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ABSTRACT

Brazil is the third largest producer of poultry in the world and the leading exporter.
However, mycotoxin contamination in corn and feed can cause serious economic losses
to the poultry industry. Mycotoxins have been linked to several poultry diseases and,
when metabolized may occur in meat and eggs and are an additional source for human
contamination. Therefore, continuous monitoring of mycotoxin levels in the feed
producing chain is essential to increase productivity, ensure poultry product quality and
minimize human health hazards. The aim of this study was to revise the main aspects of
mycotoxins (fumonisin, aflatoxins and ochratoxin A), including the producing fungi, the
biosynthesis pathway, the toxicological effects in poultry and occurrence in corn and
poultry feed
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RESUMO

O Brasil é o terceiro produtor mundial de aves e o lider em exporta¢cdes. No entanto,
a contaminacdo de milho e ra¢des por micotoxinas pode acarretar grandes perdas
econdmicas a avicultura. As micotoxinas estao associadas a diversos efeitos toxicos em
aves e, ao serem metabolizadas, podem ocorrer em carne e ovos, constituindo um risco
para a saude humana. Portanto, o monitoramento continuo de micotoxinas na cadeia
produtiva de ragdes é essencial para aumentar a produtividade, assegurar a qualidade
do produto e minimizar os riscos a salde humana. Este estudo teve como objetivo
revisar os principais aspectos das micotoxinas (fumonisinas, aflatoxinas e ocratoxina
A), incluindo os fungos produtores, via de biossintese, efeitos toxicoldgicos em aves e a
ocorréncia em milho e racdes de aves.
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INTRODUGCAO

Nas ultimas trés décadas, a avicultura brasileira tem apresentado altos
indices de crescimento. O Pais se tornou o terceiro produtor mundial e lider
em exportacdo abastecendo 142 paises. Fatores como manejo adequado do
aviario, sanidade, alimentacdo balanceada, melhoramento genético e producgao
integrada contribuiram para aperfeigoar a produtividade no setor (BRASIL, 2011).

Em 2012, o Brasil produziu aproximadamente 13 milhdes de toneladas
de carne de frango. O principal produtor nacional foi o Estado do Parana,
responsdvel por 28,4% do total de frangos abatidos e por 26,2% das exportacdes.
Este crescimento foi impulsionado pelo aumento no consumo de carne de frango
e pela expansdo de 5,1% nas exportagdes (CONAB, 2012).

Aproximadamente 80% da produc¢ao brasileira de milho é destinada a
producdo de ragao de suinos e frangos de corte, enquanto que seu processamento
para o consumo humano corresponde a 13% (ABIMILHO, 2008). Devido a alta
qualidade nutricional, o milho esta exposto a contaminag¢ao por microrganismos,
principalmente por fungos toxigénicos, produtores de micotoxinas, cujo
desenvolvimento é favorecido pelo clima tropical predominante no Brasil.

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios toxicos, produzidos por
fungos filamentosos que causam diversos efeitos adversos para seres humanos
e animais, acarretando perdas econdmicas para produtores e processadores de
graos. Por apresentarem, de modo geral, grande estabilidade quimica e térmica,
podem persistir nos alimentos ou racdes mesmo apds a inativacao dos fungos
por meio de processos de industrializacdo e, ao serem metabolizadas pelos
animais, podem ocorrer em carne, ovos e leite, constituindo um risco para a
saude humana (CAST, 2003).

Os principais grupos de micotoxinas associadas a esta cultura incluem,
as fumonisinas, cujos principais produtores sao Fusarium verticillioides e
F. proliferatum, por serem as micotoxinas de maior ocorréncia em milho e
derivados (THIEL; MARASAS, 1991), as aflatoxinas, produzidas principalmente
por Aspergillus flavus e A. parasiticus (DIENER et al., 1987) e a ocratoxina A (OTA),
produzida principalmente por Penicillium verrucosum, Aspergillus westerdijkiae
e Aspergillus steynii. Embora Aspergillus da Se¢ao Nigri seja produtora de OTA, é
mais frequente em café e frutas, especialmente uvas (ABARCA et al., 1994).

Em aves, as fumonisinas, as aflatoxinas e a ocratoxina A podem acarretar
aumentos no peso de figado, rins, pré-ventriculo e moela, necrose multifocal
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hepatica, hiperplasia biliar, diarréia, imunossupressdo, diminuicdo no consumo
de racao, ganho de peso, enzimas séricas, massa das penas, da producao e peso
dos ovos (BROWN, ROTTINGHAUS, WILLIAMS, 1992; CAST, 2003; GIACOMINI
et al., 2006; KUBENA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2001; SAKTHIVELAN; RAO,
2010; SKLAN, KLIPPER, FRIEDMAN, 2001; STOEV, 2010) e, adicionalmente, a co-
ocorréncia dessas toxinas pode resultar na potencializacdo dos danos causados
ao figado e rins (DEL BIANCHI et al., 2005).

A contaminacao de ra¢des destinadas a alimentacao de aves por aflatoxinas,
fumonisinas e ocratoxina A tem sido reportada em todo mundo (BEG et al., 2006;
JAIMEZ et al., 2004; MARTINS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2006). Considerando
gue as micotoxinas nao podem ser removidas pelo processamento industrial, e
a exposicdo cronica das aves pode acarretar sérios prejuizos econdmicos para
produtores dos animais, além de diminuir a qualidade da carne, ovos e derivados,
a avaliacdo da presenca de micotoxinas em ragdes é de grande importancia, a
fim de minimizar seus efeitos adversos. Esta revisdao apresenta as caracteristicas
gerais das fumonisinas, aflatoxinas e ocratoxina A, bem como o mecanismo de
acao, os efeitos toxicoldgicos, a ocorréncia e a co-ocorréncia dessas micotoxinas
em milho e racdo destinada a alimentagao de aves.

FUMONISINAS

Fungos Produtores

As fumonisinas foram descobertas em 1988, a partir de culturas da cepa
de F. verticillioides MRC 826 isolada em 1975 de milho destinado ao consumo
humano em Transkei, Africa do Sul, uma area de alta incidéncia de cancer
esofagico (GELDERBLOM et al., 1988).

As fumonisinas constituem um grupo de micotoxinas produzidas
principalmente por Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (= Fusarium
moniliforme Sheldon), fungo prevalente em milho, e F. proliferatum (Matsushima)
Nirenberg (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997; THIEL et al., 1991). Essas espécies sdao
capazes de produzir niveis elevados de fumonisinas, possuem ampla distribuicao
geografica, ocorréncia frequente em milho e, associagcdo com micotoxicoses em
animais (RHEDDER; MARASAS; VISMER, 2002).

Fusarium verticillioides estd associado a doengas em todas as fases de
desenvolvimento do milho, causandodanosemplantulase podriddaoderaiz, colmo
e espiga, bem como danos em milho armazenado. Durante a colheita, o fungo
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pode ser encontrado tanto nas plantas como nos restos das culturas. Por outro
lado, F. verticillioides pode também colonizar o milho de forma assintomatica, e,
neste caso, nao causa doencas visiveis, relacao esta denominada de endofitica
(MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997; MUNKVOLD; McGEE; CARLTON, 1997; SIEGAL;
LATCH; JOHNSON, 1987).

A contaminacdo de milho por F. verticillioides ocorre principalmente por
meio da infeccdo dos estigmas por conidios carreados pelo ar ou agua. No
entanto, a doenga pode se estabelecer via contaminagao da semente chegando
a espiga e graos por meio da circulacao sistémica caulinar; pela infeccao da raiz
atingindo os graos através do colmo e espiga; e via ferimentos causados por
insetos, os quais, também podem atuar como vetores de indculo (MUNKVOLD;
McGEE; CARLTON, 1997; SORIANO; DRAGACCI, 2004).

Ambas as infec¢Oes, sintomaticas e assintomaticas, por F. verticillioides
podem resultar em perdas econdmicas e da qualidade do milho devido a
contaminagdo, principalmente, com fumonisina B,, uma micotoxina associada
a graves doencas em animais, como leucoencefalomalacia em equinos (ELEM)
(MARASAS et al., 1988), edema pulmonar em suinos (ROSS et al., 1990), reducao
no desenvolvimento e imunossupressao em aves (NAGARAJ; WU; VESONDER,
1994; WEIBKING et al., 1994) e acdo hepatotdxica e hepatocarcinogénica em
ratos (GELDERBLOM et al., 1991).

Em seres humanos, estudos epidemiolégicos indicam a associacdao das
fumonisinas com o cancer esofagico e hepatico primario (RHEEDER et al., 1992;
SYDENHAM et al., 1990; UENO et al., 1997) sendo classificadas pela International
Agency for Research on Cancer (IARC) como carcindgenos do grupo 2B, i.e.,
provavelmente carcinogénicos para seres humanos (IARC, 2002).

