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RESUMO

O café ¢ nada menos do que a segunda bebida mais consumida no
mundo, sabor e aroma atrativo justificam sua aceitagdo. Diversos estudos t€m
sido realizados para determinar seus efeitos sobre a saude humana. Diante das
evidéncias observadas na literatura, o presente estudo buscou confrontar através
de testes “in vivo” a agdo bioprotetora de dois dos mais importantes compostos
quimicos presentes no café (acidos clorogénicos e cafestol) e o efeito toxico de
duas conhecidas micotoxinas (ocratoxina A e aflatoxina B1). O experimento foi
composto de quatro ensaios bioldgicos; para isso foram utilizados ratos Wistar
jovens, machos, mantidos em ambiente controlado, com fotoperiodo de 12 horas
e temperatura ambiente de aproximadamente 25 °C, todos em gaiolas
metabolicas individuais, com acesso a alimentacdo controlada (15g/dia) e dgua
“ad libtum”. Durante as quatro ultimas semanas de cada ensaio, cada animal
recebeu 50ng de toxina/dia em 3g de leite em pod, adicionado de 1,5ml de adgua
destilada ¢ moldado de forma esférica. Animais dos grupos negativos para
toxina receberam o mesmo tratamento sem a adi¢do de micotoxina. Foi possivel
observar acdo bioprotetora frente as micotoxinas, com destaque para os acidos
clorogénicos, melhorando o ganho de peso e a sintese de glicogénio hepatico e
muscular. Sugerimos a realizagdo de testes por um maior periodo de tempo para
confirmagdo de todos os indicios encontrados, ja que ndo foram encontradas
diferengas nos exames bioquimicos e histopatologicos. Os dados percentuais
obtidos foram comparados através de Analise de Varidncia, pelos Testes Scott
Knott e T de Student, nivel 5% de probabilidade.

Palavras-chave: Acidos Clorogénicos. Cafestol. Aflatoxina B1. Ocratoxina A.



ABSTRACT

Coffee is nothing less than the second most consumed beverage in the

world; its taste and attractive aroma justify its acceptance. Several studies have
been conducted to determine their effects on human health. Confronted with
evidence found in literature, this study sought to confront, by ““in vivo™ testing,
the bioprotective action of two the most important chemical compounds in
coffee (chlorogenic acids and cafestol) and two known mycotoxins (ochratoxin
A and aflatoxin B1). The experiment was composed of four biological tests. The
young Winster male rats were used, kept in a controlled environment with 12
hours photoperiod and ambient temperature of about 25 °C, all in individual
metabolic cages with access to controlled food (15g/day) and “ad libtum’” water.
During the each test last four weeks, each animal received S0ng of toxin/day
on 3g of powdered milk, added by 1.5 ml of distilled water and shaped into
a sphere.
Animals from the negative toxin groups received the same treatment without the
addition of mycotoxin. It was possible to see bioprotective action forward to
mycotoxins, especially by chlorogenic acids, improving the weight gain and the
synthesis of muscle and liver glycogen. It is suggest testing for a longer period
of time to confirm all the found evidences, especially because was not find
difference on biochemical and histopathological exams. The percentage data
were compared by Scott Knott and T of Student tests at 5% of probability.

Keywords: Chlorogenic acids. Cafestol. Aflatoxin B1. Ochratoxin A.
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1 INTRODUCAO

As facilidades da vida moderna trazem inumeros beneficios ao
homem, mas também podem afetar negativamente sua qualidade de vida. A
grande disponibilidade de alimentos com baixo valor nutricional leva inimeras
pessoas a uma dieta rica em agucares e gorduras de baixa qualidade, junto ao
sedentarismo e ao estresse sdo as principais causas do desenvolvimento de
doengas cronicas em grande parte da populacdo portadora de comorbidades
associadas ao desenvolvimento de doengas mais graves. Somado a isto, o
consumo de alimentos contaminados pode gerar ainda mais problemas.

Alimentos podem ser contaminados de varias formas, mas
principalmente por microrganismos; para evitar que isso acontega, ao longo do
tempo uma série de técnicas e medidas foram adotadas e desenvolvidas para
melhorar a qualidade e durabilidade dos alimentos. Sabe-se hoje que algumas
espécies de Aspergillus e de Penicillium sdo as principais produtoras de
ocratoxina A (OTA) e aflatoxina B1, micotoxinas que podem causar intoxicagdo
de evolucdo rapida, quando ingeridas em altas doses e quando ingeridas em
doses mais baixas e frequentes, induzem o aparecimento de cancer e lesdes nos
tecidos responsaveis pela metabolizagdo dessas substancias. No caso da OTA, o
principal alvo sdo os rins, j& 0 mecanismo de a¢do da aflatoxina B1 ainda ndo
estd bem esclarecido.

Alimentos funcionais s3o considerados promotores de saude por estarem
associados a diminui¢do dos riscos de algumas doencas crénicas, uma vez que,
sdo alimentos naturais ou preparados, contendo uma ou mais substincias
funcionais. O consumo regular de azeite de oliva, alho, vinho ou suco de uva
tinto entre outros, ¢ documentado na literatura como benéfico a saude humana.
Tendo em vista essa realidade, a conscientizacdo da populagdo sobre a

importancia do consumo de alimentos contendo substincias que auxiliam a
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promogdo da saude, trazendo com isso uma melhora no estado nutricional pode
atuar na contramado e afetar positivamente a qualidade de vida moderna.

Pesquisas apontam o café como um produto quimioprotetor, diminuindo
o risco de muitos tipos de cancer, contendo naturalmente em sua composi¢do ou
formadas durante o seu processamento, substincias antioxidantes,
anticarcinogénicas ¢ antiteratogénicas. Nao ha associacdo positiva entre o
consumo dessa bebida e a ocorréncia de cancer em geral. Ao contrario, indica,
em muitos casos, associacao inversa.

Diante dessas informacgdes o presente estudo objetivou avaliar os efeitos
bioprotetores do consumo de dois compostos quimicos presentes no café, acidos
clorogénicos e cafestol, na dieta de ratos Wistar perante o consumo simultdneo
de micotoxinas, Aflatoxina Bl e Ocratoxina A, observando sua atuacdo no

organismo animal através de testes “in vivo”.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Café e salde

Nada menos que a segunda bebida mais consumida no mundo, ficando
atrds apenas da agua, o café é apontado atualmente como integrante dos assim
chamados alimentos funcionais (CAVIN et al., 2002). Seu sabor ¢ aroma
atrativo justificam toda sua aceitacdo, seu grdo possui grande variedade de
minerais, aminoacidos, lipideos, polissacarideos e vitaminas, em especial a
niacina (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE - ABIC,
2005). Diante desta riqueza em micro e macronutrientes, sendo uma das bebidas
mais populares do mundo, vale a pena considerar a contribui¢do do café na
nossa dieta como promotor da satide e bem-estar.

Alimentos funcionais s3o definidos como aqueles que afetam
beneficamente uma ou mais fungdes do organismo, possuem efeitos nutricionais
adequados de maneira que seja relevante tanto para o bem-estar e a saude quanto
para a redug@o do risco de doengas (ROBERFROID, 2002). Devem apresentar
propriedades benéficas, além das nutricionais béasicas, sendo apresentados na
forma de alimentos comuns. Sdo consumidos em dietas convencionais, mas
demonstram capacidade de regular fungdes corporais de forma a auxiliar na
protecdo contra doencas como hipertensdo, diabetes, cancer, osteoporose e
coronariopatias (SOUZA; SOUZA NETO; MAIA, 2003).

Segundo Ramos (2007), os alimentos funcionais sdo considerados
promotores de saude por estarem associados a diminuicao dos riscos de algumas
doencas crdnicas, uma vez que, sao alimentos naturais ou preparados, contendo
uma ou mais substincias funcionais. Deve ressaltar-se a importancia destes
compostos no aumento da expectativa de vida da populacdo, uma vez que o

crescente aparecimento de doengas cronicas tais como: obesidade, aterosclerose,
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hipertensdo, osteoporose, diabetes e cancer tém ocasionado preocupacdo com a
alimentagdo, por parte da populagdo e dos Orgdos publicos da saude. Diversos
autores defendem que o café deve constar na lista de alimentos funcionais
devido aos seus efeitos (MACHADQO; COSTA, 2006). A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou em 11 de janeiro de 2005 um boletim
em que define como alimento funcional aquele com propriedade relativa ao
papel metabdlico ou fisioldgico onde o nutriente ou nao nutriente tem no
crescimento, desenvolvimento, manutengdo e outras fungdes normais do
organismo humano.

O conceito de bioprotecdo pode ser englobado entre as
caracteristicas de um alimento funcional. Alimentos bioprotetores possuem
componentes cujo consumo regular traz beneficios a satide como: regular o
metabolismo, exercer fungdo antioxidante e prevenir ou atenuar sintomas de
algumas doengas (MORAES; COLLA, 2006).

De acordo com a revisdo realizada por Doérea e Costa (2005),
envolvendo mais de 200 publicagdes relacionadas ao café, trabalhos estes
produzidos por cientistas de varios paises que consomem a bebida, nenhum dos
trabalhos indica maleficios causados pelo produto, pelo contrario, a bebida
proporciona aumento da capacidade de trabalho fisico e mental, do estado de
alerta e vigilia, da memoria ¢ do bem-estar, equilibra a hiperatividade infantil,
ajuda na concentracdo ¢ também minimiza os efeitos do mal de Alzheimer e de
Parkinson. Segundo esses mesmos autores, ha ainda relatos que indicam que o
café ajuda no aumento da temperatura corporal e na aceleragdo do metabolismo,
sendo portanto, recomendavel aos obesos que fazem dietas para emagrecer. Eles
enfatizam ainda que o café ndo possui apenas funcionalidade no que diz respeito
a saude, mas também social.

