1994; STOEV et al., 2001; BARISIC et al., 2002).

Embora a presenca de alteracdes nesse Orgdo seja apenas um indicador de
ocratoxicose, ndo podendo ser relacionada de forma restrita com a presenga da toxina no
animal o exame macro ¢ microscopico ¢ fundamental, servindo para direcionar as pesquisas
(HULT et al., 1980; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; DRAGACCI et al., 1999). Para o
diagnostico definitivo € necessaria uma correlagdo entre os achados anatomopatolégicos com
a historia clinica e a deteccdo da toxina no alimento ou no animal através de métodos
analiticos, o que em geral ndo ¢ avaliado (COOK et al., 1986).

Um baixo indice de deteccdo de ocratoxina A poderia ser explicado devido ao fato da
toxina ser metabolizada a niveis ndo-detectaveis nos tecidos quando os animais sao
alimentados com dietas livres de toxina por algumas semanas antes do abate, ou pelo fato das
lesdes serem originadas de outras micotoxinas, principalmente quando as amostras forem
analisadas apenas quanto a presenca de ocratoxina A (KROGH, 1976; KROGH, 1977,
MARQUARDT; FROHLICH, 1992; JORGENSEN; PETERSEN, 2002) ou ainda pode-se
explicar com base em outros fatores relacionados aos géneros alimenticios, como a presenca
de antibioticos nefrotoxicos de origem fungica que podem induzir as alteragdes observadas
(GOLINSKI et al., 1985). Existe uma divergéncia entre qual seria o melhor método a ser
utilizado numa inspecao visual dos rins, deixando claro que nenhum deles ¢ ideal. Ainda se
estuda um método que consiga ser mais efetivo e controle um maior numero de unidades
produtoras de suinos para melhorar o método usado atualmente em alguns paises
(MARQUARDT; FROHLICH, 1992; JORGENSEN; PETERSEN, 2002).

Historicamente, os estudos anatomopatolégicos comegaram a ser realizados logo apods
a determinac¢do da aflatoxina que causou milhares de mortes nas criagdes de aves da Inglaterra
em 1960. Desde entdo, varios experimentos vem sendo realizados para se conhecer o
verdadeiro potencial das micotoxinas. Testes in vitro e in vivo foram realizados com o
objetivo de se conhecer o potencial toxico das ocratoxinas. Inimeras descobertas foram feitas
quanto ao potencial toxico da ocratoxina através da utilizacdo de diversos modelos animais
como aves, cobaias, suinos, cdes e peixes (ALLCROFT et al., 1961; SARGEANT et al.,
1961; ELLING, 1977; ALVAREZ et al., 2004).

Um dos animais mais utilizados foram os ratos de laboratdrio. Alteragdes apresentadas
por roedores foram descritas de forma semelhante em suinos por diversos experimentos
(ELLING, 1977; THACKER; CARLTON, 1977; ALVAREZ et al., 2004). Outro grupo muito

estudado sdo as aves, que levaram os pesquisadores a identificar as aflatoxinas, sendo
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historicamente o ponto de partida para a pesquisa das micotoxinas. Os efeitos da

contaminagdo de aves por ocratoxina A estdo descritos em vasta literatura (ELLING et al.,

1975; DWIVEDI; BURNS, 1984; DWIVEDI; BURNS; MAXWELL, 1984; BIRO et al.,

2002).

Alguns trabalhos avaliaram as varias fases de rins com nefropatia e dividiram em
grupos de acordo com a severidade das lesdes apresentadas. Por ser uma visao subjetiva, cada
pesquisa relacionava seus achados de acordo com sua conveniéncia, mas sempre seguindo um
padrao determinado pela evolu¢do e comprometimento das lesdes encontradas (ELLING;
MOLLER, 1973; RUTQVIST et al., 1978; STOEV; HALD; MANTLE, 1998). De uma forma
geral, os casos de nefropatia suina por micotoxinas podem ser identificados durante a
inspe¢do veterindria nos matadouros a partir dos seguintes aspectos: mudanca de cor dos rins
(rins palidos), manchas na superficie renal, fibrose cortical, alteragdes mais pronunciadas na
superficie ventral e auséncia de alteracdes em outros orgdos, especialmente o figado
(KROGH, 1976). Sugere-se que o tubulo contornado proximal seja o principal alvo dentro do
néfron ocasionada pela nefropatia suina induzida por ocratoxina A (ELLING, 1977).

Em um destes estudos, suinos foram previamente contaminados através de ingestdo de
racdo com ocratoxina A ¢ ao final do experimento, foram separados em grupos de acordo com
o grau de fibrose intersticial apresentado no cortex renal.

e O grupo I apresentava macroscopicamente rins de tamanho normal a levemente
aumentado, coloragdao de marrom avermelhado a marrom claro observada principalmente
na area ventral. Microscopicamente as lesdes estavam restritas ao cortex. No tubulo
proximal foi observada uma pequena reducdo no tamanho das bordas em escova e pouca
descamagao de células epiteliais. Nenhuma alteragdo foi vista no glomérulo, mas nos raios
medulares ao redor deles foi notada a presenca de moderada fibrose intersticial, observada
mais claramente na area ventral do rim.

e O grupo II teve o peso dos rins aumentados em 10%, apresentava cor marrom claro ¢ o
cortex estava com areas de fibrose e densidade aumentada, principalmente na regido
ventral. No exame histoldgico, algumas células do tiibulo proximal tinham degenerado,
com citoplasma basofilo, as bordas em escova estavam ausentes e a membrana basal
estava densa e sem forma. Os depositos de colageno intersticial estavam distribuidos de
forma difusa, predominantemente na parte ventral do rim.

e O grupo III apresentava rins com aumento de peso de 25%, coloragdo vermelho-
acinzentada em toda a superficie, com areas de fibrose distribuidas de forma difusa em

todo o cortex. Muitos glomérulos estavam totalmente hialinizados e além dos muitos
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tabulos dilatados, foram notados no cortex cistos contendo fluido seroso e poucos
linfocitos.

Em nenhum dos grupos foi observada proliferacao de endotélio glomerular, epitélio ou
células mesangiais (ELLING; MOLLER, 1973). Embora todo o alimento estivesse
contaminado com ocratoxina A, as diferencas notadas entre os trés grupos poderiam ser
explicadas devido as diferencas no tempo de exposicao ao alimento contaminado e a
quantidade de toxina consumida por cada suino, ja4 que os animais deste experimento tinham
aproximadamente o mesmo peso e idade (KROGH, 1976).

Um pouco mais tarde, um trabalho experimental investigou rins lesionados de suinos
que apresentavam principalmente degeneragao tubular e nefrite intersticial fibrosa. O grau de
alteracoes variou desde leve a severa, sendo relacionado ao numero de areas fibrosadas e sua
extensdo (RUTQVIST et al., 1978).

O grau leve significava achado com focos de fibrose ocasionais usualmente
localizados no limite entre o cértex e a regido medular. O grau severo foi caracterizado por
uma substituicdo por tecido fibroso de grande parte do cortex renal e camada medular. Os
suinos estudados apresentavam rins com nefrite, alto nivel de ocratoxina A e com severas
alteracdes, avaliadas como irreversiveis. Entretanto, alguns animais apresentavam boas
condigoes fisicas, provavelmente devido a sua curta vida média que variava entre cinco € seis
meses, ¢ também a conhecida capacidade compensatéria dos rins que evitaria que as
alteragOes externas fossem notadas (ibid.).

Num estudo realizado por Stoev; Hald e Mantle (1998), os rins foram divididos em
cinco grupos, que, de forma resumida, apresentaram variagdes no volume, peso e coloragao:

e Grupo I, rins levemente palidos e com poucos focos branco-acinzentados € com volume
aumentado em até 20%;

e Grupo II, rins dilatados e com focos difusos mais pronunciados na face ventral e com
petéquias, com aumento de volume de 20 a 200%;

e Grupo III, dilatados e palidos, chegando a se tornarem cilindricos, com 100 a 300 % de
aumento de volume;

e Grupo IV, rins com presenga de cistos de dois mm até cinco cm, além de manchas difusas
em toda a superficie e com cerca de duas vezes o tamanho de um rim normal;

e Grupo V, rins fibrdticos, encontrados em animais acima de um ano de idade, superficie
endurecida com muito tecido conectivo e atrofia tubular e esclerose glomerular mais

avancadas que do grupo anterior € com tamanho aumentado de 20 a 60%.
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Esses rins foram analisados aleatoriamente durante a inspe¢ao nos matadouros de
suinos e durante a analise para a deteccdo de ocratoxina A em nove rins entre quatorze
pesquisados apresentaram ocratoxina A, enquanto houve uma tendéncia de aumento no ano
seguinte quando 82 rins apresentaram a toxina, mesmo que em quantidades menores. As
racdes também foram pesquisadas, mostrando-se como principal fonte de ingestdo de
ocratoxina A, ja que das amostras estudadas, todas apresentaram algum nivel de
contaminagdo (STOEV; HALD; MANTLE, 1998).

