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Abstract

Ochratoxina A (OTA) is a mycotoxin with carcinogenic, nephrotoxic, teratogenic and immunotoxic pro-
perties. It is produced by several fungi from Penicillium and Aspergillus species and occurs naturally in a
variety of vegetal products such as cereals, barley, coffee beans, cocoa and dried fruits all over the world.
It has been detected also in products derived from cereals and others such as spices, wine, beer, grape
Juice and in products of animal origin, as pig kidney.

It’s wide distribution in environment induces a probable and inevitable human exposition.
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INTRODUCAO

Na natureza sio varios os fungos capazes de produzir micotoxinas patogénicas para 0 Homem e/ou animais.
Por definigdo, as micotoxinas sdo metabolitos secundarios dos fungos, de baixa massa molecular, e que
exercem efeitos nocivos sobre os animais e/ou seres humanos, nomeadamente reacgoes hepatotoxicas, ne-
frotoxicas, mutagénicas e carcinogénicast: 2. A gravidade dos seus efeitos depende, entre outros factores,
da sua toxicidade, do grau e do tempo de exposicio, da idade e do estado nutricional do individuo.

Além da problemdtica ao nivel da seguranca alimentar, as micotoxinas representam frequentemente tam-
bém graves consequeéncias a nivel socio-econdmico, sendo responsaveis por elevadissimas perdas econé-
micas, nomeadamente na producio de cereais, no seu processamento, na redugio do valor nutricional dos
alimentos e ainda nas consequentes perdas devidas a patologias/mortes de animais alimentados com ragoes
contaminadas. Entre as muitas micotoxinas conhecidas, a OTA ¢ especialmente importante neste 4mbito.
A OTA € um composto cristalino incolor cujo nome quimico € (R)-N-[(5-cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-me-
til-1-oxo-1H-2-benzopiran-7-il) carbonil] — L-fenilalanina e cuja formula quimica se representa na figura 1.
Trata-se de uma dihidro-isocumarina unida a um grupo L-fenilalanina por uma ligacdo peptidica.
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Figura 1 - Estrutura quimica da Ocratoxina A
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Foi pela primeira vez descrita em 1965 como metabolito do Aspergillus ochraceus®. Posteriormente,
foi detectada como metabolito de diferentes espécies do género Aspergillus, caso do A. alliaceus, A.
auricomus, A. carbonarius, A. citricus, A. ostianus, A. sulpbureus, A. fonsecaeus, A. petrakii, A. glaucus,
A. melleus e A. niger.

Embora os primeiros relatos impliquem também diversas espécies do género Penicillium como produtores
de OTA, sabe-se actualmente que uma Unica espécie, o Penicillium verrucosum, ¢ responsivel pela
produgio da referida micotoxina®.

Os fungos produtores de OTA produzem esta micotoxina em condicbes ambientais distintas (tabela 1).
Em ambientes com temperaturas mais baixas a OTA € essencialmente produzida por fungos do género
Penicillium, enquanto que em 4dreas mais quentes (tropicais e sub tropicais) ¢ produzida por fungos do
género Aspergillus®.

Tabela 1 - Principais caracteristicas dos produtores de OTA

Género Aspergillus Género Penicillium

Crescimento a temperaturas mais altas:

A ochraceus 8-37°C (Max 31°C); a  at€ 0,77 Crescimento a temp. <30°C (Max. a 20°C)

A carbonarius 32-35°C; a 0,82 a_at¢ 0,8; pH entre 6,0-7,0

A niger 8-47°C (Max. 37°C); a_ até 0,72 Contaminante de cereais armazenados e carne
Contaminante de café, uvas passas Norte e centro da Europa e Canadd

Regides mais quentes e dos tropicos

Abiossintese da OTA, apesar de nio estar ainda completamente esclarecida, parece resultar do envolvimento
de vdrias vias biossintéticas.

O grupo isocumarinico da micotoxina parece ter origem através da via metabolica dos acetatos, sendo o
resultado da condensacao de 5 grupos acetato e da adi¢ao de um grupo carbono em C.. Posteriormente
¢ introduzido um atomo de cloro no anel aromatico. A adi¢io de um dtomo de carbono e a sua oxidacio
origina um grupo carboxilico. O segundo precursor (fenilalanina) € sintetizado pela via Shikimato. A ligacio
dos precursores gera um etil-éster, ocorrendo depois uma desterificacio para originar a OTA®),

O tracto gastrointestinal € a principal via de contaminacio com OTA sendo a micotoxina absorvida
lentamente a0 longo do percurso. Na maioria das espécies hd uma primeira e rapida absor¢io no estomago,
devido as suas caracteristicas 4cidas, seguindo-se uma absorcio lenta, a nivel intestinal ©).

