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RESUMO

Atualmente, o leite humano é considerado essencial para o crescimento e a saude normais
do bebé, de preferéncia como a uUnica fonte de alimento durante os primeiros seis meses de
vida. No entanto, através do leite materno podem ser veiculados diferentes contaminantes
alimentares e ambientais que podem levar a uma exposi¢ao toxicologicamente relevante dos
bebés amamentados. Estes sao considerados uma populagao particularmente vulneravel
devido, em parte, a fisiologia, uma dieta bastante restrita € um maior consumo relativamente
ao peso corporal. A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina com efeitos nefrotoxicos
reconhecidos, além de atuar como uma toxina hepatica, um supressor imunologico, um
agente possilmente carcinogénico em humano (grupo 2B da IARC). Estudos anteriores de
biomonitorizagao em relagao a Populagao Portuguesa em geral confirmaram que a exposigao
a OTA existe e é generalizada.

Pelo que antecede, foram recolhidas 42 amostras (de conveniéncia) de leite materno,
juntamente com um termo de consentimento informado por escrito, um questionario
sociodemografico e um questionario alimentar (semiquantitativo). A recolha de amostras de
leite considerou as orientagoes e os critérios de inclusao e exclusao descritos em estudos
anteriores. A determinacao da OTA foi realizada através de ELISA competitivo e a avaliagao
do risco foi efectuada através de método deterministico.

Os resultados mostraram uma contaminagao generalizada, com 41 (97,6 %) das 42 amostras
acima do limite de detecgao (50 ng/L), variando de 59 a 560 ng/L, com nivel médio de 305 *
14 ng/L. A ocorréncia e os niveis de OTA determinados nas amostras de leite materno
analisadas foram superiores aos relatados recentemente, como por exemplo na Nigéria e no
Chile. A amostra de leite materno com maior teor de OTA foi proveniente de uma mae
com elevado consumo de pao e café, enquanto a amostra com menor valor foi proveniente
de uma mae que nunca consumiu frutas secas. A exposigao estimada dos recém-nascidos
através do consumo de leite foi de 41,8 ng/kg p.c./dia, para bebés com menos de 7 kg e 37,8
ng/kg p.c./dia, para bebés com peso corporal de pelo menos 7 kg. Considerando a ingestao
diaria toleravel ajustada para bebés com menos de |6 semanas, recentemente proposta pela
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos, observou-se que a percentagem da
ingestao diaria toleravel corresponde a 720,7 %. Desta forma, os resultados do presente
estudo apontam a necessidade de reforcar os programas nacionais de vigilancia e

monitorizagao de estudos sobre a OTA, em particular, bem como conceber medidas




profilaticas e de controlo para diminuir a presenga de OTA no leite humano e a resultante

exposi¢ao de recém-nascidos em lactagao.

Palavras-chave: leite materno; ocratoxina A; micotoxina; alimentos; exposicao; recém-

nascidos




ABSTRACT

Human milk is currently deemed essential for normal infant growth and health, preferably as the
only source of food during the first six months of life. Nevertheless, maternal milk can be a source of
different food and environmental contaminants that can lead to toxicologically relevant exposure of
the breastfed infants. These are considered a particularly vulnerable population due, in part, to
physiology, a fairly restricted diet and a higher consumption relative to body weight. Ochratoxin A
(OTA), is a mycotoxin with recognized primary nephrotoxic effects besides acting as a liver toxin, a
possibly carcinogenic agent in human (IARC group 2B). Previous biomonitoring surveys regarding the
general Portuguese population confirmed that OTA exposure exists and is widespread. Given the
above, 42 breast milk (convenience) samples were collected, along with a written informed consent,
a socio-demographic and a (semi-quantitative) food questionnaire. Milk sample collection considered
the guidelines and the inclusion and exclusion criteria as previously described. Determination of OTA
was carried out through a competitive ELISA and risk assessment followed a deterministic method.
Results showed a widespread contamination, with 41 (97.6 %) of the 42 samples above the
detection limit (50 ng/L), ranging from 59 to 560 ng/L, with an average level of 305+ 1 [4ng/L. The
OTA occurrence and levels determined in the analysed maternal milk samples were higher than the
ones recently reported, as for instance in Nigeria and Chile. The breast milk sample with the higest
OTA level was from a mother that reported a high consumption of both bread and coffee, whereas
the sample with the lowest value was from a mother that never consumed dried fruits. The
estimated exposure of the newborns through milk consumption was 41.8 nglkg b.w./day, for babies
with less than 7 kg and 37.8 nglkg b.w./day, for babies with a body weigh of at least 7 kg.
Considering the adjusted tolerable daily intake for babies with less than |6 weeks recently proposed
by European Food Safety Authority, it was observed that the percentage of the tolerable daily intake
corresponds to 720.7 %. Thus the findings of the present study point out the need to reinforce
national surveillance programs and monitoring studies regarding this mycotoxin in particular, as well
as devise prophylactic and control measures to decrease OTA presence in human breast milk and
the resulting exposure of lactating newborns.

Keywords: breast milk; ochratoxin A; mycotoxin; food; exposure; newborns
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PARTE A - REVISAO BIBLIOGRAFICA



I. Aleitamento materno

O leite materno (LM) é o alimento mais seguro, eficaz, completo, e adequado da crianga
até o sexto més de vida apés o nascimento (Santiago et al,, 2003). E a fonte principal de
nutrientes para o crescimento, desenvolvimento da crianga e também possui grande
importancia em todas fases da vida do ser humano, por conter elementos indispensaveis
em mistura com agua, nomeadamente enzimas, sais minerais, vitaminas, lactose,
oligossacarideos, caseina, anticorpos, hormonas, pigmentos, azoto, dioxido de carbono e
oxigénio (Barros, 2014; Navas, 2003). O aleitamento materno é por isso necessario para o
crescimento, desenvolvimento, sobrevivéncia de bebés e sempre foi a pratica de
alimentagao ideal que atende as necessidades fisiologicas e psicologicas do bebé (Memis at
al, 2019). E um alimento completo e natural, adequado para quase todos os recém-
nascidos, salvo raras excegoes. Desta forma, a amamentagao deve ser apoiada, protegida e
promovida uma vez que o leite possui componentes imunologicos que o tornam inimitavel
e Unico (Cunha, 2009). Acresce que esta sempre disponivel, com a temperatura ideal,
pronto para ser consumido (Santos et al., 2006).

Apods o parto aparece o colostro, também chamado primeiro leite, que é mais grosso e
amarelado do que o leite maduro, muito rico em proteinas indispensaveis para um
crescimento mais rapido do bebé, sobretudo a Imunoglobulina A secretora e outras classes
de anticorpos especialmente importantes na protegao do bebé contra infecoes (Levy,
201 1). Segundo Mathieu (2019) a IgM e IgG sao importantes porque desempenham um
papel fundamental na defesa da mucosa intestinal da crianca. A IgG pode ligar-se aos virus e
evitar a adesao dos agentes patogénicos a superficie da mucosa. A IgM tém sido identificada
no intestino das criangas, contudo o papel desta classe na defesa imunitaria, na mucosa
infantil. O colostro é ainda muito rico em fatores de crescimento que estimulam o
desenvolvimento do intestino imaturo do bebé. Despois da producao de colostro, segue-se
o leite de transigao, apos trés a cinco dias de vida do bebé, promovendo a habituagao a um
menor contelldo em proteinas e maior quantidade de agucares, sendo mais claro e menos
denso do que o colostro. Finalmente, ao fim de duas semanas de vida, surge o leite
maduro, mais calérico que o colostro, parecendo mais aguado e por vezes transparente
(Levy, 201 |; Romao et al., 2017).

Para uma amamentagao prolongada, segura e ideal é recomendado, de forma praticamente
unanime entre médicos pediatras, em que a forma correta do aleitamento materno
exclusivo, ou seja nao adicionar qualquer outro alimento até aos primeiros seis meses de

vida (Levy et al, 2012) com excegao de suplementos vitaminicos, minerais ou




eventualmente farmacos. O aleitamento sera predominante se, além do leite materno, o
lactente receber outros liquidos nao lacteos, tais como agua e chas sem conteudo
energético. O aleitamento serd misto se, além do leite materno, o lactente receber uma
formula infantil e sera parcial se o aleitamento materno for acompanhado de alimentagao
complementar (Marques et al., 201 |; Nardo et al., 2014).

A Organizagao Mundial de Saide (OMS) recomenda o aleitamento materno em exclusivo
nos primeiros seis meses de vida e a manutengao, se possivel, pelo menos até aos dois
anos de vida (Dehghan et al, 2014). O aleitamento materno exclusivo é desta forma a
pratica ideal na alimentacao de criangas (Levy, 2011), promovendo beneficios para as
criangas e as respectivas maes, desenvolvendo os respectivos lagos afectivos e
adicionalmente criando um impacto significativo na satide da familia e da comunidade. E por
isso considerado o método de alimentagao por exceléncia, pela sua contribuicao eficiente
para a saude do bebé (Locatelli et al., 2008).

Varios estudos epidemioldgicos comprovam que o aleitamento previne ainda algumas
doengas em criangas mais velhas por exemplo: a doenca de Crohn, diabetes mellitus tipo |,
artrites reumaticas e linfomas, diminuindo da mesma maneira a incidéncia ou a gravidade de
varias doencgas tais como: meningite, pneumonia, otite média, infecao urindria, diarreia,
enterocolite necrosante e infegao pelo virus sincipital respiratorio (Neto et al., 2006).
Contudo, é importante salientar que o leite materno e outros tipos de alimentos
oferecidos aos lactentes podem transferir diferentes contaminantes, designamente
micotoxinas como a Ocratoxina A (OTA). Tal transferéncia pode causar problemas de
salde na crianga, no inicio ou ao longo da vida. A passagem da OTA do sangue para o leite
materno foi identificada inicialmente em animais de laboratério (coelho) em amamentagao.
Subsequentemente, foi registada a exposicao dos lactentes a esta micotoxina, tendo-se
verificado uma relagao linear entre as concentragoes da OTA no leite materno e no plasma
das criangas amamentadas (Hassan et al, 2005). Os lactentes sao considerados mais
suscetiveis aos efeitos das micotoxinas, em relacio os adultos, devido a sua maior taxa
metabdlica, menor peso corporal, menor capacidade de desintoxicar, desenvolvimento
incompleto de alguns tecidos e orgaos, fundamentalmente o sistema nervoso central

(Navas et al., 2005; Kamali et al., 2018).




