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In this study it was evaluated the concentration of ochratoxin A (OTA)
in blood serum of 87 finished pigs from two slaughterhouses with state ins-
pection in the Rio de Janeiro State, Brazil. Analyses were performed by high
performance liquid chromatography, with 4.59% of positive samples. Intersti-
tial inflammatory cell infiltration was the most frequent kidney injury found
(35.63%) and inflammatory infiltrate in the portal space the most frequent alte-
ration (12.64%) in liver. There was no significant correlation between histopa-
thologic findings and ochratoxin A concentration in animals” serum. However,
it cannot be affirmed that animals did not have contact with the toxin or that
the kidney lesions observed cannot be generated by OTA action. Other studies
related to OTA are necessary to clarify the nephropathy in swine.

KEY WORDS. Mycotoxins, OTA, chromatography, histopathology.

RESUMO. Neste estudo foi determinada a concen-  ou que as lesdes renais observadas ndo possam ter

tracdo de ocratoxina A (OTA) no soro sanguineo de
87 suinos destinados ao abate em dois matadouros
com Inspecdo Estadual localizados na regiao serra-
na do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. As anélises
foram efetuadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, com 4,59% de amostras positivas. O in-
filtrado inflamatério intersticial foi a alteracdo mais
frequente em rins (35,63%) e o infiltrado inflama-
tério em espaco porta (12,64%) o mais frequente
no figado. Nao houve correlacao entre os achados
histopatolégicos e a ocorréncia da micotoxina no
soro dos animais. No entanto, ndo se pode afirmar
que os animais ndo tiveram contato com a toxina

sido provocadas pela acdo da OTA. Outros estudos
relacionados a OTA em suinos se fazem necessa-
rios para esclarecer casos de nefropatias em suinos.

PALAVRAS-CHAVE. Micotoxinas, OTA, cromatogra-
fia, histopatologia.

INTRODUCAO

A ocratoxina é uma micotoxina com proprieda-
des nefrotéxicas, teratogénicas e imunossupresso-
ras, podendo ser detectada em diferentes grupos de
alimentos e bebidas (Regulamento CE 123, 2005). A
ocratoxina A (OTA) é produzida por algumas es-
pécies fungicas do género Penicillium e Aspergillus,
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sendo a mais abundante e toxica entre as ocrato-
xinas (Pittet 1998). A Agéncia Internacional para
Estudo do Cancer classifica a OTA como possivel
carcinégeno humano do grupo 2B (IARC 1993).

A distribuicao da OTA pelos tecidos dos ani-
mais varia com a via de introdugdo, com o tempo
decorrente da entrada da OTA no organismo e com
a perfusdo sanguinea do 6rgao atingido. Sabe-se
que através da via oral, a maior concentragdo de
OTA foi encontrada apés 24h, principalmente no
trato gastrointestinal, seguido de significativos ni-
veis nos rins, figado, cérebro, masculos, pele e gor-
dura (Galtier 1991).

Assim como o homem, o suino, ao ingerir o ali-
mento contaminado com a micotoxina, pode ini-
ciar um processo de intoxicacao que varia da forma
aguda a cronica, dependendo da concentracao e
duracdo da exposicao a toxina e da idade e estado
nutricional do animal (Dragacci et al. 1999). Os si-
nais clinicos provocados pela OTA em suinos po-
dem ser confundidos com deficiéncias de manejo,
com outras doencas ou com deficiéncias nutricio-
nais (Dilkin 2002).

A realizagdo do exame anatomopatolégico € um
dos passos para a deteccdo da contaminagdo por
micotoxinas pela visualizacdo de lesdes sugestivas
da doenca (Barisic 2002). A andlise sanguinea da
presenca de residuos de OTA pode ser correlacio-
nada aos achados histopatolégicos (Golinski et al.
1984). Em alguns estudos comparativos entre os
niveis de OTA em diferentes tecidos, observaram-
-se concentragdes da toxina no sangue e no plasma,
respectivamente, cinco a 13 vezes maiores do que
as concentracdes nos rins (Hult 1979).

