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Degradacéo de Ocratoxina A: Estudo de Processo e Toxicidade
RESUMO

A ocratoxina A (OTA), micotoxina encontrada em diferentes niveis e em diversas
matrizes, apresenta efeitos carcinogénicos, nefrotoxicos e teratogénicos. O
desenvolvimento de métodos capazes de diminuir esta contaminacgédo a niveis permitidos
pela legislagdo é incentivado e os processos bioldgicos utilizados envolvem o uso de
enzimas e/ou microrganismos para degradacdo da OTA e sdo preferenciais pela
especificidade, bem como pelas condi¢Oes brandas para a detoxificagcdo. O objetivo do
trabalho foi estudar a acdo de carboxipeptidase A nos niveis e na toxicidade de OTA,
visando aplicar a técnica para detoxificar farinhas de trigo. Primeiramente foi estimado o
risco de exposicdo a ocratoxina A pelo consumo de farinhas de trigo. Para isso foram
estabelecidas condicdes de determinacdo de OTA em farinhas de trigo, empregando
técnicas de estatistica multivariada para definir os principais interferentes na extracdo de
OTA pelo método de QUEChERS e deteccdo em CLAE-FL. O método validado permitiu
a avaliacdo da ocorréncia natural em 20 amostras de farinha de trigo, estando estas
contaminadas na faixa de 0,22 a 0,85 pg.kg™, apresentando um valor de ingest&o diaria de
0,08 ngom_dia‘l.kgrnas,s,acorpérea‘l e uma disponibilidade de 94,4%. Em seguida foi realizada
a padronizagéo da extracdo de carboxipeptidase A em biomassa de Rhizopus oryzae que
consistiu em agitacdo ultrassdnica durante 30 minutos numa potencia fixa de 150 W e 40
kHz e a triagem de agentes bioldgicos para degradacdo de OTA. Para o estudo da
degradacdo in vitro de OTA, método de extracdo e deteccdo de OTA e OTa em CLAE-
FL foi validado e o processo de degradagdo foi realizado com Rhizopus oryzae e
Trichoderma reesei, obtendo-se uma reducdo maxima de 63,5% e 57,7%,
respectivamente. A degradacdo apresentou uma correlacdo alta (R>0,9) e significativa
(p<0,05) com a producao de Ota, indicando que ocorreu a producdo de enzimas capazes
de hidrolisar a micotoxina, por exemplo, a carboxipeptidase A. O estudo da toxicidade de
OTA e seu metabolito OTa foi realizado em neutrdfilos humanos, onde foi observado a
auséncia de efeito toxico de OTa. Também foi determinado o mecanismo de toxicidade
de OTA pelo aumento de Ca?* intracelular pela liberagdo a partir das reservas internas.
Esta liberacdo, subsequentemente, provoca uma cascata de eventos, nomeadamente: a
producdo de espécies reativas, deplecdo de ATP, perda de A¥m, levando a morte por
necrose. Para reduzir o risco de exposi¢do a micotoxina pela ingestdo de matéria prima
contaminada, carboxipeptidase A extraida de diferentes fontes foi aplicada na hidrolise de
OTA em farinha de trigo para posterior determinacdo do contetdo residual de OTA e
OTa, empregando método validado. O estudo mostrou uma reducéo de OTA entre 16,8 e
78,5% e producio de OTa entre 2 a 8,2 ng.g™. As carboxipeptidases mais promissoras
para degradacdo foram as provenientes de Rhizopus e Trichoderma e a carboxipeptidase
comercial. Ficou demonstrado que se pode recomendar a aplicagdo de enzimas
proteoliticas, tipo carboxipeptidase, para reduzir o risco de exposi¢cdo a micotoxina
quando utilizada matéria prima contaminada, por exemplo, farinha de trigo para
diferentes processos. A transformagdo de OTA para OTa e seus efeitos na redugéo da
toxicidade da micotoxina corroboram com esta afirmacéo.

Palavras-chave: Hidrolise enzimatica. Detoxificacdo. Carboxipeptidase A. Ocratoxina a.



Ochratoxin A degradation: Process and Toxicity Study
ABSTRACT

Ochratoxin A (OTA), a mycotoxin found in different levels in various matrices, has
carcinogenic, nephrotoxic and teratogenic effects. The development of methods to reduce
this contamination levels to the one allowed by the legislation is encouraged and
biological methods which involve the use of enzymes and/or micro-organisms for OTA
degradation are preferred due its specificity as well as the mild conditions for
detoxification. The objective was to study the action of carboxypeptidase on OTA levels
and toxicity in order to apply the technique to detoxify wheat flours. First we estimated
the risk of exposure to ochratoxin A by the consumption of wheat flours. For that
conditions to determinate OTA in wheat flours were established, using multivariate
statistical techniques to define the main interfering in the extraction of OTA by the
QUEChERS method and detection in HPLC-FL. The validated method allowed the
evaluation of the naturally occurring on 20 wheat flour samples, these being contaminated
in the range of 0.22 to 0.85 pg.kg™, with a daily intake of 0.08 ngOTA.day ™" .KQGsodyweight -
and a digestibility of 94.4%. Then standardization of carboxypeptidase A extraction on
Rhizopus oryzae biomass was carried out, which consisted of ultrasonic agitation for 30
minutes at 150 W and 40 kHz and the screening of biological agents to OTA degradation
were assessed. To study the in vitro degradation of OTA a method for extraction and
detection of OTA and OTa in HPLC-FL was validated and the degradation process was
performed with Rhizopus oryzae and Trichoderma reesei, encountering a reduction of
63.5% and 57.7%, respectively. The degradation showed a high (R> 0.9) and significant
(p <0.05) correlation with Ota production, indicating that a enzyme capable of
hydrolyzing the mycotoxin was produced, for example, carboxypeptidase A. The study of
OTA and is metabolite OTa toxicity was performed on human neutrophils, where it was
observed the absence of OTa toxic effect. It was also determined OTA toxicity
mechanism by the increase in the intracellular Ca** release from internal stores. This
release subsequently triggers a cascade of events, namely: production of reactive species,
ATP depletion, A¥m loss, leading to death by necrosis. To reduce the risk of exposure to
mycotoxin by eating contaminated ray materials, carboxypeptidase A extracted from
different sources was applied to the hydrolysis of OTA on wheat flour for subsequent
determination of the residual content of OTA and OTa employing validated method. The
study showed an OTA decrease between 16.8% and 78.5 and OTa production from 2 to
8.2 ng.g™". The most promising carboxypeptidases for degradation were obtained from
Rhizopus and Trichoderma, and the commercial carboxypeptidase. It was shown that it
may be recommend the use of proteolytic enzymes, type carboxypeptidase, to reduce the
risk of exposure to mycotoxin when contaminated raw material is used, for example,
wheat flour for different processes. The transformation of OTA to OTa and its effect in
reducing the mycotoxin toxicity corroborate with this statement.

Key-words: Enzymatic hydrolysis. Detoxification. Carboxypeptidase A. Ochratoxin a.



1. INTRODUCAO

As micotoxinas sdo substancias naturais de baixo peso molecular produzidas
como metabolitos secundarios por fungos filamentosos. Estes metabolitos sdo compostos
biossintetizados e excretados através de um conjunto de vias metabolicas (que constituem
0 metabolismo secundario), mas que podem ndo afetar o desenvolvimento ou a
sobrevivéncia do organismo (BENNET, 1987). A contamina¢do flngica e
micotoxicoldgica pode ocorrer em qualquer etapa da cadeia produtiva: pré-colheita, entre
a colheita e secagem e durante o armazenamento. De acordo com estimativas da FAO
(Food and Agriculture Organization) aproximadamente 25% dos produtos agricolas do
mundo estdo contaminados com micotoxinas em um determinado nivel (KOPPEN et al.,
2010).

Dentre as micotoxinas, destacam-se como as de maior significancia na saude
publica e na agroeconomia as aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona,
fumonisinas e os alcaloides de ergot (HUSSEIN; BRASEL, 2001). As ocratoxinas
correspondem a um grupo de metabdlitos secundarios produzidos por fungos de dois
géneros: Penicillium e Aspergillus. Exceto pela ocratoxina o, elas compreendem uma
dihidroisocumarina ligada pelo grupo 7-carboxilo a uma molécula de L-B-Fenilalanina,
através de uma ligacdo amida. Neste grupo encontram-se a ocratoxina A (OTA),
ocratoxina C, 4-hidroxiocratoxina A e ocratoxina B. Dentre estes a OTA é o membro
mais toxico e foi primeiramente isolada de Aspergillus ochraceus, e tém sido
principalmente encontrada em cereais, bem como em outros produtos, como café, vinho,
frutos secos, cerveja e suco de uva (RINGOT et al., 2006; ZAIN, 2011).

A prevencdo do crescimento e producdo micotoxicolédgica de fungos em plantas e
alimentos é a melhor abordagem para impedir os efeitos nocivos das micotoxinas na
salude animal e humana. Porém, como esta condicdo é dificil de ser controlada a
descontaminacdo de produtos agricolas contaminados € outra possibilidade a ser
explorada (VARGA; RIGO; TEREN, 2000). Diferentes estratégias para este fim ja vem
sendo estudadas, sendo classificados como métodos fisicos, quimicos e (micro)
biolégicos (VARGA et al., 2005).

Na ultima década houve um crescente interesse nos métodos biologicos para o
controle de OTA em alimentos, através do uso de leveduras, bactérias e fungos nao
toxigénicos capazes de inibir o crescimento de fungos toxigénicos, assim como diminuir

0s niveis de OTA aos aceitaveis pela legislacio brasileira (2-30 pg.kg™®) (ABRUNHOSA;



VENANCIO; TEIXEIRA, 2011; ANVISA, 2012; KAPETANAKOU, et al., 2012;
VARGA; RIGO; TEREN, 2000).

A principal via de degradacdo de OTA por microrganismos envolve a hidrdlise da
ligacdo amida que liga a porcdo isocumarina da OTA (ocratoxina o) a molécula de
fenilalanina, mediante acdo de enzimas proteoliticas intra ou extracelulares
(ABRUNHOSA; VENANCIO; TEIXEIRA, 2011). Neste contexto, encontram-se as
carboxipeptidades que podem ser obtidas de leveduras, como Phaffia rhodozyme e fungos
filamentosos como Aspergillus niger (AMEZQUETA et al., 2009). A consideracdo da
perspectiva de descontaminacdo de micotoxinas por via enzimatica parte da potencial
necessidade de novas tecnologias que viabilizem a aplicacdo industrial, por exemplo, no
processamento de alimentos para consumo humano e animal.

Além disso, pouco se sabe sobre o efeito dos compostos derivados da hidrolise de
OTA. No entanto, mesmo adotando um processo de degradacdo enzimatica € importante a
elucidacdo do mecanismo de acdo envolvidos, a fim de assegurar repetibilidade e
efetivamente garantir a aplicabilidade da técnica de degradacdo e seu impacto na

minimizag&o dos riscos a sade humana e animal.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estudar a acdo de carboxipeptidase A para reduzir a toxicidade de ocratoxina A,

visando aplicar a técnica para detoxificar farinhas de trigo.

2.2 ESPECIFICOS

Validar método de extracdo e deteccdo de OTA e OTa em diferentes matrizes;

Estimar o risco de exposicdo de OTA pelo consumo de farinha de trigo;

Determinar a capacidade de agentes biologicos e suas enzimas para a degradacéo
de OTA;

Comparar os efeitos toxicos de OTA e seu metabdlito OTa em neutréfilos
humanos;

Aplicar carboxipeptidase A de diferentes fontes para degradacdo de OTA em

farinhas de trigo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 MICOTOXINAS

As micotoxinas constituem um grupo de estruturas diversas, geralmente de baixo
peso molecular, produzidas principalmente pelo metabolismo secundario de alguns
fungos filamentosos, o0s quais sob condicdes de temperatura e umidade adequadas podem
se desenvolver em varios alimentos e racfes, causando sérios riscos para a saude humana
e animal (BENNET, 1987).

A contaminacdo flngica e micotoxicologica pode ocorrer em qualquer estagio da
cadeia produtiva: pré-colheita, entre a colheita e a secagem e durante 0 armazenamento
(KOPPEN et al., 2010). As micotoxinas podem ser produzidas no campo enquanto as
colheitas agricolas acontecem. Nestas situacdes sdo produzidas por fungos que possuem
frequentemente uma associacdo ecoldgica com a planta. Assim, € comum encontrar a
ligacdo entre certas espécies de micotoxinas com determinados produtos agricolas
(‘Aspergillus flavus, aflatoxinas em amendoins (RUSTOM, 1997); Penicillium expansum,
patulina em macgds (HARWIG et al., 1973). Entretanto, as micotoxinas também podem
ser formadas no periodo de pos-colheita, durante o seu transporte e armazenagem,
especialmente se as condi¢des representarem estresse ao microrganismo, como alteracdes
de temperatura, atividade de agua entre outros (MAGAN; ALDRED, 2007).

A producdo de micotoxinas por fungos consiste em um complexo processo ainda
ndo totalmente compreendido. Sabe-se que tanto o crescimento fungico, quanto o seu
potencial toxigénico sdo afetados por fatores ambientais como temperatura, atividade de
agua, pH, composicao e disponibilidade de nutrientes (SHWAB; KELLER, 2008). Com
relacdo as condi¢bes do campo, existem varios fatores que influenciam na producédo
micotoxicoldgica: clima, praticas agricolas, planta hospedeira além da presenca de outros
microrganismos (KOKKONEN et al., 2010; XU; NICHOLSON; RITIENI, 2007). Os
principais fatores que afetam esta producdo nas diferentes etapas da cadeia produtiva de

alimentos estdo resumidos na Figura 1.



Figura 1- Interacdo entre fatores intrinsecos e extrinsecos na cadeia produtiva de
alimentos que afetam o desenvolvimento flngico e producdo micotoxicolégica em
produtos armazenados
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Fonte: MAGAN; ALDRED (2007)




10

As micotoxinas de maior significancia para saude publica e para agroeconomia
sdo as aflatoxinas (AF), ocratoxinas (OT), tricotecenos, zearalenona (ZEA), fumonisinas,
(FUMO), toxinas termogénicas e alcaldides de ergot. Essas toxinas geram perdas
mundiais em torno de milhGes de ddlares por ano na &rea da saude humana, animal e
devido a contaminacéo de produtos agricolas (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

Estes metabdlitos secundarios podem entrar na cadeia alimentar humana direta ou
indiretamente. Diretamente, através do consumo dos cereais, oleaginosas e derivados. Os
animais que se alimentam com ragdes previamente contaminadas podem excretar
micotoxinas no leite, carne e ovos, e consequentemente, constituir-se em fonte de
contaminacdo indireta para os humanos (MAZIERO; BERSOT, 2010).

O efeito de uma micotoxina depende da dose e da freqliéncia com que esta é
ingerida, podendo ser agudo (letal ou ndo) ou subagudo. O efeito agudo é de manifestacdo
e percepcao rapida, podendo levar a morte porque causa alteracdes irreversiveis resultante
da ingestdo de doses geralmente elevadas. Podem ocorrer efeitos eméticos, diarréia,
hemorragias e distirbios gastrointestinais. Estudos sobre os efeitos cronicos relatam
carcinogenicidade, genotoxicidade, hepatoxicidade, teratogenicidade, nefrotoxicidade e
imunotoxicidade (RAWAL; KIM; COULOME, 2010). O efeito subagudo é o resultado
de doses menores que provocam distdrbios e alteracdes nos 6rgdos dos humanos e dos
animais ao longo de um intervalo maior de exposi¢cdo (SHEPHARD, 2008). Na Tabela 1
estdo descritas as principais micotoxinas encontradas em produtos alimenticios e 0s

microrganismos produtores.

Tabela 1- Micotoxinas, produtos e microrganismos produtores em que podem ocorrer

Micotoxina Produto Microrganismo
) Milho, algodao, amendoim, _ _
Aflatoxina ) Aspergillus flavus and A. parasticus
nozes, leite
) Trigo, café, uva, passas de A. ochraceus, Penicillium viridicatum,
Ocratoxina )
uva P. cyclopium
] Fusarium culmorum, F. graminearum, F.
Zearalenona Milho o
sporotrichioides
o ) _ F. culmorum, F. graminearum,
Deoxinivalenol Milho, trigo, cevada o
F. sporotrichioides
Fumonisina Milho F. proliferatum, F. verticillioides

Fonte: BULLERMAN; BIANCHINI (2007); HUSSEIN; BRASSEL (2001).
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3.2 OCRATOXINAS

As ocratoxinas sdo um grupo de metabolitos secundarios produzidos por fungos
de dois géneros: Aspergillus e Penicillium. Com excecdo da ocratoxina a (OTa), cuja
diferenca entre OTA € a auséncia da fenilalanina, estas compreendem um derivado de
policetidio com a porcao diidroisocumarina ligada a L-B-fenilalanina através do grupo
carboxil por uma ligacdo amida. Neste grupo encontram-se a ocratoxina A (OTA), seu
éster metilico e éster etilico, conhecido como ocratoxina C (OTC); 4-hidroxiocratoxina A
(4-OH OTA); ocratoxina B (OTB), seus ésteres metilicos e etilicos (Figura 2) (RINGOT
et al., 2006).

Figura 2- Estrutura das ocratoxinas

o H ” @]
CHs
R1 R2
Ocratoxinas R1 R2 R3
OTA Cl H H
OTB H H H
OTC Cl H CH,CHjs
Ester metilico da OTA Cl H CHjs
Ester etilico da OTB H H CH,CH3
Ester metilico da OTB H H CHs
4-OH-OTA Cl OH H

OTA- ocratoxina A. OTB-ocratoxina B. OTC- ocratoxina C. 4-OH-OTA- 4-hidroxi-ocratoxina A
Fonte: RINGO et al. (2006)

Dentre as ocratoxinas, a componente mais toxica e mais comumente encontrada é
a OTA (DUARTE; PENA; LINO, 2010), produzida principalmente durante o
armazenamento por diferentes espécies de Aspergillus e Penicillium, como por exemplo,
A.carbonarius, A. niger, A. ochraceus, P. nordicum, P. verrucosum. Dentre as espécies de

Penicillium, P. nordicum é um contaminante tipico de alimentos secos e curados como
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presunto italiano ou espanhol, salame, queijo salgado, apresentando alta taxa de producgéo
de ocratoxinas. A outra espécie produtora, P.verrucosum apresenta baixa producdo de
OTA e ocorre normalmente em cereais (SCHMIDT-HEYDT et al., 2012).

Apesar dessas espécies se desenvolverem em diferentes condi¢des ambientais, a
sintese de metabolitos secundarios é condicionada por vérios fatores, como: temperatura;
atividade de agua (a,), composicdo do meio, principalmente com relacdo a seus
micronutrientes, pH e presenga de agentes competitivos (ESTEBAN et al., 2006;
KOKKONEN et al., 2005). De acordo com Mitchel et al. (2004), dentre os fatores citados
destacam-se a atividade de agua e a temperatura na germinacéo, crescimento, esporulacédo
fangica e conseqientemente na producdo de OTA, sendo ilustrado na Tabela 2 as

condicdes ideais desses fatores para a producdo de OTA por diferentes microrganismos.