Inimeros estudos epidemioldgicos t€m sido realizados a fim de

investigar a relacdo entre consumo de café e incidéncia de cancer. De acordo
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com Cavin et al. (2002), a maioria deles chegou a conclusdo de que 2 a 5 xicaras
diarias ndo promovem nenhum risco dessa doenga e que ao contrario do que se
pensa, o seu consumo moderado pode proteger o organismo contra certos tipos
de cancer (GIOVANNUCCI, 1998; INOUE; TAJIMA, 1998; NISHI et al.,
1996). Desse modo, estudos em animais t€ém mostrado que o café promove um
efeito quimioprotetor para inimeros tipos de cancer (MILLER et al., 1993;
STALDER et al., 1994) inibindo a a¢do de produtos carcinogénicos como as
nitrosaminas (NISHIKAVA; TANAKA; MORI, 1986), 1,2-dimetilhidrazina
(GERSHBEIN, 1994), 7,12-dimetil (a) antracena (DMBA) e 2-amino-1-metil-6-
fenilimidazol (4,5-b) piridina (PhIP) (WATTENBERG et al., 1983). De acordo
com Nkondjock (2008) o consumo habitual desta bebida tem sido associado a
redu¢do do desenvolvimento de doengas cronicas e até mesmo o cancer,
principalmente o hepatico.

Cavin et al.(2002) relata também que um grande ntimero de estudos tem
sido realizado no intuito de identificar quais dos seus componentes sao
responsaveis pelos beneficios decorrentes do seu consumo regular. Dentre os
componentes do café que foram identificados como potencialmente responsaveis
por efeitos quimioprotetores, polifendis como os acidos clorogénicos e os
produtos de sua degradagdo e diterpenos como o cafestol ganham destaque

(SCHILTER; HOLZHACUSER; CAVIN, 2001).
2.2 Acidos clorogénicos
Os acidos clorogénicos sao polifenois com acdo antioxidante que no

processo de torra formam quinideos, que atuam inibindo a re-captacdo de

adenosina, melhorando assim a microcirculagdo (ABIC, 2005).
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Na composicdo do grio de café, os acidos clorogénicos sdo encontrados
como ésteres do acido quimico com residuos cindmicos (NOGUEIRA; TRUGO,
2003).

Os acidos clorogénicos constituem os principais compostos fenolicos do
café, os quais sdo importantes para o sabor ¢ aroma da bebida. A fracdo
absorvida dos &cidos clorogénicos e¢ do acido cafeico sdo suficientes para
exercerem agdo protetora e antioxidante (BORN et al., 1996; DAGLIA et al.,
2000; LARANJINHA; ALMEIDA; MADEIRA, 1994), provocar alteragdes na
circulagdo sanguinea e inibir a oxidagdo de LDL in vitro, protegendo assim o
organismo contra doengas cardiovasculares (OLTHOF et al., 2001) e contra
efeitos inibitorios in vitro e in vivo induzidos por produtos carcinogénicos
(KASALI et al., 2000; TANAKA; KOJIMA; KAWAMORI, 1993). A fracdo ndo
absorvida, no célon, inibe a formagdo de compostos mutagénicos N-nitrosos
(nitrosaminas) exercendo assim efeito anticancerigeno (CLARKE; MACRAE,

1989; NOGUEIRA; TRUGO, 2003).

2.3 Cafestol

Em modelos com animais e sistemas de culturas de células, os
diterpenos do café, cafestol e caveol, demonstraram produzir uma grande
diversidade de efeitos bioquimicos resultando em uma redugdo da genotoxidade
de varios agentes carcinogénicos, incluindo micotoxinas (CAVIN et al., 2002;
HUBER et al., 1997). Dentre os mecanismos envolvidos durante a acdo
quimioprotetora desses componentes presentes no grao de café, destacam-se a
indugdo das enzimas transferase glutationa e trasferase glucoronosil, conjugando
compostos eletrofilicos toxicos (LAM; SPARNINS; WATTENBERG, 1982), a
sintese de proteinas que atuam como antioxidantes como a

glutamilcisteinasintetase e hemoxidase, bem como a inibi¢do da sintese e/ou
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ativagdo do citocromo P450, um ativador carcinogénico (MULCAHY et al.,
1997; PRESTERA et al., 1995).

Estudos clinicos e epidemiologicos demonstraram que a exposi¢do
diaria a 10 mg de diterpenos presentes no café, contidos em até 5 xicaras, nao
provoca elevagdo nos niveis de colesterol no sangue (URGERT; KATAN,
1997). Desse modo, Cavin et al. (2002), em estudo de dose-resposta com
diferentes niveis de cafestol e caveol sobre a atividade anticancerigena em ratos
concluiram que esses produtos funcionaram como potentes quimioprotetores ao
aparecimento da doenca sem aumentar a taxa de colesterol. Segundo os autores,
dado a semelhanga de resposta clinica entre ratos e humanos a chance da
manifestacdo desses efeitos benéficos no homem, provocados por esses

diterpenos ¢ grande.

2.4 Consumo atual de alimentos

Intimeros fatores afetam negativamente a qualidade de vida moderna. O
consumo elevado de alimentos de baixo valor nutricional, o sedentarismo € o
estresse sdo as principais causas do desenvolvimento de doengas cronicas em
grande parte da populagdo portadora de patologias como hipertensédo e diabetes,
comorbidades associadas a doengas mais graves. Somado a tudo isso, 0 consumo
de alimentos contaminados pode gerar ainda mais problemas (MORAES;
COLLA, 2006).

Mais além, alimentos podem ser contaminados das mais diferentes
formas: metais pesados, infestagao parasitaria, pesticidas, agentes quimicos e por
microrganismos. Para evitar que isso aconteca, ao longo do tempo uma série de
técnicas e medidas foram adotadas e desenvolvidas para melhorar a qualidade e

durabilidade dos alimentos. Mesmo com todos esses cuidados ou em muitas



21

vezes, quando ha alguma falha em qualquer que seja a fase de produgido dos

alimentos, podem surgir contaminagdes (GERMANO; GERMANO, 2003).

2.4.1 Contaminacao de alimentos por micotoxinas

A penetragdo de microorganismos se inicia no grao do cereal, pela sua
exposi¢ao ao ar, apds a colheita, pelo seu contato com quaisquer superficies
durante o transporte ou com o solo. Quando armazenados em certas condigdes
de temperatura, umidade, umidade relativa do ar e pH, os cereais ¢ leguminosas
estando na sua forma "in natura” ou ja processados, podem ser contaminados
(EVANGELISTA, 2001).

Fungos possuem grande facilidade em se proliferar em alimentos,
quando isso ocorre ¢ comum que sejam encontradas toxinas produzidas pelas
mais diferentes espécies. Micotoxinas sdo metabolitos secundarios de fungos,
sua produgdo esta diretamente relacionada com a sobrevivéncia e perpetuacdo da
espécie, ja que sdo produzidas e langcadas no meio com o objetivo de inibir a
multiplicacdo de outros microrganismos (LAZZARI, 1993). Mais de 50.000
espécies de fungos ja foram descritas, das quais somente 200 s2o produtoras de
micotoxinas ¢ dentre essas apenas 30 sdo responsaveis por quadros
micotoxicologicos (CORREA, 1995). Micotoxinas se tornam téxicas quando a
ingestdo de alimentos contaminados excede uma dose toleravel (BERTAIL;
TRESSOU, 2006), seus efeitos principais em animais sao: imunossupressao,
carcinogenicidade, mutagenicidade e teratogenicidade. Além de tudo isso o
crescimento fingico em leguminosas e cereais estd associado a baixa dos niveis
nutricionais desses alimentos.

Os géneros de fungos mais encontrados em graos e cereais sao:
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Gibberella e Claviceps, centenas de

micotoxinas produzidas por esses géneros de fungos ja foram detectadas em
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cereais destinados ao consumo animal; sendo comum encontrar diferentes tipos
no mesmo cereal; sendo produzidas ou ndo por espécies e até por géneros
diferentes, em diversas fases de producdo (CRUZ, 1995).

Os alimentos contaminados com doses elevadas, quando ingeridos pelo
animal e/ou homem, podem causar intoxicagdes de evolugdo rapida com
comprometimento de varios orgdos provocando distirbios e/ou até a morte
(SCUSSEL, 1998). Segundo Pitt (2000), a ingestdo de produtos contaminados
com doses mais baixas e frequentes induz o aparecimento de céancer,
principalmente no figado, e a diminuigdo da resisténcia de animais as doengas.
Um grave problema ¢ a possibilidade da transferéncia de micotoxinas para a
cadeia alimentar humana, através de carne e laticinios produzidos por animais
que ingerem ragdes contaminadas (BAPTISTA, 2005).

Uma unica espécie de fungo pode produzir intmeros tipos de
micotoxinas, podendo uma mesma amostra conter mais de um tipo de
micotoxina (SILVA et al., 2003). Nem todas as espécies de fungos sdo
toxigé€nicas, mas sabe-se que mais de 300 espécies podem produzir algum tipo
de toxina. Dentre as principais micotoxinas encontradas em produtos
alimenticios e graos como o amendoim e subprodutos, milho, farelo de algodao,
castanhas em geral, sementes oleaginosas, feno, sorgo e feijdo tém-se a
aflatoxina e a ocratoxina (CHALFOUN; PEREIRA; ANGELICO, 2000).

