FUNGOS E MICOTOXINAS

Fungos: Caracteristicas Gerais

Os fungos sdo organismos eucarioticos uni ou pluricelulares complexos e
heterogéneos que nao possuem clorofila ou outro pigmento fotossensibilizante,
nao apresentam celulose em sua parede celular e ndo armazenam amido como
substancia de reserva, condi¢cdes essenciais aos organismos que constituem o
Reino Vegetal. Por outro lado, assemelham-se as células animais por serem
capazes de armazenar glicogénio e apresentarem substancias quitinosas na
parede celular. Diferenciam-se dos demais seres vivos por apresentar estrutura
somatica representada por hifas cujo conjunto constitui o denominado micélio.
Tais hifas podem ser septadas e ndo septadas (cenociticas). As colonias dos
fungos filamentosos (bolores) podem apresentar aspectos algodonosos,
aveludados, pulverulento e com variados tipos de pigmentacao. Por sua vez, as
colénias leveduriformes sdo, em geral, pastosas ou cremosas.

As estruturas de reproducdo dos fungos chamadas esporos (propagulos), em
condigBes ambientais favoraveis sdo capazes de se reproduzir e gerar novas
células. Os esporos, de acordo com sua origem, podem ser sexuados ou
assexuados. Os esporos assexuados sao produzidos por processo de mitose e
divisdo celular, sendo geneticamente idénticos ao seu progenitor. Na
reproducdo sexuada, oS esporos sdo gerados por uma alternancia entre o
estagio dipléide (no qual cada ndcleo contém dois conjuntos de cromossomos)
e o estagio hapléide (cada nucleo contém um conjunto de cromossomos). Um
dos eventos caracteristicos da reproducao sexuada € a fusdo de dois ndcleos
hapléides para formar um nucleo dipldide. Isto requer a presenca de nudcleo
hapléide sexuadamente compativel. Nos fungos que produzem somente um
tipo de nucleo, a reproducdo ocorre somente quando o fungo entra em contato
com outra cepa geneticamente diferente. Muitos fungos podem apresentar
ambos os tipos de reproducéo (sexuada e assexuada).

Os fungos encontram-se amplamente distribuidos na natureza, sendo
encontrados na agua, no ar atmosférico, no solo, e sobre animais e vegetais
vivos. Alguns fungos crescem em um relacionamento simbidtico com algas

fotossintéticas ou cianobactérias na forma de liquens. O vento funciona como



principal veiculo de dispersdo de esporos, esclercios, clamidésporos e
micélio. Quando encontram um substrato adequado e condicbes ambientais
favoraveis eles germinam, multiplicam-se e colonizam, caso contrario, podem
permanecer em laténcia por longos periodos sem a perda da viabilidade. O
micélio exerce a fungdo de assimilar, nutrir e fixar, podendo diferenciar-se em
estruturas de frutificag8o, que servem a sua propagacao.

Os fungos produzem uma variedade de metabdlitos, os quais podem ser
divididos em duas categorias: 1- moléculas derivadas do metabolismo primario,
de importancia estrutural ao fungo; 2- moléculas derivadas do metabolismo
secundario que, aparentemente, nao possuem funcéo especial para a vida ou
crescimento do microrganismo. Neste grupo incluimos as quinonas, 0S
pigmentos, os antibidticos e as toxinas. A biossintese dos metabdlitos depende
do acumulo dos precursores do metabolismo primério, tais como malonatos,
acetatos, piruvatos e aminoacidos. Ela ocorre apos a fase de crescimento do
fungo produtor, por meio das vias metabdlicas catalisadas por reacodes

enzimaticas.

Nutricdo e Crescimento

Os fungos séo seres heterotroficos retirando os nutrientes do meio ambiente
circundante. Através de digestdo enzimatica externa transformam as
substancias de maneira que possam ser absorvidas. Assim, a nutricdo da
maioria dos fungos ocorre por absorcdo. De maneira geral, para seu
crescimento, necessitam de fontes de carbono e de nitrogénio. A glicose é a
principal fonte de carbono, porém outros aclcares como sacarose e maltose e
fontes mais complexas como amido e a celulose também podem ser utilizadas.
Fontes de nitrogénio inorganico (sais de amodnia ou nitratos), organico
(peptona) e sais minerais (sulfatos e fosfatos) sao utilizadas por fungos, dentre
estas, a peptona é a mais utilizada. Também sdo necessarios, em menor
guantidade, oligoelementos como ferro, zinco magnésio, manganés, cobre,
molibdénio, sendo que alguns necessitam de determinados fatores de
crescimento que nao conseguem sintetizar, em especial vitaminas como
tiamina, riboflavina, acido pantoténico, etc.

A atividade de agua do substrato também desempenha papel importante no

crescimento fungico. E definida como a relagdo entre a pressdo de vapor de



um determinado material (p) e a pressdo de vapor da agua pura (po), nas
mesmas condi¢cdes. Aa=p/po. Os valores da atividade de agua oscilam entre 0
e 1. A medida que uma solug&o se concentra, a presséo de vapor e a atividade
de &gua diminui, a partir do valor maximo 1, que é o valor encontrado na agua
pura. A atividade de 4gua minima para o crescimento da maioria dos fungos,
principalmente os toxigénicos, € na faixa de 0,77; abaixo de 0,60 de atividade
de agua, os fungos em geral ndo se reproduzem.

A temperatura de crescimento abrange uma larga faixa, havendo espécies
psicrofilas, mesofilas e termofilas. Os fungos contaminantes de alimentos séo,
em geral, mesofilos, apresentando temperatura 6tima entre 20 e 30°C.

Quanto a concentracdo de ions hidrogénio, os fungos filamentosos crescem
numa ampla faixa de pH (1,5 a 11), sendo que um pH em torno de 5,6 &
considerado 6timo para o desenvolvimento. A pigmentacdo dos cultivos, muitas
vezes, esta relacionada com o pH do meio.

