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ARTIGO DE REVISÃO


5


Resumo: As fumonisinas, toxinas fúngicas produzidas,
principalmente, pelo Fusarium verticillioides, contaminam o



(5)milho, alimentos e alimentos compostos a nível mundial.


Com o presente artigo pretende-se rever a utilidade e validade
 de dois biomarcadores utilizados na avaliação da exposição, por
 via alimentar, a estas micotoxinas, dada a frequente necessidade
 em determinar alterações após o seu eventual consumo. As
 fumonisinas podem ser detectadas em fluidos biológicos,
 fezes e tecidos, mas a sensibilidade da metodologia usada
 actualmente implica que apenas exposições elevadas possam
 ser facilmente monitorizadas. Estudos mecanísticos indicam
 que a ceramida sintetase, uma enzima envolvida na síntese dos
 esfingolípidos, é o alvo celular para as fumonisinas, conduzindo
 a um aumento da razão esfinganina-esfingosina em tecidos,
 soro e urina, sendo esta razão considerada outro biomarcador
 útil na avaliação da exposição às fumonisinas e na monitorização
 dos efeitos biológicos causados pelas mesmas.


Summary: Fumonisins, fungal toxins mainly produced by
 Fusarium verticillioides, contaminate maize and maize based
 foods and feeds throughout the world.


This paper reviews the two biomarkers used for the evaluation
 of dietary exposure to fumonisins given the frequently need to
 determine changes following intake. Fumonisins can be detected
 in biological fluids, faeces, and tissues, but the sensitivity of the
 current methodology means that only high exposure can be
 monitored easily. Mechanistic studies indicate that ceramide
 synthase, an enzyme involved in sphingolipid synthesis, is one
 cellular target for fumonisins toxicity leading to the increase of
 the sphinganine-sphingosine ratio in tissues, serum, and urine,
 being this ratio considered another useful biomarker for monitoring
 the biological effect of fumonisins.



Introdução


As fumonisinas (FB), cuja estrutura foi identificada
 pela pela primeira por Bezuidenhout et al. em 1988,
 são um grupo de micotoxinas estruturalmente análogas
 à esfingosina e esfinganina (Figura 1) (Lerda et al.,
 2005) e produzidas, em determinados alimentos,
 principalmente por Fusarium verticillioides,


Fusarium proliferatum e outras espécies fúngicas da
 secção Liseola (Thiel et al., 1991). As FB ocorrem
 fundamentalmente no milho e em alimentos à base de
 milho, sendo as mais comuns a FB1, FB2 e FB3. A FB1


é a mais tóxica e abundante, seguida pela FB2 (Labuda
 et al., 2003). Os métodos utilizados nos processos de
 fabrico de produtos derivados do milho podem
 converter fumonisinas intactas em fumonisinas


hidrolisadas (HFB) e parcialmente hidrolisadas (PHFB),
 sendo a sua quantidade bastante inferior relativamente
 à quantidade de fumonisinas intactas (Polling e


Plattner, 1999).


A contaminação de alimentos e rações com fumonisinas
 tem sido associada a doenças várias, quer em


animais quer em humanos (Lino et al., 2004).


Nas espécies animais estudadas todos os problemas
 causados pelas FB estão relacionados com a inibição
 da biossíntese de esfingolípidos, sendo os órgãos mais
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(6)Fumonisina B1


Figura 1 – Estrutura química da esfinganina, esfingosina e fumonisina
 B1 (adaptado de Solfrizzo et al., 1997).
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afectados o fígado e o rim. No entanto, as manifestações
 clínicas que decorrem das toxicoses provocadas


pelas fumonisinas, bem como os órgãos atingidos,
 variam de espécie para espécie.


Em ratos, lesões mais avançadas de ambos os órgãos
 são caracterizadas por morte celular (apoptose)
 simultânea à proliferação celular (Voss et al., 2001).


Em ovelhas, ratos e coelhos levam a toxicidade renal,
 sendo também hepatotóxicas para os segundos. Em


ratos adultos estão descritos alguns efeitos anti-nutricionais
 e consequências fisiopatológicas, nomeadamente


a redução da incorporação de folatos. Em


cavalos e suínos conduzem, respectivamente, ao
 aparecimento de leucoencefalomalacia (ELEM) e
 edema pulmonar (PPE). Outras espécies são também
 atingidas por toxicoses induzidas por estas micotoxinas
 (Carratù et al., 2003; Lino et al., 2004).


No Homem, as fumonisinas têm sido epidemiologicamente
 relacionadas com o aparecimento de cancro


esofágico (EC) (Meyer et al., 2003). As populações da
 África do Sul e da China apresentam os números mais
 elevados de EC do mundo. Enquanto no Ocidente o
 aparecimento deste tumor é atribuído a factores como
 o tabaco e álcool, nas regiões referidas estes factores
 não são considerados significativos (Turner et al.,
 1999). Estas micotoxinas são citotóxicas, inibem a
 síntese proteica e do ADN, promovem stress oxidativo,
 induzem a fragmentação do ADN e interrompem o
 ciclo celular (Creppy et al., 2004). As fumonisinas
 têm também sido consideradas como suspeitas no
 aumento da incidência de defeitos no tubo neural
 (NTD) entre a população que vive ao longo da
 fronteira Texas-México (Stack, 1998).


Assim, com base nos dados actuais, a Agência


Internacional de Pesquisa sobre o Cancro classificou a
 FB1 como possivelmente carcinogénica para o


Homem, incluindo-a no grupo 2B (IARC, 2002).


Para evitar a ocorrência dos efeitos adversos


referidos existe uma necessidade premente de limitar
 a exposição às fumonisinas, assegurando a qualidade
 dos alimentos destinados ao consumo humano, mas
 também a produtividade animal que apresenta uma
 importância económica extrema. A possibilidade da
 transmissão de micotoxinas através de produtos de


origem animal ingeridos pelos consumidores é preocupante.


Consequentemente é importante determinar a


respectiva contaminação por forma a garantir a Saúde
 Pública (Prelusky et al., 1996). É, portanto, fundamental
 desenvolver métodos eficientes para analisar


alimentos e monitorizar a exposição humana recorrendo
ao uso de biomarcadores apropriados (Chelule et al.,



(7)2000).


