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RESUMO

Alguns fungos séo capazes de produzir metabdlitos secundarios denominados
micotoxinas. Crescem rapidamente durante as fases de cultivo, colheita, secagem,
transporte e estocagem de cereais sob condi¢gdes favoraveis de temperatura,
atividade de agua e teor de umidade, pH, grau de contaminag&o, composi¢ao
quimica dos alimentos, taxa de oxigenagao, condigdes fisicas dos graos e presenga
de artropodes. As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por algumas
cepas de fungos do género Aspergillus, principalmente das espécies A. flavus e A.
parasiticus. Tém sido encontradas frequentemente em amendoim, milho, feijio,
ragées. Também tem sido encontrada no arroz, um cereal que faz parte do habito
alimentar do brasileiro. A partir do conhecimento dos riscos a saude decorrentes da
presenca de aflatoxinas em alimentos, foi realizado um levantamento para aflatoxina
B1 (AFB4) em arroz beneficiado polido tipo I, destinado ao consumo pelos militares
do Exército Brasileiro. As amostras foram coletadas no armazém do 5 ° Batalhdo de
Suprimento do Exército Brasileiro, Curitiba (Pr) no periodo de novembro de 2003 a
fevereiro de 2004 e avaliada a ocorréncia de aflatoxinas By, B,, Gy e G, utilizando-
se as técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Do total de 30 amostras analisadas por cromatografia em
camada delgada, ngo foi verificada em nenhuma a presenca de aflatoxinas com um
limite de 3 pg/ Kg para este método. De 26 amostras analisadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, 6 (23,07%) apresentaram positividade para aflatoxina
B1(AFB1) com niveis entre 0,54 e 2,04 ug/kg e 1 (3,84%) apresentou presenca de
aflatoxina B, (AFB;) com 1,84 ug/kg, com limite de quantificacdo de 0,5 ug/kg
encontrado para este método. Este trabalho teve por objetivo contribuir ndo s6 com
o0 controle de qualidade dos alimentos consumidos pelos militares da 5° Regido
Militar do Exeército Brasileiro no que se refere ao controle dos niveis de aflatoxinas,
como comparar as técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Palavras-chave: aflatoxinas, arroz, micotoxina, cromatografia em camada delgada,
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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ABSTRACT

Some fungi are able to develop secondary metabolites called mycotoxins. They grow
quickly during breeding stage, harvest, drying, transport and stocking under ideal
conditions of temperature, water activity and humidity, hidrogenionic potential,
contamination degree, food chemical composition, oxygen rate, physical conditions of
the grain and presence of arthropods. The aflatoxins are secondary metabolites
produced by some strains of Aspergillus ssp, mainly A.flavus and A.parasiticus
species. They have been found in peanut, maize, bean, feeds and rice, being the last
one, one of the most popular items in Brazilian meals. Due to the danger for health
resulted from the presence of aflatoxins in foods, had been achieved a mycotoxins
lifiting in benefited polished rice type 1, used by Brazilian army. The samples were
collected at “5° Batalh&o de Suprimento” (army departament) from November 2003 to
febuary 2004 when the incidence of aflatoxins B¢, B,, G; and G, was measured, by
thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography
(HPLC) methods. A total of 30 samples were tested performed by tlc, no aflatoxin
detected. From a total of 26 samples, were performed by high performance liquid
chromatography, 6 (23,07%) presented positive results for aflatoxin B, with 0,54 —
2,04 ug/kg and, 1 (3,84%) presented a positive result for aflatoxins B, with 1,84
Ho/kg. This work compared the thin layer chromatography and high performance
liquid chromatography techniques and contributes for the quality control of the foods
to be consumed by militaries in the Brazilian army, concerning the control of the
aflatoxins levels.

Keys word: aflatoxins, rice, mycotoxins, thin layer chromatography, high performance
liquid chromatography
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1 INTRODUGCAO

Alguns fungos sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios toxicos e,
algumas vezes cancerigenos tanto para o homem como para animais. Segundo
FONSECA (2003), os fungos, bolores ou mofos podem diminuir o valor nutritivo das
proteinas, por hidrdlise das mesmas, no amendoim e na soja, além de prejudicar
seriamente o0 aspecto externo dos alimentos. Esses fungos sdo chamados
toxigénicos e os metabolitos sdo denominados micotoxinas (SABINO et al., 1982).

Segundo BOEING (1999), os fungos, para se desenvolverem e produzirem
micotoxinas necessitam de condigdes favoraveis, sendo os fatores mais importantes
a temperatura, atividade de agua e teor de umidade, pH, composicdo quimica do
alimento, taxa de oxigenacdo, periodo de armazenagem, grau de contaminagao
fungica, condicbes fisicas dos grdos ou sementes, artropodes e interagcéo
microbiana. No que se refere a atividade de agua, o minimo para o desenvolvimento
dos fungos toxigénicos & de 0,76 (MALLOZI; CORREA, 1998). Os fungos
desenvolvem-se em produtos cuja atividade de agua varia de 0,65 a 0,90 e teor de
umidade dos gréos na faixa de 14 a 22 %. Por isto, na conservagao de gréos é
empregado o processo de secagem, o qual visa reduzir o teor de umidade dos
produtos em niveis que a atividade de agua n&o propicie a proliferacdo de fungos
(SILVA, 2003).

