UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Maria de Sanjosé Morais Pinto Cardoso

Determinacao de Aflatoxina M 1
em Leite Materno - Exposicao
Materna e dos lactentes

Dissertacao no ambito do Mestrado em Seguranca Alimentar,
orientada pela Professora Doutora Angelina Simoes Pena e
co-orientada pela Professora Doutora Sofia Cancela
Duarte e apresentada a Faculdade de Farmacia
da Universidade de Coimbra.

Junho de 2019



UNIVERSIDADE B

COIMBRA

DETERMINACAO DE AFLATOXINA M| EM LEITE MATERNO - EXPOSICAO

MATERNA E DOS LACTENTES.

Maria de Sanjosé Morais Pinto Cardoso

Dissertagao no ambito do Mestrado em Seguranga Alimentar, orientada pela Professora
Doutora Angelina Simoes Pena e co-orientada pela Professora Doutora Sofia Cancela

Duarte e apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

Junho de 2019



Agradecimentos

Gostaria de manifestar a minha mais profunda gratidao aqueles que, de uma forma direta ou
indireta, cooperaram na realizagao deste trabalho, disponibilizando meios materiais, saber e
encorajamento e em especial a todas as maes que contribuiram para a realizagio da

dissertacao.

Aos Srs Dr. Manuel Salgado e Dr. José Torres, o meu agradecimento por toda a
disponibilidade e apoio na recolha de amostras de leite de maes lactantes. Sem o seu apoio,

nao teria sido possivel a realizagao da dissertagao.

A Tia Mané o meu agradecimento por toda a simpatia e disponibilidade demonstradas para

recolher amostras de leite junto das maes lactantes.

A Sra. Professora Doutora Angelina Pena, quero manifestar o meu agradecimento por toda a
disponibilidade, apoio, simpatia, interesse e incentivo demonstrados e ainda pelos

ensinamentos e sugestoes que disponibilizou e apoio na dissertagao.

A Sra. Professora Doutora Sofia Duarte, orientadora cientifica, quero expressar o meu
profundo reconhecimento pela sua inteira disponibilidade em compartilhar os seus
conhecimentos e experiéncia, pelo incentivo constante, pelo entusiasmo com que sempre
apoiou o trabalho realizado e pela grande amizade e apoio incondicional que sempre

manifestou, a minha sincera estima e gratidao.

A minha familia, pelo apoio e incentivo constante.




Resumo

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios de fungos que tém efeitos toxicos em humanos
e animais. A aflatoxina M| (AFMI), que pode ser transmitida aos recém-nascidos através do
leite materno, é um metabdlito hidrolisado da Aflatoxina Bl (AFBI) que é ingerido junto
com alimentos contaminados. A AFMI ¢é classificada como *agente carcinogénico para
humanos” (grupo | IARC). Apesar do risco potencial de AFMI para bebés amamentados, ha
uma falta de estudos de avaliagdo de exposicao na Europa e uma completa auséncia de
relatos em Portugal. O presente estudo teve como objetivo determinar a ocorréncia de
AFMI no leite materno e o grau de exposicao de lactentes a esta toxina. A correlagao entre
a concentracao de AFMI e os fatores sociodemograficos basicos e o consumo de certas
categorias de alimentos também foram determinadas. Assim, foram recolhidas 37 amostras
de leite de maes a amamentar que vivem em Portugal, entre 2015 e 2016, e analisadas
utilizando um kit ELISA comercial competitivo, a fim de determinar a presenca de AFMI.
Nove amostras (24,3%) continham niveis de AFMI| acima do limite de detegcao (5 ng/L),
variando entre 54 e 10,6 ng/L (7,8 = 2,1 ng/L). No padrao de exposicao observado, as
amostras de leite positivas para AFMI| foram associadas a colheita de verao, menor
escolaridade materna, fase inicial de lactacio e consumo materno de arroz e chocolate.
Nenhum outro determinante estudado, seja sociodemografico (idade, peso, altura, nimero
de filhos, caracteristicas do aleitamento materno, peso dos bebés) ou dieta (frequéncia de
consumo alimentar), apresentou influéncia estatistica significativa. A avaliagdo da ingestao
diaria estimada de AFMI (EDI) revelou uma exposicao dietética média infantil ao AFMI de
0,92 ng/kg peso corporal/dia. Assim, os resultados deste estudo sugerem a necessidade de
reforgar a vigilancia da ocorréncia de AFBI nos alimentos, como medida de protecao e
controlo, nao apenas para adultos, mas, em ultima analise, para lactentes expostos através
do leite materno. Embora o AFMI apresente uma poténcia carcinogénica inferior, vale
ressaltar que, quando comparados aos adultos, os lactentes apresentam menor capacidade
de biotransformagao de carcinégenos, dieta bastante restrita e maior consumo em relagao

ao peso corporal.

Palavras-Chave: Aflatoxina Bl; Aflatoxina MI; Leite Materno; Exposicao; Bebés.




Abstract

Mycotoxins are secondary metabolites of fungi that have toxic effects on both humans and
animals. Aflatoxin M| (AFMI) which can be transmitted to newborns via breast milk, is a
hydrolyzed metabolite of Aflatoxin Bl (AFBI) that is ingested along with contaminated food.
AFM| is classified as “carcinogenic agent for Human” (group | IARC). Despite the potential
hazard of AFMI to breastfed babies, there is a lack of studies of exposure evaluation in
Europe and a complete absence of reports in Portugal.

The present study aimed to determine the occurrence of AFMI in maternal milk and the
degree of exposure of infants to this toxin. The correlation between the concentration of
AFMI and basic sociodemographic factors and the consumption of certain categories of food
was also aimed. Thus 37 milk samples from nursing mothers living in Portugal were
collected, between 2015 and 2016, and analyzed using a competitive commercial ELISA kit, in
order to determine the presence of AFMI. Nine samples (24.3%) contained levels of AFMI
above the detection limit (5 ng/L), ranging between 5.4 to 10.6 ng/L (7.8 + 2.1 ng/L).

In the observed exposure pattern, AFMI-positive milk samples were associated with
summer collection, lower mother's educational level, early lactation phase and the maternal
consumption of rice and chocolate. No other studied determinants, whether
sociodemographic (age, weight, height, number of children, characteristics of breastfeeding,
the infants' weight) or dietary (frequency of food consumption) showed a significant
statistical influence. Assessment of AFMI estimated daily intake (EDI) revealed a estimated
infant average dietary exposure to AFMIof 0.92 ng/kg bw/day.

Thus the results of this study suggest the need to reinforce surveillance of AFBI occurrence
in food, as a protective and control measure, not only for adults, but ultimately for lactating
infants exposed through maternal breast milk. Although AFMI presents an inferior
carcinogenic potency, it is noteworthy that when compared with adults, infants feature a
lower capacity of carcinogen biotransformation, a fairly restricted diet and a higher

consumption in relation to body weight.

Keywords: Aflatoxina B1; Aflatoxina M ; Breast Milk; Exposure; Infants.
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1. Introducéo

A contaminagao de alimentos e ragoes com Aflatoxinas (AF), uma das micotoxinas
mais estudada em microbiologia alimentar, atraem a atengao mundial devido ao impacto
negativo na saude, na economia, na disponibilidade de alimentos (food security) e no
mercado global (Stoeve, 2013; Bhat et al,, 2010; Patchimapon Udomkun et al.. 2017; Creppy
EE 2002). Estima-se que mais de 25% da producgao agricola mundial se encontra contaminada
com Micotoxinas (FAO 2002 Minimizing risks posed by mycotoxins, FAO2004, FAO 201 I; S.
Marin et al, 2013). Cerca de 4.5 bilices de pessoas no mundo, estio expostos a estes
contaminantes naturais provenientes da dieta alimentar, nos paises em via de
desenvolvimento e com especial relevancia, nos continentes Asidtico e Africano (FAO
database; Amy McMillan et al, 2018; LIU Y et al, 2016; F. Raad et al, 2014; Gnonlonfin et al,
2013; FDA- Bad Bug Book, 2012; CDC; FAO-Food and Nutrition Paper, 81. 201 1). Apesar
da maior incidéncia em zonas quentes e humidas, a globalizagdo do comércio mundial e o
aumento global da temperatura, contribuem para a sua ocorréncia a nivel mundial. De
acordo com o Annual Report do Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF), em 2016
na Europa, foram reportadas 632 notificagdoes para micotoxinas das quais 84%
correspondem a Aflatoxinas detetadas em nozes e sementes, provenientes de paises nao
membros da Comunidade.

O termo Aflatoxina provém das palavras Aspergillus flavus e toxina. E produzida por
fungos filamentosos do género Aspergillus que se encontram em especial, em zonas quentes e
humidas (EFSA 2007; JECFA 2016). Entre os |18 tipos de aflatoxinas identificadas até a data,
as Aflatoxinas que ocorrem naturalmente sao quatro: AFBI, AFB2, AFGI e AFG2. As
aflatoxinas Bl e B2 (AFBI| e AFB2) receberam esse nome devido a sua forte fluorescéncia
azul sob a influencia da radiagao ultravioleta, enquanto que as aflatoxinas G| e G2 (AFGI e
AFG2) emitem fluorescéncia amarelo esverdeado (Thomas W. Kenseler et al,, 201 I).

Desde a sua descoberta ha 50 anos, que as aflatoxinas sio reconhecidas como
contaminantes ubiquos da cadeia alimentar em particular, nos paises em vias de
desenvolvimento, na Africa subsariana e na China. As caracteristicas ambientais dessas zonas
do globo favorecem a colonizagiao das culturas por fungos, e a falta de Boas Praticas de
Agricultura e de armazenamento, favorecem a posterior sintese de Aflatoxinas (FAO2007).

As consequéncias adversas destas toxinas nas populagdes sio muito variadas, com
exposi¢coes que podem ter efeitos agudos incluindo a morte, ou efeitos crénicos como os
carcinomas hepatocelulares (IARC 2012). Para populagoes infetadas com o virus da hepatite

B e C, a exposicao a Aflatoxinas aumenta exponencialmente o risco de desenvolvimento de
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cancro do figado o que ilustra os efeitos nefastos e sinérgicos desta toxina, mesmo quando
ingerida em baixas concentragoes (IARC2012; Thomas W. Kensler, et al, 201 |). De todas as
aflatoxinas, a AFBI, é a mais comum e considerada o carcinogénico natural mais potente que
se conhece. A Agéncia Internacional de Pesquisa contra o cancro (IARC), considera que ha
evidéncia cientifica suficiente, para classificar a AFBl como carcinogénica para o homem
(Graul) (JECFA 2016; Monografia IARC).

Dada a sua importancia, foi criada legislagio e definidos limites maximos por
produto, contudo, encontra-se atualmente comprovado que mesmo para concentragoes de
Aflatoxina consideradas nao toxicas, em co-ocorréncia, com outras micotoxinas, sao
observados efeitos toxicos (Wan, Turner & EI-Nezami, 2013). A co-ocorréncia de
micotoxinas, acontece devido a 3 principais razoes: as culturas podem ser infetadas por
diferentes estirpes de fungos da mesma espécie; fungos de uma mesma espécie podem
produzir micotoxinas diferentes; a composicao final do género alimenticio pode ser uma
mistura de varios lotes de diferentes origens. Varios estudos evidenciam que 75%-100% das
amostras testadas contém mais do que uma micotoxina, o que pode aumentar o risco para a
salde humana e animal, mesmo em doses consideradas seguras (Streit E et al., 2012).

A ocorréncia de Aflatoxinas na cadeia agroalimentar é inevitavel sendo que, a
contaminagao pode acontecer em qualquer etapa da cadeia de fornecimento (FDA). Como
sa0 muito estaveis e tolerantes a altas temperaturas (80 al20°C), nao sao normalmente
destruidas por processos de transformagao industriais como a extrusao, cozedura e ou
pasteurizagao (S. Marin et al, 2013).

