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_Resumo

As micotoxinas sao toxinas naturais produzidas por fungos, apresen-
tando efeitos toxicos para o homem e para os animais. Reconhece-se,
atualmente, que as alteragdes climaticas terdo impacto na distribuicao
geografica de algumas espécies de fungos produtores de micotoxinas o
que se traduzira, previsivelmente, num aumento da exposi¢cdo humana a
estes compostos. Pelas razdes descritas, urge conhecer a atual expo-
sicdo a micotoxinas na Europa, com vista a sua futura monitorizagéo e
a prevengao/reducdo do seu impacto na satde. No ambito da Iniciativa
Europeia em Biomonitorizagdo Humana (HBM4EU) consideraram-se as
micotoxinas desoxinivalenol (DON) e fumonisina By (FB1) como substan-
cias prioritarias, tendo sido abordadas varias questdes relativas a avalia-
cao da exposigdo humana e o potencial risco para a saide. No presente
artigo, apresentam-se as questdes identificadas como mais importan-
tes, respostas obtidas e perspetivas futuras. Os resultados confirmaram
a exposicao humana a DON, tendo sido obtidos, pela primeira vez, dados
harmonizados de exposicédo ao nivel europeu e derivado um valor de
referéncia para essa exposicado. Foi ainda proposto, pela primeira vez no
HBMA4EU, uma sucessao de eventos biologicos baseados no mecanismo
de agao da FB4 que permitiu associar a exposi¢cdo durante a gravidez ao
desenvolvimento de defeitos do tubo neural no feto. Espera-se que estes
resultados possam contribuir para uma futura monitorizagao da exposi-
¢ao a micotoxinas na Europa e para melhorar a avaliagcdo de risco destas
substancias.

_Abstract

Mycotoxins are natural low-molecular-weight toxins produced by fungal
species that can be toxic for humans and animals. Under the climate
change scenario, some fungal species might shift their geographical dis-
tribution in response to global warming, leading to changes in the pattern
of mycotoxin occurrence and, thus, increasing the risk of human myco-

toxin exposure. For this reason, it urges to assess the current human
exposure to mycotoxins in Europe, to monitor internal exposure and pre-
vent future health impact. The European Human Biomonitoring Initiative
(HBMA4EU), running from 2017 to 2022, was set to generate knowledge on
internal exposure and their potential health impacts. Within this initiative,
the mycotoxins deoxynivalenol (DON) and fumonisin Bt (FB1) were consi-
dered as priority substances to be studied and several policy questions
were addressed concerning their risk assessment. The present paper
presents policy questions identified within HBM4EU for these mycoto-
xins, answers obtained and future perspectives. The exposure of the
general European population to DON was confirmed using new harmoni-
zed data and a reference guidance value for human biomonitoring was
set for the first time. Additionaly, an adverse outcome pathway for neu-
ral tube defects was proposed for FB; for the first time. Hopefully these
findings may contribute to a more accurate risk assessment of European
population’s exposure to mycotoxins.

_Introdugéo

A biomonitorizacdo humana (BMH) consiste na determi-
nacao de um composto quimico ou dos seus metabolitos
(correspondentes aos biomarcadores de exposicao) em
amostras bioldgicas, incluindo sangue, urina, leite e ca-
belo (1.2), Esta determinacao integra todas as fontes e vias
de exposicdo, nomeadamente a via oral, inalatéria e trans-
dérmica (2). Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidas va-
rias iniciativas de BMH, a nivel regional e internacional, per-
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mitindo a obtencao de dados de exposi¢cdo humana ade-
quados para a avaliacdo do risco de varias substancias
quimicas. A Iniciativa Europeia em BMH (doravante desig-
nada por projeto HBM4EU) decorrida entre 2017 e 2022,
foi desenvolvida com o objetivo de coordenar e promover a
BMH na Europa e obter evidéncias cientificas que pudes-
sem contribuir para a tomada de decisdes politicas e me-
lhorar, assim, a gestao da exposicao humana a substancias
quimica (3). As micotoxinas foram consideradas um grupo
de substancias prioritarias no ambito desta iniciativa. Dada
a grande variedade de compostos quimicos incluidos neste
grupo, e de acordo com a opiniao de vérias autoridades
europeias de reconhecido mérito cientifico, foram identifi-
cadas como substancias prioritarias as micotoxinas deso-
xinivalenol (DON) e fumonisina By (FB4) (4).

