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RESUMO: Neste trabalho foram determinados os niveis de 4dcido
félico e de fumonisina B, (FB,) em farinha de milho consumida por
24 voluntérios residentes em um campus universitdrio no estado de
Sio Paulo, bem como sua relagio com as concentragdes de 4cido
félico sérico nos individuos. As andlises de 4cido félico e de FB,
em farinha de milho foram realizadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), enquanto a determinagio de 4cido félico
sérico foi feita por kit de imunoensaio. Detectou-se a FB, em
100% das amostras de farinha de milho, em niveis que variaram
de 142 2 3.037 pg kg (média: 738 £ 591 pg kg'). As concentra-
¢oes de 4cido félico nas amostras de farinha de milho ficaram entre
< 0,3 pug kg (limite de quantificacdo) e 1.705 pg kg, com média
de 713 + 435 pg kg!, o que representa 47% do limite minimo
exigido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)
para farinhas de milho comercialmente disponiveis. Nas amos-
tras de soro humano, os niveis de 4cido félico variaram de 6,7 a
24,0 ng mL' (média: 13,4 £ 5,4 ng mL"). Nao houve correlagao
(p < 0,05) entre os niveis de 4cido félico no soro dos individuos
e as concentragbes de FB, ou 4cido f6lico nas amostras de farinha
de milho. Outros estudos sio necessdrios para estimar a ingestao
total de FB, por meio da dieta para averiguar os efeitos das fumo-
nisinas sobre a absor¢io de 4dcido félico nos individuos avaliados.
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ABSTRACT: In the present study, folic acid and fumonisin
B, (FB)) levels were determined in corn flour consumed by
24 volunteers, residents in a university campus in Sio Paulo
State, as well as its relationship with folic acid in serum of
individuals. Analyses of folic acid and FB, in corn flour were
performed by high-performance liquid chromatography
(HPLC), while the determination of folic acid in serum
was accomplished using an immunoassay kit. FB, was
detected in 100% of corn samples, at levels ranging from
142 to 3,037 pg kg' (which means: 738 + 591 ug kg').
The concentrations of folic acid in corn flour samples ranged
from < 0.3 pg kg (limit of quantification) to 1,705 pug kg,
with a mean of 713 + 435 pg kg™!, which represents 47% of the
minimum required by National Agency of Health Surveillance
(ANVISA) for corn flour commercially available. The levels
of folic acid in human serum samples ranged from 6.7 to
24.0 ng mL"' (meaning: 13.4 + 5.4 ng mL"'). No correlations
were observed (p < 0.05) between the folic acid levels in serum
of individuals and the concentrations of FB, or folic acid in
corn flour samples. Further studies are needed to estimate the
total intake of FB, in the diet to assess the effects fumonisins
on the absorption of folic acid in the individuals evaluated.
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INTRODUCAO

As fumonisinas sdo metabdlitos secunddrios toxicos produzi-
dos por fungos do género Fusarium, sobretudo Fusarium ver-
ticillioides, encontrado frequentemente em milho e derivados
(WHo, 2002). Até o presente, foram identificados 28 compos-
tos andlogos designados por fumonisinas, sendo a fumonisina
B, (FB,) o composto com maior poder toxigénico e com mais
frequéncia achado em alimentos, constituindo cerca de 70%
da contaminagio natural por fumonisinas (Domijan, 2012).
Os efeitos da exposi¢io as fumonisinas em seres humanos por
meio da dieta ainda permanecem incertos (Voss ez al., 2014),
no entanto, a ingestdo de FB, em alimentos vem sendo relacio-
nada com a incidéncia de cAncer esofdgico em algumas regioes
da China (Cuu; L1, 1994), Africa (RHEEDER ef al., 1992),
Ira (AL1zaDEH et al., 2012), norte da Argentina (SOLFRIZZO
et al., 2004) e Brasil (WESTHUIZEN et 4l., 2003). A FB, foi
classificada pela International Agency for Research on Cancer
(IARC) como pertencente ao grupo 2B, ou seja, possivel car-
cinégeno em humanos (Iarc, 2002).

