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REDONDO, Estéfany Santos. Aflatoxina M1 na urina para caracterizagao de
risco a saude devido a exposicao alimentar. 2023. 76 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR, Brasil,
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RESUMO

As aflatoxinas (AFs) s&o micotoxinas relevantes na contaminacéo de diversos
alimentos, especialmente ao nivel de matérias primas oriundas de paises com clima
tropical umido. O presente estudo teve como enfoque avaliar a exposicdo de AFs e o
risco associado, em residentes brasileiros fixados em Londrina, regido metropolitana
considerada subtropical. Questionarios foram aplicados em 334 participantes, para
mapear o consumo de alimentos propicios a contaminagao por AFs, compilar dados
sociodemograficos e nivel de informagdo ao tema abordado. Destes, 80 aceitaram
fornecer amostras de urina e de sangue, e a responder o recordatério alimentar
(R24h). O nivel do biomarcador urinario AFM1 em urina foi quantificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de fluorescéncia (HPLC-
FL). Das 80 amostras, 26 foram positivas para AFM1 (32%) e apresentaram nivel de
0,09 — 0,88 ng/mg de creatinina (média, 0,2 ng/mg de creatinina). Os dados foram
correlacionados e maior probabilidade de ocorréncia de AFM1 na urina (p<0,05), foi
detectada em individuos que ingeriram milho, amendoim e produtos derivados nas
24h antecedentes a coleta. Maior ocorréncia de AFM1 nos residentes também foram
relacionados principalmente ao consumo regularmente mais elevado de iogurte, milho
e derivados pela populagédo (p<0,05). Os dados apontaram alteragdes significativas
na meédia dos resultados de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e globulinas dos participantes que apresentaram AFM1
positivo (p<0,05). Os valores médios de ingestdo diaria provavel (IDP) variaram de
0.004 £ 0.004 ug/kg de peso corporal/dia e os valores da margem de exposigcao (MoE)
foram inferiores a 10.000, indicando potenciais riscos a saude.

Palavras-chave: micotoxinas; seguranga de alimentos; fungos micotoxigénicos;
biomarcadores; lesao hepatica.
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REDONDO, Estéfany Santos. Aflatoxin M1 in urine to characterize health risk
due to food exposure. 2023. 76 p. Dissertation (Master’s in Food Science) — State
University of Londrina, Londrina, PR, Brazil, 2023.

ABSTRACT

Aflatoxins (AFs) are relevant mycotoxins in the contamination of various foods,
especially raw materials from countries with a humid tropical climate. The aim of this
study was to assess exposure to AFs and the associated risk in Brazilian residents
living in Londrina, a metropolitan region considered to be subtropical. Questionnaires
were administered to 334 participants in order to map the consumption of foods prone
to PA contamination, compile sociodemographic data and level of information on the
subject. Of these, 80 agreed to provide urine and blood samples and to complete a 24-
hour dietary recall. The level of the urinary biomarker AFM1 in urine was quantified
by high-performance liquid chromatography coupled to a fluorescence detector
(HPLC-FL). Of the 80 samples, 26 were positive for AFM1 (32%) and showed a level
of 0,09 — 0,88 ng/mg creatinine (mean, 0,2 ng/mg creatinine). The data was
correlated and a higher probability of AFM1 occurrence in urine (p<0,05) was
detected in individuals who had eaten corn, peanuts and derived products in the 24
hours prior to collection. The higher occurrence of AFM1 in residents was also mainly
related to the population's regularly higher consumption of yogurt, corn and
derivatives (p<0,05). The data showed significant changes in the average results of
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and globulins of
participants who were AFM1 positive (p<0,05). Mean probable daily intake (PDI)
values ranged from 0.004 £ 0.004 ug/kg body weight/day and margin of exposure
(MoE) values were less than 10.000, indicating potential health risks.

Key-words: mycotoxins; food safety; mycotoxigenic fungi; biomarkers; liver damage.
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1 INTRODUGCAO

As toxinas naturais microbianas sao metabdlitos secundarios produzidos como
um mecanismo de sobrevivéncia, podendo exercer efeitos nocivos sobre os seres
humanos. Os metabdlitos toxicos produzidos por determinadas espécies de fungos
s&o definidos como micotoxinas (CLARK et al., 2019).

A ocorréncia em matrizes alimentares constitui a principal via de contaminacéo
humana, com producgéo decorrente de condigcdo ambiental favoravel ao crescimento
de fungo micotoxigénico. O processo pode ocorrer no campo, armazenamento e ao
longo de processos industriais (SNINI, MATHIEU, 2020; ZUBROD, 2019).

As Aflatoxinas (AFs) destacam entre as micotoxinas de maior impacto,
responsavel por perda de qualidade e depreciacdo comercial de diversos produtos,
além de efeito na saude humana e animal. AFs s&o produzidas por fungos do género
Aspergillus spp., especificamente A. flavus, A. parasiticus e A. nomius, sendo 0s
analogos de maior destaque nos alimentos aflatoxina B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1)
e G2 (AFG2) (JECFA, 2016; FLETCHER, NETZEL, 2020).

Avaliar a exposicdo da populagdo as AFs é fundamental para caracterizar o
risco da populagdo a estes contaminantes, visto que devido a suas atividades
biolégicas, que incluem carcinogenicidade, teratogenicidade, imunotoxicidade,
neurotoxicidade, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, causam efeitos nocivos aos
seres humanos (ALI RAJPUT et al., 2017; IARC, 2023; PITT, MILLER, 2017).

A anadlise pode ser feita diretamente em matrizes alimentares (exposigao
externa), ou ent&o, indiretamente pela analise de biomarcadores em fluidos biolégicos,
geralmente urina e sangue. A avaliagao da exposicdo externa apresenta diversas
deficiéncias, principalmente por ser baseada em dados estatisticos e, desta forma, a
analise por meio do biomonitoramento humano se torna mais precisa (AL-JAAL et al.,
2019).

A aflatoxina B1 (AFB1) por ser o analogo de maior toxidade é o que recebe maior
énfase nas pesquisas. A mensuragcdao de seus produtos de biotrasformagao
produzidos por enzimas hepaticas, podem ser utilizados como evidéncia de
exposicao. Neste sentido, a aflatoxina M4 (AFMi) recebe destaque, considerado
mediante estudos um excelente biomarcador (DI GREGORIO, 2016).

Diante dos riscos que as AFs representam para os individuos, principalmente

em paises em desenvolvimento, o objetivo do presente estudo foi avaliar a exposigao


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517306981#bib18
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e o risco as AFs em residentes do municipio de Londrina, Parana, Brasil, por meio do
biomarcador AFM+ urinario e determinar possiveis associagdes entre atributos

sociodemograficos, consumo alimentar, alteragdes hepaticas e renais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a exposi¢ao e o risco as aflatoxinas através do biomarcador AFMj+

urinario.
2.2 Objetivos Especificos
e Proceder questionario para avaliar o padrao de dieta e frequéncia do consumo

de alimentos com énfase a contaminagao por aflatoxinas pela populagao de
Londrina-PR;

e Otimizar e validar andlise de AFM1 por HPLC-FL para determinar AFM+1 em

urina;
e Calcular a Ingestao Diaria Provavel (IDP) e a Margem de Exposi¢cao (MoE);

e Determinar parametros bioquimicos séricos focados em funcédo hepatica e

renal;

e Correlacionar AFM1 urinario com atributos sociodemograficos, consumo

alimentar e biomarcadores séricos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Micotoxinas

Ha indicios de que as micotoxinas estejam em contato com os humanos a
séculos. Todavia, os estudos s6 iniciaram a partir de 1960, ap6s o que se chama de
“Turkey X Disease”, fato que causou a morte de milhares de perus na Inglaterra. Apés
alguns estudos, essas mortes foram atribuidas a ragbes contaminadas com uma
toxina produzida pelo fungo Aspergillus flavus, que foi denominada aflatoxina (AF)
(PITT; MILLER, 2017).

O termo micotoxina é oriundo do Grego “mykes” (fungo) e do Latim “toxicum”
(toxina) e, portanto, a referida expressao significa toxina fungica. Sdo metabdlitos
secundarios toxicos produzidos por determinados fungos filamentosos pertencentes
ao filo Ascomycota, especialmente Aspergillus spp., Penicilium spp. e Fusarium spp.,
0s quais podem exercer efeitos nocivos, seja pela ingestao, inalagdo ou contato com
a pele (MARIN et al., 2013).

A ingestdo pode ocorrer por meio de matrizes alimentares contaminados com
micotoxinas, ou entdo, por contaminagao indireta, pelo crescimento dos fungos nos
alimentos (GARCIA et al., 2012). Esse crescimento fungico e producao de toxinas séo
dependentes de alguns fatores, como umidade e temperatura, com condigdes de
crescimento especificas. Milho, trigo, cevada, arroz e amendoim s&o alguns exemplos
de culturas geralmente afetadas (ESKOLA et al., 2020).

O processo de contaminagdo pode ocorrer na colheita, secagem ou ainda
durante o armazenamento. Como o processamento industrial ndo possui a
capacidade significativa de redugdo dos niveis, devido serem compostos quimicos
estaveis e termo resistentes, € preciso que medidas preventivas capazes de reduzir
ao minimo a contaminagao sejam aplicadas (MARIN et al., 2013; PLEADIN; FRECE;
MARKOV, 2019;).

A exposicao alimentar a esses contaminantes, causa efeitos nocivos a saude,
que podem ser agudo, resultando em doenga ou morte em um curto periodo de tempo
apods a ingestao, ou ainda crdnico, neste caso devido ao processo acumulativo de
quantidades menores de toxina, onde os efeitos se manifestam ao longo de meses ou
anos (TOLA; KEBEDE; YILDIZ, 2016).



18

3.2 Aflatoxinas

Dentre as micotoxinas, as AFs, sdo uma familia de toxinas produzidas
principalmente por Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. Atualmente sdo as
micotoxinas mais estudadas devido ao maior potencial toxico e prevaléncia em
produtos alimenticios. Dentre os analogos e derivados identificados, aflatoxina B+
(AFB1), aflatoxina B2 (AFBz2), aflatoxina G1 (AFG+1) e aflatoxina G2 (AFGz2), séo os de
maior relevancia do ponto de vista da segurancga alimentar de produtos de origem
vegetal (AFSAH-HEJRI et al., 2013).

Estruturalmente sdo derivados de difuranocumarinas fluorescentes sob luz
ultravioleta, apresentando fluorescéncia azul para B1 e B2 e fluorescéncia em verde
para G1e G2 (RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010). A estrutura quimica das principais

AFs pode ser vista na Figura 1.

Figura 1: Estrutura quimica das principais aflatoxinas.

Aflatoxin Bl
0O O 0O O 0O O
0
| | ] OH |
. L TL
0)\ OCH, O)\ OCH O/L OCH,
Aflatoxin B2 Aflatoxin G2 Aflatoxin M2

Fonte: Zhang et al., 2014.
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O analogo AFB1 € a forma mais perigosa do grupo, devido ao efeito toxico,
mutagénico, imunotdxico, teratogénico e carcinogénico em humanos e animais,
podendo afetar 6rgdos esséncias na biotransformacao / excregdo como o figado e os
rins. E classificada como cancerigena do Grupo 1A pela IARC (ORSI et al., 2017;
ALVAREZ et al., 2020; IARC, 2023).

Vale salientar, que pesquisas vem relatando ainda supressdo do sistema
imunoldgico dos seres humanos, tornando-os vulneraveis a doengas infecciosas como
HIV, e ainda retardo no crescimento de criangas decorrentes a exposigao cronica
(JOLLY et al., 2013; SMITH et al., 2015).

3.3 Mecanismo de biotransformagao das aflatoxinas

Biotransformacao pode ser definida como o processo em que o organismo
transforma por meio de reagdes quimicas ou enzimaticas uma substancia quimica em
outro composto diferente. E o principal mecanismo para eliminacdo de compostos
exdgenos, como toxinas, que sao transformadas para se tornarem mais polares e
menos lipossoluveis para serem facilmente eliminadas, principalmente pela via renal
(CURCI, 2009).

O processo de biotransformacdo das AFs esta associado a ativacdo da
toxidade destas moléculas. Garner et al (1972) demostrou pela primeira vez essa
relagéo utilizando Salmonela typhimurium TA 1530, onde observou que devido a alta
lipossolubilidade sao facilmente absorvidas no trato gastrointestinal apds a ingestao e
distribuidas pela corrente sanguinea, afetando diferentes érgaos.

Devido a alta permeabilidade dos hepatécitos, o figado € responsavel pela
biotransformacao pela acdo de enzimas microssémicas da familia do citocromo P450
e por isso, é o 6érgao mais afetado (EATON et al., 1994).

A biotransformacdo de AFs é regida em duas fases: Na fase |, mediado
principalmente pelo citocromo P450, ocorre a adigdo de um pequeno grupo polar
contendo cargas positivas e negativas que sido adicionadas a substancia pelo
processo de oxidacao, por reacdes incluindo epoxidagao, hidratagao, hidroxilagao, O-
dimetilacdo. Na fase Il, o composto formado é conjugado, tornando-se polar,
facilitando a excregao pelos rins. Todavia algumas substancias quimicas podem ser
convertidas em produtos reativos ou nocivos neste processo (GROSS-STEINMEYER,;
EATON, 2012).
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A AFB1 por ser um pro-carcindgeno, requer ativagdo metabdlica para
manifestar a atividade carcinogénica e mutagénica. A forma ativa AFB1- epo6xido
(AFBO) é formada pela epoxidagdo da dupla ligagdo do éter vinilico, presente na
estrutura bi-furandide da molécula. Possui uma alta afinidade nucleofilica e reatividade
a qualquer componente celular, com énfase ao DNA, especificamente pelo ataque
nucleofilico ao atomo N7 de guanina (GROOPMAN et al., 2012; RAWAL, KIM,
COULOMBE-JR, 2010).