Uma das propriedades toxicocinéticas mais significativas da OTA ¢ a sua alta afinidade para ligar-se a proteinas
plasmdticas. Esta ligacdo sera determinante para a persisténcia da micotoxina no sangue e, portanto, para
a sua toxicidade. A fraccdo ligada a macromoléculas constitui um reservatorio da micotoxina que permite
liberta-la para os tecidos durante um longo periodo de tempo. Também a alta afinidade para as proteinas
séricas retarda a eliminacio da micotoxina pelo organismo, aumentando o seu tempo de semi-vida©. De
acordo com alguns estudos s6 uma pequena percentagem de OTA € que permanece livre na corrente
sanguinea(.
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A OTA constitui um risco acrescido para os humanos uma vez que o tempo de semi-vida desta toxina ¢ de
35 dias, superior ao verificado para outras espécies, tais como o ratinho (cerca de 40h), o rato (55-120h), o
porco (72-120h) e o macaco (510h)®).

A excre¢do biliar e a filtragio glomerular parecem ser a principal via de eliminacdo da OTA, embora a
excrecdo da micotoxina pelo leite tenha ja sido demonstrada em ratos, coelhos € humanos. Em ruminantes, a
transferéncia para o leite parece ser muito baixa, em parte devido a sua metabolizagio prévia pela microflora
dos referidos animais. Por exemplo, estd descrita a presenca de vestigios de a-ocratoxina (metabolito da
OTA) no leite de vacas que ingeriram racdes contaminadas. A deteccao ocorreu apenas quando a dose
ingerida pelos animais excedeu 1,66 mg de OTA/kg de peso corporal®.

A hidrélise da OTA ocorre maioritariamente a nivel intestinal, por accdo enzimdtica da microflora
local. A carboxipeptidase A e a quimotripsina demonstraram ser capazes de degradar a OTA a o-
ocratoxina e fenilalanina. Contudo as enzimas envolvidas nesta reacgio ainda nao foram completamente
identificadas?).

No caso dos ruminantes, a OTA ¢ rapidamente hidrolisada a a-ocratoxina pela populacio microbiana do
ramen. Por este motivo, os niveis séricos de OTA nestes animais sio muito mais baixos que os encontrados
noutros mamiferos©. Os ruminantes tém capacidade para degradar a OTA presente em racoes, em
concentragoes superiores a 12mg/kg de racdo. Este valor excede, em muito, os teores de micotoxina
encontrados nos géneros alimenticios, sendo por isso considerado que 0s ruminantes constituem um meio
de redugio dos teores de OTA na cadeia alimentar(D.

TOXICIDADE DA OTA

A OTA tem accdo tdxica comprovada sobre o sistema renal. A sua nefrotoxicidade manifesta-se de diversos
modos, desde a alteracio do volume dos rins dos animais, alteracdo da osmolaridade da urina, aumento do
volume de urina, alteracoes na fungio renal, diminuicio da “clearance”, necrose do tubulo proximal, dimi-
nuicdo da actividade enzimdtica do rim e desenvolvimento de adenomas e tumores renais®.

Além da nefrotoxicidade evidente, a OTA apresenta também propriedades carcinogénicas, imunotdxicas e
teratogénicas em diversas espécies estudadas.

A carcinogenicidade em ratos foi observada com doses relativamente baixas (70ug/kg de peso corporal). A
teratogenicidade verificou-se principalmente a nivel do sistema nervoso central, mas com concentragdes
muito superiores as normalmente presentes nos alimentos (1mg/kg)®©.

