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O DOM SUPREMO

‘O _Amor é paciente,

¢ benigno,

o amor ndo arde em ciimes,

ndo se ufana nem se ensoberbece,
O amor ndo se conduz incovenientemente,
ndo procura seus interesses,

ndo se exaspera.

Ndo se ressente do mal.

Ndo se alegra com a injustiga,

mas regozija-se com a verdade.

O Amor nunca falha, e a vida

ndo falhard enquanto houver
Amor.

O poder da vontade ndo
transforma o homem.

O tempo ndo transforma o homem.

O Amor transforma.”

(Henry Drummond)
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RESUMO

Tendo em vista o fatc das criangas serem mais sensiveis aos efeitos adversos de
aflatoxina M, (AFM;) e ocratoxina A (OTA) comparativamente aos adultos, este trabalho
teve como objetivo padronizar metodologia para determinacao de AFM, e OTA em leite
materno, avaliar a incidéncia das citadas toxinas em Banco de Leite Humano do Hospital
Regional Sul, da cidade de S&o Paulo, e correlacionar os resultados obtidos com a
alimentacgo consumida pelas méaes. Os métodos estabelecidos para a determinagio de
AFM; e OTA envolveram exiracao da AFM, com metanol e OTA com bicarbonato de sadic
1% e metanol, seguido da limpeza por colunas de imunoafinidade com anticorpos
especificos para cada micotoxina e separacio por cromatografia liquida de alta eficiéncia
e quantificacdo com detector de fluorescéncia. A confirmacdo de AFM, foi realizada
através da reacao de derivatizagdo com acido trifluoroacético (TFA) e para OTA por meio
da reacgo de derivatizagdo com &cido cloridrico concentrado (HCI). O método
estabelecido para AFM, apresentou porcentagem de recuperacdo e coeficiente de
variacéo de 93,6% e 17,5%, respectivamente para a contaminagéo de 0,01 ng/mL. Para
o método de OTA, 0s valores correspondentes so 83,9% e 14,1% no mesmo nivel de
contaminagao (0,01 ng/mL). O limite de quantificacdo para ambos os métodos foi de 0,01
ng/mL. Do total de 50 amostras analisadas, apenas uma continha a AFM; (2% do total),
em nivel de 0,024 ng/mL e duas com OTA (4% do total), em nivel de 0,011 e 0,024
ng/mL. Portanto, houve baixa incidéncia de AFM1 e OTA em leite materno proveniente do

Banco de Leite do Hospital Regional Sul da cidade de Sdo Paulo.
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ABSTRACT

Since infants are more susceptible than adults to the adverse effects of aflatoxin
M: (AFM¢) and ochratoxin A (OTA), this work was carried out to establish and
evaluate methods for the determination of AFM, and OTA in human milk collected
by the Human Milk Bank of the Southern Regional Hospital, city of S&o Paulo, and
correlate the incidence of these mycotoxins to the mothers’ diets, information
obtained through a guestionnaire. The methods established for the determination
of AFM, and OTA involved the extraction of AFM; with methanol and OTA with 1%
sodium bicarbonate and methanol, followed by clean-up with immunoaffinity
columns with antibodies specific for each mycotoxin and quantification by high
performance liquid chromatography with a fluorescent detector. Confirmation of the
identity of AFM, was carried out by derivatization with trifluoroacetic acid (TFA) and
of OTA by derivatization with concentrated hydrochloric acid (HCI). The method
established for AFM, had mean recovery percentage and coefficient of variation of
93.6% and 17.5%, respectively, at the contamination levei of 0.01 ng/mL. For the
OTA method, the corresponding values were 83.9% and 14.1% at the same level
of contamination. The limit of quantification for both methods was 0.01 ng/mL. Of a
total of 50 samples analyzed, only one was contaminated with AFM; (2%), at 0.024
ng/mL and two with OTA at 0.011 and 0.024 ng/ml. There was low incidence of
AFM; and OTA, therefore, in human milk from the Milk Bank of the Southern

Regional Hospital, city of Sdo Paulo.
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1. INTRODUGAO

Micotoxinas sdo metabdlitos idxicos secundarios produzidos por fungos
filamentosos (bolores) gque se desenvoivem naturalmenie em produios
alimenticios, capazes de provocar uma ampla variedade de efeitos toxicos no
homem e nos animais (STEYN, 1998). Os principais fungos produtores de
micotoxinas pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium.

A descoberta das aflatoxinas ocorreu em 1960, na Inglaterra, com a morte
de mais de 100.000 perus de 4 a 6 semanas provocada pela ingestdo de racdes
gue continham farelo de amendoim de procedéncia brasileira, contaminada com o
fungo (*A. flavus toxin®) denominado Aspergillus flavus. As toxinas identificadas
como metabdlitos foram caracterizadas quimicamente e designadas aflatoxinas
(ASAO et al, 1963, 1965).

Determinados fungos sdo capazes de crescer, produzir e liberar toxinas em
produtos agricolas, no campo, no armazenamento, durante o transporte, na fase
de industrializacdo e em qualquer momentoc da fase de consumc. Os fungos
toxigénicos podem crescer devido a varios fatores intrinsecos {quando inerentes
ac substrato) e extrinsecos (quando inerentes as condicbes que envolvem 0
substrato). Os fatores mais importantes que favorecem o desenvolvimento de
fungos e produgdo de toxinas sdo: temperatura, umidade relativa, contetido de

umidade, linhagem do fungo contaminante e competicdo microbiana.



O leite, definido como uma secrecao da giandula mamaria, com pH neutro
(6,5 a 6,7), € uma emulsdo de gorduras em agua, estabilizada por uma disperséo
coloidal de proteinas, sais minerais, vitaminas, peptideos, laciose,
oligossacarideos, caseina e outras proteinas. Contém, fambém, enzimas,
anticorpos, hormoénios, pigmentos, didxido de carbono, oxigénio e nitrogénic. O
leite materno € a principal & a mais importante fonte de alimentacéo desde o
nascimento do bebé até um periodo de tempo, sendo fundamental e indispensavel
um leite de boa qualidade e seguro para as criangas, através de um controle da
exposicdo de maes a alimentos contaminados com micotoxinas. As criangas sao
mais sensiveis que adultos aos efeitos adversos de micotoxinas porque elas
possuem baixo peso corpéreo, a velocidade metabdlica & rapida, tém baixa
capacidade para detoxificagdo e desenvolvimento incompleto de alguns 6rgdos e
tecidos, principalmente o sistema nervoso central (KUIPER-GOODMAN, 1889,

GALVANO et af, 1996).

2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:
a) avaliar e padronizar metodologias analiticas para determinagido de
Aflatoxina My (AFM;) e Ocratoxina A {(OTA) em leite materno;
(b) determinar AFM; e OTA em leite materno coletado em Banco de Leite

Humano do Hospital Regional Sul, no bairro de Santo Amaro, Sao Pauio;



(c) correlacionar a incidéncia de AFM; e OTA com a alimentagdo

censumida pelas maes.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Aflatoxinas

As aflatoxinas s@o metabolitos secundérios produzidos por Aspergillus
flavus, A. parasiticus e eventuaimente A. nomius (WHQ, 1997). Existem quatro
aflatoxinas principais, as quais sdo classificadas nos grupos B e G, baseados na
sua fluorescéncia, verde (green) e azul (blue), sob luz ultravioleta quando
adsorvidas sobre um substrato solido, a saber: aflatoxinas By By G; e Go. As
aflatoxinas B1 e Gy ocorrem mais freqUentemente e em maior quantidade na
natureza (PITTET, 1998). Uma distingdo bioquimica entre isolados das duas
especies de fungos produtores de aflatoxinas € que o A. parasiticus pode produzir
as quatro aflatoxinas, enquanto o A. flavus normalmente produz somente B e B,
(LILLEHOQJ, 1981).

A contaminagdo de alimentos no campo por aflatoxinas é dificil de ser
controlada devido, principalmente, as condigdes climéaticas tais como a umidade
relativa (85%) e a temperatura (25-30° C) (PITTET, 1998). Solo Umido, estiagem,
danos produzidos por insetos e deficiéncias minerais sdo também fatores

importantes na contaminagéo.



Altas concentragbes de aflatoxinas sdo também associadas com o
crescimento pos-colheita de Aspergillus em alimentos mal armazenados. Embora
a contaminag@o possa ser controlada por uma secagem rapida e armazenagem
apropriada, esta contaminagéo ainda parece ser extremamente comum em clima
quente e umido de paises tropical e subtropical (PITTET, 1998).

Os principais alimentos passiveis de contaminaco sdo: amendoim, mitho,
semente de algoddo, sementes oleaginosas, nozes, farinha de cereais, arroz,
paingo, castanha do Parg, pistache, aveids.

As aflatoxinas apresentam, quimicamente, um grupc de compostos
heterociclicos altamente oxigenados; tém um ndcleo cumarina fundido a um
bifurano, contendo também um anel pentanona ou 6-lactona (APPLEBAUM et &/,
1982). Atualmente, mais de uma dezena de aflatoxinas estdo caracterizadas,
sendo todas com origem nos grupos B e G. Estruturalmente, todas apresentam o
grupo diidrofurobenzofurano. A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas das

principais aflatoxinas.
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Figura 1 — Estruturas quimicas das afiatoxinas

As aflatoxinas s&o intensamente fluorescentes sob luz ultravioleta de ondas
longas. A intensidade de emiss@o de fluorescéncia é diferente entre elas: a da
AFB, é oito vezes maior que da AFB;:. Por sua vez, AFM; e AFM, tém sido
descrifas como trés vezes mais fluorescentes que B; e B, respectivamente. Em
técnicas analiticas, esta intensa fluorescéncia € fundamental para detecgdo e
guantificacio destas micotoxinas (ANDRELLOS et a/, 1966, 1967).