Tendo em vista que o crescimento fungico raramente ocorre como cultura pura,
alguns microrganismos podem influenciar o crescimento fangico, devido a
competicdo que se estabelece no substrato de cultivo. Tais interagbes podem
ser classificadas como antagbnicas (ativa ou passiva) ou sinérgicas. O
antagonismo ativo ocorre quando héa inibicdo por contato ou inibicdo do
crescimento pela producdo de antibibticos, acidos, etc. No antagonismo
passivo ndo ha inibicdo de um microrganismo pelo outro, mas sim competicéo
por espacgo ou por nutrientes essenciais ao desenvolvimento. Constatando-se,
entdo, vantagem para 0 microrganismo que estiver em maior quantidade,
possuir maior taxa de crescimento ou demonstrar melhor aptiddo para explorar
o substrato. Nas interacdes sinérgicas ha o favorecimento de um ou ambos os

microrganismos que colonizam o mesmo substrato.



Micotoxinas: Definicao

A palavra micotoxinas € derivada dos termos gregos mikes, que significa
fungos, e toxikon, que significa veneno ou toxina. S&o considerados
metabdlitos secundarios produzidos por fungos filamentosos (bolores), cuja
ingestdo, contato ou inalacdo, pode ocasionar doencgas ou, eventualmente, a
morte. Sao produzidas por fungos passiveis de contaminar alimentos de origem
vegetal, tais como grdos e cereais, desde o cultivo, passando pela colheita,
pelo transporte, até o armazenamento, desde que satisfeitas as condigbes
ideais de umidade e de temperatura.

As micotoxicoses sado caracterizadas por sindromes difusas, porém, com
lesGes em determinados 6érgdos, como figado, rim, tecido epitelial e do sistema
nervoso central, dependendo do tipo de toxina. Também é possivel a
ocorréncia simultanea de duas ou mais micotoxinas, que podem levar a
potenciacdo dos efeitos tdxicos sobre o organismo suscetivel.

Micotoxicoses sao distribuidos em trés categorias: micotoxicoses aguda
primaria, que ocorre quando é consumida quantidades moderadas a altas de
micotoxinas, causando uma situacdo clinica especifica aguda ou crénica
micotoxicoses primario, que ocorrem com 0 consumo de quantidades baixa a
moderada, causando diminuicdo da eficiéncia de reproducéo, ganho de peso e
taxa de crescimento; sinais clinicos que podem ser confundidos com outras
patologias ou mesmo deficiéncia nutricional; micotoxicoses secundaria,
resultado da ingestdo de baixos niveis de toxina, incapaz de causar
micotoxicoses, porém, predispondo a doencas infecciosas, devido a

imunossupressao.

Aspectos Historicos e Contemporaneos

Apesar da grande divulgacdo dos problemas relativos a higiene dos alimentos
tais como residuos de pesticidas, de fertilizantes, de aditivos e de
conservantes, ainda é pouco conhecida a possibilidade da contaminacdo de
matérias primas alimentares por fungos produtores de substéncias toxicas
(micotoxinas), produzidas por diversos géneros flungicos que fazem parte da
microbiota ambiental e que podem causar intoxicagdes no homem e nos

animais (micotoxicoses).



A partir de 1960, quando foram descritos episodios de intoxicacdo de aves na
Inglaterra, evidenciou-se a importancia das micotoxinas no estabelecimento de
quadros patoldgicos desconhecidos até entdo. Em diversos criadouros avicolas
daquele pais verificou-se intensa mortalidade de marrecos, perus e faisdes,
elevando-se a mais de 100.000 o numero de aves mortas, num periodo de 3
meses.

ApoOs intensas investigacfes, verificou-se que as racdes implicadas nos
episodios estavam emboloradas e que as mesmas eram constituidas a base de
amendoim, provenientes da Africa e do Brasil. Os extratos, obtidos das ragdes
envolvidas com os surtos foram inoculados experimentalmente em marrecos
jovens e reproduziram lesdes hepéticas semelhantes a doenca natural. Essas
substancias isoladas, que demonstraram ser extremamente toxicas, foram
apontadas como responsaveis pelo episédio e denominadas aflatoxinas
(Aspergillus flavus toxin).

Com a evidenciacdo da descoberta das aflatoxinas e de seus efeitos toxicos,
abriu-se um capitulo novo na histéria da Ciéncia, o da moderna
micotoxicologia.

Anteriormente a este episodio, existem na literatura cientifica relatos que sao
incluidos na atualidade como micotoxicose, gracas aos estudos e
conhecimentos decorrentes de milhares de trabalhos publicados em todo o
mundo nestas quatro décadas. Historicamente, tem-se de inicio, o episodio
denominado “Fogo de Santo Antonio” ocorrido na Idade Média, no territorio
correspondente a Franca, quando milhares de pessoas foram intoxicadas pela
ingestdo de péo de centeio e de outros grdos contaminados com Claviceps
purpurea e Claviceps paspalii. A sintomatologia apresentada manifestava-se
por sensacao de frio nas extremidades (maos e pés), seguida de extremo calor,
fendbmenos hemorragicos, convulsdo e morte, conforme a dose ingerida. O
episédio ganhou contornos miraculosos, pois os individuos intoxicados iam
pedir a cura a Santo Antonio através de romarias organizadas ao tumulo deste
santo. Devido ao afastamento dos locais onde produziam o0s paes
contaminados, alguns individuos curavam-se naturalmente.

No século XX, surtos de ergotismo foram descritos na Russia (1926), na Irlanda

(1929), na Franca (1953) e na Etiopia (1978), sendo que neste ultimo, mais de



140 pessoas foram afetadas por ergotismo gangrenoso relacionado ao
consumo de aveia.

