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Ocratoxina A - implicatii in patologia umana si animala
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Ochratoxin A - involvement in human and animal pathology

Abstract

The mycotoxin ochratoxin A (OTA) has been linked to the genesis of several disease states in both animals and
humans. It has been described as nephrotoxic, carcinogenic, teratogenic, imunotoxic, and hepatotoxic in laboratory and
domestic animals, as well as being thought to be the probable causal agent in the development of nephropathies (Balkan
Endemic Nephropathy, BEN and Chronic Interstitial Nephropathy, CIN) and urothelial tumours in humans. Ochratoxin
has been suggested to mediate its toxic effects via induction of apoptosis, disruption of mithocondrial respiration and/or
the cytoskeleton, or, indeed, via the generation of DNA adducts. Thus, it is still unclear if the predominant mechanism
is of a genotoxic or an epigenetic nature.

Ochratoxins have been overshadowed by better known mycotoxins, as data regarding their existence and toxicity are
less relevant than for the other mycotoxins (ergot alkaloids, aflatoxins). However, in January 2006, the owner of a
major Italian grain mill was arrested and charged with importing Canadian wheat contaminated with ochratoxin A. Key
questions in the ochratoxin story are still not completely answered, especially in the areas of biosynthesis,
contamination of crops, toxicity and epidemiology regarding this mycotoxin. The intention of this review is to collate
and discuss the currently available data on OTA-mediated toxicity with particular accent on their relevance for the in
vivo situation and also to focus upon the importance of data regarding the contamination of foods.
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Rezumat

Ocratoxina A (OTA) este responsabild de aparitia a numeroase stéri patologice atdt la om cat si la animale. Cercetérile
efectuate pe animale de laborator au demonstrat cd OTA este 0 micotoxina nefrotoxica, hepatotoxicad, imunosupresiva,
carcinogena si teratogena. La om, OTA este considerata un posibil agent cauzal pentru doud boli cronice, nefropatia
endemica balcanica (NEB) si nefropatia cronica interstitiald (in Africa de Nord) si pentru tumori renale la om.
Mecanismele prin care ocratoxina A isi exercitd efectele toxice se presupun a se realiza prin inducerea apoptozei,
intreruperea respiratiei mitocondriale sau prin generarea de aducti ai AND-ului. Prin urmare, natura mecanismului ce
mediaza toxicitatea ocratoxinei A nu este complet elucidat. Datele referitoare la existenta si toxicitatea ocratoxinelor
sunt mai putin relevante decat pentru ale altor micotoxine (alcaloizi din ergot, aflatoxine). Totusi, In 2006 este semnalat
un episod in care populatia italiand a fost supusd expunerii la ocratoxine prin consumul de produse de panificatie
obtinute din faind contaminata. intrebarile cheie legate de problematica ocratoxinei A au rimas pani in prezent fard
raspuns, in special intrebarile cu privire la biosinteza acestei micotoxne, contaminarea cerealelor si a altor produse
alimentare, date toxicologice si epidemiologice privind ocratoxina A. Prezenta lucrare isi propune abordarea unitara si
sistematica a problematicii ocratoxinei A, cu referire la toxicitatea micotoxinei $i mecanismele prin care aceasta isi
exercitd toxicitatea, punand accent totodatd pe riscurile pentru sanatate consecutive consumului de alimente
contaminate cu ocratoxind A.

Cuvinte cheie: Aspergillus, micotoxind, ocratoxina, nefropatia endemica balcanica
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Conform definitiei recente (1), micotoxinele
sunt ,,metaboliti ai fungilor care, dupa ingestie
inhalare sau absorbtie prin piele, altereaza
capacitatea de reactie a organismului si provoacd
imbolnaviri sau chiar moartea la om, la animale,
inclusiv la pasari‘.

Cunostintele despre fungi si efectele nocive
ale acestora asupra organismului dateazd din
antichitate. Prima descriere a ceea ce astizi este
cunoscut sub numele de ergotism (micotoxicoza
provocatd de alcaloizii elaborati de Claviceps
purpurea) a fost facuta de Plinius, in sec.VII i.e.n.
La Tnceputul sec. XX, mucegaiurile erau incriminate
numai pentru modificarea proprietatilor senzoriale
ale alimentelor.

Episodul britanic al ’bolii X* a curcilor (in
1960 au murit In Marea Britanie peste 100.000 de
animale de curte hranite cu srot de arahide) a
reprezentat ~ momentul  abordarii  stiintifice
sistematice a micotoxinelor si micotoxicozelor. Ca
urmare, pana in prezent au fost descrise, analizate si
chiar sintetizate cateva sute de micotoxine (2).

Astazi, se considera cd micotoxinele
trebuie sa fi fost o adevarata calamitate pentru
omenire; s-a emis ipoteza cd depopularea
importanta a Europei occidentale in secolul al XIII-
lea s-a datorat inlocuirii secarei cu graul in
alimentatie, acesta constituind o sursd importanta de
micotoxine produse de Fusarium (3). Apoi,
concentrarea acestor toxine 1n cerealele pastrate
peste iarna au fost la originea numeroaselor decese
care au avut loc in Siberia in timpul celui de al II-
lea razboi mondial.

Micotoxinele sunt prezente in numeroase
produse care stau la baza alimentatiei omului si
animalelor (4). Contactul cu micotoxinele (ingestie,
inhalare, absorbtie cutanatd) poate provoca
intoxicatii acute sau cronice care se manifestd la
nivelul  aparatelor  digestiv, cardiovascular,
respirator, excretor etc. In ultimii ani a fost
confirmatd  actiunea carcinogend, mutagena,
teratogend s§i imunosupresoare a unora dintre
micotoxine. Capacitatea majoritatii micotoxinelor
de a modifica reactiile imunitare i, prin aceasta de
a reduce rezistenta la infectii este consideratd
efectul nociv cel mai important, mai ales 1n térile in
curs de dezvoltare.