As aflatoxinas depois de extraidas s&do fotossensiveis, sofrendo
decomposi¢cdo quando expostas ao ar, a luz visivel e ultravioleta, podendo
interferir nas analises para quantificagdo por comparacdo das fluorescéncias

(YOUSEF & MARTH, 1985). A presenca do anel de lactona na estrutura das
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aflatoxinas, essencial para sua fluorescéncia sob luz ultravioleta, torma-as
suscetiveis a hidrolise por solugdes aquosas alcalinas (PARKER & MELNICK,
1966).

As aflatoxinas sé@o sollveis em solventes orgénicos mais polares, como
metanol e clorofdrmio, e especialmente em dimetilsulfdxido, o qual é usado como
um veiculo na administracdo de aflatoxinas em animais de experimentos. As
aflatoxinas também sdo sollveis em solugbes de benzeno-acetonitrila em
diferentes proporgbes. Mantidas ao abrigo da luz e sob refrigeracdo (- 4° C),

permanecem estaveis.

3.2. Aflatoxina My

Mamiferos que ingerem alimentos contaminados com AFB; e AFB:
secretam em seu leite produtos de bicativagdo tdxicos, conhecidos como
micotoxinas do leite ou AFM; e AFM,. A bioativagdo pode sofrer variacdo de
animal para animal, de um dia para outro e entre as ordenhas (PITTET, 1998). Um
nove derivado hidroxi de aflatoxina By foi detectado no leite comercializado na
Franca (LAFONT et al,, 1986a). Esse metabdlito foi nomeado aflatoxina Ms, pela
posicdo do grupo hidroxi estar no carbono 4 do anel ciciopentanona da AFM;.

A ocorréncia de AFM; em leite de vaca € transitério, normalmente obtendo
um pico dentro do prazo de 2 dias apds a ingestao da ragdo contaminada com
aflatoxina B¢ e desaparecendo do leite em 4 a 5 dias apés a eliminacdo da racio

6



contaminada (LANCASTER, 1969; LYNCH, 1972). A contaminac&o do leite por
AFM; tem uma tendéncia sazonal. Os indices menores de contaminagdo foram
encontrados durante os meses de verdo, quando os animais sio geralmente
alimentados em pastagens ao invés de racdes concentradas (GALVANQO et ai,
1996).

E sabido que AFM, além de ocorrer em leite de gado pode também estar
presente em leite de ovelha, cabra, bifala e camela (GALVANO et al., 1996). Além
disso, relatos recentes mostram que a micotoxina é detectada em leite humano,
em varios paises algumas vezes em niveis altos em amostras de regides tropicais
e subtropicais (EL-NEZAMI ef al, 1995, SAAD ef al., 1995, GALVANO ef al.,
19986).

A AFM; € um solido cristalino com elevado ponto de fusdo (299° C).
Apresenta férmula empirica de CisH10;, sendo quimicamente o 2,3,6a,9a-
tetraidro-9a-hidroxi-4-metoxi-ciclopenta[clfuro[3’,2":4,5]furo[2,3-h][1]benzopiran-
1,11diona ou 4-hidroxi aflatoxina B4

A AFM; é tao toxica quanto AFB4 para ratos; a DLsg para patinhos de 1 dia
de vida € 0,24 mg de AFB1/kg e 0,32 mg de AFMi/kg (GALVANO et al., 1896). De
acordo com Barnes (1970), AFMy ndo € tdo mutagénica quanto AFB;. Testes tém
indicado que aflatoxina My é mais toxica e carcinogénica do que aflatoxina By e My

(LAFONT & LAFONT, 1987).



AFM, parece estar associada & fracdo protéica do leite (caseina), estando
assim presente n&o somente nos tipos fluido ou em pé como também em seus
produtos derivados (APPLEBAUM ef al, 1982).

Nenhum procedimento para a eliminacdo de AFM; do leite & conhecido,
sem promover alteracdo em sua composicio (STOLOFF, 1980-a e b). EGMOND
(1983) mostrou que leite, naturaimente contaminado, ndo sofreu redu¢ao na
concentragdoe de AFM; quande submetido a processos de esterilizacdo e
pasteurizacio.

Resultados variaveis foram apresentados em estudos quanto a estabilidade
da AFM; em leite durante armazenamento sob condigbes de resfriamento e
congelamento. Entretanto, por alguns meses, o congelamento do leite e produtos
lacteos contaminados parece ndo afetar a concentragcdo de AFM; (EGMOND,
1994).

AFM; em leite materno é um excelente biomarcador quanto a exposicdo
das mées & AFB; através dos alimentos e um prognostico de criancas

provavelmente expostas a esta alimentacdo (EL-NEZAMI et al., 1995).
3.3. Absorcao e Distribuicdo de Aflatoxinas no Organismo

Nos animais a contaminacdo por micotoxinas se dé principalmente pela via
oral. A via metabdlica da micotoxina e sua distribuicdo em produtos de origem
animal estio esquematizadas na Figura 2.

8



Micotnxina

1

Trato Gasto .
intesgtinal

l

Fartal
ganguineo

I

Figaco  pr— Bile

]

: Elstema
Leite, OVOS (e | Cirpulatrio ke | [gsculo
do Sangue

l

Rim

!

Urina

Fereg

Figura 2: Via metabdlica de micotoxinas e sua distribuicdo para os produtos de origem animal
(HSIEH, 1983).

A aflatoxina B; & rapidamente absorvida via trato gastrintestinal pelo
processo de difusdo passiva, entrando na circulagdo sanglinea afravés da via
portal, e levada para o figado onde sofre os primeiros processos de bicativagdo. A
capacidade da molécula de atravessar as membranas celulares depende da sua
propriedade lipofilica. Uma parte de AFB; € ativada e ligada aos tecidos hepaticos.
Alguns metabdlitos de AFB:{ s&o excretados na bile e, subseqglientemente, nas
fezes (TRUCKSESS et al., 1983; STUBBLEFIELD et al., 1983).

Em geral, a transmiss&o para ¢ sistema circulatorio e distribuicao sistémica

é feita por outros conjugados solliveis em agua e produtos de degradacdo: os
9



aductos de macromoléculas-Bs e os metabdlitos By. Estes residuos de B
eventualmente sao distribuidos no leite, ovos e tecidos comestiveis (RODRICKS &
STOLOFF, 1977). Residuos de AFB4 tem sido encontrado nos tecidos de animais,
incluindo Vﬁgado, coragéo, rins e musculc (RODRICKS & STOLOFF, 1977).
Segundo GALVANO ef al. (1996), AFM; foi encontrada por diversos autores
em leite materno, cordao umbilical e sangue de maes residentes em alguns paises

do continente africano.
3.4. Bioativacao e Excrecdo de Aflatoxinas

A bioativacdo das aflatoxinas tem sido demonstrada como uma etapa
fundamental em seus efeitos t6xico e carcinogénico. A maioria das pesquisas
sobre bioativag&o de aflatoxina tem focado alteragbes metabdlicas de aflatoxina By
(AFB4), aflatoxina de maior potencial téxico e carcinogénico. AFB, € também
usualmente encontrada em altas concentracées em alimentos e ragbes
contaminadas (EATON ef a/,, 1994).

A fonte principal de exposicdo humana as aflatoxinas sdo os alimentos
contaminados, ©0s quais podem apresentar duas situagdes: a) alimentos
contaminados principalmente por AFB; e b) produtos provenientes de animais que
consumiram ragdo contaminada. Os produtos de origem animal tais como leite,
ovos e carnes comestiveis s80 de grande preocupacido no processo da
bioativacdo e transmisséo das aflatoxinas.
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O animal adulto é considerado um eficiente modificador e eliminador de
toxina (STOLOFF, 1279) e o processo de bioativagio e transmissdo atua como
um filtro, permitindo que apenas uma pequena parcela das foxinas passem
diretamente na forma de metabdlitos menos tdxicos. Nos produtos de origem
animal as toxinas presentes sdo normaimente metabdlitos detoxificados da
micotoxina original presente na ragdoc e a concentragdo desses metabolitos
corresponde a uma fragdo da toxina original. Portanto, a principal preocupacéo
com as micotoxinas e seus metabdlitos nos produtos de origem animal é a
toxicidade crbnica induzida por estes compostos. A carcinogenicidade & um
problema resultante da exposigdo a niveis baixos por um periodo longo (GARNER
et al, 1972; HSIEH, 1983).

A susceptibilidade a bioativagdo inclui varios fatores como: composicéo
genetica das espécies, idade, estado de saude, condicdes nutricionais e
exposicao a reacao de epoxidacio (HSIEH & WONG, 1984).

A Figura 3 mostra o caminho da bioativacdo da aflatoxina B;. Os
metabdlitos principais da primeira fase sfo a forma ativa AFB,-8,9-epdxido, os
metabolitos hidroxi AFMy e AFQ4, o produto de demetilacio AFP; e o produto de
reducdo aflatoxicol. Os metabdlitos principais da segunda fase sdo a glutationa,
glucuronideo e sulfato conjugados de AFB; (HSIEH & WONG, 1994). Nota-se que
nem todos os metabdlitos tém sido identificados em qualquer espécie e ha
diferencas quantitativas significantes na formagéo de vérios produtos que possam
existir (EATON ef al., 1994).
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Figura 3: Bioativacdo de aflatoxina By (EATON et al., 1994).

Os efeitos toxicos de AFB; sdo agora reconhecidos e podem ser atribuidos
a acdo dos metabdlitos que sdo capazes de reagir com macromoléculas celulares.
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A oxidagao pelo citocromo P450 desempenha um papel central no caminho que
promove para a formago de tais produtos (EATON et al., 1994).