Em 1930, foram isoladas as substancias responsaveis pelo envenenamento
pelo ergot (grupo de alcaldides derivados do é&cido D-lisérgico), como a
ergotamina, a ergocriptina e a ergocristina. Estas podem estimular a
musculatura lisa e causar vasoconstricao e contragdes uterinas.

Na época que antecedeu a Il Grande Guerra, e durante a mesma, episodios de
intoxicacbes pela ingestdo de cereais contaminados ocorreram em
determinadas regibes da RuUssia, quando popula¢gBes famintas e soldados
escavavam o gelo das regifes Liberianas a procura de alimentos. O gelo,
funcionando como isolante térmico permitindo o desenvolvimento de fungos
contaminantes (Fusarium poae e F. sporotrichioides), que utilizavam os restos
de cereais enterrados como verdadeiros meios de cultura. Como
consequéncia, produziam substancias toxicas (tricotecenos) sobre os alimentos
que, quando consumidos, provocavam inflamacdo das mucosas (oral e
gastrointestinal) e gastroenterite aguda. A moléstia evoluia com alteracées do
quadro sanguineo, como diminuicdo do numero de leucécitos, alteracbes da
medula 6ssea e petéquias hemorragicas na pele, culminando com sindromes
hemorragicas dos genitais. Paralelamente, foram observados distlrbios dos
sistemas nervoso autbnomo e central. Na dependéncia da resisténcia
individual, condi¢bes gerais de nutricdo e concentracdo de micotoxina ingerida,
inUmeros o6bitos foram assinalados. Vale ressaltar que os tricotecenos sdo
também produzidos por outras espécies de fungos como Cephalosporium,
Myrothecium, Trichoderma e Stachybotrys. Este grupo de substancias
apresenta alto grau de toxicidade e, por isso, € empregado na guerra quimica
como produtor de hemorragias difusas e lesbes disseminadas que levam o
individuo rapidamente a morte. Recentemente, soube-se do uso de chuva
amarela (yellow rain) por tricotecenos provenientes de fungos, no sudeste da

Asia.



Ecologia de Fungos Toxigénicos

Cerca de 100.000 espécies fangicas ja foram descritas, porém 300 destas
espécies tém capacidade de produzir micotoxinas.

As principais espécies fungicas produtoras de micotoxinas pertencem aos
seguintes géneros: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Claviceps,
Myrothecium,  Stachybotrys, = Phoma, Trichotecium, Cephalosporium,
Trichoderma, Cladosporium, Pithomyces, etc. Entretanto, 0s géneros
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, os mais importantes do ponto de vista
toxigénicos

Na medida em que todas as espécies sdo em geral ubiquitarias, observa-se a
presenca de micotoxinas em todas as partes do mundo, embora algumas
ocorram com maior frequéncia em determinados paises, decorrentes de fatores
climatolégicos. No Brasil, as micotoxinas mais detectadas em alimentos séo as
aflatoxinas, as fumonisinas, ocratoxina A, zearalenona e deoxinivalenol.
Geograficamente, dentro do género Aspergillus, as espécies A. flavus e A.
parasiticus sdo frequentemente isoladas em regides tropicais e subtropicais,
pouco frequentes em regides de clima temperado e raramente isolados em
regides de clima frio. As espécies A. ochraceus e P. verrucosum sao
frequentes em regides tropicais e temperadas, respectivamente.

Por sua vez, as espécies do género Fusarium destacam-se pela adaptacao a
diferentes condi¢cdes ambientais. Assim sendo, a espécie F. verticillioides (= F.
moniliforme), predomina em regides tropicais e temperadas Umidas, mas €&
pouco frequente em zonas temperadas frias; F. graminearum, em regides de
clima tropical a temperado; F. poae, em clima temperado a frio e F.
sporotrichioides em clima frio.

Os fungos que invadem os grdos podem ser divididos conforme suas
necessidades de agua, em dois grupos ecoldgicos: fungos de campo e de
armazenamento. Os fungos de campo invadem os graos antes da colheita,
enquanto as plantas estdo em crescimento no campo, ou depois de estarem
cortadas em espigas, antes de serem debulhadas. Requerem altos teores de
umidade nos graos para se desenvolverem (20-21%) e pertencem aos géneros
Fusarium, Alternaria, Cladosporium e Helminthosporium. Os fungos de

armazenamento, por sua vez, necessitam de teores de umidade mais baixos,



entre 13 e 18% e correspondem a varias espécies do género Aspergillus e
Penicillium.

Alguns pesquisadores incluiram na classificacdo, um terceiro grupo, chamado
de intermediario, que alberga espécies fungicas que sdo encontradas no
campo, durante o processo de cultivo da planta, na colheita e durante o
armazenamento.

O desenvolvimento de fungos toxigénicos e a producdo de micotoxinas pelos
mesmos, sdo dependentes de um complexo conjunto de fatores: 1-
susceptibilidade do substrato a colonizacdo do fungo produtor; 2- fatores
fisicos: temperatura, umidade do substrato, umidade relativa do ar, aeracéo,
danos mecanicos e tempo de armazenamento; 3- fatores biol6gicos:
capacidade genética do fungo em produzir micotoxinas, quantidade de esporos
viaveis, interacdo de diferentes fungos presentes no mesmo substrato,
interacdo de micotoxinas e presenca de insetos. Entre esses fatores, o tipo de
substrato, a umidade e a temperatura sdo os que exercem maior influéncia no
crescimento fangico e na producédo de micotoxinas.

De modo geral, os produtos passiveis de veicular micotoxinas aos animais e ao
homem sao: produtos agricolas como cereais e sementes oleaginosas, frutas
vegetais, produtos de origem animal (como leite e seus derivados, carnes,
embutidos e queijos curados por fungos), alimentos orientais fermentados e
produtos fermentados tais como cervejas e vinhos, além das racdes animais
industrializadas.

