Potenciais riscos de histamina em Petfood e aimportancia do Controle de
Qualidade de matérias-primas

RESUMO
O controle de qualidade rigoroso nos ingredientes de origem animal é
imprescindivel para garantir a seguranca dos alimentos para animais de
companhia. Embora seja importante, a analise de aminas biogénicas (ABs) nao é
rotina e também ainda ndo existem niveis seguros estabelecidos por lei, para estes
contaminantes em Pet food. Nesta revisédo de literatura abordou-se a histamina,
uma AB, em ingredientes e alimentos para caes e gatos, incluindo os fatores de
risco para a sua formacao, o papel biologico, seu metabolismo em cées e gatos e
0os métodos de analise laboratorial deste contaminante. De acordo com os dados
disponiveis, os ingredientes de origem animal, sejam eles frescos ou processados
como Farinhas, representam o maior risco para o desenvolvimento de histamina. O
monitoramento desta AB €& muito importante nestes ingredientes, como um
indicador qualitativo do frescor do material que foi processado. Visando simplificar
0 monitoramento dos niveis de histamina pela industria, os kits de ELISA parecem
ser alternativas viaveis ao uso pelo Controle de Qualidade nas industrias. Palavras-
chave: Deterioracao de ingredientes, histamina, reacfes adversas aos alimentos,
seguranca dos alimentos.
ABSTRACT
An effective quality control of Animal Origin Ingredients (AOI) is essential to ensure
the Pet food safety. Although it is important, the analysis of biogenic amines (BAS)
is not a routine and there are no regulatory safe upper limits for these contaminants
in Pet food. This review focused on histamine levels in ingredients and Pet foods,

as a marker of AOI spoilage before processing, including the risk factors for its



formation, the biological role of this BA, its metabolism in dogs and cats and
methods commonly used for the laboratory analysis of this contaminant. According
the available information, fresh or processed AOI present the greatest risk for the
histamine formation. The monitoring of this BA is very important in these ingredients,
as a qualitative freshness marker. In order to simplify the monitoring of histamine
levels by the industry, ELISA kits seem to be a possible alternative to be used by
the industries.
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INTRODUCAO

Na industria pet food, os ingredientes de origem animal sdo as fontes principais de
proteinas utilizadas para a producéo dos alimentos. O controle de qualidade desses
ingredientes segue analises de rotina, como a composi¢cao nutricional (proteina
bruta, extrato etéreo, matéria mineral e perfil de aminoacidos) e indicadores de
oxidacao (indice de peroxido, acidez, rancidez e concentracdo de antioxidantes),
para que sejam liberados para o uso. Outras analises, como as aminas biogénicas
(ABs) deixam de ser realizadas rotineiramente, apesar do risco de estarem
presentes nas farinhas de origem animal, em funcdo da auséncia de limites legais
estabelecidos para estes contaminantes e sua relacdo com a manifestacao clinica
dos animais que consomem ABs nestes niveis.

As ABs sao bases organicas nitrogenadas de baixo peso molecular formadas
principalmente pela descarboxilagdo dos aminoéacidos livres por enzimas
microbianas com estrutura alifatica (putrescina, cadaverina, espermina,
espermidina), aromatica (feniletilamina e tiramina) e heterociclicas (histamina e

triptamina) (Gomes et al, 2014; Rego et al, 2014; Cardozo et al, 2013).



Representam, portanto, de uma maneira geral, indicadores de degradacao
microbiana.

