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RESUMO

Os prejuizos causados pela contaminagdo de alimentos e commodities por
aflatoxinas ndo é apenas no ambito econémico, mas principalmente de saude
publica, uma vez que ja foi comprovada sua carcinogenicidade; o fato haver
legislacbes em varios paises estabelecendo limites maximos permitidos em
alimentos e ragdes, mostra sua importancia. As ferramentas moleculares sé&o
inovadoras neste tema, com estudos acerca da especificidade e sensibilidade de
aptameros, tempo de analise reduzido e desenvolvimento de biossensores. Este
estudo de cienciometria retrata no tempo o estado da arte desde os seus primérdios
de 2012 até 2023. A bioinformatica auxilia no tratamento dos dados gerados pelas
ciéncias dmicas, fornecendo meios capazes de buscar, ordenar e comparar essas
informacdes de forma rapida apresentando-os de forma ordenada de acordo com o
interesse do usuario; uma de suas ferramentas, a Evolugdo Sistematica de Ligantes
por Enriquecimento Exponencial (SELEX) também conhecido por selegao in vitro ou
evolugdo in vitro tem papel relevante no design de aptédmeros. A busca por
tecnologias que fornegam evidéncias precoces da presencga do fungo aflatoxigénico
ou de algum intermediario da biossintese de aflatoxinas ainda no campo, durante o
armazenamento ou no processamento seria um grande passo para a seguranca
alimentar. Verificou-se que ainda sdo necessarios investimentos na area para que
seja desenvolvida uma metodologia que tenha os seguintes atributos: sensivel,
especifica, portatil e de baixo custo; constatou-se também que o interesse neste
tema ainda continua em destaque, visto a producao cientifica localizada no portal da

Capes e na base Web of Science.

Palavras-chave: metabdlitos secundarios; micotoxinas; oligonucleotideos;
aptasensores; cientometria; SELEX (Evolugdo Sistematica de Ligantes por

Enriquecimento Exponencial).



ABSTRACT

The damages caused by food and commodity contamination by aflatoxins are not
only economic but primarily public health-related, given that their carcinogenicity has
been proven. The existence of legislation in various countries establishing maximum
permitted limits in food and feed underscores their importance. Molecular tools are
innovative in this field, with studies focusing on aptamers specificity and sensitivity,
reduced analysis time, and biosensor development. This scientometric study portrays
the state of the art over time from its beginnings in 2012 to 2023. Bioinformatics aids
in processing data generated by omics sciences, providing means to swiftly search,
organize, and compare this information in an orderly manner according to the user's
interest. One of its tools, Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
(SELEX), also known as in vitro selection or in vitro evolution, plays a significant role
in aptamer design. The pursuit of technologies that provide early evidence of
aflatoxigenic fungus presence or any intermediaries of aflatoxin biosynthesis in the
field, during storage, or processing would be a significant step for food safety. It was
found that investments in the area are still necessary to develop a methodology with
the following attributes: sensitive, specific, portable, and low-cost. Furthermore, it was
noted that interest in this topic remains prominent, as evidenced by scientific

production located in the Capes portal and the Web of Science database.

Keywords: secondary metabolites; mycotoxins; oligonucleotides; aptasensors;

scientometrics; SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment).
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1 INTRODUGAO

As aflatoxinas (AFs) sdo metabdlitos secundarios carcinogénicos produzidos
por fungos ascomicetos do género Aspergillus responsaveis por contaminagao de
commodities e alimentos causando toxicidade grave em humanos e animais
(MARTINEZ et al., 2023; XIE et al., 2022; YASEEN; HANANO, 2022). Além de
ameacar a seguranga alimentar e a saude publica, também s&o responsaveis por
perdas econdémicas com a desvalorizagao do produto podendo até ser impeditivo de
sua comercializagcdo. A detecgao precoce é uma estratégia preventiva eficaz (XIE et
al., 2022). Na natureza foram descobertas 26 tipos de AFs: B1 (AFB+), G (AFG,), B2
(AFB2), G2 (AFGy), B2a (AFB2a), G2a (AFG2a), D1 (AFD1), My (AFM1), M2 (AFM2), M2,
(AFMza), H1 (AFH1), P1 (AFP4), P2 (AFP2), P2a (AFP2a), M1-P1 (AFM4-P4), Q1 (AFQy),
Q2 (AFQ2), Q2a (AFQ22), GM4 (AFGM;), GM, (AFGM;), GM2, (AFGMy,), parasiticol
(AFBs), aflatoxicol | (AFL,), aflatoxicol Il (AFLI,), aflatoxicol M1 (AFLM,), e aflatoxina
B1 exo-8,9-epoxide (AFBO), sendo a AFB; considerada a mais toxica e
carcinogénica. A Figura 1 mostra a estrutura quimica das principais AFs, formula
molecular, radicais presentes e os fungos produtores (LIAO et al., 2020).

Apesar de terem sido descobertas na década de 60, at¢é o momento
continuam sendo objeto de pesquisa com a finalidade de reduzir os danos a saude e
prejuizos financeiros.

Com a finalidade de contextualizagdo o tipo légico de pesquisa sera
descritivo, com a problematica da contaminag¢ao de cereais e graos que fazem parte
da base alimentar humana e animal. A variavel tedrica (conceitual) € a seguranga
alimentar, e a variavel operacional consistem na deteccdo de AFs por metodologias

com uso de aptameros.



Figura 1 - - Estrutura quimica das aflatoxinas e fungos produtores
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Chemical Structures
Tynes i s Producers of aflatoxins
Structures R1 R2 R3 R4 Aspergillus fungi / Plants / Animals | Humans

AFB, a H OCH, =0 H CyrHhz 0 A.flavus ; Aarachidicola ; Abombycis ; Aminiscleroligenes ;
A.nomius ; A.ochraceoroseus . A parasiticus . A pseudotamarill ;
A.rambellii ; A pseudocaelatus | A pseudonomius ; A texensis

AFB, ac H OCH, =0 H CypHy Oy A.flavus | Aarachildicola ; Aminisclerotigenes ; Anomius |
A parasiticus | A pseudocaelatus ; A texensis

AFB;, ad H OCH, =0 H Cy7Hy Oy Aflaws ; Aniger ; Poultry ; Metabolite of AFB; in animals

AFB," f - - - - CigHieOs A favus

AFD, g - CieHuaOs Corn ; Peanut ; Cotonseed

AFG, b H - CisHhaOy Afaws | Aarachidicola ; Aminisclerotigenas ; Anomius ;
A parasiticus ; A pseudocaelatus ; A.texensis ; Human

AFG; be H - CizHaOy Afawus ; Aarachildicola ; A.minisclerotigenes ;| A.nomius ;
A parasiticus ; A pseudocaelatus ; A.texensis

AFG;, ba H - CirHiOy Aflawus ; A parasiticus ; Metabolite of AFG; in human uring

AFGM, b OH - CyrHy Oy Afavus | Aparasiticus

AFGM, be OH - CirHuOy APMavus | Aparasiticus

AFGM,, bd oH - = CyrHy Oy A.favus

AFH,* a H OCH, OH OH CisHiOr Maonkey ; Metabolite of AFQ, in animals

AFLI = - = - Human

AFLIF a H OCH, OH H CirHiaOg A flavus |, Metabolite of AFB, in animals

AFM, a OH ©OCH, =0 H CyrHi20; Aflawus | Aparasiticus ; Metabolite of aflatoxin B, in poultry and
mammals and comes from mothers' milk

APM, ac OH ©OCH, =0 H CyyHy Oy A parasiticus ; Metabolite of aflatoxin B, in animals and comes
from mothers' milk

APM,, ac OH OCH H H CirHiOs A favus

AFLM, a OH OCH, OH H CirHu 0y Poultry ; mammals

AFP, a H OH =0 H CgHio0g Metabolite of AFB, in animals

AFP, ad i OH =0 H CigHizOr Metabolite of AFB, in animals

AFP;, ac H OH H H G0y Metabolite of AFP,

AFM,-P, a OH OH =0 H CysHyOy Poultry ; Mammals

AFQ, a H OCH, =0 OH CysHi0r Metabolite of AFB, in poultry and mammals

AFQy, ac H OCH, =0 OH CirHaaOr Metabolite of AFB, in animals

AFQy, ac H OCH, H OH CirHhsOy Metabolite of AFQ,

AFBO ae H OCH, =0 H CyrH Oy Metabolite of AFB, in poultry and mammals

Note: *. B, = Parasiticol, AFH,= aflatoxin RyH, = aflatoxicol H,, and AFLI = aflatoxicol = aflatoxin R,

Fonte: LIAO et al. (2020)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Relatar o estado da arte do uso de aptameros na detecgao de aflatoxinas.