A exposicao humana a este tipo de contaminantes pode ocorrer diretamente da
ingestao de alimentos como os cereais, especiarias, arroz, milho, amendoins, nozes e frutos
secos que se encontram contaminados com AFBI (F. Sempere Ferre, 2016; Gems-Food
Contaminat database; Xiaoxia Ding et al, 2012; Williams JH et al., 2004; Sirot.V. 2013; S.Marin
et al, 2013; F. Raad et al, 2014; A.V. Jager, 2013; Sara C. Cunha 2018) ou indiretamente,
através do consumo de produtos de origem animal como por exemplo, os ovos e o leite,
que se encontram contaminados com Aflatoxina M| (AFMI) (S.Z. Igbal et al, 2015;
TOMASEVI Igor 2015; S.C. Duarte et al, 2013; Nemati Mahboob et al, 2010; Fallah Aziz A
2010).

A exposicao de recém-nascidos e bebés a Aflatoxina M|, ocorre apos ingestao de
alimentos contaminados por AFBI| pelas maes lactantes (Canti-Cornelio F. et al, 2016;
Oloyede Adejumo et al, 2013; Farajollah Maleki et al., 2015; Afshar P. et al,, 2013). A AFBI ¢
metabolizada no figado, resultando na formagao de varios metabolitos como a AFMI, AFM2,

AFM4, sendo a AFM|I, a que tem maior impacto na salde publica, dada a baixa concentragao
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em que normalmente se encontram os restantes metabolitos (EFSA2004). A aflatoxina M|,
metabolito secundario da AFBI, apesar de menos toxica, é classificada pelo IARC como
potencial carcinogénico (grau 2B) (JECFA 2016; Monografia IARC).

As criancas e recém-nascidos, apresentam maior suscetibilidade aos efeitos adversos
das aflatoxinas, porque tém menor peso, menor capacidade de desintoxicagao e incompleto
desenvolvimento de alguns dos seus orgaos e tecidos, como o sistema nervoso central.
Sendo o leite o alimento mais consumido por recém-nascidos e criangas, a qualidade e a
seguranga alimentar dos alimentos ingeridos por maes ou fémeas lactantes, tornou-se
determinante para salvaguardar a sua salide e mitigar o risco de desenvolvimento de doengas
cronicas no futuro.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a exposicao de recém-nascidos e bebés a
aflatoxina M| proveniente da ingestio do leite materno e avaliar os determinantes

sociodemograficos e de consumo alimentar das maes lactantes em Portugal.

2. As aflatoxinas e os fungos aflatoxigénicos

O poder patogénico de certos fungos, em produtos agricolas, € conhecido desde a
idade média. As cronicas europeias relatam epidemias misteriosas chamadas “Fogo de St
Antonio”, que conduziram a milhares de mortes na época, provocadas pela ingestao de
farinha de centeio infetado com um fungo do género Claviceps. Hoje em dia, casos tao
dramaticos sao raros, contudo, nos paises subdesenvolvidos, ainda ocorrem surtos de
Aflatoxicoses (doenga provocada pela ingestao de aflatoxinas) em humanos. Um dos maiores
surtos ocorreu entre 2004 e 2005, no Quénia, tendo sido registados 317 casos e 125
mortes. O milho, ingrediente associado a esta aflatoxicose, tinha sido produzido pela
populaciao e tinha concentragcoes médias de AF de 354 ng/g sendo que 7% das amostras
tinham niveis de Aflatoxina superiores a 1000 ng/g (Lauren Lewis, et al, 2005;CDC).
Anteriormente, em 1974 na india, foram afetadas 397 pessoas, apresentando sintomatologia
febril, ictericia, dores e vémitos, tendo-se registado a morte de cerca de 108 individuos. O
milho, componente maioritario da dieta, tera sido a principal fonte de contaminagao por
ingestao de concentragdes de aflatoxina entre os 2 e 6 mg durante um més (Krishnamachari
KA, Bhat RV, Nagarajan V, Tilak TB 1975).

Existe um vastissimo numero de espécies de fungos (mais de 90000 ja descritas) as
quais possuem caracteristicas muito diversas. Desempenham um papel importante na vida do
homem, quer de uma maneira benéfica, quer de um modo prejudicial (Max Schubert et al,

2018). Podem ser potencialmente nocivos para o Homem, plantas e animais, contudo,
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algumas espécies de Aspergillus sao usadas em biotecnologia para produgao de metabolitos
como antibioticos, acidos organicos, farmacos, enzimas alimentares ou agentes de
fermentagao (Samson et al, 2014; Max Schubert et al, 2018; Meareg G. Amare, Nancy P.
Keller 2014).

Fungos do género Aspergillus sao ubiquitarios, saprofitas e encontram-se no solo em
diferentes habitats a nivel mundial. Morfologicamente, podem ser facilmente distinguidos pela
formacao de uma cor amarelo esverdeada quando em culturas agar de extrato de malte
sendo atualmente conhecidas, 339 espécies do género Aspergillus (Max Schubert et al., 2018;
Samson et al, 2014). Uma das espécies, o A. Flavus, apesar de conhecido desde 1809,
tornou-se motivo de estudo em 1962 como resultado da doenga dos perus que matou
100.000 perus e 14.000 patos em Inglaterra sem razao aparente. Esta doenca inexplicavel
ficou posteriormente conhecida por Doenga X dos Perus. Investigagdes subsequentes
levaram ao isolamento do fungo Aspergillus flavus no ingrediente amendoim, existente nas
racoes (FDA — Bad Bug Book - 2016).

As infe¢oes dos produtos agroalimentares por fungos do género Aspergillus, nao so
reduzem o valor nutritivo do alimento, como também conduzem ao aparecimento de varios
metabolitos toxicos que, em condi¢oes de humidade e temperatura favoraveis, favorecem a
sintese de aflatoxinas (Stoeve 2013; Qifang Wu, Lijuan Xie, Huirong Xu, 2018; Abbas et dl,
2017; Abas et al, 2009; Ahmad and Iram, 2008). As AFs sio produzidas por fungos
filamentosos do género Aspergillus que se encontram em especial, em zonas quentes e
himidas (Doris Klingelhofer et al, 2018; EFSA 2007; Flores-Flores et al, 2015; JECFA 2016).
Os fungos do género Aspergillus sao normalmente considerados fungos de armazenamento,
porque nao infetam em situagao normal, as culturas antes da colheita. Contudo, espécies
como o Aspergillus flavus podem produzir uma grande quantidade de esporos que podem
disseminar-se no ar e germinar quando colonizam substratos em condi¢oes favoraveis
(Phuong-Anh Nguyen, et al, 2017; Bennett, 2010); podem infetar as culturas e produzir
aflatoxinas no campo (Storm et al, 2008) em anos de calor com temperaturas superiores a
32°C, humidades elevadas (>80%), ou durante periodos de seca (De Wolf et al, 2005;
Tsitsigiannis et al, 2012). Estudos recentes evidenciam contaminagoes de milho por
aflatoxinas, ocorridas em Italia entre 2009 e 201 | devidas as condi¢oes climatéricas de altas
temperaturas e de baixa pluviosidade durante as culturas. Nas etapas de transporte e
armazenamento, sao as temperaturas e humidades elevadas que favorecem a colonizagao
por fungos e a sintese de Aflatoxina (Paul W. Kachapulula, et al, 2017). Os danos
provocados por insetos ou pragas podem aumentar a predisposicao para o ataque destes

fungos (I. M. Ogunade 2017).
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As espécies de fungos mais frequentes sao os Aspergillus, Penicillium e Fusarium
sendo o A. flavus e em menor extensao A. parasiticus e A. nomius, os responsaveis pela
maioria das aflatoxinas encontradas nos produtos agroalimentares (Cotty et al., 2008; Probst
et al, 2010).0 milho, os amendoins, cereais, arroz, nozes e frutos secos, estao expostos a
colonizagao por A. Flavus capazes de sintetizar aflatoxinas Bl (AFBI) e B2 AFB2 enquanto
que, fungos como o A. Parasiticus produzem AFBI, AFB2, AFGI| e AFG2. O A. Flavus e o A.
Parasiticus sao também considerados os fungos patogénicos de maior prevaléncia nas ragoes,
a nivel mundial (Victoria Bernaldez et al, 2018; Henry E. Iheanacho et al, 2014; Abbas HK,
Zablotowicz RM and Bruns HA, 2008; Huahui Lan a 2018). Sabe-se que a colonizagao por
fungos e consequente sintese de aflatoxina sao influenciadas por uma série de fatores como
a atividade da agua (aw), temperatura (T), substrato e pH, sendo que a disponibilidade de
agua e a temperatura, sao os fatores mais importantes e os que mais contribuem para a
germinagao e crescimento de fungos. Sabe-se ainda que a probabilidade de contaminagao
por Aflatoxina aumenta com a densidade de Aspergillus no solo (E.S. Monyo et al, 2012) e
que substratos como os cereais, sementes oleaginosas, nozes e especiarias sao
extremamente favoraveis ao desenvolvimento de fungos e posterior sintese de aflatoxina
(Antonia Gallo, et al, 2016; Laila Aldars-Garcia, et al, 2016; Schmidt-Heydt, Abdel-Hadi,
Magan, & Geisen, 2009).

Varios estudos tém sido conduzidos para investigar os fatores que promovem o
desenvolvimento de fungos da espécie Aspergillus e a sintese de aflatoxina em diferentes
matrizes alimentares sendo que, os dados de diferentes autores evidenciam que a
temperatura, a atividade da agua, a implementagao de Boas Praticas Agricolas e Boas praticas
de armazenamento, estao entre os principais fatores que influenciam e minimizam o
desenvolvimento de fungos toxicogénicos e ocorréncia de aflatoxinas. Nem todas as estirpes
dos fungos sao toxicogénicas, no entanto, de acordo com a literatura consultada, cerca de
metade dos isolados de A. flavus sao aflatoxigénicos e produzem aflatoxina: Tabela 1 (I. M.
Ogunade 2017; Jolanta Wawrzyniak, Agnieszka Waskiewicz, Antoni Ryniecki 2018; Angel
Medina et al,, 2017). No geral, temperaturas de armazenamento e humidades relativas do ar
superiores a 25°C e 75%, respetivamente, e valores de atividade da agua superiores a 0,85,
estao entre os principais fatores que promovem a colonizagdo dos produtos agro-
alimentares por fungos e a posterior sintese de aflatoxinas (GTP- Good Trading Practices,

2016; FAO 2000).
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Tabela |- Toxicidade de A. Flavus

Pais Alimento % A. Flavus Toxicogénico Referéncia
Malasia Amendoim 59% M. Norliaa et al. Polyphasic (2018)
Nigéria e Gana  Milho 59% Giancarlo Perrone et al. (2014)
Brasil Arroz 17% Aline M. Katsurayamaa et al. (2018)
Brasil Nozes 26.5% Baquiao et al. (2013)

Os resultados dos estudos desenvolvidos até ao momento, revelam que a atividade
da dgua e a temperatura, tém uma influéncia determinante na regulagao dos genes envolvidos
no crescimento de A. flavus e na sintese das aflatoxinas (Fuguo Xing et al,, 2017; Xiao Liu et
al, 2017; Bhat et al, 2010). A atividade da agua é destacada como um dos parametros que
influenciam o crescimento de fungos e produgao de micotoxinas sendo que a maioria dos
fungos toxicogéncios se podem desenvolver para valores de aw de 0,85 e numa gama de
temperaturas muito alargada 12 a 40°C. O valor minimo de aw para o aspergillus flavus é de
0,85 mas podem ter um crescimento otimo para valores de aw entre 0.93-0.98 e para
intervalos de temperatura situados entre os 25 e 40°C (Laila Aldars-Garcia, et al,, 2016; Xiao
Liu et al, 2017; Ifeoluwa Adekoya et al., 2018; Sweeney & Dobson, 1998).