I.I. Composicao do Leite Materno

O leite materno é um fluido complexo, de composi¢io ainda nao completamente
conhecida, que exerce efeitos muito além do seu valor nutricional (Neville et al.,, 2012). O
LM sofre alteragdes na sua composicao nutricional durante o dia, conforme o esvaziamento
da mama, estagio de lactagdo e a dieta materna. Classifica-se conforme descrito
anteriormente de acordo com as fases de lactagao: colostro até 5 dias apos o parto, leite
de transicao entre 6 a |4 dias apds o parto e leite maduro a partir de |5 dias apds o parto
(OMS 2002). A composicao do LM é constituido basicamente por 3 a 5 % de lipidos, dos
quais 98% sao triglicéridos, | % fosfolipidos e 0,5 % esterois (Picciano, 2001). Os lipidos
estao na forma de globulos de cerca de 4 ym, em emulsao do tipo oleo em agua, que é
estabilizada por uma membrana contendo fosfolipidos e proteinas (Silva et al,, 2007). A
fracao lipidica do LM representa a maior fonte de energia para criangas amamentadas,
contribuindo cerca de 40 a 55 % do total de energia ingerida (INNIS, 2003). O conteldo
de acidos gordos insaturados no LM é maior que no leite de vaca (Silva et al., 2005) e pode
variar conforme a dieta materna (Yuhas e Patin et al.,, 2006).

As proteinas do LM s3o estruturais e qualitativamente diferentes das proteinas do leite de
vaca. Do seu conteldo proteico o principal constituinte € a lactoalbumina, ao passo que no
leite de vaca a caseina corresponde a aproximadamente 80 %. Deste modo, a relagao
proteica do soro e caseina do LM é aproximadamente 80/20, enquanto a do leite de vaca é
20/80. A baixa concentragao de caseina no LM resulta na formagao de coalho gastrico
(Silva et al., 2007). Alem disso o conteudo azotado nao proteico do LM é mais elevado que
o leite de vaca, variando de |18 a 30 % do azoto total. (Carratu et al., 2002).

O principal hidrato de carbono no LM ¢ a lactose, contudo ja foram identificados mais de
30 agucares como a galactose, frutose e outros oligossacaridos (Zivkovic et al., 2011). A
concentracao de lactose € cerca de 4 % no colostro e de até 7 % no leite maduro. A

lactose facilita a absorgao de cailcio e ferro e promove a colonizagao intestinal com

Lactobacillus bifidus (Picciano, 2001; Silva, 2009).

1.2. Possibilidade de transferéncia de contaminantes

Além dos componentes naturais, o LM pode conter xenobidticos provenientes do meio

externo, como micotoxinas que, em caso de estarem presentes em quantidades elevadas,

podem afetar o crescimento e desenvolvimento das criangas (Abdalla et al., 2002; Borchers




et al, 2010). As micotoxinas podem ser transferidas para os lactantes através do
aleitamento materno, embora seja também possivel a transferéncia feto-placentaria durante
o desenvolvimento uterino. A exposi¢do materna acorre através de consumo dos
alimentos contaminados com micotoxinas, depois transferidas para o leite materno
(Ulaszewska et al.,, 201 1). Turner (2007) e Biasucci (2011) comprovaram a exposicao fetal
uterina, com a presen¢a da OTA em amostra de soro fetal e cordao umbilical humano.

As caracteristicas bioquimicas do leite materno, como pH reduzido e alto teor de lipidos
comparativamente ao plasma, contribuem para este fenomeno. Alem disso, a composigao
do leite materno varia apos o parto (colostro, leite de transicao, e leite maduro) e durante
o esvaziamento da mama (leite inicial e final). Estes fatores contribuem para a variagao da
excrecao de xenobidticos para o leite materno (Ito, 2003). Devido a variagao do conteudo
lipidico do leite materno durante a lactagao, é possivel a mobilizagdo de contaminantes
lipofilicos, varidvel durante o periodo de amamentagio (Polychronaki et al., 2006). E bem
possivel que a excregao de micotoxinas para leite materno seja suportada pela proteina
BCRP (do Inglés Breast Cancer Resistance Protein), uma proteina resistente ao cancro de
mama, membro da familia de transporte de efluxo dependentes de ATP, conhecida por ser
responsavel pela excrecao de varios xenobiodticos para leite materno (Jonker et al., 2005;

Schinkel, 2006; Duarte et al.,, 201 |; EFSA 2006).

2. Micotoxinas

A palavra micotoxina deriva de dois termos, um com origem grega (Mykes significa fungo) e
a outra origem latina (toxicum significa veneno ou toxina; Gongalez et al., 2001; Santos et al.,
2014). As micotoxinas sao contaminantes naturais produzidos por fungos filamentosos
(Figura 1) que provocam toxicidade, mesmo em baixa concentragao, nos vertebrados
superiores e outros animais (Alshannq et al, 2017), apds inalagao, ingestao ou pelo

contacto com a pele (Bernabucci et al., 201 1).




Figura 1. Fungos produtores de micotoxinas (adaptado de Soares et al., 2013)

Segundo Silva (2006) para o crescimento e produgao de micotoxinas, os fungos precisam
de condi¢oes favoraveis, que permitam o seu desenvolvimento como fatores intrinsecos
(atividade de agua (a,), pH, nutrientes) e fatores extrinsecos (teor da humidade,
temperatura, taxa de oxigénio), composi¢cao quimica do alimento, artropodes, interagao
microbiana, grau de contaminagao fungica, condig¢oes fisicas dos graos ou semente e
periodo de armazenamento.

As micotoxinas foram identificadas, pela primeira vez, em 1960, no Reino Unido, na
sequéncia de um surto que originou a morte de mais 100 000 perus, tendo sido na altura
denominada como Doenga X (Stefano et al., 2014). Em seguida foi descoberto que patos e
faisoes foram também contaminados e apresentaram elevados indices de mortalidade, por
ingestao de alimento produzido a partir de amendoim importado do Brasil e Africa (Santos
et al, 2014), contaminado com metabolitos toxicos produzidos pelo fungo filamentoso
Aspergillus flavus (Stefano et al., 2014). Os metabolitos foram, por essa razao, chamados
Aflatoxinas (AFs) (Pereira et al., 201 1).

Algumas micotoxinas podem ter efeitos adicionais, tais como a fitotoxicidade ou actividade
antimicrobiana (Alshannaq et al., 2017). Sao produzidas por diversas espécies de fungos,
nomeadamente do género Aspergillus, Fusarium (figura 2) e Penicillium, que apresentam uma
preocupagao de saude devido aos seus efeitos toxicos (Valitutti et al, 2018). Apesar de
terem sido identificadas mais de 300 micotoxinas, apenas algumas contaminam
regularmente alimentos para humanos e animais (Alshannaq et al., 2017). Estes compostos,
sintetizados no final do crescimento exponencial de certos fungos (Fabiane et al, 2013),

apresentam diferentes efeitos toxicos, nomeadamente carcinogénicos, teratogénicos,




hemorragicos e dermatiticos numa ampla gama de organismos (Warth et al,, 2016) com
consequéncias que podem nao ser imediatas (Roldao et al., 2015).

Com a atual implementagao de regulamentagdao rigorosa para micotoxinas imposta por
paises importadores, como da Unidao Europeia, muitos cereais que nio sao seguros para o
consumo humano sao utilizados em formulas destinadas a alimentagao animal (Stefano et
al., 2014). Existem seis micotoxinas, ou grupos de micotoxinas, que ocorrem com bastante
frequéncia em alimentos e que, por isso, apresentam maior preocupagao em Saude Publica
e agropecuaria: OTA, AFs, fumonisinas, patulina, zearalenona (ZEA) e tricotecenos,
incluindo o desoxinivalenol (DON; Etzel, 2006; Sherif et al, 2009; Alshannaq et al., 2017,
Salvador et al,, 2018). Estima-se que as micotoxinas anualmente afetam 25% dos campos
agricolas a nivel mundial (Armando et al, 2012), provocando assim enormes perdas
agricolas e industriais em bilhdes de dolares (Alshannaq et al., 2017). Os consumidores
estao expostos ao risco de exposicao a micotoxinas (Valitutti et al., 2018), que sao
transferidas ao longo da cadeia alimentar (Abrunhosa et al.,, 2010), direitamente através da
ingestao dos alimentos contaminados, como cereais, sementes e frutos secos, ou
indiretamente através do consumo de alimentos de origem animal contaminado (leite,

carne e OVO) €Xpostos a esses contaminantes.

3. Ocratoxina A

A OTA e os seus derivados hidroxilicos sao altamente toxicos quando ingeridos pelos
animais (como: suinos, aves de capoeira) e humanos (Armando et al., 2012).

A OTA foi detetada, isolada e identificada quimicamente originalmente por Van Der
Merwe (1965). Apos esta descoberta, na Africa do Sul, como um metabolito toxico de
Aspergillus ochraceus, foi detetada numa farinha de milho intencionalmente inoculada com o
fungo produtor (Welke, 2009 e Malir et al.,, 2016). Mas apenas em 1969 foi detetada num
alimento naturalmente contaminado, nos Estados Unidos. Logo em seguida foi
demonstrado que outras espécies do género Aspergillus e Penicillium também produziam
OTA. Na Escandinavia, apos a segunda guerra mundial, a nefropatia nos suinos era comum
e foi subsequentemente associada ao consumo de graos bolorentos, depois identificados
como Penicillium viridicatum (Pitt et al., 2016).