Os niveis de ABs sdo usados como indicadores de qualidade em muitos alimentos
para consumo humano, como por exemplo os pescados e alimentos e bebidas
fermentadas, como queijos, bebidas lacteas e vinhos. Apesar de um importante
indicador do frescor dos ingredientes de origem animal ao serem processados, as
analises de ABs em Pet food ndo sdo usadas rotineiramente pelos motivos
apresentados acima. O nivel de frescor ou grau de deterioracédo dos alimentos, bem
como o controle dos processos de fermentacdo industrial pode ser seguramente
avaliado pelas analises de ABs (Cappilas & Herrero, 2019; Feddern et al., 2019).
Das AB presentes nos alimentos, que apresentam maiores riscos a saude, a
histamina, tiramina, putrescina e a cadaverina sdo as principais. Dentre essas, a
intoxicacdo por histamina esta associada a processos alérgicos, mesmo quando
presentes em baixas quantidades, uma vez que alguns animais podem apresentar
deficiéncias nas enzimas responsaveis pela detoxificacdo desta AB no organismo,
gue sédo a mono (MAO) e diamino oxidase (DAO) (Gomes et al, 2014; Graig, 2019).
Sabendo dessa particularidade da histamina e da tendéncia do mercado de
disponibilizar alimentos hipoalergénicos livres de agentes que possam causar
irritacbes cutdneas ou até mesmo intestinais para cades e gatos, a qualidade e
seguranca dos alimentos € o melhor caminho para se padronizar processos e
minimizar riscos de contaminacdo que podem trazer transtornos para a industria
em decorréncia de danos a saude de animais que consomem alimentos
contaminados. Apesar de muito importante do ponto de vista de seguranca dos
alimentos, as analises de ABs ainda estdo longe de terem seus limites seguros

estabelecidos em Pet food, pois ainda ndo se conhece o0s niveis toxicos de cada



uma individualmente ou as suas interacdes, quando ingeridas simultaneamente,
por cdes e gatos. Além disto, 0 método referéncia de analise € a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e atualmente, esta analise € realizada apenas por
laboratorios especializados e com elevado custo. Desse modo, objetiva-se com
esta revisdo de literatura, mostrar a relevancia clinica das intoxicacdes por
histamina em diversas espécies, incluindo caes e gatos, discutir 0s niveis seguros
nos alimentos, apresentar dados de andlise de histamina em farinhas de origem
animal e apresentar métodos alternativos ao HPLC para a rotina de analise de

histamina em ingredientes e racfes para cées e gatos.

AMINAS BIOGENICAS

A formacéao de AB nos alimentos ocorre por duas vias bioquimicas, uma via através
da enzima descarboxilase enddégena que atua naturalmente nos alimentos e a outra
via pela producao da descarboxilase exdégena por micro-organismos presentes nos
alimentos, entretanto, € necessario a disponibilidade de aminoacidos livres e
condicbes de crescimento microbiano para que as bactérias realizem a
descarboxilacdo desses aminoacidos (Cardozo et al, 2013; Maintz e Novak, 2007;).
Os aminoacidos livres estdo presentes nos alimentos ou podem ser liberados por
protedlise durante o processamento ou armazenamento (Maintz e Novak, 2007). A
histamina € uma AB vasodilatadora, ndo volatil (Nelson e Cox, 2019; Souza et al,
2015) encontrada na maioria dos alimentos, porém nos peixes e produtos de
pescados encontra-se em excessivas quantidades devido a presenca de niveis
altos de histidina no tecido muscular, um aminoacido livre que se converte em

histamina através da descarboxilacdo (Capillas e Herrero, 2019).



A formacéo das AB é influenciada por diversos fatores que atuam em conjunto
favorecendo a concentracgéo final de AB nos alimentos (Figura 1). A elevacéo da
concentracdo de AB nos alimentos € um indicio de que a conservagao ou o controle
do processo nao esta adequado, favorecendo a proliferacdo dos micro-organismos
e consequentemente a producdo de enzimas que decompdem e deterioram 0s
alimentos (Cardozo et al, 2013). Uma vez formada, a histamina sendo termoestavel
nao sera destruida através de processamento térmico, o que reforca a importancia
de assegurar a qualidade das matérias-primas sob a contaminacéo por AB, pois as
mesmas podem ser encontradas antes dos alimentos apresentarem sinais de
deterioracdo, diminuindo assim o risco de produzir produtos contaminados (Capillas

e Herrero, 2019).

