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_Resumo

A exposigao a contaminantes quimicos nos primeiros 1000 dias de vida
tem sido associada a alteracdes de saude, constituindo um dominio
emergente de pesquisa fundamental para o conhecimento do exposoma
humano. As micotoxinas produzidas por fungos integram a lista de conta-
minantes quimicos téxicos presentes nos alimentos e tém efeitos carcino-
génicos, nefrotoxicos, hepatotdxicos e imunossupressores. A mucosa
intestinal é a primeira barreira bioldgica encontrada pelos alimentos con-
taminados por micotoxinas apds a ingestao, sendo pouco conhecidos 0s
potenciais efeitos decorrentes de uma exposicdo humana precoce a estes
contaminantes. Estudos recentes obtidos no ambito do projeto MYCOMIX
evidenciaram que as criangas portuguesas até aos 3 anos estao expostas
a multiplas micotoxinas através do consumo de alimentos a base de
cereais, 0 que constitui um risco potencial para a sua saude. Este estudo
revelou a ocorréncia de ocratoxina A, zearalenona e deoxinivalenol em,
respetivamente, 65%, 48% e 44% das amostras analisadas, confirmando
a exposicdo das criangas a varias micotoxinas através da alimentagéo.
Em virtude da toxicidade associada a estes contaminantes e a particular
vulnerabilidade deste grupo populacional, estes resultados abrem novas
perspetivas de investigacao e reforcam a necessidade de avaliar a exposi-
¢ao precoce das criangas a micotoxinas e o seu potencial impacto na
salde, o que constitui o principal objetivo do projeto earlyMYCO.

_Abstract

Exposure to hazardous chemicals during the first 1000 days of life
has been linked to an increased risk of a number of health disorders.
Early-life exposure to chemicals is an emerging research field that
needs to be explored to contribute to the understanding of human
exposome. Mycotoxins are food chemical contaminants, well known for
their carcinogenic, nephrotoxic, hepatotoxic and immunosuppressive
effects. Intestinal mucosa is the first biological barrier encountered
by ingested mycotoxins and potential consequences of an early-life
exposure to these compounds is poorly documented. Recent studies
obtained under the MYCOMIX project showed that Portuguese children
up to 3 years old are exposed to multiple mycotoxins through consump-
tion of cereal-based foods, which constitutes a potential health threat.
This study revealed the occurrence of ochratoxin A, zearalenone and
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deoxynivalenol in, respectively, 65%, 48% and 44% of the analyzed
samples, confirming children exposure to several mycotoxins through
food. Given the toxicity of these compounds and that children are a
particularly vulnerable group, there is an urgent need to assess the
impact of early-life exposure to mycotoxins and their potential impact
on human health, which is the main goal of earlyMYCO project.

_Introdugéo

A exposicao a contaminantes nos primeiros 1000 dias de
vida tem sido associada a alteracdes de salde, constituindo
um dominio emergente de pesquisa (). Os primeiros 1000
dias de vida, que incluem os primeiros trés anos de vida,
desde o momento da concecdo até aos dois anos de idade,
constituem um periodo determinante durante o qual ocorrem
processos cruciais de desenvolvimento e crescimento da
crianga. O que acontece durante este periodo é fundamen-
tal para a salde do lactente e crianga, mas também a longo
prazo para a saude do futuro adulto, afetando o seu desen-
volvimento imunitario, metabolico e a sua microbiota resi-
dente. Os avancos na investigacdo tém demonstrado que a
exposicao a determinados compostos durante a vida pré-na-
tal ou pds-natal podera estar associada ao desenvolvimento
de doencas que incluem asma, leucemia, obesidade, doen-
cas cardiovasculares, entre outras (2). E, pois, urgente ava-
liar 0 impacto da exposigao precoce a contaminantes, como
as micotoxinas, na salude humana.