A presenca de fungos toxigénicos, além de alterar a qualidade do café
pode colocar em risco a seguranga do produto. Isto pode ocorrer devido a
producdo de micotoxinas, que sdo metabodlitos secundarios que mesmo em
pequenas concentragdes, sao toxicas ao homem e aos animais. Atualmente, as
micotoxinas mais estudadas e de maior importidncia para a saide humana
presentes em alimentos e bebidas sdo aflatoxinas, fumonisinas, patulina,

ocratoxina e zearalenona (FRISVAD et al., 2004).
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Os resultados obtidos por Chalfoun, Pereira ¢ Angélico (2000),
justificam a inexisténcia do problema de aflatoxinas e os baixos niveis de OTA
detectados em café, confirmando ser estes graos substrato quimicamente adverso
ao desenvolvimento dos fungos A. ochraceus e A. parasiticus potencialmente
produtores destas micotoxinas. Confirmou-se a agdo inibitdria parcial (dose
dependente) da cafeina sobre o desenvolvimento micelial e esporulagao do
fungo Aspergillus ochraceus. A sintese de OTA foi inibida totalmente nas
concentracdes a 1,5% e 2,0% e muito reduzidas nas concentragdes de 0,5% e
0,8% de cafeina. A cafeina inibiu totalmente o crescimento micelial ¢
esporulacdo do fungo Aspergillus parasiticus potencialmente produtor de
aflatoxinas.

Batista (2003) detectou baixos niveis de ocratoxina A em café e nao
detectou aflatoxinas como indicadores de que varios componentes quimicos do
café sdo, definitivamente, potenciais inibidores do desenvolvimento e
esporulagdo dos fungos e sintese de micotoxinas.

No Brasil a selegdo tradicional dos cafés de boa qualidade inclui uma
dimensdo organoléptica que elimina qualquer material com significativa
presenca de fungos, sendo que em tais casos a detec¢do de micotoxinas, mesmo
em tragos ¢ rara. Por outro lado, remessas altamente contaminadas de café sdo
improvaveis de serem concretizadas e aceitas porque odores ¢ sabores
indesejaveis fazem-nas organolepticamente inaceitaveis. Em outros cafés, sem o
mesmo rigor na selecdo do produto, ainda que muito raramente, niveis
significantes de ocratoxina podem ser detectados (VIANI, 1996).

Levi, Trenk e Mohr (1974), realizaram o primeiro trabalho avaliando a
presenca de micotoxinas em graos de café crus. Das 68 amostras avaliadas, trés
apresentaram contaminagdes que variaram de 20 ug/kg a 80 pg/kg. Das 10
amostras enviadas diretamente do Brasil para analise, nenhuma apresentou

contaminacdo acima do limite de deteccdo do método. Resultados de pesquisas
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subsequentes realizadas em varios paises, utilizando amostras de café cru e
processado de diversas procedéncias confirmam o fato de que relativamente ha
outros produtos vegetais, a ocorréncia de micotoxinas em graos e produto

processado € rara, colocando o café como fonte irriséria de micotoxinas na dieta.

2.4.2 Aflatoxinas

Segundo Heathcote (1984), as aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios
toxicos, produzidos por algumas linhagens de Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, além de outras espécies com Aspergillus nomius (FRISVAD;
THRANE, 1986). Sob condicdes favoraveis de temperatura e umidade, esses
fungos podem crescer em certos alimentos, resultando na producdo de
aflatoxinas (FORTNUM, 1986; LILLEHOJ, 1986).

Sdo conhecidos atualmente 18 compostos similares designados pelo
termo aflatoxina, porém, os principais tipos de interesse médico-sanitario sdo
identificados como B1, B2, G1 e G2 (COULOMBE, 1991). As aflatoxinas, no
entanto, apresentam diferentes graus de atividade bioldgica: a aflatoxina Bl
(AFB1), além de ser a mais frequentemente encontrada em substratos vegetais, ¢
a que apresenta maior poder toxigénico, seguida de G1, B2 ¢ G2 (LEESON et
al., 1995). O nivel maximo permitido pela legislagdo brasileira é de 20 ug/Kg
para a soma das aflatoxinas BI1+G1+B2+G (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2002).

No mundo todo, ha uma crescente conscientizacdo das sérias
consequéncias que a ingestdo de concentragdes elevadas de aflatoxinas pode
causar a saude humana e dos animais (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO, 1993) e mesmo as

concentracdes baixas, desde que continuamente.
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As aflatoxinas podem afetar os metabolismos de carboidratos, lipidios e
também dos 4acidos nucleicos e das proteinas. Podem promover ainda
carcinogenicidade, mutagenicidade, teratogenicidade, hepatotoxicidade, e
aflatoxicoses (BRADBURN; COKER, 1993; ELLIS et al., 1991).

O impacto econdmico resultante da contaminagdo por aflatoxina ocorre
em duas etapas da produgdo vegetal e animal, comercializagdo e utilizagao dos
produtos (KUBENA; HARVEY; PHILLIPS, 1990). A facilidade ¢ frequéncia
com que as aflatoxinas contaminam os produtos agricolas, ¢ a0 mesmo tempo a
exposi¢ao de animais a niveis crénicos destes compostos quimicos, via dieta
contaminada, podem ser as principais diferencas entre o lucro e o prejuizo para a
atividade agroindustrial (HAMILTON, 1984; JONES; HAGLER; HAMILTOM,
1982; NICHOLS, 1983).

A ingestdo de alimentos contaminados com doses significativas de
aflatoxinas B, B,, G; ¢ G, ¢ classificada como carcinogénica para humanos
(INTERNATIONAL AGENCY OF RESEARCH ON CANCER - IARC, 2002).

As aflatoxinas, substancias lipofilicas e de baixo peso molecular, sdo
quase totalmente absorvidas por difus@o passiva no intestino, passando para a
corrente sanguinea. No sangue cerca de 90% da AFB,; liga-se a albumina e
pequenos volumes sdo distribuidos para diversos tecidos. O metabolismo
hepatico ¢ a principal rota de detoxificag@o. Entretanto, a mucosa do estomago e
0s microrganismos ruminais e entéricos possuem enzimas cataliticas capazes de
reduzir a toxicidade da AFB1 (GALTIER; ALVINERIE; CHARPENTEAU,
1991).

Apo6s serem absorvidas, as aflatoxinas s3o biotransformadas
primariamente no figado, por enzimas microssomais do sistema de fungdes
oxidases mistas (OLIVEIRA; GERMANO, 1997). Estas enzimas, pertencentes a
superfamilia de enzimas do citocromo P-450, constituem parte do processo de

detoxificacdo de uma ampla variedade de xenobiodticos no organismo. A
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biotransformagdo da AFB;, particularmente, tem sido estudada com maior
interesse, uma vez que guarda estreita relagdo com seus mecanismos de agéo
toxica (FORRESTER et al., 1990).

Tais toxinas causam alteracdo no metabolismo de carboidratos e
prejudicam o transporte de lipidios, resultando em diminui¢ao das concentragdes
de glicose e actmulo de lipidios dentro dos hepatocitos (HEATHCOTE;
HIBBERT, 1978; NABER; WALLACE, 1979; RODRICKS; STOLOFF, 1977;
WOGAN, 1973).

Também podem se ligar com o DNA afetando a sua atividade, em
alguns casos, na forma epdxido, se liga ao DNA impedindo a transcri¢do
(CLIFFORD; REES, 1967). Pode-se ligar ainda ao RNA impedindo a sintese de
proteinas, além de unir-se ao RNAm impedindo que a RNA polimerase faga
reparos e com isso ocorrer a formacao de células anormais (SMITH; MOSS,
1985).

A carcinogénese hepatica representa o mais importante efeito de
toxicidade cronica das aflatoxinas. Esta capacidade tem sido demonstrada
extensivamente, sobretudo em relagdo a AFBI1, em muitas espécies animais,
incluindo peixes, aves, roedores, carnivoros e primatas (BUSBY; WOGAN,
1984).

Embora o figado seja o alvo primario, em muitos casos, lesdes
cancerigenas foram observadas nos rins, célon, pulméao e glandulas lacrimais de
varios animais alimentados com ragdes contaminadas por aflatoxinas
(STOLOFF, 1977).

Em animais, os sintomas clinicos mais comuns sdo: anorexia,
diminui¢do dos ganhos de peso, diminui¢do da utilizacdo do alimento ingerido,
hemorragia e suscetibilidade ao meio ambiente, além do estresse por

microrganismos (EDDS; BORTEL, 1983).
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Segundo Barnes e Butler (1964), os ratos parecem ser em parte,
resistentes a aflatoxina, uma vez que sdo capazes de sobreviver por um curto
periodo experimental alimentando-se com uma dieta contendo altas
concentracdes de farelo toxico. Entretanto, em investigacdo por periodo
prolongado com ingestdo, de cerca de 20% da dieta contaminada com a toxina,
foram observadas reducdes na taxa de crescimento dos animais ¢ do consumo do
alimento. Uma alimentacdo prolongada, de varias semanas, podera originar

lesdes no figado e hepatomas (LANCASTER et al., 1961).

2.4.3 Ocratoxinas

Também metabolitos secundarios de fungos, as ocratoxinas foram
primariamente isoladas de Aspergillus ochraceus, de onde se originou sua
nomenclatura, porém sdo produzidas por mais de doze espécies de Aspergillus e
Penicillium (SANTIN, 2000).

Erroneamente varios estudos mostraram que a ocratoxina A também era
produzida por vérias espécies desses dois géneros (IARC, 1993). Uma comissao
internacional utilizando estudos extensivos sobre metabdlicos de Penicillium
mostrou que a OTA ¢é produzida por uma unica espécie de Penicillium, P.
verrucosum (IARC, 1993). Entre os Aspergillus, A. ochraceus é a mais
importante espécie produtora de OTA; entretanto raras espécies no grupo dos
ochraceus, incluindo A. sclerotiorium, A. melleus, A. alliaceus e A. sulphureus,
também sdo produtores OTA (IARC, 1993). Sendo que entre as ocratoxinas,
somente a OTA tem sido isolada em cereais (GIBSON et al., 1995).