A compreenséo da bioativagdo das aflatoxinas e de seu mecanismo de
toxicidade € fundamental e é realizada através de estudos em animais de
faboratdrio; tal conhecimento pode ser aplicado para o homem. As possiveis
alteracbes produzidas na bioativacBo da AFB4, descritas anteriormente, estdo
representadas esquematicamente na Figura 4, onde: (a) é ataque redutivo ou
hidratagdo da dupla ligacdo de éter wvinilico, (b) é a abertura da estrutura bi-
furandide, (c) € o-demetilagéo, (d) é fiss&0 hidrolitica da lactona cumarinica, (e) é

reducéo da ciclopentanona e (f) & hidroxilac&o.

t)

Figura 4. Bioativagdo da aflatoxina B, por enzimas hepaticas
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A AFB, € bioativada por reagdes de oxidagéo, mediadas por oxigenases de
fungdo mista, para trés derivados monoidroxilados que sdo: aflatoxina M (9a-
hidroxiaflatoxina, AFM;); aflatoxina P, (4-hidroxiaflatoxina, AFP,) e aflatoxina Q;
(3-hidroxiaflatoxina, AFQ;). Estes derivados em geral sfo menos toxicos (MOSS &
NEAL, 1985; EATON et al., 1988; RAMSDELL & EATON, 1990).

A principal reagéo de ativacio da aflatoxina B, em termos de toxicidade, é
a reagdo de epoxidagdo da dupla ligacdo dos carbonos 8-9, anteriormente
denominado AFB-2,3 epodxido, formando um intermediario altamente reativo,
capaz de interagir com macromoléculas nucleofilicas, incluindo o DNA e o RNA
(SABBIONI ef a/, 1987, EATON et a/, 1988, RAMSDELL & EATON, 1990;
FORRESTER et al, 1980, CHUTURGOON et al,, 1998; EATON et al., 1994). O
caminho metabdlico promovendo para formagéo de aductos de DNA e FAPY* por

aflatoxinas esta representado na Figura 5.
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Figura 5: Caminho metabdlico induzindo formag&o de aductos de DNA e FAPY* por aflatoxinas.
AFB,, AFM, e AFP, produzem aductos DNA diretamente; AFL ndo produz aductos DNA
diretamente. AFBy: Ry=H, Ro=0, Rs=H, R;=0CH3 AFM: R,=0H, R;=0, Ra=H, R,=0CH; AFL:
Ri=H, R;=0H, Ra=H, Rs=0CHs; AFPs: Rj=H, Ry=0, Ra=H, R;=0H; AFLM,: R,=0HM, R,=0OH, Ry=H,
Rs=0CHj3; AFQq: Ry=H, Rz=0, Ry;=0OH, R=0CH; (BAILEY, 1994).

*FAPY = formamidopirimidina.

O epoxido também pode ser hidratado espontaneamente ou
enzimaticamente para formar 8,9-dihidro-8,9-dihidroxi-B; (Bs-diol) que sob
condigBes fisiologicas € capaz de reagir com os grupos aminos de proteinas,
particularmente lisina formando base de SCHIFF tendo o ion fenolato dialdeidico

como intermediario (HSIEH, 1983). A aflatoxina M, é formada pela hidroxilacdo da
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aflatoxina B; (Fig. 6, via A). Sendo estruturas analogas, suas possiveis vias de

bicativacdo podem ser as mesmas.

o
Afiatoxina B
c\’f /L 7
T,
/ Q7o OCHs \
Aflatoxina M-8, 9-epdxido
Conjugado Adutos - DNA
GSH J»
9 9
o/\/\
ov T ]
HOW

AFM; - diidrodio!

i

i
&
Adutos - proteinas

Figura 6: Principais vias de bioativagdo da AFM, (TAVEIRA, 2000).

Observou-se, em um estudo do bioativacdo de aflatoxinas M; e By em
microssomas hepaticos humano in vitro, que a capacidade de catalisar a

epoxidacdo de aflatoxina My foi muito limitada, e que a aflatoxina M; ndo é
16



estritamente um produto de detoxicacio da aflatoxina By. Desta forma. estudos
sobre sua bioativac@o s&c necessarios para elucidar os mecanismos pelos quais
esta micotoxina exerce sua acéo toxica (NEAL ef al., 1998).

MOSS & NEAL (1985) estudaram as velocidades do metabolismo NADPH —
dependente de AFB, por microssomas isolado de figado humano, constaram AFQ;
principal metabolito, com quantidades menores de aflatoxina-8,9-dihidrodiol e
AFM;.

Dependendo da eficacia da absorcdo gastrintestinal, da intensidade da
concentracdo hepatica e sua bioativag&o, as aflatoxinas e seus metabdlitos séo
removidos do organismo por excrecio fecal e urinaria.

AFM; foi detectada na urina de humanos que consumiram pasta de
amendoim contaminada com AFB; (CAMPBELL et al, 1974, ZHU et al, 1987;
HSIEH & WONG, 1994). GROOPMAN et af (1986) detectaram o principal aducto
DNA-aflatoxina, 1 ,3-dihidro-2-(N7-GUANlL)-S-hEdroxi—aﬂatoxina B: (AFB4+-N-Gua) e
os metabolitos AFM; e AFP,, em amostras de urina humana obtidas de pessoas
expostas a AFB, através da ingestao de alimentos contaminados.

Em amostras de urina humana, somente cerca de 5% é recuperada como
AFM; (CAMPBELL et al, 1979). As baixas concentracdes de excrecdes sugerem a
existéncia de uma via maior in vivo para a formacdo de metabdlitos ndo
fluocrescentes.

Nas monografias da International Agency for Research on Cancer (IARC)
sobre a avaliagdo do risco de cancer que apresentam algumas substancias
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quimicas para o homem, foram incluidas varias micotoxinas (IARC, 1976, 1983 e
19é3). Existem provas limitadas ou suficientes da carcinogenicidade de muitas
micotoxinas em animais experimentais. Somente para as aflatoxinas existem
alguns estudos  epidemiolégicos que oferecem provas limitadas de
carcinogenicidade no ser humano.

No caso da aflatoxina M;, desde a década de 60, quando de sua
descoberta como um produto de bioativagdo da AFBs e posterior identificacdo, a
secrecdo lactea tem-se mostrado, também, como uma via de remocdo desta

micotoxina (FROBISH ef al., 1986).
3.5. Incidéncia de Aflatoxinas em Alimentos em S3o Paulo

Um recente artigo de revisdo referente as publicacbes no periodo entre
1991 e 2000, realizado por Rodriguez-Amaya & Sabino (2002), revelou que as
aflatoxinas continuam representando um sério problema, especificamente em
amendoim e produtos de amendoim. A porcentagem de amostra contaminada no
estado de S&o Paulo variou de 44 a 65%, em 1988 a 1997 (total de amostra =
1.545), com faixa de contaminacdo de 4-12999 ug/kg de AFB; + AFG;, com
tendéncia decrescente para os anos mais recentes (FREITAS & BADOLATO,
1992; FONSECA ef al, 1991; SABINO et al, 1999; BRIGIDO et a/, 1995; FREITAS

& BRIGIDO, 1998; SABINO ef al, 1999a).
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A ocorréncia de aflatoxinas em milho, cultura considerada
internacionalmente a mais susceptivel & contaminacdo por esta toxina, nio foi
alta. A porcentagem de amosira contaminada se situou entre 0,8 a 8,5%, {total de
amostra = 224), com faixa de contaminacdo de 2-89 uéikg para AFB, com uma
amostra contendo 500 ug/kg (POZZ! et ai, 1995; GLORIA ef af, 1997).

Nenhuma das amostras de trigo e produtos de trigo (FURLONG et a/, 1995;
VALENTE SOARES & FURLANI, 1996), “health foods™ e cereais matinais
(VALENTE SOARES & FURLANI, 1996a), (total de amostra = 161) apresentaram-
se positivas.

Em nozes, de 110 amostras, 2 amostras continham 10-26 ug/kg de AFB; e
1 amostra 15 ng/kg de AFG (FURLANI & SOARES, 1996).

A ocorréncia de aflatoxina M; em leite e laticinios necessita de novas
investigagbes, devido aos resultados obtidos apresentarem divergéncias. De 138
amostras de leite pasteurizado e leite em pé, 4 amostras (3%) continham de 0,07-
0,37 ng/mL de AFM,. Em 66 amostras de queijo e yogurte n2o foram encontradas
amostras positivas para AFM; (SYLOS et al, 1996). Em 144 amostras de leite cru,
ndo foram encontradas amostras positivas (CORREA et al, 1997), no entanto, em
300 amostras de leite em po reconstituido, 33 amostras (11%) continham AFM;y,

com faixa de contaminagéo de 0,10-1,0 ng/mL (OLIVEIRA ef al, 1997).
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3.6. Ocratoxina A

QOcratoxina A (OTA) é uma micotoxina nefrotoxica e nefrocarcinogénica,
produzida por Penicilium verrucosum em paises de clima temperado ou frio, por
espécies de Aspergillus em paises de clima quente e tropical. A espécie melhor
conhecida de Aspergillus produtor de OTA é A. ochraceus (também conhecida
como A. alutaceus). Outras espécies produtoras s8o A. sulphureus, A. sclerotium
e A melleus, 0s quais s30 raramente encontradas em alimentos e racBes.
Penicillium verrucosum estéd especialmente associado com armazenamento de
cereais e € muito comum em paises do norte da Europa e Canada, enquanto que
Aspergilius ochraceus & mais comum em grios de café verde e temperos e é
também freqlientemente isolado de grios de cacau, soja, amendoim, arroz e
mitho. Embora a contaminacdo tem sido mostrada por ocorrer tanto antes da
colheita como apos colheita, a formagdo de OTA ap6s colheita é geralmente
observada como fator predominante na contaminagio de alimentos e racdes
(PITTET, 1998).

