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Resumo

As aflatoxinas sao contaminantes que ocorrem naturalmente numa variedade de produtos
agricolas em todo o mundo, e que podem ter implicagoes sérias para a saide humana e animal.
A incidéncia destas toxinas é tendencialmente maior nos paises da Africa Subsariana e do
Sudeste Asiatico, onde o clima tropical e subtropical, as inadequadas praticas agricolas e as
condigoes precarias de armazenamento das culturas propiciam o seu desenvolvimento. A
aflatoxina M| (AFMI), o principal metabolito da aflatoxina Bl (AFBI), pode ser encontrada no
leite materno apos a exposi¢ao da mae. Considerando os efeitos toxicoldgicos das aflatoxinas,
esta contaminagao constitui um potencial risco para os lactentes. O presente estudo teve
como objetivo determinar a ocorréncia e os niveis de AFMI no leite materno de participantes
residentes em Belize, provincia de Cabinda, em Angola, e avaliar a exposigao dos lactentes a
esta toxina. No total, foram analisadas 37 amostras de leite materno, recolhidas em agosto-
setembro de 2018 e em agosto de 2019, e analisadas através do ensaio imunoenzimatico
ELISA. Nao foram detetados niveis de AFM| acima do limite de detegao (5,0ng/L). Apesar do
clima propicio predominante nesta regiao, sugere-se que um nivel socioecondmico mais
elevado, a residéncia em areas urbanas e os habitos alimentares da mae possam ter sido fatores
determinantes destes resultados. Uma vez que as aflatoxinas sao substancias cancerigenas, é
importante a implementagao de medidas preventivas da infecao por fungos produtores,
existéncia de regulamentagao e programas que envolvam um controlo e monitorizagao dos
niveis de contaminagao dos alimentos. Considera-se que, dado os beneficios da pratica do
aleitamento materno, esta deve ser incentivada sempre que possivel, principalmente nos paises
em desenvolvimento. Futuramente, sera importante a realizagao de novos estudos de avaliagao
da exposicao dos lactentes, envolvendo outras regioes em Angola, que visem a monitorizagao

continua da sua exposigao, visto que constituem um grupo de risco.

Palavras-chave: aflatoxina Bl; aflatoxina MI; leite materno; lactentes; exposigao alimentar.



Abstract

Aflatoxins are naturally occurring contaminants in a variety of food crops worldwide and can
pose a serious health threat to humans and animals. The incidence of these toxins tends to be
higher in Southeast Asian and Sub-Saharan African countries where the tropical and
subtropical climate, poor agricultural practices and storage conditions favor their
development. Aflatoxin M1 (AFM1), the major metabolite of aflatoxin Bl (AFB1), can be found
in breast milk as a result of maternal exposure. Considering the toxicological effects of
aflatoxins, this contamination is a potential risk for infants. The present study aimed to
determine the occurrence and levels of AFMI in breast milk from participants residing in
Belize, province of Cabinda, Angola and to assess infants’ exposure to this toxin. A total of 37
breast milk samples were collected in August-September 2018 and in August 2019, then
analyzed using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). AFMI was not detected above
the detection limit (5.0ng/L). Despite the prevailing climate in this region, it is suggested that
a higher socioeconomic level, living in urban areas and the mother's eating habits may have
been determining factors been determining factors of these results. Since aflatoxins are
carcinogenic substances, it is important to implement measures to prevent aflatoxin-producing
fungi infections, existing regulations, and programs for monitoring and controlling levels of
aflatoxins in foods. It is considered that, given the benefits of breastfeeding, it should be
encouraged whenever possible, especially in developing countries. In the future, it will be
important to carry out further exposure studies of breastfed infants in other regions of Angola,

to continuously monitor their exposure, as they are considered a risk group.

Keywords: aflatoxin Bl; aflatoxin M1; breast milk; infants; dietary exposure.
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l. Introducao

A contaminagao de alimentos representa um dos principais desafios de seguranga alimentar a
nivel global. Em 2010, a Organizagao Mundial da Saide (OMS) estimou a existéncia de cerca
de 600 milhoes de casos de doengas com origem alimentar, que provocou a morte a
aproximadamente 420 mil individuos. Foram varios os agentes causadores desses incidentes,
entre os quais virus, bactérias, parasitas e micotoxinas (Havelaar et al.,, 2015).

As micotoxinas sao contaminantes quimicos que ocorrem naturalmente numa variedade de
produtos agricolas (Cherkani-Hassani, Mojemmi e Mouane, 2016). Sao metabolitos
secundarios toéxicos, de baixo peso molecular, produzidos por uma diversidade de fungos
filamentosos, incluindo os pertencentes aos géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria
e Claviceps. No seu conjunto, estes fungos sao responsaveis pela producao de mais de 400
micotoxinas diferentes, varidveis quanto a sua estrutura quimica, propriedades, prevaléncia e
grau de toxicidade (Agriopoulou, Stamatelopoulou e Varzakas, 2020; Pereira, Fernandes e
Cunha, 2012; Warth et al, 2016). A contaminagao de alimentos com micotoxinas é
considerada inevitavel, constituindo um desafio para os responsaveis da seguranga alimentar
uma vez que, regra geral, estes compostos nao sao facilmente destruidos durante o
processamento de alimentos dada a sua estabilidade face a tratamentos térmicos, fisicos e
quimicos (Alshannaq e Yu, 2017).

Entre as varias micotoxinas existentes, destacam-se as aflatoxinas, uma das mais importantes
tendo em conta o seu impacto na salde. De facto, estas sao consideradas um dos agentes
carcinogénicos naturais mais potentes (Eskola et al., 2019). As aflatoxinas sao produzidas por
algumas espécies de fungos do género Aspergillus, amplamente encontrados numa grande
variedade de produtos agricolas, entre os quais o milho e outros cereais, frutos secos como
o amendoim, nozes e améndoas, e especiarias (Alshannaq e Yu, 2017; Pereira, Fernandes e
Cunha, 2012). Além disso, pode ocorrer contaminagao dos animais através da ragao, o que
afeta indiretamente a cadeia alimentar humana visto que as aflatoxinas podem ser transferidas
para o leite, ovos e carne, constituindo um risco para os consumidores (Marchese et al., 2018;
Pereira, Fernandes e Cunha, 2012).

A contaminagao dos alimentos por fungos produtores de aflatoxinas pode ocorrer no campo,
na colheita, durante o transporte e armazenamento do produto, dependendo de diferentes
fatores, como as condi¢oes climaticas e praticas agricolas (Pereira, Fernandes e Cunha, 2012;
Warth et al, 2016). Emboras as aflatoxinas estejam difundidas por todo o mundo, a sua
contaminagio é prevalente nos paises da Africa Subsariana e do Sudeste Asiitico

(Benkerroum, 2020a). Esta elevada incidéncia deve-se essencialmente ao clima tropical e
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subtropical predominante nestas regides, as inadequadas praticas agricolas e condigoes
precarias de armazenamento das culturas que, consequentemente, propiciam o
desenvolvimento de fungos e a formagao das aflatoxinas (Cherkani-Hassani, Mojemmi e
Mouane, 2016). Em 2004, foi estimado que aproximadamente 4,5 mil milhoes de pessoas em
paises em desenvolvimento eram expostas cronicamente a niveis nao controlados de
aflatoxinas, realgando a dimensao desta problematica (Williams et al., 2004).

As aflatoxinas mais estudadas sao a aflatoxina Bl (AFBI), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G|
(AFGI) e a aflatoxina G2 (AFG2), dada a sua elevada toxicidade e ocorréncia nos alimentos
(Benkerroum, 2020a). A principal via de exposicao as micotoxinas, quer para o ser humano
quer para os animais, € através da ingestao de alimentos contaminados, embora possa ocorrer
exposi¢ao por contacto dérmico ou por inalagao (Al-Jaal et al, 2019; Pereira, Fernandes e
Cunha, 2012). As aflatoxinas provocam efeitos mutagénicos, genotdxicos, teratogénicos,
hepatotdxicos e imunossupressores (Alshannaq e Yu, 2017). Nas criangas, a exposi¢ao as
aflatoxinas pode ainda estar associada ao atraso no crescimento, desnutricio e
comprometimento neurologico (Giovati et al, 2015). Reconhecidas as suas propriedades
carcinogénicas, as aflatoxinas (Bl, B2, GI, G2 e MI) foram classificadas pela Agéncia
Internacional para a Investigacdo do Cancro (IARC, 2012) no grupo | (carcinogénicas para
humanos), sendo a AFBI a micotoxina com maior carcinogenicidade conhecida. Esta aflatoxina
tem sido extensamente associada a ocorréncia de carcinoma hepatocelular, e existe evidéncia
de que atua sinergicamente com o virus da hepatite B (VHB) (Pereira, Fernandes e Cunha,
2012). Com base em dados experimentais em animais e evidéncias epidemiologicas de cancro
do figado, o Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA - Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), estimou o fator de poténcia carcinogénica da
AFBI. Nesta avaliagido de risco verificaram que, nos individuos com positividade (HBsAg") e
com negatividade (HBsAg") para o antigénio de superficie do VHB, a poténcia foi de 0,3 e 0, |
cancros/ano/100 000 habitantes por ng de AFBIl/kg peso corporal/dia, respetivamente
(Benkerroum, 2020a).

Como consequéncia das implicagoes para a saude publica e bem-estar animal, a contaminagao
de produtos alimentares com aflatoxinas acarreta um impacto negativo sobre a disponibilidade
de alimentos, a economia, bem como o comércio internacional, sendo que os paises em
desenvolvimento sao os mais afetados. Esta contaminagao reduz o valor dos produtos no
mercado, ou pode mesmo levar a sua rejeicao no comércio internacional. As perdas associadas
assumem especial relevancia nos paises mais vulneraveis, em que a produgao agricola, e a sua
exportagao, representa uma percentagem consideravel da sua economia (Benkerroum, 2020a;

Udomkun et al., 2017).
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Outra aflatoxina que constitui motivo de preocupagao ¢ a aflatoxina M| (AFMI), o principal
metabolito da AFBI. Embora seja menos toxica, a AFMI| tem sido associada a efeitos
carcinogénicos e imunossupressores, a semelhanga da AFBI. Este metabolito pode ser
encontrado no leite, inclusivamente no leite materno humano, apos a ingestao de alimentos
contaminados com AFBI (Marchese et al, 2018). O leite materno é nutricionalmente
completo e com propriedades imunolégicas importantes para o bebé, que permite um
desenvolvimento saudavel. Apesar dos seus incontestaveis beneficios, o leite materno pode
ainda conter contaminantes quimicos, como as aflatoxinas, resultantes da exposicao da mae
(Fakhri et al., 2019). Esta contaminagao é bastante preocupante visto que os bebés e as criangas
constituem um grupo particularmente vulneravel devido a sua fisiologia e dieta mais restrita
(Pereira, Fernandes e Cunha, 2012).

Atendendo ao facto de as aflatoxinas constituirem um importante problema de saude publica,
o panorama global relativo a presenga destes contaminantes nos alimentos tem suscitado
grande preocupagao junto das autoridades competentes (Pereira, Fernandes e Cunha, 2012).
Na tentativa de salvaguardar a salde dos consumidores, varias entidades implementaram
legislagio que estabelece teores maximos permitidos destes contaminantes nos géneros
alimenticios (Cherkani-Hassani, Mojemmi e Mouane, 2016). A monitorizagao rigorosa nos
paises desenvolvidos quanto ao cumprimento da legislagio, a consciencializagao dos
produtores e consumidores, e a tecnologia aplicada no processamento alimentar, tem
permitido reduzir a exposicao destas populagoes as aflatoxinas. Em contraste, a escassez de
recursos e de tecnologias, e a incapacidade para implementar ou controlar as normas
regulamentares, contribui para a elevada exposicao a estas toxinas nos paises em

desenvolvimento (Benkerroum, 2020a; Cherkani-Hassani, Mojemmi e Mouane, 2016).
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2. Aflatoxinas

2.1. Perspetiva historica

A infecao de culturas agricolas por certos fungos, e o desenvolvimento dos problemas de
saude associados, remonta ao periodo do Neolitico com o inicio da agricultura, ha cerca de
12 000 anos. O aumento da atividade agricola levou a necessidade de criar espagos para o
armazenamento das colheitas, principalmente de cereais, que ficavam expostos a infe¢ao por
fungos, dada a inadequacgao das instalagoes. Consequentemente, ocorriam surtos, inexplicaveis
na época, afetando humanos e animais domesticados (Benkerroum, 2019). Ao longo da
historia, é possivel encontrar diversas referéncias a intoxicagoes provocadas por micotoxinas
nos alimentos. Uma das primeiras ocorréncias conhecidas diz respeito ao ergotismo, doenga
causada pela ingestao de centeio e seus produtos derivados contaminados com micotoxinas
produzidas pelo fungo Claviceps purpurea. Foram documentadas epidemias recorrentes de
ergotismo na Idade Média, principalmente na Europa (Benkerroum, 2019; Pereira, Fernandes
e Cunha, 2012). No entanto, foi a descoberta das aflatoxinas que impulsionou o surgimento
da micotoxicologia moderna. Esta ocorreu na sequéncia de um surto, em Inglaterra, em 1960,
conhecido como “Turkey X disease” (doenga X dos perus), que provocou a morte a mais de
100 000 perus. Estes animais apresentavam sinais de envenenamento, cuja analise post-mortem
revelou uma inflamagao intestinal grave e necrose hepatica. O Doutor Blount, médico
veterinario e consultor em criagao de aves, liderou as primeiras investigagoes, onde concluiu
que a morte destas aves estava relacionada com a ingestao da ragao a base de amendoim
proveniente do Brasil, que mostrou ser extremamente toxica. Mais tarde, foi descoberto que
o agente causador destes incidentes eram metabolitos do fungo Aspergillus flavus, denominados
entao de “Aflatoxinas” (toxinas de A. flavus) (Benkerroum, 2019; Rushing e Selim, 2019).

Este episodio despoletou o interesse nestes metabolitos téxicos, resultando numa vasta onda
de investigagao focada na caracterizagao das aflatoxinas, e eventual existéncia de outras
micotoxinas, seus fungos produtores e as condi¢oes ecolodgicas para a sua ocorréncia.
Pretenderam ainda definir a sua toxicidade e a extensao da contaminagcao em alimentos e

ragoes, com o intuito de determinar a exposi¢ao e os riscos para a saude (Benkerroum, 2019;

Bryden, 2012).

2.2. Fungos Micotoxigénicos

Os fungos micotoxigénicos podem colonizar uma grande variedade de culturas agricolas e
acumular substincias quimicas de baixo peso molecular, as micotoxinas, nos produtos
infetados (Patriarca e Fernandez Pinto, 2017; Rodrigues, Venancio e Lima, 2012). Estes

metabolitos secundarios téxicos nao sao essenciais para o crescimento do fungo que os
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sintetiza (Patriarca e Fernandez Pinto, 2017), no entanto acredita-se que consiste num
mecanismo de defesa contra insetos predadores, conferindo alguma vantagem competitiva as
estirpes produtoras (Benkerroum, 2020a). Do ponto de vista da seguranga alimentar e da
saude publica, as espécies de fungos mais relevantes pertencem aos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium (Lee e Ryu, 2017; Rodrigues, Venancio e Lima, 2012). Ressalva-se, no
entanto, que, embora varios fungos tenham a capacidade de produzir uma ou mais
micotoxinas, nem todos os fungos sao micotoxigénicos, ou seja, nem todos produzem
micotoxinas. Além disso, nem todos os metabolitos secundarios produzidos sao toxicos
(Bryden, 2012; Patriarca e Fernandez Pinto, 2017).

A contaminagao dos alimentos inicia-se com os esporos destes fungos filamentosos,
disseminados no ar e nos solos que, quando as condigoes sao favoraveis, germinam e infetam
as culturas (Rodrigues, Venancio e Lima, 2012). Globalmente, a seguranga alimentar é
frequentemente comprometida pela presenga de micotoxinas nos cereais. Esta ocorréncia
constitui um desafio para a indulstria alimentar, comunidade cientifica e autoridades
governamentais em todo o mundo. As perdas de colheitas resultantes da acumulagao de
micotoxinas provocam um impacto econdomico significativo, incluindo custos associados a
rejeicao de alimentos e ragoes contaminadas, redugao da produgao animal, aumento de custos
na saude, e investimento em projetos de investigagao e regulamentacao, que visem a reducao

ou eliminagao de micotoxinas nos produtos finais (Neme e Mohammed, 2017).

2.2.1. Condic¢Oes para a contaminagao

Apesar dos esforgos para controlar a infecao por fungos micotoxigénicos, estes sao ubiquos
na natureza e ocorrem frequentemente na cadeia alimentar (Rodrigues, Venancio e Lima,
2012). A contaminagao por micotoxinas pode ocorrer ao longo de todo o percurso produtivo,
nomeadamente no campo, antes e/ou apos a colheita, durante o transporte e armazenamento
(Pereira, Fernandes e Cunha, 2012). A produgao de micotoxinas depende essencialmente da
presenca destes fungos, suscetibilidade da cultura, condigoes ambientais favoraveis, bem como
das praticas agricolas e condigoes de cultivo, manuseamento e armazenamento (Figura I)
(Bryden, 2012; Patriarca e Fernandez Pinto, 2017). Salienta-se que, embora a contaminagao de
produtos alimentares com micotoxinas esteja condicionada pelo desenvolvimento de fungos
micotoxigénicos, a presenga destes fungos nao implica for¢osamente a presenca de
micotoxinas (Lee e Ryu, 2017).

Diferentes fatores determinam o crescimento fungico e a produgao de micotoxinas, entre eles
a temperatura, a humidade, a atividade da agua (a.), o pH, a concentragao de oxigénio e

dioxido de carbono, a integridade fisica do grao ou da planta e a composigao do substrato
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(Bryden, 2012; Patriarca e Fernandez Pinto, 2017). Especificamente, € a interagao entre estes
fatores que determina a incidéncia desta contaminagao (Rodrigues, Venancio e Lima, 2012).
Condigoes de temperatura e humidade elevadas sao geralmente ideais para estes fungos,
induzindo a sua germinagao, crescimento, esporulacao e produgao de micotoxinas (Paterson
e Lima, 2017).

Contudo, os requisitos ecoldgicos para o crescimento de fungos e para a produgao de
micotoxinas podem variar consideravelmente entre espécies, dependendo da sua adaptagao a
diferentes matrizes alimentares e condigoes ambientais (Bryden, 2012; Rodrigues, Venancio e
Lima, 2012). O estudo recente de Gruber-Dorninger e col. (2019), realizado a escala global,
constatou que existe uma variagao geografica quanto a ocorréncia de micotoxinas, e que o
clima foi determinante nessa distribuicao mundial. Apesar desta variagao, sabe-se que as
micotoxinas ocorrem com abundancia em regioes com clima quente, representadas sobretudo
por paises em desenvolvimento, onde muitas culturas agricolas sao produzidas e

posteriormente exportadas (Paterson e Lima, 2017).
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2.2.2. Fungos Aflatoxigénicos

Todas as espécies de fungos produtoras de aflatoxinas conhecidas pertencem ao género
Aspergillus. Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, pertencentes a secgao Flavi, sao as espécies
aflatoxigénicas mais importantes e representativas dada a sua ampla distribuicao nos produtos
agricolas. A. flavus produz exclusivamente aflatoxinas da série B, sendo que apenas 40% das
suas estirpes sao produtoras destas toxinas. Ainda assim, € considerado o fungo mais
amplamente reportado em alimentos. Por sua vez, A. parasiticus produz aflatoxinas das séries
B e G, e todas as estirpes sao produtoras destas micotoxinas. Tal como a maioria dos fungos,
a incidéncia dos fungos aflatoxigénicos varia de acordo com a cultura agricola e a localizagao
geografica (Rodrigues, Venancio e Lima, 2012). A. flavus é ubiquo nos solos, estando adaptado
a uma grande variedade de climas e produtos alimentares (Rodrigues, Venancio e Lima, 2012;
Rushing e Selim, 2019). Em regides com temperatura minima inferior a 20°C, os niveis de
infecdo por A. flavus sao inferiores comparativamente a regides com clima mais quente
(temperatura minima superior a 25°C) (Cotty e Jaime-Garcia, 2007). Esta espécie ocorre
sobretudo associada as culturas de milho e amendoim (Taniwaki, Pitt e Magan, 2018). Ja A.
parasiticus apresenta uma distribuicao mais restrita, e € melhor adaptado ao ambiente do solo,
contaminando predominantemente culturas rasteiras como o amendoim (EFSA, 2020;
Rodrigues, Venancio e Lima, 2012).

