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RESUMO

As micotoxinas, metabolitos fungicos secundarios, sao consideradas ameagas a saide
humana. Quando as micotoxinas, entre as quais a zearalenona (ZEA), sao ingeridas pela
lactante, apos absorgao, podem ser transferidas do sangue para o leite materno. A ZEA é
produzida por varias espécies do género Fusarium, sendo a principal espécie produtora o F.
graminearum. Globalmente, a ZEA é mais prevalente em cereais, sobretudo no milho. No
entanto, podem estar presentes, também, em produtos de origem animal devido ao
chamado carry-over. Esta micotoxina é um agonista dos receptores de estrogénios, sendo,
portanto, um xenoestrogeno. Em criangas, os principais efeitos da exposi¢ao a ZEA sao o
hiperestrogenismo, a telarca e a puberdade precoce.

No presente estudo, foi avaliada a ocorréncia de ZEA em leite materno de 37
lactantes da provincia de Cabinda, em Angola, e posterior avaliagio da exposi¢cao a ZEA dos
lactentes. A quantificagao de ZEA foi realizada através do ensaio imunoenzimatico enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA).

A totalidade das amostras tiveram incidéncia de ZEA, com concentragoes entre 72,5 e
1487,4 ng/L, com média de 380,7+256,7 ng/L. Para a avaliagio do risco, a ingestao diaria
estimada (EDI) dos lactentes foi calculada e verificou-se que 5,5% desta populagao
apresentou um potencial risco devido a ingestao de ZEA acima da ingestao didria toleravel
(TDI). A idade materna, o numero de filhos e a idade dos bebés niao apresentaram
correlacao com os teores de ZEA no leite humano. No entanto, as concentracoes de ZEA
foram associadas a frequéncia do consumo de bolachas pelas lactantes (p=0,0003).

Apesar da exposicao referida nesta investigacao, o leite materno continua sendo o
alimento ideal, mais completo e seguro nos primeiros seis meses de vida e até, no minimo,
os dois anos de idade. A substituicao por formulas infantis e alimentos a base de cereais

pode proporcionar maior exposicao a ZEA.

Palavras- chave: Zearalenona, aleitamento materno, exposigao, ELISA.
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ABSTRACT

Mycotoxins, secondary fungal metabolites, are considered threats to human health.
When mycotoxins, among which zearalenone (ZEA), are ingested by breastfeeding mother,
after absorption, can be transferred from the blood to breast milk. ZEA is produced by
several fungi Fusarium, but the main species is F. graminearum. Globally, cereals are the main
foods contaminated with ZEA, especially corn. This mycotoxin is an estrogen receptor
agonist and, therefore, it’'s a xenoestrogen. In children, the main effects of exposure to ZEA
are hyperestrogenism, telarche and precocious puberty. However, they can also be present
in products of animal origin due to carry-over.

In the present study, the occurrence of ZEA in the breast milk of 37 lactating
mothers in the province of Cabinda, in Angola, and subsequent assessment of the exposure
to ZEA of infants was evaluated. The quantification of ZEA was performed using the enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA).

ZEA occurred in all samples, at levels oscillating between 72.5 — 1487.4 ng/L and
average of 380.7+256.7 ng/L. For the risk assessment, the Estimated Daily Intake (EDI) of
babies was calculated and 5,5% of the sample has a potential risk due to ingestion of ZEA
above the Tolerable Daily Dose (TDI). Maternal age, number of children and baby age did
not correlate with ZEA levels in human milk. However, ZEA concentrations were associated
with the frequency of consumption of cookies by mothers (p=0.0003).

Despite the exposure, breast milk remains the ideal, most complete and safe food for
the first six months of life and up to, at least, two years of age. Substituting infant formula

and cereal-based foods may provide greater exposure to ZEA.

Keywords: Zearalenone, breastfeeding, exposure, ELISA.

ix






INDICE
RESUMO . oo v e s veeeses s e s s s s e s e s e s s e s e s e s s e s s s s s seees e s s s s e s es s s ss e vii

ABSTRACT ...ttt bbbt et s st et ss s sassesasaes ix

PARTE A - REVISAO BIBLIOGRAFICA
I, INTRODUGAO ..o saess e sesseseseesesesseseesesaess s sessessseesessesessseseesesaesesaesessesesasesnas 9
2. MICOTOXINAS E A ZEARALENONA ..o eeeeeveeeseessseessessssss s s sessses ]

3. ZEARALENONA

3.1 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS ...........oocceereemneeeeeerrsssseeeseesssssssssesessssssssssssssssssssssnns 12
3.2 TOXICOCINETICA ..oooeeceeeeeeeeseeeeeeeeeevesssseeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssnssssssssssssnes 14
3.3 TOXICIDADE ...ooooooooeeeereevvssessseesseesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssnes 16

3.3.1 TOXICIdAde QGUAA.....c.ueieiiiccicre ettt sttt 17

3.3.2 TOXICIAAAE CrONICA.....cvceeveeerceercrecrcetcetcreeererree e ere s s sse s s sessesesssesessesensesensesensnsonen 17
3.4 EXPOSICAQ ALIMENTAR ...ooccooieeereeeveveessseeeeesessssssseesessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 19
3.5 REGULAGAO DA EXPOSICAO ALIMENTAR HUMANA..............coommmmmeneereereisseneneesrrinns 23
3.6 SUSCETIBILIDADE INFANTIL AS MICOTOXINAS E A ZEARALENONA.................... 26
3.7 BIOMONITORIZAGAQ ........oooceeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseeessssssessessssssssssssessssssssssssssesesssssssssssssnsssssssnns 27

3.7.1 Biomonitorizacao da zearalenona no leite MaterNO.........eeeeereeeeceeeceecreerereeererene 30

PARTE B - EXPERIMENTAL

|. JUSTIFICAGAQ E OBJETIVOS......ooooeeeeeeeeeeversesssssseseeessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnsssne 35
2. METODOLOGIA ...ttt essesseas e sses st sss s st s st st s st st sseseesstassacs 37
2.1 AMOSTRAGEM......otieeecerteeie ettt ss st st s s ssess s assasnns 37
2.1.1 Dados sociodemograficos, antropométricos e alimentares ........c.c.coceeeceereeeecucerencecncnne 37
2.2 MATERIAIS E METODO ANALITICO........oooooeceseeeeeeeeeveessssseeseesssssssssseesessssssssssssssssssssssnn 38
2.3 ANALISE DOS DADOS.........ococceesmsseeeeneseeesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 39
2.4 AVALIACAO DA EXPOSICAO A ZEARALENONA
2.4.1 Avaliagao do riSCO dOS JACLENTES ...c.ccvvveeveeereeereecreeeteetereeereseereeese e eesessesessesessesesensesensene 39



3. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......oommnererrvviissesensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 41
3.1 CARACTERIZAGAO DOS PARTICIPANTES

3.1.1 Dados Antropométricos, caracteristicas individuais das lactantes e dos lactentes ...41

3.1.2 Dados sociodemograficos das |aCtantes.........cccoceureeeveueurerccucerenencueereseenesreseesesseseesesseseaens 41
3.2 INCIDENCIA E OCORRENCIA DE ZEA .....coooooeeeeeeeeeeeeeveveresessssssssseesseeessssssssssssssssssssssen 43
3.2.1Comparagao COM OULIOS ESTUAOS......ccueureeucurueucrnireeaesnesecsseseesessesessssssesessasescsessestacsessaseans 46
3.3 AVALIAGAO DA EXPOSICAO DOS LACTENTES ...coommerreeeeeeeessseenneeessssssssesnsesssssssssnnns 47
4. CONCLUSAO E CONSIDERAGOES FINAIS.......cooommrrrrrevereseeenneesssssssssseesesssssssssssesesssssssssssns 50
LISTA DE REFERENCIAS ... eeeeeeeeeevevevsssssssssssesesseeessssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssseessees 51
ANEXOS
AANEXO Lttt s ettt b bbb 67
AANEXO ettt bt 69
AANEXO ettt st bbbttt bbbt 75
AANEXO IVttt sttt bbb bt 79
AANEXO Vit ettt bbbttt 8l



INDICE DE FIGURAS

Figura . Estrutura da Zearal€nOona ............ccccocerereeenininccuceneneeei e tesessestesessatesessenes 13
Figura 2. Toxicocinética da Zaral€NONA .........cceeceeueererccueerenencueenireeseeseceseeseseesessestesessastaesessenes 16
Figura 3. NUMEro de filROSs ...ttt s st saees 42
Figura 4. ESColaridade ...t s sttt 42
FigUPa 5. ProfiSSA0 ...ttt eese ettt 42
Figura 6. Tipo de aleitamento em criancas de até 6 meses de idade..........cccoeoeurueevccurenccucunnee 43
Figura 7. Taxa de aleitamento materno exclusivo em <6 meses, em Angola........cccccceevcueunee. 43



iNDICE DE TABELAS

Tabela I. Caracteristicas quimicas da zearalenona e metabolitos ........c.ccceceveererevccerencncuceenee 14
Tabela 2. Zearalenona em formulas infantis, alimentos para bebés e criangas ...................... 22
Tabela 3. Teores de zearalenona no milho em diversos paises .........c.cocceveevccererevecerenencucenenee 23
Tabela 4. Limite maximo toleravel de zearalenona em alimentos na UE ..............ccceueuneee. 25
Tabela 5. Zearalenona e metabolitos na urina humana ..........cceceeveeeeenneeerenenneeseereeeeeeene 29
Tabela 6. Estudos de ocorréncia de zearalenona em leite materno.........cccceeeeeeeeeeeereeeeenne 32
Tabela 7. Caracteristicas individuais das lactantes e dos lactentes ...........ccccoeeeeveceeeerereeenene 41
Tabela 8. Incidéncia e concentracoes de zearalenona no leite materno...........ccceeeeeeeevererenenee 44
Tabela 9. Concentragoes de zearalenona por faixas etarias das lactantes ........c.ccccccvececucunee. 44
Tabela 10. Concentragoes de zearalenona e nimero de filhos das lactantes ........................ 45
Tabela I I. Concentragoes de zearalenona por faixas etdrias dos lactentes .........ccccoceeeeuunee. 45
Tabela 12. Concentragoes de zearalenona e peso dos lactentes ........ccccceeeeecerererccerencncucenenes 45
Tabela 13. Estimativa de Ingestao Diaria (EDI) de ZEA pelos lactentes ........ccoceceecurercvcucunnee 48

Tabela 14. Estimativa de Ingestao Diaria (EDI) de ZEA pelos lactentes de até | || dias .....48

Tabela 15. Quociente de risco (EDI/TDI ajustada para lactentes).......c.ccceueeeeueerereecucererercncerenee 49



LISTA DE ABREVIATURAS

AME: Aleitamento materno exclusivo

AMM: Aleitamento materno misto

CE: Comissao Europeia

Células MCF-7: linhas celulares de cancro de mama com receptores de estrogénio
Células PALM: linhas celulares sensiveis a androgenos

EDCs: Compostos disruptores endocrinos

EDI: Estimativa de Ingestao Diaria

EFSA: European Food Safety Authority (Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos)
ELISA: Ensaio de Imunoabsorgao Enzimatica

EUVG: Escola Universitaria Vasco da Gama

FAO: Food and Agriculture Organization (Organizagao das Nagoes Unidas para Agricultura e
Alimentagao)

FDA: Food and Drug Administration

FFUC: Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
hAR: receptor de androgénio

HBM: Biomonitorizagao humana

hERa: receptor de estrogénio o

HPLC: Cromatografia liquida de alto desempenho

HRMS: Espectometria de massa de alta resolugao

HSD: Hidroxil esteroide desidrogenase

IARC: International Agency for Research on Cancer (Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancro)

IDH: indice de Desenvolvimento humano

IgA: Imunoglobulina A

1gG: Imunoglobulina G

IgM: Imunoglobulina M

IIMS: Inquérito de Indicadores Mdltiplos e de Saude

IMC: indice de Massa Corporal



JECFA: Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (Comité Misto FAO/OMS
de Especialistas em Aditivos Alimentares)

LC/FD: Cromatografia liquida com detecgao por Fluorescéncia

LC/MS-MS: Cromatografia liquida acoplada a espectometria de massa em tandem
LM: Leite materno

MLs: limites maximos tolerados

MW: Mass Weight (Peso molecular)

n: niumero de amostras ou de participantes da investigacao cientifica

OMS: Organizagao Mundial da Saude

OTA: Ocratoxina A

pc: peso corporal

PNUD: Programa das Nagoes Unidas para o Desenvolvimento

QR: Quociente de Risco

Ref: Referéncias

TDI: Tolerable daily intake (Ingestao Diaria Toleravel)
UE: Uniao Europeia

UNICEF: Fundo das Nagoes Unidas para a Infancia

UV: ultravioleta

WHO: World Health Organization (Organizagao Mundial de Saude)
ZEA: Zearalenona

a-ZAL: o-zearalanol
a-ZEL: o-zearalenol
B-ZAL: B-zearalanol
B-ZEL: B-zearalenol



PARTE A - REVISAO BIBLIOGRAFICA






I.INTRODUCAO

O Leite Materno é o alimento ideal, completo e mais adequado para promover o
crescimento e desenvolvimento desde o nascimento até os primeiros seis meses de vida
(WHO, 2001; Warth et al,, 2016; WHO, 2020). Até esta idade, a ingestao do leite humano
prové a energia, proteina e demais nutrientes necessarios ao lactente (WHO, 2002; Degen
et al, 2017; Butts et al, 2018). Portanto, de acordo com a Organizagao Mundial de Saude
(OMS), a recomendagao global de Saude Publica é a de que os bebés sejam amamentados
exclusivamente até o sexto més de vida (WHO, 2001; WHO, 2020). Apos este periodo,
devem receber alimentos nutricionalmente adequados e seguros enquanto o aleitamento
materno continua por até os 2 anos de idade ou mais (WHO, 2001; WHO, 2020; Lassi et al,
2020).

