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Biomarcadores para avaliacao da exposicao humana g o0
Aceito para publicacdo em 07/03/07

as micotOXinaS Publicado em 20/06/07

Biomarkers for assessment of human exposure to mycotoxins

Erika Bando'; Leandro Nishikawa Goncales? Nathalie Kira Tamura? Miguel Machinski Junior?

TR resumo

Biomarcadores Atualmente, as micotoxinas representam um risco de contaminacdo ambiental, acarretando sérios
prejuizos a salde humana. Essas toxinas podem estar presentes em diferentes tipos de alimentos,
que constituem a principal fonte de exposicdo para o homem. As exposicdes podem ser monitoradas
através do uso de biomarcadores, que elucidam a relacdo causa/efeito e dose/efeito na avaliacdo de
Micotoxinas risco a salide para fins de diagnéstico clinico e laboratorial. Realizou-se uma reviséo bibliogréfica do
periodo de 1981-2005, no MEDLINE, sobre utilizacdo e propostas de biomarcadores para a exposicao
a aflatoxinas, fumonisinas, desoxinivalenol e ocratoxina A. Os possiveis biomarcadores para avaliar
a exposicdo humana as aflatoxinas foram os metabdlitos urinarios de aflatoxina B,, como aflatoxina
M,, aflatoxina P,, aflatoxina Q,, aflatoxina livre em soro ou plasma, os adutos de AFB-N’-guanina, os
adutos de albumina ou mutacéo no gene supressor de tumor p53, presentes em fluidos biolégicos.
Para as fumonisinas, os biomarcadores foram os niveis de fumonisina B, e fumonisina B, livres, ou de
esfinganina e esfingosina em sangue e urina. O desoxinivalenol tem como biomarcadores de exposicdo
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os produtos de seu metabolismo e adutos macromoleculares (proteina/DNA) presentes nos fluidos
biolégicos. Para a exposicdo a ocratoxina A (OA) os biomarcadores se restringem a quantificacdo da
prépria toxina nos fluidos biol6gicos. A avaliacdo da exposicdo as micotoxinas constitui um importante
aspecto para a salde publica, tendo em vista a possibilidade de prevenir ou minimizar a incidéncia de
doencas decorrentes da sua interacdo com o organismo.

abstract ISR
Currently, mycotoxins represent a risk of environmental contamination, causing serious damages to human | Biomarkers
health. Those toxins can be found in different kinds of foods, and they constitute the main source of human
exposure. The evaluation of such exposures can be monitored through the use of biomarkers, which elucidates
the cause/effect and dose/effect relation in the evaluation of health risks for clinical and laboratory diagnostic
purposes. The MEDLINE review about the use of biomarkers for assessment of aflatoxins, fumonisins, deoxy- | mycotoxins
nivalenol and ochratoxin A was carried out from 1981 to 2005. The biomarkers for assessment of human
exposure to aflatoxins were the urinary metabolites of aflatoxin B, : aflatoxin M,, aflatoxin P, aflatoxin Q,, the
free aflatoxin in serum or plasma, the AFB-N’-guanine adducts and the albumin adducts or mutation in the
tumour suppressor gene p53 present in human biological fluids. As far as fumonisins are concerned, levels of
free fumonisin B, and fumonisin B,, or levels of sphinganine and sphingosin, were quantified in blood and urine.
As exposure biomarkers, deoxynivalenol has its own metabolism products and adducts (protein/DNA) present
in human fluids. As to ochratoxin A exposure, we measure it in biological fluids, once it enables us to prevent
or minimize the incidence of deaths or illnesses provoked by chemical exposure.
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Introducéo

A salide ambiental tem como um de seus objetivos a
prevencéo dos danos a salde causados por contaminantes
presentes no meio ambiente, fazendo com que os niveis
dessas exposicdes sejam mantidos em valores que ndo
constituam risco inaceitavel a satide do homem. Para isso
tornam-se necessérias a identificacdo e a quantificacdo
desses riscos através da avaliacdo da exposicdo humana,
que pode ser determinada através da medida de parame-
tros biolégicos denominados indicadores bioldgicos ou
biomarcadorest™.