Embora as aflatoxinas estejam extensamente distribuidas por todo o mundo, a sua prevaléncia
€ maior em algumas regioes, dependendo das condigbes climaticas, praticas agricolas e danos
fisicos das culturas provocados por insetos. O nivel de desenvolvimento de um pais e a
existéncia de medidas efetivas de controlo e legislagao sao também fatores responsaveis pela
extensao da contaminagao dos alimentos com aflatoxinas. Considerando estes fatores, a maior
incidéncia é reportada nos paises do Sudeste Asiatico e da Africa Subsariana, primeiramente
dadas as condigoes climaticas favoraveis, e de seguida o baixo estatuto econémico que agrava
significativamente o risco de contaminagao (Benkerroum, 2020a). O clima quente e humido,
com periodos de seca seguidos de periodos de maxima precipitagao, € predominante nestas
regioes tropicais e subtropicais, fornecendo as condigoes ideais para o crescimento de fungos
aflatoxigénicos e produgao de aflatoxinas (Benkerroum, 2019). Em contraste, o clima
temperado verificado na Europa geralmente nao favorece a infestagao das culturas com estes
fungos, sendo que a contaminagao por aflatoxinas esta maioritariamente relacionada com
géneros alimenticios importados (Gruber-Dorninger, Jenkins e Schatzmayr, 2019; Paterson e
Lima, 2017). No entanto, as atuais alteragoes climaticas estao a influenciar os padroes de
ocorréncia destas micotoxinas em todo o mundo. Os periodos de seca e temperaturas

elevadas (>35°C) recorrentes na Europa nos ultimos anos, tém permitido a colonizagao das
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culturas de milho por A. flavus. Consequentemente, tem sido observado um aumento da
contaminagao por aflatoxinas, que ja desencadeou surtos relacionados com a sua presenga no
milho e no leite (AFMI), particularmente em 2003 e 2012, em paises do sul e centro da Europa,

como a ltdlia, Sérvia, Hungria e Croacia (Paterson e Lima, 2017).

2.2.2.1. Regquisitos para o crescimento de fungos aflatoxigénicos e producdo de
aflatoxinas

Como referido anteriormente, o crescimento de fungos aflatoxigénicos e a biossintese de
aflatoxinas dependem de fatores como a a,, temperatura, composi¢ao do substrato, pH,
atmosfera e tempo de armazenamento (Rodrigues, Venancio e Lima, 2012; Tai et al., 2020).
Em particular, a interagao entre a temperatura e a a,, do substrato é considerada determinante
na regulagao do crescimento destes fungos e na produgao das suas toxinas (Tai et al., 2020).
Tém sido desenvolvidos varios estudos com o intuito de determinar os parametros de
temperatura e a, ideais para a sua ocorréncia. De uma forma geral, os dados reportados
revelam que o crescimento de A. flavus pode ocorrer numa ampla gama de temperaturas,
podendo variar entre 10°C e 48°C, com um crescimento 6timo proximo de 33°C. Trata-se
de um fungo xerdfilo, sendo capaz de crescer a uma a, minima de 0,78, mas com um
crescimento 6timo entre 0,97 e 0,99 (Paterson e Lima, 2017; Pitt e Hocking, 2009; Rodrigues,
Venancio e Lima, 2012). Quanto ao pH, o crescimento de A. flavus ocorre entre 2,1 e |1,2.
Fisiologicamente, A. parasiticus € muito semelhante a A. flavus (Pitt e Hocking, 2009). No que
diz respeito a produgao de aflatoxinas, normalmente os requisitos ecofisiolégicos sao mais
restritos que aqueles necessarios para o crescimento fungico (Rodrigues, Venancio e Lima,
2012). Dos dados reportados, a temperatura 6tima para a sintese de aflatoxinas encontra-se
entre os 28°C e 30°C e a a,, 6tima superior a 0,95 (Paterson e Lima, 2017; Rodrigues, Venancio
e Lima, 2012). Adicionalmente, tem sido demonstrado que a expressao dos principais genes
reguladores da biossintese de aflatoxinas (AfIR e AflS) é significativamente influenciada pela
interagao entre a temperatura e a a, (Liu et al, 2017; Tai et al, 2020). De acordo com a
literatura consultada (Gallo et al., 2016; Tai et al., 2020), as condigoes 6timas de temperatura
e a, Sa0, No entanto, variaveis devido as diferengas na composi¢ao nutricional dos substratos
e meios utilizados, assim como a diversidade de estirpes de fungos. Por esta razao, existem
certas discrepancias entre os resultados dos varios estudos desenvolvidos. A Tabela |

sumariza alguns resultados obtidos por diferentes autores.
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Tabela | - Valores 6timos de temperatura e a,, para o crescimento de A. flavus e para a produgao de

aflatoxinas em diferentes substratos, obtidos em laboratério.

A. flavus Aflatoxinas
Substrato Referéncia
Temperatura Aw Temperatura Aw
Meio de o o Abdel-Hadi et
cultura YES () 30-35°C 0,99 25-30°C 0,99 al. (2012)
. o o Bernaldez et al.
Milho 30°C 0,99 25-30°C 0,99 (2017)
. o o Liu et al.
Amendoim 37°C 0,98 28°C 0,96 (2017)
Arroz 33°C 0,90 33°C 0,96 Lv et al. (2019)
o o Lahouar et al.
Sorgo 37°C 0,99 37°C 0,99 (2016)
A o 0 Gallo et al.
Améndoa 28°C 0,96 28°C 0,96 (2016)

() Meio de agar com extrato de levedura com sacarose (YES)

Como consequéncia das diferentes adaptagoes ecofisiologicas, os fungos sao tipicamente
classificados como fungos de campo e fungos de armazenamento, consoante a predominancia
da sua infegao. Os fungos do género Aspergillus sao geralmente saprofitas, conhecidos como
fungos de armazenamento, melhor adaptados a baixas a, e a temperaturas mais elevadas. A.
flavus tem a particularidade de conseguir infetar culturas agricolas tanto no campo como
durante o armazenamento. Em regides com clima temperado, este fungo é predominante no
armazenamento das culturas, no entanto, perante climas tropicais e subtropicais, com épocas
de seca, estes podem infetar também as plantas na fase da pré-colheita (Rodrigues, Venancio
e Lima, 2012; Taniwaki, Pitt e Magan, 2018).

A contaminagao das culturas por aflatoxinas por ser dividida em duas fases distintas: no
periodo de pré-colheita e de pos-colheita (Cotty e Jaime-Garcia, 2007). De uma forma geral,
a acumulagao destas micotoxinas, tanto antes como apos a colheita, reflete amplamente as
condigoes climaticas (Bryden, 2012). No campo, as culturas em desenvolvimento sao
habitualmente resistentes a infegao por A. flavus. No entanto, os danos fisicos provocados por
insetos, passaros ou até mesmo por granizo, as condi¢coes de temperatura elevada e sobretudo
o stress hidrico, causado por periodos de seca, predispoem as plantas a esta infe¢cao (Cotty e
Jaime-Garcia, 2007; Pinotti et al., 2016). Concretamente, estes fatores afetam a fisiologia das
plantas, e os seus mecanismos de resisténcia, tornando-as mais suscetiveis (Benkerroum,
2020a; Rodrigues, Venancio e Lima, 2012). Para além dos insetos danificarem o revestimento
do grao, considerado como barreira natural, estes podem ainda atuar como vetores de
esporos, permitindo a dispersao dos fungos aflatoxigénicos (Neme e Mohammed, 2017). Nesta
fase, as culturas de milho, amendoim e sementes de algodao, nos EUA, sao particularmente
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propensas a infecao por A. flavus, e ainda por A. parasiticus no caso do amendoim. Em
contrapartida, A. flavus parece infetar as restantes culturas apenas na fase de pos-colheita
(Taniwaki, Pitt e Magan, 2018). Apos esta infecao, o crescimento flngico pode ter continuidade
no periodo de pos-colheita e armazenamento (Cotty e Jaime-Garcia, 2007).

A segunda fase ocorre posteriormente a maturagao das culturas, durante a colheita,
transporte, armazenamento, processamento e distribuicio (Alshannaq e Yu, 2017; Cotty e
Jaime-Garcia, 2007). Nesta fase, os fatores criticos para a infecao de fungos, e a subsequente
sintese de aflatoxinas, incluem a época e as condi¢goes da colheita, o teor de humidade do
substrato, a adequagao do processo de secagem, o tipo e a qualidade das infraestruturas de
armazenamento, bem como a infestagao de insetos nestas instalagoes. Algumas praticas como
o atraso da colheita, principalmente se as culturas foram sujeitas a periodos de chuva, ou o
atraso do processo de secagem, aumentam consideravelmente a concentragao destas
micotoxinas (Neme e Mohammed, 2017). Num estudo recente sobre a contaminagao de
diferentes produtos alimentares em paises da Africa Subsariana, Ingenbleek e col. (2019)
revelaram que as amostras de milho colhidas durante a estagao chuvosa continham
concentragoes superiores de aflatoxinas, comparativamente as amostras colhidas na estagao
seca.

A adequagao das condigoes de armazenamento desempenha um papel fundamental na
extensao da contaminagao por aflatoxinas (Benkerroum, 2020a). A. flavus € uma das principais
espécies encontradas nos produtos armazenados, sendo capaz de crescer a baixas a, e em
ambientes com temperaturas mais elevadas. Consequentemente, esta contaminagao ¢é
considerada um dos problemas mais sérios de seguranga alimentar em todo o mundo,
particularmente em regides com climas quentes e humidos (Rodrigues, Venancio e Lima,
2012). Durante o armazenamento, a temperatura e o teor de humidade do substrato sao os
principais fatores para o desenvolvimento de fungos e produgao de aflatoxinas (Neme e
Mohammed, 2017). Idealmente, o valor da a,, das culturas deve ser inferior a 0,70 para evitar
a proliferacao de fungos produtores de aflatoxinas. No entanto, condi¢des como a
condensacgao de humidade na infraestrutura, o aumento da humidade relativa do ambiente, e
a atividade microbiana ou de insetos, aumentam o teor de humidade do produto armazenado,
disponibilizando agua. Naturalmente, sao criadas condigoes propicias para o crescimento
fungico e consequente produgao de aflatoxinas (Bryden, 2012; Rodrigues, Venancio e Lima,
2012).

Sob condi¢oes experimentais, Kachapulula e col. (2017) procuraram simular um ambiente
inadequado de armazenamento, para determinar o potencial da contaminagao de aflatoxinas

em produtos disponiveis no mercado na Zambia. Foi observado um aumento significativo das
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concentragoes de aflatoxinas em amostras de milho e amendoim incubadas a 31°C e 100% de
humidade relativa, durante 7 dias. Estas concentragoes aumentaram mais de 1000 vezes: de 3
para 4418pg/kg no milho (em média) e de 3 para 100 302pg/kg no amendoim (em média)
(Kachapulula et al, 2017). Num estudo recente na Nigéria, a concentragdo maxima de
aflatoxinas no milho aumentou de 26,5ug/kg (na colheita) para 1460pg/kg apos 4 meses de
armazenamento nas instalagoes dos agricultores das regioes estudadas. Adicionalmente, na
colheita, 37,5% das amostras apresentavam niveis de aflatoxinas superiores a 4pg/kg, sendo
que apos o periodo de 4 meses de armazenamento, passaram a 87,5% das amostras (Liverpool-

Tasie et al,, 2019).

2.3. Propriedades Fisicas e Quimicas

Até ao momento, foram identificados mais de 20 tipos diferentes de aflatoxinas. Entre estes,
cerca de |3 tipos sao produzidos naturalmente por fungos micotoxigénicos e podem ser
metabolizados por humanos, animais e microrganismos. A AFBI, AFB2, AFGI e a AFG2 sao
consideradas as principais do ponto de vista da satide publica, devido a sua elevada toxicidade
e incidéncia nos alimentos e ragoes, particularmente a AFBI. A AFMI e a aflatoxina M2 (AFM2)
sao os principais metabolitos hidroxilados da AFBI e AFB2, respetivamente, e encontram-se
frequentemente no leite, e seus produtos derivados, proveniente de animais que tenham
ingerido ragao contaminada (Agriopoulou, Stamatelopoulou e Varzakas, 2020; Benkerroum,
2020a). As aflatoxinas da série M foram detetadas pela primeira vez no leite de vacas
alimentadas com ragoes contaminadas com AFBI, sob condi¢oes experimentais, dando origem
a sua designagao proveniente do Inglés M — “Milk” (leite) (Benkerroum, 2019).
Quimicamente, as aflatoxinas sao compostos derivados difuranocoumarinas, apresentando um
nucleo cumarinico ligado, por um lado, a uma estrutura bi-furanoide e, por outro lado, a um
anel ciclopentanona (no caso das aflatoxinas da série B), ou a um anel lactona (no caso das
aflatoxinas da série G) (Benkerroum, 2020a) (Figura 2).

As aflatoxinas sao substancias cristalinas, incolores ou com coloragao amarelo palido,
ligeiramente sollveis em agua (10-30pg/ml), soliveis em solventes organicos moderadamente
polares, como o cloroférmio e metanol, e insoluveis em solventes nao polares (IARC, 2012).
De uma forma geral, as micotoxinas nao apresentam odor e nao alteram as caracteristicas
organoléticas dos alimentos. Nao sendo visiveis a olho nu (Agriopoulou, Stamatelopoulou e
Varzakas, 2020), as aflatoxinas apresentam fluorescéncia sob iluminagao com luz ultravioleta
(UV) de 365nm: as AFBI e AFB2 apresentam fluorescéncia azul (dai a sua denominagao
proveniente do Inglés B — “Blue”), as AFGI e AFG2 apresentam fluorescéncia verde (do Inglés

G — “Green”), e a AFM| emite fluorescéncia azul-violeta (Benkerroum, 2019; IARC, 2012).
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Figura 2 - Estrutura quimica das principais aflatoxinas (PubChem National Center for Biotechnology Information,

2020).

Estes compostos sao instaveis a luz UV na presenga de oxigénio, valores extremos de pH (<3
ou >10) e na presenca de agentes oxidantes (EFSA, 2020). Apresentam ainda uma grande
estabilidade térmica, mesmo a temperaturas elevadas (>100°C), o que constitui um verdadeiro
desafio no setor alimentar, nomeadamente no que diz respeito aos produtos lacteos, uma vez
que sao resistentes as temperaturas de pasteurizagdo e outros tratamentos térmicos

(Marchese et al, 2018). A Tabela 2 resume algumas das propriedades fisicas e quimicas das

principais aflatoxinas.
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Tabela 2 - Propriedades fisicas e quimicas das aflatoxinas (ChemSpider Royal Society of Chemistry,

2020; IARC, 2012; PubChem National Center for Biotechnology Information, 2020).

Aflatoxina Formula quimica Peso molecular (g/mol) Ponto de fusao
AFBI Ci7H120¢ 312,27 268-269°C
AFB2 Ci7H140¢ 314,29 286-289°C
AFGI Ci7H1.07 328,27 244-246°C
AFG2 Ci7H 1407 330,29 237-240°C
AFMI Ci7H1.07 328,27 299°C

2.4. Metabolismo da AFBI

As aflatoxinas sao substancias lipofilicas absorvidas no trato gastrointestinal e metabolizadas
maioritariamente no figado, pelo sistema enzimatico do citocromo P450 (CYP). Para além de
ser o principal 6rgao onde ocorrem estas reagoes, tem sido demonstrado que a acumulagao
dos produtos resultantes da metabolizagio da AFBI ocorre preferencialmente no figado
(EFSA, 2020; Ramalho et al., 2018). Outros 6rgaos como o trato gastrointestinal, os rins e os
pulmoes sao também responsaveis pelo metabolismo destas micotoxinas (Buszewska-Forajta,
2020; EFSA, 2020). Nos humanos, as enzimas CYPIA2, CYP3A4, CYP3AS5 e CYP3A7 estao
envolvidas na metabolizagao das aflatoxinas no figado, enquanto que a CYP2AI3 atua nos
pulmoes (Al-Jaal et al., 2019; Deng et al., 2018).

As enzimas do CYP desempenham um papel fundamental no metabolismo de medicamentos
e outros compostos xenobidticos, incluindo as aflatoxinas, com o intuito de facilitar a excregao
destas substancias quimicas do organismo. De um modo geral, o metabolismo de xenobidticos
pode ser dividido em fase | e fase Il. A fase | tem como principal objetivo a modificagao da
estrutura da molécula, permitindo obter metabolitos mais polares e menos toxicos. A fase
baseia-se na conjugacao destes metabolitos (ou mesmo do xenobiodtico primario) com
enzimas, pretendendo aumentar a solubilidade destes compostos para a sua posterior
eliminagao (Buszewska-Forajta, 2020). No entanto, apesar da sua importancia no processo de
desintoxicagao do organismo, as enzimas do CYP sao ainda capazes de converter compostos
biologicamente inertes em metabolitos eletrofilicos, altamente reativos, que podem provocar
citotoxicidade e mutagbes no acido desoxirribonucleico (DNA) induzindo,
consequentemente, o desenvolvimento de tumores (Deng et al.,, 2018). O metabolismo de
xenobioticos tem sido, por isso, estudado com maior interesse nos Uultimos anos,
particularmente a metabolizagao, ou biotransformagao, da AFBI (Figura 3) (Buszewska-

Forajta, 2020; Deng et al., 2018).
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A AFBI requer ativagao metabolica pelo CYP para manifestar a sua toxicidade, dando origem
ao metabolito reativo AFBI-8,9-epdxido (AFBO), durante a fase | do metabolismo (Al-Jaal et
al, 2019; Ramalho et al., 2018). Este composto possui dois isdmeros: endo-8,9-epoxido e exo-
8,9-epoxido, sendo este Ultimo considerado o responsavel pelas propriedades genotoxicas da
AFBI (Marchese et al, 2018). No figado humano, a conversao metabdlica, ou seja, a
biotransformagao da AFBl em AFBO ¢ realizada principalmente pela CYPIA2 e CYP3A4
(Marchese et al., 2018; Rushing e Selim, 2019). Esta reacao é determinada pela presenca de
uma ligagao dupla na posicao 8,9 da molécula da aflatoxina (ver Figura 2). Por esta razao, apenas
a AFBI, AFGI e AFMI sao convertidas nos respetivos epoxidos, visto que as restantes
aflatoxinas nao possuem esta dupla ligacdo. Em comparagao com a AFBI: (i) sao formados
menos aductos AFGI-N7-Gua, e (ii) apds a ativagao, a AFMI apresenta um substrato mais
limitado para a epoxidagao. Consequentemente, estas aflatoxinas possuem um potencial
mutagénico e carcinogénico inferior em relagao a AFB| (EFSA, 2020).

Uma vez que a AFBO ¢ altamente eletrofilica, reage rapidamente com macromoléculas, como
o DNA, acido ribonucleico (RNA) e proteinas (Ramalho et al., 2018; Rushing e Selim, 2019).
Este composto reativo possui grande afinidade pelas bases puricas do DNA pelo que, ao
interagir com esta molécula, liga-se covalentemente a posicao N7 na guanina, formando o
aducto 8,9-dihidro-8-(N7-guanil)-9-hidroxi-AFB| (AFBI-N7-Gua), que provoca mutagdes no
DNA (Benkerroum, 2019; Marchese et al., 2018). A epoxidagao da AFBI| é considerada uma
etapa crucial no processo genotoxico e, consequentemente, na carcinogénese provocada por
esta micotoxina (Buszewska-Forajta, 2020; Marchese et al., 2018).