Na Tabela 2 encontram-se resumidas as condigoes que favorecem a colonizagao por

fungos de diversas matrizes alimentares.

Tabela 2 - Condi¢coes 6timas de desenvolvimento de A. Flavus

Alimento Temperatura  Atividade da agua Referéncia
30-35°C

Pimenta preta 11216 * 0.71-0.76* Pratheeba Yogendrarajah, et al. (2015)
Encyclopedia of Dairy Sciences (Second

Queijo Cheddar 33°C
Edition), (2011)

Sorgo 25-37°C 0.97-0.99 Amani Lahouar, et al. (2016)

Arroz 37°C Najeeb S. Al-Zoreky, (2017)

Améndoas 37°C Antonia Gallo, et al. (2016)

*temperaturas e wa minimas

As espécies Aspergillus, sao intolerantes a niveis baixos de oxigénio e de pH (Pahlow
et al, 2003; I. M. Ogunade 2017) o que conduz a que durante o armazenamento os fungos
sejam encontrados nas camadas superiores e pouco compactadas e, portanto, com uma

superficie de maior contacto com oxigénio.
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Os mecanismos moleculares de producao de aflatoxinas atraem a atengao global na
medida em que sera necessario perceber o processo de biossintese para assegurar a
adequagao e implementagao de medidas de controlo que possam mitigar o risco de salde
publica. Varios estudos foram desenvolvidos no sentido de elucidar o processo de
biossintese da aflatoxina em laboratorio, contudo, a forma como os fatores ambientais
afetam a biossintese da afla, ainda permanece um enigma (Bin Wang et al,, 2017).

Os efeitos de varias combinagoes de temperatura e aw tém sido estudados em
laboratério para determinar os mecanismos de produgao de afla. Varios estudos
demonstram que as temperaturas 6timas de desenvolvimento de afla por fungos como o A
flavus e o A parasiticus sao superiores a 20°C e as aw mais favoraveis para o desenvolvimento
de afla se situam entre 0.82 e 0.99 (Belén Peromingo, 2016; Bin Wang et al, 2017; Victoria
Bernaldez et al, 2017).

Tabela 3 - Condicdes 6timas de desenvolvimento de Aflatoxina

Alimento Temp. 6tima Wa é6tima Referéncia Observacodes
Améndoas 28°C 0.96 Antonia Gallo, et al. (2016)
Pimenta Preta 24-30°C Pratheeba, et al. (2015)

A sintese de afla poderia ser

. evitada armazenando o Sorgo
Amani Lahouar, et al. g

Sorgo 37°C e 25°C 0.97 e 0.99 com valores de aw <091 e
(2016)

nao haveria produgio de afla

a temperaturas de [5°C.

30 0.99 Aumento  significativo  para
Milho Angel Medina, et al. (2017).

37 091 g (2017). 37101,

16 0.82 Nao houve crescimento entre
Milho 30 0.99 Pitt & Hocking, (2009) 0.90 aw and 20°C.

. Apos periodo de incubagao
Centeio 28°C 0.95e0.98  Salma Lasram, et al. (2016).
de 5 dias.

Produtos a 25-30°C 0.95 Rocio Casquete, (2017) pH=5

base de queijo

Do ponto de vista da seguranca alimentar e da andlise dos dados sobre as condigoes
que favorecem o desenvolvimento de fungos toxicogénicos, o desenvolvimento e
implementagao de sistemas de controlo da temperatura e wa para as atividades apos colheita
e armazenamento, parecem ser o melhor processo para reduzir a atividade de fungos e
mitigar o risco de desenvolvimento de Aflatoxinas durante o armazenamento dos cereais, e

sementes oleaginosas.
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3. Caracterizacdo Quimica e Biotransformacao da aflatoxina B1

A Aflatoxina BI é considerada um xenobidtico (composto estranho no organismo) e
pertence ao grupo dos compostos classificados como difuranocumarinas. Conhecem-se
cerca de 14 tipos de Aflatoxinas, mas as principais e as mais estudadas sao a Aflatoxina Bl
(AFBI), Aflatoxina B2 (AFB2), Aflatoxina G| (AFGI), Aflatoxina G2 (AFG2) e ainda os
metabolitos hidrolisados da AFBl e AFB2, respetivamente AFMI e AFM2. A AFBI é
considerada a mais toxica e a mais prevalente de todas as Aflatoxinas (EFSA 2013; Kumar P.
et al, 2017; IARC 2012). Em particular a AFBI é caracterizada pela fusao de um anel
ciclopentanona ao anel lactona da estrutura cumarina e pela emissaio de uma forte
fluorescéncia na regidao do azul quando exposta a radiagao ultravioleta. A AFMI é o principal
metabolito hidrolisado da AFBI e é produzido por ativagao do citocromo P450 | A2 (Fig.l).
E também fluorescente emitindo uma luz azul-violeta quando sujeita a radiacio UV

(Marchese et al,, 2018).

Aflatoxin B1 (AFB1) Aflatoxin M1 (AFM1)

Fig. |- Estrutura Quimica da AFBI e AFMI.

A AFBIl e AFMI tém propriedades quimicas bastante semelhantes: sao insoluveis em
solventes nao polares e pouco soliuveis em agua. Tém uma elevada estabilidade térmica,
mesmo a altas temperaturas (>100°C), o que nao permite a sua degradagao/destruicao apos
tratamentos térmicos durante o processamento alimentar. Esta propriedade, representa um
obstaculo para a redugao do teor de aflatoxinas nos alimentos com especial relevancia no
leite e produtos lacteos uma vez que a pasteurizagdo ou outros tratamentos térmicos sao

pouco eficazes na reducao destes contaminantes alimentares.
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A exposicao das maes lactantes e dos lactentes ocorre por ingestao de alimentos

contaminados com AFBI (Fig. 2).

Urina materna

Alimentos contaminados Exposicao materna
com (AFBI)
Sangue materno
Transferéncia
Urina de lactentes
Leite materno (AFMI) Exposicao de lactentes

Sangue de lactentes

Fig. 2 - Exposicao das maes e lactentes a alimentos contaminados com aflatoxinas.

Para que um xenobidtico possa ser metabolizado pelos microssomas, € necessario
ser lipossollvel, pois essa propriedade facilita a sua penetragao no reticulo endoplasmatico e
a sua ligagao ao citocromo P450, principal familia de enzimas responsavel pela metabolizagao
de xenobidticos (Wanwimolruk et al, 2014). E devido as suas propriedades lipoliticas e a
capacidade de ligagao com proteinas plasmaticas que a AFB| se pode acumular no organismo
apos exposi¢oes cronicas ou repetidas. A absorgao ocorre no trato gastrointestinal, sendo
em seguida, biotransformada por enzimas hepaticas com fungdes de oxidases, as quais
pertencem a superfamilia de enzimas do sistema citocromo P-450, que participam no
processo de desintoxicagdo da AFBI. As enzimas envolvidas no processo de
biotransformagao encontram-se presentes em todo o organismo (sangue, rins, pulmoes,
pele, tecido nervoso, intestino delgado e figado) contudo, o figado, é sem duvida, o érgao
vital responsavel por processos de desintoxicagaio de xeno bidticos, infe¢oes virais,
alcoolismo, etc. (Seviora, 2012; Ingawale, 2014). A fragao absorvida de AFB| que entra na
circulagao é extensivamente metabolizada no figado, resultando predominantemente em
aflatoxina M| (AFMI) excretada no leite, ou conjugada com dcido glicurénico e,
posteriormente excretada por via biliar ou ainda na urina.

A biotransformagao da AFBI, é uma etapa primordial no processo de eliminagao e
diminuicdo da sua toxicidade. A AFMle AFQI, metabolitos provenientes da
biotransformagao da AFBI por hidroxilagao, sio compostos menos téxicos e mais polares, o
que favorece a sua solubilidade em 3agua facilitando a rapida excrecao pelas glandulas

mamarias, urina ou fezes. A AFBI| é biotransformada por enzimas hepaiticas, levando a
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formacao de adutos AFBI-N7-guanina e AFBI-lisina (AFBI-Lys), entre outros compostos
que podem permanecer como residuos no figado, tais como aflatoxina M| (AFMI) e
aflatoxicol (AFL). Os produtos de biotransformagao da AFBI podem ser utilizados como
biomarcadores de exposicao as aflatoxinas através da dieta (Fig - 3).

Experiéncias conduzidas em humanos, indicam que 95% da AFBI e seus metabolitos
sao eliminados na urina em 24 horas, contudo ainda nao existem estimativas para os racios
de conversao da AFBI proveniente da dieta alimentar e os residuos de AFBI| ou dos seus
metabolitos no figado (Ramalho et al, 2018). Os racios de conversao da AFBI em residuos
de AFBI ou dos seus metabolitos no figado, obtidos em laboratorio ou em animais
produtores de leite sio muito variaveis. Em porcos, o valor estimado de conversao foi de
800:1 (Ramalho et al, 2018). As experiéncias conduzidas em humanos para determinar a
quantidade de AFBI e AFMI excretadas na urina evidenciam que s6 1.2% a 2.2% da AFBI
presente na dieta alimentar é excretada como AFMI na urina (Romero Alessandra et al,
2010) e de acordo com Zhu et al, s6 1.23-2.18% da AFBI ingerida é excretada como AFMI
na urina. Segundo Zhu (1987) o coeficiente de correlagao (r) entre a ingestao de AFBI e a

AFMI na urina de uma populagao chinesa é de 0.65.

| e
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Fig. 3 - Biotransformation da aflatoxin Bl.
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Estudos experimentais foram conduzidos para avaliar o carry over para ruminantes e
outros animais produtores de leite, contudo, nao existem até ao momento estudos de
transferéncia de AFBI ingerida e a sua conversao para AFMI no leite materno.

Nos ruminantes, estima-se que a quantidade de AFMI excretada no leite representa,
| a 2% da AFBI ingerida, sendo variavel de acordo com a espécie e podendo atingir os 6%
no caso de vacas de intensa produgao (Frazzolli et al.,, 2016; Britzi et al,, 2013; RAHMANI et.
al, 2018). O carry-over, ou seja a percentagem de conversao de AFBI em AFMI| em vacas
leiteiras € ainda influenciado por fatores fisiologicos e nutricionais, incluindo dieta alimentar,
racio de ingestao e de digestao, saude do animal, capacidade de biotranformagao hepatica e
volume de producgao de leite. Isto implica que a absor¢ao de AFs e a excregao de AFMI no
leite, varia diariamente (Duarte et al, 2013). Segundo Battacone (2003, 2009, 2012), a
absor¢ao de AFBI no trato gastrointestinal dos ruminantes é muito rapida assim como a
hidrolisagcao e conversao em AFMI e libertagio no sangue, contudo uma grande fragao da
AFBI ingerida é degradada no rumen e nao entra em circulagao (Frazzolli et al,2016). Na
maioria dos estudos realizados a excrecio de AFMI pelas glandulas mamarias acontece
entre as 12-24hr apos a ingestao de alimentos contaminados com AFBI e desaparece entre
as 27-72hr apés a sua interrupgao na dieta. Dada a escassez de estudos em humanos, o racio
inerente a biotransformagcao de AFBI| para AFMI| no caso dos animais podera dar uma
aproximagao do que pode ser esperado para humanos.