Muitas das dificuldades que surgem aquando da
 utilização de biomarcadores decorrem da necessidade
 de determinar alterações após exposições de longa


duração e a baixas concentrações de certos componentes
 da dieta ou de determinar ausência de


exposição. Sendo os biomarcadores usados como
 indicativos de possíveis alterações sistémicas e
 funcionais em órgãos, tecidos, células e estruturas
 sub-celulares para monitorizar a exposição de indivíduos
 e populações a determinados compostos, eles


devem ser específicos, sensíveis e recorrer a técnicas
 pouco invasivas, principalmente no caso dos humanos
 (Crew et al., 2001).


Uma das formas de avaliação da exposição de
 populações às fumonisinas consiste em calcular a
 respectiva ingestão diária estimada (EDI), através da
 determinação dos níveis de fumonisinas nos distintos
 itens alimentares que possam ser ingeridos, o que
 conduz a um intenso, árduo e moroso trabalho de
 avaliação (Turner et al., 1999). Apesar dos resultados
 obtidos a partir do cálculo da ingestão diária com base
 na análise de alimentos e em tabelas de consumo
 serem úteis numa primeira etapa, revelam-se pouco
 precisos (Crews et al., 2001). Para obstar esta


situação, a avaliação da exposição das populações às
 fumonisinas consiste em avaliar os níveis de FB ou de
 outros biomarcadores, como a razão esfinganina/


esfingosina (Sa/So), em fluidos biológicos e tecidos,
 que podem constituir uma medida mais correcta da
 exposição às referidas micotoxinas (Shetty e Bhat,
 1998; Solfrizzo et al., 1997; Turner et al., 1999).


Fumonisinas


Um número apreciável de publicações científicas
 tem revelado a preocupação da comunidade científica
 internacional em avaliar os níveis de FB em fluidos
 biológicos, fezes e tecidos.


Para avaliar a exposição às FB em animais e no
 Homem são usados distintos fluidos biológicos (urina,
 plasma e bílis) bem como fezes e tecidos (Shetty e
 Bhat, 1998; Prelusky et al., 1996; Chelule et al., 2000;


Sewram et al., 2001; Sewram et al., 2003; Meyer et
 al., 2003).


Os resultados de estudos de toxicocinética indicam
 que a FB1 apresenta uma diminuta biodisponibilidade
 oral em ratos, suínos, aves, bovinos e macacos
 (Sewram et al., 2003; Fodor et al., 2006). A reduzida
 biodisponibilidade da FB1 deve-se sobretudo à sua
 fraca absorção e também à sua eliminação pelo efeito
 de primeira passagem no fígado após a sua absorção.


A dúvida persiste em saber se a reduzida absorção e,
consequentemente, reduzida biodisponibilidade, se
deve ao facto do transporte através do epitélio
intestinal ser pobre ou ao facto de existir uma forte
associação entre as FB e o conteúdo intestinal



(8)(Shephard e Snijam, 1999). Enquanto que Angelis et
 al. (2005) concluem que a FB1 não atravessa a


barreira epitelial do intestino, não alterando por isso a
 sua integridade, Loiseau et al. (2007) defendem que
 uma exposição prolongada à FB1 pode aumentar o
 respectivo fluxo trans-epitelial. Pensa-se que o facto
 de a FB1 ser polianiónica, pela presença de aniões
 carboxilos em C14 e C15, pode interferir na sua
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própria absorção ao ligar-se a catiões como o sódio, o
 potássio e outras grandes moléculas necessárias para o
 transporte activo através da membrana intestinal. Os
 policatiões inibem o transporte activo de moléculas
 como açúcares e aminoácidos através da membrana
 intestinal de ratos (Elsenhans et al., 1983).


Hopmans et al. (1997) verificaram que uma pequena
 porção de FB1 é absorvida para a corrente sanguínea
 na sua forma intacta. No entanto, a absorção aumenta
 quando por hidrólise a molécula perde um grupo de
 ácido tricarboxílico. Este facto pode explicar a maior
 toxicidade da HFB1 relativamente à FB1.


As características hidrofílicas das FB contribuem
 para a sua rápida eliminação dos tecidos animais
 (Buim et al., 1999).


Fluidos biológicos e fezes. A determinação da
 fumonisina B1 em fluidos biológicos (plasma e urina)
 foi referenciada por Shephard et al. (1992a) dois anos
 após a determinação de FB1 em milho da região de
 Transkei, na África do Sul, e cuja população humana
 apresentava alta incidência de EC (Sydenham et al.,
 1990). A urina é uma matriz biológica útil para monitorizar
 a exposição das populações às FB, tendo sido


já demonstrada a excreção destas toxinas através deste
 fluido biológico (Shetty e Bhat, 1998).


De acordo com Chelule et al. (2000) a pesquisa de
 FB1 em plasma é impraticável dada a sua fraca
 absorção e rápida eliminação pelo tubo digestivo,
 factos que conduzem à sua baixa concentração neste
 fluido biológico como foi constatado, em suínos, por
 Prelusky et al. (1996) e Meyer et al. (2003). Por outro
 lado, aparentemente, a FB1 não forma conjugados com
 o ADN nem com proteínas plasmáticas, como a


albumina, conforme acontece por exemplo com a
 aflatoxina B1 (Chelule et al., 2000).


No estudo realizado por Prelusky et al. (1996) em
 suínos aos quais foi administrada por via oral FB1


marcada com 14C, foi detectada radioactividade na
 bílis, o que confirma que existe alguma absorção desta
 toxina. Meyer et al. (2003) encontraram níveis elevados
 (358 mg/kg) de FB1 na bílis dos suínos estudados.


Estes dados confirmam que a FB1 é eliminada


essencialmente por via hepática (Prelusky et al., 1996;


Meyer et al., 2003). Os estudos realizados em
primatas não-humanos e outros animais permitiram
concluir que apenas 1% da dose administrada é



(9)absorvida, o que parece explicar o facto de que seja
 necessária a exposição (por ingestão) a doses elevadas
 (superiores a 5 mg/kg) para obter concentrações


tecidulares passíveis de produzirem sintomas de
 doença (Chelule et al., 2000).