Em 1972, a OTA foi associada a Nefropatia Endémica dos Balcas, uma disfungao renal
degenerativa que atingiu individuos adultos da populagao rural da regiao dos Balcas,
estando também relacionada com a inducao da formacao de tumores no sistema urinario

de humanos (Hoeltz et al, 2012). A agéncia internacional de investigagao do cancro (IARC)




classificou a OTA como possivel agente carcinogénico em humanos (IARC grupo 2B) desde
1993 (Abrunhosa et al., 2012). Além da sua carcinogenicidade (Klaric el at., 2015), a OTA
também possui propriedades imunossupressoras, hepatoxicas, teratogénicas, (Skaug et dl,
1998) e genotdxicas em animais de laboratério (Hoeltz et al, 2012), designadamente
roedores, mas nao para os humanos. Demonstrou-se ainda que a OTA pode causar cancro
pela indugao de lesdes oxidativas no acido desoxirribonucleico, através da formagao de
adutos no ADN (Malir et al., 2016; Kamali et al., 2018).

A exposigao crénica a OTA representa um risco para a saude animal e humana, estando a
ingestao da OTA relacionada com a dieta (Soto et al., 2016).

A OTA contamina os géneros alimenticios em quase todo o mundo (Holmberg et al., 1991;
Munoz et al, 2014) sendo encontrada principalmente em carne, vinho, cerveja, café, uvas,
(Koszegi et al., 2016), milho, cevada, feijao, amendoim, trigo-sarraceno, soja, centeio, arroz,
sorgo, castanha do Para, na parte externa do presunto, pimentoes vermelhos, pimenta do
reino, pimenta preta, sumo de maga, sumo de uva, pao, semente de papoila, nozes, aveia,
ervilhas (Silva et al, 2005), cacau, leite e ovos (Bankole et al, 2003). Foi igualmente
detetada em rim de suino e outras carnes derivadas de animais expostos a alimentos
contaminados (Armando et al, 2012). Contudo, os cereais sao atualmente considerados a
maior fonte de contaminagao da OTA (Soares et al, 2013). A OTA foi ja detetada numa
variedade de alimentos para animais e humanos, durante a produgao, colheita,
armazenamento e transporte de produtos agricolas (Armando et al,, 2012). Esta micotoxina
apresenta menor incidéncia no hemisfério sul, estando quase restrita ao hemisfério norte

com indices de contaminagao |0 vezes superiores (Castro et al., 2015).

3.1. Caracterizacao da familia das Ocratoxinas

As ocratoxinas sao uma familia estruturalmente relacionada de micotoxinas (Figura 2).
Neste grupo encontra-se a OTA e seu éster metilico, conhecido como Ocratoxina C
(OTC); 4- hidroxi-ocratoxina A; seus ésteres metilicos e etilicos (Ringot et al., 2006;
Koszegi et al., 2016). Entre as ocratoxinas, o elemento mais toxico e mais frequente é a
OTA, uma isocoumarina ligada a uma molécula de fenilalanina (Duarte et al., 2010, Cardozo
et al, 2014). A OTB co-ocorre principalmente com a OTA em cereais e foi identificado
como um metabolito da OTA nos estudos in vitro, sendo menos toxico que a OTA
(Dragusel et al, 2011), A Ocratoxina B, resulta de clivagem da ligagao péptica, foi a

principal metabolito excretado na urina, alem de pequenas quantidades de 4-hidroxi-OTB,




19% da dosagem administrada foi recuperada como OTB e OTA na urina dentro de trés
dias apos uma Unica dose. Contrariamente a OTA, nenhum 6rgao especifico reteve a OTB
apo6s a administragao unica e repetida em estudos com animais testados para toxicidade. As
concentragoes foram baixas e evidencia ser menos toxico que a OTA in vivo (EFSA 2006).
A OTC também co-ocorre com a OTA in vivo, pode ser convertida em OTA, e foi

encontrada como um metabolito em ruminantes (Dragusel et al., 201 I).
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Figura 2. Estrutura quimica basica das ocratoxinas (adaptado de Almela et al., 2007).

A Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPPA) desenvolveu a formula da OTA
(CyoH,s0,NCI) cujo o nome quimico é L-fenilalamina-N- [(5-cloro-3,4-dihidro-8-dihidroxi-

3-metil- | -oxo- | H-2-benzopiran-7-il) -carbonil]- (R)-isocumarina.




Tabela I. Propriedades quimicas da ocratoxina A (Adaptado Khoury et al., 2010).

pKa 7.1
MM 403,82 g/mol.
Estrutura Estrutura cristalina que pode variar de incolor a branco

Quando exposta a luz UV:
Fluorescéncia Meio acido —verde intensa
Meio alcalino - azul

- pH acido e neutro - soltvel em solventes organicos polares, ligeiramente
soluvel em dgua e insoluvel em éter e hidrocarbonetos saturados
Solubilidade
- pH alcalino - soluvel em solugdo aquosa de bicarbonato de sodio e em
todas as solucdes alcalinas em geral.

Pontode Fusdo| Quando recristalizado do benzeno, o seu ponto de fusdo é 902C
Quandor recristalizado do xileno, o seu ponto de fusdo é 1692C

Elevada estabilidade:
Estabilidade Resisténcia a acidez
Resisténcia a altas temperaturas.

A OTA é um composto branco, cristalino, inodor, termicamente estavel (Ringot et al.,
2006; Abreu et al, 2011 e Koszegi et al, 2016), resistente aos processos de cocgao em
determinadas proporgoes, a sua temperatura pode alterar de acordo o pH e outros fatores
(Santos et al, 2014). E altamente solivel em solventes orginicos polares (e.g. alcool,
cloroférmio e cetonas), ligeiramente sollivel em agua, e insoluvel em éter de petrdleo e
hidrocarbonetos saturados. Em condigoes alcalinas a OTA é soluvel em solugao aquosa de
bicarbonato de sédio (Khory et al, 2010).

A OTA apresenta os pontos de fusao de 90 e 171 °C, nao se destruindo na sua totalidade
durante a cozedura. Tem propriedades acidas fracas de 7,| com uma massa molar de 403,8
(Koszegi et al,, 2016).

A sua estrutura produz uma fluorescéncia verde- azulada quando excitada por luz

ultravioleta UV (336nm), que muda para uma fluorescéncia azul-escura quando exposto a




vapores de amoniaco, NaHCO aquoso ou NaOH. As propriedades de fluorescéncia sao
utilizadas principalmente para detegao e identificagio em Cromatografia de Camada Fina
(TLC, do Inglés Thin Layer Chromatography) e Cromatografia liquida de alta resolugao
(HPLC, do Inglés High performance liquid chromatography; Abrunhosa et al., 2010).

3.2. Fungos produtores

OTA ¢ produzida por diversas espécies pertencentes aos géneros Penicillium e Aspergillus,
fundamentalmente P. Verrucosum, A. westerdijkiae, A. Cabonarius e A. ocharaceus que
frequentemente se desenvolvem durante o armazenamento (Biasucci et al., 201 1).

A espécie P. verrucosum cresce em temperaturas baixas, com temperatura optima de 20 °C
(Alshannagq et al., 2017). E capaz de crescer em atividade de 4dgua de 0,80 e também podem
crescer a pH variavel entre 2,1 a 10,0, mas com um pH o6ptimo de 6,0 a 7,0 (Fraga et al.,
2003). Apresenta distribuicao mundial, embora afecte sobretudo alimentos como: cereais,
café, vinho, sumos, uvas e cerejas. As especies P. verrucosum e P. nordicum sao as Unicas
espécies do género Penicillum que tém a capacidade de sintetizar a OTA (Khoury et dl,
2010). A espécie Penilliuim nordium é a maior produtora da OTA encontrada na carne e
seus derivados (ex: salame, fiambre), bem como em queijos (Pereira et al., 2008).

No grupo ocratoxicogénico de Aspergillus, a espécie A. Ochraceus € comum em graos de
café verde e especiarias, tendo sido isolado frequentemente nos graos de cacau, soja,
amendoim, arroz e milho. A contaminagao pode ocorrer antes da colheita ou apds a
colheita, mas a sintese da OTA apds a colheita é geralmente observada como fator
predominante na contaminagao de alimentos humanos e animais (Navas, 2003).

Na seccao Nigri, A. carbonarius é responsavel pela produgao de OTA nas uvas sendo
designado Aspergillus preto, € uma espécie muito usada na industria, no fabrico de acido
citrico e enzimas para ingestao humana (Freire et al, 2007). Sendo a espécie mais
frequentemente isolada em culturas agricolas, pensa-se que Aspergillus preto é a fonte
fundamental da OTA em climas tropicais e subtropicais (Magnoli et al., 2006).

A germinagao de esporos de Aspergillus carbonarius € muito rapida, ocorrendo dentro de 24
horas com a, de 0,90 a 0,99 e temperaturas variaveis entre 25 a 35 °C. Contudo, as
condigoes optimas de crescimento e produgao da OTA correspondem a temperaturas de
32 a 35 °C (minimo 10 °C e maximo 45 °C) e a,, de 0,95 a 0,98. Os agregados de A. Niger

crescem otimamente a temperaturas altas de 35 a 37 °C, com germinagao relativa em a,




0,93 a 0,98, sendo encontrados numa ampla variedade de frutas frescas e frutas secas
(Visconti et al., 2008).

Em suma, os fungos podem desenvolver-se, na presenca de condi¢coes favoraveis de
temperatura e humidade ou em stresse biotico, durante as varias fases das culturas
agricolas. Contudo, os fungos ocratoxigénicos sao considerados fungos de armazenamento

(Valitutti et al., 2018).

