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RESUMO

SILVA, J. V. B. Uma viséo geral sobre micotoxinas, seus efeitos patogénicos e
biomarcadores de exposicdo. 2022. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

As micotoxinas sdo produtos do metabolismo secundéario de fungos e podem estar
presentes nos alimentos como contaminantes. Essas substancias sdo bem relevantes
do ponto de vista de saude global, levando-se em conta, que podem ser
contaminantes de aproximadamente 25% de todo o alimento mundial. A exposi¢ao a
essas toxinas é mais comum nos paises em desenvolvimento, nos quais as altas taxas
de desnutricdo colaboram para a potencializacdo dos efeitos nocivos. Os efeitos
adversos relacionados a exposicdo as micotoxinas podem se apresentar de forma
aguda ou cronica e dentre eles destacam-se: hepatotoxicidade, nefrotoxicidade,
iImunogenicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade, teratogenicidade e desordens
nutricionais, sobretudo, em criancas das regibes mais pobres do globo. Esta
dissertacéo tem como escopo principal discorrer, com base em dois artigos de revisédo
narrativa, sobre as aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona, deoxinivalenol e ocratoxina,
seus impactos na saude humana e a animal e seus biomarcadores de diagndstico.
Serdo abordados também, os efeitos da exposicao pré-natal a aflatoxina B1, para isso,
ensaios experimentais e a deteccado de biomarcadores em populacdes de mulheres

gestantes serao relatados.

Palavras-chave: Biomarcadores. Carcinogénese. Fungos. Micotoxinas. Mutagénese
Toxicidade. Teratogénese.



ABSTRACT

SILVA, J. V. B. An overview of mycotoxins, their pathogenic effects and their
biomarkers os exposure. 2022. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Mycotoxins are products of the secondary metabolism of fungi, which can be present
in food as contaminants. Approximately 25% of all food worldwide is contaminated by
these substances, making them relevant to global health. The occurrence of exposure
to these mycotoxins is more common in developing countries, where their effects are
more harmful to health, due to the high rate of malnutrition in these places. The
damage caused by them can manifest acutely or chronically, and among them stand
out hepatotoxicity, nephrotoxicity, immunogenicity, carcinogenicity, mutagenicity,
teratogenicity, and are associated with particularly dangerous nutritional disorders in
children from poorer regions. This review focuses on aflatoxins, fumonisins,
zearalenone, deoxynivalenol and ochratoxins, with special attention to the impacts on
human and animal health and its diagnostic biomarkers. The effects of prenatal
exposure to aflatoxin B1 will also be addressed, for that, experimental trials and the

detection of biomarkers in populations of pregnant women will be reported.

Keyword: Biomarkers. Carcinogenesis. fungi. Mycotoxins. Mutagenesis. Toxicity.

Teratogenesis.
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1. INTRODUCAO

As micotoxinas sdo produtos secundarios do metabolismo fangico, com alta

capacidade de causar danos a saude humana e animal (BENNETT, KLICH, 2003).

Os fungos podem se proliferar naturalmente nos alimentos, sendo, muito
comumente encontrados nos graos utilizados para a alimentacdo animal e humana.
Seu crescimento é favorecido principalmente pela umidade e temperatura, sendo que,
praticas inadequadas de colheita e armazenamento, também contribuem para que

ocorra a contaminagao por esses microrganismos (BATATINHA et al., 2008).

A presenca de fungos em alimentos ndo necessariamente indica que eles
estejam contaminados com micotoxinas, da mesma forma que, a eliminagao do fungo
ndo garante que as micotoxinas tenham sido eliminadas, devido sua alta estabilidade
(TUNER et al., 2009).

No Brasil, as micotoxinas podem ser encontradas de forma isolada ou em
associagdo, em alimentos como: amendoim, graos, cereais, milho, trigo, além de,
alimentos de origem animal, como: leite, ovos e carne. O fato de que essas
micotoxinas podem ser encontradas em diversos alimentos, faz com que elas,
possuam grande importancia na saude publica, bem como, na economia (MAZIERO,
BERSOT 2010; CALORI-DOMINGUES et al., 2016).

Existem diversas micotoxinas, produzidas por diferentes géneros de fungos,
sendo que, por vezes, uma Unica espécie de fungo é capaz de produzir diferentes
micotoxinas, tornando relevante a discussao acerca do potencial toxico de associagéo
entre elas (SWEENEY, DOBSON, 1998).

Assim, a ingestdo de alimentos contaminados por micotoxinas pode causar
prejuizos a saude humana, podendo levar a morte, a depender da micotoxina e
guantidade ingerida (PERAICA et al., 1999). Entre os efeitos nocivos causados pelas
micotoxinas, destacam-se: hepatotoxidade, nefrotoxidade, carcinogenicidade,
imunossupressdo e mutagenicidade (ROCHA et. al.,, 2014). Além disso algumas
micotoxinas, como, as aflatoxinas, fumonisinas e o deoxinivalenol possuem potencial

teratogénico, relacionando-se com malformacdes d&sseas e alteracdes no
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desenvolvimento dos 6rgéos fetais, como demonstrado em estudos prévios com
modelos experimentais (HAMDY, et. al., 2014; MOSSAD, et. al., 2004).

Existem diversos métodos que visam detectar micotoxinas em amostras de
alimentos, e amostras bioldgicas. Dentre as técnicas destacam-se, 0s ensaios
imunoenzimaticos e a cromatografia, que tem a capacidade de isolar as moléculas
(CHAUHAN et al., 2016). A cromatografia se torna mais eficaz, quando associada a
espectrometria de massas, pois permite que se obtenha maior quantidade de
informacg0des acerca do analito, fazendo com que sua identificagcao seja mais assertiva
(CHIARADIA et al., 2008). Adicionalmente outra técnica que pode ser utilizada, é a
fluorescéncia para a constatacado de contaminacao de alimentos, principalmente por
aflatoxinas (RAOTA, GIOVANELA, 2016).

Dessa forma, residuos e metabolitos das micotoxinas, a exemplo das
aflatoxinas, podem ser identificados nas visceras e nas excretas de humanos e
animais, sendo estes importantes marcadores da intoxicagdo por essas substancias
(RAMALHO et al., 2018; JAGER et al., 2016).

Um ponto importante no estudo das intoxicacdes por micotoxinas, se da pelo
fato de que a contaminacgao de alimentos, que sao destinados ao consumo de animais
de producgéo, culmina em produtos de origem animal contaminados com metabolitos
dessas substancias, o que contribui para a exposi¢cdo humana as micotoxinas (DIAS,
2008). Essa relacéo entre saude humana e animal, além de ser uma questéo de saude
Unica, gera prejuizos na producdo, diminuindo a eficiéncia produtiva e levando ao
surgimento de doengas (WHO, 2017).

Adicionalmente, a exposicéo cronica a pequenas quantidades de micotoxinas
presentes nos alimentos se mostra como um grande problema de saude global, devido
a capacidade dessas substancias de levarem ao desenvolvimento de variadas
patologias, isso faz com que o monitoramento das micotoxinas nos alimentos seja
importante para gerar novas tecnologias de deteccdo e eliminacédo, objetivando a
diminuicdo da exposi¢cao as mesmas e das doencas causadas por elas (SMITH et al.,
1995; MAZIERO, BERSOT, 2010).
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Além disso, estudos indicam que a presenca de micotoxinas nos alimentos é
mais comum nos paises em desenvolvimento, sendo que, suas populacdes serao

expostas a essas substancias com frequéncia (BRYDEN, 2007).

Estima-se que aproximadamente 25% de todo alimento mundial esteja
contaminado por micotoxinas (BENNETT, KLICH, 2003). Assim, tendo em vista a
importancia das micotoxinas para a saude publica, existem legislacdes que definem a
guantidade méxima permitida dessas substancias nos alimentos. No Brasil, essas
guantidades estéo estipuladas na resolugéo da diretoria colegiada (RDC) N°7/2010 da

agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA).

2. OBJETIVOS

e Compilar o contetdo de dois artigos de revisdo narrativa, publicados
pelo autor, acerca das micotoxinas.

e Abordar o0s efeitos patogénicos das aflatoxinas, fumonisinas,
zearalenonas, ocratoxinas e deoxinivalenol, em humanos e animais.

e Abordar os biomarcadores de exposi¢do as aflatoxinas, fumonisinas,
zearalenonas, ocratoxinas e deoxinivalenol.

e Abordar os efeitos da exposicéo pré-natal a aflatoxina B1, em humanos
e animais.

e Abordar a legislacdo Brasileira, quanto aos limites tolerados de

micotoxinas, em alimentos destinados ao consumo humano e animal.

3. MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo dessa dissertagéo, foram utilizados dois artigos publicados
pelo autor ao longo do ano de 2021. O primeiro artigo, intitulado: An overview of
mycotocins, their pathogenic effects, foods where they are found and their diagnostic
biomarkers, buscou descrever de forma geral as principais micotoxinas de ocorréncia
no Brasil, bem como, seus efeitos e possiveis biomarcadores para diagndstico. Para
isso foram acessadas as plataformas de pesquisa cientifica: Google Scholar, SciELO
e Pubmed, e foram procuradas as seguintes palavras chave: “Aflatoxins”,

“fumonisins”, “Deoxynivalenol”, “Ochratoxin” e “Zearalenone” combinadas de forma

individual com um dos seguintes termos: “toxicity”, “Mechanism of action”,
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“pathogenicity”, “carcinogenicity”, “teratogenicity” e “biomarkers”. O artigo foi entdo
publicado na revista Food Science and Technology. O segundo artigo, intitulado:
Effects of Prenatal Exposure to Aflatoxin B1: A Review, objetivou descrever os
principais efeitos da exposi¢éo a Aflatoxina B1 durante o periodo pré-natal, para isso
foram utilizadas duas modalidades de artigos, publicados nos ultimos 10 e 20 anos. A
primeira modalidade, teve como objetivo, levantar os dados quanto aos efeitos da
exposicao pré-natal em experimentos realizados com ratos, camundongos e coelhos.
Foram entdo utilizadas as plataformas: Google Scholar, SciELO e Pubmed, onde
foram buscados 0s seguintes termos: “mice”, “rats”, “rabbits”, associados de forma
individual com o termo “aflatoxin b1” associado aos termos: “prenatal exposure”,
“teratogenicity”, “mutagenicity”, ’'bone malformations”,”skeletal malformations”,
“pregnant”. Todos os artigos com contetdo relevante a proposta, publicados nos
ultimos 20 anos, foram selecionados. A segunda modalidade de busca, objetivou
evidenciar a exposicdo pré-natal em seres humanos e sua possivel relacdo com
efeitos adversos na saude dos bebés. Para isso também foram realizadas buscas nas
plataformas: Google Scholar, ScCIELO e Pubmed, com a palavra: “aflatoxin b1”,
associada aos termos: “prenatal exposure”, “pregnant women”, “maternal toxicity”,
“teratogenicity”, “mutagenicity”, “bone malformations”, “skeletal malformations”.
Todos os artigos com conteudo relevante a proposta, publicados nos ultimos 10 anos,

foram selecionados. O artigo foi entdo publicado na revista Molecules.

4. 4. MICOTOXINAS

4. 1 AFLATOXINAS

As aflatoxinas sdo micotoxinas de ocorréncia comum no Brasil, produzidas por
fungos do género Aspergillus spp, principalmente A. flavus, A. parasiticus e A. nomius
(CALDAS et al., 2002) O grupo das aflatoxinas possui muitos representantes, entre os
produtos do metabolismo fungico e os produtos da metaboliza¢do dessas substancias

no organismo. (Figura 1).

Destacam-se pela importancia toxicolégica as toxinas B1, B2, G1 e G2, sendo

gue, a aflatoxina B1 possui maior importancia, devido ao seu potencial carcinogénico.
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A aflatoxina B1 é classificada pela international agency for research on cancer (IARC),
como carcinégeno de grupo um, o que significa, que ela faz parte do grupo das

substancias com maior potencial carcinogénico (IARC, 2002).

Figura 1. Férmulas quimicas das principais aflatoxinas e metabolitos da AFB1

Fonte: Adaptado de: FERRANTE; SCIACCA; OLIVERI, 2012.
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Os produtos da metabolizacdo hepatica das aflatoxinas sdo os responsaveis
pelos seus efeitos toxicos (BATATINHA et al., 2008). Esses metabolitos, quando
ingeridos em grandes quantidades, causam lesGes hepaticas agudas. Quando
ingeridos em pequenas fracdes, por longos periodos, expressam alto potencial
carcinogénico, via lesdo em DNA, através da formacdo de adutos. Eles podem
interferir também no metabolismo proteico (WILD, TURNER, 2002).

Apos a ingestdo, a AFB1 € rapidamente absorvida no intestino, chegando até
o figado, nos hepatdcitos, pode ser metabolizada por duas diferentes vias. Quando
metabolizada pela acdo da redutase citoplasmatica, ela é convertida em aflatoxicol
(AFL), uma molécula capaz de ser reconvertida em AFB1l. A outra via de
metabolizacdo se da pelo sistema enzimatico microssomal de funcdo mista, que
culmina na formacgéo de diversos metabdlitos, alguns com potencial carcinogénico
(Figura 2) (DHAKAL, SBAR, 2020).

Dentre as vias do sistema enzimético microssomal, a epoxidacdo destaca-se,
pela formacao do metabdlito AFB1 8,9-epoxido (AFBO), esse metabdlito pode se ligar
a macromoléculas, e seu efeito genotdxico se da justamente na ligacao covalente,
mais frequentemente com a guanina na 32 base do 249° cédon. Posteriormente ele se
solta, levando junto a guanina, formando o metabdlito AFB.-N7-Guanina (AFGuan),
gue sera excretado na urina. O espaco deixado pela guanina é preenchido por timina,
levando a mutacao e perda de fungé&o no gene P53, sendo esse um evento essencial
para gue ocorra a carcinogénese hepatica por AFB1l. (WILD, TURNER, 2002;
MITCHELL et al., 2018)
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A via da hidroxilagéo, se destaca na metabolizacdo da AFB1 pela formacédo da
Aflatoxina M1 (AFM1), metabdlito toxico com alto potencial carcinogénico, excretado
no leite materno, o que faz dessa uma importante fonte de contaminacao, levando-se
em conta que a AFM1 ap0s ingerida pode passar por epoxidagdo e dar origem a
metabdlitos semelhantes ao AFBO, com potencial para se ligarem a macromoléculas,
ou seja, genotoxicos e potencialmente mutagénicos (BUJONS et al., 1995;
BATTACONE et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009; MARCHESE et al., 2018)

Figura 2. Vias de metaboliza¢do da AFBL1 no figado.

AFLATOXICOL

Sistema redutase
citoplasmatico

AFLATOXINA B1

Sistemna enzimatico
microssomal

Excregdo: Urina e
Bile

Fonte: Do autor, 2021.

Quando altas doses de aflatoxina s&o ingeridas costumam causar intoxicagao
aguda, embora surtos de intoxicacdo agudam néo sejam tdo comuns, elas vao cursar
com: anorexia, mal-estar geral, febre baixa, podendo progredir com émese, fortes
dores abdominais, hepatite aguda e morte (AZZIZ-BAUMGARTNER et al., 2004). Os
efeitos da intoxicacdo aguda se dao principalmente pela acdo do metabdlito AFB2a,
gue é resultado da via da hidratacdo, possuindo alto potencial de inibicdo da sintese
proteica (MITCHELL et al., 2013; GIOVATI et al., 2015).

Outros metabolitos de relevancia da AFB1 sdo os complexos cis e trans —
AFB1-formamidopirimidina, sendo o segundo extremamente carcinogénico. Esses
complexos irdo se formar apés a ligagdo com o DNA, através da abertura do anel de

imidazol em condi¢bes de alcalose. A AFB1-formamidopirimidina parece permanecer
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ligado por maior tempo ao DNA, causando menor distor¢éo na hélice e hipermetilacéo,
0 que ira dificultar respectivamente os mecanismos de reparo do DNA por excisao de
nucleotideo e por excisdo de bases (STONE et al., 2011; LIN et al., 2013; LIU 2019).