Elaborou-se um documento de base (scoping document)
que reuniu a informacéao atualizada sobre estes dois com-
postos, onde se identificaram as principais questdes cienti-
ficas e a forma de contribuir para que as respostas a essas
qguestbes pudessem apoiar a decisdo politica no que se
refere a exposicdo a micotoxinas na Europa. Este docu-
mento incluiu uma reviséo sobre a caracterizagao toxicolo-
gica, exposicao humana, relevancia politica, metodologias
de andlise e preocupacdes com a saude dos cidadéos rela-
tivas aos compostos prioritario (5).

Ambas as micotoxinas, DON e FB4, sdo produzidas por
fungos do género Fusarium e ocorrem, maioritariamente,
em cereais. Os teores maximos destas duas micotoxi-
nas encontram-se legislados em cereais e produtos deri-
vados sendo objeto de programas de controlo oficial na
Europa (6). A micotoxina DON ocorre tradicionalmente
em trigo, aveia, cevada, milho e produtos derivados, tais
como cereais de pequeno-almogo, pao, massas e cerveja,
entre outros. Esta micotoxina tem sido considerada como
um agente imunotéxico, reprotoéxico (toxico para o sistema
reprodutor) e um potencial desregulador endécrino indu-
zindo alteragdes da homeostase intestina (7). Nao ha evi-
déncias de que este composto possa ser carcinogénico
para humanos e, portanto, foi classificado no Grupo 3
pela Agéncia Internacional para a Investigagédo do Cancro
(IARC, na sigla em inglés) (8). Tendo em conta a auséncia
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de dados sobre efeitos cronicos em humanos, foi definida
uma dose diaria toleravel de grupo (TDI) de 1 pug/kg peso
corporal/dia para DON e os seus metabolitos derivados
presentes em plantas (designado por DON total). Para a
exposigao aguda a DON, foi derivada uma dose de refe-
réncia aguda de grupo de 8 ug/kg peso corporal/dia (7).
Segundo um relatério elaborado pela Autoridade Europeia
para a Seguranga dos Alimentos (EFSA, na sigla e inglés),
foram detetados na Europa valores de exposi¢do cronica
média a este composto, através da dieta, superiores ao
valor de TDI, em bebés, criangas, adolescentes e adultos
expostos a elevadas concentragcées de DON, indicando
uma potencial preocupacéo para a satde humana (7).,

As fumonisinas (FB+, FB», FB3 e FB4) estao presentes tra-
dicionalmente em milho e sorgo, sendo a micotoxina FBj
dominante (%), Este composto é um suspeito agente muta-
génico e um composto possivelmente carcinogénico sendo
classificado pela IARC no Grupo 2B (10). E teratogénico e
estd associado a defeitos do tubo neural no feto. Foi esta-
belecido um valor de grupo TDI de 1 pg/kg peso corpo-
ral/dia para FB1, FBo, FB3 e FB4. N&o se registaram efei-
tos adversos agudos apos a exposicdo a FB1. Na figura 1,
ilustram-se as principais informacdes sobre micotoxinas,
fontes e vias de exposicao, efeitos na saude e orientacdes
para a reducédo da exposicao a estes compostos téxicos,
reunidas em documento elaborado no &mbito do HBM4EU.
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Figura 1:

Ocorréncia de micotoxinas, vias de exposicdo, efeitos na saide humana e orientacdes para reduzir a

exposicao a este grupo de toxinas naturais (infografico desenvolvido no dmbito do projeto HBM4EU).
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A UE empreendeu agdes destinadas a proteger os cidadaos
da exposicdo a micotoxinas. Por exemplo, a legislagdo da UE
estabelece niveis maximos para micotoxinas em alimentos
e alimentos para animais, de modo a assegurar que no séo
nocivos para a satide humana ou animal.