O aleitamento materno é , também , a estratégia - de vinculo, afeto, protecao, e
nutrigao - mais sensivel, econdmica e eficaz de intervengao permitindo a promogao da saude
integral materno-infantil. O ato de amamentar, devido a interagao entre a mae e o filho,
repercute de forma positiva na condigao imunoldgica, fisioldgica, no desenvolvimento
cognitivo e comportamental da crianga (Innis, 2014; Lassi et al, 2020). Ha inimeros outros
beneficios, destacando-se a redugao de infegoes gastrointestinais, doengas respiratorias e ,
portanto, da mortalidade infantil (Ministério da Saude, 2019; Lassi et al, 2020); reduz a
chance de obesidade, dislipidemia, hipertensao, diabetes e ha possivel efeito positivo na
inteligéncia (WHO, 2007). Dentre as vantagens para a lactante, destacam-se: protegao
contra o cancro de mama, ovario e uUtero; reducao do risco de desenvolver diabetes tipo 2,
hipertensao, doencas cardiovasculares, obesidade e depressao pés-parto. E, por fim, reduz

os custos financeiros e gera melhor qualidade de vida (Ministério da Salde, 2015).

O aleitamento materno exclusivo é possivel, exceto em poucas condigoes clinicas.
Os bebés que nao recebem aleitamento materno devem ser alimentados com substitutos
adequados, por exemplo, uma férmula infantil preparada de acordo com os padroes do
Codex Alimentarius. Estas criangas que nao sao amamentadas devem receber especial atengao

do sistema social e de saude pois constituem um grupo de risco (WHO, 2001).

Além da composigao em macronutrientes - hidratos de carbono, proteinas e acidos
gordos - e de micronutrientes - vitaminas e minerais, o leite humano possui fatores
imunoldgicos que protegem a crianga contra infe¢oes (Lassi et al, 2020). A IgA é o principal
anticorpo, atuando contra microrganismos presentes nas superficies mucosas. Estes

anticorpos no leite humano sao um reflexo dos antigenos entéricos e respiratorios da mae,



ou seja, ela produz anticorpos contra agentes infeciosos com os quais ja teve contato,
proporcionando, dessa maneira, protegao a crianga contra os microrganismos prevalentes
no meio em que a mae vive. Ademais, o leite materno contém outros fatores de protegao,
como anticorpos IgM e IgG, macréfagos, neutrdfilos, linfocitos B e T, lactoferrina, lisosima e

fator bifido (Ministério da Salde, 2019).

Apesar de todos beneficios e das recomendagoes gerais do aleitamento materno, o
leite humano pode conter contaminantes devido aos possiveis quimicos presentes na dieta
materna. As micotoxinas sao de especifico interesse devido a sua distribuigao ubiqua como
contaminantes em alimentos e seus perfis toxicologicos (Degen et al, 2017). Portanto,
apesar do leite materno ser considerado o melhor e ideal forma de nutrigao, as micotoxinas
ingeridas pela mae, apos serem absorvidas, podem ser transferidas do sangue para o leite.
No entanto, os beneficios de saude do aleitamento materno provavelmente superam em
muito o risco de salude de niveis modestos de transferéncia, especialmente em regices

mundiais altamente regulamentadas (Warth et al,, 2016).

Embora os limites dessas toxinas na alimentagao infantil sejam muito restritivos e
controlados por programas de vigilincia, o leite materno raramente é avaliado. A avaliagao
precisa de toxinas ou toxicos no leite materno é complexa (Renfrew et al, 2008). Alguns
estudos relatam dados sobre niveis e frequéncia de contaminagao, mas nao fornecem
detalhes suficientes relacionados a precisao da colheita e, principalmente, da metodologia
analitica. Isso pode gerar uma preocupagao, principalmente se dados imprecisos
desencorajarem a amamentagao de criangas. Ressalta-se que sao necessarias ferramentas
precisas para entender melhor padroes, niveis e frequéncia de contaminagao (Warth et al,

2016).
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2. MICOTOXINAS E A ZEARALENONA

O termo "micotoxina" é uma combinagio do grego "mykes", fungo, e do latim
"toxicum", que significa veneno. E geralmente reservado para os produtos quimicos téxicos
relativamente pequenos (MW ~ 700 daltons). As micotoxinas, sao, portanto, produtos do
metabolismo secundario dos fungos que colonizam uma variedade de alimentos desde o
campo, durante o cultivo ou apos a colheita. Sao consideradas ameagas a salde humana e
animal através da ingestao de produtos alimentares preparados a partir dessas matérias-
primas. Embora existam 300 a 400 micotoxinas, as mais estudadas em relagao a saude

humana sao as aflatoxinas, as fumonisinas, a ocratoxina A, o desoxinivalenol e a zearalenona

(ZEA) (Lombard, 2014).

Uma variedade de fungos do Género Fusarium, comuns no solo, produz inUmeras
micotoxinas da classe dos tricotecenos, como o nivalenol, e outras como as fumonisinas e a
ZEA. Estes fungos sao, provavelmente, os mais prevalentes fungos micotoxigénicos
encontrados em cereais cultivados em regides temperadas da América, Europa e Asia. As
espécies de Fusarium sao encontrados em plantas, por exemplo, o milho e inimeros outros

graos, que crescem em temperaturas de zonas de clima temperado (Rogowska et al., 2019).

A ZEA ¢, portanto, uma micotoxina produzida por varias espécies de Fusarium,
nomeadamente, F. graminearum, F. culmorum, F. esquiseti, F. crookwellense F. roseum, F.
tricinctum, F. sporotrichioides, F. Oxysporum, F. Moniliforme, F. cerealis e F. semitectum (Hagler et
al, 2001; Agag, 2004; Maragos, 2010 ; Chilaka et al, 2017; James e Zikankuba, 2018;
Rogowska et al., 2019), sendo o F. graminearum o maior produtor (Rupollo et al, 2006). Na
literatura cientifica é abreviada como ZEA, ZON (EFSA, 2011) ou ZEN (Agag , 2004; Mally,
Solfrizzo, Degen, 2016; Mousavi Khaneghah et al., 2018; Lorenz et al., 2019).

A ocorréncia natural de ZEA é favorecida pela alta humidade pois F. graminearum
requer um minimo de 22-25% de humidade para crescer nos graos de cereais. As
temperaturas entre 12°C a 14°C s3o necessarias para a formagao significativa de ZEA, mas
também ocorre a temperaturas abaixo de |0°C e até abaixo de congelamento. Altas
quantidades de ZEA normalmente acumulam em graos de cereais que nao foram
suficientemente secos durante a colheita ou nos graos que foram estocados molhados (por
exemplo, teor de humidade do milho >22%) (Agag, 2004). No laboratério, foram produzidos
em temperaturas entre 5 e 30°C (6timo: 21,7°C), mas amadureceram apenas a 20 e 25°C

(Manstretta e Rossi, 2015). Além disso, producao de ZEA foi reportada em graos no campo,
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durante colheita, processamento comercial do grao e/ou subsequentemente, durante a

estocagem de qualquer alimento contendo o grao (Agag, 2004).

3. ZEARALENONA

3.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

A ZEA é uma micotoxina estrogénica nao—esteroidal, com a estrutura semelhante ao
|7 -B- estradiol, portanto, pertence aos xenoestrégenos (Warth et al, 2019; Rogowska et al,

2019).

A estrutura da ZEA foi primeiramente determinada por Urry et al. (1966). O nome,
Zearalenone em inglés, é derivado parcialmente do nome genérico da planta hospedeira
infectada por Fusarium (Zea) e outra parte da sua estrutura quimica - ral: resorcylic acid

lactone; en: dupla ligagao entre CI-C2 e one: ketone (Urry et al, 1966; Agag, 2004).

A sua nomenclatura quimica é: lactona do acido 6 — ( 10-hidroxi-6-oxo-trans-I-
undecenil) — B- resorcilico (Kowalska, Habrowska-Gorczynska e Piastowska-Ciesielska, 2016;
Al Jaal et al, 2019), com foérmula empirica C gH,,O;, e possui um peso molecular de 318,4
g/mol (FDA, 1979; Agag, 2004). Sua estrutura, que se apresenta na Figura |, sugere que ela
seja sintetizada pela via do acetato-polimalonato, resultando na condensagao de unidades de
acetato produzida pelo Fusarium (Rupollo et al., 2006). A ZEA contém uma cadeia insaturada
no C|-C2 e uma fung¢ao cetona no C6. Tanto a dupla cadeia ou a cetona, ou ambas, podem
reduzir como séries de congéneres e esteroisomeros. As redugdes sio importantes pois
elas afetam a atividade biologica, bem como as propriedades fisicas da molécula. Reducao
também € importante porque representa um mecanismo no qual organismos

biotransformam ZEA (Maragos, 2010).
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Figura |. Estrutura da zearalenona (URRY et al, 1966; ROGOWSKA et al, 2019).

A ZEA e alguns de seus derivados fluorescem verde-azulado quando expostos a
radiacio UV (360nm) e verde mais intensa quando irradiados a 260nm (Agag, 2004;
Kowalska, Habrowska-Goérczynska e Piastowska-Ciesielska, 2016). Esta propriedade pode
ser usada como teste confirmatorio conveniente e simples para ZEA em cromatografia em

camada fina (Agag, 2004).

A ZEA é um composto fracamente polar, de baixo peso molecular e em forma de
cristais brancos. O seu ponto de fusio é 164-165°C. A ZEA é sollivel em acetona,
acetonitrila, benzeno, cloreto de metila, alcoois, éteres e solugao aquosa alcalina (JECFA,
2001; Rai, Das e Tripathi, 2020). Na Tabela | pode-se observar as principais caracteristicas
quimicas da ZEA e de seus principais metabolitos. Durante o armazenamento/moagem e o
processamento/cocgao do alimento, a ZEA apresenta estabilidade, nao se degradando a altas
temperaturas (Kowalska, Habrowska-Gorczynska e Piastowska-Ciesielska, 2016; Rogowska
et al, 2019), nem é destruida pelo processo de pasteurizagao. No entanto, sofre degradagao

sob a influéncia de radiagao UV e em um ambiente alcalino (Rogowska et al,, 2019).
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Tabela I. Caracteristicas quimicas da zearalenona e metabolitos

Composto Formula molecular Massa molar  Solubilidade em
g/mol agua
(25°C) (g/L)

ZEA CisH20:5 3184 0,12
ZEA-I 4-G|CA C24H3oO| | 494,5 -

o-ZEL C|3H2405 320,4 0, 15

p-ZEL CisH2405 320,4 0,15

ZAN CisH2405 320,4 0,00253

ZAN-14-GIcA C2H3»Oy 496,5 =

o-ZAL CisH20:5 322,4 0,16

B-ZAL CisH20:5 322,4 0,16

Adaptado de ARCE-LOPEZ et al. (2020).

3.2 TOXICOCINETICA

Estudos de administragao de ZEA em suinos demonstrou que seus metabolitos
podem principalmente ser detectados na urina e fezes, entre 24 e 48h depois da
administragao (Al-Jaal et al, 2019). A absorgao em suinos apos dose oral unica de 10mg/kg
peso corporal foi estimada em 80-85% (Biehl et al.,1993; Rogowska et al, 2019). A ZEA ¢é
distribuida a varios tecidos incluindo os rins, figado, tecido adiposo, utero e foliculos do

ovario ou testiculos (Biehl et al.,1993; Mally, Solfrizzo, Degen, 2016).

Apos a ingestao e absorgao, a ZEA é absorvida no trato gastrointestinal pelos
enterdcitos e hepatécitos. E metabolizada principalmente nos hepatécitos (Zinedine et al,
2007; Rogowska et al, 2019), em duas vias principais de biotransformagao conhecidas em

animais, como se pode observar na Figura 2.

A primeira é a redugao enzimatica da ZEA em dois estereoisomeros: o-zearalenol (o-
ZEL), pela 3 a-hidroxil esterdide desidrogenase (HSD), e B-zearalenol (B-ZEL), pela 3-B-HSD
(Njumbe Ediage et al, 2012). Também foi sugerido que os metabolitos, a-ZEL e B -ZEL,
podem estar presentes na bile e na urina como produtos do metabolismo de ZEA que sao

provavelmente convertidos pela mucosa intestinal (Metzler, Pfeiffer e Hildebrand, 2010).