Micotoxinele retin atentia in intreaga lume
si prin prisma pierderilor economice legate, in
primul rand, de efectele asupra sidnatitii umane,
asupra productivitatii animale si asupra comertului
national si international. In tarile aflate in curs de
dezvoltare, unde produsele alimentare (porumb,
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arahide) sunt mai susceptibile de a fi contaminate,
este probabil ca morbiditatea crescutd si decesele
premature sa fie asociate cu prezenta micotoxinelor
in alimente.

In cadrul acestui proces complex (infectie
fungica, toxinogeneza, consum de alimente
contaminate, alterarea sdndtdtii) existd posibilitati
de a se interveni, in diferite etape, in scopul
reducerii riscurilor pentru consumatori, deci
asigurarea securitatii alimentare a populatiei.

Natura patologiei provocate de ingestia de
micotoxine poate fi foarte diversd, in functie de
toxina prezentd: cancerogenitate, genotoxicitate
(atingere cromozomicd, care poate conduce la
malformatii la fat si modificarea metabolismului la
adulti), scaderea apetitului, scaderea imunitatii,
alterarea metabolismului hepatic, renal si al
sistemului nervos, tulburari de reproducere, necroza
la. nivelul epidermei §i a  mucoaselor,
hematotoxicitate  (modificarea  numarului i
functiilor celulelor sanguine). Studierea fiecarei
micotoxine din punctul de vedere al actiunii asupra
organismului uman sau animal presupune
cunoasterea detaliatd a administrarii, absorbtiei,
transformarilor in organism, farmacocineticii,
interactiunilor moleculare, distributiei, excretiei
toxinelor si a metabolitilor acestora (5).

Miller (3) considera ca ,importante®
micotoxinele cu efectele cele mai sensibile asupra
sanatatii umane: aflatoxine (AF), toxine T-2 (T2),
deoxinivalenol sau nivalenol (DON), zearalenona
(ZEN), fumonizina B1 (FB1), ocratoxina A (OTA).

Ocratoxinele sunt micotoxine intens
studiate in ultimii ani datoritd toxicitatii deosebite
asupra organismului animal i uman; aceste toxine

sunt nefrotoxice, imunotoxice si mielotoxice,
neurotoxice §i cancerigene (grupa 2B, 1in
clasificarea ~ Centrului  International  pentru

Cercetarea Cancerului - CIRC) (6). Interesul pentru
aceste toxine este justificat de numeroasele
semnaldri (7) privind contaminarea produselor
alimentare: cereale, cafea, cacao, fructe uscate,
mirodenii etc.

Datele referitoare la existenta si toxicitatea
ocratoxinelor sunt mai putin relevante decét pentru
ale altor micotoxine (alcaloizi din ergot, aflatoxine).
Totusi, in 2006 este semnalat un episod In care
populatia italiand a fost supusd  expunerii la
ocratoxine prin consumul de produse de panificatie
obtinute din fiind contaminatd (8). Di Paolo et al.
(9) au sugerat cd decesul inexplicabil la acea
vreme, prin nefropatii acute ale arheologilor care au
deschis mormintele egiptene s-ar putea datora
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inhaldrii ocratoxinei prezente in sporii fungici
existenti in acele spatii.

Structura chimica

Ocratoxinele A, B, C reprezintd un grup de
compusi cu structurd chimica inrudita, in molecula
carora L-fenilalanina este cuplatad printr-o legdtura
amidica cu un derivat izocumarinic (Figura nr.1).

OH (0]
COOR

CgHs— CH,~CH—NH—CO o)

CHs
Ry

Figura nr. 1. Structura chimica a ocratoxinelor

In functie de natura radicalilor substituiti se
cunosc urmatoarele tipuri de ocratoxine:

Ocratoxine R R,
Ocratoxina A H Cl
Ocratoxina B H H
Ocratoxina C C,H; H
Metil-esterul ocratoxinei A CH; Cl
Metil-esterul ocratoxinei B CH; H
Etil-esterul ocratoxinei B C,H; H

Ocratoxinele A, B, C sunt metaboliti ai unor
fungi din genurile Aspergillus si Penicillium:
Ocratoxina A (OTA) a fost izolatd pentru prima
datd din culturi de Aspergillus ochraceus (10) in
Africa de Sud. Ulterior, au fost descrise si alte
specii de Aspergillus producatoare de ocratoxina: A4.
melleus, A. sulphureus (11), A. alliaceus, A.
sclerotiorum, A. ostianus, A. petrakii (12,13,14), A.
albertensis, A. auricomus (15). Recent, in genul
Aspergillus au fost incluse alte specii producatoare
de ocratoxind: A. cretensis, A. flocculosus, A.
pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A.
westerdijkiae, si A. ochraceus sensu strictu. (16). $i
alti autori au identificat specii de Aspergillus
producatoare de ocratoxina: 4. niger. var niger (17),
A. carbonarius (18), A. lacticoffeatus si A.
sclerotioniger (19).

Speciile de A. miger sunt utilizate in
tehnologia alimentara (procese de fermentatie si
productia de enzime; ca §i in cazul altor fungi
folositi In producerea alimentelor este necesarda
aprecierea exactd a a capacitdtii speciilor de A.
niger de a produce ocratoxina in alimentele in care
fungul este insamantat (20).
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Factori care influenteaza ocratoxino-
geneza

Elaborarea de OTA de catre fungi depinde
de o serie de factori de mediu: temperaturd,
umiditate, substrat, grad de aeratie, bicenoza
substratului, activitatea apei etc (21).