Além da acao do AFBO a AFB1 induz estresse oxidativo, o que parece justificar
a sua relacdo com o surgimento de neoplasias em sitios distantes do figado como:
vesicula urinaria, rins, 0ssos entre outros, além disso diversas outras alteracdes
parecem se relacionar com a exposicdo crbnica a AFB1, como, desordens
imunolégicas, nutricionais e neurodegenerativas (ALSAYYAH et al., 2019;
BENKERROUM, 2020; SORIANO et al., 2020).

7

A ingestdo de aflatoxinas € especialmente relevante nos paises em
desenvolvimento, nos quais o contato com essas substancias ocorre desde o
desenvolvimento embrionéario até a vida adulta (GONG et al., 2002). Um dos seus
efeitos seria o0 prejuizo no desenvolvimento de criancas, além da associagcdo com

disfungdes nutricionais, como Kwashiorkor (MCMILLAN et al., 2018).

Dietas pobres, do ponto de vista nutricional, parecem estar relacionadas com o
aumento dos efeitos toxicos e carcinogénicos das aflatoxinas, fato que pode estar
relacionado com a baixa ingestdo de substancias com potencial antioxidante, a
exemplo das vitaminas, condicdo comum nas populacdes mais pobres de paises em
desenvolvimento (ROGERS, NEWBERNE, 1971).

Em alguns paises, principalmente da Africa e Asia, as criangas passam a ser
alimentadas quase que exclusivamente com grédos potencialmente contaminados,
apos serem desmamadas, isso ocorre devido a condi¢do socioeconémica. O aumento
na concentracdo sérica de aflatoxina nessas criancas, parece relacionar-se ao
nanismo (ALAMU et al., 2019).

Estudos experimentais em ratos, demonstram que a exposicdo a AFB1 durante
0 periodo de desenvolvimento embrionario pode levar a alteracbes genotoxicas,
favorecendo o desenvolvimento de neoplasias na vida adulta (CHAWANTHAYATHAM
et al.,, 2015). O efeito mutagénico das aflatoxinas durante o desenvolvimento
embrionario, pode levar a uma série de alteracbes morfolégicas, bem como
comportamentais, podendo refletir em incapacidade reprodutiva e até morte (HAMDY
et al., 2014; SUPRIYA; SREENIVASULA, 2015).
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Os biomarcadores utilizados para a determinagao de exposicao a aflatoxinas
sdo os metabolitos da AFB1, como, aflatoxina M1 (AFM1), aflatoxina P1 (AFP1),
aflatoxina Q1 (AFQ1), aflatoxina-albumina, AFB- N7-guanina e aflatoxicol (AFL),
presentes nos fluidos bioldgicos (BANDO et al., 2007). AFB1 e metabolitos podem ser
detectados em amostras de sangue, urina e fezes de seres humanos e animais, sendo
esta, uma importante ferramenta de avaliacdo da exposicdo de individuos as
aflatoxinas (Tabela 1) (FERNANDEZ et al., 1997; MYKKANEN et al., 2005). Para o
monitoramento desses biomarcadores, sdo necesséarias técnicas analiticas que
sejam; sensiveis, especificas e que possam ser aplicadas a muitas amostras
(GRUPMAN, KENSLER, 1999).

AFB1 livre pode ser encontrada no sangue, porém seus niveis ficam altos por
um curto periodo de tempos ap0s a ingestao, fazendo com que ndo seja esse um bom
marcador de exposicdo, ja a aflatoxina-albumina € encontrada em amostras de
sangue por até 20 dias ap0s a exposicao, o que faz desse biomarcador ideal para a

investigacao de exposicéo antiga (JAGER et al., 2015).

AFML1 pode ser encontrada na urina, nas fezes e no leite de mulheres e animais
em lactacdo. Por possuir alto potencial toxico esse metabolito é especialmente
importante na contaminacao de criangas, durante o aleitamento, e no leite comercial
proveniente de animais (DIAZ, SANCHEZ, 2015; GIOVATI et al., 2015). A AFM1 é
classificada pela international agency for research on cancer (IARC), como agente 2B
pelo potencial carcinogénico em seres humanos (IARC, 1993). A mensuracdo dos
niveis de AFM1 na urina é utilizada para a determinacao da eficacia de métodos que
visam diminuir a exposi¢céo a AFB1 (MITCHELL et al., 2013).

Outro importante biomarcador consideravelmente importante é a AFB- N7-
guanina, produto da ligacdo do AFB1-epdxido com a guanina da molécula de DNA. A
AFB-N7-guanina evidencia, além da exposi¢do a AFB1, a lesdo ao DNA, principal fator

no desenvolvimento do carcinoma hepatocelular. (DOHNAL et al., 2014).

A pesquisa por biomarcadores de AFB1 em amostras de cabelo e unha se
mostra relevante e promissora, por possuir potencial de indicar exposi¢céo ocorrida ha
maior tempo (MUPUNGA et al., 2016).
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Tabela 1. Principais biomarcadores utilizados na determinag&o de exposi¢cao humana a aflatoxina B1

Principais biomarcadores de exposi¢cdo humana a AFB1
Biomarcador Local de identificagdo Referéncia
AFBL1 livre Soro TSUBOI et al.,
1984
AFB1- albumina Soro SCHOLL,
GROOPMAN,
2008
AFM1 Urina, leite CHEN et al., 2018;
DIAZ, SANCHEZ,
2015.
AFB-N’-guanina Urina GROOPMAN et
al., 1993
AFP1 Urina COPPA et al.,
2021
AFQ1 Urina e Fezes MYKKANEN et al.,
2005

Fonte: Do autor, 2021.

Dentre os biomarcadores avaliados, a Aflatoxina B1 conjugada a albumina,
parece possuir maior estabilidade. No estudo de Scholl e Groopman (2008), foi
possivel fazer a sua identificacdo por meio do uso de cromatografia liquida de alta
intensidade, mesmo em amostras armazenadas pelo periodo de 19 anos, que foram
mantidas refrigeradas a -80°C. Seria essa uma importante informacgé&o para a possivel

criacdo de um banco de dados para a avaliacdo de exposicdo humana a AFB1.

Dias e Sanchez identificaram AFM1 em 90% das amostras de leite materno de
uma populacdo de mulheres da zona rural da colombia, esses dados colaboram para
o entendimento de que populacbes mais vulneraveis, estdo mais susceptiveis a
contaminacgdo por micotoxinas. O fato de moradores de zonas rurais estarem mais
predispostos a contaminagcdo por aflatoxinas tem relagdo com o consumo de
alimentos, que estdo amplamente disponiveis localmente, e que nao passam

necessariamente por qualquer tipo de fiscalizacao.

A exposicao de mulheres gravidas a AFB1, cria uma rede de complicacdes, tendo
em vista 0s agravos na saude das maes, os fetos, que serdo expostos ainda no
periodo pré-natal, no qual o figado ainda n&o possui capacidades adequadas de
metabolizacdo, podendo significar um alto risco a saude deles, e os bebés, que serdo

expostos ao leite contaminado com AFM1 logo ao nascer. (DIAZ, SANCHEZ, 2015).
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Groopman et al. (1999), evidenciam que a AFGuan € o metabolito encontrado
em menor quantidade em ratos, no entanto, por representar a ligacdo da toxina com
a guanina se torna um importante biomarcador. Para que se correlacione a ingestao
da aflatoxina com a sua genotoxicidade a mensuracdo de AFGuan se torna ideal. Um
desafio na sua mensuragado é que a mesma representa apenas exposi¢cdes recentes,
deixando de ser encontrada entre 24 e 48 horas ap6s o periodo de exposi¢cao (WILD
et al, 1996).

4.1.1 EFEITOS DA EXPOSICAO PRE-NATAL A AFB1

Diversos efeitos danosos sdo associados a exposicdo a AFB1 durante o
periodo pré-natal, dentre o0s quais destacam-se: diminuicdo do peso ao
nascimento, diminuicdo do tamanho das ninhadas, morte e reabsorcédo fetal,
deformidades 0sseas e viscerais, alteracdes reprodutivas, impacto na capacidade
imunoldégica, alteracdes comportamentais, além de predispor ao desenvolvimento
de neoplasias precoces (BENKERROUM, 2020).

4.1.1.1 Malformagdes 6sseas e viscerais

Os defeitos 6sseos relacionados a exposicao intrauterina a AFB1 sdo os mais
comumente relatados na literatura cientifica, sdo evidenciados em diversas espécies
de animais quando submetidos a exposicdo experimental. Dentre os efeitos mais
encontrados destacam-se; falhas no processo de ossificacdo, alteragcdes no tamanho
e formato dos ossos, além de auséncia ou alteracdo em alguns acidentes 6sseos
(Tabela 2).

Os mecanismos envolvidos na falha do desenvolvimento ainda ndo estdo muito
bem elucidados. Sugere-se que a AFB1 cause falha durante a transcricdo de genes
associados ao desenvolvimento dos o0ssos, impactando o0s processos de
mineralizacdo intramembranal e ossificacdo endocondral (EL-NAHLA, et |., 2013;
HAMDY et al., 2014).

Os resultados encontrados nesses estudos estdo em concordancia com 0s
efeitos relatados em estudos anteriores, reforcando os efeitos da exposicéo pré-natal
a AFB1 sobre o desenvolvimento 6sseo (HAYES, 1981; WANGIKAR et al., 2004,
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WANGIKAR et al., 2005). Em relagéo ao estagio de exposi¢édo, quando a ocorre ainda
no desenvolvimento embrionario, parece haver aumento de malformacdes menores
(ABDULRAZZAQ et al., 2011).

Diversas alteracdes viscerais séo relatadas como consequéncia de exposicao
pré-natal a AFB1. Dentre elas destacam-se a diminuicdo do tamanho e peso do figado
e rins (ABDULRAZZAQ et al., 2011; EL NAHLA et al., 2013). Em relacao aos achados
histopatoldgicos, o figado apresenta alteracdes mais significativas, apresentando,
degeneragdo gordurosa, congestdo e até necrose, alteracdes essas que tendem a
acometer também os rins, porém, em menor intensidade (Tabela 3). Outras alteracdes
histologicas podem ser evidenciadas em 6rgdos do trato reprodutivo (discutido no

proximo topico).

As alteracOes viscerais sdo predominantemente resultado do estresse
oxidativo, que ird cursar com leséo estrutural através de peroxidacéo lipidica, e lesdes
em demais macromoléculas, além da reducdo na capacidade de sintese proteica. O
figado é sempre o 6rgdo mais alterado, por ser o principal sitio de acdo da AFB1
(BASTAKI ET AL., 2010; HAMDY et al., 2014).

Enquanto que, as frequentes lesbes renais se dédo possivelmente pela sua
funcéo quanto a filtragdo sanguinea, fazendo com que esse 6rgéo esteja predisposto
a lesdo por diversas substancias toxicas, além de ser junto com a bile uma das
principais vias de excrecao de AFB1 e seus metabdlitos, sendo por tanto seus tubulos
passiveis de processos locais de lesdo (BENKERROUM, 2020, DHAKAL, SBAR,
2020).



Tabela 2. Estudos evidenciando os efeitos da exposicéo pré-natal 8 AFB1 no desenvolvimento

6sseo

Dose AFB:1/
DG/ VE

Espécie

Efeitos sobre o

desenvolvimento 6sseo

Referéncias

20mg/Kg

Camundongos DG: 7° ou 13°

VE: Intraperitoneal

0,05mg/kg/dia

Coelhos DG: 6°-18°

VE: Gavagem

1mg/kg

Ratos DG: 6°-15°

VE: Gavagem

Hipoplasia do esqueleto
axial, metacarpo, metatarso,
falanges, vertebras cervicais
e coccigeas.

Falha na ossificacdo do osso
supraoccipital, e dos
membros pélvicos e
toracicos.

Malformacdes em esterno e
costelas.

Falha na ossificacdo de
ossos do cranio, coluna
vertebral, vertebras e
costelas, carpos, tarsos,
metatarsos, metacarpos e
falanges. Diminuicdo no
tamanho dos ossos do
membro pélvico.

Falha na ossificacdo de
o0ossos do cranio, ossos dos
membros toracicos e pélvicos
e coluna vertebral. Alteracédo
no formato e tamanho de
vertebras. Auséncia  ou
diminuicdo no tamanho do
disco intervertebral,
formacdo incompleta do
ndcleo pulposo, alteracédo e
auséncia de acidentes
0sseos dos membros.

Abdulrazzaq,
et al., 2011

El-Nahla, et
al., 2013.

Hamdy, et
al., 2014.

DG= Dia de gestacdo
VE= Via de exposic¢ao
Fonte: Do autor, 2021.



Tabela 3. Estudos evidenciando os efeitos da exposi¢céo pré-natal a AFB1 nos 6rgaos

Dose AFB1/

Espécie DG/ VE

Alteracdes em O0rgdos Referéncias

0,05mg/kg/dia
DG: 6°-18°
VE: Gavagem

Coelhos

1mg/kg
DG: 6°-15°
VE: Gavagem

Ratos

10 pg/kg
DG: 12°-19°
VE: Intramuscular

Ratos 20 pg/kg

50 ug/kg

(3}

Reducdo no peso e
tamanho absoluto das
visceras. Diminuicdo no
tamanho do coracdo e
[imen ventricular. Figado
e rins contendo
vacuoliza¢des e
congestdo. Atrofia e
degeneracdo glomerular
e desorganizacdo de
hepatocitos.

El-Nahla et
al., 2013.

O figado apresentava
degeneracéo de
hepatécitos, alteracao
arquitetural. Congestao
da veia centrolobular e
dos capilares sinusoides.
Timo apresentando
deplecao linfoide e
reducdo na diferenciacéo
epitelial.

Hamdy et
al., 2015.

Testiculos
Degeneracao
moderada.

Supriya;
Reddy,
2015

Atrofia severa e
diminuicio de  cels.
germinativas dos tubulos
seminiferos.

Degeneracao severa,
deplecao celular e ruptura
epitelial.

DG= Dia de gestacdo
VE= Via de exposicao
Fonte: Do autor, 2021.
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4.1.1.2 AlteragOes reprodutivas

A AFB1 pode resultar em diversas alteracdes reprodutivas, sobretudo em
machos, sabe-se que a exposi¢cdo impacta no comportamento reprodutivo, produgao
de espermatozoides e mesmo na morfologia dos testiculos e epididimo, sendo que,
0s achados mais significativos sdo as alteracdes nos niveis hormonais seéricos,
marcadas pela diminuicdo de testosterona (HASANZADEH et al., 2011; SUPRIYA et
al., 2014; FAUZI et al., 2015).

Quando a exposi¢cao se da no periodo pré-natal, os efeitos parecem ser ainda
mais notaveis. Supryia et al. (2015), encontrou significativa diminuicdo no nivel de
testosterona em ratos machos expostos a 10, 20 e 50 ug/kg de AFB1 durante o
desenvolvimento embrionario, no mesmo estudo evidenciou-se 0 aumento na
guantidade de hormonio luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH). Outras
diversas alteracdes reprodutivas foram relatadas, como; diminuicdo na quantidade e
viabilidade de espermatozoides, além de alteracées morfoldgicas em testiculo e cauda

do epididimo.

Os mecanismos através dos quais os danos reprodutivos acontecem ainda
seguem sendo elucidados, porém, sabe-se, que a AFB1 pode agir como um potencial
disruptor  endécrino, interferindo  no  eixo  hipotalamo-hipofise-testicular
consequentemente levando a disfuncdo hormonal e acarretando as demais
alteracOes, sendo que, as consequéncias dessa disrupcdo hormonal seriam mais
severas no periodo embrionario (HASANZADEH et al., 2011; SUPRIYA et al., 2015).
Outra possibilidade seria a capacidade da AFB1 de se ligar com a proteina reguladora
esteroidogénica aguda (STAR), afetando assim a transferéncia de colesterol para a
mitocondria e impactando negativamente na esteroidogénese (SUPRYIA et al., 2014).
Também deve-se levar em considera¢do o dano celular direto causado pelo estresse
oxidativo, como ja foi evidenciado por Althnaian et al. (2016), que encontram
substancial aumento de marcadores do estresse oxidativo e diminuicdo de enzimas
antioxidantes, em testiculos de ratos expostos a uma unica aplicacéo intraperitoneal
de 3mg/kg de AFBL1.

