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RESUMO

Na década de sessenta com o surto de uma doenca hepética aguda em perus, filhotes de patos e
em outras aves, iniciaram-se pesquisas com a intoxicacdo por aflatoxinas em animais de
laboratério. Apds confirmacdo do potencial hepatotoxico das aflatoxinas ficou também
evidenciado o risco que representam a saude Unica. Os fungos produtores de aflatoxinas sdo
capazes de se desenvolver em diversos alimentos, principalmente em cereais. As cepas de
Aspergillus flavus produzem apenas aflatoxinas B1 e B2, cepas de Aspergillus parasiticus
podem produzir aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. Todas as aflatoxinas sdo carcinogénicas, sendo
as aflatoxinas B1 e M1 relacionadas a hepatocarcinogénese. Animais e humanos podem
apresentar aflatoxicose ao consumirem alimentos contaminados por alguma destas toxinas.
Apos a ingestdo, as toxinas sdo absorvidas e metabolizadas no figado, resultando na producéo
de metabdlitos menos tdxicos como a AFML1 que é excretada no leite, urina, fezes e bile. A
intoxicacdo aguda estd associada a sinais como dor abdominal, diarreia, vomito e edema
pulmonar, podendo evoluir para o 6bito. A intoxicacdo cronica esta relacionada a ma-nutricao,
imunossupressao, atraso no crescimento, reducao no desempenho reprodutivo, cirrose hepética
e carcinoma hepatocelular. Os individuos intoxicados podem apresentar anemia leve, alteracdes
das enzimas hepéticas com elevacdo da gama glutamil transferase (GGT), aspartato
transaminase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e dos acidos
biliares. A albumina sérica pode estar diminuida, assim como a relagdo albumina:globulina.
Atualmente, existem técnicas de controle quimico ou descontaminacdo que podem ser
eficientes, no entanto, o uso restrito e sustentavel de fungicidas e o aumento da demanda dos
consumidores por alimentos livres de residuos, requer o estudo de alternativas para o controle
de fungos e consequentemente de micotoxinas. Por isso, tem-se investido em técnicas que
evitem a contaminacao, no uso de controle biolégico e de adsorventes. Diante das implicaces
para a saude Unica e importancia econémica das aflatoxicoses, torna-se relevante o estudo
continuo sobre este tema. Além da conscientizacdo da populacdo sobre as formas de
contaminacdo, desenvolvimento de testes de deteccdo que sejam eficientes e rapidos, bem como
a implementacao de estratégias de controle e prevencdo que sejam aplicaveis e Uteis.

Palavras-chave: Aflatoxicose. Aspergillus. Carcinoma hepatocelular. Micotoxina.
Toxicologia.



ABSTRACT

In the 1960s, with the outbreak of acute liver disease in turkeys, ducklings and other birds,
research began on aflatoxin poisoning in laboratory animals. After confirming the hepatotoxic
potential of aflatoxins, the risk they pose to human health was also highlighted. Aflatoxin-
producing fungi are capable of developing in a variety of foods, especially cereals. Strains of
Aspergillus flavus produce only aflatoxins B1 and B2, while strains of Aspergillus parasiticus
can produce aflatoxins B1, B2, G1 and G2. All aflatoxins are carcinogenic, with aflatoxins B1
and M1 being related to hepatocarcinogenesis. Animals and humans can develop aflatoxicosis
when consuming food contaminated by any of these toxins. After ingestion, toxins are absorbed
and metabolized in the liver, resulting in the production of less toxic metabolites such as AFM1,
which is excreted in milk, urine, feces and bile. Acute poisoning is associated with signs such
as abdominal pain, diarrhea, vomiting and pulmonary edema, and may progress to death.
Chronic poisoning is related to malnutrition, immunosuppression, growth retardation, reduced
reproductive performance, liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Poisoned individuals
may present mild anemia, alterations in liver enzymes with elevation of gamma glutamyl
transferase (GGT), aspartate transaminase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline
phosphatase (AP) and bile acids. Serum albumin may be decreased, as well as the
albumin:globulin ratio. Currently, there are chemical control or decontamination techniques
that can be efficient. However, the restricted and sustainable use of fungicides and the increased
consumer demand for residue-free foods require the study of alternatives for the control of fungi
and consequently of mycotoxins. Therefore, investments have been made in techniques that
avoid contamination, in the use of biological control and adsorbents. Given the implications for
unique health and economic importance of aflatoxicosis, continued study on this topic is
relevant. In addition to raising awareness among the population about the forms of
contamination, the development of detection tests that are efficient and rapid, as well as the
implementation of control and prevention strategies that are applicable and useful.

Keywords: Aflatoxicosis. Aspergillus. Hepatocellular carcinoma. Mycotoxin. Toxicology.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura morfoldgica do fungo do género Aspergillus ..........ccccceevvevveiciiecnenne 22
Figura 2 — Estrutura quimica da Aflatoxina B1 € ML ........ccccccoveiiiiiiiiise e 23
Figura 3 — Variacdo regional das taxas de incidéncia de CHC em ambos os sexos e em todas
S TAIXAS BLAITAS ..viveeiieieiesie sttt bbbt bbb enes 25
Figura 4 - Formas de contaminacdo humana pelas aflatoxinas Bl e M1.........cccccooceviveiieennnne 27
Figura 5 - Corte histoldgico hepético de bezerro com aflatoxicose cronica ...........c.cccvevvnee. 30
Figura 6 - Achados macroscopicos de intoxicacao crdnica experimental por aflatoxinas em
(01C7< €01 SRR 31
Figura 7 - Achados histoldgicos de intoxicacao cronica experimental por aflatoxinas em
DBZEITOS ..ottt bbbt bR bbb bR Rt Rt et e ettt nenre s 31
Figura 8 - Efeitos da aflatoxina no sistema OrganiCo ...........cccceeveeveeieeiieese e 32
Figura 9 - Efeitos da aflatoxina sobre a sintese proteica............cccvveveieeieevesie s 33
Figura 10 - Biotransformacéo da AFB1 e seus metabOlitos...........c.cccevveveeiiiec v 34
Figura 11 - Método de extracédo através de polimeros molecularmente impressos (MIP)...... 37

Figura 12 - Método de purificacdo através da Coluna de imunoafinidade e 0 método Mycosep®

Figura 13 - Cortes histologicos hepaticos de carneiros intoxicados experimentalmente por

aflatoxinas e o efeito do glucomanano esterificado COmMo adsorvente ...........cccceevveevevvereeennene 40



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Eventos historicos que marcaram a descoberta das aflatoxinas de 1960 a 1981 .20

Quadro 2 — Eventos historicos que marcaram a descoberta das aflatoxinas de 1984 a 2021 .23



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Limites maximos tolerados de AFM1 no leite e derivados em diferentes paises.. 26



AFs
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFM1
AFQ1
ALT
AST
CCD
CLAE
CHC
DNA
EFSA
ELISA
FA
FAO
FDA
GE
GGT
IAC
IARC
MIP
PCR
RNA
ROS
SPE
TD50
UE

LISTA DEABREVIATURAS E SIGLAS

Aflatoxinas

Aflatoxina B1

Aflatoxina B2

Aflatoxina G1

Aflatoxina G2

Aflatoxina M1

Aflatoxina Q1

Alanina aminotransferase

Aspartato transaminase

Cromatografia em camada delgada
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Carcinoma hepatocelular

Acido desoxirribonucleico

Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Fosfatase alcalina

Food and Agriculture Organization of the United Nations
Food and Drug Administration
Glucomanano esterificado

Gama glutamil transferase

Coluna de imunoafinidade

International Agency for Research on Cancer
Polimeros molecularmente impressos
Reacdo em Cadeia da Polimerase