A OTA pode entrar na cadeia alimentar humana
por meio de cereais, sementes oleaginosas, frutas,
produtos de panificacdo, cervejas, vinhos e através
de produtos de origem animal oriundos de suinos
alimentados com rag¢des contaminadas pela toxina
(Dragacci et al. 1999). No Brasil sdo escassos os da-
dos epidemiolégicos sobre a ocorréncia de ocratoxi-
na A em alimentos, apesar de o pais é um dos maio-
res produtores e exportadores de graos e carnes. A
legislacao referente a limites de tolerancia para OTA
é variavel. A Dinamarca estabelece o maximo de 25
ng/ kg para rins suinos. Na Suécia, a ragdo completa
para suinos ndo pode exceder 100 ng OTA/kg. A
Italia permite até 1 ng OTA/kg de carne de porco
e derivados. Limites para OTA foram estabelecidos
somente recentemente no Brasil, contemplando ce-
reais, café, vinhos, produtos de cacau e frutas secas,
com niveis méximos variando de 2,0 a 10,0 ng/kg,
dependendo do produto (Anvisa 2011).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a ocorréncia de ocratoxina A no soro sanguineo de
suinos abatidos na regiao serrana do Rio de Janei-
ro, correlacionando a presenga da toxina as lesdes
renais e hepdticas nestes animais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Ana-
tomia Patolégica da Faculdade de Medicina Veterinéria
da Universidade Federal Fluminense (UFF), nos labora-
torios do Nucleo de Pesquisas Micol6gicas e Micotoxi-
colégicas da Universidade Federal Rural do Rio de Ja-
neiro, no laboratério de Bromatologia do Departamento
de Bromatologia da Faculdade de Farmécia da UFF.

Foram analisadas 87 amostras de soro sanguineo de
suinos e seus respectivos rins e figados, selecionados de
forma aleatéria e mantendo a correspondéncia as amos-
tras. Destas, 67 amostras foram coletadas no matadouro
sob o Servico de Inspecdo Estadual (SIE) 572 e 20 amos-
tras foram coletadas no matadouro sob o SIE 582.

O sangue foi coletado no momento da sangria, ap6s
a insensibiliza¢do, diretamente no tubo de ensaio sem
anticoagulante e colocado em seguida em estantes apro-
priadas onde permaneceram em repouso por 12 horas
em temperatura ambiente para a obtencao do soro e pos-
terior processamento. As amostras de rim e figado foram
coletadas em frascos plasticos e conservadas em formol
na concentragdo de 10% ap6s serem fatiadas de forma
perpendicular em uma espessura de ndo mais que 1 cm.
Estas amostras foram coletadas de maneira aleatoria, isto
é, sem distingdo da presenca ou nao de lesdes macroscé-
picas, seguindo apenas a correspondéncia com o sangue.

O procedimento analitico utilizado para a deteccao
de OTA baseou-se na extracdo da micotoxina de acordo
com os procedimentos preconizados por Curtui & Ga-
reis (2001). A amostra de 50 mL de sangue coletada por
puncdo jugular foi submetida a repouso por 10 a 12 ho-
ras em temperatura ambiente, seguido de centrifugacao
a 3.000 g por 15 min. O soro foi estocado a -20°C. Uma
aliquota de 0,8 mL de soro, juntamente com 0,2 mL de
TCA 15% e 1 mL de diclorometano foram colocados em
um microtubo de 2 mL. Esta mistura foi homogeneizada
em vortex por 30 segundos, seguida de repouso em tem-
peratura ambiente por 4 a 48 horas, e nova centrifugacdo
a 16.060 g por 5 min. Nesta etapa, trés camadas eram
formadas. Retirou-se cuidadosamente a camada inferior
(diclorometano), que foi colocada num tubo de 1,5 mL
e reservada. Submeteu-se a camada formada entre as
duas fases (compacta) com a camada superior (acida) a
uma nova extracdo, adicionando 0,5 mL de diclorometa-
no, homogeneizando por 30 segundos e centrifugando
a 16.060 g por 3 min. Novamente eram formadas trés
camadas. A camada inferior foi adicionada ao extrato de
diclorometano e as outras duas foram desprezadas. Eva-
porou-se o diclorometano até a secagem em evaporador
a temperatura de 40° C sob baixo fluxo de nitrogénio e
seguiu-se para o sistema de cromatografia.