A AFB1 afeta também a capacidade reprodutiva em fémeas, embora com

menor intensidade, sendo relacionada com atresia folicular em adultas
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(HASANZADEH, AMANNI, 2013). Porém ndo foram encontrados estudos que

evidenciassem esse efeito quando a exposicdo ocorre antes do nascimento.

4.1.1.3 Genotoxicidade e mutagenicidade

A AFB1 apresenta alta genotoxicidade, provavelmente esse seja 0 mais nocivo
de seus efeitos, que notavelmente causa diversas aberracdes cromossomais a
animais expostos a ela (ABDEL-AZIEM et al., 2007). Tanto o dano ao DNA, quanto
as mutagdes podem resultar tanto da lesdo pelos metabolitos de AFB1 (AFBO), quanto
pelo estresse oxidativo, que resulta da metabolizacdo dessa micotoxina. O estresse
oxidativo possui capacidade de gerar danos de forma remota, ou seja, podendo ser o
causador das neoplasias que acometem outros 6rgaos além do figado, que é o seu
principal sitio de acdo (DHAKAL, SBAR, 2020).

Em fetos de ratos expostos a 1mg/kg de AFB1, através de gavagem, entre o 6°
e 0 15° dia de gestacédo, foram evidenciadas varias aberragdes cromossomais nas
células da medula 6ssea, principalmente lesdes de lacuna e quebra, sendo, portanto,
esse um indicador do potencial genotéxico dessa micotoxina no periodo pré-natal
(HAMDY et al., 2014).

Adicionalmente, 0s mecanismos através dos quais a AFB1 causa lesdo ao DNA
na vida fetal parecem ser semelhantes aos relatados em animais adultos, sendo entéao
o figado fetal capaz de metabolizar AFB1 em AFBO, mecanismo esse evidenciado

atraves da identificacdo de adutos de AFGuan em fetos (WOO et al., 2011).

Além disso, o sitio apurinico deixado pela AFGuan (quando ela se solta e &
excretada) é preenchido por uma base timina, o que caracteriza a principal mutacao,
a transversaéo G > T no gene P53, sendo esse 0 processo de iniciacdo da
carcinogénese. Essas transversdes sdo evidenciadas também em fetos de ratos
expostos a 6mg/kg de AFBL1 por aplicacdo peritoneal em dose Unica no 14 ° dia de
gestacdo (SUPAWADEE et al., 2015; BENKERROUM, 2020).

Outro metabolito encontrado em fetos de rato expostos a AFB1, € o AFB1-Fapy,

resultado de uma transformac¢do quimica na molécula de aflatoxina, culminando na
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abertura do anel de furano. O AFB:1 -Fapy é mais estavel, permanecendo por mais
tempo ligado ao DNA, é considerada mais carcinogénico, pois impede que enzimas
relacionadas ao reparo sejam ativadas, por causar dano estrutural menos evidente na
hélice (WOO et al., 2011; SUPAWADEE et al., 2015; DHAKAL, SBAR, 2020).

O estudo de Chawanthayatham et al. (2015) demonstrou, que em relacédo a
guantidade de adutos formados, os fetos apresentam cerca de 1% da quantidade
encontrada nas maes, no entanto, quando leva-se em consideragao a identificagao de
mutacdes, a diferenca é de apenas 4,6 vezes, sendo que a diferenca esperada era de
100 vezes superior para as maes. Esses numeros indicam que a capacidade de
causar mutacdo da AFB1 é 20 vezes maior durante a exposicdo pré-natal, quando

comparado a exposi¢cao na vida adulta.

Esses fenbmenos poderiam ser explicados pelo fato de que o figado fetal tem
capacidade de metabolizar AFB1 em AFBO, vide a identificacdo de adutos, porém a
baixa quantidade de enzimas conjugadoras da metabolizagdo de Fase Il (p ex.
glutationa-s-transferase) nessa fase do desenvolvimento, faz com que a capacidade
de excrecdo dos metabdlitos seja diminuida, além disso, durante a vida fetal as células
hepéticas estdo em constante multiplicacdo, o que pode acarretar a expansao das
mutacdes (WOO et al., 2011; SUPAWADEE et al., 2015).

Outro importante mecanismo de genotoxicidade é o estresse oxidativo,
causado pela metabolizacdo da AFB1, levando a formacdo de diversos adutos e
podendo agir de forma remota causando neoplasias a distancia, sendo que animais
expostos a AFB1 tem uma diminuicdo na quantidade de enzimas antioxidantes e
aumento nos marcadores de estresse oxidativo (HAMDY et al., 2014; BENKERROUM,
2020). Sendo assim, o uso de substancias com potencial antioxidante pode acarretar
em protecdo contra 0 estresse oxidativo e, por consequéncia, diminuir o potencial
carcinogénico dessas substancias (EL-BAHR, 2015; SAAD-HUSSEIN et al., 2019).

Por fim, ndo se pode desconsiderar a participacdo de mecanismos epigenéticos
no processo de genotoxicidade e mutagenicidade, sendo estes representados
principalmente pela a metilacdo do DNA e pelas modifica¢des nas histonas (DAl et al.,
2017).
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Dentre as demais alteragcdes, a mais comum €& a diminuicdo de peso ao
nascimento, tanto em ratos quanto em coelhos, além da diminuicdo do numero de
filhotes por ninhada (ABDULRAZZAQ et al., 2011, EL-NAHLA et al., 2013; HAMDY et
al., 2014; SUPRIYA et al., 2015; HAMDY et al., 2015).

Em coelhos, quando administrada a dose de 0,05 mg/kg/dia do 6° ao 18° dia
de gestacao, via gavagem, foram evidenciadas alteracdes como; aumento da orbita
ocular, microftalmia, pele enrugada e palpebra com menor nimero de foliculos pilosos
(EL-NAHLA et al., 2013).

Ademais, alteracbes comportamentais de locomocéo e reflexo foram relatadas
em ratos tratados com 20 e 50 ug AFB1/kg, do 12° ao 19° dia de gestacao, por via
intramuscular (SUPRIYA et al., 2015).

Ratos tratados com 1mg/kg, do 6° ao 15° dia de gestacéo, através de gavagem,
apresentaram adactilia e exoftalmia (HAMDY et al., 2015).

4.1.1.4 Exposicao pré-natal em seres humanos

Por ano mais de 2,6 milhdes de bebés no mundo nascem mortos, grande parte
dessas mortes vem de paises em desenvolvimento, nos quais os indices de parto
prematuro, aborto espontaneo e baixo peso ao nascimento também séo altos (LAWN
et al.,, 2016). O consumo de alimentos contaminados com AFB1 também sédo altos
nessas regides, embora os indices altos de mortalidade infantil estejam associados a
diversos outros fatores, ndo se pode descartar o papel das micotoxinas nesse

problema de saude global.

A maior parte dos estudos de exposi¢ao pré-natal as AFs se déo pela avaliacao
de biomarcadores nas maes durante a gestacdo. Muitas vezes apresentando altos
indices, mas, nem sempre os associando com efeitos deletérios na saude dos bebés.
(Tabela 4). Em muitos dos estudos o acompanhamento do bebé apds o nascimento
nao é realizado, o que impacta na obtencdo de dados acerca dos efeitos a curto e
meédio prazo na saude das criancas. Entre os efeitos relacionados destaca-se o baixo
peso e menor tamanho ao nascimento (SHUAIB et al., 2010; LAUER et al., 2018).
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Tabela 4. Biomarcadores da exposi¢cdo a AFB1 em gestantes, e seus efeitos na salde dos bebés

Periodo

Biomarcador Local Efeito nos bebés Referéncia
de gestacao
o Baixo peso ao
) AFB1 -Lisina _ Lauer, et
1° Trimestre Uganda nascimento e menor
(Soro) _ o al., 2018
Circunferéncia da cabeca
AF-albumina
0_10 .
1°-3 (Soro) GAMbia e Castelino et
Trimestres al., 2014
AF-albumina
_ (Soro) Piekkola et
3° Trimestre Egite T
AFM1 gito al., 2012
(Urina)
. AFMy o Smith et al.,
2° Trimestre Zimbabue = e
(Urina) 2017
AFM: . Lei et al.,
----------------- China mmmmmmemeee e
(Urina) 2013
10-20 AF-Albumina o Metilacdo no DNA de Vargas et
_ Géambia ) .
Trimestres (Soro) células da série branca al., 2015
10-3° AFB:-Lisina Trevino et
_ Nepal ~  -—--—-mmmemmeeee
Trimestres (Soro) al., 2020

Continua...
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Continuacéo...

Periodo de

gestacao Biomarcador Local Efeito nos Bebés Referéncia

AFB:-Lisina Baixo peso ao Shuaib
-------------------- Gana _
(Soro) nascimento al., 2010

et

AFB:1-Lisina= Aflatoxina B1 conjugada a lisina
AF-Albumina= Aflatoxina conjugada a albumina
AFM1= Aflatoxina M1

--------------------- = Sem informagdes.
Fonte: Do autor, 2021.

Além dos mecanismos de toxicidade ja citados neste trabalho, estudos indicam
gue a anemia em seres humanos esté associada a exposicao as AFs (SHUAIB et al
2010), e que elas podem desencadear uma série de mecanismos que basicamente
envolvem a ativacdo de citocinas proé-inflamatérias, e diminuicdo na quantidade de
hormdnio do crescimento semelhante a insulina, levando a efeitos deletérios e
impedindo o crescimento placentario e por conseguinte fetal, induzindo assim a
diminuicdo do crescimento e podendo inclusive levar a morte do feto (SMITH et al.,
2017).

A exposicdo mais acentuada a Aflatoxina, ndo deve ser o Unico fator a ser
levado em consideracdo nas alteracbes evidenciadas em criancas de paises em
desenvolvimento, tendo em vista o possivel consumo de altas quantidades de outras
micotoxinas e sua participacdo nos processos patologicos (CHEN et al., 2018). Um
dos fatores que podem implicar no aumento de metabolitos de AFB1 encontrados em
gestantes, é o aumento transitério das enzimas da familia do citocromo P450, que
ocorre durante esse periodo, e que sdo essenciais ha metabolizacdo da AFB1 e na
geracdo de seus metabolitos téxicos, e consequente em seu mecanismo de acdo
(TRACY et al., 2005).
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4. 2 FUMONISINAS

As fumonisinas, sdo um grupo de micotoxinas produzidas principalmente por
fungos do género Fusarium spp (ESFA, 2005). Essas micotoxinas s&o encontradas
em alimentos como milho e forrageiras e estdo associadas com lesdo hepatica, renal,
e, aparentemente com alguns tipos de neoplasias (MINAMI et al., 2004). As variantes
de maior importancia séo a fumonisina B1(FB1), B2 e B3 (Figura 3) sendo que a FB1
possui maior importancia, devido ao fato de ser de ocorréncia mais comum. A FB1 é
classificada pela IARC como membro do grupo 2B, com potencial carcinogénico para
seres humanos (IARC, 1993).

Figura 3 Férmula quimica das Fumonisinas

COOH
COOH
() R1 NHR3
15 5
20 14 10 2 R4
(o NG R2 OH
HoOC, ~ 0
HOOC
R1 R2 R3 R4
FB1 OH OH H CH3
FB2 H OH H CH3
FBs3 OH H H CH3

Fonte: SOUTO et a., 2017.

O mecanismo de a¢éo da FB1 (FIGURA 4) consiste na interrupcéo da sintese
de esfingolipidios complexos e acumulo de bioativos intermediarios, sendo que, essa
interrupcdo ocorre através do bloqueio da ceramida sintase, que € possivel devido a
semelhanca entre a molécula de fumonisina e as bases esfingoides (MINAMI et al.,
2004).

A interrupcao na producéo de esfingolipidios complexos associado ao acumulo

de bioativos intermediarios e precursores, que podem ter sua producédo até mesmo
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aumentada, cria uma série de eventos e possibilidades lesivas que interferem em todo
0 metabolismo celular (RILEY, MERRIL, 2019).

A acao sobre os esfingolipidios resulta em alteracdes no metabolismo celular,
alterando a progressao, proliferacdo, adesao e apoptose celular, ja que em todos
esses mecanismos existe participacao importante dos fosfolipidios de membrana, que

séo impactados por acdo da FB1 (CHEN et al., 2021).

Estudos conduzidos em ratos indicam que a FB1 induz a produgéo de fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), o que colabora com os mecanismos de citotoxicidade
culminando em apoptose (DUGYALA et al., 1998). Em cultura de células gastricas e
intestinais expostas a FB1 além do aumento de TNFa, interleucina 1B se mostrou
aumentada, corroborando com os indicios do papel da resposta inflamatéria no
mecanismo de acdo da FB1 (MAHMOODI et al., 2012).

Além disso, o estresse oxidativo (EO) é outra via pela qual a FB1 causa seus
efeitos téxicos. Kim et al. (2018), demonstraram em modelo murinho, que a FB1 ativou
a apoptose e autofagia em células da regido de colén via EO, além de identificar
diminuicdo das enzimas antioxidantes: superéxido dismutase (SOD), catalase e

glutationa redutase (GR).

O excesso de producéo de radicais livres de oxigénio leva a EO e da inicio a
diversos processos, como, o influxo de célcio e por fim as lesbes do DNA, que séo
responséveis também pelo potencial carcinogénico da FB1 (CHEN, et al., 2021). O
EO pode ser resultado tanto da acdo da FB1 no complexo | da cadeia respiratéria
guanto da alteracdo no metabolismo dos esfingolipidios e ativacdo de bioativos

intermediarios no citoplasma celular (KIM et al., 2018).

Apoptose, imunotoxicidade, danos reprodutivos, alteracdo na metilacdo do
DNA, modulacao da autofagia principalmente por estresse do reticulo endoplasmatico,
sdo alguns dos demais efeitos aparentemente relacionados a exposicdo a FB1
(VOSS; RILEY, 2013; LYU et al., 2019; CHEN et al., 2021).
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Figura 4. Mecanismos de toxicidade da fumonisina B1

B Sa
So
. Sa-1-P
TNF-a So-1-P

Figura 4: Sa (esfinganina) So (esfingosina) Sa-1-P (esfinganina 1
fosfato) So-1-P (esfingosina 1 fosfato).
Fonte: Do autor, 2021.

Entre as doencas causadas pelas fumonisinas em animais estdo a
leucoencefalomalécia dos equinos e o edema pulmonar em suinos (MARASAS et al.,
1988; HARRISON et al., 1990). Além disso, a FB1 demonstrou causar hepatotoxidade
e nefrotoxidade em ratos (VOSS et al., 1993). Em seres humanos as fumonisinas séo
constantemente encontradas em locais com alta incidéncia de céancer esofagico,
sendo esse, portanto, um indicio de que essas toxinas possam desempenhar um
papel no desenvolvimento dessa neoplasia (COME et al., 2019).

Nos paises em desenvolvimento onde séo altos os indices de alimentagéo a
base de milho e derivados, as fumonisinas presentes nesses alimentos parecem estar

relacionadas com comprometimento no desenvolvimento infantil (CHEN et al., 2018).

Além disso, a administracdo experimental de FB1 se relaciona com
malformagdes no fechamento do tubo neural em camundongos (WAES et al., 2012).
Em ratos, observa-se: anomalias esqueléticas, falhas no desenvolvimento dos 6rgaos

e até diminuicdo do namero de filhotes por ninhada (MOSAAD et al., 2004).

Adicionalmente, sabe-se que em ratos o dano hepético causado pela FB1 pode
levar a desequilibrio na composi¢do mineral dos 0ssos acarretando em diminuicao da
resisténcia 6ssea (DOBROWOLSKI et al., 2019).
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A acdo toxica das fumonisinas se da principalmente pela inibicdo da funcdo da
enzima ceramida sintase (Figura 5), levando a diminuicdo na producdo de
esfingolipidios complexos, e, portanto, ao acumulo de esfinganina (Sa) e esfingosina
(So). Tanto a esfingosina quanto esfinganina, s&o encontradas no soro, tecidos, urina
e fezes, podendo assim, ser utilizadas como biomarcadores da exposicdo a FB1
(WESTHUIZEN et al., 1999). Além de Sa e So, o produto de sua fosforilacédo pela via
das quinases, esfingosina-1-fosfato (SO-1-P) e esfinganina-1-fosfato (SA-1-P), podem

ser utilizadas como biomarcadores de exposigéo (KIM et al., 2007).