2.2 Objetivo especifico

Revisar literatura disponivel no Portal da Capes, na base de dados Web of

Science~, PubMed Central (PMC) e MLA Bibliography (EBSCO) desde as primeiras

publicagdes e o papel da bioinformatica na obtencao dos aptameros.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

A desvalorizagdo de commodities devida contaminagdo com aflatoxinas e
outras micotoxinas € de preocupacgao global, sendo que, acordo com Turner et al.
(2015), para desenvolver uma metodologia, procura-se adotar o principio
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), ou seja, rapido, facil,
barato, eficaz, robusto e seguro, pode-se adicionar também os conceitos de
acessivel e, de preferéncia, equipamento portatil que possa ser levado a campo
(TURNER et al., 2015). A biologia molecular alavanca fatores como a elucidagao do
mecanismo de toxicidade in vivo, as vias de biossintese dos metabdlitos secundarios
téxicos pelos fungos, o mapeamento génico (clusters, genes, proteinas, enzimas),
interacdo com os fatores bidticos e abidticos, desenvolvimento de metodologias, etc.
As ferramentas da biologia molecular atuam nas seguintes frentes: identificagéo
taxonbmica do fungo; Omicas (protebmica, gendmica, metabolémica,
transcriptbmica, etc); melhoramento vegetal (desenvolvimento de cultivares
resistentes a infeccdo de fungos micotoxigénicos); pesquisa e desenvolvimento);
diagnosticos; metodologias analiticas (desenvolvimento de aptameros para serem
utilizados em metodologias analiticas de detecgdo e quantificacdo diversas); na
detecgao/determinacédo da presengca de genes fungicos considerados chaves na
biossintese de AFs; no design de primers, sintese de moléculas, peptideos, entre
outros. As propriedades quimicas da aflatoxina B1 também podem ser exploradas
usando quimica computacional, que tem sido empregada, complementarmente, as
investigacdes experimentais. Exemplos de estudo in silico, semiempiricos, Hastree-
Fock, DFT, ancoragem molecular e dinamica molecular (MARTINEZ et al., 2023).

A Figura 2 mostra a linha do tempo da descoberta das AFs, desde a
ocorréncia da doenga Turkey X (1960) que dizimou milhares de perus na Inglaterra
devido racado a base de amendoim contaminado com Aspergillus flavus, sob a ética
da pesquisa em prol da saude humana, em destaque na década de 90 a interagao
sinérgica com virus da hepatite humana B (HBV) na etiologia do cancer hepatico, a
mutacdo genética do p53, os achados decorrente das ferramentas da biologia
molecular, a busca de compostos capazes de inibirem os efeitos deletérios das AFs
(“Aflatoxin”, 2017; PICKOVA et al., 2021).
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Figura 2 - Linha do tempo da descoberta da AF

Aflatoxin: An Old Carcinogen Teaches Us New Tricks

Time Line of Aflatoxin Discovery

1993
IARC Classifies
Aflatoxins as Group1
Carcinogens

1961 1991 1995 — 2017
AFB1 Causes AFB1 Levels in DNA Monoclonal Aflatoxin/HBV Oltipraz/NovaSil/CHL/
Liver Cancer Diet Linked to Adduct Antibodies Synergy in Liver Broccoli Sprouts

in Rats Liver Cancer Identified and IAC Cancer Etiology Clinical Trials

ca 1960 1967 — 1972 1981 1987 1991
Toxicology and| | First IARC DNA Albumin P53 mutations

A,:,'::,?:L" Metaboli Evaluati Adduct in Adduct at Codon 249
Identified in Liver Cancer

1963 P 1988-92 2001— 2017
Structures Food Intake/ p53 and HBV
Elucidated e s P Biomarkers Mutations in
: - China & Africa Plasma

1,518 Views

Air date: Tuesday, March 21, 2017, 2:00:00 PM

Fonte: “Aflatoxin” (2017)

3.1 Biossintese das aflatoxinas

A via de biossintese das aflatoxinas (AFs) ainda nao esta totalmente
elucidada (Figura 3). O conhecimento dos clusters de genes da aflatoxina (AF) que
tém sido confirmados em algumas cepas de Aspergillus atualmente ainda recebem
anotagcdes com indicagdes de quadros/fase de leitura aberta de genes (Open
Reading Frames — ORFs) e genes putativos. Foi proposto que a biossintese de AFs
envolva no minimo 23 reag¢des enzimaticas e é regulada por no minimo 53 genes,
agrupados em uma regiao de 75 kb do genoma do fungo no cromossomo Il a cerca
de 80kb de distancia do telébmero, sendo 39 positivos, 12 negativos e 2 outros (nmrA
e afrmtA), dentre os 39 positivos aflR e aflS codificam reguladores especificos da via
(LIAO et al., 2020). Detalhes dos grupamentos (clusters) génicos e a regulagao
genética da biossintese de AFs estao na Figura 4.

O A. flavus NRRL 3357 € um microrganismo utilizado como modelo para o
desenvolvimento de ferramentas moleculares e para estudos da regulagdo e

producdo de metabdlitos secundarios, que também produz niveis elevados de



aflatoxinas, tem 8 cromossomos e um total de 13715 genes codificadores
proteinas previstos (SKERKER et al., 2021).

Figura 3 - Via biossintética das AFs elucidada até o momento
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Figura 4 - Clusters das AFs

AF gene clusters
A.flavus, A.parasiticus, A.oryzae
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Fonte: Liao et al., (2020).

O gene aflR codifica um motivo dedo de zinco binuclear (proteina AfIR DNA-
ligante) responsavel por ativar a transcricdo dos demais genes, desta forma a
expressao dos genes da via das AFs é bloqueada pela delecdo de aflR em A. flavus.
( CARY et al., 2000) Chang et al., 2007, estudou a falta de capacidade de produgao
de AFs pelo A. sojae e concluiu que esta relacionada a uma mutagcéo pontual no
gene regulador aflR, que causa o truncamento no dominio da ativagao transcricional
da proteina AfIR e a abolicdo da interacdo entre AfIR e o co-ativador AflJ que séo
necessarios para a expressao génica. Além disso, um defeito no gene da policetideo
sintase também contribui para sua nao aflatoxigenicidade. Thakare et al., [s.d.]),
demonstrou que com o silenciamento do gene aflC nao houve detecgdo de AF em
milho transgénico (CARY et al, 2000; CHANG et al., 2007; THAKARE et al., [s.d.]).