Acido ribonucleico

Espeécies reativas de oxigénio

Extracdo em fase solida

Dose Tdxica Mediana

Uniéo Europeia



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ane s 14
2. OBJIETIVOS ...ttt 16
2.1. OBIETIVO GERAL ..ottt 16
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS........oouevereeeeeeeie e 16
3. METODOLOGIA. ..ottt 17
4. REVISAO DE LITERATURA.......oooirieieeeeee e 18
4.1. HISTORICO DAS AFLATOXICOSES......ooeieieceeieieeeeeiesiee e, 18
4.2 ETIOLOGIA ..ot 22
4.3. EPIDEMIOLOGIA ...t tes et 24
4.4. MECANISMOS DE TOXICIDADE DAS AFLATOXINASBIE M1 .......ccccoune... 29
4.5. METODOS PARA DETECCAQ DE AFB1 E AFM.....cooooiiieeeceeieee e, 35
4.6. PREVENCAO E O USO DE ADSORVENTES ......cooiieieeiieiesereeeesiesse s, 39
5. CONSIDERACGOES FINAIS.......ooiiieeeeeteeteeeeeeeee et es st sses s senanes 42

REFERENGCIAS ..o oo et ee et e e e et e e et e er et ee et e e et e e s et e e e s e e et e es e e s e eanann 43



1. INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos eucariontes, heterotréficos que podem ser unicelulares
(leveduras) ou pluricelulares (bolores). Esses organismos possuem distribuicdo cosmopolita e
desempenham importante papel no meio ambiente por serem decompositores de matéria
organica e por estabelecerem interacGes ecoldgicas como mutualismo e parasitismo. Alguns
fungos, durante o seu desenvolvimento, podem produzir metabolitos com caracteristicas toxicas
ou ndo. A toxicidade pode estar relacionada as condicdes favoraveis ao seu desenvolvimento,
como temperatura, umidade relativa, pH e disponibilidade de nutrientes no substrato (Arruda;
Beretta, 2019; Maia et al., 2021). Os metabdlitos flngicos podem apresentar propriedades
antibidticas, anabolizantes, carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas, entre outras (Carvalho,
1995; Alshannag; Yu, 2017).

Alguns fungos ao atingirem seu desenvolvimento mé&ximo produzem micotoxinas
(Carvalho, 1995). Entretanto, seu crescimento ndo esta obrigatoriamente associado a presenca
de micotoxinas, pois nem todos os fungos sdo toxigénicos. (lamanaka; Oliveira; Taniwaki,
2010). As micotoxinas sdo moléculas estaveis, dificeis de serem removidas dos alimentos
depois de produzidas e podem permanecer por anos nestes alimentos, mesmo ap6s a morte dos
fungos produtores (Carvalho, 1995).

As micotoxinas, além de prejuizos econémicos, trazem transtornos a salde humana e
animal. Durante muito tempo o impacto negativo das micotoxicoses a salde humana foi
negligenciado, dando-se relevancia apenas aos fungos que produziam metabolitos com
propriedades antibidticas (Carvalho, 1995; WHO, 2004). As consequéncias da intoxicacdo
estdo relacionadas ao tipo de micotoxina envolvida, podendo gerar disturbios estrogénicos,
imunolodgicos, gastrointestinais, urogenitais, vasculares, renais e nervosos, além de efeitos
cancerigenos e de mutagenicidade (WHO, 2004). As aflatoxinas sdo as micotoxinas com maior
toxidade para humanos e animais devido ao seu potencial carcinogénico. A intoxicagédo
ocasionada pela ingestéo de aflatoxinas € definida como aflatoxicose (Amoras; Costa, 2021).

As aflatoxinas podem ser encontradas em diversos alimentos, tanto de origem vegetal
como animal. A contaminagdo pode ocorrer em qualquer etapa do processo produtivo, desde o
plantio, colheita, armazenamento, transporte, processamento e distribuicdo. Os fungos
produtores de aflatoxinas crescem em uma grande variedade de alimentos, como cereais (milho,
arroz, cevada, aveia e sorgo), amendoim, pistache, améndoas, nozes e sementes de algodao
(Alshannag; Yu, 2017; Vaz et al., 2020; Gongalez et al., 2004). As aflatoxinas sao produzidas
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por fungos do género Aspergillus sendo as espécies A. flavus e A. parasiticus as de maior
importancia. Todas as aflatoxinas sdo carcinogénicas sendo as aflatoxinas B1 e M1 (AFB1l e
AFM1) relacionadas a um maior potencial de hepatocarcinogénese (Gongalez et al., 2005;
Farias et al., 2005).

Na década de sessenta, apds um surto de doenca hepéatica aguda em perus, filhotes de
patos e outras aves, iniciaram-se pesquisas com a intoxicacao por aflatoxinas em animais de
laboratdrio, confirmando-se seu potencial hepatotoxico e risco que representam a saude Unica.
Em animais as aflatoxicoses causam grandes perdas econémicas, muitas vezes identificadas
apenas nos casos agudos e fatais. Entretanto, nas intoxicacGes cronicas ha reducdo da
produtividade, tanto na producéo de leite e carne, quanto no desempenho reprodutivo destes
animais (Carvalho, 1995; lamanaka; Oliveira; Taniwaki, 2010).

Atualmente, existem técnicas eficientes de controle quimico e/ou descontaminagdo dos
fungos e das micotoxinas. No entanto, o uso restrito e sustentavel de fungicidas, bem como o
aumento da demanda dos consumidores por alimentos livres de residuos, requer o estudo de
alternativas para o controle fangico e consequentemente das micotoxinas (Maia et al., 2021).

Diante da importancia da toxidade apresentada pelas aflatoxinas B1 e M1 aos
organismos humanos e animais, tanto nos casos de intoxicagfes agudas quanto nas cronicas, 0
objetivo deste trabalho foi revisar os mecanismos de toxidade da aflatoxicose aguda e crénica
ocasionadas pela AFB1 e AFML1 e suas implicagdes na satde Unica.

15



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Realizar revisao de literatura abordando os aspectos toxicologicos das aflatoxinas B1 e

M1 sobre a satide humana e animal.

2.2 ESPECIFICOS

- Revisar as implicacOes das aflatoxicoses aguda e crénica para a satde publica;

- Apresentar os mecanismos de toxidade das aflatoxinas B1 e M1 e o processo de
biotransformacéo da AFB1 em AFM1;

- Abordar as caracteristicas historicas e epidemiologicas das aflatoxicoses;

- Demonstrar os principais métodos de detec¢do e diagndstico das aflatoxicoses em amostras
bioldgicas e de alimentos;

- Revisar as medidas preventivas e uso de estratégias ambientalmente sustentaveis para

minimizar a contaminag&o nos alimentos destinados a alimentagdo humana e animal.

16



3. METODOLOGIA

Esta revisdo de literatura consiste em uma abordagem qualitativa sobre a importancia
das aflatoxinas e suas implica¢des clinicas para a saude publica. O referencial teorico utilizado
neste trabalho foi selecionado através de artigos em formato digital, utilizando as seguintes
bases de dados: Scielo, Periodicos Capes, Scopus, PubMed e Biblioteca Virtual em Saude.
Também foram utilizadas informacdes de sites de institui¢des oficiais nacionais e internacionais
como Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Agéncia Internacional de Pesquisa
em Céncer (IARC), Ministério da Salde do Brasil (MS), Organizagdo Mundial de Saude
(WHO) e Comisséo Europeia (CE).

Os critérios de inclusdo para a selecdo de artigos cientificos consistiram em artigos
originais com abordagem referente ao assunto, publicados entre os anos de 1960 e 2023, nos
idiomas portugués, inglés e espanhol. Producdes que ndo atenderam aos critérios de selecdo
foram excluidas.