INGREDIENTES DE PET FOOD COM POTENCIAL RISCO PARA FORMACAO
DE HISTAMINA

Alguns alimentos, especialmente peixes e carnes maduras ou envelhecidos, sao
conhecidos por ser rico em histamina, enquanto outros favorecem a liberacéo de
histamina diretamente dos mastacitos teciduais (Graig, 2019).

Sdo poucos os dados disponiveis sobre a contaminacdo por histamina em
ingredientes usados em Pet food, mas no estudo de Brinker et al (2003), os autores
analisaram os principais ingredientes de origem animal utilizados na fabricagao de
alimentos para cées e gatos e detectaram em amostras de farinha de peixes, uma
meédia de 570 mg/kg desta AB, com amostras que chegaram até 1620 mg\kg, em
78 amostras analisadas. Por outro lado, ao analisarem a histamina em farinhas de
visceras de aves, a média foi mais baixa, de 19 mg/kg, com um nivel maximo

detectado de 167 mg\kg, em 387 amostras. Nas amostras de farinha de carne, a



meédia foi de 10 mg/kg com o maximo de 258 mg\kg, num total de 835 amostras.
Para as farinhas de penas e sangue o nivel maximo foi de 90 mg\kg e 36 mg\kg,
com uma meédia de 5 mg\kg e 4 mg\kg em um total de 120 e 25 amostras,
respectivamente.

A farinha de visceras de aves, dentre os subprodutos de origem animal € a mais
amplamente empregada e o estabelecimento de niveis seguros de AB para este
ingrediente € fundamental. Bendeno et al (2018), analisando 39 amostras deste
ingrediente, obtiveram uma média de 12,45 mg\kg de histamina.

Uma vez que estes ingredientes sao incluidos nas formulacdes de alimentos, é
importante se conhecer os teores encontrados nos alimentos processados. Neste
sentido, Guilford et al (2011) observaram que a maior contribuicdo de histamina em
Pet food é realmente proveniente das farinhas de origem animal. Na Tabela 1 s&o
mostrados os resultados das analises por estes autores.

Em pescados, uma vez que se sabe que o somatorio das concentracfes de ABs
pode potencializar os riscos de intoxicacao, criou-se o indice de AB para o controle
de qualidade baseados no aumento de algumas aminas biogénicas individuais
como a histamina, tiramina e cadaverina ou em conjunto. Essas pontua¢des variam
de 0 a 10. Pontuacdes de 0 a 1 indica peixe de boa qualidade, de 1 a 10 toleraveis
e acima de 10, produto em decomposicao (Capillas e Herrero, 2019). Entretanto
para outros alimentos, esse indice ndo contribui muito e precisam ser melhor
estudados, conforme salientado pelos autores. Para carnes e derivados de carnes,
Hernandez et al (1996) sugerem faixas de aminas biogénicas entre < 5mg\kg
indicativo de carne fresca, entre 5 a 20mg\kg sinais de inicio de deterioracéo, de 20
a 50mg\kg carne de baixa qualidade e > 50 mg\kg estragada. Indicativos como

esses para histamina em alimentos para animais de companhia seria de vital



importancia, principalmente para alimentos destinados a cées e gatos mais
sensiveis.

METABOLISMO DA HISTAMINA NO ORGANISMO

A histamina esta envolvida nas atividades fisiologicas vitais do organimo, como a
neurotransmissédo, hematopoiese, cicatrizacdo de feridas, imunomodulacéo,
contracdo das células musculares lisas, regulacéo da proliferacdo celular, aumento
da permeabilidade vascular, vasodilatacdo, secrecdo mucosa, alteracbes na
pressdo sanguinea, arritmias e estimulacdo da secrecéo de acido gastrico (Basté
et al, 2019).