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry TUPAC,
N-[[(3R)-5-Cloro-8-hidroxi-3-metil-1-ox0-7-isocromanil]carbonil]-3-fenil-L-
alanina ou simplesmente Ocratoxina A pode ser encontrada em qualquer uma

das fases de consumo de alguns alimentos, seja no campo, armazenamento,
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transporte ou industrializagdo; basta que o fungo produtor, no caso Aspergillus
ochraceus e Penicillium verrucosum entre outros, encontre condi¢des de
temperatura, umidade, umidade relativa do ar e pH favoraveis (IARC, 1993).

Segundo a International Agency for Research on Cancer ou Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer, a OTA ¢ classificada como nefrotoxica,
hepatotéxica e com propriedades carcinogénicas para animais ¢ possivelmente
para humanos (IARC, 1993).

A ocratoxina A ¢ absorvida pelo organismo animal em sua forma
ionizada, por ser altamente soluvel em lipideos, sofre absor¢do passiva no trato
gastrintestinal. Sendo em seguida encaminhada ao figado através da veia porta-
hepatica e apds passar pela circulacdo sistémica, sofre reabsorcdo ativa pelos
tabulos proximais e distais dos rins (POHLAND; NESHEIM; FRIEDMAN,
1992).

Uma vez na corrente sanguinea, a ocratoxina ¢ transportada ligada a
proteinas séricas, principalmente a albumina, o que aumenta consideravelmente
sua “meia-vida” (ALVARES et al., 2004). A “meia-vida” da OTA varia de
acordo com a espécie, podendo chegar a at¢ 840 h em macacos (GALTIER;
ALVINERIE; CHARPENTEAU, 1991).

A OTA além de afetar a sintese proteica, interferindo com o RNA e
DNA, também afeta o metabolismo de carboidratos, particularmente na
gliconeogénese. A OTA interfere na sintese proteica por inibir de maneira
competitiva a enzima fenilalanina-tRNA sintetase, devido a também possuir uma
molécula de fenilalanina em sua composi¢cdo, competindo assim com seu
analogo na cadeia de aminoacidos durante a producdo desta enzima (IARC,
1993). Pouco, além disso, a OTA causa um distirbio na homeostase do calcio,
inibe a respiragdo mitocondrial e sua producdo de ATP, diminuindo assim a
formac¢do da aminoacil-RNAt, outra enzima diretamente envolvida na sintese

proteica (GENTLES et al., 1999).
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A gliconeogénese ¢ uma via especial para sintese de glicose em
situacdes de jejum prolongado ou falta desse nutriente de forma exdgena. Sendo
que cerca de 90% desta via acontece no figado e o restante nos rins, mas, em
casos prolongados, os rins se tornam importantes produtores de glicose. Sua
regulagdo ¢ determinada pelos niveis séricos de glucagon e depende, certamente,
da disponibilidade de substrato.

O substrato para que haja gliconeogénese ¢ o piruvato, que durante todo
0 processo ¢ primeiramente convertido em oxaloacetato pela piruvato
carboxilase, que em seguida ¢é convertido em fosfoenolpiruvato pela
fosfoenolpiruvato carboxiquinase, enzima que sofre interferéncia direta da OTA
(IARC, 1993), e segue por uma série de reagdes até o produto final que ¢é a
glicose.

As concentragcdes sanguineas de proteinas totais, albumina, ureia,
colesterol, triglicérides, calcio e fosforo inorganico sdo diminuidas pela agdo da
OTA. E o aumento das concentragdes de ureia e creatinina urindria sdo sinais de
catabolismo proteico, diretamente ligado aos disturbios metabolicos causados
pela OTA (ALVARES et al., 2004).

As principais alteragdes observadas na administragdo de ocratoxina A
em animais estdo presentes nos rins, 6rgdo alvo responsdvel por seu
metabolismo, que se apresentam edemaciados ¢ palidos; sendo que o figado
pode também mostrar-se edemaciado (ALVARES et al., 2004).

Nos estudos histopatologicos, novamente as alteragdes mais
proeminentes sdo vistas nos rins ¢ figado dos animais. Sob microscopia de luz,
observa-se uma hipertrofia dos tibulos proximais dos rins ¢ espessamento da
membrana glomerular, podendo haver também material celular no lamem dos
tabulos renais. No figado, a vacualizagdo gordurosa ¢ sinal de lesdo primaria, e
um aumento dos niveis de glicogénio nos hepatocitos e periferia dos 16bulos

hepaticos, possivelmente sinal do aumento dos niveis de glucagon (Santin,
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2000). E por mais que a sintese de glicogénio seja normal, provavelmente havera
falhas na sua mobilizagdo devido a ocratoxina A inibir as enzimas responsaveis
pela ativagdo da fosforilase (ALVARES et al., 2004).

Um estudo realizado na Bulgaria examinou 65 amostras de feijoes e
milho de pequenos produtores de areas com grande incidéncia de Nefropatia
Endémica dos Balkans (BEN); uma doenca tubulointersticial cronica de
incidéncia lenta e progressiva que leva até a faléncia renal total; ela foi
primeiramente descrita em dois paises, Sérvia e Bulgaria, em seguida vieram
relatos de diversos paises as margens do rio Danubio, Bosnia, Croacia, Bulgaria
e Roménia, todos eles localizados nos Balkans; e 65 amostras de produtores de
areas ndo endémicas, buscando contamina¢des por ocratoxina A. Como
resultado observou-se que 16,7% das amostras de feijoes das areas endémicas
apresentavam alta contaminagdo por OTA (27pug/kg) e das amostras de milho
27,3%, enquanto nas areas ndo endémicas apenas 7,1% das amostras de feijoes e
9,0% das de milho. Outro estudo também realizado nos Balkans mostrou que
uma propor¢ao significativa (26,7%) de 105 pacientes com tumores no trato
urinario e/ou BEN apresentavam ocratoxina A em suas amostras de sangue

(IARC, 1993).

2.5 Potencial do café

Cada dia aumenta a preocupagdo das pessoas com a qualidade de vida, a
producdo e o aproveitamento de alimentos saudaveis t€m participagdo
importante para o bem estar de pessoas ¢ animais (BAPTISTA, 2005). E cada
vez maior a consciéncia da populacdo sobre a importancia do consumo regular
de alimentos contendo substincias que auxiliam na promo¢dao da saude,
proporcionando melhor estado nutricional, atuando na contramdo e afetando

positivamente a qualidade de vida moderna (MORAES; COLLA, 2006). Este
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fato unido as recentes pesquisas realizadas com o café na area da salde;
apontando-o como um alimento nutricional e farmacéutico, capaz de
incrementar a qualidade da vida humana e prevenir doengas; demonstram o
grande potencial do produto em abragar uma grande fatia desse mercado que tem
cada vez mais espago na mesa do consumidor. O conceito de alimento
bioprotetor estimula o consumo e agrega valor de mercado ao café.

~ A

Durante muitos anos o café foi visto como um “vilao” e diante de todas
as evidéncias disponiveis hoje, faz-se necessaria ampla divulgagdo, a
desmistificagdo, mostrando que na verdade o café é sim um “benfeitor” em
relagdo a saude humana. Justificam-se assim a realizagdo deste e mais trabalhos,
que visem esclarecer como atuam o café e seus componentes no organismo

humano e animal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Apresentacdo do projeto

O presente projeto de pesquisa foi aprovado junto ao Comité de Etica
em Pesquisa e Experimentagdo Animal do Centro Universitario de
Lavras/Unilavras, protocolo CEP numero: 108589 em 17/10/2006. A proposta
do estudo foi avaliar o efeito bioprotetor do consumo de diferentes
concentragcdes de compostos quimicos presentes no café frente aos danos
causados pelas micotoxinas: ocratoxina A (OTA) e aflatoxina B1 (AFB1) em
ratos Wistar. Dos compostos quimicos presentes no café e tidos como possiveis
bioprotetores, foram testados: o acido cafeico, a cafeina, os acidos clorogénicos
e o cafestol.

Entre 2007 e 2008, acido cafeico e cafeina foram testados frente a OTA
e AFBI; durante este periodo foram feitas adequagdes metodologicas para
melhor condugdo do estudo. O trabalho realizado neste periodo produziu um
artigo original e oito resumos em congressos até a presente data.

A partir de 2009 foram realizados ensaios biologicos com acidos
clorogénicos e cafestol, um com cada uma das toxinas utilizadas, os quais tém

seus resultados expressos neste trabalho.

3.2 Desenho experimental

Para melhor condugdo, os ensaios biologicos foram realizados
separadamente, com cada combinagdo dos potencias bioprotetores do café e
micotoxinas utilizadas. Cada um foi conduzido utilizando 32 ratos Wistar

jovens, machos, com peso inicial de aproximadamente 130g.
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Cada ensaio teve duracdo de seis semanas e durante este periodo os
animais foram mantidos em ambiente controlado, com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura ambiente de aproximadamente 25 °C, todos em gaiolas metabdlicas
individuais (Figuras 1 e 2), onde tinham acesso a alimentagdo controlada

(15g/dia) e agua ““ad libtum™.

Figura 1 Gaiola metabolica
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Figura 2 Rato Wistar em gaiola metabdlica

3.2.1 Producédo da ragéo

Durante todo experimento os animais foram alimentados com racgdo
animal modificada, desenvolvida com o objetivo de adicionar o composto

bioprotetor a ser testado em cada ensaio a dieta dos animais.