Como as FB são fracamente absorvidas e a maior
 parte da porção absorvida é excretada através da bílis
 é sensato pesquisar FB e produtos resultantes da sua
 degradação em fezes. Outra vantagem na análise desta
 matriz resulta do facto de poder ser recolhida por
 rotina nos hospitais, sem necessidade de sujeitar os
 doentes a técnicas invasivas (Chelule et al., 2000).


Shephard et al. (1992b) administraram FB1 marcada
 com 14C a ratos e avaliaram o seu percurso no


organismo. Aparentemente a FB1 não sofre biotransformações
 significativas sendo eliminada, em 24


horas, maioritariamente através das fezes onde foi
 detectada cerca de 80% da radioactividade, detectando-
 se níveis vestigiais na urina.


Segundo Prelusky et al. (1996) a eliminação da
 toxina através das fezes e urina de suínos Yorkshire
 Barrow, durante os 3 dias que se seguiram à primeira
 administração de rações contaminadas, foi baixa –
 cerca de 35% do total consumido. Após este período
 inicial verificou-se um aumento rápido na eliminação
 da FB1 atingindo-se os 85% no final da experiência,
 que decorreu durante 33 dias. A eliminação por via
 urinária contribuiu apenas com 0 a 2,5% do total
 recuperado. A excreção urinária não é, portanto, a
 principal via de eliminação da FB1.


Chelule et al. (2000) avaliaram a presença de FB1


em fezes de crianças em idade escolar de zonas rurais
 e urbanas da África do Sul. Verificaram que 35% das
 amostras provenientes de crianças de zonas rurais
 eram positivas para a presença de FB1. Não é contudo
 possível estabelecer uma relação entre os valores
 encontrados e os teores de FB1 que possam ser
 consumidos diariamente. Certamente, as populações
 rurais terão níveis de exposição mais elevados do que
 as urbanas, já que consomem produtos naturais à base
 de milho que não estão sujeitos a qualquer controlo.


Constata-se assim que a determinação das quantidades
 de FB1 em fezes pode constituir um biomarcador de
 exposição à micotoxina, mas durante um período de
 tempo curto após essa mesma exposição.


Segundo Shephard e Snijam (1999), a FB2, tal como
 a FB1, apresenta uma biodisponibilidade baixa. Em
 experiências realizadas com macacos vervet [macacos-
 de-gibraltar ou macaco verde africano]


(Cercopithecus aethiops) verificou-se que, após a
administração intravenosa de 2 mg FB2/kg massa
corporal, a micotoxina foi rapidamente removida do
plasma. Para tal contribuiu uma fase inicial de
distribuição e uma fase seguinte de eliminação, esta
com um tempo de semi-vida de 18 minutos.



(10)Aparentemente, a FB2 apresenta uma biodisponibilidade
 ainda mais reduzida do que a FB1. Após administração
 intravenosa a excreção de FB2 por via


urinária foi extremamente baixa. Apenas 4,1% da dose
 administrada por via intravenosa e 0,2% da dose
 administrada por via oral foram recuperadas na urina
 durante um período de 7 dias após a exposição. Já a
 comparação entre a excreção urinária de FB1 e de FB2,
 em ratos, havia mostrado que a segunda é eliminada
 em menor percentagem por via renal do que a FB1


(Shephard e Snijam, 1999). Parece assim que a via
 predominante para a excreção desta micotoxina
 intacta ou parcialmente hidrolisada é a via biliar.


Os factores que determinam a via de eliminação de


Lino CM et al. RPCV (2007) 102 (561-562) 5-15


8


xenobióticos são o peso molecular e a solubilidade em
 água. Assim, pesos moleculares mais baixos e maior
 hidrossolubilidade favorecem a eliminação por via
 renal em detrimento da via biliar. A disparidade na
 excreção renal das referidas FB pode provavelmente
 ser explicada pelas diferenças observadas na polaridade
 das mesmas. Assim, a FB1, que apresenta maior


polaridade, experimenta maior excreção renal, apesar
 da sua massa molecular ser ligeiramente mais elevada.


A excreção extremamente reduzida de FB2, após
 administração oral, através da urina reflecte a limitada
 biodisponibilidade da toxina, uma vez que apenas
 pequenas quantidades atingem a circulação sanguínea,
 verificando-se a predominância da via biliar sobre a
 via renal no seu processo de eliminação (Shephard e
 Snijman, 1999).


Tal como foi referido para a FB1, a maior parte da


dose de FB2 administrada por via oral ou por via intravenosa
 é recuperada nas fezes nas formas intacta


(FB2), hidrolisada (HFB2) ou parcialmente hidrolisada
 (PHFB2). Destes três componentes, as quantidades
 relativas de FB2 e PHFB2 variam largamente, enquanto
 que a HFB2 aparece em pequenas quantidades.


Considerando a sua reduzida biodisponibilidade, a
 FB2, tal como a FB1, sofrerá assim hidrólise no intestino
 por acção de esterases ou por acção de microorganismos,
 que predominantemente removem um dos dois


grupos de ácido tricarboxílico (Shephard e Snijman,
 1999; Fodor et al., 2007). Apesar destes produtos de
 hidrólise constituirem uma porção substancial da dose
 de FB2 recuperada nas fezes, não foi detectada a sua
 presença na urina (Shephard e Snijman, 1999).


Tal como para a FB1, também para a FB2 não é


possível recuperar completamente a dose administrada.


O metabolismo das FB no tubo digestivo poderá, no
 entanto, explicar estas perdas (Shephard e Snijman,
 1999).


Tecidos. Tendencialmente a FB1 acumula-se em


tecidos específicos do organismo dos animais, particularmente,
no fígado e nos rins. Esta tendência foi



(11)confirmada por estudos realizados em suínos que
 foram alimentados com rações contaminadas com FB1


(Prelusky et al., 1996; Meyer et al., 2003).


