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RESUMO

A Zearalenona (ZEA) ¢ uma micotoxina produzida por fungos do género Fusarium que
contaminam graos, especialmente o milho, geralmente ainda no campo, ja que estes fungos tem
distribuicdo mundial. Frequentemente associada a acdes toxicas para seres humanos e animais,
esta micotoxina provoca desordens reprodutivas, ja que juntamente com seus metabolitos, a-
zearalenol e B-zearalenol, mimetizam a acdo do estrogénio causando o hiperestrogenismo.
Neste trabalho foi validada uma metodologia de analise de a- e B- zearalenol baseada em
extracdo pelo método QUEChERS com posterior deteccao por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de fluorescéncia. Os limites de detec¢do e quantificagdo
determinados foram, respectivamente, 4 ¢ 13 ng mL"! para a-zearalenol e 60 e 200 ng mL! para
B-zearalenol. A média dos coeficientes de recuperacdo para o método de extracdo dos
metabolitos foi de 87,7% para a-zearalenol e 91,3% para B-zearalenol, com desvio padrao
relativo de 5,22% e 1,80%, respectivamente. Em seguida ao desenvolvimento e validagao do
método analitico foi realizado um estudo de ocorréncia dos metabdlitos da zearalenona em
amostras de plasma de cadelas diagnosticadas com cancer de mama. Foram analisadas 50
amostras, obtidas de animais atendidos pelo Hospital Veterinario da Universidade Federal do
Parana. Os resultados encontrados mostram uma ocorréncia de positividade de 14% (n=7), em
niveis de concentragio de 13,6 — 54,0 ng mL™' com contaminag¢io média de 31,0 ng mL"! para
a- zearalenol e niveis de concentra¢do de 301,7 — 565,7 ng mL™! com contaminac¢do média de
380,6 ng mL! para B- zearalenol. Conclui-se que a presente metodologia ¢ sensivel e pode ser
eficientemente aplicada para determinar os metabolitos da zearalenona numa matriz complexa
como o plasma de uma forma simples, eficiente e confiavel. Baseado nos resultados
encontrados o método mostrou-se sensivel e adequado para determinagao de a- e B- zearalenol
e que a correlagdao entre os metabolitos encontrados e cancer de mama em cadelas pode ser
evidenciado pela ingestdo de ragdo contaminada com zearalenona.

Palavras-chave: micotoxinas, zearalenona, método QuUEChERS, HPLC-FLD, validagao



ABSTRACT

The Zearalenone (ZEA) is a mycotoxin produced by fungus of Fusarium gender that
contaminate grains, especially corn, usually when they are still in the fields,
since these fungi are distributed worldwide. It is frequently associated with toxic actions to
human beings and animals, this mycotoxin causes reproductive disorders, once that together
with its metabolites, a-zearalenol and B- zearalenol, mimic the action of estrogen causing
hyperestrogenism. This work validated a methodology for analysis of a- and - zearalenol based
on the extraction by QUEChERS method with subsequent detection by high performance liquid
chromatography coupled to fluorescence detector. The limits of detection and quantification
were determined, respectively, 4 and 13 ng mL™! to a-zearalenol and 60 and 200 ng mL™! to -
zearalenol. The mean recovery coefficients for the method of extraction were 87.7% for a-
zearalenol and 91.3% for B-zearalenol, with a standard deviation of 5,22% and 1,80%,
respectively. Following the development and validation of the analytical method was a study
of the occurrence of zearalenone metabolites in plasma of female dogs diagnosed with breast
cancer. At a total, 50 samples were analyzed, obtained from patients attended by the Veterinary
Hospital of the Federal university of Parand. The results showed an incidence of positivity of
14% (n=7), in concentration levels from 13,6 — 54,0 ng mL"!, with average contamination of
31,0 ng mL! to a-zearalenol and concentration levels from 301,7 — 565,7 ng mL™!, with average
contamination of 380,6 ng mL™! to B-zearalenol. It is concluded that the present methodology
is sensitive and can be efficiently applied to determine the metabolites of zearalenone in a
matrix as complex as plasma in a simple, efficient and reliable way. Based on these results, the
method was sensitive and suitable for determination of a e - zearalenol and that the correlation
between the metabolites found and breast cancer in female dogs may be evidenced by ingestion
of zearalenone-contaminated feed.

Keywords: mycotoxins, zearalenone, QUEChERS method, HPLC-FLD, validation
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas sdao metabolitos secundarios naturais produzidos por fungos
toxicogénicos, como espécies de Aspergillus, Fusarium e Penicillium (RICHARD, 2007).
Cerca de 400 tipos de micotoxinas ja foram descobertos, a maioria desde a década de 1960, e
geralmente sdo categorizados em grupos com base em semelhancas estruturais (BENNETT;
KLICH, 2003; BHAT; RAI; KARIM, 2010). Entre as micotoxinas do género Fusarium, as
deoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA) sio de maior importancia (DOLL; DANICKE,
2011).

A contaminacao de produtos agricolas por fungos toxicogénicos pode ocorrer em toda
a cadeia de producdo alimentar, desde o campo até o transporte e armazenamento. Ainda, por
apresentarem grande estabilidade quimica, as micotoxinas podem permanecer no alimento
mesmo apds a remocdo dos fungos pelos processos usuais de industrializagdo e embalagem
(CAST, 2003).

Todas as micotoxinas sdo prejudiciais de diferentes maneiras, exibindo toxicidade aguda
e cronica, como genotoxicidade, toxicidade cancerigena, imunotoxicidade (imunoestimulante
ou imunossupressora), mutagenicidade, nefrotoxicidade e teratogenicidade (EFSA, 2014).

Zearalenona ¢ uma micotoxina produzida por varias espécies de fungos do género
Fusarium, principalmente F. culmorum, F. graminearum, F. cerealis, F. equiseti e F.
semitectum, que sdo fungos comuns do solo, em paises temperados e quentes, e sao
contaminantes regulares no cultivo de cereais no mundo todo (MANKA et al., 1985;
BENNETT; KLICH, 2003). Essa micotoxina ¢ altamente resistente a temperatura, e foi
encontrada em diversos produtos cereais como milho, farinha, malte, soja e arroz
(KWASNIEWSKA; GADZAELA-KOPCIUCH; CENDROWSKI, 2015).

Devido a alta frequéncia de contaminacdo de cereais e seus derivados (ZINEDINE et
al., 2007), faz-se necessaria a ado¢ao de medidas para evitar danos a satide de seres humanos e
animais de criagdo, por meio do monitoramento e controle desta toxina em diversos niveis da
cadeia produtiva (TANAKA et al., 2000; BULLERMAN; BIANCHINI, 2007).

Existem diferentes técnicas de extracdo adequadas para o isolamento das micotoxinas,
como a extragao liquido-liquido (LLE) e a extragdo em fase solida (SPE) para amostras liquidas,
e extragdo liquida pressurizada (PLE) e extracao solido-liquida (SLE) para amostras sélidas,
entre outras (KOPPEN et al., 2010; CAPRIOTTI et al., 2012).

A selecdo do método depende da natureza da matriz, suas caracteristicas e

complexidade. No entanto, alguns desses métodos apresentam custo muito elevado, além da
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morosidade de suas diversas etapas e ainda a utilizagdo de grandes volumes de solvente. O
método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) que tem como vantagens ser
rapido, facil, econdomico, efetivo, robusto e seguro, ¢ uma alternativa adequada para a extragao
de micotoxinas e explora as possibilidades oferecidas pela instrumentagdo analitica moderna
(ANASTASSIADES et al., 2003; MIRO-ABELLA et al., 2017).

Desta maneira este trabalho propde estudar um método de extracdo mais rapido e
eficiente para posterior analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector

de fluorescéncia.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia de andlise dos metabdlitos da toxina flngica
zearalenona (o- e [-zearalenol) que seja de menor custo possivel, mais acessivel e de facil

aplicabilidade, utilizando a técnica de extragdo QuEChERS e analise por CLAE-FLD.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar a metodologia de extragdao por metodologia QUECHERS

Validar a metodologia de CLAE-FLD desenvolvida.

Determinar a seletividade, linearidade, precisao, limite de deteccdo (sensibilidade),
limite de quantificacdo, exatiddo e robustez.

Demonstrar a aplicabilidade do método desenvolvido utilizando soro de cadelas

diagnosticadas com cancer de mama e pesquisar os metabolitos a- e -zearalenol.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MICOTOXINAS

As micotoxinas (do grego “mykes”, fungo, e do latim “toxicum”, veneno) sao
substancias toxicas resultantes do metabolismo secundario de fungos, produzidas durante o
crescimento fungico e podem ser encontradas nas hifas e nos esporos desses organismos. Sua
producdo se d4 no campo durante a estagdo de crescimento, colheita, secagem e armazenamento
(CAST, 2003). Se ingeridas, as micotoxinas podem causar doengas, de forma aguda ou cronica,
denominadas micotoxicoses. O interesse pelo estudo das micotoxinas se tornou mais evidente
apos a descoberta das aflatoxinas na Inglaterra, em 1960 (KOPPEN et al., 2010; MILICEVIC;
SKRINJAR; BALTIC, 2010).

No que diz respeito a sua presenga, destacam-se as micotoxinas especificadas abaixo

(TABELA 1).

TABELA 1- PRINCIPAIS ESPECIES FUNGICAS RESPONSAVEIS PELA PRODUCAO DE MICOTOXINAS
Micotoxinas Espécies produtoras

Aflatoxinas Aspergillus flavus, A. parasiticus

Ocratoxina A Aspergillus ochraceus, A. alliaceus, A. niger, A. carbonarius,

Penicillium verrucosum, P. nordicum

Tricotecenos Fusarium spp.
Zearalenona F. graminearum
Fumonisinas F. moniliforme (=F. verticillioides),; F. proliferatum

FONTE: Marques (2007).

Os fatores mais importantes durante o processo de producdo da micotoxina sdo a
disponibilidade de dgua para o crescimento do fungo produtor e a temperatura, que afeta o
crescimento e a saude das plantas e a competitividade do fungo micotoxinogénico (MARTINS;
MARTINS, 2002). Os géneros mais importantes na produ¢do das micotoxinas sdo o0s
Aspergilus, Claviceps, Penicillium e Fusarium (RICHARD, 2007).

O momento em que ocorre a produgdo das micotoxinas se da quando os fungos estdo
diante de condicdes de estresse, sejam climdticas, presenca de pragas, alteracdo nas
concentragoes de oxigénio e dioxido de carbono, entre outros (CAST, 2003). Sua formagao se
da no final da fase exponencial e no principio da fase estacionaria do crescimento dos fungos,

estando associadas a fase de diferenciagdo e esporulacdo (FIGURA 1).
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FIGURA 1- FASES DE CRESCIMENTO FUNGICO E LOCALIZACAO DA SINTESE DE MICOTOXINAS.

Sintese de micotoxinas
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FONTE: Castillo (2007)

Sao considerados fatores criticos para a produ¢do de ZEA a presenca de oxigénio € o
teor de umidade. O crescimento do género Fusarium ocorre durante um periodo de 3 semanas
em niveis de umidade de mais de 20% e temperatura entre 20 e 25 °C em culturas de laboratdrios
(CASTILLO, 2007).

E fundamental que ocorra grande variacio térmica para se ter a produgio de micotoxinas
por fungos Fusarium, como comprovado por Martins e Martins (2002) em estudo in vitro. Os
autores verificaram que a maior produgdo de ZEA ocorreu no milho incubado a 28 °C por 15
dias e seguidos de diminui¢dao na temperatura para 12 °C. Encontram-se essas condigdes em
regides de clima temperado da América, Europa e Asia (CREPPY, 2002).

No final do verdo ou inicio do outono, em decorréncia da variagdo da temperatura e
umidade, pode ocorrer ainda no campo e no cultivo dos graos a produgdo rapida da ZEA.
Concentragdes elevadas podem ser encontradas nos graos devido ao armazenamento
inapropriado, especialmente em decorréncia do alto teor de umidade. Sua ocorréncia ¢
frequentemente observada em grios com outra micotoxina derivada do género Fusarium, a
desoxinivalenol (CASTELL et al., 2005).

As fusariotoxinas sdo facilmente encontradas em cereais e seus produtos, que compdem
uma parte importante da alimentagdo humana e animal. Cultivos altamente contaminados sao
frequentemente destinados a alimentagdo animal (BENNETT; KLICH, 2003; SUDAKIN,
2003).

Os ingredientes de formulagdes de alimentos para animais sdo um bom substrato para

contaminagao por fungos, principalmente aqueles produtores de micotoxinas. No Brasil e em
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outros paises tropicais, as fumosinas, as aflatoxinas e a zearalenona sao de grande importancia,
pois podem causar efeitos toxicos em seres humanos e animais, além de perdas econdmicas na
cadeia de produgao de alimentos para animais (CAST, 2003).