Desta forma, originam adutos como o AFB1-N7-guanina, que modificam a
estrutura do DNA, e consequentemente, a sua atividade biolégica, como inibigdo da
sintese do RNA e na sintese proteca, iniciando assim lesdes hepaticas, mutagénicas,
carcinogénicas e teratogénicas (AGUILLAR; HUSSAIN; CERUTTI, 1993).

A AFB1 pode ser metabolizada também por hidroxilagdo, processo que origina
metabdlitos mais polares e menos téxicos, principalmente aflatoxina M+ (AFM1) e
aflatoxina Q1 (AFQ1). Ou entdo, pode ocorrer por o -demetilagdo, para formar
aflatoxina P1 (AFP1) que € menos toxica, porém com a capacidade de ser reconvertida
em composto reativo pela epoxidagao (ORSI et al., 2007).

A transformacao de AFB1 em AFB2 ocorre por hidratacdo de dupla ligagdo do
anel furano terminal de AFB1. Ja o sistema de redutase citoplasmatica origina o
aflatoxicol (AFL), que atua como reservatorio, ocorrendo reconversao (EATON et al.,
1994).

Vale ressaltar, que o processo de biotransformacgao varia consideravelmente
entre as espécies animais e até mesmo entre os individuos da mesma espécie, desta
forma a suscetibilidade de desencadear efeitos é variante conforme caracteristicas
interindividuais (OLIVEIRA, GERMANO, 1997). A Figura 2 demostra como ocorre o
metabolismo de transformacao da AFB1 em demais analogos pelas diferentes vias no

figado.
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Figura 2: Biotransformacgao hepatica das aflatoxinas.
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Fonte: Wong e Hsich (1980).

3.4 Ocorréncia de aflatoxinas em alimentos

A ocorréncia de AFs em alimentos brasileiros tem sido relatada principalmente
em produtos como amendoim, milho e derivados, em niveis e incidéncias variaveis
(MAGRINI; FREITAS; UEHARA-PRADO, 2011). A contaminagao pode ocorrer antes
e durante a colheita, no armazenamento, ou ainda, durante o processamento dos
produtos (PITT; HOCKING, 2009).

A contaminacdo é influenciada por condi¢gdes ambientais e, portanto, danos
mecanicos e predominadncia de temperaturas e umidade relativa do ar elevadas,
proporcionam o ambiente adequado para o crescimento dos fungos. Quando isso
ocorre, ha o risco de desenvolvimento de metabdlitos secundarios toxicos, e
consequentemente, redugéo na qualidade do produto (ELTARIKI, et al., 2018).

O principal problema é que geralmente as AFs estdo presentes em
concentragdes baixas, e dificilmente causam alteragdes sensoriais, como sabor e

odor. Desta forma, torna se dificil a percepgao pelos consumidores, por isso, limites
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maximos da toxina sao tolerados em alimentos destinados ao consumo humano, a fim
de proteger a saude dos consumidores (MARTINEZ; ROSERO; TABORDA, 2019).

A intoxicagcado nos seres humanos, designada como aflatoxicose, pode ocorrer
pelo consumo de alimentos com a toxina e pelo consumo de produtos derivados de
animais, que tiveram sua ragao contaminada, como leite, carne e ovos. A severidade
do quadro é influenciada por fatores como idade, estado nutricional, extensao da
exposicao e co-exposicao (MAZIERO; BERSOT, 2010).

Diversos estudos vém identificando produtos contaminados por AFs e em
concentragbes acima do permitido pela Legislagédo, indicando a necessidade de
monitoramento dos niveis destes contaminantes (IHA et al., 2016; SILVA et al., 2018).
No Parana, os dados de Santos (2015) revelaram elevada frequéncia de AFs em
amostras de amendoins, sendo que das 47 amostras analisadas, 25,5% estavam
contaminadas com niveis acima do Limite Maximo Tolerado (LMT) pela Legislagéo
(20 ng/g), variando de 36 - 832 ng/qg.

No estudo de Iha et al. (2016) identificaram a presenca de AFs em 71 das 100
amostras (71%) de pagoca analisadas no estado de Sao Paulo, variando de 0,3 a 41,8
ng/g, com 12 amostras (12%) > 20 ng/g. Silva et al. (2018), analisaram a presenca de
AFB1em 60 lotes do grdo in-natura da regido Alta Paulista e observaram a presenca

em concentragdes de 1,13 a 29,2 ng/g, com dois lotes (3,3%) acima do LMT.

Estudos anteriores também detectaram AFM+1 em amostras do Brasil. No
Parana, Santos et al. (2015) verificaram AFM1em 42 amostras de leite fluido e leite
em p6 comercializados e verificaram a presenca em 100% das amostras em niveis
variando de 0,01 a 0,81 ng/g (média de 0,13 ng/g), porém nenhuma acima do LMT.
Oliveira et al. (2013) analisaram 75 amostras de leite fluido em Minas Gerais e
mostraram que 23 (30,7%) foram positivas para AFM+1 em niveis de 1 a 4,1 ng/g, todas

acima do LMT pela Legislagao Brasileira.

Outros alimentos, como cereais, também podem estarem contaminados
(MARTINEZ; ROSERO; TABORDA, 2019). No trabalho de Andrade e Caldas (2015),
89 publicagbes foram recuperadas da literatura relatando dados relativos a 18.097
amostras de cereais, das quais 37,6% foram positivas para pelo menos uma AFs, com
média de 13,6 ng/g. O maior nivel médio observado foi para arroz, com 25,9 ng/g.
Além disso, o consumo deste produto contribuiu com 41,6% do consumo total de AFs

em todos os bancos de dados analisados, seguido pelo trigo (35,4%) e milho (21,2%).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.02266/full#B74
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De forma geral, a presenga de AFs nos alimentos constituem um grande
problemade saude global devido aos seus efeitos, entretanto também exercem
impactos econdmicos negativos, responsaveis por grandes perdas para os paises
produtores, devido a rejeicao de lotes inteiros (MAJEED et al., 2013).

Por isso, a detecgdo precoce aliadas a medidas de controle, fornecem o
caminho para garantir a qualidade e seguranga dos graos, e isso s6 € possivel, pela
intensificagdo das pesquisas que visem a ampliagdo de conhecimentos técnico-
cientificos, sobre os riscos e proporgdao de exposi¢cdao da populagao (PRESTES;
ROCHA, 2019).

3.5 Legislacao Brasileira

Em termos nacionais, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é a
responsavel pela fiscalizacdo da presenca de aflatoxinas nos alimentos. Os LMT estao
descritos na Instrugdo Normativa n® 126, de 6 de Julho de 2022, nos termos da
Resolucéao Brasileira RDC n° 722 de 1 de Julho de 2022 (ANVISA, 2022).

Apesar das regulamentacdes implementadas, a regularidade na qualidade dos
alimentos ainda é um problema, devido a falta de aplicacao e tecnologias de detecgéo
(WU, STACY; KENSLER, 2013). A Tabela 1 demostra os LMT de AFs em alimentos

no Brasil.

Tabela 1: Limites maximos tolerados de aflatoxinas em alimentos no Brasil.

(continua)
AFLATOXINA ALIMENTO LMT
(ng/g)
Leite fluido 0,5
M Leite em po 5

Queijos 25

Alimentos a base de cereais para alimentacao infantil (lactentes 1

e criangas de primeira infancia)

Amendoim (com casca, descascado, cru ou tostado), pasta de 20

amendoim ou manteiga de amendoim

Castanha-do-Brasil com casca para consumo direto 20

Castanha-do-Brasil sem casca para consumo direto 10

Castanha-do-Brasil sem casca para processamento posterior 15
B1, B2, G1, G2 Castanhas, exceto Castanha-do-Brasil, incluindo nozes, 10

pistaches, avelds e améndoas

Cereias e produtos de cereais, exceto milho e derivados, 5

incluindo cevada maltada

Myristica fragrans (noz-moscada), Zingiber officinale (gengibre),
Curcuma longa (curcuma), Misturas de especiarias que 20
contenham uma ou mais especiarias acima indicadas

Feijoes e outras sementes secas das leguminosas 5
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Tabela 1: Limites maximos tolerados de aflatoxinas em alimentos no Brasil.
(concluséo)
AFLATOXINA ALIMENTO LMT

(ng/g)
1

Férmulas infantis para lactentes e foérmulas infantis de
seguimento para lactentes e criangas de primeira infancia

Frutas desidratadas e secas 10

Milho, milho em grdo (inteiro, partido, amassado, moido), 20
B1, B2, G1, G2 farinhas ou sémolas de milho

Produtos de cacau e chocolate 5

Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado,
incluindo pimentas, pimenta em pé, pimenta de caiena e 20
pimentdo-doce); Piper spp. (o fruto incluindo a pimenta

Fonte: Adaptado de RDC n° 722 de 2022.

3.6 Avaliacao da exposi¢cao humana as aflatoxinas

Avaliar a exposicao humana frente as AFs é fundamental e pode ser feita pela
analise direta, também conhecida como “exposig¢ao externa”, baseada principalmente
na ocorréncia do contaminante em produtos alimentares e em dados de consumo
(ESCRIVA et al., 2017).

Porém, ha algumas limitagdes inerentes a essa abordagem, pelo fato de utilizar
dados estatisticos sobre o consumo alimentar, peso corporal médio da populagao e
percentual da toxina nos produtos alimenticios. O consumo dos alimentos e as
condi¢cdes de saude as quais podem modificar a biodisponibilidade de toxinas da dieta,
sao divergentes entre os individuos, e consequentemente, a exposicdo do corpo
humano sao variantes de pessoa para pessoa (ALSHSNNAQ; YU, 2017; IAH, 2014).

Outro ponto, é que a presenca dos contaminantes nos alimentos é diferente,
sendo extremamente dificil obter com precisdo o consumo de alimentos
contaminados. Por isso, para uma estimativa mais precisa, € possivel avaliar a
exposicao pela analise interna, que consiste na quantificagcdo de micotoxinas em
matrizes bioldgicas, ou seja, pelo biomonitoramento humano (HBM) (GURUSANKAR
et al., 2020).

3.6.1 Biomonitorizagdo de biomarcadores

O efeito final das toxinas na saude humana é muito variavél, pois é baseado
em diversos fatores, como caracteristicas estruturais e toxicocinéticas, tempo e
condicdo de exposicdo, caracteristicas do contaminado (idade, sexo, sistema
imunoldgico), além de outras questdes como a co-exposigao (VIEGAS; MARTINS,
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2020; AL-JAAL et al., 2019).

Biomonitorizagao (HBM) é definido como um método para avaliar a exposigao
humana a compostos toxicos e seus efeitos, medindo a substancia, ou entdo, seus
metabolitos e demais produtos originados nas reagdes de biotransformacdo, em
fluidos bioldgicos. Cada fluido bioldgico apresenta suas vantagens e desvantagens,
mas de forma geral, fornecem informagdes complementares e uteis para novas
descobertas sobre a biodisponibilidade, metabolismo, toxicocinética e caracteristicas
toxicoldgicas das micotoxinas (ARCE-LOPEZ et al., 2020).

Todavia, o HBM de micotoxinas ainda enfrenta alguns desafios, como a
descrigcao de bons biomarcadores, metodologias analiticas validadas e baratas, falta
de conhecimento em relacdo as variagdes interindividuais, informagdes suficientes
sobre diferengas existentes em populagbdes provenientes de regides distintas e em
diferentes intervalos de tempo, entre outros. Portanto, mais estudos na area sao
necessarios, ja que constitui uma importante ferramenta para melhorar a avaliagao de
risco, e assim, estimar a exposigdo humana real a substancias téxicas (AL-JAAL et
al., 2019).

3.6.2 AFM+ como biomarcador de exposigcao

O termo biomarcador ou entdo marcador biolégico, pode ser definido como a
capacidade de medir e avaliar substancias e/ou seus metabdlitos, em fluidos
bioldgicos, e assim, determinar a intensidade da exposigdo ao contaminante, bem
como seu risco a saude humana. As trés categorias aceitas de biomarcadores sao:
de exposicao, de resposta (ou efeito toxico) e de suscetibilidade (RYAN et al., 2005;
VIDAL et al., 2018).

Os biomarcadores de micotoxinas s&o definidos como os compostos (toxina
e/ouseus metabdlitos), ou entdo, os produtos de sua interagdo com moléculas-alvo
(adutos) que podem ser quantificados em fluidos biolégicos e podem estar
correlacionados comas micotoxinas ingeridas (MARIN et al., 2018). O monitoramento
da exposigcdo a AFs pela determinagao de biomarcadores € uma metodologia bem
aceita, que geralmente é feita por urina e sangue, embora possa ser feito por outras
formas como cabelo, leite e fezes (TOZZI et al., 2016).