A histamina é sintetizada quando a L-histidina sofre descarboxilacdo com L-
histidina descarboxilase contendo o piridoxal fosfato. Pode ser metabolizada por
duas vias: desaminacao oxidativa extracelular do aminoacido primario por diamina
oxidase (DAQO) ou por metilacao intracelular do anel imidazol pela histamina-N-
metiltransferase - HNMT (Peters e Kovacic, 2009; Maintz e Novak, 2007). O produto
da metilacdo da histamina catalisada por HNMT € a N-metilhistamina, que é
posteriormente transformado pela monoamina oxidase (MAO) em N-metilimidazol
acetaldeido que sera convertido em Acido N-metilimidazolacético pelo aldeido
desidrogenase (ALDH). A desaminacédo oxidativa da histamina pelo DAO leva ao
imidazolacetaldeido e, em seguida, via transformacéo aldeido desidrogenase, ao
acido imidazolacético, que combina com uma molécula de ribose para sua excrecao
(Figura 2).

A DAO, encontrado principalmente no intestino, placenta e rins, é responsavel pela
eliminacao de histamina extracelular (Basté et al, 2019), animais com deficiéncia
em DAO pode sofrer dificuldade para elimar histamina (Craig, 2019), Kusche et al

(1979) compararam as alteracdes do sistema DAO em trés espécies animais e em



cées constataram que foram observados alteracdes na concentracdo da DAO na
parte final do ilieo e nesse mesmo estudo, os autores observaram que a DAO tem
um papel protetor no instestino contra efeitos deletérios em pelo menos um de seus
substratos vasoativos, histamina.

Um estudo realizado por Kim et al (1969) sobre a distribuicdo da DAO e Imidazol-
N-metiltransferase (IMT) no trato gastro intestinal, observou-se que no gato a
atividade de DAO e IMT foram altas, a DAO foi mais alta no intestino delgado do
gue no intestino grosso e o IMT foi alta em ambos e muito menor no estomago. Ja
a DAO teve pouca atividade detectada no estomago. Nos caes, detectaram que a
atividade da DAO foi crescente do duodeno para o ileo resultando em uma atividade
da DAO mais alta no intestino grosso, porém baixa atividade do IMT que teve uma
atividade maior na mucosa da glandula pilérica. No estomago, onde a atividade da
DAO foi baixa, teve uma maior quantidade de histamina. Ja no intestino delgado e
grosso, a quantidade de histamina foi semelhante.

Fascetti et al (2002), encontraram uma diferenca pequena, porém significativa da
atividade da DAO entre gatos machos e fémeas, o que nédo foi constatado essa
diferenca entre machos e fémeas de outras espécies ja estudadas, com excecao
de fémeas prenhes em que a atividade da DAO aumentou. Estes resultados
encontrados nos estudos supra-citados mostram que aparentemente 0s caes e
gatos sejam animais bem tolerantes a intoxicacao por histamina e, possivelmente,
isto esteja atrelado aos desafios destas espécies quando se alimentam em vida
livre. A liberacdo da histamina e a sensibilidade a sua acdo € acentuada quando
ocorre alguma resposta alérgica (Nelson e Cox, 2019) em animais. Por outro lado,

em animais saudaveis (Figura 3), dieta contendo histamina pode ser rapidamente



desintoxicada por amino oxidases, principalmente DAO e HNMT (Maintz e Novak

2007).

REACOES ADVERSAS AOS ALIMENTOS E SINAIS CLINICOS

As reacdes adversas ao alimento sao caracterizadas pela rea¢cdo do organismo por
um componente dietético seguido a ingestdo. Essas reacdes ao alimento sdo
divididas em duas categorias: as reacdes imunoldgicas, nas quais fazem parte a
hipersensibilidade e alergia alimentar e as rea¢fes nao imunoldgicas, que
englobam a intolerancia e intoxicacdo alimentar (Mandigers e German, 2010).
Apesar da histamina estar envolvida nas rea¢des imunoldgicas, quando ingerida de
fontes exdgenas, o termo usado aos animais que respondem a esta ingestdo é
“‘intoxicagao por histamina”. Em cdes e gatos € dificil fazer distincdo entre
intolerancia e alergia alimentar, pois 0s sinais clinicos sdo muito semelhantes e,
desta forma o histérico completo, analise dos alimentos e a realizacdo de exames
clinicos ou até mesmo dietas de eliminacdo sdo importantes para distinguir estes
problemas (Gaschen e Merchant, 2011).