A principal exposi¢do animal e humana as micotoxinas provém de ingestdo cronica de
alimentos contaminados. A exposi¢ao humana pode se dar de maneira direta, através da
ingestao de cereais, ou de forma indireta, pela contaminac¢dao de produtos de origem animal

(CAST, 2003). As principais micotoxicoses humanas estdo apresentadas a seguir (TABELA 2):

TABELA 2 - PRINCIPAIS MICOTOXICOSES HUMANAS
Micotoxicose Alimento

Akakabio-byo

Agente etioldgico

Trigo, cevada, aveia, arroz Fusarium spp.

Alimentar aleukiadxicos Cereais Fusarium spp.
Nefropatia dos balcas Cereais Penicillium
Beribéri cardiaca Arroz Aspergillus spp., Penicillium

Spp.

Dendrodochiotoxicosis

Forragem

Dendrodochiumtoxicum

Ergotismo

Centeio, cereais

Claviceps purpurea

Tumores de esdfago

Milho

Fusarium moniliforme

Hepatocarcinoma

(aflatoxicose aguda)

Cereais, amendoim

Aspergillus flavus,

Aspergillus parasiticus

Doenga kashin Beck Cereais Fusarium
"doenca urov"
Kwashiorkor Cereais Aspergillus flavus,

Aspergillus parasiticus

Sindrome de Reye

Graos de cereais

Aspergillus

Stachybotryotoxicosis

Cereais, forragens

Stachybotrys atra

FONTE: Silva (2017)

O risco provocado pela exposi¢ao a micotoxinas tem levado governos a regular a sua
presenga em alimentos. No Brasil a Resolugdo RDC N° 07, de 9 de margo de 2011, emitida
pela ANVISA, estabelece os Limites Maximos Tolerados (LMT) para diversas micotoxinas em
varias matrizes alimenticias, prevendo ainda o acirramento de niveis tolerados para o futuro
proximo.

Os danos causados a saude pelas micotoxicoses dependem de diversos fatores como

concentracdo e duracao da exposi¢ao a toxina, da toxicidade do composto (efeitos agudos ou
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cronicos), o peso corporal do individuo e a ocorréncia de sinergismo entre as micotoxinas
(KUIPER-GOODMAN, 1991; BENNETT; KLICH, 2003).

Apesar de centenas de micotoxinas ja terem sido identificadas, informagdes sobre
muitas delas ainda sdo limitadas em relagdo a sua ocorréncia natural, estabilidade em alimentos
e toxicidade para humanos e animais. Frente a diversidade das manifestagdes toxicologicas e
das perdas econdmicas, ha uma necessidade continua de proteger a saude dos seres humanos e
dos animais suscetiveis, limitando sua exposi¢do a essas toxinas (MILICEVIC; SKRINJAR;
BALTIC, 2010).

A ocorréncia de micotoxinas em alimentos comerciais para caes foi relatada por varios
pesquisadores (BOHM et al., 2010; GAZZOTTI et al., 2015), mas h4 poucos dados sobre o
grau de exposi¢do natural de cdes no Brasil (SCUSSEL et al., 2006). O controle deve ser
administrado pelos governos de cada pais, através de ministérios e organizagdes, tais como o
Ministério da Saude e da Agricultura. Além disso, tanto os produtores quanto a industria de
alimentos e ragdes devem receber treinamento e incentivo através de politicas publicas para

prevenir e controlar a contaminagao por micotoxinas em seus produtos (ATANDA et al., 2012).

3.2 O GENERO FUSARIUM

Uma grande quantidade de espécies pertence ao género Fusarium, que geralmente sao
fitopatdgenas e saprofitas do solo, a minoria prejudicial ao homem. Na posicao sistematica ¢
definida como pertencente ao Reino Fungi, Divisdo Eumycota, Subdivisdo Deuteromycotina,
Classe Hyphomycetes, Ordem Moniliales, Familia Moniliaceae, Género Fusariumsegundo
(LACAZ; PORTO; MARTINS, 2008).

A maior parte das espécies deste género habita a parte subterranea e raizes das plantas,
fragmentos vegetais e compostos organicos depositados até 100 cm de profundidade do solo.
Estes fungos, parasitas ou saprofitas, dispersam seus propagulos por acdo da dgua de chuva,
ventos e insetos. Outros grupos habitam as regides aéreas superiores de plantas e disseminam
seus propagulos com a agua proveniente da chuva. Sdo importantes fitopatégenos causando
cancro em brotos, lesdo em galhos e obstru¢do em inflorescéncias (BURGESS, 2001).

Em sua maioria, as espécies do género Fusarium parasitam semente de cereais € outros
frutos do campo, causando prejuizo antes e depois da colheita. Certas espécies produzem
toxinas que podem atingir a permeabilidade da membrana celular, ocasionando a interrupgao

do metabolismo celular das plantas. A espécie Fusarium oxysporum ja provocou doengas em
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tomate, batata-doce, peras, doencas no Panama, trazendo como consequéncia o abandono de
milhares de acres na América Central (MILLS, 1989).

O fungo F. graminearum também conhecido por Gibberella zeae (FIGURA 2) ¢
responsavel pela fusariose do trigo e do milho e sobrevive na forma de ascdsporos nos
hospedeiros secundarios como as plantas, os graos e os cereais € em sementes na forma de
micélio (MCGEE, 1988; REIS; CASA, 1996). A disseminacao ¢ favorecida em condi¢des de
clima quente e imido pela formagdo de peritécios sobre os tecidos infectados (SHURTLEFF,
1992).

FONTE: Mostrom (2007)

3.3 ZEARALENONA

Em 1962, Stob e colaboradores isolaram um metabdlito ativo que apresentou atividades
estrogénica e anabolica a partir de culturas de G. zeae (F. graminearum). Este metabolito ativo
com caracteristica estrogénica foi nomeado zearalenona, anteriormente conhecido como toxina
F-2. Assim, a ZEA foi isolada e caracterizada em 1962 e sua estrutura foi elucidada em 1966
(URRY et al., 1966).

A ZEA exibe uma fluorescéncia azul-esverdeada, quando excitada com luz ultravioleta
de ondas longas de 360 nm e uma fluorescéncia verde mais intensa quando ¢ excitada com luz

ultravioleta de ondas curtas de 254 (OMS, 1983).
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3.3.1 Estrutura quimica e historico

A ZEA ¢é um so6lido branco cristalino, descrita quimicamente como uma lactona e pode
ser produzida por varias espécies de Fusarium, sendo que Fusarium graminearum € Fusarium
culmorum sao os principais produtores (ZINEDINE et al., 2007). Estas espécies sdo conhecidas
por colonizarem cereais e mostrarem tendéncia a se desenvolver em baixas temperaturas (OMS,
1983).

Zearalenona ¢ uma lactona acida resorcilica, sendo o radical “-eno” pela dupla ligacao
entre os carbonos C1 ¢ C2 e 0 “-ona” pela presenga do grupo cetona no C6. E insoluvel em
agua, mas solivel em éter, alcoois e benzeno (URRY et al.,, 1966). Em mamiferos, o
grupamento ceto no C8 ¢ reduzido a dois metabolitos estereoisdmeros de ZEA (a- e f-
isomeros), como mostra a FIGURA 3. Estes metabolitos sdo também produzidos pelos fungos,
porém em concentragdes muito menores que a ZEA (CCFAC, 2000).

A ZEA possui caracteristicas estrogénicas e apresenta semelhanca quimica com a
estrutura do hormonio estrogénico 17 p-estradiol (FIGURA 4) (BOEIRA, 2012). Em
experimentos in vitro, se liga aos receptores de estrogénio com afinidade semelhante para as
formas o e B (KUIPER et al., 1998). Apesar de ter uma afinidade menor pelos receptores de
estrogénio do que o 17 B-estradiol, a ZEA atua através destes receptores para ativar a transcri¢ao
de genes responsivos a estrogénio, in vivo e in vitro, além de promover efeitos estrogénicos

indesejaveis (MEHMOOD et al., 2000).
FIGURA 3 — ESTRUTURA QUIMICA DA ZEA

OH O

(a) (b)
(a) e de seus metabolitos (b) a-zearalenol (R1=OH e R2=H) e B-zearalenol (R1=H ¢ R2=0OH).
FONTE: Bennett ¢ Klich (2003).
FIGURA 4 — ESTRUTURA QUIMICA DO HORMONIO ESTROGE NICO 17 B-ESTRADIOL
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FONTE: Zinedine et al (2007)

3.3.2 Ocorréncia

A ZEA pode ser produzida em diversos substratos como trigo, cevada, milho, silagem
de milho, arroz, sorgo, e casualmente, nas forragens. Entretanto, o milho ¢ o vegetal mais
susceptivel a contaminagdo pelos fungos fitopatogenos do género Fusarium (KUMAR et al.,
2008; SALAY; MERCADANTE, 2002).

A zearalenona ¢ uma micotoxina estrogénica de ocorréncia natural e tem sido associada
a manifestagdes clinicas de varios efeitos estrogénicos em seres humanos e animais (FLECK et
al.,2016; STOPA etal.,2016; POOR et al., 2017). Apesar de apresentar baixa toxicidade aguda,
ZEA provou ser hepatotoxica, hematotdxica, imunotoxica, genotoxica, teratogénica e
carcinogénica para uma série de espécies de mamiferos (ZINEDINE et al., 2007).

Hé pouca informacao conclusiva sobre os efeitos da zearalenona em seres humanos
(WARTH et al., 2013). A preocupagdo com a ingestdo deste composto estrogénico aumentou
devido a relatos de desenvolvimento precoce de puberdade em criancas de 7 e 8 anos de idade
em Porto Rico (SAENZ DE RODRIGUEZ; BONGIOVANNI; CONDE DE BORREGO,
1985).

Em 2000, cientistas hiingaros reportaram um aumento da incidéncia da telarca precoce!
em criangas com idades compreendidas entre os 6 meses e os 8 anos. Neste caso, a ZEA foi
detectada no sangue e nos alimentos ingeridos pelas criangas (SCF, 2000), podendo ter sido o
importante agente etioldgico desta intoxicagdo (CAST, 2003).

Um estudo controle realizado na Tunisia avaliou as concentracoes de ZEA e seus
metabolitos na urina de mulheres diagnosticadas com cancer de mama e encontrou uma
correlagdo entre o aumento no risco de cancer de mama e a presencga de metabolitos da ZEA na

urina (BELHASSEN et al., 2015).

! Desenvolvimento das mamas em meninas, que geralmente ocorre apds os 8 anos de idade e é acompanhada por
outros sinais de puberdade, incluindo um surto de crescimento.
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Os efeitos toxicos causados na maioria dos animais sao semelhantes aos que se originam
da exposicdo a altas concentragdes de estrogé€nio, caracterizadas por infertilidade, lactacao
anormal, aborto, mastite, vaginite ou prolapso vaginal e retal (CAST, 2003). Ha relatos de
alteracdes no sistema reprodutor de caes apds 7 dias em doses diarias de 200 pg/Kg de peso
corporal e efeitos sobre as concentragdes sanguineas de hormodnios sexuais apos a exposicao a
doses mais altas durante um periodo mais longo de tempo (75 pg/Kg de peso corporal por 42
dias) (GAJECKA et al., 2004; STOPA et al., 2014).

Em animais domésticos, o envenenamento por ZEA tem sido associado a sindromes
hiperestrogénicas. Os porcos sdo geralmente os mais afetados, sendo relatada a ocorréncia de
problemas genito-urinarios. Os principais sintomas de intoxicac¢ao incluem hiperemia e edema
da vulva em fémeas pré-puberes e, em casos graves, prolapso da vagina e reto (ZOLLNER et

al., 2002; DANICKE et al., 2005).

3.3.2.1 Ocorréncia da Zearalenona no milho

A ZEA possui distribui¢do mundial e ocorre em diversos cereais, principalmente no
milho (SILVA; VARGAS, 2001) decorrente principalmente do fungo F. graminearum, um
importante produtor de ZEA e frequentemente isolado neste grao (MARTINS; MARTINS,
2002). Acredita-se que com a expansao mundial do comércio de graos o fungo tenha se
espalhado de um pais a outro (D’MELLO; PLACINTA; MACDONALD, 1999).

A prevaléncia de ZEA no milho do Brasil dos anos de 1990 a 2000 foi avaliada por
Salay e Mercadante (2002). Neste estudo, mais de 50% das amostras dos estados do Rio Grande
do Sul, Parana, Goias e Mato Grosso do Sul estavam contaminadas. Em outro levantamento
realizado também no Brasil, Mallmann e Dilken (2007) analisaram 65.361 amostras colhidas
aleatoriamente nas industrias de racdo do pais e em 14,8% das amostras de farelo de milho
destinados a ragdo estavam contaminadas, sendo que em alguns momentos do ano ultrapassou
0s 45%.