Tabela 2- Resumo das condicGes para producdo de OTA

P.verrucosum  A.ochraceus A. carbonarius A.niger

Temperatura minima 4-10°C 5-10°C 5-15°C 10-15°C
Temperatura maxima 21-31°C 30-40°C 30-45°C 35-41°C
Temperatura 6tima 24-25°C 20-35°C 15-30 °C 15-35°C
ay minima 0,80-0,83 0,87-0,90 0,85-0,94 0,90-0,95
aw Otima 0,95-0,99 0,95-0,99 0,95-0,99 0,95-0,99

Fonte: AMEZQUETA et al. (2012)

P. verrucosum e A. ochraceus produzem OTA em temperaturas mais baixas que
A. carbonarius e A.niger. No entanto, A. ochraceus requer temperaturas mais altas que P.
verrucosum para atingir uma taxa de producdo de OTA 6tima. Neste sentido, a origem da
OTA em climas frios e temperados poderia ser atribuido a P. verrucosum e A. ochraceus
enguanto que em zonas quentes, temperadas e tropicais ao A. ochraceus e A. niger, como
sugerido por Zimmerli e Dick (1996).

A producédo de OTA ocorre em niveis elevados de a,, (0,80 e 0,95), sendo a sintese
Otima nas atividades de 0,95-0,99. Em consequiéncia, para evitar essa toxina, as condigdes
ambientais devem estar sob controle rigoroso durante 0 manuseio do produto em regifes
Umidas (colheita, secagem, processamento, etapas de armazenamento e transporte)
(AMEZQUETA et al., 2012).

A biossintese da OTA, apesar de ndo estar ainda completamente esclarecida,

parece resultar do envolvimento de varias vias biossintéticas. Estudos realizados mostram
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que a fracdo fenilalanina é originada pela via do chiquimato (a partir do acido
chiquimico) e a fracdo dihidro-isocumarina da via do pentacetideo (Figura 3). O primeiro
passo na sintese do policetideo de isocumarina consiste na condensacdo de um acetato
(acetil-CoA) a quatro malonatos, sendo esta etapa diferente entre as espécies Penicillium
e Aspergillus (CALLAGHAN; CADDICK; DOBSON, 2003). Uma vez formada, a cadeia
do policetideo é modificada através da formacdo de um anel de lactona (sintese de
Mellein) e a adicdo de um grupo carboxilico, originando-se a ocratoxina .
Subsequientemente, um atomo de cloro é incorporado a molécula pela acdo de
cloroperoxidase, sintetisando a OTa. Na Ultima etapa, a enzima ocratoxina A sintetase
catalisa a ligacdo entre OTa e fenilalanina, originando assim a ocratoxina A (RINGOT et
al., 2006).

Figura 3- Biosintese de ocratoxina A.
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3.2.1 Toxicidade de ocratoxina A

A OTA ¢é considerada nefrotoxica, hepatotoxica, genotdxica, teratogénica e
imunotoxica a animais e seres humanos. Esta micotoxina tem sido relacionada com
nefropatia endémica dos Bélcas, ao desenvolvimento de tumores no trato urinario de
humanos e de acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer, esta
classificada como um possivel carcindgeno humano (grupo 2B) (KHOURY; ATOUI,
2010; PATHARAJAN et al., 2011; SHEPHARD, 2008).

A principal via de contaminacdo de OTA é o trato gastrointestinal. Na maioria das
espécies a absorcdo ocorre primariamente no estbmago, como consequéncia de suas
caracteristicas acidas e ap6s em nivel intestinal. No sangue ela encontra-se fortemente
ligada as proteinas plasmaticas, determinante para a persisténcia da micotoxina no sangue
e, portanto, para a sua toxicidade. A fracdo ligada a macromoléculas constitui um
reservatorio da micotoxina que permite libertad-la para os tecidos durante um longo
periodo de tempo. Também a alta afinidade com as proteinas séricas retarda a eliminacdo
da micotoxina pelo organismo, aumentando o seu tempo de meia-vida (NOGUEIRA,;
OLIVEIRA, 2006).

A OTA ¢é um composto toxico cumulativo com absorcao relativamente rapida e
eliminacdo lenta. Em todas as espécies, ambas as excrecGes fecais e urinarias
desempenham papéis importantes na depuracdo plasmatica da toxina. A contribuicdo
relativa de cada via de excrecdo € influenciada pela via de administracdo, a dose, o grau
de ligacdo com o plasma, proteinas e com a circulacdo entero-hepatica de OTA. Além das
vias mencionadas acima, em mamiferos, a excrecdo desta micotoxina é verificada
também no leite (RINGOT et al., 2006).

Além destes aspectos tdxicos, uma particularidade da OTA é a alta estabilidade.
Esta micotoxina tem mostrado resisténcia a acidez e temperatura elevada. Assim, uma vez
que os produtos alimentares sdo contaminados, € muito dificil remover totalmente esta
molécula e evitar sua acdo tdxica no organismo exposto (KHOURY; ATOUI, 2010).

De acordo com Marin-Kuan et al. (2008) e Bouaziz et al. (2008), a
carcinogenicidade de OTA envolve uma rede de mecanismos epigenéticos, tendo como
mecanismos de toxicidade: inibicdo da sintese protéica, disfuncdo mitocondrial, alteracéo
da homeostase do célcio, formacdo de adutos com o DNA e producédo de espécies reativas
de oxigénio (ROS).
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Muitos estudos indicam que a inibicdo da sintese da proteina estd envolvida na
maioria dos efeitos toxicos agudos de OTA (DIRHEIMER; CREPPY, 1991; SCHILTER
et al., 2005). Essa inibigdo ocorre devido ao fato da OTA ser um anélogo estrutural da
fenilalanina e por consequéncia pode atuar em todos os sistemas metabdlicos que
envolvem este aminoacido. Dois principais mecanismos bioguimicos tém sido propostos
para explicar este comportamento: a inibicdo de fenilalanina-RNAt-sintetase e a inibicéo
de fenilalanina hidroxilase. Além disso, uma vez que a OTA interrompe a sintese de
proteinas, ela afeta indiretamente a atividade de vérias enzimas celulares, como por
exemplo, a atividade citosélica de fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), uma
enzima chave da via gliconeogénica. Portanto, uma consequéncia toxicoldgica indireta de
OTA ¢ a alteracdo das vias metabdlicas dos carboidratos (MARIN-KUAN et al., 2008).
somente esta inibido ndo explica a diversidade de seus efeitos, tais como a peroxidacao
lipidica, danos no DNA e perturbac6es da homeostase do calcio (RINGOT et al., 2006).

Foi demonstrado que a OTA é responsével pela quelagdo dos fons Fe** presentes
no citocromo P450 (CP450), facilitando a sua reducdo na presenca do sistema NADPH-
CP450 redutase (Figura 4). Desta forma, aumenta a producdo de fons Fe®* que, na

presenca de oxigénio, formam radicais livres (GUENGERICH, 2008).

Figura 4- Ciclo de reagdes do citocromo P450 e envolvimento da OTA na formagdo de
radicais livres
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Esta producéo esta envolvida no dano de macromoléculas, incluindo peroxidagéo
lipidica e lesdo do DNA, podendo levar ao cancer. Além disso, o envolvimento da OTA
no estresse oxidativo explicaria a reducéo de defesas celulares que se tornam incapazes de
combater os oxidantes produzidos pelo metabolismo normal (OMAR et al., 1990;
SCHILTER et al., 2005).

Estdo disponiveis relatos de dano ocasionado por radicais livres produzidos pela
OTA em células in vitro e in vivo. Por exemplo, um aumento na formacdo de
malonaldeido (MDA), um produto da peroxidacdo lipidica conhecido por reagir com
guanina formando adutos de DNA, foi observado em ratos tratados oralmente com 120
MQ.KGmassacorpsrea —-dia™" de OTA durante 60 dias (PETRIK et al., 2003). Além disso, em
culturas de células, o aumento de danos no DNA, tais como a formagéo de 8-oxoguanina,
foi correlacionada com a producdo de espécies reativas de oxigénio induzida pela OTA
(ARBILLAGA et al., 2007; KAMP et al., 2005).

Khan et al. (1989) demonstraram que 0 aumento da peroxidacdo lipidica pela
OTA afeta a permeabilidade da membrana plasmatica para o Ca®* , prejudicando a
homeostase do calcio: aumentando o influxo de Ca®*, causando a liberagio das reservas
internas, e influenciando sobre os canais de calcio.

O teor de calcio citosolico livre é normalmente mantido por transportadores de
calcio dependentes de ATP em concentra¢cdes aproximadamente 10.000 vezes menor do
que a concentracdo de célcio extracelular ou da concentracdo de Ca** intracelular pelo
sequestro da mitocondria e do reticulo endoplasmatico (RE) (KUMAR et al., 2005).
Além disso, de acordo com Hoelher et al. (1997), a acumulaco intracelular de Ca®* é um
passo comum no desenvolvimento da citotoxicidade de OTA, pois as alteracbes dos
mecanismos regulados por Ca?* sdo os primeiros nas etapas de desenvolvimento da les&o
celular.

De acordo com Kumar et al. (2005) isquemia e certas toxinas causam um aumento
na concentracdo de calcio citosélico, inicialmente devido & liberagdo de Ca** a partir das
reservas internas e posteriormente pelo aumento do fluxo através da membrana
plasmética. Este aumento de Ca®" citoslico ativa enzimas, como por exemplo:
fosfolipases, que causam danos na membrana; proteases, que hidrolisam as proteinas da
membrana e do citoesqueleto; endonucleases, que sdo responsaveis pela fragmentacao de
DNA e cromatina e adenosina trifosfatase (ATPases) que aceleram a deplecdo de ATP
(Figura 5).
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Figura 5- Fontes e consequéncias do aumento do célcio citosdlico na leséo celular. ATP:
adenosina trifosfato; ATPase: adenosinatrifosfatases
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Fonte: KUMAR et al. (2005)

Em estudo realizado por Dopp et al. (1999) em fibroblastos embrionarios de
hamster sirio foi verificado que a OTA induziu um aumento do conteldo de Ca*
intracelular como um resultado da liberacdo das reservas internas, devido ao dano da
membrana celular, com consequente aumento do influxo de Ca** extracelular. O aumento
do influxo de Ca** extracelular também foi observado por Benesic, Mildenberger e Gekle
(2000) em células imortalizadas epiteliais de rim humano (IHKE-1), bem como o
aumento do contetdo de Ca®* intracelular em células de rim de macaco-verde africano
tratadas com OTA (RAMYAA; PADMA, 2013).

Adicionalmente, 0 aumento dos niveis de Ca®" intracelular também pode resultar
na inducdo de apoptose, por ativacdo direta de caspases e pelo aumento da
permeabilidade mitocondrial (KUMAR et al., 2005)

A disfuncdo mitocondrial é considerada um evento precoce durante a toxicidade
causada pela presenca da OTA (ALEO et al., 1991). A despolarizacdo da membrana,
correlacionada com a deplecdo de ATP, tem sido considerada uma consequéncia da
inibicdo do transporte de fosfato intramitocondrial inibindo competitivamente proteinas
transportadoras situadas na membrana mitocondrial interna e/ou atuando diretamente
sobre a cadeia de transporte de elétrons (ALEO et al., 1991; MEISNER; CHAN, 1974).
Em células de rim embrionarias humanas (HEK 293) foi registrada uma diminui¢do do
potencial da membrana mitocondrial (YANG et al., 2014) e em hepatocitos humanos
HepG2 (BENNOUR et al., 2009), atribuidos a presenca de OTA.
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Alteracdes celulares provocadas por OTA podem causar a morte das células, por
necrose ou apoptose. Quando a lesdo das membranas € grave, enzimas provenientes dos
lisossomas migram para o citoplasma e digerem a célula, resultando em necrose celular.
Quando esta é privada de fatores de crescimento ou DNA ou proteinas, é
irreversivelmente danificada resultando em apoptose, morte celular programada de uma
célula, caracterizada por dissolucdo nuclear sem perda completa da integridade da
membrana (KUMAR et al., 2005).

A necrose é a principal via de morte celular por muitas lesdes, tais como as que
resultam da isquemia, exposicdo a toxinas, varias infeccGes e trauma. No entanto, a
mesma toxina pode induzir a apoptose ou necrose. A inducdo da apoptose por OTA foi
encontrada em células primarias de hepatécitos de rato (CHOPRA et al., 2010), linfécitos
humanos (ASSAF; AZOURI; PALLARDY., 2004) e em hepatocitos humanos
(BENNOUR et al., 2009); enquanto que a inducdo da necrose foi verificada em células
renais humanas (MULLER et al., 2003) e células de carcinoma hepatocelular humano
(BOUAZIZ et al., 2008).

3.2.2 Métodos analiticos para deteccdo de OTA

A frequente ocorréncia de micotoxinas em alimentos e racGes e sua relagdo com
patologias constituem uma preocupacao global, fazendo com que estes contaminantes
estejam incluidos em programas de monitoramento para minimizar 0s seus niveis em
produtos contaminados. Por essa razdo, o desenvolvimento de métodos analiticos que
permitam a identificacdo e quantificacdo confidvel, bem como a detec¢do a baixo nivel de
concentracdo sdo necessarios (FRENICH et al., 2011).

Em geral, amostras de alimentos ndo podem ser analisadas sem preparacdo de
amostra preliminar pelo fato dos contaminantes estarem muito diluidos na matriz.
Métodos de extracdo e limpeza sdo etapas criticas nos protocolos analiticos, pois eles
determinam a adequacidade, recuperacéo e os limites de deteccdo desses procedimentos
(HAYAT etal., 2012).

As micotoxinas sdo extraidas usando misturas de solventes organicos como
metanol, acetonitrila, acetato de etila, acetona, cloroformio e diclorometano sob agitacéo
(BETINA, 1985). Nesta etapa ocorre a separacdo da micotoxina de interesse dos demais
componentes da amostra por solubilizacdo com um solvente adequado (KAWASHIMA,

2004). Entre os métodos utilizados para extragdo de micotoxinas um vem ganhando
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interesse por diminuir o uso de solventes e reagentes, 0 método de QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe). Este método consiste numa extracdo com
acetonitrila acidificada seguida por uma particdo liquido-liquido apds a adicdo de sais
(ANASTASSIADES et al., 2003).

Com relacdo aos métodos de limpeza, destacam-se a utilizacdo de SPE (extracédo
em fase solida), SMPE (microextracdo em fase solida) e IAC (colunas de
imunoafinidade). SPE consiste na passagem de amostras aquosas por um adsorvente em
uma coluna. Posteriormente o analito (OTA) é eluido do meio s6lido com um solvente
apropriado seguindo-se uma etapa de lavagem para remover interferentes. Fica evidente
gue nesse método a selecdo do adsorvente € critica e na maioria das vezes é empregado o
C-18 com superficie modificada com silica (HAYAT et al., 2012). SPME é uma técnica
que utiliza uma fibra de silica fundida revestida no lado de fora com uma fase
estacionaria apropriada, sendo o analito na amostra extraido diretamente do revestimento
da fibra (KATAOKA,; LORD; PAWLISZYN, 2000). De acordo com Hayat et al. (2012) o
método de IAC é o mais eficiente para limpeza de matrizes complexas, como café,
cerveja, vinho e que podem ser diretamente carregados em uma coluna IAC. Todos 0s
compostos, exceto o analito sdo lavados com agua ou um tampdo aquoso, ocorrendo na
sequencia a eluicdo da toxina com metanol ou tampédo de metanol. Para amostras solidas,
a etapa de purificagcdo pode ser precedida por uma etapa de extragdo com solvente. Muitas
colunas comercias de imunoafinidade tem sido desenvolvidos para extracdo e posterior
determinacdo de OTA (FABIANI; CORZANI; ARFELLI, 2010; HEURICH; KADIR;
TOTHILL, 2011; MIKULIKOVA et al., 2012; VECCHIO; MINEO; PLANETA, 2012;).

As técnicas mais utilizadas para separagdo de micotoxinas sdo basicamente
cromatograficas como camada delgada (CCD), liquida de alta eficiéncia (CLAE) e gasosa
(CG), além de imunoensaios. Para a deteccdo de ocratoxina, tem sido utilizado
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (FL), sensiveis e
mais especificos para este tipo de composto. Esse sistema acoplado a espectrdmetro de
massas tambem tem sido empregado para esta micotoxina, pois proporciona resultados
com alta preciséo e confiabilidade (SAITO; IKEUCHI; KATOKA, 2012).

Colunas de fase reversa tém sido quase exclusivamente adotadas para a separacao
cromatografica de OTA e entre os eluentes mais utilizados destacam-se acetonitrila, &gua
e é&cido acético (ABRUNHOSA; SERRA; VENANCIO, 2002; ABRUNHOSA;
VENANCIO; TEIXEIRA, 2011; KUMAR et al., 2012; ; PAIGA et al., 2012; PETERI et
al., 2007; VARGA et al., 2005).
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No Quadro 1 estdo descritos alguns métodos utilizadas para determinagdo de OTA

em diferentes matrizes alimenticias.

Quadro 1- Métodos de determinacdo de OTA

Matriz Extracéo Quantificacdo Referéncia
QUEChERS )

Pao CLAE- FL Paiga et al. (2012)

] o Mikulikova et al.
Vinho Coluna Imunoafinidade CLAE-FL

(2012)

o Vecchio, Mineo e

Café Coluna Imunoafinidade CLAE-FL

Planeta (2012)

Farinho trigo
Café SPE CLAE-FL Wau et al. (2011a)
Produto cereal

Saito, Ikeuchi e

Nozes e gréos SPME CLAE-MS
Katoka (2012)

Ovos QUEChERS CLAE-MS/MS Frenich et al. 2011

3.3 INCIDENCIA DE OCRATOXINA EM ALIMENTOS

A OTA tem sido extensivamente encontrada como contaminante de uma ampla
faixa de produtos, incluindo cereais (GONZALES et al., 2006) e seus derivados
(DUARTE et al., 2010a; ZINEDINE et al., 2010), vinho (MURILLO-ARBIZU et al.,
2010), café (VECCHIO; MINEO; PLANETA, 2012), cerveja (REINSCH et al., 2007),
cacau (COPETTI et al., 2013), carne (DALL’ASTA et al., 2010) e temperos (FAZEKAS;
TAR; KOVACS, 2005; OZBEY; KABAK, 2012). Estes produtos correspondem a
aproximadamente 87% da exposi¢cdo humana (DUARTE; PENA; LINO, 2009).