O desenvolvimento de fungos em grdos armazenados é desencadeado em
teores de umidade acima de 13,5%, sendo 0,77 a atividade de agua minima
para 0 crescimento das principais espécies toxigénicas. Abaixo de 0,60 de
atividade de agua, em geral, os fungos nao se reproduzem. Vale frisar que os
valores de Aa para a producdo de micotoxinas séo, frequentemente, maiores
do que aqueles necessarios para o crescimento dos fungos produtores. Em
temperaturas abaixo de 10 °C, a maioria dos fungos nédo se desenvolve e 0s
gue conseguem, o fazem lentamente. Considera-se como ideal para atingir-se
o melhor crescimento aquela na faixa entre 25° e 30° C, embora algumas
espécies do género Aspergillus se desenvolvam mais rapidamente em

temperaturas acima dos 30 °C.



O conhecimento da micobiota presente em um alimento, bem como o grau de
contaminacdo (UFC/g), € um dado importante na avaliagdo das condi¢des de
armazenamento do produto, na sinalizacdo das micotoxinas presentes no
substrato, e como referéncia para medidas governamentais no controle de
micotoxinas. Entretanto, ndo substitui a determinag¢édo quimica da micototoxina,
por métodos cromatograficos ou imunoensaios, essencial para o diagnostico de
uma micotoxicose.

Assim, a simples constatacdo de fungos toxigénicos em alimentos né&o
significa, automaticamente, a presenca de micotoxina no substrato; todavia
indica que ha, potencialmente, o risco de uma possivel contaminacao por
micotoxinas. Se este alimento for, ainda, um bom substrato para producao de
micotoxinas e se os fatores abidticos, principalmente umidade e temperatura,
forem adequados, o risco dessa contaminacéo tende a aumentar.

Em relacdo as aflatoxinas, alguns autores mencionam que, em média, 50% das
cepas de Aspergillus flavus séo aflatoxigénicas. E importante ressaltar que a
auséncia de sinais visiveis de emboloramento nédo significa que o alimento se
encontre livre de fungos e de toxinas.

As principais micotoxinas podem ser divididas em quatro grandes grupos: (1)
Aflatoxinas, metabdlitos biossintetizados principalmente por A. flavus, A.
parasiticus e A. nomius; (2) Ocratoxinas, produzidas principalmente por A.
ochraceus e Penicillium verrucosum; (3) Fusariotoxinas, produzidas por
espécies do género Fusarium, representadas por zearalenona, tricotecenos,

moniliformina e fumonisinas.

AFLATOXINAS

As aflatoxinas sdo produzidas principalmente por cepas de Aspergillus flavus,
A. parasiticus, A. nomius e A. pseudotamarii. O Aspergillus flavus destaca-se
como importante produtor de aflatoxinas, sendo capaz de sintetizar as
aflatoxinas B1 e B2, seguido pelo A. parasiticus, que é capaz de sintetizar as
aflatoxinas Bi1, B2, G1 e G2. Quimicamente, as aflatoxinas possuem estrutura
policiclica derivada de nudcleo cumarinico, unido a sistema bifuranico e a
pentona (aflatoxinas da série B) ou a lactona de seis membros (aflatoxinas da
série G). Sdo conhecidos 18 compostos distintos, entretanto, as aflatoxinas B,

B2, G1 e G2 sédo as mais frequentemente identificadas, e designadas de acordo
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com a fluorescéncia emitida quando expostas a radiacéo ultravioleta (360 nm).
A fluorescéncia azul (blue) é representada pelas aflatoxinas B1 e Bz, e a
fluorescéncia verde (green) pelas aflatoxinas G1 e Ga.

AFBi,considerada a mais toxica, apresenta propriedades hepatotoxica,
teratogénicas e mutagénicas podendo causar danos como hemorragias,
edemas, imunossupressao e carcinoma hepatico. Uma das causas da extrema
toxicidade da AFB:1 é devido a sua rapida absorcdo pelo sistema
gastrointestinal, fato que facilita a entrada da toxina na circulacdo sanguinea,
através da via portal, e 0 seu transporte para o figado, maior sitio de
biotransformacao da toxina (Figura 1). As reacdes que envolvem a conversao
da AFB:1 para varios outros metabdlitos, sdo mediadas, em grande escala, pelo
citocromo P450, ligado a monooxigenases de funcdo mista. Tal sistema
encontra-se presente nos componentes da membrana do reticulo
endoplasmatico dos hepatécitos e tem a funcdo de facilitar a hidroxilacdo, a
demetilacdo, a reducdo e a epoxidacdo, que ocorrem durante o processo de
biotransformacdo. O metabolismo primario da AFB1 pode ser visto como
detoxificacdo ndo reversivel, via formagcdo de metabdlitos hidroxilados (AFMu,
AFQ1, AFP1, AFBza), detoxificacdo reversivel, via formacdo de aflatoxicol ou
ativacdo da formacédo de aflatoxina 8,9-epdxido. Com excecdo do aflatoxicol,
que é catalizado por redutases citoplasmaticas, as outras séo catalizadas por
isoenzimas do complexo citocromo P450. A forma ativa da AFB:1 é um
composto identificado como AFB1-8,9-epdxido,que é uma molécula altamente
eletrolitica e se liga covalentemente aos sitios nucleofilicos de macromoléculas
(DNA, RNA e proteinas). Estas ligacbes formam os adutos, que no caso do
DNA, é responsavel pelos efeitos carcinogénicos e mutagénicos. A aflatoxina
Bi1 é classificada na classe 1 dos carcinbgenos humanos pela International
Agency for Research on Cancer (IARC).

As aflatoxinas apresentam baixo peso molecular, baixa solubilidade em agua e
alta solubilidade em solventes moderadamente polares, como cloroférmio,
metanol e dimetilsulfoxido. S&o incolores, inodoras e ndo alteram o sabor dos
alimentos. Sao estaveis a temperaturas elevadas, sendo destruidas por

autoclavagem na presenca de amonia e em tratamento com hipoclorito.
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Umidade relativa do ar de 80-85%, atividade de agua superior a 0,78, e
temperatura de 33 °C sé&o consideradas condi¢cOes ideais para producdo de

aflatoxinas.