Dentre os metabdlitos formados na reacdo de AFB1 e que pode ser encontrado

na urina, AFM1 é considerado o principal e de maior preocupacéo, pois apesar de
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menos potente em relagdo ao seu precursor apresenta efeitos cancerigenos e
imunossupressores, sendo classificada no grupo 2B, como possivel carcinogéneo aos
humanos (IARC, 2023). E considerado um biomarcador muito sensivel, de curto
prazo, mas altamente eficaz (LUONGO et al., 2013).

Devido aos niveis urinarios de AFM1 possuirem uma boa correlagdo com a dose
de exposi¢cado da AFB1, ao longo dos anos, estudos vem quantificando este marcador.
Nyathi et al. (1987) em um estudo transversal realizado em diferentes areas do
Zimbabue, analisaram 1.200 amostras de urina por HPLC e o metabdlito mais
observado foi 0 AFM1, com uma concentragdo média de 4,2 ng/mL.

Rubert et al. (2011) realizaram a analise de micotoxinas e metabdlitos, incluindo
AFM1, na urina de 27 voluntarios adultos e Ediage et al. (2013) de 220 criangas e
obtiveram resultados precisos sobre a exposicdo da populagdo por meio dos
biomarcadores urinarios. Heyndrickxa et al. (2014) realizaram uma analise
semelhante, abordando adultos e criangas em larga escala na populagao belga e
também obtiveram resultados precisos sobre a exposigao.

Sanchez e Diaz (2019) avaliaram a presenca de AFM+1 e AFM2 na urina de
criangas atendidas no servigco de emergéncia de um hospital pediatrico em Bogota,
Colébmbia e verificaram uma frequéncia de AFM1 em 41,7% das amostras, ja para
AFM2z nenhum nivel foi encontrado. Também foi realizado um levantamento sobre o
consumo de alimentos susceptiveis de serem fonte de AFs e sobre variaveis
sociodemograficas e a presenga de AFM+ na urina foi relacionada ao consumo de
cereais com probabilidade de estarem contaminados com AFB1, especialmente milho
e arroz.

Em um estudo mais recente, Foerster et al. (2022) realizaram um
biomonitoramento de exposicdo no Chile e encontraram AFM1 na urina de 59%
(n=120) dos participantes, com 12% das amostras acima do limite de quantificagao.

No Brasil, os estudos para determinacdo de metabdlitos de AFS em fluidos
biolégicos sao escassos. Romero et al. (2010) descreveram a excre¢gao de AFM1 na
urina humana de 65 moradores do estado de Sdo Paulo em niveis variando de
0,0018 a 0,0399 ng/mL.

3.7 Analise de perigo / risco as aflatoxinas

Segundo a OMS, risco é a probabilidade de um efeito adverso ocorrer em uma
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populagdo ou subpopulagdo em decorréncia da exposi¢ao a um agente. Ja perigo se
refere ao agente (bioldgico, fisico ou quimico) e/ou a propriedades de um alimento
com potencial de causar algum dano a saude. Este risco € proporcional ao grau de
toxidade do composto e da quantidade de exposigao e por isso, os Comités Cientificos
sdo os responsaveis pela avaliagao de risco de cada substancia, tais como o JECFA
(Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) (OMS, 2007).

Segundo o Codex Alimentarius, a avaliagao de risco consiste em quatro etapas:
identificacdo do perigo, caracterizagdo do perigo, avaliacdo da exposicédo e
caracterizagao do risco. Sao etapas importantes, pois fornecem uma visao geral do
que esta ocorrendo (o que, porque, de que forma, em qual populagao, gravidade) e a
partir disso, € possivel delimitar o limite seguro de exposigdo, que varia conforme
algumas caracteristicas especificas de toxidade (CODEX ALIMENTARIUS, 2014;
DORNE, 2015).

Ha substancias sem limiar de dose para efeito adverso, pois independente da
dose de exposicdo pode iniciar seu mecanismo de agdo. E o caso das AFs, que
somente na auséncia de exposigao é possivel garantir que os individuos néo estejam
em risco. Em funcao desta caracteristica, o risco é caracterizado utilizando a margem
de exposicdo (MoE), que geralmente utiliza como referéncia toxicologica a BMDL1o
associado ao consumo estimado (JECFA, 2016).

A BMDL 10, consiste no limite de confianga inferior da dose em que se observou
um aumento de 10% na incidéncia de um determinado efeito téxico. Como utiliza
modelagem matematica da curva de dose-resposta para interpolar uma dose
estimada que corresponda a um nivel particular de resposta, sua aplicagao elimina
qualquer limitagao relacionada ao experimento. Pode ser aplicada em diferentes tipos
de substancias, incluindo substancias carcinogénicas e genotoxicas como as AFS
(JENSEN; KLUXEN; RITZ, 2019).

Kuiper-Goodman (1990) avaliou os riscos da ingestao de micotoxinas com o
intuito de estimar uma “dose segura”. Foi proposto a utilizacdo da dose em que 50%
dos animais desenvolvem tumor (TD50) dividida por um fator de segurancga de 50.000,
para obter risco de 1:100.000. Neste estudo, o valor obtido foi de 0,20 ng/kg de AFM1.

3.8 Deteccao de aflatoxinas

As técnicas analiticas para deteccdo de micotoxinas precisam ser especificas,
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sensiveis e aplicaveis em um grande numero de amostras. Contudo, devido as
variagoes de estrutura e presengca em diferentes matrizes, torna-se dificil utilizar uma
unica técnica padrao de analise. Dentre os métodos disponiveis, as técnicas
rotineiramente usadas para determinacdo de AFs em alimentos sao principalmente
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia acoplada a espectometria
de massas (UPLC-MS), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e ensaio de
imunoabsorgao enzimatica (ELISA) (TURNER et al., 2015).

3.8.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi um dos primeiros métodos
usados para detectar AFs. Permite a triagem em grande quantidade de amostras de
forma simples e barata. Entretanto, como desvantagens pode destacar-se a
necessidade de pré-tratamento da amostra, o uso de quantidade elevada de solvente
e a falta de automacido da técnica, com baixa sensibilidade para a quantificacao
(COLLINS, 2010; ZHAO et al., 2016).

3.8.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS)

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS) é
considerada uma excelente metodologia para detecgdo e quantificacdo de
micotoxinas, incluindo as AFs (ZHAO et al., 2016). Essa forma de detecgao permitiu
o desenvolvimento de métodos de analise multiresiduos, com deteccéo simultanea de
diferentes moléculas. Entretanto, como desvantagem destaca-se o elevado custo do

equipamento de espectrometria de massas (BELOGLAZOVA et al., 2015).

3.8.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para a deteccao das AFs presentes nos alimentos, ou entdo, para a
determinacao dos biomarcadores em materiais biolégicos, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) é o método mais utilizado. Consiste em uma tecnologia capaz
de detectar e quantificar baixas concentracdes dos analitos de interesse com alta
sensibilidade e seletividade, através de um método de separacdo de compostos em
solugédo (PEREIRA, FERNANDES, CUNHA, 2014).
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Os componentes a serem separados estdo em uma das duas fases: fase movel
e fase estacionaria. Apresenta pequenas colunas, com materiais especialmente
preparados e uma fase mével que € eluida sob altas pressées, com capacidade de
realizar separagdes e analises quantitativas de uma ampla quantidade de compostos
presentes em diversos tipos de amostras em questdo de minutos (GUIMARAES,
COLLINS, 1998; LIU et al., 2023).

A analise dos analogos e dos metabdlitos de micotoxinas por HPLC utiliza
diferentes adsorventes, dependendo da estrutura fisica e quimica da molécula. Os
detectores mais comuns sao de UV-visivel ou fluorescentes, que detecta por meio da
presenca do croméforo (GUIMARAES, COLLINS, 1998).

Para a deteccgao e quantificacdo de AFs que apresentam croméforo natural em
sua estrutura, normalmente utiliza-se os detectores por fluorescéncia, porém vale
ressaltar que neste caso é preciso realizar a derivatizagdo da amostra antes da
analise. Pela intensidade dos sinais identificados nos detectores, assim como o tempo
de retencdo, sdo formulados os cromatogramas utilizados para as analises finais
(TURNER et al., 2015).

3.8.4 Ensaio de imunoadsorg¢ao enzimatica (ELISA)

O ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA) se tornou popular devido ao
baixo custo e facilidade de aplicagdo. Kits comerciais de ELISA disponiveis para
deteccao de micotoxinas sao baseados em um sistema competitivo direto ou indireto.
Destaca-se pela elevada sensibilidade, especificidade e praticidade, em que permite
a analise de grande numero de amostras em um curto intervalo de tempo. Tem sido
muito utilizado na analise de AFs em diferentes matrizes, com resultados satisfatérios.
(HAFEZ et al., 2021; LIU et al., 2023).

3.9 Efeitos patologicos provocados pelas aflatoxinas

A ingestdo de AFs por meio de alimentos contaminados ou excesso de
exposicao proporcionam diferentes efeitos adversos, que variam conforme
caracteristicas e estado de saude do individuo (GONGCALVES; SANTANA;
PELEGRINI, 2017).
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3.9.1 Aflatoxinas e proteinas séricas

Um dos principais efeitos clinicos observados € a inibigao da sintese proteica,
ja que a maior parte das proteinas plasmaticas (albumina e globulinas) sao originadas
pelos hepatdcitos (STOCKHAM, SCOTT, 2011). O mecanismo consiste na insergao
da toxina no nucleo do hepatdcito, onde liga-se ao DNA e inibe a enzima RNA-
polimerase, reduzindo a sintese de RNA-mensageiro, e consequentemente, causando
uma diminui¢ao na produgao de proteinas (CLIFORD, REES, 1966).

Os efeitos foram observados principalmente em animais. Um dos primeiros
estudos, descrito por Ghosh et al. (1990), identificou que 300 ug de AFB1/kg de ragao
de frangos de corte, levou a diminui¢ao significativa de albuminas e globulinas nos

animas intoxicados.

3.9.2 Aflatoxinas e danos hepaticos

Um dos efeitos adversos mais observados em estudos decorrentes das AFs é
o desenvolvimento de danos hepaticos. Pesquisas apontam a alta incidéncia de
carcinoma hepatocelular (CHC) em diversos paises com dieta com elevado teor de
AFs, sendo a segunda principal causa, atras somente de infecgao crbnica pelo virus
da hepatite B (HBV) ou virus da hepatite C (HCV). Vale salientar, que estudos
demonstraram que na presenca de outros fatores de risco, a exposicao a AFs aumenta
ainda mais o risco de desenvolver CHC (BRAY et al., 2018).

Os efeitos carcinogénicos hepaticos pelas AFs foram comprovados em varios
animais, como aves e roedores, que desenvolveram a doenga mesmo apos pequenas
concentragdes da toxina, evidenciando assim seu alto poder hepatocarcinégenico. Por
exemplo, Ishikawa et al. (2017) relataram que uma unica dose oral de AFB1 em
camundongos C57BL/6, pode induzir lesdes no tecido hepatico, modulagdo de
citocinas hepaticas e supressao imunoldgica. Vale salientar, que a presenca de lesdes
nas estruturas dos hepatdcitos pode acarretar em liberacdo de enzimas séricas
hepaticas, as quais assumem a forma de biomarcadores (CRUZ, 2010).

Marcadores de lesdo hepatica sao utilizados para rastrear e monitorar
populacdes expostas a hepatoxinas e também para caracterizar o mecanismo
toxicologico subjacente ao seu efeito no figado. A alanina aminotransferase (ALT), é

uma enzima encontrada principalmente no citoplasma do hepatécito e é considerada
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a enzima mais especifica e sensivel para danos hepaticos. Catalisa uma reagao
reversivel envolvida na desaminagéo de alanina originando piruvato, que pode entrar
na via da gliconeogénese ou no ciclo de Krebs (AKUYAM et al., 2017; STOCKHAM,
SCOTT, 2011).

A enzima aspartato aminotransferase (AST) € uma enzima encontrada em altas
concentragdes no citoplasma do hepatdcito e em suas mitocéndrias. E uma enzima
de liberagdo, que catalisa uma reacgédo reversivel envolvida na desaminacdo de
aspartato para formar oxalacetato, que pode entrar no ciclo de Krebs. Nao € um
marcador especifico de lesdes hepaticas, por isso, avalia-se a relagcdo AST/ALT, que
costumam subir e descer na mesma proporgao em doengas hepaticas (MARSHALL,
et al., 2016; STOCKHAM, SCOTT, 2011).

A gama glutamil transferase (GGT) € uma enzima associada a colestase e
membranas celulares, que catalisa a transferéncia de grupos glutamil entre peptideos
e esta presente em reagdes da glutationa. Niveis elevados de acidos biliares no figado
e no plasma sao esperadas na ocorréncia de colestase e este aumento pode estimular
a sintese e a liberacdo de GGT. Além da relagdo com o etilismo, também s&o elevadas
em casos de alteragdes hepaticas (BAYNES; DOMINICZAK, 2015).

3.9.3 Aflatoxinas e fungéo renal

Além do figado, outros 6rgaos como os rins podem ser afetados pelas AFs,
ocasionando alteragdo no perfil renal. A avaliagdo pode ser feita por parametros
sanguineos, como a determinacdo das concentragdes de uréia e creatinina sérica,
que sdo 0s exames sericos primarios apropriados para o diagndstico inicial de lesdes
renais (FREITAS; VEADO; CARREGARO, 2014).