A biotransformagao, processo tao importante para a excregao de substancias nocivas
e desintoxicagao do organismo, tem um lado perverso, sendo responsavel pelo
aparecimento de metabolitos reativos que se podem ligar as macromoléculas do organismo
como o DNA e RNA podendo provocar mutagoes ou formagao de espécies de oxigénio
reativas (ROS) que provocam stress oxidativo (Macherey, 2015; Klotz, 2017). Dependendo
da estrutura e do tipo de ligacao, diferentes efeitos patoldgicos poderao ocorrer, como
necrose, fibrose, mutagénese, carcinogénese e teratogénese (IARC, 2012; Carvajal Moreno
2016; Klotz, 2017). A ativagao metabdlica de AFBI por epoxidagao produz o composto AF-
8,9-epoxido, altamente reativo, considerado o responsavel pelas propriedades genotoxicas

das aflatoxinas (Silvia Marchese et al,, 2018; Bbosa G.S. et al, 2013; Verma R.J. 2004) (Fig. 4).
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Fig. 4 - Metabolismo da AFBI e AFMI.

O composto AF- 8,9-epoxido pode ligar-se ao DNA, formando aductos (AFBI-N7-
Guanina) conduzindo a mutagées do DNA ou pode conjugar-se com a glutationa (GSH)
catalisada por Glutationa-S-Transferase (GST) com a subsequente excre¢ao como AFB-
marcapturate sendo este caminho vital para a desintoxicagao da AFBl como carcinogéneo
ainda que uma deplecio de GSH possa conduzir a altos niveis de espécies reativas de
oxigénio (ROS) causando danos oxidativos (Verma R.. 2004).Pode ainda reagir e formar o
AFBI-8,9-dihydroxydiol, que podera ser convertido na forma de dialdeido que pode ser
excretado na urina como didlcool apés ativagao da aflatoxina aldeido reductase (AFAR) ou
ligar-se a proteinas como a albumina (Wild CP 2002). Um outro caminho ¢ ligar-se a outras
macromoléculas como proteinas e RNA, causando desregulagao das fungoes celulares

normais e inibicao da sintese de proteinas DNA e RNA.

4. Toxicidade das Aflatoxinas

As Aflatoxinas, contaminantes naturais alimentares, sio consideradas as mais
potentes substincias carcinogénicas que se conhecem e sao classificadas no Grupol pela
Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancro (IARC, 2012). De acordo com a monografia
|00F do IARC, existe evidéncia suficiente do potencial hepatocarcinogénico das Aflatoxinas
em humanos, e evidéncia suficiente em animais experimentais da hepatocarcinogenicidade

proveniente da exposicao a AFBI, AFGI, AFMI e as misturas de Aflatoxinas (Wu et dl,
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2009; IARC, 2012; JECFA, 2016). Estima-se que 4 bilices de pessoas no mundo se encontram
expostas a aflatoxinas provenientes da dieta alimentar (CDC, 2018; Williams et al,, 2004; Yan
et al, 2012; Chu et al, 2018; Azzis Baumgartner et al, 2005). A exposi¢ao dos animais e do
homem as Aflatoxinas provém da dieta alimentar que é consistentemente, considerada um
dos maiores fatores de risco de desenvolvimento de cancro a nivel mundial (Gross-
Steinmeyer, 2012; Rocha et al, 2014). De acordo com a Organizacdo Mundial de Salude
(WHO), dos 550,000-600,000 novos casos de cancro, cerca de 25,200-155,000 (4.6—28.2%)
dos casos de carcinoma hepatocelular, podem ser atribuidos a exposi¢ao a Aflatoxinas (LIU&
Wu, 2010; Hui, 2012). A maioria dos carcinomas hepatocelulares ocorrem na Africa
subsariana, Asia e China onde as populacées sofrem de Hepatite B (efeito sinérgico) e se
encontram mais expostas a estes contaminantes quimicos (Asim et al, 2011; WILD, 2010;
Kucukcakan, 2015; Kensler et al, 201 I; WHO, Gross-Steinmeyer, 2012).

As Aflatoxicoses, nome dado as doengas provocadas pela ingestao de alimentos
contaminados com aflatoxinas, afetam o Homem e varias espécies animais. Quando ingeridas
em doses elevadas e num curto espago de tempo -Aflatoxicoses agudas- sao observados
danos estruturais e funcionais no figado, incluindo necrose celular, hemorragias, lesoes,
fibrose, cirrose e em casos extremos, a morte. Sao igualmente muito nocivas, mesmo em
doses muito pequenas, se absorvidas regularmente, durante largos periodos de tempo,
podendo conduzir a atrasos no crescimento, imunossupressao e cancro (Gong et adl,
2004; Williams et al, 2004; Cotty and Jaime-Garcia, 2007). As AFs, sao consideradas
compostos que tém um grau de toxicidade elevado em quase todas as espécies animais
testadas, mas existem diferengas substanciais na suscetibilidade das espécies e, dentro de
uma dada espécie, a magnitude da resposta € influenciada pela idade, sexo, peso, dieta,
exposi¢ao a agentes infeciosos, presenga de outras micotoxinas e concentragao e periodo de
exposicao ao contaminante. Para a maioria das espécies estudadas, a sensibilidade é
acentuadamente maior nas criangas do que nos adultos e nos machos do que nas fémeas.
(Williams et al., 2004).

A Aflatoxina Bl, é considerada a mais toxica e a mais prevalente das aflatoxinas
conhecidas (cerca de 14). A aflatoxina Bl (AFBI) é um composto altamente toxico (LD50 =
[-50 mg/kg) para a maioria das espécies animais, embora seja extremamente toxico (LD50
<I| mg/kg) para algumas espécies altamente suscetiveis, como coelhos, porcos, caes e gatos,
trutas e patos. Estudos em animais, evidenciam duas ordens de magnitude na dose letal
média para a AFBI. As espécies mais suscetiveis, como os coelhos e os patos, tém uma dose
letal media baixa (0,3 mg/kg), enquanto as aves de capoeira (18 mg/kg) e os ratos tém maior

tolerancia (Gongalo, Diaz. 201 1; Williams et al, 2014). A sensibilidade é particularmente
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variavel entre os roedores, sendo que os ratos respondem nos niveis de 15-1.000 pg/kg de
AFBI na dieta, enquanto que certas cepas de camundongos nao apresentam nenhuma
resposta em doses até 150.000 pg/kg.

A dose, o tempo de exposicao e natureza do sistema digestivo, sao os principais
fatores da suscetibilidade para a mesma espécie a AFBI. Os ruminantes sao geralmente
menos sensiveis em comparagao com os hao ruminantes porque as Afs sao parcialmente
degradadas pelo rumen intestinal (Frazzoli et al, 2016; FDA, 2018; EFSA 2018). A maioria
dos sinais clinicos, caracteristicos de exposi¢oes cronicas a AFs, para esta espécie, sao
disfungao hepatica, como anorexia, ictericia e hemorragia, juntamente com as lesoes renais.
Nos bovinos, os sinais clinicos ocorrem apds a exposicao a concentragoes de [,5 a 2,2
mg/kg de ragao, e em pequenos ruminantes, apds a exposi¢ao a concentragoes >50 mg/kg de
racdo. Os alertas precoces podem ser dados pela redugao da produgio de leite,
fotossensibilizagao e, mais importante, redugao da resposta imunologica, incluindo redugao
da resposta a vacinacgao. Para efeitos tao subtis, é dificil estabelecer um nivel sem efeitos: no
entanto, existe uma margem de seguranc¢a de pelo menos 75 entre os niveis de exposi¢ao a
produtos toxicos (21,5 mg/kg de racao) e o limite legal (0,020 mg/kg de ragao) na Europa
considerado seguro, mas que comega a ser questionado dada a ocorréncia de AfMI no leite
(Frazzoli et al, 2016). No gado produtor de leite, os sintomas primarios de contaminagao
com aflatoxinas sao a redugao no ganho de peso, bem como danos no figado e rim e
diminuicao da produtividade. Os caes sao especialmente sensiveis devido aos baixos teores
de Glutationa sendo a dose letal, de 0.5-1.0 mg/Kg. Desde 1975, que existem registos de
casos esporadicos e surtos de aflatoxicose em caes, transmitidas por alimentos. Os dois mais
recentes (em 1998 e 2005), ambos nos EUA, foram os surtos mais disseminados, e
ocorreram devido a contaminagao do milho por aflatoxinas. Apesar da rapida atuagao das
entidades de salde, a taxa de mortalidade foi de 64% (46 de 72 caes). Em lIsrael, entre
dezembro de 2005 e fevereiro de 2006, ocorreu um novo surto com 50 caes que foram
expostos a uma dieta canina comercial contaminada. O racio de mortalidade foi de 68%
(BRUCHIM et al, 2012). Peixes e aves sao também espécies extremamente sensiveis, e a
dose efetiva para a indugao de hepatomas situa-se entre 10 - 30 pug/kg de AFBI na dieta. Nas
aves de capoeira, as aflatoxinas causam danos no figado, provocam um decréscimo da
produtividade e eficiéncia reprodutiva, decréscimo na produgao e na qualidade da casca dos
ovos e conduzem a um aumento da suscetibilidade as doencas. Os suinos sao menos
sensiveis do que as aves.

O nivel de toxicidade das AFs em humanos é largamente desconhecido, contudo, os

adultos costumam ter alguma tolerancia a aflatoxina Bl e, nos casos relatados de
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intoxicagoes agudas, geralmente sao as criangas que morrem. Nao ha estudos de toxicidade
da AFBI em humanos, mas é conhecido o caso de um trabalhador de laboratério que
intencionalmente ingeriu AFBI a 12 pg/kg de peso corporal por 2 dias desenvolveu uma
erupgao cutanea, nauseas e dor de cabe¢a, mas recuperou, sem efeito negativo. O
trabalhador foi seguido durante 14 anos e os resultados das anadlises efetuadas ao sangue e
ao figado nao evidenciaram problemas (FDA, 2012). No geral, em animais de criagao e de
laboratério, a exposicao cronica a aflatoxinas compromete a imunidade e interfere no
metabolismo de proteinas e em multiplos micronutrientes que sao criticos para a saude.
Estes efeitos, ainda nao foram amplamente estudados em humanos, mas de acordo com a
informagao disponivel, pelo menos alguns dos efeitos observados em animais, também
ocorrem no homem (Williams JH et al, 2004). Também nao ha registos de aflatoxicoses
agudas no Homem nos paises desenvolvidos, contudo, existem evidéncias de Aflatoxicoses
agudas em humanos, em paises como a india, China, Tailindia, Gana, Quénia, Nigéria, Serra
Leone, e Sudao. Os surtos de Afs documentados, ilustram bem o poder toxicologico destes
contaminantes. No noroeste da india, em 1974, foram afetadas 397 pessoas e houve 108
mortes associadas ao consumo de milho com teores de Afs entre 0,25 e |15 mg/kg. O
consumo diario estimado foi de 2 a 6 mg/dia de aflatoxina durante varias semanas
(Krishnamachari et al, 1977). Em 1982, no Quénia, houve 20 internamentos hospitalares,
com uma taxa de mortalidade de 60%, devida a ingestio de AF em concentra¢oes de 38
pg/lkg de peso corporal. Na Malasia, em 1998, |3 criancas chinesas morreram de
encefalopatia hepatica aguda depois de comer macarrao chinés; a presenga de aflatoxinas foi
confirmada em amostras post-mortem dos pacientes. Entre 2004 e 2005, ocorreu um dos
maiores surtos de aflatoxicose numa zona rural do Quénia, tendo sido afetadas 317 pessoas;
morreram |25 devido a ingestao de milho caseiro contaminado com uma concentragao
média de 354 ng/g de Aflatoxinas com amostras com concentragoes de AFBI de 4,400 ppb,
que é 220 vezes maior que o limite de 20ppb determinado pelas autoridades quenianas
(Azzis Baumgartner et al, 2005; FDA- Bad Bug Book 2nd edition).