3.3. Toxicocinética

A OTA ¢ absorvida pelo tracto gastrointestinal (Soto et al., 2016), e passa para circulagao
sistémica, sendo detetada no sangue e tecidos. As concentragoes sao detetadas em orgaos
com maior atividade metabdlica como figado, gordura, musculo e rim (Abreu et al., 201 1).
A via entérica é a principal via de exposicao da OTA. A biodisponibilidade oral é cerca de
60 %, dependendo da espécie. O mecanismo de absorgao da OTA a partir do lumen
gastrointestinal nio esta ainda elucidado. E de salientar que existem duas rotas
fundamentais para o transporte de moléculas e ides para a mucosa intestinal (via
transcelular e paracelular). A difusao passiva da molécula nao ionizada através da membrana
lipidica é o principal mecanismo de absorgao da OTA no estomago e no intestino (Aralt et
al, 2001, Vettorazzi et al, 2013). Em varias espécies, incluihdo homem e macacos, a
principal via de excregao € a eliminagao renal (EFSA 2006). A OTA é excretada pelos
tubulos renais, e pode ser reabsorvida atrasando assim a sua eliminagao e aumentando
dessa forma o risco de acumulagao nos tecidos (Oliveira et al., 2015).

Apos a absorgao, cerca de 99 % da OTA esta ligada a proteinas plasmaticas. A fragao nao
ligada é de 0,02 %. A elevada afinidade e extensao da ligagao as proteinas determina o
longo tempo de semi-vida, o qual é variavel consoante a espécie animal (Cerain et al,
2000). Tem por isso um tempo de semi-vida longo: no porco é de 3-4 dias e no homem 35
dias. Tanto a OTA como os seus metabolitos sao excretados sobretudo por via renal e
hepatobiliar (Abreu et al., 2011).

A biodisponibilidade oral da OTA em humanos ¢ de cerca de 93 %. A reabsor¢ao da OTA
nos intestinos de volta a circulagao pode ocorrer como consequéncia da reciclagem biliar,
a qual varia com a espécie: nos porcos € cerca de 60 %, ao passo que nos roedores é muito
inferior (Koszegi et al., 2016). Nos humanos, foi detectada OTA no soro fetal, indicando
assim uma transferéncia placentaria ativa. Os fatores genéticos, ambientais e patologicos

também contribuem para o transporte placentario da OTA, sendo que estes facilitam a




transferéncia e fornecimento dos compostos essenciais ao feto em desenvolvimento
(Ringot et al., 2006). Uma vez em circulagao, a OTA sofre ainda reabsorcao nos tubulos
proximais e distais favorecendo assim a sua acumulagao principalmente no rim, sangue,
figado e musculo. Acresce que a redistribuicio sistémica da OTA é favorecida, em
diferentes tecidos, fundamentalmente figado e o rim, os principais orgios de
biotransformagao da OTA (Ringot et al, 2006; Corcuera et al., 2012). A via de excrecao
urinaria, biliar ou fecal depende de varios fatores, como: espécie, dose e via de
administragao, a composi¢ao da dieta, bem como o estado de saude do animal (Corcuera
et al, 2012). Em administragao oral ou intravenosa em peixes, codorniz, rato e macacos, a
OTA comporta-se de acordo com um modelo cinético de dois compartimentos. A
exce¢ao € o macaco no caso da administragao oral, que corresponde a um modelo
monocompartimental. (Cerain et al., 2000). Na verdade o tempo de semi-vida da OTA é
mais longo no sangue que nos tecidos (Ringot et al, 2006). As aves parecem eliminar a
OTA mais rapidamente que os mamiferos, o que resulta em menor acumulagao de OTA
no soro sanguineo. O tempo de semi-vida da OTA no soro do porco, relacionado com
maior ligacdo a micotoxina as proteinas do sangue, ¢ 20 a 30 vezes mais elevado em
relagio ao soro de aves, justificando assim os niveis de OTA encontrados em tecidos
ediveis em porcos (Duarte et al., 2010). A distribuicao nos tecidos de cabra, frango, porcos
e ratos foi registada de acordo com o padrao rim> figado> musculo> gordura ou rim>
musculo> figado>> gordura (Ringot et al., 2006). A fragao ligada a macromoléculas consiste
num armazenamento da micotoxina que permite liberta-la para os tecidos durante um
periodo de tempo longo. A alta afinidade para as proteinas séricas retarda a eliminagao da
micotoxina, aumentando assim o seu tempo de semi-vida (Nogueira et al, 2006). A
permanéncia da OTA no sangue depende fundamentalmente da ligacao a albumina. A
eliminagao de OTA pela urina é a principal via de excre¢ao do corpo e as constantes
ligacdo a albumina sao descritas como responsaveis pela filtragao restrita através do rim
(Fuchs et al, 1999), ao passo que em roedores a excregao biliar é predominante. O

metabolismo da OTA encontra-se sistematizado na figura 3.
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Figura 3. Metabolismo da OTA (adaptado de Abreu, 201 1).

No caso de deficiéncia de albumina a OTA ¢ eliminado no plasma em um periodo curto, e
a excrecao na bilis e urina é 20-70 vezes maior do que em ratos, quase todas espécies
eliminam a OTA administrada por outras vias de excregao (bilis, Fuchs et al., 1999).

Os peixes e codornizes, sio as espécies com menor tempo de semi-vida da OTA no
sangue, com menor fracao da toxina filtrada através do rim. Nestas espécies a excrecao
hepatobiliar é mais importante que a urinaria. Nos ratos e ratinhos verificou-se que cerca
de 10 % da OTA é filtrada através do rim. Em relagio a outras espécies (macaco) a
eliminagao mais longa e a taxa de filtragao é maior, quase 100 %. As trutas, as codornizes e
ratinhos mostraram elevada concentragao da OTA na bilis e intestino. A circulagao entero-
hepatica da OTA em animais pode ser parcialmente responsavel pelas diferengas na

retengao da toxina no plasma (Fuchs et al., 1999).




A toxicinética determina claramente a toxicidade da OTA, além das caracteristicas de
biomonitorizagao, no que diz respeito ao tipo e niveis de metabolitos presentes, bem
como o tipo de matrizes biologicas onde estes podem ser procurados (Munoz et al., 2010;
Duarte et al, 2011). Segundo Landrigan (2002) as informagoes sobre a toxicocinética de

compostos quimicos no leite humano sao incompletos.

3.4. Toxicidade

A OTA ¢ a ocratoxina mais toxica (Elika, 2013), sendo o rim o principal orgao alvo. A
OTA induz toxicidade renal em todos estudos experimentais em espécies de mamiferos.
Estudos de curto prazo feitos em ratos, ratinhos, porcos e caes demonstraram o
desenvolvimento de nefropatia, dependente da dose e do tempo. Diferencas entre sexo e
espécie, foram observadas na sensibilidade a agao nefrotoxica da OTA. Em ratos, a
exposi¢cao a OTA resultou numa alteracio do tamanho do rim, aumento do peso, volume
de urina, proteinuria e glicosuria. As lesoes histopatologicas foram caracterizadas por
cariomegalia (células epiteliais renais grandes com nucleos poliploides enormes, nucléolos
proeminentes) e necrose das células tubulares (EFSA 2006). A concentragao elevada no
rim provoca toxicidade renal, impede a sintese proteica, do ADN e ARN na célula, inibe
varias atividades enzimaticas do rim (Schilter et al, 2005), afeta as enzimas
fosfoenolpiruvato, carbonil redutase C e sucinato a desidrogenase. A inibicao de enzimas
associadas a sintese de proteinas, ADN e RNA podem ser uma causa de cancro em
individuos expostos a OTA.

No homem, a exposicao a OTA foi associada a nefropatia endémica dos Balcas, doenga
caracterizada por progressiva redugao da funcao renal, insuficiéncia renal croénica bilateral
associada a formagao de tumores no sistema urindrio humano (Zinedine et al, 2010;
Peraica et al.,, 1999). O seu envolvimento foi confirmado por analise de amostras bioldgicas
como sangue, urina e leite (Schilter et al, 2005). Esta doenca foi descrita pela primeira vez
no final de 1950, e classificado como uma doenga endémica em habitantes de localidades
rurais da Bosnia Herzegovina, Bulgaria, Roménia, Sérvia e Croacia (Gonzalez et al., 2014).
Outros efeitos toxicos da OTA incluem alteragoes nos fatores de coagulagao, associados a
hemorragia e trombose no figado, rim, bago, coragao e cérebro (Niknejad et al., 2016).
Estudos realizados em animais de experimentagao demonstraram que a OTA é nefrotoxica
in vitro, bem como in vivo (Nava et al, 2005, Malir et al,, 2013). A nefrotoxicidade da OTA,
pode manifestar-se de diferentes formas, desde alteragao do volume dos rins dos animais,

alteracao da osmolaridade da urina, aumento do volume da urina, mudangas na fungao




renal, necrose do tubulo proximal, diminuicio da atividade enzimitica do rim e
desenvolvimento de adenomas e tumores renais (Nogueira et al., 2006).

A OTA possui ainda propriedades hepatotoxicas, genotdxicas e imunotoxicas em animais e
humanos (Ringot et al, 2006). A micotoxina possui ainda atividade imunossupressora em
varias espécies, sendo que concentragoes proximas de 5ng de OTA/kg de peso corporal
causam efeitos imunossupressores em ratinhos. In vitro a OTA mostra inibicao da resposta
e da multiplicagao dos linfécitos B e T, e afetam a ativagao dos linfécitos T (Nogueira et al.,
2006). A teratogenicidade da OTA foi estudada fundamentalmente no sistema nervoso
central, com concentragées muito superiores em relagao as normalmente presentes nos
alimentos. A carcinogenidade em ratos foi detetada com doses comparativamente baixas
(70 ug/kg de peso corporal). Em virtude dessa evidéncia em animais, a OTA foi classificada,
pela IARC no grupo 2B, como possivelmente carcinogénica para humanos (IARC, 1993).
Outros efeitos téoxicos da OTA observados incluem anomalias histoldgicas hepaticas,
aberragoes dos fatores de coagulagao no rato, acompanhados de hemorragia e trombose
no bago, cérebro, figado, rim, coragao, lesdes do trato gastro intestinal e tecidos linfoides
em hamster, mielotoxicidade em ratos, fragilidade intestinal e lesdes renais em galinhas
(Malir et al,, 2013).