A uréia é produzida pelo figado, como produto do metabolismo de nitrogénio e
excretada pelos rins. Sua concentragao sanguinea é influenciada pela ingestao de
proteinas, pela taxa de excregao renal e pelo estado do figado. Ja o fosfato de creatina
devido a sua instabilidade, cicliza espontaneamente para formar creatinina, a qual é
liberada na urina. A producdo € constante e proporcional a massa muscular corporal
de cada individuo e, portanto, a taxa excretada por dia pode ser utilizada como um
indicador de normalidade dos rins (SMITH; MARKS; LIEBERMAN, 2007).
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3.10 Diagnéstico de aflatoxicose

A aflatoxicose em humanos tornou-se conhecida apos investigagdes de surtos
ao longo da histoéria. Um dos primeiros surtos relatados aconteceu em 1983, no
Quénia, onde 12 pessoas foram a 6bito por insuficiéncia hepatica apos o consumo de
alimentos contaminados (YUN-GONG et al., 2012).

Segundo a literatura, a gravidade da intoxicagdo é proporcional ao nivel de
exposicao. A aflatoxicose aguda causa intoxicagao grave, que pode afetar diretamente
o figado e levar o individuo a morte, manifestacbes clinicas como tremores
musculares, sangue nas fezes e hipertermia podem ser observados. Em casos
cronicos, os efeitos sdo a longo prazo e inclui alteragbes teratogénicas,
carcinogénicos, mutagénicos e hepatotoxicos (GONG, WATSON, 2016).

O diagndstico € baseado no histérico clinico do paciente, alteragdes
macroscopicas e microscopicas observadas no figado, associados a identificagao e
quantificacdo de AFs nos alimentos ou detecgdo de biomarcadores em fluidos
biolégicos (COPPOCK; JACOBSEN, 2009). Entretanto, apesar dos avancgos, 0s
custos envolvidos na realizacdo das analises de biomarcadores permanecem altos,
devido aos equipamentos analiticos e reagentes. Tal fator prejudica no diagndstico e
implica em uma condigao clinica subdiagnosticada (GOMES et al. 2014).

Estudos demostraram efeitos causados por AFs em animais, todavia ndo ha
uma conclusado da dimensao deste risco para saude dos humanos. Sao necessarias
mais investigagdes para avaliar o grau de exposi¢cdo em diferentes populagdes, devido
a diversidade cultural e habitos alimentares (MARCHESE et al., 2018).
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6 ARTIGO: Exposicao humana a aflatoxina por determinagao do biomarcador
AFM1em urinas de residentes de Londrina, Parana, Brasil

6.1 RESUMO

As aflatoxinas (AFs) sdo micotoxinas relevantes na contaminagcdo de diversos
alimentos, especialmente ao nivel de matérias primas oriundas de paises com clima
tropical umido. O presente estudo teve como enfoque avaliar a exposi¢cao de AFs e o
risco associado, em residentes brasileiros fixados em Londrina, regido metropolitana
considerada subtropical. Questionarios foram aplicados em 334 participantes, para
mapear o consumo de alimentos propicios a contaminagao por AFs, compilar dados
sociodemograficos e nivel de informagdo ao tema abordado. Destes, 80 aceitaram
fornecer amostras de urina e de sangue, e a responder o recordatério alimentar
(R24h). O nivel do biomarcador urinario AFMiem urina foi quantificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de fluorescéncia (HPLC-
FL). Das 80 amostras, 26 foram positivas para AFM1 (32%) e apresentaram nivel de
0,09 — 0,88 ng/mg de creatinina (média, 0,2 ng/mg de creatinina). Os dados foram
correlacionados e maior probabilidade de ocorréncia de AFM1 na urina (p<0,05), foi
detectada em individuos que ingeriram milho, amendoim e produtos derivados nas
24h antecedentes a coleta. Maior ocorréncia de AFM1 nos residentes também foram
relacionados principalmente ao consumo regularmente mais elevado de iogurte, milho
e derivados pela populacdo (p<0,05). Os dados apontaram alteracdes significativas
na meédia dos resultados de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e globulinas dos participantes que apresentaram AFMj
positivo (p<0,05). Os valores médios de ingestédo diaria provavel (IDP) variaram de
0.004 £ 0.004 ug/kg de peso corporal/dia e os valores da margem de exposi¢ao (MoE)
foram inferiores a 10.000, indicando potenciais riscos a saude.

Palavras-chave: micotoxinas, seguranca de alimentos, fungos micotoxigénicos,
biomarcadores, lesdo hepatica.
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6.2 INTRODUGCAO

A exposi¢ao humana as aflatoxinas (AFs) € uma preocupacado mundial, devido
ao efeito nocivo a saude humana, principalmente ao risco de cancerigeno. Além disso,
esta relacionada a perda de qualidade e depreciacdo comercial de diversos produtos
alimenticios (FLETCHER; NETZEL, 2020). Decorre principalmente pelo consumo de
alimentos contaminados por fungos, especialmente Aspergillus flavus e A. parasiticus.
Os analogos mais encontrados nos alimentos sdo a aflatoxina B1 (AFB1), B2 (AFB2),
G1 (AFG1) e G2 (AFG2) (JECFA, 2016; WILD et al., 2015).

Alteragdes histopatoldgicas com presenga de hepatotoxicidade apds consumo
de alimentos contaminados com AFs foram relatadas, indicando fator de risco para o
desenvolvimento de cancer hepatocelular em seres humanos (ZUBERI et al., 2019).
Este cenario esta associado a biotransformacéo de AFB1 em metabdlitos altamente
reativos, catalisado pelo sistema enzimatico do citocromo P450 (KALEIBAR; HELAN,
2013; ZHANG et al., 2021).

No Brasil, estudos relataram a ocorréncia de AFs em diferentes produtos de
milho e amendoim, em niveis e prevaléncias variaveis (IHA et al., 2016; SILVA et al.,
2018). Diante disso, a avaliacdo da exposicdo da populagdo as AFs se torna
fundamental, e pode ser realizada por meio da biomonitorizacdo, que se baseia na
analise dos metabdlitos de AFs em fluidos bioldgicos como leite, urina e sangue (AL-
JAAL et al., 2019; ARCE-LOPEZ et al., 2020).

A aflatoxina M1 (AFM+1) € um metabdlito hidroxilado da AFB1 por enzimas
hepaticas, e posteriormente, excretado na urina (ORSI et al., 2017). Apesar de menos
potente em relagdo ao precursor, apresenta efeitos cancerigenos e imunossupressor,
sendo classificada no grupo 2B como possivel carcinégeno aos humanos (IARC,
2023). E considerado um biomarcador sensivel de exposicéo de curto prazo (1-2 dias)
para a AFB1, com precisao e eficacia (LUONGO et al., 2013).

A presenca de AFM1 no figado, ocasiona uma potencializacdo da resposta
inflamatoéria e do estresse oxidativo neste 6rgdo. Como € o responsavel pelo
metabolismo de diversas biomoléculas (carboidratos, lipidios, proteinas), entende-se
que a presenca de AFM+ pode prejudicar o funcionamento metabdlico normal dos
humanos (LEDDA et al., 2017; MALEKINEZHAD et al., 2021).

Diante dos riscos que as AFs e seus produtos de biotransformacéao

representam para a saude da populacdo, principalmente em paises em
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desenvolvimento, o objetivo do presente estudo foi avaliar a exposi¢cédo de AFs e o
risco associado, em residentes de Londrina, Parana, Brasil, por meio do biomarcador
AFM1 urinario e determinar possiveis associagdes entre atributos sociodemograficos,

consumo alimentar, alteragdes hepaticas e renais.

6.3 MATERIAL E METODOS

6.3.1 Populagédo do estudo

A populagdgo do estudo consistiu de 334 individuos selecionados
aleatoriamente moradores das 5 Regides de Londrina, Parana, Brasil. O amostral foi
obtido pela formula n= N x no/ N + no, descrita por Barbetta (2001. A localizagéo
geografica e subdivisdo regional do municipio estao ilustradas na Figura 3.

Os participantes preencheram inicialmente um questionario autoaplicavel, apos
assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Ao final do questionario,
todos os voluntarios foram convidados a participar da segunda etapa do projeto, que
consistia em fornecer amostras de sangue e urina. Destes, 80 individuos concordaram
com a coleta de material biolégico. Foram excluidos os participantes que né&o
preencheram o questionario corretamente. A aprovacao ética para este estudo foi
obtida pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (COPEP) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) (CAAE n° 5.654.031).

BRASIL: 203.062.512

LONDRINA: 526.911

Regido Norte

7 ‘L Centro. Regido
&l Leste

PARANA: 11.443.208 III

Regiao
Sul

Figura 3: Localizagdo geografica e subdivisdo regional do municipio de Londrina, Parana, Brasil. A
populacdo de Londrina, Parana e Brasil estdo descritas de acordo com os dados divulgados pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 2022.



6.3.2 Questionario e Recordatoério Alimentar

O questionario (APENDICE A) foi elaborado com perguntas direcionadas a
obtengcdo de dados sociodemograficos, laboratoriais, frequéncia alimentar e
conhecimento populacional sobre o tema AFs. O consumo da populagdo a
alimentos suscetiveis a contaminagao por AFs, foi medida por um intervalo de
menos de uma vez por més até uma vez por dia. As porcdes foram estimadas com
base em medidas caseiras comuns aos participantes, tais como xicaras, copos e
colheres.

Os participantes que voluntariaram-se a doarem as amostras de urina e
sangue, responderam também a um recordatério de 24 horas (R24h) (APENDICE
B), no qual o consumo de todos os alimentos ingeridos no dia anterior foi
registrado. Dentre os itens relatados pelos individuos na R24h, foram selecionados
alimentos inseridos nos grupos cuja contaminagao por AFs tem sido mais relatada

na literatura cientifica.

6.3.3 Coleta de amostras
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Todos os participantes foram orientados em como proceder a coleta da primeira

urina da manha, em um recipiente de polietileno de 50 mL previamente fornecido e

entregar no Laboratério de Imunorreagentes e Técnicas Moleculares (LIM), no Centro

de Ciéncias Agrarias - UEL. Apds a entrega de urina, amostras de sangue também

foram coletadas em tubo com ativador de coagulo, com os participantes em jejum,

seguindo as recomendacgdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina

Laboratorial (SBPC, 2010). O soro foi imediatamente separado por centrifugagao.

Todas as amostras foram identificadas e congeladas a -18 °C até a analise.

6.3.4 Analise de AFM1 por HPLC

6.3.4.1 Método cromatografico

A deteccdo e quantificacdo dos extratos das amostras foram realizadas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Sistema equipado com bomba LC-

20AD Shimadzu (Kyoto, Jap&o), detector de fluorescéncia Shimadzu RF-535 e coluna

de fase reversa marca Phenomenex (250 x 4,6 mm, tamanho de particula de 3 pm),
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volume de injecdo de 10 uL, mantidos a 40 °C. O padrao obtido (Sigma, St. Louis,
MO, EUA) como AFM1 cristalino purificado foi dissolvido em acetonitrila grau HPLC e
sua concentragdo determinada por espectrofotometria de acordo com Trucksess
(2005, cap. 49).

O sistema foi operado no modo isocratico com fase mével constituida de agua:
acetonitrila: metanol (68:24:8, v/v/v), vazao de 1,0 mL min -! e corrida com duragéo de

15 min. O comprimento de onda de excitagao foi 360 nm e de emissédo 440 nm.

6.3.4.2 Desempenho do método analitico

Para validar o método, uma amostra em branco de urina, previamente
analisada pelo método descrito acima e sem niveis detectaveis de AFM1, foi
enriquecida artificialmente com AFM+ em diferentes concentragdes (0,05; 0,1; 0,2; 0,3;
0,5; 1,0 ng/mL). A avaliagao de cada ponto foi feita em triplicata. A linearidade da curva
de calibragdo foi avaliada calculando-se o coeficiente de determinagéo (r?) e a
inclinacdo da regressao linear.

O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) do analito foram
estabelecidos através da determinacéo da relacédo sinal-ruido (S/N) em 3/1 e 10/1,
respectivamente. A exatiddo do método foi investigada pela recuperacao. Para isso,
uma amostra de urina AFM+1 ndo detectada, foi fortificada com trés concentracdes
diferentes de solugdo padrdo da toxina (0,07; 0,2; 0,7 ng/mL). Foram realizadas
injecdes em triplicata de cada nivel e a recuperagdo considerada como a

concentragéo de AFM+ quantificada sobre a concentragéo adicionada.

6.3.4.3 Quantificagdo de AFM+

A extracao e purificacdo de amostras de urina para determinacdo de AFM1
foram realizadas conforme descrito por Escriva et al. (2017), com algumas
modificagdes. As amostras de urina foram descongeladas e uma aliquota de 1 mL foi
centrifugada a 10.621 x g por 3 min a 4 °C (centrifuga 5810R, Eppendorf, Alemanha)
e a camada superior depositada em um tubo de centrifuga de 15 mL. Como passo
seguinte, acrescentou-se 1,5 mL de acetonitrila, 0,3 g de sulfato de magnésio (MgSQa4)
e 0,3 mg de C18, com agitagdo no vortex entre as etapas.

Finalizada a extragao, a solugao foi agitada no vortex novamente por 1 min e

centrifugada a 4500 x g por 3 min a 4°C. Posteriormente, a camada superior foi


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713509002382#bib38
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coletada, evaporada sobre nitrogénio gasoso e reconstituido com 200 uL de fase
moével. A amostra foi derivatizada, para isso, adicionou-se 400 uL do agente
derivatizante: TFA:CH3sCOOH:H20 (20:10:70, v/vlv), foi levada por 10 min em banho-

maria a 65 °C. Em seguida, foi filtrada em filtros de membrana (PVDF de 0,22 um).