Temperatura §i umiditatea

Ocratoxina A este produsd de specii de
Aspergillus si Penicillium; temperatura optima de
producere a ocratoxinei de citre 4. ocraceus este 28
°C; la temperaturi de 15 sau 37 °C, productia este
puternic inhibatd (22). Penicillium viridicatum
creste la o gama de temperaturi care varioaza de la 4
la 30 °C, la o umiditate relativd de 18,5 % daca se
foloseste ca substrat nutritiv graul si de 21,6 % daca
fungul se cultiva pe porumb. Deci, 1n regiunile cu
tempereaturi mai scazute, ocratoxina este produsa
de Penicillium, iar in cele calde, mai ales de
Aspergillus (15, 23). Ocratoxina se formeaza
preferential pe alimente acide (24).

Sinteza toxinei poate avea loc si la
temperaturi mai mici, daca acestea nu inhiba
dezvoltarea miceliului fungic. Ocratoxina A s-a
obtinut §i prin incubarea tulpinilor toxigene de A.
ochraceus la 4°C. Deci temperatura scazutd nu
blocheaza procesul de sintezd a toxinei dacad alti
factori (umiditatea) nu actioneaza inhibant sau
limitant (2).

Biocenoza substratului

Biocenoza substratului conditioneaza In mare
masurd productia de ochratoxina, deoarece intre
elementele unui ecosistem pot exista relatii de
antagonism sau de simbioza. Astfel, 4. ochraceus
nu se poate dezvolta pe cerealele care au fost
infestate deja cu 4. glaucus (2).

Activitatea apei

Mitchell si colab. (25) au studiat, in vitro,
efectele activitatii apei §1 a temperaturii asupra
producerii de OTA la doua specii de A. carbonarius
izolate din grapefruit alb, provenit din tiri europene
si din Israel. Valoarea optimd a activitatii apei
necesara cresterii a variat intre 0,93-0,987 in functie
de specia fungica la o temperaturda de 25 - 30°C.
Cantitatea de OTA produsa variaza cu specia fungica.
Unele specii fungice au produs ochratoxina A la 15-20
9C la valoare a activititii apei de 0,95-0,98.

Conditii optime de dezvoltare a fungilor si
de elaborare ale micotoxinelor sunt create de
diferite produse alimentare. Astfel, 4. ochraceus
este prezent in diverse produse alimentare de
origine vegetalda (fasole uscata, soia, mirodenii,
arahide, alune) in cereale (orez, ovdz, porumb);
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ocratoxina este prezentd si in produse de origine
animald: branzeturi, conseve, peste, carne
deshidratata. Penicillium verrucosum se dezvolta lent
la o activitate a apei scazuta (aw < 0,80) si temperaturi
de 0 — 31°C; aceste conditii corespund cu cele pe care
cerealele le asigurd in Europa centrald si de Nord si
Canada pentru dezvoltarea fungilor si producerea
ocratoxinei.

A. carbonarius este principala sursd de
ocratoxind n viile din Franta, Spania si Italia (26)
A. niger contribuie, Tn masurd mai redusd la
producerea OTA. Speciile de Penicillium care se
dezvoltd pe struguri in timpul maturarii nu
influenteazd productia de ocratoxini. In Europa,
cantitati importante de ocratoxina se formeaza in
timpul depozitérii produselor agricole, in conditii de
umiditate (18 — 24%) favorabile dezvoltarii fungilor
micotoxinogeni (27,28, 29). In cafea, OTA se
formeaza, mai ales 1n timpul depozitarii boabelor.
Reducerea producerii OTA poate fi realizatd prin
uscarea rapida a produselor agricole dupa recoltare
(16, 19, 30, 31)

Biosinteza ocratoxinei

Descifrarea mecanismului  de  biosintezd a
ocratoxinei a fost posibil prin utilizarea
precursorilor cu '*C-marcat in culturi de 4.
ochraceus si A steynii (16) Structura

izocumarinicd se formeaza din unitati acetat pe
calea pentaketidei, urmata de carboxilare si apoi de
clorinare prin cloroperoxidare pana la ocratoxina o
(32). Etapa finala de legare a gruparii carboxil de
fenilalanina este catalizata de ocratoxin-sintetaza. In
conditiile unor concentratii scdzute de clor se poate
forma ocratoxina B (OTB) direct sau prin
declorinarea OTA (32). Inhibarea biosintezei OTA
de diferiti compusi de sintezd sau naturali a fost
studiatd ca posibilitate de reducere a contaminarii
produselor alimentare. Astfel, alcaloizii din Piper
longum, inhiba productia de OTA in vitro (33).
Efectele inhibitoare depind de specia de fungi
producatoare de ocratoxind; astfel, piperina scade
semnificativ productia de ocratoxind A si ocratoxind
B in izolate de A. sclerotiorum si A. alliaceus, dar
nu si in cele de 4. steynii. La fel, piperina inhiba
producerea de ocratoxind A, dar o creste pe cea de
ocratoxind B in izolate din culturi de 4. alliaceus.
Aceste  diferente  sugereazd cd  biosinteza
ocratoxinelor nu se produce identic de catre toti
fungii.

Gena poliketid-sintaza implicata in biosinteza
OTA in culturi de A. ochraceus a fost clonata de O,
Callaghan (34). Poliketid sintaza a fost exprimatd
numai pe medii pe care s-a produs OTA; mutantii
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cu insertii Tn aceastd gena n-au produs ocratoxina.
Prin analogie cu genele poliketide producatoare de
aflatoxine care sunt asociate in cluster (35), si cele
pentru OTA pot fi la fel. Referitor la rolul
micotoxinei pentru fungul care a elaborat-o ca
metabolit secundar, acesta rdamane necunoscut $i
pentru ocratoxind ca si pentru multi alti fungi (36)
chiar daca s-a demonstrat cd toxinele sunt cauza
mortalittii §i scdderii in greutate a larvelor
insectelor la concentratii de 2,5 — 25 ppm.

