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Resumo

A Ocratoxina A (OTA) ou (R)-N-[(5-cloro-3,4-diidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo- 1H-2-benzopiran-7-il)
carbonil]-L-fenilalanina possui massa molecular de 403,81 g/mol. E produzida por fungos filamentosos,
por pelo menos 22 espécies de Aspergillus € 2 de Penicillium, sendo A. ochraceus a primeira espécie
produtora descrita. Estes fungos sdo contaminantes naturais de produtos ¢ ingredientes de origem
agricolas destinados ao consumo humano e animal, o que pode ocasionar em sérios prejuizos a saude.
A OTA ¢ uma toxina produzida como metabdlito secundario, possivelmente envolvendo duas vias de
biossintese, pelas vias de dihidro-isocumarina e L-p-fenilalanina. Uma vez ingerida, pode causar lesdes,
principalmente em rins, figado, coracdo, pulmdes, tecidos e 6rgaos do sistema imunologico, mucosas
do trato gastrointestinal e sistema nervoso central. Pode causar tumores em rins de camundongos e ratos,
sendo classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), no grupo 2B, como
possivelmente carcinogénica para os humanos. Varios mecanismos da agao toxica da OTA tém sido
descritos na literatura, tais como; inibi¢do de sintese de proteinas e indug¢ao de formacao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS). A OTAtambém pode induzir
peroxidagdo lipidica da membrana, apoptose celular e aumento de mediadores inflamatorios. O melhor
conhecimento de seus mecanismos toxicos a nivel molecular ¢ importante para entender os efeitos
causados nos o6rgaos-alvo em animais e humanos.
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Abstract

Ochratoxin A (OTA) or (R)-N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1- oxo-1H-2-benzopyran-7-
yl) carbonyl)-L-phenylalanine has a molecular mass of 403.81 g/mol. Produced by filamentous fungi,
for at least 22 species of Aspergillus and 2 of Penicillium, with A. ochraceus described as the first
producer specie. These fungi are natural contaminants of agricultural products and ingredients intended
to animal and human consumption, which can cause serious damage to health. OTA is a toxin produced
as a secondary metabolite, possibly involving two biosynthesis pathways, via dihydro-isocoumarin and
L-B-phenylalanine. Once ingested, it can cause damages, mainly to kidneys, liver, heart, lungs, tissues
and organs of the immunological system, mucous membranes of the gastrointestinal tract and the central
nervous system. It can cause tumors in the kidneys of mice and rats, being classified by the International
Cancer Research Agency (IARC) in group 2B, as possibly carcinogenic to humans. Several mechanisms
of the toxic action of OTA have been described in the literature, such as: inhibition of protein synthesis
and induction of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS). OTA can also
induce lipid membrane peroxidation, cell apoptosis and increased inflammatory mediators. A better
knowledge of its toxic mechanisms at the molecular level is important for understand the effects caused
on target organs in animals and humans.

Keywords: Aspergillus, immunotoxicity, mycotoxin, Penicillium

Fungos produtores de Ocratoxina A (OTA)

Diversas espécies de fungos do género Aspergillus e Penicillium sao produtores de
OTA, uma micotoxina relevante por causar impactos negativos na satide humana e animal "
2.3.4.5) Esses fungos possuem temperaturas 6timas de crescimento que variam entre 15-40°C,
e atividade de 4gua entre 0,77-0,99 ©). Podem colonizar diversas culturas agricolas, ou produtos
e alimentos vegetais durante os periodos de pré-colheita, colheita ou armazenamento ©.

A OTA foi descoberta e caracterizada em 1965, na Africa do Sul, apos ser extraida de
um meio de cultura contaminado propositalmente com o fungo Aspergillus ochraceus, que deu
origem ao seu nome ", Este fungo cresce em temperaturas entre 24-37°C, sendo sua
temperatura 6tima para produ¢do de OTA de 31°C ®. Posteriormente, a OTA foi identificada
em uma amostra de presunto caseiro contaminado pela espécie Penicillium viridicatum ©), mas
esta espécie foi depois reclassificada como P. verucosum 9. Outras espécies de Aspergillus e
Penicillium produzem a OTA através de seu metabolismo, e em geral as espécies de Penicilium
possuem temperatura 6tima de crescimento em regioes de clima temperado, em temperaturas
mais baixas (15-22°C), e as espécies de Aspergillus possuemtemperatura 6tima de crescimento
em regioes de clima tropical, com temperaturas mais elevadas (25-30°C) (1,3, 11,12,13, 14)