6.3.6 Analise de creatinina na urina humana

A analise de creatinina foi realizada em amostras de urina utilizando ensaio
cinético de dois pontos baseado no principio da reagdo de Jaffe (VASILIADES,
1976). A concentragao de creatinina obtida foi utilizada para corrigir diferencas na
diluicdo entre os individuos e nas taxas de excreg¢ao, uma vez que nao foi utilizada

urina 24 horas, e os resultados expressos em ng de micotoxina/mg de creatinina.

6.3.7 Ingestdo diaria provavel e margem de exposi¢cdo

Segundo Turner et al. (2010) e Franco et al. (2019) a Ingestéo diaria provavel
(IDP) pode ser calculada com base nos resultados dos biomarcadores de micotoxinas

detectados e quantificados na urina, através da formula abaixo:

IDP (ug/kg pc/dia) = C x V / ER x PC X 1000 (Eq. 1)

De forma que C refere-se a concentragdo urinaria de AFM+ (ng/mL), ajustada
para creatinina (ng/mg de creatinina), V o volume médio de urina excretado em 24 h
(1500 mL), C peso corporal (kg) de cada participante e ER constitui a taxa média de
excrecgao urinaria de AFs (%), calculada como aproximadamente 1,5% de AFM1 para

mulheres e 1,7% para homens (ZHU et al., 1987).

Levando em consideragcdo o potencial carcinogénico de AFM1, o risco foi
avaliado baseado na margem de exposi¢cao (MoE). A MoE foi calculada utilizando o
limite de confianga inferior da dose de referéncia (BMDL10), que consiste em 0,25
Mag/kg p.c./dia, conforme proposto por Bendord, Leblanc e Setzer (2010), dividido pelo

IDP estimado, seguindo a equagao abaixo:

MoE = BMDL1o / IDP (ug/kg p. c./dia) (Eq. 2)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691519301747#bib72
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Um MoE = 10.000 representa baixo risco do ponto de vista da saude publica e

MoE < 10.000 representa elevado risco, e, portanto, maior preocupacéao (EFSA, 2013).

6.3.8 Avaliacéo hepatica e renal

As amostras foram submetidas a dosagens bioquimicas de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama-glutamiltransferase
(GGT), proteina total, albumina, globulinas e uréia. Os resultados das concentragdes
de globulinas foram obtidos por meio das diferengas entre as concentragdes de
proteina total e de albumina ([GBL] = [PT] — [ALB]).

As metodologias foram feitas de acordo com as recomendacdes dos protocolos

dos kits de ensaio Bioclin e estido descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Metodologia utilizada na analise dos parametros bioquimicos.

Parametro Bioquimico Metodologia

AST Cinética UV

ALT Cinética UV

GGT Szaiz (1996)
Albumina Verde de Bromocresol

Proteina total Biureto

Uréia Cinética de tempo fixo
Creatinina Cinética colorimétrica

AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; Gama GT, gamaglutamiltransferase.

6.3.9 Analise de dados

O software Statistica v.10 (StatSoft ®, USA) foi utilizado para a anélise dos
dados. A analise descritiva foi feita para determinar as médias e intervalos interquartis
dos analitos. As diferengas nas concentracdes do biomarcador AFM+ entre valores dos
parametros bioquimicos, foram analisadas pelo Teste t ndo pareado de Student.

O teste de Qui-Quadrado com o Coeficiente de Correlacdo de Pearson
(bicaudal) foi aplicado para avaliar a correlagédo entre os niveis de AFM+ urinario com
atributos sociodemograficas dos participantes e consumo alimentar. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.



6.4 RESULTADOS

6.4.1 Populagdo do estudo
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ApoOs a triagem final totalizaram-se 334 individuos, 69,5% (n=232) do sexo

feminino e 30,5% (n=102) do sexo masculino. Os participantes foram categorizados

em relacdo aos seus atributos sociodemograficos e os dados estdao descritos na

Tabela 3. Predominou-se a faixa etaria entre 21-30 anos (56,6%, n=189). No aspecto

educacéo, 317 (95%) declarou ter educagéo basica completa.

Tabela 3: Caracteristicas sociodemograficos dos participantes do estudo (n=334).

Variaveis Categorias N %
Masculino 102 30,5
Género

Feminino 232 69,5
18-20 anos 61 18,2
21-30 anos 189 56,6

Idade 31-40 anos 32 9,6
41-50 anos 25 7,5

>51 anos 27 8,1
Norte 39 11,7
Sul 110 32,9
Residéncia Central 69 20,7
Leste 40 12,0
Oeste 76 22,7

Ensino Fundamental Incompleto 6 1,8

Ensino Fundamental 11 3,3
Nivel educacional Ensino Médio 198 59,3
Educacao Superior 44 13,2
Po6s-Graduagéao 75 22,4

N: nimero de individuos.
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No que diz respeito ao indice médio de massa corporal (IMC), 46,1% (n=154)
estava alterado, sendo 12,9% (n=43) com obesidade. Quando questionados sobre a

pratica de exercicios fisicos, 168 (50,3%) n&o praticava nenhum exercicio fisico.

6.4.2 Conhecimento dos individuos sobre aflatoxinas

As respostas dadas pelos participantes no questionario mostraram claramente,
que a maioria desconhecia sobre AFs e seu efeito nocivo a saude (93,8%). A maioria
dos voluntarios (62,2%) também ndo souberam identificar os possiveis locais
responsaveis pela contaminagao fungica dos alimentos. Além disso, em geral (92,4%)
correlacionou a contaminagdo somente ao armazenamento inadequado (antes de
chegar a industria ou nas residéncias) e desconheciam os riscos da colheita, secagem

e processamento inadequado.

6.4.3 Consumo alimentar habitual (frequéncia) relatado pelos participantes

Os habitos alimentares dos individuos amostrados foram avaliados. Confirmou-
se que os alimentos geralmente relatados como contaminados com AFs no Brasil,
também faziam parte da dieta regular dos participantes. As informagdes obtidas foram
descritas na forma de frequéncia de consumo (diario, semanal, quinzenal, mensal e
nunca/raramente), apresentados na Figura 4, 5 e 6.

Entre os alimentos listados, arroz, pdo de forma integral (grupo de cereais e
derivados) e leite (grupo de laticinios), foram os mais frequentes na alimentagéo dos

entrevistados. Em contrapartida, frutas secas obteve as menores taxas de consumo.
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Figura 4: Frequéncia de consumo de alimentos pertencentes ao grupo dos laticinios comumente
contaminados com AFM+ pela populagdo do estudo (n=334).
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Figura 5: Frequéncia de consumo de alimentos pertencentes ao grupo dos cereais comumente

contaminados com AFB1 e AFM1 pela populagéo do estudo (n=334).
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Figura 6: Frequéncia de consumo de alimentos comumente contaminados com AFB1 e AFM+ pela
populacdo do estudo (n=334).

6.4.4 Desempenho do método analitico

O desempenho do método utilizado para determinagdo de AFM+1 em urina foi
validado no presente estudo como segue: O limite de detecgédo (LOD) e o limite de
quantificacédo (LOQ) foram 0,02 e 0,05 ng/mL, respectivamente. O coeficiente de
determinagéo (r?) da curva de calibragao foi 0,992, o que confirmou a linearidade do
grafico.

Os valores de recuperacao ficaram na faixa de 70-100% indicando que o
desempenho do método analitico obedeceu as diretrizes recomendadas pelo
Regulamento da Comissao Europeia n.° 401/2006 (EUROPEAN COMMISSION,
2006). O tempo de retengcéo de AFM1 foi de 8,7 minutos. As leituras do analito foram
entdo segregadas em dois grupos, positivo e negativo, com base na presenca ou
auséncia de AFM1 quantificavel (> LOQ). O cromatograma da solugdo padréo de
AFM1 e o cromatograma de uma amostra com AFM1 urinario positivo, estao
representados na Figura 7 e 8, respectivamente.
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Figura 7: Cromatograma da solugéo padrdao de AFM+1 (tempo: 8,7 minutos) no sistema HPLC-FL.
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6.4.5 AFM; urinario

Dos 334 participantes, 80 doaram amostras de urina para analise do
biomarcador AFM1. Destes, 32,5% (n= 26) das amostras foram positivas para AFM1
(concentragdes superiores ao limite de quantificagdo da metodologia utilizada). As
concentragdes variaram de 0,09 - 0,88 ng/mg de creatinina, com média de 0,2 ng/mg

de creatinina.

6.4.6 Consumo alimentar relatado pelos participantes no R24h

Foi obtida a prevaléncia dos alimentos consumidos pelos 80 participantes nas
24 horas antecedentes a coleta, através do Recordatério Alimentar (R24h). Os
alimentos foram selecionados de acordo com potencial contaminagao por AFs. Os
resultados sdo expressos em porcentagem de consumo, apresentados na Tabela 4.

Os voluntarios consumiram no dia anterior principalmente arroz e péo, feijao e
queijo. Nao houve diferencas entre os sexos no consumo alimentar, com excegao de

maior consumo de biscoitos entre os homens.

Tabela 4: Consumo alimentar diario dos participantes do estudo (n=80), estratificado por sexo.

. n (%) Teste Qui-

Item Alimentar Todos Mulheres Homens Quadrado p-valor
Leite 27 (33,7) 16 (29,6) 11 (42,3) 1,261 0,261
Queijos 42 (52,5) 27 (50) 15 (57,7) 0,416 0,519
logurte 13 (20) 8 (14,8) 5(19,2) 0,251 0,616
Feijao 44 (55) 28 (51,8) 16 (61,5) 0,665 0,415
Milho e derivados 8 (10) 6 (11,1) 2(7,7) 0,228 0,633
Castanhas 6 (7,5) 4(7,4) 2(7,7) 0,002 0,964
Frutas secas 6 (7,5) 3 (5,6) 3(11,5) 0,905 0,341
Chocolate 32 (40) 23 (42,6) 9 (34,6) 0,465 0,495
Amendoim e pagoca 6 (7,5) 3 (5,6) 3(11,5) 0,905 0,341
Arroz 57 (71,2) 37 (68,5) 20 (76,9 0,605 0,437
Pao 56 (70) 39 (72,2) 17 (65,4) 0,390 0,532
Biscoito 21 (26,2) 10 (18,5) 11 (42,3) 5,130 0,023
Bolo 14 (17,5) 10 (18,5) 4 (15,4) 0,119 0,730
Macarrao 18 (22,5) 12 (22,2) 6 (23,1) 0,007 0,932

n: niumero de individuos. Analise estatistica: Valores de p obtidos do coeficiente de correlagdo de
Pearson (bicaudal). Nivel significativo: Aqui, um valor de P <0,05 foi considerado significativo.

6.4.7 Associagdo entre nivel do biomarcador AFM; urinario e atributos
sociodemograficos

Os resultados da anadlise de correlagdo entre AFM1 em relagdo a fatores
sociodemograficos sdo exibidos na Tabela 5. Associagbes significativas foram

observadas somente entre refeicbes fora de casa e AFM1 urinario entre os
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entrevistados. A frequéncia do consumo alimentar fora do domicilio foi de em média
5x na semana, com maior prevaléncia no almocgo.

Nenhuma diferenga significativa (>0,05) foi observada nas concentragdes
meédias dos diferentes atributos. Participantes do sexo masculino e feminino
apresentaram niveis significativamente semelhantes com média de 0,25 + 0,2 e 0,22

+ 0,1 ng/mg creatinina, respectivamente.

Tabela 5: Ocorréncia de AFM1 em amostras de urina com base em atributos sociodemograficos da
populacao estudada (n=80).

. AFM; Positivo Teste Qui-
Atributos n (%) Quadrado p- valor
Feminino 20 (37%)
Sexo Masculino 6 (23,1%) 1,559 0212
18-30 anos 20 (32,3%)
Idade > 30 anos 6 (33,3%) 0,007 0,932
Norte 0
Sul 7 (24,1%)
Residéncia Central 7 (36,8%) 5,685 0,224
Leste 2 (33,3%)
Oeste 10 (47,6%)
Ensino Médio 15 (34,9%)
Escolaridade Ensino Superior 4 (40%) 1,218 0,748
Pés-Graduacao 7 (30%)
indice de massa Normal 14 (34,1%)
corporal Alterado 12 (30,8%) 0,104 0.747
- Nunca/Raramente o
Refg'e‘?gg:;”a (< 1/semana) 1(7.1%) 4,974 0,026
Sim 25 (37,9%)
. Nunca/Raramente 15 (33,3%)
Bebidas Sim 11 (31.4%) 0,033 0,857
N3o 24 (33,3%)
Fumante Sim 2 (28,5%) 0,553 0,758
Nivel de Baixo 18 (38,3%)
conhecimento Alto 8 (24,2%) 1,930 0,165

sobre Aflatoxinas

n: numero de individuos. Valores de pobtidos do Coeficiente de Correlagdo de Pearson
(bicaudal). Nivel significativo: Aqui, um valor de P <0,05 foi considerado significativo.

6.4.8 Associagéo entre nivel do biomarcador AFM1 urinario e ingestéao alimentar

A partir das informacgdes fornecidas nos questionarios de frequéncia alimentar
foram analisadas possiveis correlagdes entre os niveis urinarios de AFM+1 e o consumo
alimentar habitual. Os itens alimentares foram considerados na analise de correlagao
de Pearson na Tabela 6. O consumo de milho e derivados, apresentou tendéncia
positiva de correlagdo (p = 0,023) com o nivel urinario de AFM1. Foi observado

correlagdes significativas também com o consumo alto de iogurte (p= 0,020).