Para além da formagao do aducto AFBI-N7-Gua, o epoxido AFBO pode estar envolvido
noutras vias através da atuacao de diferentes enzimas da fase Il do metabolismo. Por um lado,
pode conjugar-se com a glutationa (GSH) através da glutationa S-transferase (GST), e é
excretado na urina como AFBI-acido mercapturico (Al-Jaal et al., 2019; Marchese et al., 2018).
Esta conjugagao permite a obtengao de metabolitos mais soluveis, o que facilita a sua
eliminagao, constituindo uma importante via de desintoxicagao. Por outro lado, a AFBO pode
ser hidrolisada, formando o metabolito AFBI-dihidrodiol, considerado menos toxico, que é
convertido em AFBI-dialdeido. Este ultimo subproduto pode ligar-se a proteinas como a
albumina (através da lisina), formando aductos que sao detetados no sangue, ou entao pode
ser metabolizado, através da agao da aflatoxina aldeido redutase (AFAR), na forma de AFBI-
dialcool que reage com o acido glucurdnico e € excretado na urina (Al-Jaal et al.,, 2019; Deng
et al, 2018; Marchese et al., 2018).

A biotransformagao da AFBI pode ainda originar outros metabolitos, consoante a via

metabdlica. Para além da AFBO ja discutida, resultante da epoxidagao da AFBI, pode formar-
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se a AFMI, a aflatoxina QI (AFQI) e a aflatoxina B2a (AFB2a), resultantes da hidroxilagao; a
aflatoxina Pl (AFP1), resultante da desmetilagao; e ainda a aflatoxicol (AFL), formada a partir
da reducao da AFBI (Deng et al., 2018).

Existe uma grande variabilidade no que diz respeito ao metabolismo das aflatoxinas, tanto
entre diferentes espécies, como entre individuos da mesma espécie, por exemplo entre
criancgas e adultos. A suscetibilidade as aflatoxinas encontra-se associada ao destino metabdlico
destas micotoxinas. As vias de biotransformagao da AFBI| dependem essencialmente da
atuacao de diferentes enzimas do CYP, que originam metabolitos com toxicidade variada
(Deng et al., 2018; Dohnal, Wu e Kuca, 2014). Num recente trabalho de revisao, Deng e col.
(2018) verificaram a expressao de diferentes enzimas na biotransformagao da AFBI, assim
como diferentes graus de suscetibilidade, em estudos realizados com animais de varias
espécies.

A AFBI, assim como os seus metabolitos resultantes da biotransformacao, incluindo aductos
com o DNA, podem ser excretados na urina, bilis e/ou fezes. Em particular, a AFMI| também
é frequentemente excretada no leite de animais e humanos, apés a exposicao a AFBI (EFSA,
2020; Ramalho et al., 2018; Rushing e Selim, 2019).

Na literatura consultada, os dados relativos a toxicocinética das aflatoxinas em humanos sao
escassos (Degen et al,, 2017; EFSA, 2020). No estudo de Jubert e col. (2009) foram analisadas
amostras de sangue e urina de voluntarios humanos, colhidas durante 72 horas apés a
administracao de uma dose baixa de AFBI (30ng). Estes autores verificaram concentragoes
maximas no plasma | hora apos a exposigao, sugerindo uma absorgao rapida. Nao foi efetuada
a discriminagao entre AFBI e os seus metabolitos ou conjugados, tendo sido observada uma
excregao urinaria superior a 95% do total de AFBI em 24 horas. Nao existem, no entanto,
estimativas em relagao a taxa de conversao de AFBI, proveniente da alimentagao, nos seus

metabolitos no figado humano (Ramalho et al., 2018).
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AFAR: aflatoxina aldeido redutase; CYP: citocromo P450; GSH: glutationa; GST: glutationa S-transferase; NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; UGT: uridina 5'-difosfo-
glucuronosiltransferase.

Figura 3 - Metabolismo da AFBI| (adaptado de EFSA, 2020).
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2.4.1. Carry-over da AFMI para o leite

A AFM| é considerada um produto de desintoxicagao resultante do metabolismo da AFBI,
apresentando um efeito toxico inferior ao seu precursor. Ainda assim, a presenca de AFM|
no leite consiste numa preocupagao para a salde publica. De facto, mesmo em pequenas
quantidades, este metabolito podera ter implicagoes na saude dos grandes consumidores de
leite, em particular as criangas, visto que, proporcionalmente, este alimento pode contribuir
com uma ingestao significativa de aflatoxinas (Duarte et al.,, 2013; Fink-Gremmels, 2008).

Nos ruminantes, uma fragao consideravel da AFBI, ingerida através de ragao contaminada, é
degradada no rumen, nao atingindo a circulagao sistémica. A fragao nao degradada é absorvida
e extensamente metabolizada no figado, resultando em diferentes metabolitos, incluindo a
AFMI. Seguidamente, esta toxina pode ser conjugada com o acido glucuronico e excretada
pela bilis, ou pode entrar na circulagao e ser excretada na urina ou ainda no leite (Fink-
Gremmels, 2008). A AFM|I ¢ o principal metabolito encontrado no leite, e pode ser detetada
entre as |12 e 24 horas apos a ingestao de ragoes contaminadas com AFBI (Alshannaq e Yu,
2017; Giovati et al, 2015). Consequente da exposi¢ao didria dos animais a niveis constantes
de AFBI, a concentragao de AFMI no leite aumenta linearmente durante varios dias até atingir
uma fase estacionaria, resultante do equilibrio entre a ingestao e a excregao. Apos a
interrupcao da administracao de AFBI, as concentragoes destas micotoxinas comegam a
diminuir, nao sendo detetadas apods 4-5 dias (Giovati et al., 2015). No estudo de Moschini e
col. (2007), foi administrada ragao contaminada com aflatoxinas a vacas leiteiras, tendo sido
detetadas concentragoes de AFBl e AFMI no plasma apés |5 minutos. Estes resultados
sugerem uma absor¢ao rapida da AFBI| através da parede do rimen e posterior
biotransformagao em AFMI. Adicionalmente, Masoero e col. (2007) verificaram a presenga de
AFMI no leite logo na primeira ordenha do animal, apos a ingestao de ragoes contaminadas
com AFBI. Com base na literatura consultada, a taxa de transferéncia de AFBI| de racoes
contaminadas para o leite de vacas (conhecido como carry-over em Inglés) pode oscilar entre
0,3 e 6,2% (Giovati et al, 2015; Marchese et al, 2018). Esta variagao deve-se a influéncia de
diversos fatores nutricionais e fisiologicos entre eles, o regime alimentar, a taxa de ingestao e
digestao, o estado de salde do animal, a biotransformagao hepatica e a produgao de leite
(Duarte et al, 2013; Fink-Gremmels, 2008). Sao observadas taxas de transferéncia mais
elevadas em vacas leiteiras de alto rendimento dado o consumo de quantidades
significativamente maiores de alimentos concentrados (Fink-Gremmels, 2008; Giovati et al.,
2015). Uma caracteristica pertinente da AFM| é a sua ligagdo as proteinas do leite,
particularmente a caseina, permitindo ser encontrada noutros produtos lacteos como o

queijo, uma vez que ¢é relativamente estavel sob altas temperaturas (Alshannaq e Yu, 2017;

19



Revisdo Bibliogrdfica

Frazzoli et al., 2017). Este metabolito pode ainda ser detetado no leite de outros ruminantes
como de ovelha, cabra e bufalo (Frazzoli et al, 2017). Battacone e col. (2005) analisaram a
transferéncia de AFBI, proveniente da ragao, para o leite de ovelhas. Neste estudo
experimental, foi detetada AFMI| no leite destes animais no periodo de |12 horas apos a
ingestao de AFBI. Ao interromper a administragao de aflatoxinas, as concentragoes de AFMI
no leite diminuiram rapidamente, nao sendo detetadas apos 4 dias (Battacone et al., 2005). A
AFMI também pode surgir no leite materno humano através de alimentos contaminados com
aflatoxinas (Figura 4), no entanto existe uma escassez de informacao quanto a taxa de

transferéncia destas micotoxinas, e dos seus metabolitos, para o leite (Warth et al., 2016).

]/I Urina materna :

___________

( )
\: Sangue materno !

Alimentos contaminados Exposicado
com aflatoxinas alimentar da mae

Figura 4 - Exposicao de maes lactantes e bebés a alimentos contaminados com aflatoxinas (adaptado de Warth

etal, 2016).

Dada esta limitagao, a informagao obtida em estudos experimentais com animais podera
fornecer uma aproximagao do que ocorre nos humanos. Contudo, é importante ter em
consideragao que existem diferencas fisiologicas entre espécies que poderao ser significativas,
como por exemplo a anatomia do sistema digestivo e a taxa de produgao de leite por kg de
peso corporal de vacas leiteiras comparativamente as maes lactantes, que altera a distribuicao

de toxinas disponiveis (Fink-Gremmels, 2008; Warth et al., 2016).

2.5. Toxicidade

A toxicidade das aflatoxinas para humanos e animais através da alimentagao encontra-se
atualmente bem estabelecida. Estas sao consideradas as micotoxinas mais toxicas, tendo sido
reconhecidos efeitos mutagénicos, genotoxicos, imunotoxicos, teratogénicos, hepatotoxicos

e carcinogénicos (Benkerroum, 2020a; Marchese et al, 2018). No entanto, o grau de

20



Determinagdo de AFM | no leite materno — Avaliagdo da exposicdo de lactentes em Angola

toxicidade e os efeitos toxicologicos variam consideravelmente, dependendo do tipo de
aflatoxina e do individuo exposto (Benkerroum, 2020a). Desde a sua descoberta, as aflatoxinas
tém sido as micotoxinas mais estudadas, particularmente a AFBI, considerado um dos mais
potentes agentes hepatocarcinogénicos (Alshannaq e Yu, 2017; Rushing e Selim, 2019). De
facto, entre as aflatoxinas, a AFB| é considerada a mais toxica, seguida da AFGI, AFB2 e AFG2,
ou seja, por ordem decrescente de toxicidade: AFB| > AFGI > AFB2 > AFG2 (Benkerroum,
2020a). A AFMI possui uma toxicidade semelhante a AFGI, sendo dez vezes menos
cancerigena comparativamente a AFBI (Benkerroum, 2020a; Rodrigues, Venancio e Lima,
2012). Embora as restantes aflatoxinas, particularmente as resultantes do metabolismo da
AFBI, sejam consideradas menos toxicas ou mesmo nao tdxicas, sao ainda motivo de
preocupag¢ao uma vez que, para além da sua toxicidade inerente, podem reverter para os seus
precursores mais toxicos apos a ingestao (Benkerroum, 2020a). Por exemplo, a aflatoxicol,
um metabolito que pode ser encontrado no leite e ainda ser transferido através da placenta,
é convertida em AFBI no figado (Benkerroum, 2019; Rushing e Selim, 2019).

A exposicao as aflatoxinas pode induzir toxicidade aguda e crénica, tanto em humanos como
em animais, sendo o figado o principal érgao alvo (Alshannaq e Yu, 2017; Benkerroum, 2020b).
Todavia, a suscetibilidade dos humanos e animais aos efeitos toxicos esta dependente de
diversos fatores, entre os quais a idade, sexo, espécie, estado nutricional, metabolismo, dose
e duracao da exposicao (Agriopoulou, Stamatelopoulou e Varzakas, 2020; Rodrigues, Venancio
e Lima, 2012). A coocorréncia de micotoxinas também pode influenciar os efeitos adversos
na saude. As colheitas podem ser infetadas por varias estirpes de fungos micotoxigénicos,
sendo que a maioria destas estirpes produzem mais que um tipo de micotoxina (Gruber-
Dorninger, Jenkins e Schatzmayr, 2019). No estudo de Gruber-Dorninger e col. (2019), a
coocorréncia de micotoxinas foi frequentemente observada, tendo sido detetadas duas ou
mais micotoxinas em 64% das amostras de ragao analisadas. As misturas mais frequentemente
observadas foram combinagoes entre desoxinivalenol, zearalenona e fumonisinas, seguida da
coocorréncia de AFBI e fumonisinas no milho e ragao. O interesse cientifico pelos efeitos
biologicos da multiexposi¢ao tem vindo a aumentar nos ultimos anos, contudo os dados ainda
sao escassos (Gruber-Dorninger, Jenkins e Schatzmayr, 2019). Esta coocorréncia pode
dificultar a avaliagdo dos efeitos adversos na salde, visto que pode levar a efeitos aditivos,
sinérgicos ou antagonicos entre si (Pereira, Fernandes e Cunha, 2012). Por exemplo, no
trabalho de revisao de Lee e Ryu (2017), foi verificada a existéncia de evidéncias de efeitos
sinérgicos na toxicidade, particularmente lesGes hepaticas, entre as aflatoxinas e as fumonisinas
em estudos experimentais com diferentes espécies de animais. Assim, diferentes autores

reforgam a importancia de considerar a mistura de micotoxinas na avaliagao de risco, uma vez
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que pode constituir um perigo para a saude superior ao exercido individualmente

(Benkerroum, 2019; Gruber-Dorninger, Jenkins e Schatzmayr, 2019; Lee e Ryu, 2017).

2.5.1. Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda ocorre apos a ingestao de elevadas concentragoes de aflatoxinas numa
dose Unica, ou repetidamente por um curto periodo de tempo. Os sinais clinicos tipicos desta
intoxicagao incluem ictericia, dor abdominal, nausea, edema, necrose hemorragica dos tecidos
hepaticos, hiperplasia do ducto biliar e, eventualmente, morte apos lesao hepatica grave
(Agriopoulou, Stamatelopoulou e Varzakas, 2020; Benkerroum, 2020a). Apesar de pouco
frequentes, surtos de hepatotoxicidade associada as aflatoxinas, tém sido observados em
humanos desde a década de 1960. Por conseguinte, com base nos dados recolhidos apos estes
incidentes e nos demais testes experimentais in vitro, o Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos
em Aditivos Alimentares (JECFA), organismo responsavel pela avaliagao de risco a nivel
mundial, estimou que o consumo de 20 a 120pg de AFB1/kg de peso corporal/dia, durante um
periodo de | a 3 semanas, é considerado potencialmente letal para seres humanos. De acordo
com o mesmo relatorio, suspeita-se ainda que o consumo de alimentos contaminados com
uma concentracao igual ou superior a I mg de aflatoxinas/kg podera causar intoxicagao aguda
(Benkerroum, 2019; JECFA, 2017). Ainda que nao haja consenso em relagao a dose exata de
aflatoxinas que desencadeia toxicidade aguda em humanos, pressupoe-se que esta seja mais
baixa para os individuos mais jovens, considerando que as taxas de mortalidade associadas a
surtos por intoxicagao sao mais elevadas nestes grupos etarios (Benkerroum, 2020a).

Nos animais, a dose letal varia significativamente entre espécies, apresentando valores de dose
letal média (LDs) entre 0,3 e 18mg/kg de peso corporal (Benkerroum, 2020a). O metabolismo
e os produtos formados determinam as diferencas observadas quanto a suscetibilidade das
espécies as aflatoxinas (Bryden, 2012). Animais como patos, perus, caes, suinos, ovelhas e
ratos sao mais suscetiveis as aflatoxinas, contrariamente a animais como macacos, galinhas,
murganhos e ruminantes, considerados como mais resistentes (Benkerroum, 2020a).

Embora as aflatoxinas estejam associadas predominantemente a toxicidade croénica, tém sido
registados alguns casos de intoxicacio aguda. Na regiio da Africa Subsariana, o Quénia tem
sido um dos paises mais gravemente afetado por aflatoxicoses (intoxicagao provocada por
aflatoxinas). A alternancia entre periodos secos e chuvosos é caracteristica do clima deste
pais, que se torna propicio para o desenvolvimento dos fungos produtores de aflatoxinas. As
suas populagoes cultivam milho para o consumo doméstico, considerado o alimento base da
sua dieta, armazenando posteriormente as colheitas por métodos tradicionais em celeiros ou

nas proprias casas. Em 2004, ocorreu no Quénia o surto de aflatoxicose mais significativo em
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todo o mundo, devido ao consumo de milho que se encontrava altamente contaminado,
resultando em 317 casos com 125 mortes (Azziz-Baumgartner et al., 2005; Benkerroum,
2020a). Azziz-Baumgartner e col. (2005) revelaram no estudo deste surto, uma forte
associacao entre as concentracoes de aflatoxinas no milho caseiro e os niveis de aductos
AFB-lisina no sangue dos individuos afetados. As autoridades de saude publica conseguiram
detetar concentragoes de AFBI equivalentes a 4400ug/kg em amostras de milho colhidas na
regiao, consideravelmente superior ao limite maximo estabelecido neste pais (20ug/kg) (Azziz-
Baumgartner et al., 2005; Benkerroum, 2020a). Desde este incidente, os aductos AFBI-lisina
tém sido amplamente utilizados como biomarcadores de exposigao as aflatoxinas (Al-Jaal et
al, 2019; Benkerroum, 2019). Para além dos diferentes surtos decorridos ao longo dos ultimos
anos, alguns casos esporadicos também tém contribuido para a investigagao cientifica da
toxicidade destes compostos. O primeiro caso de toxicidade aguda por aflatoxinas conhecido
em humanos ocorreu no Uganda, em 1967, com a morte de um adolescente de |5 anos por
insuficiéncia hepatica, apos a ingestio regular de mandioca que estaria contaminada
(1700pg/kg). Outro caso peculiar ocorreu nos Estados Unidos da América (EUA), quando uma
mulher de 25 anos, em duas tentativas distintas de suicidio, ingeriu intencionalmente 5,5mg de
AFBI em dois dias e, passados seis meses, outra dose de 35mg em duas semanas. Na admissao
hospitalar, apresentou apenas sintomas de erupgao cutanea, niausea e cefaleia, nao tendo
causado lesdes graves tipicas das aflatoxinas, mesmo apds 14 anos dos incidentes
(Benkerroum, 2020a). Embora seja dificil explicar, na revisao de Benkerroum (2020a) sugere-
se que a auséncia de efeitos toxicoldgicos mais graves pode ter sido atribuida ao seu estado
nutricional equilibrado, idade e género, visto que tem sido relatado, em estudos experimentais
com animais, que o sexo feminino é menos suscetivel as aflatoxinas em relagao ao sexo
masculino (Dohnal, Wu e Kuca, 2014). Estes casos apoiam a evidéncia quanto as diferengas de

suscetibilidade entre individuos (Benkerroum, 2020a).

2.5.2. Toxicidade Croénica

A toxicidade crénica resulta da exposicao repetida a doses baixas de aflatoxinas por um
periodo prolongado. Esta exposicio ocorre frequentemente em varias regides do mundo,
sendo caracterizada pela manifestagao clinica de diversos efeitos, incluindo lesdes hepaticas,
ocorréncia de cancro, teratogenicidade, imunossupressao, e acredita-se que possam estar
envolvidas no défice de crescimento de criangas e desnutricao (Benkerroum, 2020b; Rushing
e Selim, 2019).

Nos animais, pode provocar uma variedade de efeitos adversos nas diferentes espécies. Estes

incluem lesoes hepaticas, diminuigao da ingestao alimentar e do ganho de peso, diminuigao da
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producao de ovos e leite, redugao do indice de conversao alimentar, qualidade inferior da
casca dos ovos e da carcaca, e aumento da suscetibilidade a doencgas (Bryden, 2012; JECFA,
2017). Outros efeitos como o atraso no crescimento, baixo peso corporal e falta de
coordenag¢ao nos movimentos tém sido observados em crias apos a exposi¢ao das maes as

aflatoxinas durante a gestacao (Mupunga, Mngqawa e Katerere, 2017).