A prevaléncia de micotoxinas na industria de alimentos da Europa, Asia e Oceania foi
mensurada no periodo de 2003 a 2005. Na Asia ¢ Oceania a ZEA foi o contaminante mais
comum das amostras de gluten de milho com taxa de contaminacao de 92%, com concentracao
média de 272 pg/kg e méxima de 3.158 pg/kg. Também foi encontrada em 37% das amostras
de produtos destinados a alimentagdo animal e ra¢do em concentragdo média de 114 pg/kg e

maxima de 4.132 ug/kg. Nas amostras de milho da Europa e regido do Mediterraneo a ZEA foi
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detectada em 63% do material analisado, com niveis méximos de 1.958 pg/kg e média de 71

ng/kg (BINDER et al., 2007).

3.3.3 Legislagdo

Desde a descoberta das micotoxinas, muitos paises tiveram a necessidade de criar uma
legislacdo adequada, com o objetivo de proteger os consumidores dos efeitos nocivos das
mesmas. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu limites
em diversos tipos de alimentos destinados ao consumo humano, através da Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 07, de 18 de marco de 2011.

Na Europa, os limites maximos para micotoxinas sao definidos no Regulamento n°® 188
de 19 de dezembro de 2006. Comparando a legislacdo brasileira e europeia, observa-se uma
diferenga em relacdo aos limites maximos permitidos de ZEA. Estes valores sdo menores na
legislagao da Europa.

A ZEA ¢ uma micotoxina frequentemente analisada. Os principais problemas de
regulagdo e controle até agora foram a falta de métodos analiticos rapidos e a falta de
comparabilidade dos resultados das medi¢cdes e dos materiais de referéncia adequados
(MILICEVIC; SKRINJAR; BALTIC, 2010).

Para dar suporte a aplicagdo de regulamentos, proteger a saude dos consumidores e
facilitar o comércio doméstico e internacional de alimentos, o método analitico deve produzir
resultados de alta qualidade em um curto espago de tempo e a um custo acessivel. Para atender
esses desafios, foram relatados varios métodos para descrever a preparagdo de amostras e a
instrumentagdo para a determinagdo de micotoxinas em alimentos (TURNER;

SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).

3.3.4 Toxicocinética

A zearalenona apds administragdo oral ¢ absorvida ligeiramente (AVANTAGGIATO
et al., 2003; CAVRET; LECOEUR, 2006). Em suinos, a absor¢ao apds uma dose de 10 mg/kg
de peso vivo ¢ de aproximadamente 80 a 85% (BIEHL et al., 1993). Depois da administragdo
da micotoxina, ocorre a distribui¢do para os orgdos reprodutores (ovario e utero), tecido
adiposo, tecido intersticial e células dos testiculos (KUIPER-GOODMAN; SCOTT,;
WATANABE, 1987). A absor¢ao de ZEA segue uma cinética de primeira ordem, com Ka
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(constante cinética) igual a 9,3 mg/hora em ratos (RAMOS; FINK-GREMMELS;
HERNANDEZ, 1996).

Durante a biotransformagdo em mamiferos ocorre o desenvolvimento de dois
metabolitos estereoisomeros da ZEA, a- e - zearalenol que, do mesmo modo, possuem agao
estrogénica. Ocorre também a produgao pelos fungos, entretanto, em uma concentracao inferior
a produzida no decorrer da metabolizacdo da ZEA no organismo animal (ZINEDINE et al.,
2007).

O conhecimento a respeito dos mecanismos de biotransformacdo ¢ de fundamental
relevancia para a compreensdo dos efeitos toxicos provenientes da exposicdo aguda a
micotoxinas. As espécies animais demonstram diversos sistemas enzimaticos que convertem as
substancias toxicas em substancias mais hidrofilicas para serem excretadas do organismo. Em
certos casos os produtos da biotransformagao possuem toxicidade mais acentuada que o proprio
substrato, como ocorre com a ZEA (D’MELLO et al., 1999). Ainda, espécies animais reagem
de modos diferentes aos efeitos toxicos da ZEA, relacionados com a metabolizagdo hepatica
desta micotoxina.

Células microssomais hepaticas de suinos produzem maior quantidade de a-zearalenol,
que possui maior atividade estrogénica se comparado com [-zearalenol, enquanto microssomas
de frango produzem a maior quantidade de -zearalenol (MALEKINEJAD; MAAS-BAKKER;
FINK-GREMMELS, 2006).

A biotransformagdo da ZEA estd representada esquematicamente (FIGURA 5). Sua
biotransformacao pode ser por duas vias, a via 1, por hidroxilagcdo; e a via 2, por conjugacao ao
acido glicurénico (OLSEN et al., 1981) que inativa a ZEA e seus metabdlitos. A via 1 consiste
na formacao de a- e - zearalenol (a- e B-ZOL) e zearalanona (ZAN), catalisada pelas enzimas
3a- e 3B hidroxiesterdide desidrogenase (HSD). Na via 2 a conjugagcdo da ZEA e de seus
metabolitos com acido glicuronico ¢ catalisada pela glucuronil-difosfatouridina-transferasel
(UDFGT) (OLSEN et al., 1981). As enzimas 3a- e 3B-HSD estdo presentes em varios 6rgaos e
sdo responsaveis pelo metabolismo dos hormodnios esterdides (FINK-GREMMELS;
MALEKINEJAD, 2007).

O mecanismo de acdo das 3a- e 3B- HSD na biotransformagdo da ZEA ndo ¢
completamente conhecido em animais. Em seres humanos essas enzimas agem na presenca de
dinucleotideo de nicotinamida adenina reduzido (NADH) e exercem uma fungdo importante na
regulacdo dos hormdnios esteroides em nivel de receptores (THOMAS et al., 2004).

Em exposi¢do prolongada no organismo, a ZEA compete com os hormonios esteroides

por servir de substrato as enzimas 3a- e 3B-hidroxiesterdide desidrogenase. Além disso, em
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suinos e, provavelmente, em seres humanos, a ZEA ¢ rapidamente absorvida apos a
administracao oral e pode ser metabolizada nas células intestinais. Nessas células, a ZEA ¢
degradada em a- e - zearalenol (a- e f-ZOL) e a- e B- zearalanol (a- e B-ZAL), que sdo
posteriormente conjugados com acido glicurénico (JECFA, 2000).

O principal 6rgao responsavel pela conversdo da micotoxina em a-zearalenol e -
zearalenol ¢ o figado, e esta rota foi descrita por diversos autores em varias espécies, cOmo nos
ratos, suinos, perus e galinhas (JECFA, 2000).

O metabdlito a-zearalenol possui maior potencial estrogénico que a ZEA e o [-
zearalenol (CELIUS et al., 1999; MINERVINI; DELL'AQUILA, 2008; MALEKINEJAD;
MAAS-BAKKER; FINK-GREMMELS, 2006), uma vez que possui maior afinidade pela
ligacdo com os receptores de estrogénio (CELIUS et al., 1999). Assim, a hidroxilacdo da
zearalenona para a-zearalenol aparentemente ¢ um processo de ativagdo, enquanto que a
producgdo de B-zearalenol seria um processo de desativagdo. Em suinos ha predominancia da
conversdo da ZEA em a-zearalenol em decorréncia da eficiéncia da enzima 3-a-HSD. Outra
particularidade dos suinos € que, comparados as outras espécies animais, possuem menor
capacidade de glicuronidagao e, portanto, menor capacidade de inativacdo da ZEA e de seus
metabolitos (FINK-GREMMELS; MALEKINEJAD, 2007). Somadas estas caracteristicas e
particularidades da metabolizagdo da ZEA explica-se o fato desta espécie ser a mais sensivel
aos efeitos de ordem reprodutiva em relagdo a esta micotoxina. Além disso, os suinos estdo
diretamente expostos a ZEA por terem sua base alimentar constituida de milho, sendo
especialmente mais sensiveis aos seus efeitos toxicos comparando-os as outras espécies animais

(MALEKINEJAD; MAAS-BAKKER; FINK-GREMMELS, 2006).
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FIGURA 5 — REPRESENTACAO DOS METABOLITOS E PRINCIPAIS ENZIMAS ENVOLVIDAS NA
BIOTRANSFORMACAO DA ZEA.
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As fezes sdo a principal via de excrecdo para a maior parte das espécies, apesar dos
coelhos excretarem especialmente ZEA na urina e aproximadamente 45% dos metabolitos dos
suinos ¢ excretado na bile e apenas 7% nas fezes. Sendo assim, a maior rota de excrecdo da
ZEA em suinos ocorre pela bile e urina (FIGURA 6). A maior parte da zearalenona
administrada ¢ excretada em um periodo de 72 horas para a maior parte das espécies animais

(BIEHL et al., 1993).



33

FIGURA 6 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA METABOLIZACAO E EXCRECAO DA ZEA EM
SUINOS.
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3.3.5 Toxicodinamica

Um dos principais alvos de toxicidade da ZEA ¢ através do sistema reprodutivo
(MINERVINI; DELL'AQUILA, 2008; TIEMANN; DANICKE, 2007). A acdo da ZEA pode
acontecer por meio de estimulos aos receptores estrogénicos citoplasmaticos, elevando a sintese
protéica no aparelho reprodutor. Como resultado ela estimula as células endometriais a sintese
de proteinas uterinas, o que resulta em um aumento do peso do trato reprodutivo (GAUMY et
al., 2001).

Particularmente, a ZEA e seus metabodlitos podem se relacionar diretamente com o0s
sitios de ligagdo dos receptores citoplasmaticos do hormonio 17 B-estradiol e translocar o sitio
de ligacdo destes receptores para o nucleo celular (KATZENELLENBOGEN;
KATZENELLENBOGEN; MORDECALI 1979). No nucleo, a estimulagdo do RNA leva a

sintese de proteinas e sinais clinicos do estrogenismo. A toxicidade da ZEA tem sido associada
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a diminui¢ao da fertilidade, reducao da ninhada, altera¢ao do peso da adrenal, tireoide e hipofise
na prole, além de alteragdo nos niveis séricos de progesterona e estradiol (EFSA, 2004).

A ZEA se junta aos receptores estrogénicos, resultando em hiperestrogenicidade em
diversas espécies de animais, principalmente suinos ocasionando aumento e/ou tumefagdo da
vulva (BOYD; WITTLIFF, 1978; GREEN et al., 1990; MINERVINI; DELL’AQUILA, 2008;
TAKEMURA et al., 2007). A intoxicacao ocasiona transtornos reprodutivos, como o aumento
da infertilidade relacionada ao estro’ permanente, atraso no retorno ao estro, persisténcia
vinculada ao estro permanente, persisténcia de corpo luteo, falhas na implantacdo,
pseudogestacao, anomalias ovarianas € nascimento de leitoes fracos (EDWARDS et al., 1987;
KUIPER-GOODMAN; SCOTT; WATANABE, 1987; ETIENNE; DOURMAD, 1994; FINK-
GREMMELS; MALEKINEJAD, 2007).

Os estrogenos estdo presentes tanto no sistema reprodutor feminino quanto no
masculino (CLAUS et al., 1987) e assim estdo envolvidos na estimulagdo da espermatogénese
e sintese de esteroides mediante a ligacao aos receptores de estrogénio (ERs) (RAGO et al.,
2006; STABILE; RUSSO; CHIEFFI, 2006).

Dessa maneira, aos machos expostos a ZEA, pode acontecer reducdo de testosterona
sérica, da espermatogénese e do peso dos testiculos, além da indu¢do de feminizagdo e
diminui¢ao de libido (D’MELLO; PLACINTA; MACDONALD, 1999).

Nos camundongos tratados com ZEA nas doses de 25, 50 e 75 mg/kg por 7 dias via
intraperitoneal ocorreu aumento da vesicula seminal e do peso da glandula prepucial do
testiculo. Foi observada também uma maior porcentagem de espermatozoides anormais,
reducdo de espermatozoides vivos e de sua integridade acrossomica, redu¢do na produgdo
espermatica e das células espermatogénicas, além da redugcdo da concentragdo sérica de
testosterona. Fémeas que copularam com estes camundongos apresentaram uma taxa de
concepc¢ao menor (YANG et al., 2007).

A ZEA afeta especialmente o sistema reprodutivo, entretanto, ela pode produzir efeitos
adicionais. No decorrer da realizacdo de ensaios in vitro com linhagens de células, a ZEA agiu
como um ligante especifico a certos receptores ativando a transcrigao de um fator de regulacgao
da expressao de infinitas enzimas metabolizadoras hepaticas, inclusive a expressdo de enzimas

do citocromo P450, sinalizando que a ZEA possa induzir o metabolismo de drogas (DING;

LICHTIL, STAUDINER, 2006).