A segunda via de biotransformagao envolve a conjugagao de ZEA e seus metabolitos

— mecanismo de detoxificagao hepatica (Pfeiffer et al, 2011; Njumbe Ediage et al, 2012;
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Lorenz et al, 2019). Normalmente, a glucuronidagao, conjugacao com acido glucuronico,
ocorre no grupo fenodlico 14-hidroxila estericamente livre (Frizzell et al., 201 |; Frizzell et al.,
2015) pela enzima UGT - glucuronosiltransferase. Os metabolitos da ZEA podem ser
conjugados com acido sulfonico pela enzima SULT - sulfotransferase (Mally, Solfrizzo, Degen,

2016).

Os metabolitos conjugados seguem por extensiva excregao biliar e recirculagao
entero-hepatica e, finalmente, eliminados, principalmente, pela via urinaria (Molina-Molina et
al, 2014; Kowalska, Habrowska-Gorczynska e Piastowska-Ciesielska, 2016). A taxa de
excrecao de ZEA urinaria é por volta de 9% e aparece principalmente na forma de

glucuronideo (Warth et al,, 2013 ; Rogowska et al,, 2019).

Uma outra , menos importante, via metabolica € a oxidagao de ZEA pela citocromo
P450 que produz composto alifatico C6/C8 ZEA hidroxilada e aromatico CI3/CI5 ZEA
hidroxilada (Pfeiffer et al., 2009; Mally, Solfrizzo, Degen, 2016).

Sumarizando, apods a ingestao, a ZEA é rapidamente degradada, principalmente, em a-
ZEL e B-ZEL, que sofrem redugao adicional para a-zearalanol (a-ZAL) e [B-zearalanol (f3-
ZAL). A a-ZAL é metabolizada em seu isomero [B-ZAL e, em menor grau, em zearalanona
(ZAN). Esses metabolitos sao parcialmente conjugados com acido sulfonico ou glucurénico e

excretados na urina (Li et al, 2018).

Em humanos, encontram-se ZEA, na sua forma livre e os seguintes metabolitos: o-
ZEL e B — ZEL, a-ZAL, B — ZAL e ZEAI4GIcA (Mally, Solfrizzo, Degen, 2016; Al-Jaal et dl.,
2019). Ressalta-se que, até o momento nao ha dados sobre a toxicocinética das formas

modificadas de ZEA em humanos (Lorenz et al., 2019).
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Figura 2. Toxicocinética da zearalenona (MALLY, SOLFRIZZO, DEGEN, 2016).

3.3 TOXICIDADE

Devido a estrutura quimica da ZEA ser semelhante a do |7-B-estradiol, principal
hormona produzida pelos ovarios, a ZEA pode se ligar aos receptores de estrogénio
ocasionando disturbio no balango hormonal e levando a inUmeras doencgas do sistema
reprodutor (Bennett e Klich, 2003; Massart e Saggese, 2010; Frizzell et al., 2015; Kowalska,
Habrowska-Goérczynska e Piastowska-Ciesielska, 2016; Rogowska et. al., 2019; Braun et. dl.,

2020).

Molina-Molina et al. (2014) investigaram as interagoes de ZEA e seus metabolitos
com outros receptores nucleares - o receptor estrogénico o (hERo) e o receptor
androgénico (hAR). O efeito na fungao do hERa e hAR foi examinado em células MCF-7 e
PALM, respectivamente. Os compostos testados demonstram efeito anti-androgénico e
estrogénico, portanto, podem ser disruptores enddcrinos (Rogowska et al, 2019). O
potencial estrogénico dos metabolitos formados pela biotransformagao de ZEA é diferente.
A forma o possui uma afinidade muito mais elevada pelos receptores de estrogénio, sendo
muito mais toxica que a propria ZEA, enquanto a forma 3 tem afinidade mais baixa por estes

receptores e € praticamente inofensiva (Rogowska et al,, 2019).
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3.3.1 Toxicidade Aguda

ZEA apresenta baixa toxicidade aguda (oral LD50 de mais de 2000mg por kg de peso
corporal) apdés administragio oral e peritoneal em camundongos, ratos e porcos
(FAO/WHO, 2001; EFSA, 201 1). Nao ha relatos de envenenamento agudo devido a ZEA em
humanos (IARC, 2012). Portanto, o termo "toxina" no caso da ZEA pode ser enganoso,
embora tenha forte efeito bioldgico, nao é venenoso, apresentando baixa toxicidade aguda

(Rogowska et al., 2019).

3.3.2 Toxicidade Crénica

A ZEA foi avaliada pela primeira vez pela Agéncia Internacional para a Investigacao do
Cancro (IARC), em 1993. A exposicio a ZEA resultou em aumento da incidéncia de
tumores hepatocelulares e pituitirio em camundongos, consistente com um modo de agao
carcinogénico hormonal. Nenhum efeito carcinogénico foi observado em ratos, portanto,
com limitada evidéncia em animais experimentais. A ZEA foi alocada, juntamente com outras
toxinas de Fusarium, no grupo 3, sendo classificada como nao carcinogénica para humanos
(IARC, 1993), classificagao esta que perdura até a atualidade (IARC, 2012; Ostry et al., 2017;
Claeys et al., 2020).

Claeys et al. (2020), em revisao sistematica, analisaram dois estudos de caso-controle
em Africa que investigaram a associagio entre ZEA e seus metabolitos, nomeadamente, o -
ZEL, B-ZEL, a-ZAL, B-ZAL e ZAN com o risco de cancro de mama. Nao foram encontrados
resultados sugestivos de uma relagao causal entre a presenca de ZEA no sangue e o cancro
na populagao estudada. No entanto, o potencial da ZEA para induzir a proliferagao de

células de cancro da mama humano foi demonstrado in vitro (Belhassen et al,, 2015).

Em relagao a imunotoxicidade, a ZEA exerce efeitos imunotoxicos em modelos in
vitro. Esses efeitos consistem na inibicao da proliferagao de linfocitos do sangue periférico
humano e aumento da produgao de interleucina em linfocitos T cultivados. Em células
mononucleares de sangue periférico humano e neutrdfilos suinos, a proliferagao celular e a
produgao de citocinas foram inibidas. Em alguns desses estudos, a ZEA pareceu ser menos

imunotoxica do que seus metabolitos o- e B-ZEL (EFSA, 201 1).

Os efeitos adversos da ZEA como xenoestrogeno foram reportados em humanos
(EFSA, 2011; Rogowska et al, 2019). Mauro et al. (2018) avaliaram 48 mulheres obesas ou

com sobrepeso. Os resultados mostraram que a ZEA e seus metabolitos estavam presentes
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em quase todas mulheres pesquisadas e a concentragao foi dependente da ingestao de carne
bem como do indice de Massa Corporal (IMC). A exposicio natural a ZEA por meio do
consumo de alimentos contaminados tem sido reconhecida como sendo a causa de
mudancgas nos o6rgaos reprodutivos de mulheres tais como o desenvolvimento de cancro do
colo do utero (Hueza et al, 2014). O o-ZEL é 3-4 vezes mais estrogénico que ZEA (Azcona,

Abouzied e Pestka, 1990; Huang et al, 2014 ).

Em criangas, os principais efeitos dos compostos ZEA sao observados, também, no
sistema reprodutivo, onde afetam a estrutura e fungdo dos orgaos, levando ao
hiperestrogenismo, telarca e puberdade precoce (Zinedine et al, 2007; Massart e Saggesse,
2010; Kowalska, Habrowska-Gorczynska e Piastowska-Ciesielska, 2016). A ZEA foi
investigada em amostras sanguineas de meninas para avaliar o inicio precoce da puberdade,
na Hungria (Szuets et al, 1997) e na Itilia (Massart et al, 2008). Na Itdlia, niveis séricos
elevados de ZEA e o-ZEL foram associados com puberdade precoce em 35% das meninas
oriundas de uma area rural. No entanto, nenhuma amostra positiva foi encontrada em

quinze participantes oriundas de uma area urbana (Massart et al, 2008; IARC, 2012).

ZEA e seus metabolitos, ZAN, o-ZAL, B-ZAL, o-ZEL e B-ZEL, sao prejudiciais a
salude e sao considerados como compostos disruptores endécrinos (EDCs), que podem
alterar o processo mediado por receptor de esterdides imitando ou neutralizando
hormonas naturais (Valimaa et al, 2010; Kowalska, Habrowska-Gorczynska e Piastowska-
Ciesielska, 2016). A incubagao com ZEA, o-ZEL e B-ZEL induziu a produgao de
progesterona, estradiol, testosterona e cortisol em uma linha celular H295R, indicando que
nao apenas ZEA, mas também seus metabolitos podem atuar como disruptores enddcrinos
(Frizzell et al, 2015; Kowalska, Habrowska-Goérczynska e Piastowska-Ciesielska, 2016). Este
efeito disruptor endocrino também pode ser um fator causal na carcinogénese (Kowalska,

Habrowska-Gorczynska e Piastowska-Ciesielska, 2016).

Ha outros efeitos intracelulares causados pela ZEA, além de disrupgao endocrina,
podendo, também, induzir dano oxidativo, dano ao DNA, apoptose, necrose e finalmente

morte celular (Zheng et al, 2018; Rivera-Nunez et al,, 2019; Rai, Das e Tripathi, 2020).

Cao et al. (2019) reportaram que a ZEA exibe forte toxicidade embriogénica e induz
apoptose e stress oxidativo em células-tronco embrionarias humanas (Cao et al, 2019;

Rogowska et al., 2019).

Portanto, apesar da ZEA e seus metabolitos apresentam baixa toxicidade aguda, sao

considerados perigos potenciais para a salde humana, especialmente quando absorvidos em
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grandes quantidades ou durante um longo tempo de exposi¢ao (Zinedine et al.,2007; Raiola

et al, 2015).

3.4 EXPOSICAO ALIMENTAR

A Organizagao das Nagoes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO) estima que
até 25% das culturas cerealiferas alimentares do mundo estejam contaminadas com

metabolitos de fungos toxigénicos (FAO, 2004; Duarte, Lino e Pena, 2010).

A exposicao alimentar as micotoxinas pode ser maior em paises em desenvolvimento
devido ao ambiente favoravel ao crescimento de fungos, dependéncia da agricultura de
subsisténcia, pobre qualidade do monitoramento e da aplicagio dos regulamentos nos

mercados locais (Ortiz et al., 2018).

A ZEA é uma das principais micotoxinas que ocorrem em produtos agricolas e seus
niveis em alimentos sao constantemente inspecionados em todo o mundo (Solfrizzo,
Gambacorta e Visconti, 2014). E a micotoxina de Fusarium mais distribuida globalmente
(Beukes et al, 2017; James e Zikankuba, 2018), muito encontrada em milho e culturas de
graos tais como o cevada, aveia, trigo, arroz, sorgo e paingo (Ismaiel e Papenbrock, 2015; Al-
Jaal et al., 2019). A ZEA foi encontrada produzida em milho contaminado por Fusarium nos
continentes da Australia, Europa e Norte América, bem como Nova Zelandia, Sudeste da
Asia, América do Sul e Africa. Fungos do género Fusarium isolados de bananas também se

mostraram habeis em produzir ZEA (European Comission, 2000).

Ortiz et al. (2018) investigaram a exposicao dietética a ZEA em criangas de 0-23
meses de idade, no Equador, provenientes da zona rural e da urbana. No geral, a exposigao
foi modesta, mas maior para criangas da area rural devido a dieta mondtona a base de
cereais. Em particular, isso foi evidenciado como aumento da exposi¢ao durante a transigao

de alimentagao até o desmame.

A ingestao de ZEA pode ocorrer, também, pelo consumo de alimentos de origem
animal, como ovos, leite e carne que foram derivados de animais expostos a ZEA - é o
denominado “carry-over” (Belhassen et al., 2015; Valimaa et al., 2010). A concentragao média

de ZEA no leite bovino foi estimada em 0,125ug /L (Signorini et al., 2012).

Mousavi Khaneghah et al. (2018) realizaram uma meta-andlise para estimar a
prevaléncia e a concentragao de multimicotoxinas, dentre elas, ZEA em paes, flocos de

milho, cereais matinais e produtos a base de massas. A prevaléncia de ZEA nos alimentos a
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base de cereais foi de 37%, nas massas, cereais, pao, biscoitos e cereais matinais foi de 17%,
55%, 41%, 22%, e 37%, respectivamente. A ordem de classificagao de alimentos a base de
cereais pela prevaléncia de ZEA foi flocos de milho (55%)> pao (41%)> cereais matinais

(37%)> biscoito (22%)> pasta (17%).

Em Portugal, a ZEA foi detectada em 48% das amostras de cereais matinais, cereais
infantis e biscoitos consumidos por criangas na regiao de Lisboa (Assuncao et al, 2018).
Outros estudos de ocorréncia de ZEA em formulas infantis, alimentos para bebés e criangas

constam na Tabela 2.