Em 1996, Prelusky et al. alimentaram suínos
 durante 12 dias com ração contaminada com FB1


marcada com 14C. As doses administradas foram
 diminuindo ao longo do tempo, sendo a dose máxima
 inicial de 3,0 mg/kg de peso vivo. Vinte e quatro
 dias após o início da experiência os animais foram
 alimentados com ração não contaminada. Não foram
 detectadas (LOD = 11,5 ng/g) quaisquer concentrações
 de FB1 em amostras de baço, músculo, cérebro,


glândulas adrenais, tecido adiposo e pele. Foram
 encontradas quantidades vestigiais (11,5 ng/g a
 18,4 ng/g) nos pulmões, coração e ossos. No fígado e
 rim a radioactividade foi detectada 3 dias após o
 início da experiência. Nestes tecidos, os níveis de


radioactividade aumentaram com a ingestão continuada
 da dieta contaminada com FB1. A acumulação de


radioactividade cessou logo que os animais passaram
 a ser alimentados com ração não contaminada.


Contudo, 9 dias após o fim da administração de FB1


ainda era possível encontrar níveis marginais acima do
 limite de detecção de radioactividade. O ciclo enterohepático
 pode ter um papel importante no protelar da


eliminação total da FB1.


Meyer et al. (2003) procederam à administração
 oral, a suínos de 12 a 14 kg de peso vivo, de 100 mg
 de FB1/animal/dia, durante 5 a 11 dias. As concentrações
 de FB1 foram determinadas, por LC-MS


(LOD=1,5 ng/g), em diversas amostras de tecidos. Os
 autores verificaram que todas as matrizes analisadas


apresentavam quantidades detectáveis de FB1. As concentrações
 médias encontradas foram particularmente


elevados no baço (854 g/kg), rim (824 g/kg),
 fígado (231 g/kg) e pulmão (170 g/kg). Foi,
 contudo, observada uma grande variabilidade nos
 valores da concentração de FB1 nos mesmos tecidos
 para diferentes animais. Tal pode dever-se à variação


analítica, mas também e sobretudo a diferenças individuais,
 nomeadamente a capacidade individual de


absorção e de metabolização da FB1 bem como a
 distribuição heterogénea da micotoxina em cada um


dos órgãos. É de notar que o metabolismo e a farmacocinética
 da toxina podem estar alterados pelas


elevadas doses administradas


Recentemente, alguns autores têm avaliado as concentrações
 de FB em faneras, como o pêlo de ratos e de


macacos vervet (Cercopithecus aethiops) e cabelo de
 humanos, para prever o nível de exposição às toxinas.


Sendo a recolha destas matrizes uma técnica não
invasiva e observando-se nelas a acumulação destas
micotoxinas, a sua utilização será mais vantajosa
quando comparada com outras matrizes (Sewram et
al., 2001; Sewram et al., 2003).



(12)A popularidade da utilização de cabelo na avaliação
 de exposição a substâncias tóxicas tem vindo a


aumentar nas últimas décadas. Este interesse deve-se
 sobretudo à facilidade na obtenção de amostras e, de
 acordo com o comprimento do cabelo, à possibilidade
 de avaliar a eventual exposição durante períodos de
 tempo mais longos. Este facto acompanhado do
 progresso das técnicas de separação, bem como da
 selectividade e sensibilidade dos métodos analíticos
 de detecção, tornou possível a detecção de xenobióticos
 em cabelo na ordem dos pmol/mg (Sewram et al.,
 2003).


Em 1992, quando se estudou a relação entre a contaminação
 do milho por Fusarium moniliforme e FB e a


elevada incidência de cancro esofágico em vários
 distritos da região de Transkei (África do Sul), obteve-
 -se um valor de 13,8 g de FB1/kg de peso corporal
 (considerando um adulto de 70kg que consuma 460 g
 de milho/dia) para a ingestão diária provável (PDI)
 (Rheeder et al., 1992). No estudo realizado por
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Sewram et al. (2003) em amostras de cabelo de
 pessoas oriundas da mesma região concluíu-se que a
 PDI era de 20,4 g de FB1/kg de peso corporal. A
 diferença entre estes valores dever-se-à ao consumo
 de outros alimentos contaminados. Para estimar
 correctamente a exposição humana à FB1 através da
 alimentação é necessário que a informação relativa ao
 consumo de diversos alimentos, e não apenas o milho,
 esteja disponível. A análise da matriz cabelo permite
 medir a exposição cumulativa às FB, independentemente
 das fontes de contaminação que podem ser


extremamente variáveis.


No entanto, a avaliação do nível de FB no cabelo
 requer uma consideração atenta de factores como a
 deposição passiva de esporos fúngicos, possíveis
 alterações induzidas por tratamentos cosméticos e a
 disposição das toxinas ao longo do cabelo (Sewram et
 al., 2003). Estes autores verificaram que a quantidade
 de FB detectada pode variar consideravelmente de
 amostra para amostra, podendo este facto dever-se a
 uma variabilidade interindividual, uma vez que os
 factores que afectam a análise de xenobióticos no
 cabelo são heterogéneos, incluindo-se o crescimento e
 a cor do cabelo, a etnia, a idade e o sexo do indivíduo,
 e ainda a biodisponibilidade e o metabolismo das


toxinas. A presença de interferentes pode ser ultrapassada
 usando uma metodologia por MS-MS que


permite uma maior especificidade na análise. Apesar
 destes factores a quantificação dos teores de FB1 no
 cabelo permite efectuar uma qualitativa da exposição.


Razão esfinganina/esfingosina (Sa/So)


O mecanismo de acção das FB está relacionado com


a sua interferência com o metabolismo da esfingosinaesfinganina



(13)(So-Sa) (Cirillo et al., 2003), perturbando


o metabolismo dos esfingolípidos (Figura 2) (Turner
 et al., 1999; Soriano et al., 2005).


Os níveis reduzidos de FB no plasma e o seu rápido
 declínio após a exposição, bem como o insucesso de
 todos os estudos em detectar quantidades significativas
 de analitos circulantes, mostram que estes parâmetros


não são adequados para serem utilizados como biomarcadores
 na exposição de animais a estas toxinas.


Contudo, a observação de que a FB1 e a FB2 inibem a
 enzima N-aciltransferase na biossíntese de novo de
 esfingolípidos levando a uma acumulação de esfinganina,
 uma base esfingóide, e a um aumento da razão


esfinganina-esfingosina sugere que o valor desta


razão poderá ser um biomarcador potencial e preferencial
 relativamente à exposição às FB (Shephard e


Snijam, 1999).