Foram empregados os seguintes descritores:
e aflatoxina AND salde publica
e afbl AND afml
e aflatoxin AND chc

o aflatoxin AND hepatocellular carcinoma

Foram obtidas 151 producdes cientificas, as quais foram analisadas a partir do resumo,
sendo escolhidas as com melhor embasamento tedrico para esta revisao de literatura. Dessa
forma, foram selecionadas 60 producGes cientificas, sendo 52 artigos cientificos, seis
documentos normativos, duas teses, duas dissertacfes e um livro. Dos artigos cientificos, 30

estavam no idioma em inglés, 19 em portugués e trés em espanhol.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 HISTORICO DAS AFLATOXICOSES

Os fungos do género Aspergillus pertencem a familia das Aspergillaceae, a classe
Ascomicetos e a subclasse Euascomycetae. O Aspergillus foi catalogado pela primeira vez pelo
bidlogo italiano Pietro Micheli em 1729. O nome Aspergillus foi dado devido ao seu formato
quando observado ao microscopio, parecendo-se com um aspergillum (borrifador de agua
benta) (Pickova et al., 2021). O Aspergillus flavus foi descrito pela primeira vez por Link em
1809 e caraterizado por ter o conidiéforo com haste longa, grossa, vesicula globosa coberta
com uma camada de fialides seguida de conidios em cadeia que formam cabecas conidiais
radiadas, com 300 pum a 400 pum de diametro, com fialides unisseriadas ou bisseriadas
(Carvalho, 2013).

Na década de 60, na Inglaterra, foi descrito um surto com a morte de 100.000 perus em
uma granja em Londres, alimentados com farinha de amendoim brasileira contaminada.
Incialmente a doenca foi chamada de “Doenga X dos perus” até que fosse comprovado que foi
causada por um metabdlito toxico produzido pelo Aspergillus flavus, a partir de entdo
denominado de aflatoxina (lamanaka; Oliveira; Taniwaki, 2010).

O veterinario e pesquisador William Percy Blount estabeleceu uma relacdo causal entre
a intoxicacao alimentar ocasionada nos perus e a farinha de amendoim brasileira, por meio da
comparacdo dos sinais clinicos e lesdes macroscopicas observadas no exame post-mortem.
Neste estudo, com as lesdes hepaticas encontradas o pesquisador excluiu outras causas de lesdes
do figado relacionadas a agentes infecciosos ou agentes quimicos. Dessa forma, passaram a
suspeitar como causa 0 envenenamento ou intoxicacdo por alguma substdncia até entdo
desconhecida (Blount, 1960).

A doenga continuou ocorrendo em granjas de perus em Londres que consumiram a ragao
com farelo de amendoim brasileiro provenientes do mesmo galpéo, reforcando a hip6tese de
haver algum contaminante na ragéo, sendo o farelo de amendoim o principal suspeito. No ano
seguinte, conseguiu-se isolar o fungo Aspergillus flavus das amostras, confirmando que o
mesmo estava produzindo um metabdlito toxico que provocava danos hepaticos. Lesbes
hepaticas semelhantes foram encontradas durante exames post mortem em patos, galinhas,
faisdes jovens, bovinos, ratos e porcos alimentados com farinha de amendoim brasileira. Ratos

alimentados com a farinha de amendoim desenvolveram carcinoma hepatocelular, o que
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reforcou a hipotese de intoxicacdo. Posteriormente, esta hipotese foi confirmada através de
diversos experimentos (Pickova et al., 2021).

Schoental (1961) testou em ratos uma racdo comercial que continha 15% de farinha de
amendoim em sua composic¢do, observando sinais e lesdes semelhantes a intoxicacdo por
alcaldides pirrolizidinicos, porém estes compostos ndo estavam presentes na dieta. Essas
observagdes corroboraram com o estudo de Lancaster, Jenkins e Philp (1961) que associaram
o efeito toxico da substancia presente no farelo de amendoim brasileiro a toxicidade dos
alcaldides da planta Senecio, suspeitando haver alguma toxina no alimento utilizado nas racgdes.
Com essas suspeitas, realizaram um estudo experimental: dois grupos controles, um recebendo
dieta purificada e outro recebendo alimento com amendoim de origem indiana, e 0 grupo teste
recebendo alimento com amendoim brasileiro que estava contaminado, confirmando que o
mesmo provocava efeitos hepatotoxicos e carcinogénicos nos ratos, porém ainda nao se sabia
qual substancia era responsavel por tais efeitos.

No estudo de Asplin e Carnaghan (1961) que utilizou farinha de amendoim de origem
brasileira e africana para alimentar patinhos e pintinhos, observou que a farinha de amendoim
foi mais tdxica para animais mais jovens e nos patinhos, sendo mais letal nesta espécie. Os
principais sinais clinicos observados foram a perda de apetite, baixa taxa de crescimento,
tendéncia a puxar as penugens ou penas, danos hepéticos, claudicacdo esporadica e coloracdo
arroxeada nas pernas e pés. Sargeant, Sheridan e O’Kelly (1961) suspeitaram que a substancia
toxica poderia ser um metabdlito fangico, jA que uma amostra de nozes mofada advinda da
Uganda havia sido recentemente associada a morte de patos no Quénia. Para confirmar esta
hipotese, realizaram o cultivo do fungo retirado destas nozes em amendoins nao toxicos. Apos
sete dias em temperatura ambiente foi observado que o amendoim apresentava um material
fluorescente azul, sendo letais para patinhos de um dia de vida e provocando lesdes hepaticas
caracteristicas. A partir de entdo o fungo produtor de toxinas foi identificado como Aspergillus
flavus.

Em 1962 foram realizados trabalhos para purificacdo e caracterizacdo das toxinas
produzidas pelos fungos do género Aspergillus. Através da cromatografia em papel utilizando
acido n-butanol-acético como eluente, metanol e cloroférmio como solventes para separar
substancias em uma matriz de alumina. Foram obtidas duas substéncias, uma que emitia
fluorescéncia azul (blue) e outra verde (green), sendo entdo classificadas como aflatoxinas B e
G, respectivamente (Nesbitt et al., 1962). Barnes e Butler, (1964) ja demonstravam preocupacao

com os riscos de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular em humanos que ingerem de
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forma crénica as aflatoxinas, tendo em vista que no estudo realizado por eles, dos trés ratos que
ingeriram aflatoxina na dose diéria de 16 gramas por mais de 300 dias, todos desenvolveram
neoplasia hepatica.

Pickova et al., (2021) reuniram em sua revisdo de literatura os principias marcos
historicos que envolveram a descoberta das aflatoxinas, fazendo uma analise retrospectiva com
base em artigos cientificos de 1960 a 2021 (Quadros 1 e 2).

Quadro 1 — Eventos histéricos que marcaram a descoberta das aflatoxinas de 1960 a 1981

1960 Surto da doenca "X" dos perus em granjas na Inglaterra

1960 Descoberta das aflatoxinas

1960 Relacéo causal entre doenca "X" dos perus e a farinha de amendoim

1961 Associacéo Aspergillus flavus em amendoim contaminado

1961 Isolamento de Aspergillus flavus em racdes contaminadas

1961 Comprovacdo exeprimental da AFB1 como causa de cancer em ratos

1961 Dieta com 15% de farinha de amendoim -> lesdes hepéaticas

1961 Induco da intoxicacio de aves com farinha de amendoim brasileira

1961 Associacéo do efeito toxico da farinha de amendoim a uma toxina

1962 Estudos sobre propriedades fisico-quimicas das AFs

1962 Identificacio AFB e AFG

1962 Testes em animais para estudar a toxidade das AFs

1962 Isolamento e caracterizacio quimica da AFB1

1963 Derivados difuranocumarinos em AFs

1964 Nova AF produzida pelo Aspergillus parasiticus

1964 Caracterizacdo parcial "toxina do leite" e sua relacdo com AFB1

1965 Regulamentagdo pela FDA para AFs em alimentos (30pg/kg)

1966 Danos hepaticos em criancas desnutridas suplementadas com amendoim contaminado com AFs
1966 Designagao da "toxina do leite” em AFM1e AFM2

