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Progressos na imunodeteccio

Introducao

Micotoxinas sio metabdlitos se-
cunddrios téxicos produzidos por fun-
gos que freqlientemente contaminam
produtos agricolas, no campo, durante
a/ colheita, transporte e estocagem.
Estes compostos apresentam estrutu-
ras quimicas diversas e sio produzidos
porfungos de campo e de estocagem,
incluindo muitas espécies de Fusa-
rium, Aspergilluse Penicillium (Figu-
ra 1) (Ayres, 1979).

Muitas micotoxinas sio capa-
zes de apresentarumaampla gama de
efeitos biol6gicos em virias espécies
animais, incluindo o homem, em con-
centracoes relativamente baixas (i.e.,
na faixa de mg/kg [ppm] a pg/kg
[ppbD.

A ocorréncia natural de micoto-
xinas em graos de cereais pode, além
dos problemas de saude, ter implica-
¢coes econdmicas importantes para di-
versos setores comerciais incluindo
produtores de graos, criadores de ani-
mais e aves, assim como processado-
res de alimentos e racoes (Pestka et
al., 1995). As perdas acarretadas po-
dem advir da baixa qualidade dos
graos (Figura 2), baixa produtividade,
baixa performance animal e/ou ne-
cessidade de descontaminacao dos
graos.

Segundo uma estimativa da FAO
(Food and Agriculture Organization)
anualmente cerca de 25% do supri-
mento alimentar mundial é contami-
nado por micotoxinas. Os riscos 2
saude humana associada a ocorréncia
natural de determinadas micotoxinas
resultaram na adocao de medidas de
controle emalguns paises (FAO, 1997).

O principal meio de eliminar
micotoxinas consiste em detectar e
desviaras matérias-primas contamina-
das de produtos destinados ao consu-
mo humano e animal. A vigilancia
analitica permite identificar regides
geograficas onde as micotoxinas cons-
tituem um problema recorrente, além
de forneceruma base de dados sobre
a exposicao humana em estudos epi-
demiologicos (Pestka et al. 1995).

Uma vez que o problema relaci-
onado as micotoxinas ¢ dificil de ser
evitado, as medidas mais efetivas de
controle dependem de um rigoroso
programa para monitorara contamina-
cdoemalimentos e racdes (Chu, 1984).

Os métodos para andlise de
micotoxinas incluem cromatografia de
camada delgada (Stockenstrom et al.,
1994), cromatografia gasosa (Syde-
nham et al., 1990), cromatografia ga-
sosa-espectroscopia de massa (Platt-
neretal.; 1990) e cromatografia liqui-
da dealta eficiéncia (CLAE) (Shephard
et al., 1990). Embora a CLAE tenha
sidoadotada como um método oficial

Figura 1. Colonias de Fusarium spp. (a),
Aspergillusspp. (b) e Penicilliumspp. (¢)
em agar batata dextrose
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Figura 2. Graos de milho de boa qualidade (a) e de baixa qualidade (b)

para andlise de micotoxinas (Syde-
nham et al., 1996a,b), requer instru-
mentagio de alto custo, pessoal alta-
mente treinado, uma pré-limpeza ex-
tensiva daamostra, tornando cada ana-
lise muito demorada.

Nos ultimos anos, ocorreu um
grande avan¢o no uso de imunoensai-
osnaandlise de micotoxinas devidoa
especificidade, sensibilidade e simpli-
cidade aliadas a rapidez e a possibili-
dade de andlise de um grande nimero
de amostras simultaneamente (Hefle,
1995).

Em seguida serdo descritos os
principios basicos de imunoensaios e
alguns dos desenvolvimentos mais re-
centes na aplicacao de técnicas imu-
noquimicas para a determinacao de
micotoxinas (aflatoxinas e fumonisi-
nas).

Conceitos basicos

Os imunoensaios sdo procedi-
mentos analiticos baseados na ligacio
nio covalente entre antigeno e anti-
corpo, e podem ser desenvolvidos
para detectar o antigeno ou o anticor-
po. Osimunoensaios utilizados na drea
de alimentos sio baseados na pesqui-
sa de antigenos.

Os imunoensaios podem ser rea-
lizados com anticorpos policlonais,
anticorpos monoclonais e anticorpos
recombinantes.

Anticorpos policlonais

Osanticorpos policlonais sio ob-
tidos pela imuniza¢do de um animal
(coelho, carneiro, cabra, cavalo) e pu-
rificados posteriormente a partir do

soroimune.

A estimulacao de linfécitos B in-
duz a produgao de anticorpos. Cada
clone de linfécito produzanticorpo de
uma determinada especificidade, por-
tanto a estimulacao de muitos linfoci-
tos do organismo determina a produ-
¢lo de muitos anticorpos diferentes,
comdiferentes especificidades e afini-
dades. O soro obtido de um animal
imunizado contém anticorpos produ-
zidos por diferentes clones de linf6ci-
tos B e, portanto, € denominado anti-
corpo policlonal (Abbas, 2000).

Os anticorpos policlonais sio
relativamente ficeis de produzir e
apresentam alta afinidade, porém po-
demapresentar reacoes cruzadas.

Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais sio
produzidos por hibridomas, que sao
obtidos pela fusio de linfécito B com
célula tumoral (mieloma). O hibrido-
ma tem a capacidade de proliferar,
produzindoanticorpos monoclonais em
grandes quantidades (Abbas, 2000).

Osanticorpos monoclonais ofe-
recem vantagens como afinidade e
especificidade de ligacao, homoge-
neidade e capacidade de serem pro-
duzidos em quantidades ilimitadas
(Deshpande, 1990).

Anticorpos recombinantes

Recentemente, foi desenvolvi-
do um novo método de produgao de
anticorpos com grande potencial. O
método ¢ baseado em técnicas de
biologia molecular e consiste noisola-
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mento e recombina¢io dos genes que
codificam a regido varidvel dos anti-
corpos (Lee & Morgan, 1993). Esta
técnica apresenta vantagens como
baixo custo e possibilidade de mani-
pulacio do DNA que codifica para o
anticorpoa fim de melhorar caracterfs-
ticas como afinidade e especificidade
(Yau et al., 2003).

Principios de imunoensaio

Inicialmente o radioimunoensaio
foi o método mais utilizado para quan-
tificacao de micotoxinas, porém, devi-
doa problemas relacionados a mani-
pulacio de material radioativo e o
reduzido tempo de prateleira dos rea-
gentes foi substituido pelos ensaios
imunoenzimaticos (Pestka etal., 1995).

Imunoensaios que utilizam anti-
geno ou anticorpo marcado comuma
enzima sao denominados ensaios imu-
noenzimaticos, entre os quais o mais
empregado é o método de ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent As-
say).

O ensaio imunoenzimatico é um
método em que a reagdo antigeno-
anticorpo € monitorada pela medida
da atividade enzimatica, utilizando a
conversao de um substrato (cromogeé-
nico, fluorescente ou quimiolumines-
cente) por um antigeno ou anticorpo
marcado coma enzima como meiode
deteccao/quantificacio do analito
(Gazzazetal., 1992). Os imunoensai-
os apresentam alta sensibilidade, es-
pecificidade e facilidade na execugiao
e permitem a quantifica¢io do analito
em niveis de ng ou pg.

A enzima utilizada no ELISA deve
apresentar alta atividade especifica e
o produto da rea¢io enzimdtica deve
ser estavel, de facil quantificacao, fa-
cilmente conjugada a vdrios antige-
nos, anticorpos e haptenos, sem perda
da atividade e ter custo acessivel (San-
chez, 1998).

Virias enzimas podem serutiliza-
dasno ELISA, como peroxidase, fosfa-
tase alcalina, 3-galactosidase, entre ou-
tras (Gazzaz et al., 1992).

Tipos de ELISA
Atualmente, os tipos de ELISA

mais empregados para andlise de subs-
tancias biologicamente ativas, como



Figura 3. ELISA competitivo direto (dc-ELISA)

as micotoxinas, sdio ELISA competitivo
direto e ELISA competitivo indireto.

ELISA competitivo direto
(dc-ELISA)

No dc-ELISA, as microplacas sao
sensibilizadas com anticorpo especifi-
co paraa micotoxina, incubadas como
conjugado micotoxina-enzima, na pre-
senca da amostra em que se deseja
pesquisara micotoxina (Figura 3). Apos
a obtencao do equilibrio da reaciao
antigeno-anticorpo é adicionado osubs-
trato da enzima. Hiuma relacio inver-
samente proporcional entre a concen-
tracio de micotoxina na amostra e a
intensidade da cor desenvolvida (San-
chez, 1998).

O dc-ELISA é um método ficil e
rapido para detec¢ao de micotoxinas,
visto que a amostra e o conjugado
(micotoxina conjugadaa enzima) po-
dem ser adicionados a0 mesmo tem-
po (Gazzaz et al, 1992).

ELISA competitivo indireto
(ic-ELISA)

Noic-ELISA o anticorpo especiti-
co (anticorpo primdrio) para a micoto-
xina é incubado com a amostra em
uma microplaca sensibilizada com a
micotoxina (Figura 4). Quanto maiora
concentracio de micotoxina na amos-
tra, menos anticorpo livre estard dis-
ponivel para ligar-se 2 micotoxina fi-
xada a microplaca. A quantidade de
anticorpo primdrioligadoa placa pode
ser estimada pela incuba¢ao comanti-
corpo secunddrio marcado com enzi-
ma, especifico para oanticorpo prima-
rio, seguida de adi¢ao do substrato. A
concentracio de micotoxina na amos-
tra é inversamente proporcional 2 in-

tensidade da cor desenvolvida (Hefle,

1995).

Aplicacio de técnicas
imunoquimicas

Diversos métodos imunoquimi-
cos témsido aplicados na deteccao de
micotoxinas, incluindo ELISA, colunas
de imunoafinidade, métodos que em-
pregam membranas, imunofiltracio e
biosensores (Tabela 1).