Os alimentos estdo sujeitos a contaminagdo por subs-
tancias altamente téxicas, cuja ingestdo é capaz de causar
sérios transtornos no organismo do homem e dos animais.
Entre as diversas substancias capazes de provocar danos
a salde estdo as micotoxinas, que sdo produzidas em
condicdes favoraveis e representam relevante perigo ao
ser humano®9.

As micotoxinas sdo produzidas durante o metabolismo
secundario de fungos filamentosos e podem estar presentes
em alimentos, como amendoim, milho, trigo, cevada, café,
leite, arroz, farinhas, nozes, castanhas, frutas secas, entre
outros, podendo ameacar a inocuidade dos mesmos. Mais
de 200 substéncias ja foram identificadas como micotoxi-
nas, sendo as aflatoxinas, os tricotecenos, as fumonisinas,
a zearalenona, a ocratoxina A, os alcaléides do ergot e a
patulina as mais estudadas®.

As micotoxicoses sdo ocasionadas pela ingestdo de
alimentos ou ra¢6es contaminados com micotoxinas ou
pela inalacdo destas em forma de particulas suspensas,
principalmente em locais onde os alimentos contami-
nados sdo tratados ou manipulados. A severidade das
micotoxicoses depende da toxicidade da micotoxina, da
extensdo da exposicdo, do estado nutricional do individuo
e dos efeitos sinérgicos com outros agentes quimicos ou
biolégicos® 27

Para confirmar que a doenca constitui uma micotoxi-
cose é necessario mostrar a relacéo dose/resposta entre a
micotoxina e os efeitos toxicos, que pode ser evidenciada
pela utilizacdo de biomarcadores. A presente atualizagéo,
realizada no MEDLINE, no periodo de 1984 a 2005, abran-
geu informagdes geradas com o uso das palavras-chave
“biomarcadores” e “micotoxinas”.

Biomarcadores para avaliar

a exposicao as aflatoxinas

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundérios produzidos
pelos fungos Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius,
presentes em varios alimentos, como amendoim, milho,

soja, condimentos e outros. Existem pelo menos 17 com-
postos denominados aflatoxinas, sendo as aflatoxinas B,,
B, G, e G, as mais estudadas. Os efeitos toxicos das afla-
toxinas podem ser agudo, imunossupressor, mutagénico,
teratogénico, carcinogénico e hepatotéxico, e o figado
constitui o érgédo-alvo priméario. Desde a década de 60
suspeitava-se da contribuicdo da aflatoxina B, (AFB,) para
o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular humano,
quando sua potente atividade como carcin6geno em
muitas espécies de animais, como roedores, primatas e
peixes, foi relatada. A AFB, € a toxina f(ingica com maior
potencial toxico e carcinogénico. Ela é encontrada em altas
concentragdes em alimentos e ragdes® 240, Em 1993, a
AFB, foi classificada pela International Agency for Research
on Cancer (IARC) como carcinogénica para humanos, ou
seja, genotodxico da classe 109,

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma forte
associacdo entre exposicdo a AFB, e aumento da incidén-
cia de carcinoma hepatocelular. Essa associacao levou a
necessidade de técnicas mais precisas para evidenciar a
exposicdo as aflatoxinas e o risco individual de desenvolvi-
mento do cancer™ 29, As técnicas devem ser especificas,
sensiveis e principalmente aplicaveis a um grande ndmero
de amostras‘®. Diferentes métodos analiticos estado dispo-
niveis para quantificacdo desses indicadores em amostras
biolégicas, como os métodos cromatograficos (cromato-
grafia em camada delgada [CCD], cromatografia liquida
de alta eficiéncia [CLAE] e cromatografia a gés [CG]), os
testes imunoldgicos com anticorpos especificos (ensaio
imunossorvente ligado a enzima [ELISA], radioimunoensaio
[RIA] e teste imuno-histoquimico) e a espectrometria de
massas‘?.