A grande maioria dos trabalhos experimentais relata as mesmas alteragdes
histopatologicas nos rins e figado acometidos por ocratoxina A, bem como em outros 6rgaos,
variando apenas de graus de severidade, com uma ou outra diferenca entre eles. Sao
relacionadas alteracdes renais como a degeneracdo e atrofia tubular, fibrose periglomerular e
fibrose intersticial, descamagdo e necrose das células epiteliais dos tibulos contornados
proximais, estendendo-se para os néfrons, dilatacdo dos tubulos contornados e coletores,
redugdo das bordas em escova. Essas altera¢des sdo variaveis, ndo sendo, portanto, condi¢ao
especifica para a presenca da ocratoxina A (KROGH; HASSELAGER; FRIIS, 1970;
SZCZECH et al., 1973; ELLING, 1977; RUTQVIST et al., 1978; KROGH et al., 1979;
GOLINSKI et al., 1984; TAPIA; SEAWRIGHT, 1984; ELLING et al., 1985; COOK et al.,
1986; ROUSSEAU et al, 1987; GALTIER, 1991; HALD, 1991; MARQUARDT;
FROHLICH, 1992; HARVEY et al., 1994; DRAGACCI et al., 1999; STOEV et al., 2001).

Macroscopicamente, pode-se visualizar com maior freqiiéncia o aumento de tamanho,
cor alterada de leve a pronunciadamente palida e com pontos esbranquigados, superficie lisa
ou com vesiculas, e ao corte, grandes quantidades de tecido conectivo no cortex, com cistos
entre eles (ELLING; MOLLER, 1973; RUTQVIST et al.,, 1978; PIER; RICHARD;
CYSEWSKI, 1980; HALD, 1991; STOEV; HALD; MANTLE, 1998).

A andlise sanguinea quanto a presenga de residuos de ocratoxina A tem sido muito
estudada e correlacionada aos achados histopatologicos (RUTQVIST et al., 1978; KROGH et
al., 1979; GOLINSKI et al., 1984). Em alguns estudos, estas andlises levam a resultados
extremamente interessantes para o desenvolvimento de novos métodos para a pesquisa das
micotoxinas, especialmente da ocratoxina A. Em estudos comparativos entre os niveis de
concentracdo em diferentes tecidos, os resultados apresentados demonstraram que as
concentragdes de ocratoxina A no sangue e no plasma foram, respectivamente, cinco e treze

vezes maior que as concentragdes nos rins (RUTQVIST et al., 1978; HULT et al., 1979).



39

3.7 IMPLICACOES PARA A SAUDE HUMANA

Atualmente, as doencas transmitidas por alimentos através de microrganismos
constituem um grande problema para os 6rgdos de Saude Publica. Apesar das doengas
causadas por bactérias concentrarem a preocupagdo da maioria dos estudos em satide humana
e de se acreditar que o numero total de pessoas afetadas por fungos ser menor que o nimero
total de afetados por infec¢des bacterianas, virais e por protozodrios, as doencas fungicas sao
um sério problema de saude no mundo, sendo que as micotoxinas relacionadas com alimentos
sdo responsaveis por um grande nimero de mortes (PITT, 2000; BENNETT; KLICH, 2003).
Ainda que tenha importancia internacional, as micotoxinas sao geralmente pouco entendidas e
ignoradas pelo publico em geral (PATERSON; VENANCIO; LIMA, 2004) e o nimero de
pessoas afetadas por micotoxicoses ainda ¢ desconhecido (BENNETT; KLICH, 2003). Um
problema grave envolvendo as micotoxinas que ndo sera discutido aqui € o desenvolvimento e
fabricagdo de armas bioldgicas (BENNETT; KLICH, 2003; PATERSON; VENANCIO;
LIMA, 2004).

Os fungos sdo os principais patogenos de vegetais e insetos, mas eles ndo sdo
considerados agentes importantes para doengas em vertebrados, isto ¢, o numero de fungos de
importancia médica ¢ baixo. O crescimento de fungos em hospedeiros animais produz as
doengas coletivamente chamadas de micoses, que sdo freqiientemente adquiridas via inalagao
de esporos no ambiente contaminado ou por um incomum crescimento de espécies comensais
que normalmente residem na pele do homem ou em seu trato gastrointestinal. As micoses
causadas por patogenos oportunistas sao doengas generalizadas de distribuicdo cosmopolita,
usualmente ocorrendo em pacientes com o sistema imune comprometido. Essas espécies
tornam-se patogénicas na presenga de drogas antibacterianas, quimioterdpicas ou
imunosupressivas, imunodeficiéncias por virus e outros fatores predisponentes (BENNETT;
KLICH, 2003).

Apesar de a principal via de ingestdo ser através de alimentos, a micotoxicose pode ser
transmitida também por via respiratoria e dérmica, entre outras. Ao contrario das micoses, as
micotoxicoses sdo exemplos de intoxicag¢do por via natural, tendo analogia com as patologias
causadas pela exposi¢ao a residuos de pesticidas ou metais pesados. Os sintomas de
micotoxicoses dependem do tipo de micotoxinas, quantidade e duracdo da exposi¢do, idade,
saude, e sexo do individuo exposto e, em menor grau, os efeitos sinérgicos envolvendo a
genética, o estado nutricional e a interagdo com outras injurias toxicas. Assim, a severidade da

intoxicagao por micotoxinas pode variar de acordo com fatores como a deficiéncia de
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soluvel em gordura e nao excretada rapidamente, ela acumula-se nos depositos de gordura dos
animais afetados, e ¢ transferida para as pessoas que irdo ingerir este suino contaminado. Uma
segunda fonte sdo as massas, principalmente o pao, feitos com trigo ou outro grao contendo a
toxina (PITT, 2000). A presenca de ocratoxina A em cereais sugere uma maior possibilidade
de estarem presentes também na alimentagdo humana e animal (FROHLICH;
MARQUARDT; OMINSKI, 1991; VRABCHEVA et al., 2000). Uma pesquisa realizada em
diferentes regides da Bulgéria revelou uma grande incidéncia de ocratoxina A em cereais
produzidos na regido e, embora ndo tenha sido significativa estatisticamente, observaram uma
relacdo entre a contamina¢do dos graos com a contaminag¢ao dos moradores pela micotoxina
(VRABCHEVA et al., 2000).

Devido a ocorréncia da ocratoxina A em uma ampla variedade de alimentos, a sua
presenca no sangue humano tem sido sugerida como um indicador para avaliar indiretamente
sua exposicao (PITTET, 1998; VRABCHEVA et al., 2000). Analises em amostras de soro
humano em muitos paises t€ém revelado que o sangue de pessoas saudaveis freqlientemente
contém ocratoxina A, o que poderia confirmar uma difundida e continuada exposi¢do. Na
Alemanha, 57% das amostras testadas foram positivas para ocratoxina A; na Franc¢a, 20%; na
Tunisia, 82%; na Suica, 100% das amostras testadas demonstraram concentra¢des
mensuraveis de ocratoxina A (com o menor limite de deteccao); na Algéria 62%; no Canada,
40%; enquanto que no Marrocos, os exames revelaram que 60% das amostras testadas foram
positivas para ocratoxina A, sendo que destas, 61,5% eram homens e 56% eram mulheres
(KUIPER-GOODMAN, 1991; FILALI et al., 2002).

A presenga de ocratoxina A na Europa central tem duas conseqliéncias: a presenga da
toxina em muitos géneros alimenticios europeus, especialmente paes e alimentos baseados em
farinha de trigo, e a presenga da toxina nos animais que tem sua dieta baseada nos cereais.
(WHO, 2001).

Desde a grande mortandade de perus na década de 60, os estudos avangaram muito na
pesquisa das micotoxicoses. A grande importancia do estudo e conhecimento da ocratoxina
esta relacionada com a sua possivel implicagdo como agente causador de uma nefropatia nos
homens. Esta micotoxina ja foi descrita como o principal causador da nefropatia em suinos e,
em relagdo aos homens, o seu envolvimento ja ¢ admitido, com estudos avaliando o risco de
exposicdo amplamente difundidos em muitos paises da Europa e alguns outros do hemisfério
norte (ELLING; MOLLER, 1973; KROGH, 1976; KUIPER-GOODMAN, 1991;
MARQUARDT; FROHLICH, 1992; GODIN et al., 1997, CREPPY, 2002; PFOHL-
LESZKOWICZ et al., 2002; GROSSO et al., 2003).
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A NEB caracteriza-se por provocar uma lesao bilateral ndo-inflamatoria nos rins e foi
descrita pela primeira vez em 1956 afetando populagdes na Bulgaria e depois na Iugoslavia e
Roménia (KROGH et al., 1976; GODIN et al., 1997; PFOHL-LESZKOWICZ et al., 2002).

Os estudos comparativos auxiliam na identificacdo das populagdes com maiores riscos
de estarem expostas a contamina¢do da micotoxina, entretanto, ndo identificam a fonte da
contamina¢do (KUIPER-GOODMAN, 1991; CREPPY, 2002). A maior parte dos estudos que
relacionam a exposicdo humana e os riscos e niveis de intoxicacdo pela ocratoxina A foram
realizados nos paises da regido dos Bélcds. Apenas para uma melhor localizagdo geogréfica,
os paises que formam os Balcas sdo divididos em duas regides: os Balcas do Leste, formados
pela Bulgaria, Chipre, Grécia, Roménia e Turquia e os Balcas do oeste, formados pela
Albania, Bosnia e Herzegovina, Croacia, Republica da Maceddnia, Eslovénia e Sérvia e
Montenegro (antiga ITugoslavia) (BRANCO, 2006; WIKIPEDIA, 2006).