56

Tabela 6: Associagdo entre a frequéncia de ingestdo alimentar habitual e presenga do biomarcador
AFM+ entre os entrevistados (n= 80).

AFM

Item Média da ingestao Positivo Neaativo Teste Qui- valor

alimentar total (dia) n (%) ng(o/) Quadrado P

(1] 0
. <85 mL (baixo) 13 (28,89%) 32 (71,11%)
Leite > 85 mL (alto) 13 (37,14%) 22 (62,86%) 0,611 0,434
- <859 (baixo)  13(30.23%) 30 (69.77%) 0,641
Queijos > 8,5 g (alto) 13 (35.14%) 24 (64.86%) 0218
<85mL (baixo) 13 (24,07%) 41 (75.93%)
logurte > 85 mL (alto) 13 (50%) 13 (50%) 5,38 0,020
<25 g (baixo) 2(1538% 11 (84,62%)
Feijdo > 25 g (alto) 24 (35,82%) 43 (64.18%) 2,07 0,150
Milho e <85 (baixo) 15 (25.42%) 44 (74.58%) o 13 0,023
derivados > 8,5 g (alto) 11 (52,38%) 10 (74,14%) ’ '
<69 (baixo) 22 (33.33%) 44 (66.67%)

Castanhas > 6 g (alto) 4(2857%) 10 (71.43%) 0.12 0,730
Frutas <69 (baixo) 23 (31,94%) 49 (68.06%) 0750
secas > 6 g (alto) 3 (37,50%) 5 (62,50%) 0,101 ’

<10 (baixo) 23 (35,94%) 40 (64,06%)

Chocolate > 10 g (alto) 3(18,75%) 13 (81.25%) 1.72 0,189

Amendoim  <2,0 g/dia (baixo) 4 (33.33%) 8 (66,67%) 0004 0046

ederivados  >2,0g/dia (alto) 22 (32,35%) 46 (67,65%) : :

<25 g (baixo) 0 (%) 4 (100%)
Arroz > 25 g (alto) 26 (34,67%) 49 (65,33%) 2,07 0,150
Pao <209 (baixo) 18 (31.03%) 40 (68.97%) 021 0640
Integral > 20 g (alto) 8(36,36%) 14 (63.64%) : :
. <85 mL (baixo) 24 (33,33%) 48 (66.67%)
Cerveja > 85 mL (alto) 2 (25%) 6 (75%) 0.23 0,633

n: numero de individuos. Valores de pobtidos do Coeficiente de Correlagdo de Pearson
(bicaudal). Nivel significativo: Aqui, um valor de P <0,05 foi considerado significativo.

A partir das informagbes fornecidas no R24h, possiveis correlagbes foram
analisadas entre os niveis urinarios de AFM1 e os alimentos consumidos no dia
anterior a coleta. Os participantes do estudo que relataram a ingestdo de milho,
amendoim e derivados, apresentaram maiores percentuais de amostras positivas. Os

dados estéo representados na Tabela 7.

Tabela 7: Correlagao entre o consumo alimentar nas ultimas 24h e presenga de AFM+ urinario (n=80).

Item Alimentar Teste Qui-Quadrado p-valor
Amendoim e derivados 5,485 0,019
Milho e derivados 4,280 0,038
Leite e derivados 0,200 0,654
Leguminosas 0,389 0,533
Oleaginosas 2,12 0,145
Produtos de cacau e chocolate 0,085 0,770
Arroz 0,063 0,802
Soja 0,002 0,963
Frutas secas 0,741 0,389

Valores de p obtidos do Coeficiente de Correlagdo de Pearson (bicaudal). Nivel significativo: Aqui, um
valor de P <0,05 foi considerado significativo.
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6.4.9 Associagéo entre nivel do biomarcador AFM7 urinario e parametros bioquimicos

Parametros bioquimicos considerados padrbées para o diagnostico de
alteragdes renais e hepaticos foram avaliados. Os participantes do sexo masculino,
nos quais o AFM1 urinario foi positivo, apresentaram niveis significativamente
diferentes em ALT e globulinas, dos que apresentaram AFM+ negativo. Nas mulheres,
foi observado alteragao significativa no biomarcador AST entre o grupo AFM1 positivo
e o grupo AFM+ negativo. Os dados estratificados por sexo, sdo mostrados na
Tabela 8.

Tabela 8: Impacto do AFM+1 em biomarcadores associados a danos hepaticos e renais, estratificado
por sexo (n=80).

Mulheres Homens
R AFM (P) AFM1 (N) AFM1 (P) AFM1 (N)

Parametros Médiat  Médiax P T 0T Méediax P

DP DP - DP
Creatinina (mg/dL) 0,7+0,3 0,8+0,3 0,119 0,8+£04 1,0£1,3 0,450
Uréia (mg/dL) 27,4 £ 6,7 26,3+ 7,1 0,571 30,4 +12,7 30,4+£9,3 0,990
Proteinas Totais (g/dL) 7,1+11 72+1,0 0,784 6,2+0,7 6,6 £2,1 0,685
Albumina (g/dL) 42 +0,7 41+0,7 0,763 46+1,0 44 +0,9 0,653
Globulinas (g/dL) 29+11 32+1,0 0,440 1,58+ 0,4 22+1,2 0,031
AST (U RF/mL) 194+7,2 15271 0,038 23,2+8,3 22,1+10,3 0,816
ALT (U RF/mL) 15,5 +6,8 15,4+ 6,0 0,976 204 +5,3 15,7 £ 4,7 0,050
Gama GT (U/L) 18,3+10,2 247+19,9 0,188 21,0+8,2 232+14,2 0,974

P: positivo; A: negativo. Analise estatistica: Para comparar as colunas entre si, realizou-se o Teste t ndo
pareado de Student (bicaudal). Nivel significativo: Aqui, um valor de P <0,05 foi considerado
significativo. AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; Gama GT,
gamaglutamiltransferase.

6.4.10 Ingestao diaria provavel e avaliagdo do risco

As concentragdes obtidas do biomarcador AFM+ foram utilizadas para estimar
os valores de Ingestdo diaria provavel (IDP) da populagdo em estudo. Os calculos
foram realizados para as amostras positivas (>LOQ). A IDP média observada neste
estudo foi de 0,004 + 0,004 ug/kg de peso corporal/dia. Levando em consideragao o
potencial carcinogénico das AFs, avaliou-se o risco de exposicao pela MoE. Os
valores de MoE (102,14) para AFM1 relacionados aos seus respectivos valores de IDP

obtidos, foram bem abaixo do nivel de referéncia recomendado (< 10.000).

6.5 DISCUSSAO

A biomonitorizagao proporciona a melhor abordagem para avaliar a exposi¢cao
humana as AFs. Neste estudo, foi conduzida uma analise comparativa dos niveis de

AFM1 na urina, com atributos sociodemograficos, consumo alimentar e alteragbes
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hepaticas e renais, na populagédo adulta de Londrina, Parana, Brasil.

A deteccdo de AFM1em 32% das 80 amostras e a faixa de concentragdes
detectadas de 0,09 — 0,88 ng/mg de creatinina, com média de 0,2 ng/mg de creatinina,
indicam uma exposigao significativa as AFs na populacéo deste estudo. Para colocar
esta descoberta em perspectiva, os dados podem ser comparados com dados do
biomarcador urinario em demais estudos.

Os estudos de Coppa et al. (2021), Jager et al. (2014) e Romero et al. (2010)
confirmaram a presenca de AFM+1 em amostras de urina de residentes do Estado de
Sao Paulo, Brasil, com 57%, 61% e 78% das amostras positivas, respectivamente. Os
resultados de Franco et al. (2019) realizado no mesmo estado, foi o estudo que obteve
a menor frequéncia, com 12%. Portanto, o presente estudo obteve resultado (32%)
dentro da faixa reportada na literatura.

Vale ressaltar, que diferentes métodos para analise de AFM1 foram utilizados
nos estudos descritos acima, e consequentemente, com diferentes limites de detecgao
e quantificacdo. E possivel que um limite de detecgdo menor ao alcangado neste
estudo (0,05 ng/mL) aumentasse a porcentagem de amostras positivas. Mesmo
assim, as concentragdes e intervalos médios relatados fornecem uma orientagao para
a exposicao a AFs em demais populagdes.

As concentragdes de AFM1 identificado foram maiores do que as descritas por
Jager et al. (2014) e Franco et al. (2019), que relataram valores médios de 0,0019 -
0,0127 ng/mg de creatinina e 0,0005 - 0,6400 ng/mg de creatinina, respectivamente.
Todavia, Coppa et al. (2021) obteve concentragdes entre 0,02 - 27,56 ng/mg de
creatinina, valor bem superior ao deste estudo.

Na Africa, os niveis mais altos foram observados em Gana em adultos com
91,2% das amostras positivas, valor maximo de 11,56 ng/mg de creatinina e média de
1,7 ng/mg de creatinina (JOLLY et al., 2006). Em um estudo recente, Forster et al
(2022), encontraram concentrag¢des variando de 0,31 - 1,39 ng/mg de creatinina, com
média de 0,66 ng/mg de creatinina, em urinas da populagdo de Mauco, no Chile.
Portanto, paises com alta incidéncia de AFs em alimentos demostraram maior
concentracdo média de AFM+1 na urina em relagao a este estudo.

Valores de AFM+1 sem correcdo de creatinina também sao encontrados na
literatura. Romero (2010), por exemplo, em um estudo realizado no Brasil,
identificaram concentragdes variando de 0,0018 — 0,399 ng/mL e média de 0,005

ng/mL. Sulaiman, Jamaluddin e Sabran (2018), na Malasia, relataram concentragdes
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variando de 0,65 a 5,34 ng/mL e média de 1,23 ng/mL.

De acordo com os dados de toxicocinética disponiveis, a presenca de AFM+
ocorrerem em niveis baixos na urina de humanos expostos (FRANCO et al., 2019).
Esses compostos sao rapidamente excretados na urina, com uma meia-vida biologica
de cerca de 1 dia. Sua excrecgéao urinaria reflete a ingestao dietética de AFB1 em média
durante 1-3 dias (DOHNAL; WU; KUCA 2014; JAGER et al., 2014).

Segundo o Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), as chuvas e
temperaturas durante e antecedentes ao periodo das coletas, foram acima da média
em quase todas as Regides Brasileiras. Desta forma, pode ser entendido, que os
produtos consumidos pelos participantes, estavam sendo armazenados em condi¢coes
mais quentes e umidas do que o habitual, propiciando a contaminagado dos alimentos
(INMET, 2022; INMET, 2023). E importante destacar, que a cadeia de armazenamento
deve ser um ponto de implantagdo de medidas preventivas, capazes de reduzir ao
minimo a contaminacao (PLEADIN; FRECE; MARKOV, 2019).

Conforme ilustrado na Tabela 5, individuos os quais relataram realizar mais de
uma refeigdo fora de casa na semana, apresentavam um risco significativamente
maior de ter AFM1 nas suas amostras de urina em comparag¢ao com os individuos que
realizam suas refeicoes preferencialmente em casa. A maior parte das refeigdes fora
de casa eram realizadas em restaurantes universitarios e comunitarios. Os dados
demostram a importancia do cuidado no armazenamento e manipulacdo dos
alimentos em restaurantes e do conhecimento dos manipuladores de alimentos e da
populacao de forma geral (LIMA; LIMA; SILVA, 2019).

Todavia, as respostas dadas pelos participantes evidenciaram uma falta de
informagdo e consciéncia, das causas e efeitos do consumo de alimentos
contaminados com AFs sobre as implicacées a saude. A falta de conhecimento leva
ao consumo elevado de alimentos propicios a contaminagao, tais como amendoim e
milho, dados evidenciados no consumo alimentar rotineiro dos participantes.

O R24h aplicado, concentrou-se no consumo de varios itens durante as 24h
antecedentes as coletas. Por outro lado, o questionario registrou frequéncia alimentar
de alimentos comumente contaminados com AFs. Estas informacgdes foram utilizadas
para verificar a ingestao dietética da populacao e verificar correlagdes com os niveis
do biomarcador urinario.

Foi observado pelos dados do consumo habitual, que niveis mais elevados de

AFM1 nos residentes podem estar relacionados com um consumo regularmente mais
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elevado de iogurte (= 85 mL/dia), milho e produtos a base de milho (= 8,5 g/dia) pela
populacao (Tabela 6).

Leite e produtos lacteos, sdao contaminados porque o0s animais consomem
racoes com micotoxinas, principalmente AFB1, que sdo metabolizados e liberadas em
seus fluidos biolégicos na forma de AFM1. Devido a alta estabilidade deste metabdlito,
as tecnologias de processamento de leite e produtos derivados impostas nao sao
suficientes. Existe Limite Maximo Tolerado (LMT) regulatorio brasileiro para AFM1 em
leite de 500 ng/L, porém ndo ha limite ainda para iogurtes e bebidas lacteas (IARC,
2022; JALILI; SCOTTER, 2015).

Através do R24h, observou que os participantes consumiam principalmente
produtos a base de cereais, como arroz branco e pao, porém nao houve correlacéo
positiva destes alimentos e os niveis urinarios de AFM1. Por outro lado, uma
correlagdo positiva foi observada entre o consumo de milho, amendoim e seus
derivados (Tabela 7).