A biotransformagao da AFBI (Fig.5), esta fortemente associada aos efeitos toxicos e
carcinogénicos provocados no homem sendo o érgao alvo, o figado (KUMAR Pradeep et al,
2017). No entanto, constata-se que o intestino também podera ser considerado um oérgao
vulneravel aos efeitos adversos da AFBI, uma vez que funciona como a primeira barreira de
defesa para xeno bidticos (Broom, 2015; Zhang, 2015). A epoxidagao da AFBI e a formacao
do composto reativo - exo-8,9-epoxido AFBI é considerada a etapa critica para o potencial
mutagénico e carcinogénico da AFBI, AFMI e AFGI ou da sua auséncia, na AFB2 e AFG2
(IARC, 2012; JECFA 83thr report 2017). Sabe-se ainda, que a transversao G para T na
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terceira posicao do cédon 249 (AGG) do gene TP53, substituindo a arginina por serina, é a
mutagao mais comum induzida pela aflatoxina associada ao HCC (Anitha et al, 2014). Os
estudos da epoxidacao da AFMI si3o ainda limitados, contudo, constatou-se que a AFMI tem

um potencial toxico direto, mesmo na auséncia de ativagdo metabdlica, ao contrario da

AFBI (Caloni et al, 2006).
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Fig. 5 - Biotransformagao da Aflatoxina Bl apés exposicao pela via alimentar.

Embora menos toxicas que a AFBI, o potencial de toxicidade relativo das restantes
congéneres, por ordem decrescente é o seguinte: AFBl > AFGI, AFM| >> AFB2, AFG2
(IARC, voll0; Theumer et al, 2018). Apesar da AFMI ser geralmente considerada um
produto proveniente do processo de desintoxicagio do ponto de vista mutagénico e
carcinogénico, e de ser uma preocupagao para as criangas devido a sua ocorréncia no leite e
produtos lacteos, alguns autores sugerem alguma precaugao na interpretagao de que a AFM|
nao tem efeitos adversos para a saude da mae. Ensaios in vitro, evidenciam que, apesar do
seu potencial de toxicidade ser inferior em 10% a toxicidade da AFBI (Prandini et al,, 2009),
constata-se que provoca danos no DNA, mutacio genética e transformacao celular em
células mamarias, em insetos e animais (J. Zhang et al, 2015; M. Caruso et al, 2009; Caloni et
al, 2006). A AFMI, previamente classificada pelo IARC como provavel carcinogénico para o
homem Grau 2, foi reavaliada e é atualmente classificada como Graul (IARC,1993; IARC
2002; IARC 2012; EFSA 2018). Apesar das poucas pesquisas efetuadas para avaliar os efeitos
adversos da AFMI no intestino, que € a primeira barreira para produtos quimicos ingeridos,

ha evidéncias de que a AFMI pode prejudicar as células intestinais e o consumo prolongado
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de alimentos contendo AFBI e o seu metabolito hidrolisado AFMI, pode representar um
risco de lesao para o trato intestinal (Scaglioni, 2014; Zhang, 2015; Jebali et al., 2018).

A co-exposi¢ao a mais de uma micotoxina representa uma grande preocupagao para
a saulde publica, particularmente em relagao a seguranca de consumidores como criangas e
bebés que podem ser expostos simultaneamente a varios xenobioticos através do consumo
de alimentos como os cereais, o leite e seus derivados. A toxicidade das misturas de
micotoxinas nao pode ser prevista com base nas suas toxicidades individuais uma vez que as
suas reagcoes podem ser antagdnicas, aditivas ou sinérgicas, acentuando ou mitigando o
impacto de cada micotoxina (THOMAS et al, 2018). Estudos desenvolvidos, evidenciam que
a co-exposicao da ABI e ocratoxina A (OTA) pode agravar a imunotoxicidade (HOU Lili et
al, 2018; Bianco et al, 2012). Segundo um estudo realizado por Hove, a co-exposicao a
aflatoxina Bl e fumonisina Bl (FBI), aumenta o potencial de carcinogenicidade e agrava a
imunotoxicidade em varias espécies animais (Bbosa et al, 2013; HOVE M. et al, 2016). Num
outro estudo, evidencia-se que a citotoxicidade da AFMI| aumenta dramaticamente na
presenca de OTA e ZEA indicando que os limites atualmente estabelecidos para a presenga

desta Afla no leite, deverao ser reavaliados (Y.N. Gao et al,, 2016).

5. Ocorréncia de Aflatoxinas em alimentos destinados ao consumo humano e
animal.

5.1. Ocorréncia em alimentos destinados ao consumo humano

A exposicaio Humana a AFs ocorre maioritariamente através da ingestao de
alimentos contaminados com AFBI ou, indiretamente, através da ingestao de leite
proveniente de animais que ingeriram alimentos contaminados com AFBI (Klingelhofer et al,
2018; Kumar et al, 2017).Os alimentos mais susceptiveis de contaminagao por AFs sao os
cereais e seus derivados, arroz, sementes, nozes, frutos secos, café, especiarias e ervas
aromaticas (Ferre F,2016; Garcia et al, 2018; Ogunade, 2017; Monyo et al, 2012). A
produgao global de cereais para 2017 estava prevista para atingir 2627 milhoes de toneladas
com graos grosseiros previstos em |37] milhdes de métricas toneladas. Estas estatisticas
mostram a importancia do arroz, trigo, milho, cereais e outros graos na composicao dos
alimentos globais que fornecem. A AFBI, no entanto, é bem conhecida por contaminar estes
produtos para além de outros alimentos altamente utilizados, como amendoim, frutas secas
e especiarias. Apesar de se verificar um predominio nos trépicos em detrimento das zonas
temperadas, devido a globalizagdo, nao ha regides no mundo livres da presenca de

aflatoxinas sendo que, a contaminagao é especialmente relevante em populagoes que
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baseiam a sua alimentagao num unico tipo de produto como por exemplo, o milho em Africa

ou o arroz na Asia. A ocorréncia de aflatoxinas nos produtos agro-alimentares € inevitavel,

encontrando-se na maior parte das vezes em concentragoes muito baixas em alimentos

como os cereais, frutos secos, especiarias, cacau, leite e sementes oleaginosas. Estes dados,

provenientes dos programas de monitorizagao implementados pelas autoridades de

seguranga alimentar europeias, estio de acordo com os resultados de diversos estudos

realizados, a nivel mundial, para avaliar a ocorréncia de AFBI nos alimentos (Tabela 4)

Tabela 4 - Ocorréncia de AFBI por alimento e por Pais (Adaplado de Rushinga Blake, 2019).

Alimento  Pais Ne de N2 de % AFB1 Referéncia
amostras Positivos Positivos ug/Kg
Arroz Suécia 99 56 56,6 46,2 Fredlund et al. (2009)
Arroz India 1200 814 67,8 308 Reddy et al. (2009)
Arroz Brasil 230 128 55,7 180,74 Almeida et al. (2012)
Nozes Turquia 302 51 16,9 368 Hepsag et al. (2014)
Nozes Zimbabue 208 26 12,5 75,9  Maringe et al. (2017)
Nozes Japao 21 10 47,6 2,59 Kumagai et al. (2008)
Milho China 108 108 100 50 Sun etal (2011)
Milho Burkina Faso 26 13 50 636 Warth et al. (2012)
Milho Mocambique 13 6 46,2 363 Warth et al. (2012)
Milho Croacia 633 241 38,1 2072  Pleadin et al. (2014)
Cereais Tunisia 147 42 28,6 25,1 Gali et al. (2010)
Cereais Paquistao 237 98 41,4 6,9 Igbal et al. (2014)
Frutos secos Tunisia 20 9 45 345 Gali et al. (2010)
Frutos secos Turquia 130 16 12,3 12,5 Kabak, (2016)
Frutos secos Paquistao 77 33 42,9 9,8 Masood et al. (2015)
Tabela 5 - Ocorréncia e nivel de incidéncia de AFl em alimentos.
Alimento N N° Positivos Conc. Média LOD Referéncia
positivos (%) (ug/Kg)

Pao de Milho 14 6 43 1,4 3,5 Igbal, 2014
Pao de Trigo 13 5 38,5 0,4 1,85 Igbal, 2014
Pao de Centeio 15 7 47 0,9 2,9 Igbal, 2014
Cereais de P.A. 19 9 47,4 0,83 2,16 Igbal, 2014
Chocolate negro 78 78 - 0,59* - Copetti, 201 |
Chocolate em pé 25 24 96,0 0,43 0,96  Copetti, 2012
Chocolate negro 25 25 100,0 0,43 - Copetti, 2012
Chocolate de leite 25 18 72,00 0,08 - Copetti, 2012
logurte 72 2 - 0,013 - Ramos, 2010
’mediana
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5.2. Ocorréncia em alimentos e ingredientes para consumo animal

Varios estudos demonstram que para além dos efeitos adversos na saude humana, a
salde dos animais é igualmente afetada pela ingestao de ragdes contaminadas com AFBI.
Efeitos na redugao da produgao de leite, problemas ao nivel da reprodugao,
imunossupressao e inclusivamente a morte, podem ocorrer quando os animais sao

alimentados com ragdes contaminadas com AFBI.

Tabela 6 - Ocorréncia de Aflatoxina em alimentos para animais na Europa (Adaptada de Streit et al.
2012).

%

Pais/Regido Alimento Aflatoxinas n . ng/Kg Referéncias
positivos
Europa AF 169 15 max-0.3  Rodriguesand
Naehrer

Europa AIi'me'ntos AF 127 25 0.5-66 Griessler et al.
animais

Portugal Alimentos AF 1001 37 | 74 Martins et dl.
vacas

Portugal Alimer\tos AF 1936 26 | - 80 Martins et al.
animais

Spain Cevada AF 123 100 max-0.8  |bafiez-Vea et al.

Italy Alimentos AFB, 616 8 (2004) n.e Decastelli et al.
vacas

Greece Alimentos AFB, 119 0 n.e. Vlachou et al.
animais

. Milho, :

Romania AFBI 86 38 Max- 52 Tabuc et dl.
Trigo
cereais,

Poland milho, AF 1255 3-10 0.2-09 Grajewski et al.
forragens

5.3. Ocorréncia de AFMI| em Leite

E na Asia, que existe a maior percentagem de desvios ao limite estabelecido na UE
para AFMI| como seguro para a salde das populagoes, logo seguido do continente africano
(Igbal et al, 2013). Na Europa e nomeadamente em Portugal, os estudos efetuados
evidenciam que sao ultrapassados os limites maximos definidos pela legislagao aplicavel ao
leite. Relativamente a variagao sazonal da AFMI no leite animal sabe-se que os climas
quentes e humidos sao os mais favoraveis ao desenvolvimento de fungos produtores de
Aflatoxinas, contudo ha estudos contraditorios. Mais importante do que a variagao sazonal, é
o controlo da cadeia de fornecimento e os tempos e condicoes de armazenamento de

alimentos como os cereais ou frutos secos.
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Na realidade, no hemisfério Norte, os cereais sao colhidos no Verao e armazenados
durante o Outono e Inverno (mais humidos) até ao Verao seguinte. A probabilidade de
desenvolvimento de fungos nestas esta¢oes é grande. Os cereais transformados a partir da
Primavera terao maior probabilidade de ocorréncia de micotoxinas. Isso podera explicar a
maior ocorréncia de Aflatoxinas no leite durante o Verao. Os estudos futuros deverao
avaliar o impacto das condigoes climatéricas associados as condi¢oes de armazenamento de

modo a poder clarificar as atuais discrepancias existentes nos diversos estudos.