Alingestio de FB, também foi ligada 4 ocorréncia de defeitos
no tubo neural (DTN) em mulheres residentes na fronteira do
Texas, Estados Unidos, com o México. Nessa regido, a incidéncia
de DTN dobrou no mesmo periodo em que houve um surto
epizodtico associado A contaminagio de milho por fumonisi-
nas (MI1ssMER et al., 2006). Incidéncias relativamente elevadas
de DTN também foram observadas em regides da Africa do
Sul (35-61/10 mil habitantes), norte da China (57—73/10 mil
habitantes) e Guatemala (até 106/10 mil habitantes), onde a
populagio possui elevada exposi¢ao a toxina, pela utilizagao do
milho como base alimentar (MARASAS ez al., 2004).

O desenvolvimento de DTN possui origem multifatorial,
e a suplementagio com 4cido félico tem indicado redugio na
ocorréncia dessa enfermidade, podendo auxiliar na protegio e
no desenvolvimento do feto (WaEs ez /., 2009). Estudos ante-
riores realizados com animais demonstraram que o dcido félico
(in vivo) e o 4cido folinico (in vive e in vitro) podem diminuir a
incidéncia de exencefalia em embri6es tratados com FB, (SapLER
et al., 2002). Em estudo feito em Sio Paulo, FujiMoRrI ef 4/
(2013) descreveram a redugio de DTN apés a fortificagio obri-
gatéria de farinhas de milho e trigo. A FB, causa interrup¢ao
no metabolismo de esfingolipidios, o que interfere na absor-
¢io celular de diversos nutrientes, principalmente de folatos
(STEVENS; TANG, 1997). Essa deficiéncia intracelular da vita-
mina, ocasionada pela deplegio de esfingolipideos induzida pela
FB,, tem sido considerada como um possivel mecanismo para
a indugio de DTN pelas fumonisinas (MaRasas ¢t 4/., 2004).

No Brasil, a contaminacio de alimentos por fumonisinas
tem sido tratada por diversos autores, de maneira especial no
milho e derivados (BITTENCOURT ez 4/., 2005; MORENO et al.,
2009; BorDIN ¢t al., 2014), contudo nao hd estudos que ava-
liem os niveis de FB, e 4cido félico na dieta, ou a associagao

entre essas varidveis e as concentracoes séricas de 4cido félico.

No presente artigo foram investigados os niveis de FB e
4cido félico em farinha de milho disponivel nas residéncias de
voluntdrios e sua relagio com a concentragio de dcido félico

no soro dos individuos.

MATERIAL E METODOS

Selecdo de voluntarios
e coleta das amostras

Foram selecionados 24 voluntdrios com idades entre 10 e 60 anos
entre funciondrios residentes em um campus universitério no
estado de Sao Paulo, no més de junho de 2011. Adotou-se, como
critério para inclusdo no estudo, histérico clinico de cada volun-
tario demonstrando auséncia de doencas cronicas nos dois anos
anteriores a investiga¢io, de acordo com os registros da Unidade
Biésica de Satide (UBAS) do campus. A inclusio de cada indi-
viduo no estudo foi realizada por manifestagio voluntdria de
concordincia, sendo ela registrada por meio de termo de con-
sentimento livre e esclarecido e assinada individualmente pelos
voluntérios. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (FMRP/USP, processo do Hospital
das Clinicas de Ribeirio Preto n° 7.962/2010).

No dia anterior as coletas de sangue, entregaram-se as resi-
déncias dos participantes um frasco graduado para registro da
quantidade de amostra de farinha de milho coletada (minimo
de 150 g) e sacos herméticos previamente identificados para
acomodar as amostras. Os voluntdrios foram instruidos a cole-
tar os alimentos na forma como se encontravam na residén-
cia (dispostos nas embalagens originais, previamente abertas
ou fechadas, porém em conformidade com a data de validade
do produto) e a levd-las no momento das coletas de sangue 2
UBAS. Ap6s a coleta, as amostras de farinha de milho foram
armazenadas a -20°C até o momento das andlises.

Os procedimentos para coleta e tratamento inicial das
amostras de sangue aconteceram segundo as recomenda-
¢oes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial para coleta de sangue venoso. Apés a coagula-
¢do, os frascos contendo as amostras de soro foram devida-
mente identificados e armazenados a -80°C, para posterior

realizagao das andlises.