Apesar de a doenga ter sido reconhecida em meados da década de 50 e ter sido
estudada intensivamente desde entdo, sua etiologia e muitos fatores epidemioldgicos
permanecem obscuros. Muitas hipoteses tém sido investigadas com respeito ao envolvimento
de fatores relacionados ao ambiente e aos hospedeiros, incluindo metais pesados, minerais,
bactérias, leptospiras, virus, fatores genéticos, radiacdo, substancias organicas e as toxinas
fingicas, mas nenhum desses tem tido suporte epidemioldgico satisfatorio (VRABCHEVA et
al., 2000; PFOHL-LESZKOWICZ et al., 2002).

Em areas endémicas para a NEB existe a contaminagdo freqiiente dos cereais com a
ocratoxina A e também uma estreita relacdo da presenca desta toxina no sangue de muitos
moradores destas regides com as propriedades carcinogénicas que associam a nefropatia nos
humanos com os tumores de trato urinario (WHO, 2001; FAO, 2001).

Suspeita-se que as micotoxicoses estejam relacionadas com a NEB, pois sdo notadas
muitas semelhangas nas alteragdes histopatologicas e funcionais nos rins tanto de humanos
acometidos pela doenca, quanto de animais acometidos pela nefropatia induzida por
ocratoxina A, principalmente os suinos (KROGH, 1976; MIDIO; MARTINS, 2000; WHO,
2001; FAO, 2001).

A possibilidade das micotoxinas estarem ligadas a NEB tem recebido fortes
contribui¢cdes através de estudos e testes laboratoriais com populacdes humanas.
Aparentemente, a ocratoxina A ¢ a principal responsavel por esta patologia. Entretanto, as
organizagdes governamentais ainda ndo comprovaram cientificamente a sua etiologia. Mesmo

que o risco de exposi¢do e a contaminacdo dos homens sejam inquestionaveis, os estudos nao
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descartam a possibilidade de uma etiologia multifatorial (VRABCHEVA et al., 2000; WHO,
2001; FAO, 2001).
Os sinais e sintomas geralmente aparecem apds algum tempo da exposi¢do continua, e

sdo comuns também a outras doencgas. O estdgio inicial da nefropatia humana ¢ caracterizado
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(KROGH, 1976; RUTQVIST et al., 1978; FROHLICH; MARQUARDT; OMINSKI, 1991;
DRAGACCI et al.,, 1999). Portanto, os programas de monitoramento dos niveis de
contaminagdo de alimentos por micotoxinas sdo essenciais para estabelecer prioridades em
acoes da vigilancia sanitaria (CALDAS; SILVA; OLIVEIRA, 2002).

No Canada, a exposi¢cao humana a ocratoxina A apresenta um nivel de contaminagao
menor que 1,5 ng/kg de peso corporal por dia, sendo de baixo risco de exposicao a esta toxina
(KUIPER-GOODMAN, 1991). Na Italia, analises realizadas sobre 54 rins de suinos retirados
no matadouro e analisados pelo teste ELISA revelaram que 78% das amostras tinham a
presenga de ocratoxina A em niveis maiores que 0,05 ng/g. Entretanto, nenhuma das
concentragdes excedeu o limite das normas da Italia, que estabelecelng de ocratoxina A/g em
carne suina e produtos derivados, que corresponde, segundo o autor, a 25 ng/g em rins suinos
(MATRELLA et al., 20006).

A idade de abate dos suinos varia de cinco a seis meses. O fato de o animal viver tdo
pouco, associado a grande capacidade de compensagdo dos rins faz com que as condigdes
gerais daqueles animais acometidos de severa nefropatia possam estar normal ou levemente
alteradas. Esta auséncia de sinais clinicos nos animais criados para o consumo humano leva a
uma circunstancia de perigo para a saude humana, visto que suinos com altos niveis de
ocratoxina A nos tecidos podem ser mandados para o abate por ndo apresentarem alteracdes
visiveis (RUTQVIST et al., 1978). Mesmo que os rins condenados durante a inspecdo nao
sejam comercializados, o restante da carcaca ¢ destinado para a alimentacdo humana. Isto
pode ser um risco para os consumidores, pois se a alteragdo renal for causada pela ocratoxina,
pode haver a possivel transferéncia da toxina através de outros tecidos (RUTQVIST et al.,
1978; ROUSSEAU; VAN PETEGHEM, 1989).

A comparagdo de andlises realizadas por diferentes laboratérios para a presenca de
ocratoxina A mostrou a dificuldade de se padronizar uma metodologia, visto que houve uma
diferenca de resultados devido aos limites de deteccdo, a sensibilidade ¢ os modelos
matematicos para o célculo dos valores encontrados (KUIPER-GOODMAN, 1991; CREPPY,
2002). Mesmo assim, resultados encontrados mostraram que houve pouca variagdo entre os
laboratorios avaliados (KUIPER-GOODMAN, 1991).

Existe uma grande dificuldade para relacionar uma doenga a uma micotoxicose, pois ¢
necessario provar a relacdo dose-resposta entre a micotoxina e a doenca. Para as populagdes
humanas, esta correlagdo necessita de estudos epidemioldgicos determinados por estudos de

monitoramento ambiental, mensurando as micotoxinas no alimento, ar ou outras amostras, €



45

monitoramento bioldgico analisando a presenga de residuos e metabolitos em tecidos, fluidos
e excretas (BENNETT; KLICH, 2003).

Uma das vertentes dos estudos epidemioldgicos deve estar voltada para o problema
das doengas ocupacionais, pois podem ser causadas também por micotoxinas. Alguns locais
apresentam maiores riscos que outros, devendo ser realizado um bom levantamento das
condig¢des de cada ambiente de trabalho. Como exemplo, ambientes de fabricas processadoras
ou distribuidoras de café, trigo, milho, ou outro grdo em que a ocratoxina A possa se
desenvolver, podem expor os trabalhadores a grandes quantidades de particulas suspensas no
ar (TARIN; ROSELL; GUARDINO, 2004). Um monitoramento da contaminagio de diversas
espécies de fungos em diferentes fases do processamento do café realizado no Brasil observou
que todas elas apresentavam algum grau de contaminagdo por Aspergillus ochraceus
(PEREIRA et al., 2004). Nao se pode menosprezar a presenca de fungos e bactérias em
sistemas de circulagdo de ar de prédios e casas, pois ja foram relatadas e podem ser uma fonte
de intoxicagdo, mesmo que incomum (HENDRY; COLE, 1993; SKAUG; EDUARD;
STORMER, 2000; TARIN; ROSELL; GUARDINO, 2004; PORTNOY et al., 2005).

3.8 METODOS ANALITICOS PARA DETECCAO DE OCRATOXINA A

O diagnostico presuntivo de micotoxicose baseia-se na observagao dos sinais clinicos
dos animais intoxicados e através da andlise de dados ambientais referentes a colheita e
armazenamento dos cereais utilizados na alimentagdo dos suinos. Normalmente, a histéria de
introdu¢do de um novo lote de alimento, as vezes com caracteristicas macroscopicas
alteradas, estd associada ao quadro de intoxicagao (DILKIN, 2002). A melhor forma de
diagnosticar a contaminagdo por micotoxinas em géneros alimenticios seria a identifica¢do
direta dos fungos toxigénicos, o que na maioria das vezes ndo ¢ possivel (PATERSON;
VENANCIO; LIMA, 2004). Em relagio ao objeto da analise, a ocratoxina A pode ser
identificada em diferentes tecidos, principalmente o renal e o hepatico e também no sangue e
urina. Portanto, o diagndstico definitivo ¢ realizado através da analise da presenca da
micotoxina no alimento dos animais intoxicados ou ainda sobre os tecidos dos animais
suspeitos de contaminag¢do por micotoxinas (CHU, 1992; WHO, 2001; DILKIN, 2002;
BLESA et al., 2004; PATERSON, VENANCIO, LIMA, 2004). Sao os chamados métodos
analiticos, aprimorados com o passar dos anos gracas a evolugdo da tecnologia que tem

possibilitado a realizacdo de exames cada vez mais especificos e sensiveis. Muitos sdo os
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no comércio nacional e internacional (PITTET, 1998). Freqiientemente, graos colhidos com
grandes quantidades de micotoxinas tém que ser destruidos (BENNETT; KLICH, 2003).
Existe uma estimativa de que um quarto de todos os graos produzidos no mundo esteja
contaminado em alguma propor¢ao por micotoxinas (FINK-GREMMELS, 1999; BENNETT;
KLICH, 2003).