6. Métodos Analiticos de determinacdao de AFMI em Leite

Na analise de alimentos, ha muitos fatores que podem influenciar o resultado
analitico, como por exemplo, o método selecionado, o processo de extragao, o solvente
usado e, no caso das Aflatoxinas, acresce ainda, a distribuigao nao homogénea no alimento,
matrizes alimentares complexas e concentragoes em niveis muito baixos. Os métodos
analiticos para a determinagio de Afla incluem técnicas baseadas em ensaios
imunoenzimaticos que se aplicam principalmente para controlos rotineiros e rapidos e
técnicas baseadas em cromatografia que proporcionam determinagao sensivel, precisa e
seletiva, além de identificagio de compostos novos ou modificados, através de detetores de
massa em tandem (Anfossi et al., 2016).

Ao longo das ultimas décadas, muitos métodos analiticos, incluindo cromatografia de
camada fina (Kamkar, 2006), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Herzallah, 2009;
Rahmani et al, 2009) e HPLC-MS / MS (Chen et al, 2012; Soleimany et al, 2012; Ossa et dl.,
2015) foram desenvolvidos. Embora esses métodos sejam sensiveis, eles exigem laboratorios
bem equipados, pessoal treinado e métodos demorados de preparagio de amostras.
Portanto, eles nao sao normalmente adequados para a triagem rapida de um grande niumero
de amostras.

As técnicas mais rapidas para detecio de micotoxinas sao essencialmente de
fundamento imunoenzimatico apresentando vantagens adicionais, como a simplicidade de
execuc¢ao, de manipulacao e a possibilidade de se poder processar ao mesmo tempo um
numero elevado de amostras, usando microplacas. Devido a sua simplicidade e baixo custo,
os ensaios imunoenzimaticos ELISA, tém sido amplamente utilizados na monitorizagao de
alimentos, pois sido rapidos, robustos, confidveis, faceis de usar e portateis. Como os
resultados sao produzidos rapidamente, os Kits ELISA permitem fazer o teste de um numero
maior de amostras de alimentos, facilitando, assim, o controle mais efetivo das substancias

reguladas na cadeia alimentar. O ensaio ELISA é um método analitico confiavel, sensivel,

Pagina 23 de 71



rapido e simples e amplamente aplicado na seguranga alimentar. Existem muitos formatos do
ELISA, como o método do anticorpo monoclonal duplo, método indireto e método
competitivo. O método do anticorpo monoclonal duplo e o método indireto sao aplicados
principalmente no diagndstico clinico. O método competitivo é aplicado principalmente no
ambito da seguranga alimentar. O ELISA competitivo é classificado em duas categorias de
acordo com o principio de funcionamento: ELISA competitivo direto e ELISA competitivo
indireto. A principal desvantagem do ELISA tradicional é que a sua sensibilidade é baixa
(Huang et al., 2014).

As técnicas cromatograficas normalmente usadas para detecao e quantificagao de
aflatoxinas sao a Cromatografia em Camada Fina (TLC) e a Cromatografia Liquida de Alta
Resolu¢ao (HPLC). A primeira destas técnicas tem um custo baixo, sendo também menos
sensivel, requerendo uma grande disponibilidade de tempo e mao-de-obra especializada. Este
tipo de cromatografia apresenta, em geral, a mesma base fisica de separagao (adsor¢ao) que
a cromatografia de adsor¢gao em coluna. Na cromatografia de camada fina (TLC da
designacao inglesa Thin-Layer Chromatography) a fase estacionaria é, em geral, sdlida e
forma um revestimento fino de uma face de uma placa plana metdlica, em vidro ou em
plastico, a qual lhe serve de suporte. Existem varios tipos de adsorventes utilizados em TLC,
polares ou apolares. A aplicagao da amostra a analisar deve ser cuidadosa de modo a evitar a
facil destruicao do revestimento adsorvente e é realizada com uma seringa hipodérmica,
micropipeta ou um fio de platina. A escolha do eluente e da fase estacionaria é fundamental
neste tipo de cromatografia. Para cada adsorvente solido € possivel estabelecer uma ordem
de eluentes chamada série eluotopica, de acordo com a capacidade de eluicao dos solutos
(Pombeiro, 1998). O desenvolvimento do cromatograma na técnica de camada fina é
realizado numa camara fechada para estabilizagido e controlo de varios parametros
experimentais, nomeadamente a composicao e o grau de saturagao da atmosfera, em
contacto com o meio cromatografico, a evaporagao do eluente e até a temperatura.
Contrariamente a técnica de TLC, o HPLC tem uma sensibilidade e precisao elevadas,
contudo, as amostras tém de ser submetidas a um exaustivo sistema de purificagoes e ha
que analisa-las uma a uma.

Com base nos resultados de varios estudos, pode-se concluir que a proximidade da
concordancia entre os valores de concentracao de AfMI| em leite utilizando ELISA e LC-MS /
MS é alta, e que ambas as técnicas podem ser usadas para controlo ou fins regulamentares,
tendo em mente suas vantagens e limitagoes inerentes (Stefanovica, Srdjan et al, 2015). Num
outro estudo, compararam-se as técnicas de ELISA com cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detetor de fluorescéncia (HPLC-FLD) e espectrometria de massa em tandem
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com cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-MS / MS) para AFMI para avaliar a
proximidade da concordancia entre resultados de trés métodos diferentes. A andlise
estatistica da variancia entre os métodos e os coeficientes de correlacao obtidos indicam
que existe uma forte correlagao entre os métodos. Todos os trés métodos sao satisfatorios
no cumprimento dos requisitos para fins de controlo regulamentar. Tanto quanto é do
conhecimento do autor, este estudo representa o primeiro relato de uma investigagao e
comparagao dos métodos ELISA, HPLC-FLD e HPLC-MS / MS para determinagao de AFMI

em amostras de leite naturalmente contaminadas (Kos J. et al., 2016).

7. Enquadramento Legal

A necessidade de assegurar um elevado nivel de protegao da vida e da saude
humanas é a missao das autoridades mundiais de seguranga alimentar. Os contaminantes
naturais como as Aflatoxinas, podem desenvolver-se nos géneros alimenticios, em qualquer
estadio entre a produgao e o consumo e, € essencial, no interesse da protegao da salde
publica, manter estes contaminantes em niveis toxicologicamente aceitaveis.

Dada a toxicidade e elevada probabilidade de ocorréncia de AFs nos alimentos de
grande consumo foram definidos limites maximo por matriz alimentar e de modo a
minimizar a exposi¢cao do homem e dos animais a estes contaminantes sendo, assim, proibida
a comercializagao de géneros alimenticios que contenham um contaminante em quantidade
inaceitavel do ponto de vista da saude publica e em especial no plano toxicolégico. A
justificacdo para o estabelecimento de uma regulamentagao especifica varia muito, no
entanto, a maioria dos regulamentos sao elaborados com base na anilise de risco e na
disponibilidade de dados toxicologicos e epidemioldgicos. Em particular, grupos como o
JECFA (Joint FAO/WHO Expert Comittee on Food Additives) faz avaliagdes de risco e da
exposicao humana a estas toxinas naturais recomendando o estabelecimento de
concentragoes que minimizem os riscos para a populagiao, animais e para a saude publica.
Baseados nos resultados destes estudos, a Comissao Europeia emite a legislagio com os
niveis maximos de contaminantes permitidos em alimentos de modo a assegurar um nivel de
protecao maximo da populagao.

Na europa, o regulamento 1881/2006, alterado pelo Regulamento N° 165/2010 da
Comissao de 26 de Fevereiro de 2010 fixa os teores maximos de contaminantes presentes
nos géneros alimenticios e estabelece os teores maximos permitidos de AFBl e AFMI em
diversos géneros alimenticios. Dada a vulnerabilidade dos lactentes e criangas jovens a este

tipo de contaminantes, os niveis maximos permitidos nos alimentos destinados a este grupo
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sao mais reduzidos, de modo a salvaguardar a sua saude sendo que nao ha legislagao
aplicavel ao leite materno. De acordo com a Diretiva 2002/32/CE do parlamento europeu e
do conselho de 7 de Maio de 2002 relativa as substancias indesejaveis nos alimentos para
animais, a AFBI é a unica Aflatoxina para a qual foi definida uma concentracdo maxima em
produtos destinados a alimentagao animal, devido a sua toxicidade aguda e crénica, a sua
capacidade de bioacumulagao e de degradagao e a consequente contaminagao do leite com

AFMI. Tabela 8.

Tabela 8 - Teor maximo de AFBl e AFMI em alimentos para consumo humano e animal

(Regulamento (CE) n2 1881/2006 da Comissdo, de 19 de Dezembro de 2006)

AF Grupo Alvo Matriz Alimentar ug/Kg

AFBI Publico geral Frutos secos e produtos derivados da sua transformagao 2,0
Todos os cereais e produtos derivados dos cereais. 2,0
Especiarias 50
Amendoins e Pistacios 8,0
Milho como ingrediente de géneros alimenticios 5,0
Arroz 5,0
Avelas e Castanhas do Brasil 50

Café Nao se encontra legislado para AFBI -

Chocolate 5,0%
Criangas (0-3 anos) Arroz 0,1
Criangas (0-3 anos) Alimentos transformados a base de cereais e 0,1
Criangas (0-3 anos) Formulas para lactentes e formulas de transigao 0,025
Gado bovino leiteiro  Alimentos completos 5
Gado Alimentos completos 50
AFMI Publico geral Leite e produtos lacteos (ng/L) 0,050
Criangas (0-3anos) Leite e produtos lacteos (ng/L) 0,025

*Nao se encontra legislado na EU; esta legislado no Brasil

Apesar da regulamentagao existente na Europa e nos paises desenvolvidos, constata-
se que os teores maximos fixados para as AFs sao, frequentemente, ultrapassados em
determinados géneros alimenticios, normalmente provenientes de certos paises terceiros.
Dado o impacto destes contaminantes na saude publica nio sera suficiente legislar para
garantir a comercializacdo de produtos seguros. A maioria dos paises adotou a legislagao
aplicavel e implementou programas de monitoriza¢ao da qualidade e seguranga alimentar dos

produtos comercializados, contudo, nao sera possivel minimizar o aparecimento destes
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contaminantes se nao forem definidas estratégias/mecanismos de controlo aplicaveis a toda a
cadeia de fornecimento assim como de implementagao de boas praticas agricolas e de

armazenamento a nivel global.
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|I. Justificacao e objetivos do estudo

O leite € um alimento importante na dieta de todos os grupos etdrios mas, €
especialmente importante para as criangas, porque é um dos principais alimentos
consumidos durante os primeiros anos de vida. De acordo com a Organizagao Mundial de
Salide (OMS) o leite materno é considerado o alimento ideal para os recém-nascidos. E
uma boa fonte de macro e micro nutrientes e “componentes”’ antimicrobianos e
imunoldgicos que promovem a saude do bebé e o seu desenvolvimento. As consequéncias
a longo prazo para a salde dos recém- nascidos alimentados com leite materno ¢ dificil de
avaliar contudo, existem dados epidemiolégicos que sugerem que o leite materno pode
proteger os recém-nascidos minimizando o desenvolvimento de alergias e de doengas
como a obesidade em jovens e adultos (Ballard Olivia, 2013; WHO/Breastfeeding).

Apesar dos beneficios amplamente reconhecidos da amamentagao, as maes no
periodo de aleitamento encontram-se expostas a contaminantes naturais ou sintéticos, pelo
que o leite materno pode corresponder a uma via de exposi¢do para os lactentes. A
ocorréncia de pequenas quantidades de contaminantes no leite sao significativas para
consumidores de grandes quantidades deste alimento e dieta restrita, como os lactentes
(Afshar P. et al, 2013; Azarikia Manizheh, 2018). Acresce que os bebés em particular e as
criangas em geral, tém baixo peso, menor capacidade de desintoxicagao e incompleto
desenvolvimento de alguns dos seus 6rgaos e tecidos como o sistema nervoso central
apresentando por essa razao maior susceptibilidade aos efeitos adversos dos
contaminantes transferidos a partir do leite materno.