A ocorréncia de OTA em cerveja resulta da utilizacdo de malte e cereais
contaminados para a elaboracdo do produto, e o armazenamento das matérias-primas
possivelmente seja a etapa critica para a producdo de OTA. Mateo et al. (2007)
realizaram um estudo onde a presenca de ocratoxina foi relacionada a presenca de fungos

ocratoxigénicos na cevada e ou em seus adjuntos.
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Em carnes, a ocorréncia de OTA decorre da ingestdo de racGes contaminadas. A
micotoxina, apds absorcéo, é distribuida pelo sangue até o musculo e o rim (NOGUEIRA;
OLIVEIRA, 2006). No trabalho realizado por Dall’ Asta et al. (2010) com presunto inteiro
foi verificada uma concentracdo mais elevada na superficie devido ao crescimento de
fungos, enquanto que a OTA ingerida pelo animal pouco influenciou nas concentracdes
no musculo e portanto no interior das pecas de presunto a concentracdo de OTA foi
menor.

Copetti et al. (2013) avaliaram 168 amostras de subprodutos de cacau e
observaram presenca de OTA em 158 amostras (94%). De acordo com o0s autores,
manteiga de cacau foi o produto que apresentou menor contaminacéo (0,03 pg.kg™), em
contraste com o0 encontrado no bolo de cacau (0,97 pg.kg™). Esta observacdo sugere que,
durante a etapa de prensagem hidraulica, a maioria da toxina permanece aderida a fracdo
de cacau desengordurado.

Apesar da grande variedade de produtos passiveis de contaminacdo, 0s cereais
demonstram ser a mais importante fonte dietética desta micotoxina, contribuindo com
cerca de 50% da exposi¢do (DUARTE; PENA; LINO, 2010).

3.3.1 Ocratoxina em cereais e derivados

Os cereais tém sido utilizados em uma ampla variedade de alimentos, incluindo a
utilizacdo de diferentes métodos de processamento tecnoldgico, industrial ou
domésticos/tradicional. O pdo é um dos mais importantes produtos, especialmente se for
feito com trigo, centeio e milho. Outros usos comuns de cereais sdo na producdo de cereal
matinal, assim como em produtos de panificacdo e na preparacdo de bebidas alcodlicas,
como whisky e cerveja (cevada, sorgo, centeio), vodka (trigo), bourbon americano
(centeio) e saqué japonés (arroz) (DUARTE; PENA,; LINO, 2010).

E especialmente nos paises de clima quente e Gmido (em particular os paises da
Africa do Sul, sul da Asia e América do Sul) que o crescimento de fungos filamentosos
toxigénicos é mais favorecido. Assim, arroz, milho e milheto, os alimentos basicos das
populacGes desses paises, estdo muitas vezes contaminados principalmente por
aflatoxinas e ocratoxinas (KHOURY; ATOUI, 2010). Devido a termoestabilidade da
OTA, o processamento ou preparo domesticos ndo contribuem muito para diminuir o
percentual de exposigéo pela dieta (50%) (DUARTE; PENA; LINO, 2010).
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A producdo e ocorréncia de OTA em grdos de cereais sdo dependentes, em
primeiro lugar, da condi¢do dos grdos no momento da colheita, do cuidado com que o
grdo é seco e a qualidade das instalagcBes de armazenamento. Por exemplo, o arroz, uma
das culturas mais importantes em todo o mundo, é uma planta aquética e normalmente é
colhida em niveis de umidade muito elevados, entre 35 e 50% (ZINEDINE et al., 2007).
Como resultado, fungos produtores de micotoxinas ou esporos podem contaminar
culturas de arroz no campo e na colheita. Grdos infectados podem posteriormente
contaminar os produtos ja no armazenamento e OTA serd produzida, se as condi¢des
ambientais forem favoraveis (PENA et al., 2005). Embora seja impossivel eliminar
completamente todas as fontes de infeccdo flngica, é possivel minimizar ou mesmo evitar
algumas condicGes favoraveis ao crescimento de fungos. Em termos simples, o cereal
deve ser seco abaixo de 15% de umidade (a, 0,8) e mantidos a este nivel durante o
armazenamento (SCUDAMORE, 2005).

Albroch et al. (2012) avaliaram a co-ocorréncia de aflatoxinas, citrinina,
zearalenona e OTA em farinhas de trigo e milhos de pipoca destinados ao consumo
humano e comercializados na Espanha. Entre as micotoxinas avaliadas, nas 30 amostras
de farinha de trigo e milho de pipoca, OTA estava presente em 13% e 33%, enquanto as
aflatoxinas foram detectadas em 46% e 6%, respectivamente, indicando que estas
matrizes promovem risco para a salde da populacdo. Kumar et al. (2012) estudaram a
ocorréncia natural de OTA em farinhas de trigo na india e verificaram que 58% das
amostras apresentavam contaminacdo, das quais 26% excederam o nivel méaximo
permitido pela Unido Européia (5 pg.kg™).

Juan et al. (2008) avaliaram a ocorréncia de OTA em cereais, organicos e
convencionais, e em derivados de cereais da Espanha e de Portugal. Das amostras
contaminadas, 72% corresponderam a cereais cultivados no sistema organico e 28% no
convencional e entre as 18 amostras contaminadas, 6 apresentaram teores acima do
méaximo toleravel pela Unido Européia. Comportamento semelhante foi encontrado por
Gonzales et al. (2006), com contaminacdo superior em arroz organico (30%) em relacdo
ao ndo-organico (7,8%).

A alta incidéncia de OTA em cereais reforca a necessidade de solugbes para
prevenir a ingestdo humana desta micotoxina em alimentos e a necessidade de utilizar
boas praticas para o cultivo, colheita, transporte, etapas de processamento e
armazenamento de cereais para minimizar a concentracdo final de OTA nos gréos e

derivados.
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3.4 LEGISLACAO

A ocorréncia de OTA em uma variedade de produtos alimentares demonstra a
exposi¢do humana a esta micotoxina. Diversos paises tem adotado regulamentagdo
adequada de forma a estabelecer barreiras a comercializacdo de produtos contaminados
com OTA acima de certos valores.

No Brasil esta disponivel a RDC n° 7, proposta pela ANVISA (Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) onde estdo apresentados os limites maximos toleraveis (LMT)
para diferentes micotoxinas em variados produtos alimenticios (ANVISA, 2012),
dispostos na Tabela 3.

A ANVISA prorrogou para 1° de janeiro de 2017 o prazo para adequacdo dos
limites estabelecidos pela RDC n°7, sendo esta descrita na Resolu¢do — RDC n° 59, de 26
de dezembro de 2013, publicada no Diario Oficial da Unido de 30 de dezembro de 2013
(ANVISA, 2013).

A implementacdo dessa legislagdo obriga os agentes econémicos a controlar a
presenca de certas micotoxinas em alguns alimentos e impedir a comercializacdo dos
produtos contaminados com valores acima dos regulamentados, induzindo a busca de

técnicas para diminuicdo desses teores aos estes niveis aceitaveis.

Tabela 3- Limites maximos toleraveis (LMT) para ocratoxina A

2011 2014
Alimento -MT Alimento WMT
(Mg.kg™) (Mg.kg™)
Capsicum spp., Piper spp. Cereais para posterior 20,0
Myristica fragrans, Zingiber 30,0 processamento, incluindo
officinale, Curcuma longa grdo de cevada
Alimentos a base de cereais para 20
alimentacéo infantil
Produtos de cacau e chocolate 5,0
Améndoa de cacau 10,0
Frutas secas e desidratadas 10,0

Fonte: ANVISA (2011)
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35 ESTRATEGIAS DE PREVENCAO DA OCORRENCIA DE OTA E
DESCONTAMINACAO

Devido a toxicidade de OTA e tendo em vista assegurar a satde humana e animal,
esta micotoxina ndo deve estar presente em alimentos ou racGes, pelo menos acima do
maximo permitido pela legislagio (AMEZQUETA et al., 2009). A prevencdo do
crescimento de microrganismos produtores de OTA é a estratégia mais efetiva para
controlar a entrada desta micotoxina na cadeia de alimentos e racdo (PONSONE et al.,
2011).

As medidas preventivas podem ser aplicadas no campo (estratégias pré-colheita)
ou depois da colheita ter sido efetuada (estratégias pés-colheita). As medidas pré-colheita
visam evitar a formacdo das micotoxinas através, por exemplo, da simples implementacao
de boas praticas agricolas, da utilizacio de variedades resistentes a fungos
micotoxigénicos ou de plantas geneticamente modificadas e aplicacdo de compostos
antifangicos. As medidas pds-colheita visam evitar a formagdo da micotoxina através,
essencialmente, do correto armazenamento dos produtos agricolas (MAGAN; ALFRED,
2007).

Apesar das medidas preventivas serem, idealmente, adequadas para controlar a
presenca de micotoxinas em alimentos, é frequente a existéncia de produtos agricolas
contaminados nos mercados mundiais (JUAN et al., 2008; ZINEDINE et al., 2007).
Quando as micotoxinas estdo presentes, certos processos de descontaminacdo ou de
detoxificacdo podem ser aplicados de forma a remover ou reduzir os seus niveis a valores
aceitaveis. Estas medidas podem ser divididas em métodos fisicos, quimicos ou
bioldgicos.

As medidas mais adequadas devem cumprir alguns requisitos, como destruir,
remover ou detoxificar efetivamente as micotoxinas, ndo dar origem a residuos tdxicos
que possam permanecer nos alimentos, ndo alterar as propriedades nutritivas dos
alimentos e ser técnica e economicamente vidveis (AMEZQUETA et al., 2009;
QUINTELA et al., 2013). Na Tabela 4 estdo resumidos alguns métodos de detoxificacdo

de OTA e seu efeito nesta micotoxina.
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Tabela 4- Métodos de detoxificacdo de ocratoxina A

Micotoxina Agente descontaminante Efeito
OTA Perdxido de hidrogénio com aquecimento Destruicéo
OTA Tratamento alcalino (concentrado) Destruicéo
OTA Solucéo de amdnia 2% Reducéo
OTA Aquecimento Reducéo

Fonte: GARDA; BADIALE-FURLONG (2003)

A degradacéo por métodos quimicos compreende a utilizacdo de reacdes quimicas
para a diminuicdo da concentracdo de micotoxinas. Entre os principais produtos quimicos
utilizados na remocdo, reducdo e degradacdo de micotoxinas estdo compostos como
peroxido de hidrogénio, hidroxido de sédio, aménia e de célcio, acetato de etila,
diclorometano, acidos formico e cloridrico, cloro, bissulfito e carbonato de sodio,
formaldeido e ozonio (AMEZQUETA et al., 2009). Amézqueta et al. (2008)
demonstraram que mais de 98% da OTA presente no cacau poderia ser eliminada por
tratamento alcalino. No entanto, estas estratégias levam a uma perda significativa no valor
nutritivo e na palatabilidade dos produtos descontaminados (ABRUNHOSA; SANTOS;
VENANCIO, 2006).

O método fisico estd focado na remocdo das micotoxinas por diferentes
adsorventes, lavagem, irradiacdo com raios gama, além do emprego de aquecimento
(SEKIYAMA; FERRARI; JUNIOR, 2007). Cacciamani et al. (2007) avaliaram a
degradacdo fisica de OTA através de calor seco e Umido e constataram uma reducdo nos
teores desta micotoxina abaixo dos limites de deteccéo.

Dentro os métodos fisicos e bioldgicos encontrados para descontaminagdo de
OTA, o ultimo vem apresentando destaque em pesquisas por serem necessarias condi¢oes
brandas de reacdo e pela diminuicdo da possibilidade de producdo de derivados mais
toxicos.

Entre os métodos bioldgicos destacam-se os processos fermentativos, onde séo
empregados microrganismos ndo toxigénicos para descontaminacdo. O principal caminho
pelo qual os microrganismos podem descontaminar OTA envolve a hidrdlise da ligagdo
amida que une a OTa a molécula de fenilalanina. Esta reacdo € mediada por proteases
intra ou extracelulares que sdo produzidas por diferentes microrganismos e apresentam
diferentes atividades de enzimas hidroliticas de OTA (Figura 6) (ABRUNHOSA,;
VENANCIO; TEIXEIRA, 2011).
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Figura 6- Via enzimatica de descontaminacdo de ocratoxina A

SRS DS M PPt
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Ocratoxina A Ocratoxina d L-B- fenilalanina

Fonte: ABRUNHOSA; VENANCIO; TEIXEIRA (2011).

Stander et al. (2001) avaliaram a hidrélise de OTA e seus derivados por
carboxipeptidase A e confirmaram a capacidade hidrolitica desta enzima. Além disso,
Pitout (1969) estudou diferentes substratos sintéticos para determinar a atividade de
carboxipeptidase A e constatou que dentre estes, a OTA constitui o0 substrato mais
indicado devido ao baixo valor de Ky encontrado, sugerindo a utilizacdo desta enzima
nos estudos para descontaminacdo enzimatica de OTA.

A carboxipeptidase A (peptidil-L- aminoacido hidrolase) é uma exopeptidase
produzida no pancreas de animais superiores e apresenta no centro ativo Zn, essencial
para sua atividade -catalitica (WHITAKER, 1994). Os processos fermentativos
suplementam a utilizacdo de enzimas vegetais e animais devido a rapida producdo e
maior controle de processo. Particularmente, para producdo de enzimas o processo de
fermentacdo em estado sélido (FES) apresenta algumas vantagens com relacdo ao estado
submerso (FSM) como maior produtividade, maior estabilidade enzimatica e baixa
demanda energética (SINGHANIA et al., 2010).

Processos de fermentacdo em estado solido sdo geralmente mais simples e podem
utilizar os residuos agro-industriais como substratos para producdo de enzima, tais como
soja desengordurada, farelo de trigo, farelo de arroz, descartes de banana e outras porgdes
ndo comestiveis de vegetais (UYAR; BAYSAL, 2004). No entanto, em escala industrial o
processo de fermentacdo submersa é mais empregado por sua facilidade de controle e
menor nimero de etapas para a recuperacao enzimatica.

Entre os microrganismos utilizados para FES destacam-se os fungos filamentosos,
devido a sua capacidade de crescimento na forma de hifas que propiciam a colonizagao de
matrizes solidas porosas, sendo estes 0s mais adaptaveis aos processos fermentativos
(GRAMINHA et al., 2008). Usando FES ha relatos da producdo de enzima proteolitica
pelo microrganismo Rhizopus oryzae (AIKAT; BHATTACHARYYA, 2000; KUMAR et
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al., 2005), enquanto que em processos de FSM destaca-se a producdo por Trichoderma
reesei (DIENES et al., 2007; HAAB et al., 1990).

De acordo com Amézqueta et al. (2012), as enzimas produzidas podem ser
isoladas e empregadas para descontaminacdo de OTA ou a presenga da micotoxina nos
processos fermentativos pode induzir a producdo enzimatica e, consequentemente, causar
a descontaminacdo dos substratos utilizados. Com relagédo a utilizacdo da enzima como
agente descontaminante a estabilidade € um dos aspectos caracteristicos que pode afetar a
eficiéncia da descontaminacdo, tornando-se necessario a busca de técnicas para o
aumento da mesma, como por exemplo, a imobilizacdo em suportes.

Em comparacdo as enzimas livres, as imobilizadas sdo mais resistentes as
mudangas ambientais. Além disso, a heterogeneidade dos sistemas de enzima imobilizada
permite féacil recuperacdo, mdltipla reutilizacdo, operacdo continua dos processos
enzimaticos, diminuicdo do tempo de reacdo e maior variedade de modelos de
biorreatores (TAKIMOTO et al., 2008). Para carboxipeptidase estudos de imobilizacdo
em suportes de agarose ja foram relatados, confirmando as vantagens descritas
anteriormente (PEDROCHE et al., 2002).

A producdo enzimatica e descontaminacdo simultanea de OTA foi encontrada para
a levedura Phaffia rhodozyma, com 90% de descontaminacdo (PETERI et al., 2007).
Além disso, cepas de diferentes microrganismos apresentaram altos teores de
descontaminacdo de OTA, em torno de 80% por fungos isolados de uvas
(ABRUNHOSA; SERRA; VENANCIO, 2002) e 95% por isolados de Rhizopus (VARGA
et al., 2005). Esta capacidade descontaminante encontrada pelos autores foi atribuida a
producdo de carboxipeptidase, enzima capaz de hidrolisar a micotoxina OTA a OTa,
conforme relatado na Figura 4.

Apesar de ser conhecido o caminho da descontaminacdo da OTA por via
enzimatica, ndo sdo conhecidos os efeitos destes compostos gerados no organismo
humano. Para elucidar a eficiéncia dos processos de descontaminagdo tem se buscado
métodos de avaliagdo toxicologica, principalmente modelos celulares, para assegurar que

0s metabolitos produzidos durante a biodegradacdo nao apresentem efeitos nocivos.
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CAPITULO 11l



29

ARTIGO 1. VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINACAO DE
OCRATOXINA A E ESTIMATIVA DO RISCO DE EXPOSICAO POR FARINHA DE
TRIGO

Publicado: Principal components analysis: An innovative approach to establish
interferences in ochratoxin A detection. Food Chemistry, 177 (2015) 354—-360.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estabelecer uma abordagem inovadora para avaliar 0s
efeitos da composicdo de cereais na extragdo de ocratoxina A por analise multivariada e
aplicar o método validado para estimativa de risco de exposicdo a ocratoxina A pelo
consumo de farinhas de trigo. A andlise de componentes principais (ACP) foi aplicada
para comprovar o efeito de componentes majoritarios da matriz na recuperacdo de
ocratoxina A pelo método QUEChERS em CCD e CLAE e para validar o método para
determinacdo de ocratoxina A em farinhas por CLAE. As matrizes utilizadas, farelo de
arroz, de trigo e farinha de trigo foram caracterizadas fisico-quimicamente. A recuperacao
de OTA nessas matrizes foi altamente influenciada (R=0,99) pelo contetdo de agUcares
presente nas matrizes, tendo como menor interferente o conteudo lipidico (R=0,29). A
partir desses resultados, o método QUEChERS foi padronizado para extracdo de OTA
utilizando ACN 1%:4gua (7:3) como solvente extrator e como sais, sulfato de magnésio
seco e cloreto de sddio. Os valores de recuperacdo variaram de 97,6 a 105%. O método
validado permitiu a avaliacdo da ocorréncia natural de 20 amostras de farinha de trigo,
estando estas contaminadas na faixa de 0,22 a 0,85 ug.kg™, apresentando um valor de

ingestAo diaria de 0,08 ngora dia™ Kgmassacorpsrea - € UMa disponibilizagio de 94,4%.