No género Penicillium, ocorrem divergéncias em relagdo a classificagdo das espécies,
sendo que os estudos mais recentes consideram P. verrucosum e P. nordicum como Unicas
produtoras de OTA deste género > 9. P. verrucosum pode contaminar cereais como trigo,
cevada, aveia e centeio, além de outros produtos vegetais, sendo considerado o principal
produtor de OTA presente em regides de clima temperado, possui temperatura de crescimento
entre 10-21°C e produz quantidade moderada de OTA. P. nordicum pode contaminar
principalmente alimentos com alta concentragao de cloreto de sodio (NaCl), como carnes secas
e curadas e queijos, possui temperatura de crescimento de 15°C e produz grande quantidade de
OTA (13.15,16,17).

No género Aspergillus, diversas espécies sao produtoras de OTA: A. ochraceus, A.
alliaceus, A. ostianus, A. melleus, A. petrakii, A.cretensis, A. flocculosus, A. pseudoelegans, A.
roseoglobulosus, A. westerdijkiae, A. sclerotium, A. steynii, A. albertensis, A. wentii e A.
sulphurous, pertencentes a se¢do Circumdati > %29 e A. niger var. niger, A. carbonarius, A.
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tubingensis, A. foetidus, A. awamori, A. lacticoffeatus e A. sclerotioniger, pertencentes a se¢ao
Niger. 11 1829 Ag espécies mais importantes deste género sio A. niger e A. carbonarius. A.
niger var. niger ¢ um dos principais contaminantes de alimentos, sendo utilizado em processos
industriais e com uso na biotecnologia, pode contaminar frutas, uvas, vinhos e graos de caf¢,
possui temperatura de crescimento superior a 30°C e cresce na presenca de alta incidéncia de
luminosidade, produz quantidade moderada de OTA. 4. carbonarius ¢ um contaminante menos
comum, e também pode contaminar uvas, vinhos e graos de café, possui temperatura de
crescimento de 30°C, cresce na presenca de alta incidéncia de luminosidade e produz grande
quantidade de OTA ©-20:21.22),

OTA em alimentos e a contaminacdo humana

A OTA pode estar presente em uma variedade de produtos de origem animal e vegetal,
como: arroz, cevada, milho, paingo, trigo, feijao, sorgo, soja, aveia, azeitonas, frutas secas,
nozes, amendoim, grdos de café¢, uvas e seus produtos (suco e vinho),carne, leite e queijo
(3,20, 23) Egses produtos estdo presentes nos componentes ou sio ingredientes importantes na
dieta dos animais, ¢ quando a contamina¢do dos alimentos ocorre, ndo ¢ possivel fazer sua
remogio %, Ademais, quando os animais ingerem a OTA, pode levar a contaminacio de seus
produtos, como miisculos e 6rgios ¥,

Os principais fatores que determinam a contaminacdo de produtos vegetais pelas
espécies produtoras sdo: mas condicdes de colheita, secagem, manuseio, transporte e
armazenamento de produtos vegetais ¥). Condi¢des climaticas no momento da colheita, tipo de
grao colhido (perfil nutricional), composicdo da populagdo flingica, interagdo e competicdo
entre os fungos, qualidade de colheita e transporte, temperatura e umidade de armazenamento,
pH e temperatura de processamento, uso de enzimas e leveduras, adi¢do de ingredientes
contaminados (frutas secas, por exemplo), limpeza, cozimento e extrusdao dos alimentos sao
importantes condi¢des para determinar a contaminagio dos alimentos pela OTA (19,

Dentre as principais micotoxinas descritas, a OTA possui importante relevancia, pela
elevada toxicidade e importincia na saade publica *. Khaneghah et al. (2018) realizaram uma
meta-analise para verificara prevaléncia da OTA em alimentos produzidos com cereais
destinados ao consumo humano, onde a OTA estava presente em 51% desses alimentos, sendo
60% em massas,60% em paes, 54% em flocos de milho, 51% em biscoitos e 54% em cereais
matinais.

