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Resumen

Laocratoxina A (OTA) es una micotoxina producida por hongos micomicetos de los géneros
Aspergillus y Penicillium que se encuentra ampliamente distribuida como contaminante
naturd de ceredes, legumbres y otros dimentos y que en estudios experimentales ha
demostrado una gran diversidad de efectos toxicos. Debido a sus propiedades fisicoquimicas,
la OTA se absorbe facilmente de tracto gastrointestind, Sendo su biodisponibilidad superior
a 50% en todas las especies de mamiferos ensayadas. Presenta una dta afinidad por las
proteinas plasméticas, |0 que determina una larga persstencia en € organismo. Los principaes
metabolitos son @ producto de hidréliss del enlace amida (OT? ), los derivados hidroxilados
4-OH-OTA y 10-OH-OTA vy los productos de conjugacidn, entre otros.  Se elimina por via
rena y hepatobiliar, asi como también através de la secrecidn lactea. La DL, oscilaentre 0,2
y 58,3 mg/kg pc; perros, cerdos y pollos son especies més sensibles que rata y ratén. La
ingestion crénica de OTA da lugar a la aparicion de un efecto toxico rena en todas las
especies de mamiferos monogéstricos testados. Se ha relacionado con la nefropatia porcing,
la nefropatia aviar espontanea, y en € hombre con la nefropatia endémica de los Balcanes.
Diversos estudios han puesto de manifiesto efectos toxicos de laOTA sobre d sstemainmune
y sobre d sstema nervioso. Tiene también un efecto hemorragico semgante d que
produce por carencia de vitamina K y dtera d metabolismo de los hidratos de carbono,
provocando una acumulacion de glucogeno en € higado. El principa mecanismo de accion es
lainhibicion de la sintesis proteica a nivel pogt-transcripciond por inhibicidn competitivade la
Phe-tRNA dntetasa; también se ha descrito un efecto inductor de peroxidacion lipidica. La
OTA ha resultado teratogénica en raton, rata, hamster y gdling, con € sistema nervioso
centrd como principd diana La OTA incrementa la formacién de aductos, induce
micronlcleos, intercambios entre croméatidas hermanas y mutacion génica en Salmonella
typhimurium tras activacion metabolica. Eta clasificada por la IARC como posiblemente
carcinogénica paa € hombre (grupo 2B) debido a que induce adenomas rendes y

carcinomas en ratas 'y ratones, S bien los datos en e hombre no son concluyentes.

Palabr as clave: micotoxinas, ocratoxina A, toxicocinética, nefrotoxicidad, genotoxicidad

TOXIC EFFECTSOF OCHRATOXIN A



SUmmary

Ocratoxin A (OTA) is a mycotoxin produced by mycomicetes fungi of the genus Aspergillus
and Penicillium which is amply digtributed as a naturd contaminant of cereds, beans and

other foods and which has shown a greet diversity of toxic effectsin experimenta studies. Due
to its physicochemicd properties, OTA is easily absorbed from the gastrointesting tract, with
a bicavailahility thet is greater than 50% in al of the mammalian species tested. It presents a
high affinity for the plasmatic proteins, which results in along persstence in the organiam. The
principa metabolites are the product of hydrolysis of the amide bond (OT?), the hydroxylated
derivatives 4-OH-OTA and 10-OH-OTA, and the products of conjugation, among others. It
is diminated by the rend and hepatobiliar routes, as well as through lacteal secretion. The
DLsy ranges between 0.2 and 58.3 mg/kg pc; dogs, pigs and chickens are more sendtive
gpecies than mouse and rat. The chronic ingestion of OTA leads to the appearance of arend

toxic effect in al the monogastric mammalian species tested. It has been related to porcine
nephropathy, spontaneous avian nephropathy, and in man with Balkan endemic nephropathy.
Diverse sudies have manifested toxic effects of OTA on the immune system and on the
nervious system. It dso has a hemorrhaging effect smilar to that which is produced by a lack
of vitamin K and dterates the metabolism from the carbohydrates, provoking an accumulation
of glucogen in the liver. The principd mechanism of action is the inhibition of the protein

synthesis a a post transcriptiond level by competetive inhibition of the Phe-tRNA synthetase;
an inducing effect of lypoperoxidation has aso been described. The OTA s teratogenic in

mouse, ra, hamster and hen, with the central nervous system as the principd target. OTA

increases the formation of adducts, induces micronuclel, Sster chomatid exchanges and genetic
mutation in Salmonella typhimurium after metabolic activetion. It is classfied by the IARC as
possibly carcinogenic for man (group 2B) due to the fact thet it induces rena adenomas and

carcinomas in rats and mice, the data rdative to man is not conclusive.
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Las ocratoxinas condituyen una familia de toxinas cuya estructura molecular consste en un
nicleo de isocumarina unido a una molécula de L-fenildanina mediante un enlace amida (Fig.
1). De todas dlas, la méas importante es la ocratoxina A (OTA) (C.A. N0.303-47-9), adada
por primeravez a partir de cultivos de Aspergillus ochraceus 21?2