Embora uma extensa variedade de derivados de ocratoxina terem sido
isolados de culturas em laboratérios, somente OTA e raramente ocratoxina B tém
sido encontradas como contaminantes naturais de plantas deterioradas. OTA tem
recebido consideravel atengo desde 1993, quando a International Agency for
Research on Cancer (IARC) a classificou como possivel carcinégeno para o
homem. A ocratoxina A € a mais toxica e é produzida em grandes quantidades e
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freqlentemente encontrada como um contaminante natural de alimentos e racdes.
OTA mostrou-se um possivel agente causador de doengcas em humanos
(nefropatia endémica dos Balcés), em porcos (nefropatia suina da Dinamarca) e
em aves (STEYN, 1984).

Ocratoxina A foi isolada primeiramente de Aspergilius ochraceus K-804, de
uma cepa de grdo de sorgo, por Scott (1965). Alguns fatores determinam a
producéo de ocratoxinas como o tipo de cepas de fungos, substrato, temperatura
e atividade de agua (STEYN, 1984).

A atividade de agua (aw) minima para o crescimento de P. verrucosum é
0,81 e para A. ochraceus 0,76, mas © minimo para a producdo de ocratoxina &
0,85 para ambos organismos, a 6tima sendo em >0,97. Para a,, 6tima a faixa de
temperatura para ocratoxina é 4-31°C (6tima a 24°C) para P. verrucosum e 12-
37°C (6tima a 25°C) para A. ochraceus (MOSS, 1996).

Além de cereais como milho, cevada, trigo, sorgo, centeio, aveia e arroz em
que a OTA tem sido relatada como uma ocorréncia natural, esta toxina também
tem sido encontrada em muitos outros produtos alimenticios incluindo: soja, feijao,
gréos de café verde, gréos de cacau, vinho e suco de uva, cerveja, condimento e
ervas, rins de suinos (PITTET, 1998).

Em 1985, Creppy et al mostraram que OTA causa rompimento na molécula
de DNA in vitro de células de baco de camundongos (DIRHEIMER, 1998). O
tratamento com OTA induz a formagdo de aductos DNA em camundongos e ratos
dependendo da dose e do tempo (DIRHEIMER, 1998). Outros efeitos negativos
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tem sido observados como hepatoxicidade, produgdo de enterites em animais
intoxicados, imunossupressao e teratogénese.

Anglises de amostras de soro humano em vérios paises da FEuropa
revelaram que os sangues de pessoas saudaveis freqlientemente contém OTA, o
que confirma uma continua e ampla exposicéo (PITTET, 1998)j

Atualmente, AFM; e OTA tém sido detectadas como contaminantes naturais
em leite de vaca uma vez que a propagacdo das formas ndo ionizadas destas
moléculas permite a sua transferéncia diretamente pela barreira sangue-leite
(GALTIER, 1998).

Quimicos da Africa do Sul caracterizaram ocratoxina A e ocratoxina B em
1965 (VAN DER MERWE et a.l, 1965). As ocratoxinas sdo, de fato, o primeiro
grupo de micotoxinas identificadas apds a descoberta das aflatoxinas. (STEYN,
1984).

Ocratoxina € um composto cristalino e incolor. E altamente soltivel em
solventes organicos polares, levemente solGvel em dgua e dissolve em solucéo
aquosa de bicarbonato de sédic. A estrutura de ocratoxina A foi elucidada por
hidrolise acida da ligagdo amida e caracterizagdo do amino acido como L-B-
fenilalanina e o© acido como 7-carboxi-5-cloro-8-hidroxi-3,4-diidro-3R-
metilisocumarina pela forma fisico-quimica (STEYN, 1984). Esta micotoxina possui
fluorescéncia verde sob luz ultravioleta de ondas longas e tem uma molécula de
cloro na formula responsével pelo carater téxico. As estruturas quimicas das
ocratoxinas estéo representadas na Figura 7.
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Figura 7: Estruturas quimicas das ocratoxinas (STEYN, 1984).
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3.7. Incidéncia de Ocratoxina A em Alimentos em Sio Paulo

No artige de reviséo de Rodriguez-Amaya & Sabino (2002), concluiu-se que
a contaminagc&c por OTA ndo foi tdo preocupante como na Europa. De 20
amostras de trigo e 38 amostras de produtos de trigo, comercializadas no estado
de SZo Paulo, nenhuma amostra apresentou a OTA (FURLONG et al, 1995;
VALENTE SOARES & FURLANI, 1996).

A Europa vem se preocupando com a presenca desta toxina no café. No
entanto, em amostras de café torrado e instantaneo, comercializado no estado de
Sao Paulo, num total de 48 amostras, 37 estavam contaminadas, porém, com

niveis baixos, variando 0,3 a 6,5 ug/kg (LEONI et al, 2000).

3.8. Incidéncia de Aflatoxina M4 e Ocratoxina A em Leite Materno
Na Tabela 1 pode-se observar a ocorréncia de AFM1 e OTA em varios

paises com porcentagem de incidéncia e valores de contaminagdes diferentes nas
amostras analisadas.
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TABELA 1: Ocorréncia mundial de AFM, e OTA em leite materno.

N° de
amostras Porcentagem Faixa de Limite de
Pais Micotoxina | positivas/N® | das amostras contaminagado | detecgio Referéncia
total de contaminadas ng/ml ng/mL
amostras
Noruega OTA 17180 21% 0,01-0,182 0,01 Skaug et al,
2001
ltaiia OTA 294/465 63% 0,017 -2350 0,015 Brera et a/,
2001
ltalia OTA 74185 87% 0,02->1,0 0,02 Miraglia et a/,
1898
Australia OTA 2/100 2% 3-36 1.6 Apostolou ef
al, 1098
Austrélia AFM, 11/73 15% 0,028 - 1,031 0,01 Ei-Nezami ef
Tailandia 5/11 45% 0,039-1738 ai, 1985
Abu Dhabi AFM; 4437445 98, 5% 0,002-3,0 - Saad ef al,
1995
talia OTA 22/111 20% 01-120 0,1 Micco ef al,
1995
itélia OTA 9/33 27% 0.08-054 0,06 Miraglia et af,
1985
Serra AFM, 35/113 31% 0,299 0,2 Jonsyn et ai,
Leoa 1995
Serra OTA 40/113 35% 0.2 —-337 0.2 Jonsyn et al,
Leos 1995
Suica OTA 4/40 10% 0,005-0,014 - Zimmerli et
al, 1995
Suecia OTA 23/40 58% 001-004 0,01 Breitholtz-
Emanuelsson
et al 1993
Franga AFM; 0/42 0% - - Wild ef al,
Zimbabue 6/54 11% 0,014 - 0,05 0,002 1987

Internacionalmente sdo ainda poucas as pesquisas realizadas sobre a

determinag&o de micotoxinas em leite humano e é inexistente no Brasil. Assim ha

uma necessidade de estudar a presenca de AFM; e OTA em leite materno em
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nosso pais, permitindo avaliar a exposicio das mées a alimentos contaminados

com micotoxinas.

3.9. Metodologia Analitica para Aflatoxina M, e Ocratoxina A em Leite

Materno

Os meétodos existentes para determinacdo de micotoxinas, baseiam-se em
algumas medidas fisicas ou caracteristicas quimicas das mesmas tais como:
absorgao no UV, fluorescéncia ou mudanca de cor quando ocorre alguma reagéo
quimica. As micotoxinas tém uma grande variagdo nas estruturas quimicas,
conseqlientemente nas suas propriedades fisicas como, por exemplo, solubilidade
e coeficiente de particao.

Varios estudos mostram que a concentracdo de aflatoxinas efou
metabdlitos em tecidos e produtos de animais que consumiram ragbes
contaminadas, em geral sdo baixas (ng/g) (FURTADO ef a/, 1979; HSIEH, 1983;
STOLOFF & TRUCKSESS, 1979). A AFM;, em particular, € monitorada para
quantidades que variam de 0,1 até 0,5 ng/mL, portanto, € necessario a utilizagio
de métodos analiticos muito sensiveis para a detecgdo de quantidades pequenas
de aflatoxinas (APPLEBAUM ef al., 1982).

Um procedimento analitico compreende as seguintes etapas: a)
amostragem, b) extragdo do contaminante, ¢) limpeza (extracdo fase solida e
coluna de imunoafinidade), d) deteccdo e quantificacdo, e) confirmagdo da

identidade quimica da toxina.
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A limpeza do extrato da amostra é essencial em métodos de andlises para
micotoxinas. Para isso, vem sendo largamente usada hoje a exiracio em fase
solida e coluna de imunoafinidade. A cromatografia de imunoafinidade envoive
varias etapas e esta esquematizada na Figura 8. A coluna de imunoafinidade ja
vem com o anticorpo especifico imobilizado em um suporte sélido, Sepharose ou
Ultrogel, o qual € empacotado em uma coluna pequena (cartucho). A solugéo teste
(amostra) € passada através da coluna. Entdo o antigeno (a micotoxina, por
exemplo) & adsorvidc no gel da fase sélida pela ligacdo com o anticorpo
especifico. ApOs a lavagem da coluna com uma solugdo tamp&o e pH neutro para
remover as impurezas, o antigeno é desorvido da coiuna pelo uso de uma solugéo
tampé@o de pH baixo apropriada ou peio uso de uma solucdo alcodlica, e entdo
submetido posteriormente a outras técnicas de quantificacdo tais como os

métodos imunoquimicos ou fisicoquimicos (FREMY & CHU, 1 989),
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Figura 8: Diagrama esquematico de cromatografia de imunoafinidade para concentragdo e
purificacdo de aflatoxina My (FREMY & CHU, 1989, EGMOND, 18994).