As micotoxinas sao toxinas naturais produzidas por fungos,
resistentes ao processamento industrial e culinario e podem
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ter consequéncias para a saude humana, estando associa-
das a efeitos carcinogénicos, nefrotéxicos, hepatotdxicos,
estrogénicos e imunotoéxicos (3:4). Uma das principais vias de
exposicdo a estes contaminantes é a alimentagao pelo que
se torna importante avaliar 0 seu impacto no trato gastroin-
testinal (TGI) (5). O intestino constitui 0 maior compartimento
do sistema imunitario representando 70% das defesas imu-
nolégicas do organismo e € a primeira barreira de defesa do
individuo encontrada pelos contaminantes presentes nos ali-
mentos ingeridos, tais como as micotoxinas (). Devido & sua
prevaléncia em produtos alimentares, as micotoxinas podem
afetar a homeostase intestinal, efeito muitas vezes negligen-
ciado, podendo determinar os estados de satde e doenca (7).

_Objetivos

Neste estudo pretendeu-se quantificar os teores de 13 mico-
toxinas em 52 amostras de alimentos a base de cereais, des-
tinados ao consumo para criancas, analisadas no ambito
do projeto MYCOMIX e apresentar os objetivos do projeto
earlyMYCQ, a fim de contribuir para avaliar os niveis de ex-
posicao de criancas a micotoxinas, durante o seu desenvol-
vimento e numa fase precoce da vida.

_Materiais e métodos

Para o estudo da ocorréncia de micotoxinas em alimentos
infantis, foram adquiridos entre 2014 e 2015, em supermer-
cados da Area Metropolitana de Lisboa, 52 cereais e produ-
tos derivados, comercializados principalmente para criangas:
26 cereais pequeno-almoco, 20 cereais infantis e seis bola-
chas. Posteriormente, procedeu-se a determinacdo anali-
tica de 13 micotoxinas nestes produtos, nomeadamente,
aflatoxinas (AFB4, AFB,, AFG4, AFG,, AFMy), ocratoxina A
(OTA), fumonisinas (FBy, FBj), tricotecenos (DON, nivale-
nol-NIV; toxina T-2 e toxina HT-2) e zearalenona (ZEN). A
determinacdo analitica foi efetuada por diferentes técnicas
cromatograficas: as aflatoxinas e a OTA foram determina-
das por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detegao
por fluorescéncia (HPLC-FLD), os tricotecenos por croma-
tografia gasosa com detec@o por espectrometria de massa
(GC-MS), e as fumonisinas e zearalenona por cromatogra-
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fia liquida com detecdo por espectrometria de massa (LC-
-MS/MS), conforme descrito em Martins e colaboradores (8).

_Resultados e discussédo

A tabela 1 refere a percentagem de amostras positi-
vas (teores superiores ao limite de detecdo) e valores
médios (ug/kg) para cada toxina nas categorias de cereais
pequeno-almoco, cereais infantis e bolachas. Foram identifi-
cadas todas as toxinas analisadas com excecédo da AFG, e
das toxinas T-2 e HT-2. Quarenta e nove das 52 amostras
(94%) apresentaram pelo menos uma das toxinas analisadas.
O presente estudo revelou a ocorréncia de OTA, ZEN e DON,
respetivamente, em 65%, 48% e 44% das amostras analisa-
das, com teores médios méaximos de 95,9 ug/kg para a DON,
sendo a totalidade dos valores encontrados inferiores aos
legislados (quando existentes). Estes resultados confirmam
a presenca de micotoxinas nos produtos alimentares vendi-
dos na Area Metropolitana de Lisboa, no periodo de tempo
reportado, sugerindo uma exposicdo das criangas estudadas
a varias micotoxinas, através do consumo dos alimentos a
base de cereais analisados. As micotoxinas detetadas inclui-
ram AFTs (sobretudo AFB4), OTA e FMs, DON, ZEN e NIV,
considerados, respetivamente, como cancerigenos (grupo 1),
possiveis cancerigenos (grupo 2B), e sem evidéncia de car-
cinogenicidade para humanos (grupo 3), conforme classifi-
cagao da Agéncia Internacional de Investigacdo em Cancro
(IARC, na sigla em inglés) (9),