La OTA es una micotoxina mayoritariamente presente en las contaminaciones primarias por
mohos de muchos productos vegetades y de modo particular en ceredes y legumbres de
regiones geogréficas tanto templadas como frias y himedas. Puede considerarse como una de
las micotoxinas mas frecuentes en la contaminacion de los granos de ceredes, junto a las
aflatoxinas y las toxinas dd género Fusarium y Alternaria. La ocratoxicods parece ser un
fendmeno mundia, aunque la magnitud de estas contaminaciones puede mostrar variaciones
segUn paises 'y anos, porque las condiciones necesarias para que |os micomicetos filamentosos
produzcan metabolitos toxicos, cuando se desarrollan sobre las materias primas dimenticias
suelen ser bastante complejas. Debido a los riesgos que € consumo crénico de OTA através
de los dimentos, para la sdud humana comporta, agunos paises han establecido niveles
maximos permisibles en dimentos y la Union Europea tiene en proceso de daboracion la
correspondiente legidacion a este respecto. La presente revison se ocupa de los diferentes
efectos toxicos de la OTA, tanto desde € punto de vista de toxicidad aguda como, sobre
todo, debido d consumo crénico de la micotoxing, incidiendo en & mecanismo de accidn de

lamisma

Micologiay produccion

Los hongos productores de OTA pertenecen a los géneros Aspergillus y Penicillium, €
primero dominante en climas tropicales y @ segundo en climas frios o templados. Por este
motivo se ha propuesto que la ocratoxicoss en Alemania y Escandinavia podria estar
relacionada con € género Penicillium, mientras que en Francia lo estaria con d Aspergillus
2?2 No obgtante, habida cuenta del clima predominante, la presenciade OTA en Europa sera
debida fundamentdmente a género Penicillium, con P. verrucosum como especie
productora principal B2 Entre |as diversas cepas de |as especies productoras se han sefidado
diferencias en lo que hace referencia a la capacidad de produccion de la toxina 472, que
también se encuentra condicionada, entre otros factores, por las condiciones de humedad,

temperaturay pH 5-772



Toxicocinética

1. Absorcion y distribucion

La mayoria de especies animaes estudiadas presentan una primera y rgpida absorcion de la
OTA en & estémago facilitada por sus propiedades &cidas, seguida de una absorcion intesting
lenta, cuando entre la sangre y la luz intestind se da un gradiente de concentracion favorable
B-10? En d caso de los rumiantes la OTA es rgpidamente hidrolizada a OT? por la
poblacion microbiana de rumen 2112 No obstante, se ha detectado OTA en rifidn, leche y
orina de terneras que habian recibido grandes dosis de OTA 21272 El porcentgje de toxina que
desde los dimentos pasa a la circulacion generd difiere ampliamente de unas especies a otras,
y en generd, los mamiferos presentan una biodisponiblidad superior d 50% con la referida
excepcion de los rumiantes 21372

Una de las propiedades toxicocinéticas més sgnificativas de la OTA es su dta afinidad por
proteinas plasméticas. Esta union sera determinante de la persstencia de latoxina en la sangre
y por lo tanto de su toxicidad. El  porcentge de toxina unida a proteinas es muy dto en la
mayoriade los casos y dlo hace que en cas todas las especies estudiadas, incluido € hombre,
la fraccion libre a menor del 0.2% -102 También, otras proteinas presentes en plasma
humano y porcino, diferentes a la abdming, han demostrado in vitro cierta capacidad para
unirsealaOTA con gran afinidad 3,11,14?