Por isso, algumas legislagdes buscam recomendar os niveis maximos de OTA presentes
em alimentos destinados ao consumo pelos animais e humanos. Na Unido Europeia, os niveis
maximos de OTA recomendados em cereais ndo processados e processados para consumo
humano sio de Spg/kg e 3 png/kg, respectivamente ?>. Nos produtos destinados & alimentagio
animal, os niveis maximos permitidos sdao de 0,25 mg/kg de OTA em cereais e seus produtos
(26)

Além da intoxicagdo pela OTA ocorrer principalmente pela ingestdo de produtosde
origem vegetal, pode ocorrer também indiretamente pelo consumo de produtos de origem
animal, tais como leite, ovos e carne 7. Viarias pesquisas tem demonstrado a abrangéncia
global de contaminagdo humana por OTA, conforme evidenciado por sua detecgdo em soros
humanos 2% 2930, 31.32,33, 39 No Brasil, os niveis de OTA foram avaliados em amostras de
plasma de 149 individuos residentes no estado do Parand, Brasil, sendo detectada em 55% das
amostras (média de 733,6+296,04 pg/mL, maximo de 1584,6 pg/mL), com um consumo diario
estimado de 683-1004 pg/kg de peso corporal ¢,
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Propriedades fisico-quimicas da OTA

A estrutura quimica da OTA (C2oH1sCINOeg, Figura 1) ¢ formada por um grupo dihidro-
isocumarina ligada a um grupo L-B-fenilalanina por uma liga¢ao do tipo amida, a OTA possui
massa molecular de 403,81 g/mol & 3%. E considerada um 4cido organico fraco, de estrutura
cristalina e solida, colora¢do branca a transparente e inodora, soluvel em solventes polares
organicos (cloroférmio, alcoois). Em pH acido ou neutro ¢ solivel em solucdes alcalinas, mas
pouco soluvel em dgua. A OTA exibe fluorescéncia azul em condi¢des alcalinas e fluorescéncia
verde em ambiente 4cido ©.

oo I f
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Fonte: Pubchem <https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/442530> Access in: march/04/2021.

Figura 1. Estrutura quimica da OTA.

A OTA possui alta termo resisténcia, ponto de fusdo de 168 a 173°C e resisténcia ao
vapor sob pressdo a 121°C por trés horas ?% 37, E completamente degradada quando tratada
com solucdo concentrada contendo excesso de hipoclorito de sodio (NaOCI) @®. Pode ser
armazenada a -20°C por varios anos quando dissolvida em etanol ou metanol, sendo preservada
com a evaporacio do solvente e armazenada como um filme ©%).

Ao menos 20 andlogos de Ocratoxinas foram identificados, dentre eles a OTA ¢
produzida em maior quantidade “?. Na familia das Ocratoxinas, os principais representantes
sdo OTA, Ocratoxina B (OTB) e Ocratoxina C (OTC), mas a OTA ¢ a molécula de maior
toxicidade devido ao seu atomo de cloro (Cl) presente no anel do grupo dihidro-isocumarina.
A OTB ¢ 10-20 vezes menos toxica que a OTA, pela substituicdo do &tomo de Cl por um atomo
de hidrogénio (H). Uma alteragdo no grupo L-B-fenilalanina em L-B-fenilalanina etil éster
forma a OTC, com pouca ou nenhuma toxicidade conhecida 17,

Biossintese da OTA

A biossintese da OTA ainda nao esta totalmente elucidada, a principal hipdtese éde que
ocorre por meio de duas vias: na primeira via, o grupo dihidro-isocumarina ¢ originado com a
sintese de policetideos, sendo os precursores as moléculas de malonato e acetato. Estes
policetideos dao origem a molécula de mellein, que sofre metilagdo e oxidacdo e da origem a
Ocratoxina-f (OTB). A OTP recebe uma molécula de Cl através de uma cloroperoxidase,
formando a Ocratoxina-a (OTa). Na segunda via, o grupo L-B-fenilalanina € originado a partir
de acido chiquimico, que ¢ ativado pelo éster etilico, e tem a porcao acila deslocada.
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Posteriormente, esses dois grupos se ligam através de um peptideo sintetase para formar uma
ligagdo do tipo amida, dando origem a OTC. Na tultima etapa, ocorre a formagao da OTA pela
transesterificacdo e desesterificagdo da OTC por uma esterase 1420,

Outro estudo utilizou marcagdo de carbono nos intermediéarios da OTA e sugerem que
a molécula de mellein e a OTC nao tem envolvimento com a biossintese da OTA, mas a OTp é
transformada em OTB por um grupo amida para depois receber a molécula de CI, dando origem
a OTA, portanto a OTB nao seria um subproduto da OTA, mas faz parte da sua biossintese
como um intermediario ¥,