2.5.2.1. Aflatoxinas e cancro do figado

O cancro do figado é considerado um dos tipos de cancro mais comuns a nivel mundial, com
uma incidéncia extensamente associada a exposi¢ao as aflatoxinas (Benkerroum, 2020b). Em
2018, foram registados 841 080 novos casos (4,7%) deste cancro em todo o mundo, tendo
sido classificado como o terceiro tipo de cancro com maior taxa de mortalidade nesse ano
(IARC, 2020). A incidéncia de cancro do figado varia entre as diferentes regides do mundo,
sendo superior em paises de Africa e da Asia, especialmente a China que apresenta uma das
maiores taxas de incidéncia do mundo (Benkerroum, 2020b; Liu e Wu, 2010). Liu e Wu (2010)
estimaram que, globalmente, entre 25200 e 155000 (4,6-28,2%) dos casos anuais de
carcinoma hepatocelular, um tipo de cancro primario do figado, possam ser atribuidos a
exposicgao as aflatoxinas.

Nas décadas de 1960 e 1970 ja existiam varios estudos epidemioldgicos e testes experimentais
em animais indicando uma relagao entre a exposigao alimentar as aflatoxinas e a manifestagao
de diferentes tipos de cancro hepatico. Em 1992, a IARC determinou haver evidéncia cientifica
suficiente da carcinogenicidade da AFBI. Nos estudos analisados, foi demonstrado existir uma
relagao quase linear entre a ingestao de AFBI| e a taxa de mortalidade por cancro do figado,
corroborando a sua implicagao direta (Benkerroum, 2019). Adicionalmente, verificaram que,
em individuos com elevada exposigao as aflatoxinas, o risco de ocorréncia de cancro do figado
aumentava em individuos positivos para o antigénio de superficie do virus da Hepatite B (VHB)
em comparagao com individuos negativos. Esta constatagao veio demonstrar que a AFBI| atua
sinergicamente com o VHB (Benkerroum, 2019; Rushing e Selim, 2019). Consequentemente,
estes dados epidemioldgicos levaram a considerar a exposigao alimentar a AFBI e a infegao
pelo VHB como os principais fatores de risco para a ocorréncia de carcinoma hepatocelular.
Wau e col. (2009) realizaram um estudo de caso-controlo em Taiwan, onde avaliaram amostras
biologicas dos participantes para determinar os niveis de aductos AFBI-albumina no sangue e
outros metabolitos na urina. Os autores constataram que a concentragao de metabolitos de
aflatoxinas na urina foi significativamente superior nos casos comparativamente com os
controlos, tendo encontrado com este estudo uma associagao positiva entre a exposicao a

AFBI e o risco de carcinoma hepatocelular. Na China, foi realizado um estudo longitudinal de
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21 anos na cidade de Qidong, uma regiao com elevada prevaléncia de cancro primario do
figado (EFSA, 2020; Lu et al.,, 2010). Inicialmente, integraram a coorte 515 individuos com o
VHB, que apresentavam alto risco para o desenvolvimento deste cancro. A exposicao as
aflatoxinas foi avaliada através da determinagao dos niveis de AFM| na urina dos participantes.
Foi observada uma associagao significativa entre a exposicao as aflatoxinas e a incidéncia de
cancro primario do figado, bem como um evidente efeito sinérgico entre as aflatoxinas e o
VHB na carcinogénese (Lu et al., 2010).

Em 2012, apos a revisao de novos dados relativos a genotoxicidade das aflatoxinas, a AFBI,
AFB2, AFGI, AFG2 e a AFMI foram classificadas como carcinogénicas para humanos (grupo
) pela IARC (Benkerroum, 2019; IARC, 2012). De facto, tem sido demonstrado que a
carcinogenicidade das aflatoxinas resulta da sua agao genotoxica. Tal como descrito
anteriormente, a AFB| é metabolizada no figado originando o metabolito ativo AFBO, que por
sua vez forma um aducto com o DNA, a AFBI-N7-Gua. Este aducto ¢ instavel, libertando-se
rapidamente do DNA, originando um local apurinico na molécula. O aducto livre é entao
excretado na urina e pode ser usado como biomarcador de exposicao. Alternativamente, o
aducto AFBI-N7-Gua pode ser transformado no aducto AFBI|-formamidopirimidina (AFBI-
FAPY), que por sua vez é mais estavel e, portanto, mais persistente no organismo. Estes
aductos, AFBI-N7-Gua e AFBI-FAPY, sao os principais precursores dos efeitos genotoxicos
e carcinogénicos, sendo o AFBI-FAPY considerado o aducto mais mutagénico (Benkerroum,
2019, 2020b). Uma das mutagoes mais comuns provocadas por estes aductos € a transversao
da guanina (G) para timina (T) na posi¢ao da terceira base do codao 249 (AGG > AGT) no
gene supressor tumoral TP53, que resulta na consequente substituicio do aminoacido serina
por arginina (Benkerroum, 2019; Rushing e Selim, 2019). O gene TP53 é responsavel pela
regulacao de varias fungoes celulares, entre as quais o ciclo celular, reparagao de DNA e
apoptose. As mutagoes neste gene podem alterar as suas fungdes como supressores de
tumores, permitindo a proliferagao de células danificadas que leva ao desenvolvimento de
cancro. Diferentes estudos epidemioldgicos tém demonstrado que pacientes com carcinoma
hepatocelular em regides com elevada exposigao as aflatoxinas apresentam esta mutagao
especifica (Marchese et al, 2018; Rushing e Selim, 2019). Por exemplo, Qi e col. (2015)
apresentaram uma associagao significativa entre as mutagoes no gene TP53, a exposigao a
AFBI e ao VHB em pacientes com carcinoma hepatocelular em Guangxi, na China. Foram
detetadas estas mutagoes em 56,2% dos pacientes. Adicionalmente, dos 21| pacientes
positivos para a AFBI, 160 (75,8%) apresentaram mutagoes no gene TP53 (Qi et al., 2015).
Stern e col. (2001) realizaram uma meta-analise com 49 estudos publicados e encontraram

uma associagao significativa entre a presen¢a de mutagao no codao 249 do gene TP53 e a
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elevada exposigao as aflatoxinas. Em suma, cada vez mais estudos demonstram que, em regioes
com elevada prevaléncia do VHB e de exposicao a AFBI, pacientes com carcinoma
hepatocelular apresentam frequentemente a transversao da base G para T no codao 249 do
gene TP53, considerada como a mutagao caracteristica deste carcinoma induzido por

aflatoxinas (EFSA, 2020; Rushing e Selim, 2019).

2.5.2.2. Aflatoxinas e estado nutricional

Embora tenha vindo a ser dado grande énfase as aflatoxinas devido as suas propriedades
genotoxicas e carcinogénicas, estas micotoxinas tém demonstrado outros efeitos toxicos em
humanos e animais. Entre estes, a desnutricao e o défice de crescimento tém vindo a destacar-
se devido ao seu impacto na saude infantil, particularmente em paises em desenvolvimento
(Benkerroum, 2020b; Rushing e Selim, 2019). Uma alimentagao equilibrada é essencial para o
crescimento saudavel das criangas, contudo a exposi¢ao a contaminantes como as aflatoxinas
podera comprometer este processo de desenvolvimento fisico e cognitivo (Benkerroum,
2020b). A saude infantil € uma area de interesse emergente no que diz respeito a exposi¢ao
as aflatoxinas, porém as evidéncias apresentam ainda algumas limitagdes. Assim, sao
necessarios mais estudos para colmatar as lacunas ainda existentes, especialmente quanto ao
mecanismo pelo qual estas micotoxinas causam alteragoes do estado nutricional (Benkerroum,
2020b; EFSA, 2020).

O défice de crescimento é um problema de saude publica que afeta milhoes de criangas em
todo o mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento. Varios fatores de risco podem
contribuir para esta condigao, sendo a exposicao as aflatoxinas um dos principais fatores
identificados (Rushing e Selim, 2019). Ao longo dos Ultimos anos, diversos estudos tém
mostrado um efeito negativo das aflatoxinas no crescimento em humanos e animais durante
o seu desenvolvimento. As criangas, particularmente em paises de Africa, sio expostas desde
muito cedo as aflatoxinas, inclusivamente durante a gestagao, no periodo de amamentagao e
com o inicio da diversificagao alimentar. Consequentemente, tem sido observada uma relagao
entre a exposicao alimentar as aflatoxinas e o défice de crescimento em criangas com idade
inferior a 5 anos (Benkerroum, 2020b; Mupunga, Mnggawa e Katerere, 2017; Turner et al.,
2007).

Um importante fator de risco para o défice de crescimento € a exposicao da mae as aflatoxinas
durante a gravidez. Varios estudos tém vindo a detetar concentragdes de aflatoxinas, ou seus
metabolitos, no leite materno, sangue ou cordao umbilical de mulheres gravidas ou a
amamentar, sugerindo que os fetos e recém-nascidos podem ser expostos as aflatoxinas

através da mae (Rushing e Selim, 2019). Partanen e col. (2009) apresentaram, pela primeira
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vez, evidéncia da transferéncia real da AFBI| pela placenta humana, comprovando que a
exposi¢ao pode ocorrer in utero por via transplacentaria. O estudo de Turner e col. (2007)
pretendeu investigar o efeito da exposicao as aflatoxinas in utero no crescimento infantil
durante o primeiro ano de vida, na Gambia. Inicialmente, foram detetados aductos de
aflatoxina-albumina em todas as amostras de sangue recolhidas de maes durante a gravidez, e
em 48,5% das amostras de sangue do cordao umbilical. Elevados niveis de aductos aflatoxina-
albumina no sangue materno foram significativamente relacionados com peso mais baixo para
a idade e estatura igualmente mais baixa para a idade (Turner et al, 2007). Noutro estudo,
Magoha e col. (2014) averiguaram a associagao entre a exposicao a AFMI e indicadores de
crescimento em bebés (<6 meses de idade) no norte da Tanzania. Todas as amostras de leite
materno encontravam-se contaminadas com AFMI e foi observada uma associacao inversa
entre os niveis de exposicao dos bebés a este metabolito, e os valores padrao do peso para a
idade e estatura para a idade (Magoha et al., 2014). Para além disso, os niveis de aflatoxinas em
mulheres gravidas também tém apresentado um impacto negativo nos indices antropométricos
dos bebés no nascimento. Lauer e col. (2019) verificaram que niveis mais elevados de aductos
aflatoxina-lisina no sangue da mae foram significativamente associados a peso inferior
relativamente ao valor padrao do peso para a idade, e perimetro cefilico igualmente mais
baixo no nascimento, numa amostra de 220 bebés no Uganda. Com base nestes dados, e os
demais existentes (EFSA, 2020; Rushing e Selim, 2019), pressupoe-se que a exposi¢cao materna
as aflatoxinas durante a gravidez tem um forte impacto sobre o crescimento na primeira
infancia (Rushing e Selim, 2019; Turner et al, 2007). Apos o nascimento, a exposi¢ao
persistente das criangas as aflatoxinas pode continuar a afetar o seu desenvolvimento (Rushing
e Selim, 2019). Gong e col. (2004) realizaram um estudo que envolveu 200 criangas com idades
entre os |6 e 37 meses em Benim, na Africa Ocidental. Durante o acompanhamento de 8
meses, verificaram uma forte correlagao negativa entre os niveis de aductos aflatoxina-
albumina e o perfil de crescimento, ou seja, criangas com niveis mais elevados deste
biomarcador apresentavam uma redugao média de |,7cm em relagao as criangas com niveis
mais baixos (Gong et al., 2004).

Apesar dos dados epidemiologicos que correlacionam a exposigao as aflatoxinas e o défice de
crescimento, a causalidade entre estes ainda nao foi determinada. Alguns mecanismos tém sido
propostos para explicar o impacto negativo das aflatoxinas sobre o crescimento, entre os
quais a2 ma absorgao intestinal de nutrientes e os efeitos sobre o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF). A IGF tipo | (IGF-1) possui atividade mediadora da hormona do
crescimento, sendo crucial no crescimento pos-natal. Visto que o figado é o principal local de

produgao desta hormona, a hepatotoxicidade provocada pelas aflatoxinas pode resultar na
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diminuicao dos niveis da IGF-1, que por sua vez afetara o desenvolvimento 6sseo e do tecido
(Castelino et al., 2015; Rushing e Selim, 2019). Assim, lesoes do figado e as alteragdes na
sinalizagao da hormona de crescimento podem elucidar quanto ao mecanismo da AFBI na
supressao do crescimento (Rushing e Selim, 2019). Castelino e col. (2015) exploraram a
relagao entre as aflatoxinas e o IGF, e o seu potencial efeito no crescimento de criangas com
idades entre o 6 e os |7 anos, no Quénia. Foi revelado que niveis mais elevados de aductos
aflatoxina-albumina estavam associados a niveis reduzidos de IGF-I, bem como a uma estatura
mais baixa das criangas. Adicionalmente, estes autores demonstraram uma associacao inversa
entre a exposi¢cao as aflatoxinas e a expressao do gene IGF em células hepaticas in vitro
(Castelino et al., 2015). Estes dados sugerem que as alteragoes nos niveis da IGF induzidas por
aflatoxinas podem comprometer o crescimento infantil.

Para além deste possivel mecanismo, existem evidéncias de que as aflatoxinas interferem com
absorcao de micronutrientes como as vitaminas A, D e E, assim como o ferro, selénio e zinco
(Benkerroum, 2020b; Williams et al., 2004). Tang e col. (2009) verificaram uma correlagao
negativa entre os niveis séricos de aductos AFBI-albumina e a concentragao das vitaminas A
e E em adultos no Gana. De acordo com os autores, estes dados estatisticamente significativos,
demonstraram que a exposicao as aflatoxinas foi associada a baixas concentragoes destas
vitaminas em individuos com alto risco de exposi¢ao (Tang et al., 2009). Um estudo realizado
na Guiné, constatou que as criangas (entre os 10 e 46 meses), expostas a niveis elevados de
aflatoxinas, apresentavam maior probabilidade de deficiéncia de zinco e vitamina A (Watson
et al, 2016). No entanto, o mecanismo pelo qual a AFBI altera os niveis de nutrientes
permanece por explicar (Rushing e Selim, 2019). Num estudo in vitro, foi observado que a
exposi¢ao a AFBI afetou a expressao do recetor da vitamina D, o que podera interferir com
o seu metabolismo, sugerindo que este pode ser um potencial mecanismo do efeito desta
toxina na desnutrigao (Costanzo et al., 2015). De acordo com a literatura, a AFBI tem sido
associada a toxicidade intestinal dada a sua capacidade de danificar as células epiteliais,
resultante da inibigao da sintese proteica ou da citotoxicidade (Rushing e Selim, 2019). O facto
dos enterdcitos possuirem a enzima CYP3A4, leva a que possam ativar a AFBI, apds a
exposi¢ao alimentar a estas toxinas, levando a toxicidade nestas células (Turner et al., 2007).
Num estudo in vitro, Zhang e col. (2015) investigaram os efeitos citotoxicos da AFB| e AFM|
sobre células Caco-2, uma linha celular derivada do epitélio intestinal humano, que representa
o primeiro local de contacto destas micotoxinas no organismo apos a sua absorgao por via
oral. Os dados mostraram que a AFB| e a AFM| inibiram significativamente o crescimento das
células indiferenciadas e diferenciadas, e causaram danos genéticos (dependentes do tempo e

da dose), sendo que a AFBI foi considerada mais téxica do que a AFM|. Este estudo forneceu
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a primeira evidéncia de danos na molécula de DNA, induzidos por estas aflatoxinas, nas células
Caco-2 antes e ap6s a diferenciagao (Zhang et al., 2015). Os danos sobre a estrutura das
células intestinais podem afetar a eficacia da absorc¢ao de nutrientes (Rushing e Selim, 2019).
As vitaminas e os minerais sao indispensaveis para o normal funcionamento do organismo e
tém fungoes diversas e especificas, entre as quais o reforco do sistema imunitario,
propriedades antioxidantes, processos metabdlicos, fungoes celulares e formagao de tecidos.
O défice nutricional podera comprometer estas fungoes e desencadear consequéncias graves
para a saude (Benkerroum, 2020b; Costanzo et al., 2015; Tang et al., 2009).

Por outro lado, a exposigao cronica as aflatoxinas tem sido associada a doencgas de desnutrigao
proteico-energética, como o kwashiorkor e marasmo em paises de Africa. Diferentes estudos
tém demonstrado niveis mais elevados de aflatoxinas no sangue e na urina de criangas com
kwashiorkor comparativamente com criangas saudaveis (Benkerroum, 2020b; Mupunga,
Mnggawa e Katerere, 2017; Rushing e Selim, 2019). Num estudo realizado nos Camaroes, foi
detetada elevada prevaléncia de AFBI na urina de criangas com kwashiorkor e kwashiorkor-
marasmatico (Tchana, Moundipa e Tchouanguep, 2010). McMillan e col. (2018) averiguaram as
concentracoes de aductos AFBI-lisina em criancas entre os 6 e 48 meses severamente
desnutridas na Nigéria, e concluiram que estas concentragoes foram significativamente
superiores em criangas com kwashiorkor em comparagcao com o grupo de controlo. De
acordo com estes autores, a correlagao significativa encontrada entre os niveis de AFBI-lisina
e os valores padrao de estatura para a idade reforga a evidéncia epidemiologica para o efeito
das aflatoxinas no défice de crescimento (McMillan et al, 2018). A semelhanca dos fatores
anteriores, o papel das aflatoxinas na etiologia da desnutrigao proteico-energética permanece
desconhecido. Contudo, de acordo com a literatura consultada, os efeitos causados pela
toxicidade intestinal e hepatica sao provaveis mecanismos que levam a desnutricao e a
supressao do crescimento infantil, frequentemente observados apods a exposigao as aflatoxinas

(Figura 5) (Benkerroum, 2020b; Mupunga, Mngqawa e Katerere, 2017; Rushing e Selim, 2019).

2.5.3. Toxicidade da AFMI

A toxicidade aguda e cronica induzida pela exposicao a AFMI ocorre sobretudo apos a
ingestao de leite, incluindo o leite materno, e produtos derivados contaminados (Giovati et al.,
2015). Este metabolito tem vindo a ser associado a efeitos hepatotoxicos, carcinogénicos e
imunossupressores, no entanto com um potencial inferior comparativamente a AFBI (Giovati
etal, 2015; Marchese et al., 2018). Ainda que o figado seja o principal 6rgao alvo das aflatoxinas,
as evidéncias indicam que também podem ser afetados outros 6rgios. Por exemplo, foi

verificada a citotoxicidade direta da AFBI e AFMI em enterdcitos intestinais humanos (Caco-
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2) in vitro, sugerindo que a exposicao as aflatoxinas pode representar um risco de lesées no

intestino (Zhang et al., 2015).

o P :
Lesdes no Epitélio Hepatotoxicidade
T Inflamacdo | Recetor da hormona de crescimento
| Absorgéo de nutrientes | Sinalizacdo da IGF
| Recetor da vitamina D l

| Desenvolvimento ésseo e do tecido

N g

Desnutricao
Supressdo do crescimento

Figura 5 — Mecanismos propostos da AFBI para induzir a desnutri¢do e o défice de crescimento (adaptado de

Rushing e Selim, 2019).

A semelhanca da AFBI, a AFMI pode ser ativada no respetivo epdxido e induzir mutagdes no
DNA, no entanto a AFMI apresenta um substrato mais limitado para a epoxidagao (Giovati et
al, 2015; Marchese et al, 2018). Consequentemente, o potencial genotoxico da AFMI| é
inferior ao da AFBI, apresentando apenas |10% de mutagenicidade em relagao ao seu precursor
(Marchese et al,, 2018). Além disso, embora tenha sido demonstrado que a AFBI requer
ativagao pelo CYP para manifestar os seus efeitos toxicos, este processo nao parece ser
necessario para a citotoxicidade induzida pela AFMI (Giovati et al,, 2015; Marchese et dl.,
2018).

Pelo que antecede, a presenga de AFMI no leite e produtos derivados representa grande
motivo de preocupagao para a saude publica, particularmente para os lactentes e criangas,
dado que, para além do elevado consumo destes alimentos, estes grupos etarios sao mais
vulneraveis aos seus efeitos adversos. Adicionalmente, a exposicao a AFMI pode
comprometer o desenvolvimento da sua resposta imunoldgica, tornando-os mais suscetiveis

a outras doengas (Marchese et al., 2018; Zhang et al., 2015).