Podem ser observados efeitos imunotdxicos com concentragdes relativamente baixas de OTA, na ordem
dos ng/ml. A micotoxina tem actividade imunossupressora em varias espécies. Concentragdes na ordem dos
5ng de OTA/kg peso corporal originam imunossupressao no ratinho. s vitro a OTA parece inibir a resposta
e proliferagio dos linfocitos B e T e afectar a activacao dos linfocitos T(),

No Homem, a OTA estd associada a Nefropatia Endémica dos Balcis (BEN). A BEN ¢ uma doenga cronica
que se manisfesta na populacio das zonas rurais da antiga Jugosldvia, Roménia e Bulgdriad®, Caracteriza-se
pelo desenvolvimento de lesdes a nivel do cortex renal, degeneragio tubular, fibrose intersticial e hialiniza-
¢do do glomérulo. Numa etapa mais avancada da doenca, o tamanho e o peso dos rins diminuem e observa-
se uma fibrose cortical que evolui para um tumor maligno a nivel da uretra(.12),

A origem e causa da doenga ainda ndo foram totalmente esclarecidas, mas a semelhanga entre a Nefropatia
Porcina provocada pela OTA e a BEN vem sustentar a hipdtese da OTA ser o seu agente causal. A apoiar esta
teoria estdo também os niveis elevados de OTA encontrados em alimentos, plasma e urina de populacdes
de zonas endémicas( 13),

O mecanismo de ac¢ao envolvido na toxicidade da OTA ainda ndo estd completamente esclarecido. Um dos
principais mecanismos parece estar relacionado com a inibigio da sintese de proteinas. O grupo fenilalanina
da OTA compete ao nivel da tradu¢do com o aminodcido fenilalanina para o t-ARN correspondente, inibindo
a fenilalanina transferase e consequentemente a sintese proteica®® 14,

A OTA parece ser capaz de induzir mecanismos de stresse oxidativo, com a formagio de radicais livres e
de espécies reactivas de oxigénio, responsaveis pela citotoxicidade®. A peroxidacao dos 4cidos gordos
polinsaturados membranares leva a alteracio da permeabilidade i6nica da membrana. Este mecanismo in-
terfere também com as membranas mitocondriais, sendo o suposto responsavel pelos efeitos observados
nas mitocondrias(10),
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Estudos recentes demonstram haver uma actividade mutagénica através da accio de algum metabolito da
OTA ou pela formacio de radicais livres. A exposicdo a micotoxina parece induzir a lesio e reparacao do
ADN e aberragoes cromossomais em células de mamiferos, quer in vitro quer in vivo. Foi também observa-
da a formagio de aductos e troca de cromatideas-irmas em células do tracto urindrio em algumas espécies,
assim como a formagao de microntcleos.

EXPOSICAO HUMANA A OCRATOXINA A

Foi detectada OTA em diversos géneros alimenticios, um pouco por todo mundo. Devido a sua elevada
persisténcia na cadeia alimentar, a exposi¢io humana a esta micotoxina torna-se inevitavel, tendo sido ja
comprovada a sua presenca em sangue ¢ leite humano® 19, Um estudo realizado em treze paises de Unido
Europeia (Itdlia, Dinamarca, Finlindia, Franca, Alemanha, Grécia, Irlanda, Noruega, Portugal, Espanha,
Suécia, Bélgica e Reino Unido), entre Novembro de 1999 e Setembro de 2000, verificou contaminagoes
em 48% das amostras analisadas, sendo expressos na tabela 2 os tipos de alimentos com maior grau de
contaminag¢ao?,

Tabela 2 - Ocratoxina A em diferentes géneros alimenticios

Presenca de Ocratoxina A em diferentes géneros alimenticios na Unido Europeia(!”)

Cereais e produtos a base de cereais 50% Cacau 4%
Vinho 13% Frutos secas 3%
Especiarias 8% Carne 1%
Cerveja 5%

Em Portugal, os teores de OTA foram determinados em diversas matrizes, nomeadamente em uvas(® 1),
vinho®: 2D mosto??), arroz®) e coentros®). Foram igualmente, realizados estudos em tecido muscular de
galinha, porco e perd®).

A deteccdo de OTA em virios alimentos, comercializados no nosso pais, permite concluir que a exposi¢io
humana a OTA em Portugal também é uma realidade, tendo ja sido detectada OTA em soro humano®),
Com base em ensaios de toxicidade, o Comité Cientifico para a Alimenta¢io Humana considerou prudente
reduzir o mais possivel a exposicio a OTA, de forma a garantir que as exposi¢oes se situem perto do limite
inferior da gama de doses didrias admissiveis (1,2-14ng/kg de peso corporal/dia), por exemplo abaixo dos
Sng/kg de peso corporal/dia@?.