Os possiveis biomarcadores de exposicdo evidenciados
nos trabalhos sdo os metabdlitos de AFB, como aflatoxina
M, (AFM,), aflatoxina P, (AFBP) e aflatoxina Q, (AFBQ,),
encontrados na urina®®, ou a prépria AFB,, que pode ser
quantificada no sangue apds o consumo de alimentos que
a contenham. A utilizacdo desse biomarcador, contudo,
é limitada, pois detecta uma exposicdo muito recente®.
Tsuboi et al.“D, no Japdo, e Denning et al.®, na Nigéria,
utilizaram o ELISA e encontraram niveis de 3 ng/ml de
AFB, no soro.

Niveis urinarios de AFM, possuem boa correlacdo com
a dose de exposicdo da AFB,. Nyathi et al.?®, em estudo
transversal realizado em diferentes areas do Zimbabue,
analisaram 1.200 amostras de urina. As amostras foram ana-
lisadas por CCD e CLAE. O metabdlito mais observado foi a
AFM, na urina, com uma concentracdo média de 4,2 ng/ml.
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A AFM, pode também ser excretada em leite humano por
mulheres que ingerem a AFB, e estdo amamentando. Em
estudo realizado na Australia e na Tailandia, observou-se a
exposicdo dos bebés a AFM, e das maes a AFB, . Utilizou-se
o teste de ELISA modificado para a analise de AFM, em leite
materno de 73 mulheres de Victoria (Australia) para com-
paracdo com as amostras da Tailandia (n = 11). A AFM, foi
detectada em 11 amostras de Victoria e em cinco amostras
da Tailandia, com concentracdes médias de 0,071 ng/ml
(0,028 21,031 ng/ml) e 0,664 ng/ml (0,039 a 1,736 ng/ml),
respectivamente. Os niveis de AFM, em amostras de leite da
Tailandia foram significativamente maiores em relacdo as
amostras de leite da Australia®.

Os adutos AFB-N’-guanina e AFB-albumina sao os bio-
marcadores mais utilizados em estudos epidemiol6gicos
para avaliacdo da exposicdo a AFB, e possuem grande
importancia, pois sao produtos diretos de danos causados
a um alvo macromolecular celular critico®.

O aduto AFB-N’-guanina é produto da ligacdo entre a
aflatoxina-exo-8,9-epoxido, metabdlito de AFB, altamente
reativo, com o DNA de células hepéticas, e é excretado na
urina. Estudo realizado por Groopman et al."" na China
e na Gambia, areas de grande incidéncia de carcinoma
hepatocelular, avaliaram os niveis de toxinas flngicas dos
alimentos e os niveis de biomarcadores urinarios para afla-
toxinas. Em ambas as populag¢des a quantidade de aduto
AFB-N’-guanina e AFM, urinarios mostraram boa relacdo
com a quantidade de aflatoxinas presente nos alimentos,
porém o nivel de adutos AFB-N’-guanina demonstrou
apenas exposicdo recente as micotoxinas®@>.

Os adutos AFB-albumina sdo formados pela ligacao da
aflatoxina-dialdeido (um produto da hidrdlise da aflatoxina-
ex0-8,9-epdxido) com a albumina e sdo encontrados no san-
gue periférico®. Niveis de aflatoxinas em alimentos e adutos
AFB-albumina no sangue periférico foram determinados por
Wild et al.*”, na Gambia. Para dosar os adutos AFB-albumi-
na, utilizaram-se ELISA e CLAE. Uma correlacdo positiva foi
observada entre ingestdo alimentar e adutos AFB-albumina,
além de boa concordancia de resultados entre as duas me-
todologias analiticas. Provavelmente, esse é o mais préatico
biomarcador para estudos epidemiolégicos para a exposicao
as aflatoxinas, pois sua avaliacdo é rapida e aplicdvel a um
grande ndmero de pessoas(’®. Outra vantagem em relacéo
aos adutos de AFB-N’-guanina é que os adutos AFB-albumina
possuem meia-vida de 30-60 dias no organismo, podendo
refletir exposicdo por um periodo mais longo®“®.