Para obter mais informag&es sobre micotoxinas, visite
a secgdo «Ficha Informativa HBM4EU».

Coordenador da HBM4EU:
Agéncia Alema do Ambiente hbm4eu@uba.de

www.hbm4eu.eu

fO ¥ in @

Coordenador do Nucleo de Conhecimentos:
Agéncia Europeia do Ambiente hbm4eu@eea.europa.eu

Disponivel em: https://www.hbmdeu.eu/infographics/mycotoxins/

_Objetivo

Considerando o conhecimento cientifico disponivel sobre
as duas micotoxinas prioritarias, DON e FB+, identificadas
no ambito da iniciativa HBM4EU, o presente artigo preten-
deu i) identificar as principais questdes cientificas e/ou
regulatorias desenvolvidas no d&mbito do projeto HBM4EU
sobre micotoxinas e apresentar as respetivas conclusoes e
publicacdes relevantes associadas, ii) apresentar os prin-
cipais resultados dos estudos alinhados realizados, com
particular énfase para os niveis de exposicao em Portugal
e iii) identificar as perspetivas futuras para a investigacao
cientifica em micotoxinas.

_Materiais e métodos

Com base num documento exploratério inicial (background
document) preparado pelos responsaveis do projeto
HBM4EU (Agéncia Aleméa do Ambiente, UBA), em colabo-
racao com instituicbes europeias de reconhecido mérito
cientifico, incluindo o Conselho de Politicas da Unido
Europeia, a EFSA e a Direcao-Geral da Saude e Seguranca
Alimentar (DG SANTE) foram priorizados 0s compostos
quimicos a estudar. Portugal foi selecionado como res-
ponsavel pelo estudo das micotoxinas no HBM4EU (Che-
mical Group Leader, CGL), através, nomeadamente, de
membros do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
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Jorge, INSA e da Escola Superior de Tecnologia da Saude
de Lisboa, ESTeSL, que prepararam o scoping document,
identificando as questbes cientificas e/ou regulatérias a
responder ao longo do projeto, bem como as atividades
a desenvolver. Foi também criado um grupo de trabalho
sobre micotoxinas no dmbito do HBM4EU, reunindo peritos
nas diferentes areas de investigacdo das referidas ques-
tdes e integrando, para além das instituicoes responsa-
veis, a Universidade de Masaryk (RECETOX), da Republica
Checa, e o Instituto Nacional de Saude Publica e Ambiente
(RIVM) e a Universidade de Wageningen (WFSR), ambos
dos Palses Baixos.

Os peritos foram participando ou seguindo o trabalho rea-
lizado sobre micotoxinas nos varios grupos de trabalho e
tarefas do projeto e partilhando, em reunides de trabalho,
os resultados e conhecimentos obtidos. O grupo de traba-
lho, globalmente, promoveu a discussao critica em torno
dos resultados obtidos e da sua relevancia para responder
as questoes cientificas e/ou regulatorias levantadas. Para
além disso, e quando possivel, foram identificadas novas
lacunas e propostas abordagens para as preencher.