En laadministracion por viaord o intravenosaen peces, codorniz, ratén, ratay mono, laOTA
se comporta de acuerdo con un modelo cinético bicompartimental con la excepcion de mono
para la administracion ora, que responde a un modelo monocompartimental 2132 En la
mayoria de los mamiferos la acumulacion de laOTA se da principamente en € rifidn, seguido
de otros 6rganos como higado, pancress e intestino. Sin embargo en las aves, la toxina no
presenta una acumulacion importante en ningun érgano particular 2152 Aun cuando existen
resultados contradictorios d respecto, parece demostrada la transmision de la OTA d feto a

través de la placenta en cerdos'y ratones 21172

2. Metabolismo

Los principales metabolitos derivados de la OTA son los sguientes. @ producto de su
hidréliss OT?, los derivados hidroxilados 4 OH-OTA y 10-OH-OTA, y los productos de
conjugacion (Fig. 2). De todos elos la OT? y 4OH-OTA son los més sgnificativos. La



poblacion microbiana intestind es cgpaz de metabolizar la OTA hasta OT? y Phe
principdmente por la actividad de la enzima carboxipeptidesa A 2102 Los principaes
metabolitos hepéticos parecen ser 1os epimeros (4R y 4S)-OH-OTA en cuya formacion esta
implicado € sistema citocromo P450 2112 Se ha demostrado que en la formacién de estos
metabolitos, principadmente @ epimero R y en menor medida e S, participan las isoformas de
P450 1A1T/1A2, 2B1 y 3A1/3A2 2162 El otro metabolito hidroxilado, la 10-OH-OTA,
solamente ha sido descrito in vitro después de la incubacion de la OTA con microsomas de
higado de congo 277

La OTA puede s sudtrato dd enzima fenildanina hidroxilasa dando lugar a la Tyr-OTA,
presente en @ higado de animales intoxicados (Fig 1). Este metabolito a su vez puede ser
transformado hasta 4R/S-hidroxitirosn-ocratoxina A y otros metabolitos 7182 En dgunos
casos, d fluido rumind de vacas y oveas edterificala OTA a OTC. A su vez, también puede
darse € proceso contrario ya que la OTC se metaboliza hasta OTA 2192 Ademas de los
indicados, existen otros metabolitos Sin identificar detectados tanto en estudios in vivo 207?

como in vitro 212 Por Ultimo, se havisto que la OTA se puede conjugar con € glutation.

3. Eliminacion

El adlaramiento de la micotoxina por filtracion renal esta supeditado d vaor de las respectivas
congtantes de unién con macromol éculas especificas, por 1o que se favorece la eiminacion por
otras rutas en cas todas las especies. Tanto en los peces como en la codorniz, donde €

aclaramiento rena supone Unicamente € 4y 0.3 % dd aclaramiento total respectivamente, €

sstema de excrecion hepatobiliar es mas importante que € urinario. Por este motivo, estas
dos especies presentan un aclaramiento plasmético de OTA superior a las otras especies
edtudiadas y por consiguiente su permanencia sanguinea tiene una vida media menor. Para la
adminigtracion intravenosa de 50 ng OTA /g pc en peces, codorniz, raton, ratay mono se han
obtenido vidas medias de 8.3, 12, 48, 170y 840 horas respectivamente 2132

Para comprobar la importancia de la union de la OTA a proteinas en la diminacion de la
misma, ¢ ha llevado a cabo un estudio con ratas normales frente a ratas deficientes en
abuimina, y se ha observado que la concentracion de OTA en laorinay bilis de ratas carentes

de abumina es 20-70 veces mayor que en ratas normaes 22?2 También se ha estudiado la



eiminacion de la OTA a través de otras vias como la leche, habiéndose encontrado niveles
bajos de OTA en leche de vacas, congos, cabrasy cerdos 232

Se ha comprobado que los metabolitos OT? y OH-OTA desaparecen més rapidamente que
su precursor. Asi, en un estudio realizado con ratas, se puso de manifiesto que tanto la OTA
como la OT? e diminan principamente por la orina mientras que para la OH-OTA tiene
lugar por la via biliar. Las vidas medias para estos tres compuestos fueron 3, 9,6 y 6 h,

respectivamente 24?2

4. En el hombre

Se desconocen los parametros cinéticos de la OTA en humanos, pero S asumimos la hipétesis
de que € hombre presenta una biodisponiblidad en torno d 90% 23? y habiéndose
comprobado in vitro una gran capacidad de union de la toxina a proteinas plasméticas
humanas, Unicamente podemos deducir que la vida media plasmética de la OTA sera muy
elevada, 1o cua supone evidentemente un riesgo mayor paralasaud.