Investigacdes de mutacdo no gene supressor de tumor
p53 tém evidenciado o envolvimento das aflatoxinas no de-

senvolvimento de carcinoma hepatocelular (CHC). Estudos
realizados por Jackson e Groopman(® em pacientes com
carcinoma hepatocelular expostos a altas concentracdes
de aflatoxinas em alimentos mostraram alta prevaléncia
da transversao AGG—AGT (Arg—Ser) na terceira base
do cédon 249 do gene p53 (mutacdo 249%). No geral,
os estudos publicados mostram correlacédo positiva entre
exposicao estimada a aflatoxina e propor¢ao de CHC com
mutacdo 249, Em regides da China, onde a exposicdo
as aflatoxinas é relatada como alta, a mutacdo 249+ foi
observada em mais de 50% de casos de CHC. Em regides
de baixa exposicéo as aflatoxinas, como Japao, Coréia, Eu-
ropa e América do Norte, a prevaléncia de mutacdo 249
€ extremamente baixa, ou seja, < 1%“9,

A mutacao na terceira base do cédon 249 do gene p53
também foi evidenciada em pacientes com cirrose e em pa-
cientes diagnosticados clinicamente como ndo-portadores
de doenca hepatica. Kirk et al.1” realizaram trabalho na
Gambia, onde a mutagdo 249 foi detectada em 36% dos
pacientes com CHC, 15% dos pacientes cirréticos e 6% dos
pacientes controles. Jackson et al.'® examinaram amostras
de pacientes controles e de pacientes com CHC na China.
Em 11 pacientes com CHC detectou-se a mutacdo 249", a
mesma mutacao foi detectada em seis pacientes controles.
Assim, a deteccdo da mutacéo do cédon 249 do gene p53
em pacientes nao-portadores de CHC pode refletir um
evento neoplasico precoce ou até mesmo uma exposicao
cronica a aflatoxinas“®).

Biomarcadores para avaliar

a exposicao as fumonisinas

As fumonisinas sao produzidas por fungos do género
Fusarium e estdo presentes em cereais, como milho, trigo,
aveia, entre outros@ .39, O F. verticillioides é o principal
produtor desse grupo de micotoxinas.

As fumonisinas sdéo moléculas estruturalmente relacio-
nadas; até o momento, 16 foram isoladas e caracterizadas.
As fumonisinas B, (FB,) e B, (FB,) foram isoladas de uma
amostra de Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenb. por Gel-
derblom et al.”?, porém outras espécies do género Fusarium
também sdo produtoras dessas micotoxinas.

A prevaléncia de F. verticillioides em cereais esta aparen-
temente correlacionada com a alta ocorréncia de cancer
de esdfago em humanos na regiao de Transkei, na Africa
do Sul®. A IARC avaliou o risco de cancer em humanos e
classificou as fumonisinas como classe 2B, ou seja, provavel
agente carcinogénico®?. Yoshizawa et al.*” realizaram um
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estudo comparativo da ocorréncia natural de fumonisinas
em amostra de cereais das regides de Linxian e Shangqiu,
areas de alto e baixo risco, respectivamente, para cancer de
esofago na China. A incidéncia de fumonisinas nas amostras
procedentes de Linxian, érea de alto risco, foi duas vezes
maior do que as amostras de Shanggqjiu, area de baixo risco;
porém, a diferenca ndo foi considerada significativa, o que
poderia indicar que ndo existe correlacdo entre a presenca
das fumonisinas e o cancer de eséfago.