As técnicas de ELISA sio ampla-
mente utilizadas na andlise de lotes de
amostras e podem fornecer resultados
qualitativos baseados no desenvolvi-
mento de cor pela reacdo enzimdtica
com um substrato cromogénico, ou
semiquantitativo/quantitativo pela de-
terminacdo espectrofotométrica. A
principal desvantagem do ELISA resul-
ta dasinteragdes inespecificas de com-
ponentes alimentares (proteinas, 4ci-
dos graxos) com o anticorpo, que
podem causar reagdes falso-positivas
ou superestimacio da concentracio
de micotoxinas (Hefle, 1995; Barna-
Vetr6 et al., 1996). As interferéncias
podem ser minimizadas pela dilui¢ao
dasamostras antes do ensaio, ou pela
inclusio de uma etapa de pré-limpeza
(Pestka etal., 1994; Barna-Vetro etal.,
1996; Ono et al., 2000).

Recentemente a “Association of
Official Analytical Chemists’ (AOAC)
validou diversos métodos analiticos
baseados na pré-limpeza do extrato
alimentar por coluna de imunoafinida-
de antes daanalise por CLAE (Burdas-
pal etal., 2001; Dragacci et al., 2001;
Entwisle et al., 2001; Visconti et al.,
2001). A utilizacao de cromatografia
em camada delgada (CCD) associada
a colunas de imunoafinidade é um
procedimento promissor com desem-

penho compardvel a CLAE (Stroka &
Anklam, 2002), principalmente se a
CCD de alta performance forutilizada
(Valenta, 1998). A desvantagem em
relacdo ao elevado custo das colunas
de afinidade comerciais tende a ser
minimizada pelo processo de regene-
racdo da coluna (Scott & Trucksess,
1997; Fazekas & Tar, 2001; Watanabe
et al., 2001; Kondo et al., 2002).

Os limites regulatérios cada vez
mais rigorosos sobre os niveis de con-
taminacao de micotoxinas por paises
importadores de griosaumentarama
demanda por métodos ripidos e con-
fidveis para condi¢des de campo. Di-
versos métodos que empregam mem-
branas (“dip-sticks”, tiras imunocro-
matogrificas, dispositivos de fluxo)
foram desenvolvidos para aplica¢cio
no campo (De Saeger & Van Pete-
ghem, 1990; Sibanda et al., 2000; Ho
& Wauchope, 2002). Entretanto, ge-
ralmente esses métodos apresentam
baixa sensibilidade e sioinadequados
para a andlise de grande numero de
amostras. Ultimamente, houve um
progresso expressivo em bio-senso-
res tais como “surface plasmon reso-
nance”(SPR), sondas de fibra 6ptica e
ensaios baseados em microparticulas
(Carlsonetal., 2000; Daly etal., 2000;
Maragos, 2002; Nasir & Jolley, 2002),
mas apenas uma amostra pode ser
avaliada de cada vez. As principais
limitacdes desses métodos consistem
na baixa reutilizag¢do da imunosuperfi-
cie e elevado consumo de reagentes
(Gonzalez-Martinez et al., 1999).

Aflatoxinas

As aflatoxinas, compostos hete-
rociclicos consistindo de diidrofurano
outetraidrofuranoligado a uma cuma-
rina substituida (Figura 5), sio produ-
zidas por Aspergillus flavuse A. para-
siticus (Stoloff, 1976). Os principais
membros deste grupo de micotoxinas
consistem de quatro toxinas que ocor-
remnaturalmente, AFB,, AFB,, AFG e
AFG,, juntamente com seus produtos
metabolicos (AFM , AFM,, AFP , AFQ,
e aflatoxicol) produzidos pelos siste-
mas metabolicos microbianos e ani-
mais (Bradburn et al., 1993).

As aflatoxinas sio encontradas
como contaminantes de milho, aveia,
cevada, amendoim e outras nozes,
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especialmente em regides tropicais e
subtropicais, onde as condi¢des de
temperatura e umidade sio otimas
para o crescimento do fungo e para a
producio da toxina (Rustom, 1997).

As aflatoxinas provocam sinto-
mas toxicos agudos em varias espéci-
es de animais, e o figado ¢ o alvo
principal (Wogan, 1969). A AFB, apre-
senta atividade teratogénica, mutagé-
nica e hepatocarcinogénica, por meio
da ativacdo metabdlica para a forma
epoxido, que pode se ligar covalente-
mente ao DNA. Devido a associacdo
com o cancer hepdtico primdrio foi
classificada pela “ International Agen-
¢y for Research on Cdncer’ (IARC)
como carcinégeno do grupo 1 (IARC,
2002).

Dentre as micotoxinas
para as quais os limites le-
gais de contaminacaoja fo-
ram estabelecidos, as
aflatoxinas sio as maisam-
plamente reguladas. A
“Food and Agriculture
Organization” (FAO, 1997)
relatou 77 paises onde exis-
te alguma forma de contro-
le para aflatoxinas. Em pa-
ises onde o regulamento
especifica apenas o nivel
de AFB,, os niveis permiti-
dos se encontram numa fai-
xa de zero detectdvel a 50
Mg/kg, sendo que a maioria
€de 5ug/kg. Alémdosniveisde AFB,
alguns paises regulam os niveis de
aflatoxinas totais dentro da mesma
faixa de concentracao.