SCOTT et al (1997) usaram colunas de imunoafinidade para limpeza e
extracdo de micotoxinas de alimentos e fluidos biolégicos, particularmente
aflatoxinas, ocratoxina A e fumonisinas. As colunas s&o preparadas pela ligagdo
de anticorpos especificos para uma dada micotoxina em um suporte de fase sdlida
dentro de um cartucho. As maiores vantagens s&o a especificidade, eliminando

muitos interferentes e consequentemente permitindo limite de deteccdo baixo, a
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rapidez, uso de pouco solvente, possibilidades de automagéo e de reusar a
coluna. As desvantagens s&o o cusio das colunas, a disponibilidade de colunas
comerciais somente para poucas micotoxinas, a vida il limitada e
ocasionalmente a necessidade de uma limpeza pré-coluna. Em alguns casos,
resulta em recuperacdo baixa pela pouca afinidade da toxina ou insuficiéncia de
anticorpos ligados a coluna.

Para a separagdo de micotoxinas métodos cromatograficos vém sendo
utilizados. Nos ultimos anos a cromatografia em camada delgada (CCD) vem
sendo substituida pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), entretanto,
observa-se na literatura publicagdes que ainda utilizam CCD uni e bidimensionai
(TUINSTRA, 1975), e ainda bi-direcional (TRUCKSESS, 2001).

A CLAE € amplamente aplicada para a determinacdo de micotoxinas,
considerando que varias delas, inclusive as aflatoxinas (GREGORY & MANLEY,
1981; ROBERTS et al, 1981) tém grupos cromdforos e propriedades
fluorescentes, e com a melhoria dos sistemas de deteccdo poderdo ser analisadas
com maior sensibilidade. Em geral, métodos de CLAE combinados com sistema
de deteccdo de ultravioleta e fluorescéncia tém mostrado boa sensibilidade e
excelente reprodutibilidade.

Uma boa pratica de laboratério € a confirmagdo da identidade quimica para

evitar resultados falsos positivos.
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A Tabela 2 mostra os métodos analiticos utilizados para a determinac&o de
AFM; e OTA em leite maternc de véarios paises. Pode-se observar que a extragdo
da AFM, e OTA foi realizada por sistemnas de solventes diversos. A limpeza da
amostra foi realizada de diferentes maneiras como: por coluna de silica gel,
cartucho Sep-Pak de Ciz ou silica, coluna de imunoafinidade, centrifugacao,
particBo com éter de petrdlec e filtragdo com filtro de nylon. Cinco trabalhos
utilizaram cromatografia liquida com detector de fluorescéncia empregando
derivatizacdo com metanol-trifiuoreto de boro (BF;), dois também utilizaram
solugdo 10% de aménia pds-coluna para OTA. Dois trabalhos usaram 0,1 mL de
HCI concentrado para derivatizagdo de OTA. O &acido trifluoroacético (TFA) foi
utilizado em um trabalho para AFM, aumentando a intensidade de fluorescéncia e
auxiliando na identificagcdo. Dois trabalhos utilizaram a técnica de imunoensaio -
ELISA (Enzyme Linked immunosorbent Assay) para determinacio de AFM;, e
posteriormente, para as amostras positivas, a cromatografia liquida de aita

eficiéncia.
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TABELA 2: Metodologias analiticas para identificacdo e quantificacio de AFM, e

OTA em leite materno.
EXTRAGAO | MICOTOXINA LIMPEZA IDENTIFICAGAC | CONFIRMAGAO | REFERENCIA
E
QUANTIFICAGAC
Metanol em OTA Purificagéo por CLAE” com detector | Derivatizacéo Skaug ef af,
meio acido e coluna de silica gel de fluorescéncia com 0,1 mb de 2001
Cloroférmio HCi concentrado
Acetato de etila OTA Centrifugacéoc e CLAE* com detector | Derivatizacio - Brera et a/,
coluna de de fluorescéncia metanol 2001
imunoafinidade contendo 14%
BF4
Cloroférmio e OTA Cartucho Sep-Pak | CLAE* com detector Apostolou ef af,
Ac.Formico de silica de fiuorescéncia - 1998
{985:5)
Diclorometano AFM;: Cartucho Sep-Pak ELISA Determinadas | El-Nezami ef a/,
Cuize por CLAE 1995
centrifugacéo
Cloroférmio OTA CLAE* com detector | Derivatizacio - Micco et al,
- de flucrescéncia BFs-metanol - 1995
(pré-coluna)
Solugdo 10% de
ambnia ~ (pos-
coluna)
Cloroférmio e AFM;y Eter de petréleo CLAE* com detector | Derivatizacdo - Saad et al,
Acetonitrila UVede TFA 1995
flucrescéncia
Acetato de etila OTA Centrifugagio CLAE* com detector | Derivatizacéo - Miragiia ef a/,
e de fluorescéncia BFs-metanof — 1985
Filtro de nylon {pré-coluna).
Solucdo 10% de
aménia — (pbs-
i coiuna)
Cloroférmio AFM, e OTA Eter de petrdlec CLAE* com detector | Derivatizagdo ~ Jonsyn et al,
de fluorescéncia OTA metanol 1985
contendo 20%
BF3
NaHCO3 1% e OTA Coluna de CLAE* com detector | Derivatizaco Zimmerli et al,
Cioroformio imunoafinidade de fluorescéncia com 0,1 mbL de 1995
HCI concentrado
Cloroférmio, OTA Purificacdo por CLAE* com detector | Derivatizagéo - Breitholiz-
Metanol, coluna de silica gel de fluorescéncia metanol Emanueisson
NaHCO3 1% e contendo 20% et al, 1993
NaHCOs- BFa
Metanol 1%
Acetonitrila AFM; Cartucho Sep-Pak ELISA Determinadas | Wild ef al, 1987
30% e Cisg por CLAE
Diclorometano
*CLAE - Cromatografia Liquida de AHta Eficiéncia.
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4, MATERIAL E METODO

4.1. Amostras e Solventes

Foram analisadas 50 amostras de leite materno, das quais 26 amostras de
colostro, 4 amostras de leite de transicio, 11 amostras de leite maduro e 9
amostras de leite ndo classificado, sendo 22 amostras no inverno e 28 amostras
no verdo, coletadas no Banco de Leite Humano do Hospitai Regional Sul, no
bairro de Santo Amaro, Séo Paulo.

O colostro humano é o primeiro produto da secrecao latica da nutriz até 7
dias apos o parto. O leite de transicdo € o produto intermediario, entre colostro e
leite maduro, obtido entre 0 7° e 15° dia pés-parto. O leite maduro é o produto de
secrecéo latica da nutriz a partir do 15° dia pés-parto.

As amostras de leite materno foram coletadas pelo proprio Banco de Leite
de dois grupos diferentes de maes: ma3es hospitalizadas e maes néao
hospitalizadas.

As amostras foram acondicicnadas em frascos de vidro e colocadas em
freezer (-20° C), sendo analisadas uma unica vez, devido a pouca quantidade de
leite cedido pelas méaes ao Banco de Leite (aproximadamente 60 mL.).

Foi aplicado um questionario para as maes, sobre a dieta alimentar para
verificar uma correlagdo com a presenca ou auséncia de AFM; e OTA no leite
(consentimento livre e questionario em anexos).
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Os solventes benzeno, tolueno, Acido acético glacial 100% e metanol foram
todos grau analitico, a acetonitrila € metanol grau CLAE (cromatografia liguida de

alta eficiencia) Merck (Darmstadt, Alemanha).

4.2. Preparo das Solucdes Padroes de Aflatoxina M, e de Ocratoxina A

Os padrbes primarics de aflatoxina My e ocratoxina A utilizados neste
estudo foram adquiridos da Sigma Chemical Co.( St Louis, MO, EUA). As
solucbes-estoque de aflatoxina M; e ocratoxina A foram preparadas segundo ©
descrito no Manual de Métodos Oficiais de Analises da AOAC, (1990) secdes 49,
procedimentos 970.44, 971.22 e 973.37.

O padr&o primario de aflatoxina My com valor tedrico de 5 pg foi dissolvido
em 25 mL de uma solugéo de benzeno/acetonitrila (90:10, v/v) e sua absorbancia
foi lida no comprimento de onda de méxima absorcdo (350 nm) em
espectrofotdmetro Hewlett Packard 8453.

O padrao primario de ocratoxina A com valor teérico de 1,0 mg foi
dissolvido em 100 mL de uma solugdo de tolueno/acido acético (99:1, v/v) e a sua
absorbancia foi lida no comprimento de onda de méxima absorcdo (333 nm) em
espectrofotdmetro (Hewlett Packard 8453). As concentragbes das micotoxinas
foram calculadas pela seguinte férmula:

ug micotoxina/mL = A x CF x PM x 1000
E
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onde: A = absorbancia; CF = fator de corregéo do aparelho; PM = peso molecular
da micotoxina; E = absortividade molar da micotoxina. As concentragbes de AFM;

e OTA foram de 0,16 ug/mL, 9,72 png/mL_, respectivamente.

4.3. Determinacao de Aflatoxina M,

No inicio deste estudo foi feita uma tentativa de estabelecer um método
simultaneo para a AFM; e OTA em leite materno. Isso ndo foi possivel pela
necessidade de solventes de extracdo e colunas de imunoafinidade diferentes
para estas micotoxinas.

Tanto para leite bovino (AOAC, 1990) como no procedimento indicado pelo
fornecedor (RHONE - Diagnostics Technologies LTD., comunicacdo pessoal), a
amostra de leite € passada diretamente na coluna de imunoafinidade. Como
ocorreu © entupimento da coluna com algumas amostras de leite materno, foi
entdo introduzido a extragdo por metanol antes da limpeza pela coluna de
imunoafinidade.