Outros genes que nao pertencem ao cluster das AFs tém demonstrado
ligacdo com a produgédo de AFs devido a biossintese de AFs poder ser modulada
por genes externos ao cluster e que sdo ativados ou reprimidos por estimulos
ambientais como fonte de nutrientes, mudangas ambientais assim como resposta
oxidativa, pois as vias envolvidas sdo complexas, multiplas e interconectadas
(CACERES et al., 2020). Xie et al. (2022) presume que a presenga ou maior
quantidade de alguns metabdlitos estdo relacionadas com a maior viruléncia da
cepa, indicando capacidade de producao de aflatoxinas (cepas aflatoxigénicas) (XIE
et al., 2022).

Constata-se que toda pesquisa que apresente peculiaridades (anotagdes) a
nivel molecular que auxiliem na elucidagédo da fungcdo dos genes juntamente com a
atuacdo dos fatores externos (temperatura, umidade, atividade de agua) é um
importante aliado para a seguranca alimentar e reducédo das perdas econdémicas.
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3.2 Estudos de ocorréncia

Estudos de ocorréncia e prevaléncia sao abundantes, e auxiliam no
embasamento da importancia da detecgao precoce e mostra a exposi¢ao a que a
populacdo estd submetida, esta exposicdo por sua vez, também pode ser
ocupacional pela inalagao ou contato dérmico de poeira contaminada. Camiletti et
al., 2017, constatou que a contaminagdao por aflatoxinas em grdos de milho
cultivados na Argentina tem aumentado desde 2008 e que Aspergillus segao Flavi
foram detectados em 73% das amostras (CAMILETTI et al., 2017). A secéo Flavi
abrange ambas espécies prejudiciais e benéficas de Aspergillus, tais como A. oryzae
utilizado em fermentacdes de alimentos e producao de enzimas e A. flavus, produtor
de micotoxinas e espoliador de alimentos (KJAERBJLLING et al., 2020). Estes
fungos também foram identificados em mandioca e seus produtos e a maioria das
cepas (73,3%) testaram a habilidade de produzir aflatoxinas em meio sintético
apesar dos produtos estarem livres de aflatoxina (ONO et al., 2021). As taxas de
contaminagao de amendoim pré e pos-colheita com A. flavus foi 30,0% e 39,2% de
acordo com o trabalho de Acur et al., (2020) (ACUR et al., 2020). Entre diferentes
amostras de gréos testados, 83% do amendoim, 69% do milho, 57% do sorgo e 29
% do arroz tinham niveis de aflatoxina B1, acima do permitido (PRIYANKA et al.,
2014). Oitenta por cento (80%) do chili (pimentas) obtidos de mercados tradicionais
e modernos da Indonésia estavam infectados por Aspergillus spp. nos quais 50%
das infec¢des foram identificadas como A. parasiticus e A. flavus. Sendo que a
infeccdo fungica ocorre no campo e durante o armazenamento, sugerindo a
implementagdo de boas praticas de cultivo e manuseio (WIKANDARI et al., 2020).
Algammal et al., (2021) verificou a prevaléncia de A. flavus em produtos carneos:
15% em basterma, 7,5% em linguica e 10% em carne moida sendo que a aflatoxina
B1 foi detectada em 15% das amostras de basterma (06 amostras) (ALGAMMAL et
al., 2021).

As AFs podem contaminar commodities, amendoim, milho, arroz, algodéo,
legumes, cereais, trigo, cevada, aveia, nozes e castanhas, pimentas, éleos vegetais,
cacau, frutas secas/desidratadas, figos, café, alimentos processados, papinhas de
bebé, carnes, leite, leite materno (MARIN et al., 2013; MARTIN-CARRASCO et al.,
2023). Antes de 1985 a Food and Agriculture Organization (FAO) estimou 25% das

culturas de alimentos contaminadas por micotoxinas, entretanto a origem desta
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declaracao é desconhecida. Em 2020 a ocorréncia atual de micotoxinas foi estimada
com base na literatura publicada e parece confirmar a estimativa da FAO de 25%,
embora este numero subestime bastante a ocorréncia acima dos niveis detectaveis
(até 60-80%). O aumento da ocorréncia é provavelmente explicado pela combinacéo
do melhoramento da sensibilidade dos métodos analiticos e o impacto das
mudancas climaticas (ESKOLA et al., 2020).

3.3 Metodologias analiticas e moleculares para detecgao de aflatoxinas

Uma analise de AFs possui varios pontos criticos que se nao forem
observados podem acarretar um erro final resultando em falsos negativos. As
metodologias exigem rigor em seus procedimentos, que incluem correta
amostragem (amostra representativa), processos de extragdo, purificagdo ou
concentracdo que se tornam uma etapa limitante devido seu custo (fase pré-
analitica), a analise propriamente dita e emissdao do resultado. Sado exemplos de
métodos pré-analiticos ou métodos preparativos: extragdo liquido-liquido (LLE -
liquid-liquid extraction), extragdo em fase solida (SPE - solid phase extraction),
imunoafinidade (IA - immunoaffinity), microextragdo em fase solida (SPME - solid
phase microextraction). Nas técnicas mais recentes a etapa de extragcdo nao é
necessaria. Para o processo analitico devem-se considerar os itens: existéncia de
varios alvos de interesse (contaminacdo multipla); quimica variada; multiplas
matrizes (diferentes tipos de amostras); amostragem; limitagbes geograficas e
financeiras (quanto ao acesso a tecnologias); finalidade do teste (para uso no campo
ou poés-colheita em laboratério), velocidade do teste (que influencia na quantidade de
testes/amostras que podem ser realizados/processados); limites de deteccdo ou
quantificacdo na ordem de ug.kg™ (partes por bilhdo — ppb) o que exige que o
método tenha sensibilidade e especificidade; natureza das medi¢cdes necessarias,
entre outros (TURNER et al., 2015).

Em relacdo aos métodos cromatograficos, eles serdo apenas citados
(Quadro 1), ndo entrando nos méritos ou procedimentos, sendo estes: TLC (Thin
Layer Chromatography) cromatografia em camada delgada; GC (Gas
Chromatography) cromatografia em fase gasosa; LC (Liquid chromatography)
cromatografia liquida; HPLC (High-performance liquid  chromatography)
cromatografia liquida de alta eficiéncia; HPLC capilar; micro HPLC; UHPLC (Ultra-
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High Performance Liquid Chromatography) cromatografia liquida de ultra alta
eficiéncia. A aquisicao/deteccao do sinal pode ser: Colorimétrico; FD (Fluorescence
detector) detector de fluorescéncia; CCD (Charge-coupled device) dispositivo de
carga acoplada; UV lampada ultravioleta; Fotossensores/fotodetectores; MS (Mass
Spectroscopy) espectrometria de massa; MS/MS espectrdbmetros de massa
“tandem”, em sequéncia; DAD (Diode Array Detector) detector de arranjo de diodos;
LIF (Laser-induced fluorescence) fluorescéncia induzida por laser; TOF (Time-Of-
Flight) detector de tempo de vbo; ESI (Electrospray lon Source) fonte de
Q (Quadrupole Orbitrap detector); HPLC-MS
liquida de LTQ-Orbitrap
(MS+ESI+Orbitrap); MS Q-TOF (Mass Spectrometer quadrupole time-of-flight); QqQ

(Quadrupole tandem Quadrupole) (TURNER et al., 2015).

eletropulverizagdo de ions;

cromatografia com  espectrometria massa;

Quadro 1 - Métodos cromatograficos e detectores utilizados para aflatoxinas

Toxina Matriz Método Detector
AFs Milho, amendoim TLC uv
AFs Pistache HPLC DAD
AFs | Produto dietético complexo HPLC FD
AFs Leite, ovos, carne HPLC UVeFD
AFs Ragbes para animais HPLC com coluna multifuncional FD