A provével exposicio humana a esta micotoxina levou a adopcio de teores mdximos em determinados
géneros alimenticios, por vdrios paises da Unido Europeia. A fim de harmonizar a legislacio entre todos 0s
estados membros foram estabelecidos limites para uma série de produtos (tabela 3).
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Tabela 3 - Teores maximos estabelecidos pela Unido Europeia para diferentes géneros
alimenticios®?

Teores maximos

Produtos

(ng/ke)
Cereais em grao nao transformados (incluindo arroz e trigo mourisco nao laborados) 5,0
Derivados de cereais, incluindo os produtos a base de cereais e grdos de cereais destinados a consumo 30
humano directo ’
Passas de uva (uvas Corinto e sultanas) 10,0
Café torrado, moido e em grdo, com excepcio do café soltuvel 5,0
Café soluvel 10,0
Vinho (tinto, branco e rose)® e vinho e/ou bebidas a base de mosto de uvas® 2,00
Sumo de uva e ingredientes de sumo de uva noutras bebidas, incluindo néctar de uva e concentrado de 206
uva reconstituido® .
Mosto de uva e concentrado de mosto destinado ao consumo directo humano® 2,00
Alimentos a base de cereais ¢ alimentos para bebés destinados a lactentes e criancas jovens® 0,5
Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especificos, especialmente destinados a bebés® 0,5

@ Vinhos, incluindo vinhos espumantes mas excluindo vinhos licorosos e vinhos com teor alcoométrico nio inferior a 15 % vol.,
de acordo com o Regulamento (CE) n.o 1493/1999 do Conselho (JO L 179 de 14.7.1999, p. 1) e vinhos de frutos.

@ Vinhos aromatizados, bebidas 4 base de vinhos aromatizados e cocktails aromatizados de produtos de vinho, de acordo com
0 Regulamento (CEE) n.0 1601/91 do Conselho (JO L 149 de 14.6.1991, p. 1). O teor maximo de OTA aplicdvel a estas bebidas
depende da proporgio de vinho e/ou mosto de uva presente no produto acabado.

() 0s sumos de fruta, incluindo os sumos de fruta fabricados a partir de concentrados, os sumos de fruta concentrados e os
néctares de fruta encontram-se definidos nos anexos I e IT da Directiva 2001/112/CE do Conselho, de 20 de Dezembro de 2001,
relativa aos sumos de frutos e a determinados produtos similares destinados a alimenta¢io humana (JO L 10 de 12.1.2002, p.
58) e produtos derivados da uva.

@ Alimentos para bebés e alimentos 4 base de cereais destinados a lactentes e criancas jovens, definidos no artigo 1.° da Directiva
96/5/CE, Euratom da Comissao, de 16 de Fevereiro de 1996, relativa aos alimentos a base de cereais e aos alimentos para bebés
destinados a lactentes e criancas jovens (JO L 49 de 28.2.1996, p. 17), com a tGltima redaccio que lhe foi dada pela Directiva
2003/13/CE (JO L 41 de 14.2.2003, p. 33). O teor maximo relativo a alimentos para bebés e alimentos a base de cereais destina-
dos a lactentes e criangas jovens refere-se a matéria seca, que é determinada de acordo com o disposto na Directiva 2002/26/CE
da Comissao.

©) Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especificos, tal como se encontram definidos no n.o 2 do artigo 1.° da Direc-
tiva 1999/21/CE da Comissdo, de 25 de Margo de 1999, relativa aos alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especificos
(JOL91 de 7.4.1999, p. 29). O teor maximo relativo a alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especificos especifica-
mente destinados a bebés refere-se:

—no caso do leite e dos produtos ldcteos, aos produtos prontos a usar (comercializados como tal ou reconstituidos segundo as
instrucoes do fabricante), que é determinada de acordo com o disposto na Directiva 2002/26/CE da Comissio.»

(6) O teor mdximo aplica-se a0s produtos provenientes das colheitas a partir de 2005.

ORIGEM DA CONTAMINAQAO DOS ALIMENTOS

A contaminagdo dos géneros alimentares por OTA depende do tipo de alimento e pode ocorrer em dife-
rentes fases da sua producio. O crescimento fungico e subsequente producio de OTA depende de vérios
factores, os quais incluem a temperatura, o grau de humidade durante a colheita, a secagem e o armazena-
mento dos produtos.