Dois biomarcadores que indicam exposicdo as fumo-
nisinas estao sendo investigados: a prépria fumonisina na
urina e a alteracdo nos niveis de esfinganina e esfingosina
na urina e no sangue®?.

O sangue néo é considerado bom material biolégico
para quantificar a fumonisina livre, pois a FB, medida apds
a administracdo oral e intravenosa em macacos indicou que
essa micotoxina é rapidamente sequiestrada do plasma®637).
O melhor material biolégico para a analise da fumonisina
livre é a urina. Shetty e Bhat®® descreveram um método
sensivel para detectar e quantificar FB, em urina de huma-
nos por CLAE, porém a deteccdo de fumonisinas urinarias
nédo foi possivel com as metodologias atuais, em areas com
baixos niveis de contaminacdo ou onde o consumo diério
de milho pela populagdo é baixo“?.

Segundo Wang et al.“® o local especifico de acéo da
FB, € a inibicdo da enzima ceramida sintetase (esfingosina
[esfinganina] N-aciltransferase), por ser estruturalmente
similar a esfingosina. A inibicdo dessa via metabdlica resulta
na deplecdo do complexo esfingolipideo e no aumento in-
tracelular da concentracao de esfinganina livre e, em menor
grau, de enfingosina livre. Quando acumuladas no meio
intracelular, esses compostos deixam a célula e aparecem
no sangue periférico e na urina®>*9, Assim, a elevacéo das
bases esfing6ides em urina, soro e tecidos pode ser usada
como biomarcador na exposicdo as fumonisinas®?.

Estudo realizado por Garren et al.® mostraram que
ap6s administracao oral de FB, em ratos os niveis de esfin-
ganina e esfingosina foram alterados em varios tecidos e
na urina, efeito que foi persistente mesmo apds o término
do tratamento. Riley et al.®® demonstraram correlacéo
entre a extensdo e a severidade de lesdes e a inibicdo do
metabolismo dos esfingolipidios. O rim foi mais sensivel
a FB, em relacdo ao figado, com significativa elevacdo de
esfinganina e esfingosina em ratos expostos a micotoxina.
O actmulo dessas substancias na urina reflete as mudancas
que ocorrem no rim. Assim, a urina e o soro podem ser
considerados os fluidos de escolha para detectar a elevacdo
das bases esfingbides como conseqiiéncia de danos renais

induzidos por fumonisinas. Qiu e Liu®" determinaram os
niveis de esfinganina e esfingosina em urina de humanos
antes e apds 30 dias de dieta com cereais potencialmente
contaminados pela FB,. Os resultados demonstraram que
o metabolismo de esfingolipideos em humanos pode ser
afetado pela FB,, e a andlise de esfinganina e esfingosina na
urina pode ser utilizada para avaliar a exposicao a FB,.

A esfinganina e a esfingosina foram dosadas em urina
de humanos residentes em areas do norte da Argentina e
do sul do Brasil que tinham alto consumo de milho e foram
comparadas a amostras coletadas na Argentina Central e
na ltalia, areas de baixo consumo. Os valores de esfinga-
nina e esfingosina foram maiores para o grupo com maior
consumo de milho®?.

Ha necessidade de mais estudos para melhorar os mé-
todos de deteccdo das bases esfingéides para validar o uso
dessas substancias como biomarcadores no monitoramento
da exposicao do homem as fumonisinas.