A exposicdo humana em relacdo as aflatoxinas pode ocorrer através da
ingestdo de alimentos diretamente contaminados, tais como amendoim,
castanha-do-Brasil, milho, sementes de algodéao, farelo de peixe e coco, ou de
outros, como leite, produtos lacteos, carnes e ovos, originarios de animais que
consumiram ragcao contaminada.

No Brasil, as aflatoxinas sdo as Unicas micotoxinas com niveis maximos em
alimentos previstos pela legislagdo. A concentracdo maxima estabelecida pela
ANVISA em amendoim, pasta de amendoim, graos de milho é de 20 ug/kg

(ppb), somatoria das aflatoxinas Bi+B2+G1+Goa.

Para leite fluido e leite em pd, os limites de AFM: estabelecidos séo,
respectivamente, de 0,5 e 5 pg/L (ppb). Em alimentos para consumo animal

(matérias primas e racdes) o nivel maximo permitido é de 50 pg/kg.
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Figura 1 Biotransformacdao da aflatoxina

ACIDO CICLOPIAZONICO

Acido ciclopiazénico (ACP) foi primariamente isolado do Penicillium cyclopium,
sendo os géneros Penicillium e Aspergillus considerados produtores desta
micotoxina. Dentre os fungos do género Aspergillus, o A. flavus, o A. versicolor
e 0 A. tamarii sédo potencialmente produtores de ACP.

O ACP é inibidor especifico da enzima Ca?* ATPase e induz alteragdes no
transporte de ions em membranas celulares. Clinicamente, quando os
alimentos contaminados sao consumidos, podem ocorrer degeneragédo e
necrose hepatica, lesdes miocardicas e neurotéxicas. No Brasil, 38% das
cepas de A. flavus isoladas do amendoim foram produtoras de ACP.

A presenca de ACP foi constatada em alguns alimentos como milho,
amendoim, queijo, carnes, sementes de girassol, feno, tomate, queijo e leite. A

toxicidade do ACP foi demonstrada em diferentes espécies animais, incluindo
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ratos, frangos, cdes e cobaias, sendo os principais 6rgaos atingidos o figado,
rins e sistema digestivo.

O papel do CPA na saude humana ainda permanece obscuro, porém séo fortes
as evidéncias de sua participacdo no surto de intoxicacao das aves ocorrido da
Inglaterra, em 1960, devido a similaridade dos sinais clinicos descritos na

ocasiao com a intoxicagao por ACP.

OCRATOXINAS

As ocratoxinas compreendem um grupo de substancias derivadas de
isocumarinas que possuem uma L-beta fenilalanina ligada a uma isocumarina.
Embora uma série de ocratoxinas seja conhecida, somente a ocratoxina A
(OTA) possui importancia toxicoloégica. A OTA € uma micotoxina nefrotoxica,
carcinogénica e imunotoxica produzida por espécies dos géneros Aspergillus e
Penicillium. Dentro do género Aspergillus, a principal espécie produtora de
OTA, principalmente em regides tropicais € A. ochraceus (= A. alutaceus),
porém a micotoxina pode ser produzida por A. niger, A. carbonarius e A.
terreus. A espécie P. verrucosum estd associada principalmente ao
armazenamento de cereais e € muito comum em paises de clima temperado ou
frio. A OTA pode ocorrer em diversos produtos, como milho, trigo, cacau, café,
cevada, centeio, aveia, feijao, uva e racdes para animais.

A OTA é uma substancia cristalina, incolor a luz natural, mas que sob luz
ultravioleta apresenta fluorescéncia azul-esverdeada. E pouco solGvel em agua
e apresenta solubilidade moderada em cloroférmio e metanol, fluorescendo nas
cores verde e azul, quando em solugdes acidas e alcalinas, respectivamente.

A Aa minima para o crescimento de A. ochraceus é 0,76 e para P. verrucosum
0,81. Para producédo de OTA, a Aa minima € de 0,83, para ambas as espécies.
A temperatura 6tima para o crescimento dos citados fungos é 25 °C .

O ¢6rgéo alvo da toxica € o rim, interferindo na sintese de macromoléculas, de
células do parénguima renal, incluindo DNA, RNA e proteinas. Além disso,
afeta 0 metabolismo dos hidratos de carbono renal, danificando o epitélio dos
tubulos renais proximais, o que diminui a absorcao de eletrélitos e aumenta a
excrecao de agua atraves da diurese osmotica. Entre as espécies animais, 0s

suinos apresentam alta sensibilidade a essa micotoxina, sendo uma das
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micotoxinas mais toxicas para essa especie. A OTA também tem sido
associada a etiologia da doenca conhecida como Nefropatia Endémica dos
Balcas, uma desordem renal que afeta humanos moradores de areas rurais
dos Balcas, formada pelos paises Bulgaria, Roménia e Yugoslavia, e que pode
lentamente levar a morte. Na Europa, andlises de soro de individuos
considerados saudaveis frequentemente contém OTA, o que confirma a ampla
e continua exposicao a toxina. OTA tem recebido consideravel atencdo desde
1993, quando a IARC a classificou como possivel carcinogeno para o homem.

Levantamentos realizados no Brasil demonstraram baixos niveis de

contaminagao por OTA

FUMONISINA

As fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas estruturalmente relacionadas
produzidas por espécies do género Fusarium, principalmente F. verticillioides
(=F. moniliforme) e F. proliferatum, fungos amplamente distribuidos na natureza
e isolados frequentemente no milho e racbes. Por se tratar de um dos
principais fungos contaminantes do milho em todo o mundo, o Fusarium
verticillioides tem sido constantemente associado a doencas nos individuos que
utilizam este cereal como base da sua alimentacdo. Esta espécie se
desenvolve em temperatura 6tima de 22 a 28 °C e atividade de agua acima de
0,87. (Tabela 3)

As fumonisinas despertaram o interesse da humanidade desde 1901, época
em que surgiram os primeiros relatos com respeito ao “envenenamento por
milho mofado”, relacionados a utilizacdo do produto na alimentacdo de
equideos.