A OTA ¢é capaz de induzir mecanismos de stress oxidativo (Duarte et al, 2011), com a
formacao de radicais livres e de espécies reativas de oxigénio, responsaveis pela
citotoxidade. A peroxidacao dos acidos gordos polinsaturados membranares mitocondriais
leva a modificagao da permeabilidade idnica da membrana (Nogueira et al., 2006).

Em relagao a toxicidade aguda, a OTA apresenta variagoes interespecificas da dose letal a
50 (DL50), por via oral, apresentando assim um intervalo entre 20-50 mg/kg em ratos e
ratinhos e entre 0,2-1 mg/kg em suinos e galinhas, que sao as espécies mais sensiveis. A
administracao de doses altas e Unicas da toxina, durante algumas semanas, provocam
exposicao aguda, apresentando sinais e sintomas de intoxicagao tais como: polilria, perda
de peso, polidipsia, doencas digestivas, desidratacao, hemorragias multifocais nos principais
orgaos (baco, cérebro, figado, rim e coragao), nefrose e necrose hepatica bem como
trombos de fibrina nos 6rgaos de maior atividade metabolica, que podem causar a morte
(Abreu, 2011).

Alguns estudos demostraram que os caes, porcos e galinhas sao as espécies mais sensiveis
aos efeitos da OTA, em relagao aos roedores (Cerain et al., 2000).

A exposigao cronica em doses baixas de OTA pode ser mais prejudicial que a exposigao
aguda a uma dose alta. Exposicio a doses baixas de OTA ¢é responsavel pela

nefrotoxicidade (Malir et al., 2013). A toxicidade crénica manifesta-se em nefropatia em




animais de interesse pecuario (galinhas e porcos), que sao conhecidas como nefropatia

aviaria e suina (Abreu, 201 1).

3.5. Vias de exposicao e ocorréncia

A principal via de exposicao a OTA ¢ através do trato gastrointestinal, pelo consumo dos
alimentos contaminados (Figura 4), sendo que na maioria das espécies a absorgao ocorre
fundamentalmente no estomago, como consequéncia das suas particularidades acidas a
nivel gastrico. Contudo, a exposi¢do por inalagio tem sido cada vez mais registada e

relacionada com o desenvolvimento de micotoxicoses (Ribeiro, 2007).
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Figura 4- O consumo de alimentos como principal via de exposi¢ao humana directa e

indirecta a OTA (adaptado de Ribeiro, 2007).

A exposicao a OTA através da cadeia alimentar depende do consumo de alimentos
contaminados de origem vegetal (e.g. cereais, café, cacau, nozes, frutas) e também de
produtos derivados de origem animal (e.g. leite, ovos, carnes) que consumiram alimentos
contaminados com as micotoxinas (Figura 4; Munoz et al, 2014). A contaminagao por via
indireta é menos significativa, com exce¢ao dos bebés e criangas devido ao elevado
consumo de leite materno e produtos lacteos em geral. A transferéncia pelo ar também

pode ocorrer, embora muito raramente e apenas em condi¢oes particulares (Ribeiro,

2007).




De uma maneira geral, a transferéncia de contaminantes para o leite materno ocorre
através da difusao passiva destes compostos através do plasma, e a sua concentragao no
leite é proporcional a sua solubilidade e lipoficidade (Anderson et al., 2000). A exposicao
de recém-nascido ao aleitamento materno contaminado com OTA pode ser uma das
primeiras fontes de exposicao alimentar. Existe uma relagao direta entre a ingestao de
OTA e a sua concentragao no leite materno, sendo os niveis mais elevados nos primeiros
dias apos o parto. Segundo Galvano et al,, (2008), o consumo habitual de paes e carne de
porco curado contribui para os niveis elevados de OTA no leite materno na Itilia. Os
autores defendem a criagao de recomendagoes, mudanga do estilo de vida ou dieta
especifica para as gestantes e lactentes, a fim de reduzir a contaminagao de leite materno
por OTA e garantir os beneficios do aleitamento materno. Alimentos como cereais, sumo,
refrigerantes, patés e produtos de panificagao também sao citados por varios autores
como produtos relacionados a contaminagao do leite materno por micotoxinas.

E de salientar que a contaminagio de OTA pode ocorrer por via transplacentaria, quando a
gravida é exposta as micotoxinas, principalmente pelo consumo de alimentos contaminados
(Turner et al., 2007).

No cacau a micotoxina pode ser encontrada em todas fazes da produgao, o grao
degradado pode conter concentragoes mais elevadas. A concentragao média na massa e no
pé de cacau foi de 2,79 a 2,4] pg/kg ao passo que no creme de chocolate e chocolate a
concentragao encontrada foi de 0,63 pg/kg. Estudos feitos em uvas nas regides de llha da
Madeira e do Dao as concentragoes de OTA foram de |15 e 9,5 pg/kg, em sumo de uva a
concentragao maxima foi de 0,337 pg/kg. A presenga da OTA foi encontrada em Portugal
em uvas Cabernet Sauvignon com uma concentragio de |15,6 pg/kg. Outro estudo
realizado em Portugal em vinho tinto, branco e do porto as concentragoes da OTA
encontradas variaram entre | a 1,23, | a 2,2,4 e 0,05 a 0,08 ug/l, respectivamente. Num
estudo adicional o vinho apresentou concentragoes que variaram entre 0,2 a 0,4 pg/l, ao
passo que em cerveja a contaminagao foi de 0,033 pg/l, com a concentragao maxima de

0,18 pg/l.

3.6. Avaliacao da exposicdao e Biomonitorizacao

A presenga da OTA em seres humanos tem sido confirmada por anilise de amostras

biologicas humanas como sangue, urina, leite (Soto et al, 2016) e sangue do cordao




umbilical (Dragusel et al., 2011). A biomonitorizagao da OTA oferece a melhor abordagem
para avaliar a exposicao humana a OTA de qualquer fonte e através de qualquer via.

A OTA foi detectada em diferentes concentragoes no leite humano de maes saudaveis na
Alemanha, Noruega, Suécia, Hungria, Italia, Australia e Serra Leoa. Onde comparagoes com
niveis séricos ou sanguineos foram feitos (Alemanha e Suécia) a OTA nao era detetada no
leite humano ou em concentragdes muito inferiores as determinadas nas amostras de
sangue correspondentes (Scott et al., 2006). A transferéncia de OTA do sangue para o leite
ainda nao é um processo totalmente compreendido e os dados referentes a capacidade de
OTA ou seus metabolitos para produzir adutos com ADN sio controversos (Dragusel et
al, 2011).

O mecanismo de transporte da OTA no leite materno e a relagao de distribuicao entre o
sangue e o leite humano nao sao conhecidos. Variagao nos niveis de OTA no leite materno
pode ser devido a diferencas na biodisponibilidade, distribuicao e excrecao de OTA. Por
outro lado, a variagao dos valores da relagao leite / plasma fornecida pela literatura pode
refletir diferencas no modo de exposicao toxina (Duarte et al, 2011). Os potenciais
indicadores biologicos na exposicao a OTA ainda estao pouco estudados (Bando et al.,
2007). Os niveis de OTA encontrados no leite materno em varios estudos evidenciam o
risco associado durante a ingestaio do leite pelo recém-nascidos e a importancia de
desenvolver estratégias para o controlo e evitar os efeitos negativos da OTA. Devido aos
efeitos toxicologicos da OTA, estudos recomendam a importancia de ter bons habitos
alimentares, alguns investigadores mencionam que a dieta mediterranica é uma dieta
saudavel, considerando sua contribuicao positiva para reduzir a quantidade de OTA
ingerida devido a variedade e quanlidade de seus produtos (Soto et al., 2016).

A exposicao humana a ocratoxina representa um problema global, um estudo de
biomarcadores e exposicao foi definida como medida biologica que estd correlacionada
com a quantidade do xenobidtico ingerido, resultando na melhor classificagao da exposicao
em comparagao com abordagens tradicionais: Varios biomarcadores foram utilizados para
avaliar a exposicao a OTA. Os valores encontrados em biomarcadores potenciais de
exposi¢cao para sangue 0,15 a 18,0 ng/ml, leite materno 0,002 para 13,1 ng/ml e urina
variaram de 0,013 a 0,2 ng/ml. O EDI calculado para OTA no plasma variou de 0,15 a 26
ng/kg pc / dia, a concentragao foi maior do que na urina 0,017 a 0,4 ng/kg pc / dia. Todos
valores obtidos foram correlacionados com o intervalo de EDI para OTA calculado de

produtos alimenticios: 0,0001 a 25,2 ng/kg de peso corporal /dia (Malir et al., 2016).




3.7. Métodos Analiticos Aplicados na biomonitorizacao

A complexidade das amostras de alimentos, associada as baixas concentragoes em que
ocorre, requer técnicas analiticas, altamente sensiveis, seletivas e fiaveis, igualmente
aplicaveis a amostras bioldgicas. A detecao dos analitos de interesse envolve um numero
de passos que podem incluir a amostragem, preparagao da amostra, separagao,
identificagdo e quantificagdo do (s) analito (s). As micotoxinas sao extraidas a partir de
misturas e agitagao de solventes organicos como acetona, acetonitrilo, acetato de etilo,
cloroférmio, metanol e diclorometano. E nesta fase que ocorre a separagio da micotoxina
da amostra por solubilizagao com solvente adequado.
As técnicas analiticas mais usadas e tradicionais para determinar OTA, incluem a técnica
imunoenzimatica ELISA (do Inglés Enzyme-linked immunosorbent assay; Malir et al.,, 2015),
cromatografia em camada fina e HPLC. As técnicas imunoldgicas sao utilizadas para
detecao de materiais biologicos, com recurso a anticorpos especificos para isolar as
micotoxinas presentes nas amostras (Malir et al.,, 2015). No formato competitivo da técnica
de ELISA o analito da amostra e uma quantidade conhecida de um analito marcado com
enzima competem por um numero conhecido e limitado de sitios de ligagao em anticorpos.
A adigao de um substrato adequado produz cor por reagao com a enzima do analito
marcado que se ligou ao anticorpo. De uma forma sumaria, os passos do formato
compettivo da técnica de ELISA é o seguinte:

a- Imobilizagao de anticorpo nos pogos de uma microplaca.

b- Competicao entre o analito da amostra e o analito marcado com enzima pelos

locais de ligagao do anticorpo.
c- O material que nao se liga é retirada por lavagem.
d- E adicionado substrato cromogénico que desenvolve cor, que por sua vez é depois
lida num espetrofotometro.

