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Deteccao de Fungos Aflatoxigenos
pela PCR em Diferentes Matrizes
Alimentares

A deteccao de fungos aflatoxigenos em alimentos processados requer,
na maioria das situacoes, um pré-tratamento da amostra antes da
extracdo do DNA total. Este procedimento é importante para evitar a
presenca de inibidores de PCR (gorduras, carboidratos, proteinas,
acidez, etc.). Sendo assim, é importante que o DNA extraido seja o
mais limpo possivel, ou seja, livre de inibidores, para que os resultados
nao sejam erroneamente considerados negativos para a presenca de
fungos aflatoxigenos (Edwards et al., 2002).
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Fig. 1. Utilizacdo da Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase (PCR) para
deteccdo de fungos filamentosos micotoxigenos
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Fig. 2. Rota de biossintese de esterigmatocistina e aflatoxina B1 em

Aspergillus flavus.
Fonte: Edwards et al. (2002)

Apresentacao

As aflatoxinas sdao metabdlitos secundarios altamente téxicos e
carcinogénicos para os animais e seres humanos. O impacto na saude e
na economia causados pela presenca de aflatoxinas em produtos
agricolas tem promovido um aumento no nimero de estudos
relacionados com a genética e com a via de biossintese dessas
micotoxinas. Diversos trabalhos tém sido realizados no sentido de
desenvolver metodologias sensiveis e especificas para deteccao de
fungos produtores de aflatoxinas. Nesses estudos, tem sido verificada a
utilizacao de primers especificos para a amplificacao por PCR
(Polymerase Chain Reaction) de genes codificadores de proteinas-chave
da via de biossintese, detectando especificamente fungos produtores de
aflatoxina. O objetivo deste trabalho foi apresentar uma atualizacado das
estratégias que ja estdao sendo realizadas para deteccao de fungos
filamentosos produtores de aflatoxinas, as quais utilizam a metodologia
molecular: PCR.

Amauri Rosenthal
Chefe Geral da Embrapa Agroindustria de Alimentos
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Deteccdo de Fungos Aflatoxigenos
pela Reacdoe m Cadeia da DNA
Polimerase (PCR)

Diversos trabalhos tem sido realizados no sentido de desenvolver
metodologias sensiveis e especificas para deteccao de fungos
produtores de aflatoxinas. Nesses estudos, verificou-se que a utilizacao
de primers especificos para a amplificacao de genes, que codificam
proteinas-chave da via de biossintese das aflatoxinas, por PCR (DNA
Polymerase Chain Reaction) detecta especificamente fungos produtores
de aflatoxina. Isso demonstra que essa estratégia é a base para o
desenvolvimento de um sistema de deteccao de fungos aflatoxigénicos
com maior sensibilidade e especificidade, em produtos agricolas e
alimentos em geral (Shapira et al., 1996; Kusumoto et al., 1998;
Sweeney et al., 2000).

Para que o método deteccado baseado na PCR seja aplicavel, os alvos
para amplificacdo devem ser genes univocos. Além disso, estes genes
sO0 devem estar presentes nos fungos filamentosos produtores de
aflatoxinas. Dessa forma, a utilizacdo dos primers permite a amplificacao
especifica dos genes envolvidos com a via de biossintese da micotoxina,
obtendo-se amplicons (produto da PCR) de DNA de fungos produtores,
enquanto a PCR de DNA de fungos nao aflatoxigenos resultaria em nao
amplificacao (Fig. 1).

Diante disso, diversos estudos foram conduzidos no que diz respeito ao
conhecimento da via de biossintese da aflatoxina (B1), na identificacao
de proteinas-chave e na identificacao e seqlienciamento de genes que
codificam tais proteinas-chave (Trail et al., 1995; Brown et al., 1999).
Os principais genes expressos durante a biossintese da aflatoxina
produzida por cepas do género Aspergillus séo aflR, avfA, avfA1,ord-1,
omt-1, ver-1, omtB, entre outros (Shapira et al., 1996; Kusumoto et al.,
1998; Yu et al., 2000; Sweeney et al., 2000; O “Brian et al., 2003; Yu
et al., 2004). Na representacdo esquematica da Fig.2, destacam-se os
genes envolvidos na rota de biossintese da aflatoxina B1 e da
esterigmatocistina.
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Aflatoxinas

As micotoxinas pertencem a diferentes classes quimicas com diferentes
estruturas moleculares, como poliquetideos, isoprenos e aminoacidos
(Martin, 1992). Ja foram identificadas cerca de 300 diferentes
micotoxinas, mas apenas 20 destas sdo relevantes para a salde
humana. As principais enfermidades causadas pelas micotoxinas incluem
efeitos teratogénicos, imunosupressivos, tremorgénicos, nefrotéxicos,
hepatdxicos e carcinogénicos (Bullerman, 1979).

As aflatoxinas apresentam efeitos agudos e crénicos em animais e
humanos. As aflatoxinas atacam primeiramente o figado, causando
necrose, cirrose e carcinomas. Ndo hé relato da existéncia de animais
resistentes as aflatoxinas, embora haja diferenca de suscetibilidade de
espécie para espécie. A aflatoxina B1 é a responséavel pelos carcinomas
em animais, apresentando uma forte relacao com a incidéncia de cancer
em humanos (Chu, 1991; Estados..., 1999).

A producao de aflatoxinas é potencializada pelas condicdes climaticas
(temperatura e umidade) e de armazenamento de produtos agricolas. Os
métodos atualmente utilizados para o isolamento e identificacdo de
fungos produtores de aflatoxinas baseiam-se em métodos convencionais
através do cultivo em meios de cultura semi-seletivos/especificos para
fungos aflatoxigenos. O tempo para o isolamento dos fungos é longo e a
identificacao demanda conhecimentos profundos em taxonomia. As
andlises qualitativas e quantitativas das aflatoxinas sdo conduzidas por
cromatografia em camada fina e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), respectivamente.
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Introducao

Nos ultimos anos, a crescente preocupacao com a seguranca
(inocuidade) de produtos agricolas aliada a questao de saudabilidade e
de utilizacdo de métodos analiticos mais sensiveis, tém levado os paises
importadores a serem mais exigentes quanto a seguranca dos produtos.
A contaminacao de graos e alimentos, por fungos cosmopolitas, como
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus é muito comum. Esses
fungos filamentosos sado produtores de aflatoxinas, que sdo metabdlitos
téxicos potencialmente carcinogénicos (Bullerman, 1979).

As culturas de amendoim, castanha do Brasil, milho, entre outras,
assumem uma grande importancia devido a geracao de divisas para o
Brasil nos mercados interno e externo, principalmente, com as
exportacOes para a Unido Européia e os Estados Unidos. Atualmente, as
exportacOes de alguns destes commodities estao seriamente
comprometidas, pois a producao brasileira de, principalmente, castanha
tem sido afetada por crescente contaminacao por aflatoxinas (Cartaxo et
al., 2003; Siqueira, 1998). Por outro lado, os limites admissiveis vem
sendo reduzidos, demandando métodos analiticos mais sensiveis para
sua quantificacdo. Desta forma, existe a necessidade de desenvolver
metodologias mais sensiveis e especificas para a deteccao e
quantificacao de fungos filamentosos produtores de aflatoxinas, para
que os produtos consumidos nos mercados internos e exportados
possam atender as exigéncias nacionais e internacionais cujos limites
maximos de presenca de aflatoxinas, estabelecidos pelo regulamento
2001/466/CE (Brasil, 2000), sao de 4 ppb (sendo 2 ppb para a
aflatoxina B1) e de 20 ppb de aflatoxinas total, para o Brasil.