No caso dos cereais, a contaminagao parece ocorrer essencialmente durante a fase de armazenamento,
especialmente se em condigoes de humidade favoravess.

No café, a principal contaminagio parece ocorrer durante a fase de colheita e secagem dos graos, principal-
mente se ocorre no solo. O contacto prolongado com o solo favorece a colonizacio fungica e a produgio
de toxinas, consoante as condicoes climatéricas®@®).

Na contaminagio das uvas e do vinho verifica-se que, 2 medida que o processo de maturagio avanga, a
incidéncia de fungos ocratoxigénicos nas uvas aumenta. No bago verde, por norma, nio hd deteccio de
fungos, sendo a maioria das espécies produtoras de OTA encontradas apenas na época da vindima. A tem-
peratura, a chuva e a humidade relativa so factores que influenciam a produgio de ocratoxina A em uvas.
O risco de contaminagio ¢ superior em cachos mais fechados ou danificados, com mais fissuras na pelicula
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dos bagos@).

A contaminacdo da cerveja por OTA resulta da utilizacio de malte e cereais jd contaminados por OTA. A sua
produgdo ocorre durante o armazenamento das matérias-primas©?),

A ocorréncia de OTA em carnes tem essencialmente origem na ingestio de racdes contaminadas. A OTA,
apds absorcao, é distribuida através do sangue até ao musculo e ao rim@), Uma vez que a OTA é um conta-
minante frequente de produtos agricolas, nomeadamente os cereais, ¢ facilmente transmitida aos animais
e a0s humanos.

O tipo de processamento e tratamento dos produtos podem ser responsaveis pela diminuicdo da contami-
nacdo inicial por OTA. E o caso dos cereais; 0s processos fisicos de lavagem e moagem dos grios nio sio
suficientes para eliminar os teores de OTA em grios contaminados, uma vez que grande parte permanece
nas partes internas do grio (fibra e gluten). Contudo, na producdo de farinha, algumas partes do grio
de trigo sio removidas, reduzindo provavelmente as concentragoes de OTA na farinha e em produtos
derivados®D.

A torrefaccio do café parece reduzir os teores de OTA nos graos, provavelmente devido as reaccoes quimi-
cas que ocorrem durante este processo.

Durante o fabrico da cerveja verifica-se que os teores de OTA vio diminuindo, provavelmente devido a hi-
drolise proteolitica da ligaco peptidica durante a maltagem. Foi demonstrado que cerca de 70% dos teores
de OTA sio eliminados durante todo o processo de producio da cerveja®?).

O tipo de processamento dos vinhos tintos parece explicar os teores mais elevados de OTA destes vinhos.
Na vinificagdo dos vinhos brancos, as uvas sdo esmagadas e o mosto assim obtido ¢ fermentado sem a
presenca das peliculas. Pelo contrario, na fermentacio dos vinhos tintos, 0 mosto e as peliculas fermentam
em conjunto, para permitir a extraccio de compostos corados e aromas. Este processo parece maximizar
a passagem de alguma micotoxina das peliculas para 0 mosto, contribuindo para os teores de ocratoxina A
detectados®).

CONCLUSAO

A ocratoxina A pode ocorrer numa enorme variedade de géneros alimentares (cereais, frutos secos, café,
cerveja, vinho...). Devido a0 seu elevado tempo de semi-vida no leite, no sangue, no figado e nos rins de
animais, apresenta uma elevada persisténcia na cadeia alimentar. Com toxicidade comprovada ¢ aconselhi-
vel a reducdo da ingestdo alimentar desta micotoxina.

A Unido Europeia ja estabeleceu regulamentacio especifica para a ocratoxina A nos cereais e seus deriva-
dos, café, vinho, uvas passas e produtos de alimentagio infantil. Contudo, existem muitos outros géneros
alimenticios passiveis de contaminagdo, os quais devem ser controlados de modo a evitar o seu consumo
por humanos e animais.

Por este motivo ¢ necessrio adoptar medidas que previnam a contaminacdo e desenvolver programas de
controlo, revendo os pontos criticos onde pode ocorrer o crescimento fingico e a produgio de OTA, com
o intuito de minimizar, o mais possivel, a exposicio humana a OTA.
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