2 : A ~ ,
Conjunto de fendmenos e comportamentos que precedem e acompanham a ovulagdo nos mamiferos de sexo
feminino.
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Ocorre uma variagdo no quadro clinico das intoxicagdes pela ZEA de acordo com o
tempo de ingestao e idade, sexo e espécie animal. As micotoxinas de modo geral, inclusive a
ZEA, ocasionam mudangas dos parametros hematologicos, além de também possuirem
atividades hepatotoxicas, imunotodxicas e nefrotoxicas em animais e seres humanos (ABID-
ESSEFI et al., 2004; HASSEN et al., 2007).

Tém sido apresentado que a ZEA e seus metabdlitos tem efeitos deletérios em funcgoes
imunoldgicas nos seres humanos (FORSELL; PESTKA, 1985; VLATA et al., 2006), em
bovinos (LIOI et al., 2004), frangos (YEGANI et al., 2006; BORUTOVA et al., 2008), ratos
(DORIC et al., 2007) e camundongos (PESTKA et al., 1987).

A administracao de 40 e 80 mg/Kg de ZEA em camundongos Balb/C no decorrer de 28
dias ocasionou diminui¢do do peso relativo dos 6rgaos do sistema imunolégico e reducdo da
quantidade de linfocitos resultando em atrofia do baco e modificagdo na producdo de citocinas
e anticorpos (SALAH-ABBES et al. 2010).

A acdo hematotoxica da ZEA foi apresentada no estudos realizados por Abbes et al.
(2007) e Maaroufi et al. (1996), onde camundongos Balb/C e ratos, intoxicados com
concentragoes superiores a 10 mg/kg de ZEA, observaram disfun¢do da coagulagdo, alteragdes
de alguns parametros hematoldgicos como elevagao na quantidade das hemacias, hemoglobina,
hematocrito, leucéceitos totais e diminuicdo da quantidade de plaquetas. Ocorreu também a
diminui¢do da quantidade de linfocitos, reforcando a capacidade imunossupressora desta
micotoxina e confirmando os resultados encontrados por Berek et al. (2001) que também relatou

reducgdo de linfocitos T e B em humanos expostos a ZEA.

3.4 METODOS ANALITICOS

Para aplicacao do método de anélise de micotoxinas, € necessario o desenvolvimento de
procedimentos de extracdo comuns, rapidos e efetivos, garantindo recuperagdes adequadas,
com precisdo e exatidao. Também ¢ desejavel que o preparo da amostra seja comum e que uma
unica determinagdo seja empregada. Um método analitico adequado inclui as etapas de
amostragem/homogeneizagdo, extracdo, limpeza e concentragdo (em alguns casos), antes da

analise quali e/ou quantitativa (GOBEL; LUSKY, 2004; REN et al., 2007).
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3.4.1 Métodos de Extragao

A escolha do método de extra¢do depende da micotoxina em estudo, do tipo de matriz
e da instrumentacao disponivel. Deve ser adequado em termos de identificacdo do analito, da
precisdo e da sensibilidade requeridas. A extracdo deve permitir boas recuperagdes de todas as
micotoxinas sob investiga¢cdo na matriz especifica (ROMERO-GONZALEZet al., 2011).

No processo de extracdo, o analito e os compostos com propriedades semelhantes
migram para o solvente extrator até que haja o estabelecimento do equilibrio. Desta forma, os
compostos desejaveis podem ser concentrados no solvente e os interferentes removidos.

O ideal ¢ que o solvente de extracdo seja capaz de remover apenas a micotoxina de
interesse da matriz. Devido a auséncia de um solvente completamente especifico, os solventes
escolhidos sdo os que podem remover o maximo de micotoxinas quanto possivel, com um
minimo de interferentes. Além disso, deve ser facilmente recuperavel, atoxico, ndo inflamavel,
volatil, estavel e de baixo impacto ambiental (RAHMANI; JINAP; SOLEIMANY, 2009).

Técnicas de extracao tais como: extragao liquido-liquido (LLE), extragdo em fase s6lida
(SPE), microextragdo em fase solida (SPME), extracdo sélido-liquido (SLE), extragdo liquido

pressurizado (PLE) e QUEChERS tém sido empregadas para a extracdo de micotoxinas.

3.4.1.1. A extragao liquido-liquido (LLE)

Também chamada de extragdo por solvente ou particdo ¢ um método para separar um
ou mais componentes especificos em uma mistura de liquidos baseado nas diferentes
solubilidades de solventes imisciveis, normalmente 4gua e um solvente organico. A seletividade
da técnica se da por meio da escolha do solvente extrator. A adi¢do de sais ou alteracdes no pH
podem ser empregados para melhorar a eficiéncia da extrag@o. Os solventes que demonstraram
maior eficiéncia para a extracdo de micotoxinas sdo os relativamente polares como metanol,
acetona, acetonitrila (ACN), acetato de etila, dietil éter, tolueno e cloroférmio ou misturas
destes (RAHMANI; JINAP; SOLEIMANY, 2009).

Como desvantagens, a LLE pode ser uma técnica longa e ndo especifica, pode formar

emulsdes e requer grandes volumes de solventes organicos (RIDGWAY, 2012).
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3.4.1.2. Extragao em fase solida (SPE)

Nesta técnica empregam-se materiais adsorventes como o gel de silica, C8 ou material
de fase reversa C18, resinas de troca idnica e materiais poliméricos. Muitas colunas SPE foram
testadas na analise de fumonisina no milho e em produtos derivados, ¢ a C18 mostrou ser a
mais apropriada ap6s extragdo com ACN:H>O (DILKIN et al., 2001).

A maior desvantagem de SPE ¢ a dependéncia do analito em estudo das condig¢des
operacionais tais como temperatura e tempo de extragdo. Além de ser uma técnica longa se
realizada off line, os cartuchos e discos extratores tornam a técnica mais cara, se comparada a

outras técnicas de extracdo (KRSKA; WELZIG; BOUDRA, 2007).

3.4.1.3. Microextragao em fase solida (SPE)

E uma microtécnica, alternativa a SPE, de extragdo tanto pelas dimensdes do suporte
de extragdo empregado, como pelos volumes de matrizes e solventes empregados. Utiliza-se
uma fibra de silica fundida, recoberta com um adsorvente adequado. A fibra se encontra
acondicionada dentro de uma espécie de agulha em um amostrador semelhante a uma seringa,
ficando exposta somente no momento da extragdo. O processo pode ser realizado por imersao
da fibra diretamente na matriz ou através da exposicdo no espago confinante chamado
headspace, onde a fibra entra em contato somente com os vapores do analito que podem ser
liberados da matriz por aquecimento. Apds a extracdo pela fibra, o soluto ¢ dessorvido
empregando aquecimento (CG) ou empregando quantidades reduzidas de um solvente
adequado (CLAE). O processo se baseia no coeficiente de parti¢ao do analito entre a matriz e
a fibra de extracdo, sendo que a quantidade extraida normalmente ¢ muito inferior a quantidade
total do analito presente na amostra, permitindo que a mesma amostra seja analisada em
replicata. O método SPME oferece muitas vantagens sobre outras técnicas de preparacao
porque ndo requer solvente organico, ¢ relativamente barata, sensivel, muitas vezes ndo requer
qualquer outro passo de preparag¢do da amostra e pode ser facilmente automatizada. No entanto,
as principais desvantagens sdo a aplicacdo somente para amostras aquosas e pouco concentradas

e os limites de quantificacio sio elevados (LIGOR; WOJCIK; BUSZEWSKI, 2004).
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3.4.1.4. Extragao solido-liquido (SLE)

Consiste na separacdo de um ou mais componentes de uma mistura solida através de
um solvente. Neste processo ocorre o contato do solvente com o solido, que cede o componente
soluvel e a separacdo da solucao do solido remanescente se da por filtragdo, destilacao ou
evaporagdo, para recuperacdo do soluto dissolvido no solvente. Sulyok et al (2006),
determinaram 39 micotoxinas em amostras de trigo e milho empregando a mistura de solventes

Acetonitrila:agua:acido acético na proporc¢ao 79:20:1 (v/v).

3.4.1.5. Extragao liquido pressurizado (PLE)

Segundo Desmarchelier et al (2014) esta técnica € alternativa aos métodos de extracao,
como Soxhlet, maceracdo, percolacdo ou refluxo, que oferece vantagens no que diz respeito ao
tempo de extra¢do, consumo de solvente, rendimento e reprodutibilidade. Utiliza solventes
organicos a temperaturas e pressoes elevadas a fim de aumentar a eficiéncia do processo de
extragdo. O aumento da temperatura acelera a cinética de extragdo e mantém o solvente no
estado liquido, permitindo extragdes mais rapidas. Além disso, a elevada pressao facilita a
entrada do solvente para os poros da matriz facilitando a extragao dos analitos. Elevadas
temperaturas também diminuem a viscosidade do solvente permitindo uma melhor penetracao
na matriz ¢ aumenta a difusdo do solvente, resultando em aumento da velocidade de extracao.
Royer; Humpf; Guy (2004), extrairam DON, ZEA e FUN em amostras de milho utilizando este

método de extracao.

3.5 O METODO QuEChERS

3.5.1 Método QUEChERS original

Em 2003, quando Michelangelo Anastassiades e Steven J. Lehotay publicaram seu
novo método de preparo de amostra para extragao de residuos de pesticidas, provavelmente nao
imaginavam a relevancia que o método desenvolvido alcangaria na comunidade cientifica
(GONZALEZ-CURBELO et al., 2015).

Com o objetivo de superar as limitagdes praticas dos métodos de extragdo existentes
na época, o0 método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), que tem como

vantagem ser rapido, facil, econdomico, efetivo, robusto e seguro, além de fornecer resultados



39

de alta qualidade foi idealizado para gerar extratos que pudessem ser analisados por
Cromatografia Liquida e/ou Cromatografia Gasosa acopladas a Espectrometria de Massas em
série (GC-MS/MS e LC-MS/MS) (ANASTASSIADES et al., 2003; LEHOTAY et al., 2010).
A praticidade e os excelentes resultados fornecidos pelo método QUEChERS em parceria com
estas técnicas, contribuiram na popularizacao deste método e dos seus conceitos (PRESTES;
ADAIME; ZANELLA, 2011).

Durante o desenvolvimento do método QuUEChERS, Anastassiades ¢ colaboradores
(2003) revisaram as condi¢des comumente utilizadas na andlise multirresiduo de pesticidas e
propuseram este novo método de preparo de amostra (GONZALEZ-CURBELO et al., 2015).
O procedimento envolve a extrag¢do inicial de uma fase de 10 g de amostra com 10 mL de
acetonitrila, seguida de parti¢do liquido-liquido formada pela adicdo de 4 g de sulfato de
magnésio anidro, MgSO4, mais 1 g de cloreto de sddio, NaCl. A remog¢do da agua residual e a
limpeza ocorrem simultaneamente usando um procedimento denominado Extragdo em Fase
Solida Dispersiva (Dispersive Solid Phase Extraction, D-SPE), em que 150 mg de MgSO4
anidro e 25 mg de amina secundaria primaria (Primary Secondary Amine, PSA) sdo misturados
com 1 mL de extrato de acetonitrila. O D-SPE com PSA efetivamente remove muitos
componentes da matriz polar, como acidos organicos, alguns pigmentos polares e agucares
(ANASTASSIADES et al., 2003).

Na figura abaixo estdo representadas as principais etapas do método QUEChERS

original (FIGURA 7).

FIGURA 7 — REPRESENTACAO DAS ETAPAS DO METODO QuEChERS ORIGINAL.
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FONTE: Prestes; Adaime; Zanella (2011).
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3.5.2 O solvente de extragcao

A selecdo do solvente de extracdo ¢ um ponto crucial no desenvolvimento de um
método de extragao multirresiduo. As principais caracteristicas consideradas na escolha do
solvente sdo: habilidade de extracdo, apresentar seletividade durante a extragdo, particao e
limpeza (clean up), separar-se eficientemente de fases aquosas e ser compativel com diferentes
técnicas cromatograficas (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES; ADAIME; ZANELLA,
2011).

Os principais solventes empregados na extracdo multirresiduo de micotoxinas sao:
acetona, acetato de etila e acetonitrila. No desenvolvimento do método QuEChERS, o solvente
que apresentou caracteristicas mais convenientes foi a acetonitrila. Dentre as vantagens, pode-
se citar a ampla capacidade de extracdo em diferentes polaridades, a extragdo de menores
quantidades de coextrativos lipofilicos provenientes da amostra, como ceras, gorduras e
pigmentos e a capacidade de permitir a remocao de residual de 4gua apenas com o uso de um

agente secante como o sulfato de magnésio anidro (ANASTASSIADES et al., 2003).