Os esfingolípidos estão presentes nas membranas
 celulares, desempenhando um papel fundamental na
 regulação celular e no controlo de proteínas membranares
 mediando o crescimento, a diferenciação e a


morte celular (Turner et al., 1999). Os esfingolípidos
 mais simples são as bases esfingóides. Nas células dos
 mamíferos as bases esfingóides mais comuns são a
 esfingosina e a esfinganina. Normalmente a concentração
 de esfingosina é 3 a 5 vezes mais elevada do


que a de esfinganina e a manutenção de baixas
 concentrações de esfinganina e esfingosina livres é
 importante uma vez que estes compostos têm uma
 actividade biológica intrínseca considerável (Riley et
 al., 1994a).


Em estudos in vivo e in vitro foi demonstrado que as
 FB, com excepção da série A, são potentes inibidores
 competitivos da esfinganina N-aciltransferase e da
 esfingosina N-aciltransferase (ceramida sintetase)
 uma vez que, são estruturalmente análogas de bases
 esfingóides (Figura 1). As enzimas anteriormente


referidas são elementos chave para a via metabólica da
 biossíntese de novo dos esfingolípidos e turnover dos
 mesmos. Deste modo, as FB podem alterar a concentração
 e a razão entre a esfinganina e a esfingosina,


diminuindo a biossíntese de esfingosina e promovendo
a acumulação de esfinganina (Figura 2) (Riley et al.,
1994a; Turner et al., 1999; Desai et al., 2002; Carratù
et al., 2003; Soriano et al., 2005). Daqui pode resultar
o bloqueio da biossíntese de esfingolípidos complexos
em células eucarióticas. Os esfingolípidos complexos
desempenham funções muito importantes a nível
membranar, estando também na base da formação de
mensageiros secundários que controlam diferentes
processos celulares, incluindo a expressão genética e a
activação/desactivação de proteínas específicas (Riley
et al., 1994a). Assim, estas micotoxinas contribuem
para uma variedade de consequências a nível celular,
como sejam a indução da apoptose e efeitos carcinogénicos



(14)(Turner et al., 1999; Momany e Dombrink-


Kurtzman, 2001; Desai et al., 2002; Meyer et al., 2003).


Foi em 1991 que Wang et al. comprovaram que
 as FB levam à desregulação do mecanismo dos
 esfingolípidos, podendo eventualmente ter efeitos
 terapêuticos. A incubação de hepatócitos de ratos


macho Sprague-Dawley com FB1 1 M, na altura considerada
 suspeita de provocar leucoencefalomalacia


em cavalos, edema pulmonar em suínos e cancro do


Figura 2 - Mecanismo da biossíntese de novo dos esfingolípidos em
 células animais (adaptado de Soriano et al., 2005).
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fígado em ratos, levou à inibição da incorporação de
 serina - 14C na fracção da esfingosina dos esfingolípidos
 celulares. Por outro lado, a exposição à FB1 conduziu
 ao aumento de esfinganina, por inibição da actividade
 da esfingosina N-aciltransferase (ceramida sintetase),
 levando à desregulação da biossíntese de novo dos


esfingolípidos, tendo a sua acção sido rápida e persistente.


Resultados semelhantes foram obtidos com a
 FB2. Wang et al. (1991) defendem que, apesar de
 tóxicas, as FB podem ser de utilidade terapêutica em
 doenças nas quais perturbações no turnover dos
 esfingolípidos levam as células a acumular elevadas
 quantidades destas biomoléculas.


A determinação da razão Sa/So, em fluidos biológicos,
 permite assim avaliar a exposição à FB1 (Riley et
 al., 1994a; Solfrizzo et al., 1997; Castegnaro et al.,
 1998; Turner et al., 1999) (Figura 2).


Riley et al. (1994b) reportaram, pela primeira vez,
 uma metodologia para a utilização da razão Sa/So
 como biomarcador da exposição às FB. Uma vez que
 os níveis de bases esfingóides livres ocorrem antes do
 aparecimento de outros marcadores bioquímicos
 induzidos por danos celulares causados pelas FB,
 como por exemplo, a elevação dos níveis de enzimas
 hepáticas, esta razão foi proposta como um biomarcador
 específico no caso de consumo de dietas


contaminadas com FB.


A sensibilidade deste biomarcador foi já demonstrada
 em diferentes espécies animais: ratos, póneis, suínos e
 primatas não humanos (Wang et al., 1991; Riley et al.,
 1994a; Yoo et al., 1996; Castegnaro et al., 1996;


Shephard et al., 1996; Solfrizzo et al., 1997;


Castegnaro et al., 1998; Westhuizen et al., 1999;


Abnet et al., 2001; Qui e Liu, 2001; Seefelder et al.,
 2002).


Fluidos biológicos. Em 1996, Shephard et al., estudaram,
 pela primeira vez, a inibição do metabolismo


dos esfingolípidos em macacos vervet (Cercopithecus
aethiops) alimentados durante 60 semanas com dietas
contaminadas com quantidades reduzidas (0,3 mg/kg
peso corporal /dia) e elevadas (0,8 mg/kg p.c./dia) de
materiais de cultura de F. moniliforme. Verificaram
que ocorreu um aumento da razão Sa/So no soro



(15)sanguíneo. Alterações similares foram observadas na
 urina (Tabela1).


De modo a confirmar os resultados obtidos, os autores
 monitorizaram os níveis de 5 enzimas funcionais
 hepáticas (AST, ALT, -GT, LDH e fosfatase alcalina),
 tendo verificado um aumento dos mesmos nos grupos
 de animais expostos a dietas contaminadas, indicando
 assim que o fígado é um órgão alvo para as FB. Neste
 estudo um grupo experimental foi exposto por via oral
 a 0,3 mg de FB/kg peso corporal/dia, durante o


período de ensaio. Este nível de exposição pode
 ser relacionado com o estimado para diferentes
 populações humanas. A PDI de FB para um habitante


da região de Transkei, que consome milho não contaminado,
 é de 0,047 mg/kg peso corporal/dia. No


entanto, a PDI de um habitante que consome milho
 contaminado aumenta para 0,355 mg/kg peso


corporal/dia. Assim, a razão Sa/So pode ser usada em
 regiões cujas populações têm risco elevado por
 exposição às FB. Já em áreas urbanas e em países
 desenvolvidos, onde o milho não é o constituinte
 principal da dieta mas é apenas um item da mesma,
 estando o consumo diário provável de FB abaixo de
 0,001 mg/kg peso corporal/dia, a razão Sa/So pode
 ser mascarada por variações naturais intra ou
 interindividuais (Shephard et al., 1996).