Palavras-chave: ACP, ocratoxina, QUEChERS, farinha de trigo, validacdo, risco de

exposicao.
1. INTRODUCAO

A determinacdo de contaminantes tracos em matrizes complexas, como alimentos,
muitas vezes requer extensa extracdo e preparacdo antes da andlise instrumental. Nos
altimos anos, pesquisadores tém procurado métodos analiticos que permitem a
identificaco, a quantificacdo e detec¢do de maneira confiavel e de baixo custo. O método
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe) que consiste na extracéo
inicial com acetonitrila, seguida de particdo apés a adigdo de sais e uma etapa de limpeza
(ANASTASSIADES et al., 2003) tem sido amplamente explorado. Este método tem
atraido a atencdo pela minimizacgéo da utilizacdo de solventes, menor tempo de anélise e
elevada recuperacdo de diferentes analitos, incluindo isoflavonas (BUSTAMANTE-
RANGEL et al., 2013), herbicidas (LI et al., 2013; MEI; DU; CEN, 2011), pesticidas
(TOMASINI et al, 2012) e micotoxinas de diferentes matrizes (FRENICH et al., 2011;
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HACKBART et al., 2012; HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2012; PAIGA et al.,
2012;).

Dentre as micotoxinas, destaca-se a ocratoxina A (OTA) que é produzida
principalmente por diferentes espécies de Aspergillus e Penicillium durante o
armazenamento, e é encontrada em varios produtos em diferentes niveis. Considerando os
efeitos nocivos da ingestdo desta toxina e que a contaminacdo pela OTA ¢é frequente,
foram estabelecidos limites maximos toleraveis para as diferentes matrizes alimenticias,
assim como limites de ingestdo diaria (EC, 2006a). Além disso, 0s consumidores estdo
cada vez mais conscientizados sobre a importancia de ingerir alimentos seguros e que sO
pode ser alcancado se forem utilizados métodos mais sensiveis e confiaveis para
identificacdo dos diferentes compostos toxicos (RIDGWAY; LALLIJIE; SMITH, 2007).

O método QUEChERS foi empregado para a extracdo de ocratoxina A de
diferentes matrizes, incluindo o pdo (PAIGA et al., 2012), vinho (FERNANDES;
BARROS; CAMARA, 2013), pipoca (FERREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2012),
farelo de arroz (HACKBART et al., 2012), racdo e misturas de cereais (LLORENT-
MARTINEZ; ORTEGA-BARRALES; CORDOVA, 2013), seguido por cromatografia
em camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
cromatografia gasosa (CG) ou imunoensaios. OTA € geralmente determinada por CLAE
equipada com um detector de fluorescéncia (FL) que é uma técnica sensivel e
proporciona resultados mais precisos (SAITO; IKEUCHI; KATOKA, 2012).

As caracteristicas inerentes de cada matriz empregada para extracdo pelo método
de QUEChERS podem contribuir positiva ou negativamente para recuperacdo da
micotoxina do meio devido ao efeito de supressdo de alguns compostos na fluorescéncia
do analito. Sendo assim, o emprego de técnicas multivariadas como a analise de
componentes principais (ACP) € interessante quando se precisa adequar a extracdo de
uma micotoxina em matrizes distintas. Esta analise esta relacionada com a explicacéo da
estrutura de covariancia por meio de poucas combinacdes lineares das varidveis originais
em estudo e ainda propicia a inferéncia da especialidade de condic¢des de extracdo de um
componente presente em matrizes distintas (SILVA et al., 2006). N&o esta relatado na
literatura estudos quanto ao uso de ACP para elucidar interferéncias durante a extracéo de
analitos do tipo micotoxinas. Este método de analise estatistica torna-se uma alternativa
interessante para 0 uso de planejamento experimental, pois é através da analise

multivariada que se pode compreender matematicamente as principais alteracdes nos
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dados, entendendo o que acontece nos resultados e quais os fatores devem ser
manipulados para observar a melhora nos resultados.

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito dos principais componentes de
cereais (farelo de arroz, farelo de trigo e farinha de trigo) na extragdo de OTA por meio
de analise multivariada, validar o método de QUEChERS para a determinacdo de OTA em
cereais por diferentes procedimentos cromatograficos e emprega-lo na estimativa do risco

de exposicdo a OTA.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS

Acetonitrila (ACN) foi adquirida da Baker e o 4cido acético da Merck. Agua foi
purificada em um sistema de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, USA) usando membrana
filtrante com didmetro de poro de 0,45 um. ACN e agua Milli-Q foram desgaseificadas
em banho ultrassonico a temperatura ambiente durante 30 minutos para serem usadas
como fase movel na etapa cromatografica. O padrdo de ocratoxina A com 98-99% de
pureza foi adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e uma solucdo trabalho contendo
50 ng.mL™ da micotoxina foi preparada em benzeno:4cido acético (99:1).

As amostras de farelo de trigo e farinha de trigo tipo | foram obtidas no comércio
local, enquanto que o farelo de arroz engordurado foi fornecido por uma empresa
beneficiadora da regido de Pelotas/RS. Estas foram homogeneizadas e a granulometria foi

padronizada a 0,5 mm passante para realizacdo das determinacdes.
2.2 METODOS
2.2.1 Caracterizacdo fisico-quimica
Os conteldos protéicos e lipidicos das amostras foram determinados de acordo

com métodos da AOAC (2000). O teor de agucares redutores e totais foi determinado
usando a reducdo do &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959).
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2.2.2 Método de QUEChERS para extracdo de OTA

A extracdo da micotoxina do farelo de arroz (FA), farelo de trigo (FT) e farinha de
trigo (FAT) foi realizada conforme o método de QUEChERS adapatado por Hackbart et
al. (2012). Para isso a 10 g de amostra foram adicionados 20 mL de agua e 20 mL ACN
acidificada a 1% com acido acético. A homogeneizacdo da amostra e da mistura extratora
foi realizada em mesa agitadora orbital durante 10 minutos a 200 rpm seguido de adicéo
de 1,5 g de sulfato de magnésio e 0,85 g de acetato de sddio, com nova agitagdo durante
10 minutos a 200 rpm. O material foi centrifugado durante 15 minutos a 3220 g e ao
sobrenadante foram adicionados 0,3 g de sulfato de magnésio e 0,5 g de celite, seguido de
agitacdo em vortex durante 1 minuto e centrifugagdo durante 15 minutos a 3220 g. O
sobrenadante foi seco a 60 °C e ressuspenso em 200 pL de benzeno para a determinacéo
em cromatografia de camada delgada (CCD) e 1000 pL de fase movel para cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). A recuperacdo do método foi realizada fortificando
amostras de farelo de arroz, trigo e farinha de trigo com 1 pg.g™ de OTA.

A validacdo de extracdo de OTA na farinha de trigo seguiu 0 método descrito por
Paiga et al. (2012). Este consistiu em pesar 5 g de amostra e fortificar com 5 ng.g™ de
OTA, adicionar 15 mL de ACN e a mistura de sais (12,3g MgSQ,, 1,59 NaCl, 2,1g de
citrato sdédio diidratado). A amostra e a mistura extratora foram homogeneizadas em
vortex durante 5 minutos e centrifugadas a 3220 g durante 10 minutos. O sobrenadante
foi seco a 60 °C e ressuspenso em 1000 pL de fase movel para analise em CLAE.

Neste trabalho foram avaliados os seguintes solventes extratores: ACN, ACN
acidificada 1% com acido acético e ACN:Metanol (1:1). A partir destes resultados, a
adicdo de agua (0 a 30%), o tempo de extracdo (5 e 10 minutos) e a mistura de sais, sendo
estes sal A (12,3 g MgS0,4.7H,0 + 1,5 g acetato de s6dio); sal B (8,18 g MgSO,4.7H,0 +
1g NaCl); sal C- (12,3 g MgS0,.7H,0+ 1,5 g NaCl + 2,1 g citrato sddio diidratado); sal
D (4 g MgSO, seco + 1 g NaCl); sal E (4 g MgSQO, seco); sal F (8,18 g MgS0O,.7H,0),
foram avaliadas. Estas variaveis foram escolhidas, pois constituem 0s pontos criticos
durante recuperacdo do analito de interesse.

Para avaliar o efeito da matriz na determinacdo de OTA, foi realizada uma curva
na matriz, adicionando-se as concentracdes de OTA de 0,1 a 20 ng.mL™ a amostra
relativa ao branco do melhor método de extragdo. O efeito de matriz foi calculado,
conforme descrito na Equacdo 1 (MATUSZEWKI et al., 2003) :
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EM:(B/A)X 100 (1)

Onde:
B- Area da amostra fortificada.
A- Area do padro.

A exatiddo (recuperacdo) foi realizada utilizando extrato ndo fortificado do
método de extragdo padronizado adicionando solucdo padrdo de ocratoxina A, em trés
niveis de concentracdo (3, 5 e 10 vezes o LQ), em triplicata. Amostras fortificadas e ndo
fortificadas foram deixadas em repouso durante 24 horas antes da extracdo, protegido da
luz.

Para o0 estudo da repetibilidade foi realizada a extracdo pelo método de
QUECHERS, adaptado neste trabalho em diferentes niveis de fortificacdo, em triplicata, e
cada nivel foi injetado trés vezes. A partir das nove determinacgdes foi calculado o CV
(%).

2.2.3 Anélise cromatogréafica de OTA nos extratos

2.2.3.1CCD

A eluicdo cromatografica foi realizada em camada delgada de alto desempenho
DC-Fertgfolien Alugram Xtra Sil G, tendo como fase mével hexano, acetato de etila e
acido acético (18:4:1,5 v/iv/v) (LIN et al., 1998). Apés a elui¢do, os pontos foram
revelados com solucéo de cloreto de aluminio 15% em metanol, e as foram secas a 130 °C
durante 5 minutos. As manchas caracteristicas da micotoxina foram observadas sob luz
UV de alta intensidade de ondas curtas e longas (254 nm e 326 nm).

A quantificacdo de OTA nas amostras foi realizada pela analise da imagem
fotografica obtida em camera digital 16 mega pixels, usando o programa ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). A curva padrdo de ocratoxina A foi avaliada com massa
variando de 30; 50; 100; 150; 200; 250 e 300 ng. O limite de deteccdo (LD) foi

determinado como o menor valor de fluorescéncia perceptivel. O limite de quantificacdo

(LQ) foi calculado a partir do valor mais baixo de massa medido com preciséo.


http://rsbweb.nih.gov/ij/
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2.2.3.2 CLAE

Os extratos secos foram ressuspensos em 1 mL da mistura de solventes que
compde a fase movel (50% de Acetonitrila e 50% de agua Milli-Q acidificada com &cido
acetico 1%) (KUMAR et al., 2012) e injetados no sistema cromatografico. A corrida foi
realizada em equipamento composto por uma bomba LC-10 AT, um desgaseificador
DGU, um controlador CBM-20A, um detector de fluorescéncia SPD-20A, um software
LC Solution-Shimadzu e uma coluna Kromasil C18 Sum 150 x 4,6 mm, com injetor
manual de 20 pL. A eluicdo cromatografica foi realizada a 35 °C, com vazéao de 1,0
mL.min com detector de fluorescéncia (FL) nos comprimentos de onda de excitagdo e
de emisséo em 333 nm e 460 nm, respectivamente. As condic¢Oes de temperatura e vazéo
foram estabelecidas neste trabalho, obtendo-se um tempo de retengédo de 7,1 minutos para
OTA em tempo total de 10 minutos.

A curva analitica foi construida através de solucdo do padrdo de OTA, diluidas na
mistura de solventes que compbe a fase modvel, em concentracdes crescentes (0,1; 1,0;
2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 50 ng.mL™) em triplicata. Com isso, foram determinados
a faixa de linearidade, os coeficientes de determinacdo e correlacdo e os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ). Na determinacdo de LD e LQ foram realizadas
injecOes das solucdes de OTA diluidas na mistura de solventes que compde a fase mdvel
em concentracdes decrescentes até obtencdo de uma relagdo de 3:1 e 10:1 entre o pico do

analito e o ruido da linha de base, respectivamente (RIBANI et al., 2004).

2.2.4 Aplicacao do método de QUEChERS em farinhas de trigo e estimativa do risco

de exposicao

Para assegurar a aplicabilidade do método independentemente da variabilidade
natural das amostras disponiveis no Sul do Brasil foram avaliadas diferentes marcas de
farinha de trigo. Vinte amostras de farinhas de trigo de diferentes marcas foram coletadas
em supermercados e cedidas por diferentes cooperativas. Para cada marca avaliada foram
coletados 2 pacotes contendo 1 kg cada. Estas foram armazenadas a temperatura ambiente
em sua embalagem original e no momento da analise, dois pacotes de cada marca foram
misturados e as subamostras foram submetidas a extracdo de OTA usando o método

validado.
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A ingestdo diaria aceitavel (IDA) representa a exposi¢cdo humana admissivel como
resultado de ocorréncia natural da substancia em alimentos, sem danos a saude do
individuo. Para isso, 0s niveis estabelecidos por agéncias governamentais devem ser
considerados. De acordo com o INMETRO, o consumo per capita de farinha de trigo €
em torno de 53 kg por ano, ou seja, 0,15 kg.dia™ e para estimar o nivel de ingestdo diério

de ocratoxina A por farinhas de trigo foi utilizada a Equacao 2.

[OTA].Consumo
D= 2)

Massa corporea

Onde:
ID- ingestdo diaria
[OTAJ- concentracéo média de micotoxina encontrada (pg.kg™)
Consumo: consumo diario do produto (kg.dia™)

Massa corporea: Massa corpérea estimada para populacao (70 kg)

Para avaliar a exposi¢do durante o consumo de farinhas de trigo contaminadas foi
determinada a digestibilidade in vitro (SGARBIERI, 1996). Para isso, farinha de trigo
isenta de contaminagéo foi fortificada com OTA (20 ng.g™), seguida de hidrélise com
pepsina (69 U.mgprotema'l) a 37 °C durante 3 horas a 150 rpm. Ap0s a acdo da pepsina, 0
pH do meio foi ajustado para pH 7,0 com solugdo de NaOH 0,1M e foi realizada hidrolise
com pancreatina (61 U.mgprote;na'l) durante 24 horas a 37 °C e 150 rpm. A mistura foi
centrifugada durante 15 minutos a 10 °C e 3220 g, sendo as fracdes digeridas
(sobrenadante) e ndo digeridas (precipitado) utilizadas para determinacdo do teor de

OTA, empregando o método validado.
2.2.5 Analise estatistica

A estatistica multivariada € uma técnica util para identificar padrbes comuns em
conjuntos de dados multivariados. ACP é uma ferramenta para avaliacdo dos dados, que
representa graficamente relacGes entre amostras e variaveis e fornece uma maneira de
reduzir a dimensdo dos dados. ACP foi realizado no software Past

(folk.uio.no/ohammer/past), a fim de estabelecer as correlagcbes entre os diferentes
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componentes da matriz e a recuperacdo da OTA pelo meétodo de QUEChERS
(HACKBART et al., 2012) usando CCD e CLAE.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 VALIDACAO DOS METODOS CROMATOGRAFICOS

Duas técnicas foram utilizadas para determinacdo de ocratoxina A nos cereais,
CCD e CLAE. Embora menos comum a técnica CCD junto com o software ImageJ ndo
requer instrumentos analiticos caros, sendo acessivel a laboratérios com infraestrutura
simples. Adicionalmente, a imagem fotografica diminui as percep¢des subjetivas. Apesar
da técnica de CLAE permitir a deteccdo de niveis baixos de contaminacdo, ela exige
infraestrutura mais sofisticada, resultando em custos mais elevados para analise
(VALENTA, 1998).

Ambos os métodos seguem o mesmo principio que € a eluicdo do composto pela
fase movel através de uma fase estacionéria solida, que é apolar em CLAE e
moderadamente polar em CCD, diferindo no método de deteccdo da micotoxina.

Em CCD, apés a eluicdo, as placas foram fotografadas em cédmara de UV
(366 nm) e a luminosidade foi determinada pelo software ImagelJ. Em CLAE, a
quantificacdo foi realizada por um detector de fluorescéncia nos comprimentos de onda
de ocratoxina A (Aexcitacao 330 Nm; Aemissio 460 NmM), aumentando assim a sensibilidade do
método (VALENTA, 1998).

Usando o software ImageJ foi gerado uma imagem do cromatograma resultante

da eluicdo de diferentes massas de OTA em CCD (Figura 1).
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Figura 1- (a) Imagem da placa cromatografica com concentragdes crescentes de

ocratoxina A; b) Cromatograma obtido da imagem da placa cromatografica.
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Os parametros de validacdo das duas técnicas cromatogréaficas estdo na Tabela 1.
Em CLAE, o limite de deteccéo (LD) foi de 0,25 ng.g™* e o limite de quantificacdo (LQ)
foi de 0,50 ng.g™. Através de analise de regressdo linear foi determinada a linearidade (R:
0,9985) no intervalo de 0,1-20 ng.mL™. No que diz respeito a0 CCD, o LD e LQ foram
maiores em comparagdo com CLAE, com valores de 0,3 pg.g™ e 0,9 ug.g™ para LD e LQ,
respectivamente. A linearidade foi obtida entre 50-300 ng (R: 0,9970). O software ImageJ
provou ser uma ferramenta eficiente para a determinacdo quantitativa confiavel de
ocratoxina A por CCD, conforme relatado por Hoeltz et al. (2012).

Tabela 1- Parametros de validacdo do método QUECHEeRS

Parametros CLAE CCD
Equacdo da curva y=9151,921x + 7663,58 y =0,351x + 42,54
Linearidade 0,1- 20 ng. mL™* 50- 300 ng
Coeficiente de correlacdo 0,9985 0,9970
Coeficiente de determinacéo 0,9971 0,9940
LD; 0,05 ng.mL™ 10 ng
LQ; 0,10 ng.mL™ 30 ng
LDp, 0,025 ng.g™ 0,30 ug.g*
LQnm 0,050 ng.g* 0,90 ng.g™

LD; - limite de deteccdo do instrumento; LQ;- limite de quantificagcdo do instrumento; LD, - limite de

deteccdo do método; LQ.,- limite de quantificacdo do método.
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Ambos 0s métodos de deteccdo mostraram uma correlacdo significativamente
elevada, com um coeficiente de correlacdo (R) igual a 0,99. No entanto, no que diz
respeito aos limites de deteccdo e quantificacdo, a CLAE, como esperado, mostrou
valores mais baixos e, assim, o cumprimento dos requisitos para baixos limites de
deteccdo, sendo mais eficaz especialmente para estudos de degradacéo micotoxicoldgica.

Hoeltz et al. (2012) estudaram método de determinacdo de OTA em vinhos e
obtiveram 0,2 pg.L ™ para o limite de deteccio e 0,4 pg.L ™ para o limite de quantificacdo
pela técnica de CCD acoplado a detector de cargas. Hackbart et al. (2012) encontraram
valores de 1 e 3 pg.kg™ para limites de deteccdo e quantificacdo na determinacéo de OTA
em amostras de arroz, utilizando técnica de CLAE-FL. Com esta mesma técnica Afsah-
Hejri, Jinap e Mirhosseini (2012) encontraram como limites de detec¢cdo e quantificagcdo
0,02 e 0,06 ng.g™, respectivamente, para determinacéo de OTA em amendoins em CLAE-
FL.