3.5.3 A adigdo de sais e a separagao de fases

A insercdo de sais para a promogao do efeito salting out € usada em diversos métodos
multirresiduos. Dependendo da origem do solvente usado na etapa de particdo alcanca-se
melhores percentuais de recuperacdo para analitos polares, pois a inser¢do de sais reduz a
solubilidade destes compostos na etapa aquosa, bem como a quantidade de agua na fase
organica e vice-versa (PIZZUTTI et al., 20006).

Nos métodos multirresiduos que fazem uso da acetona, a particdo ¢ controlada
mediante uma combinacao de cloreto de sodio e solventes apolares, no entanto apresentam
como desvantagem a dilui¢do do extrato e o consumo de um maior volume de solvente. Os
métodos multirresiduos que fazem uso de acetonitrila, desenvolvido até entdo, ndo fazem uso
da adi¢dao de nenhum tipo de solvente apolar no processo de particio (SCHENCK et al., 2008).

Na remocao com acetontrila, a inser¢ao de sais ¢ muito apropriada uma vez que ¢
rapida, facil, tem baixo custo, tem a grande vantagem de nao diluir o extrato da amostra e
oferece a separagao das fases organicas e aquosa (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

O uso de sais secantes, como sulfato de sodio (Na;SOs), tem como objetivo a melhoria

da recuperagao de pesticidas polares (ANDERSSON; PALSHEDEN, 1991).
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A opgao do MgSO4 no desenvolvimento do método QuUEChERS foi em decorréncia
da maior habilidade de remover d4gua quando comparado com outros sais. E também por reduzir
o volume de fase aquosa, sua hidratacdo ¢ uma reacdo exotérmica, obtendo como resultado o
aquecimento entre 40 e 45 ‘C da amostra no decorrer das etapas de extracdo/particio,
possibilitando a extracao, principalmente dos compostos apolares (ANASTASSIADES, 2003).

A fase de limpeza ¢ primordial para favorecer robustez e confiabilidade aos resultados
alcancados pelo sistema cromatografico, pois os componentes ndo volateis da matriz podem
ficar aderidos no sistema de injecdo e também na coluna cromatografica, modificando a
resposta do sistema e elevando a frequéncia de manutengdes técnicas no equipamento (SAITO
et al., 2004).

E comum que na etapa de limpeza se empregue SPE, a qual faz uso de cartuchos ou
colunas que contenham entre 250 e 1000 mg de sorventes. Esta técnica relaciona a operagao
manual, faz uso de diversos solventes para lavagem do sorventes, etapas de evaporacdo e
secagem. Diversos fatores atingem a precisdo quando se trabalha com SPE, entre eles o ajuste
do sistema de vacuo e o fluxo dos solventes. Esta técnica quando automatizada demanda
manuten¢do frequente, € também por os sistemas atuais apresentarem um custo consideravel
(HYOTYLAINEN, 2008).

Diferente dos métodos ja existentes para limpeza com SPE que fazem uso de cartuchos
ou colunas, a D-SPE possibilita que a limpeza e a diminuicao de agua residual sejam realizadas
de uma maneira rapida e simultanea. Essa fase de remocao de agua oferece um extrato final de
menor polaridade, facilitando dessa forma a precipitagdo de co-extrativos polares.
(ANASTASSIADES, 2003).

A estrutura bidentada do PSA promove um efeito quelante, proveniente da presenca dos
grupos amino primario e secundario. A retengdo de acidos graxos livres e de outros compostos
polares presentes na matriz ¢ muito forte. Uma limpeza eficaz dd garantia de vida util maior
para insersores e colunas cromatograficas, diminuindo dessa forma a contaminagdo do sistema

cromatografico e reduzindo o efeito matriz (BEYER; BIZUIK, 2007).

3.5.4 Método QUEChERS modificagdes

No decorrer do desenvolvimento da primeira versao do método QUEChER, somente 25
pesticidas geralmente utilizados por GC-MS/MS foram avaliados (ANASTASSIADES, 2003).
Embora a versao original tenha fornecido 6timos resultados para diferentes tipos de amostras,

algumas aplicacdes demonstraram que certos compostos apresentaram problemas de
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estabilidade e/ou recuperacao segundo o pH da matriz. Desta maneira, no decorrer do periodo
de otimizacao do método, verificou-se que a utilizagdo de tampdes (pH 5) proporcionavam
recuperagdes satisfatorias (>70%) para compostos dependentes do pH (LEHOTAY;
MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005).

A adi¢do de uma etapa de tamponamento foi a primeira alteragdo proposta para o método
QuEChERS, com o propoésito de aperfeicoar os percentuais de recuperagdo (70-120%)
(ANASTASSIADES, 2003).

O método “QuEChERS acetato” foi desenvolvido por Cunha e colaboradores (2007),
onde o efeito tamponante (pH 4,8) ¢ reconhecido pela adi¢cao de acetado de sodio. Este método
foi reconhecido em 2007 como método oficial da Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) para determinagdo de residuos de pesticidas em alimentos (AOAC
INTERNATIONAL, 2007).

O método “QuEChERS citrato” foi proposto por Anastassiades e colaboradores (2007)
para determinacdo de residuos de pesticidas em alimentos, onde ¢ usado uma mistura de citrato
de sodio diidratado e hidrogenocitrato sesquihidratado como sendo responsaveis pelo efeito
tamponante (pH 5,0-5,5).

O Comité Européen de Normalisation (CEN) em 2008, oficializou o método
“QuEChERS citrato” como sendo o método de referéncia da Unido Européia (CEN, 2008).

Outra alterag@o bastante significativa foi a adi¢do de C18, juntamente com PSA na fase
de limpeza (D-SPE), para proporcionar uma limpeza mais eficaz de certas matrizes, em especial
aquelas que contém gordura (LEHOTAY; MASTOVSKA, YUN, 2005).

A combinag¢do do método QUEChERS com limpeza a baixa temperatura, objetivando a
reducdo dos co-extrativos lipidico, também foi utilizada com sucesso. No entanto, a adi¢cao de
C18 na etapa de D-SPE ¢ mais rapida e facil, e proporciona uma retirada igualmente eficaz dos
lipidios (LEHOTAY et al., 2010).

Além das modificagdes que ocorreram, a diminuicdo do teor de clorofila nos co-
extrativos provenientes de amostras com pigmentagao verde, foi outro avanco realizado na fase
de limpeza, alcangado através da adi¢do de uma pequena quantidade de carbono grafitizado
(CUNHA et al., 2007).

Outra modificacao realizada na fase da limpeza foi a utilizagao de uma maior quantidade
de PSA na etapa de D-SPE em amostras de cereais como proposta de remo¢ao de maneira mais

eficiente dos acidos graxos co-extraidos (MASTOVSKA et al., 2010).
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3.5.5 Praticidade e versatilidade no método QuUEChERS

As alteracdes ja foram realizadas no método QUEChERS demonstram um futuro
promissor na analise mutirresiduo. O método tem sido utilizado de maneira satisfatoria quando
aliado a Espectrometria de Massa, no entanto ndo se limita apenas a este tipo de detector
(PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

Ensaios de eficiéncia empregados no método QUEChERS comprovaram sua robustez,
sendo transferido com sucesso entre os laboratorios participantes (MARTINEZ-GALERA;
GIL-GARCIA; SANTIAGO VALVERDE, 2008).

O método QuUEChERS utilizando GC-NPD foram aplicados por Hernandez-Borges e
colaboradores (2009) para a determinagdo de 11 pesticidas em banana, com valores de limite
de quantificacdo (LQ) na faixa de 0,01 a 0,14 mg kg!, percentuais de recuperagio entre 67 e
118% e RSD < 16%. O método QUEChERS também foi utilizado na extragao de 36 pesticidas
em amostras de mel, seguida da determinacdao por GC-ECD e GC-NPD. Obteve-se percentuais
de recuperagdo entre 70 e 120% e RSD < 22%77 (BARAKAT et al., 2007).

Os inseticidas diflubenzurona e triflumurona foram extraidos de amostras de tomate
fazendo o uso do método QuUEChERS e determinados por LC acoplada a sistema de
fotoderivatizagao pos-coluna com detector de quimioluminescéncia. A recuperagao ficou entre
79,7 e 94,2%, com valores de RSD < 10%, valores de LD na faixa de 0,05 a 0,26 ng kg ' e
valores de LQ entre 10 e 20 pg kg™! (CUNHA, 2007)

3.5.6 Limitagdes no método QuUEChERS

O método QUEChER tem vivenciado uma grande transformagao no preparo de amostras
para andlise de micotoxinas nos ultimos anos, proveniente de suas caracteristicas de
simplicidade, rapidez, baixo custo, entre outras, foram inseridas em diversos laboratorios de
rotina. Entretanto, quando foi comparado com métodos que geralmente eram utilizados,
verifica-se que a relagdo entre a quantidade de amostra: solvente (1 g.mL ') obtida no método
QuEChERS ¢ baixa se comparada com os valores tipicos de 2 a 5 g.mL™! dos métodos que
utilizam solventes apolares (HIEMSTRA; KOK, 2007).

Entretanto, se a matriz ndo ¢ uma fonte de ruidos na etapa de analise isto pode
direcionar, no método QUEChERS, a valores de LQ mais elevados, para o mesmo volume de
injecdo. No entanto, considerando a grande detectabilidade das técnicas cromatograficas

disponiveis nos dias atuais, especialmente com GC-MS/MS e LC-MS/MS, o método
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QuEChERS ¢ apropriado para o preparo de amostra objetivando o controle de micotoxinas em
alimentos (HIEMSTRA; KOK, 2007).

A acetonitrila € um 6timo solvente para os métodos de determinagdo que fazem uso de
LC-MS/MS; ndo existe um ideal para analises utilizando GC-MS/MS. No entanto, os avancos
nos sistemas de injecdo possibilitam a combinagao perfeita entre o método QUEChERS e GC-
MS/MS. Entre eles € possivel citar a injecao de grandes volumes (Large Volume Injection —
LVI), que possibilita a injecdo de uma grande quantidade de extrato e automaticamente de
analitos, favorecendo um aumento representativo de detectabilidade. Um progresso relevante
nos sistemas de injecao foi a possibilidade da realizagdo de programacao de temperatura de
vaporizagdo (Programmed Temperature Vaporized - PTV) que permitiu a obtencdo de uma

resposta cromatografica melhor (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

3.6 VALIDACAO

Todo método analitico deve ser cientificamente respaldado e fornecer resultados
confidveis. O processo que demonstra que tal método funciona ¢ chamado de validacdo analitica
ou validacao de método analitico (SHARP, 2000).

Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) a validacao ¢ a
avaliacdo sistematica de um método por meio de ensaios experimentais de modo a confirmar e
fornecer evidéncias objetivas de que os requisitos especificos para seu uso pretendido sdo
atendidos (BRASIL, 2017).

Faz-se a validagdo de um método com o objetivo de garantir a exatidao,
reprodutibilidade e flexibilidade de uma metodologia analitica, sobre uma faixa especifica na
qual uma substancia serd analisada. Faz-se necessaria a validagao da metodologia analitica para
o registro de novos produtos, para analises qualitativa e quantitativa de métodos oficiais,
rastreabilidade dos resultados, entre outros (SKOOG; WEST; CROUCH, 2008).

Para validar uma metodologia analitica sdo normalmente avaliados os seguintes
parametros: seletividade, linearidade, sensibilidade, limite de deteccdo, limite de quantificacao,
precisdo, exatidao e robustez. Dependendo da finalidade do processo ha procedimentos

distintos para validac¢do, conforme descrito abaixo (QUADRO 1).
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Teste de impurezas Doseamento
Parametro avaliado Identificacao L o -dissolugdo
Quantitativo Ensaio limite | (quantificagio)
-uniformidade de
contetido
-poténcia
Exatidao nao sim nao sim
Precisdo Repetibilidade nao sim nao sim
Precisdo Intermediaria nao sim nao sim
Seletividade sim sim sim sim
Limite de detecgao nao nao sim nao
Limite de quantificagdo nao sim nao nao
Linearidade nao sim nao sim
Intervalo nao sim nao sim

3.6.1 Seletividade

FONTE: ANVISA (2017)

E a capacidade que um método possui de identificar ou quantificar o analito de interesse,

inequivocadamente, na presenca de componentes que podem estar presentes na amostra, COmo

impurezas, diluentes e componentes da matriz (BRASIL, 2017).

A seletividade ¢ o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um método

instrumental (RIBANI et al., 2004).