A quantificagdo é conseguida comparando o sinal produzido pela amostra desconhecida
com uma curva-padrao. Os kits para testes combinam numa embalagem (anticorpos,
reagentes, padrao e substratos) em alguns casos dispositivos de extracio em unidades de
campo portateis, prontas para usar (Duarte et al,, 2010). Apesar de em geral os métodos
cromatograficos serem mais precisos e sensiveis que o ELISA, este é vantajoso por ser
simples, rapido, custo reduzido, elevada especificidade, bem como ao elevado nimero de
amostras que podem ser analisadas em simultineo, contribuindo assim para a otimizagao

da monitorizagao da qualidade dos alimentos bem como a biomonitorizagao. Além disso,




requer uma preparagao minima da amostra e nem sempre a extragao da amostra envolve
solventes organicos (LIM, 2010). Em alguns estudos, apresentou uma sensibilidade
comparavel com a detegao por fluorescéncia associada a HPLC. Acresce que o ELISA
apresenta potencial de automatizagao e a possibilidade de ser usado em campo.

No entanto, esta técnica é suscetivel a fatores fisico-quimicos, tais como o pH, a
seletividade do anticorpo utilizado para o procedimento de purificagao e as interferéncias
da matriz. Podendo esta ultima ser minimizada pelas técnicas de preparagao de amostras,
como diluigoes (Uekane et al, 2010). Visto os anticorpos produzidos muitas vezes
mostrarem reatividade cruzada com compostos semelhantes a OTA, podendo levar a
falsos positivos, os resultados obtidos pelo ensaio imunolégico enzimatico requerem
confirmagao. A incerteza dos seus resultados é geralmente maior do que os
procedimentos cromatograficos (Amado, 2002; EFSA, 2004). Em geral, a maioria dos
métodos quimicos para analise da OTA consistem em separagao, limpeza, extragao,

confirmagao de identidade e quantificagao (Malir et al., 2016).

3.8. Limites e Legislacao

O consumo de alimentos contaminados com a OTA constitui um sério problema da saide
mundial, fazendo com que alguns paises estabelecessem legislacao referente aos limites
maximos permitidos em alimentos e bebidas (Duarte et al, 2010), Limites maximos sao
fixados bem como agoes preventivas destinadas a evitar contaminagoes em todas as fases
da cadeia de produgao e de comercializagao (Vidal et al, 2014). Para tal, foram criadas
medidas pelas autoridades em varios paises de forma a monitorizar e controlar os niveis de
micotoxinas. Varios fatores desempenham um papel fundamental nas decisoes e fixagao de
limites maximos como fatores cientificos para avaliar o risco, conhecimento do nivel e
distribuicio de micotoxinas, disponibilidade de informagoes toxicologicas, métodos
analiticos, seguranga alimentar e comércio. Também, devem ser considerados os aspetos
politicos e econdmicos, principalmente em relacio aos interesses comerciais e aos
impactos na disponibilidade da oferta de alimentos (Freire et al., 2007).

De modo a evitar ou diminuir a presenga das micotoxinas nos alimentos a Comissao
Europeia fixou limites maximos em diferentes alimentos, através do Regulamento da
Comissao n° 1881/2006 (CEC, 2006), baseados no parecer cientifico atualizado da EFSA
(2006) e nas informagoes sobre incidéncia de alimentos recolhidos no ultimo relatério

(Miraglia e Brera, 2002). Posteriormente, os limites maximos foram alterados pelo




Regulamento da Comissao N° 105/2010 (CEC, 2010), propositadamente para especiarias e
alcacuz. A luz dessas informacdes mais recentes, os niveis da UE foram estabelecidos
apenas para um numero limitado de alimentos, pela sua contribuicao significativa a
exposi¢cao humana geral a OTA ou a exposigao de grupos vulneraveis de consumidores,

como criangas.




PARTE B - EXPERIMENTAL



|I. Justificacao e objetivos do estudo

A exposicao humana a micotoxinas pelo consumo de alimento contaminado é um
problema de salde publica a nivel global. Os programas de biomonitorizagao dos niveis de
contaminagao de alimentos por micotoxinas sao essenciais para estabelecer prioridades em
acoes de vigilancia sanitaria.
Virios estudos epidemiologicos comprovam que o aleitamento materno previne algumas
doengas em criangas (Neto et al, 2006). Existe pouca informagao relacionada com a
contaminagao do leite materno por micotoxinas em paises da Europa, tendo a maioria
incidido sobre a avaliagdo da contaminagao do leite materno por AFMI. Contudo, a OTA
foi ja descrita como um contaminante do leite materno (Navas et al., 2005), pela via de
excregao que representa para a mae, apresentado um perigo potencialmente grave para
saude dos lactentes. Apesar dos estudos apontarem que o sangue apresenta concentragoes
superiores de OTA, a contaminagao do leite materno por OTA permite a avaliagao do
risco para os lactentes (Malir et al., 2016).
De acordo com estudos prévios de biomonitorizagao da populagao Portuguesa existe uma
exposicao generalizada a OTA. As incidéncias variam entre 86,4 % num estudo de dois
anos de analise de urina (teor médio OTA = 0,019 * 0,014 ng/ml; n = 472 individuos;
Duarte et al, 2015.) até 100 % num estudo de biomonitoragao em sangue (teor OTA
médio 0,42 *+ 0,18 ng/ml; n = 104 individuos; Lino et al., 2008).
Pelo que antecede, o desenvolvimento da presente dissertagao justifica-se pela importancia
de melhorar a seguranga alimentar relativamente a contaminagao por micotoxinas que €
uma questao essencial na protecao dos bebés, cujo elevado risco de exposicao requer
regulamentagao e politicas de controlo de alimentos. Neste sentido, o estudo realizado
pretendeu determinar a exposigao das criangas pela ingestao do leite materno
contaminado com OTA por meio de uma metodologia analitica (ELISA), simples e rapida,
contribuindo, dessa forma, para prevenir ou mitigar os possiveis problemas da saude que
ocorrem através da exposi¢cao humana a OTA (Bando et al., 2007).
Nesta sequéncia, o presente estudo teve como objectivos especificos:

e Determinar os niveis de OTA em amostras recolhidas do leite materno, por

método imunoenzimatico (ELISA);
e Avaliar a exposicao dos bebés lactentes a OTA, através do consumo de leite

materno;




e Identificar os fatores determinantes de natureza socio-demografica e de consumo

alimentar, relativos as respetivas maes.

2. Material e Métodos

2.1. Amostragem

Este estudo obteve a aprovagio do Conselho Cientifico da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra e respeitou o previsto na Declaragao de Helsinquia (WMA,
2013), e a demais legislagdo nacional e europeia em vigor. Todas as participantes foram
informadas sobre o objetivo e metodologias do estudo e ainda sobre a garantia de
confidencialidade. Depois de informadas, todas as participantes assinaram um termo de
consentimento escrito, formalizando a sua aceitagao (ANEXO I).

As amostras de leite materno foram recolhidas a partir de 42 maes (por conveniéncia) em
maes diferentes por expressao manual ou com bomba de leite em oito Cidades de Portugal
(Coimbra, Aveiro, Lisboa, Lousa, Leiria, Curia, Anadia, Avelas de Cima, Montemor-o-Velho
e Mira), entre 2015 e 2019. As amostras foram refrigeradas e, uma vez no Laboratorio,
foram congeladas de imediato (-20 °C). Na recolha de amostra de leite materno foram
consideradas as orientagoes propostas por Lovelady et al, (2002). Foram incluidas maes
que tiveram parto ao pelo menos um més (para evitar andlise de colostro ou leite de
transicao), em aleitamento e sem registo de doenca. Foram considerados como critérios
de exclusao a presenca de doenga mamaria (infeciosa ou tumoral), idade inferior a 18 anos
e a auséncia da declaragao de consentimento informado e/ou questionario preenchido

(Bogalho et al.,, 2018).

2.2. Dados socio-demograficos

As amostras foram recolhidas juntamente com um questionario (ANEXO Il). Este
questionario incluia uma parte relativa a dados socio-demograficos, relativamente a
morada, estacao do ano de colheita, idade da mae, formagao escolar e numero de filhos.
Relativamente a amamentagao, o questionario incluia perguntas relativas ao peso do bebé
(kg) e carateristicas de amamentagao, incluindo o tipo de aleitamento materno (exclusivo
ou misto) e tempo de amamentagao (meses). Adicionalmente, o questionario alimentar
semi- quantitativo, relativo a frequéncia de consumo, nos sete dias anteriores a colheita de

amostra, incluia alguns alimentos associados a exposicao da populagao Portuguesa a OTA,




designadamente leite, iogurte, café, arroz, pao, chocolate, bolachas, bolos e frutos secos de

acordo com estudos anteriores.