30



Determinagdo de AFM | no leite materno — Avaliagdo da exposicdo de lactentes em Angola

2.6. Ocorréncia nos Alimentos

Apesar da introdugao de boas praticas agricolas e de produgao na cadeia alimentar, a
ocorréncia de micotoxinas persiste como um problema global. Sao observadas perdas
economicas significativas associadas ao impacto destas toxinas na saide humana, no bem-estar
animal e na sua produtividade, assim como no comércio nacional e internacional (Eskola et al.,
2019). Nos ultimos anos, tém sido publicados diversos estudos relativos a ocorréncia de
aflatoxinas nos alimentos. Embora estas sejam prevalentes em areas com clima tropical e
subtropical, a globalizacao de produtos alimentares tem vindo a crescer, difundindo a sua
ocorréncia a escala global (Benkerroum, 2020a; Eskola et al, 2019). As aflatoxinas sao
detetadas principalmente em cereais (milho, cevada, arroz e trigo) e em frutos oleaginosos
(nozes, amendoins, améndoas, cajus e pistachios), podendo também ocorrer em especiarias,
frutas desidratadas, sementes de algodao e produtos de origem animal como o leite, ovos e
carne (Agriopoulou, Stamatelopoulou e Varzakas, 2020).

Os cereais sao a base da alimentagao humana, sendo produzidas mais de 2 600 milhoes de
toneladas por ano em todo o mundo para suprir as necessidades (Eskola et al., 2019; Rushing
e Selim, 2019). Dada a sua elevada importancia, tém sido produzidos artigos e relatorios com
o objetivo de estimar a prevaléncia global de micotoxinas, incluindo as aflatoxinas, em culturas
agricolas (Eskola et al., 2019). Na revisao de Lee e Ryu (2017), foi analisada a ocorréncia de
aflatoxinas nos cereais (cevada, milho, trigo, arroz, entre outros) na Africa, América, Asia e
Europa entre 2006 e 2016. Com base nos dados relatados, a incidéncia global de aflatoxinas
nos cereais nao processados foi de 55%, sendo que o nivel maximo detetado foi de 1642pg/kg
em Africa. Esta incidéncia variou entre 15% na América e 63% na Asia. Segundo os autores, os
dados publicados mostram que as aflatoxinas continuam a ser uma preocupagao significativa
em grande parte do mundo, ainda que o nivel de contaminagao possa variar dependendo da
regiao e das condigoes climaticas (Lee e Ryu, 2017). Entre os diferentes cereais, destaca-se o
milho, uma das principais fontes de exposicao as aflatoxinas (Neme e Mohammed, 2017). A
cultura de milho é particularmente suscetivel ao stress hidrico, o que reduz os mecanismos de
defesa da planta. Dado que os solos tropicais onde o milho é cultivado sao frequentemente
contaminados com A. flavus, um dos grandes produtores de aflatoxinas, as infe¢oes por estes
fungos sao comuns nestes alimentos (Mahuku et al, 2019; Taniwaki, Pitt e Magan, 2018).
Particularmente no armazenamento das culturas, os fungos sao a principal causa de
deterioragao do milho, podendo levar a perda de qualidade nutricional e organolética,
reduzindo assim o seu valor para uso final em alimentos e ragdes. Em Africa, varios paises
detetaram niveis elevados de contaminagao no milho, com a agravante de que estes niveis

estao frequentemente acima dos limites maximos, nacionais e/ou internacionais, permitidos
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representando um risco para a saude dos consumidores (Neme e Mohammed, 2017). Para
além do clima favoravel nestes paises, a maioria das suas comunidades depende da agricultura
de subsisténcia, com sistemas tradicionais (Benkerroum, 2019). Consequentemente, estas
populagoes seguem uma alimentagao pouco variada, baseada sobretudo no milho, que é
considerado o principal alimento base em grande parte dos paises de Africa, o que aumenta o
risco de exposicao cronica as aflatoxinas (Liverpool-Tasie et al., 2019; Mupunga, Mnggawa e
Katerere, 2017). Por exemplo, num estudo no Quénia, foram analisadas 789 amostras de
milho de pequenos agricultores, das quais 507 (64,3%) estavam contaminadas com aflatoxinas,
com niveis entre 0,01 e 9091,8pg/kg (Mahuku et al., 2019). Estes resultados foram ao encontro
do estudo de Liverpool-Tasie e col. (2019) realizado na Nigéria, um dos principais produtores
de milho no continente africano. Neste estudo, verificaram que 52% das amostras (76 em 147)
de milho e produtos derivados para consumo humano e animal, estavam contaminadas com
aflatoxinas, apresentando niveis acima do limite maximo tolerado no pais (4pg/kg) (Liverpool-
Tasie et al,, 2019).

Outro alimento que constitui particular preocupagao é o amendoim. Dado o seu elevado valor
nutricional, o amendoim é também um alimento importante a nivel mundial, sobretudo em
paises menos desenvolvidos, onde constitui uma boa fonte de proteina e micronutrientes
(Monyo et al., 2012; Mupunga, Mngqawa e Katerere, 2017). No entanto, a semelhanga do
milho, a cultura do amendoim é bastante suscetivel a infecao por fungos produtores de
aflatoxinas, o que constitui um desafio visto que o amendoim é maioritariamente produzido
em paises tropicais e subtropicais (Mupunga, Mngqawa e Katerere, 2017; Taniwaki, Pitt e
Magan, 2018). Por constituir motivo de preocupagao para a saude, a contaminagao deste
alimento com aflatoxinas afeta ainda a sua exportagao, principalmente para a Uniao Europeia
(UE) (Monyo et al, 2012). Tendo em conta o seu elevado consumo e a ocorréncia de
aflatoxinas, diversos estudos foram realizados nos Ultimos anos e apontam para uma
prevaléncia significativa de contaminagio do amendoim em varios paises, incluindo na Africa
(Mupunga, Mnggawa e Katerere, 2017). No estudo de Monyo e col. (2012) foram recolhidas
1397 amostras de amendoim (incluindo manteiga de amendoim) provenientes de propriedades
agricolas, mercados locais e supermercados em Malawi. No total, 46% das amostras em 2008
e 23% das amostras em 2009 apresentavam niveis de AFBI superiores a 4ug/kg, tendo sido
detetadas concentragoes maximas de 2197ug/kg e 3240pug/kg, respetivamente. Este estudo
revelou ainda que, tanto os agricultores menos experientes como os agricultores mais velhos
tinham maior probabilidade de produzir amendoim contaminado com aflatoxinas (Monyo et

al, 2012).
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Embora o milho e o amendoim sejam as principais fontes de exposigao, as aflatoxinas podem

ocorrer noutros alimentos (Benkerroum, 2020a; Neme e Mohammed, 2017). A Tabela 3

sumariza alguns dados publicados relativos a contaminagao de diferentes matrizes alimentares.

Tabela 3 - Ocorréncia de aflatoxinas nos produtos alimentares de diferentes paises.

Intervalo de

Alimento Pais N;n-l;:zise N;Dsﬁs;s'(c;z;s contaminagao Referéncia
P (uglkg | ug/L)
, .~ o Ismail et al.
Cha preto Paquistao 120 94 (78,3%) 0,1l —-16,17 (2020)
Leite devaca  China 734 590 (80,4%)  0,005—0,104  “uengetal
(2020)
Especiarias e - I
ervas Libano 138 21 (15,2%) 22-11183 T{;‘I;"
aromaticas
. o Pires et al.
Cacau Brasil 123 20 (16,3%) 0,35-30 (2019)
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A semelhanca da alimentagio humana, os cereais sio ingredientes importantes nas racées para
animais, constituindo uma parte significativa da sua alimentacao diaria (Pinotti et al., 2016).
Contudo, as micotoxinas, incluindo as aflatoxinas, contaminam frequentemente estes
alimentos. Gruber-Dorninger e col. (2019) realizaram um estudo a escala global, onde
analisaram 74 821 amostras de ragoes e matérias-primas (como milho, trigo e soja) em 100
paises entre 2008 e 2017. A AFBI foi prevalente, e detetada com concentragoes elevadas, em
amostras provenientes da Africa Subsariana (76,0%), Sudeste Asiatico (82,2%) e Sul da Asia
(57,4%) (Gruber-Dorninger, Jenkins e Schatzmayr, 2019). Consequentemente, apos a ingestao
de aflatoxinas, estas podem ser transferidas para os produtos animais, incluindo o leite. Num
estudo na China, Xiong e col. (2018) pretenderam analisar a ocorréncia de AFBI em ragoes
de vacas leiteiras e determinar as concentra¢coes de AFMI no leite. Este estudo revelou que,
das 174 amostras de ragao, 35,1% encontravam-se contaminadas com AFBI, sendo que as
racoes de amendoim e as de milho apresentavam concentragoes superiores em relagao as
restantes matérias-primas analisadas. Adicionalmente, os autores constataram que, de um total
de 242 amostras de leite, 178 (73,6%) foram positivas para a presenga de AFM|I, entre as quais
58 amostras eram de leite ultrapasteurizado (UHT) e 120 amostras de leite pasteurizado

(Xiong et al.,, 2018).

2.7. Legislacao

Tendo em conta a toxicidade das aflatoxinas, e a sua ocorréncia em diversas matrizes
alimentares, varios paises implementaram legislacio que permite limitar a exposicao humana
a estes contaminantes (Cherkani-Hassani, Mojemmi e Mouane, 2016). Atualmente, cerca de
100 paises estipulam limites maximos permitidos para a presenca de aflatoxinas nos géneros
alimenticios, no entanto os requisitos regulamentares variam entre os diversos paises,
dependendo do seu desenvolvimento e condigao econdmica (Alshannaq e Yu, 2017; Ismail et
al., 2016). Geralmente, os paises desenvolvidos possuem legislagao mais rigorosa de modo a
assegurar um elevado nivel de protegao da saide dos consumidores, enquanto que os paises
em desenvolvimento adotam limites maximos mais permissivos, visando um equilibrio na
seguranga alimentar do ponto de vista sanitario (food safety) e a seguranga do
abastecimento/disponibilidade de alimentos (food security). Por outro lado, ainda existem paises
que nao promulgaram legislacado para a presenga de aflatoxinas nos alimentos devido aos
elevados custos associados e a falta de capacidade para monitorizagao e controlo. Isto leva a
disparidade entre as legislagoes, dificultando a harmonizacao destes valores a nivel mundial. A
imposicao de limites mais rigorosos aos paises produtores afeta gravemente nao s6 a

possibilidade de exportagio como ainda a saiude publica. Por representar uma parte
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significativa da sua economia, estes paises tendem a exportar os produtos de melhor qualidade
e manter os de menor qualidade para o consumo local, geralmente com elevadas
concentragoes de aflatoxinas, o que aumenta a exposicao destas populagoes tendencialmente
mais vulneraveis (Benkerroum, 2019).

A nivel mundial, a JECFA é o organismo responsavel pela avaliagao de riscos associados a
contaminagao dos alimentos com micotoxinas (incluindo as aflatoxinas). Na UE, a entidade
responsavel é a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA — European Food
Safety Authority), que a posteriori emite pareceres cientificos a Comissao Europeia (Pereira,
Fernandes e Cunha, 2012). Sao varias as autoridades competentes, nacionais e internacionais,
que estabelecem limites regulamentares relativos aos niveis de aflatoxinas nos alimentos, entre
as quais a Comissao do Codex Alimentarius, a Comissao Europeia e a Administracao de
Alimentos e Medicamentos dos EUA (FDA — Food and Drug Administration) (Agriopoulou,
Stamatelopoulou e Varzakas, 2020). A maioria dos paises em desenvolvimento implementa os
limites legais instituidos pela Comissao do Codex Alimentarius ou pela Comissao Europeia
(Ismail et al., 2016). Tendo em vista a garantia do acesso a alimentos seguros, estao legalmente
fixados teores maximos permitidos para a AFB| e/ou para o total de aflatoxinas (somatorio
da AFBI, AFB2, AFGI e AFG2), dependendo do pais, em diversos géneros alimenticios. Alguns
paises estabelecem ainda teores maximos para a AFMI| no leite, assim como em alimentos
destinados a lactentes e criangas jovens (Benkerroum, 2019) (Tabela 4).

Os teores maximos permitidos variam consoante o tipo de aflatoxinas e o produto alimentar,
sendo que a UE estabelece os padroes mais rigorosos (Ismail et al., 2016). No que se refere a
AFMI em alimentos destinados a lactentes e criangas jovens, sao estipulados teores mais
reduzidos, dado que constituem um grupo vulneravel a estes contaminantes (Regulamento
1881/2006). Também os produtos destinados a alimentagao animal possuem limites maximos
estabelecidos para a AFBI, variando entre 5pg/kg de alimento pela Comissao Europeia
(Diretiva 2002/32/CE) e 20ug/kg de alimento pela FDA (2018), destinados a animais leiteiros.
Compreensivelmente, nao existe legislagao especifica para a presenca de aflatoxinas (AFMI)
no leite materno (Cherkani-Hassani, Mojemmi e Mouane, 2016).

Considerando que as aflatoxinas sao substancias cancerigenas genotdxicas, a determinagao
dos limites regulamentares segue o principio ALARA (As Low As Reasonably Achievable), ou seja,
os niveis devem ser tao baixos quanto possivel dado que nao existe um nivel considerado
seguro para consumo (Ismail et al, 2020). Uma vez que é dificil a total eliminagao das
aflatoxinas da cadeia alimentar, esta abordagem permite minimizar a exposicao a estes

contaminantes (Giovati et al., 2015).
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Tabela 4 - Limites maximos (LM; pg/kg) permitidos para a presenca de aflatoxinas em diferentes produtos alimentares e segundo diferentes organismos (Codex

Alimentarius, 2019; FDA, 2018; Regulamento (CE) N.° 1881/2006; Regulamento (UE) N.° 165/2010; e Regulamento (UE) N.° 1058/2012).

Comissao Comissao do
E eia FDA Codex Alimentarius
Género Alimenticio Aflatoxina qropel X Amentart
LM LM LM
Todos os alimentos, a excecao do leite Total - 20,0 -
Améndoas, castanha do Brasil, aveld e pistacios* Total - - 10,0
AFBI 2,0
Amendoins, frutos de casca rija e frutos secos™ - -
Total 4,0
AFBI 5,0
Avela tanhas do Brasil* - -
velas e castanhas do Brasi Total 10,0
AFBI 8,0
. ’ . * ’ — —_—
Pistacios Total 10,0
Todos os cereais e produtos derivados de cereais AFBI 20 — —
Total 4,0
Figos secos AFBI 6,0 - N
& Total 10,0 10,0
Cert cies d . AFBI 5,0
ertas espécies de especiarias - —
P P Total 10,0
Leite AFMI 0,05 0,5 0,5
Alimentos transformados a base de cereais e alimentos para bebés destinados a AFBI 0.10 _ :
lactentes e criangas jovens ’
Formula‘s para lactentes e formulas de transi¢ao, incluindo leite para bebés e leite AEM| 0,025 B 3
de transicao
. o , I - . AFBI 0,10
Alimentos dietéticos para fins medicinais especificos (destinados a lactentes) - -
AFMI 0,025

* Incluem produtos derivados da sua transformagio, destinados ao consumo humano direto ou como ingrediente de géneros alimenticios.
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Com o intuito de assegurar o cumprimento dos requisitos legislativos em vigor, a UE realiza
uma monitorizacao dos produtos importados, nos postos fronteirigos, para a ocorréncia de
certos contaminantes, nomeadamente as aflatoxinas. Os resultados desta monitorizagao
podem ser consultados no site do Sistema de Alerta Rapido para os Géneros Alimenticios e
Alimentos para Animais (RASFF — Rapid Alert System for Food and Feed), uma ferramenta que
permite o intercambio de informacgoes relativas a perigos para a saude associados aos produtos
alimentares e alimentos para animais (Regulamento 178/2002). No Regulamento (CE) n.°
1881/2006, é definido que “os produtos que contenham contaminantes que excedam os teores
maximos ndo devem ser colocados no mercado como tal, nem apds mistura com outros géneros
alimenticios, nem utilizados como ingredientes noutros alimentos”. De acordo com o relatério anual
do RASFF, em 2019 foram registadas 534 notificagoes para as micotoxinas, correspondendo
a categoria de “perigo alimentar” com o maior niumero de notificagoes, a semelhanca de anos
anteriores. As aflatoxinas sao as micotoxinas mais relatadas nos alimentos, particularmente

em frutos secos, provenientes de paises como a Argentina, Turquia e EUA (RASFF 2020).

3. Avaliacao da Exposicio Humana

A principal via de exposicao as aflatoxinas, quer para o ser humano quer para os animais, é
através da ingestao de alimentos contaminados. Sao preconizadas duas formas para avaliar esta
exposigao: (i) avaliagdo da exposigao alimentar (abordagem indireta) — através de dados
estatisticos do consumo alimentar da populagao e da concentragao dos contaminantes nos
alimentos; (ii) biomonitorizagao humana (abordagem direta) — determinagao dos niveis de
aflatoxinas em fluidos biologicos como o sangue, urina ou leite materno (Al-Jaal et al., 2019;
Vidal et al,, 2018). A primeira abordagem apresenta algumas limitagoes, nomeadamente viés
de memoria em relagao ao consumo alimentar, ou o facto de as aflatoxinas terem uma
distribuicao heterogénea nos alimentos, o que pode subestimar ou sobrestimar a exposi¢ao
(Al-Jaal et al, 2019; Heyndrickx et al., 2015). Deste modo, a biomonitorizagao humana tem
vindo a ser adotada como a abordagem preferencial uma vez que, através da quantificagao das
substancias quimicas ou dos seus metabolitos (isto é, de biomarcadores de exposi¢gao) numa
amostra bioldgica, é possivel obter uma forte correlagao com a ingestao destas toxinas (Ali et
al, 2017; Vidal et al., 2018). Nesta abordagem, a variagao individual da absorgao, distribuigao,
metabolizacdo e excrecao é integrada ao analisar os niveis dos biomarcadores, o que
proporciona uma avaliagdo mais precisa da exposi¢ao de cada individuo (Heyndrickx et al,

2015). Adicionalmente, permite incluir a ingestao de aflatoxinas provenientes de todas as
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fontes alimentares que se encontravam contaminadas, assim como incluir todas as vias de

exposicao (Ali et al., 2017).

3.1. Biomonitorizacao Humana

Varios metabolitos da AFBI, incluindo a AFQI, AFMI, AFPl e AFBI-N7-Gua, podem ser
encontrados na urina, sangue, fezes e/ou no leite apds a ingestao de alimentos contaminados
com aflatoxinas, sendo, por isso, usados como biomarcadores de exposicao (Vidal et al., 2018).
O tipo de matriz biologica e os recursos analiticos disponiveis determinam a escolha do
biomarcador para analisar os niveis de exposicao. A colheita de amostras de sangue € invasiva
e requer a intervengao de profissionais qualificados, enquanto a recolha de outros fluidos
biologicos, como a urina e leite materno, é mais facil e muitas vezes apresenta maior
aceitabilidade por parte dos participantes (Ali et al, 2017). E também importante ter em
consideragao as caracteristicas de cada biomarcador, nomeadamente o tempo de semi-vida,
ja que a estimativa destes indicadores pode refletir uma exposi¢ao de curto ou de longo prazo
(Al-Jaal et al., 2019; Williams et al., 2004). Por exemplo, o aducto aflatoxina-albumina no soro
sanguineo € considerado o biomarcador mais confiavel para avaliar a exposicao
correspondente a um periodo mais alargado, devido ao seu tempo de semi-vida (em média,
20 dias), e o facto de persistir no soro durante cerca de 3 meses (Benkerroum, 2019). Por
sua vez, o aducto AFBI-N7-Gua na urina tem sido frequentemente usado como biomarcador
para determinar a exposicao recente as aflatoxinas (entre 24 e 48 horas) (Benkerroum, 2019;
Vidal et al,, 2018). A AFMI, detetada no leite materno e na urina, é igualmente considerada
um biomarcador de curto prazo, permitindo apenas obter dados em relagao a uma exposigao
recente as aflatoxinas (Al-Jaal et al., 2019; Giovati et al., 2015).