A separagdo e a quantificagdo da OTA foram condu-
zidas em um sistema de cromatografia liquida equipa-
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do com uma bomba isocratica (Waters®, modelo 510),
detector de fluorescéncia (Agilent®, modelo 1100 series,
excitagdo: 330 nm, emissdo: 460 nm) e um injetor de loop
fixo (Rheodyne® Modelo 7125, Cotati, CA, USA). Foi uti-
lizada coluna Microsorb Varion® MV G8, C18 (5 um, 15
x 4,6 mm). Um volume de extrato reconstituido de 20 uL.
foi injetado no sistema de cromatografia. A fase moével,
preparada imediatamente antes do inicio das analises, foi
constituida por acetonitrila, 4gua ultrapurificada e acido
acético (57:41:2; v/v) (Curtui & Gareis 2001) e foi utiliza-
do fluxo de 1 mL/min com duragao da corrida de 20 min
por amostra. Foram injetados no sistema de cromatogra-
fia volumes de 20 uL de amostras. O tempo de retencdo
observado foi de aproximadamente 5 minutos. Para a
quantificagdo da toxina, foram considerados os tamanhos
dos picos formados pelas amostras no tempo de retencao
obtido, comparados com o valor médio dos padroes.

O padrdo de ocratoxina (Sigma-Aldrich, St Lou-
is, MO, EUA) foi analisado espectrofotometricamente
(massa = 0,0737pg/mL) e quantificado segundo meto-
dologia preconizada pela AOAC (Scott 1995). A solucao
estoque permaneceu armazenada em metanol (MeOH),
em frasco &mbar, a temperatura de -18°C. Esta solucao
foi utilizada no preparo dos padrdes da curva de cali-
bracao, utilizando concentragdes de 0,073 a 7,73 ng/mL.
Os padroes foram injetados antes, durante e depois das
andlises para garantir a calibragdo das leituras.

Os fragmentos de rim e figado coletados que esta-
vam previamente fixados em formol a 10% foram reme-
tidos ao laboratério de Anatomia Patolégica Veterinaria
da UFF. Estes fragmentos foram processados pelas téc-
nicas habituais para inclusdo em parafina e corados por
hematoxilina-eosina. As laminas foram examinadas em
microscopio optico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia empregada para a deteccdo de
OTA em soro sanguineo mostrou-se eficiente e
apresentou valores de recuperacdo de 82% para
niveis de 0,73 ng/mL, sendo que os limites de
quantificacdo e deteccdo foram de 0,073 ng/mL e
0,062 ng/mL, respectivamente. A linearidade de
detecgao por fluorescéncia em 330 nm de excitagao
e 460 nm de emissao dos padrdes de OTA injetados
em concentracdes de 0,073 a 7,73 ng/mL foram de
0,8924 (linear) e 0,9265 (logaritmica).

Em 87 amostras de soro sanguineo analisadas,
foi detectada ocratoxina A em quatro amostras
(4,6%), as quais apresentaram concentragdes va-
riando de 0,1546 a 1,4851 ng/mL. Entre as amostras
positivas, a média foi de 0,5739 ng/mL, com desvio
padrao de 0,6130. As demais amostras apresenta-
ram niveis inferiores ao limite de quantificagdo.

Em estudo avaliando somente a presenca de
OTA em soro de suinos de diferentes Estados do
Brasil, foram encontrados 68% de amostras positi-
vas no Rio de Janeiro, com niveis compreendidos

entre 0,16 a 115 mg/L. Nos Estados do Mato Gros-
so, Santa Catarina e Bahia foram observados 75%,
60% e 36% de amostras positivas, respectivamente,
em niveis de 0,17 a 75,4 mg/L (Krtiger et al. 2010).
Na Alemanha, Mallmann et al. (1994) encontraram,
em um total de 444 amostras de soro de suinos ana-
lisadas, 32,21% das amostras contaminadas com
OTA em concentragdes superiores a 0,6 ng/mL.

Nao houve correlagdo entre a concentracdo de
OTA no soro e os achados histolégicos. Dos qua-
tro animais com niveis detectdveis de ocratoxina A
no soro sanguineo, dois ndo apresentaram lesoes
renais ou hepéticas, um apresentou infiltrado infla-
matdrio nos dois 6rgaos, e um apresentou no figa-
do um discreto infiltrado inflamatério em espago
porta. Além disso, dos 83 (95,41%) suinos que nao
apresentaram ocratoxina A em niveis detectaveis,
60 (72,29%) apresentaram alguma lesdao, sendo 45
(54,22%) apenas nos rins, seis (7,23%) apenas no fi-
gado, nove (10,84%) nos dois 6rgaos e 23 (27,71%)
nao apresentaram lesdes.