AF M1 Leite humano HPLC FD

AF M1 Produtos lacteos HPLC FD

AF M1 Leite HPLC MS/MS
AFs Racdes para animais UHPLC MS/MS
AFs Azeitonas e drupas Triagem por LIF (Lasl_(laigll_rguced Fluorescence) MS

Fonte: Adaptado de Turner et al., (2015)

Sao testes soroldgicos baseados na reagdo antigeno-anticorpo: ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), ELIME (Enzyme linked immunomagnetic
electrochemical-array), FLISA (Fluorescence-Linked immuno Sorbent Assay),
CELISA linked

nanoparticulas (NPs) ,nanocompostos (NCs), pontos de carbono (Quantum dots -

(cellular/complement-enzyme immuno sorbent assay); as

QD), polimeros impressos molecularmente ( Molecularly Imprinted Polymers - MIP) e
aptameros sao os principais componentes dos biosensores mais recentes e sao

mostrados no Quadro 2.
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Quadro 2 - Métodos baseados em anticorpos e aptameros

(continua)
Toxina Matriz Método Categoria Detector
AFs Milho ELISA Imunologico |  Celula Fotoelétrica ou
fotocélula
AFs Milho ELIME Imunoldgico Transdutor eletroquimico
AFs Cereais FLISA (_ponto quantico Imunolégico FD
vinculado)
AFB; Amendoim cFLISA Imunoldgico FD
AFB; e . Varios . ELISA competitivo indireto | Imunolégico Absorvancia UV
M alimentos, leite
AEM &sgstgs ELISA competitivo Imunoléaico Absorvancia UV ou
! pr (“sandwich”) 9 quimiluminescéncia
lacteos
AFs Pimentas ELISA competitivo Imunoldgico Absorvancia UV
AFB; Vlnho_e ELISA com_petltlvo indireto Imunolégico Optico
cerveja aprimorado
AF.S Amendoim Tira imunocromatografica Biossensores Colorimétrico
totais (ICS)
AF.S Amostras Ligagao direta Biossensores Microcantilever
totais modelos
Azeite, milho, Espectroscopia de
alimentos impedancia eletroquimica
AFB; variados, Ligagao direta Biossensores ou Eletroquimicos ou
amendoim, Piezoelétrico ou FD
trigo, arroz (extingdo intrinseca)
AFM; Leite Ligacéo direta Biossensores Fluorescéncia apr|mor’a_da
por plasma de superficie
Amostras Ligagao direta ao nanotubo
AFB; de carbono modificado por | Biossensores Eletroquimico
modelos .
anticorpo
AFB; Milho ITlgagao direta ao C.h'p Biossensores FD
imunocromatografico
Amostras Nanoparticulas revestidas Espectroscopia Raman de
AFB; com anticorpos e esferas | Biossensores o X
modelos - superficie aprimorada
magneéticas
AFB;, Varios Imunoensaio ligado a Biossensores Colorimétrico
sonda de fago
. - Imunoensaio competitivo . Colorimétrico ou
AFB; Trigo, varios indireto Biossensores Piezoelétrico
AFB; Varios Ensaio de tira imunologica Biossensores Colorimétrico

de fluxo lateral
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Quadro 3 - Métodos baseados em anticorpos e aptameros

(conclusao)

Toxina Matriz Método Categoria Detector
AFB, Nozes, . EQS?'O de tira/fita Biossensores Colorimétrico
castanhas imunoldgica de fluxo lateral
AFB; Amostras Ensaio de fluxo lateral Biossensores Colorimétrico
modelo
AFB; Arroz ELISA competitivo indireto | Biossensores Eletroquimico
AFM; | Leite em p6 | ELISA competitivo indireto | Biossensores Eletroquimico
Nanoparticulas de RnNi
AFB; Amostras reves _tldas por antlcorp’o_s Biossensores Eletroquimico
modelo imobilizadas em superficie
de Oxido de indium-estanho
Sondas de sinal de NPs de
Amostras Nanoparticulas magnéticas . conversao ascendente
AFB; v , Biossensores . .
modelo modificadas por antigeno funcionalizadas com
anticorpos
AFM; Leite Imunoensaio de fluxo lateral Biossensores Colorimétrico
de duas etapas
AFM; Leite Ensaio impedimétrico Biossensores Eletroquimico
AFM, Leite ELISA competitivo direto Biossensores Eletroquimico
AFB; AmendO'm’ Captura aptarr]enca ligada a Biossensores Eletroquimico
milho dendrimero
AFB; Feno, arroz Interagdo DNA competitiva | Biossensores PCR
AFB; Milho Ligacéo direta Biossensores SPR
AFB; Milho Interagdo DNA competitiva | Biossensores Fluorescéncia
AFB; Milho Ensaio competitivo Biossensores Quimioluminescéncia
AFM, Leite Ligacéo direta Biossensores SPR

Fonte: Adaptado de Turner et al., (2015)

Niessen (2008) cita que Geisen e Shapira et al. ambos no ano de 1996,

publicaram os primeiros sistemas baseados em técnicas de reacdo em cadeia da

polimerase (em inglés polymerase chain reaction — PCR) desenvolvido para fungos

aflatoxigénicos, ambos fizeram uso de trés pares de primers em uma PCR multiplex

para os genes aflD (denominacgéo anterior nor-1), aflM (ver-1) e aflP (omtA). Geisen

(1996) verificou que o gene aflD seria o responsavel pela produgédo de AFs, e

Shapira et al. que cepas nao aflatoxigénicas ndo deram origem a produtos de

amplificacdo com um ou todos os pares de primers testados, ressaltando que a
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amplificagdo de marcadores gendmicos especificos é uma técnica mais rapida que o
cultivo e crescimento do fungo em estudo; e que Bu et al. em 2005 utilizou primers
baseados nas sequencias da regido interna transcrita (do inglés internal transcribed
spacer - ITS) ITS1 e 5.8 S do gene rRNA de A. flavus como marcador molecular
para identificacdo filogenética (NIESSEN, 2008).

3.4 Toxicidade das aflatoxinas

Estudos tém revelado a existéncia de no minimo 400 micotoxinas diferentes,
sendo as aflatoxinas, em especial a AFB1, a mais toxica pela classificagdo da
International Agency for Research on Cancer (IARC) e a mais estudada até o
momento, principalmente em estudos in vivo com a finalidade de entender o
mecanismo de agdo que leva a perda da homeostase (equilibrio). No periodo de
2009 a 2019, 22% dos artigos com experimentos in vivo em organismos vertebrados
foram realizados com a AFB1 e o objetivo mais comum foi a imunotoxicidade (30%),
enquanto o restante consiste em estudos de genotoxicidade, estresse oxidativo,
hepatotoxicidade, citotoxicidade, teratogenicidade e neurotoxicidade. Apesar das
tentativas de reduzir seu conteudo nos alimentos, ainda ndo obteve sucesso na
resolucdo do problema principal relacionado a sua toxicidade (BENKERROUM,
2020; CIMBALO et al., 2020). Na ultima década, os olhares estdo voltados para a
agao imunoldgica e aspectos transcriptdbmicos das micotoxinas, confirmando sua
toxicidade a nivel molecular.