Efeitos toxicos

Apos a ingestdo oral, a OTA ¢ absorvida principalmente pelo intestino delgado, sendo
a mucosa intestinal um dos primeiros alvos da agdo toxica. Estudos demonstram que a OTA
causa alteracdes na morfologia e lesdes celulares na mucosa intestinal, levando a diminui¢ao
da altura das vilosidades e alargamento das bases, deixando as criptas com formato irregular e
afetando a absor¢do dos nutrientes em ratos e em aves
(41, 42439 A OTA também aumenta a permeabilidade da mucosa intestinal “¥,
provavelmente por remog¢ao de isoformas de claudina especificas de jungdes estreitas que
formam a barreira intestinal e evitam a entrada de substancias toxicas ou patdgenos,quando
presentes no limen da mucosa intestinal “>. Também foi relatado diminui¢io de expressdo de
citocinas IL-8, IL-6, IL-17A, IL-12 e IL-18 “9)

Ap0s absorg¢do pelo trato intestinal, a OTA se liga rapidamente as proteinas plasmaticas
@) alcancando o rim, onde também induz danos. A nefrotoxicidade é um dos efeitos toxicos
mais relevantes, evidenciadas em varias espécies animais, com inducdo de lesdes nos tubulos
proximais renais (I % 3 38 47, 48.49.50. 5D & aumento na expressdo doantigeno nuclear de
proliferacio celular (PCNA), indicativo de proliferagdo celular nos rins 2. Além disso, estudos
demonstram aumento das enzimas marcadoras de lesdes renais tais como: creatinina, acido
Girico e ureia, e diminui¢do de Célcio (Ca) e fosforo (P) circulantes ©% 3% 3% 39 em animais
intoxicados. Também foi evidenciado que a OTA pode causar tumores renais em camundongos
e ratos 4749,

Em humanos, a intoxicagdo pela OTA esta associada a doengas renais, como a
nefropatia endémica dos Balcds (BEN) % 57 38 59 Nesta regido endémica, dos paises dos
Balcas, tem sido descrito casos de desenvolvimento de adutos de DNA no tecido renal e
desenvolvimento de tumores renais associados a ingestio alimentar de OTA ®, todavia sem
comprovagao de associacdo desses achados com BEN. A OTA ¢ classificada pela Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) no grupo 2B, como possivelmente
carcinogénica para humanos, com base em evidéncias de inducao de tumores renais e hepaticos
relatados em camundongos e ratos 74,

O figado ¢ um dos orgdos-alvo e de atuante na biotransformag¢ao da OTA, lesdes
hepédticas tém sido evidenciadas em ratos ¥ e em aves ©' %2 com inflamacio
linfoplasmocitica, esteatose e necrose em ratos . Em concordiancia com as lesdes
histologicas, ¢ observado também aumento de enzimas marcadoras de lesdes hepaticas, tais
como alanina  aminotransferase = (ALT), aspartatoaminotransferase  (AST) e
gamaglutamiltransferase (GGT) 33456,

Estudos demonstram que a OTA induz efeitos toxicos sobre os 6rgdos ou tecidos
linféides como timo, medula dssea. bursa de Fabricius (em aves), tecido linfoide associada as
mucosas, com supressao de imunidade inata e adaptativa celular e humoral em varias espécies
(1.64. 65 " A imunidade inata representa a primeira linha de defesa de hospedeiro ), e foi
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evidenciado que a OTA pode suprimir a atividade fagocitica de neutrofilos, macrofagos, bem
como a atividade de células matadoras naturais ou naturalkiller (NK) em camundongos e
também de induzir diminui¢do na producao de citocinas,tais como interferon, IL-1a, ¢ TNF-a
(1. 67 A depressdo da resposta imune celular induzida por OTA foi demonstrada em vérias
espécies, tanto por ensaios in vitro ou in vivo. Ensaios in vitro demonstram que linfocitos
humanos, suinos, murinos e aves perdem ou tem a capacidade diminuida de proliferagdo ao
sofrerem estimulos especificos e/ou aos mitdogenos, assim como de inibir a producao de IL-2
ou expressar receptor para IL-2 (- % 9 moléculas estas essenciais para a proliferagio de
linfocitos®®. A supressdo da resposta imune celular também tem sido evidenciada in vivo por
meio de testes intradérmicos V.