O método estabelecido para a AFM; estd esquematizado na Figura 9. Em
uma aliquota de 25 mlL de leite materno, adicionou-se 10 mL de agua, centrifugou-
se a 1100 x g por 15 minutos, retirou-se a camada de gordura e adicionou-se 35
mL de metanol p.a. ao leite. Agitou-se por 10 minutos em agitador mecanico,
centrifugou-se novamente a 1100 x g por 15 minutos para a precipitacdo de

proteinas e interferentes, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se a 50 mL de
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adgua deionizada. O volume total de 120 mL foi passado pela coluna de
imunoafinidade para analise de AFM; com um fluxo de 2-3 ml/min. Apds a
passagem do volume fotal, a coluna de imunoafinidade RHONE — Diagnostics
Technologies LTD. (Glasgow Scotland, Reinc Unido) foi lavada com 30 mL de
agua para a retirada de residuos da coluna. Eluiu-se a AFM; da coluna de
imunoafinidade com 2 mL de acetonitrila/metanol (3:2, viv) grau CLAE, evaporou
até secura e O residuo redissolvidc em 500 pL de aguafacido
acético/acetonitrita/metanol (39,6:0,4:35:25, viv). Uma aliguota de 20 ulL da
amostra foi injetada no cromatografo liquido de alta eficiéncia para a separacéo e

a quantificacéo foi efetuada utilizando detector de fluorescéncia.
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{ Amostra 25 mL de leite materno ]

l adiciona-se 10 mb de agua

{ Centrifugagdo 1100 x g -15 min. ]

retira-se a camada de gordura
adiciona-se 35 mL de metanol ao ieite

{ Agitagio mecidnica 10 minutos j

v

[ Centrifugacioc 1100 x g -15 min. [

retira-se o sobrenadante
adiciona-se 50 mbL de dgua

[ Coluna de imunoafinidade para AFM;. ]

v

L Lavagem com 30 mi. de agua ]

v

{ Eluigdo com 2 mL acetonitrila/ }

metanol {3:2. viv)

{ Evaporagio até secura ]

dissolve-se em ac. acét. 1%/acetonitrila/metanocl
{40:35:25, viv)

| CLAE ]
v
[ Quantificagiio }

Figura 9: Fluxograma do pracedimento analitico para a determinacéo e quantificagdo de

AFM,



4.4. Determinacao de Ocratoxina A.

No inicio deste estudo para a determinagdo de ocratoxina A em leite
materno utilizou-se 0 método para cerveja, indicado pelo fornecedor das colunas
de imunoafinidade especifica para OTA (RHONE - Diagnostics Technologies
LTD.), com a diminuicdo da quantidade de amostra para 50 mL. Como a
passagem direta na coluna de imunoafinidade provocou entupimento para
algumas amostras de leite materno, uma extracio foi também realizada antes da
limpeza, com bicarbonato de sddio 1% e metanol. O fluxograma do procedimento
analitico estabelecido encontra-se na Figura 10. Em uma aliquota de 25 mL de
leite materno, adicionou-se 10 mL de uma solucéo de bicarbonato de sédio 1%,
agitou-se por 3 minutos manualmente, centrifugou-se a 1100 x g por 15 minutos,
retirou-se a camada de gordura e adicionou-se 30 mL de metanol p.a. ao leite.
Agitou-se por 10 minutos em agitador mecanico, centrifugou-se novamente a 1100
x g por 15 minutos para a precipitacdo de proteinas e interferentes, retirou-se o
sobrenadante e adicionou-se a 50 mL de uma solugéo de tampéo fosfato (PBS). O
volume total de 115 mL foi passado pela coluna de imunoafinidade RHONE —
Diagnostics Technologies LTD. (Glasgow Scotland, Reino Unido) para analise de
OTA com um fluxo de 2-3 mb/min. Apds a passagem do volume total, a coluna de
imunoafinidade foi lavada com 30 mL de agua para a retirada de residuos da
coluna. Eluiu-se a OTA da coluna de imunoafinidade com 2 mL de &cido

acético/metanol (2:98, v/v), evaporou-se até secura e o residuo redissolvido em
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500 pl de agua/acido aceético/acetonitrila/metanol (39,6:0,4:35:25, viv). Uma
aliquota de 20 111 da amostra foi injetada no cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
para a separagc@c e a quantificacic foi efetuada utilizando o detector de
fluorescéncia.

Para a solucéo tampéo fosfato (PBS), com pH = 7,4, foram utilizados os
seguintes reagentes de grau analitico: 0,20 g de fosfato de potassio monobasico
(F.Maia S/A IndUstria e Comércio), 1,10 g de fosfato de sddio dibasico anidro
{(Mallinckrodt), 8,0 g de cloreto de sddio (Vetec) e 0,20 g de cloreto de potassio
(Merck) para um litro de solugBio em agua deionizada. O bicarbonato de sédio,

grau analitico, Merck.
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[ Amostra 25 ml. de leite materno ]

adiciona-se 10 mL de bicarbonato de sédio 1%
agita-se por 3 minutos manuaimente

{ Centrifugagéo 1100 x g -15 min. ]

retira-se a camada de gordura
adiciona-se 30 mL de metanoi ao leite

[ Agitagio mecéinica 10 minutos J

v

{ Centrifugagdio 1100 x g -15 min. '

retira-se o sobrenadante adiciona-se
50 mL de tampio fosfato (PBS)

[ Coluna de imunoafinidade para OTA }

v

Lavagem com 30 mL de dgua

v

Eluigdo com 2 mL 4cido }

Ra—
SO

acético/metanol (2:98. vivi

v

{ Evaporagio até secura ]

mmm—

dissolve-se em &c. acét. 1%/
acetonitrila/metanol (40:35:25, viv)

| cz.:e |
v
L Quantificacéo ]

Figura 10: Fluxograma do procedimento analitico para a determinacéo e

quantificacéo de OTA
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4.5. Instrumentacéo e Condi¢cdes Cromatograficas

A determinagéc da AFMy e de OTA foi realizada por CLAE, usando uma
coluna de fase reversa LiChrosorb Cyg (250 x 4 mm, 10 um) (Merck, Aiemanha). O
equipamento foi um cromatdgrafo liquido Shimadzu, constituido de bomba modelo
LC-10ADVP, valvula FCV-10ALVP, degaseificador DGU-14A, injetor automatico
SIL-10 ADVP, forno CTO-10ASVP, detector de fluorescéncia RF-10AXL,
controlador SCL-10AVP. A eluicdo teve como fase mével agualécido
acetico/acetonitrila/metanol (39,2:0,8:35:25, viv). A programacdo foi a seguinte:
40:35:25 mL em 10 minutos. O fluxo foi de 1,0 mlL/min, e injetou-se tanto do
padrdo como da amostra 20 ul. Esta fase movel foi escolhida em testes
preliminares, nos quais foram juntadas as fases moveis recomendadas pela
RHONE - Diagnostics Technologies LTD. para AFM, (dgua, acetonitrila, metanol)
e para OTA (acetonitrila, dgua, 4cido acético).

Os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo para aflatoxina M
foram 360-430 nm no periodo de 0 a 5 minutos e os de ocratoxina A foram 333-
443 nm no periodo de 5,1 a 10 minutos. A identificagdo das micotoxinas foi

baseada inicialmente na injecéo de padrbes separadamente e em conjunio.

4.6. Avaliacdo dos Métodos
O meétodo foi avaliado de acordo com os seguintes parametros:

repetibilidade, recuperagéo, limite de quantificacdo.
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4.6.1. Construcdo da curva padrio

Da soluc&o-estoque do padrdc de OTA de concentracdo 9,72 pg/mL foi
retirado uma aliquota de 100 ul e elevado o volume até 5 mL com uma solugdo de
toluenofacido acético (99:1, viv) ficando com uma concentragéo de 0,19 ug/ml.
Uma aliquota de 165 ul foi retirada para a construgdo da curva padréo.

Da solugé@o-estoque do padrio de AFM; de concentragdo 0,16 ug/mL foi
retirada diretamente uma aliquota de 200 pl para a construgéio da curva padrao.

Curvas padrao de sete pontos foram construidas para as duas micotoxinas,
em concentracbes baseadas nas estimativas dos teores no leite materno da
literatura. As aliquotas dos padrdes foram misturadas e os solventes evaporados
sob corrente de nitrogénio; as micotoxinas foram redissolvidas em agualécido
acetico/acetonitrila/metanol (39,6:0,4:35:25, v/iv) e o volume elevado a 3200 plL.
Desta solugdo, volumes de 50, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 ul. foram retirados
para sete frascos de 1 mL e completados os volumes pelo mesmo solvente para a
injecéo. Cada frasco de 1 mL correspondeu as seguintes concentragdes: 0,5, 1,0,
2,0, 4,0,6,0, 8,0, 10,0 ng/mL constituindo um ponto para a construgdo da curva e
para cada ponto da curva foi injetado seis vezes o volume de 20 uL. As
concentragbes em 20 ul injetadas de cada ponto corresponderam a 0,01, 0,02,

0,04, 0,08, 0,12, 0,16, 0,2 ng.
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4.6.2. Avaliacao da recuperacao

Das solucdes-estoque do padrdo de AFM; e OTA foi preparado uma
solugao de trabalho, com as duas toxinas juntas, cada uma de concentragio de
0,02 pg/mL, em metanol grau CLAE para utilizagéo nas andlises de recuperacéo.

O estudo da recuperacdo do método foi realizado através da adicédo de
quantidades conhecidas as subamostras de um lote de leite materno sem
contaminacdo, a partir de padroes de AFM; e de QTA de concentracao 0,02
pgfmL.

Foram retiradas vérias aliquotas de 50 mL, do leite que foram colocadas em
frasco Erlenmeyer. Padrées de AFMy e OTA com as seguintes quantidades: 0,5,
1,5, 2,5 ng, correspondendo as concentracdes de 0,01, 0,03 e 0,05 ng/mL de leite
materno. Apos a adicdo dos padrdes, foi feita a divisio da amostra pela metade.
Uma das aliquotas de 25 mL foi utilizada para determinar o teor de AFM, e a outra
para determinar o teor de OTA conforme a metodologia descrita no item 4.3, 4.4 e

4.5,

4.6.3. Determinacéo do limite de quantificagdo

O limite de quantificagdo (LQ), menor concentracdo precisamente medida
(CHASIN et al, 1994), foi determinado a partr da adicdo de quantidades

decrescentes (ng) dos padrbes as amostras ndo contaminadas baseadas nas
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estimativas dos teores no leite materno retirados da iEteratur_a ¢ do estudo de

recuperagac do meétodo.