Aldana et al. (2014) investigaram a contaminagao de ZEA em farinhas comercializadas
em Portugal (Coimbra) e Paises Baixos (Ultrecht). Quarenta e oito amostras foram
analisadas dentre farinha de trigo (17), farinha de milho (12), farinha mista com
predominancia do trigo (I13) e farinha destinada a alimentagao de bebés (6). Na farinha de
trigo, 31,6% continha ZEA com concentragdes que variaram entre 7,4 e 153pug/kg.
Relativamente a farinha de milho, 50% apresentava ZEA numa concentragao que variava
entre 5,9 — | 1,7ug/kg. Por fim, 35,2% da farinha mista apresentava ZEA em concentragoes
que variavam entre 5,4 e 39,4ug/kg. Portanto, a maior incidéncia, e as concentragoes maxima
e média mais elevadas ocorreram na farinha de milho. Em relagao as farinhas para uso na
dieta de bebés, metade estava contaminada com ZEA. Outro estudo, também realizado em
Portugal, analisou a incidéncia e niveis de ZEA em broa, tanto as preparadas apenas com a
farinha de milho como as feitas com farinha mista, de milho e trigo. Do total das 52
amostras, |3,5% continham ZEA e as concentragoes variaram entre 9,6 e 50,4ug/kg (Ribeiro
et al, 2015). Duarte et al. (2020) analisaram micotoxinas em chas e plantas medicinais
comercializados em Portugal e, do total das 37 amostras, 62% estava contaminada com ZEA,

atingindo concentragao maxima de 19,02pg/kg.

Rai, Das e Tripathi (2020), revisaram a ocorréncia de ZEA em cereais em diversos
estudos em nivel global. O milho foi o principal alimento contaminado, em diversos paises.
Relativamente a Angola os dados publicados na literatura cientifica sao escassos. Panzo
(2013) relata incidéncia de 8,3% de ZEA no milho em concentragées no intervalo de 0,7

al43pg/kg.

No entanto, dentre as investigagoes realizadas em paises africanos, no Egito, as
concentragoes para o milho foram as mais elevadas variando entre 9800 e 38400ug/kg,
conforme se observa na Tabela 3. Ekwomadu e Mwanza (2016) em sua revisao acerca das

micotoxinas em Africa destaca incidéncia de ZEA nos seguintes alimentos: malte, milho,
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coco, cerveja e amendoim. Destaca-se ainda a incidéncia de 92,5% de ZEA no milho e de
90% no feijao da Republica Democratica do Congo (Mulunda et al., 2013). Na Republica dos
Camarodes, no milho processado em casa, em preparagao tipica “fufu” 100% estava
contaminado com ZEA, com concentragoes variando de 5 a 150pg/kg. ZEA-cis e ZEA
sulfato-cis foram reportados pela primeira vez em alimentos de Camaroes (Abia et al,, 2017).
Ainda no continente Africano, em Nigéria, a incidéncia de ZEA foi de 32% no melao
fermentado, 62,5% na goma de alfarroba, 31% no feijao fermentado e 33% no mingau de

milho (Adekoya et al, 2017).

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) considera as
principais fontes de exposi¢do humana a ZEA: produtos a base de graos, como graos para
consumo humano, produtos de moagem de graos, cereais matinais, novos produtos de
padaria e lanches, alimentos infantis, 6leo de gérmen de milho e 6leo de gérmen de trigo,

pao, paezinhos e massas (EFSA, 201 1).

Estimativas de exposicao humana com base em dados analiticos sobre a ocorréncia
de ZEA em varias categorias de alimentos e dados de consumo de alimentos sugerem que a
exposicao humana a ZEA e metabolitos pode estar proximo ou mesmo exceder a ingestao
diaria toleravel (TDI) derivada da EFSA para alguns grupos de consumidores (Mally, Solfrizzo

e Degen, 2016).

Em consulta ao Portal do RASFF, ha apenas uma notificagao relacionada a ZEA no
ano de 2020, em trigo proveniente da Republica Checa e duas no ano de 2018, sendo uma

em granola proveniente da Suica e outra em ragao proveniente da China.
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Tabela 3. Teores de zearalenona no milho em diversos paises

Pais Cereal nglkg
Egito Milho 9800-38400
Nigéria Milho Até 17500
Marrocos Milho 14-17
Brasil Milho 653-9830
USA Milho 100-21600

Adaptado de RAI, DAS e TRIPATHI (2020)

3.5 REGULAGCAO DA EXPOSIGCAO ALIMENTAR HUMANA

A seguranga e o impacto economico decorrente da comercializagao de alimentos
contaminados por micotoxinas sao consideraveis e reconhecidos (Udomkun et al, 2017).
Portanto, para proteger os consumidores dos riscos para a saude humana, muitos paises

adotaram regulamentos ou diretrizes para limitar a exposi¢ao (Duarte, Lino, Pena, 2010).

Comités cientificos tém emitido valores de ingestao diaria toleravel - Tolerable Daily
Intake (TDI). Estes valores sao baseados em estudos animais aplicando um fator de corregao
de 100 ou mais para contabilizar as diferengas interespécies e variagoes intraespécies (Degen
et al, 2017). A TDI nao aborda especificamente o cenario da crianga que é amamentada com
leite materno. No entanto, a amamentagao nao deve expor o bebé a doses mais elevadas

que a TDI (Degen et al,, 2017).

O Painel Cientifico dos Contaminantes na Cadeia Alimentar da EFSA estabeleceu
uma TDI para ZEA de 0,25ng/kg peso corporal/dia baseado em um NOEL de 10pg/kg peso
corporal/dia, pelos efeitos estrogénicos em fémeas de suinos, a espécie mais sensivel a
toxicidade de ZEA, e um fator de incerteza de 40, sendo 4 para diferengas na toxicocinética
interespécies e 10 para variabilidade inter-humana (EFSA, 2011). Devido a vulnerabilidade
dos bebés, a EFSA orienta para a avaliagdo de substancias quimicas em lactentes com idades
de até |6 semanas, que deve-se considerar um fator adicional. Assim, a TDI para a populagao
adulta tem que ser ajustada por um fator de 3 para derivar uma TDI infantil apropriada, a
resultar em 0,083ng/kg peso corporal/dia ou 83ng/Kg P corporal (Degen et al., 2017 ; EFSA,
2017; Braun et al., 2018).

Os riscos de exposicao a micotoxinas em humanos estao fortemente relacionados as

infraestruturas regulatorias (James e Zikankuba, 2018). Para salvaguardar a saude publica, os
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MLs (Limites maximos tolerados) de micotoxinas foram estabelecidas por diferentes
instituicoes nacionais e organizagoes internacionais. Varias nagoes estabeleceram niveis de
recomendagao ou niveis maximos permitidos para ZEA em alimentos, variando de 50 a
1000ug/kg (ppb) (FAO, 2004; Maragos, 2010). O Regulamento (CE) n.°1 126/ 2007 dispoe

sobre o teor maximo de ZEA em alimentos (ng/kg), conforme Tabela 4.

Niveis mais restritivos sao definidos para alimentos destinados aos bebés, sendo de
20pg/kg para ZEA, na Uniao Europeia (Huang et al, 2014). Apesar do leite ser um alimento
basico em muitos paises e nutricionalmente importante devido ao seu alto teor de calcio,
nenhum nivel maximo foi definido para concentragao de ZEA em produtos lacteos (Valimaa

et al,, 2010).

Em Angola, por meio do Decreto Presidencial n.°179 de 2/08/2018, foi publicado o
“Regulamento sobre a sujeigao a analises laboratoriais dos produtos destinados ao consumo
humano e animal”. O Artigo 14 dispoe que “Os limites maximos de residuos tolerados para
as micotoxinas em alimentos”, dentre outros, sao objeto de regulagao especifica. E, ainda,
dispoe que enquanto nao for aprovada a regulamentagao referida, os laboratérios devem
aplicar as regras recomendadas, em termos de limites maximos tolerados, estabelecidas
internacionalmente como as constantes do Codex Alimentarius e as definidas pela FAO/OMS.

Portanto, em Angola, nao ha Legislagao especifica para ZEA.

James e Zikankuba (2018) recomendam que os paises da Africa Subsariana priorizem
prevengao e controle de micotoxinas no milho como tem sido praticado para atender aos
rigidos requisitos regulamentares para exportagoes para Europa e outras nagoes. Além
disso, conscientizagao e defesa sao necessarios ao formulador de politicas e a comunidade
em geral para garantir sua atengao e participagao na prevengao de micotoxinas e controle

em sistemas alimentares, protegendo a populagao local.
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Tabela 4. Limite maximo toleravel de zearalenona em alimentos na UE

UE REGULAMENTO (CE) 1126/2007 - fixa os teores maximos de certos contaminantes
presentes nos géneros alimenticios, no que se refere as toxinas Fusarium no milho e
nos produtos a base de milho.

| Cereais nao transformados com excegao do milho 100

Il Milho nao transformado, com excec¢iao do milho nao 350
transformado destinado a moagem por via humida (*)

Il Cereais destinados ao consumo humano direto, farinha, sémola 75
e gérmen de cereais, enquanto produto final comercializado
para consumo humano direto, com excegao dos géneros
alimenticios referidos nos pontos VI, VI, VIII, IX, X

[\ Oleo de milho refinado 400

\ Pao (incluindo pequenos produtos de panificagao), produtos de 50
pastelaria, bolachas, refei¢oes leves a base de cereais e cereais
para pequeno-almogo, com excegao de refeigoes leves a base de
milho e cereais para pequeno-almogo a base de milho

Vi Milho destinado ao consumo humano direto, refeicdes leves a 100
base de milho e cereais para pequeno-almoco a base de milho

Vi Alimentos transformados a base de cereais (com excegao de 20
alimentos transformados a base de milho) e alimentos para
bebés destinados a lactentes e criangas jovens

VIl Alimentos transformados a base de milho destinados a lactentes 20
e criangas jovens

IX Fragées de moagem do milho com particulas de dimensées 200
>500 micron abrangidas pelos cédigos NC 1103 13 ou 1103 20
40 e outros produtos da moagem do milho com particulas de
dimensées >500 micron que nao se destinem ao consumo
humano direto abrangidos pelo cédigo NC 1904 10 10

Fracoes de moagem do milho com particulas de dimensées 300
<500 micron abrangidas pelo cédigo NC 1102 20 e outros
produtos da moagem do milho com particulas de dimens&es
<500 micron que nao se destinem ao consumo humano direto
abrangidos pelo codigo NC 1904 10 10

25



3.6 SUSCETIBILIDADE INFANTIL AS MICOTOXINAS E A ZEARALENONA

A exposicao no inicio da vida afeta a saide na vida adulta. O desenvolvimento dos
bebés pode ser criticamente afetado por contaminantes artificiais ou naturais, incluindo,
nestes, as micotoxinas (Braun et al., 2020). Bebés e criangas estdo em risco e sao cerca de
trés vezes mais suscetiveis que os adultos aos efeitos adversos das micotoxinas devido a
relagio elevada entre a ingestao e o seu peso corporal, alta taxa metabdlica e baixa
capacidade de detoxificagao (Ortiz et al., 2018; Braun et al, 2020). Portanto, podem ser mais
sensiveis aos efeitos neurotoxicos, endocrinos e imunoldgicos. Por essas razoes, uma analise
de risco especifica e atualizada para esta faixa etdria é de grande interesse (Raiola et al,

2015).

Além disso, apresentam dietas mais restritas (Assungao et al, 2018) com consumo de
cereais matinais, cereais infantis e biscoitos entre os primeiros alimentos sélidos (Amezdroz
et al., 2015). Dessa forma, o potencial risco a saide em alimentos usualmente consumidos

por criangas € significativo e requer atengao especial (Assungao et al, 2018).

A exposicao a ZEA durante a gravidez pode resultar na exposicao do feto

demonstrada pela transferéncia placentaria de ZEA e seus metabolitos (Warth et al., 2019).

Degen et al. (2017) investigaram a relagao entre a ingestao materna de micotoxinas -
dentro dos valores de TDI - e a exposicao, via leite materno, em criangas em amamentagao
exclusiva. Os investigadores fizeram ajustes da TDI para a idade de criangas de acordo com
o guia da EFSA de 2017. O resultado do estudo demonstrou a seguranga do aleitamento
materno exclusivo em um cenario continuo de exposigao respeitando a TDI. Chuisseu et al.
(2018) relataram a qualidade do leite materno em relagcao a algumas formulas infantis e
alimentos complementares, reafirmando a superioridade do leite materno do ponto de vista

das micotoxinas.

Portanto, o risco da exposigao as micotoxinas em criangas depende da magnitude e
frequéncia da exposicao. Um alto risco é esperado quando hia o consumo de dietas
monotonas a base de cereais que sao tipicamente contaminados com varias micotoxinas

(Ortiz et al, 2018). A diversidade alimentar pode mitigar a exposi¢ao as micotoxinas (IARC,

2015).
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3.7 BIOMONITORIZAGAO

A prevencao dos danos a salde causados por contaminantes presentes no meio
ambiente, fazendo com que os niveis dessas exposi¢oes sejam mantidos em valores que nao
constituem risco inaceitavel a saide do homem é um objetivo da Salde Publica. Para isso
tornam-se necessarias a identificagdo e a quantificagdo desses riscos pela avaliagio da
exposi¢ao humana, que pode ser determinada por meio da mensuragao de pardmetros
biolégicos denominados biomarcadores (Bando et al, 2007). A biomonitorizagao de ZEA
tem sido objeto de diversos estudos em diversas matrizes biologicas como urina (Tabela

5), sangue e leite materno (Tabela 6).