Os resultados obtidos no &mbito do projeto MYCOMIX -
Estudo exploratério dos efeitos toxicos de misturas de mico-
toxinas em alimentos para criancas e potencial impacto na
salde (https://www.youtube.com/watch?v=CsKaz3mt2J4), e
apresentados nesta tabela, revelaram que as criancas por-
tuguesas até aos 3 anos de idade estdo expostas a multi-
plas micotoxinas através do consumo de alimentos a base
de cereais (12), 0 que constitui um risco potencial para a sua
salde. Os resultados de avaliacdo da exposigao e a caracte-
rizacao do risco indicaram que, embora os teores de micoto-
xinas detetados nos alimentos analisados fossem inferiores
aos legislados, a presenca de algumas micotoxinas, nomea-
damente de aflatoxinas (sobretudo a aflatoxina By, um dos
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Tabela 1: [1 Ocorréncia de micotoxinas em alimentos para criangas a base de cereais, comercializados na Area Metropolitana de
Lisboa e analisados no @mbito do projeto MYCOMIX.
Cereais e Cereais pequeno-almogo Cereais infantis Bolachas N° total de
derivados (n=26) (n=20) (n=6) amostras (n=52)
Amostras Média Maximo Teor Amostras Média Maximo Teor Amostras Média Maximo Teor Amostras
Micotoxinas positivas (ug/kg) (bg/ka) mz’{xinjo positivas (Hg/kg) (ug/kg) mégirr?o positivas (ug/kg) (ug/kg) mé.xm}o positivas
(%) admissivel (%) admissivel (%) admissivel (%)
(Hg/kg) (10) (Hg/kg) (10) (Hg/kg) (1)
AFB 19 (73%) 0,036 0,130 2,0 0 ND ND 0,10 0 ND ND 2,0 19 (37%)
AFB, 12 (46%) 0,007 0,011 = 1(5%) NA 0,002 = 0 ND ND = 13 (25%)
AFG, 1 (4%) NA 0,017 = 2 (10%) 0,014 0,016 = 0 ND ND = 3 (6%)
AFG, 0 ND ND = 0 ND ND = 0 ND ND = 0
AFM, 3 (12%) 0,017 0,024 = 8 (40%) 0,068 0,190 = 0 ND ND = 11(21%)
AFTs 19 (73%) NA NA = 9 (45%) NA NA = 0 NA NA = 28 (54%)
OTA 18 (69%) 0,047 0,100 3,0 10 (50%) = 0,061(11) | 0,263 (11) 0,50 6 (100%) 0,086 0,134 3,0 34 (65%)
FB, 15 (58%) = 22,00 67,00 = 7 (35%) 0,44 0,86 = 0 ND ND = 22 (42%)
FB, 10 (39%) 5,10 14,00 - 0 ND ND - 0 ND ND - 10 (19%)
FMs 15 (58%) NA NA 200 7 (35%) NA NA = 0 NA NA = 22 (42%)
ZEN 19 (73%) 1,20 5,61 50 6 (30%) 0,48 0,98 20 0 ND ND 50 25 (48%)
DON 16 (62%) 95,9 207,8 500 4 (20%) 41,8 71,0 200 3 (50%) 43,8 73,3 500 23 (44%)
NIV 1 (4%) NA 27,1 = 0 ND ND = 0 ND ND = 1 (2%)
T-2 0 ND ND = 0 ND ND = 0 ND ND = 0
HT-2 0 ND ND - 0 ND ND - 0 ND ND - 0

ND, néo detetado; NA, néo aplicavel, AFM,, aflatoxina My; AFB,, aflatoxina By; AFB,, aflatoxina B,; AFGy, aflatoxina G{; AFG,, aflatoxina G,; AFTs, aflatoxinas;

OTA, ocratoxina A; FBy, fumonisina By; FB,, fumonisina B,; FMs, fumonisinas; DON, deoxinivalenol; NIV, nivalenol; T-2, toxina T-2; HT-2, toxina HT-2; ZEN, zearalenona.

mais potentes hepatotdxicos conhecidos), poderiam estar
associadas a um risco significativo para a saude das crian-
cas (12,13),

Verificou-se ainda que os valores mais elevados de ingestao
diaria eram atribuidos a micotoxina desoxinivalenol (DON),
que se sabe ter efeitos imunolégicos e gastrointestinais, o
que reforca a necessidade de avaliar o impacto das micoto-
xinas no TGI, em particular em populagdes vulneraveis como
as criancas.