3.2.1.1 Formulac¢ao da racéo

Inicialmente, a racdo animal padrido para ratos de laboratério de nome
comercial Nuvilab (produzida pela Nuvital Ragdes S.A.) foi moida e triturada
em multiprocessador, até que resultasse em um poé fino. Em seguida a este po6 foi
adicionado fécula de mandioca, 6leo de soja e agua fervente com o devido
composto bioprotetor, de acordo com as quantidades expressas na tabela 1.
Técnica esta desenvolvida pelo proprio grupo de pesquisa e publicada por

Oliveira et al. (2008).
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Tabela 1 Ingredientes utilizados na producdo da ragdo modificada

Quantidades para 1000g de ragdo triturada

Fécula de Mandioca 135¢g
Oleo de soja 81 ml
Agua + bioprotetor 810 ml

3.2.1.2 Adicéo dos bioprotetores

Foi definida a utilizagdo de quatro concentragdes (sendo uma delas zero)
de cada um dos dois compostos quimicos do caf¢ a serem testados. A Abic
considera duas, quatro e seis xicaras de café/dia, como consumo baixo, médio e
alto de café, respectivamente, isso para um humano adulto de 60kg. A Tabela 2
traz as quantidades de acidos clorogénicos e cafestol presentes em cada uma

destas doses.

Tabela 2 Quantidades de acidos clorogénicos e cafestol (mg) presentes em
xicaras de café e classificados de acordo com niveis de consumo por
um humano adulto de 60Kg

Nivel de Consumo

Composto bioprotetor Baixo (2 Médio (4 Alto (6
xicaras/dia) xicaras/dia) xicaras/dia)

Acidos clorogénicos 2.400 4.800 7.200

Cafestol 202 404 606

Fonte: Dias et al. (2009); Fernandes et al. (2001); Trugo et al. (2003)

Posteriormente, foi calculado o quanto de cada bioprotetor deveria estar
presente na dieta diaria para cada um desses niveis de consumo, ndo para um

humano e sim para um rato com cerca de 130g (Tabela 3).

Tabela 3 Quantidades de acidos clorogénicos e cafestol (mg) de acordo com
consumo convertido de um humano adulto de 60Kg para um animal de
130g

Nivel de Consumo

Composto bioprotetor Baixo Médio Alio

Acidos clorogénicos 5,20 10,40 15,60
Cafestol 0,43 0,86 1,29
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Foram entdo quatro diferentes formulagdes de racdo em cada ensaio
bioldgico, cada um dos compostos quimicos foi adicionado para que em cada
15g de racdo seca, houvesse o correspondente ao consumo diario zero, baixo,
médio e alto de café, agora adequado ao peso do animal. Cada bioprotetor foi

diluido em agua fervente e com ela adiciona a ragao.

3.2.1.3 Modelagem e secagem

Apo6s a mistura de todos os ingredientes ¢ homogeneizagdo da massa, a
ragdo foi moldada em bastonetes e levada para secagem em estufa a 60 °C por

48 horas.

3.2.2 Tempo de exposicao

Cada ensaio teve duragdo de seis semanas, periodo em que os animais
receberam 15g/dia da ragdo com bioprotetor e somente nas quatro ultimas

semanas eles receberam uma das micotoxinas.

3.2.3 Ministracao das micotoxinas

Para manipulagdo, tanto OTA quanto AFB1 foram diluidas em solugio
de benzeno/acetonitrila 2%. Durante o periodo de exposicdo, cada animal
recebeu 50 nanogramas de toxina/dia. Procedimento realizado junto a Fundagdo
Ezequiel Dias do Estado de Minas Gerais, pelo pesquisador Guilherme Prado.

Cada dose individual de toxina foi inoculada em 3g de leite em po e
levada para volatilizacdo da solu¢do de benzeno/acetonitrila em capela de
exaustdo de gases por 24 horas. Apds volatilizagdo cada 3g de leite em po foi

adicionado de 1,5ml de agua destilada, e moldado de forma esférica e resfriada,
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e oferecida aos animais diariamente (Figura 3). Os animais dos grupos que nao
consumiram toxina durante o experimento receberam exatamente o mesmo
tratamento, mas a solugdo de benzeno/acetonitrila utilizada foi sem a adi¢do de

micotoxina. Esta técnica também foi desenvolvida pelo grupo de pesquisa com

trabalhos de café e saude de pesquisa e publicada por Oliveira et al. (2008).

!ii.isli .' ﬁ ’

Figura 3 Animal ingerindo micotoxina

3.2.4 Denominacao dos ensaios bioldgicos e grupos experimentais

Cada um dos ensaios bioldgicos foi desenvolvido com 32 animais
divididos em 8 grupos com 4 animais cada.

A racdo com diferentes quantidades de bioprotetor utilizada foi chamada
de: controle, aquela com concentracdo zero de bioprotetor; 1%, aquela com
concentracdo referente ao consumo baixo de café; 2%, aquela com concentragao
referente ao consumo médio de café; e 3%, para aquela com concentragdo

referente ao alto consumo de café.
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A Tabela 4 representa como foi denominado cada um dos ensaios

biologicos segundo o bioprotetor e a micotoxina utilizada.

Tabela 4 Denominacdo dos ensaios segundo o bioprotetor e a toxina utilizados

Ensaio Bioprotetor Micotoxina

I acidos clorogénicos aflatoxina B1
II acidos clorogénicos ocratoxina A
11 cafestol aflatoxina B1
v cafestol ocratoxina A

3.2.5 Controle de peso

Os animais tiveram seu peso acompanhado, durante todo experimento

foram feitas trés pesagens por semana (Figuras 4).

a Max 3 kg

ZERO

LiQuipo —

n AA FILIZOLA mF

Figura 4 Pesagem animal
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3.2.6 Eutanasia e Necropsia

Ao final de cada ensaio, todos os ratos foram sacrificados de acordo com
os principios éticos e praticos do uso de animais de experimentagao.

Um a um os animais foram anestesiados com hidrato cloral (70 mg/ml
na quantidade de 0,5 ml/100g de peso vivo) via intraperitoneal. Apos alguns
minutos e certificagdo da anestesia os animais passaram por tricotomia. Em

seguida foi feita incisdo ventral (aproximadamente 8 cm) para coleta do sangue,

feita através de puncao da artéria aorta e necropsia.

Figura 5 Necropsia

3.2.7 Exames bioquimicos

Ap0s a coleta, o sangue de cada animal foi armazenado em tubo proprio
e imediatamente encaminhado para realizacdo de exames bioquimicos em
laboratdrio credenciado. Foram pesquisados transaminase glutamico-oxalacética

(TGO), transaminase glutdmico-pirtvica (TGP), creatinina e ureia sanguinea.
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Ambos marcadores de catabolismo proteico, reacdo esperada quando ha ingestdo

de micotoxinas.

3.2.8 Histopatologia

Rins, figado, coragdo e pulmdes foram as visceras coletadas e
armazenadas em solucdo de formaldeido 10% durante a necropsia. O
Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Lavras foi
responsavel pela realizacdo de exames histopatoldgicos, onde uma equipe

treinada avaliou a presenca de tumores, lesdes e microlesdes.

3.2.9 Andlise estatistica

Foi feito um Delineamento Inteiramente Casualisado (DIC), todos os
dados encontrados foram tratados por Analise de Varidncia (ANAVA), num
fatorial 4 X 2 (niveis de bioprotetor X presenca ou nao de toxina), sendo quatro
repeticdes para cada tratamento, perfazendo um total de 32 animais para cada
ensaio. Todos os animais utilizados eram irmédos ou meio-irmaos, filhos de um

mesmo macho reprodutor com diferentes fémeas.



41

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ganho de peso total

Bergés et al. (2004), relatam que o consumo de AFBI1 por ratos Wistar
interfere no crescimento e desenvolvimento dos animais. Ao final de dez
semanas, animais que consumiram AFB1 apresentaram menor peso em relagao
aos animais que ndo consumiram. Resultados que corroboram os encontrados no

Ensaio I (Tabela 5).

Tabela 5 Ganho de peso (g) médio dos animais submetidos a diferentes
concentra¢des de acidos clorogénicos em auséncia ou presenga de
AFBI1: Ensaio |

Niveis de' Aflatoxina B1°
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 205,375 (£5,083) a B 184,875(£5,083) b A
1 197,625 (£5,083) a B 178,500 (£5,083) b A
2 197,750 (£5,083) a A  222875(+5,083) ¢ B
3 209,500 (£5,083) a B 156,875(£5,083) a A

CV =524

Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem
entre si pelo teste Scott Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Foi observado que os animais dos grupos negativos para o consumo de
AFBI1 nao apresentaram diferenca no ganho de peso, assim o consumo de acidos
clorogénicos por si s6 ndo causou alteragdes no ganho de peso. Ao tempo que 0s
animais dos grupos positivos para o consumo de AFB1 apresentaram um padrao
com diferengas significativas no seu ganho de peso. Os animais que consumiram
a quantidade média de acidos clorogénicos demonstraram ganho de peso
superior aos demais, sendo essa talvez a concentragdo ideal que proteja contra os
efeitos toxicos desta toxina.

Alvarez et al. (2004) afirmam que a administragdo oral de OTA em ratos

Wistar prejudica o desenvolvimento dos animais. Ao final do Ensaio II nao
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houve diferenca estatistica no ganho de peso dos animais que consumiram ou
ndo OTA. Fato que sugere tempo insuficiente de exposi¢do dos animais a toxina,
ja que mesmo aqueles que consumiram OTA e ndo consumiram Aacidos

clorogénicos ndo tiveram seu desenvolvimento prejudicado.