Nos ultimos anos, tém sido realizados varios estudos em todo o mundo com o intuito de
avaliar a exposigao humana as micotoxinas, incluindo as aflatoxinas. Particularmente nos paises
em desenvolvimento, tem sido frequentemente detetada concentragoes de aflatoxinas nas
diferentes matrizes bioldgicas, sendo a urina a mais amplamente usada (Al-Jaal et al., 2019; Al
et al., 2017). Nestes paises, a maioria das comunidades depende da agricultura de subsisténcia,
com recurso a métodos tradicionais, sem intervengao para o controlo da contaminagao por
aflatoxinas. Consequentemente, estas populagoes sao continuamente expostas a estes
contaminantes através da sua alimentagao. Visto que nestes paises os dados relativos ao nivel
de contaminagao dos alimentos por aflatoxinas sao escassos, a biomonitorizagao humana
consiste na melhor abordagem para obter informagoes alusivas a exposicao humana, que sera
importante na fundamentagao da necessidade de intervengao por parte das autoridades

competentes (Ali et al., 2017; Benkerroum, 2019). Num trabalho recente de revisao, Al-Jaal e
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col. (2019) concluiram que os resultados mais significativos foram reportados em estudos com
criangas de Africa, expostas a micotoxinas (aflatoxinas e fumonisinas). Foi verificado que, em
certos paises, mais de 60% destas criangas estao expostas as aflatoxinas (Al-Jaal et al., 2019).
Por exemplo, num estudo na Tanzania, 72% das criangas (com 24 meses de idade)
apresentavam niveis detetaveis de AFBI-lisina no plasma (Chen et al, 2018). Ja na Nigéria,
Ezekiel e col. (2018) analisaram amostras de urina de 84 participantes, incluindo criangas,
adolescentes e adultos, e verificaram que 98,8% das amostras continham niveis detetaveis de
AFMI. Também no trabalho de revisao de Al-Jaal e col. (2019), os autores concluiram que a
exposicio das populages as aflatoxinas em paises da Asia ocorre igualmente com frequéncia
e que, na maioria dos estudos analisados, a incidéncia de biomarcadores foi superior a 93%,
independentemente do tipo de amostra bioldgica analisada. No Bangladesh, foi observada uma
incidéncia mais baixa, tendo sido detetados niveis de AFMI| na urina em 40% das amostras
recolhidas no periodo do verao e em 42% das amostras no inverno. Ainda assim, reconhecidos
os efeitos destes contaminantes, estes resultados constituem motivo de preocupagao para a
populacao (Ali et al., 2017). Em contraste, normalmente os resultados de estudos realizados
na Europa revelam uma menor prevaléncia de aflatoxinas em amostras bioldgicas e niveis de
biomarcadores mais baixos, comparativamente a outras regioes (Al-Jaal et al., 2019; Ali et dl.,
2017). Na Bélgica, foi desenvolvido um estudo (BIOMYCO) com o objetivo de avaliar a
exposicao de criangas (n=155) e adultos (n=239) a mdltiplas micotoxinas, através da
determinagao de biomarcadores na urina. Apenas 9 dos 33 biomarcadores foram detetados

nas amostras analisadas, sendo que nao verificaram a presenca de aflatoxinas (AFBI, AFB2,

AFGI, AFG2 e AFMI) (Heyndrickx et al., 2015).

3.2. Métodos Analiticos

Desde a descoberta das micotoxinas, varios métodos analiticos foram desenvolvidos e
validados para estudar estes contaminantes quimicos em alimentos e ragoes (Alshannaq e Yu,
2017). Os avangos tecnologicos nos ultimos anos, com o aumento da precisao e sensibilidade
das ferramentas analiticas disponiveis, tém permitido incrementar os conhecimentos relativos
as aflatoxinas. Contudo, estes mesmos avangos despertaram novos desafios para a
comunidade internacional, associados sobretudo as enormes lacunas socioeconomicas,
tecnologicas e legislativas verificadas entre os paises desenvolvidos e os paises em
desenvolvimento. Fundamentalmente, estes obstaculos devem ser superados com vista a
alcangar o objetivo maior de reduzir ao maximo a incidéncia de aflatoxinas nos alimentos e

ragoes, e os consequentes riscos para a saude (Benkerroum, 2019).
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Cada método analitico apresenta vantagens e limitagoes, diferenciando-se quanto a sua
sensibilidade, facilidade de utilizagao e custo (Mahfuz et al.,, 2018). Entre as diversas técnicas
existentes, os métodos cromatograficos e imunologicos sao os mais confiaveis e amplamente
usados para a detecdao e quantificagao de aflatoxinas em estudos cientificos, ou mesmo em
laboratérios para controlo oficial (Benkerroum, 2019). Para além destes, novos métodos estao
a ser desenvolvidos para tornar esta dete¢ao e quantificacdo cada vez mais eficiente, tanto
para uso no campo como em laboratério, contudo aguardam melhorias no que diz respeito a
sua precisao e sensibilidade para serem oficialmente validados (Benkerroum, 2019; Mahfuz et
al, 2018). Embora até ao momento tenha sido alcangado grande progresso nesta area, os
investigadores enfrentam ainda alguns desafios, nomeadamente a dificuldade na detegao de
baixos niveis de contaminagao e a complexidade das matrizes alimentares (Alshannaq e Yu,
2017).

Os procedimentos analiticos para a determinagao de micotoxinas em amostras alimentares
geralmente contemplam as seguintes etapas: amostragem, preparagao da amostra (que pode
incluir a extragao e purificagao) e, finalmente, a detecao e quantificagao (Alshannaq e Yu, 2017;
Mahfuz et al., 2018). A excecio das amostras de alimentos liquidos como o leite, a distribuicio
das aflatoxinas € muito heterogénea (Alshannaq e Yu, 2017), principalmente em produtos
alimentares com particulas grandes, como é o caso dos figos secos ou dos amendoins
(Regulamento 401/2006). Por esta razao, é importante implementar um plano de amostragem
eficaz, com o intuito de garantir que a amostra testada é representativa e, assim, assegurar a
veracidade dos resultados (Alshannaq e Yu, 2017). Na UE, o Regulamento (CE) n° 401/2006
estabelece os métodos de amostragem e de analise para o controlo oficial dos teores de
micotoxinas nos géneros alimenticios.

Os métodos analiticos de referéncia para a detecao de aflatoxinas em diversos tipos de
amostras sao as técnicas cromatograficas, incluindo a cromatografia liquida (LC - liquid
chromatography), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — high-performance liquid
chromatography) e a cromatografia em camada fina (TLC — thin-layer chromatography). Embora
estes métodos garantam elevada sensibilidade, sao dispendiosos, exigem técnicos
especializados, equipamentos sofisticados e a sua implementagao é demorada. Para fazer face
as dificuldades de implementagao destes métodos, torna-se necessario a adotagao de métodos
mais simples e rapidos para a identificagao de amostras positivas. Uma variedade de métodos
imunoldgicos, como o ensaio imunoenzimatico (ELISA — Enzyme-linked Immunosorbent Assay),
sao usados como métodos de triagem rapida (Mahfuz et al, 2018). Ressalva-se, no entanto,
que estes métodos geralmente necessitam de confirmagao dos resultados por um método

cromatografico (Alshannaq e Yu, 2017; Mahfuz et al., 2018).
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Os ensaios ELISA sao métodos sensiveis, especificos e relativamente faceis de aplicar para a
detecao de aflatoxinas (Alshannaq e Yu, 2017; Mahfuz et al., 2018). O principio deste método
é baseado na interagao entre o antigénio e o anticorpo, isto €, a micotoxina proveniente da
amostra e a micotoxina marcada com enzima competem pela ligagao a locais especificos em
anticorpos. A quantidade de conjugado micotoxina-enzima ligado ao anticorpo determinara a
intensidade da cor produzida, ou seja, quanto maior a concentragao de aflatoxinas, menor sera
a intensidade da cor (Alshannaq e Yu, 2017; Vaz et al., 2020). Existem dois tipos de métodos
ELISA competitivo: competitivo direto e competitivo indireto. No método competitivo direto,
os pogos da placa de microtitulagao sao revestidos por um anticorpo especifico para o analito
em analise; ja no método competitivo indireto, os pogos da placa sao revestidos com um
conjugado analito-proteina. Entre estes, o ELISA competitivo direto é o método mais usado
para a anadlise de aflatoxinas (Vaz et al, 2020). Apesar das suas vantagens, o ELISA apresenta
algumas limitagbes como, a possibilidade de apresentar resultados falsos-positivos devido a
sua sensibilidade para com os compostos interferentes da matriz, e a especificidade deste
método (Alshannaq e Yu, 2017; Mahfuz et al., 2018). Ainda assim, esta técnica é amplamente
usada para a determinagao de aflatoxinas, incluindo a AFM| em produtos lacteos, e esta
atualmente validada para uma variedade de matrizes alimentares, havendo varios Kkits
comerciais disponiveis para a sua aplicagcao (Alshannaq e Yu, 2017; Vaz et al., 2020).

Outro exemplo de método de triagem rapida sao os ensaios imunocromatograficos de fluxo
lateral. Este método tem como fundamento o uso de tiras de teste, baseado em imunoensaios
competitivos (Alshannaq e Yu, 2017). Os resultados sao obtidos num prazo de |5 minutos e
destaca-se o facto de poderem ser aplicados quer no laboratoério quer no campo. Algumas das
suas vantagens incluem: baixo custo, sao portateis, simplicidade do procedimento e nao
requerem técnicos qualificados nem equipamentos dispendiosos (Zhang et al.,, 2013). Estes
testes estao comercialmente disponiveis para detegao de diversas micotoxinas, incluindo as
aflatoxinas (Alshannaq e Yu, 2017). Sao continuos os trabalhos de pesquisa dedicados ao
desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais rapidos e precisos, acessiveis
economicamente, e que possam analisar um grande numero de amostras. Atendendo a
necessidade de métodos para a monitorizagao de produtos alimentares no local, Zhang et al.
(2013) desenvolveram um ensaio imunocromatografico semiquantitativo sem detetor para a
monitorizagao das aflatoxinas, a fim de melhorar a precisao de triagem do método tradicional.
Para além da obtencao de resultados qualitativos (presengca ou auséncia), foi possivel
determinar o nivel de contaminagao, sendo que o limite de detegao visual foi de 0,06ng/ml

para a AFBI. A concordancia dos resultados deste trabalho com os obtidos pelo HPLC na
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detecao de AFBI em amendoins e ragoes revelou que este ensaio pode ser proposto como
um método alternativo de triagem rapida (Zhang et al., 201 3).

Dada a condicionante econdémica, os paises em desenvolvimento, onde existe elevada
incidéncia de exposicao as aflatoxinas, tém acesso limitado a grande parte dos métodos
analiticos (Benkerroum, 2019; Mahfuz et al., 2018). Tendo em conta as fundadas preocupagoes
quanto a estes contaminantes, que devido ao comércio internacional se tornam um problema
global, é premente a disponibilidade de métodos simples, de baixo custo, e ainda assim
confiaveis. Deste modo, os métodos de triagem rapida, em particular os que utilizem
dispositivos portaveis, como o exemplo anterior dos ensaios imunocromatograficos de fluxo
lateral, sio uma solugao viavel para estes paises. Pretende-se que, com este tipo de métodos
mais acessiveis, pequenos agricultores, bem como as pequenas e médias empresas, possam
monitorizar os niveis de contamina¢ao dos produtos alimentares nestes paises, e aplicar agoes

corretivas sempre que necessario (Benkerroum, 2019).
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4. Justificacdao e contextualizacao do estudo

O leite materno é considerado o melhor alimento para os recém-nascidos, dado que a sua
composi¢ao € inteiramente ajustada as necessidades nutricionais e imunolégicas do bebé.
Reconhecidos os seus iniUmeros beneficios, é recomendado pela OMS o aleitamento materno
em exclusivo durante os primeiros 6 meses de vida. Em paises mais vulneraveis
economicamente, o leite materno é crucial, visto que as possiveis alternativas carecem de
nutrientes essenciais para esta fase de crescimento e desenvolvimento (Warth et al., 2016).
Ainda que seja um alimento importante, o leite materno pode também conter contaminantes
quimicos, como as aflatoxinas, em consequéncia da exposi¢ao alimentar da mae (Cherkani-
Hassani, Mojemmi e Mouane, 2016). Esta contaminagao € motivo de preocupagao visto que
os bebés e criangas constituem um grupo particularmente vulneravel, devido a sua menor
capacidade para metabolizar e excretar toxinas, a sua dieta bastante restrita e por ingerirem
maior quantidade de alimentos por quilograma de peso corporal, em comparagao com um
adulto (Fakhri et al, 2019; Pereira, Fernandes e Cunha, 2012). Atendendo a esta
vulnerabilidade e aos efeitos toxicoldgicos provocados pelas aflatoxinas, os limites estipulados
na legislagao para a alimentagao infantil sao bastante rigorosos e controlados por planos de
vigilancia. No entanto, o leite materno é raramente avaliado (Warth et al,, 2016).

O leite materno € uma matriz biologica complexa. A sua composigao altera-se ao longo do
tempo (por exemplo, entre colostro e leite maduro), assim como na mesma mamada, de
acordo com as necessidades do bebé (Karayagiz Muslu e Ozdemir, 2020; Warth et al., 2016).
Esta variagao, particularmente em relagio ao teor de gordura, pode ter um efeito na
concentragao das aflatoxinas, tendo em conta a sua propriedade lipofilica (Warth et al., 2016).
Ainda assim, considerando todos os fatores e com recurso a métodos analiticos precisos, esta
matriz bioldgica pode permitir averiguar a exposicao da mae e do lactente as aflatoxinas,
através da determinagao do metabolito AFMI (Al-Jaal et al., 2019; Warth et al., 2016).

As estimativas de exposigao alimentar as aflatoxinas variam consideravelmente entre paises
desenvolvidos e paises em desenvolvimento. Geralmente, a exposicio média nos paises
desenvolvidos é inferior a Ing/kg de peso corporal/dia. Em contraste, esta estimativa varia
aproximadamente entre 0,1 e 49ng/kg de peso corporal/dia nos paises em desenvolvimento,
tendo sido reportada exposicao superior a 100ng/kg de peso corporal/dia em alguns paises da
Africa Subsariana (Benkerroum, 2020a; JECFA, 2017). A exposicio as aflatoxinas pode ser
direta, através da ingestao de alimentos contaminados, como cereais e frutos secos; ou
indireta, através de produtos de origem animal, como o leite e ovos, dada a transferéncia

destas micotoxinas de ragoes contaminadas (Cherkani-Hassani, Mojemmi e Mouane, 2016).
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Angola é um pais da Africa Subsariana, situado na costa Atlintica, com uma area de | 246 700
km? (Pacheco, Carvalho e Henriques, 2013). De acordo com o Banco Mundial, é a terceira
maior economia da Africa Subsariana, e classificada como um pais de rendimento médio-baixo
(World Bank, 2020). Quanto ao indice de Desenvolvimento Humano do Programa das Nagdes
Unidas para o Desenvolvimento (2019), que este ano se centrou nas desigualdades e que tem
por base indicadores como o rendimento, educagao e saude, Angola ocupa a posigao 149 no
ranking de 189 paises, considerado um nivel médio. A vasta extensao deste pais integra a zona
de convergéncia intertropical, uma regiao de instabilidade meteorologica intensa, que
desencadeia a estagao chuvosa durante o verao. O clima neste pais é fortemente sazonal, com
veroes quentes e humidos (entre outubro e maio) e invernos amenos e frios (entre junho e
setembro) (Huntley et al., 2019). Geralmente, existe mais de um tipo de clima no mesmo pais,
dependendo da regiao geografica (Benkerroum, 2020a; Kottek et al., 2006). Segundo o sistema
de classificacio de Koppen-Geiger, a regiao norte de Angola possui um clima tropical com
inverno seco (Aw), a regiao do planalto com clima temperado e inverno seco (Cw), e o
sudoeste e planicie costeira com clima desértico quente e semidesértico quente (Bsh, Bwh)
(Huntley et al., 2019; Kottek et al., 2006). A diversidade de condigoes edafoclimaticas verificada
neste pais € responsavel pela variedade de culturas e tipos de exploragao agricola. A producao
agricola em Angola baseia-se sobretudo na mandioca, batata doce, milho, banana, batata, feijao
e amendoim, sendo que a maior parte da area cultivada é da responsabilidade de empresas
agricolas familiares (Pacheco, Carvalho e Henriques, 201 3).

Considerando a escassez de dados relativos a exposicio da populagao as aflatoxinas em
Angola, e sendo este um potencial pais de risco para a contaminagao alimentar, o presente
estudo teve como objetivo determinar a ocorréncia e os niveis de AFM| em amostras de leite
materno provenientes de Belize, em Angola e avaliar a exposigao dos lactentes a esta toxina.
Pretendeu-se ainda avaliar a potencial correlagao entre os niveis de AFMI, os fatores

sociodemograficos e o consumo alimentar das maes.
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5. Material e Métodos

5.1. Amostragem

As amostras de leite materno foram colhidas no Inverno, em dois momentos: o primeiro
decorreu entre agosto e setembro de 2018, e o segundo em agosto de 2019. No total, foram
obtidas 37 amostras de maes lactantes residentes no municipio de Belize, da provincia
Angolana de Cabinda, um enclave no Congo, a norte do resto do territério Angolano. As
amostras foram obtidas no Centro de Saude, e a colheita do leite foi realizada por extragao
manual, com auxilio de uma enfermeira, em sacos estéreis de conservagao. Apos esta colheita,
as amostras foram imediatamente congeladas a -20°C e preservadas a temperatura constante,
protegidas da luz direta, durante todo o transporte. Foram mantidas estas condigoes até a sua
anadlise no Laboratodrio de Biologia Celular e Molecular da Escola Universitaria Vasco da Gama,
em Coimbra.

As participantes incluidas neste estudo cumpriram os seguintes critérios: em aleitamento, sem
registo de doenga sistémica ou mamaria, termo de consentimento informado assinado e
questionario preenchido. Os critérios de exclusao definidos foram: idade inferior a 18 anos e
parto a menos de um més (para evitar a analise de colostro ou leite de transigao).

Os procedimentos deste trabalho foram desenvolvidos de acordo com a Declaragao de
Helsinquia da Associagao Médica Mundial (WMA) (World Medical Association, 2013), a
Declaragao de Taipé da VWMA sobre as consideragoes éticas relativas as bases de dados de
saude e aos biobancos (World Medical Association, 2016), e ainda a Convengao de Oviedo
para a protecao dos direitos do Homem e da dignidade do ser humano face as aplicagoes da
biologia e da medicina (Decreto do Presidente da Republica n.° 1/2001). Este estudo foi
aprovado pelo Conselho Cientifico da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra e
pela Comissio de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA) da Escola Universitaria Vasco da Gama
(parecer n° 2019/001). A obtencao de amostras foi ainda autorizada pela Diregao do Hospital
do Belize, a Reparticio Municipal da Salde do Belize e Secretaria Provincial da Saide em
Cabinda. As participantes ingressaram neste estudo de forma voluntaria, apos assinarem o
termo de consentimento informado, onde foram esclarecidos os objetivos e procedimentos

do mesmo, e garantida a confidencialidade e anonimato dos dados recolhidos (ANEXO | e Il).

5.2. Dados sociodemograficos e consumo alimentar

Para a caracterizacido da amostra, as participantes foram instruidas para preencher um
questionario aquando da recolha do leite materno. No primeiro periodo de recolha (em 2018),
o questionario aplicado pretendeu obter informagoes relativas a idade da participante, nimero
de filhos, formagao escolar e profissao. Foram ainda obtidos dados quanto ao aleitamento
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materno, se exclusivo ou complementado com férmulas comerciais para lactentes, a data do
parto e o peso do bebé a nascenca e no momento da colheita do leite (ANEXO IlI).
Adicionalmente, as participantes preencheram um questiondrio semi-quantitativo da
frequéncia alimentar para determinar o consumo de alimentos na semana anterior a recolha
da amostra de leite (sete dias anteriores) (ANEXO 1V). Os alimentos incluidos neste
questionario foram: leite, iogurte, café, arroz, pao, chocolate, cereais, bolachas, bolos e frutos
secos.