3.2 EFEITO DOS COMPONENTES DA MATRIZ NA DETERMINACAO DE OTA

O método QUEChERS empregado neste trabalho deriva do método original de
Anastassiades et al. (2003) adaptado por Hackbart et al. (2012) para farelo de arroz
integral, comprovando a necessidade do estudo de condi¢cBes Otimas para conferir
simplicidade e agilidade de extracdo, além de boa aplicabilidade, alta recuperacdo e
seletividade (PRESTES et al., 2009).

Relatos da influéncia de diferentes pardmetros na extracdo pelo método
QueChERS, como solvente, granulometria, etapas de clean up, adicdo de sais e
acidificacdo do meio estdo bem salientados na literatura (ANASTASSIADES et al., 2003;
PRESTES et al. 2009). No entanto ndo foram encontrados relatos experimentais que
demonstram a influencia da composicdo quimica da matriz na extracdo de ocratoxina A
por este método, tornando necessaria uma readequacdo completa para cada matriz.

Devido a susceptibilidade de diferentes matrizes para a contaminagdo por
ocratoxina A (cereais, carnes, especiarias, bebidas, etc.) é fundamental o estudo dos
componentes majoritarios destas matrizes que podem afetar positivamente ou
negativamente a extracdo e deteccdo de micotoxinas, evitando o reajuste exaustivo do
método para cada matriz, uma vez que as alteracbes podem ser feitas de acordo com a

presenca ou auséncia do componente de interesse.
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A Tabela 2 mostra a caracterizacdo fisico-quimicas dos grdos estudados, bem
como a percentagem de recuperacdo encontrados pelo método QUEChERS em CCD e
CLAE.

Tabela 2- Composicdo quimica da amostra e recuperacdo de OTA em CCD e CLAE

Matriz Lipidio Proteina AR AT Recuperagdo Recuperacao
(%) (%) (mgg™) (mgg")  CCD(%)  CLAE (%)
FA 19,6(3,8) 159(3,00 19(14) 8,2(9,0) 102 (2,4) 51 (1,0)
FT 43(22) 156(4,00 29(06) 15,8(1,0) 86 (2,9) 43 (2,0)
FAT 74(4,4) 11,7(26) 1,3(2,7) 4,0(0)5) 113 (5,5) 61 (3,4)
FA- farelo de arroz; FT- Farelo trigo; FAT- farinha de trigo; AR- agUcar redutor; AT- acUcar total; Média
(CV).n=3

Conforme esperado, a determinagcdo de OTA por CLAE foi a mais afetada pela
composicdo das fraces dos cereais, apesar da CCD ter apresentado valores
superestimados do contaminante. O farelo de trigo, com o maior teor de agUcares totais,
apresentou recuperacao inferior pelas duas técnicas.

Neste trabalho foi utilizado a técnica da estatistica multivariada (analise de
componentes principais (ACP)) para determinar experimentalmente a influencia dos
componentes da matriz na recuperacdo de ocratoxina A de cereais, pelo método de
QueChERS modificado por Hackbart et al. (2012), o que facilita sua aplicacéo alterando
apenas a etapa que se faz necessaria para eliminar o efeito do interferente.

O adsorvente Cig usado na etapa de clean up do método QUEChERS é
recomendado para amostras contendo teores de gordura >2%, como por exemplo, arroz,
cevada, trigo, 6leos vegetais entre outras, devido aos teores lipidicos elevados de algumas
porgdes dos gréos (Tabela 2), principalmente no farelo de arroz.

No entanto, este procedimento ndo foi eficaz para os outros cereais ou seus
derivados uma vez que a recuperagéo foi superior a 100% em CCD e inferior a 70% em
CLAE. Assim, para identificar o fator responsavel pela resposta, os resultados na Tabela
2 foram submetidos a ACP (Figura 2).
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Figura 2- Efeito dos componentes da matriz na extracdo por QUEChERs em CCD e
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FA-farelo de arroz; FT-farelo de trigo; FAT-farinha de trigo; AR-agUcar redutor; AT-agUcar total; CCD-
recuperacdo em cromatografia em camada delgada; CLAE- recuperacdo em cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

ACP tem como fundamento a geracdo de novas varidveis, denominadas
componentes principais, para explicar a variabilidade dos resultados, além de evidenciar a
correlacdo entre as diferentes varidveis estudadas. Neste trabalho, a variabilidade dos
resultados foi simplificada para duas componentes: componente 1 que explica 77,8% e a
componente 2 que explica 22,2%.

A distribuicdo das amostras no plano do gréafico de componentes demonstra a
relacdo inversamente proporcional entre FAT e FT, que apresentaram 0S maiores e
menores valores de recuperacdo da micotoxina, respectivamente (Figura 2). Com relagéo
as variaveis: lipidios; proteinas; AR; AT e recuperacdo; observa-se que os lipidios
apresentaram a menor influencia na recuperagéo de ocratoxina A, com uma correlagéo de
0,29. Este comportamento corrobora com o descrito por Prestes et al. (2009), “que a
utilizac&o de acetonitrila possibilita a extragdo de uma menor quantidade de co-extrativos
lipofilicos provenientes da amostra”. A utilizagdo da C18 na etapa de clean up, conforme
descrito anteriormente, também limitou o efeito dos lipidios na recuperacdo de OTA

(ANASTASSIADES et al., 2003).
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Os agucares redutores (AR) e totais (AT) apresentaram alta correlacdo entre si
(0,99), comportamento esperado devido ao método empregado para a quantificacéo,
baseado no poder redutor dos aglcares presentes antes e ap0s a hidrolise dos carboidratos.
Tanto AR e AT apresentaram uma correlacdo de -0,99 com a recuperagdo de OTA por
CCD, e -0,98 para CLAE. Esta interferéncia pode ser explicada, pois quando ndo se
utiliza NaCl para a extragdo, compostos mais polares como 0s agucares sdo extraidos em
maior quantidade e consequentemente interferem na deteccdo do analito em estudo
(ANASTASSIADES et al., 2003).

Entre as variaveis, os lipidios apresentaram maior correlacdo com a componente
2, (R:0,96) enquanto que proteina, AR, AT e recuperacao apresentaram maior correlacao
com a componente 1, com valores de R de 0,79, 0,99, 0,99 e -0,99, respectivamente.
Portanto, provavelmente a componente 1 estd relacionada com interferentes polares,
enguanto que a componente 2 esta relacionada com compostos apolares.

Em geral, ambas as técnicas de extracdo sdo afetadas pelos componentes da matriz
de uma forma semelhante e com a mesma intensidade, demonstrando a aplicabilidade de
ambos os métodos cromatograficos, com uma correlacdo de 0,98 entre eles. Além disso,
os fatores mais polares afetaram a extracdo de OTA pelo método QUEChERS, indicando
que a composicao de sal durante particdo deve ser investigado para padronizar a extragdo
em diferentes matrizes.

A técnica multivariada permitiu identificar a principal interferéncia na extracdo de
OTA e assim fazer alteracdes no método para cada matriz, 0 que requereria maior nimero
de determinacBes e pouca clareza quanto a interacdo dos efeitos usando técnicas de
estatistica univariada.

Visto que a contaminagdo por ocratoxina A ocorre principalmente durante o
armazenamento e que produtos a base de farinha de trigo sdo amplamente consumidos,
esta matriz foi escolhida para a padronizacéo e validacdo do método cromatografico para
a deteccdo de OTA por CLAE-FL. Além disso, a farinha de trigo também apresentou as
menores concentracdes de agucares redutores e agucares totais, que sdo 0S compostos que

afetam fortemente a recuperacdo de OTA da matriz.

3.3 PADRONIZACAO DA EXTRACAO DE OTA EM FARINHA DE TRIGO

A extracdo de OTA pode ser afetada por diferentes variaveis, incluindo o solvente

de extragdo, o tempo de extragdo, a composicdo de sais e 0 tipo de matriz empregada.
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Entre os solventes avaliados (Figura 3a), o uso de ACN acidificada 1% aumentou em
duas vezes a recuperacdo de OTA com relacdo a ACN e a mistura ACN:Metanol nédo
possibilitou a extracdo. Frenich et al. (2011) também observaram o aumento da
recuperacdo mediante acidificacdo do meio durante a extracdo de OTA em ovos. Este
aumento pode estar relacionado com o aumento da estabilidade da micotoxina devido a
acidificacdo do meio extrator (PRESTES et al., 2009).

A hidratacdo tem sido estudada para facilitar a migracdo do solvente de extracéo
para o interior da matriz onde se encontra o analito (Figura 3b). Os resultados da
recuperacdo variaram entre 22 e 66%. A adicdo de agua provocou um aumento
significativo de 2,3 vezes, e 0 aumento do tempo de extracdo de 5 para 10 minutos
aumentou em 46% a recuperacdo de OTA com adicdo de 30% de agua. Isto é devido ao
poder de extracdo deste solvente ser negativamente afetado pela presenca de aglcares na
farinha. Portanto, o solvente de extracdo padronizado para o estudo foi H,O:ACN
acidificada 1% com &cido acético (30:70). Ndo foram investigados os efeitos de tempos
de extracdo superiores a 10 minutos para nao limitar a aplicabilidade da extracdo. Além
disso, maiores quantidade de agua poderiam impedir a separacdo da fase aquosa da fase
organica.

Durante a extracdo com acetonitrila, a adicdo de sais € muito conveniente uma vez
que é rapida, facil, apresenta baixo custo, tem a vantagem de ndo diluir o extrato da
amostra e proporciona a separagédo das fases orgénica e aquosa. Devido a importancia dos
sais, foram avaliadas diferentes combinacdes deles conforme o descrito por outros autores
que empregaram o método de QUEChERS (Figura 3c) (ANASTASSIADES et al., 2003;
PAIGA etal., 2012; PRESTES et al., 2009).

Todas as misturas de sais tinham sulfato de magnésio na sua composi¢cdo devido
sua alta capacidade de remover agua do sistema (PRESTES et al., 2009). O percentual de
recuperacdo variou entre 18-87%, tendo como melhor resultado a mistura de sais D, que
corresponde a do método original de QUEChERS (ANASTASSIADES et al., 2003). O
sulfato de magnésio foi seco a 500 °C durante 5 horas, conforme recomendado por
Anastassiades et al. (2003), para eliminar os interferentes, como os fitalatos. O processo
de secagem propiciou um aumento de 1,2 vezes na recuperagdo de OTA devido a
eliminacéo de interferéncias, além de evitar a reacdo exotérmica que ocorre na hidratacdo
de sulfato de magneésio (PRESTES et al., 2009).
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Figura 3- Efeito do solvente (a); adi¢do de agua (b) e composicao de sais (c) na extracéo
de OTA em farinha de trigo
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ACN- acetonitrila; ACN 1%- acetonitrila acidificada com &cido acético 1%; ACN:MeOH-
acetonitrila:metanol; A— 30% agua/5 min, B — 30% &gua/10 min; C — 0% agua/5 min; D — 0% agua/10 min.
sal A (12,3 g MgS0,.7H,0 + 1,5 g acetato de sodio); sal B (8,18 g MgSO,.7H,0 + 1g NaCl); sal C- (12,3 g

MgS0,.7H,0+ 1,5 g NaCl + 2,1 g citrato sodio diidratado); sal D (4 g MgSO, seco + 1 g NaCl); sal E (4 g
MgSO, seco); sal F (8,18 g MgSO,.7H,0); barras com a mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica
(p< 0,05).

A presenca de NaCl (quando se compara a mistura E e D) promoveu um aumento
de 4,5 vezes na recuperacdo de OTA, evidenciando a importancia do NaCl na etapa de
extracdo, pois, 0s compostos polares sdo 0s maiores interferentes na extracdo em farinha
de trigo e de outros cereais.

O meétodo modificado para farinha de trigo com 87% de recuperacao foi definido
como: 5 g de farinha de trigo com 15 mL de ACN 1%:agua (7:3), seguido pela adicdo de
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sulfato de magnésio seco e cloreto de sédio sob agitacdo em vortex durante 10 min.
Apesar da recuperacgdo estar dentro dos limites aceitaveis (70-120%), o efeito da matriz
sobre a extragdo de OTA foi avaliado, uma vez que uma menor recuperacgdo por CLAE,
em comparagdo com a CCD na primeira fase do presente estudo, indicam um efeito
negativo no sinal dos compostos presentes nos cereais.

O efeito de matriz (EM) é um estudo de seletividade que objetiva averiguar
possiveis interferéncias causadas pelas substancias que comp&em a matriz amostral,
gerando basicamente, fendmenos de diminuicdo (EM<100%) ou ampliacdo (EM>100%)
do sinal instrumental ou resposta instrumental (KRUVE et al., 2008).

Nas concentracfes de OTA estudadas na farinha de trigo, o efeito de matriz variou
entre 15 e 50%. Devido a esta alta influencia na determinacdo da micotoxina, foi feita
uma curva na matriz nas mesmas concentragdes usadas para a curva do solvente, com
linearidade entre 0,04 a 8 ng.g" e um coeficiente de correlagdo de 0,9968. Para a
avaliacdo da exatiddao do método, os calculos foram realizados com a curva na matriz de
forma a compensar este efeito. As recupera¢fes do método foram de 98,7% (3x LQ);
97,6% (5x LQ) e 105% (10x LQ), com um CV de 11, 15 e 6%.

3.4 LEVANTAMENTO DE OCORRENCIA E ESTIMATIVA DO RISCO DE
EXPOSICAO

O método desenvolvido empregado em amostras de farinha de trigo mostrou que
todas estavam contaminadas com OTA (Tabela 3). Destas, 85% apresentavam
contaminacdo na ordem de 0,2 e 0,5 pg.kg™ e 15% entre 0,5 e 1 pg.kg™, porém todas
abaixo do limite da legislacdo nacional (RDC n° 7/2011) e pela Unido Européia (EC,
2006b). O método validado apresentou-se confiavel para a avaliacdo de ocorréncia, com
um CV inferior a 20% para todas as amostras.

Khorasgani et al. (2012) avaliando a ocorréncia natural de OTA em farinhas de
trigo, encontraram 94% das amostras contaminadas com concentragfes de 0,004 a
0,809 pg.kg™.

Cabe salientar que apesar dos niveis serem inferiores ao limite recomendavel, a
exposicdo cronica € provavel devido a frequéncia de ingestdo de farinhas de trigo em
diferentes produtos, constituindo um desafio para as autoridades em saude publica, pois

dificulta consideravelmente a adocdo de estratégias para diminuir o risco de danos.
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Tabela 3- Ocorréncia de OTA em farinhas de trigo

Amostra OTA (ug.kg™) CV(%)
1 0,31 4,5
2 0,44 9,6
3 0,34 0,6
4 0,46 16,0
5 0,66 6,4
6 0,22 6,3
7 0,32 1,3
8 0,25 12,5
9 0,25 10,3
10 0,26 7,2
11 0,47 7,2
12 0,23 7,5
13 0,34 3,7
14 0,35 6,5
15 0,23 5,7
16 0,85 10,9
17 0,46 8,4
18 0,50 7,8
19 0,24 3,2
20 0,30 2,8

OTA-ocratoxina A; CV- coeficiente de variagdo

Valores de ingestdo diaria toleraveis para OTA foram propostos por diferentes
6rgaos e variam entre 5 ngora.Kgmassacorpsrea ~-dia™" (THE NORDIC GROUP ON FOOD
TOXICOLOGY AND RISK EVALUATION, 1991), 17 ngora.Kgmassacorperea ~-dia™
(EFSA, 2006) e 14 ngora.KQmassacorperea ~-dia™ (JECFA, 2007). Considerando o valor de
contaminacdo médio encontrado neste trabalho de 0,38 ug.kg™, a ingestéo diaria estimada
para uma pessoa de 70 kg é de 0,08 Ngora.KGmassacorperea -dia™, pois hé relatos que esta
micotoxina é termoestavel em diferentes processos para preparo de alimentos a base de
farinha (VIDAL et al., 2015).

Coronel et al. (2009) avaliaram a estimativa de ingestdo diaria de OTA baseados
em dados de consumo de 279 pessoas (132 homens e 147 mulheres) de 9 diferentes
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localidades da provincia de Lleida- Espanha. Os alimentos foram classificados em
diferentes grupos, tendo como principal fonte de contaminacdo 0s cereais e
derivados (0,76 Ngota KOmassacorperea -dia™"),  seguido  de  frutas  secas e
derivados (0,29 ngota.KGmassacorpérea -dia™),  vinho (0,35 Ngora-Kmassacorperea - dia™),
café (0,10 ngora.KGmassacorpsrea —-dia™), suco de uva (0,07 ngora.KGmassacorpsrea —-dia’™), cacau
e derivados (0,06 Ngora.KGmassacorperea dia™) € cerveja (0,04 ngora-Kmassacorperea - dia™).
Os valores obtidos nas amostras do presente trabalho encontram-se abaixo do encontrado
para cereais e derivados. No entanto, produtos derivados de farinha de trigo séo
consumidos em conjunto com outros produtos como sucos, café, cerveja, aumentando-se
0 risco de exposicdo a esta micotoxina.

Adicionalmente, através do estudo da digestibilidade in vitro, que consiste na
simulacdo das condigdes gastrointestinais, verificou-se que 94,4% do contetudo de OTA
inicial foi encontrado na fracdo digerida (sobrenadante) e 8,3% permanece na fracdo nao
digerida, ou seja, somente esse percentual tem maior chance de ser excretado pelo
organismo, o restante que fica sollvel pode estar relacionado com o fato que o rim € o
principal alvo de toxicidade da OTA (MARIN-KUAN et al., 2008). E importante a busca
de métodos para descontaminar matéria prima que possam ser adotados nas etapas de
processamento, visto que praticamente todo o conteddo de micotoxina ingerido fica

disponivel para a absor¢ao no organimo.
4. CONCLUSAO

A necessidade de adaptacdo do método QUEChERS para cada matriz utilizada
ficou demonstrada, bem como a aplicabilidade da técnica de camada delgada empregando
o software ImageJ para determinacdo de OTA. O método validado para determinacdo da
micotoxina em farinha de trigo por CLAE-FL foi eficiente, apresentando recuperacdes de
98 a 105%.

A técnica multivariada permitiu elucidar que o principal interferente na
determinacdo de ocratoxina A pelo método QUEChERS, tanto por CCD quanto por
CLAE foram os compostos polares.