Determinacao de fumonisina
B, em farinha de milho

A extragio foi realizada com solugio de metanol-dgua (3:1, v/v)
e purificada pelo uso de colunas de troca idnica forte (SAX),
segundo SHEPHARD ez al. (1990). O eluato foi evaporado a
40°C, reconstituido em 200 UL de solugao acetonitrila—4gua
(50:50, v/v) e derivatizado com solugio de o-ftaldialdeido
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(OPA) previamente preparada. O extrato final foi filtrado em
membrana PTFE 0,45 pm e injetado em sistema de cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, Quioto,
Japao), equipado com detector de fluorescéncia (excitagio
de 360 nm e emissio 440 nm) e coluna C , com dimensées de
4,6 x 250 mm, 5 Wm (Shimadzu, Quioto, Japio).

A fase mével isocrdtica foi composta de dgua—acetonitrila—
4cido acético (50:50:1, v/v/v), utilizando-se o fluxo de 1 mL min™.
As curvas de calibragio foram obtidas com padrées de FB, pre-
parados em triplicata nas concentragdes 0,125, 0,25, 0,5, 1,0
€ 2,0 ug mL"!, os quais foram derivatizados conforme descrito
para as amostras. Os limites de detecgao (LD) e de quantifica-
¢do (LQ) de FB, foram determinados considerando-se a relagio
sinal/ruido de 3:1 e 10:1, respectivamente. Nessas condicoes
os valores de LD e LQ foram 30 ¢ 100 pg kg™, nessa ordem.

O método de andlise foi avaliado previamente, obtendo-se
recuperagoes médias de 77,6 a 103,6% e coeficientes de varia-
¢do de 3,0 a 25,2% para amostras fortificadas com FB, em
niveis de 100 a 1.000 pg kg (BorDIN ez al., 2014).

Determinacao de acido
folico em farinha de milho

A extragio e quantificagio de 4cido f6lico nas amostras de fari-
nha de milho foram realizadas segundo o método descrito por
Heupr et al. (2005). Extrairam-se as amostras com solugio
de hidréxido de sédio (NaOH) 2M em banho de ultrassom
por 10 minutos. Uma aliquota da solugio foi removida e fil-
trada em PTFE 0,45 um, sendo 20 pL injetados em sistema
CLAE (Shimadzu, Quioto, Japdo) equipado com detector de
luz ultravioleta/visivel e ajustado em comprimento de onda
de 270 nm. A quantificacio aconteceu por coluna de fase
reversa C18 250 x 4,6 mm, 5 pm. A fase mével foi composta
de dgua—acetonitrila—dcido fosférico (90:10:1, v/v/v). O limite
de quantifica¢io obtido foi de 0,3 pg kg', e a faixa linear do
método, determinada desse nivel até 3,4 pg kg

Determinacdo de acido félico em soro

A determinacio de 4cido félico (na forma de folatos) nas amos-
tras de sangue foi realizada no laboratdrio de andlises clinicas
Centrolab (Leme, Sao Paulo, Brasil), utilizando-se estritamente
os procedimentos do 4iz de imunoensaio ADVIA Centaur Folate,
por método de quimioluminescéncia (Siemens, Washington DC,
Estados Unidos). Nessa andlise, o folato presente na amostra
competiu com o folato marcado com éster de acridina (provido
com o kiz) por uma quantidade limitada da proteina de ligagao
ao folato marcado com biotina. Na determinac¢io, a amostra
foi previamente tratada para liberar o folato das proteinas de
ligacio enddgena na amostra. Quatro amostras de soro foram
avaliadas em cinco diferentes dias nos niveis de 3,85, 12,00,
22,67 e 33,86 nmol mL", obtendo coeficiente de variagio de
10,00, 7,61, 8,50 e 8,93%, respectivamente, entre as repeticdes

feitas. A faixa de trabalho do £it estabelecido pelo fabricante é
de 0,35 a 24,0 ng mL* (0,79-54,36 nmol mL™).

Os resultados das andlises de FB, e dcido félico nas amos-
tras de farinha de milho e soro foram utilizados para determinar
o coeficiente de correlagao de Pearson (r), e a significAncia foi
testada ao nivel de probabilidade de 0,05 (BErQUO ez al., 1981).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A'Tabela 1 apresenta as concentragdes de FB, e dcido félico nas
amostras de farinha de milho, bem como de 4cido félico no
soro dos voluntdrios. A FB, foi detectada em 100% das amos-
tras analisadas, em niveis que variaram de 142 a 3.037 pg kg™

Tabela 1. Concentragbes de fumonisina B, (FB,) e de acido
folico em farinha de milho disponivel nas residéncias dos
voluntarios e de acido félico no soro dos individuos.