Uma vez que 10-20% de uma dose oral de ZEA sao excretados, pela via urinaria, em
24h, os metabolitos urinarios de ZEA podem apresentar-se como biomarcadores adequados
para monitorar a exposicao humana (Metzler, Pfeiffer e Hildebrand, 2010; Lorenz et dl,
2019). Varios estudos empregaram métodos sensiveis como LC-MS/MS para quantificar ZEA
e seus metabolitos na urina. As investigagoes medem diretamente a excre¢ao de ZEA
usando padroes analiticos para os principais metabolitos urinarios ou realizam abordagens
indiretas que empregam a desconjugagao enzimatica e enriquecimento de analitos antes da
analise. Os métodos diretos, normalmente estabelecidos como métodos multimicotoxinas,
sao geralmente menos sensiveis do que os métodos indiretos (Mally, Solfrizzo, Degen, 2016;
Lorenz et al, 2019). A porcentagem de amostras positivas em estudos de biomonitorizagao
humano (HBM), portanto, depende em grande parte do método analitico empregado. Uma
analise comparativa de urinas de um estudo coorte sul-africano destacou diferengas
marcantes na porcentagem de amostras positivas usando abordagens diretas vs. indiretas (2
vs. 98% das amostras testadas positivas, respectivamente) devido a maior sensibilidade do
método analitico indireto (Shephard et al, 2013; Lorenz et al, 2019). Portanto, as
abordagens diretas podem detectar ZEA e seus metabolitos em individuos altamente
expostos, mas parecem ser menos adequadas para monitorar exposicoes médias a ZEA. Em
estudos realizados na Africa do Sul, onde o milho é o principal alimento basico, as
concentragoes de biomarcadores urinarios de ZEA foram significativamente mais altas
quando comparadas aos resultados europeus, refletindo a maior ingestao dietética de ZEA.
Assim, a excrec¢ao urinaria de ZEA e seus metabolitos parecem ser indicadores adequados
da exposicao humana a ZEA (Mally, Solfrizzo e Degen, 2016). Na Tabela 5 constam estudos
de excregao urinaria de ZEA com foco nos realizados em paises africanos. Na literatura
pesquisada, nao se encontraram dados relativos a Angola.

Arce-Lopez et al. (2020) revisaram estudos que pesquisaram ZEA, a-ZEL, B-ZEL,
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ZAN, o-ZAL, B-ZAL em plasma humano. Diversos métodos analiticos sio empregados para
esta matriz, utilizando extragao em fase liquida (LLE) ou em fase solida (SPE) e alguns com
etapa adicional de cleanup. As metodologias de detecgao e quantificagao variam entre
cromatografia liquida acoplada a espectometria de massa em tandem - LC-MS/MS,
cromatografia liquida com espectrometria de massa de alta resolugao - LC-HRMS, entre

outras.

Outras metodologias, comumente utilizadas na deteccao de ZEA em matrizes
bioldgicas e alimentares, sao aquelas baseadas na utilizagao de anticorpos (imunoensaios), em
particular ensaios de imunoabsor¢ao enzimatica como ELISA (Maragos, 2010). O ensaio
imunoenzimatico ELISA é amplamente utilizado para detecgao de micotoxinas (Huang et al,
2014). O ELISA oferece uma triagem rapida e muitos kits estao comercialmente disponiveis
para a deteccdo e quantificagao de todas as principais micotoxinas, incluindo ZEA. Esta
técnica é rapida, especifica e relativamente facil de usar para a anadlise de micotoxinas em

alimentos (Dinleyieci et al,, 2018).

Em estudos em amostras de leite materno, cerca de 70% dos estudos usaram a LC
para quantificar as concentragoes de micotoxinas no leite materno e cerca de 25% por
ensaio imunoenzimatico “ELISA” (Cherkani-Hassani, Mojemmi e Mouane, 2016). O ELISA é
um meétodo analitico sensivel, rapido e confiavel. Existem diversos formatos, tais como o
método do anticorpo monoclonal duplo, método indireto e método competitivo. O método
do anticorpo monoclonal duplo e o método indireto sao aplicados principalmente no
diagnostico clinico. O método competitivo é aplicado principalmente em ensaios de
seguranga alimentar. O ELISA competitivo é classificado em duas categorias de acordo com
o principio de funcionamento: ELISA competitivo direto e ELISA competitivo indireto
(Huang et al, 2014). No ELISA competitivo direto, a microplaca é sensibilizada com
anticorpo. No ELISA competitivo indireto, a sensibilizagao da microplaca é realizada com o
antigeno (Meirelles et al.,, 2006). Os kits ELISA comercialmente disponiveis para detecgao de
micotoxinas sao normalmente baseados em um formato de ensaio competitivo. O
imunocomplexo formado ira entao interagir com um substrato cromogénico para dar um

resultado mensuravel (Turner, Subrahmanyam e Piletsky, 2009).
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3.7.1 Biomonitorizacdao de zearalenona no leite materno

Com o objetivo de avaliar o risco associado a exposi¢ao das criangas as micotoxinas
por via do aleitamento materno, muitos investigadores, desde o inicio dos anos 80,
estabeleceram métodos analiticos para determinar aflatoxinas e ocratoxina nesta matriz.

Mais recentemente foram reportadas metodologias para a determinacao de FB, e ZEA.

Existem lacunas significativas no conhecimento sobre a captagao e transferéncia de
micotoxinas e seus metabolitos para o leite materno. A transferéncia de micotoxinas do
alimento ao leite materno pode depender da diversidade da dieta e da hidratagao materna,
das propriedades fisico-quimicas do téxico para absorgao e distribuicao, e da frequéncia da

alimentagao infantil (Warth et al., 2016).

O conhecimento sobre taxas de transferéncia lactacional de ZEA em humanos é
limitado, a transferéncia de ragao para leite em gado leiteiro pode fornecer uma
aproximagao aproximada do que esperar (Mirocha et al, 1981; Degen, Munoz, Hengstler,
2013). No entanto, € importante considerar que (a) a conversao bacteriana em ruminantes é
diferente e isso pode impactar fortemente a disposigao de uma determinada micotoxina e
que (b) as taxas de produgao de leite / kg de peso corporal em rebanhos leiteiros excedam
em muito a de uma mae que amamenta, modificando significativamente a distribuicao de
toxicos disponiveis no sistema. Neste contexto, os dados sobre as taxas de transferéncia sao
limitados para as micotoxinas de interesse para a saude publica. Além de taxas lactacionais
de transferéncia, o conhecimento sobre potenciais correlagdes entre concentragdes de
micotoxinas no leite materno e na urina de ambos a mae e/ou o bebé seria util (Warth et al,
2016). Mais esforgos de pesquisa sao necessarios para correlacionar a exposi¢ao alimentar
materna, plasma sanguineo e niveis no leite materno de maneira adequada, usando
metodologias analiticas avangadas e robustas, incluindo procedimentos de amostragem

adequados e coleta de dados longitudinais (Warth et al., 2016).

Até o momento, nao temos conhecimento de nenhum resultado adverso a saude
relacionado a transferéncia materna de micotoxinas para bebés, embora alguns niveis
relatados excedam as TDIs recomendados para algumas toxinas. Nao ha duvida de que o
leite materno é a dieta inicial ideal para bebés. Isso pode ser particularmente verdadeiro
para populagoes em regides economicamente menos desenvolvidas, onde as alternativas
carecem de nutrientes essenciais encontrados no leite materno; e, mais importante, essas
alternativas ao leite materno podem ser menos higiénicas, conter menos componentes

benéficos nao nutritivos e provavelmente estar contaminadas com micotoxinas em niveis
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significativamente mais elevados do que o leite materno (Warth et al, 2016).

Na Tabela 6 apresentam-se os estudos com ZEA em leite materno. Pode-se
concluir que a ocorréncia de ZEA no leite humano esta presente em diferentes continentes -
América, Africa e Europa. As concentracdes mais elevadas de ZEA encontram-se nas
amostras da investigagao realizada na Nigéria (Braun et al, 2018), com o valor de 60000ng/L
muito superior as demais populagoes, sendo aproximadamente 87 vezes a concentragao
maxima da Turquia (Dinleyci et al, 2018). Entre as coortes, o valor minimo foi observado na
Turquia, sendo de 35,7ng/L (Dinleyci et al, 2018). Em relagao as taxas de incidéncia, a Itdlia
(Massart et al, 2016) e Turquia (Dinleyci et al,, 2018; Memis, Yalcin e Yalgin, 2020) encontram-

se com a totalidade das amostras positivas.
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PARTE B - EXPERIMENTAL






I. JUSTIFICACAO E OBJETIVOS

Considerando a vulnerabilidade e suscetibilidade dos lactentes e que os efeitos
cronicos da exposicao a ZEA s3o os mais preocupantes, podendo a exposi¢ao iniciar-se
ainda no Utero, é indiscutivel a necessidade de investigagoes cientificas neste grupo etario e
com esta micotoxina. A maioria dos estudos analisam teores de aflatoxinas e de OTA, no
entanto, os efeitos estrogénicos da ZEA nao devem ser negligenciados, particularmente, na
infancia. Além disso, a recolha de leite materno nio é um método invasivo, sendo de baixo
custo e possibilitando, em simultineo, a avaliagio da exposicao a ZEA tanto para a mae

quanto para o filho.

Os niveis de micotoxinas em Africa frequentemente excedem os limites maximos
estabelecido pela Uniao Europeia (Kebede et al., 2020). Questoes de seguranga alimentar em
regides em desenvolvimento, especialmente em Africa, sio desafios devido a varias razdes,
como o uso de matérias-primas agricolas de baixa qualidade durante a pré-colheita e a ma
gestao do manuseio e processamento de alimentos. Além disso, ha uma grande tendéncia de
se usar cereais caseiros pois grande parte da populagao sao agricultores de subsisténcia que
cultivam, estocam e preparam seus proprios alimentos basicos. Consequentemente, uma
ampla proporgao de bebés e criangas pequenas recebem estes alimentos contaminados com
micotoxinas (Lombard, 2014; Warth et al, 2016). Dados recentes em alimentos em paises

africanos sugerem frequente contaminagao de ZEA como discorrido anteriormente.

Em relagao a Angola, o Relatério de Desenvolvimento Humano de 2019 mostra um
indice de Desenvolvimento Humano - IDH de 0,579 para este pais (PNUD, 2019). Em 2018,
a populagao era de 30,81 milhdes de habitantes. Este pais possui uma taxa de pobreza de
36%, o que representava, em 2014, um universo de 9,44 milhoes de habitantes (UNICEF,
2018). Segundo o Inquérito de Indicadores Mdltiplos e de Sadde (IIMS) de 2015-2016, a
provincia de Cabinda, local onde vivem as doadoras de leite materno da presente
investigacao cientifica, possui uma prevaléncia de 22% de desnutrigao cronica em criangas de
6-59 meses, sendo esta classificada como prevaléncia média (UNICEF, 2018). A mortalidade
infantil de Angola, segundo o IIMS de 2015-2016, é de 68 em cada 1000 criangas dos 0 aos 5
anos de idade (UNICEF, 2018). Em relagao aos alimentos, a agricultura familiar é responsavel
pela produgao de 95% de alimentos nacionais consumidos (UNICEF, 2018). Portanto, torna-
se evidente a vulnerabilidade das criangas de Angola, especificamente da populagio de

Cabinda.
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O presente estudo tem como objetivo geral: avaliar a exposicao dos lactentes a ZEA,

em Angola.

36

E os seguintes objetivos especificos:

- Estabelecer a incidéncia e as concentracoes de ZEA nas amostras de leite
humano pelo método ELISA;

- Estimar a ingestao de ZEA pelos lactentes e comparar com a TDI;

- Avaliar a correlagao da contaminagao da amostra com dados sociodemogrificos,
antropométricos e alimentares;

- Comparar a exposicao de ZEA da populagao estudada com estudos realizados

previamente.



2. METODOLOGIA

Este estudo teve a aprovacio do Conselho Cientifico e Comissio de Etica da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra - FFUC e da Comissio de Etica e Bem-
Estar Animal da Escola Universitaria Vasco da Gama - EUVG (Parecer no 2009/001). Foi
considerada a Declaragao de Helsinquia da Associagao Médica Mundial de 1975, revista em

2013 (WMA, s.d.) e demais normas relacionadas em vigor.

2.1. AMOSTRAGEM

Amostras de leite materno de 37 lactantes (n=37) foram colhidas entre
Agosto/Setembro de 2018 e em agosto de 2019, na regiao de Belize, provincia de Cabinda,

Angola.

As amostras foram colhidas por um profissional de saude, uma enfermeira, em
consultas de acompanhamento infantil, por extragdo manual e armazenadas em sacos
estéreis, congeladas e transportadas por via aérea para Portugal, sendo armazenadas

a-20°C.

Para poderem participar deste estudo as lactantes apresentavam-se saudaveis, foram
informadas, assinaram o termo de consentimento (Anexo [), e responderem a um
questionario (Anexo |l e Ill). Foram excluidas participantes que apresentavam doenga
mamaria infeciosa ou tumoral, idade inferior a |8 anos e parto ocorrido em intervalo

inferior a um més, para evitar colostro ou leite de transigao.