Em cées, a alergia alimentar pode ocasionar disturbios comuns da pele, como
pioderma e dermatoses pruriginosas. A presenca de otite externa € um sinal
importante de alergia alimentar, podendo muitas vezes ser a Unica manifestacao
clinica. Em gatos, a alergia alimentar esta associada a diferentes padrdes clinicos
como, prurido grave, generalizado, sem lesdes, localizado com auto trauma
principalmente em torno da cabeca, pescoco e orelhas, alopecia traumatica,

dermatite exsudativa, dermatose descamativa, entre outras (Verlinden et al, 2006).



As manifestacdes clinicas da intoxicac&o por histamina ndo sdo descritas em caes
e gatos, mas em outras espécies, 0s sinais clinicos estao relacionados aos efeitos

metabdlicos desta AB, sendo dose dependentes.

METODOS DE DETECCAO

Para avaliar a qualidade dos ingredientes quanto ao teor de aminas biogénicas
alguns métodos foram desenvolvidos para detectar e quantificar os niveis de
aminas biogénicas em alimentos. Das técnicas conhecidas (Tabela 2), a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € o método de referéncia (Lazaro
de La Torre e Conte-Junior, 2013), porém é uma técnica que depende de técnicos
de laboratério qualificados e com elevado custo de manutencédo. Visando essa
necessidade de determinar o teor de aminas por testes rapidos, mas também
confiaveis, kits comerciais que utilizam métodos colorimétricos e fluorométricos tém
sido desenvolvidos e podem ser Uteis para o uso também em Pet food. Mas as
pesquisas com estes kits ainda séo restritas a produtos carneos e farinha de peixes,
devendo ser validados para outros ingredientes. Na Tabela 2 sdo mostrados os
principais métodos publicados para deteccdo de ABs.

Manz e Booltik (2014) compararam as concentragdes de histamina determinadas
por um kit ELISA com os mesmos valores determinados por HPLC, em diversos
alimentos, incluindo farinha de peixes e validaram todos adequadamente. Para a
farinha de peixes, os valores médios de histamina foram 244 ppm, enquanto pelo
HPLC, estes mesmos valores foram de 213 ppm. Estas diferencas séo

consideradas normais quando se compara diferentes métodos e, em func¢ao disto,
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os valores de referéncia para um determinado contaminante devem ser
determinados considerando-se o método de analise.

Recentemente realizamos um estudo de validacdo de um kit ELISA de histamina
(Neogen Corporation, Veratox, Estados Unidos) para farinha de visceras de aves,
em 21 amostras deste ingrediente, comparando os resultados obtidos com os
determinados por HPLC. Os resultados encontram-se na Tabela 3. Semelhante ao
observado por Manz e Booltik (2014), verificamos que o kit ELISA superestimou as
concentracfes de histamina, mas a concordancia entre os métodos foi muito boa,
conforme mostrado na Figura 4, com um coeficiente de regresséo (R?) de 0,94.
Conforme pode ser observado, a utilizacdo de kits de ELISA parece ser uma
alternativa viavel para o controle de qualidade das farinhas de origem animal em
Pet food, especialmente porque sdo métodos mais simples, baratos e também
muito sensiveis. Estas analises sdo fundamentais, pois apresentam elevada
relacdo com o frescor das matérias-primas utilizadas e, com isto, o controle de
qualidade destes ingredientes é mais efetivo. Para reforcar esta relacdo qualitativa
com o frescor das visceras a serem processadas, Ribeiro (2018) determinou as
concentracfes de ABs em amostras de farinhas de visceras processadas frescas,
e 12, 24, 36 e 48 horas apos serem geradas e observaram gue 0 aumento nos
niveis destes contaminantes é exponencial, sendo fundamental o processamento o
guanto antes possivel.