2.3. Determinag¢ao analitica

A determinagao da OTA, nas amostras de leite materno foi efetuada por meio da técnica
imunoenzimatica ELISA de formato competitivo de acordo com o livro de instrugoes e
uma nota de aplicagio na matriz cedida pelo fabricante (RIDASCREEN® Ocratoxina A
30/15-Biopharm AG®). De forma resumida, as amostras, uma vez descongeladas, foram
centrifugadas (Sigma 3K |15 centrifuge, Reagente 5, Porto) durante 10 minutos a 3500 g e 4
°C. A camada superior, com gordura, foi removida, e da fragao restante, [,5 mL foram
transferidos para um tubo eppendorf®. Procedeu-se a uma nova centrifugagao, durante 10
minutos a 3500 g e 4 °C. A camada superior, com gordura, foi removida, e 500 pL da
fracdo restante foram transferidos para um novo tubo eppendorf®.

Foram registadas todas as posigoes das solugoes padrao e das amostras. De seguida,
adicionou-se 50 pL das solugdes padrio ou amostra preparada, em pogos duplicados.
Foram adicionados 50 pL do conjugado enzimatico diluido em cada pogo e misturou-se
suavemente agitando a placa manualmente. De seguida a placa foi incubada durante 30
minutos a temperatura ambiente (20-25 °C), no escuro. Findo o periodo de incubagao, foi
descartado o liquido dos pogos e bateu-se com forga o suporte da microplaca (trés vezes
seguidas) contra papel absorvente, para garantir a remogao completa do liquido dos pogos.
Encheram-se todos os pogos com 250 pL de tampao de lavagem e foi descartado
novamente o liquido. Este procedimento de lavagem foi repetido duas vezes.

Foram adicionados 100 pL de substrato cromogéneo a cada pogo e misturou-se
suavemente, agitando a placa manualmente. Posteriormente, ocorreu incubagao durante |5
minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Adicionaram-se 100 pL da solugio Stop
(acido sulfurico) a cada pogo e agitou-se a placa manualmente. Por fim e de imediato foi

medida a absorvancia a 450 nm.




2.4. Avaliacdo de risco

A ingestao diaria estimada (IDE) de OTA foi efetuada de forma deterministica, através da

formula seguinte:

IDE (ng/kg b.w./dia) = [OTA] [consumo de leite] /[p.v .]

Nesta formula foi incluido o peso médio dos bebés (p.c; kg), o consumo diario médio de
leite materno (Consumo de leite; mL/kg) e o teor médio de OTA nas amostras positivas
(=50 ng/L; [OTA] em ng/L). No calculo do pior cenario, o teor médio da micotoxina foi
substituido pelo valor maximo de OTA determinado. De acordo com o Ministério da
Sadde (s.d) as duas estimativas de consumo de leite materno distinguem os bebés de
acordo com o seu peso. Desta forma, para bebés com menos de 7 kg foi considerado um
consumo de 150 mL/kg e para bebés com peso igual ou superior a 7 kg, foi considerado um
consumo diario de | L. No calculo da EDI para cada grupo, foi calculado o peso médio dos
bebés e a concentragao de OTA respetiva.

A percentagem da Ingestao Diaria Toleravel (TDI) a partir do consumo de leite materno

foi calculada como segue:

% TDI = EDI/TDI x 100

Nesta formula a TDI considerada resultou da ingestao semanal toleravel proposta pelos
organismos JECFA (2007; 14.29 ng/kg p.c./dia) e EFSA (2006; 17,14 ng/kg p.c./dia). No caso
dos bebés com menos de 7 kg, foi ainda considerada a ingestao diaria toleravel ajustada

(EFSA, 2017).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva padrao (y=-19,29In(x)+157,38), utilizada para cilculo do teor de OTA nas
amostras analisadas, demonstrou uma boa linearidade de acordo com o coeficiente de
correlagio obtido (R?=0,9919). As 42 maes participantes no estudo apresentavam uma
idade compreendida entre os 21 e os 40 anos, sendo que na sua maioria, tinham apenas um
filho e apresentavam um nivel de escolaridade correspondente ao bacharelato/ licenciatura

(tabela 11).




Tabela I1. Caracteristicas socio-demograficas das maes participantes no estudo.

Variavel Categoria Frequéncia Frequéncia
absoluta (n) relativa (%)
<30
7 16,7
[30; 35]
Idade 19 45,2
> 35
6 38,1
I 22 52,4
Numero de filhos | 2 17 40,5
3 3 7,1
Obrigatoria (12° ano) | 5 1,9
Nivel . de B.achartelato/ 28 66.7
escolaridade Licenciatura
Mestrado/ 9 21.4
Doutoramento

Das 42 amostras analisadas, 41 (97,6%) apresentavam valores de OTA acima do limite de
detecao (50 ng/L), variando entre 59 e 560 ng/L, com um teor médio de 305+ 14ng/L.
Comparando com estudos anteriores (Tabela Ill), a incidéncia observada foi uma das mais
altas. O teor médio de OTA foi superior ao registado no Chile (52 ng/L; Munoz et dl,
2014) e Italia (30 ng/L; Galvano et al, 2008), ainda que inferior ao descrito na Turquia
(1380 ng/L; Memis e Yalsin, 2019) e Egipto (1890 ng/L; Hassan et al., 2006).

Ja anteriormente havia sido descrita uma contaminagao generalizada da Populagao
Portuguesa a OTA. As incidéncias variaram entre 86,4 % num estudo de biomonitorizagao
de OTA em urina com uma amostragem ao longo de dois anos (teor médio de OTA:
0,0191+0,014 ng/mL; n=472 individuos; Duarte et al, 2015) até 100 % num estudo de
biomonitorizagao em sangue (teor médio de OTA: 0,42 ng/mL; n=104 individuos; Lino et

al., 2008).
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Tendo em conta que o teor de micotoxinas no leite estd relacionado com os habitos
alimentares maternos, importa realgar que a Unica amostra negativa correspondeu a leite
materno proveniente de uma mae que, segundo o questiondrio alimentar, nunca come frutos
secos. No periodo em estudo (2015-2019), das 2335 notificagoes de micotoxinas registadas
no Portal RASFF, 239 (10,24 %) correspondem apenas a OTA. Os principais alimentos
contaminados foram frutos secos, designadamente uvas passas, figos secos, amendoim e
pistacios, com o valor maximo determinado de 5086 pg /kg, correspondente a uma amostra
de figos secos proveniente de Espanha. No mesmo periodo, 6 das notificagoes constantes do
portal RASFF corresponderam a alimentos contaminados com OTA e produzidos em
Portugal, designadamente a base de milho.

Por outro lado, a amostra com o teor de OTA mais elevado correspondeu a uma mae que,
segundo o questionario alimentar, tem como alimentos mais frequentemente consumidos o
pao e o café, indicando como um consumo de trés vezes ao dia. Segundo o trabalho de
Abrunhosa e Col. (2016), com base na contaminagao de alimentos registada em Portugal, no
caso da OTA, os alimentos que mais contribuiram para a exposicao humana foram o arroz
(32 %), o pao (19 %) e o café (18 %). De facto, os autores estimaram que 67 % da exposicao
da populagao Portuguesa a OTA resulta do consumo de cereais e seus derivados.

A contaminagao do café por micotoxinas, acontece fundamentalmente durante o
processamento de secagem, armazenamento (Batista et al., 2007; Freire et al., 2016), pré e
pos colheita, resultando adicionalmente em perda no rendimento, descoloragao, redugao do
valor nutricional (Fujii et al, 2002). A OTA pode ser encontrada em qualquer fase da
producao de café. Também foi encontrada OTA no café da Costa de Marfim a concentragao
maxima foi de 56 pg/kg. Na Etidpia foi encontrada no café torrado com a concentragao de
2,0 pg/kg. No Brasil, em graos de café a contaminagao foi de 3,3 pg/kg, ao passo que no café
instantaneo a concentragao da OTA foi de 6,29 pg/kg. A OTA também foi encontrada na
Suica em bebidas a base de café, em que a concentracao mais elevada era de 4,2 pg/l.

O pao é um dos produtos derivados de cereais mais consumido em quase todo mundo
(Paiga et al, 2012). O pao cumpre um papel importantissimo e destacado no nosso
patriménio cultural em geral e gastrondmico em particular. E um elemento transversal na
alimentagao humana (Paiga et al, 2012; Jornal de animagao de rede Portuguesa Leader,
2007).

Através do consumo apenas de leite materno, a ingestao didria estimada de OTA foi 41,8

ng/kg/dia, para bebés com um peso inferior a 7 kg, considerando o teor médio de OTA no




leite materno de todos os bebés desta categoria de peso (278,5 ng/L). No caso de bebés
com peso igual ou superior a 7 kg a ingestao didria estimada foi de 37,8 ng/kg p.c/ dia,
considerando o teor médio de OTA no leite materno de todos os bebés desta categoria de
peso (321,1 ng/L). Ambos os valores estimados sao superiores a ingestao diaria estimada de
OTA na populagao Portuguesa, em geral, conforme calculado por Abrunhosa et al. (2016;
1,2 ng/kg p.c./dia) tendo em conta o teor de OTA determinado em alimentos em todos os
estudos prévios publicados. Adicionalmente, os valores estimados de ingestao diaria
correspondem a 243,9 % e 220,5 % da ingestao diaria toleravel proposta pela EFSA (2006),
para bebés com menos de 7 kg e com peso superior ou igual a 7 kg, respectivamente. No
caso, da ingestao diaria toleravel proposta pela JECFA (2007), a percentagem da dose diaria
estimada é superior, especificamente de 292,7 % e 264,7 %, para bebés com menos de 7 kg e
com peso superior ou igual a 7 kg, respectivamente. Tendo em atengao o valor de ingestao
diaria toleravel ajustado para bebés com menos de 16 semanas (5,8 ng/kg p.c./dia), verificou-
se que a percentagem da ingestao didria toleravel corresponde a 720,7 %, no caso dos bebés
com menos de 7 kg.