A aflatoxina M, € um derivado
hidroxilado da AFB, sendo produzida
e excretada no leite de animais que
consomem ragdo contaminada com
AFB,. A preocupagdo existente acerca
da AFM, advém de sua semelhanga
estrutural com a AFB, e também do
fato das criancas estarem entre os
maiores consumidores de leite (Grem-
mels, 1999). A AFM, foi classificada
como carcinégeno do grupo 2B (pos-
sivelmente carcinogénico para seres
humanos) (IARC, 2002).

Anticorpos policlonais e mono-
clonais para aflatoxinas foram desen-
volvidos para utilizacio emic-ELISA e
dc-ELISA (Morgan et al., 1983; Chu et
al., 1987; Kawamura etal., 1988; Li et
al.,; 1994; Aldaoetal., 1995, Devietal.,

1999; Thirumala-Devi et al., 2002;
Lipigorngoson etal., 2003).

Lipigorngoson et al. (2003) de-
senvolveram um dc-ELISA baseado
em anticorpos monoclonais para
detecgio de AFB, com um limite de
deteccao de 4 pg/kg, recuperagio de
88,1% a 99,5%. Os coeficientes de
correlacao com kit de ELISA comercial
e CCD foram 0,912 e 0,802 para
milho, 0,941 e 0,832 para amendoim,
respectivamente (p<0,05). A triagem
de contaminacao de milho eamendo-
im tailandés empregando esse ensaio
demonstrou niveis médios de AFB,
(por cento positivos) de 73 ug/kg
(85,7%) em milho e 102 pg/kg (67,9%)
emamendoim.

L0

imento de m

Figura 4. ELISA competitivo in-
direto (ic-ELISA)

Ono etal. (2001) analisaram 150
amostras de milho das regides Centro-
Sul, Centro-Oeste e Norte do Estado
doParani, utilizando ic-ELISA baseado
em anticorpos policlonais (C-Kure,
CENSA) para triagem qualitativa de
AFB, seguida da determinagao quan-
titativa por dc-ELISA baseado em anti-
corpos policlonais (Veratox, Neogen).
Asamostras positivas para aflatoxinas
variavam de 38-460 ng/g, com uma
concentragio média de 191 ng/g.
Apenas 17 das 86 amostras da regido
Centro-Oeste estavam contaminadas
com AFB, As amostras das regides
Norte e Centro-Sul nao apresentaram
contaminagao.

Amostras de pasta de gergelim
contaminadas artificialmente comafla-
toxinas em niveis de 0,5, 13,0, e 19,5
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Hg/kg foramanalisadas por CLAE, flu-
orimetria e ELISA. A pré-limpeza das
amostras foi realizada por colunas de
imunoafinidade antes da andlise por
CLAE e fluorimetria. A correlacio entre
fluorimetria e CLAE foi de 0,978, e
ambos os métodos apresentaram ele-
vada percentagem de recuperagio e
pequena variabilidade, enquanto o ELI-
SA seria aplicdvel apenas como um
método de triagem (Nilifer & Boya-
cyoglu, 2002).

Gathumbi etal. (2003) desenvol-
veram um método sensivel para de-
tecgdo rapida de AFB, em figado de
galinhas, e avaliaram a eficacia da
cromatografia de imunoafinidade (IAC)
antes da andlise por dc-ELISA. O limite
de detecgiao varioude 15
a 17 pg/mL, com recu-
peragdo de AFB, de
54,3% a 65,5% em teci-
dosartificialmente conta-
minados com 1a5ng/g,
respectivamente. A sen-
sibilidade e especificida-
de emamostras artificial-
mente contaminadas (1
ng/g AFB)) foram 100%
para amostras submetidas
2 IAC e, 91,7% e 100%,
respectivamente, para
amostras ndo submetidas
aIAC.

Pal & Dhar (2004)
desenvolveram um dis-
positivo analitico simples para a reali-
zacaode um ensaio de imunofiltracao
para detecgdo de baixas concentra-
¢oes de AFB, em alimentos. O dispo-
sitivo consistia de tiras de membrana,
contendo zonas de anticorpos imobili-
zados emum cartdo de polietileno. O
método era baseado na amplificacio
dosinal envolvendo tiramina biotinila-
da e conjugado avidina-peroxidase,
utilizando 4-cloro-1-naftol como subs-
trato. A quantifica¢io foi determinada
pordensitometria (limite de detec¢io
de 0,01 ng/mL), com recuperagio
média a partir de diferentes alimentos
entre 91% e 104%, e alta correlacio
com CLAE (r* =0,99) em amostras de
milho eamendoim artificialmente con-
taminadas. Umlote de 12 amostras foi
analisado em um Unico cartao em 12
minutos.