Viérios fatores poderiam influenciar as decisdes tomadas pelas autoridades sanitarias
para estabelecer os limites aceitaveis para certas micotoxinas. Esses fatores nao
necessariamente se apresentam amparados por conhecimentos cientificos (VAN EGMOND,
1995; BENNETT; KLICH, 2003). Alguns destes fatores podem estar relacionados com a
disponibilidade de dados toxicologicos, a disponibilidade de dados analiticos de inspegdes nos
produtos, a distribui¢cdo das micotoxinas sobre os géneros alimenticios, a disponibilidade de
métodos para a andlise, a existéncia de legislacdo em paises com os quais se relacionam
comercialmente, o suprimento suficiente de alimentos, entre outros (VAN EGMOND, 1995).

A avaliagao de risco da ocratoxina A em alimentos ocorre oficialmente através de uma

junta de especialistas da Organizagdo das N
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Apesar da grande importancia econdmica, poucos sdo 0S paises que possuem uma
legislacao que aborde os limites de tolerancia para micotoxinas em alimentos. Em 1995, cerca
de 60 paises enquadravam-se nesse grupo, embora a maioria regulasse apenas os niveis para
aflatoxinas, deixando de estabelecer doses maximas para outros tipos de micotoxinas como a
ocratoxina A, por exemplo (VAN EGMOND, 1995).

No Brasil, as aflatoxinas s3o as unicas micotoxinas cujos niveis maximos em
alimentos estdo previstos na legislagdo. O Ministério da Saude, através da RDC n° 274, € o
Ministério da Agricultura ¢ do Abastecimento, através da portaria n° 183, equipararam a
legislagdo brasileira com os parametros adotados pelo MERCOSUL em relagdo aos limites de
aflatoxina admissiveis no leite, amendoim e no milho destinados ao consumo humano. Para o
leite ¢ estabelecido o limite de 0,5 pg/L (fluido) e 5,0 pg/L (em po) para aflatoxina M1; para
o milho e farinhas de s€émola, amendoim e pasta de amendoim o limite ¢ de 20 ug/kg para
aflatoxinas B1+B2+G1+G2 (BRASIL, 1996; 2002). Este limite ¢ comparavel aos
estabelecidos por outros paises e recomendado pela Organizacdo Mundial de Satde - OMS e
pela Organizacgao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo — FAO (WHO, 2002).

No MERCOSUL, apenas o Uruguai possui limite para ocratoxina A em arroz, cevada,
café e milho que ¢ de 50ug/kg (FONSECA, 2006).

Na legislacdo comum a todos os membros da Unido Européia, a ocratoxina A tem
limites para cereais crus (Spg/kg), produtos derivados de cereais para consumo direto
(3ng/kg) e frutas secas (10ug/kg) (CEE, 2002). Entretanto, alguns paises da Unido Européia
possuem legislacdo extra como o caso da Grécia que especifica limites para café cru, suco e
produtos de maca (20ppb), a Italia para café cru (8ppb), café torrado e moido (4ug/kg), cacau
e produtos derivados (0,5 pg/kg), carne de suino e derivados (1pg/kg) e cerveja (0,2 pug/kg), a
Dinamarca para rins suinos (25 pg/kg ou ng/g) e a Suécia para ragdes para aves (200ug/kg) e
para suinos (100ug/kg) (FONSECA, 2006). Em relagao a regulagdo na Dinamarca, o limite
maximo permitido de concentracao de ocratoxina A no rim foi alterado em 1980 para 25 ng/g,
o que corresponde a 125 ng ml' de sangue ou 219 ng ml' de soro (MADSEN;
MORTENSEN; HALD, 1982).

Os dados sobre as pesquisas realizadas no mundo sobre a ocratoxina A foram
revisados pelo comité da FAO entre 1996 e 2001. O continente que mais produziu material
cientifico sobre a ocratoxina A foi a Europa com 85% do total, seguido pela América do Sul
(7%), América do Norte (6%), Africa (1%) e Asia (1%). Entre as pesquisas levantadas, as
concentragdes de ocratoxina A em diferentes géneros alimenticios foram altamente variaveis

(FAO, 2001).
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Cada pais deveria possuir um 6rgdo regulador para o controle dos alimentos. Nos
Estados Unidos, o departamento que controla alimentos e drogas — FDA tem se esfor¢ado
para monitorar o comércio de alimentos quanto a presen¢a de micotoxinas, sendo que apenas
as aflatoxinas sdo rotineiramente monitoradas e reguladas no pais. Mesmo assim os esfor¢os
sdo voltados principalmente para areas e produtos que tem historicamente problemas de
contaminagdo ou para areas ou produtos normalmente nao afetados em que surgirem novos
casos de contaminagdo (WOOD, 1992).

Freqiientemente, paises que possuem uma legislagdo sobre determinado produto
costumam estabelecer barreiras comerciais em relagdo a paises que ndo possuem tais leis, para
que sejam minimizados os problemas com este tipo de contaminagdo (VAN EGMOND,
1995). Alguns paises como os Estados Unidos ja vem impondo limites para alguns produtos
em relagio a determinadas micotoxinas (PATERSON; VENANCIO; LIMA, 2004).
Entretanto, ¢ necessario que os laboratorios estejam qualificados para examinar lotes de graos
que sdao importados ou exportados entre os paises (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980).
Um efetivo programa de controle pode reduzir as quantidades de ocratoxina A consumidas
através de produtos derivados de suinos (BUCHMANN; HALD, 1985) e evitar problemas
judiciais quanto a disseminagdo de micotoxinas como a ocratoxina A (PIER; RICHARD;
CYSEWSKI, 1980; BENNETT; KLICH, 2003).

Torna-se evidente a necessidade de que sejam estabelecidos padrdes e monitoramento
para que, a partir de entdo, sejam aplicadas medidas necessarias para o controle especifico das
diferentes micotoxinas nos diversos tipos de alimentos, desde cereais até produtos
industrializados provenientes de aves e suinos, por exemplo. E evidente que a eliminagdo total
de qualquer componente toxico em alimentos ¢ um objetivo inatingivel. Uma grande barreira
para a regulacdo dos padrdes seguros de micotoxinas em alimentos ¢ justamente a falta de
harmonizagdo entre os diferentes paises em relagdo a um modelo Unico a ser seguido por

todos (BENNETT; KLICH, 2003).

3.10 PREVENCAO

Os conceitos de seguranga alimentar e qualidade total estdo baseados na garantia de
qualidade e no uso de suas respectivas ferramentas de controle, visando a diminui¢do de
riscos ou agravos a saude das pessoas e também dos animais. Dentro deste contexto, a

necessidade de evitar a contaminagdo dos produtos que chegam a mesa do consumidor ¢ uma
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prioridade. O Brasil apresenta anualmente um ntmero preocupante de casos de doencas
transmitidas ou veiculadas por alimentos, pois muitos cidaddos brasileiros ndo ingerem
alimentos seguros sob o ponto de vista quimico, fisico e/ou microbioldgico. A preocupacao
com essa situagao ¢ crescente, 2 medida que o consumidor torna-se mais atento a sua propria
saude e, conseqiientemente, ao alimento que consome. A oferta de produtos com qualidade,
livre de contaminantes ¢ fundamental para o bem estar da populacdo e deve ser garantido
pelas industrias de géneros alimenticios. A garantia e o controle de qualidade dos alimentos ¢
uma tendéncia que existe no mundo ha algum tempo e que vem se tornando mais forte a cada
dia no Brasil.

A contaminagdo dos alimentos pode ter diversas origens, destacando-se a
contamina¢do flingica como uma grande causadora de perda de qualidade. Estas perdas vém
sendo subestimadas ao longo dos anos, muitas vezes, por serem menos visiveis que
contaminagdes por insetos, por exemplo, ¢ por suas coldonias visiveis serem removidas na
manipulagdo e limpeza (DILKIN, 2002). O crescimento fungico e produgao de micotoxinas
em cereais dependem das condigdes ambientais e pode ocorrer durante as fases de
desenvolvimento, maturacdo, colheita, transporte, processamento ou armazenamento dos
graos (TRENK; BUTZ; CHU, 1971; PITTET, 1998; DILKIN, 2002; FAO, 2001). Além das
perdas relacionadas diretamente com os graos, um fator importante na industria de produtos
de origem animal ¢ a reducdo nas taxas de crescimento e na conversdo alimentar devido a
contaminag¢do da dieta de suinos por ocratoxina A, que tem como resultado a perda financeira
significativa para os produtores desses animais (MADSEN, 1982). Faz-se necessario a
conscientiza¢cdo do suinocultor em utilizar ragdes de boa qualidade e livres de ocratoxina A e
outras micotoxinas (JORGENSEN; PETERSEN, 2002).

As micotoxinas sdo consideradas contaminantes naturais de alimentos e sua formagao
¢ frequentemente inevitavel (BENNETT; KLICH, 2003). Durante o desenvolvimento do grao
existe um grande potencial para a formac¢ao de uma ampla variedade de micotoxinas de
acordo com a flora fiingica presente e com as condi¢des climaticas. Porém, nem sempre os
alimentos mofados apresentam micotoxinas, bem como produtos com baixas contagens de
fungos nao deve ser tomado como livres de toxinas (PITTET, 1998). Muitas micotoxinas,
como a ocratoxina A, sdo altamente estaveis em condi¢des de alta temperatura (cozimento) e
processamento, podendo persistir em um produto por muito tempo apds os fungos terem
desaparecido (TRENK; BUTZ; CHU, 1971; PITTET, 1998). Alguns fatores que
provavelmente afetam a formagdo das micotoxinas sdo: umidade, temperatura, tempo, danos

no grao, concentragdo de oxigénio e gas carbonico, composi¢ao do substrato, quantidade de
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fungos, prevaléncia de cepas toxigé€nicas, interagdes microbiologicas e presenga de vetores
invertebrados (MARQUARDT; FROHLICH, 1992; GODIN et al., 1997).