Toxicocinetica ocratoxinei

Absorbtie, transport si distributie

Dupa ingestie, ocratoxina este partial
absorbita prin difuzie pasiva, in forma neionizata, la
nivelul peretilor stomacului (37). Locul principal de
absorbtie este situat la nivelul intestinului si anume,
a jejunului proximal.(38) Procentul de absorbtie a
OTA la nivelul intestinului este diferit in functie de
specia animald astfel: 66% la porcine, 56% la
sobolan, 56% la iepure si 40% la pui (37). OTA
absorbita este apoi distribuitd la nivelul diferitelor
organe urmdrind circuitul enterohepatic. Studii
recente au aratat ca absorbtia se poate realiza si cu
ajutorul transportorilor; OTA este absorbitd de
celule intestinale umane Caco-2, probabil prin
difuziune pasiva. Aceastd absorbtie este limitatd de
pompa de eflux activ localizatad pe fata apicald a
celulelor. Aceastda pompa este un transportor
multispecific de anioni organici numitd proteina
MRP2 (39, 40).

La nivelul celulelor tubulare proximale a
rinichiului (celule OK) schimburile la nivelul
membranei apicale sunt diferite de cele care se
produc in zona bazolaterala (41). La nivelul
peretelui luminal al celulelor tubulare transportul
activ al OTA are loc prin intermediul a trei tipuri de
transportori: transportori de fenilalanina,
transportori de ioni de hidrogen/dipeptide si
transportori de anioni organici (42, 43). Studiile
experimentale au demonstrat ca, la nivel bazolateral
numai transportorii de anioni organici pot duce
OTA 1in celulele renale (44). Transportorii de acizi
gragi situati in membrana peri-tubulard ar putea juca
un rol important 1n acumularea ocratoxinei la
nivelul tubilor proximali renali.

Una din proprietatile importante ale OTA
este afinitatea pentru proteinele plasmatice pe care
se fixeaza in proportie de 90%. OTA se fixeaza pe
albumina serica si pe o macromolecula serica
neindentificatd cu greutatea moleculard de 20 kDa.

Mecanismul prin care OTA se leaga de
proteinele plasmatice nu este complet elucidat.
Ilichev si colab. (45, 46) au demonstrat ca
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ochratoxina A sub forma de di-anion se leaga de
albumina sericd prin intermediul a doua situri de
legare. Legaturile formate pot fi deplasate de diferiti
liganzi anionici ca fenilalanina, aspartamul si
antiinflamatoarele nesteroidiene (46). Deplasarea
OTA determind intarzdierea transportului acesteia
catre diferitele organe si cresterea timpului de
injumatatire seric, contribuind astfel la dezvoltarea
efectelor toxice cronice ale acestei micotoxine (47,
48). Distributia tisulara a OTA la porcine, pui,
ovine scade in ordinea: rinichi >ficat si muschi >
tesut adipos (49, 50).

Metabolizarea ocratoxinei

Datele din literaturd privind metabolizarea
ocratoxinelor sunt numeroase si conduc la
concluzii, uneori controversate.

Ocratoxina este hidrolizata in vitro, de catre
o chimotripsind si carboxi-peptidaze in ocratoxind
o. Studii experimentale in vitro, prin incubarea
OTA 1in prezenta microzomilor hepatici de la
diferite animale si de la om au pus in evidentd
diferiti produsi de metabolizare a ocratoxinei: 4R-
hidroxi-ocratoxina A, 4S-hidroxi-ocratoxina XX,
10-hidroxi-ocratoxina (compusi de detoxifiere
partiald). Unii autori (51) au sugerat formarea unor
compusi de conjugare OTA-acil hexoze si OTA-acil
pentoze in hepatocitul primar uman.

Aceste transformari sunt dependente de
sistemul microzomal de mono-oxigenaze al
citocromului P450 (52). In paralel, alte studii
sugereazd cd OTA este putin metabolizatd de
citocromul P450 (53) si ca toxicitatea depinde mai
mult de un stress oxidativ decat de metabolizarea
sa. Metabolismul OTA ar putea fi explicat ca unul
de tip oxidativ, cu formarea unor aducti - ADN
implicati 1n actiunea genotoxica demonstrata pentru
aceasta micotoxina.

Metabolizarea ochratoxinei A in vivo este
considerata specificd pentru diferite specii de
animale. La rumegitoare, principalele toxine
ingerate sunt modificate la nivelul tubului digestiv,
inainte de a fi excretate pe cale biliara. Aceste
procese limiteazd absorbtia in tubul digestiv si, in
acelasi timp, favorizeaza eliminarea toxinelor sau a
metabolitilor in urina si in lapte.

La rumegitoare OTA este metabolizatd in
rumen la fenilalanind si ochratoxind o care nu este
toxica. OTA poate fi, de asemenea, esterificatd la
ochratoxind C care prezinta o toxicitate echivalenta.
Transformarea ochratoxinei A este dependenta de
cantitatea de hrana din rumen - o cantitate mare de
hrana poate scadea metabolizarea cu pana la 20 %.
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La nivelul epiteliului intestinal, ficatului si
rinichiul, ochratoxina A este bioconvertitd de
citocromul P450 din microzomii hepatici la hidroxi-
ochratoxind A, compus cu  proprietati
imunosupresive asemanatoare cu ale ochratoxinei
A.

Eliminare

OTA este eliminata din organism la nivelul
rinichilor, prin fecale sau biliar. O parte din
micotoxina ce se gaseste in bild poate fi reabsorbita
la nivel intestinal. (54). In rinichi, OTA este filtrata
la nivelul glomerulului, apoi este secretata la nivelul
tubului contort proximal in lumenul tubular.
Procente de 30-40% sunt eliminate pe cale urinara
(55) la nivel tubular 25% din OTA, provine din
filtrarea glomerulard, iar restul din secretia activa
spre  lumenul  tubular  prin  intermediul
transportorilor de anioni organici. (56, 57).