Os resultados obtidos sao preocupantes, uma vez que os bebés sao um grupo populacional
vulneravel, devido a sua maior taxa metabolica, menor peso corporal, menor capacidade de
desintoxicar, desenvolvimento incompleto de alguns tecidos e orgaos fundamentalmente o
sistema nervoso central (Navas et al 2005; Kamali et al.,, 2018). Comparando com estudos

prévios, verificou-se que a ingestio diaria estimada para ambos os grupos € superior a

estimada por Navas (2005; 5 ng/kg pc.dia), Dostal (2008; 20 ng/4 kg pc/dia) e Galvano (2008;
5 ng/kg pc/dia).




4. CONCLUSOES

O leite materno analisado apresenta uma contaminagio generalizada por OTA, com
incidéncia e teor médios superiores a alguns dos registados nos estudos realizados
anteriormente. A ingestao didria de OTA estimada para os bébes lactentes foi superior para
os bebés com menos de 7 kg, contudo, em ambos os grupos a exposi¢io € superior a
estimada para a Populagao Portuguesa adulta e, muito superior aos niveis de ingestao diaria
toleravel ajustada para bebés.

Assim, os resultados do presente estudo apontam a necessidade de reforcar os programas
nacionais de vigilancia e estudos de monitorizagao relativos a OTA, em particular, bem
como conceber medidas profilaticas e de controlo para diminuir a presenca de OTA no leite

materno e a resultante exposi¢ao de recém-nascidos em lactagao.
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ANEXO |

CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO NO ESTUDO INTITULADO

“BIOMONITORIZAGCAO DE MICOTOXINAS E OUTROS CONTAMINANTES EM LEITE
MATERNO”

~ a1 ~ . 2 ~ 3
DE ACORDO COM A ORGANIZAGAO MUNDIAL DE SAUDE", A DECLARAGAO DE HELSINQUIA™ E A CONVENGAO DE OVIEDO

PARTE I: PAGINA DAS INFORMAC@ES
Por favor, leia com atengdo a seguinte informacao.

Introdugdo

Neste estudo pretende-se avaliar o grau de
exposicdao das mdes em lactagdo e, em resultado,
dos bebés e criangas lactentes, a contaminantes
como  pesticidas, bisfenois, poluentes e
micotoxinas. Antes de decidir, podera falar com
qualquer pessoa com a qual se sinta confortavel.
De igual forma, se ndo entender alguma das
palavras ou termos utilizados, podera perguntar a
quem efectua o questionario ou outro investigador
presente.

Objectivos

E possivel que o grau de exposicdo a alguns
contaminantes, de origem natural (como as
micotoxinas) ou artificial (como os agro-quimicos)
a um grupo da populagdo vulneravel como os

bebés e criangas lactantes n3do seja bem
conhecido, pelo que é importante realizar estudos
que possam, no futuro, contribuir para um

conhecimento que sustente ac¢des de prevencao,
bem como apoio a regulamentag¢do da utilizagao
de alguns agroquimicos.

Tipo de intervengao
Recolha de leite materno e questionario.

Selec¢ao de participantes

Pretende-se analisar um grande numero de
amostras, provenientes de vdrias regides de
Portugal, a fim de que o estudo seja
representativo.

Participagdo voluntaria

N3o é obrigatdéria a participagdo no estudo. A
qualquer momento a participante podera
abandonar o estudo, sem qualquer prejuizo.

Procedimento

No dia de recolha da amostra de leite é preenchido
o questionario, composto por 3 partes: |I. Dados
antropométricos e caracteristicas individuais; |II.

Dados sociodemograficos e lll. Dados relativos a
alimentagdo. O questionario demora cerca de 10
minutos a preencher.

Beneficios

N3o existira nenhum beneficio imediato e directo,
mas a sua participacdo provavelmente ird ajudar-
nos a ter um conhecimento cientifico mais amplo,
que ird permitir a implementacdo de medidas
adequadas de prevencdo e controlo da exposicdo.

Pagamento
Da participa¢do no estudo ndo decorrem quaisquer
pagamentos ou contrapartidas.

Confidencialidade

Ndo sera partilhada qualquer informacdo da mae
fora da equipa do estudo. O questiondrio e a
amostra serdo identificadas por um cédigo, com
um numero correspondente, que ndo serda do
conhecimento de ninguém, para além da equipa
de investigacdo.

Partilha dos resultados de investigacao

Sera garantida a confidencialidade e o seu
anonimato, assegurando que nunca sera tornada
publica a identificagdo das participantes em
nenhum momento da investigagdo ou em
nenhuma publicagdo que eventualmente se venha
a produzir. Os dados recolhidos servirdo somente
para a elaboracdo do trabalho. No final do estudo,
serdo partilhados os resultados com as
participantes (informagdo individual) e a
comunidade cientifica (informagdo colectiva, sem
identificagdo das participantes).

Quem contactar

Em caso de alguma davida ou questdo adicional,
em qualguer momento do desenvolvimento do
estudo, devera ser contactada a Prof. Dr.2 Angelina

Pena, através do e-mail apena@ci.uc.pt ou
telefone 239 488 400.

! http://www.who.int/rpc/research_ethics/informed_consent/en/
2 Declaragdo de Helsinquia https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/

3 Convengdo de Oviedo https://dre.pt/web/guest/pesquisa/-/search/235127/details/maximized



mailto:apena@ci.uc.pt

PARTE Il: TERMO DE CONSENTIMENTO

Fui questionada sobre a possibilidade de participaco no estudo de biomonitorizagdo de
agroquimicos e micotoxinas em leite materno.

Li a informagdo anterior ou a informacgdo anterior foi-me lida. Tive a oportunidade de colocar
questdes e, se eventualmente coloquei questdes, foram respondidas satisfatoriamente.

Foi-me garantida a possibilidade de, em qualquer altura, recusar participar neste estudo sem
qualquer tipo de consequéncias.

Nesta sequéncia, aceito participar neste estudo e permito a utilizacGo dos dados que, de forma
voluntdria forneco, confiando que apenas serdo utilizados para este estudo e nas garantias de
confidencialidade e anonimato que me sdo dadas pela equipa de investigagdo.

Nome (legivel) da participante:

Assinatura da participante:

Data: / [20__

Se participante legal iletrada:
(serd assinado por uma testemunha, letrada, selecionada pela participante e sem relacdo com a
equipa de investigacdo)

Eu testemunhei a leitura exacta do formuldrio de consentimento a potencial participante, a qual teve
oportunidade de colocar questées. Eu confirmo que a mesma concedeu o consentimento livremente.

Nome (legivel) da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Data: / /20__

A preencher conforme questionario correspondente:
Nome (préprio) da participante:

Cédigo interno:




ANEXO Il
Questionario para participantes no estudo intitulado

“BIOMONITORIZAGAO DE MICOTOXINAS E OUTROS CONTAMINANTES EM LEITE

MATERNO”
Nome (préprio) da participante: Recolha de leite materno:
Data: / /20
Cédigo interno: Hora: ___h_

O questionario é composto por 3 partes e o tempo para o seu preenchimento é de cerca de
10minutos.

Por favor, responda as questdes de uma forma sincera e de acordo com as instrucées fornecidas.

E antecipadamente agradecido o seu interesse e disponibilidade em participar.

l. DADOS ANTROPOMETRICOS E CARACTERISTICAS INDIVIDUAIS DA MAE E BEBE

MAE:
Idade: anos
Peso: kg
Altura: cm

Numero de filhos:
Medicagdo na ultima semana: [LINdo [ Sim: qual:
Fumadora activa/passiva: LINdo [ Sim

BEBE:
Data de nascimento: / /
No momento da recolha de leite:
Peso do bebé: kg
Ao nascimento:
Peso do bebé: kg
Comprimento do bebé: cm

. DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS DA MAE

ESCOLARIDADE: (Assinalar o ultimo ano/nivel de escolaridade)
[ Ensino Primario/Basico [JEnsino Secundario (£12%ano)
L1 Ensino Superior (Bacharelato/Licenciatura) [JMestrado/ Doutoramento

PROFISSAO:
RESIDENCIA: Localidade: Concelho: Distrito:




Distancia da residéncia a industria/ zona industrial mais proxima:
[]1<100m 1 500m 1 >1km

Distancia da residéncia ao campo agricola (cultivado) mais préximo:
[]1<100m []1500m []>1km

Distancia da residéncia a autoestrada/via rapida mais proxima:
[]1<100m []1500m []>1km

Utilizacdo de agroquimicos (quando aplicavel):
[IN3do [JSim
Se sim, no: [Jardim ] Quintal/ horta

Se sim, os seguintes agroquimicos:

[ Pesticidas LI Fungicidas LI Herbicidas
L1 Outros, quais:

Il DADOS RELATIVOS A ALIMENTAGAO

Responder com base na sua alimentacdo nos ultimos sete (7) dias:

ORIGEM dos alimentos consumidos:
[1<25% [150% [175% [1100% Caseiro/ Produtores locais
[1<25% [150% [175% [1100% Superficies comerciais/ Supermercado

LOCAL:
Casa: nimero/ semana
Restauragdo/ Cantinas escolares: nimero/ semana

QUESTIONARIO ALIMENTAR:

Este questionario tem como objectivo avaliar uma potencial correlagdo entre o consumo de determinados
alimentos e os niveis de agroquimicos e micotoxinas presentes no leite materno.

Procure responder as questdes de uma forma sincera, indicando aquilo que realmente comeu e ndo o que
pensa que seria correcto comer.

O questionario pretende identificar o consumo de alimentos da ultima semana, i.e. dos ultimos sete dias
previamente a recolha de leite. Assim para cada alimento, deve assinalar, preenchendo com um X a respectiva
opcdo, quantas vezes por semana, comeu, em média, cada um dos alimentos referidos nesta lista, ao longo da
ultima semana (sete dias). Ndo se esqueca de assinalar, na opg¢do respectiva, os alimentos que nunca come, ou
come menos de 1 vez por semana.

N3o se esqueca de ter em conta as vezes que o alimento é consumido sozinho e aquelas em que é adicionado a
outros alimentos ou pratos (exemplo: os ovos das omeletas, etc.).
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