O uso de boas técnicas de manejo certamente auxilia na minimiza¢do do problema,
mas ¢ improvavel que seja uma solu¢do definitiva, pois o crescimento fingico pode estar
presente antes da colheita, assim como um baixo nivel de produ¢do de toxina pode ser
inevitavel (OMINSKI et al., 1996; PITTET, 1998). Indiferente do método de preservagao, um
estudo demonstrou que 9% das amostras continham ocratoxina A no inicio do periodo de
estocagem (OMINSKI et al., 1996).

As medidas de prevengdo podem ser usadas antes da colheita, imediatamente depois
da colheita ou durante a estocagem. A estratégia basica para o controle na pré e pos-colheita
sugere a utilizagdo dos principios do programa de andlise dos perigos e pontos criticos de
controles (FAQO, 2001). O uso de boas técnicas de cultivo e manejo das culturas de grios no
campo que inviabilizem o crescimento fungico e reduzam a possibilidade do seu
desenvolvimento também € um fator importante na pré-colheita (DILKIN, 2002; FAO, 2001).
Procedimentos como a colheita dos cereais imediatamente apds a maturagdo fisiologica,
deixando os cereais menos expostos as intempéries pode ser a primeira indicagdo (DILKIN
2002). A redugdo da umidade dos cereais através da secagem e o adequado armazenamento
destes graos sdo de fundamental importancia para reduzir os niveis de contaminagdo
(TRENK; BUTZ; CHU, 1971; PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980; DILKIN, 2002;
JORGENSEN; PETERSEN, 2002; FAO, 2001). Um teor de umidade na estocagem abaixo de
15% pode controlar efetivamente a produ¢do de ocratoxina A nos graos (MARQUARDT;
FROHLICH, 1992). O ideal ¢ que a atividade de agua nos graos esteja abaixo de 0,8
(MARQUARDT; FROHLICH, 1992; FAO, 2001).

Os riscos durante a armazenagem em paises de clima seco sdo menores que em paises
da zona temperada, devido a menor umidade do ar, mas se tornam também problematicos se
as colheitas forem realizadas nas estacdoes de chuva ou se chover inesperadamente. Os
cuidados também devem ser estendidos ao transporte e a comercializacdo destes produtos
(LACEY et al., 1992).

Atualmente, o desenvolvimento de processos biotecnologicos tem trazido importantes
beneficios para a industria de alimentos e para o consumidor. Desde o desenvolvimento da
tecnologia da fermentagdo até os produtos derivados de manipulagdo genética, nota-se a busca
em oferecer produtos cada vez mais seguros para a alimentagdo humana (BIGELIS, 1992).

Estudos utilizando a engenharia genética tém sido realizados buscando o desenvolvimento de
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plantas que sejam resistentes a determinados fungos e pragas (BENNETT; KLICH, 2003;
FAO, 2001).

Com a conscientiza¢do ecoldgica, o aumento do interesse por antifingicos de origem
bioldgica em detrimento dos produtos quimicos vem crescendo e alguns produtos tém sido
desenvolvidos com esta finalidade (TUPINAMBA et al., 2004).

O monitoramento dos cereais e subprodutos através de técnicas de amostragem
adequadas e analises micotoxicoldgicas antes de utilizd-los também ¢ uma boa pratica,
principalmente, quando estes foram expostos a condigdes ecologicas favoraveis ao
desenvolvimento de fungos (PITTET, 1998; DILKIN 2002).

Além do processo de secagem dos graos, podem-se utilizar tratamentos para auxiliar
na conservacao do alimento quando em situacdes de risco, inibir e até impedir o crescimento e
a producdo de ocratoxina A antes ou depois da ingestdo. Uma variedade de métodos fisicos
como fumigacao, aeragdo, refrigeracdo, estocagem hermética e uso de atmosfera modificada
tem sido usada para reduzir o crescimento de insetos e fungos em graos estocados
principalmente nas regides tropicais e subtropicais, onde os danos causados por insetos ¢ o
principal problema (CREPPY, 2002; FAO, 2001). J& foram descritos processos utilizando
diferentes acidos organicos como o ascorbico, amonia, adsorventes naturais ou modificados
pela adi¢do de compostos enzimaticos ou biologicos nos alimentos, fenilalanina, extratos
naturais de plantas medicinais, antimicrobianos e irradiagdo gama ou por feixe de elétrons
para destruir esporos de Aspergillus ochraceus (PIER; RICHARD; CYSEWSKI, 1980;
MADSEN, 1982; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; GODIN et al., 1997; DILKIN 2002).
Nem todos os processos sdo aprovados ou permitem resultados consideraveis. A radiacao
gama, por exemplo, pode ser usada para o controle de insetos, mas ¢ contra-indicada para o
controle de fungos, pois as dosagens requeridas s3o maiores que as dosagens permitidas para
o uso em graos (FAO, 2001).

Se alimentos de qualidade inferior com presenga de ocratoxina A forem usados
durante o periodo de produgdo dos suinos, eles apresentardo menor ganho de peso e conversao
alimentar se comparados com animais alimentados com produtos de melhor qualidade e livres
desta micotoxinas. Entretanto, para reduzir a concentragdo da ocratoxina A na carne suina no
momento do abate os suinocultores podem utilizar um artificio de manejo que ¢ alimentar
esses animais nas semanas que antecedem com ragdes de boa qualidade (MARQUARDT;
FROHLICH, 1992; JORGENSEN; PETERSEN, 2002).

Com uma vida média dos suinos comerciais variando de cinco a seis meses, associado

a grande capacidade de compensacao dos rins, os sinais clinicos podem ndo estar presentes no



54

momento do abate. Isso evidencia um perigo iminente para a saide humana, visto que suinos
com altos niveis de ocratoxina A nos tecidos podem ser mandados para o abate e serem
liberados para o consumo humano, mesmo que os rins venham a ser condenados. Segundo
Rutqvist et al. (1978), o exame de um ou dois individuos de um mesmo lote, alimentados com
a mesma dieta, pode ser suficiente para uma avaliagdo uniforme da presenca de ocratoxina A
nessa dieta e nos tecidos do grupo de animais, sendo ainda mais eficiente que a pesquisa desta
toxina em amostras de alimento.

Em razdo da diversidade de manifestagdes toxicologicas e das perdas econdmicas apds
a exposicao de certas micotoxinas, existe uma necessidade continuada para proteger a satde
humana e de animais suscetiveis através da limitacdo de sua exposicdo a essas toxinas
(MADSEN, 1982; WOOQOD, 1992). No Brasil, os investimentos em pesquisa € em sistemas de
fiscalizagdo e preven¢ao sobre a producdo de carne suina assumem um carater relevante, visto
que € o quarto maior produtor mundial de carne suina, com 2,679 milhdes de toneladas em
2004 — ultimos dados — além de ser o sexto maior consumidor deste tipo de carne. As perdas e
as contaminagdes, mesmo que em baixas porcentagens, elevam-se a niveis preocupantes numa
escala de produgdo desta natureza. Vale ressaltar que, segundo a Associa¢do Brasileira da
Industria Produtora e Exportadora de Carne Suina, 81% do total produzido foram consumidos
no mercado interno em suas variadas formas: “in natura”, defumadas, industrializadas etc. E
os 19% restantes tiveram como destino o mercado internacional, principalmente o mercado
chinés, que € o maior produtor e consumidor de carne suina. A produ¢do chinesa de suinos

chegou a 47,17 milhdes de toneladas, ou 51,9% do total no mundo (ABIPECS, 2004).



4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no laboratério de Anatomia Patologica da Faculdade de
Medicina Veterinaria da UFF, nos laboratérios do Nucleo de Pesquisas Micoldgicas e
Micotoxicoldgicas da UFRRJ, no laboratéorio de Bromatologia do Departamento de
Bromatologia da Faculdade de Farmacia da UFF, contando com o apoio financeiro do
Programa de Po6s-Graduag¢do do Departamento de Tecnologia dos Alimentos da UFF e de

bolsa-auxilio do CNPgq.

4.1 MATERIAL

4.1.1 Amostras

Foram analisadas 87 amostras de soro sangiiineo de suinos e seus respectivos rins e
figados. Os animais foram selecionados de forma aleatdria e amostras de rim e figado foram
retiradas de todos os suinos que tiveram a amostra de sangue coletada. As amostras foram
coletadas em trés diferentes datas e em dois matadouros, todos sob Inspecao Estadual, sendo
que a primeira e segunda coleta foram realizadas no mesmo matadouro e a terceira coleta foi
realizada no segundo matadouro, todos localizados na mesma regido geografica. A primeira
coleta realizada no matadouro sob o SIE 572 obteve-se 41 amostras e na segunda, 26 amostras

¢ a coleta no matadouro sob o SIE 582 obteve-se 20 amostras.