Até o presente momento, 18 diferentes fumonisinas (FB) foram descritas.
Entretanto, as fumonisinas B:1 (FB1), B2 (FB2) e Bs (FB3) sdo produzidas
naturalmente. A FBi1 € a mais importante do grupo, constituindo,
aproximadamente, 70% do total de fumonisinas. As concentracdes de FB2 e
FBs sd0 menores que a primeira, contribuindo com cerca de 15 a 30% das
toxinas do grupo.

A fumonisina Bi1 tem sido a principal causa da sindrome neurotdxica em
equinos, a leucoencefalomalacia (LEME), edema pulmonar em suinos, cancer

hepatico em ratos, reducdo no desenvolvimento, problemas cardiacos,
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imunossupressao, degeneracdo e necrose hepatica em aves. Esta toxina,
classificada no grupo 2B, segundo a IARC em 1993. Também j& foi associada
a casos de incidéncia de cancer de esbéfago, em humanos, na Africa do Sul, na
China, no nordeste da Italia e no sudeste dos Estados Unidos.

O principal sitio de a¢do das fumonisinas esta relacionado ao metabolismo dos
esfingolipideos pela inibicdo das enzimas esfinganina e esfingosina n-acetil
transferase, resultando no aumento intracelular da concentracéao de esfinganina
livre ou, em menor grau, de esfingosina livre. Tal fato pode ser atribuido a
similaridade das moléculas de fumonisinas com as de esfingosina e de
esfinganina, responsaveis pela formacdo do complexo esfingolipideos
(esfingomielina e glicoesfingolipideos). Detectados em altas concentracées no
figado e no cérebro, os esfingolipideo sdo essenciais para o crescimento
celular, diferenciacé@o e transformacgéo. Estas micotoxinas também s&o toxicas
para superficies endoteliais, semelhantes aquelas detectadas nos pulmdes e
no cérebro.

Levantamentos realizados em diversas partes do mundo mostram que o milho
usualmente esta contaminado com fumonisinas, porém em niveis variaveis. No
Brasil, estudos tem mostrado a presenca desta toxina em milho em frequéncia
acima de 90% e niveis médios abaixo de 3 ug/g. Em relacdo a producgéo de
fumonisinas por cepas de F. verticillioides, os estudos demonstram que 100%
das cepas sdo produtoras de fumonisinas B1 e B2

Em termos mundiais ndo ha regulamentacdo para os niveis de fumonisinas em
alimentos, com excecao da Suica, onde propde um limite de tolerancia de 1
ug/g para a somatéria de FB1 e FB2. Sdo recomendados niveis menores que 5
ug/g de FB1 em racao para cavalos e outras espécies de equinos, 10 ug/g para

a racao de suinos e 50 ug/g para o gado de corte e frango de corte.

TRICOTECENOS

Os tricotecenos, frequentemente referidos como micotoxinas
imunossupressoras, sdo um grupo de aproximadamente 170 compostos
toxicos estruturalmente relacionados (tetraciclico 12, 13 —epoxitricotecenos),
produzidos por fungos dos géneros Fusarium, especialmente F. graminearum,

F. tricinctum, F. poae e, também, dos géneros Myrothecium e Stachybotris e
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Cephalosporium. O crescimento dos citados fungos e a producdo de
tricotecenos séo estimulados por condi¢des climaticas oscilantes entre quente
e fria. Para F. poae a temperatura 6tima de crescimento varia de 22a28°C e a
Aa minima necessaria ¢ 0,89 (Tabela 3 ). Baseados na sua estrutura quimica
séo divididos em dois grupos, denominados macrociclicos e ndo macrociclicos,
sendo este Ultimo subdividido nos tipos A e B. Os tricotecenos de modo geral
sdo cristais incolores, sendo os do tipo A moderadamente solUveis em
solventes moderadamente polares, como cloroférmio, éter etilico, acetona. Por
sua vez, os do tipo B dissolvem-se em solventes de alta polaridade tais como
acetonitrila, ou metanol aquoso. Sao estaveis a 120°C, moderadamente
estaveis a 180°C, porém, se decompdem a 210°C por 30 minutos. Entres os
tricotecenos conhecidos, destacam-se a Toxina T2, o deoxinivalenol (DON) e o
diacetoxiscirpenol (DAS), porém, o DON é o tricoteceno de maior ocorréncia
em alimentos e ragdes. Os sinais clinicos desta intoxicacdo sdo a recusa ou
diminuicdo da ingestdo de alimentos, vOmitos, desordens digestivas e
diminuicdo do ganho de peso. Inibidores potentes da sintese protéica, os
tricotecenos bloqueiam os trés maiores processos de traducdo incluindo
iniciacdo, alongamento e terminacdo da traducdo. A alteracdo da sintese
protéica afeta os sistemas gastrointestinal, hematopoiético, imunoldgico e
nervoso. A sintomatologia observada esta relacionada com a perda de peso,
reducdo na conversdo alimentar e producdo de ovos, recusa de alimentos
(anorexia), gastroenterite grave com vOmito e diarréia sanguinolenta,
dermatites, hemorragias, aborto e disturbios nervosos. Os produtos com alto
risco de contaminacédo por tricotecenos sao milho, trigo, aveia, centeio, sorgo e
racdes, porém o0s levantamentos realizados no Brasil, mostram baixa

ocorréncia deste grupo de micotoxinas.

