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RESUMO -A cada dia aumenta a preocupacdo das pessoas com a qualidade de vida. A producdo e o aproveitamento
de alimentos saudaveis tém participacdo importante para o bem estar de pessoas e animais.Durante todo o ciclo
produtivo do café, quando as condi¢des de umidade, temperatura, pH e umidade relativa do ar sdo favoraveis, diversos
fungos podem surgir e conseqlientemente afetar a qualidade do produto, produzindo micotoxinas, entre elas as
aflatoxinas.A ingestdo de alimentos contaminados com doses significativas de aflatoxinas Bl, B2, G1 e G2 é
classificada como carcinogénica para humanos.Diante das evidéncias observadas na literatura, o presente estudo buscou
confrontar através de testes “in vivo” a acdo bioprotetora dos acidos clorogénicos e o efeito toxico da aflatoxina B1
(AFB1) no peso dos 6rgdos de ratos Wistar. O experimento foi composto de um ensaio biolégico com Trinta e dois
ratos Wistar machos, jovens, com peso inicial de aproximadamente 130g. Divididos em oito diferentes grupos com
quatro animais; mantidos em ambiente controlado, com fotoperiodo de 12 horas e temperatura ambiente de
aproximadamente 25 °C, todos em gaiolas metabdlicas individuais, com acesso a alimentacdo controlada (15g/dia) e
agua “ad libtum”.A racdo com diferentes quantidades de &cidos clorogénicos foi chamada de: controle, aquela com
concentracdo zero de bioprotetor; 1%, aquela com concentracéo referente ao consumo baixo de café; 2%, aquela com
concentracdo referente ao consumo médio de café; e 3%, para aquela com concentracgdo referente ao alto consumo de
café. Durante as 4 Ultimas semanas, cada animal recebeu 50ng de toxina/dia em 3g de leite em pd, adicionado de 1,5ml
de agua destilada e moldado de forma esférica. O consumo médio de acidos clorogénicos promoveu um aumento no
peso dos animais; os diferentes niveis de consumo foram também efetivos no aumento do peso de figado e coracdo; isso
devido aos seus beneficios ao metabolismo glicidico e aumento no acimulo de glicogénio.
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AFLATOXIN B1 AND CLHOROGENIC ACID CONSUNPTION: A STUDY OVER
ORGANS WEIGHT AND WEIGHT GAIN IN WISTAR RATS

ABSTRACT - Every day increases the concern of people with the quality of life. The production and use of healthy
foods has an important role for the welfare of people and animals. Throughout the production coffee cycle, while the
humidity, temperature, pH and relative humidity are favorable, many fungi can occur and affect the quality of the
product, generating mycotoxins, including aflatoxins.Ingestion of foods contaminated with significant amounts of
aflatoxins B1, B2, G1 and G2 is classified as carcinogenic to humans.Confronted with evidence found in literature, this
study sought to confront, by in vivo testing, the bioprotective action of chlorogenic acids and the toxicity effect of
aflatoxin B1 (AFB1). The experiment was composed of 32 young Wistar male rats, 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 4 weeks, each
animal received 50ng 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. The middle
consumption of chlorogenic acid promoted an increase in weight of animals, the different levels of consumption were
also effective in increasing the weight of liver and heart, that due to its benefits to glucose metabolism and increased
accumulation of glycogen.
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INTRODUCAO

A cada dia aumenta a preocupacdo das pessoas com a qualidade de vida. A producéo e o aproveitamento de
alimentos saudaveis tém participacdo importante para o bem estar de pessoas e animais. Por outro lado, a presenca de
substancias nocivas em alimentos, mesmo que em pequenas concentragdes, quando consumidas por periodos
prolongados pode promover efeito inverso aos dos famosos alimentos funcionais e proporcionar prejuizos a sadde
(Baptista, 2005).

Durante todo o ciclo produtivo do café, quando as condicfes de umidade, temperatura, pH e umidade relativa
do ar sdo favoraveis, diversos fungos podem surgir e conseqlientemente afetar a qualidade do produto. Estes fungos,
muitas vezes produzem metabolitos toxicos (micotoxinas), que podem gerar uma série de prejuizos a salde dos
consumidores, como intoxicacdes de evolucdo rapida com comprometimento de varios érgaos provocando distarbios
e/ou até morte. A ingestdo de produtos contaminados com doses mais baixas e freqlientes induz o aparecimento de
cancer, principalmente no figado, e a diminuicdo da resisténcia as doencas (Pitt, 2000).A producdo desses metabolitos
pode ocorrer em qualquer momento da fase de consumo seja ela no campo, no armazenamento, durante o transporte, ou
na fase de industrializacdo. Sua atividade toxica persiste por um longo tempo nos alimentos, mesmo apds o
desaparecimento dos bolores que as originaram (Soliman, 2002).