1966 Deteccéo de AFM1 no leite, urina, rins e figado

1967 Sintese quimica completa das AFs

1969 FDA alterou os niveis padrdo de AFs em alimentos (20ug/kg)

1970 Estudo de caso-controle sobre insuficiéncia hepatica que levou a morte de um adolescente na Uganda
1971 1° revisdo da IARC relacionando a ingestdo de Afs e cancer de figado em humanos
1974 Surto de AFs afetando humanos na India (106 mortes)

1975 2° reviséo da IARC sobre a casualidade do cancer de figado e as AFs

1975 Confirmacao de evidéncias da carcinogenicidade das aflatoxinas para humanos
1977 Diretrizes de agdo regulatéria de AFM1 no leite (0,5 ug/kg)

1977 Identificacfio de aduto de DNA AFB1

1979 Construcéo de evidéncias para uma ligacéo entre danos ao figado e a ingestéo de AFs
1979 FAQ estabelece limite maximo de 30 pg/kg de AFs em alimentos

1979 AFs detectado em alimentos e racoes através de cromotagrafia liquida de alta eficiéncia
1981 Identicagdo de aduto de DNA de AFB1 em urina

Fonte: Adaptado de Pickova et al., 2021.
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Quadro 2 — Eventos histéricos que marcaram a descoberta das aflatoxinas de 1984 a 2021

1984 Producéo e caracterizag¢do de anticorpos monoclonais contra AFM1
1984 AFs em aerossois de pd de amendoim
1987 Nova AF produzida pelo Aspergillus nomius
1987 3° reviséo da IARC classificando as AFs como carcindgenos naturais do grupo 1
1987 Identificacdo e caracterizacdo de aduto de albumina na AFB1
1988 Estudos epidemiolégicos para a determinacdo de biomarcadores de AFs na Africa e China
1988 Correlacdo da ingestdo da AFB1 e excregdo urinaria de AFM1
1991 Demonstracéo da genotoxidade de AFB1 por inducéo de mutacdo no codon 249 do gene P53
1991 Cadeia metabdlica envolvida na biosintese de AFs
1992 Primeiro uso de biomarcadores para avaliar exposi¢cdo
1992 IARC - Adicdo da AFB1 aos carcinégenos do grupo 1
1992 Estabelecimento de uma relacdo quase linear entre a ingestdo de AFB1 e cancer de figado
1992 Demonstracdo sinérgica entre a ingestdo de AFs e o virus da hepatite B parao CHC
1996 Deteccéao de microfungos aflatoxigénicos em grdos por PCR
1997 Estudo de biomarcadores para confirmar a carcinogenicidade da AFB1
1998 Especiagdo e recombinacéo cripticas do Aspergillus flavus
2001 Regulameneto da Unido Européia definindo os limites maximos de AFs nos alimentos (n°466/2001)
2002 Revisdo da IARC - Confirmagéo da AFB1 no grupo de carcinégreno
2003 Regulamento da Comissao Européia (n°2174/2003)
2004 Investigacéo da ocorréncia de aflatoxicose no Quénia
2004 Genes de vias agrupadas na biosintese de aflatoxinas
2004 Primeiro uso da alfa-albumina como biomarcador sanguineo de exposicao a aflatoxinas
2006 Regulamento da Unido Européia (401-2006)
2006 Regulamento da Unido Européia (1881-2006)
2007 Estudo transversal-Exposi¢do de humanos a AFs
2009 Primeiro teste utilizando AFLASAFE™ in Nigeria
2012 Aumento da AFB1 em cereais na UE devido alterag@es climaticas
2012 Revisdo da IARC - AFB1, AFB2, AFG1 E AFG2 no grupo 1 de carcin6genos
2013 Aumento da contaminacédo por AFM1 no leite e produtos lacteos na Europa
2018 Declaracdo da EFSA sobre efeitos do aumento dos limites maximos permitidos de AFs
2019 Testes de proficiéncia e controle de AFs na Africa
2020 EFSA - Avaliacéo de risco de AFs em alimentos
2017-2024 Interacdes toxicolégicas das AFs com outros contaminantes
2024 Novas abordagens e tecnologias para mitigacdo das AFs

Fonte: Adaptado de Pickova et al., 2021.
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4.2 ETIOLOGIA

Em termos taxonémicos o género Aspergillus possui a seguinte classificacdo: Familia
Trichocomaceae, Reino: Fungi, Filo: Ascomycota, Sub-Filo: Pezizomycotina, Classe:
Eurotiomycetes, Subclasse: Eurotiomycetidae e Ordem: Eurotiales (Amoras; Costa, 2020). As
espécies incluidas no género Aspergillus sdo caracterizadas por apresentarem hifas septadas
que compdem a arquitetura do fungo. Possuem conididforos que se dilatam em sua extremidade
superior e formam uma vesicula de onde surgem estruturas denominadas métulas, que déo
suporte as células produtoras de esporos/conidios atraves das hifas septadas (Figura 1) (Amoras;
Costa, 2020). As cepas de A. flavus produzem apenas aflatoxinas B1 e B2 enquanto as cepas A.

parasiticus podem produzir aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 (Alshannag; Yu, 2017; Vaz et al.,
2020, Goncalez et al., 2004).

Figura 1 — Estrutura morfol6gica do fungo do género Aspergillus
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Fonte: Amoras; Costa, 2021.

As aflatoxinas possuem estrutura quimica semelhantes, apresentando um nucleo

cumarinico ligado a uma estrutura bi-furandide e com baixo peso molecular. A molécula de
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aflatoxina B contém um anel ciclopentona, enquanto que as aflatoxinas G apresentam anel -
lactona ligado ao ndcleo cumarinico. As AFM1 e AFM2 sdo compostos hidroxilados das AFB1
e AFB2, respectivamente (Figura 2). Apesar de estruturalmente serem parecidas, diferem pela
atividade bioldgica e toxicidade (Asao et al., 1963; Pierezan, 2010).

Figura 2 — Estrutura quimica da Aflatoxina B1 e M1

AFB1 Q

Fonte: Alshannaq; Yu, 2017.
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4.3 EPIDEMIOLOGIA

A aflatoxina B1 é considerada o carcindgeno natural mais potente, sendo classificado
pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) no grupo 1, com alto risco para
carcinoma hepatocelular em individuos expostos (Alshannag; Yu, 2017; Vaz et al., 2020,
Gongalez et al., 2004; 1ARC, 1993). Ja aflatoxina M1 foi classificada no grupo 2-B, sendo
considerado possivelmente carcinogénico para humanos (Alshannag; Yu, 2017). O potencial
carcinogeénico é estimado através da mensuracéo do teor de micotoxina passivel de desenvolver
tumores malignos em 50% dos individuos (TD50), que para AFM1 é de 10,38mcg/kg/dia e para
AFB1 é 1,15mcg/kg/dia (IARC, 1993; Gongalez et al., 2005; Farias et al., 2005).

As neoplasias malignas hepaticas primarias sdo o0 sexto tipo mais comum de neoplasia
maligna e a quarta principal causa de morte relacionada ao cancer em humanos. O carcinoma
hepatocelular (CHC) representa 75 a 85% das neoplasias primarias do figado com incidéncia
global anual estimada entre 500.000 e 1.000.000 novos casos e causando 700.000 mortes por
ano. O Brasil é considerado um pais com baixa incidéncia de CHC, com incidéncia anual de
3,5% (Ministério da Saude, 2022). Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do
CHC estdo associados a cirrose hepatica, infec¢des pelos virus da hepatite C e B, contaminacao
de alimentos por aflatoxinas, ingestéo alcodlica abusiva, diabetes, obesidade e doenga hepatica
gordurosa ndo alcodlica. Estima-se que 85% dos casos de CHC ocorrem em paises em
desenvolvimento, sendo as maiores taxas de incidéncia em regides onde a infecdo pelo virus da
hepatite B é endémica como sudeste Asiético e Africa Subsaariana (Figura 3) (Gomes et al.,
2013; Cristo et al., 2016; Ministério da Saide, 2022).