Diversos estudos apontam milho, amendoim, bem como seus derivados, como
os alimentos mais propicios a contaminagao por AFs, em condi¢cdes naturais, devido
a mudancas nas praticas agricolas. As ocorréncias mundiais, foram bem
documentadas e revisadas na literatura, com niveis variaveis e incidéncias de até 50%
das amostras analisadas (SILVA et al., 2018; GRANADOS-CHINCHILLA et al., 2017;
LEE et al.,, 2017; JAGER et al., 2013; MAGRINE et al., 2011).

Além disso, o estudo da associagao da exposicdo humana ao AFM1 com
alteracdes hepaticas e renais, foi conduzido pela avaliagdo dos niveis séricos de
marcadores bioquimicos dos participantes (Tabela 8). Os dados apontaram aumento
significativo na média dos resultados das enzimas AST (em mulheres) e ALT (em
homens), em participantes com AFM1 positivo. Estas enzimas séo indicativas de
danos hepaticos, pois sao liberadas do figado para a corrente sanguinea quando este
orgao é lesionado (SAAD-HUSSEIN et al., 2020).

Estes dados concordaram com os resultados de estudos anteriores, como de
Saad-Hussein et al. (2016), que relataram nivel sérico da enzima ALT e AST
significativamente mais alto em individuos expostos a AFs quando comparado ao seu
controle. Em um estudo bioquimico semelhante a este, conduzido na populagao
residente do distrito de Faisalabad, coincidiu com a investigacdo atual, onde a
exposicao ao AFM1 alterou diversos parametros bioquimicos, incluindo AST e ALT
(AKASH et al., 2021).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6787635/#B41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6787635/#B65
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438463915001601?via%3Dihub#bib0070
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Da mesma maneira, alteragdes foram observadas em globulinas, exibidas por
uma diminuicdo significativa (em homens). Vale salientar, que globulinas sdo um
grupo de proteinas que transportam diversas substancias no sangue. Neste contexto,
globulina sérica se refere a medida da divisdo da proteina total pela albumina (WANG
et al., 2022). Uma relagdo matematica que ao se apresentar diminuida pode indicar
cirrose ou doenga renal (CHAKRABORTY, 2015). Em estudos anteriores, a globulina
em niveis baixos foi considerada um fator significativo para a patogénese de doencgas
hepaticas, especialmente em casos graves da doenga (INAMINE; SCHNABL, 2018).

Os resultados representam claramente que a exposicdo ao AFM+ pode
perturbar o desempenho normal dos rins e do figado. Isso condiz com estudos
realizados, que indicam que séo os érgaos mais afetados pelas micotoxinas em geral,
por serem metabolizadas no figado e excretadas através dos rins (ALVAREZ et al.,
2020; ORSIl et al., 2017).

Diante dos resultados, a estimativa de exposi¢cao a AFs e a caracterizagao de
risco foi realizada pelos dados do biomarcador urinario em estudo. Em comparagao
com estudos realizados no Brasil, a média de IDP para AFM1 identificado (0.004 *
0.004 ug/kg de peso corporal/dia) foi bem semelhante ao descrito por Franco et al.
(2019), que relataram valores médios de 0.001 + 0.002 ug/kg/kg de peso corporal/dia
para homens e mulheres adultos.

Valores superiores foram obtidos no estudo de Coppa et al. (2021), que obteve
IDP médio de 1.58 £ 6.84 ug/kg de peso corporal/dia para mulheres. Os niveis de IDP
médio relatados por Gerding et al (2015) entre as populagbes Haitiana e de
Bangladesh também encontraram valores superiores, com média de 0,3 ug/kg de
peso corporal/dia para ambos os sexos.

A variabilidade individual na excrecao renal entre os voluntarios e as taxas de
excregao muito baixas de AFM1 (1,5%, Zhu et al., 1987) podem introduzir incertezas
nas estimativas de IDP e na caracterizagao de risco. Isso significa que as estimativas
de risco podem nao ser precisas para todos os individuos. Por isso, a correcdo de
creatinina foi realizada.

O MoE de 102,14 para exposicao a AFM1 apresentou um valor mais
preocupante do que em outro estudo realizado no Brasil (258,29) (Franco et al., 2019).
Em contrapartida, os resultados foram bem inferiores ao de Coppa et al. (2019), que
obteve um MoE de 1,5. Vale salientar, que os valores de MoE de todos os estudos

mencionados (<10.000) indicam alto risco ao desenvolvimento de cancer
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hepatocelular na populagao brasileira (BENFORD; LEBLANC; SETZER, 2010).

E importante ressaltar, que as pessoas da amostragem sdo semelhantes em
termos de idade, recursos e dieta. Em um pais com tanta diversidade de populagao e
de recursos, e muitas vezes limitagdes de alimentos, ndo pode haver a generalizagao
da exposicao (WILD et al., 2015).

O biomarcador urinario avaliado é rapidamente excretado na urina, portanto os
dados apresentados neste estudo sao uteis para recomendagdes de seguranga de
alimentos. Essas informagdes podem ajudar a identificar areas onde a exposicéo é
mais alta e informar acbes para reduzir os riscos a saude da populagdo, como
regulamentacdes e educacdo publica, desde que as consideragdes feitas sejam
consideradas ao interpretar os resultados (FRANCO et al, 2019).

A exposicao de AFs representa um grave risco a saude publica, principalmente
em paises em desenvolvimento (WILD et al., 2015). Estdo presentes em diversos
ingredientes base da culinaria, e por isso, medidas de controle sob uma perspectiva
cientifica e educativa carecem de serem implementadas (TONDO, 2020). A
disseminagao de informagdes, com o objetivo de auxiliar na promogao da seguranga
alimentar e nutricional é fundamental, visto que, acarreta impactos significativos a
saude publica (CARDOSO-FILHO; CALDAS; MURATORI, 2015).

6.6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demostraram que a populagdo esta exposta as
AFs, através da presenca de AFM1 urinario, valores de IDP e MoE obtidos. As
alteracdes bioquimicas observadas por meio dos biomarcadores séricos, indicam uma
preocupagao com o0s riscos adicionais a saude da populacdo. As associacdes
significativas do consumo alimentar de milho, amendoim e derivados, com a exposi¢ao
ao AFM1 descritos, podem auxiliar as agéncias reguladoras e as industrias
alimenticias a avaliar melhor a presenca de AFs nestes alimentos e o padrdo de

exposicao em pelo menos parte da populagéao.
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Universidade Estadual de Londrina
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao (PROPPG)
Comité de Etica em Pesquisa — CEP

JERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE F ESCLARECIDO (TCLE)

Prezado(a) Colaborador(a),

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa “EXPOSICAO HUMANA A AFLATOXINA: AVALIACAO POR
INQUERITOS ALIMENTARES E QUANTIFICACAO DE AFM1 EM AMOSTRAS DE URINA” sob responsabilidade da
pesquisadora Estéfany Santos Redondo, como Projeto de Dissertacao de Mestrado, a ser realizado no Departamento de Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos na Universidade Estadual de Londrina — UEL. O objetivo da pesquisa € investigar o padrao de dieta
e frequéncia de consumo de alimentos que naturalmente podem estar contaminados com uma substancia chamada de aflatoxinas,
bem como avaliar a presenca destas substancias em amostras de urina e avaliar possiveis alteracdes celulares significativas no
sangue devido a exposicao a elas.

A pesquisa sera desenvolvida em duas etapas: 1*) preenchimento de um formulario online; 2%) para voluntarios que aceitem doar
uma amostra de urina e uma de sangue.

DADOS DO PARECER DE APROVACAO

O presente projeto de pesquisa foi Emitido pelo Comité de Etica emPesquisa da Universidade Estadual de Londrina
aprovado pelo CEP/UEL. .
Numero do parecer: 5.654.031 Data da relatoria: 20/09/2022

1. PARTICIPACAO NA PESQUISA: Ao participar desta pesquisa, vocé ird responder a um formulario online com informagdes
pessoais (contato, sexo, idade), questdes sobre a frequéncia de consumo de alimentos, estado de satide e habitos de vida. Ao final
do questionario, vocé podera optar por fornecer ou nao uma amostra de urina e uma de sangue emuma data futura para avaliacao
em laboratorio. Caso aceite participar desta segunda etapa, os pesquisadores entrarao em contato por telefone e/ou e-mail para
agendar as coletas. A amostra de urina, devera ser coletada em um frasco estéril que sera fornecido previamente e podera ser
realizada em sua residéncia ou no local de encontro marcado. A urina sera utilizada para verificar se ha ou nao a presenca de
aflatoxinas (AFB1 e AFM1). A coleta de sangue sera realizada apds a entrega da urina e serd feita em uma veia de seu braco,
por um profissional capacitado, utilizando material descartavel e estéril. O sangue sera utilizado para dosar aspartato
aminotransferease (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama-glutamiltransferase (GGT), albumina, globulinas, proteina
total, creatinina, uréia e hormonio estimulante da tire6ide (TSH). Além disso, no momento das coletas, sera solicitado o
preenchimento de um recordatério alimentar de 24 horas (R24h), para vocé descrever todos os alimentos ingeridos no dia
anterior, que sera utilizado para associar com os resultados das analises. Lembramos que a sua participacao € voluntaria, vocé
tem a liberdade de nao querer participar e pode desistir, em qualquer momento, mesmo apods ter iniciado o formulario ou as
coletas, sem nenhum prejuizo para vocé. Para isto, basta fechar o formulario que automaticamente suas respostas preenchidas
até entdo, serao descartadas ou pode entrar em contato com os pesquisadores para que nao fagcamos uso do seu material. As
amostras fornecidas serdo descartadas corretamente ao fim do projeto e ndo serdo em hipétese alguma, utilizadas em outras
pesquisas.

2. RISCOS E DESCONFORTOS: Os riscos e desconfortos desta pesquisa sdo considerados minimos. A aplicacdo do
questionario podera causar desconfortos leves de origem psicologica e emocional, como a possibilidade de constrangimento,
vergonha, cansaco e aborrecimento ao responder as perguntas. Isto sera minimizado pelo uso de ferramenta online de formulario,
podendo o voluntario participar da pesquisa no momento que julgar mais adequado e sem a interferéncia dos pesquisadores.
Além disso, vocé tem a liberdade para nao responder questoes, nem mesmo as obrigatorias, e pode interromper o questionario a
qualquer momento, para isto basta fecha-lo. Ha o risco de perda dos dados obtidos por respostas através de questionario. Isto
sera minimizado pelo uso de computador com senhae protecdo da planilha de dados com senha. Serdo respeitados a privacidade
e sigilo e os documentos serdao devidamente armazenados em locais adequados com uso restrito apenas aos pesquisadores, 0s
quais se responsabilizam pelo contetido. Caso aceite participar da segunda etapa da pesquisa, a coleta de urina podera causar
algum constrangimento, por isso, a coleta podera ser realizada em sua residéncia, se assim preferir. A coleta de sangue pode
causar desconforto leve, como uma pequena dor na hora da pungédo ou o desenvolvimento de manchas roxas (hematoma) no
local da coleta, por isso, para sua minimizagao, sera utilizado material descartavel e estéril, sendo a coleta realizada por
profissional qualificado. O recordatério aliementar de 24 horas também pode causar desconfortos leves de origem psicologica e
emocional, que serdo minimizados através da possibilidade de responder sozinho, em um local reservado. Se vocé precisar de
algum tratamento, orientacdo, encaminhamento, indenizagao, etc., por se sentir prejudicado por causa da pesquisa, ou sofrer
algumdanodecorrente da mesma, o pesquisador se responsabiliza por prestar assisténcia integral, imediata e gratuita.

3. BENEFICIOS: Como beneficios indiretos, esta pesquisa podera contribuir para a comunidade cientifica com informagoes
sobre o nivel de exposi¢do da populacao as aflatoxinas, riscos a desenvolver efeitos e investigacao da frequéncia de consumo de
alimentos geralmente contaminados com a substancia em estudo. Como beneficio direto a pesquisa, o participante recebera um
folheto informativo via e-mail, sobre o que ¢ aflatoxinas, onde € encontrada e seus riscos a saude, apoés o preenchimento do
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formulario, e caso aceite participar da segunda etapa da pesquisa, o beneficio direto aos participantes ¢ ser informado se houver
alteracao em algum dos exames realizados (AFB1, AFMI1, Aspartato aminotransferease (AST), Alanina aminotransferase
(ALT), Gama-glutamiltransferase (GGT), Albumina, Proteina total, Creatinina e Uréia) visando a satide e o bem estar.

4. CONFIDENCIALIDADE: Todas as informagdes que o Sr.(a) nos fornecer ou que sejam conseguidas por exames serao
utilizadas somente para esta pesquisa. Seus dados pessoais e dados de exames ficardo em segredo e o seu nome nao sera divulgado
e utilizado em momento algum. As amostras de urinas e sangue fornecidas serdo armazenadas em freezer -80°C no Laboratério
de Produgdo de Imunoreagentes (LIM) no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (DCTA) da Universidade
Estadual de Londrina (DCTA-UEL) até o final desta pesquisa, apos este periodo as amostras serdo devidamente descartadas.