En cuanto a su diminacion, la excrecion rend parece ser @ principd mecanismo,
condicionado como ya se ha indicado por la union de la OTA a proteinas plasméticas. Se ha
comprobado sin embargo mediante @ andisis de muestras de leche humana en diversos
estudios redlizados en Suecia, Serra Leona e Italia, que la diminacion de la OTA también se
da por esta via en una pequeiia medida 23,26,252 Debido a que la leche materna es €
primer y Unico dimento de los nifios, podria suponer un peligro para lactantes pudiendo

incluso superar en algunos casos 0s nivel es maximos tolerados.

Toxicidad

1. Toxicidad aguda

Dosis devadas y Unicas de la toxina pueden dar lugar a una intoxicacion aguda cuyos
principales sgnos clinicos son anorexia, perdida de peso, poliuria, polidipsa, hemorragias
digestivas y deshidratacion, que provocan la muerte pocas semanas después de la
adminigtracion.  Se ha demostrado que perros, cerdos y pollos son especies mas sensibles a
los efectos de la OTA que ratones y ratas 212,27,287?(Tabla 1). En d hombre existe un caso
descrito de necrosis tubular aguda debido alainhaacion de OTA producida por A.ochraceus

en trigo almacenado en slos 2972



2. Toxicidad subcronica

Nefrotoxicidad

Laingestion de dimentos contaminados, aunque sempre con dosis menores de 0.2 mg/kg de
peso corpora, durante periodos inferiores a 4 meses, da lugar a la aparicidén de un efecto
toxico rend en todas las especies de mamiferos monogéstricos testados 21?2 La
nefrotoxicidad provocada por € consumo de OTA presenta las sSguientes caracterigticas:.
poliuria, glucosuria, proteinuria y enzimuria Se han redizado numerosos experimentos de
toxicidad subcrénica en cerdos y aves, especies en las que frecuentemente se han producido
intoxicaciones por causas naturaes. Los cerdos son especiamente susceptibles a los efectos
delaOTA que, en unidn con lacitrinina, se considera como factor determinante en la etiologia
de la nefropetia porcina, enfermedad identificada por primera vez en Dinamarca hace 70 afios
80,312 Loscerdos alos que se les administran dosis de OTA entre 0.2y 4 mg OTA/Kg pc
equivaentes a los niveles encontrados en dimentos contaminados, desarrollan d cabo de 3-4
meses una nefropatia idéntica a la detectada en animales que la padecen de modo natural D72
Se ha encontrado OTA en los rifiones de cerdos con sintomas de nefropatia porcing, en

24% de |os analizados en Polonia 32?y en d 100% de |os analizados en Suecia 33?2

La OTA ha demostrado tener numerosos efectos deletéreos sobre las aves domésticas, con

graves consecuencias para los rendimientos de su crianza 84-432 También, € consumo

cronico de OTA ha sido asociado con la nefropatia aviar espontanea, con importantes

cambios fisopatol 6gicos 42,437.

A pesxr de las diferencias toxicocinéticas encontradas en diversas especies, las lesiones

renades en cerdos, aves y roedores son muy similares 0,282 Desde € punto de vista
figol6gico, agunos efectos se pueden explicar por d dafio en € tdbulo contorneado proximal,
pero otros como la disminucion de la tasa de filtracion glomerular, poliuriay descenso de la
osmolaridad de la orina, no pueden ser interpretados como una sSimple consecuencia de la
lesidn tubular proximal. Parece ser que la OTA puede afectar a diferentes partes de la nefrona
dependiendo de la dosis y tiempo de exposicion 4472 Durante una exposicion aguda seria

tlbulo colector la porcién mas afectada, dando lugar auna dteracion en la excrecion de
electrolitos. Probablemente, @ mecanismo en este caso sea d bloqueo de la conductividad de

aniones a través de la membrana plasmética ‘452 En cambio la exposicion cronica afectaria



tanto la hemodindmica rend como la funcidn secretoradel tdbulo proximal, con un mecanismo
en e que parece jugar un papd importante la angiotensina Il. Tanto por exposicion aguda
como cronica, laingesta de OTA dtera la acidificacion urinariad aumentar € pH de la orina,
debido a que la toxina inhibe la regbsorcién de HCOs™ en los tlbulos y modificad pH en €
intergticio de lapapilarend 46,4772

Algunos autores han propuesto mecanismos que implican procesos oxidaivos en la
nefrotoxicidad, en los cuaes se generan frecuentemente radicaes libres. En un experimento
con ratas alas que se administro OTA se comprobé cdmo laenzimuria, proteinuria, glucosuria
y la dteracion del aclaramiento de la creatinina se contrarrestaban mediante la administracion
de superoxidodismutasa (SOD) y catalasa ‘43872