OTA secretatd In urind este reabsorbitd in
parte la nivelul tubilor renali, ceea ce conduce la
acumularea in celulele renale si eventuala reintrare
in circuitul sanguin. Excretia biliara si filtrarea
glomerulard (urmata de o excretie si reabsorbtie la
nivelul tubului contort proximal) au un rol
important in clearance-ul total al OTA. Cantitatea
de OTA eliminatd prin fiecare dintre cdile de
eliminare depinde de doza ingerata, de distributia
tisulard, de metabolismul toxinei si de capacitatea
de legare a macromoleculelor serice (58).

Eliminarea in lapte a toxinelor si
metabolitilor acestora la unele specii animale
(rumegatoare) reprezintd o cale de excretie si, in
acelagi timp de detoxifiere a organismului animal;
mecanismele acestui proces sunt complexe: filtrare,
difuzie pasiva transmembranara sau transport activ
prin intermediul veziculelor de secretie (59).

Toxicitate

Administrarea de doze crescute si unice de
OTA poate duce la o intoxicatie acutd care se
manifestd printr-o serie de simptome ca anorexie,
poliurie, polidipsie, hemoragie digestiva,
deshidratare, care pot provoca moartea la cateva
saptamani dupa administrare (37). DLsg si timpul de
injumatatire au valori relativ scazute, prezentdnd
diferente semnificative intre specii (tabelul 1).
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Tabelul 1
DLsy si Tya OTA pentru diferite specii
. DL50 (per OS) T1/2
Specie (mg/kg corp) (per 0s)
Om - 35,5 zile
Maimuta - 21 zile
Porc 1,0-6,0 72-120 ore
Sobolan 20-30 55-120 ore
Soarece 48-58 40 ore

Mecanisme de actiune

Conform datelor incluse in monografia
elaborata de Centrul International pentru Cercetarea
Cancerului (6), ocratoxina A este o micotoxind
nefrotoxica, imunotoxica si mielotoxica, eurotoxica
si cancerigena.

Mecanismele prin care OTA fisi manifesta
actiunea toxicd sunt complexe: efecte la nivelul
transcriptiei i traductiei, efecte  asupra
metabolismelor glucidic si lipidic, asupra respiratiei
mitocondriale.

Efectele la nivelul transcriptiei si traductiei

Efectele la nivelul transcriptiei si traductiei
au fost puse in evidentd prin studii in vitro:
ocratoxina inhiba specific sinteza proteinelor prin
competitia cu fenilalanina, 1n reactii de amino-
acilare a ARN, reactii catalizate de fenilalanil-ARN
sintetaza (60).

Are loc stoparea reactiei de aminoacilare si
elongatia peptidica. Ati autori (61) au demonstrat
ca, in vitro OTA poate inhiba sinteza de ARN-
mesager. Efectele de inhibare a sintezei de proteine
n-au fost confirmate prin studii in vivo.

Efecte asupra metabolismului glucidic

Efectele asupra metabolismului glucidic se
manifestd prin reducerea neoglucogenezei renale,
datoritd inhibarii fosfo-enol-piruvat carboxikinazei
(62). Mai recent, a fost semnalatd actiunea
hiperglicemiantd pe seama stimularii glicogenolizei
si sintezei glucozei din aminoacizi glucoformatori.

Efecte asupra metabolismului lipidic

Intensificarea peroxidarii lipidice
demonstrata pentru OTA atat in vitro cat si in vivo
ar putea fi explicatia pentru efectul necrozant la
nivelul rinichilor. De altfel, peroxidarea acizilor
polienici inclusi iIn membranele fosfolipidice a fost
propusa ca mecanism de actiune pentru
xenobioticele responsabile de alterari ale structurii
tisulare (63). Acest mecanism de actiune este
confirmat de cercetari (64) care au demonstrat
reducerea stress-ului oxidativ la nivel renal si
hepatic generat de OTA la sobolani masculi
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Sprague-Dawley, prin administrare de melatonina
ca antioxidant. in plus, peroxidarea lipidici poate
modifica homeostazia calciului hepatic, cu cresterea
nivelului calciului citosolic (65)

Efecte asupra respiratiei mitocondriale

Ocratoxina inhiba competitiv activitatea
succinat-dehidrogenazei, a citocrom-C oxidazei si a
altor eenzime indispensabile in ciclul Krebs, care au
drept consecinta scaderea producerii de ATP. Prin

acest mecanism, respiratia mitocondriald este
inhibata (66).

Actiunea  cancerigend,  genotoxica  §i
mutagend

Ocratoxina este cancerigena la rozétoare cu
dezvoltarea tumorilor renale, hepatice, mamare si
testiculare (6). Pe aceasta bazd a fost facutd o
corelatie pozitiva intre expunerea la OTA, incidenta
nefropatiei endemice balcanice si incidenta ridicata
a cancerului de epiteliu urotelial. In sprijinul acestei
corelatii vine nivelul crescut al concentratiei serice
a ocratoxinei la pacientii cu nefropatie balcanica sau
cancer de endoteliu. OTA a fost detectata in toate
probele de sange (maximum 0,04pg/L) si in 58%
din probele de lapte (maximum 0,9pg/L) analizate
in Norvegia (67). Probele de plasma analizate in
Suedia contin intre 0,09 si 0,9ug/L (67). Pentru
probele de lapte, concentratiile in OTA sunt de 10
ori mai mari decat in plasma sanguina. Continutul
crescut de OTA 1in lapte este asociat cu consumul
crescut de pateu de ficat, sucuri si prajituri (68).
Concentratiile ocratoxinei in sangele pacientilor cu
patologie renald este mult mai ridicatd decat a
populatiei generale (69); la acestia concentratiie de
OTA determinate au variat intre 1136 si 46 000
png/kg (70).

