Perito do més...

Micotoxinas e a histéria

Néo deveria ser uma surpresa o fato de que as micotoxinas se tornaram uma preocupacéo importante a partir de os anos 60 com a
descoberta das aflatoxinas, mas exemplos do impacto delas ao longo da histéria humana t&m demonstrado que elas constituem uma
ameaca desde os primérdios da producdo agricola organizada [1]. Algumas referéncias ao ergotismo no Velho Testamento [2], por
exemplo, sugerem que toxinas de fungos do género Fusarium, como toxina T-2 e zearalenona podem ter sido responsdveis pelo declinio
da civilizacédo Etrusca [3] e pela crise em Atenas, no século V A.C. [4].

Controle de micotoxinas

Para aumentar a conscientizacéo e com base no crescente nimero de trabalhos enfocando estratégias para o controle de micotoxinas nos
diferentes niveis das cadeias de producéo de alimento para animais e humanos, é importante saber que as micotoxinas representam um
risco inevitdvel. Nés precisamos de ferramentas analiticas que possam funcionar como um “radar de vigilancia” seletivo e estabelecer se
o material sob risco precisa ser removido. Determinar se uma matéria-prima contém micotoxinas é o primeiro passo para que métodos
adequados de protecdo possam ser criados, e para isso, é necessdrio ter melhores métodos de amostragem e de mensuracéo de
micotoxinas.

Devido aos efeitos deletérios produzidos pelas micotoxinas em grdos usados como alimento para animais e humanos, o nivel de algumas
micofoxinas nas matérias-primas é rigorosamente regulamentado, variando de ig/kg a mg/kg para a maioria delas. O principal desafio
para o desenvolvimento de procedimentos analiticos é a diversidade de moléculas de micotoxinas — cerca de 500 jé foram identificadas;
além disso, cada uma delas apresenta toxicidade e impacto econdmico diferentes. A contaminagdo com micotoxinas depende da presenca
de condicées ambientais que favorecam o crescimento de bolores e que desencadeiem a sintese de micotoxinas. Por esses motivos, é
necessdrio usar técnicas adequadas para permitir a andlise de micotoxinas de multiplas matrizes, que podem por sua vez interferir com a
extracdo das toxinas, j& que algumas delas podem ficar mascaradas [5,6].

A alta diversidade quimica dos metabdlitos fungicos pode resultar em uma enorme variedade de estruturas quimicas em um extrato de uma
amostra, o que torna sua pesquisa mais dificil e sujeita a erros.

Testes para micotoxinas

A primeira ferramenta para avaliacéo de alimentos e racdes seria a observacéo de sinais que poderiam indicar a contaminagéo por bolores
através de uma inspecdo visual ou andlise de contagem de fungos. No entanto, essas avaliacdes t€m uma correlacdo muito baixa com a
presenca de micotoxinas; ou seja, a andlise de micotoxinas (quimiotaxonomia) baseada na identificacéo de bolores acaba sendo a Unica
ferramenta de alta producéo para a triagem. Ainda assim, a complexidade dessa abordagem constitui um desafio devido & variagéo nos
padrdes de sintese de micotoxinas no ambiente. Existem técnicas mais complexas para identificacdo de metabdlitos voldteis que podem ser
usadas para indiretamente determinar cepas toxigénicas e atoxigénicas de fungos. Isso costuma ser feito usando cromatografia gasosa
combinada com a deteccdo por espectrometria de massa [7] ou mais recentemente com o nariz eletrénico [8].