O emprego do método validado permitiu a estimativa do risco de exposicdo a
ocratoxina ~ A.  Considerando-se um  valor de ingestdo  diaria  de
0,08 NgoTa-KGmassacorpsrea —-dia™ ha a disponibilizacéo para absorgdo no organismo de 94%

do conteudo inicial da micotoxina. Esse resultado € importante tanto do ponto de vista
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econémico, como da saude do consumidor, norteando a busca por alternativas para

reducdo dos niveis do contaminante em diferentes matrizes alimenticias.
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RESUMO

Micotoxinas sdo produzidas por fungos filamentosos em diferentes etapas da cadeia
produtiva de alimentos, destacando-se a ocratoxina A (OTA) por seus efeitos
nefrotdxicos, carcinogénicos e teratogénicos. O desenvolvimento de métodos capazes de
diminuir esta contaminacdo a niveis permitidos pela legislacdo sdo incentivados e 0s
processos biologicos, envolvendo o uso de enzimas e microrganismos para degradacédo da
OTA sdo preferenciais pela especificidade e condigOes brandas de detoxificagcdo. Neste
trabalho, foram estabelecidas condi¢des de extracdo de carboxipeptidase A a partir de
biomassa fermentada por Rhizopus oryzae para emprega-la na degradacdo de OTA, tendo
a pancreatina como controle. O método padronizado para extracdo enzimatica consistiu
em agitacdo ultrassonica durante 30 minutos numa potencia fixa de 150 W e 40 kHz. O
extrato enziméatico do microrganismo degradou 19,4% sendo 49% superior quando
comparado com a pancreatina. Ficou demonstrada a vantagem da utilizacdo de enzimas

microbianas para processos de degradacao de micotoxinas.

Palavras-chave: Rhizopus oryzae, hidrélise enzimatica, pancreatina.

1. INTRODUCAO

As micotoxinas sdo substancias naturais de baixo massa molecular, produzidas por
fungos filamentosos como metabdlitos secundarios em qualquer etapa da cadeia produtiva
(KOPPEN et al., 2010). A ocratoxina A (OTA), considerada cancerigena do grupo 2B
pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 1993) pode ser produzida
por fungos do género Penicillium e Aspergillus, sendo encontrada em cereais e em
produtos como café, vinho, frutos secos, cerveja e suco de uva (ZAIN, 2011).

Embora a prevencdo do crescimento e producdo de micotoxinas por fungos que
colonizam plantas e alimentos € normalmente considerada como a melhor abordagem
para impedir os efeitos nocivos destes contaminantes na saude animal e humana, a
descontaminacdo de produtos agricolas é também uma medida importante. Diferentes
estratégias para este fim ja vem sendo estudadas e classificadas como métodos fisicos,
quimicos e (micro) bioldgicos (VARGA et al., 2005).

Os tratamentos biologicos tem destaque por permitirem o uso de condicdes
brandas de processo e por diminuirem a possibilidade de producdo de derivados mais

toxicos. Para isso, sdo utilizadas leveduras, bactérias e fungos nédo toxigénicos capazes de
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inibir o crescimento de fungos toxigénicos e diminuir os niveis da toxina a valores
aceitaveis pela legislacdo, 2-30 pg.kg™ (EC, 2006a). A principal via de degradacéo de
OTA por microrganismos envolve a hidrdlise da ligacdo amida, entre a porcao
isocumarina com a molécula de fenilalanina, mediante acdo de enzimas proteoliticas intra

ou extracelulares, conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1- Degradagdo de ocratoxina por via enzimética

fj{ OjOHO oH o HO 0 OH ?
. J\o e s, Pl
AR S Rt 6O IICN
. \,)«,CH3 Y ‘CH, N “NH,
c Cl
Ocratoxina A Ocratoxina o L-B- fenilalanina

Fonte: ABRUNHOSA; VENANCIO; TEIXEIRA (2011)

Para atuar desta forma as enzimas proteoliticas da classe das carboxipeptidases,
que podem ser obtidas de leveduras, como Phaffia rhodozyma e fungos filamentosos
(ABRUNHOSA; SERRA; VENANCIO, 2002; AMEZQUETA et al., 2009; STANDER
et al.,, 2001; VARGA et al., 2005) sdo as mais adequadas. Uma espécie de Rhizopus
oryzae, isolada da casca de arroz, depositada no Banco de Culturas da Fundagdo André
Tosello (CCT 7560) e posteriormente identificada por técnicas moleculares, foi
empregada para a producdo de celulase (KUPSKI et al., 2014) e para disponibilizacdo de
nutrientes como proteinas e compostos fendlicos (OLIVEIRA et al., 2010) durante
processo fermentativo. No entanto, a utilizagdo de enzimas como a carboxipeptidase A,
extraidas desta linhagem selvagem, visando a aplicagdo em descontaminacdo de
micotoxinas ndo esta descrita na literatura.

Neste trabalho, foram estabelecidas condices de extracdo de carboxipeptidase a
partir de biomassa fermentada pela linhagem selvagem Rhizopus oryzae CCT 7560 para
aplicacdo na degradagdo de OTA, comparando o efeito hidrolitico ao da pancreatina.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS

A enzima pancreatina foi obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) sendo a partir
dela preparada uma solugdo enzimatica (2 mg.mL™) usando 4gua destilada para aplicacdo
nos experimentos.

A biomassa de Rhizopus oryzae foi cultivada em substrato farelo e casca de arroz
(32 mesh) na proporcdo de 17,5 e 82,5%, respectivamente, em biorreatores do tipo
bandeja (14 cm x 14 cm x 5,5 cm) durante 15 h a 30 °C, tendo como concentracao inicial
de esporos 4x10° esporos.g™ e umidade de 30% (KUPSKI et al., 2014).

2.2 METODOS

2.2.1 Estudo das condicdes de extracdo da enzima carboxipeptidase A

Para este estudo foi utilizada a técnica OFAT (one factor at a time), avaliando
diferentes fatores individualmente. O primeiro estudado foi a agitacdo: (i) banho
ultrassdnico de 40 kHz e (ii) agitacdo orbital a 150 rpm, ambos durante 30 minutos;
seguido da frequéncia de ondas ultrassonicas (25, 37 e 40 kHz) com potencia fixa de 150
W e na melhor frequéncia os tempos de extracdo (15, 30, 45 e 60 minutos).

A extracdo foi realizada com agua destilada na proporcdo 1.5 (p/v) em cada
condicdo descrita anteriormente, seguida por centrifugacdo a 4 °C e 3220 g durante 10
minutos, obtendo-se assim o extrato bruto enzimatico (Po). Para purificacdo priméria foi
utilizada a precipitacdo com acetona na proporcao 1:3 (v/v) a 0 °C permanecendo em
repouso durante 24 horas (KUPSKI et al., 2012). Ap6s a remocédo do excesso de solvente,
a proteina foi ressuspensa em &gua para quantificacdo de acordo com método de Lowry et
al. (1951) e determinacéo de atividade enzimatica (PEDROCHE et al., 2002).

2.2.2 Determinacao de atividade e proteina soluvel
A atividade de carboxipeptidase A foi determinada utilizando como substrato

hipuril-L-fenilalanina (H-PHE) 0,1 mM preparado em tris-HCI 25 mM (pH 7,5),

contendo NaCl 0,5 M. O aumento na absorvancia, medida a 254 nm, foi acompanhado
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por 15 minutos, tomando-se a tangente da regido linear. A atividade foi calculada
utilizando-se um coeficiente de extincdo molar de 360 L(mol cm)™* (PEDROCHE et al.,
2002).

O teor de proteina soltvel foi determinado conforme método descrito por Lowry
et al. (1951), empregando curva padrdo de albumina (0,05 — 0,4 mg.mL™). A atividade
especifica foi obtida considerando o teor de proteina soltvel dos extratos, conforme a

Equacéo 1.

.. , Atividade (U
Atividade especifica=""" """ o )/ Proteina soltvel (mg) (1)

Uma unidade de carboxipeptidase A foi definida como a quantidade de proteina
necessaria para liberar 1umol de &cido hiparico por minuto a 25°C e pH 7,5.

2.2.3 Degradacao de ocratoxina A em meio reacional

Para o ensaio de degradacdo OTA foi dissolvida em tampéo tris HCI pH 7,5
25 mM contendo NaCl 0,5 M e quantificada a 380 nm (absortividade 7160 mol.L™. cm™)
(PITOUT, 1969).

A hidrolise de OTA foi acompanhada a 380 nm aos 30 e 60 minutos a 25 °C,
tendo como meio reacional 1 mL da solugdo da micotoxina (25 pg.mL™) 0,5 mL de
tampdo tris HCI pH 7,5 e 0,5 mL de pancreatina ou extrato parcialmente purificado (P)
de Rhizopus oryzae. A atividade de degradacdo foi expressa em termos de hidrélise e

hidrolise especifica, determinadas de acordo com as Equacfes 2 e 3.

. GGy
Hidrolise=

x 100 )
1

% hidrolise
4 /4 X
proteina soluvel (mg)

Hidroélise especifica= 100 3)

Onde:
C;- concentracdo inicial de OTA,;

C,- concentracdo de OTA apds hidrolise;
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2.2.4 Andlise estatistica

A anélise estatistica dos resultados de atividade especifica, hidrolise e hidrolise
especifica foi realizada por ANOVA considerando as médias de triplicatas dos ensaios,
seguida pelo teste de Tukey a um nivel de 5 % (p<0,05), utilizando o programa
“Statistica” (versao 7.0, StatSoft, Inc., Tulsa, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PADRONIZACAO DA EXTRACAO DE CARBOXIPEPTIDASE

As condicOes de extracdo de carboxipeptidase (orbital ou ultrassénico) da
biomassa fermentada com R. oryzae foram avaliadas. A agitacdo ultrassénica em ambos
os extratos (bruto (Po) e purificado (P1)) apresentou valores de 5,0 (CV 2,0) e 35,5 (CV
16,6), melhorando o rendimento da extracao (1,5 vezes) em relacdo a agitacdo orbital, que
nédo apresentou atividade no Py e apresentou valores de 23,0 (CV 1,8). Fato que pode ser
atribuido a maior eficiéncia das ondas ultrassdnicas para romper a parede celular e liberar
enzimas intracelulares da biomassa fungica (MASON, 2003). O emprego de ultrassom
como uma ferramenta para extracdo de metabolitos de origem vegetal e compostos
bioativos de material vegetal ou animal (CHEMAT; HUMA; KHAN, 2011) tem sido
cada vez mais frequente, pois propicia maior recuperacdo sem a necessidade de aumento
do volume de extrator, resultando em reducao de residuos para descarte no ambiente e da
exposicdo do analista (KAPTUROWKA et al., 2012; SILVA et al., 2013).

A utilizacdo de ultrassom pode melhorar o processo de extracdo (Tabela 1). O
colapso de bolhas de cavitacdo leva a um melhor rompimento celular que permite uma
melhor penetracdo do solvente, aumentando a transferéncia de massa do sistema
(CHEMAT; HUMA; KHAN, 2011). Esta técnica tem sido utilizada para a extracdo de
diferentes compostos, como compostos fenolicos (RODRIGUES; PINTO; FERNANDES,
2008; WANG et al., 2008), compostos aromatizantes (PORTO; DECORCI; KIKIC,
2009) e compostos volateis (CABREDO-PINILLOS et al., 2006).

A etapa de purificagdo primaria com acetona aumentou em 7 vezes a atividade
hidrolitica da enzima, comportamento esperado, visto que a mudanca da constante
dielétrica do meio ocasionada pela adi¢do de acetona propicia a precipitacdo da proteina

extraida e portanto a diminuicdo de interferentes do meio.
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Tabela 1- Condic0es testadas para a padronizacdo da extracdo de carboxipeptidase A por

banho ultrassonico

o Atividade _ Atividade
Frequéncia (kHz)** Tempo (min)

(mU.mgprotem'l) (mU-mgproteina-l)

25,0 SA. 15 35,9 (3,5)°
37,0 22,3 (4,5)"° 30 39,1 (0,1)?
40,0 39,5 (0,8)? 45 36,5 (0,6)"

60 21,0 (4,8)"

* Resultados expressos como Média (CV). S.A.- sem atividade. Po- Extrato bruto; P4- Extrato parcialmente
purificado.**-estudo realizado em 30 min. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca

significativa (p<0,05).

No presente trabalho, a melhor condicéo para a extracdo enzimatica foi obtida na
frequéncia de 40 kHz (Tabela 1), representando um aumento de 77% na atividade da
carboxipeptidase A em relacdo a aplicacdo da frequéncia de 37 kHz. Em baixas
frequéncias, as forcas de cisalhamento geradas sdo muito fortes devido ao colapso mais
entropico da bolha, causando consequentemente a desnaturacdo protéica e decréscimo de
atividade (CHANDRAPALA et al., 2012), como ficou demonstrado nos resultados.

O procedimento de extracdo adotado foi a utilizagdo de banho ultrassonico na
frequéncia de 40 kHz durante 30 minutos e a purificacdo primaria do extrato com acetona

(P1) na proporgado 1:3 (V:v).
3.2 DEGRADACAO ENZIMATICA DE OTA

A alta incidéncia de OTA e seus efeitos nocivos em seres humanos e animas tem
motivado a busca por métodos de degradacdo eficientes e ndo geradores de derivados
toxicos (AMEZQUETA et al., 2009). O principal caminho pelo qual os microrganismos
podem descontaminar OTA envolve a hidrolise da ligagdo amida que une a OTa a
molécula de fenilalanina (ABRUNHOSA et al., 2002).

A diminuicdo do teor de ocratoxina A pela agéo das diferentes enzimas, extrato P,
de R. oryzae e pancreatina (240 mU.mgpmte.'na'l) estd demonstrada na Figura 2. A hidrdlise
de OTA (Figura la) aumentou significativamente com o tempo de reacdo tanto para
pancreatina quanto para a enzima extraida de R. oryzae. A hidroélise de OTA promovida

pela enzima fangica foi 4 e 1,5 vezes superior a enzima de origem animal (pancreatina)
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em 30 e 60 minutos, respectivamente. A solucdo de pancreatina, bem como do extrato da
biomassa fungica sdo constituidos por mistura de enzimas hidroliticas incluindo a
carboxipeptidase A. Portanto o efeito observado sobre a degradacdo de OTA demonstra

que na biomassa fngica as carboxipeptidases sdo mais ativas.

Figura 2- Taxa de hidrdlise (a) e hidroélise especifica (b) de OTA por acdo enzimatica em
meio reacional.
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Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05). (P1) extrato purificado de Rhizopus

oryzae.

A hidrolise especifica (Figura 1b) aumentou significativamente com o tempo
reacdo. No entanto, comparando a acdo das enzimas de diferentes fontes (flngica e
animal), aos 30 minutos de reacdo a hidrélise especifica da enzima proveniente da
biomassa de Rhizopus oryzae foi 37% maior que a da pancreatina, indicando uma maior
especificidade da enzima fangica a OTA.

A maxima hidrolise especifica promovida pela pancreatina ocorreu nos 60 min de
reagdo (26,2% (MQproteina) "), atribuido ao fato de que a pancreatina é uma enzima
comercial purificada onde estdo presentes varias enzimas proteoliticas além da
carboxipeptidase A. Portanto, a enzima fungica se mostra como alternativa a pancreatina
para processos de degradacdo, especialmente quando se requer intervalos menores para
degradacédo de OTA.

Vale ressaltar que a biomassa produzida por Rhizopus oryzae havia sido otimizada
para producdo de celulase e ficou demonstrado o potencial do microrganismo para
producdo de carboxipeptidases ativas contra a OTA. Este fato é bastante promissor, visto

que o fungo produtor é de uma linhagem selvagem, no qual pode se realizar modificacdes
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geneticas visando a maximizacao da producéo da protease para emprego nos processos de
descontaminacao.

Os resultados encontrados corroboram com o obtido em estudo de Varga et al.
(2005) avaliando a degradacdo de ocratoxina por diferente espécies de Rhizopus,
encontrando uma reducéo de até 96,5% no conteddo inicial de OTA no substrato com R.
stolonifer. Relatos da acdo da pancreatina na reducdo desta micotoxina ndo foram
encontrados na literatura.

E importante salientar que na maioria dos estudos de degradacdo, ndo é usual
aplicar a enzima extraida do microrganismo, mas sim o0 proprio microrganismo. Trata-se,
portanto, de um aspecto inovador para processos de degradacdo, que pode se adaptar

melhor a condigdes de purificacéo e disponibilizacdo para fins comerciais.

4. CONCLUSAO

A utilizacdo de banho ultrassonico de 40 kHz durante 30 minutos foi a melhor
condicdo para extracdo de carboxipeptidase A produzida com Rhizopus oryzae. O extrato
até 20%, podendo ser empregado em processos para minimizar a contamina¢do no
produto final. Além disso, o trabalho salienta a vantagem da utilizagdo de enzimas
microbianas para processos de degradacéo de micotoxinas.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo validar um método de extracdo e deteccdo para a analise
da OTA e do seu metabolito OTa em CLAE-FL para acompanhar a eficiéncia do
processo de degradacdo realizado in vitro. Os microrganismos Rhizopus oryzae e
Trichoderma reesei, com concentracdo inicial de 4x10° esporos.mL™ foram cultivados em
meio Agar Batata Dextrose contendo OTA (1,5 png.mL™) durante 120 horas a 30 °C, com
retirada de amostra no tempo zero e a cada 24 horas. A micotoxina e seu metabdlito
foram extraidos do meio de cultivo com HCI, particdo com cloroférmio e quantificacdo
em método validado por CLAE-FL. O crescimento fungico foi avaliado pelo contetdo de
glicosamina apo6s hidrolise acida com HCI 6 N e por analise de microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Os valores maximos de degradacdo foram alcancados na fase
exponencial de crescimento de ambos 0os microrganismos, nomeadamente 48 horas para
Rhizopus oryzae (68% de reducdo) e 72 horas para Trichoderma reesei (57,7% de
reducdo). A degradacdo encontrada para estes microrganismos apresentou um correlagédo
alta (R>0,9) e significativa (p<0,05) com a producdo de OTa, indicando que ocorreu a
producdo de enzimas capazes de hidrolisar a micotoxina, por exemplo, a carboxipeptidase
A. Dessa forma fica evidenciado que 0s microrganismos sao promissores como agentes
bioldgicos de descontaminacdo e podem ser empregados como fontes alternativas de

enzimas para a degradacdo de ocratoxina A de matrizes alimenticias.
Palavras-chave: Rhizopus oryzae, Trichoderma reesei, degradagédo, Ocratoxina o,
1. INTRODUCAO

Ocratoxina A (OTA) é um metabdlito secundario, produzido principalmente por
Penicillium verrucosum e diferentes espécies de Aspergillus, incluindo Aspergillus
ochraceus, Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius (SAMSON et al., 2004), de alta
incidéncia como contaminante de uma ampla faixa de produtos, incluindo cereais
(GONZALES et al., 2006) e seus derivados (DUARTE et al., 2010a; ZINEDINE et al.,
2007), vinho (MURILLO-ARBIZU et al., 2010), café (VECCHIO; MINEO; PLANETA,
2012), cerveja (REINSCH et al., 2007), cacau (COPETTI et al.,, 2013) e carne
(DALL’ASTA et al, 2010). A OTA apresenta efeitos nefrotdxicos, imunotoxicos,
teratogénicos e cancerigenos, tendo como principais alvos de toxicidade o rim e o figado
(RINGOT et al., 2006).
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Esses aspectos e os limites maximos toleraveis em diferentes matrizes alimenticias
ainda sdo discutidos em varios paises (MALIR; OSTRY; NOVOTNA, 2013). No Brasil,
0s niveis estdo regulamentados pela RDC n°7 de fevereiro de 2011 (ANVISA, 2011),
variando de 2-20 pg.kg™, sendo o prazo para adequaco destes limites prorrogado para 1°
de janeiro de 2017 pela RDC n° 59, de 26 de dezembro de 2013 (ANVISA, 2013).
Visando atender esta demanda, métodos de degradacdo fisicos (VAR; KABAK;
ERGINKAYA, 2008), quimicos (BELLI et al., 2005) e biol6gicos (PETERI et al., 2007)
vem sendo propostos.