Biossintese

Existem 28 andlogos caracterizados de fumonisinas, divididos em quatro
grupos principais A, B, C e P (RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002). Dentre eles,
as fumonisinas B, (FB,), B, (FB,) e B, (FB,) sdo as mais frequentes em milho e
derivados naturalmente contaminados (CAWOOD et al., 1991). AFB, é o analogo
mais toxico e abundante (NELSON et al., 1992), representando cerca de 70% a
80% da concentragao total de fumonisinas produzidas em cultivos utilizando
como substrato milho e arroz e em cultivos em meio liquido, enquanto que, a
FB, corresponde de 15 a 25% e a FB,, de 3 a 8% (RHEEDER; MARASAS; VISMER,

REVIEW / RESENHA

2002).

A estrutura quimica das fumonisinas (A, A, B, e B,)) foi elucidada
por Bezuidenhout et al. (1988). A FB, € um diéster de propano-1,2,3-acido
tricarboxilico e 2-amino-12,16-dimetil-3,5,10,14,15-penta-hidroxieicoisano,
em que os grupos hidroxilas nos C-14 e C-15 estdo esterificados com o grupo
carboxila terminal do acido tricarboxilico. A FB, ndo possui o grupo hidroxila em
C-10, enquanto que a FB, ndo apresenta o grupo hidroxila em C-5 (BOLGER et al.,
2001) (Figura 1). As fumonisinas da série A diferem das fumonisinas da série B
por serem N-acetiladas no C-2; as da série P pela presenca de 3-hidroxipiridina
no C-2 e as da série C por ndo apresentarem o grupo metila terminal no C-1
(MUSSER; GAY; MAZZOLA, 1996; NELSON et al., 1993).

As fumonisinas sao moléculas polares e, ao contrario das outras micotoxinas
contaminantes de alimentos, ndao possuem nenhuma estrutura aromatica ou
cromodfora de facil detec¢do analitica (MURPHY et al., 2006).

As fumonisinas sdo sintetizadas pela via das policetidas durante o
metabolismo secundario do fungo a qual se inicia, frequentemente, apds o
término da fase de crescimento (GRIFFIN, 1994).

A biossintese dessas toxinas inicia-se com a formacao da cadeia carbdnica
principal a partir da condensagao de uma molécula de acetil-CoA, 8 moléculas
de malonil-CoA e duas moléculas de metionina, sob forma de S-adenosil. O
produto desta reagdo, catalisada por uma policetida sintase, é um policetideo
de 18 carbonos o qual é condensado ao aminodcido alanina (BOJJA et al., 2004;
SWEENEY; DOBSON, 1999).

Posteriormente, ocorrem subsequentes oxidacdes nas posicoes C-14 e
C-15, catalisadas por oxigenases citocromo P450 dependentes; esterificacdes
com propano-1,2,3-acidos tricaboxilicos nos grupos hidroxilas dos carbonos 14
e 15, catalisadas por uma aciltransferase, e hidroxilagdo no C-5 pela agao da
dioxigenase 2-ceto-glutarato-dependente (BOJJA et al., 2004).

Os componentes das moléculas de fumonisinas apresentam diferentes
origens biogénicas. Os carbonos 3-20 sdo derivados do acetato, os grupos aminos
em C-1 e C-2 da alanina (BLACKWELL et al., 1996; BRANHAM; PLATTNER, 1993),
e os dois grupamentos metil nos carbonos 12 e 16 da metionina (PLATTNER;
SHACKELFORD, 1992). O grupo hidroxila no C-3 é proveniente do grupo carbonila
derivado do acetato, enquanto que os grupos hidroxila nos carbonos 5, 10,
14 e 15 s3o originados do oxigénio molecular (CALDAS et al., 1998). Os acidos
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tricarboxilicos provavelmente sao derivados do acido glutamico pela via do ciclo
do acido citrico (ex. acido aconitico) (BLACKWELL et al., 1996).

Figura 1- Estrutura das fumonisinas (Com permissdo do CAST, 2003 para reprodugdo).

21 2

CHs CHsz
20 18 | 15 u | 10 5 3 21
CH3-CH2—CH2—CH2—%H—(EH—(]:H-CHZ—CEH-CHZ—CI:H—CHz—CHz—CH2—CH2—({.H—CH2—(’3H-?H—CH3
1
OR' OR! R2 OH OH NHR3
Fumonisins

A: R'=COCH,CH(COZH)CH,COH; R2=0H; R3=0H; Ri=C230C2H;
Ay: R'=COCHCH(COZH)CHaCOzH; R2=H; R3=0H; R$=COCHj3

By: R'=COCH,CH(COoH)CHCOoH; R2=0H; R3=0H; R4=H

By: R'=COCH,CH(COaH)CHCOH; R2=H; R3=0H; R*=H
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A contaminagdo de produtos agricolas por fumonisinas depende de
fatores como regido geografica, estacdao do ano e condi¢des de plantio, colheita
e estocagem. Graos cultivados em regides subtropicais e tropicais estdo mais
propensos a contaminacdo por fumonisinas devido ao periodo de cultivo
relativamente longo e quente, sendo milho e sorgo as culturas que apresentam
maior risco de contaminacdo (HENRY; WYATT, 1993).

Em geral, para F. verticillioides as condigdes oOtimas de produgdao de
fumonisinas em milho sdo de atividade de agua (a,) de 0,95-0,98, temperatura
de 30°C e periodo de incubacdo de 4 a 6 semanas (MARIN et al., 1995; MARIN et
al., 1999a; MARIN et al., 1999b).

Biossintese de Esfingolipidios e Mecanismo de A¢ao das Fumonisinas

A biossintese dos esfingolipidios complexos ocorre na face citosdlica do
reticulo endoplasmatico e inicia-se com a condensacdo de uma L-serina e um
palmitoil-CoA, pela acdo da enzima, piridoxal-dependente, serina palmitoil-
transferase. O produto desta reacao é a 3-ceto-esfinganina que ao ser reduzida
é convertida a esfinganina (dihidroesfingosina). Esta, por sua vez, pode ser
fosforilada originando esfinganina 1-fosfato ou N-acilada, pela acao da ceramida
sintase, formando uma diidroceramida, que é entao dessaturada a ceramida
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(SORIANO; GONZALEZ; CATALA, 2005).

A ceramida pode originar a esfingomielina, pela adicao de uma fosfocolina;
os glicoesfingolipidios, pela complexagdao com oligossacarideos; ou esfingosina,
por meio da acdo catalitica da ceramidase. A fosforilacdo da esfingosina, pela acao
da esfingosina quinase, origina esfingosina-1-fosfato, a qual, juntamente com a
esfinganina-1-fosfato, podem ser catabolizadas a etanolamina fosfato e aldeido
graxo. Estes podem entdo ser utilizados como substratos para regeneracao da
L-serina e do palmitoil-CoA (SORIANO; GONZALEZ; CATALA, 2005).

Os efeitos toxicos causados por meio da ingestao de alimentos ou ragdes
contaminados por fumonisinas estao relacionados a sua estrutura, semelhantes
aos esfingolipidios (esfinganina e esfingosina). Devido a essa semelhanca,
as fumonisinas inibem competitivamente a ceramida sintase (esfingosina e
esfinganina N-acetiltransferase), enzima chave na biossintese e degradacao
de esfingolipidios (TURNER; NIKIEMA; WILD, 1999), sendo inibida por todas
as fumonisinas que possuem o grupamento amino livre no C-2 por meio de
interacOes ndo covalentes (Figura 2) (RILEY et al., 1994; WANG et al., 1991;).

A cadeia aminopentol (AP1) das fumonisinas compete pelo sitio de
ligacdo das bases esfingdides, enquanto que os acidos tricarboxilicos aniénicos
interferem na ligacdo do acil-CoA graxo, impedindo a conversao da esfinganina a
dihidroceramida e a reacilacao da esfingosina a ceramida (MERRILL et al., 2001).

O mecanismo de agao das fumonisinas € um evento seqiiencial na qual
a inibicdo da ceramida sintase acarreta a inibigao da biossintese de ceramidas,
aumento de esfinganina e esfingosina livres, redugado na reacilagao da esfingosina
edadegradacdaodosesfingolipidios provenientesdadieta (RILEY etal., 1998). Estes
efeitos sdo resultantes da toxicidade promovida pela FB, a qual € caraterizada por
alteragdes na atividade de proteinas quinases, no crescimento e diferenciagao
celular, na apoptose e na peroxidacdo lipidica (SORIANO; GONZALEZ; CATALA,
2005).
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Figura 2 — Biossintese dos esfigolipidios em células mamarias. O simbolo X indica a via
enzimatica inibida pela fumonisina B1 (Com permissio da IARC, 2002 para reproducio).

Efeitos Toxicologicos em Aves

Em estudo de administracdo prolongada de FB, (77 dias), 40 patos com
7 dias de idade tratados por gavage com doses correspondentes a ingestao de
2,8,32e 128 mg FB, Kg! de ragdo, apresentaram diminuicdo no peso corporal
e aumento dos pesos da moela, baco e figado nos tratamentos com as duas
maiores doses (TRAN et al., 2006).