4.7. Confirmacao da Afiatoxina M; nas Amostras Positivas

O teste para a confirmacéo da presenca de AFM; nas amostras que se
apresentaram positivas, foi realizado por derivatizacio com acido trifluoroacético
(TFA), segundo procedimento descrito nc Manual de Métodos Oficiais de Analises
da AOAC, (1990) secdes 49, procedimento 986.16 E.

4.8. Confirmacéao da Ocratoxina A nas Amostras Positivas

O teste para a confirmacgéo da presenca de OTA nas amostras que se
apresentaram positivas, foi realizado por derivatizacdo com acido cloridrico
concentrado (HCI), segundo procedimento descritc em Zimmerli et a/, 1995 e
Skaug ef al, 2001.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas da Curva Padrio
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Um cromatograma de padrbes de AFM; de 0,08ng/20uL e OTA de
0,08ng/20ul esta apresentado na Figura 11.
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Figura 11: Cromatograma de padres de aflatoxina M; e ocratoxina A de 0,08ng. Condicdes
cromatograficas estéo descritas no texto. Picos: aflatoxina M, (1) ocratoxina A (2).

As curvas padrio passaram pela origem (Figura 12 e 13) e apresentaram-
se lineares nas faixas de concentracdes. A Tabela 3 mostra os dados obtidos de

cada curva.

Tabela 3: Propriedades das curvas padrao das micotoxinas.

Micotoxinas Faixa de concentragdo Coeficiente de Desvio padrao
{ng/20uL) correlacao relativo (%)

Aflatoxina M, 001-02 0,9997 1,68

Qcratoxina A 001-02 0.8983 . 3.20
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Os coeficientes de correlagdo foram bons para aflatoxina M, e ocratoxina A,

ambos maiores que 0,99. Os desvios padrio relativos foram de 1,68 a 3,20

desvios bastante satisfatérios para as micotoxinas.
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Figura 12: Curva padrio de aflatoxina M,
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Figura 13: Curva padrio de ocratoxina A.
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5.2. Taxas de Recuperagdo dos Métodos

A Figura 14 apresenta o cromatograma da amostra de leite materno
utilizada para o estudo da recuperacdo do método.
A Figura 15 apresenta o cromatograma da amostra de leite materno com

adicdo de padrio de aflatoxina M e ocratoxina A para 0,01 ng/mL.
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Figura 14: Cromatograma da amostra de leite materno utilizada para o estudo da recuperacgéo do
método. Condigdes cromatograficas estéio descritas no texto.
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Detectar por fluorescéngla - AFMY 360-430 nm & OTA 333442 nm
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Figura 15: Cromatograma da amostra de leite materno com adicéo de padrao de aflatoxina M, e
ocratoxina A na concentrag@o de 0,01 ng/mL. CondigGes cromatograficas estio descritas no texto.

Picos: aflatoxina M, (1) ocratoxina A (2).

O estudo da recuperagdo do método, realizado em 5 vezes para a
concentracdo de 0,01 ng/mL, 4 vezes para as concentragdes de 0,03 e 0,05 ng/mL

para AFM; e OTA deram os resultados apresentados nas Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4 - Resultados do estudo de recuperacdo de AFM, adicionada as amostras
de leite materno {25 mL)

Quantidade Recuperac@ic média Coeficiente de variagdo {%)
adicionada {ng/mL} {%}
0,01 83,6 17.5
0,03 77,0 34
0,05 81.5 4,2

Tabela 5 - Resultados do estudo de recuperagio de OTA adicionada as amostras de
leite materno (25 mL)

Quantidade Recuperagdo média  Coeficiente de variagdo {%)
adicionada {ng/mL} (%)
0,01 83,9 14,1
0,03 84,5 3,7
0,05 75,0 4.0

Como esperado o coeficiente de variagdo foi maior em concentraces
menores. A quantidade adicionada de 0,01 ng/mi para AFM e OTA resultou em
CV de 17,5% e 14,1% respectivamente. Destes resultados, pode-se concluir que o
limite de quantificagdo para estas micotoxinas nas amostras de leite materno foi
de 0,01 ng/ml.

A recuperacgdo média obtida foi considerada satisfatéria e aceitavel para
aflatoxina M; e ocratoxina A no leite materno, pelas peguenas quantidades que
foram testadas e estando assim de acordo com os valores encontrados na

literatura.
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5.3. Teores de AFM, e OTA nas Amostras de Leite Materno

Os resultados obtidos na determinagio de AFM; e OTA nas 50 amostras de
leite materno, 22 no inverno e 28 no ver&o, de diversos tipos estic apresentados

nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 ~ Resultados das determinagdes realizadas em 22 amostras de leite
materno do periodo de inverno de diversos tipos.

Maes Tipo de leite N° de N°®de amostra N°de amostra Concentragao
amostras positiva para positiva para ng/mi.
analisadas AFM, OTA
colostro 10 0 0 ND*
Hospitalizadas fransicdo 1 V] 0 ND
maduro 3 0 0 ND
nao classificado 2 0 0 ND
colostro 2 1 0 0,024
Nao transicdo 1 0 0 ND

Hospitalizadas
maduro 2 0 0 ND
nao classificado 1 G 0 ND

Limite de quantificagio do método: 0,01 ngimL.
*ND: nao detectado

A Figura 16 apresenta o cromatograma da amostra de leite materno
contaminado com 0,024 ng/ml de AFM;.
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Figura 16: Cromatograma da amostra de leite materno contaminado com 0,024 ng/mi de AFM,.
CondigGes cromatogréficas estdo descritas no texio. Pico: aflatoxina My {1).

Tabela 7 - Resultados das determinac¢des realizadas em 28 amostras de leite
materno do periodo de verao de diversos tipos.

Maes Tipo de leite N° de N°de amostra N°de amostra Concentragao
amostras positiva para  positiva para ng/mL
analisadas AFM, OTA
colosiro 14 0 0 ND*
transicéo 0 1 0.024
Hospitalizadas maduro 2 0 0 ND
nao classificado 6 0 1 0.011
Nao
maduro 4 0 0 ND

Hospitalizadas

Limite de quantificagdo do método: 0,01 ng/mL.
*ND: Nao detectado
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As Figuras 17 e 18 apresentam os cromatogramas das amostras de leite
materno contaminados com 0,011 e 0,024 ng/mi de OTA.
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Figura 17: Cromatograma da amostra de leite materno contaminado com 0,011 ng/m! de OTA.
Condiges cromatograficas estdo descritas no texto. Pico: ocratoxina A (2).
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Figura 18: Cromatograma da amostra de leite matemo contaminado com 0,024 ng/mi de OTA.
Condigbes cromatograficas esto descritas no texto. Pico: ocratoxina A (2).

Os resultados das andlises micotoxicoldgicas das 50 amostras de leite
materno revelaram a presenca de AFM; em 1 amostra (2%) e de OTA em 2
amostras (4%), obtidas no periodo de inverno e verdo, respectivamente. Em
relacdo a AFM;, tais resultados estdo abaixo daqueles obtidos na Africa (11 -
31%). na Asia (45%), na Austrélia (15%) e na Unido do Emirado Arabe (99,5%)
(WILD et al, 1987, JONSYN et al, 1995, EL-NEZAMI et al, 1995; SAAD et al,
1995). Quanto a OTA, a incidéncia relatada para a Europa foi de (10 - 87%), Africa
(35%) e Australia (2%) (ZIMMERLI et a/, 1995; BREITHOLTZ-EMANUELSSON ef
al, 1993; MIRAGLIA et al, 1995; MICCO et al, 1995; SKAUG ef a/, 2001; BRERA ef

al, 2001; MIRAGLIA et al, 1998, JONSYN et al, 1995, APOSTOLOU ef al, 1998).
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O teor de contaminacio para AFM, encontrado na presente investigacdo
(0,024 ng/mL) em leite materno estd dentro das faixas encontrado em paises
come Abu Dhabi (faixa de 0,002 ~ 3,0 ng/imL) (SAAD et af/, 1995), Australia {de
0,028 - 1,031 ng/miL) (EL-NEZAMI ef ai, 1995) e Zimbabue (de 0,014 — 0,05
ng/mL) (WILD ef al, 1987).

Os teores de contaminagdo de 0,011 e 0,024 ng/mL encontrados para OTA
em leite materno em nosso trabatho, estdo abaixo dos niveis de contaminacéo
encontrados em paises como ltalia (faixa de 0,02 - > 1,0 ng/mL) (MIRAGLIA et al,
1998), (faixa de 0,017-2,350 ng/mL) (BRERA et al, 2001) e Noruega (faixa de
0,01-0,182 ng/mL) (SKAUG et &/, 2001). Entretanto, os valores sdo comparaveis
com aqueles encontrados na Suécia (0,01 - 0,04 ng/mL) (BREITHOLTZ-
EMANUELSSON et al, 1993) e acima da faixa de contaminag3o encontrados na
Suiga ( 0,005-0,014 ng/mL) (ZIMMERLI ef a/, 1995).

O baixo numero de amostras contaminadas prejudicou a analise estatistica
da correlacdo com a dieta. De fato, esta baixa incidéncia pareceu ser
surpreendente, considerando os relatos publicados, especiaimente na Europa. No
entanto, a incidéncia em alimentos no estado de S&o Paulo (RODRIGUEZ-AMAYA
& SABINO, 2002) mostra que a possivel fonte de contaminacdo por AFB, seria
amendoim e produtos de amendoim e ocasionalmente milho. A presenca de AFB;
nestes produtos ingeridos pelas mées possibilita a bicativagdo desta toxina para
AFM; que sera detectada no leite. Entretanto, a Unica mie que produziu leite
contaminado n@c consumiu amendoim e nem milho. (Tabela 8). Por outro lado,
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maes que consumiram produtc de amendoim e milho produziram leite nao
contaminado.