Os metodos biologicos se destacam em pesquisas por permitirem condigdes
brandas de aplicacdo e por diminuirem a possibilidade de producao de derivados toxicos
(ZHU et al., 2015). S&o considerados métodos bioldgicos aqueles que fazem uso de
enzimas, especialmente a carboxipeptidase A para a OTA (PETERI et al., 2007), bem
como cepas de microrganismos ndo toxigénicos (VARGA; RIGO; TEREN, 2000),
especialmente os produtores de carboxipeptidase A que atua hidrolisando a ligacdo amida
que une a molécula de fenilalanina a OTa, sendo este o produto de detoxificacdo da
micotoxina (MUNOZ; BLASZKEWICZ; DEGEN, 2010).

Para demonstrar a eficiéncia de um protocolo de descontaminacdo € necessario
dispor de métodos de extracdo e deteccdo do analito e seus derivados de maneira rapida e
eficiente. No caso especifico da ocratoxina A, a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com deteccdo de fluorescéncia (FL) é a mais indicada pelo uso de
colunas de alta resolucdo, sensibilidade dos detectores de fluorescéncia, rapidez e
potencial para automatizacdo (AFSAH-HEJRI; JINAP; MIRHOSSEINI, 2012).

Este trabalho teve como objetivo validar um método de extracdo e deteccdo para a
andlise da OTA e do seu metabolito OTa em CLAE-FL para acompanhar a eficiéncia do

processo de degradacdo realizado in vitro.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAIS E MICRORGANISMOS
Acetonitrila (ACN) foi adquirida da Baker e o 4acido acético da Merck. Agua foi
purificada em um sistema de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, USA) usando membrana

filtrante com didmetro de poro de 0,45 um. ACN e agua Milli-Q foram desgaseificadas

em banho ultrassénico a temperatura ambiente durante 30 minutos para serem utilizadas
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como fase movel na etapa cromatografica. O padrdo de ocratoxina A com 98-99% de
pureza foi adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Uma solucéo trabalho contendo
50 ng.mL™? da micotoxina foi preparada em benzeno:4cido acético (99:1). O padréo de
OTa foi preparado pela hidrolise &cida com HCI 6 N sob refluxo (72 h) do padréo de
OTA (VAN DER MERWE; STEYN; FOURIE, 1965).

Rhizopus oryzae CCT 7560 e Trichoderma reesei QM 9444 foram adquiridos da
Colecdo de Culturas da Fundacdo André Tosello e mantidos em meio Agar Batata
Dextrose a 4 °C com repique mensal.

2.2 METODOS
2.2.1 Validagdo de método para determinacdo de OTAe OTa,

A extracdo da micotoxina e seu metabdlito do meio de cultivo foi realizada
conforme método descrito por Abrunhosa, Serra e Venancio (2002), adaptada para este
trabalho. Para isso em 10 g de meio de cultivo foram adicionados 2 mL de HCI 2 N e 10
mL de cloroférmio seguido de agitacdo em vortex (durante 1 minuto) e centrifugacéo
(3220 g durante 10 minutos). A particdo com cloroformio foi repetida trés vezes e apds
centrifugacdo (3220 g durante 10 minutos) a fracdo cloroférmica foi evaporada para
posterior analise em CLAE-FL.

Os extratos foram ressuspensos em 1 mL da mistura de solventes que compdem a
fase movel (50% de Acetonitrila e 50% de agua Milli-Q acidificada 1% com acido
acético) e injetados no sistema cromatografico. A eluicdo cromatografica pela coluna
Kromasil C18 (5um 150x4,6 mm) foi realizada & 35 °C, com vaz&o de 0,6 mL.min™ com
detector de fluorescéncia padronizado com comprimentos de onda de excitacdo e e
emissdo de 333 nm e 460 nm, respectivamente. A separacdo de OTA e OTa foi avaliada
em termos do fator de retencdo (k) (Equacdo 1) e fator de separacéo (a) (Equacéo 2). O
método foi validado conforme os indicativos de merito, linearidade, LQ, LD,

recuperacao.

k= (tR'tM)/tM (1)

. ky /k1 2)
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Onde:
tr- tempo de retencdo do analito

tv- tempo de retencdo do solvente

A curva analitica foi realizada usando solucGes dos padrdes de OTA e OTa
diluidos na mistura de solventes que compde a fase mdvel em concentracdes crescentes
(0,05 -20 ng.mL™) e em triplicata. Com isso, foram determinados a faixa de linearidade,
os coeficientes de determinacdo e correlacdo e os limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ). Na determinacdo de LD e LQ foram realizadas injecdes das solucbes
de OTA e OTa diluidas na mistura de solventes que compde a fase modvel em
concentracdes decrescentes até obtencdo de uma relagdo de 3:1 e 10:1 entre o pico do
analito e o ruido da linha de base, respectivamente (RIBANI et al., 2004).

A exatiddo (recuperacdo) foi realizada apds fortificacdo de amostras brancas com
solu¢do padrdo de OTA e OTao, em trés niveis de concentracdo (3, 5 e 10 vezes o LQ), em
triplicata. Para fortificagdo do meio de cultivo a solugdo com a micotoxina foi adicionada
aguardando a solidificacdo do meio para posterior extracéo.

2.2.2 Ensaio de degradacao in vitro

O in6culo dos microrganismos Rhizopus oryzae CCT 7560 e Trichoderma reesei
QM 9414, foi obtido cultivando os fungos em placas de petri contendo 15 mL de meio
Agar Batata Dextrose e suspenséo de esporos (4x10° esporos.mL™) durante 7 dias a 30 °C
até a esporulacéo.

Para o experimento de degradacdo a solugdo de OTA foi adicionada a 15 mL de
meio Agar Batata Dextrose (concentragdo inicial de 1,5 pg.mL™) e incubada com solucéo
de esporos de Rhizopus oryzae CCT 7560 ou Trichoderma reesei QM 9414 (4.10°
esporos.MLmeio ) @ 30 °C durante 120 horas.

Os reatores foram retirados no tempo zero e a cada 24 horas para 0
acompanhamento do desenvolvimento da biomassa fungica, através da determinacdo de
glicosamina e microscopia eletrénica de varredura (MEV) e para a determina¢do do
contetdo de OTA e OTa, conforme método validado (descrito no item 2.1). Um controle
(sem presenca de OTA) foi realizado para cada intervalo de experimento para corrigir a

possivel interferéncia na detec¢do de OTA e seu metabolito.
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O desenvolvimento microbiano foi determinado através da estimativa do teor de
glicosamina, conforme Aiddo, Hendry e Wood (1981), que consistia em adicionar 5 mL
de HCI 6 N a biomassa, seguido de aquecimento a 100 °C durante 2 horas. Ao extrato
obtido era adicionada uma solugéo de acetil-acetona seguida de aquecimento em banho de
agua fervente por 20 minutos. Apos o resfriamento foi adicionado etanol e o reagente de
Erlich (2,67 g DAB- p-dimetilaminobenzaldeido dissolvido em 15 mL de etanol e 15 mL
de &cido cloridrico), mantendo-se a 65 °C em estufa durante 10 minutos. A estimativa da
concentragdo de n-acetilglicosamina foi realizada empregando as unidades de absorvancia
em espectrofotdmetro a 530 nm com curva padréo de glicosamina (0,8-17,6 ug.mL™).

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada no Centro de Microscopia
Eletronica do Sul (CEME-SUL) localizado na Universidade Federal do Rio Grande
(FURG). Para tal 5-10 mm do micélio dos cultivos foram mantidos durante 48 horas a
4 °C em solucdo de glutaraldeido 3% em tampéo fosfato 0,05 M pH 6,8. As amostras
foram lavadas com agua destilada e desidratadas com etanol em diferentes concentracfes
(30, 50, 70 e 95%), permanecendo durante 20 minutos em cada concentracdo e apos em
etanol absoluto durante 45 minutos. As amostras foram secas no ponto critico com
dioxido de carbono liquidas, colocadas em stubs usando adeviso “Double-stik” ¢ cobertas
com ouro-paladio (recobrimento durante 120 s). As amostras foram visualizadas em
microscépio eletronico de varredura (Jeol, JSSM- 661-LV) com espectrébmetro de energia
dispersiva (EDS) (Thermo Scientific, USA) a 25 kV e com magnitude de 1000 a 5000x
(TAO; JIA; ZHOU, 2014)

2.2.4 Andlise estatistica

A analise estatistica da significancia da reducdo de OTA e produgédo de OTa foi

realizada por anélise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 VALIDACAO DE METODO
Na primeira etapa do estudo foram estabelecidas as condi¢fes cromatograficas

para a separacdo da OTA e OTa em CLAE-FL. As condigdes de temperatura e vazéo

descritas no item 2.2.1 propiciaram a separacdo dos analitos conforme ilustra a Figura 1.
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Para a eluicdo de OTa foram necessarios 4,8 minutos e para OTA 11,9 minutos. Os
fatores de retencéo (k) e separacao (a) foram kot,=0,9, kota=3,6 € 0=4.

Cabe mencionar que quanto maior o tempo de reten¢do na coluna maior é o seu
fator de retengdo (parametro k). No caso destes analitos os valores de k foram de 0,9 e
3,6, portanto dentro da faixa recomendavel para a obtencdo de separacOes satisfatorias
(0,5 e 20) (HARRIS, 2003). O fator de separagdo (o) mede a seletividade de um sistema
cromatografico, sendo que quanto maior o valor de o, melhor é a separacéo entre os dois
componentes. Neste caso, o valor foi maior que 1, conforme recomendado para a boa
separacao de dois picos adjacentes (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Figura 1- Cromatograma de OTA e OTa em CLAE-FL
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Com a separagdo de OTA e OTa concluida, foram construidas as curvas analiticas
dos padrdes e a estimativa dos indicativos de eficiéncia da relacdo quantitativa
concentracgdo versus sinal (Tabela 1).

Para OTA, o limite de deteccdo (LD) foi de 0,013 ng.g' e o limite de
quantificacdo (LQ) foi de 0,025 ng.g™. Através de anélise de regressdo linear foi
determinada a linearidade (R=1,000) no intervalo de 0,1-10 ng.mL™. No que diz respeito
4 OTa, 0 LD e o LQ foram de 0,006 ng.g” e 0,013 ng.g™, respectivamente. A linearidade
para OTa variou de 0,05-20 ng.mL™*(R=1,000).

Os resultados mostraram que o procedimento cromatografico foi adequado para
quantificacdo da micotoxina e seu metabdlito, uma vez que seus indicadores cumprem as
recomendacgOes de andlise de confiabilidade, conforme a ANVISA (2003) e o INMETRO
(2003).
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Tabela 1- Caracteristicas cromatograficas de OTA e OTa.

Parametros OTA OTa
Equacdo da curva y=11874,62x+1208,54 y = 24435,41x + 2762,62
Linearidade 0,1- 10 ng.mL™ 0,05- 20 ng.mL™*
Coeficiente de correlacao 1,000 1,000
Coeficiente de determinacéo 0,998 0,998
LD; 0,05 ng.mL™ 0,025 ng.mL™*
LQ; 0,10 ng.mL™ 0,05 ng.mL™

LD; - limite de deteccéo do instrumento; LQ;- limite de quantificacdo do instrumento

A extracdo da OTA e OTa do meio de cultivo foi realizada através do método
descrito no item 2.2.1, obtendo-se os limites de deteccdo e quantificacdo, recuperacao e
coeficiente de variacdo, descritos na Tabela 2. Eles mostram que o método pode ser
empregado para acompanhar o efeito dos processos de degradacao de OTA e producéo de
OTa, apresentando valores de recuperacdo dentro do limite recomendado para OTA em
concentracdes inferiores a 1 pg.kg™ (50-120%) (EC, 2006b).

Tabela 2- Indicativos de mérito para o método de extracdo de OTA ¢ OTa

Parametro OTA OTa
LDp, 0,013ng.g™ 0,006 ng.g™
LQnm 0,025ng.g™ 0,013ng.g™

Recuperacéo 80% 102%
CVv 10% 6%

LD, - limite de deteccdo do método; LQ,,- limite de quantificacdo do método; CV-coeficiente de variagao

3.2 DEGRADACAO DE OTA IN VITRO

No experimento de degradacdo de OTA usando 0s microrganismos o
desenvolvimento da biomassa fungica foi acompanhado pelo contetdo de glicosamina e

por microscopia eletronica de varredura (Figura 2).
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Figura 2- (A) Acompanhamento do crescimento fangico em presenca e auséncia de
ocratoxina A pelo conteudo de glicosamina e microscopia eletronica de varredura para

Rhizopus oryzae (B) e Trichoderma reesei (C) em 96 horas de cultivo em presenca de
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reesei- cultivo na auséncia de OTA

A curva de crescimento microbiano néo foi afetada pela presenca da micotoxina,
conforme ficou demonstrado pelo grafico das fases caracteristicas (SCHMIDELL et al.,
2001), sendo a fase de adaptacdo (lag) superior para o Trichoderma reesei. Além disso, a
velocidade méxima de crescimento (Ums) encontrada para Rhizopus oryzae foi 0,008 h™
enquanto que para Trichoderma reesei foi de 0,004 h™. Comportamento semelhante foi
encontrado por Kupski et al. (2014) ao empregar ambos microrganismos para produzir
celulase durante fermentacéo em estado solido.

Em funcéo da classe de cada microrganismo e conforme ilustrado pela Figura 2B

e 2C ocorreu um comportamento tipico da espécie. Rhizopus oryzae € um fungo
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zigomiceto, que possui hifas cenociticas que facilitam sua multiplicagcdo pois o micélio se
espalha sobre o substrato, produzindo ocasionais esporangios na extremidade de algumas
hifas que se elevam verticalmente. Quando os esporangios se rompem (Figura 2B), 0s
esporos se dispersam no ambiente e germinam sobre novos substratos. Trichoderma
reesei € um ascomiceto e o fato de seus esporos sexuais ficarem armazenados em células
(ascos) que sdo formados apos a fusdo das hifas (Figura 2C), ocasionando uma menor
taxa de esporulacdo (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996; GRIFFIN, 1993;).

Como ilustra a Tabela 3 os percentuais de reducdo dos niveis de OTA encontrados

para cada microrganismo foi distinto, bem como o teor de metabélito formado.

Tabela 3- Degradacéo in vitro de ocratoxina A (1,5 pg.mL™) por Rhizopus oryzae e

Trichoderma reesei

Rhizopus oryzae Trichoderma reesei
Tempo (h) Reducgéo OTA Producao Reducgdo OTA Producéo

(%) OTo (ng.g™") (%) OTa (ng.g™)

0 N.D N.D N.D N.D

24 63,5(15,9)* 36,0 (9,9)° 36,8 (7,8)° N.D
48 68,0 (9,2) 2 38,7(10,0)* 46,8 (2,6)" 40,7(18,0) ¢
72 49,6 (5,2)° 33,8(14,4) 57,7 (8,7)° 179,6(15,0)
96 51,5 (8,4)° 30,4(15,0) 53,2(5,6) 2 149,0(2,0)"
120 51,0 (2,0)° 31,0(15,0) 52,6(10) 147,0(6,0)°

N.D- ndo detectado. Resultados expressos com Média (CV). Letras diferentes em cada coluna indicam

diferenca significativa (p<0,05)

Embora ambos os microrganismos tenham se mostrado capazes de metabolizar
OTA a OTa, o cultivo com Rhizopus oryzae promoveu uma redugdo maxima de 68% da
concentracdo de OTA em 48 horas, seguida de reducdo significativa (p<0,05) apds este
periodo. A producdo de OTa foi verificada a partir de 24 horas com um valor maximo de
38,7 NgoTa.Omeio - €M 48 horas. No entanto, este ndo diferiu estatisticamente dos outros
tempos de estudo. O cultivo do Trichoderma reesei promoveu uma reducdo maxima de
OTA de 57,7% em 72 horas, mantendo-se praticamente constante apos este periodo. A
producdo de OTa foi verificada a partir de 48 horas de estudo, apresentando valor
méximo de concentracdo de 179,6 Ngore.Omeio - €M 72 horas. Apesar de apresentarem

picos de degradagdo e producdo em tempos diferentes, ambos microrganismos
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apresentaram uma correlacéo alta entre a producdo de OTa, para Trichoderma reesei R:-
0,958 e para Rhizopus oryzae R: -0,938 e significativa (p<0,05) com a concentragdo de
OTA.

Os tempos necessarios para ocorrer a maxima reducdo de OTA com a producdo de
OTa estdo relacionados ao perfil de crescimento ilustrado na Figura 1A, sendo que para
ambos 0s microrganismos este foi verificado na fase de crescimento exponencial. Nela, o
microrganismo atinge a sua velocidade maxima de crescimento e muitas enzimas atuam
em maior atividade nesse periodo (SCHMIDELL et al., 2001).

Apesar da reducdo de OTA ocasionada por Trichoderma reesei ser inferior (10%)
a de Rhizopus oryzae (Tabela 3), a producdo de OTa foi superior (4,6 vezes) nas
condicbes Otimas para cada microrganismo, 48 e 72 h, respectivamente. De acordo com
Abrunhosa, Venancio e Teixeira (2011) a transformacdo de OTA em OTa durante
processo de degradacdo bioldgica ocorre pela acdo de proteases, especialmente
carboxipeptidase A. No entanto, a literatura menciona outras enzimas que apresentam
capacidade de degradacdo de OTA sem a obrigatoriedade de formacéo de OTa, como por
exemplo, as lipases (STANDER et al., 2000); cuja produgdo por Rhizopus oryzae vem
sendo amplamente relatada (HIOL et al., 2000; MINNING et al., 2001). Além disso, ha
menc¢des que pode ocorrer adsorcdo de micotoxinas na superficie de microrganismos
(BEJAOUI et al., 2005; PETERI et al., 2007; PIOTROWSKA; ZAKOWSKA, 2000;),
podendo ser outro fator dessa variabilidade de resultado.

Diferentes microrganismos foram identificados como possiveis agentes de
detoxificacdo de OTA. Varga et al. (2005) avaliaram diferentes fungos filamentosos do
género Rhizopus e Mucor em relacéo a sua habilidade de degradar OTA (7,5 pug.mL™).
Dentre estes, isolados de Rhizopus, nomeadamente Rhizopus stolonifer e Rhizopus
microsporus, apresentaram acao degradadora que reduziu 95% em 16 dias os teores de
OTA quando o cultivo se realizava em meio YES (2% de extrato de levedura e 15% de
sacarose). Os resultados, apesar de superiores aos apresentados neste trabalho, foram
obtidos em tempos maiores e com uma espécie diferente da utilizada.