Uma membrana de nitrocelulose
montada sobre uma tira de pldstico foi



Aflatoxina B,
Aflatoxina B, : 15, 16-Dihidro

Aflatoxina G,
adlatoxina G, : 15, 16-Dihidro

Figura 6. Estruturas quimicas das principais fumonisinas

utilizada como base para deteccao de
<20ngde AFB, marcada com liposso-
mos contendo um corante (Ho &
Wauchope, 2002). Neste método, a
amostra migra ao longo da tira por
capilaridade em uma 4rea contendo
anticorpos imobilizados, entdoa AFB,
marcada com lipossomos contendo
corante migra pela mesma drea coma
subsequente ligacao com os anticor-
pos que ndo se ligaram a AFB, da
amostra, desenvolvendo uma colora-
cdointensa.

Umimunoensaio colorimétrico
para detecgdo de AFB, baseado na

injecio seqiencial de amostras (SIIA),
utilizando uma célula de fluxo circular
empacotada em uma fase sélida de
polimetilmetacrilato, apresentou um
limite de deteccao de 0,2 ng/mL em
amostras de alimentos artificialmente
contaminados (Garden & Strachan,
2001). Esta sensibilidade é compara-
vela sensibilidade do ELISA em micro-
placa, coma vantagem de ser realiza-
do emapenas dez minutos, enquanto
o ELISA demora 2 horas. A desvanta-
gemdo novosistema é arealizaciode
andlises sequienciais de nomaximo 15
amostras, enquanto o ELISA permite a

andlise de dezenas de amostras ao
mesmo tempo.

Diversos trabalhos sobre a perfor-
mance de kits para determinac¢io de
aflatoxinas foram realizados (Dorner &
Cole, 1989; Koeltzow & Tanner, 1990;
Beaveretal., 1991; Sabino etal.; 1997;
Oliveira et al., 2000). Hongyo et al.
(1992) comparando a andlise de ex-
tratos de milho por dc-ELISA baseado
em anticorpos monoclonais com CCD
e CLAE, encontraram coeficientes de
correlacao de 0,93 € 0,95, respectiva-
mente, quando o nivel de contamina-
¢do era até 200 pg/kg.

Oliveira et al. (2000) compara-
ramas técnicas de CCD com quantifi-
cagao visual e densitométrica e ELISA,
para andlise de aflatoxinas em amos-
tras de milho naturalmente contami-
nadas. As concentracdes de aflatoxi-
nas totais encontradas pelas técnicas
de CCD e ELISA apresentaram maior
freqiiéncia na faixa de 0-30 pg/kg e
acima de 300 pg/kg. Os coeficientes
de correlagao entre os métodos foram
altamente significativos para as rela-
¢coes entre as quantificacoes visual e
densitométrica (r=0,92), ELISA e visu-
al (r=0,83), ELISA e densitometria (r=
0,74), na determinacao de aflatoxinas
totais em todas as amostras de milho
pesquisadas, confirmando haver equi-
valéncia das técnicas estudadas.

Sabino etal. (1997) avaliarama
eficiéncia de dois kits de ELISA (Cite
Probe Aflatoxin Test Kit-Idexx) para
detecgao de AFB em niveisde 5 e 20
ng/g em comparac¢ao a CCD. Os kits
de ELISA apresentaramresultados falso-
positivos indicando que o método de
ELISA pode superestimar os niveis de
aflatoxinas, demonstrando a
necessidade de confirmar resultados
positivos. Resultados falso-negativos
foram encontrados em amostras com
tracos de aflatoxinas e, portanto, abaixo
do limite de deteccao dos kits. Os
resultados obtidos permitiram concluir
que os kits mostraram-se adequados
para testes de triagem de AFB, em
amostras de milho, racio, amendoime
seus derivados.

Diversos estudos colaborativos
sobre kits de ELISA e colunas de imu-
noafinidade tém sido relatados desde
1988 (Mortimeretal., 1988; Park etal.,
1989; Trucksess et al., 1989; Patey et
al., 1992; Trucksess & Stack, 1994;
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Tabela 1. Limites de detec¢ao de diferentes tipos de imunoensaios para aflatoxinas e fumonisinas

Micotoxina Tipo de imunoensaio Limite de deteccao
AFB, ELISA (Cite Probe) 5 ng/g
AFB, dc-ELISA 4ng/g
AFB, Imunofiltracio 0,01 ng/mL
AFB, SIIAP 0,2 ng/mL
AFM, Ensaio imunoenzimatico

de analise em fluxo 0,05 ng/mL
AFM, cd-ELISA (Ridascreen) 0,01 ng/mL
FB, cd-ELISA 7,6 ng/g
FB, FILIA® 1 ng/mL
FB, Polarizacao de fluorescéncia 500 ng/g
FB, Biosensor (SPR)¢ 50 ng/mL
FBs totais® ic-ELISA 93 ng/g
FBs totais® cd-ELISA 1000 ng/g
FBs totais® cd-ELISA 5 ng/g
FBs totais? cd-ELISA (Veratox) 200 ng/g
FBs totais? cd-ELISA (Ridascreen) 3 ng/mL
FBs totais? cd-ELISA (Ridascreen) 3.4 ng/g

2FBs totais: Fumonisinas totais

PSITIA: Imunoensaio de injecio sequiencial
FILIA: “Flow-injection liposome immunoanalysis’

4SPR: “Surface Plasmon Resonance’

Patey et al., 1991; Trucksess et al.,
1990, 1991; Barmark & Larsson, 1994).
A coluna de imunoafinidade Aflatest-P
acoplada a fluorimetria ou CLAE foi
adotada como método oficial pela
AOAC para aflatoxinas totais em mi-
lho, amendoim e pasta de amendoim
em concentragdes > 10 pg/kg (Truck-
sess etal., 1991).