Comparativ cu Europa, unde expunerea la
OTA prin consum de cereale este crescutd, in
Brazilia majoritatea probelor de lapte analizate sunt
negative, iar concentratia maxima determinata a fost
de 0,02pg/L (71). Ocratoxina A, la concentratii
cuprinse intre 1 si 3 mg/kg este corelatd cu
dezvoltarea unei nefropatii si a cancerului renal la
om si la porc prin degenerescentd tubulard si are
rolul imunosupresor pe celulele”natural killer”, care
ar putea juca un rol in dezvoltarea tumorilor (6,
72,73). Unele studii privind actiunea genotoxica a
ocratoxinei (testul Ames, pe suse clasice de
Salmonella typhimurium au condus la rezultate
negative (74, 75). Alti autori (76) au demonstrat,
prin acelasi test, dar dupa metabolizarea prealabila a
OTA de catre hepatocitul de sobolan ca OTA
manifestd o actiune mutagend. Aceeasi autori au
constatat inducerea schimburilor de cromatide
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surori in limfocite umane cultivate in medii
continind OTA metabolizatd de hepatocitul de
sobolan. Genotoxicitatea OTA a fost demonstrata si
prin utilizarea altor tipuri de celule de mamifere:
dezorganizarea sintezei de ADN 1n hepatocitul de
sobolan si de soarece, in culturd. Ca o concluzie,
OTA este mutagend (in testul Ames) numai in
prezenta microzomilor hepatici sau renali. Teste de
reparare a ADN la Escherichia coli au demonstrat
actiunea genotoxica prin cresterea nivelului
schimburilor de cromatide surori si inducerii
formarii de micronuclei in culturile de celule de
vezicule seminale ovine (36).

Actiune teratogena

Ocratoxina A este embriotoxica si
teratogenad; la soarecii tratati cu OTA timp de trei
zile (zilele 7,8,9 dupa gestatie) s-a inregistrat o
mortalitate prenatala de peste 20 %. La fetus s-au
observat anomalii la nivelul sistemului nervos
central, ochilor si a scheletului axial, mai ales
malformatii  cranio-faciale. ~Experimentele pe
sobolani la care s-a administrat OTA (ingestie) in
zilele 8 si 9 de gestatie au evidentiat cresterea
numarului de gestatii fetale, diminuarea numarului
de fetusi/femeld, scaderea in greutate a puilor si a
placentei (6, 36,77).

Actiune imunotoxica

Efectele, expunerii diferitelor specii
animale asupra maduvei osoase §i asupra
raspunsului imunitar sunt variabile si pot fi la
originea limfopeniei, regresiei timusului §i supresiei
raspunsului imunitar (78). La soareci au fost
evidentiate neutrofilia si euzinofilia. La pésari a fost
semnalatd scaderea nivelului iminoglobulinelor si a
capacitatii fagocitare a monocitelor si a nuclofilelor
polinucleare. Mai mult, OTA inhiba producerea de
anticorpi 1n prezenta antigenilor timus-dependenti
(79).

Ingestia de OTA de catre porcine scade
semnificativ rezistenta la infectii (80).

Actiune neurotoxica

Cercetari  experimentale in vitro au
demonstrat cd OTA se acumuleazd la nivelul
encefalului, avand ca receptori anumite structuri din
mezencefalul, hipocamp, cerebel (81); markerii de
diferentiere si crestere neuronalda a celulelor
neuronale din cultura de tesut erau afectati de doze
de OTA mai mici decdt cele necesare pentru
markerii functiilor celulare baza (82). Mecanismul
de actiune nu este elucidat; deoarece adaugarea de
fenilalanind nu exercitd actiune inhibitoare,
sugereazd ca ar fi exclusd inhibarea sintezei
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proteice. In plus, intensificarea peroxidarii lipidice
nu poate fi incriminata, deoarece aceasta se produce
la doze care depasesc 3 M (Rathimtula, 1998).
Bruininc (82) a demonstrat ca celulelor neuronale
sunt afectate in culturi 1n care concentratiile in
OTA sunt mult mai mici.

Actiune nefrotoxica

Efectele ingestiei ochratoxinelor asupra
sanatatii animale sunt diferite in functie de specia
animald, dozd, cantitatea de alimente prezenta
simultan 1n tubul digestiv etc.

In numeroase tiri, leziunile observate in
abatoarele de porcine sunt asociate cu consumul de
hrana contaminatd cu OTA; aceste leziuni au fost
reproduse prin introducerea micotoxinei purificate
in regimul alimentar al animalelor (83, 84, 85, 86,
87, 88).

Clinic, ingestia de OTA produce polidipsie
si poliurie; momentul instalarii simptomelor si
durata lor depind de doza de micotoxina.
Capacitatea de reabsorbtie tubulard este redusad si
animalele prezintd glicozurie si proteiurie. Excretia
urinard de sodiu, potasiu, nitriti, bilirubind este
crescutd, creste pH-ul acesteia pe masura ce
osmolaritatea i densitatea se micsoreaza. De
asemenea, creste excretia urinard de leucin-amino-
peptidaza si  de gama-glutamil-transpeptidaza,
enzime localizate in bordura in perie a tubilor
proximali. In urina sunt prezente depozite granulare
si celule epiteliale necrotice de la nivelul tubilor
renali. Indicatorul sensibil §i precoce al afectarii
renale este reprezentat de cresterea uremiei si
nivelului creatininei.. La concentratii de OTA mai
mari de 1 mg/kg in hrana, se instaleaza leucocitoza,
creste raportul neutrofile/limfocite, scad eritrocitele
si hemoglobina. In paralel, este afectati functia
imunitard cu dezvoltarea limfocitelor si producerea
interleukinelor IL-2.