Quanto & OTA, a incidéncia de alimentos contaminados no estado de Sio
Paulo demonstrou a presencga desta toxina em vérias amostras de café, embora
em baixas concentracbes (RODRIGUEZ-AMAYA & SABING, 2002). As duas maes
que tiveram leite contaminado, de fato, tomaram café / café com leite. Entretanto,
varias maes cujo leite ndo apresentou contaminacéo, também consumiram café /
café com leite.

Quanto a amostra positiva para AFM; n&o houve a possibilidade de
correlagdo com a dieta alimentar consumida pela mae, devido & auséncia na
alimentagdo de amendoim, produtos de amendoim, mitho e produtos de mitho
fonte de contaminagdo para AFM; no estado de SZo Paulo, entretanto como o
questionario foi respondido sem a nossa presenca, acreditamos que algumas
falhas pode ter ocorrido nas informagbes. Sabe-se que a AFM; em leite de vaca é
transitorio, normalmente obtendo um pico no prazo de 02 dias apds a ingestio do
alimento contaminado com AFB; e desaparecendo do leite em 4 a 5 dias apos a
eliminacéo do alimento contaminado. Entretanto, esta informacéo com relagio ao
leite humano n&o foi encontrada na literatura, possiveimente este tipo de estudo

ainda nao foi efetuado.
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Tabela 8 ~Dieta alimentar das maes em que as amostras deram resultados positivos
para AFM; e OTA no ieite materno.

Alimentos Consumo pela mie Consumo pela mae Consumo pela mée
com amostra positiva com amostra pesitiva com amostra positiva

para AFN, para OTA para OTA
Amendoim néo néo nac
Arroz sim sim sim
Café sim sim n&o
Café com leite sim sim sim
Carne branca nac sim sim
Came vermelha sim $im sim
Cerveja néo nao naoe
Farelo de arroz néo sim nac
Feijgo sim nao sim
Frutas sim $im sim
Frutas Secas néo sim néo
Margarina sim néo nao
Miiho nao sim nao
Pao sim sim sim
Produtos de nao sim nao
amendoim
Produtos de milho néo sim nac
Verduras sim sim sim
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Quanto as amostras positivas para OTA, em uma delas houve a
possibilidade de correlagdo com a dieta alimentar consumida pela mae, devido a
presenca de café na alimentacio, enquanto que, para outra amostra ndo houve a
possibilidade de correlacic devido a auséncia na alimentacio de café, fonte de
contaminacio para ocratoxina A.

Uma analise das resposias dos questionarios sobre a dieta alimentar das
mé&es em que oS resuitados foram negativos para AFM; e OTA esta descrita na

Tabela 9.

Tabela 9 -Dieta alimentar das maes em que as amostras deram resultados
negativos para AFM, e OTA no leite materno.

Alimentos Consumo pelas Consumo pelas Total de Maes
maes no periodo de mées no periodo de

inverno verao
Café 17 20 37
Café com leite 18 24 42
Amendoim ou
produtos de 12 13 25
amendoim
Mitho ou
produtos de 20 18 38
mitho
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6. CONCL.USOES

1. Os métodos estabelecidos para deteccéio de AFM; e OTA em
leite materno apresentaram desempenho satisfatério.

2. O limite de quantificac&ic do método para AFM; e OTA foi de 0,01
ng/mt.

3. Houve baixa incidéncia de AFM; e OTA nas amostras de leite
materno analisadas.

4. Nao houve correlagéo entre a incidéncia de AFM; e OTA com a
dieta consumida pelas mées.

5. Apesar da baixa incidéncia, os resultados demonstram que
criangas alimentadas com leite materno, possivelmente fiquem

expostas a contaminac¢do por aflatoxina M; e ocratoxina A.

7. RECOMENDAGAOQ PARA INVESTIGACAO FUTURA

Embora os resultados encontrados na presente pesquisa sejam indicativos
da baixa incidéncia de AFM; e OTA, recomenda-se a continuidade de estudos
desta natureza em outras regides do pais. Tal fato, caso se concretize, contribuira
para a obtengdo de um panorama amplo da contaminacdo do leite materno por
AFMy e OTA e a disponibilidade de método com desempenho adequado deve

incentivar tal ampliacido do estudo.
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ANEXO |

PESQUISA DE AFLATOXINA M{E OCRATOXINA A EM LEITE HUMANO

Consentimento livre e informativo

Eu,

RG.: , mae do bebé .
residente

Bairro: , CEP: , Cidade:

Concordo em participar da pesquisa em parceria com o Instituto Adolfo
Lutz, para onde estou doando espontaneamente o meu leite excedente as
necessidades do meu filho.

Estou de acordo em responder o questionario scbre a minha gravidez e
alimentacdo, e também, sobre as condigcbes em que retirei o leite e este como foi
conservado.

Se por algum motivo decidir n&c mais participar desta pesquisa, terei
liberdade de recusar e retirar o consentimento sem penalizacdo, com
comunicagao imediata ao médico responsavel, sem interrupcéo do processamento
da analise do leite.

Sao Pauio, de de

Assinatura da Doadora Pesquisadora do BLH
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ANEXO li

PESQUISA DE AFLATOXINA M, E OCRATOXINA A EM LEITE HUMANO

QUESTIONARIO PARA DOADORAS - PROTOCOLO DE PESQUISA:

Data: / f Ficha doadora n°

Doacao: ( ) Rotina { )} Eventual ( ) Exclusiva

Dados Pessoais

Nome: Data de Nasc.: / /
Peso: Altura:

Estado Civil: () casada ( )solteira { )vidva ( )amasiada
Endereco:

Bairro: Cidade: CEP:

Tel.: Ponto de Referéncia

Dados Socio-Econdmicos

Profissdo: Trabalha: ( )sim ( )nédo Jornada: horas

Grau de escolaridade: ( }1°grau___ ( )2°grau____ ( )3°grau

Renda Familiar: ( ) de 1 a 3 salarios min. ( ) de 4 a 6 salarios min. { )} + 7salérios min.
Moradia: ( ) prépria ( )alugada ( )aguaencanada ( )esgoto ( )fossa

( ) rede elétrica

Possui: ( )geladeira ({ )freezer- condigdo do equipamento
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Dados Compiementares

Pré-natal da ditima gravidez? ( ) sim ( )néo

Exames pré-natat () sim { ynao Quais?

Parto: ( Ynormal ( )cesarea ( )forceps

Idade gestacional: ( )prétermo ( ) termo { ) pos-termo semanas

Amamentacdo anterior.  ( )sim ( ) nado tempo:

Histéria Pregressa

{ Ysarampo ( ) catapora { )rubéola { )coqueiuche { )caxumba ( ) sifilis
{ Yhepatite ( )tuberculose ( )pneumonia ( )chagas ( )toxoplasmose

( )diabetes ( ) anemia ( )alergia ( ) hipertensdo

N° de parceiros sexuais:

Usodedrogas: ( )sim { )nédo-Quantotempo Quai?

Uso de medicamentos: ( )sim ( )nédo - Quais? dose

Uso de transfus@o sangliinea; { )sim ( )n&o - Quando?

Uso de bebidas alcodlicas: { Ysim ( ) n&c - Quantas dose/dia?

Usodefumo: ( )sim ( )ndo - Quantos cigarros/dia?

Ordenha e doacéo

Doadora: { )nova ( )jacadastrada - Quantotempo?

( ) Vocé recebeu orientacéo sobre ordenha ( )amamentacdo de quem?
Quais os cuidados de higiene que vocé termn antes e durante a ordenha?
( )higiene das mé&os ( ) higiene das mamas ( )cabelospresos ( ) mascara

( Ygorro ( )outros
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Aonde realiza a ordenha?

Que frasco vocé acondiciona? { ) esterilizado em casa { ) oferecido pelo BLH
Condicoes de estocagem? ( ) refrigerado ( ) congelado

(F = freezer, C = congelador da geladeira)

Tipode ordenha: ( ) manual { ) bomba manual { ) bomba elétrica

Classificagdo: ( ) colostro ( )transicéo { ) maduro

Alimentacgao das maes internas

{ ) dias anteriores a internagdo { ) durante a internacao

Café da manha:

Almoco:

Jantar
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Outros produtos consumidos antes da internagéo e sua freqiiéncia:

( )amendoim ( ) doce de amendoim { ) pacoca ( )péde moleque ( )ovinhosde
amendoim ( ) mitho ( jfuba ( )farinha de mitho ( ) pipoca ( ) bolo de milho

{ Yeurau ( )canjica ( )aveia ( )soja { )farelo de arroz { }cevada

( )frutas secas { )nozes ( )farinha de cereais { )castanha do Para

{ )centeio ( )cafe

Alimentagao semanal das méaes externas

Café da manha:

Almoco:

Jantar:
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Qutros produtos consumidos durante a semana e sua freqiiéncia:

( )Yamendoim ( )docedeamendoim ( )pacoca { )péde moleque ( )ovinhos de
amendoim { ) mitho ( jfubd ( )farinha de miho ( )pipoca ( ) bolo de milho

{ Jecurau ( )canjica {( )aveia ( ) soja ( )farelo de arroz ( )cevada
( )frutassecas ( )nozes ( )farinha de cereais ( )castanha do Para

{ )centeio ( )café

Responsavel peia entrevista: Data: / /

Avaliacao da doadora pelo responsavel do BLH:

( ) Doadora Apta ( }inapta

Data: / !

Assinatura Médica
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