A toxicidade das micotoxinas detetadas nos produtos alimen-
tares, associada ao facto de as criancas constituirem uma
faixa particularmente vulneravel da populagdo, conduziu a
necessidade urgente de desenvolver um novo projeto que
visasse avaliar o impacto na saude da exposicao precoce das
criangas a estes contaminantes quimicos. Neste sentido, esta
em curso o projeto earlyMYCO - Exposicao precoce a mico-
toxinas e potencial impacto na salde. Segundo a hipotese
colocada no projeto, a exposicao a micotoxinas tem impacto
no desenvolvimento do sistema imunitario intestinal do feto e
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do lactente, na defesa intestinal contra agentes patogénicos
e no estabelecimento da microbiota intestinal. Assim, este
projeto ird integrar a avaliagdo da exposicdo a micotoxinas
de pares mae-filho(s) através da biomonitorizagao, avaliagao
do impacto de micotoxinas no sistema imunitario intestinal e
microbiota intestinal através de ensaios toxicoldgicos in vivo
(em murganhos/ratinhos), e caracterizacdo do risco e impacto
na saude associados a exposicdo a estes contaminantes,
reunindo dados toxicolégicos de exposicdo e in vivo. Estes
tépicos constituirao os trés principais pilares deste projeto,
conforme ilustrado no quadro conceptual (figura 1).

Por forma a avaliar esta hipotese, o projeto earlyMYCO pre-
tende responder a varias questdes: i) estarao as gravidas e
lactentes até aos 6 meses de idade expostos a micotoxinas?
ii) Esta exposicao representa um risco para a sua saude?
iii) A exposicao precoce a micotoxinas produz alteracées no
desenvolvimento do sistema imunitario gastrointestinal? e
iv) Qual é a carga de doenca (burden of disease) atribuida a
esta exposicdo? Para responder a estas questdes, serdo de-
senvolvidas atividades em cinco dominios: i) recrutamento de
gravidas e lactentes, colheita de alimentos e amostras biolé-
gicas; ii) avaliagcdo da exposi¢ao a micotoxinas na populagao
recrutada; iii) ensaios experimentais in vivo para avaliar 0s

efeitos da exposigao precoce a micotoxinas no sistema imu-
nitario gastrointestinal; iv) abordagem metagenomica para
avaliar os efeitos da exposicao precoce a micotoxinas na mi-
crobiota intestinal; e v) integracao final dos dados epidemio-
l6gicos e experimentais para caracterizar o risco e impacto
na saude associado a exposicao precoce a micotoxinas.

_Conclusdes

Os resultados obtidos no &mbito do projeto MYCOMIX confir-
maram a exposicdo das criancas portuguesas a varias mico-
toxinas, como AFTs (sobretudo AFBy), OTA e FMs, DON, ZEN
e NIV, compostos classificados pela IARC relativamente a
sua atividade carcinogénica em humanos. Face a toxicidade
associada a estas micotoxinas, investigacao futura devera
permitir confirmar o cenario obtido neste projeto. Adicional-
mente, o projeto MYCOMIX identificou a DON como a micoto-
xina com valores mais elevados de ingestéo diaria através do
consumo de produtos a base de cereais. Dada a associagao
habitualmente identificada entre a exposi¢ao a esta micoto-
xina e 0s efeitos para a saude, estes resultados sugerem uma
possivel ocorréncia de alteracdes ao nivel do sistema imuni-
tario e gastrointestinal nos individuos expostos. As criangas
constituem uma populagéo particularmente vulneravel, pelo

Figura 1: [ Descricdo conceptual do Projeto earlyMYCO.
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que a sua protegao devera constituir uma prioridade relati-
vamente a implementacdo de medidas de protecao da salde
publica. Os resultados obtidos abrem assim novas perspe-
tivas para a investigacdo da exposicdo humana a micotoxi-
nas e o0 seu impacto na satde num periodo precoce da vida,
objetivo do presente projeto earlyMYCO.
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