24



Figura 3 — Variacdo regional das taxas de incidéncia de CHC em ambos 0s sexos e em todas
as faixas etarias (nimero de casos a cada 100.000 habitantes)

Fonte: Gomes et al., 2013.

O leite e seus derivados sdo consumidos por individuos de todas as faixas etérias e a
presenca de aflatoxinas nestes alimentos € uma importante questao de salude publica. Como as
micotoxinas sao estaveis e resistentes aos processos de pasteurizacdo e beneficiamento do leite,
destaca-se a importancia no controle rigoroso da industria alimenticia para que estes
metabdlitos estejam dentro dos limites maximos de tolerancia estipulados pela legislacdo
vigente (Gonzalez et al., 2021). Para alimentos como grdos e cereais destinados ao consumo
humano e animal, o limite maximo permitido é de 20 pg/kg para a soma das aflatoxinas B1,
B2, G1 e G2 (ANVISA, 2002). Para aflatoxina M1, a legislacdo brasileira atual estabelece os
limites de até 0,5 pg/kg no leite fluido, 5 pug/kg no leite em pé e 2,5 pg/kg em queijos (BRASIL,
2011). Na tabela 1, a seguir esta apresentada a regulamentacédo de alguns paises sobre os limites

maximos tolerados da aflatoxina M1 no leite e seus derivados.
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Tabela 1 — Limites m&ximos tolerados de AFM1 no leite e derivados em diferentes paises

Pais Leite (pg/EU) Lacticinios (ng/kg)
Argentina 0,05 0,50 (derivados de leite); 0,25 (queijo)
Brasil 0,5 5 (leite em pad); 2,5 (queijo)
China 0,5 0,5 (produtos lacteos)
Egito 0 0
0,05

0,025 (produtos alimenticios destinados a
lactentes e criangas pequenas)

Italia
0,25 (queijo macio); 0,45 (queijo duro)
Austria

vE 0,01 (leite ini:f:r;:steurizado] 0.020 (manteiga); 0'25, [queijc'zj; 0,40 (leite em po)
Franca 0,020 (mantainey 0,625 tqueio)
0,03 (para criancas <3 anos) ‘ o
Honduras 0,05 0,250 (queijo)
Irs 0,05 0,50 (leite emlgﬁj:;}?,gi?égn?;;:a?;le manteiga
Nigéria 1
Suica 0,05 0,25 (queijo)
Peru 0,05 0,25 (queijo)
EUA 0,5

Fonte: Vaz et al., 2020.

Em um estudo comparando as concentraces de aflatoxinas no leite e derivados,
Costamagna (2019) verificou que os niveis de AFM1 nas amostras de soro e queijo foram
respectivamente de 55,4% e 44,6%, e com concentracdes maiores que a quantidade total de
aflatoxina presente no leite. Dados semelhantes foram observados por Finoli e Vecchio (2003),
que detectaram a AFM1 em 30% das amostras de leite em niveis variando de 4 a 23 ng/kg e em
13% dos queijos de 21 a 101 ng/kg. A AFBL1 foi detectada na racéo utilizada para alimentar
estes animais com todas as amostras dentro dos limites estabelecidos pela Unido Européia.

Gongcalez et al. (2005) verificaram a ocorréncia da AFM1 no leite comercializado no
estado de S&o Paulo. Em 43 amostras analisadas, 39,5% foram positivas para AFM1 e destas,
64,7% apresentaram concentragdes acima do permitido no Brasil. Prado et al. (2008) estudaram
88 amostras de queijo parmesao comercializados no estado de Minas Gerais, sendo 46,4% das
amostras positivas para AFM1. No entanto, apenas duas amostras obtiveram valores acima do
recomendado pela Unido Européia e todas estavam dentro dos limites para a legislacéo
brasileira. Resultados similares foram observados no estudo de Sifuentes dos Santos et al.
(2015), com amostras de leite in natura e em pé coletados no estado do Parand, onde as
concentragcdes de AFM1 encontravam-se dentro dos limites tolerados no Brasil, mas algumas

amostras apresentavam concentracdes superiores ao da legislacdo Européia.
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Os efeitos toxicos de AFBL estdo relacionados principalmente a ligagdo do bioativo
AFB1-8,9-epOxido para macromoléculas celulares, particularmente &cidos nucléicos
mitocondriais, nucleares e nucleoproteinas, resultando em efeitos citotoxicos gerais
(Alshannag; Yu, 2017). A intoxicacdo aguda em humanos e animais esta associada a sinais
como dor abdominal, diarreia, vémito e edema pulmonar, podendo evoluir para o 6bito. Na
intoxicacdo cronica pode-se observar desnutricdo, imunossupressao, retardo no crescimento,
reducdo no desempenho reprodutivo, cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (Trotta, 2016;
Adegbeye et al., 2020) (Figura 4) .

Figura 4 - Formas de contaminagdo humana pelas aflatoxinas B1 e M1

4@ #ﬁ, Contaminated Fungal
Feed sluffﬁ..’f‘f’_”‘i ‘_WFBI_ - AFM A Cereals infestation

» A
o

Poor [
storage }
v
Fungal growth 4 Milk |y
l S AFM, Residues in mil
Wl R
Aflatoxin B, Human

Chronic

- Acute aflatoxicosis - Malnutrition
- Immunosuppression
- Stunted growth
- Reduced Reproductive
performance
- Liver cirrhosis
- Liver cancer

Fonte: Adegbeye et al., 2020.

Ruminantes produtores de leite para consumo humano podem se contaminar através da
ingestdo de AFB1 em forragens, silagens e concentrados. A AFB1 pode ser absorvida pelo trato
gastrointestinal e, através da circulagdo porta, chegar ao figado e ser metabolizada e
biotransformada pelo citocromo microssomal hepatico P450, em um metabdlito hidroxilado, a
AFML1, a qual sera eliminada no leite. Esta pode ser detectada no leite 12 a 24 horas apos a
alimentacdo dos animais com racdo contaminada com AFB1 e sua concentracdo estara
relacionada aos niveis consumidos de AFB1. Em derivados lacteos como o queijo, a
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concentracdo de AFM1 pode ser superior ao da matéria prima, o leite, pois este metabolito além
de ser estavel ao calor, também se liga bem a caseina (Alshannag; Yu, 2017).

Os ruminantes sdo menos afetados por aflatoxicoses, pois o ambiente ruminal tem
capacidade de realizar o processo de desintoxicacdo. Entretanto, a capacidade de absor¢édo de
aflatoxinas pode ser influenciada por fatores como pH ruminal, taxa de passagem dos alimentos,
digestibilidade e alimentos com particulas pequenas. Em um estudo foi observado que animais
que se alimentam de alimentos concentrados com particulas pequenas, por terem uma rapida
taxa de passagem, poderiam nédo sofrer o processo de desintoxicacdo (Costamagna, 2019).

Gongcalez et al. (2004) relataram um surto de intoxicacdo de vacas leiteiras da raca
Jersey por farelo de algoddo naturalmente contaminado. As amostras de alimentos foram
positivas para as quatro principais aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, com as concentragdes acima
do permitido pela legislacdo brasileira. Neste mesmo surto a AFM1 também foi detectada na
secrec¢do lactea, o que colocou em risco a populacéo, que apesar da auséncia de relatos de sinais
de intoxicacdo aguda, ndo se descartou a possibilidade de intoxicacdo ter ocorrido de forma
cronica.

Na Colémbia, as concentragdes de AFML1 no leite de tanques de resfriamento variaram
de acordo com as épocas do ano, sugerindo que ha maiores concentracdes na estacdo seca, por
haver maior fermentacdo do alimento no cocho para alimentacdo de vacas leiteiras e
consequentemente maior producdo de AFB1 e excrecdo de AFM1 no leite (Tarazona-Manrique;
Andrade-Becerra; Vargas-Abella, 2022).