No estudo de Ledoux et al. (1992), 45 frangos de corte, machos, com 1
dia de idade, foram submetidos a dietas contendo 100, 200, 300 ou 400 mg de
FB, Kg* de ragdo durante 21 dias. O peso corporal das aves e a média de ganho
de peso diario diminuiram significativamente com o aumento da dose de FB, e,
além disso, as aves apresentaram diarreia. Por outro lado, os pesos do figado,
pro-ventriculo e moela, e os niveis séricos de cdlcio, de colesterol e da enzima
aspartato amino-transferase no soro, aumentaram. Histologicamente, as aves
apresentaram atrofia cortical do timo, necrose hepatica multifocal e hiperplasia biliar.
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Em estudo semelhante, Mallmann et al. (2005) trataram durante 21 dias,
120 frangos de corte (raca linhagem Cobb), machos, com 1 dia de idade, com
ragao contendo 5 mg Kg™ de FB, . Foi observada diminui¢do no peso e no consumo
de racao pelas aves bem como um pequeno efeito da toxina sobre o figado o qual
foi evidenciado pelo aumento no peso relativo deste drgao.

Brown, Rottinghaus e Williams (1992) relataram ocorréncia de diarréia, 19%
de reducao do peso corporal e 30% de aumento do peso do figado de pintinhos
(1 dia de idade) alimentados com ragdo contendo 300 mg Kg* de FB, durante
duas semanas. Histologicamente, os animais apresentaram necrose multifocal
hepatica, hiperplasia biliar e necrose muscular.

Em estudo com 128 codornas japonesas poedeiras em inicio de postura,
com 7 semanas de idade, alimentadas com ra¢do contendo 10, 50 e 250 mg Kg™*
de FB,, durante 28 dias, ocorreu diminui¢do no consumo de alimentos e do ganho
de peso e aumento no peso relativo do figado, nos animais tratados com as duas
ultimas concentracdes. No entanto, histologicamente, os tecidos hepatico, renal
e do miocardio, ndo apresentaram diferencas em relagdo aos do grupo controle.
No grupo exposto a 250 mg Kg* de FB, houve diminui¢do da produgdo média e
do peso dos ovos (BUTKERAITIS, 2003).

Em galinhas poedeiras, Bovan raga White Leghorn (144 animais com 24
semanas de idade), ndo foram observados efeitos deletérios sobre o desempenho
e a saude de aves alimentadas com ragdo contendo 100-200 mg Kg* de FB, por
420 dias, porém, durante alguns periodos, ocorreu diminuicao da producao de
ovos, do peso relativo dos rins, das proteinas totais no soro e aumento no peso
dos ovos, o qual acarretou 16,7% de 6bitos por prolapso uterino durante os
estagios finais de producdo (KUBENA et al., 1999).

Por outro lado, Prathapkumar, Rao e Paramkishan (1997) relataram a
ocorréncia de surtos de micotoxicoses em 6700 galinhas poedeiras de 64
semanas de idade e em 3000 com 36 semanas de idade alimentadas com ragao
naturalmente contaminada com 8,5 mg Kg* de FB, e 100 pg Kg* de AFB,. Os
animais apresentaram diarréia escura e viscosa, diminuicdo na ingestao de
alimentos, redugdao de 20% na produgao de ovos e 10% de mortalidade.

No Brasil, o Grupo de Trabalho sobre Micotoxinas do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu um limite maximo
tolerado para fumonisinas (FB, e FB,) em rag¢des e concentrados para animais
monogastricos de 5000 pg Kg* (BRASIL, 2006). Segundo a FDA (Food and Drug
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Administration) (2001) o nivel maximo permitido, considerando o somatério de
FB,, FB, e FB,, para alimentagdo de galinhas poedeiras é de 30 mg Kg* e de 100
mg Kg?! para frangos de corte (FAO, 2003), enquanto que, na Unido Européia o
nivel maximo tolerado para aves em geral é de 20 mg Kg* (FB, + FB,) (EUROPEAN
COMMISSION, 2006a).

Ocorréncia de Fumonisinas

No Brasil, o primeiro relato sobre a ocorréncia natural de fumonisinas em
milho foi realizado por Sydenham et al. (1992), que analisaram 21 amostras de
racOes associadas a surtos confirmados e suspeitos de micotoxicoses em diversas
espécies de animais no Estado do Parana. As FB, e FB, foram detectadas em 20
e 18 amostras, respectivamente, em concentra¢bes de 0,2 - 38,5 ug g* (FB) e
0,1-12,0 ugg* (FB,).

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

Na andlise de 150 amostras de milho recém colhido das regides centro-sul,
centro-oeste e norte do Estado do Parana foram detectadas FB, em 100% das
amostras (média de 2,39 ug g*) e FB, em 97,7% (média de 1,09 ug g*) (ONO et
al., 1999).

Na analise de 23 amostras de 19 cultivares de milho do Estado de S3ao Paulo
foi detectada 100% de positividade para fumonisinas. As médias de contaminagao
variaramde 1,63 - 25,69 ug g'para FB, ede 0,38 - 8,6 ug g** para FB, (CAMARGOS
et al., 2000).

Westhuizen et al. (2003), analisaram 75 amostras de milho, destinadas
ao consumo humano, provenientes das regides oeste, norte e sul do Estado de
Santa Catarina e 15 amostras de milho destinado ao consumo animal da regido
sul do estado, e detectaram médias de fumonisinas totais (B1 +B, + Ba) de 3,2,
3,4,1,7 e 1,5 ug g1, respectivamente.

Amostras de ragdo (n=11) associadas a seis casos de intoxicacao em cavalos
e frangos e amostras de milho (n = 128) das regides norte (safras 1991, 1995,
1997), e centro sul (safra 1995), do Estado do Parana foram avaliadas quanto a
contaminacgdo por fumonisinas. Na safra de 1991 todas as amostras de milho (n
= 27) da regido norte estavam contaminadas com fumonisinas em concentracoes
de 2,32 a 16,64 pg g, enquanto que, na safra de 1995 houve um decréscimo
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nos niveis de contaminagao (0,57 — 9,97 pg g*) fato que se repetiu na safra de
1997, na qual 21 das 37 amostras estavam contaminadas com concentragdes
de 0,05 - 2,67 pug g. Nas amostras da regido centro sul (n = 27) a frequéncia de
contaminacao foi de 96,3% com niveis de fumonisinas variando de 0,07 — 3,66 pg
g (ONO et al., 2004).

A andlise de amostras de milho (safra de 2003) recém colhido (n = 100)
e de amostras da recepc¢do (n = 200) e da etapa de pré-secagem (n = 90) de
industrias de processamento de milho da regido norte do Estado do Parana,
demonstrou contaminagdo por FB, em todas as etapas avaliadas. Os niveis de
contaminacdo variaram de 0,11 — 12,68 ug g* nas amostras recém-colhidas, 0,10
—11,83 ug gt narecepcdo e 0,02 —-10,98 ug g na etapa de pré-secagem. Quanto
a contaminagdo por FB, as concentragbes foram de 0,01 - 5,26 ug g, 0,02 - 5,25
ug gte 0,07 -7,89 ug g respectivamente (ONO et al., 2008).

Na andlise de amostras de milho (n = 40) provenientes de 10 areas de
agricultura familiar localizadas nas cidades de Esmeraldas, Pedro Leopoldo,
Funilandia e Sete Lagoas, Estado de Minas Gerais, foram detectadas fumonisinas
em 100% das amostras (concentracdo de 230 a 6.450 pg kg?) (QUEIROZ et al.,
2012).

Amostras de milho (n = 63) de diferentes regides da Croacia apresentaram
90% de positividade para fumonisinas (concentragdo média de 1756 g kg?)
(PLEADIN et al., 2013).

AFLATOXINAS

Fungos Produtores

As aflatoxinas constituem um grupo de metabdlitos secundarios toxicos,
descobertos em 1960, apds provocarem um surto de micotoxicose em perus, na
Inglaterra (Turkey-X-disease), associado ao consumo de torta de amendoim na
racdao (BLOUNT, 1961). Milho, amendoim, algodao, cevada, trigo, aveia, feijao,
soja, nozes, figo e tabaco sdao culturas que apresentam maior frequéncia de
contaminacdo (BENNETT; KLICH, 2003; DIENER et al., 1987;).

As aflatoxinas s3ao produzidas por fungos do género Aspergillus,
principalmente pelas espécies A. flavus Link ex Fries e A. parasiticus Speare e
por espécies encontradas em menor frequéncia como A. nomius, A. bombycis,
A. ochraceoroseus e A. pseudotamarii (GOTO; WICKLOW; ITO, 1996; KLICH et al.,

2000; PETERSON et al., 2001).
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Na natureza, A. flavus é um dos fungos saprdéfitas mais abundantes e
amplamente distribuidos no mundo. Mais de 90% da contaminagao com
aflatoxinas em milho e algoddo sdo causadas por essa espécie (DIENER et
al., 1987). Cresce em ampla faixa de temperatura (12 a 48°C) sendo que as
temperaturas 6timas de crescimento situam-se entre 28 a 37°C. Apresenta-se
predominantemente na forma de fungo filamentoso originando, sob condi¢des
adversas, como seca e escassez de nutrientes, esclerécios como estrutura de
resisténcia (BENNET et al., 1986; COTTY, 1988).