4.1.2 Equipamentos

Para os procedimentos tanto no laboratério quanto nos locais de coleta das amostras,

foram utilizados os seguintes materiais:
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Lamina lisa para microscopia 26x76 mm;
Laminula 24x32 mm;

Frascos plasticos com tampa de rosca;

Luvas de latex para procedimento tamanho G;
Ponteiras de micropipeta 1 ml e 2ml;

Tubo de vidro de 10 ml;

Tubos com tampa (Eppendorf) de 1,5 ml e 2 ml.

Todos os equipamentos utilizados ja pertenciam a estrutura das universidades envolvidas

neste projeto. Sao os seguintes:

Cromatografo liquido de alta eficiéncia (Waters Associates, Inc., Miliford, M.A. — EUA)
equipado com uma bomba Waters (modelo 510, solvent delivery system, 50/60Hz),
injetor Rheodyne (Rheodyne®, Cotati, Califéornia — EUA) com “loop” fixo de 20uL e
detector de fluorescéncia Agilent (modelo 1100 series), equipado com workstation com
software Varian e Chemstation Plus (Agilent - Alemanha).

Coluna analitica de fase reversa Microsorb MV C18, G8 (Variam™, Wallnut Crek, CA —
EUA) de 15 X 4,6 mm, de particula esférica Spu de didmetro, protegidas por respectiva
pré-coluna de fase reversa C18.

Espectrofotometro Shimadzu modelo 2001 (Shimadzu Co. ®, Kyoto, Japan).

Agitador de tubos tipo vortex certomart® MV (B.Braun Biotech International GmbH,
Melsurgen — Alemanha)

Autoclave

Freezer

Aquecedor com temperatura controlada (banho-maria)

Centrifuga modelo n° 5403 com rotor de 24 c¢cm e velocidade maxima de 11.000 rpm
(Netheler - GmbH — Hamburg — Alemanha)

Centrifuga para tubos de ensaio com velocidade de 3.000 g

Microscdpio Optico

4.1.3 Padrao

O padrao de ocratoxina (OTA) proveniente da SIGMA Co. (St. Louis, USA) foi

analisado espectrofotometricamente e quantificado segundo metodologia preconizada pela
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AOAC (SCOTT, 1995). A solugdo estoque permaneceu armazenada em metanol (MeOH) a

temperatura de -18°C em frasco ambar.

4.1.4 Reagentes e Solucdes

a) Os reagentes utilizados foram o 4cido acético, metanol (Merck, Brasil), acetonitrila e
diclorometano para cromatografia liquida (Ominisolv Merck), acido tricloroacético, formol

grau PA (Quimex, Brasil).

b) Fase movel
A fase movel era preparada seguindo a proporcao indicada por Curtui, Gareis (2001).

Era formada por acetonitrila, 4gua Milique e acido acético (57:41:2; v/v).

4.2 METODOS

4.2.1 Coleta do material

O animal pesquisado foi o suino. As amostras foram retiradas durante o abate desses
animais em dois matadouros de suinos da regido serrana do Estado do Rio de Janeiro, sob
fiscalizacao do Servico de Inspegao Estadual do referido Estado. Foram coletadas amostras de
sangue, de rim e de figado de cada animal de forma a manter a correspondéncia entre eles. O
sangue foi coletado no momento da sangria, apds a insensibiliza¢do, diretamente no tubo de
ensaio sem anticoagulante e colocado em seguida em estantes apropriadas para que
permanecessem em repouso por até 12 horas em temperatura ambiente para a obtengdo do
soro e posterior processamento. As amostras de sangue foram levadas para o laboratério de
Bromatologia do Departamento de Bromatologia da Faculdade de Farmacia da UFF, onde era
iniciado o processo de extragdo da ocratoxina. Apos a obtencdo do extrato, ele foi
encaminhado para os laboratorios do Nucleo de Pesquisas Micoldgicas e Micotoxicologicas
da UFRRJ para andlise através da técnica de cromatografia liquida de alta afinidade. As
amostras de rim e figado foram coletadas em frascos plasticos e conservadas em formol na
concentragdo de 10% apos serem fatiadas de forma perpendicular em uma espessura de nao
mais que um centimetro. Foram coletadas de maneira aleatoria, isto ¢, sem distingdo da

presenca ou ndo de lesdes macroscopicas, seguindo apenas a correspondéncia com o sangue.
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As amostras de rim e figado foram levadas para o laboratério de Anatomia Patoldgica da

Faculdade de Medicina Veterinaria da UFF.

4.2.2 Procedimentos para cromatografia

4.2.2.1 Condic¢oes do cromatdgrafo

A fase movel foi preparada imediatamente antes do inicio das analises. Para seu
preparo foram usados acetonitrila (Grau Lichosorlv), dgua (Milique) e acido acético (57:41:2;
v/v), sendo misturados dentro de uma capela de fluxo continuo ¢ homogeneizados em banho
de ultra-som. A taxa de fluxo utilizada foi de 0,5 ml/min, com duragdo de passagem de 15
minutos por amostra. Foi injetado, de cada amostra, um volume de 20 pl e de 20 pl para o
padrdo. O padrao foi injetado antes, durante e depois das anélises para garantir a calibragdo
das leituras. O detector de fluorescéncia foi calibrado em niveis de excitagdo ¢ emissdao de
fluorescéncia de ondas de 330 e 460 nm, respectivamente. Os tempos de reten¢do registrados
para a ocratoxina para estas condigdes cromatograficas de OTA esperado estaria em torno de
5 minutos. Para a quantificacio da toxina, foram considerados os tamanhos dos picos
formados pelas amostras (altura) dentro do tempo de retengdo obtido do padrio, quando

comparados com o valor de altura médio dos padrdes.

4.2.2.2 Procedimentos de extracdo descrito por Curtui e Gareis (2001)

O procedimento analitico utilizado para a deteccdo de OTA baseou-se na extra¢dao da
micotoxina sem a utilizacao de coluna de imunoafinidade (Fig.2). O método descrito consistia
nos seguintes passos:

I) Coleta de 50 ml de sangue por pungdo jugular

II) Repouso de 10 a 12 horas em temperatura ambiente

IIT) Centrifugagao a 3000 g / 15 min

IV)Soro estocado a -20° C

V) Colocar uma aliquota de 0,8 ml de soro, 0,2 ml TCA 15% e 1 ml diclorometano em um
microtubo de 2 ml. Em seguida era homogeneizado no vortex (agitador) por 30 segundos e
deixar em repouso, em temperatura ambiente de 4 a 48 horas (Figura 3).

VI) Centrifugar a 16060 g / 5 min. Entdo, trés camadas sdo formadas.
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VII) Retirar com cuidado a camada inferior (diclorometano), colocar num tubo de 1,5 ml e
reservar (Fig.3). Submeter a camada formada entre as duas fases (compacta) com a
camada superior (4cida) a uma nova extracao, adicionando 0,5 ml de diclorometano.

VIII) Homogeneizar por 30 segundos esta nova mistura e centrifugar a 16060 g / 3 min.
Novamente eram formadas trés camadas. A camada inferior era adicionada ao extrato de
diclorometano e as outras duas eram desprezadas.

IX)Evaporar o diclorometano até a secagem em evaporador a temperatura de 40° C sob baixo
fluxo de nitrogénio.

X) Segue para cromatografia realizada com fase movel de acetonitrila, 4gua e acido acético

(57:41:2; v/v) e taxa de fluxo de 1 ml min™' com passagem de 20 min / amostra a 25°C.

4.2.3 Célculo da concentragao de ocratoxina A em amostras de soro suino

OTAngml* =  hixVixM
VixVaxh,

Onde:

h; = altura (mm) do pico de ocratoxina A na amostra

V= volume final do diluente do extrato (ul)

M = massa de ocratoxina A contida no volume de padrdo injetado
V; = volume injetado da amostra em pl

V. = volume inicial da amostra em ml

h, = altura (mm) do pico do padrdo injetado

O valor da massa do padrio foi calculado por espectrofotometria e foi de 0,0737 pg ml™.

4.2.4 Procedimentos do exame histopatoldgico

Os fragmentos de rim e figado coletados que estavam previamente fixados em formol
a 10% foram remetidos ao laboratério de Anatomia Patologica Veterinaria da UFF. Estes
fragmentos foram processados pelas técnicas habituais para inclusdo em parafina e coradas
por hematoxilina-eosina. As laminas foram armazenadas em caixas proprias e foram

examinadas em microscOpio Optico posteriormente. Apds o exame, foram fotografadas
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algumas lesdes com o auxilio de uma camera fotografica digital. As imagens foram tratadas
através de um programa especifico para imagens e houve alteracdo do aumento empregado na

leitura. Portanto, deve-se considerar este fato ao observar as figuras das lesdes.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o programa Microsoft Office Excel 2003 para os célculos de média,

desvio padrao, méximos e minimos, e para a diagramacao dos graficos.