_Resultados

Este artigo resume o resultado do trabalho desenvolvido
no ambito das micotoxinas DON e FB+, identificadas como
prioritarias em 2019-2020 no segundo processo de priori-
zacdo do projeto HBM4EU (4),

As atividades do grupo consistiram em reunides periodi-
cas para partilha do trabalho realizado, participagdo em
reunides da iniciativa assim como congressos nacionais e
internacionais para disseminacao dos resultados, colabora-
¢ao na elaboracé@o de um video sobre os compostos priori-
tarios (https://www.youtube.com/watch?v=x2uDp281F3E) e de
uma publicagéo final dos principais resultados em formato
de noticia de jornal (https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uplo
ads/2022/05/HBM4EU-Newspaper.pdf), preparacdo de bro-
churas sobre impacto na saude da exposicao a micoto-
xinas (https://www.hbmd4eu.eu/citizens-corner/infographics/)
e preparacao e publicacdo de relatérios e artigos cienti-
ficos.

F =
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De seguida, apresentam-se as questdes cientificas e prin-
cipais resultados, assim como as perspetivas para futuros
trabalhos.

Questodes cientificas e principais resultados

As questdes cientificas identificadas sobre as micotoxi-
nas prioritarias e referidas na tabela 1, basearam-se nas
trés etapas da avaliagéo de risco, identificacdo e carac-
terizacdo do perigo, avaliacdo da exposigdo e caracteri-
zagdo do risco.

Resumidamente (tabela 1), os principais resultados rela-
cionados com a micotoxina DON dizem respeito ao au-
mento do conhecimento sobre a exposigdo da populacao
europeia e a caracterizag@o do risco associado a essa ex-
posigao (11,12,14-18) No que se refere & identificagdo do
perigo associado a exposicao a micotoxinas, o trabalho in-
cidiu sobre a FB4 e a sua associagcao com o aparecimento
de defeitos no feto, apds exposicao in utero. Utilizando os
dados disponiveis na literatura sobre 0 mecanismo de acdo
desta micotoxina, propds-se uma via explicativa que fez a
ponte entre um evento critico inicial (inibicdo de uma enzi-
ma crucial no metabolismo dos esfingolipidos) e o apareci-
mento de defeitos do tubo neural (13).

De salientar, pela primeira vez para DON, i) a implemen-
tacdo de um programa de controlo de qualidade para
assegurar que os resultados das analises efetuadas nos
varios laboratdrios europeus eram comparaveis (estudo
harmonizado), ii) a realizacao de estudos alinhados em
urinas de adultos e iii) a derivagéo e aplicacao, nos estu-
dos alinhados, de um valor de referéncia (indicativo) para
a exposicao interna a DON, de 23 yg DON total/L urina,
possibilitando a caracterizacao direta do risco, por com-
paracao dos niveis quantificados com este valor de refe-
réncia. Dado este valor ter sido obtido para uma amostra
de urina de 24 horas e a maioria dos resultados reporta-
dos serem obtidos apenas numa amostra de urina o risco
estimado estd associado a varias incertezas pelo que
devera ser usado com cautela. Espera-se, no entanto,
que estes avancos aumentem a confianca e a utilizacao
de dados da BMH para fins regulatérios, ou seja, para
avaliacdo do risco de exposi¢cdo humana a micotoxinas.
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Tabela 1: [1 Questdes cientificas, principais respostas e publicacdes efetuadas no decurso da iniciativa HBM4EU (2017-2022)
sobre a exposicdo humana as micotoxinas prioritarias: desoxinivalenol (DON) e fumonisina B (FB).
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humana caracterizado?

Principais respostas

Foi descrito, pela primeira vez, um modelo toxicocinético que permite comparar
os niveis de exposicao externa (ingestao de alimentos) e interna (biomarcadores
de exposicdo na urina) a DON. Contudo ainda serdo necessdrias modificacoes até
poder ser considerado um modelo baseado em condicées fisioldgicas.

Foi descrita, pela primeira vez, uma via explicativa que faz a ponte entre um
evento critico inicial e o aparecimento de defeitos do tubo neural em fetos
expostos a FBq durante o perfodo intrauterino. Este mecanismo inicia-se com
3 inibicao da ceramida sintetase, enzima fundamental do metabolismo dos
esfingolipidos, e inclui duas cadeias de eventos alternativas que conduzem as
malformacoes congénitas.