O processodeinfec¢aodomilho porA. flavus, pode ocorrervia contaminagao
dos estigmas da planta por conidios carreados pelo vento ou por insetos ou,
qguando as condi¢cdes ambientais forem favordveis, o fungo pode colonizar
diretamente sementes e espigas aderindo-se as suas superficies ou por meio de
ferimentos causados por insetos (CAST, 2003).

Biossintese

Dentre os 16 andlogos estruturalmente relacionados, as quatro principais
aflatoxinas sdo B, (AFB,), B, (AFB,) G, (AFG,) e G, (AFG,) sendo a AFB, e AFG, as mais
comumente encontradas em produtos agricolas (GOLDBLATT, 1971) (Figura 3). A
AFB, € o analogo mais frequente em substratos vegetais e o mais toxico, seguido
por G, B, e G, com toxicidades de aproximadamente 50, 20 e 10% em relagdo
a AFB,, respectivamente (LEESON; DIAZ; SUMMERS, 1995). Adicionalmente, em
leite e derivados, a aflatoxina M, produto da metabolizagdo da AFB, por animais
lactantes, é a forma de maior ocorréncia (Van EGMOND, 1989).

As aflatoxinas sdo bisfuranos que podem conter anéis diidrofurano (AFB,
e AFG,) ou tetraidrofurano (AFB, e AFG,) ligados a uma cumarina substituida
(CAST, 2003) (Fig. 3). As aflatoxinas da série B sdo caracterizadas por apresentar
fluorescéncia azul (425nm) e as da série G, fluorescéncia verde (540nm), sob
radiacao ultravioleta. Esta propriedade é amplamente utilizada para a deteccao
de cepas aflatoxigénicas bem como para deteccao de aflatoxinas. No entanto,
devido a possivel presenca de metabdlitos fluorescentes sintetizados por
outros fungos, é recomendavel utilizar métodos baseados na fluorescéncia
das aflatoxinas em conjunto com métodos de separacdao adequados, como as
cromatografias em camada delgada (CCD) e liquida de alta eficiéncia (CLAE) (DO;
CHOI, 2007).

A via biossintética das aflatoxinas inicia-se com a conversao de acetato e
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malonilCoAaumaunidadehexanoiliniciadora, pelaagadodeumaenzimaacidograxo
sintase. Essa é subsequentemente estendida, pela agdo de uma policetida sintase,
originando o acido norsolorinico decacetida que é o primeiro precursor estavel na
biossintese das aflatoxinas. O policetideo sofre, entdo, aproximadamente de 12 a
17 transformacgdes enzimdaticas originando uma série de intermediarios como a
averantina, 5’-hidroxiaverantina, averufanina, averufina, 1’-hidroxiversicolorona,
acetato versiconal, versiconal e versicolorina B. Posteriormente, a via divide-se
originando as aflatoxinas B, e G, a partir da dimetilesterigmatocistina (DMST), e
as AFB, e AFG, a partir da diidrodimetilesterigmatocistina (DHDMST) (SWEENEY;
DOBSON, 1998).

Figura 3 - Estrutura das aflatoxinas (Com permissdo do CAST, 2003 para a reprodugdo).

A contaminacgao das culturas com aflatoxinas pode ocorrer tanto no campo,
geralmente quando ocorre estresse hidrico, quanto durante a estocagem sob
temperatura elevada e baixa umidade (BENNETT; KLICH, 2003). As temperaturas
Otimas para sintese de aflatoxinas situam-se entre 25 a 30°C, sendo que, em
milho, altas temperaturas e estresse hidrico (umidade dos grdos abaixo de 32%)
sao fatores que contribuem para o aumento nos niveis de contaminagao. No
entanto, a producao de aflatoxinas pode ocorrer em condi¢cOes de até 15% de
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umidade. Outro fator que pode contribuir para contaminagao com altos niveis
dessas toxinas é a injuria causada nos graos pela agao de insetos, como por
exemplo, a broca europeia do milho (Ostrinia nubilalis), uma vez que favorece
tanto a colonizacdo da espiga pelo fungo bem como sua desidratacao (CAST,
2003).

Mecanismo de Agao

As aflatoxinas estdao associadas a toxicidade e carcinogenicidade em
animais e seres humanos (PEERS; LINSELL, 1973) sendo classificadas pela IARC
como carcinégenos do grupo 1, i.e., carcinogénico para seres humanos (IARC,
2002). A AFB, € considerada o mais potente carcinégeno natural conhecido e,
usualmente, é o andlogo produzido em maior quantidade pelas cepas toxigénicas
(SQUIRE, 1981).

Os efeitos toxicos e carcinogénicos da AFB, sdo manifestados somente
apos sua metabolizacdo, nos hepatdcitos, pela monoxigenase citocromo P-450
dependente (CYP). Essa enzima catalisa o metabolismo oxidativo da AFB,,
resultando na formacdo de varios derivados hidroxilados como a AFM, (mais
prevalente), AFQ e AFP_, que possuem menor toxicidade, bem como a formagdo
do AFB -8,9-epdxido (AFBO), que é altamente reativo. O efeito carcinogénico
e mutagénico da AFB, é atribuido a afinidade eletrofilica do AFBO pelo DNA e
proteinas resultando na formacao de dois adutos macromoleculares principais o
AFB_-N’-guanina com o DNA e o AFB,-lisina com a albumina do soro (COULOMBE,
1993; NEAL et al., 1987; WANG et al., 1996).

A AFB, pode, também, ser reduzida por enzimas citosdlicas soluveis
NADPH-dependentes originando o aflatoxicol, o qual, devido a reversibilidade
desta reagdo, € considerado uma forma de estoque de AFB,. Outros dois
metabdlitos relativamente atdxicos, porém produzidos em menor quantidade,
sdo o aflatoxicol M, e aflatoxicol H, (COULOMBE, 1993; WANG et al., 1996).

Os adutos AFB -N’-Gua podem causar uma muta¢do somdtica pontual no
gene TP53, na terceira base do cdédon 249, acarretando uma transversao GC
para TA. Essa mutagao provoca a substituicao de uma arginina por uma serina na
proteina p53 que possui acdo “supressora de tumor” (SMELA et al., 2001). Sendo
assim, se o dano ao DNA for grave, os mecanismos dependentes da p53 podem
iniciar apoptose conduzindo a morte celular. A mutacdo somatica no gene TP53
esta intimamente associada ao risco de desenvolver cancer de figado, sugerindo
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gue mecanismos dependentes da p53 normalmente agem para preservar a
integridade genémica (KIRK et al., 2005). Adicionalmente, a AFB, pode atuar
como alquilante do DNA resultando na formacdo de sitios apurinicos devido a
perda de bases nitrogenadas, e, pode induzir a formacao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) as quais promovem a oxidacdo do DNA (CHU; SAFFHIL, 1983;
GUIDON; BERDARD; MASSEY, 2007).

Efeitos Toxicologicos em Aves

O figado é o 6rgdao mais afetado pela AFB1. As lesGes primarias a esse orgao
incluem necrose hemorragica, infiltracdo de acidos graxos e proliferacdo de
dutos biliares, sendo que, em patos e ratos a regido periportal é o principal sitio
de acdo da toxina (COULOMBE, 1993).

As aflatoxinas podem provocar doencgas hepaticas, alteracdes nas taxas
de crescimento, efeitos mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos em varias
espécies de animais, especialmente em aves domésticas (PIER, 1973; OLUBUYIDE,
1992).

Os efeitos toéxicos das aflatoxinas sdo dependentes da dose e do tempo de
exposicao, determinando, assim, intoxicacdes agudas ou cronicas. A sindrome
toxica aguda ocorre pela ingestdao de alimentos com alta concentracao de
aflatoxina, sendo os efeitos observados em curto espaco de tempo. Caracteriza-
se principalmente pelo comprometimento do estado geral do animal, perda de
apetite, hepatite aguda, ictericia, hemorragias e morte. Na aflatoxicose cronica,
gue ocorre de modo geral, a partir da ingestao de alimentos contaminados
com baixos niveis de aflatoxinas por um longo periodo de tempo, o sinal clinico
mais evidente é a diminuicdo da taxa de crescimento dos animais jovens e
imunossupressao (LEESON; DIAZ; SUMMERS, 1995). Essa doenc¢a constitui a
principal forma de intoxicagdo em condi¢des naturais, ocasionando grandes
perdas econOmicas (PIER, 1992).