L a Nefropatia Endémica de los Balcanes (NEB)

La NEB fue descrita por primera vez a finaes de 1950 y condgste en una insuficiencia rena

cronica bilateral frecuentemente asociada a urotdiomas y carcinoma rend 29,502 Los
sintomas suelen ser anemia, proteinuria, amarilleamiento dela piel, dolor de cabeza, anorexiay
uremia. Los signos patoldgicos halados en los enfermos falecidos como consecuencia de
NEB son: una marcada reduccion dd tamafio dd rifidn y ciertos cambios en € cortex rend
como fibrogs interdicid, hidinizacion glomerular, degeneracion del epitdlio tubular y pérdida
del borde en cepillo dd tdbulo rend B07?

Se trata de una enfermedad endémica de zonas generdmente ruraes en regiones como
Croacia, Bosnia, Herzegovina, Serbia, Rumania'y Bulgaria. Es una enfermedad estacionaria,
familiar pero no hereditaria, que afecta por igud a emigrantes como a inmigrantes ‘19?y que
Se presenta, cas exclusvamente, en individuos de edades comprendidas entre 35 y 55 afios
B07?

A pesar de que = han bagado diversas hipdtesis, incluyendo una etiologia vird que
posteriormente fue rechazada, en 1974 se propuso la hipdtesis de una causa fungica en €

desarrollo de laenfermedad, Ilamando la aencion principamente sobrelaOTA 512 LaOTA
y la citrinina se han asociado con la NEB debido por un lado ala smilitud entre los sintomas
de esta enfermedad y |os provocados por la OTA en la nefropatia porcina 'y también porque
en las zonas en que la enfermedad es endémica se han encontrado nveles eevados de OTA

en dimentos, plasmay orina 522



Por otra parte, datos recientes obtenidos en e Norte de Africa sugieren una correlacion entre

lanefritisintersticid cronicay unadtaexposcion alaOTA 53,542

I nmunotoxicidad

Diversos estudios han puesto de manifiesto efectos toxicos de la OTA sobre d sstema
inmune, pero los resultados resultan contradictorios en agunos casos. En agunos
experimentos redizados en ratas se han podido observar agunas dteraciones relacionadas
con dicho sstema: reduccién en la produccion de IL-2 y en la expresion de sus receptores
557, disminucion en la produccion de macréfagos, de IL-1y dd factor de necrosis tumoral
567, disminucion en la actividad de las cdulas “naturd killer” (NK) %5772 Por otro lado, en un
experimento de toxicidad subcronica en ratones, aparecid disminuida la produccion de
anticuerpos de manera dosis-dependiente, pero no se vieron afectadas ni la produccion de IL-
2 ni laactividad NK 5872 Por exposicion prenatal a pequefias dosis de OTA en ratones, los
recién nacidos presentaron una disminucion en € nimero de linfocitos T, que se recuperaba a
los pocos dias; en cuanto a la funcion inmune no se observaron diferencias ni en la actividad
de cdulas NK, ni en la respuesta mediante anticuerpos y produccién de IL-2 59?2 Los
resultados dispares obtenidos podrian ser judtificados tanto por las diferentes especies

animales como por las vias de adminigtracion utilizadas en los distintos estudios.

Neurotoxicidad

La OTA s acumula en @ enc&fdo y en su actividad toxicodindmica tiene como receptores
agunas edtructuras integradas en @ mesencéfado ventra, hipocampo, estriado y cerebelo 6072
Algunos estudios in vitro han indicado que los marcadores de diferenciacion y crecimiento
neurona de cdulas neurondes en cultivo eran afectados por doss mucho menores a las
necesarias para los marcadores de las funciones basicas celulares 617, pero inferiores alas
concentraciones requeridas en otras lineas celulares no neurondes 62?2 El mecanismo de
accion se desconoce, aunque in vitro laadicion de Phe no gerce ninguna accion inhibitoria, y
permite la posbilidad de excluir la inhibicidn de la sintess proteica También se podria
descartar la peroxidacion lipidica ya que ésta se produce a dosis superiores a3 ?M 637,
mientras que |as concentraciones capaces de gercer un efecto toxico sobre cdulas neuronaes

en cultivo son inferioresa2 ?M 617
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3. Carcinogenicidad