2.1.1 Dados sociodemograficos, antropométricos e alimentares

Por meio do preenchimento do questionario (Anexo Il e Ill) foram colhidos dados
antropométricos e caracteristicas individuais da mae e bebé (idade e niumero de filhos; idade,
peso na recolha, respetivamente), dados sociodemograficos da mae (escolaridade, profissao
e local de residéncia), dados relativos a alimentagao (origem dos alimentos consumidos, local
de consumo e questiondrio semi-quantitativo de frequéncia alimentar). Nas amostras
colhidas em 2018, as caracteristicas da amamentagao (exclusiva ou mista) também foram

abordadas.
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2.2 MATERIAIS E METODO ANALITICO

O método de detecao de ZEA nas amostras de Leite Materno foi o ensaio de
imunoabsorgio enzimatica - ELISA, competitivo. Utilizou-se o Kit RIDASCREEN® Zearalenon
(Art. n.o R1401 da R- Biopharm AG, Darmstadt, Germany) com a nota de aplicagao
especifica para leite (Anexo V). Em relagao a validagdo do método para este kit, o limite de

detecgao - LOD é de 60ng/L .

A extracao das amostras realizou-se de acordo com as instru¢oes do fabricante do
Kit. Assim, cada amostra de leite, previamente descongelada, foi centrifugada (Sigma 3-16k;
FFUC), por 15 minutos, a 4°C, 3025g. O sobrenadante lipidica foi removido com uma pipeta
de Pasteur. Da fragio restante, |,5ml foram transferidos para um tubo Eppendorf® para nova
centrifugagao, nas condigoes anteriormente referidas. Retirou-se Iml que foi sujeito a
tratamento enzimatico com 20uL de [B-glucuronidase /Arylsulfatase (de Helix pomatia) da
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Germany). Em seguida, agitou-se brevemente no
vortex e incubou-se por 3 horas, a 37°C. Apds o periodo de incubagio, retirou-se 0,Iml da

amostra e adicionou-se 0, ml de metanol a 0,9ml da amostra hidrolisada e desnatada.

Para o ensaio imunoenzimatico foram adicionados 50uL da solugiao resultante as

microplacas revestidas com anticorpos contra ZEA.

Registaram-se as posicoes, em pogos duplicados, das solugoes padrao (seis
concentragoes: Ong/L, 50ng/L, 150ng/L, 450ng/L, 1350ng/L e 4050ng/L ) e das amostras.
Foram adicionados 50pL da solugoes padrao ou amostra preparada, nos respetivos pogos.
Em seguida, adicionou-se 50uL do conjugado enzimatico diluido com tampao em cada poco e
misturou-se suavemente agitando a placa manualmente e incubando por 2 horas a
temperatura ambiente (20-25°C), no escuro. Apds a incubagio, o liquido dos pogos foi
descartado invertendo vigorosamente a placa, por trés vezes, contra um papel absorvente.
Em seguida, adicionou-se aos pogos 250uL de solugao de lavagem (agua bidestilada) e
descartou-se o liquido novamente. O procedimento de lavagem realizou-se duas vezes.
Posteriormente, 50uL de cromdgeno foram adicionados a cada célula e agitou-se a placa
manualmente que, em seguida, foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, no
escuro. Por fim, adicionou-se 100uL de solugao STOP a cada célula. Misturou-se suavemente
movimentando a placa manualmente e foi medida a absorvancia a 450nm (Microplate reader
2100-C, Optic Ivymen System®). Esta leitura realizou-se apés 30 minutos da adi¢io da

solucao STOP.
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2.3 ANALISE DOS DADOS

Para a andlise estatistica, utilizou-se o GraphPad Prism 6.01. Para a avaliagao da
normalidade dos dados foram aplicados os testes D'Agostino & Pearson omnibus, Shapiro-Wilk
e KS. A comparagao de dois grupos de dados foi feita utilizando o teste t de Student com o
teste Mann Whitney. Para analisar trés ou mais conjuntos de dados, utilizou-se ANOVA com
o teste de comparagoes multiplas de Dunn. Nos testes de correlagao, foi usado o teste de

Spearman.

Os dados foram considerados estatisticamente significativos se o p<0,05. As
concentragoes de ZEA das amostras foram testadas para verificar se havia correlagao com a
dieta (grupos alimentares e frequéncia semanal: nunca; |- 2 x na semana; 3 - 4 x na semana
ou 5 - 6 x na semana), paridade, idade, profissao; niveis de instrugao maternos. Também se
avaliaram as diferengas de contaminagao nos dois periodos distintos de colheita (agosto de
2018 e agosto/setembro de 2019) e se os lactentes estariam mais expostas de acordo com a

faixa etaria.

2.4 AVALIACAO DA EXPOSICAO A ZEARALENONA

2.4.1 Avaliacao do risco dos lactentes

A avaliagao do risco dos lactentes foi mensurada pelo quociente de risco (QR), o
qual estabelece a relagao entre a ingestao diaria estimada (EDI) e a ingestao diaria toleravel
(TDI). A formula utilizada é QR: EDI/TDI . Uma razao >| implica um nivel de exposigao nao
toleravel (Martins et al,, 2019; Ortiz et al., 2018; EFSA, 2013). Este valor do QR>| equipara-
se a um % de TDI acima de 100. Ressalta-se que a referéncia da TDI infantil apropriada é a
TDI ajustada de 83ng/Kg de Peso corporal (Degen et al,2017; EFSA, 2017; Braun et al,

2018). Portanto, esta TDI corrigida que sera utilizada no calculo do QR.

Dentre os lactentes, nao dispomos do peso de um deles, portanto, esta estimativa
sera efetuada para 36 participantes. Para o calculo da EDI (ng/kg de peso corporal/dia),
inicialmente, € necessario estabelecer o volume de leite materno consumido por cada

lactente.
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I) Segundo Bogalho et al. (2018):
e Peso corporal do lactente de até 7kg:
Volume de leite ingerido em um dia = |50ml x kg de peso corporal
e Peso corporal do lactente > 7kg:
Volume de leite ingerido em um dia = | litro

ApOs a estimativa do volume de leite materno ingerido por cada lactente, aplica-se a

seguinte formula para a estimativa de ingestao diaria (EDI) de ZEA:

EDI = (Volume de leite ingerido (em L) x [ ZEA]) / peso corporal

2) Para lactentes de até ||| dias, adicionalmente, foi calculada a EDI por outra referéncia:
I85ml de leite ingerido/kg de peso corporal ao dia (EFSA, 2017; Degen et al, 2017).

Posteriormente, a EDI de ZEA foi calculada conforme formula de EDI acima referida.
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3. RESULTADOS e DISCUSSAO

3. 1 CARACTERIZAGAO DOS PARTICIPANTES

3.1.IDados Antropométricos, caracteristicas individuais das lactantes e dos

lactentes

Os lactentes de nossa amostra estavam compreendidos entre |-18 meses. Possuir, ao
menos, um més também era um critério de inclusio uma vez que a composi¢ao do colostro
difere do leite maduro o que poderia ser um viés para as comparagoes das concentragoes de

ZEA.

A média de idade dos lactentes da nossa amostra € 6 meses e o peso médio de 7,5kg
— Tabela 7. A faixa etaria das lactantes incluidas no nosso estudo foi de 18-40 anos,

reiterando que os 18 anos, no minimo, era, também, um dos critérios de inclusao.

Tabela 7. Caracteristicas individuais das lactantes e dos lactentes

Lactantes Lactentes
Minimo- Média Mediana Minimo- Média Maediana
maximo maximo
Idade 18-40 26,7+7,1 26 Idade 1-18 6,4+3,4 7
(anos) (meses)
Nuamero 1-9 3+1,9 3 Peso na 3,5-11,4 7,5+1,8 7,7
de filhos AL
do LM
(kg)

3.1.2 Dados sociodemograficos das lactantes

Conforme a Figura 3, percebe-se que a maior parte das participantes sao
multiparas. Em relagao ao grau de instrugao, Figura 4, aproximadamente 70% da amostra
possui o nivel basico/primario e cerca de metade da amostra é composta por estudantes,

conforme Figura 5.
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Na Figura 6, constam os dados relativos ao tipo de aleitamento dos lactentes de até
6 meses de idade da colheita de 2018. Desta amostra (n=10), 80% estavam em aleitamento
misto (AMM) e 20% em aleitamento materno exclusivo (AME). Portanto, a recomendagao
do aleitamento materno exclusivo da OMS de se manter até os 6 meses de idade, para esta
populagio do estudo, se encontra aquém dos dados oficiais de aleitamento materno

exclusivo em Angola, que é de 37% (Figura 7).
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Figura 7. Taxa de aleitamento materno exclusivo em <6 meses, em Angola

(UNICEF, WHO, 2020)

3.2 INCIDENCIA E OCORRENCIA DE ZEA

Para avaliacio dos resultados de absorvancias obtidas no imunoensaio enzimatico foi
utilizado o software RIDASOFT.Win.net. O calculo do teor de ZEA no leite materno foi

realizado em determinagoes duplas através de uma fungao spline cubica.

Em relagao a incidéncia de ZEA nas amostras, as 37 amostras (n) foram positivas,
portanto 100% apresentou concentragoes maiores que o LOD de 60ng/L do método ELISA
utilizado. A Tabela 8 apresenta a incidéncia, concentragdes minima, maxima, média e

mediana de ZEA encontradas nas amostras de leite materno.
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Tabela 8. Incidéncia e concentracées de zearalenona no leite materno

Concentracoes de ZEA

Amostras Incidéncia Minima-maxima Média Mediana
n n positivos (%) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
37 37/100% 72,5-1487,4 380,7+256,7 317

Em relacao as concentragoes de ZEA nas amostras de 2018 e de 2019, nao houve

diferenca estatisticamente significativa.

A idade materna, a profissao, a escolaridade e o numero de filhos também nao se
correlacionaram com o teor de ZEA no respetivo leite. E por fim, para a correlagio da
concentracao de ZEA com a idade do lactente nio houve diferencas estatisticamente
significativas. No entanto, na Tabela 9 verifica-se que a concentragao média mais elevada se
refere a faixa etaria materna dos 26-33 anos: 436+360ng/L. Também para este intervalo
etario, tivemos a amostra com a maior concentragao de ZEA: 1487,4ng/L. Na Tabela 10,
observa-se que a concentragao média mais elevada ocorreu nas maes primiparas: 6121318
ng/L. Relativamente a faixa etdria dos lactentes, conforme Tabela |1, entre os 7-10 meses
de idade, observamos a concentragao maxima de ZEA, 1487,4ng/L, e também a média de
concentragao de ZEA mais elevada por intervalo etario dos lactentes, 416,2+ 297,3ng/L.
Relativamente ao peso dos lactentes, na Tabela 12, podemos observar que o intervalo
entre 9,1 e Il,4kg apresentou a maxima concentracao de ZEA deste estudo e a
concentragao média de ZEA mais elevada por peso dos lactentes: 1487,4ng/L e 5981501 ng/L

respetivamente.

Tabela 9. Concentracdes de zearalenona por faixas etarias das lactantes

Concentracoes de ZEA

Amostras Faixa etaria Minima- maxima Média
n (anos) (ng/L) (ng/L)
17 18-25 72,5-1077,9 377219
12 26-33 185,2-1487,4 4361360
7 34-40 138,2-476,6 310+124
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Tabela 10. Concentracoes de zearalenona e nimero de filhos das lactantes

Concentracoes de ZEA
Amostras Numero de Minima- maxima Média
n lloee (ng/L) (ng/L)
10 I 166,2-1077,9 612+318
5 2 212,2-575,1 325+148
8 3 72,5-1487,4 4941429
13 >4 138,2-476,6 291498
Tabela | |. Concentragcdes de zearalenona por faixas etarias dos lactentes
Concentracoes de ZEA
Amostras Faixa etaria Minima- maxima Média
n (meses) (ng/L) (ng/L)
8 [-3 138,2-1077,9 372,1+£305,5
10 4-6 72,5-600,2 323,1+164
17 7-10 186,93-1487,4 416,2+297,3
2 12-18 342,2-460,2 401,2+83,5

Tabela 12. Concentracdes de zearalenona e peso dos lactentes

Concentracoes de ZEA

Amostras Intervalo de Minima- maxima Média

n pesos (ng/L) (ng/L)
(kg)

10 3,5-6,9 138,2-460,2 299495

21 7-9 72,5-1077,9 382+216

5 9,I-11,4 314,9-1487,4 598+501

Em nossa amostra, as analises estatisticas, para a frequéncia dos alimentos,
evidenciaram correlacao direta entre o consumo de bolachas e as concentracoes de ZEA,

com p=0,0003. Sabendo que ha bolachas produzidas a partir de uma grande diversidade de
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cereais, conclui-se que estes constituem uma fonte de exposicao humana a ZEA. Ressalta-
se, também, que é pratica usual das maes oferecerem bolachas as criangas apos o inicio da

diversificacao alimentar.

3.2.1 Comparacao com outros estudos

Relativamente aos resultados de incidéncia, conforme se pode comparar com os
dados apresentados na Tabela 6, a amostra aqui estudada apresentou a totalidade de
positivos como também foi encontrada no estudo na lItdlia (Massart et al, 2016) e em dois
estudos na Turquia (Dinleyci et al, 2018; Memis, Yalgin e Yalgin, 2020). Estes estudos,
também, utilizaram a metodologia ELISA. Valitutti et al. (2018), apesar de encontrarem
concentragoes mais elevadas do que as do presente estudo, observaram uma menor
incidéncia. Estudos realizados no Irio (Samiee et al, 2020) e Austria (Braun et al, 2020) nio

encontraram amostras positivas.