3.6.2 Efeito Matriz

Efeito matriz € o estudo de seletividade que objetiva assegurar possiveis interferéncias

causadas pelas substancias que compdem a matriz amostral, gerando basicamente, fenomenos

de diminui¢@o ou ampliacdo do sinal instrumental (MAPA, 2011). O efeito matriz representa

uma das maiores fontes de erro nas determinagdes analiticas em nivel de tragos, especialmente

de micotoxinas (RIGHI, 2013).
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E determinado por meio da comparagio entre os coeficientes angulares das curvas de
calibracao construidas com a substancia quimica de referéncia (SQR) do analito em solvente e
com a SQR do analito na matriz amostral. As curvas sdo estabelecidas da mesma forma que na
linearidade para os mesmos niveis de concentracao, utilizando, no minimo, cinco concentragdes
diferentes em, no minimo, triplicata. O paralelismo das retas ¢ indicativo de auséncia de
interferéncia dos constituintes da matriz e a sua demonstragao deve ser realizada por meio de

avaliagdo estatistica adequada (BRASIL, 2017).

O célculo para avaliacdo do efeito matriz a partir da inclinagdo das curvas analiticas foi

realizado conforme segue abaixo (EQUACAO 1):

EQUACAO 1 — CALCULO DO EFEITO MATRIZ (%) A PARTIR DA INCLINACAO DAS
CURVAS ANALITICAS

a;reuo,wam:{%):1ﬂﬂx(1—‘%"}
b S
Onde:

Sm = inclinag@o da curva analitica preparada com a amostra fortificada;

Ss = inclinagdo da curva analitica preparada em solvente organico.

Outra forma de avaliar o efeito matriz baseia-se em comparar as areas obtidas das
solucdes analiticas em solvente orgénico com as areas obtidas a partir das solu¢des analiticas

com a matriz amostral. O calculo é efetuado através da seguinte formula (EQUACAO 2):

EQUACAO 2 — CALCULO DO EFEITO MATRIZ POR COMPARACAO DAS AREAS

Efeito Matri=(%) = %x 100

Onde:
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A1l = média das areas da solucao em extrato da matriz, em uma determinada

concentracao;

A2 = média das areas da solu¢do em solvente organico, em uma determinada

concentracao.

Através destas equagdes € possivel determinar se o efeito exercido pela matriz é
positivo (aumento na intensidade do sinal) ou negativo (supressao do sinal) sobre o resultado
da analise. Resultados com efeito matriz entre +20% e -20% sao considerados aceitaveis

(SANCO, 2013).

3.6.3 Curva analitica e Linearidade

A linearidade de um método ¢ demonstrada pela sua capacidade de obter respostas
analiticas diretamente proporcionais a concentragdo de um analito em uma amostra. Uma

relacdo linear deve ser avaliada em toda a faixa estabelecida para o método (BRASIL, 2017).

O valor do coeficiente de determinagdo expressa numericamente o percentual da
variacao total do sinal analitico (y) em funcao da variagdo da concentragao do analito (x). Esse
percentual, como qualquer outro, varia de 0 a 100% e o valor de r?, sendo a expressdo numérica
do mesmo, varia de 0 a 1. Quanto mais proximos de um os valores de r>, melhor seré a qualidade

das curvas analiticas (RIGHI, 2013).

Para avaliagdo da linearidade, devem ser apresentadas as representagdes graficas das
respostas em relagdo ao analito, grafico de dispersao dos residuos, equacao da reta de regressao
de y em x, estimada pelo método dos minimos quadrados, avaliacao da associacdo linear entre
as variaveis por meio de coeficientes de correlagdo (r) e de determinagio (1) e avaliacdo da
significancia do coeficiente angular. O coeficiente de correlagdo deve estar acima de 0,9990 e

o coeficiente angular deve ser significativamente diferente de zero (BRASIL, 2017).

3.6.4 Precisio

A precisao deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios
com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado, sendo expressa

por meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade (BRASIL, 2017).
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A determinagao da precisdo pela repetibilidade deve avaliar as amostras sob as mesmas
condi¢des de operagdo, mesmo analista e mesma instrumentacdo, em uma Unica corrida
analitica, bem como utilizar no minimo 9 (nove) determinag¢des, contemplando o intervalo
linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentragdes: baixa, média e alta, com 3 (trés)
réplicas em cada nivel ou 6 (seis) réplicas a 100% (cem por cento) da concentracdo do teste

individualmente preparadas (BRASIL, 2017).

3.6.5 Exatidao

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de concordancia
entre os resultados individuais do método em estudo em relagdo a um valor aceito como

verdadeiro.

Deve ser verificada a partir de, no minimo, 9 (nove) determinagdes, contemplando o
intervalo linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentragdes: baixa, média e alta, com 3
(trés) réplicas em cada nivel e o preparo das amostras para avaliacao da exatidao deve ser feito
de maneira independente, podendo ser utilizadas solucdes diluidas de uma mesma solugdo mae

da SQR.

A exatidao deve ser expressa pela relacao percentual de recuperagdo do analito de
concentracdo conhecida adicionado a amostra ou pela relagdo entre a concentracdo média,
determinada experimentalmente, e a concentragdo teorica correspondente, dada pela férmula
abaixo. Quando a exatiddo ¢ determinada a partir de um método anteriormente validado, deve-
se considerar, em substituicdo ao termo “concentragdo tedrica”, a concentracdo do analito
determinada por meio desse (EQUACAO 03). Deve ser calculado o desvio padrio relativo

(DPR) para cada concentracdo (BRASIL, 2017).

EQUACAO 3 - CALCULO DA EXATIDAO

Recuperagao = Concentracdo média experimental x 100
Concentragao teorica

3.6.6 Limite de detec¢ao

O limite de deteccdo ¢ demonstrado pela obtengdo da menor quantidade do analito

presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado,
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sob as condi¢des experimentais estabelecidas. A determinacao do limite de detec¢ao pode ser
realizada por meio de método visual, da razao sinal-ruido, baseado na determinagao do branco
ou em parametros da curva de calibracdo, considerando-se as particularidades do método
analitico utilizado. Para métodos visuais, o limite de detec¢do ¢ determinado pela menor
concentracdo para a qual ¢ possivel constatar o efeito visual esperado. Para métodos
instrumentais, o limite de deteccdo pode ser determinado pela razao sinal-ruido. O método
utilizado para determinagdo da razdo sinal/ruido deve ser descrito e justificado. A razdo sinal-

ruido deve ser maior ou igual a 2:1.

Para a determinagdo baseada em parametros da curva analitica, o limite de deteccao

pode ser calculado pela formula abaixo:

EQUACAO 4 — CALCULO DO LIMITE DE DETECCAO:

LD=33.c
1C

Em que: IC ¢ a inclinacdo da curva de calibracdo, ¢ ¢ o desvio padrao e pode ser obtido de 3

formas:

I - a partir do desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de calibragao

construidas contendo concentragdes do analito préximas ao suposto limite de detecgao;
IT - a partir do desvio padrao residual da linha de regressao;

III - a partir da estimativa de ruido proveniente da andlise de um apropriado nimero de amostras

do branco.

3.6.7 Limite de quantificagdo

’

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisao e exatiddo aceitdveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas. O limite de
quantificagcdo deve ser coerente com o limite de especificacdo da impureza. Para a determinagao
deste parametro deve ser seguido o mesmo procedimento para o calculo do limite de deteccao,
sendo que a razdo sinal/ruido deve ser no minimo de 10:1. Para a determinac¢do baseada em

parametros da curva analitica, o limite de quantifica¢do pode ser calculado pela formula abaixo.



50

Devem ser testadas precisdo e exatiddo nas concentragdes correspondentes ao limite de

quantificagao.
EQUACAO 5 — CALCULO DO LIMITE DE QUANTIFICACAO

LQ=10.c
IC

3.6.8 Robustez

E uma medida da capacidade de um método de nio sofrer alteracio em decorréncia de
pequenas variagdes, deliberadamente introduzidas nos pardmetros do método (LANCAS,

2004); ¢ um indicativo de sua confianca durante o uso na rotina (BRASIL, 2017).

Em situagdes onde haja mudanga de fornecedores, marcas ou equipamentos ao longo
do desenvolvimento e validacdo dos métodos, sem alteracdo significativa nos resultados, pode
se dizer que o método possui robustez intrinseca, pois manteve sua resposta em meio a
mudangas no ambiente de analise (RIBANI et al., 2004). O método ¢é considerado robusto se a
variagdo entre os resultados encontrados com os parametros alterados ndo diferir em £ 5% dos
resultados encontrados com os parametros inalterados. A variagdo ¢ calculada com a
EQUACAO 6 que segue:

EQUACAO 6 — CALCULO DA ROBUSTEZ
Variacao (%) = [(Rec 2 x 100)/Rec1] — 100
Onde:

Rec 1 = recuperagdo do método inalterado;

Rec 2 = recuperagdao do método alterado.

TABELA 4 — CONDICOES PARA A AVALIACAO DA ROBUSTEZ DO METODO.

Estabilidade das solugdes analiticas

Tempo de extracao

Preparo das amostras
Compatibilidade de filtros
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Varia¢ao do pH da solugao

Espectrofotometria . )
P Diferentes lotes ou fabricantes de solventes

Variagao do pH da fase movel

Varia¢do na composicgdo da fase movel

Cromatografia liquida
Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

Temperatura

Fluxo da fase movel

Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

Cromatografia gasosa
& & Temperatura

Velocidade do gés de arraste

As variagdes a serem testadas deverdo ser

L. L avaliadas criticamente e seus resultados deverao
Outras técnicas analiticas

ser apresentados

FONTE: Brasil (2017).

4 MATERIAL E METODOS

O preparo das amostras foi realizado no laboratério de Toxicologia e as analises
cromatograficas foram executadas na Central Analitica, ambos no bloco de Farmacia da

Universidade Federal do Parana.

A coleta das amostras de plasma sanguineo de cadelas diagnosticadas com cancer de
mama foi realizada pela equipe de médicos veterindrios residentes do Hospital Veterinario da

Universidade Federal do Parana.

4.1 REATIVOS

Nesse trabalho foram empregados os seguintes reativos e solventes:
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agua ultrapura;
acetonitrila grau cromatografico (Merck®);
Metanol (Merck®);

acetato de amonio (Vetec®);

NN

padrio a e B- zearalenol (adquiridos da Sigma-Aldrich®) ambos com pureza >
98%;

acetato de sodio anidro (Vetec®);

sulfato de magnésio anidro (Vetec®);

PSA (Agilent®);

silica C-18 (Agilent®).

D N N NN

42 PREPARO DAS SOLUCOES

As solugdes padrdo de a- e - zearalenol foram preparadas nas concentragdes de
100 ug/mL. As demais solug¢des foram preparadas por diluicao da solucao estoque.

As solucdes de trabalho foram diluidas em acetonitrila na concentra¢ao de 10 ug/mL
para a- zearalenol e 40 ug/mL para -zearalenol. Estas solugdes foram sempre armazenadas em

freezer -20°C.

4.3 EQUIPAMENTOS

Neste trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos: cromatédgrafo liquido de alta
eficiéncia, modelo e marca Pro Star, Varian®; agitador tipo vortex modelo e marca QL-901,
Biomixer®; balanca analitica modelo e marca AS220/C/2, Radwag®; purificador de 4gua Marca

Elga Lab Water, modelo Purelab Classic (Tipo I, 18.2 MQ-cm).

4.4 AMOSTRAS DE SANGUE

Apods a certificagdio do Comité de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana (processo 23075.177019/2017-21, aprovado em
25/07/2017 —R.0. 06/2017), as amostras de sangue total de cadelas diagnosticadas com cancer
de mama foram coletadas no Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana. Foram
obtidas 50 amostras e o plasma foi separado por centrifugacdo a 3.200 RPM por 2 minutos.

Ap0s as coletas, o material foi armazenado em geladeira com temperatura controlada entre 2°C
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e 8 °C, sendo transportadas até o laboratorio de Toxicologia em caixas térmicas com material
refrigerador e acondicionadas em freezer -20 °C. O descongelamento deu-se previamente a

realizagdo dos testes.

4.5 EXTRACAO DE o E B- ZEARALENOL DO PLASMA

A extragdo de a- e B-zearalenol foi feita utilizando o método QUEChERS modificado.
O desenvolvimento do procedimento de extracdo foi realizado tanto para amostras
contaminadas quanto para as amostras reais. Foram testadas algumas condi¢cdes e as que

apresentaram melhores resultados sdo listadas na TABELA 5 abaixo:

TABELA 5 - PARAMETROS UTILIZADOS PARA EXTRACAO PELO METODO QuEChERS

Extracao Particao Clean up Analise
500 pL de plasma contaminado 0,2g Acetato de sodio anidro Ao sobrenadante
+ 0,05g sulfato de magnésio 0,150g de Ci5 CLAE-FLD
I mL ACN acidificada 1% anidro 0,062g de PSA
Centrifugagio 0,250g de MgSO4

Centrifugagdo

Filtragdo por membrana

FONTE: O autor (2018).