En experimentos de carcinogénesis realizados con ratas y ratones, la administracion cronica de
OTA puede provocar cancer hepético y renal. Ademés, numerosos estudios descriptivos han
sugerido una correlacion entre esta micotoxina y la nefropatia endémica de los Balcanes, la
cua presenta una dta incidencia de mortalidad debido a desarrollo de tumores en d tracto
urinario. Como consecuencia de la actividad cancerigena evidente en animales pero con datos
insuficientes hasta d momento para d ser humano, la OTA fue catalogada por & IARC en
1993, como posiblemente carcinogénica parae hombre (grupo 2B) 2272

4. Genotoxicidad

Exigte una gran confusién sobre la capacidad mutagénica de la OTA ya que, aungque en un
principio se obtuvieron resultados negativos, estudios mas recientes indican un posible efecto
mutagenico de esta micotoxina a través de dgun metabolito y/o radicd libre. En varios
estudios de mutacién génica con diversas estirpes de Salmonella typhimurium, la OTA
presentd resultados negativos tanto en presencia como en ausencia de activacion metabdlica
B4-672 Sin embargo, un medio derivado de hepatocitos de rata expuestos a OTA dié un
resultado positivo en € mismo test 682 En otro estudio en @ que se utilizaron didintas lineas
celulares que expresaban diferentes cDNAS de enzimas citocromo P450 humanos, se vid que
la frecuencia de mutaciones variaba seguin lalinea celular y los positivos eran dependientes de
ladoss 69?2 Recientemente se han obtenido resultados positivos en las etirpes TA1535,
TA1538 y TA98 utilizando fracciones microsomales de rifidn de ratdon y NADP o ac.
aragquidénico como cofactores 7707 Estos experimentos parecen indicar que la OTA por si
misma no tiene una accidon mutagénica pero puede provocarla indirectamente por medio de
aguna transformacidn metabdlica

En d test de reparacion SOS del DNA en E.coli, la OTA dio resultados positivos tanto en
presencia como en ausencia de sstemas de activacion metabdlica 7717 S bien otros autores
habian obtenido anteriormente resultados negetivos con ese mismo test 7722 En d test de
sintesis de DNA no programada, o de reparacion de DNA, encontramos también
resultados contradictorios, que podrian ser debidos a las concentraciones utilizadas en cada

ensayo. Algunos autores han obtenido resutados positivos en hepatocitos de rata y ratén

1



737, mientras que otros refieren resultados negativos 662 Recientemente, se han obtenido
resultados positivos, aungue Unicamente en un estrecho rango de concentraciones, ya que las
dosis superiores resultaban citotdxicas e inocuas las inferiores. Asimismo fue observado que
este efecto sobre d DNA era mucho mas acusado en cdlulas epitdides de vgiga urinaria,
organo diana de la OTA, que en hepatocitosde rata 774? . También con d test de
intercambio entre cromatidas hermanas se han encontrado resultados diferentes: los
primeros ensayos publicados no obtuvieron resultados positivos ni en cultivos primarios ni en
lineas cdlulares 667, pero diez afios después pruebas con cdulas epitelides de veiga urinaria
de cerdo, pusieron de manifiesto que una concentracion 100 nM de OTA aumentaba en un
41% d numero de intercambios entre croméidas hermanas respecto de los controles,
mientras que concentraciones més atas resultaban citotoxicas 7572

Tanto in vitro como in vivo, la OTA incrementa la formacion de aductos en el DNA de
manera dosis-dependiente 776,772 Ademas, la OTA es capaz de inducir micronucleos en
cédulas de vesiculas semindes ovinas (OSV) en cultivo, debido fundamentamente, a una
accion clastogénica, S bien también es capaz de interferir en la digtribucion norma de los
cromosomeas durante la division celular 7782 También se ha comprobado la capacidad de la
OTA en inducir gpoptoss tanto en cdulas en cultivo 779,807 como en tgjido dd tdbulo rend
de rata "“B17?, aunque no es éste un efecto propiamente genotoxico.