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos ingredientes de origem animal serem importantes fontes protéicas em
Pet food, sejam eles frescos ou processados como Farinhas, o0 monitoramento dos
niveis de histamina e outras ABs € muito importante nestes ingredientes, como um

indicador qualitativo do frescor do material que foi processado. Além disto, estudos
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sdo importantes para determinar os niveis seguros de histamina em Pet food,
considerando seu potencial alergénico. Visando simplificar o monitoramento dos
niveis de histamina pela industria, os kits de ELISA parecem ser alternativas viaveis
ao uso pelo Controle de Qualidade nas industrias.

Agradecimentos: A empresa Kemin Nutrisurance Nutricio Animal Ltda. pelas
parcerias nos projetos em qualidade de farinha de visceras de aves.
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AMINOACIDOS
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Histamina, Tirosina,
Triptophano, Lisina, Fenilalanina,
Arginina, Ornitina.

AA DESCARBOXILASES
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Figura 3: Resposta a ingestdo de histamina em animais saudaveis ou predispostos a intoxicagéo.
Fonte: préprio autor.

Aminas biogénicas na Farinha de Visceras de aves
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Figura 5: Concentragdo de aminas biogénicas em farinha de visceras de aves cujo

material cru foi processado em diferentes momentos apos ser gerado. Fonte:
Ribeiro, 2018.

Tabela 3: Comp das de em amostras de Farinha
de Visceras de Aves, determinadas gor HPLC ou ELISA.
Amostra HPLC ELISA ELISA (corrigido)*

1 3.59 420 3.62

2 411 392 3,46

3 472 4,03 3,52

4 589 9,26 6,53

5 978 10,95 7,50

6 9,97 21,02 13,30

7 11,20 13,88 9,19

8 1217 18,01 11,57

9 12,34 17,30 11,16

10 12,58 2242 14,11

1 12,71 21,45 13,55

12 12,85 20,95 13,26

13 12,97 20,26 12,86

14 13,54 273 14,29

15 14,33 212 13,93

16 14,51 24,16 1511

17 14,34 23,28 14,60

18 14,94 24,66 15,40

19 15,04 25,26 15,74

20 16,87 28,68 17,71

21 2531 39,34 2385

Média 12,11 18,95 1211
Coeficiente de variacdo 40,30 46.27 4164

* Valores obtidos por ELISA, mas comigidos segundo a equacdo apresentada na Figura 4
(y=1,7371x-2,0858).

Figura 1. Fatores que influenciam a formacao das AB. Fonte: adaptado de Canillas e Herrera, 2019.
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Figura 2. Metaboli dat Fonte: Adaptado de T: etal, 2020.
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Figura 4: Ci =t por HPLC ou ELISA em

smostras de farinha e viscerss de sves (4a). Concontancia dos dados snire 08
dois métodos (4b).

Tabela 1. Teores de histamina em alimentos umidos para animais de companhia.

Histamina (mg/kg na matéria natural)

Ingrediente predominante* Minimo Maximo Médio
Peixe

(n=11) 1,06 65,51 13,31
Camne e aves

(n=6) 6,53 17,16 11,48
Carne e cereais

(n=8) 1 6,58 4,33

()*Subprodutos. Fonte: Guilford et al (2011).

Tabela 2. Métodos mais utilizados para determinagao de Aminas Biogénicas.

Analise Método Leitura
Histamina Fluororimétrico 0,02 mg\100g
Histamina Colorimétrico 1 mg\100g
Histamina ELISA -

His, Tyr, Cad, Put, Phe, TLC 5ng-10ng (1mg\L per
Trp, Spd, Spm. 10uL)

His, Cad, Put, Spm IEC 0,15 - 0,50 mg\kg
His, Tyr, Cad, Put, Spd, HPLC ou UHPLC Depende do tipo de
Phe, Try, Spm amostra

His, Tyr CE 2-6 mg\kg

Fonte: (Capillas e Herrero, 2019)
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