La necropsie se observd decolorarea si
hipertrofierea rinichilor, atrofia si degenerescenta
tubilor contorti proximali, fibroza interstitiald si,
mai rar, hialinizarea glomerulilor. La animalele
masculi OTA este prezentd in lichidul seminal i
micsoreaza performantele reproductive; la femele,
aceste nu par a fi modificate.

Pasarile si porcii prezintd o sensibilitate
foarte mare la doze mici si repetate de ocratoxina A.
La 20 mg/kg/zi, pe o perioadd de 4 luni, se
instaleaza insuficienta renald cu fibroza corticala si
alterarea functiei glomerulare; au fost observate
similitudini intre leziunile umane si cele din
modelele experimentale.
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Aceste imbolndviri au fost observate foarte
rar la animalele rumegitoare, deoarece la acestea,
microorganismele  din  rumen  hidrolizeaza
ochratoxina A la alfa-ochratoxina A, mult mai putin
toxicd, si la fenilalanind. La doze mari de
micotoxind, capacitatea de detoxifiere a rumenului
poate fi depasita.

Ochratoxicozele acute au fost evidentiate
experimental la pasari, sobolani si porcine. Semnele
clinice ale maladiei sunt afectare renala, anorexie cu
scaderi in greutate, vomismente, cresterea
temperaturii rectale, conjunctivite, deshidratare,
slabire accentuatd si moartea animalelor la doua
saptamani dupd administrarea toxinei.

Intoxicatia cronicd se manifestd printr-o
reducere a ingestiei de alimente, polidipsie si leziuni
renale. Porcul este animalul cel mai sensibil la
actiunea ochratoxinei A. Aceastd intoxicatie se
manifestd semnificativ pentru concentratii de toxina
superioara la 1,4 mg/kg 1n ratia zilnica.

Ocratoxina A poate inhiba metabolismul
glucozei si insulinei, ceea ce conduce la acumularea
glicogenului in ficat.

Ca mecanism, are loc o scadere a activitatii
fosfo-enol-piruvat-carboxi-chinazei care provoaca o
reducere a neoglucogenezei renale.

In prezent, nefrotoxicitatea ochratoxinei A
este perfect identificatd la animale. Nefropatia
porcind, recunoscutd initial in Danemarca, a fost
raportatd de numeroase tari europene. La porcii
intoxicati apar leziuni biochimice: proteinurie,
glicozurie, enzimurie, reducerea concentratiei urinei
si, treptat, se instaleaza insuficienta renala (87, 88).

Histologic, se observa fibroza interstitiala si
leziuni tubulare proximale; n-au fost observate
lezuni histochimice la nivelul altor tesuturi sau
organe.

Nefropatia aviara se manifestad prin acelasi
tip de leziuni histochimice. Aceeasi afectare renala
a fost reprodusa experimental la pui de gaina prin
administrare de ocratoxind A. De asemenea,
nefropatia a fost reprodusd la diferite rase de
sobolan. In toate cazurile, s-au constatat aceleasi
anomalii functionale tubulare; in plus, a fost
constatatd o cariomegalie a tubilor proximali (89).

Mecanismul  actiunii  nefrotoxice a
ochratoxinei A a facut obiectul a numeroase studii.
S-a confirmat rolul ocratoxinei A in reducerea
specifica a activitatii fosfo-enol-piruvat carboxi-
chinazei, in diminuarea neoglucogenezei renale,
inducerea unei activari a peroxidarii lipidice si
alterarea functiei mitocondriale.
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Ochratoxicozele au fost confirmate la om,
in regiunea balcanicd. Actiunea nefrotoxicad a
ocratoxinei la om a fost asociatd cu dezvoltarea
nefropatiei balcanice (NEB).

Prima descriere clinica a acestei boli a fost
facuta de Tanchev si col. (90) in anul 1956.
Aceasta s-a bazat pe urmarirea a 664 bolnavi
spitalizati pentru afectiuni renale in spitalul
districtului Vrata, Bulgaria. NEB este diagnosticata
in Romania, Bulgaria si Iugoslavia. In Romania au
fost evidentiate ca arie de raspandire cinci focare in
Oltenia si unul in Banat (91).

Expunerea la ochratoxind A a fost corelatd
cu incidenta nefropatiei interstitiale cronice in
regiunea Maghreb (92). La necropsie s-a constatat
ca rinichii aveau o talie mult redusa, tubuli
proximali necrozati; este prezenta fibroza corticald
si hialinizarea glomerulara. Nefropatia endemica
balcanica este asociatd cu carcinomul renal, cel
ureteral §i, mai putin frecvent, cu carcinomul
vezical. Formatiuni tumorale similare celor obtinute
experimental 1n rinichiul de soarece au fost
observate in tumorile renale si vezicale ale
pacientilor din Bulgaria suferind de NEB si de
cancer al cailor urinare. Recent, un studiu efectuat
pentru pacienti din regiunea Midi-Pyrenees a indicat
o indicat o legaturd Intre incidenta cancerului renal
si vezical si expunerea la ochratoxind prin
intermediul alimentelor.

Implicarea ocratoxinei A 1n etiologia
nefropatiei endemice balcanice (93, 94, 95, 96)
Numeroase studii au evidentiat ca, intensitatea
contamindrii fungice in regiunea respectivd era
foarte intensa (96).