A avaliacdo dos niveis de micotoxinas estd diretamente relacionada com a correta selecdo de amostras representativas, que devem ser
grandes em termos de tamanho ou nimero. Estima-se que o tamanho correto da amostra estaria entre 1,25 e 10,0 kg dependendo da
matriz da ragéo, e que seriam necessdrias 50 a 100 amostras para uma homogeneizagéo seguida da divisGo em sub-amostras de 62,5
a 500 g.
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O tamanho das diferentes amostras deveria ser homogéneo com uma variacéo de peso néo superior a + 5% [9]. E inevitével que uma parte
dos lotes bons seja posteriormente rejeitada e que uma parte dos lotes ruins seja aprovada pelo plano de amostragem (risco do
vendedor/comprador ou falsos negativos). A magnitude desses riscos estd diretamente relacionada & variabilidade associada ao
procedimento usado no teste para deteccGo de micotoxinas. Essa abordagem se torna ainda mais complexa quando consideramos as
diferencas na regulamentacdo comercial entre os paises. Os erros associados & amostragem podem chegar a 80% com 10% para sub-
amostragem e menos de 10% para erros durante a andlise de preparacdo da amostra [10].

Os principios de garantia da qualidade devem ser seguidos para aumentar a eficiéncia e evitar erros na deteccGo de micotoxinas. Isso
significa que a andlise deve ser feita considerando um certo grau de incerteza. Determinadas técnicas, se conduzidas de maneira inadequada,
interferem com a amostragem e podem conduzir a erros importantes na andlise final. Sendo assim, o treinamento do pessoal técnico é
essencial para prevenir os efeitos adversos relacionados as técnicas de amostragem e sub-amostragem disponiveis para as matérias-primas
(cereais/graos). A etapa de pré-tratamento das amostras também ajuda a prevenir imprecisdes através do uso adequado de instrumentos e
ferramentas. Finalmente, o procedimento analitico deve ser realizado por um técnico bem treinado. E importante que os testes sejam feitos
com o uso de materiais de referéncia certificados juntamente com um método de andlise validado para garantir resultados finais de boa
qualidade [11].

Por um lado, a detecgdo répida e sensivel com provas de friagem possui um bom custo beneficio; elas sdo fdaceis de usar e estdo disponiveis
para qualguer um no campo. O problema é a falta de seletividade, a reatividade-cruzada [12] e a flutuacéo na resposta de acordo com as
variagdes nas condicdes ambientais quando usada a situagdes de campo (pH, temperatura, efeitos matriciais e competicdo, etc) [13]. Além
disso, é necessdria confirmag@o com um método mais sofisticado capaz de mostrar precisamente a espécie e quantificar as micotoxinas.

Sensores e Biosensores

Usados para triagem, os métodos baseados em imunoensaio usam anticorpos produzidos especificamente para a deteccdo de micotoxinas.
Essa alta especificidade estd relacionada com a homologia entre o sitio-ativo dos anticorpos (o epitopo) para um determinado substrato (a
micotoxina). O problema dessa abordagem é a reatividade cruzada mencionada anteriormente e que pode ocorrer devido & presenca de
andlogos na matriz. Essas provas quantitativas ou semi-quantitativas podem ter naturezas diferentes: radioativa no caso dos
radioimunoensaios (RIA), ou cromogénica no caso dos imunoensaios enzimdticos (EIA, ELISA).

O ELISA costuma ser usado como parte do plano de controle de micotoxinas devido & rapidez e ao nimero significativo de amostras que
podem ser analisadas, permitindo uma semi-quantificacdo ou uma resposta positiva/negativa para determinados niveis ou faixas de
concentragdo de toxinas. Outras estratégias sdo a utilizacdo de dispositivos de fluxo lateral com anticorpos imobilizados em sua superficie,
como fitas immunostrips, immunodipsticks ou imunofiltracdo. Existem também sensores e biosensores que usam anficorpos, enzimas,
bactérias, receptores, DNA ou que transduzem sinais identificdveis éptica ou eletroquimicamente (usando ressonéncia plasménica superficial
ou espectrometria infravermelha). Essas técnicas sGo capazes de avaliar os gréos rapidamente para os principais grupos de micotoxinas
regulamentadas dentro dos limites razodveis de deteccdo na faixa de 0,5 a 20 ig/kg, mas precisam ser usadas com cuidado devido ao risco
de reatividade cruzada e de falsos positivos.