Em relagdo a comparagao dos resultados de ocorréncia do presente estudo com os
encontrados na literatura cientifica, verifica-se que estudos realizados em Espanha (Rubert et
al., 2014), Nigéria (Braun et al, 2018) e Italia (Valitutti et al, 2018) encontraram valores mais
elevados: 2100-14300ng/L, 200-60000ng/L, 2000-22000ng/L respetivamente, nas amostras de
leite materno estudadas. No entanto, esses autores utilizaram metodologias mais sensiveis
como UHPLC-HRMS e LC-MS/MS para a detecgao e quantificagio de ZEA. Ademais,
diferengas climaticas, origem dos alimentos, entre outras, podem explicar as grandes
variagoes entre os estudos. Os dois estudos realizados em Italia (Massart et al, 2016;
Valitutti et al., 2018) apresentaram também concentragoes médias mais elevadas, 1130 ng/L e
2700ng/L, respetivamente, do que as da nossa amostra. Em Espanha (Rubert et al, 2014) e
em ltalia (Massart et al, 2016; Valitutti et al., 2018) as concentragées maximas observadas,

14300ng/L, 1780ng/L e 22000ng/L, respetivamente, também foram superiores.

No entanto, ao compararmos os presentes resultados com outras investigagoes que
utilizaram ELISA, nossa mediana de concentragao de ZEA, 317ng/L, se aproxima da mediana

de 340ng/L de Memis, Yalgin e Yalgin (2020), na Turquia.

Tal como no presente estudo, Dinleyici et al. (2018) também nao encontraram
correlagao dos niveis de ZEA do leite humano com a idade materna. Massart et al. (2016)

encontraram diferengas estatisticamente significativas nas concentragoes de ZEA em relagao
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ao peso, IMC pré-gestacionais e pos-parto. No entanto, em nossa amostra, nao dispomos de

dados antropométricos maternos.

Massart et al. (2016) nao comprovaram a correlagao entre a dieta materna com as
concentragoes de ZEA no leite humano. No entanto, na Turquia a concentragao de ZEA foi
correlacionada ao consumo de carne, peixe, figo seco, damasco seco, flocos de pimenta

vermelha e pimenta pelas lactantes (Dinleyici et al,, 2018).

Em Angola, o milho é o cereal com maior produgao e um dos mais consumidos
(Paim, 2016). Ressalta-se que fungos do género Fusarium, produtores de ZEA, dependem de
uma humidade alta e de chuva (Manstretta e Rossi, 2016). A estagao de maior precipitagao,
na provincia de Cabinda, ocorre desde meados de outubro a meados de maio (Wheather
Spark). A sementeira do milho em Angola ocorre em novembro, a colheita em maio a junho,
a secagem nao dura mais que um més e a debulha entre julho e agosto (Paim, 2016).
Associados ao milho, esses fungos invadem a planta no estagio de floragao, especialmente no
periodo chuvoso e, se os niveis de humidade permanecerem altos apos a colheita, o fungo se
desenvolve e produz a toxina (Mistura, 2019). Nao dispomos nos questionarios de
frequéncia alimentar de dados especificos de consumo de milho, mas ao considerar a sua
produgao e consumo em Angola, este cereal pode ser, também, um dos ingredientes das

bolachas.

Ainda, em relacdo a correlacio da dieta com os niveis de contaminagao, outros
alimentos, nomeadamente alimentos tipicos do consumo local, que nao constavam no
questionario, mas que fazem parte da dieta das lactantes que participaram neste estudo,

poderiam estar contaminados com ZEA, contribuindo para estes resultados de ocorréncia.

A incidéncia de 100% de ZEA no leite materno, no presente estudo, reflete que
houve ingestao recente desta micotoxina por todas as lactantes. No entanto, nao temos
como estimar a ingestao diaria (EDI) materna pois nao temos o peso corporal materno e

nem esta elucidada em literatura cientifica a taxa de transferéncia lactacional da ZEA.

3.3 AVALIACAO DA EXPOSICAO DO RISCO DOS LACTENTES

Na Tabela 13 constam os resultados das Estimativas de ingestao diaria - EDI (ng/kg

peso corporal/dia) de ZEA utilizando a estimativa para o consumo de leite materno segundo

Bogalho et al. (2018) e na Tabela 14, segundo EFSA (2017), conforme discorrido na
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metodologia. As 36 amostras referem-se a totalidade dos lactentes que informaram o peso e

as 8 amostras referem-se apenas aos lactentes com até os | | | dias.

Tabela 13. Estimativa de Ingestao Diaria (EDI) de ZEA pelos lactentes

EDI de ZEA (ng/kg de pc/dia)

Amostras Minima-maxima Média Mediana
(ngl/kg P) (ng/kg P) (ng/kg P)
Todos 36 10,1-159,9 47,61£29,7 40,3
lactentes™
Lactentes |1 20,7-69 44 9+15,7 40,8
até 7kg
Lactentes 25 10,1-159,9 50+35 37,6

>7 kg

*Peso de um lactente nao informado

Podemos verificar que, de acordo com a Tabela 13, os valores de EDI variaram
entre 10,1 e 159,9ng/kg pc/dia, com uma média de 47,6+29,7ng/kg pc/dia. A EDI maxima de

ZEA, 159,9ng/kg pc/dia, ocorreu para os lactentes com peso superior aos 7kg.

Comparando com outros estudos, Dinleyici et al. (2018) reportaram uma EDI que

variou entre 10,4 e 120, 5ng/kg pc/dia, na Turquia.

Tabela 14. Estimativa de Ingestao Diaria (EDI) de ZEA pelos lactentes de até |11 dias

EDI de ZEA (ng/kg de peso corporal/dia)

Amostras Minima-maxima Média Mediana
(ng/kg P) (ng/kg P) (ng/kg P)
Lactentes 8 25,6-199,4 68,8+56,5 52,8
até | || dias
Relativamente aos lactentes com menos de | || dias, Tabela 14, a EDI foi superior:

199,4ng/kg pc/dia, com uma média de 68,8+56,5ng/kg pc/dia e variou entre 25,6 e 199,4ng/kg
pc/dia.
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A Tabela 15 apresenta os quocientes de risco (QR) e o percentual com QR >1.

Tabela 15. Quociente de risco (EDI/TDI ajustada para lactentes)

QR >1 Quociente de risco
Amostras n (%) Minimo-maximo Média Mediana
36 2(5,5) 0,12-1,93 0,58 0,48
8 2(25) 0,31-2,4 0,83 0,64

Em nossa amostra, 5,5% dos bebés encontram-se em risco devido uma possivel
exposicao a ZEA acima da TDI ajustada. O pior cenario refere-se a concentragdo mais
elevada de ZEA de toda as amostras: 1487,4ng/L. Neste cenario, a EDI foi de 159,9ng/kg

pc/dia, portanto, o quociente de risco foi de 1,93 ou 193% da TDI.

Nos lactentes de até | | | dias de vida (n=8), houve uma maior frequéncia de ingestao

acima da TDI: 25% da amostra, fato preocupante devido a faixa etaria destes bebés.

Deve-se ressaltar que, apesar da ZEA apresentar baixa toxicidade aguda, a ingestao
cronica pode resultar em efeitos importantes, ja anteriormente mencionados. Também nao
podemos desconsiderar a possibilidade de realizagao de dietas monodtonas, com baixa

variagao de alimentos ingeridos pela populagao investigada.
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4. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Com este estudo podemos verificar que a populagao estudada encontra-se exposta a
ZEA, com 5,5% dos lactentes em risco. A totalidade das maes foram expostas,

recentemente, a ZEA, em quantidades suficientes para serem transferidas ao leite materno.

As investigacoes envolvendo uma populagao tao vulneravel, criangas oriundas de um
pais em desenvolvimento, devem prosseguir para que a Saude Publica seja melhorada, a
regulamentagao especifica seja, realmente, implementada e os efeitos crénicos da exposigao
a ZEA sejam mitigados. As pesquisas cientificas com o leite materno sao de grande vantagem
por avaliar a ingestao direta, com relativa facilidade de colheita, nao invasiva e econémica.
Comparativamente, a recolha de urina de bebés, que ainda utilizam fraldas, é de extrema
dificuldade. Por outro lado, amostras sanguineas sao invasivas e de alto custo. Além disso, o
leite materno podera proporcionar a avaliagao da exposigao de ambas populagoes: mae e

filho.

No futuro seria importante a avaliagdo da urina das lactantes para uma melhor
avaliagido da exposicao materna a ZEA. E necessario que os alimentos destinados a
diversificagao alimentar também sejam investigados pois nao dispomos, em publicacao

cientifica, de dados de ocorréncia de ZEA em alimentos para criangas em Angola.

Em relacao a reducao da contaminagao de alimentos por ZEA em Angola, seria
importante, para além de implementar medidas de regulamentagao e inspec¢ao, implementar
medidas educativas e de boas praticas agricolas, tanto na pré quanto na pos-colheita, tais
como a secagem completa dos graos, colheita precoce das safras, higiene durante colheita,

armazenamento e processamento.

Apesar dos resultados deste estudo indicarem uma exposicao dos lactentes, deve
referir-se que o leite materno continua sendo o alimento ideal, mais completo e seguro nos
primeiros seis meses de vida e até, no minimo, os dois anos de idade. A substituicao por
formulas infantis e alimentos a base de cereais pode proporcionar maior exposicao a ZEA e
outras micotoxinas e, ainda, ser deficiente na protecao das imunoglobulinas presentes no

leite e de todas vantagens do vinculo mae-filho inerentes ao aleitamento materno.
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ANEXO |

OV 4 euvgzses.
requimte

SSOCIADG
UIMICA VERDE

CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO NO ESTUDO INTITULADO

“BIOMONITORIZACAO DE MICOTOXINAS E OUTROS CONTAMINANTES EM LEITE MATERNO”
DE ACORDO COM A ORGANIZAGAO MUNDIAL DE SAUDE?, A DECLARACAO DE HELSINQUIA? E A CONVENGAO DE OVIEDO?

Investigador Principal: Professora Doutora Angelina Pena
Organizagado do I.P.: Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

NOTA PREVIA: Leia com atengdo a seguinte informacdo. Se achar que algo estd incorreto ou que ndo estd claramente explicado,
solicite mais informagdes ao investigador presente. Antes de decidir, poderd falar com qualquer pessoa com a qual se sinta
confortdvel. Se concordar com a proposta que lhe é apresentada, valide o presente documento assinando o Termo de

Consentimento.

PARTE I: PAGINA DAS INFORMAGOES

Introdugdo

O presente estudo é conduzido pelo LAQV-REQUIMTE,
Laboratério de Bromatologia e Farmacognosia, na Faculdade
de Farmdcia da Universidade de Coimbra, e pelo Centro de
Investigagdo Vasco da Gama (CIVG)/ Escola Universitaria
Vasco da Gama (EUVG), no ambito da investigacdo na
biomonitorizagdo de pesticidas, bisfendis, poluentes,
micotoxinas e outros contaminantes nas populagdes.

O grau de exposicdo a alguns contaminantes, de origem
natural (como as micotoxinas) ou artificial (como os agro-
quimicos) de um grupo da populagdo vulneravel como as
lactentes e criangas lactantes ndo é atualmente conhecido,
ndo sendo por isso possivel relaciona-los com outros fatores
de salide ou doenga.

Objetivos

O objetivo do presente projeto é analisar amostras de leite
materno e quantificar a eventual presenca de
contaminantes de origem natural e artificial, que reflitam a
exposicdo a estes contaminantes por parte de lactentes.

Tipo de intervencao
Recolha auténoma e voluntdria de leite materno e
preenchimento de um questionario.

Selegdo de participantes

As participantes incluidas no estudo devem cumprir os
seguintes critérios: terem mais de 18 anos (inclusive); parto
a pelo menos um més (para evitar analise de colostro ou leite
de transicao); em aleitamento; sem registo de doenca
sistémica ou mamaria.

Procedimento

A recolha do leite é realizada conforme o procedimento
descrito pelo Profissional de Satide ou membro da Equipa de
Investigagdo, antes ou apds a alimentagdo do bebé. Apds a
recolha, a amostra é refrigerada e entregue pela participante
até 24 horas ap0ds a colheita, na Faculdade de Farmadcia da
Universidade de Coimbra e na Escola Universitaria Vasco da
Gama (EUVG). No dia de recolha da amostra de leite é
também preenchido o questionario, composto por 3 partes:
|. Dados antropométricos e caracteristicas individuais; II.
Dados sociodemograficos e Ill. Dados relativos a

2 peclaragio de Helsinquia https://www.wma.net/polici

alimentagdo. O questionario demora cerca de 10 minutos a
preencher.

Condigdes de Participacao

A participagdo no presente estudo é voluntaria e facultativa.
A qualquer momento a participante podera abandonar o
estudo, sem qualquer prejuizo.

Beneficios

Ndo existira nenhum beneficio imediato e direto para o
participante, sob a forma de pagamento ou de outras
contrapartidas.