De modo geral, os casos de nefropatia suina por
micotoxinas podem ser identificados por degene-
racdo e atrofia tubular, fibrose periglomerular e
intersticial, descamacdo e necrose das células epite-
liais dos ttbulos contornados proximais (Krogh et
al. 1979). Neste estudo, os achados mais frequente-
mente observados nos rins incluiram infiltrado in-
flamatorio intersticial (39,08%), multifocal (16,09 %)
e degeneracdo tubular (11,48%). Outros achados
menos frequentes nos rins foram: infiltrado infla-
matério subcapsular, infiltrado inflamatério em
regido cortico-medular, infiltrado inflamatério no-
dular com caracteristica vacuolar rico em figuras
de mitose com imagem de céu estrelado, glomeru-
lonefrite membranosa, fibrose nodular periglome-
rular, atrofia tubular, vasculite mononuclear, pre-
senca de cilindros na luz tubular e areas de necrose,
perda proteica em tabulos de regido subcapsular e
hipertrofia de células epiteliais.

Ainda que algumas lesdes renais sejam patogno-
monicas para a nefropatia suina por micotoxinas,
existe grande dificuldade de se condenar um ani-
mal suspeito de nefropatia e definir que as lesdes
foram ocasionadas pela ingestdo de ocratoxina, ja
que o mesmo pode ser acometido por inimeras ou-
tras patologias que também podem produzir sinto-
mas semelhantes aos da ocratoxicose (Sobestiansky
et al. 1999). Entretanto, o contrdrio também pode
ser afirmado, nao se devendo descartar a possibi-
lidade de a alteracdo renal encontrada ser causada
por ocratoxina A ou ainda pela interagdo entre ela
e outras micotoxinas.
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No figado o achado mais frequente foi o infiltra-
do inflamatério em espago porta (12,64%). Os acha-
dos menos frequentes foram: processo congestivo
hemorragico centro-lobular associado a processo
inflamatério mononuclear em espaco porta, hepa-
tite focal nodular cronica granulomatosa, ocasional
cariomegalia, discretos focos de telangiectasia, co-
langiohepatite fibrosa focal e discreta fibrose.

A maioria dos achados foi semelhante aos rela-
tados em muitos outros trabalhos sobre ocratoxi-
nas (Marquardt & Frohlich 1992, Harvey et al. 1994,
Stoev et al. 2001). No entanto, as alteracdes anato-
mopatolégicas variaram muito e ndo puderam ser
determinadas como condigdo especifica para a pre-
senca da ocratoxina A.

Deve-se ressaltar que a presenca de lesdes teci-
duais e a ndo deteccdo de ocratoxina A no sangue
ou tecidos ndo significa que este animal esteja livre
da micotoxina ou ndo tenha entrado em contato
com a mesma. A ndo deteccdo de niveis de ocrato-
xina pode ocorrer por estes valores estarem abaixo
do limite minimo de deteccdo da analise cromato-
gréafica ou pela realizacdo da anélise em uma fase
em que a micotoxina ja foi eliminada do organis-
mo, restando apenas as lesdes ocasionadas por
sua acao altamente nefrotdxica e, em menor grau,
hepatotoéxica (Marquardt & Frohlich 1992, Jorgen-
sen & Petersen 2002). Alguns estudos indicam que
exista uma correlacdo entre a concentracdo de OTA
encontrada no soro com a que existe nos rins. De
acordo com estes estudos a concentragdo no soro é
de 5 a 8 vezes maior que a dos rins (Madsen et al.
1982, Matrella et al. 2006).

Considerando-se que a maioria dos casos de
nefropatia em matadouros com inspegao nao tem
suas causas definidas, outros estudos relacionan-
do a transferéncia de ocratoxina A da alimentacédo
para o soro sanguineo de suinos em varias fases e
a ocorréncia de lesdes renais e hepaticas se fazem
necessarios.

CONCLUSAO

Neste estudo, foi encontrada ocratoxina A no
soro sanguineo de 4,59% dos suinos avaliados, con-
firmando a necessidade de acompanhamento dos
animais enviados aos matadouros, das racdes ofe-
recidas aos animais e dos produtos suinos. Apesar
de as lesdes encontradas nos rins ndo terem apre-
sentado correlagdo com a presenca da ocratoxina A
no soro dos animais, ndo se pode afirmar que estes
animais ndo tenham tido contato com a toxina ou
que as lesdes renais nao possam ter sido provoca-
das pela acdo da micotoxina. Considerando-se que

a maioria dos casos de nefropatia em matadouros
com inspegdo ndo tem suas causas definidas, ou-
tros estudos relacionados a OTA em suinos se fa-
Zem necessarios.
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