Tabela 6 Ganho de peso (g) médio dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de acidos clorogénicos em auséncia ou presenga de
OTA: Ensaio Il

Niveis de' Ocratoxina A’
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 120,875 (+£5,808) a A 130,000 (£5,808) a A
1 136,625 (£5,808) a A 126,250 (£5,808) a A
2 124,000 (£5,808) a A 126,750 (£5,808) a A
3 131,125 (£5,808) a A 124,000(£5,808) a A

Cv=09,1l1

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Tabela 7 Ganho de peso (g) médio dos animais submetidos a diferentes
concentracdes de cafestol em auséncia ou presenca de AFB1: Ensaio

111
Niveis de' Aflatoxina B1°
Cafestol Auséncia Presenca

0 151,250 (£ 4,261) b A 154,750 (£ 4,261) c A
1 132,375 (£ 4,261) a A 138,750 (£ 4,261) b A
2 129,000 (£ 4,261) a A 117,875 (£4,261) a A
3 138,375 (£ 4,261) a A 135,000 (£ 4,261) b A

CV=6,21

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitiscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Eaton e Gallagher (1994) definem AFB1 como uma micotoxina
altamente hepatotoxica e hepatocarcinogénica em animais. J& Groopman, Cain e
Kensler (1988) publicaram uma revisao critica € demonstraram que seu consumo
por seres humanos representa um fator de risco para o desenvolvimento de
cancer de figado. No Ensaio III, dos animais que nio receberam AFBI1, os que

consumiram cafestol ganharam mais peso em relagdo aos que ndo consumiram;
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Huber et al. (1997), relatam que cafestol e caveol podem incrementar o

metabolismo lipidico; o que pode ter levado aos resultados encontrados.

Tabela 8 Ganho de peso (g) médio dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de cafestol em auséncia ou presenga de OTA: Ensaio

v
Niveis de' Ocratoxina A’
Cafestol Auséncia Presenga

0 190,875 (£ 5,461) a B 167,750 (£ 5,461) a A
1 182,750 (£ 5,461) a A 180,375 (£ 5,461) b A
2 189,000 (+ 5,461) a B 165,125 (+5,461) a A
3 182,750 (£ 5,461) a A 183,375 (£ 5,461) b A

CV =6,06

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Observa-se que no Ensaio I, 4acidos clorogénicos + AFB1 e no Ensaio
IV, cafestol + OTA, de maneira geral, os animais do consumo negativo para
toxina ganharam mais peso, demonstrando que ambas as toxinas podem

prejudicar o desenvolvimento animal.

4.2 Peso do figado

Observando os resultados do Ensaio I (Tabela 9) e principalmente do
Ensaio II (Tabela 10) é possivel ver que o consumo de acidos clorogénicos fez
com que o figado dos animais apresentasse maior peso em relagdo aos ndo que

consumiram os acidos.
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Tabela 9 Peso (g) médio do figado dos animais submetidos a diferentes
concentracdes de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
AFB1: Ensaio |

Niveis de' Aflatoxina B1°
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 2,5350 (£0,0598) a B 23150(£0,0598) a A
1 2,3600 (£0,0598) a A 22725(+£0,0598) a A
2 2,4300 (£0,0598) a A 24000(£0,0598) b A
3 2,5075(£0,0598) a A 26125(£0,0598) b A
CV =493

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitiscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Diversos estudos demonstraram que o consumo do café e/ou alguns de
seus componentes atua de maneira positiva no controle glicémico e no
metabolismo lipidico em ratos (PARI; KARTHIKESAN; MENON, 2010; VAN
DIJK et al., 2009).

Tabela 10 Peso (g) médio do figado dos animais submetidos a diferentes
concentracdes de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
OTA: Ensaio Il

Niveis de' Ocratoxina A’
Acidos clorogénicos Auséncia Presenga
0 2,8450 (£ 0,0205) a A 2,8475(x0,0205) a A
1 2,9975(x0,0205) b B 2,9325(x0,0205) b A
2 2,9500 (x0,0205) b A 29375(x0,0205) b A
3 2,9300 (x0,0205) b A 29700 (x0,0205) b A
CV=442

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitiscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Cho et al. (2010) observaram que o consumo de acidos clorogénicos por
ratos Wistar atua melhorando niveis hormonais, o metabolismo lipidico e
glicidico e diminuindo o peso e a quantidade de gordura visceral, que é em parte,
responsavel pela resisténcia a insulina. Lin et al. (2010) afirmam que um melhor
metabolismo glicémico pode resultar em menores niveis séricos de glicose e

maior sintese de glicogénio muscular e principalmente hepatico. Kraegen et al.
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(2001) demonstram relagdo positiva entre o peso do figado de animais e seu
contetido de glicogénio. Assim € possivel dizer que o maior peso deste orgao
quando foram consumidos os acidos clorogénicos ¢ justificado pela melhora do
metabolismo glicidico e maior acamulo de glicogénio hepatico.

As Tabelas 11 e 12 trazem o peso médio do figado dos animais dos

Ensaios I1I e IV, onde foi utilizado cafestol.

Tabela 11 Peso (g) médio do figado dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de cafestol em auséncia ou presenga de AFB1: Ensaio

111
Niveis de' Aflatoxina B1°
Cafestol Auséncia Presenca

0 3,5025 (£ 0,0673) a B 3,3000 (+ 0,0673) a A
1 3,5100 (+ 0,0673) a A 3,3325 (= 0,0673) a A
2 3,3150 (£ 0,0673) a A 3,4245 (£ 0,0673) a A
3 3,4900 (£ 0,0673) a A 3,4000 (+ 0,0673) a A

CV =395

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Tabela 12 Peso (g) médio do figado dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de cafestol em auséncia ou presenga de OTA: Ensaio

v
Niveis de' Ocratoxina A’
Cafestol Auséncia Presenca

0 3,3325 (+ 0,0980) a A 3,4450 (+ 0,0980) a A
1 3,4150 (+ 0,0980) a A 3,4125 (£ 0,0980) a A
2 3,4450 (+ 0,0980) a A 3,4975 (+ 0,0980) a A
3 3,5525 (+ 0,0980) a A 3,5125 (£ 0,0980) a A

CV =569

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitiscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

E possivel ver que o consumo de OTA nao afetou o figado dos animais,
jé que nado ha diferenga entre os animais que tiveram o consumo zero de acidos
clorogénicos e cafestol. Ja o consumo de AFBI1 representa um importante fator

de risco hepatocelular (EATON, 1994), nos Ensaios I e I1I, quando comparados
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0 consumo ou nao da toxina, somente foi encontrada diferenga nos niveis zero
de bioprotetores. Pode-se assim dizer que acidos clorogénicos e cafestol

inibiram possiveis efeitos nocivos da AFB1 ao figado dos animais.

4.3 Peso do coracéo

A Tabela 13 traz o peso médio do coracdo dos animais que foram

expostos ao consumo de acidos clorogénicos ¢ AFB1.

Tabela 13 Peso (g) médio do coracdo dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de acidos clorogénicos em auséncia ou presenga de
AFBI1: Ensaio I

Niveis de’' Aflatoxina B1”
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 0,3100 (£ 0,0072) b A  0,2950(£0,0072) b A
1 0,2800 (£ 0,0072) a A  0,2675(£0,0072) a A
2 0,2775 (£ 0,0072) a A  0,2900 (£0,0072) b A
3 0,3025(£0,0072) b A 0,2925(£0,0072) b A
CV=499

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Na Tabela 14 observa-se o peso médio do cora¢do dos animais que

foram expostos ao consumo de acidos clorogénicos e OTA.

Tabela 14 Peso (g) médio do coragcdo dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de acidos clorogénicos em auséncia ou presencga de
OTA: Ensaio I

Niveis de' Ocratoxina A’
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 0,3550 (£0,0184) a A  0,3900(+0,0184) a A
1 0,4125(£0,0184) b A  04325(£0,0184) a A
2 0,5025 (£ 0,0184) ¢ B  04275(x0,0184) a A
3 04675(£0,0184) ¢ A  0,5025(£0,0184) b A
Cv=579

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade
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E possivel ver nos Ensaios I e II que os animais que ndo consumiram
acidos clorogénicos apresentaram cora¢des de menor peso quando comparados
aos animais que consumiram. Ndo ha rela¢do na literatura entre consumo de
acidos clorogénicos e peso do coragdo, mas sendo este um o6rgdo formado por
musculo estriado esquelético que armazena glicogénio entre suas miofibrilas, os
beneficios do consumo de acidos clorogénicos relatados por Cho et al. (2010)
justificam os resultados encontrados.

As Tabelas 15 e 16 representam o peso médio do coragdo dos animais

que foram expostos ao consumo de cafestol.

Tabela 15 Peso (g) médio do coracdo dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de cafestol em auséncia ou presenga de AFB1: Ensaio

111
Niveis de' Aflatoxina B1°
Cafestol Auséncia Presenca

0 0,3175 (£ 0,0061) A A 0,3150 (= 0,0061) a A
1 0,3225 (£ 0,0061) A A 0,3100 (+ 0,0061) a A
2 0,3225 (£ 0,0061) A A 0,3375 (£ 0,0061) b A
3 0,3175 (£ 0,0061) A A 0,3375 (+ 0,0061) b B

CvV =377

Médias seguidas da mesma letra mindiscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Tabela 16 Peso (g) médio do coragdo dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de cafestol em auséncia ou presenga de OTA: Ensaio

v
Niveis de' Ocratoxina A’
Cafestol Auséncia Presenga

0 0,3600 (+ 0,0099) A A 0,3500 (£ 0,0099) a A
1 0,3675 (+ 0,0099) A A 0,3550 (£ 0,0099) a A
2 0,3550 (+ 0,0099) A A 0,3625 (+ 0,0099) a A
3 0,3525 (+ 0,0099) A A 0,3700 (£ 0,0099) a A

CV =552

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade
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Também ndo ha relagdo na literatura entre o consumo de cafestol e peso
de coragdo. Os resultados encontrados demonstram tanto que ndao houve
beneficios do consumo deste composto em relagdo ao 6rgdo como que ndo

houve prejuizos pelo consumo das toxinas.