Como revisto recentemente por Watson et al. (2018), a exposicao a aflatoxina
durante o desenvolvimento fetal e a infancia, tem sido associada com baixo peso no
nascimento, deficiéncias de micronutrientes, lesoes hepaticas e imunossupressao. O
mesmo estudo indica ainda varios mecanismos propostos pelos quais a exposi¢ao a
aflatoxina pode causar atraso no crescimento, incluindo a redugao da absorgao intestinal de
nutrientes e niveis reduzidos do fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1). Esta
hormona peptidica que estimula o crescimento é produzida no figado. Desta forma a
toxicidade hepatica causada pela aflatoxina pode resultar em niveis reduzidos de IGF-I.

Comparativamente aos alimentos infantis comercializados para os quais os limites
de AFMI sao rigorosamente regulamentados e controlados por programas de vigilancia, o
leite materno é comparativamente raramente avaliado, apesar do potencial risco de AFMI

na amamentagao de bebés (Warth et al, 2016). Na Europa, os estudos de avaliagio da

Pagina 29 de 71



contaminagao de AFMI no leite materno sao escassos e, em Portugal, ha uma completa
auséncia de estudos até a data de realizagao do presente.

Nesta sequéncia, os objectivos do presente estudo foram avaliar a exposicao dos
lactentes a AFMI, em trés distritos de Portugal - Aveiro, Coimbra e Lisboa, e avaliar
possiveis determinantes associados a factores socio-demograficos e habitos alimentares das

maes lactantes.

2. Material e métodos

Os procedimentos desenvolvidos neste trabalho respeitaram a Declaragao de
Helsinquia da Associagao Médica Mundial de 1975, revista em 2013 (WMA, s.d.) e a
Declaracao da Associagao Médica Mundial sobre as consideracdes éticas relativas as bases
de dados de salde e aos biobancos (Declaragao de Taipé de 2016), da Associagao Médica
Mundial (WMA, s.d.), tendo sido obtida aprovagao do Conselho Cientifico da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra e respeitada a restante legislagao nacional e europeia
em vigor. Todas as voluntarias participantes assinaram uma declaragao escrita de
consentimento informado de permissao, apds esclarecimento dos objectivos e

metodologias do estudo (vide Anexo ).

2.1. Amostragem

No periodo decorrente entre Fevereiro de 2015 e Janeiro de 2016, foram recolhidas
37 amostras de leite materno (5mL; amostras de conveniéncia), de maes lactantes
residentes em trés distritos: Aveiro (n=23), Coimbra (n=9) e Lisboa (n=5), em duas
estacoes (Inverno n=11; Verao n=26).

Apos explicacao detalhada sobre a forma correcta de recolha, armazenamento e
transporte, as amostras foram recolhidas em sacos estéreis, por expressao por bomba, e
imediatamente congeladas a -20°C, até a data da anilise no Laboratorio de Biologia
Molecular da Escola Universitaria Vasco da Gama, em Coimbra.

Os critérios de inclusao estabelecidos foram o estado saudavel das maes, puérperas,
em aleitamento, declaragao de consentimento informado assinada e questionario
preenchido. Os critérios de exclusao definidos foram a ocorréncia de doenga mamaria de
natureza infecciosa ou tumoral, idade inferior a |18 anos e parto, pelo menos, as trés

semanas (para evitar analise de colostro ou leite de transi¢ao).
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2.2. Dados socio-demograficos

As maes voluntarias foram instruidas para preencher um questionario soécio-
demografico (vide Anexo 2), aquando da recolha da amostra, para obter informagao sobre
a idade, numero de filhos, periodo de lactagao (data do parto), formagao escolar, actividade
profissional e local de residéncia. Foram recolhidos dados complementares relativamente
as caracteristicas da amamentagao (exclusiva ou complementada com leites e formulas para

lactentes) e o peso da crianga no parto e no momento da colheita de leite.

2.3. Habitos alimentares

Adicionalmente, as participantes preencheram um questionario semi-quantitativo, de
frequéncia alimentar (Anexo 2), relativamente aos habitos de consumo na semana
imediatamente anterior (sete dias anteriores). As voluntarias foram antecipadamente
instruidas sobre a forma correta de preenchimento. Os grupos de alimentos incluidos
neste questionario foram o Leite e seus derivados, Cereais e derivados, Frutos secos,

Chocolate, Arroz e Café.

2.4. Determinacao de AFM|

A determinagao de AFMI foi realizada pela técnica de ELISA de competigao, através
do Kit comercial RIDASCREEN® AFLATOXIN MI 30/15 (R-Biopharm AG®, Alemanha),
sendo que o procedimento foi realizado de acordo com as instrugoes do fabricante,
inclusas no Kit.

Para além dos materiais e reagentes fornecidos pelo kit, foram ainda utilizadas pipetas
de precisao (20, 100, 200 e 1000puL), pipetas graduadas de 10, 5 e ImL, agua destilada,
agitador vortex, tubos Eppendorff®, pipetas de Pasteur, leitor de microplacas de ELISA
(Ascent, Reagente 5, Porto) e Centrifuga (Sigma 3K15, Reagente 5, Porto).

As amostras foram descongeladas e sujeitas a centrifugagao durante 10 minutos, a
3500g e 10°C. De seguida, a camada lipidica superior foi removida na totalidade com uma
pipeta de Pasteur, e o leite magro recolhido para um tubo eppendorf®. Depois de

registar as posi¢oes (em pocgos duplicados) das solugoes padrao e amostras, adicionou-se
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00pl de anticorpo ao fundo de cada pogo. Agitou-se a placa, manualmente, com cuidado,
e incubou-se, durante |5 minutos, a temperatura ambiente (20-25°C) no escuro. Retirou-
se o liquido dos micropogos e sacudiu-se trés vezes seguidas, vigorosamente, o suporte
de tiras invertido contra papel absorvente, para assegurar a remogao completa do liquido
dos pogos. Adicionaram-se 250uL de tampao de lavagem diluido e removeu-se o liquido
novamente. O procedimento de lavagem foi repetido duas vezes. Em seguida, adicionou-
se 100pl das solugoes padrao e amostras preparadas aos pogos individuais em duplicado.
Agitou-se a placa, manualmente, com cuidado, e incubou-se, durante 30 minutos, a
temperatura ambiente (20-25°C) no escuro. Efectuou-se o procedimento de lavagem,
descrito anteriormente, trés vezes. Acrescentaram-se em seguida 100 pL do conjugado
enzimatico. Agitou-se manualmente, com cuidado, a placa antes de uma incubagao
durante |5 minutos, a temperatura ambiente, (20-25°C) no escuro. Efectuou-se
novamente o procedimento de lavagem, descrito anteriormente, trés vezes.
Acrescentaram-se 100uL de substrato/cromogéneo a cada pogo. Agitou-se a placa,
manualmente, com cuidado, antes de uma incubagao de |5 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C), no escuro. Adicionaram-se |00puL de solugao stop a cada pogo,
agitou-se manualmente, com cuidado, a placa e mediu-se de imediato a absorvancia, a
450nm.

Foi construida uma curva padrao com 6 concentragoes (0; 5; 10; 20; 40 e 80ng/L)

em duplicado. A quantificagao de AFMI nas amostras foi feita através da seguinte formula:

Absorvancia do padrao (ou amostra)
X100% = % Absorvancia

Absorvancia do padrao 0 pg/L

Foi efetuada a equivaléncia do padrao de 0 pg/L a 100%, para que os valores de absorvancia
fossem apresentados em percentagem. Os valores calculados para os padroes foram
introduzidos num sistema de calibragao semi-logaritmico para obter a concentragao de
aflatoxina M1 (ng/L). De acordo com o fabricante, o limite de detecgao correspondia a

Sng/L.

2.5. Ingestao didria estimada

O cilculo da ingestao diaria estimada (IDE) de AFMI foi efectuado pelo método

deterministico, de acordo com a féormula seguinte:
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IDE (ng/Kg peso corporal/dia) = [AFMI] x [consumo de leite] / peso corporal

O teor em AFMI ([AFMI]) correspondeu a concentragao média determinada nas
amostras positivas (2 5ng/L). Relativamente ao consumo diario de leite foram consideradas
duas estimativas (Ministério da Satde, 2016): 150mL/kg (para bebés com peso até 7kg) e IL
(para bebés com peso igual ou superior a 7kg). O peso corporal médio e a concentragao
de AFMI foram calculados para ambos os grupos.

A percentagem da ingestio diaria toleravel (IDT) resultante do consumo de leite

materno foi calculado como segue:

%IDT = IDE / IDT x 100

O valor de IDT considerado (0,2 ng/kg p.c.) foi proposto por Kuiper-Goodman
(1990).

2.6. Analise estatistica

A anilise estatistica foi efectuada com recurso ao Software R®. Foi efectuada uma
estatistica descritiva. Sempre que duas amostras independentes foram comparadas
relativamente aos niveis de AFMI, foi aplicado o teste nao-paramétrico Wilcoxon Mann
Whitney Test. Foram igualmente pesquisadas correlagoes entre varidveis procurando
possiveis tendéncias entre os niveis de AFMI| e um ou mais fatores determinantes. Devido
a natureza nao paramétrica de praticamente todos os dados foi aplicado o teste de

Spearman.

3. Resultados e Discussao

3.1. Determinagao de AFMI

O teor de AFMI foi calculado através da curva de solugdes padrao obtida por
determinagoes duplas de seis niveis de concentragao e da respectiva equagao exponencial
y=105.21E (- 0,02x), com um Coeficiente de correlagio calculado como r*=0,9940.

Relativamente as caracteristicas sociais e demograficas da amostra (Tabela I),

verificou-se que as 37 maes que participaram neste estudo tinham uma idade compreendida
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entre 21 e 4| anos (média 33,7 anos), variando entre um e trés filhos (média de I,5 filhos
por mae). O tempo de amamentagao, igualmente considerado, variou entre um e 26 meses
(tempo médio de amamentagao de oito meses).

Das 37 amostras analisadas, nove (24,3%) foram determinadas como positivas, com
teor de AFMI médio de 7,8+2,Ing/L.

Considerando os estudos semelhantes publicados desde 2010 (Tabela 2) verificou-
se que o teor médio de AFMI| determinado no presente estudo foi semelhante ao
registado num estudo realizado em Chipre (7,84%1,72; Kunter et al., 2017), mas inferior ao
registado na Sérvia (175.09 + 149.98; Radoni¢ et al., 2017), na Jordania (67,78+4,6; Omar,
2012) e no Egipto (74,413+7,07; El-Tras. El-Kady. & Tayel (2011).

Apesar de nao existir legislagao aplicavel ao leite materno, é de notar que nenhuma
das amostras contaminadas com AFM| excedeu o limite legalmente aplicavel ao leite para
alimentagao infantil (25 ng/L; EC, 2006). Alguns estudos prévios registaram elevado numero
de amostras com valores de AFM|I superiores a 25 ng/L, como na Jordania (96,25%; Omar,
2012), Egipto (52%; El-Tras et al.,, 201 1), bem como na Turquia (21,2%; Kilig Altun, Gurbiz,
& Ayag, 2016). No entanto, é de realgar que o valor maximo de AFMI determinado no
presente estudo (10,6 ng / L) excedeu o nivel maximo de AFMI permitido para

alimentacio infantil na Austria e Suica (10 ng/l); Maleki et al., 2015).

Tabela 9. Caracteristicas sociais e demograficas das maes participantes.