. Nome do pesquisador responsavel: Estéfany Santos Redondo

5. ESCI;ARECMNTOS: S? tiver | Epdereco para contato: LIM — Laboratério de Produgdo de Imunoreagentes.
alguma divida a respeito da pesquisa /0u | Campus Universitario — Rodovia Celso Cid, km 380 (PR 445) CEP: 86057-970
dos métodos utilizados na mesma, pode | _ ondrina — PR

procurar = a qualquer momento 0 | Telefone para contato: (43) 3371 4575 (Segunda a Sexta, das 9:00 as 17:00)
pesquisador responséavel.

6. RESSARCIMENTO DAS DESPESAS: Caso o Sr.(a) aceite participar da pesquisa nao recebera nenhuma compensacao
financeira ao preencher o formulario online. Caso aceite participar da segunda etapa da pesquisa e uma vez que € necessario
um jejum de 12 horas antes da coleta de sangue, lhe sera ofertado um pequeno café da manha apos a coleta (Cha ou Suco +
Bolacha) e o ressarcimento de despesas de transporte até o local da coleta, caso seja necessario.

7. CONCORDANCIA NA PARTICIPACAO: Se o Sr.(a) estiver de acordo em participar devera eletronicamente aceitar a
participar da pesquisa, que equivalera a assinar o TCLE, que podera ser impresso se assim desejar. Caso aceite participar da
segunda etapa da pesquisa, na qual sera realizada a coleta de urina e sangue, devera preencher e assinar o Termo de
Consentimento Pos esclarecido que se segue, em duas vias, sendo que uma via ficara com voce.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, 0 Sr.(a)
, portadora da cédula de identidade
, inscrita no CPF , declara que, apos leitura minuciosa do

TCLE, teve oportunidade de fazer perguntas, esclarecer duividas que foram devidamente explicadas pelos pesquisadores, ciente
dos servicos e procedimentos aos quais sera submetido e, ndo restando quaisquer dividas a respeito do lido e explicado, firma
seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO em participar voluntariamente desta pesquisa.

E, por estar de acordo, assina o presente termo.

Londrina, de de 20_.
Assinatura da Participante Assinatura da Pesquisadora Responsavel
DADOS DO PARTICIPANTE
Data de Nascimento / / Sexo [J Feminino [OMasculino
Celular (__ ) Outros telefones (__)
Endereco Cidade
CEP - UEL CONEP - Comissio Nacional de Etica em
Endereco: LABESC — Laboratério Escola de Pesquisa
Pos-Graduagdao — sala 14. Campus Endereco: Esplanada dos Ministérios, Bloco
Universitario — Rodovia Celso Cid, km 380 G, Anexo B. Sala 104B. / Brasilia - DF/ CEP:
(PR 445) CEP: 86057-970 — Londrina — PR 70058-900 - Brasil.
Telefone para contato: (43) 3371-5455 Telefone para contato: (61) 3315-2150 /
C E P E-mail para contato: cep268@uel.br 3315-3821

69



70

APENDICES

APENDICE A - Questionario da pesquisa

O questionario foi aplicado pelo google forms aos participantes.

DISSERTACAO DE MESTRADO

TITULO - AVALIACAO DA EXPOSICAO HUMANA A AFLATOXINA POR
DETERMINACAO DO BIOMARCADOR AFM. EM URINAS DE RESIDENTES DO
PARANA, BRASIL

Ano de execucao: 2022/2023.

Este Questionario foi elaborado pela pesquisadora Estéfany Santos Redondo
(estefany.santos@uel.br), mestranda em Ciéncia de Alimentos na Universidade
Estadual de Londrina (LONDRINA - PR). Seu objetivo € contribuir para a investigacéo
do padréo de dieta e frequéncia de consumo de alimentos geralmente contaminados
com uma substancia chamada de aflatoxinas, bem como verificar o conhecimento dos
participantes.

Para participar, responda as questdes abaixo. Todas as informacdes que fornecer-nos
serdo utilizadas somente para esta pesquisa. Seus dados pessoais e suas respostas
ficardo em segredo e o seu nome n&o aparecera em lugar nenhum, nem quando os
resultados forem apresentados.

ESTIMA-SE QUE VOCE DEMORE ENTRE 5 E 10 MINUTOS PARA RESPONDER.

1- E-mail:

2- Vocé é maior de 18 anos? 3- Vocé mora em LONDRINA/PR?
()SIM ()NAO ()SIM ()NAO

4- SEXO 5- IDADE

() Feminino () Masculino ()18 a30anos ()31a40anos ()41 a50anos
( ) Outros ()51 a 60 anos () Mais de 60 anos

6- PESO: ... 7- ALTURA: ... 8- PROFISSAO:

9- Qual sua escolaridade?

( ) Sem escolaridade ( ) Ensino fundamental incompleto (1° Grau) ( ) Ensino
fundamental (1° Grau) ( ) Ensino médio (2° Grau) ( ) Superior ( ) Pds-graduacéo



10- Em qual Regido da cidade vocé mora? 11- Esta realizando dieta no momento?

() Norte () Sul () Central () Oeste () Leste ()SIM ()NAO

12- Quantas vezes na semana vocé costuma fazer refeicbes fora de casa? (por
exemplo: 10); . ...

13- Realiza quais refei¢cdes fora de casa? 14- Vocé é fumante?

() Café da manhéa () Aimoco () Café da tarde () Jantar ()SIM ()NAO

15- Consome bebidas alcodlicas com qual frequéncia?

() N&o consumo ( ) Apenas em ocasides especiais () Uma vez por semana () De
duas a trés vezes por semana ( ) Mais de trés vezes por semana

16- Pratica exercicios fisicos? Pode ser caminhada, academia, danca, efc.

() Nao pratico no momento () Uma vez por semana ( ) De uma a trés vezes por semana
(') Mais de trés vezes por semana

17- Vocé apresenta ou ja apresentou alguma(s) das alteracbes abaixo? Assinale
quantas opgdes forem necessarias.

( ) Nunca apresentei estas alteracbes () Hepatite (A, B, C, D, E, alcbolica, autoimune)
() Cirrose Hepatica () Insuficiéncia Hepatica e/ou Cancer hepatico

() Insuficiéncia Renal e/ou Cancer Renal () Célculos Renais ("pedras" nos rins)

18- Utiliza algum medicamento de uso continuo ou esta fazendo uso de algum no
momento? Se sim, qual(is)?

Abaixo estéao descritas questoes referentes ao tema "aflatoxinas”. Nao existe resposta
"certa ou errada", responda conforme o que vocé conhece. E muito importante que
vocé nao tente "adivinhar a resposta”.

19- Vocé ja tinha ouvido falar em aflatoxinas antes deste questionario?

()SIM ()NAO
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20- Na sua opinido, como ocorre a contaminacdo dos alimentos por aflatoxinas?
Assinale quantas opc¢des forem necessarias.

( ) Nao sei responder

() Esta associada as condi¢des inadequadas de secagem do alimento
( ) Ocorre na colheita do alimento

() Ocorre no armazenamento do alimento antes de chegar na industria
(') Ocorre no processamento do alimento (na industria)

( ) Esta associado as condicbes inadequadas de armazenamento em mercados e nas
residéncias/casas

FREQUENCIA ALIMENTAR
Abaixo estéo descritos alguns alimentos e entre parénteses estéo as por¢des estimadas
de consumo com base em medidas caseiras comuns, tais como Xicaras, copos,
colheres, etc. Assinale seu nivel de consumo do referido alimento com base na por¢éao
descrita. Por exemplo, em relacéo ao seu consumo de amendoim (seja cru, torrado ou
frito), qual sua frequéncia de consumo de 1 colher de sopa, que equivale a 15 gramas?

As respostas sao uma estimativa, assinale a opcao que mais se assemelha a sua
alimentacao comum do dia a dia.

1- Com qual frequéncia vocé costuma comer 1 colher de sopa (15 g) de AMENDOIM
(frito, torrado, cru)?

() Nao consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias ()1 vezao més

2- Pé-de-moleque (1 unidade / 15 g)

() N&o consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3 a4 vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias () 1 vezao més

3- Pacoca (1 unidade / 15 g)

() N&o consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3 a4 vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias ()1 vezao més

4- Cerveja (copo de 200 mL)

() N&o consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3 a4 vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias ()1 vezao més
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5- Frutas desidratadas/secas (1 colher sopa/ aprox. 15 g)

() N&o consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias () 1 vezao més

6- Leite (copo de 200 mL)

() Né&o consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias ()1 vezao més

7- Queijos (1 fatia / aprox. 20 g)

() Nao consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15dias ()1 vezao més

8- logurtes (copo de 200 mL)

() Né&o consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias () 1 vezao més

9- Pao de forma Integral (2 fatias / aprox. 50 g)

() Nao consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias ()1 vezao més

10- Milho em gréao inteiro, amassado ou moido (1 colher de sopa / 20 g)

() Né&o consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15dias ()1 vezao més

11- Salgadinhos de Milho (2 xicaras /aprox. 25 g)

() Né&o consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3 a4 vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias ()1 vezao més

2- Arroz (4 colheres de sopa. aprox. 60 g)

() Nao consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15dias ()1 vezao més



13- Feijao (4 colheres de sopa. aprox. 60 g)

() Nao consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias () 1 vezao més

14- Castanhas, améndoas, pistaches, nozes, avelas (1 colher de sopa)

() Nao consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias () 1 vezao més

15- Chocolate ao leite em barra (4 quadradinhos / aprox. 25 g)

() Nao consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias ()1 vezao més

16- Achocolatado em po6 (2 colheres de sopa / aprox. 20 g)

() Néo consumo ()1vezaodia ()2vezesaodia ()3a4vezesnasemana ()1a2
vezes na semana () A cada 15 dias ()1 vezao més

Segunda Etapa do Projeto

O preenchimento das questoes anteriores deste formulario foi a primeira parte de
nossa pesquisa. Na segunda etapa, precisamos de voluntarios que aceitem doar
uma amostra de sangue e uma de urina, do mesmo modo como é feito em
laboratoérios de analises clinicas para realizar exames.

Vocé teria interesse em participar desta segunda etapa, doando uma amostra de sangue
e uma de urina?

Entraremos em contato para explicar com mais detalhes como se dara a sua
participacdo nesta segunda etapa e também para agendar a coleta em data futura.
Mesmo se assinalar "SIM" nesta questéo, vocé nao é obrigado(a) a efetivamente a
participar das coletas - fica a seu critério.

()SIM ()NAO

SE ACEITA PARTICIPAR DA COLETA DE SANGUE E URINA, por gentileza, forneca
seu nome e um telefone para contato.
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APENDICE B - Recordatério alimentar de 24 horas (R24h)

Universidade Estadual de Londrina P —
Universidade Centro de Ciéncias Agrarias — CCA 7~
o Esnadual de Londrina Programa de Pés-graduacio em Ciéncia g
de Alimentos Bkt

Quais os alimentos ingeridos um dia anterior a coleta de urina e sangue venoso?

Quantidade

Alimento (colher, fatia, xicara, copo)
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APENDICE C - Folder Informativo

Disponibilizado aos participantes ao final do projeto.

Vocé sabe o que é
AFLATOXINA?

E uma substincia toxica (também chamadas
de micotoxinas) produzida por alguns fungos
conhecidos como Aspergillus. llustrado na

imagem abaixo:

Esses fungos gostam de crescer em
ambientes quentes e Umidos, como agqui no

Brasil;

A transmissdo nos seres humanos ocorre
principalmente com a ingestdo de alimentos
contaminados, mas pode  acontecer
tambem pela inalacio e contato com a pels;

Contaminam diversos alimentos, o5 mais
comuns 3o amendoim, milho e derivados;

AO ENTENDER O QUE E, VOCE DEVE ESTAR SE
PERGUNTAMNDO, QUAIS DANDS A AFLATOXINA
PODE CAUSAR NO ORGANISMO HUMANOD?

O consumo de alimentos com niveis altos de
aflatoxinas pode gerar a AFLATOXICOSE

Que causa:

¥ Dores abdominais;

¥ Vdmitos;

¥ Baixa imunidade;

¥ Febre;

¥ Alergias;
A medida que pequenas quantidades de toxinas
sao ingeridas atraves dos alimentos no dia a dia,
pode ocorrer complicacdes mais sérias
Possiveis alteragdes:

Afeta o figado e 05 rins;

Potencial cancerigeno (cdncer de figado);
Retardo no crescimento de criangas;
Altera
hematolégicos (indicam alterages no

parametros  bioguimicos e

funcionamento normal do corpo);

Iu’ Universidade
Estadual de Londrina

0 ideal € que seja realizado as melhores técnicas
na Produgdo, Armazenamento, Manipulagdo,
Processamento e Embalagem dos produtos, para

evitar o maximo a contaminagdo.

Por isso, existem leis que visam garantir a
seguranga dos alimentos para os consumidores,
ectabelecendo  limites maximos  tolerados  de
aflatoxinas nos alimentos.

Enguanto consumidor é importante:

¥ Selecionar os alimentos com atencio

Conhecer a procedéncia de cada alimento e
verificar se os produtores adotam todos os
cuidados necessarios.

¥ Ficar atento ao armazenamento
Priorize ambientes frescos e secos.
¥ Nao estocar produtos por muito tempo

Ndo guarde grandes quantidades de alimentos,
COMPre 50 0 necessario.

¥ Atentar ao prazo de validade
Sempre confira a data na embalagem.
¥ Descarte alimentos suspeitos

Jogue fora alimentos com belor, com coloracdo

diferente  ou  entdo  grdos  quebrados.
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