O processo de degradagcao dos compostos aromaticos (Figura 5) é
responsavel pela genotoxicidade e carcinogenicidade mediada pelo AFB+-ex0-8,9
epoxido (AFBO), molécula altamente instavel formada pela agdo de enzimas
microssomais citocromicas (CYP450) que catalisam a oxidagao da dupla ligacao do
C8=C9 do anel furano da A; a AFBO pode se ligar em residuos de guanina do
material genético formando adutos de DNA, a aflatoxina-N7-guanina (AFB-N7-Gua)
(MA et al., 2022). O aduto epoxido catalisa uma mutacdo G — T no gene de
supressao tumoral p53, causando uma mutagdo missense inativando o produto
génico e levando a danos (BENKERROUM, 2020; MARTINS et al., 2021). A
toxicidade pode ser cronica, quando decorrente de exposicdo a baixas

concentragdes por longo periodo de tempo ou aguda se ocorre num curto periodo de
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tempo com elevada exposi¢do, ou seja, quando a formagao de adutos de aflatoxinas
supera a capacidade das enzimas detoxificantes de fase Il e os mecanismos
antioxidantes de defesa celular; em ambos os casos, deve se atentar, pois os efeitos
adversos sao cumulativos. A Figura 6 ilustra o mecanismo de genotoxicidade,

imunotoxicidade e toxicidade aguda (BENKERROUM, 2020).

Figura 5 - Processo de degradagao biolégica da aflatoxina

AFNL e
CYPLA2 O 1CVF2M3 0  ———F DNA adducts

AFIL-8 F-epoxide

ALFBL-
ernd-:uég H-epoxide LFR1

CYPLAZ £x0-8,9-¢ poxide-GSH

: AFB1-Ch-monoalde hyde
AFBL dil o
T 64— wo—{am | +3-(am}»o0

: AFBL. AFBL. AFB1 dialohol
Aflatoxin B e tuspcatin Sialdehye  AFBI-CZ-monoalde hye ¢
e
[CVPA»O | SRS '

AFQ1 = ———# protein adducts €——-

Fonte: MA et al.,(2022)

Figura 6 - Mecanismo de genotoxicidade, toxicidade aguda e imunotoxicidade
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Os marcadores moleculares sao mostrados na Figura 7, em que a
aflatoxina-N7-guanina (AFB-N7-Gua) e a aflatoxina-acido mercapturico séao
encontrados na urina, e os adutos de aflatoxina-albumina sdo encontrados na fragao
do sangue chamado de soro. Um dos metabdlitos da AFBy é a AFM;, por isso
ressalta-se que a ingestdo de alimentos contaminados por mées que amamentam

ou ragao contaminada por matrizes leiteiras € uma fonte de exposicdo em potencial.

Figura 7 - Marcadores moleculares da AFB,

Aflatoxin: An Old Carcinogen Teaches Us New Tricks
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Fonte: “Aflatoxin” (2017)

O mecanismo da lesao hepatica induzida por micotoxina (Mycotoxin-Induced
Liver Injury — MILI) é caracterizada segundo seu agente causador. Sugere-se que, a
AFB4 induz danos hepaticos ativando o receptor aril-hidrocarbonetos (Aryl
Hydrocarbon Receptor - AHR), receptor constitutivo androstane (Constitutive
Androstane Receptor — CAR) e receptor pregnane X (Pregnane X Receptor — PXR).

O principal mecanismo de hepatotoxicidade é a ativacdo da via Wnt/TGF-B/3-
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catenina a montante para produzir dano (ativacdo do CAR), estresse oxidativo por
reduzir significantemente a expressao de Nrf2 (Nf-E2-related transcription factor 2),
inflamacéao por ativagao da via inflamatéria classica NF-kB (fator nuclear NF-kappaB)
e regular positivamente citocinas inflamatérias como Interleucina-18 (IL-1PB),
Interleucina-8 (IL-8), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e Ciclooxigenase-2 (COX-
2), inibe autofagia que tem funcdo conservadora e atua a nivel de organela,
estrutura (beclin-1, ATG5, Dynein, LC3a, LC3b-I/ll), modulagdo negativa de p53 e
mTOR, e indugao de apoptose de hepatdcitos (FS, TNF]R1, XIAP e Bcl-2, Caspase-
3). A AFB1 regula negativamente a express&o génica de citocromo P450 (isoformas
CYP450), CYP1A2, CYP2A19, CYP2E1 e CYP3A29 em figado de leitdo e aumentou
a expressao de fatores relacionados a espécies reativas de oxigénio (Reactive
Oxygen Species - ROS) e fatores pré-apoptéticos p53 em figado de camundongos,
resultando em danos aos DNA do hepatécito, entretanto o dano aos hepatocitos
pode ocorrer sem a toxicidade das ROS. As micotoxinas ainda induzem a desordem
da flora intestinal, reduzem a funcdo imune, prejudicam a barreira intestinal,
reduzem os tipos de nutrientes no intestino e destroem muitas vias metabdlicas
dependentes da flora intestinal (RUAN et al., 2022).

3.5 Legislagao

A relevancia das AFs também se expressa nas legislagdes de varios paises.
Neste trabalho comparou-se a do Brasil, da Unido Européia e dos Estados Unidos
da América (USA). Referente aos alimentos de consumo humano (Quadro 3), temos
a Instrucdo Normativa 160/2022 vigente no Brasil (BRASIL, 2022), o Regulamento
da Comissdo 2023/915 da Unido Européia (UNIAO EUROPEIA, 2023) e o FDA
Guidance for Industry: Action Levels for Poisonous or Deleterious Substances in
Human Food end Animal Feed (USA, 2020).
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Quadro 4 - Limites maximos permitidos em alimentos

Regulamento

Tipo de IN ANVISA da Comissio FDA Guidance for Industry
Alimentos Aflatoxina 233’ Ifgf)f (EU) 2023/915 ((l;f.ﬁ‘))
' (ng.-kg")
Leite em poé AFM, S 0,025 -
P AFB, - 0.1 -
Leite AFM 0.5 0,05 0.5
! ' ’ Referéncia CPG 527.400
Queijos AFM, 25
. 20
Castanha do Brasil AFT. 20 10 Referéncia CPG 570.200
AFB;: - 5 -
Amendoi AFT 20 4 e
mendoim € Referéncia CPG 570.375
derivados
AFB; - 2 R
. 20
Pistache, nozes, AFT 10 10 Referéncia CPG 570.500
avelas, améndoas '
AFB; - 8 R
Améndoa de cacau AFT 10
Frutas desidratadas AFT 10 4 B
e secas AFB1 _ 2 _
Alimentos AFT 20
Referéncia CPG 555.400
Alimentos infantis, AFT 1 - -
formulas AFB1 . 0’1 -
Alimentos a base de AFT 5 4 -
cereais AFB; - 2 -
Especiarias AFT 20 10 -
(pimentas, noz-
moscada, gengibre,
curcuma) AFB; - S -
Feijoes e sementes
secas de AFT 5
leguminosas
Produtos de cacau e AFT 5
chocolate
Milh AFT 20 10 20
o € Seus Referéncia CPG 555.400
derivados
AFB; - 5 -

Legenda: ® ug.kg" equivale a ppb;
Fonte: Adaptado de BRASIL (2022), UNIAO EUROPEIA (2023) e USA (2020)
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A Portaria MA/SNAD/SFA No. 07, de 09/11/88 do Ministério da Agricultura,
publicada no Diario Oficial da Unido de 09 de novembro de 1988 (BRASIL, 1988)
regulamentava o limite maximo permitido de AFs para qualquer matéria prima a ser
utilizada diretamente ou como ingrediente para ragdes destinadas ao consumo
animal, entretanto ela foi revogada pela Instrugcdo Normativa N° 30, de 05 de agosto
de 2009 que apenas prevé procedimentos para o registro e rotulagem de produtos
destinados a animais de companhia e nédo faz mengao de contaminantes (BRASIL,
2009). Essa situagao tem sido contornada utilizando o preconizado pela portaria
revogada (LAMIC, [s.d.]). O Quadro 4 mostra a comparag¢ao da Portaria No 07/1988,
da Diretiva 2002/32/EC do Parlamento e do Conselho (EU) (UNIAO EUROPEIA,
2002), e a Compliance Policy Guide CPG 683.100 dos USA (FDA, 2019).