Souza etal. (1999) avaliaram um
kit de cd-ELISA (Ridascreen, R-Bio-
pharm) na detec¢io e quantificacdo
de AFM, em leite e relataram uma
eficiéncia qualitativa, sensibilidade ele-
vada e especificidade considerdvel.
Na faixa de contaminac¢iao de 0,019 a
0,090 pg/Lo kitapresentou exatidao e
precisiao, porém para niveis de conta-
minacaode 0,2002a 0,970 pg/Lnao foi
observada a mesma eficiéncia.

Loépez et al. (2003) analisaram
AFM, em 77 amostras de leite da
Argentina, empregando o kit comer-
cial dc-ELISA (Ridascreen, R-Biopharm)
e observaram que 23% das amostras
estavam contaminadas com AFM, em
niveis de 0,01 a 0,03 pg/L. Sarimeh-
metoglu etal. (2003) também empre-
garam o kit de dc-ELISA (Ridascreen,
R-Biopharm) paraa detec¢io de AFM,
em 400 amostras de queijos consumi-
dos na provincia de Ankara (Turquia)
e relataram contaminacao de 81,75%,

sendo que 27,5% apresentaram niveis
que excediam os limites legais de 250
ng/kg.

Sibanda etal. (1999) desenvol-
veramum novo ensaio imunoenzima-
tico baseado em um sistema de fluxo
através de membrana, que foiacopla-
doauma coluna de imunoafinidade. O
limite de detecgao visual foi de 0,05
ng/mL de AFM, no leite e o tempo
total de ensaio foi de 30 minutos. A
reatividade cruzada dos anticorpos
monoclonaisanti-AFM, foi de 100, 20,
74 e 57% contra AFM , AFM,, AFB e
AFB,, respectivamente.

Um ic-ELISA baseado em anti-
corpos policlonais foi desenvolvido
para detec¢do de AFM, em leite e
derivados. O ensaioapresentou resul-
tados precisos em concentragdes de
AFM, superiores a 0,25 ng/mL, e a
reagdo cruzada foi de 5% para AFB, e
menor que 5% para AFB,, AFG, e
AFG_; ndo houve reagio cruzada com
a ocratoxina A (Thirumala-Devietal.,
2002).

Fumonisinas

As fumonisinas constituem um
grupo de metabdlitos secundarios pro-
duzidos por Fusarium verticillioides,
F. proliferatume outras espécies rela-
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cionadas morfologicamente. Vinte e
oito andlogos de fumonisinas foram
caracterizados, porém fumonisina B,
(FB), FB, e FB, sdo os principais
contaminantes naturais de milho e
derivados (Rheeder et al., 2002).

As fumonisinas causam leuco-
encefalomalacia em eqiinos (Keller-
man et al., 1990) e edema pulmonar
em suinos (Harrison et al., 1990). Em
seres humanos, altos niveis de fumoni-
sinas em derivados de milho tém sido
associados com cancer esofdgico na
Africa do Sul e China (Rheeder et al.,
1992; Chu & Li, 1994). Astoxinas de F.
verticillioidesforam classificadas pela
“International Agency for Research on
Cancer” como possivelmente carci-
nogénicas para seres humanos (IARC,
2002).

Embora os limites legais para as
fumonisinas nao tenham sido estabe-
lecidos, o “Mycotoxin Committee of
the American Association of Veterina-
ry Laboratory Diagnosticians” recomen-
da 5, 10, 50 e 50 pg/g para ragao de
equinos, suinos, bovinos e aves, res-
pectivamente (Munkvold & Desjar-
dins, 1997). A Suica recomenda o
limite de 1 pg/g para derivados de
milho destinados ao consumo humano
(Visconti & Boenke, 1995)

Anticorpos policlonais e mono-



clonais para fumonisinas foram produ-
zidos para aplicacio em dc-ELISA eic-
ELISA (Azcona-Olivera etal. 1992a, b;
Usleberetal., 1994; lijima etal., 1990;
Yeung et al., 1996; Yu & Chu, 1990;
Barna-Vetré et al., 2000; Christensen
et al., 2000).

Um dc-ELISA baseado em anti-
corpos monoclonais desenvolvido para
deteccao de FB, em cereais (Barna-
Vetr6 et al., 2000) apresentou um
limite de detecgio de 7,6 ng/g FB e
uma reatividade cruzada média de
100%, 91,8%, e 209% para FB, FB,, e
FB,, respectivamente. A recuperagao
da toxina a partir de cereais artificial-
mente contaminados em niveis de 50-
200 ng/g FB, variou de 61% a 84%.