Figura 5. Efeito da FB1 no metabolismo dos esfingolipidios

Serina + palmitoil-CoA Fosfatidiletanolamina
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| So-kinase
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Fonte: MINAMI et al., 2004.

Em ratos, as taxas de Sa, So e FB1 livre na urina permanecem elevadas por
mais tempo, quando comparadas com as taxas encontradas no soro, sendo entéo a
determinacao urinaria de Sa/So mais eficaz para a determinacdo de exposicdo a FB1
(CAl et al., 2007).

Altas quantidades de FB1 livre foram encontradas na urina de pessoas que
ingeriram milho contaminado na China, demonstrando que a FB1 urinaria livre pode
ser um potencial biomarcador da exposicdo humana a FB1 (XU et al., 2010). A razéo
Sa/So pode ser utilizada para determinar o grau de exposicao as fumonisinas, porém
0 aumento € sutil, sendo maior evidenciado quando os indices de ingestdo de FB1
sdo extremamente altos. Além disso homens apresentam maior quantidade de Sa e
So na urina quando expostos a FB1(QIU, LIU, 2001).

Provavelmente em seres humanos a necessidade do alto consumo de FB1 para

a deteccdo de niveis significativos dessas bases esfingoides justifique o resultado
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negativo que muitos estudos encontram em relacdo ao uso delas como
biomarcadores, no entanto, a utilizacdo do calculo de proporcédo Sa/So favorece seu
uso (WESTHUIZEN et al., 2010).

A avaliacdo da proporcédo Sa/So em urina e soro, nao s6 demonstra a exposicao
a FB1, mas demonstra também o nivel de atividade que ela teve sobre o metabolismo
dos esfingolipidios, sendo, portanto, um indicador importante de lesédo (BANDO et al.,
2007).

Ademais, TNFa é produzido em altas quantidades apds o contato com a FB1,
sendo que altos niveis podem ser encontrados antes mesmo do desenvolvimento de
efeitos toxicos, sendo esse, portanto, um possivel biomarcador, no entanto, a sua falta

de especificidade pode inviabilizar a sua utilizagdo para esse fim (CHEN et al., 2021).

Além disso, as fumonisinas podem ainda ser identificadas no cabelo humano e
animal, sendo esta uma importante ferramenta na deteccdo da exposicdo a essas
micotoxinas nas populacdes, 0 mecanismo toxicocinético que explica a presenca de
fumonisinas no cabelo ainda precisa ser elucidado (SEWRAM et al., 2003; SOUTO et
al., 2017).

Tabela 5. Principais biomarcadores utilizados na determinagdo de exposi¢do humana a

Fumonisina B1

Principais biomarcadores de exposicdo humana a FB1

Biomarcador Local de Referéncia

identificacao

Sae So Urina Qiu, Liu., 2001

Soro Xu et al., 2010

FB1 livre Urina Xu et al., 2010
SA-1-P/ SO-1-P Sangue CHEN et al., 2018;

DIAZ , SANCHEZ, 2015.

Fonte: Do autor, 2021.
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O uso de das bases esfingoides como biomarcadores para a determinagéo de
exposicdo, em seres humanos, € incerto tendo em vista as altas quantidades que
devem ser ingeridas para que a determinacdo delas possa inferir em algo. Portanto
mais dados sdo necessarios acerca metabolismo das fumonisinas e da associagédo
entre o consumo e 0 aumento na quantidade dessas bases esfingoides (SOLFRIZZO
et al., 2004).

4. 3 ZEARALENONA

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina estrogénica ndo esteroidal produzida
principalmente por fungos do género Fusarium spp. A ZEA é produzida em climas
mais frios, possuindo crescimento ideal entre 18 e 29°C. Contaminante de alimentos,
principalmente o milho e seus derivados. A ZEA atua no organismo como uma
substancia estrogénica, seu mecanismo consiste em se ligar aos receptores para 17
B estradiol, na sua forma natural ZEA ou de seus metabolitos (Figura 6), levando ao
hiperestrogénismo com consequentes desordens reprodutivas (BATATINHA et al.,
2008).

A metabolizacdo da ZEA se inicia no intestino, com a participacdo da
microbiota intestinal, apos isso é absorvida para posterior metabolizacédo hepatica. Ela
passa pelos processos de reducédo dando origem a a e B zearalenona (a-ZEA e [3-
ZEA) por acdo da 3-B-hidroxiesteroide desidrogenase e da 3-a-hidroxiesteroide
desidrogenase ( PFEIFFER et al., 2009).

Além disso, no figado, ird passar por monohidroxilacdo através da acéo das
enzimas da familia do citocromo P450, dando origem a catecois que se relacionam ao
estresse oxidativo. Posteriormente essas moléculas serdo conjugadas com o &cido
glicurénico, para posterior excrecao urinaria e fecal (ZINEDINE et al., 2007; RAl et al.,
2019).
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Figura 6. Zearalenona e seus metabolitos
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Fonte: RAl et al., 2019.

Dentre os metabolitos de ZEA, a-ZEA parece possuir maior afinidade com os
receptores de estradiol, sendo este portanto o principal responsavel pelos efeitos
toxicos relacionados a disrup¢do hormonal da ZEA (FITZPATRICK et al., 1989).

A ingestdo de alimentos contaminados com ZEA leva a desordens de cunho
endocrino, devido a sua similaridade com hormoénios estrogénicos produzidos
naturalmente, a estimulacdo hormonal constante pode levar ao desenvolvimento de
neoplasias hormoénio-dependentes (KOWASLKA et al., 2016).

O figado é um 6rgéao também afetado pelos efeitos da ZEA, estudos indicam que
a exposicdo a esta micotoxina causa alteracbes estruturais neste 0rgéo,
evidenciando-se aumento na concentragdo sérica das enzimas hepaticas: alanina
aminotrasnferase (ALT), arpartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FC) e
gama glutamil transferase (GGT), além de aumento na concentracdo de
malondialdeido e diminuicdo de SOD e GR, associando o dano hepatico ao estresse
oxidativo resultante do contato com a ZEA (YOON et al., 2019; RAI et al., 2019: LI et
al., 2021).

Na Tunisia, foram identificadas quantidades significativas de ZEA e metabolitos
na urina de pacientes portadoras de cancer de mama, indicando um possivel papel
desta micotoxina no desenvolvimento desta neoplasia (BELHASSEN et al., 2014). A

associacao entre a ZEA e a carcinogénese ¢é alvo de discussdes, tendo em vista que
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estudos experimentais demonstram capacidade desta substancia de diminuir a
possibilidade do desenvolvimento de neoplasias malignas, quando fornecida a ratos
no periodo de pré-puberdade (HILAKIVI-CLARKE et al., 1999).

Outros estudos experimentais avaliam também, que a ZEA se relaciona com a
progressao de neoplasias mamarias através da inibicdo de mecanismos de apoptose

e promocédo de mecanismos de proliferacao celular (YU et al., 2005).

A ZEA é classificada como grupo 3 da IARC, no qual ndo existem indicios
determinantes de seu potencial carcinogénico para seres humanos e animais, no
entanto, o uso experimental dessa substancia induz a uma série de alteracdes como
prostatite, cistos em glandulas mamarias e vacuoliza¢cdes em hepatécitos, levantando
a hipotese de que essas alteracfes possam ser consideradas lesGes pré-cancer.
Esses achados se relacionam diretamente a disrupcdo hormonal e ao estresse
oxidativo ambos causados pelo contato com a ZEA (IARC, 1993; HASSEN et al., 2007,
RAIl et al., 2019).

Estudos experimentais demonstram ainda, que a exposi¢cdo a ZEA pode levar
a morte de células de sertoli em camundongos, através inducédo de espécies reativas
de oxigénio e pela via ATP/AMPK (ZHENG et al., 2018). Outros mecanismos que
induzem a apoptose por ZEA séo o estresse do reticulo endoplasmatico, e a ativagéo
da autofagia, como demonstrado com células leydig imortalizadas, provenientes de
bodes (YANG et al 2017).

Adicionalmente, a ZEA, parece também modular a resposta imune, agindo de
forma especifica em cada célula, podendo causar aumento ou diminui¢cdo na producéo
de citocinas. Assim os efeitos da ZEA sobre o sistema imune parecem estar
relacionados ao seu potencial estrogénico, levando em conta que macroéfagos, células
NK, linfocitos T e B, além de mondcitos, expressam receptores para estradiol (LANG,
2004; ISLAN et al., 2017).

Em humanos, o consumo de alimentos contaminados com ZEA durante a
gestacdo pode expor o feto & esta micotoxina e seus metabdlitos (WARTH et al.,
2019). Estudos experimentais em ratos indicam que a exposi¢cao gestacional a ZEA

blogueia o desenvolvimento fetal das células de leydig, sendo esse, um importante



indicador de que essa exposi¢cdo leva a anomalias no desenvolvimento do trato

reprodutivo masculino (PAN et al., 2020).

De forma geral, os estudos tem associando a ZEA a toxicidade reprodutiva,
carcinogenicidade, imutoxicidade e genotoxicidade, seja diretamente pelo seu efeito
estrogénico ou pelo aumento do estresse oxidativo, resultado de sua metabolizacéo
(Figura 7) (RAI et al., 2019).

Estimativas de exposicdo a ZEA em seres humanos tem demonstrado que
grande parte da populacdo consome quantidades seguras dessa micotoxina, porém,
em diversas partes do mundo essa exposi¢cédo nédo foi relatada, podendo apresentar
resultados diferentes em populacbes expostas a alimentos potencialmente
contaminados (MARAGOS, 2010).

Figura 7. Efeitos toxicos da zearalenona

Fonte: Do autor, 2021.

Os biomarcadores mais utilizados para a deteccao de zearalenona sdo; ZEA
livre e seus metabolitos a e B zearalenol (a-ZEA e B-ZEA), a e B zearalanol (a-ZAL e
B-ZAL), zearalanona (ZAL), além dos conjugados com acido glicurénico como -
zearalenol-14-glicuronideo (FRIZZELL et al., 2015).
Em seres humanos, as amostras de urina sao a principal forma de avaliar a
exposicdo ZEA, sendo que a-ZEA € encontrada em maior quantidade, seguida por
ZEA e por fim B-ZEA (TABELA 6) (ALI, DEGEN, 2018).
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Tabela 6. Principais biomarcadores utilizados na determinacéo de exposi¢cao humana a ZEA.

Principais biomarcadores de exposicdo humana a ZEA

Local de
Biomarcador Referéncia
identificacao

ZEA, a-ZEA e B-ZEA Urina ALI, DEGEN., 2018

ZAL, ZEA, a-ZEA e B-ZEA Urina Ll et al., 2018

B-zearalenol-14-
Urina CARBALLO et al., 2021
glicuronideo

Fonte: Do autor, 2021.

Segundo estudo de Ali e Degen (2018), o metabolito de ZEA mais
encontrado na urina humana € o o-ZEA, que é além disso, 0 mais toxico, por
apresentar maior efeito estrogénico. Além disso, uma maior quantidade de ZEA e a-
ZEA é encontrada no organismo de adolescentes, podendo esse grupo estar mais

exposto ao consumo dessa micotoxina (LI et al., 2018).

4. 4 DEOXINIVALENOL

Deoxinivalenol (DON) é uma micotoxina produzida por fungos do género
fusarium spp., que pode ser encontrada em diversos graos e produtos de origem
animal. A DON é membro do grupo B da familia dos tricotecenos, grupo de
micotoxinas quimicamente semelhantes, produzidas por fungos do género Fusarium
spp. Elas possuem em sua estrutura trés hidroxilas livres (-OH) (Figura 8), o que se
relaciona com os efeitos toxicos que essa micotoxina desencadeia (SABROVA et al.,
2010).
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Figura 8. Estrutura quimica da DON

Fonte: National Center for Biotechnology Information, 2022.

Apés a ingestdo, a DON é rapidamente absorvida no intestino, onde é em
parte metabolizada pela microbiota intestinal, e depois se espalha pelo organismo,
chegando ao figado, rins, baco, coracédo, tecido adiposo e cérebro. Em até 24 horas,
€ excretada, em formas conjugadas com o acido glicurbnico, através da urina e das
fezes (WAN et al., 2013).

Os principais prejuizos a saude humana e animal se dao principalmente
guando a intoxicagdo é aguda, cursando com nausea, émese, diarreia, dores
abdominais, cefaleia, tontura e febre, podendo evoluir para morte a depender da
guantidade ingerida. Os efeitos cronicos sado principalmente sobre o sistema
imunolégico, reprodutor e gastrointestinal. Esta toxina age sobre o sistema
neuroendaocrino, inibindo a cascata do hormonio do crescimento, estimulando
respostas inflamatorias, além disso, atua no trato gastrointestinal inibindo o
esvaziamento  gastrico, causando desequilibrio na mucosa intestinal,
conseqguentemente afetando a absorcdo de nutrientes. (FIORAMONTI et al., 1993;
PESTKA, 2010; SABROVA et al., 2010).

A exposicdo a DON pode causar efeitos eméticos em seres humanos, quando
seu efeito é avaliado em animais é possivel notar também alteragbes no sistema
imune, anorexia e perda de eficiéncia nutricional, além disso, essa micotoxina parece

influenciar negativamente a capacidade reprodutiva (PESTKA, ALEXA, 2005).

Similarmente, a ingestdo de DON, além dos efeitos agudos, pode causar
genotoxicidade sobre os linfocitos humanos, provavelmente decorrente da diminui¢éo
de substancias antioxidantes, levando a lesdo do DNA por estresse oxidativo (YANG

et al., 2014). A DON parece possuir também efeito genotoxico sobre cepas de E. coli
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presentes no intestino humano, sendo esse, um possivel indicador de sua participagéo
na carcinogénese intestinal, embora estudos anteriores tenham descartado que a
DON possa desempenhar algum papel no desenvolvimento de neoplasias (PESTKA,
2010; PAYROS et al., 2017).

AvaliacOes realizadas em linhagens de células da mucosa intestinal humana,
sugerem que a DON age modulando a atividade de transportadores intestinais,
atuando assim sobre a absor¢&o de nutrientes, sendo que o principal mecanismo de
lesdo € a inibicdo da sintese proteica, a diminuicdo de constituintes de juncéo
intercelular (claudina-4) € outro importante fator a ser levado em consideracao
(MARESCA et al., 2002 WHALE et al., 2010).

A DON também possui potencial para neurotoxicidade, induzindo apoptose
neuronal através da via MAPK, causando também inflamac&o no sistema nervoso
central (SNC) pelo aumento na expressao de moléculas pro-inflamatorias, além disso,
parece causar lesdo nas células do SNC, mecanismo que se deve a sua capacidade
de atravessar a barreira hematoencefalica e induzir o estresse oxidativo (ZHANG et
al., 2020).

Estudos experimentais demonstram que a DON pode possuir potencial
teratogénico, se relacionando com distirbios do desenvolvimento 6sseo e
cartilagineo, porém tais achados sdo passiveis de discusséo, tendo em vista que em
outros estudos nédo sdo evidenciadas alteracdes no desenvolvimento embrionario e
fetal, sendo esse um ponto a ser elucidado no futuro (KHERA et al., 1982; KHERA et
al., 1986; DEBOUCK et al., 2001).

De forma geral, a DON atua sobre o sistema gastrointestinal quando ingerida
em grande quantidade, e quando esta ingestdo se da em pequena quantidade, por
tempo prolongado, apresenta potencial imunotéxico, teratogénico, neurotdxico,
hematotoxico (Figura 9). A toxicidade vai variar conforme a espécie afetada, assim
como outras micotoxinas, sendo que suinos Sao mais sensiveis e ruminantes mais
resistentes aos seus efeitos (PESTKA, 2007).

Além disso, a principal via de metabolizacdo da DON inclui conjugacdo com
acido glicurénico, sendo, portanto, DON livre e os conjugados com &cido glicurdnico,

p. ex. DON-Glicuronideo (DON-GIcA), as formas mais utilizadas para mensurar a
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exposicdo das populacbes a essa micotoxina. Além de DON livre e DON-GICA,
deepoxi-deoxinivalenol € outro metabolito presente em fluidos corporais, sendo esse
associado a metabolizacdo de DON pela microbiota (Tabela 4) (AL-JAAL et al., 2019).