A supressdo da resposta imune humoral induzida por OTA tem sido amplamente
investigada em vérias espécies, sendo utilizado como indicativo de supressdo dessa resposta:
numero reduzido de células produtoras de anticorpos, diminui¢do de resposta linfoproliferativa
de linfocitos B, reducdo nos niveis de imunoglobulinas totais e niveis de anticorpos especificos
aos agentes infecciosos ou a outros imundgenos, como eritrocitos de carneiro 4333 64,68, 69.70)

A OTA apresenta afinidade para o cérebro e pode causar problemas neurologicos
graves em humanos “ 7Y com evidencias de possiveis participagdes na patogénese de
transtorno de espectro do autismo . Ensaios in vitro utilizando linhagemcelular demonstram
que a OTA afeta a integridade cito-esquelética dos astrocitos, bem como a expressao de genes
ligadas ao sistema de resposta inflamatéria ’?, e de acordo com Park et al. (2019), a
neurotoxicidade por OTA pode ocorrer por meio de inibicdode proliferagao e de apoptose
dependente de mitocondria em astrocitos humanos.

Mecanismos de acdo da OTA

Devido a presen¢a do grupo L-B-fenilanalinana em sua estrutura quimica, Creppy,
Roschenthaler e Dirheimer (1984), demonstraram que a OTA pode competir com o aminoacido
fenilalanina presente em células do organismo, inibindo a utilizagdo de fenilalanina em seus
processos e na sintese de proteinas, e que este efeito poderia ser revertido com o fornecimento
de um excesso do aminoacido fenilalanina. Porém, outro estudo realizado in vitro demonstrou
que a presenca do aminoacido fenilalanina ndo diminuiu a toxicidade da OTA, e a OTA nao
teve capacidade de afetar os processos dependentes da fenilalanina ).

A OTA ¢ uma inibidora de sintese de proteinas, isso ja foi demonstrado tanto in vivo

quanto in vitro 7, porém os mecanismos pelo qual isso ocorre ndo sio totalmente claros, onde
alguns estudos afirmam que pode inibir a atividade da enzima fenilalanina acido ribonucleico
transportador (t-RNA) sintase ¥, e outros afirmam que ela pode inibir a formagdo de
aminoacil-tRNA sintase pela inibi¢ao da produgao de adenosina trifosfato (ATP) mitocondriais,
o que impede a ligagio do aminodcido ao tRNA (17,
Nas mitocondrias, a OTA diminui a respiragdo celular, pois atua como inibidora competitiva
das proteinas transportadoras da membrana interna, inibe o transporte de elétrons e a
fosforilagdo intramitocondrial de adenosina difosfato (ADP), levando a inibi¢do da producao
de ATP e de energia pelas células .

OTA pode causar genotoxicidade, pois acredita-se que apos a biotransformacao, produz
espécies eletrofilicas, que se ligam e formam adutos de forma covalente com o acido
desoxirribonucleico (DNA), o que estimula a mutagenicidade. Também acredita- se que
espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas pela OTA lesionam diretamentey pA (76.77).

A OTA induz a formagdo acentuada de ROS, tanto in vivo quanto in vitro, essas ROS
causam lesoes oxidativas em lipideos, DNA e proteinas. Na intoxicacao pela OTA o excesso
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de ROS supera a capacidade antioxidante das células do organismo, o que induz as lesdes !

377D A OTA também induz a formagao de espécies reativas de nitrogénio (RNS), ao aumentar
a expressao de o0xido nitrico sintase induzivel (iNOS), que causa a elevagdo de oxido nitrico
(NO) e de nitratos e nitritos, estes altos niveis de NO podem causar estresse nitrosativo pois
reagem com oxigénio (O>) e formam 6xido nitroso (NO2) e hidroxilas (OH) G437,

Outro importante mecanismo da OTA ¢ a inducao de peroxidagao lipidica, isso ocorre
em microssomos dependentes de fosfato de dinucleotido de nicotinamida e adenina (NADPH),
pois ela utiliza o ferro (Fe) como cofator, com a formagdo de um complexo OTA-Fe**, depois
reduzido em OTA-Fe?’, com formagdo de hidroxilas (OH) ®% ™. A peroxidacdo lipidica
também induz o aumento da permeabilidade da membranacelular ao Ca**, que causa redugio
de seu armazenamento intracelular ¢7).

A OTA também induz a apoptose celular, embora os mecanismos nao estdo totalmente
claros, possivelmente ocorre devido a desregulacdo de vias de transducdo de sinais celulares,
estresse oxidativo, aumento de mediadores inflamatorios, como fator denecrose tumoral-o
(TNF-0) e interleucina-6 (IL-6) e lesdes no DNA 23637,
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