Pintinhos com 2 dias de idade (n = 60) tratados, via oral, com 50 e 100 ug
Kg* de AFB, de peso corpéreo, durante 3 semanas, apresentaram decréscimo
nos niveis de colesterol e glicose plasmatica e da resisténcia do fémur a ruptura,
e, aumento no peso e do conteudo lipidico do figado no tratamento com a
maior dose. Nos dois tratamentos foram observados decréscimos nos niveis de
albumina sérica, zinco, manganés e cobre hepdticos e de aminodacidos livres no

plasma (MAURICE; BODINE; REHRER, 1983).
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Perus (n = 48), 3 meses e meio de idade, tratados com 100, 200 e 400 ug
Kg* de aflatoxinas totais de racao durante 2 semanas apresentaram decréscimo
no consumo de ra¢do e no ganho de peso. Além disso, apresentaram alteracdes
nas enzimas hepaticas e na resposta imune celular (QUIST et al., 2000).

Em pintinhos (n = 40) tratados com 200, 400 e 800 ug Kg* de AFB, por 35
dias, foram verificadas lesdes no figado e rim em todos os tratamentos. Os sinais
clinicos observados foram diminui¢ao do peso corporal no tratamento com a
maior dose (SKLAN; KLIPPER; FRIEDMAN, 2001).

No estudo de Salle et al. (2001) foram determinadas as concentracdes de
aflatoxinas em figados de frangos de corte (n =432), com desenvolvimento abaixo
da média do lote, provenientes de uma integracao avicola (24 criadores) do Rio
Grande do Sul. As concentragGes variaram de 0,54 ug Kg* a 2,41 ug Kg?, sendo
que, conforme o aumento no tempo de estocagem do alimento foi observado
aumento nas concentracdes de aflatoxinas.

Galinhas poedeiras (n = 96) brancas de linhagem comercial (Babcock), com
16 semanas de idade, tratadas com 100, 300 e 500 ug AFB, Kg™ de racdo, durante
8 semanas, apresentaram diminuicao no consumo de ra¢ao (tratamento com 100
ug AFB, Kg* de ragdo) e no ganho de peso (tratamentos com 300 e 500 pg AFB,
Kg* de racdo). No entanto, a produtividade e a qualidade dos ovos ndo foram
afetadas (OLIVEIRA et al., 2001).

Codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) (n = 256), com 5 semanas
de idade, submetidas a tratamentos com 25, 50 e 100 pg AFB, Kg* de ragdo,
durante 168 dias, apresentaram alteragcdes como vacuolizacdao das células
hepaticas e infiltracdo de acidos graxos, no figado. Nos tratamentos com as
maiores doses, foram observadas diminuicdo no consumo de ragdao e no peso
dos ovos (OLIVEIRA et al., 2002). Em estudo semelhante, as codornas (n = 24)
submetidas ao tratamento com a maior dose apresentaram diminui¢cdao no peso
relativo do figado e, adicionalmente, nas aves tratadas com 50 e 100 pg AFB,
Kg* de racdo foram observadas lesGes hepaticas caracterizadas por degeneracdo
vacuolar macrogoticular, desarranjo trabecular e hiperplasia de células de
ductos biliares, que constituem indicadores de toxicidade cronica nessa espécie
(OLIVEIRA et al., 2004).

Em estudo de administragdo oral de AFB, e FB,, pintinhos (n = 350), com 21
dias de idade, foram submetidos a tratamentos com 10 mg de FB,; 50 ug AFB,; 50
ug AFB, + 10 mg de FB ; 350 ug AFB ; 350 ug AFB_+ 10 mg de FB; 2.450 ug AFB ;
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e 2.450 pg AFB, + 10 mg de FB, Kg™* de ragdo, durante 21 dias. Comparado com
0 grupo controle, a porcentagem de heteréfilos diminuiu nos grupos tratados
com 50 pg AFB, + 10 mg de FB, e 2.450 pg AFB, ou em combinagdo com FB..
Altas porcentagens de linfdcitos foram detectadas nas aves que receberam 50 ug
AFB_+ 10 mg de FB, 350 ug AFB, + 10 mg de FB, e 2.450 ug AFB, + 10 mg de FB,
Kg™. O ultimo tratamento também ocasionou decréscimo nos niveis de albumina
plasmatica. O figado das aves tratadas com AFB, apresentou areas de necrose e
de infiltrados inflamatérios e os animais que receberam ragdao contendo somente
FB, apresentaram hiperplasia e fibrose do ducto biliar e infiltragdo mononuclear
acompanhada de desarranjo trabecular. Em contraste, nos tratamentos com as
duas toxinas foi observada degeneracdo hepatica vacuolar e glomerulonefrite.
Residuos de FB, foram detectados no figado e na excreta de todos os grupos
tratados com a toxina em concentragdes variando de 0,013 a 0,051 mg Kg* e de
1,19 a 2,79 mg Kg*, respectivamente (Del BIANCHI et al., 2005).

Em outro estudo com pintinhos (n = 240), 1 dia de idade, tratados com 3
mg Kg! aflatoxinas de racdo (83% de AFB; 9,5% de AFB,; 4,2% de AFG,; e 3,3%
de AFG,), durante 42 dias, foi observada diminui¢cdo no consumo de ragdo e
no ganho de peso das aves, redu¢cdao em 33,81% da massa das penas, aumento
no peso do coragao e figado. As alteragdes histopatolégicas observadas foram
degeneragado hepatica, com reagao proliferativa ductal e hiperplasica dos ductos
biliares, deplecao linféide nas bursas, e nos rins, hemorragias multifocais e
intensa degeneracdo gordurosa na forma de microvacuolizacdo em células de
alguns tubulos renais (GIACOMINI et al., 2006).

Salwa e Anwer (2009) em estudo com galinhas poedeiras White Leghorn
(n = 40), com 32 semanas de idade, tratadas com 25, 50 e 100 ug AFB, Kg* de
ragao por 60 dias, ndo observaram altera¢ao na produgao e peso dos ovos, no
entanto, o consumo de racdo diminuiu nas aves tratadas com as maiores doses.
Adicionalmente, foi determinada a concentracdo de AFB, presente nos ovos do
1° ao 7° dia de tratamento, apds 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias de tratamento e sua
estabilidade apds o cozimento (5, 10, 15 e 20 minutos). A toxina foi detectada
a partir do 10° dia em concentracdes variando de 0,03 a 0,09 pg Kg* sendo
qgue o cozimento por 20 minutos resultou na redug¢ao de no maximo 1% nas
concentragdes de AFB,.

No Brasil, o limite maximo tolerado de aflatoxinas, segundo o Grupo de
Trabalho para Micotoxinas do MAPA é de 20 ug Kg™ (AFB, + AFB, + AFG, + AFG,)

g
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para ra¢ao destinada a alimentag¢ao animal e a bovinos em lactagao, exceto para
ruminantes adultos; e de 10 ug Kg™ para ragdes, concentrados e outros alimentos
completos para animais de todas as espécies nas fases pré-inicial e inicial (BRASIL,
2006). Nos Estados Unidos, segundo a FDA (2001), e na Unido Européia esse
limite, para aves maduras, é de 100 ug Kg* (somatdrio dos 4 analdgos) e 20 pg
Kg* (AFB,), respectivamente (FAO, 2003; EUROPEAN COMMISSION, 2011).

Ocorréncia de Aflatoxinas

Amostras de milho (n = 80), destinado a producdo de racdo para aves,
coletadas em duas fabricas localizadas nos municipios de Conceicdo da Feira e
Entre Rios, Estado da Bahia, no periodo de fevereiro de 2005 a janeiro de 2006,
apresentaram 10% de frequéncia de contaminagdo com AFB, em concentragdes
de 1a5 ugKg?* (ALMEIDA et al., 2009).

Rossi et al. (2013) avaliaram a contaminacdo por aflatoxinas em 95
amostras destinadas a alimentacdo de galinhas poedeiras, coletadas da Fazenda
Experimental da Universidade Estadual de Londrina. As aflatoxinas foram
detectadas em 69,7% das amostras em concentragdes variando de 2,3 a 48,44
ng g*(média de 9,61 ng g).

A avaliagdo de 35 amostras de ragao peletizada destinada a alimentagao de
frangos de corte que foram coletadas de fabricas daregidao de Rio Cuarto, Provincia
de Cdérdoba, Argentina, mostrou que 20% das amostras estavam contaminadas
por AFB, com concentragbes variando de 1,92 a 2,2 ug Kg* (ASTORECA et al.,
2011).

Kana et al. (2013) avaliaram 201 amostras de milho, farelo de amendoim
e racdo de frangos de corte e de galinhas poedeiras de Camardes quanto a
contaminagdo por AFB,. Foram detectadas AFB_ em 9,1% (7/77) das amostras de
milho com concentragdes variando de 2 a 42 pg Kg' (média de 1,0 ug Kg') e em
100% (41/41) das amostras de farelo de amendoim com concentragées variando
de 39 a 950 ug Kg*(média de 161,4 ug Kg*). As amostras de racdo de frangos de
corte e de galinhas poedeiras mostraram contaminagdo em 93,3% (28/30) e em
83% (44/53) com niveis médios de 11,1 e 6,6 ug Kg*, respectivamente.