Dentre as principais micotoxinas encontradas em produtos alimenticios e grdos como o amendoim e
subprodutos, milho, farelo de algoddo, castanhas em geral, sementes oleaginosas, feno, sorgo e feijdo tém-se a
aflatoxina e a ocratoxina (Chalfoun et al., 2000). As aflatoxinas, substancias lipofilicas e de baixo peso molecular, séo
quase totalmente absorvidas por difusdo passiva no intestino, passando para a corrente sangiiinea. No sangue cerca de
90% da liga-se a albumina e pequenos volumes séo distribuidos para diversos tecidos. O metabolismo hepético é a
principal rota de detoxificagdo (Galtier, 1998). A ingestdo de alimentos contaminados com doses significativas de
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 é classificada como carcinogénica para humanos (IARC, 2002).Apesar de ndo ser
facilmente encontrada em grdos de café, a aflatoxina B1 (AFB1) tem seu modo de a¢do no organismo animal
semelhante ao das ocratoxinas, cujos fungos produtores sdo mais freqlientemente encontrados nestes graos.

Em contrapartida, existem, na composicao da bebida do café, inimeros compostos que tem sido estudados por
suas acOes no metabolismo humano, dentre estas substancias, os acidos clorogénicos, que consistem em uma familia de
compostos fendlicos, oriunda da esterificacdo do acido quinico com derivados do acido cinamico como os acidos
caféico, ferdlico e p-cumarico, (Moreira et al., 2000).

Vérias pesquisas recentes tém sido realizadas com o café na area da salde apontando-o como um alimento
nutricional e farmacéutico, capaz de incrementar a qualidade da vida humana, notadamente agindo sob a atencéo,
concentracdo, memoria, aprendizado e na prevencao da depressao e suas consequiéncias.

Um grande nimero de componentes do café tém sido identificados como sendo potencialmente responsaveis
pela sua quimioprotecdo. Estas a¢des protetoras do café conferem-lhe a qualificacdo de alimento funcional. Desta
forma, o presente trabalho teve como objetivo através de testes “in vivo”, utilizando ratos Wistar determinar a atuacdo
das diferentes concentracdes dos acidos clorogénicos, suposto bioprotetor do café, agindo sobre os danos causados por
AFBL1, analisando ganho de peso corp6reo e peso de 6rgaos.

MATERIAL E METODOS

Os testes bioldgicos foram desenvolvidos no Biotério do Laboratério Multidisciplinar de Experimentagdo
Animal do Centro Universitario de Lavras (UNILAVRAS). Foram utilizados 32 ratos Wistar, machos, jovens, com peso
inicial de aproximadamente 125¢g, separados em grupos de quatro animais totalizando oito tratamentos. O protocolo
experimental deste estudo seguiu os principios éticos da experimentagdo animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal e foi aprovado no Comité de ética em experimentacdo animal do Centro Universitario de
Lavras. Os animais foram acondicionados em gaiolas metabélicas, durante 15 dias antes do experimento, no periodo de
adaptacdo. Neste periodo os animais tiveram acesso a dieta padrdo e agua potavel ad libitum. O experimento teve a
duracdo de 45 dias. Nos primeiros 15 dias 0s animais receberam racdo modificada adicionada de &cidos clorogénicos,
lembrando que o grupo controle recebeu somente racdo modificada sem a presenca de bioprotetor (acidos
clorogénicos).

A dieta dos animais consistiu de ragdo comercial modificada contendo o composto bioprotetor (acidos
clorogénicos) na concentragéo proporcional ao que seria 0 consumo de xicaras de café/dia por humano adulto de 60Kg,
adicionado em diferentes doses a saber: 1% concentracdo de acidos clorogénicos referente a duas xicaras de café/dia
(baixo consumo); 2% a quatro xicaras de café/dia (médio consumo), 3% seis xicaras de café/dia (alto consumo). A
AFB1 foi diluida em solucdo de benzeno/acetonitrila 2%. As doses para cada animal (24 pg/kg peso corpéreo/dia)
foram misturadas em 3g de leite em e moldada na forma esférica (dose diaria); os animais dos grupos negativos para o
consumo de AFB1 também receberam o leite em pd que passou pelo mesmo tratamento, mas sem a adigdo de toxina.
Portanto, ao final, os tratamentos foram os seguintes:

Tratamentol- Controle — racdo padréo
Tratamento 2- acidos clorogénicos 1% + ragdo;
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Tratamento 3- &cidos clorogénicos 2% + racao;
Tratamento 4- &cidos clorogénicos 3% + racao;
Tratamento 5- AFB1 + racdo;

Tratamento 6- AFB1 + acidos clorogénicos 1% + racéo;
Tratamento 7- AFB1 + acidos clorogénicos 2% + racéo;
Tratamento 8- AFB1 + 4cidos clorogénicos 3% + racao.

Os animais tiveram seu peso acompanhado trés vezes a cada semana. Os sinais de toxicidade foram
registrados a medida que foram feitas as observages que compreenderam 0 momento de seu aparecimento, sua
diminuicdo e sua duracdo. As observac@es abrangeram alteragdes da pele, pélos, mucosas, olhos, sistemas circulatorio e

respiratorio, sistemas nervoso central e periférico, atividades somatomotriz e manifestacbes comportamentais em geral.