Biomarcadores para avaliar

a exposicao ao desoxinivalenol

O desoxinivalenol (DON) é uma micotoxina da classe
dos tricotecenos produzida por Fusarium graminearum e F.
culmorum. Essas espécies flngicas estdo freqlientemente
associadas a contaminacao de cereais, como trigo, cevada,
milho e aveia. Devido a estabilidade dos tricotecenos ao
processamento industrial e as altas temperaturas, os niveis
de exposicdo humana podem ser altos. Em animais de
experimentacdo a presenca de DON na racdo acarreta re-
puldio a alimentacéo, diminuicado de peso, cardiotoxicidade,
teratogenicidade e indugéo de nefropatia. Afeta também a
imunidade mediada por células e aimunidade humoral em
vérios animais, além de suprimir a proliferacéo de linfécitos
humanos in vitro: 23 24, 28,39,

Meky et al.?® investigaram em cobaias o metabolismo
dessa micotoxina para o estabelecimento metodolégico de
um biomarcador na exposicao humana. Cobaias Sprague-
Dawley receberam uma tnica dose de DON marcado com
C' e a distribuicdo pelos fluidos corporais foi investigada
depois de 72 horas. DON e seus metabdlitos foram detec-
tados no plasma dos ratos em altos niveis ap6s oito horas,
9% ligados a proteinas plasmaticas. Aproximadamente 37%
do que foi administrado de DON foi excretado na urina na
forma conjugada com écido glicurénico, o que o implica
como o maior metabdlito urinario. Esse resultado reforca a
conclusdo de varios estudos que sugerem como biomarca-
dores em potencial para a exposicdo ao desoxinivalenol os
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produtos de seu metabolismo e adutos macromoleculares
(proteina/DNA) presentes nos fluidos biol6gicos humanos.
Além disso, os estudos em animais de experimentacéo tém
identificado o metabdlito epéxido de DON (DOM-1) e o
conjugado glicuronideo como possiveis biomarcadores para
exposicao ao DON.

Biomarcadores para avaliar

a exposicao a ocratoxina A

A ocratoxina A (OA) é uma micotoxina encontrada em
alimentos, bebidas e racdo animal, produzida por Aspergillus
e Penicillium. Séo conhecidos os efeitos tdxicos pertinentes
da acdo da OA, particularmente sobre o sistema renal,
com carater nefrotéxico. Ela é classificada pela IARC como
potencialmente carcinogénica para humanos, ou seja,
pertencente a classe 2B(®.

Os potenciais indicadores biol6gicos na exposicdo a OA
ainda estdo pouco estudados e alguns trabalhos sugerem
possiveis biomarcadores. lavicoli et al.!¥ avaliaram a OA
sérica em trabalhadores de indstrias alimenticias expos-
tos a essa micotoxina suspensa no ar. No monitoramento
verificou-se que os niveis de OA sérica foram de 0,94 a
3,28 ng/ml e maiores quando comparados com controles
nao-expostos a OA. Esse estudo concluiu que a medida de
OA no soro ¢é efetiva para a avaliacdo da dose interna, e a

exposicdo ocupacional pode representar um risco a saiide
de trabalhadores expostos no processamento industrial de
gréos. O monitoramento ambiental e biolégico, portanto,
€ necessario nesses ambientes.

Gilbert et al.® realizaram levantamento com 50 pessoas
gue apresentavam em suas dietas consumo didrio de 0,26
a 3,5 mg/kg de OA. Verificaram que em todas as amostras
de plasma e em 46 amostras de urina desses individuos a
OA estava presente. A utilizagdo da determinagdo de OA na
urina foi sugerida como biomarcador simples para estimar
a exposicao a essa micotoxina.

Conclusoes

As micotoxinas tém sido extensivamente estudadas em
relacdo ao seu mecanismo de a¢do, mutagenicidade e ati-
vidade carcinogénica. O conhecimento desses mecanismos
levou ao desenvolvimento de biomarcadores, como os pro-

dutos de biotransformacéo e adutos de macromoléculas.

A identificacdo e a mensuracdo dos biomarcadores
para a avaliacdo da exposicdo humana as micotoxinas por
meio de metodologias analiticas simples, rapidas, precisas
e exatas podem ajudar a prevenir ou minimizar os agravos
a salide decorrentes da exposicédo do organismo humano
a essas substancias.
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