OCRATOXINA A

Fungos Produtores
Aocratoxina A(OTA) é um metabdlito secundario téxico produzido porfungos
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dos géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp. que contaminam principalmente
culturas de cereais como milho, trigo, cevada, centeio e aveia, bem como graos de
café, cacau, frutas secas e uva (LARSEN, SVENDSEN; SMEDSGAARD, 2001; VARGA
et al., 1996). Aspergillus westerdijkiae e Aspergillus steynii, duas novas espécies
de Aspergillus sp. tem sido consideradas as principais espécies produtoras, uma
vez que produziram maiores niveis de ocratoxina A em relacao ao Aspergillus
ochraceus, considerado como o principal produtor por um longo periodo de
tempo (CAST, 2003; GIL-SERNA et al., 2011).

Aspergillus westerdijikiae, A. steynii e A. ochraceus, principais produtoras de
OTA pertencentes a secao Circumdati, apresentam crescimento em temperaturas
entre 24 —31°C e altos valores de a (0,95 —0,99). Essas espécies fungicas podem
contaminar os cereais, sendo mais importantes em frutas secas estocadas,
castanhas, café e cacau (CABANAS et al., 2008; GIL-SERNA et al., 2011).

O segundo grupo de Aspergillus ocratoxigénicos, Aspergillus section
Nigri, sendo Aspergillus carbonarius o principal representante, contaminam
principalmente produtos tropicais e subtropicais, principalmente na fase de
maturacao de frutas, especialmente uvas (ABARCA et al., 1994). Recentemente,
foirelatado que em temperaturas entre 20e35°Cea de 0,98, ocorre crescimento
e producao de OTA por A. niger e A. carbonarius em milho em apenas 5 dias
(ALBORCH et al., 2011). A capacidade de outras espécies em produzir OTA, como
A. awamori e A. japonicus, tem sido relatada (DALCERO et al., 2002; MAGNOLI et
al., 2003).

Entre as espécies de Penicillium sp., P. verrucosum e P. nordicum sao as
principais espécies produtoras de OTA. (CABANES, BRAGULAT, CATELLA, 2010).
As condi¢des 6timas para o crescimento e producao de OTA por Penicillium
verrucosum sdo de 20°C e 0,95 de a , sendo estas condi¢des geralmente
encontradas em regides de clima temperado, como o Norte da Europa e
Canada, ocasionalmente na regido do Mediterraneo, como Espanha, ltalia,
Franca e Portugal (CAIRS-FULLER, ALDRED, MAGAN, 2005). Nessas regides, P.
verrucosum desenvolve-se principalmente em cereais armazenados que nao
foram adequadamente secos (ALDRED; CAIRS-FULLER; MAGAN, 2008; JOINT
FAO/WHO, 1999).

A ocorréncia de OTA ndo é restrita somente a matérias-primas, mas também
em produtos processados, devido a sua estabilidade térmica (BULLERMAN;
BIANCHINI, 2007). OTA foi detectada em produtos derivados de cereais, como
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alimentos infantis, cervejas (ARAGUAS et al., 2005), café processado (BATISTA et
al., 2009), pimentas secas (JALILI; JINAP, 2011), vinhos e sucos de uvas (BATILLANI;
PIETRI, 2002), pdo fabricado com trigo contaminado com OTA (SCUDAMORE;
BANKS; MACDONALD, 2003) e rac¢dOes (BEG et al., 2006).

O risco a saude humana existe ndo somente por meio do consumo de
produtos de origem vegetal contaminados, mas também de origem animal,
como carne de frango e suino, salsichas e leite, devido a transferéncia de OTA
para os tecidos (DUARTE; LINO; PENA, 2011).

Biossintese

A OTA, quimicamente descrita 7-[L-B-fenilalanil carbonil] carboxil-5-cloro-8
hidroxi-3,4 diidro-3R metil isocumarina), é uma diidroisocumarina ligada ao
aminoacido L-fenilalanina, na posi¢ao 7-carbonila, através de uma ligacao amida
(Figura 4) (CAST, 2003). Apresenta polaridade média, sendo solivel em solventes
organicos polares e solugao aquosa bicarbonatada, mas fracamente soluvel
em agua. Além disso, é caracterizada pela presenca de grupos croméforos com
propriedades fluorescentes sob luz UV a 335 nm. O grupo carboxil da fenilalanina
nado estd ligado, razdo pela qual a OTA é fracamente acida (pKa 7,1) (VALENTA,
1998).

Ao menos 20 diferentes andlogos de ocratoxinas foram caracterizados,
como as ocratoxinas A, B, C, a, B, metiléster de OTa, 4-hidroxi-OTA, sendo a
ocratoxina A a mais toxica e de ocorréncia natural (XIAO et al., 1995). A presenca
do atomo de cloro em um dos anéis diidroisocumarinicos da estrutura da OTA
contribui para a sua atividade tdxica. A ocratoxina B, que contém um hidrogénio
ao invés do atomo de cloro, é aproximadamente dez vezes menos toxica que a
OTA, enquanto que os produtos da hidrélise da OTA e da ocratoxina B, a ocratoxina
a e B, respectivamente, ndo sao téxicas (XIAO et al., 1996).

A via biossintética da OTA nao esta completamente esclarecida. No
entanto, estudos utilizando C-14 e C-13 marcados demonstraram que o0s
precursores da ocratoxina A sdo a fenilalanina e a diidroisocumarina, derivados
da via do chiquimato e da via pentacetida, respectivamente. A primeira etapa
da via consiste na formacao de uma cadeia policetida isocumarinica por meio
da condensacao de uma molécula de acetato (acetil-Coenzima A) com quatro
moléculas de malonato. Na proxima etapa, a cadeia policetida € modificada por
meio da formag¢ao de um anel lactona e da adigao de um grupo carboxil derivado
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de S-metilmetionina e formato de sddio. Subsequentemente, o &tomo de cloro
é incorporado pela acao da cloroperoxidase (formacdo de ocratoxina a), e,
finalmente, a ocratoxina A sintase catalisa a ligacao de fenilalanina a ocratoxina
a, formando a OTA (HARRIS; MANTLE, 2001; YAMAZAKI; MAEBAYASHI; MIYAKI,
1971).

Figura 4 - Estrutura da ocratoxina A e ocratoxina B (Com permissao do CAST, 2003 para reproducdo).

Mecanismo de A¢ao

Os efeitos téxicos da OTA sdo atribuidos principalmente ao detrimento
do metabolismo das proteinas. A estrutura da OTA é similar a molécula de
fenilalanina e, consequentemente, compete com a fenilalanina pelos sitios
de ligacdo das enzimas fenilalanina-tRNA sintase e da fenilalanina hidroxilase,
inibindo a sintese de proteinas, causando a perda de peso, redu¢ao da conversao
alimentar, diminuicao da producao de ovos, entre outros. Esta competicao
também causa hipoproteinemia e hipoalbuminemia, ainda mais agravadas pela
deplecado renal de albumina causada pelos danos renais relacionados a OTA.
A alteracao do metabolismo das proteinas eventualmente pode causar um
aumento da susceptibilidade a varias infec¢des. Além disso, devido a inibicao da
sintese de proteinas, a OTA também afeta indiretamente a atividade de varias
outras enzimas, como a fosfoenolpiruvato carboxilase citosdlica, enzima chave
na gliconeogénese, alterando o metabolismo dos carboidratos (DUARTE; LINO;
PENA, 2011; RINGOT et al., 2006).

A toxicocinética e a toxicodinamica sao os fatores que determinam a
toxicidade da OTA (RINGOT et al., 2006). Ao ser ingerida, a OTA é absorvida
pelo trato gastrointestinal, e ao atingir a corrente sanguinea é ligada, em mais
de 99%, a proteinas plasmaticas (principalmente a albumina - BSA). Esta ligagao
a BSA ocorre em dois sitios, um envolvendo forgas hidrofébicas relacionadas a
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parte isocumarinica da toxina e o outro, envolve os centros catidnicos da BSA
com o ion fenolato da toxina. Esta ligacao prolonga o tempo de meia vida da
OTA no organismo. Uma grande fracdao da OTA sofre excrecao biliar seguida
de reabsorcdo da toxina pelo intestino e reabsor¢cdo pelos tubulos renais,
retornando a circulagdo sanguinea e favorecendo sua redistribuicdo a diferentes
tecidos (FUCHS; HULTA, 1992). A reabsor¢ao nos tubulos proximal e distal causa
acumulacao de OTA nos tecidos renais, resultando na alta susceptibilidade do
rim aos danos causados por OTA (DUARTE; LINO; PENA, 2011). O mecanismo de
toxicidade e carcinogenicidade de OTA ndo estd totalmente esclarecido e existem
resultados controversos sobre o mecanismo de acdo (MALLY; HARD; DEKANT,
2007). De acordo com Aleo, Wyatt e Schnellmann (1991) a nefrotoxicidade da
OTA pode estar relacionada com a disfungcdo mitocondrial que causa escassez
de energia gerando espécies reativas de oxigénio. Em ratos, a nefrotoxidade foi
caracterizada por poliuria e alteragdes histopatoldgicas nos epitélios dos tubulos
proximais, sendo que a patologia de OTA é geralmente restrita a medula externa
e consiste na desorganizacdao do arranjo dos tubulos e na degeneracao celular
(MALLY et al., 2005).