A quantificacdo de esfinganina (Sa) e esfingosina (So) e a sua razdo sao os bio-
marcadores de efeito mais frequentemente referidos na literatura para a expo-
sicdo a FBy, estando associados a inibicdo da ceramida sintetase.

Foi derivado, pela primeira vez, uma valor de referéncia (indicativo) para a
exposicdo interna da populacdo geral a DON total (incluindo DON livre e os
seus metabolitos derivados presentes em plantas) na urina de 24h, de 23 pg
DON total/L urina (Intervalo de Confianca 95%: 5-33 pg DON total/L).

Foram obtidos, pela primeira vez, dados novos de exposicao da populacao euro-
peia a DON total (estudos alinhados), utilizando um método analitico harmo-
nizado ap6s participacdo e aprovacao de quatro laboratdrios do HBM4EU num
ensaio interlaboratorial interno de controlo de qualidade.

De acordo com os estudos alinhados realizados para DON total, em 5 paises
da Europa (Portugal, Franca, Alemanha, Poldnia, Luxemburgo), no periodo
2014-2020, para a populacao adulta (20-39 anos, 1099 individuos) os niveis
de exposicdo da apresentaram uma média geométrica de 5,59 pg DON total/L
com niveis de 36,15 pg DON total/L para o percentil 95 da populacao, confir-

mando a exposicdo a esta micotoxina.

No ambito dos estudos alinhados foram identificadas variacoes significativas
nos niveis de exposicao a DON de acordo com a localizacao geogréfica (Polo-
nia com maior exposicdo, média geométrica de 9,40 pg/L), nivel educacional
(nfveis superiores com menor exposicdo), e grau de urbanizacao (dreas rurais
com maior expostas).

Foi possivel, pela primeira vez, comparar 0s niveis de exposicao interna a DON
da populacdo Europeia com um valor de referéncia (indicativo) derivado no
HBMA4EU. Confirmou-se que 3 exposicdo a esta micotoxina representa um poten-
cial risco para uma fracdo da populacdo. Foram obtidos os primeiros resultados
sobre exposicdo em paises da Europa Oriental que revelaram maior exposicao.

Publicacoes

(11,12)

(13)

(13)

(14)

(16,17)

a7
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Estudos alinhados e exposicdo da populacdo
portuguesa a DON

Os resultados dos Estudos Alinhados do HBM4EU, com-
preendendo 1099 individuos de cinco paises europeus,
permitiram concluir que a populacdo europeia esta em
média (média geométrica - MG) exposta a um valor de
DON total de 5,59 ug/L e que 95% desta (percentil 95)
esta exposta a um valor igual ou inferior a 36,15 pg/L.
No que diz respeito a variabilidade geogréfica, foram ob-
servadas diferencas significativas (p<0,05) entre as diver-
sas regides, com a Europa ocidental (Franca, Alemanha e
Luxemburgo) apresentando o menor valor de exposigao
(MG 4,34 pg/L) e a Europa oriental (Poldnia) o maior (MG
9,40 pg/L). Em relacao aos fatores sociodemograficos, nao
foi observada diferencga significativa quanto ao sexo, mas
foram observadas diferencas significativas quanto ao nivel
de escolaridade e ao grau de urbanizacdo do local de resi-
déncia do participante. Individuos com baixa escolaridade
apresentaram niveis de exposicao mais elevados do que in-
dividuos com maior escolaridade; individuos residentes em
areas rurais apresentaram niveis de exposigdo mais eleva-
dos do que individuos residentes em cidades e vilas/subur-
bios. Em relagédo a época de amostragem, as amostras co-
lhidas no inverno apresentaram niveis mais baixos (16:17).