Confidencialidade e partilha dos resultados de investigagdo
A confidencialidade das participantes é garantida ao abrigo
da Lei 58/2019, de 8 de agosto, relativo a protecdo das
pessoas singulares:

- O questiondrio e a amostra serao identificadas por um
codigo, com um numero correspondente, que nao sera do
conhecimento de ninguém, para além da equipa de
investigagdo.

- Serd garantida a confidencialidade e anonimato no
tratamento dos dados, assegurando que nunca sera tornada
publica a identificagdo das participantes em nenhum
momento da investigagdo ou em nenhuma publicagdo que
eventualmente se venha a produzir.

Os dados e amostras recolhidos servirdo para a elaboragdo
deste trabalho cientifico, sem prejuizo de poderem vir a ser
incluidos em estudos retrospetivos e prospetivos
relacionados com o tema. No final dos estudos, serao
partilhados os resultados com as participantes (informag&o
individual) e a comunidade cientifica (informagdo coletiva,
sem identificagdo das participantes).

Quem contactar

Em caso de alguma duvida ou questdo adicional, em
qualquer momento do desenvolvimento do estudo, devera
ser contactada a Professora Doutora Angelina Pena, através
do e-mail apena@ci.uc.pt ou telefone 239 488 400.

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica e Bem-Estar

Animal da Escola Universitaria Vasco da Gama (CEBEA-
EUVG), em 29 de Novembro de 2019.

! http://www.who.int/rpc/research_ethics/informed_consent/en/
s

B f-helsinki-ethical-principles-f dical-research. bjects/

? Conveng3o de Oviedo https: . pl pesq /! h/235127 /detail:
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PARTE Il: TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que:

Fui questionada sobre a possibilidade de participagéo no estudo de biomonitorizagéo 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 questées, 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 utilizagéo 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:

(sera assinado por uma testemunha, letrada, selecionada pela participante e sem relagdo com a equipa de
investigagdo)

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

Nome (legivel) da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Data: / /20__

Declaragdo do investigador/ colaborador da investigacdo que obteve consentimento

Eu li de forma exata a pagina de informag&es 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 cépia 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 da investigagdo:

Data: / /20__

A preencher conforme questionario correspondente:

Nome (préprio) da participante:

Cédigo interno:
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. 1 /@/
req ul mte F escola
LABORATGRIO ASSOCIADG »-QZ»—‘ euvg universitéria
PARA A GUIMICA VERDE N vasco da gama

Questiondrio para participantes no estudo intitulado

“BIOMONITORIZACAO DE MICOTOXINAS E OUTROS CONTAMINANTES EM

LEITE MATERNO”

Nome (proéprio) da participante: Recolha de leite materno:

Data: /___/20__

Cédigo 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 (dltimo) parto: ___ /_ /

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

Medicacdo na ultima semana: [INao L1 Sim: qual:
Fumadora activa/passiva: [INao [] Sim

II. DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS DA MAE

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

[J Ensino Primario/Basico [JEnsino Secundario (<12%ano)
[] Ensino Superior (Bacharelato/Licenciatura) [IMestrado/
Doutoramento

PROFISSAO:

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

Distancia da residéncia ao campo agricola (cultivado) mais préximo:
[J<100m [J500m [1=1km
Distancia da residéncia a autoestrada/via rapida mais préxima:
[1<100m [1500m [1>1km
Utilizagdo de agroquimicos (quando aplicdvel):
[INdo [ISim

Se sim, no: [ Jardim [J Quintal/ horta

Se sim, os seguintes agroquimicos:

L] Pesticidas L] Fungicidas LI Herbicidas

[J Outros, quais:

II1. DADOS RELATIVOS A ALIMENTACAO

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

ORIGEM dos alimentos consumidos:
[J<25% [150% [075% [J100% Caseiro/ Produtores locais
[J<25% [150% [175% [J100% Superficies comerciais/ Supermercado

LOCAL:
Casa: numero/ semana
Restauracgdo/ Cantinas escolares: nimero/ semana

QUESTIONARIO ALIMENTAR:

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

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

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

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

Questionario Alimentar

AFM1 -

DECLARACAO

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

Coimbra, ...... Lo de 2016

[ 1 14 | o
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Questionario Alimentar

Este questionario tem como objectivo avaliar uma potencial correlagiao 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:

Ne¢ filhos:
Formagio escolar:
Profissao:

Data parto:

Peso do bebé a nascenca:

Caracteristicas da Amamentacio

Mista (Peito/outro)
S6 Peito
Tempo de amamentacgdo (m)

Idade do bebé (m)

Peso da crianca (kg)



Questionario Alimentar

NOTAS PREVIAS

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

O questionario pretende identificar o consumo de alimentos associados a
presenca 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 altimo més qual foi a frequéncia de consumo (assinale com X):

Frequéncia diaria Frequéncia semanal Més

Allsorrnl S A 1*dia | 2*dia | >3*dia | 122* 3a4* | 5a6* Nunca| 1a3*

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 IV

Mycotoxins adbabad

Application Note

RIDASCREEN® Zearalenon (Art. No. R1401)
Mill

Procedure

1. centrifuge milk: 15 min [ approx, 3,000 g / preferably In refrigerated centrifuge or cool samples
prior to centrifegation

2, the upper cream layer is removed by absorbing through a pasteur pipetie

3. add 20 pl of glecuronidase [ arybulohatase Helix pomatia (Merck, Art. No.: 4114) to 1.0 ml sample
and incubate the solution for 3 hoat 37 °C

4, add 0.1 ml of methanol to 0.9 ml of hydm[-zed and defatted milk and use 50 pl of the re:uling
solution per well in the assay

Dution factor 1.1
Detection limit approx. 60 ppt

Remark
Standards must be prepared in skim milk containing 10 % methancl.
Prepare standards according to the following scheme:

= dissobve 1 g of skim milk powder in 8 ml distilled water + 1 ml methancl (100 %) by stirring

- add 100 ul of zearalenon standard solution (40.5 ng/mi) to 300 Wl of this skim milk-methancl-
mixture, which results in milk standard & (4050 ppt)

= take 200 Wl of this milk standard & and dilute with 400 pl of skim milemethanakmixiure,
which results in milk standard 5 (1350 ppt)

= continue diluting milk standard 5 in the same way to obtain milk standards 4 (450 ppt), diute
standard 4 to obtain standard 3 (150 ppt) and diute standard 3 to obtain standard 2 {30 ppt)

= pure skim mil=methanokmixture is used as milk standard 1 {0 ppt}

Prepane both skim milk-methanol-mixture and standards freshly each test day!

Storage of samples:
Sample extracts can be stored at 2.8 °C for 2 days,

DT

R-Biopharm AG
Landwehrstralie 54, 64293 Damstadt, Germarny r
Phose: +48 (00 61 51 - B102-0/ Fax: +49 (0] 61 51 - B1 0240 rblopmm

E-mall infe@r-biopharm,de § wewr-blopharm.com
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ANEXO YV

IGTMMOUOW>

2.067E
2.140E
2.067E
2.031E
1.512E
1.486E
1.146E
1.017E

Zearalenon
25. Feb. 2020, 17:48:52, Spline, Ser.No: 123, Version: 1.106.0.0240

Plate Values
2 3 4 5 6 7 8 9 10
0.808E 1.371E 1.315E 1.235E 1.128E 1.282E 1.194E 1.071E  1.425E
0.869E 1.436E 1.191E 1.127E 1.244E 1.306E 1.302E 0.993E 1.375E
0.456E 1.010E 1.230E 1.135E 1.397E 1.144E 0.949E 1.198E 0.933E
0.393E 1.034E 1.236E 1.061E 1.120E 1.068E 0.995E 1.074E  0.854E
1.045E 0.953E 0.967E 1.079e 1.358E 1.287E 1.118E 0.994E 1.679E
1.220E 1.111E 1.248E 0.896E 1.329E 1.188E 1.159E 1.091E 1.782E
1.274E  1.112E 1.313E 0.871E 1.198E 1.306E 0.945E 1.410E 1.614E
1.065E 1.122E 1.254E 0.802E 1.136E 1.171E 1.010E 1.491E 1.432E
Standards
100 Standard curve Conc.(ng/L / ng/kg) / A(Mean)
N 50.00 1.803
80 \ (éoeﬁ. of Var.: 0:0%)
B 150.00 1.454
; 80 (Coeff. of Var.: 0.0%)
B
0 450.00 1.010
70 x, (Coeff. of Var.: 0.0%)
(%) Y
1350.00 0.839
60 \ (Coeff. of Var.: 0.0%)
\\x 4050.00 0.425
50 . (Coeff. of Var.: 10.5%)
o
40
30 \
%
20
10
50.00 150.00 450.00 1350.00 4050.00

Concentration (ng/L / ng/kg)

50% inhibition: 597.3

1.163E
1.040E
1.360E
1.314E
0.898E
1.041E
1.765E
1.668E

C:\Ridawin.NET\FOOD\Mycotoxins\ZEA leite materno angola fev2020 (método ¢ escolha de 2 padroes).met,
C:\Ridawin.NET\FOOD\Mycotoxins\ZEA leite materno angola fev2020 (dados c escolha de 2 padroes).mes

Page 1 of 4

1.809E
1.797E
1.422E
1.515E
1.003E
0.970E
0.616E
0.563E
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Zearalenon
25. Feb. 2020, 17:48:52, Spline, Ser.No: 123, Version: 1.106.0.0240

Standards
Ser. No. Concentration Absorbance B/BO calculated Deviation
ng/L / ng/kg (Mean) (CV) (%) ng/L / ng/kg (%)
1 0.00 1.910E  12.0 100.0
2 50.00 1.803E 0.0 94.4 50.03 0.1
3 150.00 1454E 0.0 76.1 149.66 0.2
4 450.00 1.010E 0.0 52.9 453.21 0.7
5 1350.00 0.839E 0.0 43.9 1340.36 0.7
6 4050.00 0.425E 10.5 22.3 4055.81 0.1
Samples
Ser. No. ID Absorbance calculated * = ng/L / ng/kg
(Mean) (CV) (%) ng/L / ng/kg
1 1 1.132E 109 59.3 314.24 1.10 345.66
2 2 1.170E 12.6 61.3 286.24 1.10 314.86
3 3 1404E 33 735 168.38 1.10 185.22
4 5 1.022E 1.7 535 433.29 1.10 476.62
5 6 1.032E 10.8 54.0 418.40 1.10 460.24
6 7 1.117E 0.6 585 326.54 1.10 359.19
i 8 1.253E 7.0 656 236.32 1.10 259.95
8 9 1.233E 0.3 646 247.24 1.10 271.97
9 10 1.107E 17.9 58.0 335.22 1.10 368.74
10 1 1.284E 3.2 67.2 220.48 1.10 242.52
1 12 1.181E 6.5 61.8 278.84 1.10 306.73
12 14 1.098E 4.8 575 343.39 1.10 377.72
13 15 0.988E 13.1 51.7 497.84 1.10 547.62
14 16 0.837E 58 43.8 1352.14 1.10 1487.36
15 17 1.186E 6.9 621 275.57 1.10 303.13
16 18 1.259E 15.6 65.9 233.15 1.10 256.47
17 19 1.344E 15 704 192.89 1.10 21217
18 20 1.167E 3.8 611 288.31 1.10 317.14
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Zearalenon

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

19 A 1.294E 13 677 215.62 1.10 237.18
20 B 1.106E 4.9 579 336.11 1.10 369.72
21 C 1.237E 5.7 648 245.01 1.10 269.51
22 D 1.239E 7.7 649 243.90 1.10 268.29
23 E 1.248E 6.1 653 238.99 1.10 262.89
24 F 0.972E 3.3 50.9 539.70 1.10 593.67
25 G 1139E 25 59.6 308.76 1.10 339.64
26 H 0.978E 4.7 51.2 522.84 1.10 575.12
27 | 1.032E 53 54.0 418.40 1.10 460.24
28 J 1.136E 7.7 595 311.09 1.10 342.20
29 L 1.043E 6.6 546 403.43 1.10 443.78
30 M 1450E 4.0 759 151.11 1.10 166.23
31 N 1400E 25 733 169.94 1.10 186.93
32 o 0.893E 6.3 46.8 979.88 1.10 1077.87
33 P 1.731E 42 906 65.92 1.10 72.51

34 Q 1.523E 84 797 125.66 1.10 138.22
35 R 1.102E 79 577 339.71 1.10 373.68
36 S 1.337E 24 70.0 195.93 1.10 215.52
37 T 0.970E 10.4 50.8 545.68 1.10 600.24
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Method
Properties
Name : Zearalenon
Dimension 1 ng/L / ng/kg
Calculation : Spline
Standards
Amount 16
Replicates 14,444,472
Conc. :0.0,50.0,150.0,450.0,1350.0,4050.0
Samples
Amount 37
Replicates $22,22.22 222222272 22222227222222223222222
Factor 11111111,1.111,1.1,1.1,1.1,1.1,1.1,1.1,1.1,1.1,1.1,1.1,1.1,1.1,1.1,1.1,
R A RAESERACRAESERAEREEEERAERERLEE &
Classification = -,=,=,=,=,=,=,m,=m,m,mm,mm,m5m 705700
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