Quadro 5 - Limites maximos permitidos em commodities para ragdo animal

Portaria Diretiva
Commodl}‘les Tipo de MA/SNAD/SFA 2002/32/EC do FDA Guidance for Industry
para Racbes Aflatoxina No. 07, de Parlamento e do (USA) (ppb)
animais 09/11/88 Conselho (EU) PP
(ug-kg")* (mg.kg)°)
300
AFT: 50 - 20*
Milho (Referéncia CPG 683.100)
0,02
AFB; J 0,005 -
300
AFT: 50 - 20*
Amendoim (Referéncia CPG 683.100)
0,02
AFB; i 0,005** )
300
AFT: 50 - 20*
Carogo de (Referéncia CPG 683.100)
algodao
AFB, ) 0,02 )
0,005**
Outras
matérias- AFT 50 0,05 -
primas

Notas: ® ug.kg" equivale a ppb; ° mg.kg" equivale a ppm; AFT= aflatoxinas totais (B1+B2+G1+G2);
*de acordo com o FDA (USA) a concentragao de aflatoxinas em commodities para produgao de ragao
depende do uso pretendido, sendo menor para animais muito jovens, animais de estimagao (pets) e
gado leiteiro; **a concentragdo permitida em alimentos completos para gado bovino leiteiro € de 0,005
ppm e para animais jovens é de 0,01 ppm.

Fonte: Adaptado de BRASIL (1988), UNIAO EUROPEIA (2002) e FDA (2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

O retorno de busca na base de dados Web of Science ™ (WOS) apenas
com o "Topico=(aflatox*)” foi de 26.346 resultados (abrangendo o periodo de 1963 a
2024), em MLA Bibliography (EBSCO) e PubMed Central (PMC) selecionando
“Todos os campos=(aflatox*)” teve 110.736 (em todo periodo) e 27.630 (de 1960 a
2024) resultados, respectivamente. Apos refinamentos com o booleano “AND
(molecular detection) AND (apta*)” obteve-se cento e doze (112), trezentos e oito
(308) e um mil e quarenta e sete (1.047) resultados nas bases WOS, EBSCO e
PMC, respectivamente.

Por se tratar de um problema de saude publica e bem estar animal de
abrangéncia global que acomete principalmente paises em desenvolvimento, foi
utilizado todo o periodo de tempo com registro nas bases de dados, entretanto o
termo aptameros ou aptasensor apareceu a partir do ano de 2000 como mostrado
pela revisdo publicada por (VIDAL et al., 2013).

A Uultima pesquisa foi realizada no ano de 2024 e lembrando que a
quantidade de resultados obtidos varia com o passar do tempo devido a inclusao de
novas publicagcdes. Tabulando as trés bases de dados, obteve-se 235 resultados,
dos quais 87 eram repetidos, restando 148 artigos elegiveis para revisdo manual,
dos quais foram separados 129 (n=129) artigos completos revisados por pares
publicados em periddicos indexados conforme pode se visualizar no Flow Chart do
Prisma (Figura 8).

Os resultados obtidos nas bases de dados EBSCO e PMC serédo

considerados como outras fontes.



] [1.1 Identificacdo ]

] [1.2 Elegibilidade ] [1.4 Triagem

Figura 8 - PRISMA 2009 Flow Diagram

PRISMA 2009 Flow Diagram
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Registros identificados através da busca Registros adicionais identificados
em base de dados (WoS, Scopus, etc) através de outras fontes
(n=112) (n =51+308=359)

[1.3 Incluidos

A 4 A 4

Registros apds a remocao de duplicacGes

(n=148)

A 4

Registros selecionados

(n=135)

A 4

Artigos de texto completo

(n=129)

v

Estudos incluidos na

sintese qualitativa

(n =101)

A 4

Estudos incluidos na
sintese quantitativa

(meta-andlise, se houver)

(n=")

Fonte: (MOHER et al., 2009)

A 4

avaliados para elegibilidade \

Registros excluidos

(n=13)

Artigos completes excluidos
por alguma razdo (indicar as
principais)

(n=28)




33

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos cento e um (101) registros apds refinamentos; por meio da
ferramenta “analisar resultados” do Web of Science™ (WOS) foram gerados os
graficos e figuras apresentados abaixo. O indice H € um instrumento para mensurar
a produtividade dos autores. Quanto mais alto, maior a correlagdo entre artigos

publicados e respectivas citagdes. O Fator H obtido por meio da ferramenta “relatério

de citagdes” do WOS foi de 34 (WOS, 2024).

Quadro 6 - Top 10 artigos mais citados

Ranking Titulo Autores
FRET-based aptamer biosensor for . Sabet, Fer.eshte Sadat;
: o . . Hosseini, Morteza; Khabbaz,
1 selective and sensitive detection of aflatoxin B1 L . .
. . Hossein; Dadmehr, Mehdi; Ganjali,
in peanut and rice M
ohammad Reza
> An aptamer-based dipstick assay for Shim, Won-Bo; Kim, Min
the rapid and simple detection of aflatoxin B1 Jin; Mun, Hyoyoung; Kim, Min-Gon
Guo, Xiaodong; Wen,
3 Development of an ultrasensitive Fang; Zheng, Nan; Luo, Qiujiang;
aptasensor for the detection of aflatoxin B1 Wang, Haiwei; Wang, Hui; Li,
Songli; Wang, Jiaqi
Detection of aflatoxin B1 by aptamer- . CQSF'HO’ Gabriela;
. ) : Spinella, Katia; Poturnayova,
4 based biosensor using PAMAM dendrimers as ) : L
immobilization platform Alexandra; Snejdarkova, Maja;
Mosiello, Lucia; Hianik, Tibor
Aflatoxin B1 Electrochemical
Aptasensor Based on Tetrahedral DNA Peng, Gang; Li, Xiaoyan;
5 Nanostructures Functionalized Three Cui, Feng; Qiu, Qianying; Chen,
Dimensionally Ordered Macroporous MoS2- Xiaojun; Huang, He
AuNPs Film
Bi-color FRET from two nano-donors . o S
. . : Qian, Jing; Cui, Haining;
to a single nano-acceptor: A universal L 4
6 . . Lu, Xiaoting; Wang, Chengquan;
aptasensing platform for simultaneous g )
o An, Keqi; Hao, Nan; Wang, Kun
determination of dual targets
Portable Aptasensor of Aflatoxin B1 in . Yang, Xmshen_g; Shi,
Dongmin; Zhu, Shengmei; Wang,
7 Bread Based on a Personal Glucose Meter and - ; SO
. . Baojuan; Zhang, Xiaojun; Wang,
DNA Walking Machine
Guangfeng
A label-free fluorescent aptasensor for Jia, Yongmei; Wu, Feng;
8 the detection of Aflatoxin B1 in food samples Liu, Peilian; Zhou, Guohua; Yu,
using AlEgens and graphene oxide Biao; Lou, Xiaoding; Xia, Fan
Hao, Nan; Zhang, Ying;
9 Design of a Dual Channel Self- Zhong, Hui; Zhou, Zhou; Hua,
Reference Photoelectrochemical Biosensor Rong; Qian, Jing; Liu, Qian; Li,
Henan; Wang, Kun
A large Raman scattering cross- Chen, Quansheng; Yang,
10 section molecular embedded SERS aptasensor Mingxiu; Yang, Xiaojing; Li,
for ultrasensitive Aflatoxin B1 detection using Huanhuan; Guo, Zhiming; Rahma,
CS-Fe304 for signal enrichment M. H.