Figura 9. Metabolizac&o e efeitos nocivos do deoxinivalenol

Microbiota
Intestinal

Ingestdo
\ Exposigﬁo Alteragﬁes

DON-1 Aguda gastrointestinais
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\ -~

Conjugacdo com

Ac. Glicurdnico

Imunossupressdo \ Urina

Exposicdo
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Deoxinivalenol

Neurotoxicidade

Hematotoxicidade

Teratogenicidade

Fonte: Do autor, 2021.

DON livre pode ser utilizada como biomarcador para investigar a exposicao de
populacdes a esta micotoxina, apresentando resultados satisfatorios em humanos
(TUNER et al., 2010).

Dentre os conjugados com acido glicurénico, DON-15-Glicuronideo (D15GIcA)
€ encontrado em maior quantidade na urina, sendo ele, portanto, um bom biomarcador
de exposicdo a DON (WARTH et al., 2012).

Deepoxi-deoxinivalenol (DON-1) é o metabolito encontrado em menor
guantidade em amostras de urina provenientes de humanos (TURNER et al., 2010;
ALl et al., 2016). DON-1 é encontrado em maior propor¢cado em amaostras provenientes
de animais, sendo este, um metabolito menos téxico de DON, proveniente do
metabolismo da microbiota intestinal. Os baixos indices de DON-1 em seres humanos
podem indicar uma menor efetividade da microbiota intestinal humana de metabolizar
DON, fazendo consequentemente que seres humanos estejam mais susceptiveis aos

efeitos negativos dessa micotoxina (TURNER et al., 2011).
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Tabela 7. Principais biomarcadores utilizados na determinagéo de exposi¢do humana a
Deoxinivalenol

Principais biomarcadores de exposicdo humana a DON

Biomarcador Local de identificacao Referéncia

DON, D15GIcA 15,
Urina WARTH et al., 2012
D3GIcA 3.

DON, DON-1 Urina ALl et al., 2016

Fonte: Do autor, 2021.

Devido ao potencial inflamatoério, foi sugerido que proteinas proé-inflamatorias
pudessem ser utilizadas como biomarcadores de exposicdo a DON, porém a
inespecificidade delas faz com que nao sejam consideradas bons biomarcadores
(PESTKA, 2010).

4. 5 OCRATOXINA

As Ocratoxinas, sdo produtos do metabolismo secundario de fungos do género
Aspergillus spp. e Penicillium spp., encontradas principalmente em nozes, frutas
secas, uva e bebidas derivadas (ROCHA et al., 2014). Possuem estrutura semelhante
a da fenilalanina (Figura 10), o que faz com que essas micotoxinas possam atuar

inibindo a sintese proteica.

Seus efeitos incluem: nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, imunossupresséo e
teratogénia (AL-JAAL et al., 2019). Dentro do grupo das ocratoxinas, a de maior
importancia € a ocratoxina A (OTA), pela capacidade de causar prejuizo na saude
humana e animal, sendo categorizada pela IARC como potencial carcinégeno para

seres humanos, pertencendo entéo, ao grupo 2B (IARC, 1993).
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Figura 10. Férmula quimica da Ocratoxina A.

OH

Fonte: MARIT; ARALT,; SKAUG, 1999.

Apobs a ingestdo, a OTA é absorvida e no intestino, se liga a albumina, sendo
posteriormente distribuida por todo o organismo, principalmente em rins, figado,
musculatura esquelética, e cérebro (STUDER-ROHR et al., 2000; JUNG et al., 2001).

A metabolizacdo da OTA (Figura 11) se inicia no intestino, através da acao de
enzimas produzidas pela microbiota e das enzimas proteoliticas, que hidrolisam a
OTA em Ocratoxina a (OTa) e Ocratoxina 3 (OTR) (PITOUT, 1969). Em situacdes de
alcalinidade, pode ocorrer uma abertura no anel de lactona, que da origem a
Ocratoxina-lactona-aberta (OP-OH), sendo que esta € uma molécula com maior
potencial toxico que OTA (XIAO et al., 1996).

Outros metabdlitos que podem ser encontrados sdo 0s conjugados da
metabolizacdo hepatica, sendo eles, glicuronideos, hexose e pentoses, além disso,
existem indicios de que, a OTA possa ser convertida em Ocratoxina B (OTB)
(TOZLOVANU et al., 2012). Metabdlitos menos tdxicos sdo resultado da oxidagao
microssomal, como o 4-hidroxiocratoxina A (4-OH-OTA) e 10-hidroxiocratoxina A (10-
OH-OTA) (STORMER, PEDERSON, 1980; EL ADLOUNI et al., 2000).

A excregcdo da OTA é majoritariamente urinaria e fecal. Nos rins, a toxina é
reabsorvida pelos tubulos, propiciando um aumento da quantidade dela nessa regiao,
sendo essa uma hipotese que explica a intensa nefrotoxicidade da mesma (RINGOT
et al., 2006).
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Assim, 0 mais proeminente prejuizo causado pela ingestdo de OTA se da pela
nefrotoxicidade, que pode causar em varias espécies, levando a edema, necrose e
alteracbes a nivel celular como cariomegalia e apoptose, aléem de se evidenciar
também mitoses aberrantes (HUFF et al., 1975; MAAROUFI et al., 1999).

Em seres humanos, a OTA ja foi identificada em altos niveis em locais com alta
incidéncia de nefropatia endémica dos balcds e de neoplasias do trato urinério
(SIMON, 1996; CASTEGNARO et al., 2006). O mecanismo pelo qual a OTA causa
nefrocarcinogénese é ainda alvo de discussédo, tendo em vista 0 mecanismo de
formacdo de adutos com o DNA, sdo levantadas hipoteses de que uma série de
mecanismos epigenéticos estejam relacionados ao potencial carcinogénico da OTA
(MARIN-KUAN et al., 2008; PFOHL-LESZKOWICZ, MANDERVILLE, 2012).

Como demonstrado em estudos experimentais, a OTA que é metabolizada no
figado pela via do Citocromo P450, atua no metabolismo hepatico, induzindo
alteracbes em suas vias metabdlicas, podendo assim levar ao desenvolvimento de
doencas hepéticas ao longo do tempo (QY et al., 2014). Os mecanismos pelos quais
a OTA atua no figado sdo principalmente pelo aumento da producédo de espécies
reativas de oxigénio dentro dos hepatdcitos, seguido da lesdo em DNA e entdo a

estimulacdo da ativacdo da via intrinseca da apoptose (GAYATHRI et al., 2015).

Metabolitos de OTA podem ser encontrados em leite materno humano e de
animais, o que evidencia o risco de contaminacdo durante o aleitamento e em
produtos lacteos (BREITHOLTZ-EMANUELSSON et al., 1993; SKAUG, 1999 SKAUG
et al., 2010).

Estudos experimentais sugerem também que a OTA possui potencial
teratogénico. Quando seus efeitos sdo avaliados em ratos e camundongos, mostrou
se relacionar com aumento da mortalidade pré-natal, diminuicdo do peso dos filhotes,
malformacdes dsseas, dos olhos e da face. Quando fornecido em altas doses leva a
morte dos fetos (HAYES et al., 1974; BROWN et al., 1976). Um estudo conduzido em
uma placenta humana reperfundida, demonstrou ineficacia na transferéncia da OTA,
indo na contramao dos resultados obtidos em animais sendo esse um ponto a ser
investigado no futuro (WOO et al., 2012).
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De forma geral, os estudos indicam que 0s principais mecanismos envolvidos
nos efeitos téxicos da OTA sao: inibicdo da sintese proteica, inibicdo na producéo de
energia, estresse oxidativo, formacao de adutos com o DNA, apoptose, alteracdes no
ciclo celular e necrose (Figura 11). (KOSZEGI, MIKLOS, 2016).

Figura 11. Mecanismos de agéo e efeitos no organismo da Ocratoxina A

Inibicdo da
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Fonte: Do autor, 2021.

Os biomarcadores mais utilizados para o diagnostico de exposicdo a OTA
(TABELA 8) séo OTA, OTa, OTB e em menor quantidade 4-R-Hidroxiocratoxina (4-
OH-OTA) resultantes de processos de hidroxilagdo por enzimas da familia do
citocromo P450 e peroxidases. Todas podem ser encontras em soro, plasma e urina
humana e animal (EDIAGE et al., 2012; ROCHA et al., 2014; AL-JAAL et al., 2019).

OTA pode ainda ser evidenciada no leite, embora os niveis de biomarcadores

na urina indiguem uma melhor fonte para avaliar a exposicado (SCOTT, 2005).

Um estudo conduzido em alemées adultos, demonstrou uma maior quantidade

de OTa em amostras de urina quando comparado com OTA, situacdo inversa na
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avaliacdo dos niveis plasméticos desses biomarcadores, os estudos nesse caso
indicam uma maior quantidade de OTA no sangue quando comparado a OTa (ALI et
al., 2017).

Tabela 8. Principais biomarcadores utilizados na determinacgéo de exposi¢cdo humana a Ocratoxina A

Principais biomarcadores de exposi¢cdo humana a OTA
Biomarcador Local de identificacao Referéncia
OTA e OTa Plasma ALl et al., 2018
OTA e OTa Urina ALl et al., 2017
OTA Leite Materno MUNOZ et al., 2014
OTA, OTa e 4-OH-OTA Urina EDIAGE et al., 2012

Fonte: Do autor, 2021.

Ali et al., (2017), ndo notaram diferenga nas quantidades de OTA e OTa, na
urina de uma populacéo adulta, quanto a idade, género e massa corporal, sendo esses

aparentemente aspectos que nao se relacionam com a metaboliza¢c&o da Ocratoxina.

Além disso, OTa, pode servir como um componente auxiliar na determinacao
de exposicao a OTA, na urina, tendo em vista que a OTA livre permanece na urina
por um curto periodo, sendo, portanto, um biomarcador de exposicdo recente,
diferente do que acontece quando atinge a circulacdo, onde permanece por longos
periodos (GILBERT et al., 2001).

5. LEGISLACAO MICOTOXINAS

As micotoxinas sao contaminantes dos alimentos espalhadas por todo o mundo
e embora a FAO estime que essa contaminacao seja de cerca de 25% de todo o

alimento mundial. Estudos mais recentes indicam que ela pode ser maior, podendo
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atingir cerca de 60% de todo o alimento mundial. Essas mudangas podem estar
relacionadas ao fato de que a estimativa da FAO data de antes de 1985, sendo que,
atualmente os métodos analiticos possuem uma maior capacidade de deteccao, além
do impacto das mudangas climaticas sobre os fatores que propiciam o
desenvolvimento fungico e a producdo de micotoxinas (ESKOLA et al.,, 2020;
AGRIPOLOU, et al., 2020).

Com evidencias crescentes de que o0s impactos causados pelas micotoxinas
sobre a saude humana e animal sejam maiores do que o imaginado (Figura 12),
principalmente no que diz respeito aos efeitos crénicos, o controle por meio de
métodos que diminuam a exposicdo as micotoxinas ou atenuem seus efeitos séo

extremamente im portantes.

Figura 12: Principais efeitos das micotoxinas na satde humana e animal
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Fonte: Do autor, 2021.

Tendo em vista os efeitos das micotoxinas sobre a saude humana e animal,
bem como, na producéo e consequentemente seu impacto na economia, desde a sua

descoberta nos anos 60, os paises vem buscando regulamentar quantidades maximas
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dessas substancias (VAN EGMONG, 2002). Até o ano de 2003, 99 paises tinham
regulamentacéo especifica sobre a quantidade de micotoxinas nos alimentos, um total
de 83% dos 119 paises avaliados. Em 13% dos paises, ndo existiam informacoes
acerca da legislacédo, grande parte deles no continente africano, e os demais nao
dispunham de regulamentacé&o vigente. Existem ainda comissdes internacionais que
buscam padronizar niveis de seguranca das micotoxinas como o codex alimentarius
gue faz parte da organizacdo mundial da saude (OMS) e da Food and Agriculture
Organization (FAO) (FAO, 2004).

A Legislacéo Brasileira atual, data de 2011, atualizada pela ultima vez em 2016,
ela regulamenta os limites maximos tolerados de micotoxinas nos alimentos, sendo
gue, esse limite varia conforme o tipo de alimento (Tabela 9), tendo em vista a maior
propensédo de alguns para o desenvolvimento dessas toxinas (BRASIL, 2011). Para
produtos destinados a alimentacdo animal, o Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento estabelece limite apenas para o consumo de aflatoxinas totais, sendo
este valor de 50 pg/kg (MAPA, 1988).

Tabela 9. Limites maximos de micotoxinas permitidos nos alimentos no Brasil

Micotoxina Limite (ug/kg)
Aflatoxina M1 0,5-5
Aflatoxina B1, B2, Gl e 1-20
G2

Ocratoxina A 2-30

Deoxinivalenol 200-3000

Fumonisina B1 + B2 200-5000

Zearalenona 20-1000

Patulina 50

Em relacdo aos limites propostos pelo codex alimentarius, o Brasil estabelece

limites para todas as toxinas propostas pela comissao, no entanto podemos notar, que
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a legislacéo Brasileira ainda excede as quantidades propostas, sendo que, no caso
de aflatoxinas totais o limite proposto pela comisséo é de 15 pg/kg enquanto no Brasil
esse limite chega a 20 pg/kg no caso de castanhas, especarias, amendoim e milho.
Quanto a AFM1, o limite proposto no codex é de 0,5 pg/kg, enquanto no Brasil os
limites podem chegar a 2,5 ug/kg em queijos e até 5 pug/kg no leite em pd. Também
os limites permitidos de Fumonisinas sdo destoantes, enquanto a comissao indica um
limite de 4000 pg/kg no Brasil esse valor pode chegar a 5000 pg/kg em milho que sera
posteriormente processado. Os valores permitidos de Ocratoxina A também sé&o
superiores no Brasil, chegando a 30 pg/kg em especarias, enquanto o codex sugere
um valor de seguranca de 5 pg/kg. Deoxinivalenol também possui limites superiores
no Brasil, sendo permitido em até 3000 pg/kg em trigo e milho para posterior
processamento, enquanto os limites propostos pelo codex sdo de 2000 ug/kg.
(CODEX ALIMENTARIUS, 1993). De forma geral, em relagcdo aos limites propostos
pelo codex, os paises europeus, além dos Estados Unidos e Canada, tendem a impor
limites inferiores, restringindo ainda mais o consumo de suas populacfes a essas
substancias (PRADO, 2014).

Em relacdo ao controle de micotoxinas em produtos destinados a alimentacao
animal, a Unido Europeia, € mais restrito quanto aos limites permitidos quando
comparado ao Brasil, sendo a quantidade maxima de aflatoxinas totais na alimentacao
de 20 pg/kg, além disso também regulamentam a AFB1 individualmente, bem como
deoxinivalenol, fumonisinas, zearalenona e ocratoxina A. Nos Estados Unidos, o limite
méximo de aflatoxinas totais para a alimentagdo animal depende do tipo de criacao,
variando de 20 ug/kg para vacas leiteira, até 300 pg/kg para bovinos de corte. Nos
Estados Unidos também existe regulamentacédo para deoxinivalenol e fumonisinas na
alimentacao animal (OLIVEIRA et al., 2014).