Estudos realizados em ratos Sprague-Dawley por
 Riley et al. (1994a) indicam os rins como órgão alvo
 da toxicidade induzida por FB, tendo sido sugerido
 que as alterações na razão Sa/So verificadas na urina
 possam constituir um biomarcador mais sensível do
 que as verificadas no soro. No entanto, nos estudos
 realizados por Shephard et al. (1996) com macacos
 vervet, o rácio Sa/So no soro apresentou-se mais
 significativo como indicador da exposição a FB.


O facto dos estudos realizados por Riley et al.


(1994b), nos quais se determinou a razão Sa/So
 no soro, pulmões, fígado e rins após a exposição de


Tabela 1 - Valores da razão Sa/So observados em estudos realizados em animais.


Animais Quantidade de FB Razão Sa/So Referência
 adicionada à dieta Soro Urina Tecidos (rim)
 Ratos BD IV - Castegnaro et al.. (1996)
 (grupo controlo) - 0,1 a 0,7 0,1


(grupo teste) 1-5mg FB1/kg p.c/dia 1,2 a 10 4 a 10
 Macacos vervet - 0,43 0,87 - Shephard et al. (1996)
 (grupo controlo) 0,3mg FB1/kg p.c/dia 1,72 1,58
 (grupo teste) 0,8mg FB1/kg p.c/dia 2,57 2,17
 Ratos BD IV


(grupo controlo) - 0,50 a 0,81 - - Castegnaro et al. (1998)
 (grupo teste) 1mg FB1/kg p.c/dia 0,35 a 0,42


Ratos BD IV


(grupo controlo) 0,26 a 0,6


(grupo teste) 16,8mg FB1/kg p.c/dia 0,21 a 0,82 Castegnaro et al. (1998)
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animais a FB, terem evidenciado que o rim é o órgão
mais sensível e o facto de a elevação desta razão se
verificar inicialmente na urina, levaram Solfrizzo et



(16)al. (1997) a desenvolver e reportar um método rápido
 para a determinação da razão Sa/So em urina de ratos
 macho Wistar e de humanos com o intuito de esta
 razão funcionar como biomarcador da exposição a FB.


Porém, no que diz respeito à urina humana, estes
 autores depararam-se com algumas dificuldades. Os
 valores de Sa e So eram mais elevados em urina de
 mulheres do que na dos homens, não sendo possível
 estabelecer um valor para a razão no caso da urina
 masculina, uma vez que a Sa não pôde ser detectada
 abaixo de 0,1 ng/ml em nenhuma das amostras
 analisadas (Tabela 2). Todavia, caso se verifique uma
 exposição elevada a FB existe acumulação de Sa,
 tornando-se a razão um biomarcador eficiente.


Solfrizzo et al. (1997) referiram também que os níveis


Tabela 2 - Valores da razão Sa/So observados em estudos realizados em humanos.


Região Proporção Sa/So Contaminação Ingestão Referência
 Soro Plasma Urina do milho (ng/g) (μg/kg p.c./dia)


Transkei __ 0,34±0,36 0,41±0,72 580 3,8 Westhuizen et al. (1999)
 (África do Sul) (n=154) (n=153) (n=40)


Kwazulu-Natal __ 0,44±0,23 N.D. (< 10)
 (África do Sul) (n=26) __ __


Bomet (Quénia) __ 0,28±0,07 0,34±0,20 60 (em apenas 0,06
 (n=29) (n=27) uma amostra; n=7) __


Sul de Itália __ __ 0,29 __ __ Solfrizzo et al. (1997)
 (n=6;


sexo feminino)
 Lyon (França)


(dadores 0 a 0,78 __ __ __ __ Castegnaro et al. (1998)
 saudáveis F) (n=10)


(dadores 0,11 a 0,57
 saudáveis M) (n=8)
 África do Sul


(dadores 0,09 a 0,44 __ __ __ __


saudáveis F) (n=13)
 dadores 0,16 a 0,36
 com EC M) (n=4)
 Lixian (China)


(dadores 0,86±0,90 __ __ __ __ Abnet et al. (2001)
 saudáveis) (n=185)


(dadores 0,79±0,75
 com EC) (n=98)
 Henan (China)


(dadores F) __ __ 0,20 (n=15) 80 a 41900 0,4 a 457 (F) Qiu e Liu (2001)
 (dadores M) 0,11 (n=13) 0,5 a 740 (M)


Croatia


(controloF) 0,31±0,13 __ 0,25±0,08 __ __ Ribar et al. (2001)
 (n=20) (n=20)


(controlo M) 0,29±0,12 0,18±0,12
 (n=27) (n=20)


(dadores com 0,67 0,14±0,08
 nefropatia F) (n=1) (n=5)
 (dadores com 0,10 1,60±1,59
 nefropatia M) (n=1) (n=4)


Sul Itália __ __ 0,36±0,02 __ sem consumo milho Solfrizzo et al. (2004)
 Centro Argentina __ __ 0,36±0,02 __ sem consumo milho


Sul Brasil __ __ 1,57±0,49 350 0,57
 Norte Argentina __ __ 0,69±0,12 350 0,55
 Populações 1,27±0,332 0,56


combinadas
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isolados de Sa e So em urina humana podem variar
consideravelmente. Contudo, a razão Sa/So mantém-se
caso não haja exposição a FB.



(17)Wang et al. (1999) verificaram que o consumo de FB1


por ratos macho Sprague-Dawley pode levar, de acordo
 com a dose administrada, ao aumento irreversível de
 esfingosina e esfinganina na urina.


Castegnaro et al. (1998) reportaram um método para
 quantificar os níveis de Sa/So em soro humano e de
 ratos BDIV macho. Não se verificaram variações
 significativas nos valores de Sa/So em ratos adultos
 aos quais se administraram diariamente 1 mg FB1/kg
 peso corporal/dia durante 5 semanas; mas verificou-se
 um aumento com significado estatístico marginal em
 ratos jovens aos quais administraram 16,8 mg FB1/kg
 peso corporal/dia, 3 vezes por semana, durante 63
 semanas (Tabela 1).