Fonte: (WOS, 2024)



https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000333781000052
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000333781000052
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000350079900002
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000350079900002
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000350079900002
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000434101200007
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000434101200007
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000434101200007
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000434101200007
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000434101200007
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As publicagdes tiveram uma queda em 2020 e 2021, anos mais severos da
pandemia de SARS-CoV-2, entretanto as citagdes continuaram em ascensdo. Em
2020 foram publicados cinco artigos de revisao e em 2021 e 2022 quatro em cada
ano (Figura 11).

Figura 9 - Citagdes e publicagdes ao longo do tempo
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Fonte: Wos (2024)

Ao tratar de metodologia, a area de destaque € a quimica analitica seguida

pela tecnologia de alimentos (Figura 12).

Figura 10 - Principais categorias de citacoes MESO

48 14 12 12

Chemistry Analytical Biophysics Chemistry Spectroscopy
Multidiscipiinary

]
Biotechnology Applied Microbiclogy

Fonte: Wos (2024)
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O top 10 autores que mais publicaram pertencem a instituicdes chinesas.

Observando-se as Figuras 13 e 14, percebe-se a correlagdo existente entre o pais

gue mais publicou no tema com o top 10 autores.

Figura 11 - Paises que mais publicaram no tema
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Fonte: Wos (2024)

Figura 12 - Top 10 autores que mais publicaram no tema
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Para obter mais métricas, foi utilizado o software CiteSpace (CHEN, 2024)
que processa a entropia informacional baseada em frases substantivas extraidas de
registros para representar a diversidade de um conjunto de dados. A centralidade de
intermediacédo de um n6 em uma rede, mede o grau em que o0 no € parte dos
caminhos que conectam um par arbitrario de nés na rede. A modularidade “Q” de
uma rede mede a extensdo em que uma rede pode ser decomposta em varios
componentes, ou modulos. O valor de uma silhueta média ponderada “S” de um
cluster mede a qualidade de configuragédo de cluster (desde que tenham tamanhos
semelhantes), seu valor varia entre -1 e 1 e quanto mais alto representa uma
solucdo perfeita; todos acima sdo métricas que informam sobre as propriedades
estruturais globais da rede (CHEN, 2006). De acordo com a assinatura de rede das
figuras do CiteSpace (CHEN, 2024), a modularidade Q=0,5291 esta abaixo do
esperado (60%) indicando que os grupamentos ndo sdo robustos e o ponto que a
rede pode ser decomposta € baixo; considera-se e a silhueta média ponderada S=
0,8106 elevada, e ela indica que quanto mais consistentes sdo os membros do
cluster, quanto maior a homogeneidade destes aglomerados em média. A Média
harménica (W,S) obtida foi de 0,6403 e ela tende a minimizar o impacto de outliers
elevados e aumentar os baixos, ou seja, se um conjunto de dados nao idénticos é
submetido a um "espalhamento", a média harménica faz o ajuste preservando a
representatividade e homogeneidade.

Com o uso do software CiteSpace houve destaque das palavras-chave:
AFM1, biossensor fotoeletroquimico, AFB1, FRET, eletrbnicos, métodos

colorimétricos e ancoragem xp (Figura 13).



Figura 13 -

CiteSpace, v. 6.3.R1 (54-bit) Basic
March 24, 2024, 10:28:35 AM BRT
WoS: Clsersikasami citespace|Examplesiaptamerosidata
:2014.2024 (Slice Length=1)
riteria; g-index (k=25), LRF=3.0, LIN=10, LEY=5, e=1.0
1028 {Density=00377)
2a

argest (54%)
Nodes Labeled: 1.0%
Pruning: None

Modul arity G=0.5291
Weighted Mean Silhoustte S=0.8106
Harmonic Mean(d, SF0.6403
Excluded:

#4 aflatoxin m-1
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Principais palavras-chave do estudo

#6 electronics

S La5ret
#1 photoelectrochemical biosensor
#3 aflatoxin b1 S

A

- #0 aﬂaioxin mi-

#7 colorimetric meth'l;d

#8 xp docking

Fonte: CHEN (2024)

A linha do tempo (Figura 14) mostra que estudos de ancoragem xp séo bem

recentes, assim como o foco em metodologias colorimétricas e FRET, que apesar de

serem conhecidas a mais tempo, estdo em evidéncia, atualmente. Um dos motivos

das pesquisas de testes colorimétricos estarem sendo feitas € o anseio de

equipamentos portateis, de facil utilizacdo e visualizagdo do resultado, rapidos,

robustos e sensiveis, ou seja, analises que dependam cada vez menos de

equipamentos grandes, caros e complexos. Ainda na mesma figura, verifica-se a

importancia do tema AFs e que elas continuam sendo muito estudadas.
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Figura 14 - Linha do tempo do tema pesquisado

#2 aflatoxin b-1

Fonte: Chen (2024)

A bioinformatica estuda e organiza informacdes bioldgicas. As ferramentas
da bioinformatica sdo de grande importancia nos processos de integracdo de dados
para selecdo e aprimoramento de aptdmeros, conferindo especificidade,
sensibilidade e funcionalizacao.

Os aptameros séo uma classe de elementos de bioreconhecimento gerados
in vitro por meio da Evolucdo Sistematica de Ligantes por Enriquecimento
Exponencial (SELEX - Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment)
(Figura 15) sendo uma técnica de biologia molecular utilizada para sintetizar
oligonucleotideos RNA ou DNA de cadeia simples (ssDNA) ou dupla DNA (dsDNA)
por meio de amplificagcdo (PCR), a partir de uma biblioteca de DNA e primers
aleatdrios, cuja complexidade e diversidade € dependente do numero de posigdes
de nucleotideos aleatdrios. Durante o procedimento SELEX a biblioteca aleatéria de
oligonucleotideos é exposta a molécula alvo sob condicbes de pH, forca ibnica e
temperatura pré-determinadas. Uma vantagem dos aptameros sobre os anticorpos é
por ser feito in vitro, em que as condi¢des podem ser racionalmente planejadas e
adequadas ao cenario de teste. Para micotoxinas geralmente imobiliza-se o alvo de
interesse numa fase solida, para posterior remog¢ao das sequencias indesejadas, e



39

posterior selecdo e caracterizagdo de suas propriedades, como a afinidade de
ligacao de proteinas, peptideos, DNA ou RNA (DANESH et al., 2018; RUSCITO et
al., 2016; SCHUTZE et al., 2011).

Figura 15 - Processo da Evolugao Sistematica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial

(SELEX)
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o binding assay . target
o diversity assay
o sequencing w
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Fonte: Schiitze et al., (2011)

Dos artigos que compdem este estudo, foram recuperados doze (12) que
utilizaram a ferramenta SELEX para determinar o aptadmero do biosensor (LI; PEI;
WANG, 2022; LIU et al., 2022b; MA et al., 2014; MALHOTRA et al., 2014;
MUKHERJEE; BHATT; H.K., 2017; SETLEM et al., 2016; WANG; SUN; ZHAO,
2019; WU et al., 2019; YE et al., 2019), entretanto Chen (2022b), Danesh et al.,
(2018) e Ruscito et al. (2016) foram excluidos por se tratarem de artigos de reviséao.
(CHEN, 2022; DANESH et al., 2018; RUSCITO et al., 2016).