No segundo periodo de colheita de amostras (em 2019), o questionario aplicado foi
semelhante ao anterior, composto por trés partes: (i) caracteristicas individuais,
nomeadamente idade, numero de filhos, data do parto, peso do bebé no momento da recolha
de leite; (ii) dados sociodemogrificos, incluindo escolaridade, profissao e local de residéncia;
e (iii) dados relativos a origem dos alimentos consumidos (produtos locais ou superficies
comerciais) (ANEXO V). Foi igualmente preenchido um questionario semi-quantitativo da
frequéncia alimentar referente o consumo de alimentos na semana anterior a recolha da
amostra de leite (sete dias anteriores) (ANEXO VI). Neste questionario foram incluidos os
seguintes grupos de alimentos: laticinios; cereais e derivados; ovos, carne e pescado; fruto-

horticolas; doces (bolachas e chocolate); e frutos secos.

5.3. Determinacio de AFMI

Para a determinacao de AFMI| nas amostras de leite materno, foi realizada a técnica de ELISA
competitivo atraveés do kit comercial RIDASCREEN® Aflatoxin M| (R1 121, R-Biopharm AG®,
Alemanha), seguindo as instrugoes fornecidas pelo fabricante.

Apos a descongelagao das amostras, estas foram sujeitas a uma centrifugagao (centrifuga Sigma
3K15) durante 10 minutos a 3500g e 10°C. De seguida, a camada superior com gordura foi
totalmente removida com uma pipeta Pasteur e o leite restante foi transferido para um novo
tubo Eppendorf®. Foi necessario repetir este procedimento duas vezes uma vez que as
amostras apresentavam elevado teor de gordura.

De seguida, foram registadas todas as posigoes das solugoes padrao e das amostras na
microplaca, havendo pogos duplicados para cada uma. Adicionaram-se [00pul de anticorpo a
cada poco, agitou-se a placa manualmente, e incubou-se durante |5 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C), no escuro. Apds este periodo de incubaciao, descartou-se o liquido dos
pogos e sacudiu-se a microplaca vigorosamente contra papel absorvente para garantir a
remocao completa do liquido dos pogos. Foram adicionados 250l de tampao de lavagem a
todos os pogos e removeu-se novamente o liquido. Este procedimento de lavagem foi repetido

duas vezes. De seguida, adicionaram-se 100pl das solugoes padrao e amostras preparadas aos
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pogos, em duplicado. Agitou-se a placa manualmente, e incubou-se durante 30 minutos a
temperatura ambiente (20-25°C), no escuro. Repetiu-se o procedimento de lavagem, tal como
descrito anteriormente. De seguida, adicionaram-se 100pul de conjugado enzimatico aos pogos,
agitou-se a placa manualmente, e incubou-se durante |15 minutos a temperatura ambiente (20-
25°C), no escuro. Efetuou-se novamente o procedimento de lavagem, tal como descrito
anteriormente. Adicionaram-se 100ul de substrato/cromogéneo a cada pogo. Agitou-se a placa
manualmente, e incubou-se durante |5 minutos a temperatura ambiente (20-25°C), no escuro.
Por fim, acrescentaram-se 100l de solugao stop a cada pogo, agitou-se a placa manualmente

e mediu-se a absorbancia a 450nm no leitor de microplacas (Optic Ivymen System 2100-C®).

5.4. Quantificacio de AFMI
As absorbancias obtidas foram inseridas num software especifico (RIDASOFT® Win.NET) do
mesmo fabricante e, através da fungao spline cubica, foi calculado o teor de AFMI em cada

amostra. De acordo com o fabricante, o limite de detegao (LOD) correspondeu a 5ng/L.

5.5. Ingestao Diaria Estimada
A ingestao diaria estimada (EDI) de AFMI foi calculada de acordo com a seguinte formula

(Degen et al., 2017), e expressa em ng/kg peso corporal/dia:

EDI = Concentragao de AFM1 X consumo de leite

Peso corporal

Equacao |. Formula de calculo da Ingestao diaria estimada

A concentragao de AFMI corresponde ao teor determinado nas amostras positivas (2 5ng/L),
o consumo de leite corresponde ao volume médio de leite ingerido por dia pelos lactentes
(expresso em ml/kg), e o peso corporal corresponde ao peso médio dos lactentes (expresso
em kg) (Bogalho et al, 2018). A estimativa de consumo diario de leite considerada foi de
I50ml/kg (Yeung et al., 2020). O peso corporal médio foi calculado tendo em conta o peso

dos lactentes no momento da colheita do leite materno, conforme reportado pelas maes.
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Para a avaliagao do risco, foi calculado o quociente de perigo (Hl — Hazard Index) através da

ingestao diaria toleravel (TDI), de acordo com a seguinte formula:

EDI

leﬁ

Equagao 2. Férmula de calculo do indicador de risco
O valor de TDI para a AFM|I considerado foi 0,2ng/kg de peso corporal, proposto por Kuiper-
Goodman (1990), que determinou a dose capaz de induzir o desenvolvimento de tumores em

50% dos animais, e dividiu por um fator de seguranga de 50 000. O HI superior a |,0 indica

risco para os consumidores (Ishikawa et al., 2016).

49



Trabalho Experimental

6. Resultados e Discussao

No total, foram analisadas 37 amostras de leite materno, sendo que as colheitas decorreram

em dois periodos: o primeiro entre agosto e setembro de 2018 (n=18), e o segundo em agosto

de 2019 (n=19). A Tabela 5 apresenta as principais caracteristicas sociodemograficas e

antropométricas das participantes e dos lactentes.

Tabela 5 - Principais caracteristicas sociodemograficas e dados antropométricos da populagao em

estudo (maes lactantes e bebés).

Varidvel Frequéncia (%)  Média + DP Intervalo de
valores
Idade da mae 26,7 + 7,08 anos 18 — 40 anos
I8 — 25 anos 17/37 (45%)
26 — 35 anos 15/37 (39%)
2 36 anos 5/37 (13%)
Sem resposta 1/37 (3%)
Profissao
Estudante 17/37 (46%)
Doméstica 14/37 (38%)
Operadora 1/137 (2%) n.a. n.a.
Professora 3/37 (8%)
Técnica de hotelaria e turismo 1/137 (3%)
Sem resposta 1137 (3%)
Nivel de escolaridade
Ensino primario/basico 19/37 (51%)
Ensino secundario 15/37 (41%) na na
Ensino superior (bacharelato/licenciatura) 1/137 (3%)
Mestrado/Doutoramento 0/37 (0%)
Sem resposta 2/37 (5%)
Numero de filhos 3,0 = 1,9 filhos I — 9 filhos
I 10/37 (27%)
2 5/37 (14%)
3 9/37 (24%)
>4 12/37 (32%)
Sem resposta 1137 (3%)
Idade dos lactentes 6,0 + 3,49 meses | — I8 meses
| — 6 meses 21/37 (57%)
7 — 12 meses 15/37 (340%)
2 |3 meses 1/37 (3%)
Peso dos lactentes () 7,5 £ 1,82kg 3,5-11,4kg

DP: Desvio Padrao; n.a.: ndo aplicavel.

() Corresponde ao peso dos lactentes do momento da recolha das amostras de leite materno

As maes lactantes incluidas neste estudo apresentavam idades compreendidas entre os 18 e

os 40 anos (27+7,08 anos). Entre estas, 27% referiram ser o primeiro filho, enquanto as
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restantes (70%) tinham dois ou mais filhos. Quanto ao nivel de escolaridade, mais de metade
das participantes (51%) tinham o ensino primario/basico, seguindo-se das participantes com
ensino secundario (41%), e apenas uma com curso superior (bacharelato/licenciatura). Uma
grande parte referiu ser estudante (46%), 38% das maes eram domésticas e apenas |13%
mencionaram uma profissao. No que diz respeito aos lactentes, estes apresentavam idades
compreendidas entre | e |8 meses (6,0+3,49 meses) e o peso médio aquando da recolha das
amostras de leite foi de 7,5+ 1,82kg.

Das 37 amostras de leite analisadas, nao foram detetados niveis de AFMI| acima do LOD
(5,0ng/L) (Figura 6) (ANEXO VII). Nos ultimos anos, varios investigadores tém vindo a realizar
estudos com o intuito de determinar a ocorréncia de AFMI no leite materno em diferentes
paises. Alguns estudos tém reportado baixo nivel de contaminagao, como por exemplo no
Irdao (Ghiasain e Maghsood, 2012) foram detetados niveis de AFMI em 6,06% das amostras
(7,1-10,8ng/L), no Brasil Ishikawa e col. (2016) verificaram 5,3% de amostras positivas (|3—
25ng/L), a semelhanga do estudo de lha e col. (2014) em que apenas 2 das |00 amostras
analisadas se encontravam contaminadas (0,3 e 0,8ng/L). Em contraste, outros estudos na
Nigéria (Ekeanyanwu, Alisi e Ekeanyanwu, 2020), Libano (Elaridi et al.,, 2017), Irao (Azarikia,
Mahdavi e Nikniaz, 2018) e Colombia (Diaz e Sanchez, 2015), tém verificado elevada incidéncia

de contaminagao do leite materno com AFMI (Tabela 6).
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Figura 6 - Curva de calibragao obtida a partir das solugoes padrao de diferentes niveis de concentragao

(0, 5, 10, 20, 40, 80ng/L).
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Tabela 6 - Ocorréncia de AFMI| em amostras de leite materno de acordo com estudos recentes.

Concentracio de AFMI (ng/L) Meétodo
Pais (ano) Incidéncia (%) analitico (LOD, Referéncia
Média + DP Intervalo ng/L)
Angola (2018- o Presente
2019) 0/37 (0%) - < 5,00 ELISA (5) estudo
Ekeanyanwu,
L, 225/225 Alisi e
Nigéria (2019) (100%) 4,02 1,12 2,33-7,08 HPLC (n.d.) Ekeanyanwu
(2020)
Turauia Karayagiz Muslu
2 |q7 53/100 (53%) 6,36 5,10 - 8,31 ELISA (5) e Ozdemir
(2017) (2020)
. 39/250 Jafari e col.
I 201 21,00+ 0,99 11,07 -39,2 ELISA (2,
rao (2016) (15.6%) 00£0 07 — 39,25 SA (2,3) 2017)
Portugal Bogalho e col.
22/67 (32,8% 74+ 1,9 ,1 =10, ELISA
(2015-2016) 67 (32.8%) > 06 SAG) (2018)
Libano (2015- 104/111 Elaridi e col.
431+ 1,8 0,22 -7,89 ELISA (0,2
2016) (93,8%) 0.2) (2017)
Azarikia,
Irdo (2015) 88/88 (100%) 3,16 0,1 —13,6 ELISA (0,04)  Mahdavie
Nikniaz (2018)
Chipre (2015)  40/50 (80%) 7,84+ 1,72 536 — 28,44 ELISA (5) é‘é"lt;)" e col
L o B Cantu-Cornelio
México (2014) 100/112 (89%) 10,35 3,01 — 34,24 ELISA (0,92) e col. (2016)
Brasil 2013)  5/94 (5,3%) 1845 1325 HPLC (4) '(S‘Z'S'I‘Z‘)”a e col
Colombia o Diaz e Sanchez
(2013) 45/50 (90%) 5.2 0,9-185 HPLC (0,6) 2015)
Brasil lha e col.
2/100 (2% ; ,3-0, LC (O,
(20112012) /100 (2%) 0,55 03-0,8 C (0,3) (2014)
J(‘;(r)dlal';'a 80/80 (100%)  67,78+46 971 —137,18  ELISA(5)  Omar (2012)
. 87/125 74,413 + El-Tras, El-Kady
Egipto (2010) (69,6%) 7070 7,3 -328,6 ELISA (5) e Tayel (2011)

DP: Desvio Padrao; LOD: Limite de detegao; n.d.: nao disponivel.

As diferencas observadas entre os varios estudos, no que diz respeito a ocorréncia e aos niveis

de contaminagao de AFMI, podem ser atribuidas a diversos fatores, entre os quais fatores

ambientais, condi¢oes de armazenamento dos alimentos, métodos analiticos usados para

determinar a AFM|, fatores socioeconomicos e os habitos alimentares das maes (Elaridi et al.,

2017; Jafari et al, 2017). No que diz respeito ao método analitico utilizado, tem sido

demonstrado que o LOD pode influenciar a ocorréncia destas diferencas. Um LOD mais

elevado torna o método menos sensivel, o que pode justificar um menor nimero de amostras

positivas em alguns estudos (Cherkani-Hassani, Mojemmi e Mouane, 2016). Dado que este foi
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um estudo inicial em Angola, foi aplicada uma técnica de screening (ELISA) com um LOD de
5,0ng/L. Comparando, por exemplo, com os resultados de |ha e col. (2014) (LC; 0,3ng/L), os
niveis de AFMI detetados nas Unicas amostras positivas foram consideravelmente inferiores
ao LOD do presente estudo. Ainda assim, salienta-se que, considerando os dados obtidos na
analise das amostras de Angola, verificou-se que a exposicao das maes lactantes as aflatoxinas
foi baixa. Tanto quanto é do conhecimento do autor, este é o primeiro estudo de ocorréncia
de AFMI no leite materno em Angola, pelo que nao foi possivel a comparagao com dados
anteriores de ocorréncia neste pais. Atendendo a elevada prevaléncia de AFMI no leite
materno em paises de Africa reportada em estudos anteriores (Fakhri et al., 2019), pode-se
considerar que os resultados obtidos no presente estudo foram inesperados.

Em Cabinda, provincia onde foram recolhidas as amostras analisadas, a precipitagio média
anual é de 800mm e a temperatura média anual é de 25,0°C (Huntley et al., 2019). Sob estas
condigoes, os fungos aflatoxigénicos desenvolvem-se e produzem quantidades significativas de
aflatoxinas, principalmente quando a a,, do substrato se encontra entre 0,90 e 0,99. Para além
das condigoes climaticas favoraveis, uma das variaveis mais importantes na produgao de
aflatoxinas, os paises de baixo rendimento apresentam maior risco de contaminagao dada a
falta de condigoes para o armazenamento das culturas agricolas (Benkerroum, 2020). Angola
€ um pais em recuperagao econémica apos o periodo de Guerra Civil (1975-2002), que
resultou na destruicao de infraestruturas rurais, servicos sociais e capacidade produtiva do
pais (Pacheco, Carvalho e Henriques, 2013). Consequentemente, assume-se que o clima
predominante e o nivel econdmico em Angola constituam fatores de risco para a
contaminagao de aflatoxinas. Porém, os dados relativos a ocorréncia de aflatoxinas nos
alimentos em Angola sao escassos. No trabalho de dissertagio de Panzo (2011), foram
analisadas 60 amostras de milho obtidas em mercados locais em Luanda, tendo sido verificado
que 81,7% das amostras encontravam-se contaminadas com aflatoxinas (0,4—425,9ug/kg).
Quanto aos dados da UE no Portal do RASFF, em 2019 foi apenas registada uma notificagao
referente a detecao de amendoins contaminados com aflatoxinas provenientes de Angola
(AFBI = 204pug/kg; aflatoxinas totais = 244pg/kg), niveis que excedem significativamente os
teores maximos permitidos (2,0ug/kg e 4,0pg/kg, respetivamente) (European Commission,
2019). Apesar da falta de dados que permitam conhecer o panorama global da prevaléncia de
aflatoxinas nos alimentos em Angola, considerando os resultados de estudos anteriores
realizados em paises da Africa Subsariana (Liverpool-Tasie et al., 2019; Mahuku et al,, 2019),
verifica-se que a esta contaminagao € frequente e que, por vezes, ocorre em niveis elevados.
Pelo que antecede, seria espectavel que as amostras de leite materno analisadas no presente

estudo estivessem contaminadas, contudo, tal nao se verificou. Ressalva-se, no entanto, que,
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nao é assumido que em Angola nao haja contaminagao dos produtos alimentares com
aflatoxinas, mas que as participantes nao foram expostas a alimentos contaminados com AFBI.
Assim, sao propostas algumas interpretagoes para explicar os resultados obtidos que inclui, o
nivel econdmico da familia, o local de residéncia e os habitos alimentares da mae.

O nivel econémico das populagoes pode ser um fator determinante no risco de exposicao as
aflatoxinas. Entre as |8 provincias de Angola, Cabinda é uma das mais urbanizadas, com menor
vulnerabilidade a pobreza. Segundo o relatério do Banco Mundial, esta regiao apresenta uma
baixa prevaléncia de desnutricao crénica em criangas menores de 24 meses,
comparativamente as restantes provincias de Angola, assim como o melhor acesso a agua,
saneamento, higiene, alimentagao e saude. No que diz respeito a empregabilidade, os setores
mais importantes sao os do comércio, da hotelaria e dos servigos sociais (VWorld Bank, 2020).
Uma vez que os alimentos de elevada qualidade tendem a ser mais caros em relagao aos de
qualidade inferior, as familias com rendimentos mais elevados tém menor risco de consumir
alimentos contaminados com aflatoxinas (Karayagiz Muslu e Ozdemir, 2020). Quanto as
participantes deste estudo, a maioria tinha no minimo a escolaridade obrigatéria (9° ano),
sendo que 44% concluiu pelo menos o ensino secunddrio. Pressupondo que o nivel de
escolaridade possa determinar as oportunidades de emprego com remuneragao mais elevada
(Karayagiz Muslu e Ozdemir, 2020), sugere-se que estas participantes possam estar numa faixa
socioecondmica que lhes permita o acesso a alimentos mais seguros.

Segundo alguns estudos, o local de residéncia também podera influenciar a exposicao das
populagoes. Na Colombia (Diaz e Sanchez, 2015) e no Irao (Jafari et al., 2017) foi reportado
uma maior ocorréncia de AFMI no leite materno correspondente a maes residentes em area
rurais, comparativamente as residentes em areas urbanas. Geralmente, nas areas rurais dos
paises em desenvolvimentos, as populagoes dependem de alimentos produzidos localmente,
que poderao ser mais suscetiveis ao risco de contaminagao por aflatoxinas, dada a falta de
controlo da seguranga e qualidade alimentar (Diaz e Sanchez, 2015). Considerando que a
populacao de Cabinda reside sobretudo em zonas consideradas urbanas, este fator também
podera ter contribuido para a auséncia de amostras positivas no presente estudo.

Sendo a ingestao de alimentos contaminados a principal via de exposi¢ao as aflatoxinas, a
ocorréncia do biomarcador AFMI| no leite materno esta diretamente relacionada com os
habitos alimentares das maes lactantes. Diferentes fatores podem influenciar as escolhas
alimentares individuais como questoes economicas, sociais e culturais. Pressupoe-se que uma
dieta mais variada, contendo alimentos de diferentes grupos alimentares como carne, pescado,
ovos, frutas e horticolas, diminua a probabilidade de ocorréncia de AFMI no leite materno,

comparativamente as dietas mais restritas, essencialmente a base de cereais e seus produtos
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derivados, alimentos mais suscetiveis a contaminagao (Fakhri et al., 2019). Uma vez que nao
foram detetados niveis de AFMI no leite materno, sugere-se que, os alimentos ingeridos pelas
participantes nos dias anteriores a colheita nao se encontravam contaminados com AFBI, ou
que o nivel de contaminagao seria extremamente baixo, ou ainda que a sua alimentagao nao
tenha incluido alimentos tendencialmente mais suscetiveis de contaminagao.