6. CONSIDERACOES FINAIS

A contaminacédo de alimentos por micotoxinas é relevante do ponto de vista de
saude global, o entendimento dos seus mecanismos de acado, faz com que cada vez
mais seja possivel associa-las a uma série de doencas. Para estabelecer de forma

mais precisa como se da a associacdo dessas substancias com diversas patologias,
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a mensuracdo de exposicado das populacbes com base nos seus biomarcadores é
essencial, o que torna importante conhecer com detalhes a biotransformacao dessas
substancias e definir os melhores marcadores para identifica-las. Outro ponto
importante é a reacdo em cadeia que pode se formar, quando, a alimentacdo dos
animais de producéo esta contaminada e entdo os seus produtos como carne, leite e
0VvOoS passam a ser contaminantes. Correlacionar a satde humana e animal, além de
otimizar o tanto quanto possivel os processos de producdo de alimentos parece ser
um importante passo para identificar o seu real impacto na saude, e assim propor

medidas que visem diminui-los.
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9. Abstract

Mycotoxins are products of the secondary metabolism of fungi, which can be present in food as
contaminants. According to Food and Agriculture Organization (FAO), these substances, making
them relevant to global health, contaminate approximately 25% of all food worldwide. The occurrence
of exposure to these mycotoxins is more common in developing countries, where their effects are
more harmful to health due to the high rate of malnutrition in these places. The damage caused by
them can manifest acutely or chronically, and among them stand out hepatotoxicity, nephrotoxicity,
immunogenicity, carcinogenesis, mutagenesis, and teratogenesis and are associated with particularly
dangerous nutritional disorders in children from poorer regions. This review focuses on aflatoxins,
fumonisins, zearalenone, deoxynivalenol and ochratoxins, with special attention to their impacts on
human and animal health, based on experimental studies and case reports. The biomarkers most used
in the detection of these substances based on their metabolism are also discussed.
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1

Introduction

Mycotoxins are secondary products of fungal metabolism, with a high capacity to cause damage to human and
animal health (Bennett & Klich, 2003).

Fungi can naturally proliferate in food and are very commonly found in grains used for animal and human
food. The growth is mainly favored by humidity and temperature. Inadequate harvesting and storage practices
contribute to fungal contamination (Batatinha et al., 2008).

The presence of fungi in food does not necessarily indicate that they are contaminated with mycotoxins;
similarly, the elimination of the fungi does not guarantee that the mycotoxin has been removed because they have
high stability (Turner et al., 2009).

In Brazil, mycotoxins can be found in isolation or in combination in foods such as peanuts, grains, cereals,
corn, wheat and animal foods such as milk, eggs and meat. The fact that these mycotoxins can be found in various
foods makes them of great importance in public health, in addition to causing negative impacts on the economy
(Maziero & Bersot, 2010; Calori-Domingues et al., 2016).

There are several mycotoxins produced by different types of fungi. Sometimes a single fungus species can
produce different mycotoxins, making the discussion about the toxic potential of association between them
relevant (Sweeney & Dobson, 1998; Marin et al., 2013).

The ingestion of food contaminated by mycotoxins can cause damage to human and animal health and can
lead to

(o) S

Received 17 Sept., 2020
Accepted 03 Nov., 2020

death, depending on the mycotoxin and the amount ingested (Peraica et al., 1999). Among the harmful effects
caused by mycotoxins, hepatotoxicity, nephrotoxicity, carcinogenesis, immunosuppression, and mutagenicity
stand out (Rocha et al., 2014). In addition, some mycotoxins, such as aflatoxins and fumonisins, have teratogenic
potential and may cause bone malformation and poor development in fetal organs, as demonstrated in previous
studies with experimental models (Fetaih et al., 2014; Abdel-Wahhab et al., 2004).

There are several methods that aim to detect mycotoxins in food samples and biological samples. Among the
techniques stand out are immunoenzymatic assays and chromatography that can isolate molecules (Chauhan et al.,
2016; Pimpitak et al., 2020). Chromatography becomes more effective when associated with mass spectrometry,
as it allows a greater amount of information about the analyte to be obtained, making its identification more
assertive (Chiaradia et al., 2008; Medina et al., 2019). Fluorescence methods can also be used to detect food
contamination, mainly by aflatoxins (Raota & Giovanela, 2016). Currently, the most commonly used techniques
for determining mycotoxin exposure are high-performance liquid chromatography with fluorescence detection
(HPLC-FLUO) and high-performance liquid chromatography coupled with sequential mass spectrometry (LC-
MS/MS) (Al-Jaal et al., 2019).

Residues and metabolites of mycotoxins, such as aflatoxin, can be identified in humans and animal viscera
and excreta, and these are important markers of poisoning by these substances (Ramalho et al., 2018; Jager et al.,
2016).

An important point in the study of poisoning by mycotoxins is that food contamination is intended for the
consumption of farm animals, culminating in animal products contaminated with metabolites of these substances,
which contributes to human exposure to mycotoxins (Dias, 2018).

Chronic exposure to small amounts of mycotoxins in food is a major global health problem due to the ability
of these substances to lead to the development of various pathologies, which makes monitoring mycotoxins in
foods important for generating new technologies. Detection and elimination of these substances aim at reduction
of exposure and therefore of the diseases caused by them (Smith et al., 1995; Maziero & Bersot, 2010).

Studies indicate that the presence of mycotoxins in food is more common in developing countries, and the
population of these countries will often be exposed to food contaminated with one or more mycotoxins (Bryden,
2007).

It is estimated that approximately 25% of the entire world’s food is contaminated by mycotoxins (Bennett &
Klich, 2003). Due to the importance of mycotoxins for public health, legislation defines the maximum permitted
amount of these substances in food. In Brazil, these quantities are stipulated in RDC No. 7/2010 of the national
health surveillance agency (ANVISA).
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The purpose of this review is to discuss the following mycotoxins: aflatoxins, fumonisins, zearalenone,
deoxynivalenol and ochratoxins, raising the main topics about their impact on human and animal health and the
biomarkers used to evidence exposure to these substances.

Mycotoxins
2.1 Aflatoxins

Aflatoxins are mycotoxins of common occurrence in Brazil and are produced by fungi of the genus Aspergillus
spp., mainly A. flavus, A. parasiticus and A. nomius (Caldas et al., 2002). The group of aflatoxins has many
representatives among fungal metabolism products and metabolic products of these substances in the body. The
toxins B1, B2, G1 and G2 stand out due to their toxicological importance, and aflatoxin B1 is the most important
due to its carcinogenic potential. Aflatoxin B1 is classified by the International Agency for Research on Cancer
(IARC) as a group 1 carcinogen, which means that aflatoxin B1 (AFBL1) is part of the group of substances with
the greatest carcinogenic potential (International Agency for Research on Cancer, 2002).

The products of hepatic metabolism of aflatoxins are responsible for their toxic effects (Batatinha et al., 2008).
These metabolites cause acute liver damage when ingested in large quantities or express a high potential
carcinogenic when ingested continuously, causing damage in DNA through adduct formation and interfering with
protein metabolism (Wild & Turner, 2002).

The ingestion of aflatoxins is especially relevant in developing countries, where contact with these substances
occurs, from the development embryo, into adulthood (Gong et al., 2002). One of its effects would be the
impairment in the development of children, in addition to the association with nutritional disorders such as
Kwashiorkor (McMillan et al., 2018).

Poor diets, from the nutritional point of view, seem to be related to the increase in the toxic and carcinogenic
effects of aflatoxins, a fact that may be related to the low intake of substances with antioxidant potential such as
vitamins, a common condition in the poorest populations of countries under development (Rogers & Newberne,
1971).

In some countries, mainly in Africa and Asia, children become fed almost exclusively with potentially
contaminated grain, and after being weaned, this is due to the economic condition. It was shown that the increase
in serum concentration of aflatoxin in these children is also related to dwarfism (Alamu et al., 2020).

Experimental studies in rats demonstrate that exposure to AFB1 during the period of embryonic development
can lead to genotoxic changes, favoring the development of neoplasms in adulthood (Chawanthayatham et al.,
2015). In addition, the mutagenic effect of aflatoxins during embryonic development can lead to a series of
morphological and behavioral changes, which may lead to reproductive disability and even death (Fetaih et al.,
2014; Supriya & Reddy, 2015).

When high doses of aflatoxin are ingested, they usually cause acute poisoning; although acute poisoning
outbreaks are not so common, they usually go with anorexia, general malaise, low fever, and may progress with
emesis, severe abdominal pain, acute hepatitis and death (Azziz-Baumgartner et al., 2005).

The biomarkers used to determine exposure to aflatoxins are metabolites of AFB1, such as aflatoxin M1
(AFML1), aflatoxin P1 (AFP1), aflatoxin Q1 (AFQ1), aflatoxin-albumin, AFB-N7 guanine and aflatoxicol (AFL),
present in biological fluids (Bando et al., 2007). AFB1 and metabolites can be detected in the blood, urine and
feces of humans and animals, which is an important tool for assessing the exposure of individuals to aflatoxins
(Fernandez et al., 1997; Mykkénen et al., 2005). For the monitoring of these biomarkers, analytical techniques
that are sensitive, specific and that can be applied to many samples are necessary (Groopman & Kensler, 1999).

Free AFBL1 can be found in the blood, but its levels are high for a short time after intake, making it not a good
exposure marker, as aflatoxin-albumin is found in blood samples for up to 20 days after exposure (Jager et al.,
2016).

AFM1 can be found in urine, feces and milk, and in the case of lactating women and animals, with high toxic
potential, this metabolite is especially important in the contamination of children during breastfeeding and in
commercial milk from animals (Diaz & Sanchez, 2015; Giovati et al., 2015; Hajmohammadi et al., 2019; Ahmadi,
2020). AFML is further classified by IARC as agent 2B for its carcinogenic potential in humans (International
Agency for Research on Cancer, 1993). The assessment of AFML1 levels in urine can also be used as a biomarker
to determine the effectiveness of methods that aim to decrease exposure to AFB1 (Mitchell et al., 2013).
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Another important biomarker is AFB-N7-guanine, a lead product of AFB1 epoxide with a guanine of the DNA
molecule that is excreted in urine. AFB-N7-guanine is a biomarker that shows, in addition to exposure to AFB1,
DNA damage, the main factor in the development of hepatocellular carcinoma (Dohnal et al., 2014).

The search for AFB1 biomarkers in hair and nail samples is relevant, as it may indicate exposure that has
occurred for a longer time (Mupunga et al., 2017).

2.2 Fumonisins

Fumonisins are a group of mycotoxins produced mainly by fungi of the genus Fusarium spp.. These
mycotoxins are found in foods such as corn and forages and are associated with liver damage and some types of
neoplasms. The variant of greater importance is fumonisin B1 (FB1), classified by IARC as a 2B group member
with carcinogenic potential for humans (International Agency for Research on Cancer, 1993). The mechanism of
action of FB1 consists of the interruption of sphingolipid synthesis by inhibiting sphingosine-N-acetyltransferase,
inducing oxidative stress, altering DNA methylation, and modulating autophagy and stress of the endoplasmic
reticulum (Voss & Riley, 2013; Liu et al., 2019).

Among the diseases caused by fumonisins in animals are leukoencephalomalacia of the horse and pulmonary
edema in swine (Marasas et al., 1988; Harrison et al., 1990). In addition, FB1 has been shown to cause
hepatotoxicity and nephrotoxicity in rats (Voss & Riley, 2013). In humans, fumonisins are constantly found in
places with a high incidence of esophageal cancer, which is therefore a sign that these toxins may play a role in
the development of this neoplasm (Come et al., 2019).

In underdeveloped countries where maize and derivative feeding rates are high, the fumonisins present in
these foods seem to be related to impaired child development (Chen et al., 2018).

The experimental administration of FB1 is related to malformations in the closing of the neural tube in mice
(Gelineauvan Waes et al., 2009). Skeletal anomalies are also observed in rats, as well as failure to develop the
organs and even decrease the number of pups per litter (Abdel-Wahhab et al., 2004).

In rats, liver damage caused by FB1 can lead to an imbalance in the mineral composition of bones, leading to
decreased bone strength (Rudyk et al., 2019).

The toxic action of fumonisins occurs mainly by inhibiting the function of the enzyme ceramide synthase,
leading to a decrease in the production of sphingolipids and, therefore, accumulation of sphinganine (Sa) and
sphingosine (So). Sphingosine and sphinganine in serum, tissues, urine, and feces can be used as biomarkers of
exposure to fumonisins (Van der Westhuizen et al., 1999).

In rats, the rates of Sa, So and free FB1 in the urine remain high for a longer time when compared to serum,
so the urinary determination of Sa/So is more effective for determining exposure to fumonisins (Cai et al., 2007).

High amounts of free FB1 have been found in the urine of people who have eaten contaminated corn in China,
indicating free urinary FB1 as a potential biomarker of human exposure to fumonisins (Xu et al., 2010). The Sa/So
ratio can be used to determine the degree of exposure to fumonisins; in addition, men have a greater amount of Sa
and So in the urine when exposed to FB1 (Qiu & Liu, 2001).

Fumonisins can still be identified in human and animal hair, which is an important tool in detecting exposure
to these mycotoxins in populations, and the toxicokinetic mechanism that explains the presence of fumonisins in
the hair has yet to be elucidated (Sewram et al., 2003; Souto et al., 2017).

2.3Zearalenone

Zearalenone (ZEN) is a nonsteroidal estrogenic mycotoxin produced mainly by fungi of the genus Fusarium
spp. ZEN can be produced in colder climates and can be found in various foods, mainly in corn. This mycotoxin
acts in the body as an estrogenic substance, and its mechanism consists of binding to receptors for 17p estradiol,
leading to hyperestrogenism and reproductive disorders (Batatinha et al., 2008).

The metabolites of ZEN, a and B-zearalenol have higher affinity for estradiol receptors and are therefore
primarily responsible for the mechanism of action (Fitzpatrick et al., 1989).

The ingestion of food contaminated with ZEN leads to endocrine disorders due to its similarity to naturally
produced estrogenic hormones, and constant hormonal stimulation can lead to the development of hormone-
dependent neoplasms (Kowalska et al., 2016).
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In Tunisia, significant amounts of ZEN and metabolites in the urine of patients with breast cancer have been
identified, indicating a possible role of this mycotoxin in the development of this neoplasm (Belhassen et al.,
2015). The association between ZEN and carcinogenesis is the subject of discussion, considering that experimental
studies demonstrate the ability of this substance to decrease the possibility of the development of malignant
neoplasms in rats in the prepuberty period (HilakiviClarke et al., 1999). Other experimental studies also evaluated
whether ZEN is related to the progression of breast cancer through inhibition of apoptosis mechanisms and
promotion of cell proliferation mechanisms (Yu et al., 2005).

Experimental studies also demonstrate that exposure to ZEN can lead to the death of Sertoli cells in mice by
inducing reactive oxygen species and the ATP/AMPK pathway (Zheng et al., 2018). Other mechanisms that induce
apoptosis by ZEN are due to the stress of the endoplasmic reticulum and the activation of autophagy, as
demonstrated with immortalized Leydig cells from goats (Yang et al., 2017).

In humans, consumption of food contaminated with ZEN during pregnancy can expose the fetus to this
mycotoxin and its metabolites (Warth et al., 2019). Experimental studies in rats indicate that gestational exposure
to ZEN blocks the fetal development of Leydig cells, which is an important indicator that this exposure leads to
anomalies in the development of the male reproductive tract (Pan et al., 2020).

Estimates of exposure to ZEN in humans have shown that a large part of the population consumes safe amounts
of this mycotoxin; however, in different parts of the world, exposure has not been reported and may present
different results in populations exposed to potentially contaminated food (Maragos, 2010).

The biomarkers used for the detection of zearalenone are ZEN free and its metabolites a and  zearalenol (o-
ZEL and B-ZEL) and o and f zearalanol (a-ZAL and B-ZAL), in addition to the conjugates with glucuronic acid
as B-zearalenol-14-glucuronide (Frizzell et al., 2015).

In humans, urine samples are the main way to assess exposure to ZEN, with a-ZOL found in greater quantities,
followed by ZEN and finally B-ZOL (Ali & Degen, 2018).

2.4 Deoxynivalenol

Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin produced by fungi of the genus Fusarium spp. that can be found in
several grains and products of animal origin. The main damage to human and animal health occurs mainly in an
acute form leading to nausea, emesis, diarrhea, abdominal and head pain, dizziness, and fever, which can evolve
to death depending on the amount ingested. The chronic effects are mainly on the immune, reproductive, and
gastrointestinal systems. This toxin acts mainly on the neuroendocrine system, inhibiting the growth hormone
cascade and stimulating inflammatory responses. In addition, it acts on the gastrointestinal tract, inhibiting gastric
emptying and causing imbalance in the intestinal mucosa, consequently affecting the absorption of nutrients.
(Fioramonti et al., 1993; Pestka, 2010; Sobrova et al., 2010).