Kulisek & Hazebroek (2000) de-
senvolveramum cd-ELISA empregan-
do anticorpos policlonais para a tria-
gemrapida de contaminagao por FB,.
Esse ensaio foi aplicado num estudo
comparativo para determinar a efici-
éncia de extragdo de FB em dgua
deionizada, tampao fosfatosalina (PBS),
PBS-Tween e em solventes organicos
(70% metanol, 50% acetonitrila) utili-
zando 16 amostras de milho. O tam-
pao fosfato mostrou-se adequado para
a extragao de FB,. As determinag¢des
realizadas por ELISA apresentaram boa
correlacdo (r = 0,94) com CLAE em
amostrasartificialmente contaminadas
entre 1 e 50 mg/mL de extrato.

Desjardins etal. (2000) avaliaram
a ocorréncia de fumonisinas em milho
nepalense por dc-ELISA baseado em
anticorpos monoclonais e os niveis de
fumonisinas foram>1 g/gem 22%de
74 amostras. O limite de deteccio do
método foi de 1 pg/g.

Danielsen & Funck Jensen (1998)
avaliaram 35 amostras de milho pro-
veniente de trés regides geograficas
de Costa Rica, e detectaram
fumonisinas em niveis de 4 a 16.000
ng/g, com uma média de 2500 ng/g,
utilizando um cd-ELISA comercial ba-
seado em anticorpos monoclonais
(Ridascreen Fumonisin Fast, R-
Biopharm). Os anticorpos apresenta-
ram reatividade cruzada com FB, (40%)
e FB, (100%), resultando em uma
superestimac¢ao média de <20% para
asleiturasde FB,. A recuperagio desse
ensaio foi de 60% e o limite de detec¢io
de 3,4 ng/g.

Diversos estudos comparativos

de ELISAs competitivos com métodos
quimicos (CLAE, GC-MS) foram reali-
zados, alguns apresentando boa corre-
lagao, embora o ELISA possa apresen-
tar valores superestimados em deter-
minados casos (Pestka et al., 1994;
Sydenham etal., 1996a, b; Usleber et
al., 1994; lijima etal., 1996; Sutikno et
al., 1996; Yu & Chu, 19906; Scott etal.,
1997; Ono et al., 2000; Kim et al.,
2002).

A performance de um ic-ELISA
baseado em anticorpos monoclonais
para detecgao de fumonisinas foiava-
liada em 150 amostras de milho re-
cém-colhido (safras 1995 e 1996) de 3
regiodes do Estado do Parand (Ono et
al., 2000, 2001). Fumonisinas foram
detectadas em 147 (98%) amostras
numa faixa de concentracio de 0,096
a 22,6 lg/g. O ensaio apresentou um
limite de detec¢ao de 93 ng/g e coe-
ficiente correlaciode 0,94 coma CLAE.

Kim et al. (2002) avaliaram a
ocorréncia de FB em 76 amostras de
derivados de milho (Seoul, Coréia)
empregando dc-ELISA e CLAE. A recu-
peragido média a partir de amostras de
sucrilhoartificialmente contaminadas
em concentragdesde 5-1000ng/g FB,
foram 104% por dc-ELISA (limite de
deteccao de 5 ng/g) e 82% por CLAE
(limite de detecgao de 20 ng/g), com
boa correlacio (r* =0,992).

Um estudo colaborativo envol-
vendo 13 laboratérios no Estados Uni-
dos foi realizado empregando dc-ELI-
SA para determina¢io de fumonisinas
totais (B, B,, e B)) em amostras de
milho naturalmente contaminadas em
trés niveis e contaminadas artificial-
mente com 1,0, 3,0, e 5,0 mg/kg. A
recuperacio média de fumonisinas
totais foi 120%, 100% e 90%, respec-
tivamente, apresentando precisaoin-
tra e interlaboratorial aceitavel (Bird et
al., 2002).

Um novo sistema de imunoen-
saio com lipossoma por injeciao de
fluxo denominado FILIA (“ Flow-injec-
tion liposome immunoanalysis”) foi
desenvolvido para a determinacio
quantitativa de FB,. Este método utili-
za lipossomas produzidos com FB,
encapsulada comsulforodamina B, um
corante. Esses lipossomas competem
com a FB, presente na amostra por
um nuimero limitado de anticorpos
imobilizados em uma coluna via pro-

tefina A. A quantidade de lipossomas
ligadosaos anticorpos é inversamente
proporcional a concentragio de FB
livre presente na amostra injetada. O
limite de detec¢io do FILIA € de 0,1ng
de FB, por 100 UL de amostra (Ho &
Durst, 2000). Um estudo comparativo
desse método coma CLAE apresentou
um coeficiente de correlacio de 0,945,
indicando que o desempenho dos
métodos sdo similares paraa detec¢io
de fumonisinas em milho, racio e
outros alimentos. As principais vanta-
gens do FILIA consistem em baixo
limite de detec¢ao, menor complexi-
dade de execucio e facilidade no
preparodaamostra (Ho & Durst, 2003).