O Aspergillus e o Penicillium s&o conhecidos como fungos de estocagem e,
sob condi¢Oes ideais, crescem rapidamente durante as fases de cultivo, colheita,
secagem, transporte e estocagem. As micotoxinas s&o produzidas principalmente
por fungos filamentosos de estruturas miceliais; sdo metabdlitos secundarios que
nao tém significado bioquimico no crescimento e desenvolvimento fungico e, nem
todos esses metabdlitos secundarios sdo toxicos bem como, nem todos os fungos
sdo toxicos (OGIDO, 2003). Os fatores que contribuem para a presenga ou producéo
de micotoxinas em alimentos e ragdes incluem estocagem, meio ambiente e as
condicbes ecologicas. Muitas vezes, a maior parte destes fatores, esta acima da
capacidade de controle humano.

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios, produzidos por algumas cepas
de fungos do género Aspergillus, principalmente das espécies A. flavus e A.

parasiticus, 0s quais se desenvolvem naturalmente em produtos alimenticios, e tém



sido frequentemente encontrados em milho, amendoim, feijdo, arroz e trigo,
sementes de algod&o, sorgo, especiarias, ragdes e frutas (CORREA, 2000).

Os fatores que afetam a magnitude da toxicidade em humanos ou animais
que consomem alimentos ou ragbes contaminadas com micotoxinas,
respectivamente, sdo a especie, mecanismo e modo de agdo e metabolismo.

Os mecanismos e a forma de agdo mudam entre espécies e as vezes entre
individuos. Um exemplo sdo as aflatoxinas que s&o conhecidas por se ligarem ao
DNA e induzir efeitos mutagénicos e carcinogénicos em ratos; no entanto a
diminui¢cdo da fungado das células T e a imunidade celular sdo formas de acédo das
aflatoxinas em bovinos, ovinos e suinos. (HUSSEIN e BRASEL, 2001).

Metabolismo e mecanismos de defesa s&o fatores de importante
entendimento da toxicidade de micotoxinas por espécies ou individualmente. A
especificidade de mecanismos semelhantes € bem demonstrada com significados
diferentes entre ruminantes e nao ruminantes no que se refere as micotoxinas.
Estudos “in vitro” demonstram a habilidade da microbiota ruminal em degradar as
micotoxinas. (HUSSEIN e BRASEL, 2001).

Em saude animal, varias espécies domeésticas e de experimentagdo sao
sensiveis aos seus efeitos tdxicos agudos, mutagénicos, carcinogénicos e
teratogénicos, sendo o figado o principal érgéo atingido (OSWEILER, 1990).

S&o conhecidos, atualmente, 17 compostos similares designados pelo termo
aflatoxina, porém, os principais tipos de interesse meédico-sanitario sdo identificados
como By, Bz, Gy e G,. Estes compostos caracterizam-se pela elevada toxicidade que
apresentam (ROSA, 1995).

A aflatoxina By (AFB4) € a que apresenta maior poder toxigénico, seguida de
G4, B2 e G, (COULOMBE, 1991).

De modo analogo, em saude publica, as aflatoxinas tém sido identificadas
como fatores envolvidos na etiologia do cancer hepatico no homem, conseqliente a
ingestdo de alimentos contaminados.

Na ultima década, intensas pesquisas contribuiram para melhor caracterizar
os possiveis efeitos das aflatoxinas sobre a saude humana, com destaque para os
experimentos sobre a atividade bioldgica da AFB4 nas células hepaticas, no ambito

molecular, e sua aplicagdo em estudos populacionais.



Hoje, esta bem reconhecido que as micotoxicoses (doencas causadas por
micotoxinas) foram responsaveis por importantes epidemias em homens e animais,
ao menos durante os tempos histéricos recentes. As mais importantes foram o
‘ergotismo”, que matou dezenas de milhares de pessoas na Europa nos ultimos
1000 anos; a aleucia toxica alimentar (ATA), que foi responsavel pela morte de
milhares de pessoas na antiga Unido Soviética, na década de 30 e a aflatoxicose,
que matou 100.000 perus jovens na Inglaterra em 1960 e tem causado morte e
doengas em muitos outros animais e, provavelmente, também no homem
(ANDRADE, 2004).

A conscientizagdo dos produtores de alimentos e as agdes de vigilancia
sanitaria permanentes sdo essenciais para diminuir a exposicdo humana a esses
compostos e prevenir doengas crbnicas advindas dessa exposicdo (CALDAS,
SILVA; OLIVEIRA, 2002).