Variavel Categoria Nuamero de amostras
Idade <30 6 (16,2%)
[30; 35[ I5 (40,5%)
> 35 16 (43,2%)
Numero de fill I 19 (51,4%)
2 16 (43,2%)
3 2 (5,4%)
Escolaridade Obrigatoéria (12° anc 4 (10,8%)
Bacharelato/ Licenciat 25 (67,6%)
Mestrado/ Doutorame 8 (21,6%)
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Comparando a taxas de incidéncia do presente estudo, verificou-se que € similar a
registada na Turquia (Atasever, Yildirim, Atasever, & Tastekin, 2014) e apenas superior a
registada no Brasil (Ishikawa et al, 2016) e Irao (Ghiasain & Maghsood, 2012; Jafari, Fallah,
Kheiri, Fadaei, & Amini, 2017). Tais diferencas na taxa de incidéncia, teores médios e
intervalos de contaminagdo podem ser justificadas pelas caracteristicas dos métodos
analiticos empregues, bem como como nas condigdes ambientais e de armazenamento de
alimentos (Elaridi et al, 2017). Conforme apresentado na tabela 2, os métodos analiticos
aplicados basearam-se sobretudo em técnicas de ELISA e, com menor frequéncia, HPLC.

Considerando os resultados obtidos e o facto de que as consequéncias para a salde
dos bebés em caso de exposicao a AFMI ainda s3ao pouco reconhecidas, é importante
reunir informagoes sobre a exposigao materna e infantil precoce, visando a identificagao de
possiveis padroes e determinantes de exposi¢ao (Polychronaki et al., 2007).

O tempo de amamentagao, relacionavel com a fase da lactagao e a idade da crianga,
apresentou uma diferenga estatisticamente significativa (p=0.002). Recentemente, na Sérvia
(Radoni¢ et al, 2017), foram determinados niveis de AFM| em amostras de colostro até
503 ng/L (175,09 = 149,98 ng / L), com uma ocorréncia de 36,4%. Achados semelhantes
foram previamente relatados, conforme revisto por Warth et al. (2016). Apesar das
grandes lacunas no conhecimento, as possiveis variagoes na transferéncia galactogénica da
AFMI podem refletir mudangas temporarias nas caracteristicas fisiologicas, tais como niveis
de tecido adiposo, idade, composicao e volume do leite, desmame gradual e padroes de
amamentagao (Polychronaki et al., 2007).

Analisando a estagao de colheita de amostras, observou-se que todas as amostras
positivas foram colhidas no verao e que nenhuma das amostras colhidas no Inverno (n=11)
foi positiva. As condigoes climaticas conducentes a uma maior contaminagao dos alimentos
ingeridos durante o verao, assim como possiveis variagoes sazonais de habitos alimentares
e de consumo de bebidas alcodlicas pode levar a uma ingestao diferente de AFBI durante o
ano. Ja anteriormente havia sido descrita uma contaminacao de AFMI significativamente
superior nos meses de Verao, designadamente no Egito (p <0,001; Polychronaki et al,
2007) e no Libano (p <0,05; Elaridi et al,, 2017).

Tendo em conta a escolaridade das maes participantes no estudo, verificou-se que
apenas uma (I1,1%) das amostras contaminadas com AFMI| correspondeu a leite materno
de mae com Mestrado. Um padrio semelhante foi descrito anteriormente no Libano
(Elaridi et al., 2017), Colombia (Diaz & S anchez, 2015) e Nigéria (Adejumo et al, 2013).

No dltimo estudo, apenas 4% das amostras positivas pertenciam a maes com maior
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qualificacao académica (Universitaria/ Pos-Graduagao). A possivel justificacao pode residir
na classe socioecondmica, uma vez que a escolaridade influencia o rendimento econémico
e, indiretamente, a qualidade dos alimentos consumidos e os padroes de consumo de
alimentos.

Todas as amostras de leite materno positivas para AFM| corresponderam a maes
residentes Aveiro, considerado uma drea rural (PRODER, nd). Ja previamente haviam sido
registados ocorréncias e teores de AFMI superiores em areas rurais da Colombia (Diaz &
Sanchez, 2015) e Irdao (Jafari et al., 2017). Conforme recentemente sublinhado por
Marroquin-Cardona, Johnson, Phillips e Hayes (2014), as populagoes que vivem em dreas
rurais sao geralmente mais desfavorecidas economicamente e, portanto, podem ser
forgadas a consumir alimentos de menor qualidade. Além disso, as populagoes rurais sao
mais dependentes de alimentos produzidos localmente para a sua subsisténcia, ou seja,

culturas basicas suscetiveis a contaminagao fungica.
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Uma vez que o teor de micotoxinas no leite esta relacionado com os habitos
alimentares maternos, associou-se o questionario alimentar a determinagdao analitica de
AFMI em amostras de leite materno. De acordo com os dados de consumo
semiquantitativo recolhidos no questiondrio alimentar, as amostras de leite positivas para
AFMI apresentaram uma correlagao fraca a moderada com o consumo de cereais (0,43) e
café (-0,54). O consumo de pao e cereais foi determinante para a ocorréncia de AFMI no
leite materno entre as maes lactantes em estudos anteriores (Cantu-Cornelio et al., 2016;
Jafari et al.,, 2017; Sadeghi et al., 2009). Importa igualmente realcar que a diferenga sazonal
observada no presente estudo pode ainda estar associada aos longos periodos de
armazenamento dos cereais e oleaginosas durante o Inverno e a Primavera. Em Portugal, os
cereais importados para consumo humano ou para consumo animal, sao colhidos no Verao
e permanecem armazenados em silos durante varios meses (até a colheita seguinte) o que
aumenta a probabilidade de desenvolvimento de fungos de armazenamento e o risco de
desenvolvimento de AFBI nos cereais e respectivos derivados.

Relativamente a correlagio negativa determinada entre o teor de AFMI no leite
materno e o consumo de café, podera ser razoavel assumir que, durante a amamentagao as
maes substituam o consumo de café por outras bebidas, como por exemplo chas, que

poderao eventualmente estar contaminadas com aflatoxinas.

3.2 Ingestao diaria estimada de AFMI

Como referido por Warth et al. (2016) no leite materno pode estar presente, além
do principal metabolito, AFMI, a micotoxina AFBI, bem como outras aflatoxinas e seus
metabolitos. No entanto, a determinagao de AFMI nas amostras de leite materno analisadas
no presente estudo, permitiu o calculo da ingestao diaria estimada de AFMI.

O valor do peso corporal utilizado no calculo da IDE correspondeu a média do peso
dos bebés correspondentes a maes com leite contaminado com AFMI, ie, 8,64 kg. O
consumo diario de leite materno foi considerado | L, uma vez que todas as amostras de leite
positivas corresponderam a maes com recém-nascidos com peso superior a 7 kg (Ministério
da Saude, 2016). A IDE por bebé foi de 0,903ng/Kg p.c./dia. Foi ainda considerado o pior
cenario, com o consumo de leite materno com o maximo valor de AFMI determinado
(correspondente a uma amostra de leite de uma mae lactante de um bebé de oito meses,
com 8,5 kg). Neste cenario, a IDE do bebé foi determinado uma IDE de 1,25 ng / kg p.c./dia.

A preocupagao da contaminagao potencial do leite materno com AFMIé justificada, tendo
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em conta que 1,0 ng / kg p.c./ dia é considerado o nivel acima do qual existe risco de cancro

hepatico para os consumidores (EFSA, 2007).

De facto, tendo em conta o valor da IDT proposto por Kuiper-Goodman (1990; 0.2
ng/kg p.c.) a percentagem da ingestao diaria toleravel (IDT) resultante do consumo de leite
materno seria 451,5%, considerando o valor médio de AFM| em todas as amostras
contaminadas, e 625% para o pior cenario (i.e. contaminagao com o valor mais elevado, 10,6
ng/L). Estudos prévios registaram valores de IDE superiores, designadamente no México
(2,35 ng/kg p.c./dia; Cantu-Cornelio et al, 2016) e Irao (4.56-6.88 ng/kg p.c./dia; Ghiasain &
Maghsood, 2012).
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4. Conclusio

Os resultados obtidos deste primeiro estudo de AFMI em leite humano em Portugal
pode contribuir para um aumento consciencializagao sobre a exposi¢ao as aflatoxinas. Das
trinta e sete amostras analisadas, nove (24,3%) continham niveis de AFMI acima do limite de
detecao, (5 ng / L), variando entre 5,4 e 10,6 ng / L e valor médio de (7,8 £ 2,1 ng/ L).
Nenhuma das amostras excedeu o Limite maximo de AFMI regulamentado pela CE para
leite para bebés e ou formulas infantis. A associagdo estatisticamente significativa com as
amostras recolhidas no verao, menor nivel de escolaridade e o consumo de arroz e
chocolate pelas maes lactantes, foram as principais caracteristicas do padrao de exposicao.
Todas as amostras de leite materno positivas para AFM| corresponderam a maes residentes
no distrito de Aveiro, considerado uma area rural (PRODER, nd). As amostras de leite
positivas para AFM| apresentaram uma correlagao fraca a moderada com o consumo de
cereais (0,43) e café (-0,54). O consumo de pao e cereais foi determinante para a ocorréncia
de AFMI no leite materno entre as maes lactantes em estudos anteriores. Importa
igualmente realgar que a diferenga sazonal observada no presente estudo pode ainda estar
associada aos longos periodos de armazenamento dos cereais e oleaginosas durante o
Inverno e a Primavera. Considerando os resultados obtidos e o facto de que as
consequéncias para a salde dos bebés em caso de exposicao a AFMI ainda sio pouco
reconhecidas, é importante reunir informagoes e realizar mais estudos sobre a exposigao
materna e infantil precoce, visando a identificagao de possiveis padroes e determinantes de

exposigao.
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ANEXOI - Termo de consentimento

AFM1 -

DECLARACAO

=L TR , declaro

que dou o meu consentimento para a recolha de leite materno e posterior andlise de
Aflatoxina M1.

Coimbra, ...... de cooiiiiiii . de 2015

ASSINATUIA: oovtttiiiiii ettt iiieaeeeeen
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ANEXO 2 - Questionario Séciodemografico

Este questionario tem como objectivo avaliar uma potencial correlagao entre o consumo de
determinados alimentos normalmente associados a presenga de Aflatoxina B1 e os niveis de
Aflatoxina M1 no leite materno

Caracteristicas Individuais

Data:

Nome:

Idade:

NF° filhos:

Formacao escolar:

Profissdo:

Data parto:

Peso do bebé a nascenca:

Caracteristicas da Amamentacio

Mista (Peito/outro)

So6 Peito

Tempo de amamenta¢do (m)

Idade do bebé (m)

Peso da crianca (kg)
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ANEXO 3 - Questionario alimentar

QUESTIONARIO ALIMENTAR

NOTAS PREVIAS

Procure responder as questoes de uma forma sincera, indicando a frequéncia de
consumo dos alimentos referidos na tabela.

O questionario pretende identificar o consumo de alimentos associados a presenga
de Aflatoxina Bl previamente a recolha do leite. Assim para cada alimento, deve
assinalar, preenchendo com um X a respectiva opgao, quantas vezes por dia ou por
semana comeu em média, cada um dos alimentos referidos nesta lista, ao longo do
ultimo meés.

No ualtimo més qual foi a frequéncia de consumo (assinale com X):

Frequéncia diaria Frequéncia semanal Més

I*dia | 2*dia | >3*dia | 1 a2* | 3a4* | 5a6* | Nunca | a3*

Alimento/Quantidade

Leite agoriano (lcopo)

Leite (I copo)

logurte (lemb)

Café (I chavena)

Arroz (I un)

Pao (20gr)

Chocolate (I chavena)

Cereais (100gr)

Bolachas (2 a 3)

Bolos (I fatia)

Frutos secos (3 a 4 un)

Pagina 71 de 71



	Blank Page