A concentracdo de OTA nos tecidos e no sangue depende da espécie animal,
da dose administrada, da composicao da alimentacdo, bem como do estado de
saude do animal. Os principais tecidos nos quais a OTA se acumula sao rim, figado,
musculo, tecido adiposo e também tem sido encontrada no leite (FERRUFINO-
GUARDIA et al., 2000; RINGOT et al., 2006).

Efeitos Toxicologicos em Aves

A OTA tem sido relacionada a diversas micotoxicoses humanas e animais. Os
efeitos toxicos incluem nefrotoxicidade, hepatotoxicidade (KUIPPER-GODMAN;
SCOOT, 1989), teratogenicidade (WANGIKAR et al., 2004), imunotoxicidade
(ELAROISSE et al., 2006) e carcinogenicidade. Além disso, é classificada como
possivelmente carcinogénica para seres humanos (categoria 2B) pelo IARC(1993).

O primeiro relato de nefropatia relacionada com a ingestdao de OTA ocorreu
em aves. De 14 aves avaliadas, quatro apresentaram nefropatia caracterizada
por atrofia e degeneracao dos tubulos proximais e distais, bem como fibrose
intersticial (ELLING et al., 1975).

Nos Estados Unidos, Hamilton et al. (1982) descreveram episddios de
ocratoxicoses em perus, galinhas poedeiras e frangos de corte. As trés espécies de
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aves desenvolveram nefropatia, sendo que os perus apresentaram mortalidade
acima de 59%, as galinhas poedeiras reduziram a producao de ovos e os frangos
de corte apresentaram reducdo do ganho de peso e da conversao alimentar.

Além disso, em aves, a OTA aumenta a susceptibilidade e agrava o quadro
clinicopatoldégico em caso de coccidioses (STOEV; KOYNARSKY; MANTLE, 2002),
salmoneloses (GUPTA et al., 2008) e colibacilloses (KUMAR et al., 2004). Frangos
de corte alimentados com ragdo artificialmente contaminada com OTA (800 ug Kg’
1) durante cinco semanas, apresentaram redugdo do peso corpéreo, do consumo
de racdo, além de diminuicdo da taxa de conversdo alimentar e aumento da
mortalidade (ELAROISSE et al., 2006).

Sakthivelan e Rao (2010) contaminaram racdes destinada a frangos de corte
com OTA em concentragdes de 1000 a 2000 pg Kg* e também relataram reducao
da taxa de crescimento, da ingestao de ragao, da conversao alimentar, além da
reducdo de proteinas séricas e albumina.

Em pintos alimentados com racdao contaminada artificialmente com 5000
ug Kg! de OTA ocorreram efeitos degenerativos em figado e rim, mudancas
degenerativas e deplecao de células em 6rgaos linfoides, degeneracao e edemas
em cérebro. Além disso, ocorreram hemorragias musculares e adenocarcinoma
de figado e rim (STOEV, 2010).

Em seres humanos, a OTA tem sido relacionada com tumores de bexiga e
do trato urinario e com a nefropatia endémica dos Balkans, condicao envolvendo
uma nefropatia crénica progressiva na regido préxima ao Rio Danubio,
abrangendo parte da Bulgdria, Roménia e lugosldvia (PETKOVA-BOCHAROVA;
CHERNOZEMSKI; CASTEGNARO, 1998; PFOHL-LESZKOWICZ et al., 2002).

Devido aos efeitos téxicos causados pela OTA, a European Commission
(2006 b) recomendou o limite maximo tolerdvel de 250 ug Kg* para cereais e
produtos de cereais destinados a alimentac¢do animal e de 100 pg Kg'em ragdo
destinada a aves. No Brasil, o Grupo de Trabalho sobre Micotoxinas do MAPA
sugere que o limite maximo tolerado de OTA em rac¢des e concentrados para
frangos de corte seja de 100 pg Kg™ (BRASIL, 2006).
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Ocorréncia de Ocratoxina A

Sekiyama et al. (2005) avaliaram a contaminac¢do por OTA em 121 produtos
derivados de milho destinados ao consumo humano, em Maringda, Estado do
Parana. Os produtos analisados foram milho degerminado (n = 37), farinha de
milho (n =17), flocos de milho (n = 10), sémola de milho (n = 26), pipoca (n = 24)
e farelo (n = 7), sendo que a contaminac¢ao por OTA ocorreu em somente uma
amostra de farinha de milho em concentragdo de 64 pg Kg™.

Rosa et al. (2006) analisaram OTA em 96 amostras de racdo destinadas
a alimentacdo de frangos de corte, coletadas em quatro industrias do Rio de
Janeiro. A OTA foi detectada em 100% das amostras em niveis variando de 1,3 a
80 ug Kg™.

Dalcero et al. (2002) determinaram as concentracdes de OTA em amostras
de ragdo a base de milho para aves coletadas em industrias argentinas, por um
periodo de oito meses (maio de 1999 a abril de 2000). A OTA foi detectada em
apenas trés meses de amostragem (novembro, dezembro e janeiro), sendo que
a frequéncia de contaminagao foi de 38, 25 e 13 %, com concentragao média de
27 ug Kg. Esses resultados mostram a dependéncia do tempo de estocagem
e das condi¢des de temperatura e umidade na producao de OTA, e destacam
a importancia das boas praticas de estocagem para a prevencao da producgao
dessa micotoxina. Além disso, a avaliagao de OTA em matérias-primas estocadas
para uso em racao animal é necessaria a fim de determinar a ocorréncia dessa
micotoxina e seus riscos toxicolégicos.

Jaimez et al. (2004) analisaram OTA em amostras de varios tipos racao (n =
39) e matérias-primas de ragdes (n = 53) (milho, gliten de milho, sementes de
algoddo e de palma). Do total, 14 amostras eram ragdo para aves, 11 amostras
de ragao para bovinos, oito amostras de ragao para galinhas poedeiras e seis
amostras de ra¢dao nao especificada. Das 39 amostras de ragao analisadas, OTA
foi detectada em 13 (33 %) em concentragbes variando de 0,42 a 1,89 ug Kg
!, Nas amostras das matérias-primas, 14 amostras apresentaram contaminagao
por OTA em concentracdo variando de 0,47 a 12,24 ug Kg*. Apenas uma amostra
de milho e uma de semente de algodao estavam contaminadas com OTA acima
de 5 e 10 pg Kg*, respectivamente.

Em estudo realizado por Martins et al. (2012) em Portugal foi avaliada a
contaminagao por OTA em 186 amostras de ragao para galinhas poedeiras. OTA
foi detectada em 12 amostras (6,41 %) com concentracGes de 3 a 4 ug Kg*.

REVIEW / RESENHA

Co-ocorréncia de Micotoxinas em Milho e Ragdes

A contaminacdo de alimentos e racdes pode ocorrer por uma ou mais
micotoxinas potencializando seus efeitos téxicos. Portanto, é essencial a avaliacao
da co-ocorréncia de micotoxinas.

A anilise de 48 amostras de racdes para frangos de corte do municipio
de S3o José do Vale do Rio Preto, Estado do Rio de Janeiro, revelou 97,9% de
positividade para FB,, com concentra¢des variando de 0,3 a 9,1 ug g*. Em 66,7%
das amostras houve co-ocorréncia de FB, e AFB,, que foi detectada em 66,3% das
amostras em concentragdes variando de 2 a 21 ug Kg* (OLIVEIRA, 2006).

Em estudo semelhante, Moreno et al. (2009) avaliaram a co-ocorréncia de
fumonisinas e aflatoxinas em 300 amostras de milho recém colhido da safra 2003
e 2004 do norte do Parana coletadas na recepgao e na fase de pré secagem. Na
safra 2003 foram detectadas fumonisinas em 100% das amostras com médias de
2,54 ugg*(recepcao) e 3,12 ug g™ (pré-secagem). As aflatoxinas foram detectadas
em 8,9% das amostras da recepgao e em 16,7% das amostras de pré-secagem,
com concentragoes médias de 24,1 ug Kg'e 23,4 ug Kg. Por outro lado, na safra
2004, as fumonisinas foram detectadas em 98,9% (média de 1,31 pg g') e 95%
(médiade 1,36 ugg?) dasamostras da recepgao e pré-secagem, respectivamente.
As aflatoxinas foram detectadas em 1,1% das amostras da recepc¢ao (40 ug Kg?) e
em 8,3% das amostras da pré-secagem (35,2 ug Kg*).