Como ferramenta de triagem, a cromatografia em camada fina (TLC) pode ser usada da mesma maneira que o ELISA. A TLC tem uma
repetibilidade melhor e menos reatividade cruzada, mas a amostra precisa ser mais purificada e isso aumenta o tempo necessdrio para obter
uma proporcdo mais precisa. Novas abordagens emergentes estdo enfocando na utilizacdo da gendmica e na transcriptogendmica como
ferramentas para a andlise de micotoxinas. Essas técnicas se baseiam na capacidade que as células vivas possuem de responder & presenca
de substancias quimicas alterando a expressédo génica de acordo com o estimulo. Elas podem se tornar novas ferramentas para triagem; os
microchips de DNA poderéo avaliar o perfil de expressdo génica de determinadas células quando elas sdo expostas a micotoxinas extraidas
dos gréos ou racao [14].

HPLC

Em um segundo plano, e para lidar com a ampla gama de estruturas quimicas, a maioria dos métodos se baseia na cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC- High-performance liquid chromatography). Essa técnica, também chamada de cromatografia liquida de alta
pressdo,é usada para separar, identificar e quantificar compostos de acordo com suas propriedades quimicas. A HPLC usa uma coluna que
contém o material para cromatografia (fase estaciondria), uma bomba que movimenta a(s) fase(s) mével(is) através da coluna e um detector
que mostra o tempo de retencdo das moléculas. Este varia dependendo da interagéo entre a fase estaciondria, as moléculas sendo analisadas
e ofs) solvente(s) utilizado. As andlises de HPLC continuam sendo o “padrdo ouro” para a deteccdo de micotoxinas por causa de sua
confiabilidade e dos baixos limites de deteccdo e quantificacdo que podem ser obtidos. No entanto, embora definitivos, esses métodos
requerem ajustes complicados e trabalhosos para extracéo e purificacdo, o que acaba elevando seu custo.
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Mesmo que procedimentos prévios de purificagdo e concentracdo permitam uma reducdo nos limites de detecgéo, ainda permanece a
limitacdo da extracdo especifica, dos procedimentos de deteccdo e das condigdes de andlise que costumam estar relacionadas a uma
determinada micotoxina (como DON ou toxina T-2) ou, a uma familia de micotoxinas (como aflatoxinas, por exemplo). A capacidade de
deteccdo de multiplas micotoxinas é entdo bastante limitada e acaba levando a um viés, pois é necessdrio assumir algumas premissas para
deferminar quais as micotoxinas que serdo analisadas. Dependendo do nimero de toxinas pesquisadas e do limite de deteccdo desejado,
pode ndo ser realista querer resultados répidos. E importante observar também que um resultado ndo detectdvel ndo significa
necessariamente ndo mensurdvel, apesar de que esses resultados normalmente séo baseados nos limites especificos determinados pela
regulamentacéo da regido (se disponiveis) onde foi observada a incidéncia ndo patolégica da toxina (Nivel sem efeito toxicoldgico observavel
ou No-Observable Effect Level/ Nivel mais baixo de efeito toxicolégico observével ou Lowest-Observable Effect Level - NOEL/LOEL).

O que temos pela frente?

A deteccéo analitica de micotoxinas pode ser abordada por dngulos diferentes usando diferentes métodos de separacéo tais como
cromatografia liquida ou gasosa; eletroforese. Novas tecnologias estdo agora propondo extracdo ultra-rdpida das substancias analisadas
através de um sistema baseado em capilares, diminuindo o tempo que leva para correr uma andlise com HPLC. Depois, um grande nGmero
de detectores conectivos pode ser selecionado para determinar as micotoxinas. Os métodos de deteccéo fluorimétrica ou por conjunto de
diodos sdo os mais conhecidos e sdo considerados referéncia segundo a literatura disponivel no banco de dados oficial da AOAC. Alguns
pontos que devem ser considerados com esses métodos s@o: acessibilidade ao equipamento; alta producdo para andlises quantitativas; e
baixa interacdo com a matriz. A principal limitacdo desses métodos é a necessidade de condicées especificas para a separacéo
cromatogrdfica em relacdo & substdncia pesquisada, e isso desde que a molécula fluoresca, caso contrério é necessério fazer uma
derivatizacdo da amostra. Outros desafios estdo nos niveis de recuperacéo, na estabilidade dos derivados e na sobreposicdo dos compostos
extraidos. Sendo assim, é necessdria uma abordagem incluindo vdrios componentes para a deteccdo répida das diversas substancias que
podem estar presentes nas diferentes matrizes.