No estudo de revisao de Fakhri e col. (2019) foi observada uma correlagao negativa entre a
concentragao de AFMI| no leite materno e o ano de realizagao do estudo. Apesar de nao
terem sido consideradas as razoes que levaram a diminui¢cao dos niveis de contaminagao nos
ultimos anos, os autores sugerem que podera estar relacionado com a melhoria das medidas
de controlo e monitorizacao de aflatoxinas nos géneros alimenticios dos diferentes paises, a
implementac¢ao de regulamentagao nos paises de rendimento médio e baixo, ou ainda devido
a alteracao dos habitos alimentares das maes lactantes (Fakhri et al., 2019). Particularmente
em Angola, tém vindo a ser dada importancia a estratégias que visem o acesso da populagao a
alimentos seguros e de qualidade. Exemplo disto, e na tentativa de progresso do pais, o Plano
de Desenvolvimento Nacional para o periodo de 2018-2022 visa o incremento de uma
producao agricola orientada para o mercado, reconhecendo a necessidade de melhoria da
seguranga alimentar no pais, nomeadamente no que diz respeito as infraestruturas para o
armazenamento de bens alimentares (Ministério da Economia e Planeamento, 2018).
Assumindo que mais de 50% dos alimentos consumidos em Angola sao importados (World
Bank, 2020), outra medida que podera ter impacto no nivel de contaminagao consiste na
implementacao do Regulamento sobre a Sujeicao a Andlises Laboratoriais dos Produtos
Destinados ao Consumo Humano e Animal (Decreto Presidencial n.° 179/18). Este controlo
visa aferir a qualidade e seguranga dos géneros alimenticios, incluindo a monitorizagao dos
limites maximos de micotoxinas, como as aflatoxinas. Embora ainda seja necessario o reforgo
da implementagao das estratégias nacionais de seguranga alimentar e nutricional, bem como
um sistema de acompanhamento e monitorizagao das intervengoes e politicas publicas, a

adogao das diversas medidas pode contribuir para a redugao da exposigao as aflatoxinas.

Visto que nao foram detetados niveis de AFMI no presente estudo (<5,0ng/L), nao foi
determinada a EDI para averiguar a exposicao dos lactentes. Ainda assim, considera-se que as
preocupacoes relacionadas com o risco de exposicao as aflatoxinas siao fundadas,
principalmente no que diz respeito as criangas. Uma vez que as aflatoxinas s3o substancias
comprovadamente genotoxicas e carcinogénicas, a JECFA nao determina um valor de TDI,
afirmando que mesmo niveis de exposicao inferiores a Ing/kg peso corporal/dia, contribuem

para o risco de cancro de figado (JECFA, 2017). Consequentemente, tanto os resultados
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obtidos no presente estudo, como os de outros autores que concluiram existir exposicao dos
lactentes as aflatoxinas, devem ser interpretados com precaugao. Por um lado, dado o
reduzido numero de amostras e o facto de as participantes residirem todas na mesma regiao
impede que estes dados sejam representativos da exposi¢ao dos lactentes em Angola. Como
mencionado anteriormente, Cabinda é uma das regides com menor taxa de pobreza do pais,
o que pode influenciar a qualidade dos alimentos disponiveis para a populagao. Por outro lado,
a possivel contaminagao do leite materno nao deve constituir um motivo para desaconselhar
a pratica do aleitamento materno, mas incentivar a implementacao de medidas preventivas da
contaminagao dos alimentos por aflatoxinas.

Embora o leite materno possa ser uma via de exposicao dos bebés as aflatoxinas, considera-
se que os diversos beneficios da amamentagao superem este potencial risco (Warth et al.,
2016). O leite materno possui uma adequada composicao nutricional, promove o
desenvolvimento cognitivo e reduz a incidéncia de infe¢oes do trato gastrointestinal e
respiratério. Existem ainda evidéncias que demonstram o seu efeito protetor contra algumas
doengas a curto e longo prazo e reduz a taxa de mortalidade infantil (Ishikawa et al., 2016;
UNICEF, 2019). Para além das suas propriedades nutricionais e imunologicas, a pratica do
aleitamento materno apresenta ainda um efeito benéfico a nivel social, economico, ambiental
e psicolégico (Bogalho et al., 2018). Angola apresenta uma das maiores taxas de mortalidade
de criangas até aos 5 anos, com 94 000 obitos em 2018 (UNICEF, 2019). Num pais com uma
taxa de aleitamento materno em exclusivo durante os primeiros 6 meses de vida de apenas
37,4% (2015), o incentivo a amamentagao podera contribuir para a melhoria da saude infantil
(UNICEF, 2020). Adicionalmente, o nivel de contaminagao do leite materno podera ser
inferior comparativamente aos alimentos introduzidos apods a interrupgao da amamentagao.
Embora existam opgoes no mercado de formulas infantis nutricionalmente equilibradas e
controladas no contexto da segurancga alimentar, em algumas regioes do mundo, o seu acesso
podera ser limitado (Warth et al, 2016; Watson et al., 2016). Por exemplo, em varios paises
de Africa, o milho é tipicamente usado como primeiro alimento por constituir a base da
alimentagao familiar (Watson et al,, 2016). Na Guiné, foi constatado por Watson e col. (2016)
que bebés parcialmente amamentados apresentavam concentragoes significativamente
menores de aflatoxinas no sangue (p<0,001), em comparagao com bebés que ja nao eram
amamentados. Segundo lha e col. (2014), a amamentagao pode resultar numa menor exposi¢ao
as micotoxinas, em comparagao com uma alimentagao que inclua leite de vaca.

Apesar do nivel atual de conhecimentos cientificos e dos melhoramentos das técnicas de
produgao e de armazenamento, nao € possivel a total eliminagao das aflatoxinas dos géneros

alimenticios. Sendo assim, a prevenc¢ao do desenvolvimento dos fungos produtores é a forma
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mais eficaz para reduzir o risco de exposi¢ao dos consumidores (Fakhri et al., 2019; Pereira,
Fernandes e Cunha, 2012). As estratégias de prevencao envolvem ag¢oes a aplicar tanto no
campo como apos a colheita. Estas incluem a implementagao de boas praticas agricolas, como
a gestao sustentavel dos solos, controlo quimico e biolégico de pragas e a manipulagao
genética para aumentar a resisténcia das culturas. Uma vez que a contaminagao por aflatoxinas
depende das condi¢oes de temperatura e humidade apos a colheita, as estratégias devem
também passar por um processo de secagem rapido e eficiente, assim como pelo controlo
destes fatores ambientais durante o armazenamento (Agriopoulou, Stamatelopoulou e
Varzakas, 2020; Neme e Mohammed, 2017). Para além da adogao de medidas preventivas
adequadas, é importante a implementagao de programas que envolvam uma monitorizagao e
controlo oficial dos niveis de contaminagao dos alimentos, para assegurar o cumprimento das
normas, bem como a consciencializagao da populagao perante os riscos das aflatoxinas (Fakhri
et al, 2019; Neme e Mohammed, 2017). Nos paises da Africa Subsariana, ainda se verifica a
falta de conhecimento dos produtores e consumidores em relagao as aflatoxinas e aos seus
efeitos adversos na saude, considerada um desafio no controlo desta contaminagao
(Benkerroum, 2019; Udomkun et al., 2017). Neste sentido, organiza¢oes internacionais como
a FAO e a OMS tém realcado a necessidade de uma comunicacao do risco eficaz, envolvendo
neste processo a indulstria, organizagdes nao governamentais, comunica¢ao social,
consumidores e o governo. Esta abordagem assume um papel preponderante no aumento do
nivel de conhecimento publico face ao risco associado as aflatoxinas e as suas medidas de

mitigacao (Benkerroum, 2019).
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7. Conclusdes

A exposi¢ao humana as aflatoxinas representa uma das principais preocupagoes em termos de
saude publica em todo o mundo. Este estudo pretendeu averiguar a ocorréncia de AFMI no
leite materno de Angola, e permitiu contribuir para a obtengao dos primeiros dados de
exposi¢ao dos lactentes. Das 37 amostras de leite materno analisadas, nao foram detetados
niveis de AFMI acima do limite de detecao (5,0ng/L). Apesar do clima propicio ao
desenvolvimento de fungos aflatoxigénicos predominante nesta regiao, sugere-se que um nivel
socioeconomico mais elevado, a residéncia em areas urbanas e os habitos alimentares da mae
possam ter sido fatores determinantes para a baixa exposigao das maes e, consequentemente,
dos lactentes. E ainda sugerido que a implementacio de medidas de controlo de aflatoxinas
nos géneros alimenticios importados, possa ter contribuido para a diminuigao dos niveis de
contaminagao. Embora o leite materno seja considerado uma possivel via de exposigao dos
bebés as aflatoxinas, considera-se que, dado os inimeros beneficios da pratica do aleitamento
materno, esta deve ser incentivada sempre que possivel, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Assim, uma vez que as aflatoxinas sao substancias cancerigenas, € nao sendo
possivel a sua total eliminagao dos alimentos, as estratégias para a diminuicao do risco de
exposi¢ao devem passar pela adogao de medidas preventivas da infegao por fungos produtores
e pela implementagao de programas que envolvam um controlo e monitorizagao dos niveis de
contaminagao dos alimentos. Futuramente, sera importante a realizagao de novos estudos de
biomonitorizagao, que visem a avaliagao continua da exposi¢ao dos lactentes, envolvendo
outras regides de Angola, que possam permitir uma comparagao entre diferentes regioes,

assim como a variagao sazonal.
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ANEXO | — Termo de consentimento informado (2018)

Questionario Alimentar

AFM1 -

DECLARACAO

declaro que dou o meu consentimento para a recolha de leite materno e posterior
determinagao do teor de Aflatoxina M1.

Coimbra, ...... Lo [ de 2016

ASSINATUIA: .« ottt ee e e eeeeeas
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ANEXO Il — Termo de consentimento informado (2019)

PARTE Il: TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que:

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

Li a informagdo anterior ou a informagdo anterior foi-me lida.

Tive a oportunidade de colocar questées 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.

Recebi o material necessdrio para a recolha da amostra de leite: saco estéril de conservagdo com etiqueta de
identificagdo.

Tomei conhecimento do(s) procedimento(s) a adotar antes, durante e apds a recolha do leite, bem como da pessoa e
local onde devo entregar a amostra de leite.

Assim, aceito participar neste estudo e permito a utilizagdo dos dados e amostras que, de forma voluntdria, fornego,
confiando que apenas serdo utilizados para os fins indicados 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 relagdo com a equipa de
investigacdo)

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

Nome (legivel) datestemunha:

Assinatura da testemunha:

Data: / /20

Declaragdo do investigador/ colaborador da investigacdo que obteve consentimento

Eu li de forma exata a pagina de informagdes ao potencial participante ou seu tutor legal, e que todas as questdes
colocadas foram respondidas corretamente. Eu confirmo que o consentimento foi cedido livre e voluntariamente.

Uma cdpia deste Formulario de Consentimento foi entregue ao participante ou seu tutor legal.

Nome (legivel) do investigador/ colaborador da investigagdo que obteve consentimento:

Assinatura do investigador/ colaborador dainvestigagio:

Data: / /20__

A preencher conforme questiondrio correspondente:

Nome (proéprio) da participante:

Cddigo interno:
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ANEXO Il - Questionario sociodemografico (2018)

Questionario Alimentar

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

Caracteristicas Individuais

Data:

Nome:

Idade:

N¢ filhos:
Formacao escolar:
Profissao:

Data parto:

Peso do bebé a nascenca:

Caracteristicas da Amamentacio

Mista (Peito/outro)
So6 Peito
Tempo de amamentag¢dao (m)

Idade do bebé (m)

Peso da crianca (kg)
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ANEXO IV — Questionario de frequéncia alimentar (2018)

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 B1 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 més.

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

Frequéncia diaria Frequéncia semanal Més
Alimento/Quantidade

1*dija | 2*dia | >3*dia | 122% | 3a4* | 5a6* | Nunca la3*

Leite acoriano (1copo)
Leite (1copo)

logurte (1emb)

Café (1 chavena)
Arroz (1 un)

Pao (20gr)

Chocolate (1 chavena)
Cereais (100gr)
Bolachas (2 a 3)

Bolos (1 fatia)

Frutos secos (3 a 4 unid)
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ANEXO V — Questionario sociodemografico (2019)

LACN & euvgiiss..
requimte

LABORATGRIO ASSOCIADD
PARA A QUIMICA VERDE

HEALTH & SCIENCE SCHOOL - COIMBRA

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
Cadigo interno: Hora: __ _h__

O questiondrio 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 instrugdes fornecidas.
E antecipadamente agradecido o seu interesse e disponibilidade em participar.

l. DADOS ANTROPOMETRICOS E CARACTERISTICAS INDIVIDUAIS DA MAE E BEBE

Idade: anos

Numero de filhos:

Data do (ultimo) parto: / /

Peso do bebé (aquando da recolha de leite): kg

Medicagdo na ultima semana: [INdo [1 Sim: qual:
Fumadora activa/passiva: LINdo [1 Sim

Il. DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS DA MAE

ESCOLARIDADE: (Assinalar o ultimo ano/nivel de escolaridade)

[ Ensino Primario/Bdasico CJEnsino Secunddrio (£122ano)
[ Ensino Superior (Bacharelato/Licenciatura) [JMestrado/ Doutoramento

PROFISSAO:
RESIDENCIA: Localidade: Concelho: Distrito:

Distancia da residéncia a industria/ zona industrial mais proxima:
[1<100m [1500m 1 >1km

Distancia da residéncia ao campo agricola (cultivado) mais préximo:
[1<100m [1500m 1 >1km
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Distancia da residéncia a autoestrada/via rapida mais préxima:
[1<100m [1500m L1 >1km

Utilizagdo de agroquimicos (quando aplicdvel):
[INdo [JSim
Se sim, no:  [Jardim ] Quintal/ horta

Se sim, os seguintes agroquimicos:

[] Pesticidas [] Fungicidas L] Herbicidas
(] Outros, quais:

l. DADOS RELATIVOS A ALIMENTACAO

Responder com base na sua alimentac¢do 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: numero/ semana
Restauracdo/ Cantinas escolares: numero/ semana
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ANEXO VI — Questionario de frequéncia alimentar (2019)

Nos ultimos sete (7) dias qual foi a frequéncia e a quantidade consumida de (assinale com X):

Grupo | Alimento (por¢ao média) FREQUENCIA MEDIA
Nunca ou < 1semana | 1 por semana | 2 por semana | 3 por semana | 4 por semana | 5 por semana | 6 por semana | 27 por semana
> LEITE (1 chavena = 250 ml)
g % | IOGURTE (Um = 125)
S~ |QUENO (Uma fatia=30g)
- GELADO (Um ou 2 bolas)
FREQUENCIA MEDIA
Grupo Alimento (por¢dao média) Nuncaou<1 1 por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por 27 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
» PAO BRANCO OU TOSTAS (1-2 UNIDADES)
5 PAO (OU TOSTAS) INTEGRAL OU OUTROS
& | (1-2 UNIDADES)
S BROA (1 fatia =80 g)
,9,: FLOCOS DE CEREAIS (1 chavena sem leite)
% | ARROZ e MASSAS (% prato)
FREQUENCIA MEDIA
Grupo Alimento (por¢do média) Nuncaou<1 1 por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por 27 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
w OVOS (1 UNIDADE)
E AVES (FRANGO E PERU) (2 pegas ou % frango)
Y VACA (1 porgdo = 120g)
i PORCO (1 porgdo = 120g)
Z OUTRAS CARNES (1 porgdo = 120g)
S | ENCHIDOS E FUMADOS (e.g. FIAMBRE, CHOURICO,
g SALPICAO, PRESUNTO, SALSICHAS, TOUCINHO, BACON) (2
8 fatias ou 3 rodelas)
PEIXE ((1 por¢do = 120g)
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FREQUENCIA MEDIA
Grupo Alimento (por¢do média) Nuncaou<1 1 por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por 27 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
2 SOPA (1 prato)
= - LEGUMES/ SALADAS (1
oo porgao)
= FRUTA (4 pecas)
FREQUENCIA MEDIA
Grupo Alimento (por¢do média) Nuncaou<1 1 por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por 27 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
- BOLACHAS (3 unidades)
S CHOCOLATE E DERIVADOS
Q (3 quadrados; 1 colher de
sobremesa)
Porg¢do média (porgdo FREQUENCIA MEDIA
Grupo média) Nuncaou<1 1 por 2 por 3 por 4 por 5 por 6 por 27 por
semana semana semana semana semana semana semana semana
(%]
9 8 | % chavena (descascados)
2 o
w un
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ANEXO VII: Resultados obtidos com o método ELISA

Standards
Ser. No. Concentration Absorbance B/BO calculated Deviation

ng/L / ng/kg (Mean) (CV) (%) ng/L / ng/kg (%)
1 0.00 2.792E 5.6 100.0
2 5.00 2.457E 2.8 88.0 5.01 0.2
3 10.00 2.119E 0.0 75.9 9.99 0.1
4 20.00 1.577E 0.0 56.5 19.95 0.3
5 40.00 0.927E 0.0 33.2 40.23 0.6
6 80.00 0.575E 0.0 20.6 79.65 0.4

Samples
Ser. No. ID Absorbance calculated * = ng/L / ng/kg
(Mean) (CV) (%) ng/L / ng/kg

1 1 3.500E 0.0 125.4 <5.00 1.00 <5.00
2 2 3.500E 0.0 1254 <5.00 1.00 <5.00
3 3 2.951E 16.5 105.7 <5.00 1.00 <5.00
4 5 3.335E 6.5 1194 <5.00 1.00 <5.00
5 6 3.500E 0.0 1254 <5.00 1.00 <5.00
6 7 3.500E 0.0 125.4 <5.00 1.00 <5.00
7 8 3.204E 13.1 1148 <5.00 1.00 <5.00
8 9 3.500E 0.0 1254 <5.00 1.00 <5.00
9 10 3.500E 0.0 1254 <5.00 1.00 <5.00
10 11 3.500E 0.0 125.4 <5.00 1.00 <5.00
11 12 3.101E 8.8 111.1 <5.00 1.00 <5.00
12 14 3.500E 0.0 1254 <5.00 1.00 <5.00
13 15 3.500E 0.0 1254 <5.00 1.00 <5.00
14 16 2.942E 12.6 105.4 <5.00 1.00 <5.00
15 17 3.228E 1.8 115.6 <5.00 1.00 <5.00
16 18 3.483E 0.7 1247 <5.00 1.00 <5.00
17 19 3.500E 0.0 125.4 <5.00 1.00 <5.00
18 20 2.882E 11.1 103.2 <5.00 1.00 <5.00

C:\Ridawin.NET\FOOD\Mycotoxins\R1121 Aflatoxin M1.met
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Samples
Ser. No. ID Absorbance calculated * = ng/L / ng/kg
(Mean) (CV) (%) ng/L / ng/kg
19 A 3.129E 2.6 1121 <5.00 1.00 <5.00
20 B 3.378E 5.1 121.0 <5.00 1.00 <5.00
21 C 3.490E 0.4 125.0 <5.00 1.00 <5.00
22 D 3.024E 6.1 108.3 <5.00 1.00 <5.00
23 E 3.242E 6.5 116.1 <5.00 1.00 <5.00
24 F 3.378E 5.1 121.0 <5.00 1.00 <5.00
25 G 3.340E 6.8 119.6 <5.00 1.00 <5.00
26 H 3.021E 4.0 108.2 <5.00 1.00 <5.00
27 | 3.185E 4.1 114.1 <5.00 1.00 <5.00
28 J 3.247E 9.6 116.3 <5.00 1.00 <5.00
29 L 3.243E 3.9 116.2 <5.00 1.00 <5.00
30 M 2.843E 0.5 101.8 <5.00 1.00 <5.00
31 N 2911E 3.2 104.3 <5.00 1.00 <5.00
32 O 2.890E 4.9 1035 <5.00 1.00 <5.00
33 P 2.833E 0.9 101.5 <5.00 1.00 <5.00
34 Q 2.820E 0.7 101.0 <5.00 1.00 <5.00
35 R 2.798E 6.6 100.2 <5.00 1.00 <5.00
36 S 2.641E 6.2 94.6 <5.00 1.00 <5.00
37 T 2.608E 05 934 <5.00 1.00 <5.00
38 0.000 0.0 0.0 > 80.00 1.00 > 80.00
39 0.000 0.0 0.0 > 80.00 1.00 > 80.00
40 0.000 0.0 0.0 > 80.00 1.00 > 80.00
41 0.000 0.0 0.0 >80.00 1.00 >80.00
42 0.000 0.0 0.0 > 80.00 1.00 > 80.00
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