Em estudo de Rocha et al. (2009), 200 amostras de milho recém colhido
(ano de 2005) de 4 diferentes regides brasileiras (n = 50 por regido), Varzea
Grande (Estado do Mato Grosso), Nova Odessa (Estado de Sdo Paulo), Santa
Maria (Estado do Rio Grande do Sul) e Oliveira do Campinhos (Estado da Bahia)
foram analisadas quanto a contaminagdo por micotoxinas. As fumonisinas foram
as micotoxinas mais frequentemente detectadas, sendo que 98% das amostras
estavam contaminadas com FB1 e 74,5% com FBl+FBz. Os niveis mais altos foram
detectados nas amostras de Nova Odessa, com concentragdes de FB, e FB,
variando de 0,091 a 9,67 ug g' e 0,017 a 3,06 ug g, respectivamente. Das 200
amostras analisadas, 21 (10,5%) apresentaram contaminagdo por AFB_, 7 (3,5%)
com AFB, e 1 (0,5%) com AFG_ +AFG,. As amostras de Santa Maria foram as que
apresentaram os maiores niveis de contaminag¢ao. Das 50 amostras, 7 estavam
contaminadas com AFB_ (concentra¢Bes variando de 13,7 a 1.393 pg Kg*); 5 com
AFB, (concentragdes = 5,6 a 55,7 ug Kg*); e uma com AFG, (39,2 ug Kg*) + AFG,

(29,7 g Kg') (ROCHA et al., 2009).
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A analise de amostras de racdo para aves (n = 480) coletadas em duas
fabricas do Estado do Rio de Janeiro, no periodo de maio de 2003 a abril de 2004,
revelou que a FB, foi a micotoxina mais frequente, sendo detectada em 97,8%
das amostras (1,5 a 5,5 ug g*), seguida por AFB, (66,7%; 1,2 a 17,5 ug Kg*). Em
64,5% das amostras houve co-ocorréncia de FB, e AFB, (OLIVEIRA et al., 2006).

Machinski et al. (2001) analisaram 110 amostras de 48 cultivares de milho
recém colhido provenientes de diferentes regides do Estado de Sao Paulo, e duas
amostras estavam contaminadas por OTA em concentrag¢des de 128 e 206 ug
Kg!. Adicionalmente, a AFB, foi detectada em 60 amostras, em concentragdes
variando de 6 a 1600 pg Kg™.

Burukova et. al. (2012) analisaram amostras de milho, trigo, arroz, racao
final, farelo de soja, gluten de milho, palha e silagem (n = 1.468), provenientes
de fazendas de pecuaria e de fabricas de ragao animal localizadas em paises da
Asia (China, Jap3o, Coréia do Sul, Taiwan, Malasia, Filipinas, Tailandia, Vietn3,
Indonésia, Sri Lanka, Paquistdo, Bangladesh, india) e Oceania (Nova Zelandia e
Australia). AFB, foi detectada em 30,3% das amostras (concentragdo média de 46
ug kg); AFB, em 17,4% (média =7,3 ug kg*); AFG, em 5,7% (média = 8,8 ug kg*);
AFG, em 2,3% (média = 3,0 ug kg*); FB, em 46,3% (média = 1.093,8 g kg*); FB
em 30,6% (média = 524,1 ug kg?); OTA em 26,0% (média = 6,3 pug kg?).

Amostras de milho (n = 36) coletadas em mercados e em 6 regides da zona
agroecoldgica do Paquistdo apresentaram média de contaminagdo com AFB, de
15,58 pg kg™ (83,3%) e de 3,1 ug kg* de OTA (77,7%) (SHAH et. al., 2010).

Devido aos efeitos toxicos causados por micotoxinas, o seu monitoramento
em alimentos e ragdes é essencial para evitar os riscos a saude humana e animal,
bem como os prejuizos econdémicos.

2

CONSIDERAGOES FINAIS

A presenca de micotoxinas constitui um problema para a industria de
alimentos, ragcdes e produtores de animais que afetatodo o mundo. As micotoxinas
contaminam principalmente os cereais e sdao estaveis ao processamento
térmico dos alimentos, podendo ocorrer em produtos processados. Em aves,
as micotoxinas causam diversos efeitos téxicos, principalmente perda de peso,
diminuicdo da conversdo alimentar, diminuicdo da producao de ovos, além de
efeitos hepatotdxicos, nefrotdxicos e carcinogénicos, acarretando prejuizos para
os produtores de animais.

REVIEW / RESENHA

Os riscos a saude humana existem, ndao somente pela ingestao de cereais e
derivados contaminados, mastambém pela presenga de micotoxinas em produtos
de origem animal, uma vez que as micotoxinas, apds serem metabolizadas
pelo organismo, sao redistribuidas para diferentes tecidos, como os musculos
e ovos. As fumonisinas e a ocratoxina A sao classificadas como possivelmente
carcinogénicas para seres humanos e as aflatoxinas, como carcinogénicas.

Apesar da alta frequéncia de fumonisinas, aflatoxinas e ocratoxina A
em milho e ragdes destinadas a alimentacao de aves, a maioria dos estudos
mostraram baixos niveis de contaminag¢ao, muitas vezes, abaixo do limite
maximo tolerado pela European Commission, FAO e Legislacdo Brasileira. Porém,
a presenca dos baixos niveis de contaminacdo por micotoxinas em ra¢des nao
deve ser negligenciado, uma vez que podem nao causar efeitos toxicos aparentes
em animais, mas podem se acumular no organismo causando efeitos cronicos.

O numero de paises com legislacdo para os limites maximos tolerados de
micotoxinas em alimentos e ragdes tem aumentado significativamente ao longo
dos anos. Em 2003, periodo em que foi realizada a ultima pesquisa sobre os
paises com legislacdo para micotoxinas pelo National Institute for Public Health
and the Environment contratado pela FAO, ao menos 99 paises possuiam limites
regulatdrios para micotoxinas, o que significa um aumento de 30% em relacdo a
1995. Em 1995, aproximadamente, 23% da populacdao mundial vivia em regides
onde nao havia legislagdes vigentes para micotoxinas. Em 2003, esta porcentagem
diminuiu para 13%, devido ao aumento do numero de paises na América
Latina, Europa, Africa, Asia e Oceania com regulamentagao para micotoxinas.
Comparando a situacao em relagdao a 1995, aparentemente em 2003 houve
um aumento no numero de micotoxinas e de matérias-primas e produtos com
limites regulatdrios, enquanto que os limites tolerados permaneceram o mesmo
ou tenderam a diminuir (FAO, 2004).

No Brasil, a Portaria n°7 de 1988 do MAPA (BRASIL, 1988) estabelecia um
limite maximo para aflatoxinas de 50 pg Kg'em milho e em outras matérias-
primas. Contudo, essa Portaria foi revogada pela Instru¢ao Normativa de 2009
do MAPA (BRASIL, 2009), onde foram estabelecidos os padrdes minimos das
matérias-primas empregadas na alimentagao animal. Porém, essa Instrugcao
Normativa ndao determina os limites para as micotoxinas. Em 2006, o MAPA
criou o Grupo de Trabalho sobre Micotoxinas (BRASIL, 2006) que recomendou
os limites maximos tolerados para micotoxinas em ra¢ao animal. O limite para
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aflatoxinas, com essa nova proposta, diminuiu para 20 ug Kg'e, além disso, foram
recomendados também os limites para as fumonisinas e a ocratoxina A, que
anteriormente ndo existiam no Brasil. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA) por meio da Resolugdo RDC 07/2011 (BRASIL, 2011) estabeleceu
limites maximos tolerados para micotoxinas destinada a alimentacdao humana. A
implementacao da Resolucao devera obedecer um cronograma, sendo que em
2012, ja foram implementados os limites maximos tolerados de micotoxinas em
alguns alimentos e em até 2016 serdao implementados limites mais rigorosos.

As legislagOes para micotoxinas estao cada vez mais rigorosas e alguns paises
importadores podem banir ou restringir a importacao de alguns produtos ou
matérias-primas. Portanto, os paises exportadores estdo se adequando as novas
exigéncias internacionais sobre os limites maximos tolerados de micotoxinas,
visando a manutenc¢dao do mercado de seus produtos. Os efeitos econdémicos
causados pela diminuicdo dos limites maximos tolerados de micotoxinas sao
dificeis de prever. Contudo, os efeitos econdmicos nem sempre sdao negativos e
os limites mais rigorosos podem beneficiar os paises exportadores, uma vez que
podem comercializar produtos de alta qualidade.

Considerando a alta frequéncia de contaminacdo das ragdes por
fumonisinas, aflatoxinas e ocratoxina A, estudos de monitoramento aliados a
métodos eficientes de prevencdao da contaminagao natural por micotoxinas
tanto no milho quanto durante o processamento de ragdes sao essenciais para
minimizar os riscos a saude, aumentar a produtividade e assegurar a qualidade
da carne, ovos e produtos derivados de frango.
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