A taxa de biotransformacdo da AFB1 em AFM1 ¢ influenciando pelo potencial
produtivo de cada animal. No estudo de Costamagna (2019), foi observado que vacas com
producdo de leite superior a 28,5 litros apresentaram uma taxa média de transferéncia de 1,21%,
enquanto vacas com producgdo inferior tiveram uma taxa média de 0,48%. Esses resultados
corroboraram com Veldman et al. (1992) que j& haviam observado que vacas com maior
producdo possuem também maior taxa de transferéncia de aflatoxina para o leite. O mesmo foi
constatado por Battacone et al. (2003), que verificaram que em ovelhas da raca Sarda a
conversdo de AFB1 em AFML1 no leite foi influenciada pela capacidade produtiva, no entanto,

com taxa de transferéncia inferior a observada em bovinos.
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4.4 MECANISMOS DE TOXICIDADE DAS AFLATOXINAS B1 E M1

Animais monogastricos e aves sao mais sensiveis a aflatoxicoses quando comparados
aos ruminantes, assim como animais jovens de todas as espécies sao mais susceptiveis as
intoxicagOes. A quantidade de aflatoxina ingerida e a duragéo dessa ingestéo irdo influenciar
no tipo de intoxicacdo, aguda ou cronica. Na intoxicacdo aguda, os principais sintomas estao
relacionados a hepatoxidade, sendo a maioria dos casos graves e que podem levar a morte
devido a insuficiéncia hepatica aguda. Em humanos a aflatoxicose aguda é caracterizada por
nauseas, vomitos, dor abdominal, m& digestdo, ma absorcdo, sangue nas fezes, hipertermia,
edema pulmonar e cerebral, tremores musculares, convulsbes, coma e até morte (Dhakal,
Hashmi; Shar; 2023; Amoras; Costa, 2021; Samuel, et al., 2009).

A intoxicacdo cronica a aflatoxina é similar em humanos e animais, podendo resultar
em cirrose hepatica e, consequentemente, em carcinoma hepatocelular. O carcinoma de vesicula
biliar também esté associado a aflatoxicose cronica (Dhakal; Hashmi; Sbar, 2023). Individuos
expostos cronicamente a aflatoxinas e portadores de virus da hepatite B ou C tem maior
probabilidade de desenvolverem essas neoplasias (Magnussen; Parsi, 2013). Em criancas, a
exposicdo cronica a aflatoxina estd associada a imunossupressdo, retardo no crescimento,
deficiéncias nutricionais e atraso no desenvolvimento (Dhakal; Hashmi; Sbhar, 2023; Williams
et al., 2004; Voth-Gaeddert et al., 2018).

Gong et al. (2002) concluiram em seu estudo que as pessoas na Africa ocidental est&o
cronicamente expostas as aflatoxinas e que o maior impacto se da em criancas na fase pos
desmame, 0 que contribui para falha no crescimento. Na fase pds desmame ha um aumento da
ingestdo de cereais, ou seja, uma alimentacao rica em carboidratos e deficiente em proteinas,
além de que estes alimentos podem estar contaminados com aflatoxinas, potencializando o risco
do desenvolvimento de Kwashiorkor, um tipo de desnutricdo proteica. Tem-se realizado
diversos estudos para comprovar esta associacao, apesar do Kwashiorkor ser uma patologia
multifatorial (Soriano et al., 2020).

A intoxicacao também pode ocorrer em criangas e bebés na fase de aleitamento, ja que
a AFM1 também é excretada pelo leite materno humano. Quando intoxicados estes bebés tém
uma menor capacidade de desintoxicagdo e biotransformacdo da toxina, além terem uma dieta
restrita e um maior consumo em relacéo ao peso corporal (Cardoso, 2019). Jafari et al. (2017)
analisaram 250 amostras de leite materno humano, das quais 15,6% foram detectado a AFM1

e em 3,2% estava acima do limite de 25ng/L, limite maximo de consumo estipulado pela
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comissdo europeia para lactentes exclusivos e criangas menores de trés anos de idade.
Observou-se também maior ocorréncia de intoxica¢fes em lactantes nas zonas rurais e que se
alimentavam de pdo e cereais, associando o risco de transferéncia de AFM1 pelo leite materno
aos habitos alimentares da populacdo analisada.

Na aflatoxicose aguda ha degeneracéo gordurosa nos hepatdcitos, necrose hemorragica
aguda e proliferacdo de ductos biliares. J& na aflatoxicose crénica as lesdes alteram a arquitetura
histologica do figado, sendo compativeis com cirrose hepéatica com degeneracdo nodular e
fibrose (Figura 5). O carcinoma hepatocelular é a principal consequéncia da intoxicacdo
cronica. Apresentam-se como tumores bem vascularizados, com trabéculas amplas, alteraces
de pequenas células, invasdo vascular como inicio do processo de metéastase, padrdo acinar
proeminente, atipia, atividade mitotica e auséncia de células de Kupffer (Dhakal; Hashmi; Sbar,
2023).

Figura 5 — Corte histoldgico hepatico de bezerro com aflatoxicose cronica. (A) Fibrose portal
indicada na figura por * e proliferacdo de ductos biliares indicados por seta; (B) Hepatdcitos
com moderada megalocitose e degeneracdo citoplasmatica vacuolar com acumulagdo de
lipidios. O aumento de volume dos hepatdcitos oblitera a luz dos sinosdides. Seta indica dois

hepat()citos com globulos eosinofilicos no citoplasma.
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Fonte: Pierezan et al, 2010.

No estudo de Pierezan et al. (2010) os achados de necropsia observados em bezerros
com aflatoxicose crénica incluiam figado discretamente aumentado de tamanho, difusamente
amarelo claro e firme (Figura 6). Neste mesmo estudo também foram observados discreto
aumento do liquido peritoneal, edema de mesentério e da submucosa do abomaso. As alteracdes
histopatoldgicas incluiram proliferacdo de ductos biliares, degeneracéo citoplasmatica vacuolar
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consistente com acumulacdo hepatocelular de lipidios, fibrose periportal, ou em ponte,
megalocitose, fibrose subendotelial das veias hepéticas terminais e edema (Figura 7).

Figura 6 - Achados macroscopicos de intoxicacdo cronica experimental por aflatoxinas em
bezerros. (A) Figado aumentado de tamanho, amarelo claro, firme com vesicula biliar
distendida; (B) Superficie de corte difusamente amarelado

A

Fonte: Pierezan et al, 2010.

Figura 7 - Achados histoldgicos de intoxicacdo crbnica experimental por aflatoxinas em
bezerros. (A) Areas de extensiva fibrose e proliferacdo dos ductos biliares principalmente ao

redor de espacos porta e ocasionalmente conectando um ducto ao outro; (B) Hepatdcito com

Fonte: Pierezan et al, 2010.
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A metabolizacdo da AFB1 ocorre no figado por enzimas microssomais oxidase de
fungdo mista pertencentes ao citocromo P450, sendo convertido em AF-8,9-epoOxido reativo
que é responsavel por promover mutacdo no Acido desoxirribonucleico (DNA) através da
transversdo G - T no codon 249 do gene supressor de tumor p53 (Gallagher et al., 1996;
Oliveira; Germano, 1997; Magnussen; Parsi, 2013). Este epoxido esta envolvido em trés vias
metabdlicas diferentes: na conjugacéo de glutationa, na conversdo enzimética e ndo enzimética
de AFB1-8,9-dihidroxidiol e na ligacdo a macromoléculas como proteinas e RNA (Figura 8)
(Marchese et al., 2018; Osweller, 1998).

Figura 8 - Efeitos da aflatoxina no sistema organico
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Fonte: Adegbeye et al., 2020.