As eutanasias foram realizadas utilizando hidrato de cloral (dose 1g/kg; volume 0,5 mL/100g animal) pela
via intraperitoneal e ap6s a certificacdo da anestesia ocorreu incisdo cutanea, divulsdo, incisdo muscular, rompimento da
artéria aorta para proporcionar a realizacdo da coleta de sangue sendo em seguida sacrificados para subseqiiente
necropsia de seus 0rgdos; figado, rins e coracdo; que foram pesados e descartados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Berges et al. (2004), relatam que o consumo de AFB1 por ratos Wistar interfere no crescimento e

desenvolvimento dos animais. Ao final de dez semanas, animais que consumiram AFB1 apresentaram menor peso em
relacdo aos animais que ndo consumiram. Resultados que corroboram os encontrados no Ensaio | (Tabela 3).

TABELA 1 Ganho de peso médio dos animais submetidos a &cidos clorogénicos + AFB1

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 222,875 (x5,083) c B
3 209,500 (+ 5,083) a B 156,875 (+ 5,083) a A
Cv=524

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula 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 AFB1 nédo apresentaram diferenca no
ganho de peso, assim o consumo de &cidos clorogénicos por si s6 ndo causou alteracdes no ganho de peso. Ao tempo
que os animais dos grupos positivos para o0 consumo de AFB1 apresentaram um padrdo com diferencas significativas no
seu ganho de peso. Os animais que consumiram a quantidade média de &cidos clorogénicos demonstraram ganho de
peso superior aos demais, sendo essa talvez a concentracdo ideal que proteja contra os efeitos toxicos desta toxina.

E possivel ver que o consumo de acidos clorogénicos fez com que o figado dos animais apresentasse maior
peso em relacdo aos ndo que consumiram os &cidos. Diversos estudos demonstraram que o consumo do café e/ou alguns
de seus componentes atua de maneira positiva no controle glicmico e no metabolismo lipidico em ratos (Van Dijk, et
al., 2009; Pari, Karthikesan & Menon, 2010). 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 uma maior sintese de glicogénio muscular
e principalmente hepatico. Kraegen et al. (2001) demonstram relacdo positiva entre o peso do figado de animais e seu
contetido de glicogénio. Assim é possivel dizer que o maior peso deste 6rgdo quando foram consumidos os acidos
clorogénicos é justificado pela melhora do metabolismo glicidico e maior producéo de glicogénio hepatico.

TABELA 2 Peso médio do figado dos animais submetidos a acidos clorogénicos + AFB1

Niveis de Aflatoxina B1

Acidos clorogénicos Auséncia Presenca

0 2,5350 (+ 0,0598) a B 2,3150 (+ 0,0598) a A
1 2,3600 ( 0,0598) a A 2,2725 (+ 0,0598) a A
2 2,4300 (+ 0,0598) a A 2,4000 ( 0,0598) b A
3 2,5075 (+ 0,0598) a A 2,6125 (+ 0,0598) b A
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Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha nao diferem entre si pelo teste Scott Knott (1) e T de Student (2) a nivel de
5% de probabilidade

Os animais que nao consumiram &cidos clorogénicos apresentaram coragdes de menor peso quando
comparados aos animais que consumiram. Tratando-se o coragdo de um o6rgdo formado por mdsculo estriado
esquelético que armazena glicogénio entre suas miofibrilas, os beneficios do consumo de acidos clorogénicos relatados
por Cho et al. (2010) justificam, ao final dos ensaios, os resultados encontrados em relagéo a esse 6rgéo.

TABELA 3 Peso médio do coragdo dos animais submetidos a &cidos clorogénicos + AFB1

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 minuscula na coluna e maitscula na linha nao diferem entre si pelo teste Scott Knott (1) e T de Student (2) a nivel de
5% de probabilidade

Néo foi observada agdo tanto da AFB1 quanto dos &cidos clorogénicos que causasse diferenca no peso dos rins
dos animais.

TABELA 4 Peso médio dos rins dos animais submetidos ao Ensaio I: acidos clorogénicos + AFB1

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 (+ 0,0195) a A
2 0,6750 (+ 0,0195) a A 0,7150 (+ 0,0195) a A
3 0,6725 (+ 0,0195) a A 0,7225 (+ 0,0195) a B
CV =5,65

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

CONCLUSOES

O consumo médio de &cidos clorogénicos promoveu um aumento no peso dos animais; os diferentes niveis de
consumo foram também efetivos no aumento do peso de figado e coragdo; isso devido aos seus beneficios ao
metabolismo glicidico e aumento no acimulo de glicogénio.

Foi possivel observar agdo bioprotetora dos &cidos clorogénicos frente a AFB1, aparentando atuar
intensamente no metabolismo glicémico, aumentando a producgéo de glicogénio no organismo animal.
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