Grafico 1:
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Comparando os dados dos Estudos Alinhados do HBM4EU
com o valor de referéncia (VR) de BMH de 23 uyg DON/L
urina, 13,7% dos participantes apresentaram valores su-
periores ao valor de referéncia (17) confirmando a necessi-
dade da continuacdo dos estudos de biomonitorizagéo in-
cluindo ndo s6 a DON mas também outras micotoxinas.

Quanto a exposicdo da populagédo portuguesa a DON total
(correspondente a uma amostragem de 295 adultos, com
recolha de amostras efetuada entre 2019 e 2020, integrada
no ambito do projeto INSEF-ExpoQuim), um dos Estudos
Alinhados do HBM4EU, verificou-se que esta se encon-
tra exposta a niveis médios de DON total de 9,8 pg/L (18).
As concentracdes de DON total foram significativamen-
te maiores para amostras recolhidas na primavera e no
verdo. Os Individuos com menor escolaridade apresenta-
ram maior exposicao a DON total. Nao se encontraram di-
ferencas significativas quanto ao sexo, idade, grau de ur-
banizacdo da area de residéncia, ocupacao, rendimento
ou consumo de outros alimentos. Comparando os dados
deste estudo com o valor de referéncia de BMH de 23 pg
DON total/L urina, 12,5% dos participantes apresentaram
valores superiores a este valor (grafico 1). Os resultados
deste estudo mostraram que a populagao portuguesa es-
teve exposta a DON, tal como a populagéo Europeia, com

Comparacdo dos niveis de exposicao da populacdo portuguesa adulta a DON total e valor

de referéncia (VR) derivado no ambito do projeto HBM4EU (23 pg DON total/L urina),
para amostras de urina colhidas a nivel nacional, entre 2019 e 2020.
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uma proporgao significativa de individuos a apresentar
valores de exposicao que justificam uma avaliacdo mais
aprofundada, incluindo uma monitorizacdo da exposicao
a curto, médio e longo prazo e o desenvolvimento e imple-
mentacéo de orientagdes politicas destinadas a minimizar
a exposicao e prevenir efeitos sobre a satde da populacao,
particularmente num contexto de alteracdo climatica com
uma possivel alteragdo do padrdo de exposi¢cdo a micoto-
xinas.

_Conclusao e perspetivas futuras

O presente estudo enfatizou a relevancia de conhecer a
exposicao atual da populacdo europeia a DON e incre-
mentou 0 interesse no conhecimento da exposicdo a
outras micotoxinas na Europa e a escala mundial. Con-
tribuiu, igualmente, para aumentar a consciencializacao
sobre 0s riscos para a salde humana associados a expo-
sicéo a esta micotoxina.

No futuro, devem ser desenvolvidos estudos semelhantes,
abrangendo um espectro mais amplo de micotoxinas com
implicacbes para a saude e alargando a cobertura geogra-
fica. Outras oportunidades com interesse para desenvolver
futuramente, identificadas durante esta iniciativa, incluiram
a necessidade de estabelecer orientacdes para a criagdo de
campanhas de biomonitorizagdo que permitam uma compa-
racdo adequada entre os estudos ao longo do tempo.

A inclusdo de dados de BMH na avaliacdo de risco de
micotoxinas é fundamental, pois representa a dose de
exposicdo interna a todas as fontes e por todas as vias de
exposicdo a nivel individual, reduzindo assim as incerte-
zas associadas a avaliagao de risco realizada a nivel popu-
lacional (estudos epidemioldgicos) e/ou com abordagens
indiretas, por exemplo, através da identificagcdo de mico-
toxinas em alimentos. O impacto das alteragdes climaticas
na exposicao da populacdo as micotoxinas também deve
ser acompanhado regularmente através de BMH, a fim de
permitir aos decisores politicos, tomar, atempadamente e
com suporte cientifico, medidas para prevenir a exposicao
a micotoxinas e prevenir possiveis patologias associadas,
com ganhos previsiveis em saude publica.
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