Os cereais sdo facilmente colonizados por fungos patogénicos,
proporcionados pelas condigdes favoraveis ao fungo no campo, depois da colheita e
durante a estocagem (GALVANO et al., 2005).

O arroz € um cereal que faz parte do habito alimentar do brasileiro, o que se
confirma pelo alto consumo, considerando suas diferentes formas.

O fato de o arroz ser um alimento de consumo quase diario, pela maioria da
populagao brasileira, torna importante o conhecimento dos niveis de contaminagao
fungica e a identificacdo dos mesmos, para posterior avaliagdo das possiveis causas
de contaminacdo, dos riscos a saude do consumidor e possivelmente tomada de
medidas efetivas no sentido de garantir a seguranca alimentar da populagao
(NUNES et al., 2003).

Segundo PEREIRA, CARVALHO e PRADO (2002), a presenga de fungos no
arroz e na manteiga de cacau afeta a qualidade, promovendo a descoloragdo, € no
café produzem aromas desagradaveis.

Varias pesquisas sobre micotoxinas em arroz vém sendo realizadas em
diversos paises, porém, no Brasil sdo poucas as ocorréncias relatadas com niveis e
incidéncias baixos.

A disponibilidade de um método sensivel e confiavel & um fator chave para o
baixo nivel detectado de aflatoxinas em arroz (LIPIGORNSON; ALIl; YOSHIZAWA,
2003).



Dados anteriores sobre a contaminagdo com aflatoxinas na maioria dos
paises asiaticos, incluindo o arroz, s&o feitos por cromatografia em camada delgada
(CCD), metodo com limite de deteccao relativamente alto (LIPIGORNSON; ALLI;
YOSHIZAWA, 2003).

Com vistas ao conhecimento de micotoxinas em alimentos, estudos visando
aprimorar a metodologia para sua deteccdo e quantificagdo s&o sem duvida
necessarios (SIMIONATO; ASTRAY; SYLOS, 2003).

O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia e quantificar aflatoxinas
em arroz beneficiado consumido por militares da 5° Regido Militar do Exército
Brasileiro através de cromatografia em camada delgada (CCD) e por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICOTOXINAS

Micotoxina &€ o termo usado para descrever substancias toxicas formadas
durante o crescimento de fungos (mofo, bolor), o que esta associado a mudancgas na
natureza fisica do alimento no sabor, odor e aparéncia (BOEING, 1999).

O termo micotoxinas deriva da palavra grega Mikes, que significa fungo, e da palavra
latina toxicum, que significa veneno. Portanto, micotoxina é a toxina produzida por
fungos (SCUSSEL, 1998).

As micotoxinas de grande significado em saude publica e agricultura incluem
as aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona, fumonisinas e os alcaldides
de ergots. Essas toxinas s&o responsaveis por prejuizos de milhdes de doblares
anuais em saude humana, animal e produtos agricolas (HUSSEIN e BRASEL,
2001). A Food and Agriculture Organization, estimou entre 5 e 10 % o total de
alimentos perdidos no mundo anualmente por fungos e micotoxinas (DUXBURY,
2004).

Em 1993, a Agéncia Internacional para pesquisa do cancer da Organizagéo
Mundial da Saude (WHO - IARC1993), avaliou o potencial cancerigeno das
aflatoxinas, ocratoxinas, tricothecenes, zearalenona e fumonisinas. As aflatoxinas
foram classificadas como cancerigenos para humanos (grupo 1), enquanto as
ocratoxinas e fumonisinas foram classificadas como possiveis cancerigenos (grupo
2B). Tricotecenos e zearalenona, no entanto, ndo estio classificados como
carcinégenos humanos.

Doengas em humanos e animais resultantes do consumo de micotoxinas
s&o chamadas de micotoxicoses. Os efeitos em animais domeésticos incluem: reacéo
alérgica, baixo indice reprodutivo, perda de apetite, emagrecimento,
imunossupressio, baixa conversdo alimentar, desenvolvimento de tumores e
mortalidade. Os 6rgdos mais afetados s&do o figado, rins, cérebro, musculos e
sistema nervoso.

Segundo CORREA (2000), os microfungos podem produzir trés tipos gerais

de manifestagdes clinicas no homem e animais:



a) infecgdes ou doengas decorrentes da invasao de um tecido vivo;

b) alergias ou reagdes de hipersensibilidade;

c) toxicoses — intoxicagdes resultantes da ingestdo de alimentos ou ragdes

contendo metabdlitos toxicos.

O conhecimento sobre a contaminagdo por micotoxinas no Brasil ainda esta
direcionado para aflatoxinas e as culturas mais estudadas sdo o amendoim e o milho
(SABINO, 1995).