5 RESULTADOS

Apesar de a técnica ter sido baseada na metodologia desenvolvida por Curtui e Gareis
(2001), foi necessario alterar alguns procedimentos laboratoriais. As condi¢cdes descritas pelos
autores foram sucintas e apresentaram algumas etapas pouco detalhadas.

Foram coletados inicialmente 10 ml de sangue suino na sangria. O tempo de repouso
relativo a etapa V do método de Curtui e Gareis (2001) variou entre 12 e 24 horas. Na etapa
VII, para realizar a extracdo foi necessdrio remover a parte superior formada pelo acido
tricloroacético e s6 entdo retirar a fase inferior com o diclorometano onde, se houvesse,
estaria presente a ocratoxina. Para este procedimento ndo puderam ser usadas pipetas Pasteur,
conforme o trabalho original previa, pois a fase intermediaria formada era muito compacta e
ndo permitia sua quebra sem interferir na independéncia entre as camadas superior e inferior.
Na etapa IX, as amostras extraidas foram evaporadas em banho-maria sem fluxo de nitrogénio
por falta de equipamento apropriado. A ndo-utilizacdo do nitrogénio ¢ apenas uma medida
para tornar mais rapida a secagem do residuo, ndo interferindo no resultado final.

Ap6s a evaporacao do diclorometano, o extrato estava pronto e era entdo enviado para
os laboratorios do Nucleo de Pesquisas Micologicas e Micotoxicoldgicas da UFRRJ, onde
eram diluidos em 300 pL de metanol e injetados no cromatdgrafo para analise. A taxa de

fluxo utilizada foi de 0,5 ml min™', com duragdo de passagem de 15 minutos por amostra.
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Técnica Tradicional

v

50 ml de sangue
0,8 ml de soro suino

Pequenas Modificacoes

v

10 ml de sangue
0,8 ml de soro suino

v

0,8 ml soro + 0,2 ml TCA15% +
1 ml diclorometano

'

v

vortex por 30 segundos

v

v

repouso em temperatura ambiente
4 a 48 horas

\ 4

repouso em temperatura ambiente
12 a 24 horas

v

centrifugar a 16.060g/5 min.
formacdo de camada fina e
compacta

'

v

separa a fase inferior com pipeta
Pasteur (diclorometano)

v

retira fase superior, separa a fase
inferior com pipetador e coloca a
fase compacta com a superior.

v

resuspende o restante com 0,5 ml
de diclorometano

'

v

vortex por 30 segundos
centrifugar a 16.060g/5 min

\ 4

\

v

despreza as fases superior e
compacta ¢ adiciona a fase
inferior a outra (diclorometano)

A 4

\

v

evapora o diclorometano em
banho-maria sob fluxo de
nitrogénio e obtém o extrato

evapora o diclorometano apenas

em banho-maria e obtém o extrato

Fig.2: Fluxograma da técnica descrita por Curtui e Gareis (2001) com indica¢do de pequenas
alteracoes realizadas durante as analises.
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Fig.3: Etapa de extragdo da ocratoxina. Eppendorfs com 0,8 ml de soro + 0,2 ml de TCA15%
+ 1 ml de diclorometano apés vortex (=) e eppendorfs com diclorometano apds retirada das
fases superior e intermediaria ().

A metodologia empregada para a detec¢do de OTA em soros (CURTUI; GAREIS,
2001) mostrou-se eficiente e apresentou valores de recuperacdo de 82% para niveis de 0,73
ng ml”', sendo que os limites de quantificagdo e deteccio foram estimados em 0,073 ¢ 0,062
ng ml™, respectivamente.

A linearidade de detecgao por Fluorescéncia em A = 330 nm de excitagdo e 460 nm de
emissido dos padrdes de OTA injetados em concentracdes de 0,073 a 7,73 ng ml”' foram de

0,8924 (linear) e 0,9265 (logaritmica) conforme demonstrado na Fig.4.

100,0000

y =-3,9917x + 14,584
2 _
R"=0,8924 == Sériel
Linear (Sériel)
Log. (Sériel)

10,0000 +

y = -7,4773Ln(x) + 11,067
R’ = 0,9665

1,0000

7,3 ng/ml 0,73 ng/ml 0,073 ng/ml

Fig.4: Linearidade do padrao de ocratoxina A utilizado, equacgdes da reta e logaritmica.
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Dentre as amostras de soro sangiiineo analisadas, detectou-se ocratoxina A (OTA) em
quatro amostras (4,59 %), que apresentaram concentracdes variando de 0,1546 a 1,4851
ng ml™. Entre as amostras positivas, a média foi de 0,5739 ¢ o desvio padrio de 0,6130. As
demais amostras apresentaram-se com niveis inferiores ao limite de quantificacdo. Todas as
amostras foram quantificadas através da altura do pico no tempo de reten¢ao da ocratoxina A

apos analise dos respectivos cromatogramas (Fig.5 e 6; Tabela 1).
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Fig.5: Cromatograma do padrio de Fig.6: Exemplo de cromatograma de
ocratoxina A utilizado nas analises de soro amostra de soro suino com pico no tempo
suino. de retengdo da ocratoxina A (=2).

Tabela 1: Concentragdo de ocratoxina A em amostras de soro suino submetido a CLAE.

Amostra | [ ] ng/g | Amostra [ ] ng/g | Amostra |[ ] ng/g | Amostra [ ] ng/g | Amostra | [ ] ng/g

11 0,0007 1.26 0,0010 1.49 0,0005 2.19 0,0002 1.18 0,0356

1.3 0,0003 1.28 0,0004 1.53 0,0000 2.20 0,0002 1.20 0,0136

14 0,0001 1.29 0,0008 1.63 0,0007 1.13 0,0081 1.42 0,0248

15 0,0003 1.30 0,0006 1.64 0,0007 1.16 0,0015 151 0,0373

1.6 0,0005 131 0,0004 1.65 0,0002 1.21 0,0068 155 0,0185

1.7 0,0002 1.32 0,0001 1.66 0,0001 1.27 0,0085 2.8 0,0219

1.8 0,0006 1.33 ND 1.67 0,0001 1.43 0,0013 2.12 0,0106

1.9 0,0004 1.34 ND 2.1 0,0006 1.44 0,0064 1.15

1.10 0,0007 1.35 0,0003 2.2 0,0003 1.57 0,0057 1.54

111 0,0004 1.36 0,0006 2.3 0,0007 1.59 0,0075 1.56

1.12 0,0001 1.37 0,0007 2.6 0,0007 1.62 0,0065 1.58

1.14 0,0003 1.38 0,0007 2.7 0,0004 2.4 0,0011 1.60

117 0,0008 1.39 0,0005 2.10 0,0009 2.5 0,0017 1.61

1.19 0,0010 1.40 0,0006 2.13 0,0004 2.9 0,0018 1.2 0,1546

1.22 0,0008 141 0,0002 2.16 0,0002 2.11 0,0040 1.47 1,4851

1.23 0,0005 1.45 0,0006 2.17 0,0004 2.14 0,0021 1.50 0,3384

1.24 0,0001 1.46 0,0001 2.18 0,0009 2.15 0,0061 1.52 0,3176

1.25 0,0009 1.48 0,0005

Faixas (ng ml™): ND a 0,0010 (63%); 0,0011 a 0,0100 (17%); 0,0101 a 0,0400 (8%); 0,0401 a
0,0729 (7%) e > 0,0730 (5%) (limite de quantificacdo).
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Os resultados dos achados histopatologicos em rins e figados dos suinos estdo
descritos na tabela 2.

Tabela 2: Achados histopatologicos mais freqiientes em rins de suinos divididos por coleta.

Achados histopatologicos em rim Coleta Coleta Coleta
Euino ¢ 1.1-1.41 142-1.67 | 2.1-2.20 TOTAL v
intersticial 8 18 8 34 39,08
perivascular 2 3 0 5 5,74
periglomerular 1 2 1 4 4,59
multifocal 5 3 6 14 16,09
Infiltrado em regido de
inflamatorio tubulos 2(cg:oletores 4 0 0 4 4,59
em regido cortical 3 1 0 4 4,59
em regido medular 0 5 0 5 5,74
com aspecto 2 0 0 2 2,29
folicular
Degeneracao tubular 6 3 1 10 10,48
Glomerulonefrite proliferativa 2 1 0 3 3,45
Cariomegalia 0 2 0 2 2,29
Sem alteragdes (OK) 11 5 7 23 26,44
Outros 8 6 5 19 21,84

Diversas alteragdes morfologicas foram observadas, tais como:

a) Rins: infiltrado inflamatorio intersticial (39,08%) multifocal (16,09%), degeneragdo tubular
(11,48%).
b) Figado: infiltrado inflamatorio em espago porta (12,64%).

Outros achados menos freqiientes nos rins foram: infiltrado inflamatdrio subcapsular,
infiltrado inflamatério em regido cortico-medular, infiltrado inflamatério nodular com
caracteristica vacuolar rico em figuras de mitose com imagem de céu estrelado,
glomerulonefrite membranosa, fibrose multifocal, fibrose discreta, fibrose nodular
periglomerular, atrofia tubular, vasculite mononuclear, presenca de cilindros ocasionais,
presenca de cilindros na luz tubular e areas de necrose, perda protéica em tibulos de regiao
subcapsular, hipertrofia de células epiteliais. No figado os achados menos freqiientes foram:
processo congestivo hemorrdgico centro-lobular associado a processo inflamatdrio
mononuclear em espago porta, hepatite focal nodular cronica granulomatosa, hepatite
mononuclear em espago porta e intralobular, ocasional cariomegalia, discretos focos de
telangiectasia, colangiohepatite fibrosa focal e discreta fibrose.