4.4 Peso dos rins

A OTA possui conhecido potencial nefrotdxico, interferindo diretamente
no ciclo de diversas enzimas responsdveis pela sintese proteica renal, entre
outras fungdes (ALVARES et al., 2004). Enquanto lesdes agudas de figado
podem afetar a absor¢ao e a distribuicdo de aminoacidos para todo organismo,
podendo afetar diretamente a sintese proteica em diferentes tecidos (VAIDYA;
FERGUSON; BONVENTRE, 2008). E esperado que o consumo de AFBI e
OTA possa interferir de diferentes maneiras nos rins dos animais, as Tabelas 17
e 18 representam o peso médio dos rins dos animais que consumiram acidos

clorogénicos.

Tabela 17 Peso (g) médio dos rins dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
AFBI: Ensaio [

Niveis de' Aflatoxina B1°
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 0,7075 (+0,0195) a A  0,7150(£0,0195) a A
1 0,6560 (£0,0195) a A  0,6750(x0,0195) a A
2 0,6750 (+x0,0195) a A  0,7150(£0,0195) a A
3 0,6725(x0,0195) a A  0,7225(+£0,0195) a B

CV =565

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitiscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 18 Peso (g) médio dos rins dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
OTA: Ensaio II

Niveis de' Ocratoxina A’
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 0,6575(x0,0104) a A  0,6450(£0,0104) a A
1 0,6575(x0,0104) a A  0,6525(£0,0104) a A
2 0,6550 (£0,0104) a A  0,6300(x0,0104) a A
3 0,6650 (+x0,0104) a A 0,6350(¢0,0104) a A
CV =596

Meédias seguidas da mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

As Tabelas 19 e 20 trazem o peso médio dos rins dos animais que

consumiram cafestol.

Tabela 19 Peso (g) médio dos rins dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de cafestol em auséncia ou presenca de AFBI:

Ensaio 111
Niveis de’ Aflatoxina B1°
Cafestol Auséncia Presenca
0 0,8525 (£ 0,0147) b A 0,8300 (+0,0147) a A
1 0,8625 (£ 0,0147) b B 0,8150 (£ 0,0147) a A
2 0,8100 (£ 0,0147) a A 0,8375 (£ 0,0147) a A
3 0,8250 (£ 0,0147) a A 0,8600 (+0,0147) a A

CV =3,50

Meédias seguidas da mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Tabela 20 Peso (g) médio dos rins dos animais submetidos a diferentes
concentragdes de cafestol em auséncia ou presenga de OTA: Ensaio

v
Niveis de' Ocratoxina A’
Cafestol Auséncia Presenca
0 0,7850 (+ 5,461) a A 0,8050 (+5,461) a A
1 0,7925 (£ 5,461) a A 0,7950 (+ 5,461) a A
2 0,8100 (+5,461) a A 0,8075 (+ 5,461) a A
3 0,7925 (+ 5,461) a A 0,7950 (+ 5,461) a A

CvV =544

Meédias seguidas da mesma letra minuscula na coluna e maifiscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade
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Nao ha relacdo na literatura entre peso de rins ¢ o consumo de acidos
clorogénicos ou cafestol. Ao final dos ensaios, ndo houve diferenca entre os
animais que receberam os diferentes tratamentos, mesmo sendo esperado que o
consumo de AFB1 e em especial o consumo de OTA interferisse diretamente

nestes 6rgaos, o fato sugere possivel tempo insuficiente de exposigao.

4.5 Exames bioquimicos

Creatinina, ureia, TGO e TGP, sdo marcadores bioquimicos que quando
alterados indicam algum tipo de estresse metabolico no organismo. Ao
administrar micotoxinas, como OTA e AFBI1, pela via oral em ratos, espera-se
uma elevacdo nestes parametros de controle. A Tabela 21 traz os niveis
considerados normais para ratos Wistar e as tabelas seguintes mostram os

resultados encontrados durante os ensaios realizados.

Tabela 21 Valores de referéncia para sangue de ratos Wistar

Uréia Creatinina TGO TGP

28 - 49 mg/dL 0,3 - 0,6 mg/dL 261 -372 U/L 55-75U/L

Adaptado de: Matsuzawa, Nomura & Unno; 1993

4.5.1 Creatinina

A creatinina sanguinea ¢ um excelente indicador da fungdo renal,
determina a eficiéncia com que os rins eliminam a creatinina do sangue
(LABES, 2010). Quando em condi¢des normais, a creatinina produzida pelo
catabolismo muscular de creatina ¢ transportada no plasma e excretada na urina
em até 24 horas, se o organismo apresenta uma taxa filtragdo glomerular
ineficiente, os niveis de creatinina sanguinea se elevam; sinal de algum tipo de
disfunc¢do ou até lesdo renal aguda (VAIDYA; FERGUSON; BONVENTRE,

2008). Assim para avaliar danos causados pelo consumo de micotoxinas,
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principalmente OTA, a avaliagdo dos niveis séricos de creatina demonstra-se

importante (Tabela 22).

Tabela 22 Niveis médios de creatinina no sangue (mg/dL) dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos

Diferentes niveis de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
AFBI: Ensaio |

Niveis de' Aflatoxina B1°
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 0,4250 (+x0,0198) a A  04250(£0,0198) a A
1 0,4000 (x0,0198) a A  0,4000(£0,0198) a A
2 0,4250 (+x0,0198) a A  03750(+£0,0198) a A
3 0,4000 (+x0,0198) a A 03750(£0,0198) a A
CV =981
Diferentes niveis de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
OTA: Ensaio 11
Niveis de' Ocratoxina A’
Acidos clorogénicos Auséncia Presenga
0 0,4250 (£ 0,0190) a A  04250(x0,0190) a A
1 0,4000 (£ 0,0190) a A 044000 (x0,0190) a A
2 0,4250 (£ 0,0190) a A 04000 (£0,0190) a A
3 0,3750 (x0,0190) a A  03750(£0,0190) a A
CV =9,65
Diferentes niveis de cafestol em auséncia ou presenca de AFB1: Ensaio
111
Niveis de' Aflatoxina B1*
Cafestol Auséncia Presenca
0 0,4250 (£ 0,0255) a A 0,4000 (£ 0,0255) a A
1 0,4000 (£ 0,0255) a A 0,4000 (£ 0,0255) a A
2 0,4000 (£ 0,0255) a A 0,4000 (£ 0,0255) a A
3 0,3750 (£ 0,0255) a A 0,3750 (+ 0,0255) a A
CV=12.86
Diferentes niveis de cafestol em auséncia ou presenca de OTA: Ensaio
v
Niveis de' Ocratoxina A’
Cafestol Auséncia Presenga
0 0,4250 (+ 0,0234) a A 0,3750 (+ 0,0234) a A
1 0,3750 (+ 0,0234) a A 0,4000 (+ 0,0234) a A
2 0,4250 (+ 0,0234) a A 0,3750 (+ 0,0234) a A
3 0,3750 (£ 0,0234) a A 0,3750 (+ 0,0234) a A
Cv=1197

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade
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Nao houve diferenga entre os tratamentos, com destaque para os ensaios
II e IV onde foi utilizada OTA, as concentragdes séricas de creatinina dentro da
normalidade demonstram que ndo houve a acgdo esperada das micotoxinas;
demonstram também; que o consumo de acidos clorogénicos e cafestol ndo

interferiu neste parametro.

4.5.2 Ureia

E através da ureia que o organismo humano, e também de ratos Wistar,
elimina a amonia produzida pelo metabolismo, altamente téxica ao organismo.
Produzida pelos hepatocitos e excretado pelos rins, quando elevada, a
concentracdo sanguinea de ureia indicada, disfuncdo hepatica e/ou renal
(LABES, 2010). O consumo de AFB1 e OTA pode lesar ambos os 6rgéos, o que
faz da ureia sanguinea um importante pardmetro de controle (VAIDYA;
FERGUSON; BONVENTRE, 2008). A Tabela 23 representa os niveis séricos

de ureia dos animais submetidos aos diferentes tratamentos.