Farinha de milho Soro

Voluntario FB, Acido félico  Acido félico
(ug kg'") (ug kg'") (ngmL")

1 1.280 1.130 20,7
2 1.280 1.130 12,1
3 1.018 884 21,9
4 1.018 884 24,0
5 512 636 14,5
6 653 1.705 24,0
7 460 436 14,9
8 1.089 <LQ 10,2
9 1.089 <LQ 15,5
10 677 340 7.5
11 677 340 7,1
12 677 340 12,9
13 275 578 12,9
14 275 578 9,3
15 350 1.170 6.7
16 350 1.170 8,7
17 350 1.170 8,5
18 717 1.346 15,1
19 605 584 13,2
20 450 222 19,9
21 142 232 15,6
22 362 852 7.5
23 362 852 7.2
24 3.037 521 11,6
Média + DP 738+ 591 7131435 13,4+54

LQ: limite de quantificacdo do método (0,3 ug kg''); DP: desvio padrao.
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(média: 738 £ 591 pg kg'), no entanto uma amostra (4,2%)
apresentou concentragio acima do limite de tolerincia estabe-
lecido pela legislacio brasileira (2.500 pg kg!) (Brasit, 2011).

Esses valores sao similares aos encontrados em estudo ante-
rior, cujo percentual de amostras positivas para FB, em amostras
de farinha de milho coletadas na regido de Pirassununga (SP)
foi de 78%, em concentragio média de 476 pg kg (BorpIN
etal.,2014). A incidéncia de FB, obtida no presente trabalho
foi também semelhante 4 observada por BITTENCOURT ez al.
(2005) em amostras de fub4 e farinha de milho comerciali-
zadas no municipio de Sao Paulo, embora os niveis tenham
sido maiores (470 a 15.300 pg kg'). Contudo alguns fatores
dificultam a comparagio dos dados obtidos em alimentos dis-
poniveis nas residéncias, como na presente investigagao, com
levantamentos nos quais foram analisadas amostras disponi-
veis no comércio varejista, tais como a coleta de farinhas de
embalagens previamente abertas em tempos variados e dife-
rentes condigoes de armazenagem nas residéncias.

As concentragoes de dcido f6lico nas amostras de farinha
de milho variaram de < 0,3 (LQ) a 1.705 pg kg, com média
de 713 £ 435 pg kg'. Somente uma amostra (4,2%) apresen-
tou nivel de 4cido félico acima do valor minimo estabelecido
pela ANVISA para fortificagio de farinhas de milho e trigo
(1.500 pg kg™) (Brasir, 2002). Em estudo anterior, SOEIRO
etal. (2010) encontraram maiores concentracoes de 4cido félico
em farinha de milho (2.940 2 3.280 pg kg!) em trés diferentes
marcas disponiveis no comércio de Campinas (SP). As meno-
res concentragoes obtidas no presente trabalho podem ser por
conta das perdas de 4dcido félico nas farinhas disponiveis nas
residéncias dos voluntdrios, em condicoes e tempo de armaze-
nagem distintos, em comparagio aos produtos disponiveis no
comércio. Esse resultado ressalta a necessidade de tecnologias
para prolongar a vida util do 4cido félico adicionado a farinha
de milho e de orientagoes aos consumidores sobre praticas para
a conservacio dos produtos apés a abertura da embalagem.

Nas amostras de soro humano, os valores alcangados para dcido
f6lico variaram de 6,7 a24,0 ng mL! (média de 13,4 £ 5,4 ng mL"),
os quais estdo coerentes com os dados reportados por STELUTI ez al,
(2011) no Brasil, cuja média foi 9,2 + 3,4 ng mL™. Os valores de
referéncia de 4cido f6lico sérico podem variar amplamente entre as
populagdes e paises com diferentes hdbitos alimentares, tais como
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CONCLUSOES
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efeitos sobre os niveis de dcido félico no soro dos individuos.
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