Os fungos produtores de micotoxinas sdo sapréfitos habituais do solo, ar e
quando o meio ambiente é propicio, colonizam diversos substratos (FREITAS e
BADOLATO, 1992) e, dando-se condi¢cbes necessarias para o crescimento fungico e
producdo de micotoxinas, os produtos agricolas podem ser contaminados no campo,
apos a colheita, no transporte e armazenamento (CORREA, 2000).

Segundo TANAKA (2001), varios fungos podem permanecer associados as
sementes de milho durante o armazenamento, causando deterioragdo ou se
mantendo viaveis. As toxinas ja produzidas podem permanecer no alimento mesmo
apdés a morte do fungo, e se apresenta em alimentos onde ndo sio verificadas
alteracdes visiveis (AMADO, 2003).

2.2 AFLATOXINAS

As aflatoxinas formam o grupo de toxinas fungicas mais estudadas até hoje,
sendo sua importancia originaria dos anos 60 quando uma grande mortalidade de
perus na Inglaterra, denominada “doenga X dos perus” foi relacionada com o farelo
de amendoim importado do Brasil.

Os principais fungos aflatoxigenos s&o Aspergillus flavus e o Aspergillus
parasiticus e, segundo BATISTA et al. (2002), eventualmente, A. nomius. As
amostras isoladas de A. flavus geralmente produzem aflatoxinas B4 e B, e as de A.
parasiticus, com frequéncia s&o produtoras de aflatoxinas B4, B,, G; e G..
Eventualmente, alguns fungos isolados destas duas espécies podem produzir
aflatoxina M € Ba,.

Através de estudo de prevaléncia, a contaminagdo de grdos por fungos

aflatoxigénicos por A. flavus € predominante sobre o A. parasiticus e sua produgéo é



favorecida por temperaturas entre 23-26°C e umidade relativa do ar acima de 75%,
sendo que a umidade relativa do ar acima de 85% e temperatura em torno de 27° C
favorece o crescimento e a produgéo de aflatoxinas por fungos toxigénicos (PRADO;
MATOS; PEREIRA, 1989).

As aflatoxinas tém ponto de fusdo alto, sdo estaveis ao calor sendo
decompostas a temperatura de cerca de 220 °C (SCUSSEL, 1984).

2.2.1 Natureza Quimica

As aflatoxinas sdo bisfuranocumarinas derivadas de um decacetideo, pela
via biosintética dos policetideos, no qual a unidade C, é perdida durante a formacao
dos anéis bisfuranos (SMITH; MOSS, 1985).

Estes compostos heterociclicos sao caracterizados como aflatoxinas B4, By,
Gy, G2 e séo distinguiveis cromatograficamente por suas fluorescéncias azuis (B de
“Blue”) para aflatoxinas By e B, e verdes (G de“Green”) para aflatoxinas G, e G;
quando observados sob luz ultravioleta a 365 nm.

A série G das aflatoxinas difere quimicamente da série B pela presenca de
um anel 3-lactona, no lugar do anel ciclopentenona. Uma dupla ligagdo 8, 9 é
encontrada na forma de um éter vinil no anel terminal furano nas aflatoxinas B e Gy,
mas ndo em B, e G,. Essas variagbes que diferem as aflatoxinas estruturalmente
estdo associadas também a suas atividades, sendo as aflatoxinas B, e G
carcinogénicas e consideravelmente mais téxicas que B, e G, (JAIMEZ et al., 2000).

A aflatoxina M; € um biotransformado da aflatoxina B¢, formada através do
processo de hidroxilagdo, produzindo assim um derivado hidrossoluvel, o que
possibilita a sua excrecdo por fluidos corporais. E considerado um potente
hepatocarcinogénico e sua contaminagcdo em leite para consumo humano tem
recebido grande importancia em saude publica.

A figura 1 apresenta as estruturas quimicas das aflatoxinas B4, B,, Gy, G,
M.



FIGURA 1 - ESTRUTURA QUIMICA DAS AFLATOXINAS
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FONTE: FONSECA, 2003.

GONCALVES et al. (1997), em estudos sobre carcinoma hepatocelular no
Brasil, concluiram que investigagdes futuras serdo necessarias para se estudar a
presenca de outros possiveis fatores etiologicos, como as aflatoxinas, tendo em vista
as condicdes climaticas favoraveis a contaminagdo alimentar com fungos na maioria
das regides do Brasil.

Mamiferos que ingerem produtos contaminados com aflatoxinas B, (AFB,)

excretam pequenas quantidades de aflatoxina M;(AFM;) no leite (PRADO et al,
2001).