Alguns desses achados podem ser visualizados nas figuras 7, 8, 9 e 10.
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Fig.7: Suino. Rim. Infiltrado inflamatorio perivascular mononuclear.

Fig.10: Suino. Rim. Nefrite intersticial cronica. Nota-se desorganiza¢do da arquitetura do 6rgao
determinado por acentuada fibrose () e infiltragdo de mononucleares (=) que ora
individualizam, ora ocasionam o desaparecimento de tubulos. H.E.



6 DISCUSSAO

Neste experimento, os dados foram divididos por coleta e seus resultados foram
avaliados em conjunto com a presenca de alteragdes histopatologicas em pecas de rins e
figados. As amostras foram coletadas com os cuidados necessarios quanto a contaminacgao
cruzada e quanto a correspondéncia entre o sangue e as amostras de rim e figado. Esta
comparagdo ¢ importante, embora nem sempre exista uma correlagdo da presenga de
ocratoxina A no sangue com as lesdes nos orgaos e vice-versa (HULT et al., 1980; COOK et
al., 1986; MARQUARDT; FROHLICH, 1992; DRAGACCTI et al., 1999).

A determinagdo de ocratoxina em soro por cromatografia liquida de alta eficiéncia
descrito por Curtui e Gareis (2001) procurou adaptar as técnicas de extracdo e andlise
cromatografica de maneira a diminuir custo, tempo de andlise e para simplificar os
procedimentos adotados para analisar ocratoxina A em soro suino.

Foram obtidos dados de concentragdo de ocratoxina A através da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia sendo que de um total de 87 amostras, detectou-se a
ocratoxina A (OTA) em quatro (4,59 %) que apresentaram concentrag¢des variando de 0,1546
a 1,4851 ng ml”'. Entre as amostras positivas, a média foi de 0,5739 ¢ o desvio padrdo de
0,6130. As demais amostras apresentaram-se com niveis inferiores ao limite de quantificacao.
Outros métodos podem ser utilizados com limites de deteccdo mais baixos, variando com o
tipo de detector e da amostra (ZIMMERLI, 1995; ROSA, 1999). Ao comparar com o limite
de 0,021 ng ml" descrito por ROSA (1999), 63 amostras estariam dentro deste limite
(72,41%). Embora ndo quantificaveis dentro do limite previsto pela técnica, todas as amostras
restantes (83 / 95,41%) apresentaram pico no cromatograma, mas seus valores ndo chegaram
ao nivel de detec¢ao estimado da presente técnica.

Ao comparar os niveis de concentragdo de ocratoxina A com os achados

histopatologicos, estes dados revelaram que ndo houve esta correlagdo, ja que dos quatro
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animais com niveis detectaveis de ocratoxina A no soro sangiiineo, dois deles nao
apresentaram lesao renal nem hepatica, um apresentou infiltrado inflamatorio nos dois 6rgaos,
e um apresentou no figado um discreto infiltrado inflamatério em espago porta.

Além disso, dos 83 (95,41%) suinos que ndo apresentaram ocratoxina A, dentro dos
limites detectaveis utilizados nesta técnica de cromatografia, 60 (68,96%) apresentaram
alguma lesdo, sendo 45 (51,72%) apenas nos rins e seis (6,89%) apenas no figado, nove
(10,35%) nos dois o6rgdos e 23 (26,44%) ndo apresentaram lesdes. Ainda que algumas lesdes
renais sejam caracterizadas como patognomonicas por alguns pesquisadores para a nefropatia
suina por micotoxinas (KROGH et al., 1979), existe grande dificuldade de se condenar um

animal suspeito de nefropatia e definir que as lesdes foram ocasionadas pela ingestdo de
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de alguns paises que estabelecem niveis toleraveis de ingestao da ocratoxina A para produtos
de origem suina, os resultados encontrados por esta pesquisa revelam que, dos animais
estudados, nenhum apresentou indices que superassem o limite méaximo aceitavel para a
micotoxina, baseado em legislacdo mundial.

A técnica utilizada para a deteccdo da ocratoxina neste trabalho foi modificada em
alguns pontos durante a extragdo para tentar adequar as condi¢des laboratoriais utilizadas da
forma mais fidedigna possivel com a descrita por Curtui e Gareis (2001). Com isso,
conseguimos inclusive melhorar o limite de detec¢do. No entanto, cabe reforcar que nao
ocorreu nenhuma tentativa de modificar a metodologia empregada, alterando-se apenas alguns
passos devido a necessidade de adequacdo as condigdes laboratoriais utilizadas nas analises
deste trabalho. O processo de extra¢do da micotoxina do soro foi a etapa mais demorada e que
necessitou de maiores adaptacdes. A fase compacta formada teve de ser quebrada somente
apos a retirada do sobrenadante, ao contrario do que a técnica original indicava, sendo este o
procedimento mais relevante durante a extracdo das amostras de soro. Pode-se discutir uma
possivel alteragdo na consisténcia da mistura, visto que a temperatura ambiente do laboratorio
utilizado pode ter sido diferente da temperatura ambiente de laboratoério em paises como a
Alemanha e a Roménia onde a técnica foi desenvolvida.

Na andlise dos extratos, a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
satisfatoria. Alguns cromatogramas apresentaram interferéncias e com isso nem todas as
amostras puderam ser quantificadas. A presenca de interferentes na formacao das curvas e dos
picos impossibilitou a quantificacdo de alguns resultados. Apesar destas dificuldades, a
técnica apresentou-se eficiente. Algumas melhorias podem ser realizadas na tentativa de
tornd-la mais acessivel no Brasil, com o ajuste de alguns parametros como a propor¢do da

fase movel e das diluigdes a serem utilizadas.
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8 CONCLUSOES

e Pela primeira vez em nosso pais, a ocratoxina A foi detectada em soro sangiiineo suino.

e A metodologia empregada para a deteccdo de OTA em soros mostrou-se eficiente e
apresentou valores de recuperagio de 82% para niveis de 0,73 ng ml”' com limites de
deteccdo e quantifica¢io estimados em 0,062 ¢ 0,073 ng ml”, respectivamente.

e As amostras negativas dentro dos limites de deteccdo e quantificagdo apresentaram pico
no cromatograma, sugerindo que os animais foram sensibilizados pela ocratoxina A.

e Nao ¢ possivel afirmar que as lesdes encontradas nos rins estejam correlacionadas com a
presenca da ocratoxina A;

e O fato de a maioria das amostras terem tido resultados abaixo dos valores de detec¢ao nao
significa que estes animais ndo tenham tido contato com a ocratoxina A ou ainda que as
lesdes renais que eles possuiam ndo possam ter sido provocadas pela acdo da toxina.

e Para a populagio estudada, 4,59% dos animais apresentaram-se positivos para a
ocratoxina A, confirmando a necessidade de maiores estudos de técnicas de identificagao
desta micotoxina ¢ do acompanhamento tanto dos animais enviados aos matadouros
quanto da qualidade das ragdes oferecidas aos mesmos, alem dos produtos de origem

animal.



8 CONSIDERACOES

Existe uma conscientizagdo crescente de que sérias conseqiiéncias podem ocorrer
devido a niveis indesejaveis de micotoxinas nos géneros alimenticios. A existéncia de
alimento contaminado tem um efeito negativo no consumo, nutri¢do e comércio internacional
desses alimentos. Os efeitos prejudiciais das micotoxinas em humanos e animais tém sido
reconhecidos, apesar das principais estatisticas sobre a indugao de doengas pelas micotoxinas
serem geralmente insuficientes, sendo necessarios ainda muitos estudos para avaliar os varios
efeitos toxicologicos das micotoxinas em humanos (FILALI, 2002; PETKOVA-
BOCHAROVA et al., 2003). O presente estudo teve a intengdo de alertar para a existéncia
destes efeitos negativos na produgdo brasileira, mesmo que dentro de um universo amostral
reduzido a uma regido do Estado do Rio de Janeiro.

A pesquisa da ocratoxina em suinos representa uma intencdo em resgatar um
movimento - pois ja houve alguma pesquisa nessa area (CRUZ et al., 1984) - no sentido da
obten¢do de dados epidemioldgicos € em inovar dentro das linhas que estdo em atividade
atualmente no Brasil. Com os dados obtidos desta dissertagdo podemos observar a
necessidade de se aprofundarem os estudos sobre a cadeia de producdo do suino, que
representa um movimento significativo na economia do nosso pais (ABIPECS, 2006). Além
disso, sugere-se que também deva ser pesquisada a qualidade do alimento destinada aos
suinos € a contaminagao por micotoxinas em outros animais de abate.

Os riscos relativos a saide humana e as proprias perdas na produtividade dos animais
sdo os fatores que proporcionam maior suporte para o investimento em pesquisas desta

micotoxina.
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