Maragos et al. (2001) desenvol-
veram um ensaio rdpido baseado na
polarizagio de fluorescéncia, onde
ocorre competi¢ao entre fumonisina
nio marcada comfumonisina marcada
fluorescentemente (FBI—FL) peloanti-
corpo monoclonal especifico. A pola-
rizacao de fluorescéncia da fumonisina
marcada aumenta pela ligacio com o
anticorpo, portanto quando a toxina
livre estiver presente, menos FB-FL
serd ligada, diminuindo o sinal da po-
larizacdo. Este ensaio requer <2 min
por amostra, apresentando um limite
de detecgio de 0,5 g de FB,/g em
milho contaminado artificialmente e
uma recuperacio média de 94,3 +
13,8% na faixa de 0,5-20 pg/g. A
correlacado com a CLAE foi de 0,85-
0,88 (Maragos et al., 2001).

Castelo et al. (1998) determi-
naram as concentragoes de fumonisi-
nas em produtos derivados de milho,
utilizando o dc-ELISA para fumonisinas
totais (Veratox, Neogen) e a CLAE
para FB,. O limite de detecgio para a
CLAE foide 75ngde FB,/g, enquanto
que para o ELISA, o limite de detec¢io
foi de 200 ng de fumonisina/g de
alimento. A maioria dasamostrasapre-
sentou concentragdes maiores de fu-
monisinas quando analisadas por ELI-
SA emrelacioa CLAE, sendo que estas
diferencas podem ser ocasionadas pela
presenca de outras formas de fumoni-
sinas reconhecidas por ELISA e nio
determinadas por CLAE e também
pela presenca de compostos adicio-
nais, como precursores de fumonisi-
nas ou metabdlitos estruturalmente
relacionados que reagem com os anti-
corpos do ELISA.
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Torresetal. (1998) avaliarama
ocorréncia de fumonisinas em 32 amos-
tras de cerveja da Espanha, empre-
gando cd-ELISA (Ridascreen, R-Bio-
pharm). O limite de deteccao do kit foi
de 3 ngde fumonisinas/mLde cerveja.
Das 32 amostrasanalisadas, 14 (43,8%)
estavam contaminadas por fumonisi-
nas com concentragdes variando de
4,76 ng/mL a 85,53 ng/mL.

Outra variante de métodos imu-
noquimicos consiste na detec¢io de
fumonisinas porimunosensorde “sur-
Jaceplasmon ressonance” (SPR). Neste
método, anticorpos policlonais de alta
afinidade especificos para FB, sdo
imobilizados emuma pelicula de ouro,
que € acoplada a um prisma de vidro.
Umraio deluz éfocalizado através do
prisma para excitar a SPR na pelicula
de ouro. Quando uma amostra conten-
do FB, € adicionada a uma célula na
parte externa da pelicula de ouro, o
perfil angular da intensidade da luz
refletida € alterado, provocando mu-
danca noangulo de ressonancia que é
proporcionala concentragiode FB,. O
limite de deteccao deste método € de
50 ng/mL com um tempo de andlise
inferior a 10 minutos (Mullett et al.,
1998).

Os trabalhos relatados demons-
traram que as técnicas imunoquimicas
preenchem os requisitos de rapideze
eficiéncia na triagem de micotoxinas,
devendo-se concentrar os esforcos na
reducio da reatividade cruzada.

Consideracoes finais

A ocorréncia de micotoxinas
como contaminantes alimentares, bem
como o impacto desses compostos na
satide humana e animal, resultaram no
desenvolvimento e noaperfeicoamen-
to de varios métodos de imunodetec-
¢lo para monitorar os niveis de conta-
minacao em alimentos. Atualmente
existem kits de ELISA para andlise das
principais micotoxinas, porémas rea-
coes falso-positivas dificultamainda, a
sua utilizacdo como alternativa aos
métodos reconhecidos pela AOAC,
sendo necessdria a confirmacao por
métodos quimicos como a CLAE. As
colunas de imunoafinidade proporcio-
nam especificidade e eficiéncia como
técnica de pré-limpeza e concentra-
¢lo antes da andlise por CLAE e tém

sido amplamente utilizadas na deter-
minacdode micotoxinas. Recente-
mente foram desenvolvidos métodos
rapidos baseados em biosensores, “sutr-
Jace plasmon resonance”, “ dipstick”,
imuno-analise baseada emlipossoma,
que podem ser utilizados na andlise
rdpida de um grande nimero de amos-
tras. Os imunoensaios desempenha-
rdoum papel cada vez mais importan-
te na andlise de alimentos, principal-
mente de micotoxinas, pois disponibi-
lizam uma gama de métodos que
podem serutilizados tanto nos labora-
térios como ensaios quantitativos, como
no campo, paraa triagem. Consideran-
do que os kits, bem como grande
parte dos insumos para realizagio de
imunoensaios sioimportados, elevan-
do os custos, ¢ de extrema importan-
ciaalcancgara auto-suficiéncia na pro-
ducio e desenvolvimentos de kits e
reagentes imunologicos.
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