2.3 METABOLISMO HEPATICO DA AFLATOXINA B,

As aflatoxinas ingeridas, substancias lipofilicas e de baixo peso molecular,
s80 quase totalmente absorvidas por difusdo passiva no intestino, passando para a
corrente sanguinea (MELLO; NASCIMENTO e OLIVEIRA, 1999). A AFB; ingerida
por mamiferos &€ absorvida e metabolizada a nivel hepatico conforme demonstra a
figura 2. Os microssomos do sistema misto oxidase (MFO), sdo compostos por
enzimas do citocromo p 450 e, segundo KLEIN et al. (2000) por 6 diferentes tipos de
citocromos (citocromo P-450 1A2, 2A3, 2B7, 2K1 e 3A3/4). Sdo hemoproteinas
localizadas na membrana do reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos e constituem
parte do processo de detoxicagcdo de xenobioticos. Possuem a fungdo de converter
estas moléculas em compostos mais hidrossoluveis e conjugados com o acido
glicurénico, a carbonatos e sulfatos, exceto o aflatoxicol (ROSA, 1995). Entretanto,
durante este mesmo processo, pelo sistema enzimatico, ocorre 0 que se chama
“ativacdo metabolica®, onde compostos altamente reativos e nucleofilicos, com
atividade toxica semelhante a precursora AFB¢ s&o formados. Segundo HUSSEIN e
BRASEL (2001), a forma pura da AFBs n&o é mutagénica e é biotransformada,
sendo quatro os metabdlitos formados: AFP¢; AFB,; epoxido (toxico, mutagénico e
carcinogénico); aflatoxicol e AFM, (toxica).

A AFBs — epdxido ao se ligar com o DNA, modifica sua estrutura e sua
atividade biologica desencadeando os efeitos mutagénicos e carcinogénicos da
AFB;4. A formac&o de adutos ocorre através da ligagdo com guaninas da molécula de
DNA, na posicdo N7, ao nivel do codon 249 do gene supressor de tumores p 53
(OGIDO, 2003). Esta ocorréncia é caracteristica de varios carcinomas, sobretudo

hepaticos.
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FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DE ABSORCAO, DISTRIBUICAO E EXCRECAQO DAS

AFLATOXINAS
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A aflatoxina My tem sido detectada em leite de vacas, ovelhas e cabras que
consumiram alimentos contaminados com Aflatoxinas B4 (SMITH e MOSS, 1985). A
ingestao da aflatoxina diminui a producéo de leite, a producéo e eclodibilidade dos
ovos, passa para o leite (1 a 3% da toxina ingerida) e, por conseguinte, passa para o
queijo, iogurte etc (ANDRADE, 2004).

Dentre os possiveis alimentos nos quais a aflatoxina pode ser detectada, o
leite humano merece destaque. Pode veicular aflatoxina My, decorrente do
metabolismo do organismo materno, o que pode acarretar problemas a saude do
lactente (PADUA, SILVEIRA, MARTINS, 2002).

A aflatoxina My pode ser detectada no leite e na urina de vacas alimentadas
com ragdo contendo aflatoxinas em até 48 horas apos a ingestdo de AFB4, nao
sendo mais detectada a partir do quarto dia. Desse modo, 0 animal que consome
podera eliminar, imediatamente, através do leite, a aflatoxina M;, "milk toxin”, que é
bastante perigosa para animais jovens aos quais o leite é destinado, e também aos
humanos, que apresentam grande sensibilidade as aflatoxinas (PADUA, SILVEIRA,
MARTINS, 2002).

2.4 MECANISMOS DE TOXICIDADE DA AFLATOXINA B

A aflatoxina B¢ (AFB;), principal metabdlico produzido por fungos do género
Aspergillus, manifesta seus efeitos téxicos apds conversdo hepatica em AFB;
epoxido, o qual reage com macromoléculas celulares, incluindo proteinas, RNA
(4cido ribonucleico) e DNA (acido desoxirribonucléico). A reagdo com o DNA ocorre
através da ligacdo com guaninas, ao nivel do codon 249, do gene supressor de
tumores p53, como citado anteriormente.

Em seres humanos, estudos de biomonitoramento individual de derivados
AFB; N7 guanina tem demonstrado que as aflatoxinas constituem importantes fatores
de risco, com uma provavel interacédo sinergistica com o virus da hepatite B, para o
desenvolvimento do carcinoma hepatocelular em populag¢des expostas (OLIVEIRA e
GERMANO, 1997).

A absor¢cdo das aflatoxinas ocorre no trato gastro-intestinal e sua

biotransformagcdo ocorrem primariamente no figado (OGIDO, 2003). A
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biotransformagéo da AFB4, particularmente, tem sido estudada com maior interesse,
uma vez que guarda estreita relagdo com seus mecanismos de agao toxica.

Existe atualmente consenso entre grande numero de especialistas, de que a
AFB €, na verdade, um proé-carcinogénico, o qual requer ativagdo metabodlica para
manifestar seus efeitos téxicos (OGIDO, 2003; OLIVEIRA e GERMANO, 1997).