A ligacdo do aptamero 26-mer DNA a AFB1 pode ser demonstrada pela

Figura 16. Apesar de sua estrutura em alca (“grampo”), a base molecular de sua alta



40

afinidade permanece desconhecida. Os aptédmeros para moléculas pequenas
geralmente tem constante de dissociagao (Kd) ao nivel de yMol ou menor, e poucos
grupo funcionais, entretanto poucos aptameros para moléculas pequenas exibem
forte afinidade com valores de Kd em nMol (XU et al., 2023).

Figura 16 - Ligagdo da AFB1 ao aptamero
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Fonte: XU et al., (2023)

Um termo muito frequente foi “*sensor” (aptasensor, nanosensor, biosensor,
etc). Para melhor compreensao de nanosensor, a Figura 17 representa um diagrama
esquematico de um aptasensor eletroquimico que foi criado usando um eletrodo de
carbono vitreo funcionalizado com polianilina (PANI)-6xido de grafeno (GO) e
nanoparticulas de ouro (AuNPs). O 6-mercapto-1-hexanol (MCH) é usado para

bloquear sitios de ligagdo néo especificos do aptamero (LI et al., 2024).
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Figura 17 - Diagrama esquematico de aptasensor eletroquimico.
Scheme1

From: A novel electrochemical aptasensor based on AuNPs-loaded graphene oxide-
polyaniline for sensitive detection of aflatoxin B1
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Sensing strategy of an electrochemical aptamer sensor for AFB1

Fonte: Li et al., (2024)

Grande parte dos materiais utilizados para os biosensores sdo nano
compostos (NCs) em suas mais diversas formas (nanoshits, nanoparticles,
nanotubes, nanocubes, nanowires, nanoflowers, etc), os quais sdo imobilizados
sobre diferentes superficies, sendo os nanocompostos de ouro (AuNCs) o metal
mais citado (vinte e dois resultados), seguido pelo NCs de prata com quatro
resultados, e silica com dois. As nanoparticulas (NPs) e NCs sao utilizados para
amplificar o sinal, fornecer uma melhor resolugéo.

Os polimeros molecularmente impressos MIPs (molecularly imprinted
polymers) possuem cavidades em sua matriz com afinidade para uma molécula alvo
e sdo citados por Serebrennikova et al. (2023), Chi e Liu (2023), Fan et al. (2023) e
Roushani, Farokhi e Rahmati. (2022). (CHI; LIU, 2023; FAN et al., 2023; ROUSHANI;
FAROKHI; RAHMATI, 2022; SEREBRENNIKOVA et al., 2023).

Os pontos quéanticos QD (quantum dots) sao citados por 9 autores (CAl et
al., 2022; LI et al., 2022; LU et al., 2019, 2020, 2022; MUKHERJEE; BHATT; H.K,,
2017; QIAN et al., 2020; RAMALINGAM; ELSAYED; SINGH, 2023; SABET et al.,
2017).
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Rahmani et al. (2021) realizou eletrofiagcdo de nanofibra de carbono para
desenvolver um aptasensor eletroquimico para AFM1 (RAHMANI et al., 2021).

Luminescéncia € a emissdo de luz em consequéncia de excitacdo da
substancia (sem emissao de calor); se a excitagdo for consequéncia de uma reagao
quimica (por exemplo, luminol +peroxido) € a quimioluminescéncia, se for decorrente
de reagdes redox é eletroquimioluminescéncia; ela é fotoeletroquimica (PEC) se o
processo € capaz de produzir energia utilizando luz do espectro solar ou corante e
um semicondutor; a fotoluminescéncia ocorre quando ha absorgcdo de luz e exibe

emissao de fotons (fluorescéncia e fosforescéncia) (Figura 18) (SHIMADZU, [s.d.]).

Figura 18 - Fenémeno de luminescéncia.
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Fonte: Shimadzu[s.d.]

A transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia FRET (Férster
resonance energy transfer) é a transferéncia de energia de forma nao radiativa entre
dois cromoéforos sem a necessidade de reabsorcao de radiagao eletromagnética, é
um processo fisico dependente da distancia entre os fluordforos (Figura 19)
(STEJSKALOVA; STANEK, 2012). Foram encontrados sete (07) artigos (LU et al.,
2019; NASIRIAN et al., 2017; SABET et al., 2017; SEREBRENNIKOVA et al., 2023),
sendo uma revisdo (LI et al., 2023), uma técnica de transferéncia de energia
ressonante por luminescéncia LRET (luminescence resonance energy transfer)
(WANG et al., 2019) e outro com utilizacdo de corantes de emissao induzida por
agregacao como sondas marcadoras de acidos nucleicos (ZHAO et al., 2019). Outro

autor que citou o uso de corantes alocroicos foi Hao et al. (2018) (HAO et al., 2018).
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Figura 19 - Fundamentos do Forster resonance energy transfer (FRET)
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Fonte: STEJSKALOVA; STANEK, (2012)

Os estudos de “docking” (ancoragem) molecular e simulagdes com calculos
de energia livre e dindmica molecular estdo relacionados com a bioinformatica.
Asmare et al. (2024) fez uso das ferramentas da bioinformatica para fazer a triagem
e identificagdo de aptadmeros que pudessem se ligar a AFB4. O resultado obtido foi
uma sequéncia de 34 nucleotideos (5'-
ATCCTGTGAGGAATGCTCATGCATAGCAAGGGCT-3") com um escore de 5.959
kcal/mol (ASMARE et al., 2024). Niu et al. (2024) desenhou grampos para uso em
configuragao de sitio catalitico (NIU et al., 2024) .Fan et al. (2024) estudou interacao
de aptdmeros com AFB1 usando dicroismo circular, dindmica molecular, ancoragem
molecular e analise fluorescente (FAN et al., 2024). O estudo da afinidade de

pequenos aptameros pela avaliagdo do equilibrio de dissociagao foi feito por Wang
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et al. (2023) (WANG et al.,, 2023). Autores além dos citados acima que sao
selecionados ao fazer refinamento no WOS: Estes sao outros autores que
publicaram sobre ancoragem molecular (KUNENE et al., 2023; LI; PEI; WANG,
2022; LIU et al., 2022a, 2022b; YANG et al., 2020; ZHAN et al., 2022).

A técnica de CRISPR-Cas12a foi utilizada para editar 28 crRNAs para
hibridizar com toda regido do aptamero AFB1-47nt para estudo de afinidade (NIU;
XING; ZHANG, 2023)
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Verificou-se um viés quando se trata dos artigos mais citados. E frequente
que os mais citados sejam os publicados ha mais tempo, por isso uma linha do
tempo fornece uma perspectiva do que esta sendo publicado mais recentemente.

A opcéo de adquirir aptameros prontos € uma das comodidades/facilidades
das ferramentas biomoleculares. Entretanto a funcionalizagcdo dos mesmos ainda
demanda pesquisa

A busca de metodologias acessiveis com equipamentos de facil manuseio e
baixo custo ainda é uma meta a ser alcangada.

Apesar de ser um tema conhecido ha mais de meio século, ainda existem
gargalos em sua detecgdo. Atualmente ainda existem casos de intoxicagdes por
aflatoxinas e outras micotoxinas. A exposicdo pode passar despercebida, mas em
longo prazo tem efeitos deletérios como o carcinoma hepatico. Em animais de corte,
ou leiteiro também causam prejuizos financeiros.

Os estudos computacionais e simulagdes sado recentes e sdo tendéncia pois

nao necessitam de estudos in vivo.
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