PATULINA

A patulina consiste de uma a, B lactona insaturada do grupo dos policetideos
que forma cristais incolores, tem ponto de fuséo entre 105 e 108 °C, é solavel
em agua, etanol, acetona, acetato de etila, éter e cloroférmio, mas € insoluvel
em benzeno e éter de petréleo. Nao é destruida por aquecimento e é estavel
em pH acido. A toxina tem sido estudada desde 1941 por sua acdo como

antibiotico e, mais recentemente, por suas propriedades fitotoxicas e
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carcinogénicas. Os niveis de Aa para o crescimento de P. expansum e,
producédo de patulina, é de 0,82 e 0,90, respectivamente.

Diversas espécies dos géneros, Aspergillus, Penicillium e Byssopchlamys sdo
citadas como produtoras da toxina, porém P. expansum € considerada a mais
importante. A toxina tem sido detectada em muitas frutas e sucos, vegetais,
cereais e outros alimentos, entretanto, a maca e seus derivados processados
com frutos contaminados sdo as maiores fontes de contaminacéo. A ocorréncia
da toxina tem sido registrada em varios paises de clima frio tais como Canada,
Estados Unidos, Alemanha e outros, porém, no Brasil sdo raros os trabalhos

sobre o assunto.

IDENTIFICACAO DE FUNGOS E DE MICOTOXINAS

Os métodos convencionais utilizados na identificagdo de fungos de uma maneira geral
tem sido baseados na morfologia macroscopica e microscopica, sendo que para esta
ltima sdo utilizados exame direto e microcultivo. Entretanto, para o isolamento, a
escolha do meio de cultura deverd ser realizada de maneira criteriosa, caso contrario
poderd interferir nos resultados obtidos. Macroscopicamente devem ser observados a
textura superficial da colbnia, a topografia, a formagdo de pigmentos, tamanho da
col6nia, bordos, e relevo. Microscopicamente, ; Métodos convencionais para detec¢édo e
identificacdo de fungos toxigénicos em alimentos incluem cultivo do fungo e analise
morfolégica (macro e microscopica). Esta metodologia, baseada exclusivamente na
morfologia dos fungos, requer maior disponibilidade de tempo e habilidade taxondmica.
Dois sdo os métodos preconizados para o isolamento de fungos em alimentos
e racles:1- Diluicdo em placas, recomendado para alimentos em po e liquidos;

2- Plaqueamento direto, para alimentos sélidos e graos.

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foi a primeira técnica
cromatografica para analise de micotoxinas e, atualmente, ainda é uma técnica
bastante utilizada em analise rotineiras, principalmente de aflatoxinas em
alimentos, pela rapidez na execugéo, reprodutibilidade, versatilidade e baixo
custo.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), amplamente utilizada para

deteccdo de micotoxinas em alimentos, apresenta vantagens em relagéo a
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outros métodos analiticos. Quando combinada com sistemas de deteccao por
ultravioleta e fluorescéncia, tem mostrado boa reprodutibilidade.

A Cromatografia Liquida com Detector de Massa (LC-MS) também pode ser
utilizada, porém o elevado custo do equipamento torna seu uso restrito.

Dentre os métodos que utilizam imunoensaios para deteccdo de micotoxinas,
somente as técnica de Radioimunoensaio (RIA) e o Teste Imunoenzimatico de
Quantificacdo de Anticorpos (ELISA) tem sido adotados para esta finalidade.
Esta ultima, a mais utilizada para analise de um grande namero de amostras,
destaca-se devido a facilidade e rapidez na execucéo.

A metodologia para deteccao de micotoxinas compreende as seguintes etapas:
amostragem, preparacdo da amostra, extracdo, purificacdo, deteccdo e
guantificacdo, e confirmacao da identidade da toxina.

A representacdo esquematica dos procedimentos analiticos para identificacao

de fungos e de micotoxinas encontra-se expressa na Figura 5

PREVENCAO E CONTROLE
O crescimento fungico pode ser controlado pela secagem dos produtos a niveis

seguros de umidade (atividade de agua e teor de agua). Entretanto, tal pratica
nao oferece garantias quando as condi¢cdes de armazenamento dos alimentos
nao forem adequadas havendo, com isso, o risco de se re-umedecerem. Como
alternativa, existem métodos que utilizam substancias quimicas que inibem o
desenvolvimento fungico. Varios acidos organicos, tais como acido sérbico,
acido benzéico, &cido propidnico, acido acético e &cido férmico tém sido
utiizados como preservativos, particularmente em produtos agricolas
estocados.

O emprego da radiacdo gama também tem se mostrado eficiente no controle
de fungos e de micotoxinas em determinados alimentos sem, no entanto,
provocar grandes alteracdes nas propriedades organolépticas e nutricionais
dos alimentos. Melhoramentos genéticos também tém sido desenvolvidos com
0 objetivo de desenvolver variedades de sementes mais resistentes aos fungos
toxigénicos ou que sejam capazes de inibir a producdo de micotoxinas.

Na pratica, as técnicas utilizadas na prevencdo da contaminacdo, as vezes,
sdo de dificil execucdo e de resultado incerto, pois sédo dependentes das

condicdes climaticas e praticas realizadas por produtores e cerealistas. Assim
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sendo, quando as medidas preventivas ndo forem eficientes devem-se utilizar
técnicas de detoxificagdo. Tais técnicas, criadas e aplicadas principalmente
para o controle das aflatoxinas, baseiam-se na utilizacdo de propriedades
fisicas e quimicas de solubilidade, sensibilidade a luz ultravioleta e de
degradacdo quimica, transformando-as em produtos ndo toxicos. Dentre as
técnicas utilizadas na detoxificacdo de produtos, destacam-se a extragcao por
solventes, as degradacdes quimica e biologica, a irradiacdo, o tratamento
térmico, a remocao seletiva, e o emprego de adsorventes.