A figura 3 apresenta um esquema de metabolismo hepatico das aflatoxina
By. A aflatoxina B4 através do sistema microssomal hepatico sofre “ativacéo
metabdlica“ formando metabdlitos com atividades tdéxicas ao organismo humano e

animal.

FIGURA 3 - METABOLISMO HEPATICO DA AFLATOXINA B;

AFLATOXINA B

F N

sistema enzimatico sistema
microssomal do < > redutase
figado citoplasmético —> aflatoxicol
v l l v
epoxidagao hidratagao hidroxilagdo o-dimetilagao

l l l

AFB, ep6xido de AFB;, AFM, AFQ,

aflatoxina
l v v
ligagao covalen- inibicao de enzima leite E)fcregéo_ na
te com DNA ovos bile e urina
Efeito: Imunossupressédo redugéo
mutagénico de sintese protéica inibe
teratogénico fatores da coagulagéo
carcinogénico sanguinea

FONTE: ADAPTADO DE ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 1983



13

2.5 CARCINOGENICIDADE DA AFLATOXINA B;

2.5.1 Estudos em Animais

A carcinogénese hepatica representa o mais importante efeito de toxicidade
crbnica das aflatoxinas. Esta capacidade tem sido demonstrada extensivamente,
sobretudo em relagdo a AFB4, em muitas espécies animais, incluindo peixes, aves,
roedores, carnivoros e primatas (OLIVEIRA e GERMANO, 1997). Nestes animais, a
AFB; induz a formacéo de carcinoma hepatocelular (CHC), mesmo quando ingerida
em quantidades muito baixas, o que permite considera-la como um dos mais
potentes hepatocarcinbgenos naturais. Embora o figado seja o alvo primario, o
desenvolvimento de tumores em outros 6rgdos, como pancreas e intestino tem sido
observado em animais alimentados com rag¢des contendo aflatoxinas (OLIVEIRA e
GERMANO, 1997).

Existem inumeros estudos sobre a carcinogenicidade da AFB1 em diferentes
espécies animais, sendo que diversas revisdes encontram-se publicadas (OLIVEIRA
e GERMANO, 1997). A dose efetiva de AFB; ingerida para a indugcido de tumores
hepaticos varia amplamente entre as espécies, de modo similar ao que ocorre em
relacdo a toxicidade aguda. MELLO, NASCIMENTO e OLIVEIRA (1999) relataram
um surto de intoxicagdo por aflatoxina B, presente em polpa citrica peletizada (5
ppm) em 150 bovinos confinados, com quadro de diarréia sanguinolenta,
desidratacdo e epistaxe, finalizando com 18 mortes.

Peixes e aves sao extremamente sensiveis, e a dose efetiva para a indugao
de hepatomas situa-se entre 10 - 30 ug/kg de AFB4 na dieta, e os suinos estio entre
as espécies mais sensiveis as micotoxinas (HUSSEIN e BRASEL, 2001). Contudo, a
sensibilidade é particularmente variavel entre os roedores, sendo que os ratos
respondem a niveis de 15 - 1.000 pg/kg de AFB, na dieta, enquanto que certas
linhagens de camundongos n&o apresentam nenhuma resposta em doses de até
150.000 pg/kg. Para a maioria das espécies estudadas, a sensibilidade é
acentuadamente maior nos machos do que nas fémeas (OLIVEIRA e GERMANO,
1997).
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A comparagdo quantitativa da poténcia carcinogénica da AFB; entre as
espécies animais pode ser facilitada pelo calculo estatistico da dose média para a

producédo de tumores (DTsp), expressa em pg/kg peso corpoéreo /dia.

2.5.2 Carcinogenicidade para a Espécie Humana

O carcinoma hepatocelular (CHC) € uma das neoplasias malignas mais
comuns em todo o mundo (CARREIRO, 2004), apresentando, porém, uma
acentuada variagdo geografica no que concerne a incidéncia, com predominio em
alguns paises da Africa, Asia e ilhas do Pacifico. A incidéncia do CHC é maior nos
homens do que nas mulheres, predominantemente na faixa etaria de 30 - 50 anos.
Entre os paises com maior incidéncia, destacam-se Mocgambique, Zimbabwe,
Etiopia, China (costa sudoeste) e Taiwan. Os paises com incidéncia intermediaria
sdo Swazilandia, Japdo e os da parte central e sudoeste da Europa (OLIVEIRA e
GERMANO, 1997).

Aproximadamente 250.000 mortes s&o causadas por CHC anualmente na
China e na Africa sub-saarica e sdo atribuidas aos fatores de risco entre os quais as
aflatoxinas e o virus da hepatite B (HUSSEIN e BRASEL, 2001). As diferencas
extremas observadas na incidéncia do CHC entre os diversos paises sugerem o
envolvimento de fatores ambientais em sua etiologia. Dentre os fatores identificados,
0s que apresentam maior importancia sdo as aflatoxinas e o virus da hepatite B
(HBV) (HARRIS, 1991).