Actiunea toxica asupra organismului
uman — perspectiva globala

Ocratoxina este clasificata (6) ca ,,posibil
carcinogen uman” (grupa 2B), cu toate cd nu toate

concluziile cercetdrilor pe animale pot fie
extrapolate la om (15, 69). Datele epidemiologice
sunt, uneori greu de interpretat si datoritd

fenomenelor de sinergism care se pot manifesta
intre micotoxine (97). OTA a fost confirmata, prin
experimente pe animale (14, 36) ca micotoxina
nefrotoxicd, imunosupresivd, carcinogend  si
teratogend. Doza letala (DL50) este de 20 mg/kg la
sobolan si 3,6 mg/kg la pui (98). Concentratiile
OTA eliminate de organismul uman sunt mai reduse
decat la alte specii animale (99). La om, OTA este
consideratd cauza  pentru doud boli cronice,
nefropatia endemica balcanicd (NEB) si nefropatia
cronica interstitiala (in Africa de Nord) si pentru
tumori renale la om (36). Prezenta aductilor ADN Ia
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pacientii cu NEB confirmd implicarea OTA in
aparitia si dezvoltarea maladiei. De asemenea, se
poate face o asociere intre expunerea umana la OTA
si incidenta cancerului testicular;, astfel, 1in
Danemarca expunerea prin consumul crescut de
carne de porc si de secard explica frecventa ridicata
a acestui tip de cancer.

Pentru a reduce la maximum riscurile
expunerii populatiei la concentratii crescute de
ocratoxind, Comitetul Stiintific pentru Alimente al
Uniunii Europene recomanda ca aportu maxim prin
consumul de alimente si nu depdgeasca Sng/kg
corp/zi (100).

Nivelul contaminérii fungice si continutul
in OTA al alimentelor

Fungii responsabili de prezenta OTA 1in
alimente sunt diferiti de la o cultura agricola la alta
si de la o zona la alta; conform afirmatiei lui John
Pitt (98), ocratoxina A este produsd de Penicillium
verrucosum in cereale in zonele reci, de A.
carbonarius 1n struguri, vin §i in vinul din fructe, si
de A. ochraceus in boabele de cafea. Cu toate
acestea, si in zonele calde din Italia, Spania, Franta
si Portugalia cerealele sunt contaminate cu
Penicillium verrucosum producatoare de ocratoxind
(26).

Odata cu identificarea produselor agricole
contaminate cu fungi capabili sd produca ocratoxind
a crescut numdrul alimentelor in care OTA este
prezenta. Astfel, OTA a fost gasitd in orz, faina,
secard, porumb, orez etc (101) incepand cu anii ‘60
(Tabel 2). Mai tarziu ocratoxina a fost determinata
in legume, struguri, stafide, vin nuci, bere, cacao si

mirodenii (94,102). Mai mult, OTA este prezenta in
produse animale: carne de vita §i de porc (mai ales
rinichi), ficat si mezeluri, si chiar in laptele matern
(103, 104, 105, 106). Este foarte probabil ca
numarul produselor in care este prezentd ocratoxina
sa fie mult mai mare in viitor. Nivelurile de
contaminare fungica sunt diferite, iar concentratiile
de OTA, desi prezentd sunt mici si dificil de
determinat cu exactitate (104).

Se estimeaza ca aportul zilnic de OTA prin
alimente in Europa, unde in jur de 50% din alimente
sunt reprezentate de cereale si derivate este de 0,7 —
4,6 ng/kg corp (104).

Referitor la contaminarea fungica a cafelei,
datele din literatura raporteaza prezenta OTA atat in
produsul verde cat si in cel procesat. Dintre fungi,
A. carbonarius, A. niger si, mai ales, A. ochraceus
au fost izolati din probe de cafea (107). Alti autori
(16), au publicat date conform carora 4. steynii si A.
westerdijkiae sunt speciile cele mai productive
pentru ocratoxind, in cafea. Nivelul de contaminare
fungica variaza de la o regiune la alta; probele din
Africa au, in general, un continut mai crescut in
toxina decat cele din America Latind si Asia. In
ceea ce priveste continutul de OTA al cafelei
comercializate (preambalatd), toxina este prezenta
in 80% din probele de cafea instant (uneori, mai
mult de 8 ug/kg si in 85 % din cafeaua macinata
(mai mult de 0,1 pg/kg) (30, 108, 109, 110), desi in
jur de jumatate din toxind se distruge in timpul

Tabelul 2
Continutul ocratoxinei in produse alimentare (103, 104)
Produse alimentare Numar Numar probe Procent probe Ocratoxina A (ng/kg)
probe pozitive pozitive Media pentru probele pozitive
Cereale 5180 2825 55 0,484
Grau 979 273 28 0,700
Porumb 267 35 13 0,719
Ovaz 164 49 30 0,465
Secard 444 236 53 1,095
Orz 142 34 24 1,061
Orez 63 4 6 0,725
Cafea verde 1704 620 36 3,641
Cafea prajita 1184 549 46 1,092
Bere 496 192 39 0,032
Vin 1470 872 59 0,591
Cacao si derivati 547 445 81 0,277
Fructe uscate 800 582 73 3,078
Carne 1860 328 18 0,830
Condimente 361 188 52 5,061
Altele 4927 2472 50 0,551
128
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Legislatie

Legislatia Comunitatii Europene fixeaza

limitele maxime admise pentru ocratoxina A.

Limitele maxime pentru ocratoxina A -

Uniunea Europeana

Produsul alimentar Con?e}l tratia  maxima
admisa

Cereale neprelucrate | 5 pg/kg

Cereale procesate 3 ngkg

Stafide 10 ng/kg

Cafea prajita 5 pg/kg

Cafea verde’ (numai | 8 pg/kg

in Italia) 10 pg/kg

Cafea solubila 2 pgkg

Vin, bere, sucuri de

fructe

Carne §i organe de | 10 ug/kg

porc

Produse pentru copiii | Sug/kg

sub 3 ani

* Federatia Europeand a Cafelei considera

ca o limitd de 5 pg/kg ar duce la eliminarea de pe
piatd a 7-18% din loturile de cafea comercializate,
avand repercusiuni importante asupra economiei
tarilor exportatoare (47). in Statele Unite insa, FDA
nu a introdus limite pentru continutul in OTA 1n
alimente.
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