A conjugacdo da glutationa é uma via de desintoxicacdo de AFB1 importante, apesar
deste processo elevar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) que ocasionam danos
celulares oxidativos. Na conversdo enzimética e ndo enzimatica de AFB1-8,9-dihidroxidiol,
posteriormente ha conversao em dialdeido, dessa forma pode ser excretado pela urina ou ligar-
se a proteinas, principalmente albumina. Quando o epdxido se liga a proteinas ou ao RNA, inibe

a sintese de proteinas, DNA e RNA, além de causar desregulacdo no funcionamento celular
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(Marchese et al., 2018). Quando a aflatoxina se liga a guanina no DNA, inibe 0 RNA
mensageiro, levando a interrupcdo da sintese proteica (Figura 9) e, consequentemente, a

esteatose hepatica e aos distdrbios funcionais e metabolicos (Osweiler, 1998).

Figura 9 - Efeitos da aflatoxina sobre a sintese proteica
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Fonte: Osweiler, 1998.

A biotransformacéo da AFB1 também gera metabdlitos menos toxicos como AFM1 e
AFQ1 através da hidroxilagdo da toxina (Figura 10) (Dhakal; Hashmi; Sbar, 2023; Gallagher et
al., 1996; Marchese et al., 2018). O grupo hidroxila na molécula permite a conjugacdo da AFB1
com &cido glicurénico ou sulfatos, resultando em compostos sollveis em &gua, menos toxicos
e com maior facilidade de excrecdo através da urina, bile, fezes e leite (Oliveira; Germano,
1997).
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Figura 10 - Biotransformacdo da AFB1 e seus metabdlitos
AFB1
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Fonte: Marchese et al., 2018.
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4.5 METODOS PARA DETECCAO DE AFB1 e AFM1

O diagnostico da intoxicacao por aflatoxinas, tanto em humanos quanto em animais, é
realizado através do historico de consumo de alimentos contaminados associado aos sinais
clinicos, andlises laboratoriais, estudo das lesbes macroscopicas e histoldgicas. No entanto, ha
poucos relatos de surtos de aflatoxicoses descritos, ndo havendo relatos de surtos de intoxicacéo
no Brasil (Osweiler, 1998). Por apresentar sinais clinicos e alteracGes laboratoriais
inespecificas, o diagndstico das aflatoxicoses se torna dificil, podendo ser confundida com
outras enfermidades que cursam com dano hepatico e, consequentemente, pode estar sendo
subdiagnosticada (Amoras; Costa, 2021).

No diagnostico laboratorial pode-se observar anemia leve, alteracdes das enzimas
hepaticas com elevacdo da gama glutamil transferase (GGT), aspartato transaminase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e dos acidos biliares. Albumina sérica
pode estar diminuida, bem como a relacdo albumina:globulina (Osweiler, 1998). As lesdes
hepéticas sdo semelhantes a intoxicagdo por alcaldides pirrolizidinicos encontrados nas plantas
do género Senecio spp., sendo esse o principal diagndstico diferencial, haja visto que a planta
pode ser consumida espontaneamente no pasto por ruminantes e humanos (consumo medicinal)
(Bolzan et al., 2007).

Os principais biomarcadores de exposi¢cdo para AFB1 sdo os seus metabdlitos
encontrados na urina, leite ou sangue de individuos expostos, tais como aflatoxina M1,
aflatoxina P1 (AFP1) e aflatoxina Q1 (AFQ1). A AFB1 pode ser quantificada no sangue ap6s
o consumo de alimentos contaminados. Entretanto, a utilizacao deste biomarcador sé é eficiente
se a exposicao for muito recente. Os adutos AFB-N7-guanina e AFB-albumina também sao
biomarcadores eficientes, comumente utilizados em estudos epidemiolégicos. O aduto AFB-
N7-guanina é resultante da ligacdo entre a aflatoxina-exo-8,9-epdxido, metabdlito de AFB1
altamente reativo, com o DNA de células hepaticas e excretado na urina. Os adutos AFB-
albumina séo formados pela ligag&o da aflatoxina-dialdeido com a albumina e sdo encontrados
no sangue periférico (Bando et al., 2007).

Contudo, a forma mais eficiente de se confirmar a aflatoxicose é através da deteccéo da
aflatoxina na urina e leite, ou nos alimentos suspeitos de estarem contaminados utilizando
métodos analiticos. Estes métodos podem ser qualitativos, quando detectam a presenca de
aflatoxina no substrato a ser analisado, ou quantitativos, quando é necessario quantificar as

concentragcdes da aflatoxina. Todos seguem as mesmas etapas: amostragem, preparacdo da
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amostra (extracao e purificacdo), e a analise com identificacdo e/ou quantificacao (Serra, 2005).
O regulamento da Comissao Europeia (EC) n°401/2006 estabelece os métodos de amostragem
e analise de micotoxinas em alimentos, definindo que para a amostragem de leite e produtos
lacteos deve-se coletar no minimo trés aliquotas que totalizem uma amostra global de um litro
ou um quilo, sendo que cada aliquota deve ser de no minimo 100 gramas (EU, 2010).

A amostragem é uma etapa fundamental para a determinagdo correta dos teores de
aflatoxinas, pois estas sdo distribuidas de forma bastante heterogénea em diversos alimentos,
solidos e liquidos. Em alimentos liquidos, como por exemplo, amostras de leite fluido, torna-
se mais fécil a amostragem devido a melhor homogeneizacdo da amostra. Entretanto, em
alimentos sélidos como o queijo, é necessario que a amostra seja triturada e posteriormente
homogeneizada, pois as aflatoxinas podem se concentrar em apenas uma porcao do alimento.
A homogeneizacao pode ser mecanica ou manual e deve ocorrer imediatamente antes da coleta
da amostra (Vaz et al., 2020).

O objetivo da extracdo é remover a micotoxina da matriz. Nas amostras solidas é
necessario fluidificar esta amostra com utiliza¢éo de solvente ou a mistura deles com agua, para
entdo se extrair os analitos desejados (Serra, 2005). Uma das técnicas mais usadas € a extracdo
em fase sdlida (SPE), onde particulas sélidas contidas em um cartucho realizam a adsorcéo dos
analitos. Os polimeros molecularmente impressos (MIP) sdo substancias sintéticas que possuem
sitios de ligacdo que se ligam as moléculas alvos, a aflatoxina M1 (Figura 11). O MIP é mais
vantajoso que o SPE por consumir menos solvente e a limpeza das aflatoxinas ser mais seletiva
(Vaz et al., 2020).

A limpeza da amostra é realizada apds a extracdo para remover todas as impurezas que
possam interferir na determinacdo de aflatoxinas da amostra liquida. Esta etapa pode ndo ser
necessaria nos casos de analises qualitativas, podendo-se prosseguir diretamente para a etapa
de determinacao (Serra, 2005). Os métodos de purificacdo mais utilizados sdo as colunas de
imunoafinidades (IAC) (Figura 12 - A) e as colunas de limpeza multifuncionais de uma etapa
MycoSep® (Figura 12 - B). A diferenga entre as duas técnicas esta que na primeira o analito é
retido e as impurezas sdo extraidas, na segunda ocorre o inverso, sendo necessaria apenas uma
coluna. Para a purificacdo da AFM1 tem-se maior precisdéo com o uso da IAC, mas as

MycoSep® se demonstram bem eficientes para AFB1 (Vaz et al., 2020).
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Figura 11 - Método de extracdo através de polimeros molecularmente impressos (MIP)
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Fonte: Vaz et al., 2020.