Relativamente à determinação da razão Sa/So em soro
 humano, Castegnaro et al. (1998) não verificaram


diferença significativa entre os níveis de Sa/So observados
 em dadores saudáveis da África do Sul e em


pacientes com EC. No entanto, factores diversos
 influenciaram este estudo: o reduzido número de
 pacientes com EC, sendo exclusivamente do género
 masculino ao invés do grupo controlo, e desconhecimento
 da duração da hospitalização antes da recolha


das amostras. Uma conclusão importante deste estudo
 é a grande variação interindividual que se verifica na
 razão Sa/So quando se compararam dadores saudáveis
 da África do Sul (com origem asiática) e de França
 (Tabela 2). Factores genéticos e ambientais podem
 influenciar a razão Sa/So dum indivíduo.


Em 1999, Westhuizen et al. determinaram pela
 primeira vez a razão Sa/So em plasma e em urina de
 comunidades rurais consumidoras de milho da região
 de Transkei e da província de Kwazulu-Natal, na
 África do Sul, bem como do distrito de Bomet no


Quénia. Nestas regiões foi correlacionada a contaminação
 do milho por FB com a elevada incidência de


cancro esofágico. Foram também determinados os
 níveis de Sa e So e da razão Sa/So em plasma e urina
 de indivíduos masculinos e femininos e também os
 níveis de FB em amostras de milho colhidas, na
 mesma altura, nestas regiões. Os resultados obtidos
 encontram-se detalhados na Tabela 2. Neste estudo os
 autores (Westhuizen et al., 1999) não se depararam
 com o problema anteriormente descrito por Solfrizzo
 et al. (1997) no que diz respeito à baixa concentração
 de bases esfingóides em indivíduos do género


masculino, tendo concluído que não existe uma
 diferença significativa entre indivíduos dos dois
 géneros para este parâmetro. Os valores reportados
 por Westhuizen et al. (1999) estão de acordo com os
 reportados por Solfrizzo et al. (1997) e Castegnaro et
 al. (1998).


Os estudos realizados em variadas espécies animais às
quais foram administradas FB permitiram estabelecer
a razão Sa/So como um possível biomarcador para a



(18)exposição a estas micotoxinas. Contudo, nestes
 estudos foram administradas doses elevadas de FB
 com o objectivo de investigar as respostas patológicas
 das espécies animais à exposição às toxinas


(Westhuizen et al., 1999). De acordo com os níveis de
 contaminação do milho apresentados na Tabela 2,


a PDI em Transkei será mais elevada do que a encontrada
 no Quénia, sendo esta comparável à de algumas


populações da Europa ocidental. Em Kwazulu-Natal
 não se registou exposição. O valor médio da razão
 Sa/So no plasma e urina de indivíduos de Transkei não
 é significativamente diferente do observado nos grupos
 controlo, sendo possível que esta razão não seja


suficientemente sensível para ser usado como biomarcador
 na exposição às FB a estes níveis de PDI.


Assim, esta razão pode apenas ser aplicada como
 biomarcador em estudos animais em que a exposição
 é relativamente elevada, havendo uma possível


excepção caso uma dieta baseada em milho com bolor
 constituísse a dieta básica dos habitantes da região de
 Transkei. Outro problema na utilização deste


biomarcador encontra-se no facto de se verificar uma
 variação considerável entre indivíduos e no mesmo
 indivíduo ao longo do tempo (Westhuizen et al.,
 1999).


Qui e Liu (2001) determinaram os níveis de Sa, So e
 Sa/So em urina de indivíduos adultos residentes na
 província chinesa de Henan e expostos a uma dieta
 rica em milho, durante um mês. Os autores pretendiam
 desenvolver um método de cromatografia líquida
 suficientemente sensível para determinar a Sa livre
 em urina masculina, em consequência dos baixos
 níveis presentes, e monitorizar a razão Sa/So em
 indivíduos expostos a FB1 presente em dietas ricas em
 milho. Tal como Solfrizzo et al. (1997) e Castegnaro
 et al. (1998), aqueles autores concluíram que a
 concentração de Sa e de So na urina feminina é mais
 elevada do que na masculina (Tabela 2), apesar do
 método detectar as baixas concentrações presentes na
 urina masculina, em consequência da utilização de
 maiores volumes da matriz. Esta diferença entre os
 dois géneros permanece por explicar, podendo


dever-se à contaminação de células de zonas envolventes
 do aparelho urinário feminino. Também neste


estudo se verificou que a razão Sa/So representa um
 melhor biomarcador do que as concentrações de
 Sa e de So isoladas uma vez que aquele se mantém
 constante.


Os níveis de FB1 no milho foram também avaliados


por Qiu e Liu (2001) (Tabela 2), que concluíram igualmente
 não haver uma relação estatística significativa


entre o consumo de FB e a razão Sa/So na urina dos
indivíduos, quer masculinos, quer femininos. Estes
resultados são concordantes com os apresentados
pelos autores referidos anteriormente, podendo a



(19)razão Sa/So ser útil como biomarcador apenas quando
 as populações consomem dietas com altos teores de
 contaminação com FB.
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Em 2001, Abnet et al. estudaram a relação entre os
 níveis de esfingolípidos decorrentes da exposição às
 FB e o risco de EC na China. As concentrações de Sa
 e de So determinadas no soro sanguíneo revelaram
 não existir uma associação significativa entre estes
 compostos nem uma relação entre a razão Sa/So com
 a incidência de EC (Tabela 2). Estes resultados estão
 de acordo com os apresentados por Westhuizen et al.


(1999).


Em 2004, Solfrizzo et al. compararam os níveis de
 esfingolípidos na urina de populações humanas com
 elevado e reduzido consumo de milho, mais uma vez
 para avaliar a eficiência da razão Sa/So como biomarcador
 da exposição a FB. Assim, as concentrações de


Sa e de So foram quantificadas em urina de indivíduos
 residentes em duas regiões, uma no Norte da


Argentina e outra no Sul do Brasil, nas quais o


consumo de milho é elevado e onde existe uma elevada
 incidência de EC e também na zona central da


Argentina e no Sul da Itália onde o consumo de milho
 é muito reduzido ou mesmo inexistente. Verificaram
 que o valor médio de Sa/So obtido nos dois grupos em
 que não se verificou consumo de milho eram similares,
 e semelhante ao descrito por Solfrizzo et al.