O controle das micotoxinas através de técnicas de detoxificacdo vem sendo
efetuado, com relativo sucesso, em algumas partes do mundo, principalmente
em relacado as aflatoxinas. Entretanto, a prevencao por meio de boas de cultivo,
de colheita, de secagem, de armazenamento e de transporte de graos, podem
contribuir para o retardamento do processo constituindo-se, ainda, a melhor

maneira de se combater a problemética das micotoxinas e micotoxicoses.
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Figura 2-Representacdo esquematica do procedimento analitico para
determinacao de micotoxinas, isolamento e identificacdo de fungos e pesquisa
do potencial toxigénico das cepas isoladas.

Alimentos e Racgobes

Analise Isolamento da
micotoxicolégica microbiota

Colonia isolada

Exame direto

MICIOCULIS (identificacdo presuntiva)
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21

Referéncias

Brasil. Ministério da Agricultura. Leis e Decretos. Portaria no. 183, de 21 de
marco de de 1996. Diario Oficial da Unido. Brasilia, DF, 25 de mar. 1996.
Secéo 1.

Bullerman LB. Significance of mycotoxins to food safety and human health.
Journal Food Protection 42: 65-86, 1979.

Chelkowski J. Fusarium - Mycotoxins, Taxonomy and Pathogenicity. New York:
Elsevier, 1989.

Christensen CM, Sauer DB. Mycoflora. In: Christensen CM (Ed.) Storage of
cereal and their products. Minnesota, American Association of Cereal Chemists,
Inc. St. Paul: 219-240, 1982.

Coulombe RA. Aflatoxins. In: Sharma RP, Salunkhe DK. Mycotoxins and
Phytoalexins. Boca Raton: CRC Press: 103-143, 1991.

Council for Agricultural Science and Technology (CAST) - Mycotoxins: Risks in
Plants, Animal, and Human Systems. Task Force Report, n. 139, USA, 2003.

Food and Agriculture Organization of the United Nations. Worldwide
Regulations for Mycotoxins. A Compendium. FAO food and Nutrition Paper,
Roma, n. 64, 2002.

Frisvad JC, Samson RA. Filamentous fungi and feeds: ecology, spoilage and
mycotoxins productions. In: Handbook of Applied Mycology, v. 3: Food and
Feeds. Dilip K, Arora KG, Mukerji E, Marth H. (Eds.). Marcel Dekker, Inc. New
York: 31-68, 1991.

Gompertz OF, Gambale W, Paula CR, Corréa B. Caracteristicas gerais dos
fungos. In: Microbiologia. Trabulsi LR, Althertum F. (Eds.). Atheneu, 5™ ed.:
479-491, 2008.

Helferich W, Winter CK. Food Toxicology. Boca Raton: CRC Press: 106-112,
2001.

Hesseltine CW. Natural occurrence of mycotoxins in cereals. Mycopathologia
Mycology Applied 53: 141-153, 1974.

Hocking AD, Pitt JI, Thrane U. Advances in Food Mycology. In: Advances in
Experimental Medicine and Biology .New York: Springer, V. 571,2006.

International Agency for Research on Cancer (IARC). Toxins derived from
Fusarium moniliforme: fumonisin B1 and B2 and Fusarin C (Group 2B). Lyon:
IARC Scientific publications, n. 56, 1993a.



22

International Agency for Research on Cancer (IARC). Aflatoxins: Natural
occurring aflatoxins (Group 1), aflatoxin M1 (Group 2B). Lyon: IARC Scientific
publications, n. 56, 1993b.

Jackson LS, DeVries JW, Bullerman LB. Fumonisins in Food. In: Advances in
Experimental Medicine and Biology. New York: Plenum Press, v. 392, 1996.

Lacey J. Pre- and post-harvest ecology of fungi causing spoilage of food and
other products. In: Filamentous Fungi in Food and Feeds. In: Moss MO, Jaruis
B, Skinner FA (Eds.) Published for the Society for Applied Bacteriology,
Blackwell Scientific Publications: 11-25, 1989.

Leslie JF, Bandyopadhyay R, Visconti A. In: Mycotoxins-Detection Methods,
Management. Public Health and Agricultural Trade. UK: CAB
International,2008.

Miler JD, Trenholm HL. Mycotoxins in Grain: compounds other than Aflatoxin.
St. Paul: Eagon Press, 1994.

Moore-Landecker E. Fundamentals of the Fungi. 4" ed. Prentice- Hall, Inc.,
New Jersey, 1994.

Northolt MD, Soentoro PSS. Fungal growth on foodstuffs related to mycotoxin
contamination. In: Samson RA, Van Reenen-Hoekstra ES, Van Dorsehot CAN.
Introduction to food borne fungi. Baarn, CBS: 231-238, 1988.

Pier AC. Mycotoxins and Mycotoxicoses. In: Biberstein EL, Zee YC (Eds.).
Veterinary Microbiology. Boston: Blackwell Scientific Publications Inc.: 348-355,
1990.

Pitt JI, Hocking AD. Fungi and Food Spoilage. 2" London: Blackie Academic 7
Professional, 1997.

Rodriguez-Amaya D, Sabino M. Mycotoxin Research in Brazil: The last decade
in review. Brazilian Journal of Microbiology 33:1-11, 2002.

Scussel VM, da Rocha MW, Lorini I, Sabino M, Rosa CAR, Carvalhal MM.
Atualidades em Micotoxinas e Armazenagem de Grdos 2" Ed. Floriandpolis:
ABMAG, v. 1, 2008.

Sharma RP. Immunotoxicity of Mycotoxins. Journal of Dairy Science 76(3):892-
897, 1993.

Steyn PS. Mycotoxins, excluding aflatoxins, zearalenone and trichothecenes.
In: Rodricks JV, Hesseltine CW, Mehlman MA. (Eds.). Mycotoxins in Human
and Animal Health. lllinois: Pathotox Publishers 419-467, 1977.



23



24