Tabela 23 Niveis médios de ureia no sangue (mg/dL) dos animais submetidos
aos diferentes tratamentos

Diferentes niveis de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
AFBI1: Ensaio |

Niveis de' Aflatoxina B1°
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 43,250 (+1,0078) a A 44,750 (= 1,0078) a A
1 44,000 (+1,0078) a A 45250 (+1,0078) a A
2 43,750 (= 1,0078) a A 43,750 (= 1,0078) a A
3 45,250 (£ 1,0078) a A 45,500 (+=1,0078) a A
CV =454

“continua”
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Tabela 23 “conclusio”

Diferentes niveis de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
OTA: Ensaio II

Niveis de' Ocratoxina A’
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 42,750 (£ 1,3665) a A 42750 (x1,3665) a A
1 43,750 (£ 1,3665) a A 43,750 (x1,3665) a A
2 40,750 (£ 1,3665) a A 41250 1,3665) a A
3 42,750 (£1,3665) a A 44,000(£1,3665) a A
CV=6,40
Diferentes niveis de cafestol em auséncia ou presenga de AFB1: Ensaio
111
Niveis de' Aflatoxina B1°
Cafestol Auséncia Presenca
0 42,250 (+ 1,1308) a A 42,250 (+1,1308) a A
1 42,250 (+1,1308) a A 45,000 (+ 1,1308) a A
2 42,250 (= 1,1308) a A 42,000 (£ 1,1308) a A
3 43,500 (£ 1,1308) a A 45,250 (+1,1308) a A
CvV =517
Diferentes niveis de cafestol em auséncia ou presenca de OTA: Ensaio
v
Niveis de' Ocratoxina A”
Cafestol Auséncia Presenca
0 43,250 (£ 1,4280) a A 44,750 (£ 1,4280) a A
1 44,750 (£ 1,4280) a A 43,500 (£ 1,4280) a A
2 45,250 (£ 1,4280) a A 45,000 (£ 1,4280) a A
3 43,250 (+ 1,4280) a A 45,500 (+ 1,4280) a A
CV=6,43

Médias seguidas da mesma letra mindiscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Assim como a creatinina, os niveis sanguineos de ureia nao
apresentaram diferenca entre os tratamentos ¢ se mantiveram dentro dos padroes
de normalidade, demonstrando que ndo houve danos causados pelo consumo das

micotoxinas ou do consumo de acidos clorogénicos e cafestol.

4.5.3 Transaminase Glutamico Oxalacética

TGO ¢ uma das duas enzimas que catalisam a conversdo da porg¢do

nitrogenada do aminoacido alanina para seu residuo de aminoéacido. Encontrada
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no citoplasma e mitocondrias de muitas células, primariamente, no figado,
coragdo, musculos esqueléticos, rins, pancreas ¢ hemacias (LABES, 2010). Os
niveis séricos de TGO auxiliam na deteccdo e diagnostico diferencial de doenga
hepatica aguda e também a monitorar o progresso do paciente € o prognostico
em doengas cardiacas e hepaticas (HUANG et al., 2006). Segundo relata Eaton
(1994) o consumo de AFBI representa um importante risco hepatocelular,
portanto, o esperado seria a elevagdo dos niveis séricos de TGO nos animais que
foram expostos a esta toxina. A Tabela 24 representa os niveis séricos de TGO

dos animais submetidos aos diferentes tratamentos.

Tabela 24 Niveis médios de TGO no sangue (U/L) dos animais submetidos aos
diferentes tratamentos

Diferentes niveis de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
AFBI1: Ensaio [

Niveis de' Aflatoxina B1°
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 298,00 (+4,7912) a A 305,00(+4,7912) a A
1 292,00 (+4,7912) a A 309,50(+4,7912) a B
2 294,75 (x4,7912) a A 301,00(%4,7912) a A
3 307,50 (+4,7912) a A 29850(+£4,7912) a A
Cv=3,19

Diferentes niveis de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
OTA: Ensaio II

Niveis de' Ocratoxina A’
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 281,50 (£ 7,2410) a A  304,75(x7,2410) a B
1 293,00 (+£7,2410) a A  301,50(x7,2410) a A
2 300,50 (£7,2410) a A 301,00(£7,2410) a A
3 283,50 (£7,2410) a A 30325(x7,2410) a A
CvV=4289

“continua”
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Tabela 24 “conclusio”

Diferentes niveis de cafestol em auséncia ou preseng¢a de AFB1: Ensaio

111
Niveis de' Aflatoxina B1°
Cafestol Auséncia Presenca
0 301,00 (£ 5,3641) a A 304,25 (£ 5,3641) a A
1 296,50 (+ 5,3641) a A 310,75 (£ 5,3641) a A
2 294,50 (£ 5,3641) a A 299,50 (£ 5,3641) a A
3 305,50 (+ 5,3641) a A 300,25 (£ 5,3641) a A
CV =356
Diferentes niveis de cafestol em auséncia ou presen¢a de OTA: Ensaio
v
Niveis de' Ocratoxina A’
Cafestol Auséncia Presenca
0 295,50 (+4,9943) a A 294,25 (+ 4,9943) a A
1 290,50 (+ 4,9943) a A 299,25 (+4,9943) a A
2 298,25 (+ 4,9943) a A 297,75 (+4,9943) a A
3 294,25 (+ 4,9943) a A 296,75 (= 4,9943) a A
CV =338

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Novamente ndo houve diferenca entre os tratamentos, demonstrando
seguranga no consumo de acidos clorogénicos e cafestol nas doses estudadas.
Quanto ao efeito das micotoxinas, pouco tempo de exposi¢gdo e/ou baixa dose de

consumo sao hipoéteses viaveis diante dos resultados.

4.5.4 Transaminase Glutamico Pirtvica

TGP, a segunda das duas enzimas que catalisam uma reacdo de
transferéncia de grupo amina reversivel no ciclo de Krebs, aparece,
primariamente, em citoplasma hepatocelular, com quantidades menores nos rins,
coragdo e musculos esqueléticos e ¢ um indicador de comprometimento
hepatocelular agudo (LABES, 2010). Sua medigao tem como objetivo detectar e
avaliar o tratamento de doenca hepatica aguda, especialmente hepatite ou cirrose

sem ictericia, distinguir entre comprometimento tecidual miocardico e hepatico,
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além de avaliar a hepatotoxicidade de algumas substancias (Huang et al., 2006).

A Tabela 23 representa os niveis séricos de TGP dos animais submetidos aos

diferentes tratamentos.

Tabela 25 Niveis médios de TGP no sangue (U/L) dos animais submetidos aos

diferentes tratamentos

Diferentes niveis de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
AFBI: Ensaio |

Niveis de' Aflatoxina B1°
Acidos clorogénicos Auséncia Presenca
0 71,000 (+1,6638) a A  68250(+1,6638) a A
1 71,500 (+1,6638) a A 72,500 (+1,6638) a A
2 70,250 (£ 1,6638) a A 69,750 (£1,6638) a A
3 69,750 (£ 1,6638) a A 69,750 (£1,6638) a A
CV=4,73

Diferentes niveis de acidos clorogénicos em auséncia ou presenca de
OTA: Ensaio II

Niveis de' Ocratoxina A’
Acidos clorogénicos Auséncia Presenga
0 68,500 (+1,8435) a A  69,500(+1,8435) a A
1 68,000 (+1,8435) a A  69,000(+1,8435) a A
2 68,250 (+1,8435) a A  69,000(+1,8435) a A
3 68,750 (+1,8435) a A 70,750 (+1,8435) a A
CV =537
Diferentes niveis de cafestol em auséncia ou presenca de AFB1: Ensaio
111
Niveis de' Aflatoxina B1*
Cafestol Auséncia Presenca
0 71,250 (£ 1,6607) a A 69,750 (+ 1,6607) a A
1 71,750 (£ 1,6607) a A 69,500 (+ 1,6607) a A
2 70,000 (+ 1,6607) a A 72,500 (+ 1,6607) a A
3 68,250 (£ 1,6607) a A 70,000 (+ 1,6607) a A
CvV =472

“continua”



57

Tabela 25 “conclusio”

Diferentes niveis de cafestol em auséncia ou presenca de OTA: Ensaio

v
Niveis de' Ocratoxina A’
Cafestol Auséncia Presenca

0 70,250 (= 1,6739) a A 69,500 (= 1,6739) a A
1 70,500 (+ 1,6739) a A 67,500 (= 1,6739) a A
2 69,250 (+ 1,6739) a A 68,500 (= 1,6739) a A
3 69,250 (£ 1,6739) a A 68,250 (+ 1,6739) a A

CV =484

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (1) e T de Student (2) a nivel de 5% de probabilidade

Os resultados dos exames TGP, assim como os demais realizados ao
final do experimento estavam todos dentro dos pardmetros normais, € mesmo
dentro da normalidade ndo foi observada nenhuma tendéncia ou comportamento

que indicasse a acdo esperada das micotoxinas e demonstra seguranga no

consumo de acidos clorogénicos e cafestol.
4.6 Histopatologia
Nao foi dado nenhum laudo conclusivo que indicasse alteragoes

decorrentes do consumo de AFB1 e OTA nos 6rgaos coletados. Provavelmente,

por um periodo de exposi¢do insuficiente dos animais as micotoxinas.
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5 CONCLUSAO

O consumo de acidos clorogénicos promoveu um aumento no peso dos
animais ¢ também no peso de figado e coragdo, fato justificavel devido aos seus
beneficios, relacionados na literatura, ao metabolismo glicidico e aumento no
acumulo de glicogénio.

A auséncia da diferenga encontrada nos exames bioquimicos, todos
dentro dos padrdes de normalidade, e aos resultados negativos da histopatologia
sugerem tempo de exposicdo e/ou dosagem insuficiente de toxina durante o
experimento. Como também demonstram que o consumo de acidos clorogénicos
e cafestol ¢ seguro e ndo causou problemas ao organismo dos animais nas
dosagens testadas.

Assim, ndo foi observada bioprotecdo dos acidos clorogénicos ou

cafestol frente aos efeitos das micotoxinas AFB1 e OTA.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Foi observada uma otima aceitagdo dos animais a todos os
procedimentos utilizados, inclusive a metodologia ndo encontrada na literatura e
desenvolvida para os ensaios; como a administragdo das toxinas juntamente ao
leite em pd e a formulagdo da racdo para adicdo dos acidos clorogénicos e
cafestol.

Sugerimos que futuros ensaios envolvendo o consumo de AFB1 e OTA
por ratos Wistar sejam estendidos por um maior periodo para uma observacao e
comparagdo efetiva de seus efeitos nocivos frente a possiveis compostos

bioprotetores.
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