Ingestion of DON, in addition to its acute effects, can lead to genotoxicity on human lymphocytes, probably
resulting from the decrease in antioxidant substances, leading to DNA damage by oxidative stress (Yang et al.,
2014). Furthermore, DON seems to have a genotoxic effect on E. coli strains present in the human intestine, which
is a possible indicator of its participation in intestinal carcinogenesis, although previous studies have ruled out that
DON may play some role in the development of neoplasms (Pestka, 2010; Payros et al., 2017). DON seems to
cause emetic effects in humans, and when its effects are evaluated in animals, it is possible to observe effects on
the immune system, anorexia and loss of nutritional efficiency as well as adversely affect reproductive capacity
(Pestka & Smolinski, 2005).

Reviews carried out in cell lines of human intestinal mucosa suggest that DON acts by modulating the activity
of intestinal transporters, thus acting on nutrient absorption, and the main mechanism of injury occurs by the
inhibition of protein synthesis and the decrease in intercellular junction constituents (claudina-4). (Maresca et al.,
2002; Van de Walle et al., 2010).

The toxicity of d to DON varies according to the species affected, as well as other mycotoxins, and pigs are
more sensitive and ruminants are the most resistant (Pestka, 2007).

Experimental studies demonstrate that DON may have teratogenic potential related to disorders of bone and
cartilage development; however, such findings are open to discussion, considering that other studies do not show
changes in embryonic development, which is a point to be clarified in the future (Khera et al., 1982, 1986; Debouck
etal., 2001).

The main route of DON metabolism includes conjugation with glucuronic acid to free DON and conjugation
with glucuronic acid, for example, DON-Glucuronide (DON-GIcA), the most commonly used way to measure
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exposure. In addition to free DON and DON-GIcA, de-epoxy deoxynivalenol (DOM-1) is another metabolite
present in body fluids associated with microbiota (Al-Jaal et al., 2019).

Free DON can be used as a biomarker to investigate the exposure of farm workers who handle grain or silage,
showing satisfactory results in humans (Turner et al., 2010a). Among the conjugates with glucuronic acid, DON-
15-Glycuronide is found in greater quantity in urine and is therefore a good biomarker of exposure to DON (Warth
etal., 2012).

DON-1 is the metabolite found in lesser amounts in human urine samples (Turner et al., 2010b; Ali et al.,
2016). DON-1 is found in greater proportion in animal samples and is a less toxic metabolite of DON derived
from the metabolism of the intestinal microbiota. The low levels of DON-1 in humans may indicate a greater
sensitivity to the toxic effects of DON (Turner et al., 2011).

250chratoxins

Ochratoxins are secondary metabolic products of fungi of the genus Aspergillus spp. and Penicillium spp.
found mainly in nuts, dried fruits, grapes and grapes-derived drinks (Rocha et al., 2014). It has a structure similar
to that of phenylalanine, which makes this mycotoxin act to inhibit protein synthesis. Its effects include
nephrotoxicity, hepatotoxicity, immunosuppression and teratogenesis (Al-Jaal et al., 2019). Within the group of
Ochratoxins, the most important is Ochratoxin A (OTA), due to its ability to cause damage to human and animal
health, being categorized by the International Agency for Research on Cancer (1993) as a potential carcinogen for
humans, remaining in group 2B.

The most prominent damage caused by ingestion of OTA is due to nephrotoxicity, which can cause edema,
necrosis and changes at the cellular level, such as karyomegaly and apoptosis, in several species. (Huff et al., 1975;
Maaroufi et al., 1999). In humans, OTA has been identified at high levels in areas with a high incidence of endemic
Balkan nephropathy and malignant neoplasms of the urinary tract (Simon, 1996; Castegnaro et al., 2006). The
mechanism by which OTA causes nephrocarcinogenesis is still the subject of discussion. Considering the
mechanism of adducts formation with DNA, hypotheses are raised that a series of epigenetic mechanisms are
related to the carcinogenic potential of OTA. (Marin-Kuan et al., 2008; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2012).

As shown in experimental studies, OTA, which is metabolized in the liver via cytochrome P450, acts on
hepatic metabolism, inducing changes in its metabolic pathways, thus leading to the development of liver diseases
over time (Qi et al., 2014). The mechanisms by which OTA operates in the liver are mostly increased production
of reactive oxygen species in hepatocytes, followed by lesions in DNA and stimulation of intrinsic apoptosis
pathway activation (Gayathri et al., 2015).

OTA metabolites can be found in human and animal breast milk, which shows the risk of contamination during
breastfeeding
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Figure 1. The main impact of aflatoxins, fumonisins, zearalenone, deoxynivalenol and ochratoxins on human and animal health.
and in dairy products (Breitholtz-Emanuelsson et al., 1993; Skaug, 1999; Skaug et al., 2001).

Experimental studies also suggest a great teratogenic potential of OTA. When evaluated for its effects in rats
and mice, OTA has been related to increased prenatal mortality and decreased weight of puppies, bone, eye, and
face malformations. When delivered in high doses, it leads to the death of fetuses (Hayes et al., 1974; Brown et
al., 1976). A study conducted on perfused human placenta demonstrated ineffectiveness in transferring OTA,
going against the results obtained in animals, and this is a point to be investigated in the future (Woo et al., 2012).

The most commonly used biomarkers for the diagnosis of exposure to OTA is OTA, ochratoxin a.and  (OTa
and OTp), which are the products of hydrolysis by carboxypeptidases, and finally 4-R-hydroxyocratoxine (4-OH-
OTA), which results from hydroxylation processes by enzymes of the cytochrome P450 family and peroxidases.
All can be found in serum, plasma, and human and animal urine (Rocha et al., 2014; Al-Jaal et al., 2019). OTA
can still be evidenced in milk, although the levels of biomarkers in urine indicate a better source to assess exposure
(Scott, 2005).

A study conducted in adult Germans showed a greater amount of OTa in urine samples when compared to
OTA, an inverse situation in the assessment of plasma levels of these biomarkers; the studies in this case indicate
a greater amount of OTA in the blood when compared to OTa (Ali et al., 2017, 2018). Figure 1 summarizes the
main damages of mycotoxins on human and animal health.

Finally, the improved detection of fungal biomarkers is also important for the investigation of alternatives that
can minimize the presence of mycotoxins in foods, or at least neutralize their toxic and teratogenic effects. For
example, the use of polymers with three-dimensional and specific sites (Bodbodak et al., 2018), as well as the
biofilm of Lactobacillus rhamnosus (Assaf et al., 2019) for binding with AFM1, can reduce the presence of this
mycotoxin in milk. The use of some lipid compounds has also been shown to be promising because in addition to
having a mycostatic effect, they have antioxidant capacity, decreasing fungal toxicity (Bemvenuti et al., 2019;
Villegas-Rascon et al., 2018).

Conclusions

Mycotoxin contamination of food is very relevant from a global health point of view, and understanding its
mechanisms of action makes it increasingly possible to associate it with several diseases. To establish more
precisely how these substances are associated with various pathologies, the measurement of exposure of
populations based on their biomarkers is essential, which makes it important to know in detail the
biotransformation of these substances and define the best markers to identify them. Another very important point
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is the chain reaction that can take place when the feed of farm animals is contaminated and then their products
such as meat, milk and eggs become contaminants. Thus, due to its close correlation with human health, procedures
for feeding farm animals should be optimized, with the rapid identification of pathogens, as well as the proposition
of measures to reduce these damages.
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Abstract: Aflatoxins are mycotoxins produced as secondary fungal metabolites. Among them,
aflatoxin B1 (AFB1) stands out due to its genotoxic and mutagenic potential, being a potent
initiator of carcinogenesis. In this review, the outcomes from the published literature in the past 10

years on the effects of AFB1 pathophysiological mechanisms on embryological and fetal

development are discussed. In several animal species, including humans, AFB1 has a teratogenic

effect, resulting in bone malformations, visceral anomalies, lesions in several organs, and

behavioral and reproductive changes, in addition to low birth weight. The mutagenic capacity of
AFBL1 in prenatal life is greater than in adults, indicating that when exposure occurs in the womb,
the risk of the development of neoplasms is higher. Studies conducted in humans indicate that the
exposure to this mycotoxin during pregnancy is associated with low birth weight, decreased head
circumference, and DNA hypermethylation. However, as the actual impacts on humans are still
unclear, the importance of this issue cannot be overemphasized and studies on the matter are
essential.

Keywords: aflatoxins; carcinogenicity; mutagenicity; prenatal exposure; teratogenicity
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3. Introduction

Mycotoxins are secondary products of fungal metabolism, causing harmful effects on human and animal health. These substances are

https://www.mdpi.com/journal/molecules

commonly found in food, especially when harvest storage or transport practices are inadequate. It is estimated that about 25% of all food worldwide
is contaminated with mycotoxins, but some studies suggest that this is an underestimation [1]. As acute intoxications are less common in humans, the
effects of chronic exposure to mycotoxins have been more extensively studied and seem to be related to a wide range of health disorders [2]. Among

mycotoxins, aflatoxins stand out due to their carcinogenic potential. Aflatoxins (AFs) are produced mainly by Aspergillus spp. fungi and are found in

several foods, such as corn, peanuts, and others. Although not all food contaminated by fungi have AFs, these substances occur all over the world,
with temperature and humidity providing adequate conditions for contamination by Aspergillus spp. and the production of these mycotoxins [3].
Some AFs are produced directly by Aspergillus, whilst others are the result of the metabolism of these substances in the liver after intake. The four

main types of aflatoxins found in foods are variants B1, B2, G1, and G2, with aflatoxin B1 (AFB1) having the highest carcinogenic potential. Aflatoxin
M1 (AFML1) is a product of aflatoxin B1 metabolism in the animal organism, and stands out both for its carcinogenic potential and for being excreted
in the milk of animals and humans [4]. AFBL1 is known to have genotoxic, mutagenic, immunogenic, and hepatotoxic potential, and for causing acute

liver damage when ingested in large quantities. It also has a remarkable teratogenic potential, and several studies were carried out on its effects
during the prenatal life of animals and humans, especially on fetal development.
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Knowing that this mycotoxin has the ability to cross the placental barrier
and has already been identified in human umbilical cord samples [5,6],
the main objective of this review is to discuss the effects, already reported
in the scientific literature, of the pathophysiological mechanisms of AFB1
on embryological and fetal development. For this purpose, articles
published in the last 20 years reporting experiments carried out in mice,
rats and rabbits were selected, as well as articles on human exposure in
the prenatal period and the association between exposure and impacts on
health of fetuses and newborns. For this, the ISI Web of Knowledge,
PubMed, Google Scholar, and Scopus databases were accessed, and the

following terms were searched: “Aflatoxin”, “prenatal exposure”, “human’”,
and “teratogenicity”.

2. Aflatoxin B1 Biotransformation and Mechanism of Action

After ingestion, AFBL1 is rapidly absorbed from the intestine and reaches
the liver to be metabolized by mixed-function oxidases. AFB1 goes
through a complex process of biotransformation; in the first stage, it may
go through different metabolization pathways, yielding several
metabolites, followed by the conjugation process for excretion (Figure 1).
AFB1 may also go through a reversible reduction process in the
cytoplasmic reductase system of hepatocytes, yielding to aflatoxicol
(AFL), which can be transformed again into AFB1, becoming a source of
its own storage. Metabolization of AFB1 culminates with the formation of
several metabolites, e.g., aflatoxin P1 (AFP1) and aflatoxin Q1 (AFQ1)

[7].
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Figure 1. Main metabolization pathways of aflatoxin B1 in the liver, its metabolites, and excretion pathways.

Among the metabolization pathways of AFB1, the epoxidation process
stands out. In this process, AFBL1 is converted into AFB1-8.9-epoxide
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(AFBO), which is able to bind to macromolecules, such as those of DNA,
RNA, and proteins, forming adducts responsible for the toxic potential of
the aflatoxins [8]. The binding of AFBO to guanine in the DNA molecules
results in the formation of AFB1-N7-Guanine (AFGuan), which is excreted
in urine. The production of AFGuan leads to a guanine to thymine
substitution in the third base of codon 249 of the host DNA, which is the
main basis of the carcinogenic effect of AFB1, as this mutation is
responsible for the loss of function of the p53 gene, a trigger for
hepatocellular carcinoma (HCC) [9].

Another important route of AFB1 metabolization is hydration, forming
AFM1. AFM1 can also go through an epoxidation process and become
AFM1-epoxide, which has the same ability to bind to macromolecules as
AFBO [10]. AFB1 and AFM1 are classified by the IARC (International
Agency for Research on Cancer), respectively, as group | carcinogen and
group 2B carcinogen, respectively [11,12]. In addition, AFM1 can be
found in human and animal milk, becoming a unique health issue, as
animal exposure to AFB1 makes humans vulnerable [13-15]. Finally,
hydration also yields AFB2A, an important inhibitor of protein synthesis
that is related to the effects of acute intoxication after high AFB1 intake
[8,16].

3. Effects of Prenatal Exposure to Aflatoxin b1 in Animals

Several harmful effects are associated with exposure to AFB1 during the
prenatal period, such as low birth weight, small litters, fetal death and
resorption, bone and visceral deformities, reproductive changes, impact
on immune capacity, and behavioral changes, in addition to a
predisposition to neoplasm development [17].

3.1. Bone Malformations

Bone defects related to intrauterine exposure to AFB1 are the most
common problems reported in the literature. In experiments, they are
evidenced in several species of animals. Bone defects are most
commonly related to ossification failures, changes in bone size and
shape, and the absence or alteration of some bone accidents (Table 1).

Table 1. Studies showing the effects of exposure to aflatoxin B1 (AFB1) on bone development.

Species AFB1 Dose/PD/FE Effects on Bone Development Reference
Hypoplasia of the axial skeleton and metacarpal/metatarsal phalanges,
20 mg/Kg cervical and coccygeal vertebrae. Failure in the ossification of the
PD: 7th or 13th supraoccipital bone, pelvic and thoracic limbs.
Mice FE: Intraperitoneal [18]

Sternal and rib malformations.

0.05 mg/kg/day Failure in ossification of the skull, spine, vertebrae and ribs, carpus,

Rabbits PF%_%h_lsth tarsus, metatarsus, metacarpus, and phalanges. Decreased bone size in [19]
- bavage pelvic limb.
Failure in ossification of skull, thoracic and pelvic limbs, and spine.
1 mg/kg ) .

) Change in shape and size of vertebrae. Absence of or decreased
Rats PD: 6th—15th . Lo . [20]

intervertebral disc size, incomplete formation of the pulposal nucleus,

FE: Gavage

alteration and absence of bone accidents in limbs.

PD = Pregnancy Day. FE = Form of exposure.
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When the effects on bone development are compared, the three studies
in Table 1 demonstrated similar effects. However, it is worth noting the
difference in the doses used by Abdulrazzaq et al. [18] (20 mg/kg), which
Is high compared to the other studies, but used as a single dose, either on
the 7th or on the 13th day. El Nahla et al. [19] administered the lowest
dose (0.05 mg/kg/day) to rabbits, by gavage, between the 6th and the
18th day of gestation. Fetaih et al. [20] administered 1 mg/kg/day to rats.
The similarity of effects on bone formation found in the study by
Abdulrazzagq et al. [18] and the other studies may be due to the high dose
used, which would explain the similarity, even when exposure was not
constant. However, when routes of administration are compared,
peritoneal administration [20] is less representative of real contamination
by AFB1, which mostly occurs by oral route. The study by Abdulrazzaq et
al. [18] also showed that a single dose in the pre-implantation period
impacted uterine growth and may have played a role in the failure of fetal
development. This is an issue to be clarified in future studies. Another
important point that should be considered in further studies is the variation
in the susceptibility to AFB1 between species. For example, among the
animals evaluated in these studies, rabbits were more sensitive with LD50
of 0.3 mg/kg, while mice and female rats were more resistant, with LD50
of 9.0 and 17.9 mg/kg, respectively [21].

The mechanisms involved in the failure of fetal development are not well
elucidated. It is suggested that AFB1 may affect the transcription of genes
associated with bone development, impacting processes such as
intramembrane mineralization and endochondral ossification [19,20]. The
results found in these studies are in agreement with the effects reported in
previous ones, confirming the impact of prenatal AFB1 exposure in bone
development [22—-24]. Regarding the moment of exposure, animals
exposed during embryonic development seem to be at increased risk of
minor malformations, such as those affecting bone accidents [18].