Figura 12 - Método de purificacdo através da Coluna de imunoafinidade e o método Mycosep®
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Para a determinacéo das aflatoxinas existem dois tipos de métodos, os de triagem e 0s
confirmatorios. Os de triagem apresentam alta sensibilidade, rapidez nos resultados e
consideravel eficiéncia qualitativa, mas sdo pouco exatos em termos de quantificacdo, como os
testes imunoldgicos de ELISA (Serra, 2005; Souza; Vargas; Junqueira, 1999). Os métodos
confirmatdrios permitem a quantificacdo exata da aflatoxina, sdo ensaios cromatograficos como
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) (Serra, 2005; Prado et al., 2000). Vaz et al. (2020) constataram que para determinacao
de aflatoxinas em leite e produtos lacteos sdo mais adequados os métodos cromatograficos com
deteccdo de fluorescéncia ou acoplados a espectroscopia de massa. As aflatoxinas B e M
emitem fluorencencia azul (blue), a classificacdo M se da devido esta ser a principal aflatoxina
encontrada no leite (milk), ja as aflatoxinas B emitem fluorescéncia verde (green) (Nesbitt et
al., 1962).
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4.6 PREVENCAO E O USO DE ADSORVENTES

Medidas devem ser adotadas para prevenir a contaminacdo de AFB1 em alimentos
utilizados na dieta de humanos e ruminantes produtores de leite, e consequentemente para
reduzir a transferéncia de AFM1 para o leite. Em relagdo aos alimentos fornecidos aos animais
deve-se dar atengéo a todas as etapas de producgéo, desde o plantio, transporte, armazenamento,
fornecimento e comercializagdo. Devem ser adotadas praticas agricolas adequadas tais como:
ponto correto de colheita, manipulacdo adequada dos alimentos e limpeza eficiente, além do
desenvolvimento de variedades de plantas resistentes. Quando possivel, a desintoxicacdo de
alimentos e racdes contaminadas deve ser realizada. Destaca-se ainda a importancia de detecgéo
de aflatoxinas e controle destas para que estejam dentro dos limites maximos tolerados pela
legislacdo brasileira vigente (lamanaka; Oliveira; Taniwaki, 2010).

A principal forma de prevenir a proliferacdo do fungo Aspergillus na fase de cultivo se
da pelo uso de fungicidas. No entanto, devido a grande maioria destes compostos quimicos
também serem nocivos a saude humana com efeitos carcinogénicos, tem-se buscado
alternativas de controle fungico ambientalmente mais sustentaveis, como por exemplo o
controle bioldgico, corre¢do do solo diminuindo sua umidade e o uso adsorventes. Como
controle biolégico tem se utilizado cepas ndo aflatoxigénicas do préprio fungo Aspergillus,
gerando competicdo nas culturas e reduzindo a contaminacdo. Algumas bactérias e leveduras
tém mostrado resultados promissores, agindo na degradacdo de compostos flngicos, impedindo
sua disseminacao (Zucchi; Melo, 2009).

O processo de desintoxicag@o deve destruir, inativar ou eliminar a toxina e ndo produzir
metabdlitos toxicos ou carcinogénicos ao organismo, bem como néo afetar o valor nutricional
e nem alterar as caracteristicas fisico-quimicas do alimento (Bretas, 2018). Os adsorventes sdo
substancias inertes que sdo capazes de se fixar as micotoxinas, ligando-se a AFB1 dentro do
trato grastrointestinal dos ruminantes, diminuindo sua biodisponibilidade e transferéncia de
AFML1 para o leite (Bretas, 2018; Rojo et al., 2014). Podem ser compostos inorganicos
hidrofébicos que se ligam bem a compostos organicos como sepiolita, diatomitos,
aluminosilicatos de sédio e célcio ou compostos organicos provenientes de leveduras que
possuem carboidratos em sua parede celular que conseguem adsorver micotoxinas (Bretas,
2018; Maia et al., 2021).

Colakoglu e Donmez (2012) avaliaram o efeito da intoxicagdo experimental com

aflatoxinas em carneiros da raga Merino e o efeito do glucomanano esterificado (GE) como
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adsorvente. No grupo controle e no que recebeu apenas o GE ndo foram observadas alteragoes
histoldgicas em figado (Figura 13 - A) e a taxa de gordura dos hepatdcitos foi de 2,6% e 2,9%,
respectivamente. No grupo que sO recebeu aflatoxinas, a taxa de gordura foi de 35,5% e
apresentaram alteracfes hepaticas especificas como degeneracdo vacuolar e hidrdpica,
hiperemia local, contracdo sinusoidal acentuada, hepatécitos com nucleos picndticos e
pigmentacdo cerdide em macréfagos (Figura 13 - B). J& no grupo que recebeu aflatoxinas e o
adsorvente GE, a taxa de gordura dos hepatdcitos correspondeu a 9,6% e a alteracdo observada
foi a presenca de infiltrado de células mononucleares em areas portais (Figura 13 - C).

O experimento demonstrou que as aflatoxinas promovem danos histoldgicos hepaticos,
mas o GE reduziu os efeitos da aflatoxicose. Em contrapartida, Rossi e colaboradores (2010)
ndo observaram resultados significativos do uso do GE como adsorvente de aflatoxinas em

frangos de corte, apesar de terem ocorrido reducéo nas lesées macroscopicas.

Figura 13 - Cortes histologicos hepaticos de carneiros intoxicados experimentalmente por

aflatoxinas e o efeito do glucomanano esterificado como adsorvente

Fonte: Colakoglu; Donmez, 2012.

No estudo de Rojo e colaboradores (2014) observaram que 0s adsorventes minerais de
aluminossilicato reduziram significativamente a transferéncia de AFML1 para o leite em vacas
holandesas alimentadas com dieta contaminada artificialmente com AFB1 e apresentaram
eficiéncia superior aos glucomananos de paredes celulares de leveduras. Rezasoltani et al.
(2022) utilizaram os probioticos Saccharomyces boulardii, Lactobacillus casei e Lactobacillus
acidophilus para desintoxicacdo de AFM1 em leite reconstituido e obtiveram bons resultados.
Os autores obtiveram com S. boulardii um nivel de desintoxicacdo de 97% e quando associaram
aos outros probidticos, chegaram a 100% de desintoxicagdo. Ja Zaghini et al. (2005) nao
observaram resultados significativos com o uso de Saccharomyces cerevisiae como adsorvente
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em suinos experimentamente intoxicados com AFB1, ressaltando que este resultado poderia
estar relacionado com a dose utilizada e que sdo necessarios mais estudos para afirmar a eficacia

e a viabilidade de probidticos como adsorventes de aflatoxinas B1 e M1.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O leite e seus derivados sdo consumidos por individuos de todas as faixas etarias e a
presenca de aflatoxina nestes alimentos € uma questdo de salude publica importante. O fato de
gue as micotoxinas serem estaveis e resistentes aos processos de pasteurizacdo e beneficiamento
do leite torna-se ainda mais relevante o controle rigoroso na industria alimenticia, para que estes
metabolitos estejam dentro dos limites maximos tolerados e estipulados pela legislacdo vigente.
As implicagBes para a sadde Unica e importancia econdmica das aflatoxicoses, despertou a
preocupacdo de autoridades internacionais de salde, que desenvolveram leis que visam o
controle destas toxinas e os limites maximos que podem estar presentes em cada alimento.

As aflatoxicoses sdo de dificil diagnostico por apresentarem sinais clinicos e alteragdes
laboratoriais inespecificas, 0 que sugere estar sendo confundida com outras patologias que
cursam com dano hepético e, consequentemente, sendo subdiagnosticada. Tendo em vista a
hepatatoxidade apresentada pelas aflatoxinas B1 e M1 aos organismos humanos e animais,
tanto nos casos de intoxicagcdes agudas, mas principalmente nas intoxicac6es crénicas, ja que
existe uma elevada associagdo de que individuos expostos e sensiveis desenvolvam o carcinoma
hepatocelular, podendo ser letal. Torna-se relevante o estudo continuo sobre a aflatoxicoses,
implementacdo de estratégias de controle e prevencdo que sejam aplicaveis e uteis, bem como

a conscientizagdo da populagéo.
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