A espectrometria de massa (MS) em 2-dimensées associada & cromatografia separativa estd se tornando o novo método de referéncia para
a andlise de micotoxinas. Essa abordagem permite a especiacédo através da massa atébmica de todos os elementos presentes na amostra e
uma determinacdo mais clara das micotoxinas apés experimentos de padrées especificos de fragmentacdo. Enquanto muitos componentes
t&m o mesmo valor de massa intacta, o acréscimo de outra dimensdo usando os fragmentos (espectrometria de massa seqiencial) permite
a identificagdo especifica de cada composto analisado. A quantificacéo é feita através do monitoramento dos fragmentos de fons ao longo
do tempo de extracdo cromatogrdfica. Em Gltima insténcia, a sensibilidade e a precisdo dos métodos de andlise estdo aumentando [17]. A
inclusdo da etapa de cromatografia permite a extracdo tempo-dependente de todas as espécies, melhorando a deteccdo de multiplos
componentes de micotoxinas em uma amostra.

O:s fatores limitantes est@o na supressdo da eficacia de ionizacdo devido & matriz e & enorme diversidade de micotoxinas existentes, além da
falta de qualquer substéncia para calibragéo. Estudos recentes possibilitaram a deteccéo e des-replicacdo de quase 500 metabélitos fungicos,
apesar de fornecerem apenas resultados qualitativos [18]. Outro aspecto interessante da abordagem LC-MS (cromatografia liquida —
espectrometria de massa) é a possibilidade de se trabalhar diretamente com extratos brutos, geralmente obtidos apds a extragéo da amostra
com solvente e filiracdo bdsica, que permite uma reducdo no tempo necessdrio para andlise.

Existem outras tecnologias disponiveis, mais elas provavelmente sGo menos usadas do que as técnicas apresentadas anteriormente. A
eletroforese capilar associada a detectores de fluorescéncia e ultravioleta podem ser usados da mesma maneira que o HPLC. Espectrometria
de mobilidade i6nica e espectrometria de mobilidade i6nica RF-DC — espectrometria de massa séo outros métodos disponiveis para andlise
de residuos de micotoxinas [15].

A abordagem usando espectrometria de massa, juntamente com as interfaces recentemente desenvolvidas e & miniaturizacdo de seus
componentes, estd se tornando um instrumento de bancada em quase todos os laboratérios de andlises. Devido & sua capacidade de
mltiplas deteccées, qualidade, rapidez, confiabilidade e custo, essa ferramenta também estd se tornando mais disponivel no campo como
parte do arsenal analitico disponivel diretamente para produtores de alimentos para animais e humanos. Finalmente, a rapida utilizacao
dessas tecnologias para uma infinidade de outros contaminantes (como agrotéxicos, melamina...) ou andlises de componentes essenciais,
as torna extremamente versdteis.
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Conclusoes

E facil entender a complexidade para a deteccdo de micotoxinas quando se observa a quantidade de abordagens diferentes usadas para
andlise e o nimero de técnicas disponiveis. Essas andlises também estdo sujeitas a inGmeras armadilhas devido a propriedades inerentes as
micotoxinas, sua diversidade quimica e metabolizacGo em outras espécies moleculares. A complexidade de sua interacdo com matrizes
representa outra limitacdo. Nesse sentido, as micotoxinas podem ser encontradas como metabdlitos conjugados a um ou vérios residuos de
glicosidios ou glicuronideos, que mascaram sua presenca mesmo em procedimentos analiticos. A constante evolucdo de instrumentos
analiticos e de procedimentos de extrac@o ajudard a reduzir os erros e entender, prever e localizar a ocorréncia de micotoxinas no campo.
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