(1997) e Qiu e Liu (2001); já nos grupos com elevado
 consumo de milho a média do valor da razão de Sa/So
 na urina foi significativamente mais elevada. Todavia,
 apesar dos níveis de FB no milho no Sul do Brasil e
 Norte da Argentina serem semelhantes, os valores
 médios da razão Sa/So foram diferentes (Tabela 2).


Deste modo, os elevados valores de Sa/So encontrados
 no Brasil não podem ser associados só com a elevada
 exposição às FB. Nos estudos levados a cabo com
 ratos (Solfrizzo et al., 1997) e em que se comprovou
 que a razão Sa/So é um biomarcador útil, a PDI a que
 os animais foram expostos era 100 a 200 vezes mais
 elevada relativamente à PDI calculada para este estudo.


Estes dados são similares aos estudos anteriormente
 descritos que defendem que a razão em questão é útil
 apenas quando a exposição é muito elevada.


Com o objectivo de estudar o papel das FB ou de outras
 micotoxinas na etologia da nefropatia endémica (EN)
 – uma doença renal crónica presente em Brodska
 Posavina, Croácia – Ribar et al. (2001) determinaram
 a razão Sa/So em soro e em urina de indivíduos


saudáveis e de indivíduos com EN da região endémica.


Concluíram não existir diferenças estatisticamente
significativas entre o valor da razão Sa/So no soro de
indíviduos saudáveis e no de doentes da região
endémica. Já na urina foram registadas alterações no
valor da razão Sa/So em indivíduos do sexo masculino



(20)(Tabela 2). Quer no soro quer na urina foram observadas
 variações nos níveis isolados de Sa e de So. O


aumento dos níveis de Sa e de So e as alterações na
 razão Sa/So comprovaram a relação da EN com a
 alteração do metabolismo dos esfingolípidos. Assim
 os autores, de acordo com os dados bibliográficos
 existentes, presumiram que os sujeitos estudados
 podem ter estado expostos às FB, apesar de não
 possuírem informação sobre a contaminação alimentar
 por estas micotoxinas.


Tecidos. Apesar de não ser tão vulgar a análise de
 esfinganina e de esfingosina em tecidos como é em
 urina, plasma e soro sanguíneo, alguns autores
 avaliaram a resposta de culturas celulares sujeitas à
 presença de FB.


Delongchamp e Young, em 2001, desenvolveram
 modelos matemáticos que comprovam que os níveis
 de Sa em tecidos alvo (fígado e rins) constituem
 um biomarcador para a resposta à FB1. Através do
 modelo empregue os autores verificaram que a
 concentração de Sa no fígado de murganhos B6C3F1


e nos rins de ratos F344/N sujeitos a uma dieta experimental,
 está relaccionada com a incidência tumoral e


a morte celular por apoptose. No entanto, os resultados
 parecem não ser tão fiáveis quando o modelo é


aplicado a murganhos. Este facto pode dever-se ao
 facto de a FB1 ser eliminada mais rapidamente (tempo
 de semi-vida de eliminação mais elevado) em murganhos
 do que em ratos, pelo que para os mesmos


nível e período de exposição o efeito será menor
 naquela espécie. Apesar de inicialmente os autores
 questionarem a utilidade dos níveis de esfinganina
 como biomarcador, uma vez que sofrem grandes


variações, consideram o modelo apresentado suficientemente
 consistente para permitir o seu uso como


biomarcador de exposição às FB.


Em 2004, Sharma et al. concluíram que a actividade
 da esfingosina cinase confere resistência à apoptose
 celular induzida pela FB1 em células renais embrionárias
 de origem humana. Apesar da FB1 induzir


citotoxicidade inibindo a ceramida sintetase, verificou-
 se que células renais embrionárias humanas são
 resistentes à toxicidade produzida por 25 μM de FB1


durante 48 horas, não manifestaram aumento de
 incidência de apoptose celular. O mesmo não se
 verificou em células do epitélio renal de suínos. No
 entanto, a manifestação do efeito tóxico da FB1 nas
 células renais embrionárias humanas foi potenciado
 pela presença de um inibidor da esfingosina cinase.


Para além do bloqueio da biossíntese de esfingolípidos
complexos, a FB1 modula também a expressão de
muitos factores de sinalização celulares (He et al.,
2005). Estes autores concluíram que a miriocina,
inibidor específico da serina palmitoil transferase
(SPT), previne a acumulação de bases esfingóides no



(21)tecido hepático de ratos expostos à FB1, sem, contudo,
 reduzir a hepatotoxicidade induzida pela toxina. Os
 autores concluíram ainda que a combinação de miriocina
 com FB1 preveniu a elevação de esfinganina livre


nos tecidos hepáticos e também a indução de genes


sinalizadores selectivos. No entanto, a referida combinação
 não preveniu o aumento da concentração


plasmática de alanina aminotransferase e apenas
 reduziu ligeiramente a concentração de aspartato
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aminotransferase. Também não se verificou qualquer
 alteração no que diz respeito à apoptose e proliferação
 celular induzidas pela FB1.



Conclusões


A quantificação de FB em fluidos biológicos e tecidos
 pode ser usada como biomarcador de exposição
 àqueles contaminantes, mas dada a sensibilidade da
 metodologia de análise, apenas em casos em que se
 verifique uma exposição elevada. Por outro lado, a sua
 rápida eliminação bem como a baixa biodisponibilidade
 destas micotoxinas tornam a sua quantificação


directa menos fiável para ser usada como biomarcador.


A razão Sa/So é um bom exemplo dum biomarcador
 para a exposição mas também útil para a monitorização
 dos efeitos biológicos das FB, uma vez que a ceramida
 sintetase é uma enzima chave no metabolismo dos
 esfingolípidos e estes desempenham papéis importantes
 nas membranas celulares. No entanto, serão


ainda necessárias provas mais convincentes que


permitam usar esta razão como biomarcador seguro na
 exposição humana às FB.
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