En este sentido, se edta investigando € mecanismo por @ cud la OTA gerce su accion
genotdxica. Muchos autores coinciden en establecer una relacion entre peroxidacion lipidicay
genotoxicidad de la OTA ya que € proceso de peroxidacion lipidica podria dar lugar a
radicales libres con capacidad de reaccionar con e DNA 7752 En € ensayo de reparacion
SOS de DNA, sevio que la Vitamina E anulaba la capacidad genotoxica de la micotoxing, 1o
gue lleva a pensar en una implicacion de los procesos oxidativos 7712 Los resultados
encontrados en este edtudio sugieren que € intermediario Ultimo responsable de la
genotoxicidad seria un radica libre de la OTA, posiblemente catdizado por peroxidasas, Sn
involucrar alas especies reactivas de oxigeno. A la misma conclusion llegaron otros autores d
ver que in vitro laadicion de catdasay SOD no influia en la peroxidacion lipidica producida
por laOTA B22 Sin embargo en estudios in vivo y mediante @ tratamiento de ratones con
SOD y catdasa, se observé una disminucion en € nimero de aductos en e DNA, producidos

por mecanismos que implicaban peroxidacion lipidica B3?



Algunos autores defensores de la implicacion de los procesos oxidativos, han venido
sugiriendo que laOTA puede ser activada por medio de una co-oxidacion atraves de las vias
de oxidacion de prostaglandinas, formando asi metabolitos genotoxicos. Estudios in vivo han
demodtrado una disminucion en la formacion de aductos en d DNA en presencia de
inhibidores de la via de oxidacion de prostaglandinas como la aspirina y la indometacina
7,847 Posteriormente se ha descartado estaidead descubrirse que los efectos genotoxicos
en cdulas OSV, que carecen de actividad monooxigenasa pero expresan una dta actividad
prostaglandina H sintetasa (PHS), no sdlo no disminuian en presencia de indometacina, Sno
que incluso aumentaban, posiblemente debido a la competencia de la indometacina con la
OTA por launién a proteinas plasméticas 7787 Por |o tanto, a pesar de que estén adquiriendo
cada vez més importancia los procesos de oxidacion en la genotoxicidad de la OTA, todavia
exigen grandes incognitas en lo referente a los mecanismos de accion implicados. Por otra
parte, € hecho de que la fenilaanina no tenga ningun efecto sobre la genotoxicidad de laOTA
parece excluir € pape de lainhibicion de la sintesis proteica como mecanismo posible B57?
La conjugacion con glutation es una via norma de detoxificacion, no obstante, ha sido
considerado recientemente como un agente activador de xenobidticos en compuestos
carcinogenicos y/o eectrofilicos. Se estd ademés reafirmando la evidencia de que conjugados
de glutation son nefrotoxicos. En ratones a los que se les habia provocado una deplecion de
glutation, se redujo sgnificativamente @ nimero de aductos de DNA 1o que indica que
glutation puede estar implicado en la genotoxicidad de la OTA mediante su conjugacion con la
toxina o sus metabolitos, o bien por sus propiedades oxido-reductoras B372

5. Teratogenicidad

La OTA haresultado teratogénica en raton, rata, hamster y galina pero no en cerdo, debido
probablemente a diferencias en la desigud transferencia placentaria entre las especies 8,867
Se havisto que una de las principaes dianes es € Sstema nervioso centrad y se han observado
malformaciones cranedes en los fetos 87,882 De todos modos, la mayoria de estos estudios
de teratogenicidad se han redlizado mediante la exposicién aunasoladosisde 1 mg OTA / kg
pc, o superior. En ratones alimentados con dietas que contenian dosis de 30 a 200 ?g/kg pc

(del mismo orden que las encontradas en muchos de los adimentos contaminados), durante y
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antes del periodo de gestacion, no se observaron efectos en la reproduccidn en cuanto a

nimero de nacimientosy tamafio y peso de las crias 5972

6. Efecto congestivo y hemorragico

Después de varios dias de administracion de 4 mg de OTA/Kg pc en rata, aparecen

hemorragias que coinciden con una disminucion de fibrindgeno, factores de coagulacion I,

VII, X'y trombocitos. El sindrome se asemeja en este caso d producido por la carencia de

vitaminaK B892 Exigen distintas hipdtesis para explicar ete efecto:

a) LaOTA tiene accion antivitamina K, por lo que inhibe la sintesis de factoresimplicados en
el complgo protombinico.

b) La OTA disminuye la sintesis proteica en @ higado y por consguiente la produccion de
factores plasméticos de la hemostasia como € fibrindgeno.

c) La OTA podria actuar especificamente sobre la linea megacariocitaria responsable de la
produccion de plaguetas B2