Em tubo tipo eppendorf de 2mL foram adicionados 500 pL de plasma contaminado
com a- e - zearalenol acrescido de 1 mL de acetonitrila acidificada a 1% com éacido acético.
Esta mistura foi agitada em vortex durante 1 minuto e em seguida foram adicionados os sais do
processo de particdo. Novamente foi agitado o tubo e em seguida centrifugado durante 1 minuto
a 7200 RPM. O sobrenandante foi transferido para outro eppendorf para a etapa de clean up.
Os sais de clean up foram adicionados, agitados durante 1 minuto e novamente centrifugado, o
sobrenadante foi filtrado em membrana de 0.22 um. para vial de 2mL.

A acetonitrila foi escolhida como solvente de extragdo para o método QuUEChERS pois
possibilita a extracdo de uma menor quantidade de co-extratos lipofilicos da amostra, além de
permitir melhores percentuais de recuperagdao quando acidificada (ANASTASSIADES et al.,
2003).

4.6 ANALISE QUIMICA DE a- E p- ZEARALENOL

A determinagdo de a- e - zearalenol foi feita utilizando um sistema de Cromatografia
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Liquida de Alta eficiéncia (CLAE) acoplado com detector de fluorescéncia.

As condig¢des cromatograficas utilizadas foram: coluna de fase reversa C18 (Pursuit
150 x 2,0 mm) com tamanho de particulas de 2,8um; temperatura ambiente; comprimento de
onda de excitacdo de 270 nm e emissdo 455 nm; fluxo de 0,2 mL min!; volume de inje¢do 20
uL. Para a eluigcdo foi utilizada a fase movel constituida de 15 mM de acetato de amonio em

metanol/agua (65:35) com eluicdo no modo isocratico.

4.7 PARAMETROS AVALIADOS NA VALIDACAO DA METODOLOGIA

Procedemos inicialmente com os testes dos padrdes dissolvidos somente em solvente,
sem contaminar o plasma. Deste modo, obteve-se as primeiras curvas analiticas.

Apos, realizou-se a contaminacao do plasma com os padrdes, obtendo novas curvas
analiticas, avaliando primeiro a seletividade e depois a linearidade, seguindo a normativa

ANVISA (BRASIL, 2017).

4.7.1  Determinagao da Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por meio de comparacao entre a matriz isenta dos
metabolitos a- e f-zearalenol (plasma em branco) com a matriz contendo o analito (padrio).
Um padrdo de a- e B-zearalenol na concentracdo 10 pg/mL e 40 pg/mL, respectivamente, foi

adicionado na amostra teste, seguida de filtracao e inje¢dao no cromatografo.

4.7.2 Determinacao da Linearidade

A linearidade foi avaliada com base na curva analitica feita a partir de solugdes estoque
de a- e B-zearalenol na concentracdo de 10 pg/mL para a-zearalenol e 40 pg/mL para B—
zearalenol. Para cada padrao foram injetadas 5 concentracdes diferentes, todas testadas em
quintuplicata. Construiu-se um grafico da area do pico x concentracdo do analito, que forneceu

o coeficiente de correlacdo (r) da reta obtida e os coeficientes angular e linear.

4.7.3 Determinagao da Precisao

A precisdo foi avaliada por meio da repetibilidade. Foram feitos 9 padrdes de cada

analito em trés niveis de concentracdo (baixa, média e alta), pelo mesmo analista, sob as
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mesmas condigdes experimentais em um curto intervalo de tempo. A precisao foi demonstrada
pela dispersao dos resultados, calculando-se o desvio padrao relativo (DPR) da série de

medi¢des (EQUACAO 7):

EQUACAO 7 —- DETERMINACAO DA PRECISAO
DPR = (DP/CMD) x 100
Onde:
DP ¢ o desvio padrao;

CMD ¢ a concentragao média determinada

Também foi avaliada a precisao instrumental por meio do tempo de retengdo e area do

pico de 10 inje¢des do padrao de - zearalenol.

4.7.4 Determinagao da Exatidao

A exatidao foi avaliada por meio de ensaios de recuperagao, fortificando-se a amostra
com diferentes concentragoes de padrao de a- e B-zearalenol, e determinando-se em seguida a
concentragdo do analito adicionado. Foram feitas determinag¢des em triplicata em trés niveis de
concentragdo (baixa, média e alta — 15 ng, 30 ng e 50 ng para a-zearalenol e 200 ng, 400 ng e
800 ng para [-zearalenol, respectivamente) para ambos os analitos € a porcentagem de

recuperacgio foi calculada segundo a EQUACAO 8:

EQUACAO 8 —- DETERMINACAO DA EXATIDAO

Recuperacao = Concentragdo média experimental x 100
Concentragao teorica

4.7.5 Determinagdo do Limite de detecgao e quantificacao

Os limites de detec¢do e quantificagdo instrumentais para o- e P-zearalenol foram
avaliados a partir do método baseado nos parametros da curva analitica por meio das equagdes

(4) e (5) descritas no item 2.6.6 ¢ 2.6.7.
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4.7.6 Determinagao da Robustez

Estudos de robustez foram realizados variando fluxo da fase mével e temperatura do
forno da coluna cromatografica. Foram preparadas amostras em quintuplicata do nivel médio
de concentracdo para ambos os metabolitos. Os resultados foram avaliados conforme a

EQUACAO 6.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
DETERMINACAO DE o E B- ZEARALENOL

O desenvolvimento do método para determinacdo de a- e - zearalenol foi baseado em
condigdes propostas pela literatura (ANASTASSIADES et al., 2003), porém a metodologia foi
adaptada e otimizada. Realizamos testes utilizando somente acetonitrila e acetonitrila
acidificada com acido acético a 1%. Nestes testes os melhores resultados foram observados com

acetonitrila acidificada.

A validagdo da metodologia analitica para determinagdo de a- e - zearalenol foi feita
considerando os parametros de seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de detecgao,

limite de quantificacdo e robustez.

5.1.1 Determinagdo do tempo de retencdo de a- e - zearalenol

A andlise cromatografica em modo isocratico utilizando como fase mével 15 mM de
acetato de amonio em metanol/dgua (65:35) demonstrou ser a melhor condi¢do para separar os
produtos de biotransformacao da zearalenona. Nesta condi¢do o B-zearalenol apresentou um
tempo de retengdo de 8 minutos e a a-zearalenol de 9 minutos, conforme FIGURA 9 abaixo.

Outras condi¢oes de fases moveis foram testadas tanto em modo isocratico como em
gradiente, mas em nenhuma condi¢ao utilizando a coluna cromatografica disponivel foi

possivel separar os picos de a-zearalenol e B-zearalenol.
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FIGURA 8 - DETERMINACAO DO TEMPO DE RETENCAO DE a- E B- ZEARALENOL

| 7 5 B W iz |

Minutes

FONTE: O Autor (2018)

5.1.2 Avaliagao da seletividade do método analitico

Com a escolha da fase movel que melhor separou os componentes em estudo, a
seletividade foi o primeiro parametro de desempenho do método a ser avaliado, uma vez que,
se a seletividade do método ndo fosse assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisdo estariam
seriamente comprometidas (RIBANI et al. 2004).

Esse parametro foi avaliado por meio da comparagdo dos cromatogramas referentes a
matriz isenta dos analitos (amostra testemunha) com a matriz fortificada. A analise desses
cromatogramas evidenciou uma seletividade adequada do método, pois nenhum pico foi
observado no tempo de retencdo de B-zearalenol (8,0 minutos) e nem do a-zearalenol (9,0

minutos) na amostra teste.

5.1.3 Avaliagdo do Efeito Matriz

O efeito da resposta cromatografica influenciada pelo efeito matriz pode causar
aumento ou diminui¢ao da resposta do detector para um determinado analito presente no extrato
da amostra quando comparado com o mesmo analito em solvente organico.

O efeito causado pela matriz depende das caracteristicas fisico-quimicas dos analitos e
das propriedades endogenas da matriz (polaridade, estabilidade térmica, tamanho das

moléculas, entre outros) (PINHO et al., 2010).

Para ambos os metabodlitos da micotoxina zearalenona, o efeito matriz observado foi de
supressdo, ou seja, o sinal analitico de o e B-zearalenol em matriz de plasma sanguineo foi

menor que o sinal analitico somente em solvente acetonitrila.

Na TABELA 06, encontram-se os percentuais de efeito matriz, observados para cada
metabolito em cada concentragdo das solu¢des da curva analitica. O efeito matriz nao ¢

consideravel quando seus valores estiverem dentro da faixa de -20% a +20%.
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Pode-se observar que os valores se encontram todos dentro da faixa analitica aceitavel

de 20%, e com valores negativos, o que corresponde ao efeito de supressdo anteriormente
citado.
TABELA 06 —- PERCENTUAL DO EFEITO MATRIZ OBSERVADO NA FAIXA DE CONCENTRACAO

ESTUDADA NAS CURVAS ANALITICAS PARA CADA NiVEL DE CONCENTRACAO
Efeito matriz calculado em cada nivel de concentracio (%)

Metabolito Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Média
o-zearalenol -19 -13 -12 -12 -8 -13
[-zearalenol -20 -13 -10 -10 -9 -12

FONTE: O Autor (2018)

FIGURA 9: CURVA ANALITICA PREPARADA A PARTIR DAS SOLUCOES ANALITICAS DE o -
ZEARALENOL EM SOLVENTE ORGANICO E EM EXTRATO DE MATRIZ EM 5 CONCENTRACOES
(13,1 2 66,6 ng mL ).
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FONTE: o Autor (2018).
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FIGURA 10: CURVA ANALITICA PREPARADA A PARTIR DAS SOLUCOES ANALITICAS DE B -
ZEARALENOL EM SOLVENTE ORGANICO E EM EXTRATO DE MATRIZ EM 5 CONCENTRACOES
(200 a 1000 ng mL ).
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FONTE: o Autor (2018).

Para a micotoxina zearalenona, Souza (2014) em seu trabalho também evidenciou o
mesmo efeito matriz de supressdo, ou seja, o sinal analitico de ZEA na matriz estudada foi
menor que o sinal analitico em solvente organico. O resultado encontrado por este autor ¢
representado na FIGURA 11 e corrobora os dados encontrados neste trabalho, mostrando um

mesmo perfil de resposta para este analito.

FIGURA 11: CURVA ANALITICA PREPARADA A PARTIR DAS SOLUCOES ANALITICAS DA
MICOTOXINA ZEARALENONA EM SOLVENTE ORGANICO E EM EXTRATO DE MATRIZ EM 7
CONCENTRACOES (5 -2500 ng mL ™).

Zearalenona
7 niveis de concentragao
{5 - 2500 ng mL-, n=7)

Area

#0000

o000 * Solugio analitica em

solvente orgdnico
® Solugdo analitica em
extrato da matriz

oM T T T T T
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FONTE: Souza (2014).
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5.1.4 Avaliagao da linearidade do método analitico

A linearidade permite verificar se os resultados referentes as areas dos picos sdo
proporcionais as concentragdes do analito, dentro de uma faixa de aplicagao. Deste modo, foram
construidas curvas analiticas para ambos os analitos (FIGURAS 12 e 13) e os parametros

referentes as curvas estdo apresentados abaixo (TABELA 07).
FIGURA 12 - CURVA ANALITICA DO a- ZEARALENOL.
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3000000 -
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FONTE: o autor (2018).

FIGURA 13 - CURVA ANALITICA DO B- ZEARALENOL.
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FONTE: o autor (2018)
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FIGURA 14 - CROMATOGRAMAS SOBREPOSTOS EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE o- E f-
ZEARALENOL
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FONTE: O AUTOR (2018).

TABELA 07 - PARAMETROS DAS CURVAS ANALITICAS PARA ANALISE DE a- E B-ZEARALENOL

PARAMETROS a B
Coeficiente de correlacao (1) 0,9993 0,9989
Equagao da reta (y=ax +b) y=775928x + 214929 y=7187,4x -226693
Desvio padrao da regressao 1008706 143748
Faixa de concentracdo (ng mL™) 13 -66 200 - 1000
Numero de pontos 5 5

FONTE: O AUTOR (2018).

O coeficiente de correlagdo mostra a qualidade de uma curva analitica, pois quanto
mais proximo o valor for de 1,0 menor tende a dispersdo do conjunto de pontos experimentais
e menor a incerteza dos parametros da regressao linear. Logo um coeficiente de correlagao de
0,99 pode ser considerado como uma relagdo boa dos dados na regressao linear (ANVISA,

2017). Dessa forma, podemos salientar que o método analitico apresenta linearidade na faixa
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estudada, pois para ambos os analitos o coeficiente de correlagdo apresentou valores superiores

a 0,99.