Diversos autores tém reportado a presenca de aflatoxinas no soro e em
biopsias de figado de pacientes com céncer hepatico (OLIVEIRA e GERMANO,
1997).

HAAS (2000) pesquisou a presenca de marcadores biologicos para
aflatoxina B4, em residentes da cidade de S&o Paulo e realizou levantamento da
ocorréncia de carcinoma hepatocelular em pacientes de hospitais de S&o Paulo e
Santa Catarina. Todas as amostras avaliadas apresentaram niveis do aduto AFB1-
Lys (aduto de AFB1-Lys por mg de albumina sérica) oscilando de 3 a 57 pg/mg, com
teor meédio de 14,9 pg/mg. Estudos experimentais demonstram que a formagao de

adutos AFBs — DNA é diretamente proporcional a dose de AFB; ingerida, e a indugao
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de tumores hepaticos em animais expostos (CHOY', citado por OLIVEIRA e
GERMANO, 1997, p. 422)

Entretanto, a hipotese de que a ingestdo de aflatoxinas constitui fator de
risco para o CHC no homem €& melhor amparada por evidéncias experimentais e
epidemiolégicas (OLIVEIRA e GERMANO, 1997). As experimentais derivam da
extrapolagdo para o homem, dos resultados obtidos em estudos de
biotransformagdo, mutagenicidade e carcinogenicidade em animais e em
preparagdes in vitro.

A Tabela 1 apresenta os resultados de alguns trabalhos, onde se demonstra
a associacgao estatistica entre a incidéncia de cancer hepatico e o grau de exposi¢ao

as aflatoxinas.

TABELA 1 - RELACAO ENTRE A INGESTAO DE AFLATOXINA B; (AFBy),
EXCLUIDAS OUTRA CAUSAS, E A INCIDENCIA DE CHC, EM
PAISES DA AFRICA E ASIA

Pais Ingestao de AFB1 Incidéncia de CHC
(ng/ kg pc / dia) (100000/ano)
Kénia 3,5 1,2
5,9 2,5
10,0 40
Mogambique 20,3 59
38,6 5,0
77,7 12,1
86,9 9,0
87,7 15,5
131,4 17,7
183,7 14,0
China 21,0 175,4
157,0 182,2
1232,0 288,5
3545,0 613,5

CHC: carcinoma hepatocelular
pg/kg de peso corpdreo por dia
FONTE: OLIVEIRA e GERMANO, 1997.

Em 1987 a “Agéncia Internacional para Pesquisa do Céancer" (IARC) da

Organizag¢do Mundial da Saude (OMS), concluiu que existiam evidéncias suficientes

! CHOY, W. N. A review of the dose — response induction of DNA adducts by aflatoxins By,
and its implications to quantitative cancer-risks assessment. Mutation Research, v. 296, p.181-98,
1993.
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para considerar a AFB, como fator etiologico do cancer hepatico em populagbes
humanas (OLIVEIRA e GERMANO, 1997).

Segundo OLIVEIRA e GERMANO (1997), apesar da consisténcia dos dados
apresentados na tabela 2, ndo existe, até o presente, uma caracterizagdo completa
da relagdo dose-resposta para as aflatoxinas no homem. Isto se deve, entre outras
causas, ao fato de que, nos estudos epidemiologicos, o grau de exposicdo n&o é
preciso, uma vez que foi estimado a partir dos niveis de contaminagao por AFB; na
dieta das populacgdes, e ndo na dose efetivamente ingerida individualmente, tal como
ocorre em animais submetidos a experimentagéo.

A comprovagao cientifica do envolvimento das aflatoxinas na etiologia do
cancer hepatico, no homem, ¢ dificultada pelo fato de que, em sua grande maioria,
os estudos epidemiologicos foram realizados em areas onde a infecgdo pelo HBV é
endémica e, também, correlacionada a incidéncia do CHC (STOLOFF, 1987).

O HBV é considerado o principal fator de risco para o cancer hepatico em
certas populagbes, como a de Taiwan. Nesse pais, estudos prospectivos
demonstraram que existe uma alta incidéncia do CHC em portadores de HBV
(OLIVEIRA e GERMANO, 1997).

Existem evidéncias de que outras doengas, como a sindrome de Reye e o
kwashiorkor, também estejam associadas as aflatoxinas O kwashiokor é uma
afeccdo que mata milhdes de criangas nos paises subdesenvolvidos, e pode ser
causado por uma inadequacgéo proteico-calorico da dieta. Todavia, pesquisadores
tém apresentado a hipdtese de que o kwashiokor pode resultar da intoxicagao aguda
por aflatoxinas (SCUSSEL, 1998).

KOBACAS et al. (2003) pesquisaram os efeitos da aflatoxina By no
desenvolvimento do kwashiokor em camundongos e concluiram que deve haver
contribuicdo da aflatoxina B no desenvolvimento do kwashiokor.