7. Alteracion del metabolismo de los hidratos de carbono

Se ha demostrado que la OTA gerce un efecto negativo sobre € metabolismo de la glucosa:
provoca una acumulacion de glucogeno en d higado d inhibir la activacion por parte del
AMP-ciclico de la fosforilasa quinasa, responsable de la transformacion de glucdgeno en
glucosa P B2 Ademas, la OTA causa un aumento de la glucosa en sangre debido a la
inhibicion de la actividad fosfoerol piruvato carboxiquinasa (PEPCK), enzima clave en la
gluconeogénesis rend. En cerdos, unadosis de 4 ?g/kg pc es suficiente parainhibir la PEPCK
en un 50%, mientras que se necesita una dosis de 1000-2000 ?g/kg pc en ratas 282

M ecanismos de accion

1. Inhibicion de la sintesis de proteinas

El principa mecanismo de accion implicado en la toxicidad de la OTA es lainhibicidn de la
sintesis de proteinas. La OTA inhibe la sintess proteica a nivel pogt-transcripcional por
inhibicidn competitiva de la Phe-tRNA sntetasa. La OTA compite con la Phe en la union con

su correspondiente RNA de transferencia, reaccion catdizada por la Phe tRNA sintetasa

14



Inhibe las dos reacciones catalizadas por la Phe-tRNA sntetasa: la activacion de laPhey su
fijacion sobre e tRNA. Este mecanismo provoca una gran variedad de efectos toxicos, ya que
se puede producir la carencia de determinadas enzimas D0-92?2 A pesar de que la afinidad
de la OTA por la Phe-tRNA sntetasa es mucho menor que la que presenta la propia Phe, la
OTA es probablemente muy efectiva cuando se acumula en las cdulas ya que la
concentracion intracelular de Phe es pequefia 7112 De este modo, experimentalmente la
inhibicion proteica se puede prevenir completamente mediante la adicion smultaneade OTA y
Phe en & medio de cultivo D22

2. Peroxidacion lipidica

Se han redlizado diversos estudios in vitro sobre peroxidacion lipidica en presenciade OTA

en microsomas aidados de higado de rata. En uno de dlos se observé que € hierro estimulaba
la peroxidacion y que ésta era dependiente de NADPH ya que la adicion de un quelante del

Fe e inhibidores de NADPH citocromo P450 reductasa inhibian € proceso 63?2 Se propuso
la dguiente hipdtess la NADPH-citocromo P450 reductasa reduciria € Fe** |, que
previamente habria formado un quelato con la OTA, a Fe # 28,932 En cuanto a la
participacion del citocromo P450, parece que no estaimplicado en los Sstemasiin vitro, pero
no resulta clara su intervencion in vivo %63,94,9572

No existen datos concluyentes en cuanto a la formacién por medio de este mecanismo de
aniones superoxido, perdxidos de hidrégeno y radicades hidroxilo. Mientras que agunos

autores sugieren su implicacion 28,837, otros descartan esta hipotesis 6372

3. Secuestro del calcio microsomal

Un efecto que se ha rdlacionado con la peroxidacion lipidica es la acumulacion de calcio
intracdlular. El reticulo endoplasmético juega un papel importante en la homeostasis del cacio
intracelular. Varios estudios indican que la inhibicion en la cgptacion de cacio a través de

reticulo endoplasmético del higado es un episodio temprano causado por la peroxidacion

lipidica 282 Se ha demostrado que la actividad de bombeo de cacio resulta dafiada tanto in
vivo como in vitro por accién de la OTA B2?2 Al tratar ratas con 10 mg/kg p.c., la
captacion de calcio descendia en un 42-45 %, y laadicion de 10 ?M de OTA aun cultivo de

microsomas hepéticos de rata provocaba una disminucion de un 80% en € secuestro de
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cacio. Debido a que estos efectos no sucedian en ausencia de NADPH, se pensd que la

peroxidacion lipidica debia ser € mecanismo causante.
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Abreviatura Ri R, Rs Ry
OTA Ph-CH,CH(COOH)NH  ClI
OoTB Ph-CH,CH(COOH)NH H
OoTC Ph-CH,CH(COOEt)NH  ClI

Figural. OcratoxinaA y andogos
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Figura 2. Metabolitos de la Ocratoxina A




Tabla 1. Datos de DLs, en digintas especies animaes por didintas vias de administracion
(Kuiper-Goodman y Scott, 1989)

DLsy (mg/kg pc) Orad ip iv
Raton 46 - 58,3 22 - 40,1 25,7- 338
Rata 20- 30,3 12,6 12,7
Perro 0,2
Cerdo 1
Pollo 3,3
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