5.1.5 Limites de Deteccao e Quantificacao

O limite de detec¢do (LD) do método foi definido como a menor concentracdo de o e
- zearalenol que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada (RIBANI et al.
2004). A partir das andlises cromatograficas de padrdes em concentragdes decrescentes,
estabeleceu-se o LD de 4 ng mL™! para a-zearalenol e 60 ng mL™! para p-zearalenol, sendo a
menor concentracdo que permitiu a visualizagdo inequivoca do pico cromatografico de
interesse.

O limite de quantificagcdo (LQ) do método foi definido como a menor concentragao de
a- e - zearalenol que pode ser detectada e quantificada com exatidao e precisao (RIBANI et
al. 2004). A partir das analises cromatograficas dos padrdes, estabeleceu-se o LQ de 13 ng mL!
para a-zearalenol e 200 ng mL"! para B-zearalenol, sendo a menor concentragio da faixa linear
das curvas de calibragdo avaliadas, a qual permitiu a quantificagdo de a- e B-zearalenol com
exatiddo e precisao.

Os limites de detecgao e quantificagao foram calculados de acordo com as equacdes 4

e 5, respectivamente, apresentadas anteriormente.

5.1.6 Avaliagdo da Exatidao ¢ Precisao

A exatidao do método foi avaliada empregando os ensaios de recuperacao. Amostras de
plasma humano foram adicionadas do padrdo dos metabodlitos da micotoxina em trés diferentes
niveis de concentragdo (15, 30 e 50 ng para a-zearalenol e 200, 400 e 800 ng para 3-zearalenol).
A fortificacao das amostras foi realizada por pelo menos 12 horas antes do inicio das analises,
com a finalidade de promover maior interagdo entre os metabolitos da micotoxina e a matriz.

Uma limita¢do dos ensaios de recuperagdo ¢ a do padrdo adicionado na matriz ndo
estar necessariamente na mesma forma que a presente naturalmente na amostra, o que pode
resultar em uma melhor detec¢do e recuperagdes otimistas do método (INMETRO, 2010) no
entanto, os ensaios de recuperagdo permitem que o analito de interesse seja avaliado na presenca
de possiveis interferentes, como impurezas € outros componentes da matriz .As porcentagens
de recuperagdo do método variaram de 82 a 96%, com recuperagdo média de 87,7% para o-

zearalenol e 84 a 96%, com recuperacdo média de 91,3% para B-zearalenol . Estas porcentagens
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de recuperacao obtidas foram satisfatorias (ANVISA, 2017). Segundo esta normativa, valores
de recuperagdo entre 80 e 120 % sdo considerados aceitaveis.

A precisdo do método analitico foi avaliada mediante ensaios de repetibilidade,
expressos em termo de desvio padrao relativo.

Os desvios padrao relativos variaram de 1,23 a 8,16% para a-zearalenol e 1,58 a 2,24%
para B-zearalenol. Os resumos das analises de Exatidao e Precisao constam abaixo (TABELAS
08 ¢ 09).

A precisdo instrumental foi avaliada com o proposito de verificar a capacidade do
método analitico estudado, em um mesmo laboratério, de fornecer os mesmos resultados da
concentracdo de P-zearalenol em diferentes dias de andlises. Ensaios de repetibilidade
empregando o mesmo cromatografo liquido, sob as mesmas condi¢cdes cromatograficas, no

mesmo laboratério, pelo mesmo analista, foram realizados em uma mesma corrida analitica.

TABELA 08 — ENSAIO DE AVALIACAO DA PRECISAO PARA a-ZEARALENOL

Nivel de Concentracio Média (%) Desvio CV%
(ng mL') Padrio

15 12,24 1,00 0,082

30 25,79 1,62 0,062

50 47,8 0,59 0,012

FONTE: o autor (2019).

TABELA 09 — ENSAIO DE AVALIACAO DA PRECISAO PARA B-ZEARALENOL

Nivel de Concentracio Média (%) Desvio CV%
(ng L) Padrio

200 185,05 2,95 0,015

400 339,83 5,38 0,016

800 772,08 17,37 0,022

FONTE: o autor (2019).

Os experimentos feitos para avaliar a precisdao do método por meio da repetibilidade
demonstraram que existe concordancia entre os resultados encontrados para os trés niveis de
concentracgdo avaliados.

Costuma-se confundir a repetibilidade com precisdo instrumental. A primeira envolve
varias medi¢cdes de algumas solugdes preparadas da mesma forma a partir de uma unica
amostra. J& a precisdo instrumental avalia as medi¢des de inje¢des repetitivas de uma Unica
solucao (RIBANI et al., 2004). A precisao instrumental foi verificada nesse trabalho por meio
da injecdo sucessiva de um padrdo. Os valores referentes ao CV para tempo de retengdo e area

do pico para - zearalenol foram inferiores a 1% (TABELA 10).
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TABELA 10 — PRECISAO INSTRUMENTAL REFERENTE A INJECAO DO PADRAO DE B-
ZEARALENOL

B-zearalenol

Parametro Concentracio (ng) Média (n=10) Desvio padrio CV (%)
Tempo de retencao 400 8,55 0,1755 0,02
Area do pico 2237644 4,2 0,018

FONTE: O autor (2019).

Observa-se que o equipamento utilizado possui boa precisao instrumental, pois tanto os
valores de area como os tempos de retencdo variaram de forma pouco significativa.
Equipamentos modernos de cromatografia liquida apresentam normalmente precisdo

elevada garantindo mais confiabilidade aos dados gerados.

5.1.7 Avalia¢ao da Robustez

Para os ensaios de robustez do método foram escolhidas para avaliagdo, os parametros
cromatograficos vazao de fase movel (0,3 mL min!) e temperatura da coluna (25° C). O método
mostrou-se robusto pois os resultados encontrados com as condi¢des alteradas (3,15 % para o—
zearalenol e 3,69% para - zearalenol) ndo diferiram em + 5% dos resultados encontrados para

a andlise realizada com os parametros inalterados.

5.2 AVALIACAO DAS AMOSTRAS DE CADELAS PORTADORAS DE CANCER DE
MAMA

Apos a conclusdo da validagdo do método de extracao usando o modelo QUEChERS
como metodologia de escolha por ser mais rapida, com menor custo e efetiva para se aplicar
em laboratorio e da validagao do método analitico por CLAE-FLD, foram coletadas 50 amostras
de sangue de cadelas diagnosticadas com cancer de mama. A coleta foi realizada por médicos
veterindrios que foram responsaveis pela cirurgia de mastectomia e durante o estado de
anestesia foram coletados SmL de sangue. O sangue foi centrifugado e o plasma separado e
congelado at¢é o momento das analises. Apos descongelamento estas amostras foram
submetidas ao mesmo processo de extracdo a fim de avaliar a presenca dos metabolitos a- e -
zearalenol nessa populagdo. Das 50 amostras em que o método foi testado, 14% (n=7)
apresentaram resultado positivo para a- e/ou P-zearalenol, nas concentracdes apresentadas

abaixo (TABELA 11):



65

TABELA 11 — CONCENTRACOES DOS METABOLITOS o E B-ZEARALENOL ENCONTRADAS NAS
AMOSTRAS DE CADELAS DIAGNOSTICADAS COM CANCER DE MAMA

AMOSTRA N° CONCENTRACAO DE CONCENTRACAO DE
B-ZEARALENOL 0-ZEARALENOL
07 307,5 ng ND
12 450,6 ng 16,4 ng
25 317,5ng 13,6 ng
33 301,7 ng 54,0 ng
40 316,6 ng 40,1 ng
45 565,7 ng ND
48 404,8 ng ND
CONCENTRACAO MEDIA: 380,6 ng 31,0 ng

FONTE: O Autor (2019)
ND — Nio detectado

E possivel observar que em 100% das amostras positivas foi observada a presenga do
metabolito B-zearalenol; enquanto o metabolito a-zearalenol foi encontrado em 57,1 % (n=4
amostras). Nas amostras onde somente o metabolito B-zearalenol foi encontrado (n=3), ¢
possivel inferir que se tratam de quadros mais proximos da elimina¢do da micotoxina, uma vez
que a hidroxilagao da zearalenona para o metabolito B-zearalenol € um processo de desativacao
estrutural, enquanto a hidroxilagao para o metabolito a-zearalenol ¢ um processo de ativagao,
etapa mais inicial do processo de biotransformacao.

Em relagdo aos animais que doaram sangue para este estudo, foram de vérias racas ¢ a
maioria sem raca definida. Dos animais que apresentaram amostras positivas para os
metabolitos estudados, observou-se idades entre 3,5 anos e 10 anos e 2 meses, com idade média
de 7 anos.

Em relagdo ao peso, estes animais pesavam entre 11 Kg e 30 Kg, com peso médio de
18,4 Kg no dia da coleta das amostras.

Trata-se de uma populagdo predominantemente adulta, com habitos alimentares
convencionais, ou seja, sdo animais alimentados exclusivamente com ragdo comercial, de 2 a 3
vezes ao dia. Nao foi possivel o acesso a ragdo destes animais, uma vez que o consumo foi
realizado meses atras, ndo tendo mais ragdo disponivel para anélise. A andlise desta ragdo seria
de fundamental importancia para se comprovar o consumo de racdo contaminada e poder se
fazer uma correlagcdo positiva entre o aparecimento de cancer de mama nestas cadelas
estudadas.

Em contrapartida, a positividade na pesquisa dos metabdlitos a- e B-zearalenol sugere
que a ragdo servida para o consumo destes animais estava contaminada com a micotoxina
zearalenona, ocasionando possivelmente o surgimento do cancer, o que levou estes animais a

serem atendidos no hospital veterinario.
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A ocorréncia dos metabolitos da ZEA encontrados no plasma destas cadelas so
demonstra que o consumo de ragdes contaminadas com micotoxinas pode levar ao
aparecimento de doencas que muitas vezes ndo sdo correlacionadas com a ingestdo de

micotoxinas.
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6 CONCLUSOES

Foi desenvolvida uma metodologia para analise dos metabolitos a- ¢ B-zearalenol,
utilizando o método QUEChERS como método de extragao e com detecgdo pelo sistema CLAE-
FLD;

A seletividade da metodologia foi confirmada através do ensaio de amostras
testemunha e a nao verificacdo da presenca de interferentes nas regides de eluigdo dos analitos
em estudo;

As curvas de calibragdo obtidas para a- e B-zearalenol demonstraram coeficiente de
correlagdo acima de 0,99, o que demonstra a qualidade das curvas obtidas por apresentar menor
incerteza dos parametros de regressao linear;

A metodologia apresentou linearidade na faixa de 13 a 66 ng mL™! para a-zearalenol e
200 a 1000 ng mL™! para B-zearalenol;

A metodologia QUEChERS proporcionou eficiente recuperacao de 82% a 96% para a-
zearalenol e 84% a 96% para B-zearalenol;

Os resultados encontrados permitem concluir que o método de extragdo (QuUEChERS
modificado) e quantificacdo (CLAE-FLD) empregado para determinacao dos metabolitos a- e
B-zearalenol em plasma ¢ eficiente, rapido, preciso, exato e robusto;

A aplica¢ao do método QuUEChERS para extragdo dos metabolitos permitiu uma redugao
do volume de solventes utilizados durante a anélise, bem como uma diminui¢do no tempo de
analise;

A validagdo analitica ¢ uma importante ferramenta para que se conheca as limitagdes
das medidas realizadas durante o método analitico. Feito isso, foi possivel atestar a respeito da
confiabilidade de todo o método analitico e concluir a adequagcdo do método ao objetivo
proposto;

Foi realizada uma avaliagdo da ocorréncia dos metabolitos da zearalenona em 50
amostras de plasma de cadelas diagnosticadas com cancer de mama. Dentre as amostras
estudadas, em 07 delas foi quantificado B-zearalenol em concentra¢cdes médias de 380,6 ng e,
em 4 amostras, 31,0 ng de a-zearalenol;

A alimentacdo destes animais restringiu-se especificamente a ragao comercial, origem
da contaminagdo por zearalenona. Inicialmente pensou-se em coletar uma pequena amostra da
racdo servida a estes animais e promover a investigagao da presenca da micotoxina zearalenona,
porém nao seria possivel definir em que momento (lote/marca) a contaminagao haveria ocorrido
por tratar-se de uma exposi¢do diaria e continua, mas a contaminacdo por ZEA ocorreu

decorrente do consumo de ra¢do contaminada;
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Como continuidade desta pesquisa, sugerimos a ampliacdo do numero de amostras de
cadelas com cancer de mama ¢ o desenvolvimento e validacdo do mesmo método de extracao
aplicado para a micotoxina zearalenona em amostras de ragdes comercializadas no mercado
brasileiro, pois estes testes podem revelar baixos padrdes de qualidade na racdo direcionada

para estes animais € os expdem nao s6 a ZEA, mas como também a diferentes agentes toxicos.
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