3.2. Visceral Changes

Several visceral changes have been reported, among them, the decrease
in size and weight of the liver and kidneys [18,19]. Regarding
histopathological findings, the liver shows more significant changes, with
the presence of fatty degeneration, congestion, and necrosis. Although
these changes may also be found in the kidneys, they are less intense
(Table 2). Other histological alterations are evidenced in the organs of the
reproductive tract (discussed below).

Table 2. Studies showing the effects of exposure to aflatoxin B1 (AFB1) on organs.

Species AFB1 Dose/PD/FE Effects on Organs Reference

Reduction in weight and absolute size of the viscera. Decreased
size of the heart and ventricular lumen. Liver and kidneys
containing vacuoles and congestion. Atrophy, glomerular
degeneration, and disorganization of hepatocytes.

0.05 mg/kg/day
Rabbits PD: 6th—18th
FE: Gavage

[19]
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Hepatocyte degeneration and alteration of liver architecture.

1.mg/kg Congestion of the centrolobular vein and sinusoid capillaries.
Rats PD..6th—15th Kidneys presented tubular degeneration. Thymus presenting [25]
FE: Gavage lymphoid depletion and reduction in epithelial differentiation.
10 ug/kg
PD: 12th—19th Moderate degeneration of the testicles.
FE: Intramuscurlar
Rats Severe atrophy and reduction of germ cells of seminiferous tubules; [26]
20 pg/kg
reduced liver weight.
50 ug/kg Severe degeneration, cell depletion, and epithelial rupture.

PD = Pregnancy Day. FE = Form of exposure.

Table 2 shows the hepatotoxic potential of AFB1 in the prenatal period, a
finding reported in all the studies cited. The most common changes
involved degenerative and congestive lesions. Supriya and Reddy [26]
found decreased fetal liver weight when 20 ug/kg of AFB1 was injected
intramuscularly in rats from the 12th to the 19th day of gestation, showing
the effect of this toxin on the liver of the fetus, even in low doses.
However, it should be noted that the intramuscular route was used, which
does not represent the natural route of exposure to this toxin and
disregards aspects involved with the digestive process, which should be
investigated in future studies.

El-Nahla et al. [19] are the only authors citing cardiac changes in fetuses,
with decreased heart size and ventricular lumen. Changes were
evidenced in rabbit fetuses even when exposed to low doses (0.05
mg/kg), as this species is intensely susceptible to the harmful effects of
AFBL1 [21]. The studies by El-Nahla et al. [19] and Fetaih et al. [20] found
similar effects on kidneys, mostly degenerative changes. Finding these
changes, even in different species (rabbits and rats), led to the hypothesis
that the kidney may be the second most impacted viscera in prenatal
exposure to AFB1. Thymus alterations found by Fetaih et al. [20] also
support another hypothesis: exposure to AFB1 may have an immunotoxic
effect in the prenatal period, just like in adults, favoring the onset of
infectious diseases and/or facilitating the development of neoplastic
processes [27].

Supriya and Reddy [26] also demonstrated that a dose of 10 ug/kg of
AFBL1 in rats leads to changes in the testicular morphology of the fetus,
which worsens with increasing doses. This finding indicates that this
mycotoxin has a potent effect on the reproductive function of animals
exposed in the prenatal period. Future investigations should be carried out
on alterations in testicles and ovaries using exposure by gavage to
evaluate deleterious effects caused by exposure to AFB1, especially in
production animals.
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Mechanisms of injury and visceral changes occur by increased oxidative
stress, leading to structural injury caused by lipid peroxidation, lesions to
other macromolecules, and reduced protein synthesis. The liver is always
more affected because it is the main site of action of AFB1. The evident
renal alterations are possibly due to the function of the kidneys as blood
filters, predisposing this organ to toxic injury. In addition, together with
bile, kidneys are the main sources of excretion of AFB1 and its
metabolites. Therefore, its tubules are also susceptible to toxic injury
[7,17,20,28].

3.3. Reproductive Changes

Exposure to AFB1 can result in several reproductive alterations,
especially in males, with impacts on reproductive behavior, sperm
production, and testicular and epididymal morphology. However, the most
significant finding involves serum hormone levels, marked by a decrease
in testosterone [29—-31]. When exposure occurs in the prenatal period, the
effects seem to be even more remarkable. Supriya et al. [30] found a
significant decrease in testosterone levels in male rats exposed to 10, 20,
and 50 pg/kg of AFB1 during embryonic development. The same study
showed increased levels of luteinizing hormone (LH) and follicle stimulant
hormone (FSH). Other reproductive alterations were also found, such as
decreased sperm volume and viability, as well as morphological
alterations in testicles and the tail of the epididymis.

The mechanisms through which reproductive damage occurs are still being elucidated.
AFB1 may act as a potential endocrine disruptor, interfering with the
hypothalamus— hypophysis—testicular axis, leading to hormonal
dysfunction. The consequences of hormonal disruption may be more
severe when exposure occurs in the embryonic phase [26,32]. Another
possibility would be the ability of AFB1 to bind to the acute steroidogenic
regulatory protein (STAR), thus affecting the transfer of cholesterol to the
mitochondria, which has a negative impact on steroidogenesis [30]. Direct
cellular damage caused by oxidative stress should also be considered, as
already evidenced by Althnaian et al. [33], who found substantial
increases in oxidative stress markers and decreases in antioxidant
enzymes in the testicles of rats exposed to a single intraperitoneal
application of 3 mg/kg of AFB1 [33]. AFB1 also affects the reproductive
capacity of females, although in lower intensity, causing follicular atresia
[32]. However, no studies were found to evidence this effect when
exposure occurs before birth.

3.4. Genotoxicity and Mutagenicity

AFB1 presents high genotoxicity, which is probably its most overwhelming
effect, notably leading to several chromosomal aberrations in animals
exposed to it [34]. Both DNA damage and mutations can result from the
injury caused by AFB1 metabolites (AFBO), and by the oxidative stress
that results from the metabolization of this mycotoxin. In the fetuses of
rats exposed to 1 mg/kg of AFB1 between the 6th and the 15th day of
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gestation, several chromosomal aberrations in bone marrow cells were
evidenced, mainly gap and breakage lesions, indicators of the genotoxic
potential of this mycotoxin in the prenatal period [20].

The mechanisms by which AFB1 causes DNA damage in fetal life seem
to be similar to those affecting adult animals, by the metabolization of
AFBL1 into AFBO in the liver of the fetus and the identification of AFGuan
adducts in fetuses [35]. The apurinic site left by AFGuan (after it is
released and excreted) is filled by a thymine base, which characterizes
the main mutation caused by AFB1, the G:C - T:A transversion in the
P53 gene. This change may initiate the carcinogenesis process. These
transversions are also evidenced in
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the fetuses of rats exposed to 6 mg/kg of AFB1 by peritoneal application
in a single dose on the 14th day of gestation [17,36].

Another metabolite found in rat fetuses exposed to AFB1 is AFB1-Fapy.
This metabolite is the result of a chemical transformation in the aflatoxin
molecule, resulting in the opening of the furan ring, and creating a more
stable molecule that remains linked longer to DNA. AFB1-Fapy is
considered to be more carcinogenic because it prevents repair enzymes
from being activated, as it produces less evident structural damage to the
DNA helix [7,35,36]. Chawanthayatham et al. [36] also showed that
fetuses present about 1% of adducts found in mothers. However, when
the mutations are identified, the difference is 4.6%. These numbers
indicate that the ability of AFB1 to cause mutation is 20 times greater
during prenatal exposure than in adults.

These phenomena are explained by the fact that the fetal liver has the
capacity to metabolize AFB1 into AFBO, but has a decreased ability to
excrete AFB1 metabolites due to the low number of conjugate enzymes of
Phase Il of metabolization (e.g., glutathione transferase). Moreover,
during fetal life, liver cells are in constant multiplication, which may lead to
the expansion of mutations [35,36]. Another important mechanism of
genotoxicity is the oxidative stress caused by the metabolization of AFB1,
leading to the formation of several adducts that act remotely, causing
neoplasms at a distance [7]. Animals exposed to AFB1 have a decrease
in the amount of antioxidant enzymes and an increase in markers of
oxidative stress [17,20]. Thus, treatment with antioxidant agents may
provide protection against oxidative stress and, consequently, reduce the
carcinogenic potential of these substances [37,38]. Finally, the importance
of epigenetic lesions, mainly DNA methylation and modifications in
histones, cannot be discarded in genotoxicity and mutagenicity processes
[39].

3.5. Other Changes
Other important changes are low birth weight, both in rats and rabbits,
besides the decrease in the number of offspring per litter [18-20,25,26]. In
rabbits, 0.05 mg/kg/day AFB1 from the 6th to the 18th day leads to
increased size of the orbits, microphthalmia, wrinkled skin, and eyelids
with fewer hair follicles [19].
Behavioral changes in terms of locomotion and reflex were reported in rats
treated with
20 and 50 ug AFB1/kg, from the 12th to the 19th day of gestation [26].
Rats treated with 1 mg/kg from the 6th to the 15th day of gestation
presented adactyly and exophthalmia [25].

3.6. Other Animals

As demonstrated in the studies on mammals, birds seem to be
susceptible to the effects of aflatoxin during embryonic development,
resulting in malformations, mainly in the early stages of development, as
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demonstrated by Vesely et al. in chicken embryos [40]. Other studies also
demonstrate that these animals can be impacted by immune deficiency,
defects in the development of the bursa of fabricius, and even death
before hatching, which can represent great economic loss [41]. The
deleterious effects of AFB1 are not restricted to birds and mammals, and
it is possible to observe neurological changes in zebrafish when exposed
to this mycotoxin at a dose of 15—75 ng/mL 6 h after fertilization, with
marked behavioral change [42]. Additionally, in zebrafish embryos there
are failures in the embryonic development of the liver due to marked
apoptosis, in addition to immunological deficiencies [43]. In general,
aflatoxin similarly impacts morpho development during the prenatal
period, in addition to impacting mainly the liver of several animal species.
Another issue to be considered is the susceptibility of the species to the
effects of mycotoxins, with birds being more sensitive, while fish show a
wide variation in sensitivity [21].

Moreover, when it comes to hepatic metabolism, the physiological
variation between species is an important challenge to be overcome. The
findings in experiments with different species provide indications that
AFB1 has the potential to have its effects increased, especially in
embryos and fetuses, but more studies are needed to elucidate the safe
dose for consumption in this critical period [36]. Therefore, standardizing
the form of exposure and gestation period in the experiments would be a
way to clarify still uncertain points about prenatal exposure to AFB1, thus
enabling us to reach more knowledge about the real impacts of this
substance in the human prenatal period. This is only possible with an
exposure assessment, by measuring biomarkers in vulnerable
populations and monitoring the health of newborns and children in places
with high exposure to AFB1.

4. Prenatal Exposure in Humans

Most unfavorable birth outcomes, such as premature births, miscarriages,
low birth weight, and even stillbirths, occur in developing countries [44].
The consumption of foods contaminated with AFBL1 is also high in these
regions, as exposure to mycotoxin biomarkers during pregnancy was
observed in most prenatal exposure studies (Table 3). High levels of
toxins are sometimes detected, but have not always been associated with
deleterious effects on infant health. On the other hand, there are still no
data directly linking the presence of this toxin with intrauterine or neonatal
deaths in humans. Table 3 demonstrates the exposure to AFB1 during
pregnancy by means of biomarkers.

In addition to the mechanisms of toxicity already cited in this review,
studies indicate that anemia may be associated with exposure to AFs in
humans [45]. Anemia can trigger several mechanisms that involve the
activation of pro-inflammatory cytokines, and decreased amount of
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insulin-like growth hormones, which, in turn, leads to deleterious effects
and prevents placental and fetal growth, and even fetal death [46].

Table 3. Biomarkers of aflatoxin B1 (AFB1) exposure found in pregnant women.

Period of Gestation Biomarker Country Main Effects in Babies Reference
] o Low birth weight and smaller
1st Trimester AFB1-Lisin (Serum) Uganda head circumference [47]
1st—3rd Trimester AF-Albumin (Serum) Gambia No data [48]
) AF-albumin (Serum)
3rd Trimester AFM1 (Urine) Egypt No data [49]
2nd Trimester AFM1 (Urine) Zimbabwe No data [50]
No data AFM1 (Urine) China No data [51]
) ) ) DNA methylation in white cells
1st-2nd Trimester AF-Albumin (Serum) Gambia [52]
No data AFB1-Lisin (Serum) Ghana Low birth weight [53]
1st-2nd Trimester AFB1-Lisin (Serum) Tanzania Small reduction n gestational [54]
age at delivery
1st-2nd Trimester AFB1-Lisin (Serum) Nepal Babies small for gestational age [55]

Populations living in developing countries, especially in Asia and Africa,
are at higher risk of exposure to these substances, especially the most
vulnerable populations and residents of rural areas that are impacted by
drought and food insecurity. The lack of food may increase the
consumption of grains that may often be improperly stored and may
promote the intake of large quantities of mycotoxins [56-59].

In spite of the association between AFB1 biomarkers and negative effects
on infants, aflatoxin should not be the only factor to be considered, as
these populations are predisposed to the consumption of other
mycotoxins, such as fumonisins. The association of this and other
mycotoxins is a factor to be analyzed in future studies [60]. In addition,
other factors such as maternal malnutrition and lack of prenatal care can
have an impact on infant health. However, Lauer et al. [47] and Castelino
et al. [48] evidenced an increase in the number of biomarkers in the
maternal serum of women in Uganda and Gambia, respectively. This
increase can be explained by the higher maternal metabolization during
pregnancy, reflected in the greater production of enzymes of the
cytochrome P450 family, which are essential in the metabolization of
AFB1, and increase its toxicity. These factors, together with the changes
evidenced in experimental studies, raise the hypothesis of an increased
toxic potential of AFB1 in the prenatal period [18-20,25,26,61].

The Codex establishes up to 15 pg/kg of total aflatoxin food depending on
the type of food, and in relation to AFB1, this limit is 5ug/kg of food [62].
The experiments in general use higher doses, but Suprya and Reddy,
using a significantly lower dose compared to the others (10 pug/kg animal),
showed lesions in the reproductive system of rats, which can serve as a
warning sign in relation to safe doses of these substances during the
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prenatal period [30]. Furthermore, in general, the limits of aflatoxins in
animal feed products are higher. In Brazil currently, the maximum limit of
total aflatoxins for feed ingredients intended for animals is 50 ug/kg [63].
Therefore, studies aimed at standardizing doses and correlating them
with effects in the prenatal period are important from the point of view of
public health and may serve as a basis for changes in current legislation.
To elucidate the real impacts of the exposure to AFB1 on infant health,
especially in the most susceptible populations, more studies must be
conducted to determine safe intake during pregnancy and to suggest
bases for legislation and awareness campaigns that can ensure
acceptable consumption levels of mycotoxins.

5. Conclusions

Based on the data collected in this review, it can be concluded that AFB1
causes major impacts during embryonic and fetal development, which are
the periods when animals are most susceptible to the effects of this
mycotoxin. Among the effects reported are bone and visceral
malformations, lesions in kidneys and liver, impacts in reproductive
capacity, as well as genotoxicity and mutagenicity. Although most studies
conducted are experimental, they serve as a window to glimpse at the
actual effects of these substances. More data are needed to validate the
effects on different species, considering the variability in resistance to the
toxic effects, as well as the effect of the association between two or more
mycotoxins, to better understand the impacts in animal production and on
the health of pets. There are few studies on the influence of mycotoxins
on the gestational period in humans, especially in developed countries.
This phenomenon may be related to the fact that most developed
countries have a subtropical climate and achieve better control over food
contamination by mycotoxins, as well as having a very low birth rate,
hindering access to broader population studies during the gestational
phase. With few studies on humans, due to the high rates of stillbirths,
miscarriages, and other complications during pregnancy, as well as the
increasing number of cancer cases, even among children, more robust
investigations are necessary to understand the real role of aflatoxins in
these mechanisms. Finally, the study of these substances permeates food
safety, animal health, and human health, and is a crucial example of the
already consecrated concept of one health, which is shown to be more
important every day.
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