Apesar da intensa discussao sobre este assunto, a tendéncia atual entre os
pesquisadores, de modo geral, é considerar a etiologia do cancer hepatico como
multifatorial, com uma provavel interagao sinergistica entre as aflatoxinas, atuando
como iniciadoras do processo cancerigeno, e o HBV, o qual teria um efeito promotor
sobre o desenvolvimento do tumor (OLIVEIRA e GERMANO, 1997).
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2.6 AFLATOXINAS EM ALIMENTOS

2.6.1 Ocorréncia

A exposicdo humana a micotoxinas pelo consumo de alimento contaminado
€ questio de saude publica no mundo todo. Programas de monitoramento dos niveis
de contaminagdo de alimentos por micotoxinas sdo essenciais para estabelecer
prioridades em ac¢des de vigilancia sanitaria. No Brasil, as aflatoxinas sdo as unicas
micotoxinas cujos niveis maximos em alimentos estdo previstos na legislagcido. Este
limite é comparavel aos estabelecidos por outros paises e recomendado pela
Organizagdo Mundial da Saude e pela Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura
(WHO/FAOQO, 1998).

Niveis elevados de contaminagdo tém sido encontrados em amendoim e
derivados. Por ultrapassarem o0s niveis maximos permitidos pela legislagao
brasileira, podem significar fator de risco para a populagdo que 0s consome
regularmente.

A alta incidéncia de aflatoxinas em amendoim encontrada no Brasil se deve
principalmente as tradicionais praticas de colheita, secagem e armazenamento
utilizado pelos produtores. SABINO et al. (1995), mostraram que a contaminagéo por
aflatoxinas em amendoim continua um problema sério no Brasil e que se deve levar
em conta além das condi¢bes climaticas (umidade e altas temperaturas), as praticas
de agricultura e as condi¢des de estocagem.

Condicbes de alta umidade e temperatura aumentam a probabilidade de
desenvolvimento do Aspergillus e de produgéo de aflatoxinas, situagcdo agravada no
periodo chuvoso. A biodeterioragdo de sementes e grdos, no campo e durante o
armazenamento, limita o acondicionamento seguro e o valor nutricional desses
alimentos.

Os fungos e insetos sdo provavelmente 0os mais importantes organismos que
provocam deterioragdo. Eles podem afetar cor, odor, sabor, valor nutricional, bem
como produzir micotoxinas, como as aflatoxinas.

O amendoim é um produto agricola importante para a agricultura brasileira,
porém, € muito suscetivel a contaminagdo por bolores, inclusive os toxigénicos.

Atualmente o valor do amendoim € depreciado pela presenca das aflatoxinas, em
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virtude dos danos que podem causar a saude. Segundo MORAES et al. (2003), o
cultivo desse produto ficou praticamente com os pequenos produtores, persistindo o
sistema rudimentar de plantio e colheita sendo, o Brasil freqUentemente notificado
pelos paises da Unido Européia sobre problemas de contaminagéo acima dos limites
estabelecidos pela regulamentagdo n° 1525 (EUROPEAN..., 1998). Por isso,
meétodos de descontaminacdo estdo sendo cada vez mais estudados a fim de
diminuir os niveis da toxina em lotes contaminados.

ZOVICO et al. (1999) realizaram, em amendoim, a separagdo dos gréos
contaminados dos graos sadios atraves de equipamentos de selegao eletrénica pela
cor, seguida ou n&do por selecdo manual para avaliar a eficiéncia da selegao
eletrénica nas condicbes em que as cerealistas preparadoras brasileiras trabalham
normalmente. Avaliaram se ocorre uma efetiva descontaminacgéo de lotes comerciais
de amendoim "in natura" contaminados com aflatoxinas e concluiram que o processo
de selegdo estudado n&o diminuiu substancialmente os niveis iniciais médios de
aflatoxinas em lotes menos contaminados.

PRADO et al. (1999) verificaram resisténcia de quatro genétipos de
amendoim a produgéo de aflatoxina By por Aspergillus flavus e concluiram que é
necessario conhecer melhor as variagbes como as observadas nos genotipos VRR-
245 e 2117, em funcéo da cepa de Aspergillus utilizada, do seu potencial toxigénico,
do processo de inoculagdo em si e das condi¢des de cultivo e colheita.

BATISTA et al. (2002) pesquisaram formas termolisadas e vivas de
leveduras na redugdo de toxicidade causada por aflatoxinas e concluiram que as
leveduras termolisadas foram incapazes de suprimir os efeitos das aflatoxinas e que,
as leveduras vivas foram capazes de reduzir os efeitos promovidos por aflatoxinas.

COSTA e SCUSSEL (2002) pesquisaram fungos toxigénicos em feijao
(Phaseolus vulgaris L.), classes preto e cores, cultivados em diferentes regides do
Estado de Santa Catarina. A m<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>