Patharajan et al. (2011) avaliaram seis cepas de leveduras. Dentre estas, 3 cepas
apresentaram  potencial de degradagdo (Metschnikowia pulcherrima, Pichia
guilliemonodii e Rhodococcus erythropolis) e foram utilizadas no estudo de
biodegradacdo in vitro, na sua temperatura 6tima de acéo, sobre a concentragdo de OTA

variando entre 5-10 pug.mL™, sendo encontrado percentuais de reducdo de 7,5-81%.
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Porém, nenhum dos produtos de degradacdo como OTo ou fenilalanina foram
encontradas durante o estudo in vitro.

Abrunhosa et al. (2014) empregaram diferentes cepas de Pediococcus parvulus
isoladas do vinho do Douro e obtiveram taxas de reducdo que variaram de 50-90% em
cultivo MRS contendo uma concentragéo inicial de 1 pg.mL™. Adicionalmente, os
autores confirmaram por CLAE/MS-MS a producdo de OTa (0,6-0,9 pg.mL™). Cabe
ressaltar que estes autores avaliaram condi¢des Otimas de atuagdo, enquanto que nesta
etapa do presente trabalho estd sendo realizada uma triagem de agentes bioldgicos
capazes de degradar OTA em seu metabolito (OTa).

Antes de confirmar a potencialidade de aplicacdo destes sistemas, S0 necessarios
estudos para confirmar se 0 metabolito ndo apresenta acdo toxica e ndo ha formacdo de
muitos compostos secundarios. Estas informacfes podem subsidiar trabalhos que
busquem fontes alternativas de enzimas para a degradacdo de micotoxinas em matrizes

alimenticias.

4. CONCLUSAO

O método de extracdo e deteccdo validado em CLAE-FL foi eficiente para
deteccdo de OTA e OTa em meio de cultivo, com a percentagem de recuperacao entre
80-102%.

O estudo de degradacdo in vitro com Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei
apresentou resultados de reducdo de OTA de 68% e 57,7%, respectivamenente, com
producdo do métabolito OTa de 38,7 ng.g™ e 179,6 ng.g™. Sendo assim, eles podem
constituir uma fonte de enzimas que podem ser utilizadas para a desintoxicagdo de OTA

de produtos agricolas contaminados.
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RESUMO

Ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por fungos filamentosos em produtos
alimentares, possui efeitos cancerigenos, teratogénicos e nefrotoxicos e um alto tempo de
meia-vida no sangue humano. Apesar dos recentes esforgos para descontaminar OTA em
seu metabolito OTa, ha poucos relatos na literatura que comparam os efeitos toxicos
delas. Assim, propde-se, pela primeira vez, o estudo e a comparacdo dos efeitos toxicos
de OTA e do seu metabolito OTo em neutrofilos humanos, bem como a elucidacdo do
mecanismo de toxicidade. Os resultados obtidos demonstram que a OTA induz o estresse
oxidativo nos neutréfilos humanos, além da deplecdo dos niveis de ATP e alteracGes no
potencial mitocondrial levando & morte celular por necrose, enquanto OTa ndo induziu
efeitos toxicos significativos. O mecanismo de toxicidade da OTA foi atribuido a
elevacdo dos niveis de Ca®" intracelulares, especialmente, através da liberacdo das

reservas internas.

Palavras-chave: ocratoxina A, ocratoxina o, estresse oxidativo, deple¢ao de ATP, necrose,

Ca?" intracelular.
1. INTRODUCAO

Ocratoxinas sdo micotoxinas produzidas por diferentes espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium. Entre os diferentes tipos de ocratoxinas a ocratoxina A (OTA)
é a mais comumente encontrada (AMEZQUETA et al., 2012). Ela é um derivado de
policetidio com a porc¢do diidroisocumarina ligada por uma ligacdo amida com a por¢édo
carboxila da fenilalanina. O seu nome deriva do Aspergillus ochraceus, o fungo a partir
do qual foi isolada pela primeira vez (VAN DER MERWE et al., 1965).

OTA é comumente encontrada em cereais e seus derivados (ZINEDINE et al.,
2010), uvas (MITCHELL et al., 2004), café (VECCHIO et al., 2012), cacau (COPETT] et
al., 2013), cerveja (REINSCH et al., 2007); carne (DALL'ASTA et al., 2010) e
especiarias (OZBEY; KABAK, 2012). A exposicdo humana a OTA é frequente e pode
ocorrer por duas vias: exposicdo direta devido ao consumo de produtos vegetais
contaminados, ou devido a exposicdo indireta através do consumo de produtos de origem
animal, contendo quantidades residuais da micotoxina ingerida pelos animais (DUARTE;
PENA; LINO, 2009).
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Os efeitos toxicos de OTA descritos sdo a inibicdo da sintese proteica (CREPPY
et al, 1983), danos oxidativos, aumento da peroxidacdo lipidica (RAHIMTULA et al.
1988), ligacdo a proteinas do DNA, alteragdo da homeostase do célcio (KHAN et al.
1989), diminuicdo de reacOes de oxidagdo mitocondrial (MEISNER; CHAN, 1974) e
inducdo de apoptose em diversos tipos de células (BOUAZIZ et al, 2008; RINGOT et al,
2006). Os dados epidemiologicos humanos sdo escassos, sendo o significado de
seguranca de OTA em alimentos limitado aos dados em animais, onde a toxicidade renal
e a carcinogenicidade sdo considerados os principais efeitos (MARIN-KUAN et al.,
2008).

Existem varios relatos na literatura sobre a transformacdo de OTA em diferentes
metabolitos, como ocratoxina B (OTB), ocratoxina A com anel aberto (OP-OA), OTA 4-
hidroxilada, OTA 10-hidroxilada, OTA sem fenilalanina (Ota), OTB sem fenilalanina
(OtB), OTA hidroquinona (OTHQ) e ocratoxina A declorada (WU et al., 2011b). Alguns
destes, como OTHQ e OP-OA, sdo muito mais téxicos que OTA (XIAO et al., 1996).
OTa ¢ o principal metabdlito obtido durante a biodegradagdo de OTA por
microrganismos, mediante hidrolise com carboxipeptidase A, que consiste numa
estratégia promissora e economicamente viavel para o controle dos niveis de OTA em
alimentos e races (ABRUNHOSA et al., 2011).

Apesar dos esforcos para transformar OTA (Figura 1A) em seu metabolito OTa
(Figura 1B), sdo poucos os relatos na literatura comparando o efeito toxico dessas
toxinas. Xiao et al. (1996) avaliaram a toxicidade de OTA e seu metabdlito em ratos com
seis semanas. Os autores observaram uma taxa de morte entre 30 e 90% quando 0s ratos
foram tratados durante 72 horas com OTA nas concentragdes de 20 e 50 mg.kg™,
respectivamente; enquanto que para OTa nenhum efeito foi observado. O menor efeito
toxico de OTa também foi observado por Miller et al. (2003) em células humanas THP-
1.

Figura 1- Estrutura quimica de OTA (A) e seu principal metabdélito OTa (B).
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E importante ressaltar que a OTA é frequentemente encontrada no sangue humano
e, ap6s uma Unica dose oral permanece em circulacdo durante aproximadamente 35 dias,
devido a cinética de eliminacdo renal desfavordvel (SORRENTI et al., 2013; REDDY;
BHOOLA, 2010). Devido ao contato direto e permanéncia no sangue humano, é
importante estudar o efeito toxicolégico da OTA e do seu metabolito em células
sanguineas humanas uma vez que na literatura sdo poucos os relatos sobre esta questéo
(LIU et al., 2012). Os neutrofilos humanos sd8o um interessante modelo in vitro para
estudar o comportamento de OTA e OTa, uma vez que sdo o tipo mais comum de células
brancas do sangue, compreendendo cerca de 50-70%, e séo a primeira linha de defesa do
organismo. Durante os processos inflamatérios, os neutrofilos produzem uma variedade
de especies reativas, entre outros mediadores, que atuam em conjunto para reverter um
processo inflamatorio. No entanto, uma producdo descontrolada desses mediadores
provoca danos irreversiveis (CHEN et al., 2014). Assim, propde-se aqui, pela primeira
vez, estudar o e comparar 0s efeitos toxicologicos de OTA e do seu metabolito OTa em

neutréfilos humanos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Os seguintes reagentes foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA):
RPMI 1640, soro bovino fetal, L-glutamina, penicilina, estreptomicina, 2,7-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA), cloreto de difeniliodénio (DPI),
solucdo salina tamponada com fosfato, sem cloreto de célcio e magnésio (PBS), 4-metil-
4'-[3,5-bis (trifluorometil) -1H-pirazol-1-il]-1,2,3-tiadiazole-carboxanilida (BTP2), 2-
aminoetoxi difenilborato (2-APB), solucdo de azul de tripano, luciferina, luciferase.
Annexin-V-FLUOS Staining Kit foi obtido da Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Alemanha) e BD™ MitoScreen Flow Cytometry Mitochondrial Membrane Potential
Detection Kit foi adquirido na BD Biosciences (San Diego, EUA). DC Protein Assay foi
adquirido na Bio-Rad (Califérnia, EUA). FLUO-4/AM foi obtido na Life Technologies
(California, EUA). Os tubos de vacuo com K3EDTA foram adquiridos da Vacutainer
(UK). Os compostos empregados no presente estudo, OTA e OTa, foram adquiridos na
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e KareBayTM Biochem, Inc. (Nova Jersey, EUA),

respectivamente.
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2.2 METODOS

2.2.1 Isolamento de neutrofilos humanos

Apbs consentimento, foi coletado sangue venoso de voluntarios saudaveis por
puncdo venosa antecubital em tubos de vacuo com K3EDTA. O isolamento de neutrofilos
humanos foi realizado pelo método de centrifugacdo com gradiente de densidade,
conforme descrito por Freitas et al. (2008). As células foram ressuspensas em meio RPMI
1640 [(pH 7,4) suplementado com 10% de soro bovino fetal, 2 mM de L-glutamina, 100
U.mL™? de penicilina e 0,1 mg.mL™ de estreptomicina] (APENDICE 1). As incubacdes
com OTA e OTa foram sempre realizadas a 37 °C em camara umidificada com 5% de

COs..

2.2.2 Viabilidade celular

Os neutréfilos isolados (4x10° células.mL™) foram incubados com OTA e OTa (0-
300 uM) durante 8 a 24 horas. Os neutrdofilos em suspensdo foram adicionados a um
volume igual a solucdo de azul de tripano 0,4% em microtubo e suavemente misturados.
Depois de 2 minutos em banho de gelo, o nimero de neutréfilos e a viabilidade (células

viaveis com exclusdo do azul de tripano) foram contadas.

2.2.3 Avaliacdo da apoptose e necrose dos neutréfilos

2.2.3.1 Ensaio de Anexina-V e iodeto de propidio (PI)

Os neutréfilos isolados (4x10° células.mL™) foram incubados com OTA e OTa (0-
300 uM) durante 4 a 20 horas. Apds incubagdo, as c€lulas apoptoticas e necréticas foram
analisadas por citometria de fluxo, apds coloracdo simultanea com anexina-V marcada
com fluoresceina e Pl (FREITAS et al., 2014), utilizando kit comercial de Annexin-V-
FLUQOS Staining, de acordo com as instru¢des do fabricante. Os sinais de fluorescéncia
foram coletados em citometro de fluxo BD Accuri™ C6 (APENDICE 2). Um poligono
foi definido de acordo com propriedades de dispersdo de luz dos neutréfilos (em um
grafico de dispersdo lateral vs. frontal), excluindo os detritos celulares e outras células do

sangue, restringindo a analise aos neutréfilos. Pelo menos 10.000 células foram
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recolhidas e o seu sinal de fluorescéncia detectado e os dados analisados utilizando o
software BD Accuri™C6. A fluorescéncia verde devido a Anexina-V foi seguida no canal
1 (FL1) e representada como um histograma de coloracdo FL1. Fluorescéncia devido a
incorporagéo do PI foi sequida em canal 3 (FL3).

2.2.3.2 Alteracdes citomorfologicas

Os neutroéfilos isolados (4x10° células.mL™) foram incubados com OTA e OTa. (0-
300 uM) durante 2 a 24 horas. Apds incubagdo, as amostras foram citocentrifugadas (28
g, 5 minutos), coradas com Hemacolor® (APENDICE 3), e contadas por microscopia
Optica (100x) para determinar a propor¢cdo de células com alteracbes citomorfoldgicas
(FREITAS et al., 2014).

2.2.4 Determinacdo dos niveis de ATP

Os neutréfilos isolados (4x10° células.mL™) foram incubados com OTA e OTa (0-
300 uM) durante 4 a 20 horas. Apds a incubacéo, as células foram acidificados até uma
concentracdo final de 5% de HCIO, e centrifugadas a 1600 g, 4 °C, durante 1 min. Os
niveis de ATP foram determinados apds a reagdo de 100 uL de sobrenadante neutralizado
com uma solucdo de luciferina/luciferase. Padrées de ATP (0-10 uM) foram preparados
em 5% HCIO, (COSTA et al., 2007). O sedimento foi ressuspenso em NaOH 0,4 M e a
quantificacdo protéica foi realizada em leitor de microplacas utilizando o kit DC Protein
Assay de acordo com as instrucdes do fabricante. Os resultados foram expressos como
deplecdo de ATP em relacdo ao controle (APENDICE 4).

2.2.5 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) de neutrofilos

Os neutréfilos isolados (4x10° células.mL™) foram incubados com OTA e OTa. (0-
300 uM) durante 2 a 24 horas. Apods este periodo, a alteracdo no AWm foi analisada por
citometria de fluxo, utilizando o kit BD™ MitoScreen Flow Cytometry Mitochondrial
Membrane Potential Detection, de acordo com as instrugdes dos fabricantes. Os sinais de
fluorescéncia foram coletados por um citometro de fluxo BD Accuri ™ C6 (APENDICE

5). JC-1 é um corante cationico que exibe potencial de membrana dependente da
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acumulacao nas mitocondrias, indicado por uma mudanca de emissao de fluorescéncia de
verde (FL1) para vermelho (FL2). Quando JC-1 emite fluorescéncia no canal FL-1 e
carece de fluorescéncia no canal FL-2 é indicativo de despolarizagdo da membrana
(COSSARIZZA; SALVIOLI, 2001).

2.2.6 Avaliacdo do estresse oxidativo dos neutrdfilos

Os neutréfilos isolados (6x10° células.mL™) foram pré-incubados durante
30 minutos com DCFH-DA 100 puM. As células foram entdo lavadas com PBS e
centrifugadas a 870 g, 20 °C, durante 5 minutos (RAMYAA; PADMA, 2013). Apds, 0
nimero de células foi ajustado para 4x10° células.mL™ em meio RPMI 1640 e incubadas
com OTA ou OTa (0-75 uM) durante 2 a 8 horas. A intensidade de fluorescéncia foi
medida em leitor de microplaca a um comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e
emissdo de 528 nm. Para garantir a eliminacdo de possiveis interferéncias no sinal de
fluorescéncia, um ensaio contendo OTA ou OTa e DPI (15 uM) foi realizado
simultaneamente. Os valores foram expressos como o aumento da producdo de espécies

reativas (% do controle) (Equacdo 1).

FL _FL FLpp-FL
Produgdo de espécies reativas= {[( OTAOTo C‘”““’le) x1oo] - [( DM C"““"le) xlOO]} (1)
1:LControle FLControle

Onde:
FLorta/ore- Fluorescéncia na presenca de OTA ou OTa.
FLppi- Fluorescéncia na presenca de OTA ou OTa e DPIL.

FLcontrole- Fluorescéncia na auséncia de OTA ou OTa.
2.2.7 Ca* intracelular
2.2.7.1 Determinacdo dos niveis de Ca®" intracelular
Os neutréfilos isolados (6x10° células.mL™) foram pré-incubabos durante 30
minutos com Fluo 4 /AM 2 uM. As células foram lavadas com PBS, e centrifugadas a

870 g, 20 °C, durante 5 minutos. O niimero de células foi ajustado para 4x10° células.mL"
! ¢ incubadas com OTA ou OTa (0-300 uM) de 4 a 20 horas recolhendo-se 0s sinais de
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fluorescéncia em citometro de fluxo BD Accuri ™ C6. Um poligono foi definido de
acordo com propriedades de dispersdo de luz dos neutréfilos (em um grafico de dispersédo
lateral vs. frontal), excluindo os detritos celulares e outras células do sangue, restringindo
a andlise para neutrofilos. Pelo menos 10.000 células foram recolhidas e seu sinal de
fluorescéncia detectado, no modo logaritmico e os dados foram analisados usando o
software BD Accuri ™ C6. A fluorescéncia verde foi seguida no canal 1 (FLI). Os
resultados foram expressos como aumento de Ca”" intracelular em comparagdo com o

controle.
2.2.7.2 Inibidores dos canais de Ca?*

O efeito de inibidores de canais de Ca®" na determinacdo dos niveis de Ca®*
intracelular, ATP, e na inducdo estresse oxidativo foi avaliado. Para este fim, os
inibidores em estudo, 2-APB (0, 10 ¢ 100 uM) e BTP2 (0, 1 e 10 uM), foram adicionados
15 minutos antes da incubacdo dos neutréfilos com OTA, seguindo o protocolo descrito
nos pontos 2.2.7.1, 2.2.6 e 2.2.5, para medir a concentracdo de Ca”*, niveis de ATP e

estresse oxidativo, respectivamente.
2.2.8 Anélise estatistica

A estatistica foi calculada usando GraphPad Prism ™ (versdo 6.0; GraphPad
Software). Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo da média (SEM), a
partir de pelo menos trés ensaios individuais. A comparacdo estatistica entre grupos foi
estimada usando a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste post-hoc de

Bonferroni.
3. RESULTADOS
3.1 VIABILIDADE CELULAR
A viabilidade dos neutrdfilos foi avaliada pelo método de azul de tripano apos
exposicdo a OTA e seu metabolito (Figura 2). OTA mostrou reducdo significativa na

viabilidade celular dependente da concentracdo e do tempo de exposi¢cdo a micotoxina.

Por exemplo, depois de 20 horas de incubagdo com 300 uM de OTA, a viabilidade dos
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neutrofilos diminuiu para aproximadamente 70%. Em contraste, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas na viabilidade dos neutrofilos tratados com OTa nas

mesmas condicoes.

Figura 2- Efeito de OTA (A) e OTa (B) (0-300 uM) na viabilidade dos neutrofilos
humanos, segundo método de exclusdo de azul tripano.
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Resultados estdo expressos como percentual de viabilidade celular. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001 e
****n < 0.0001, quando comparados com o controle (auséncia de OTA ou Ota). Os valores estdo

apresentados como média £ SEM (n>5).

3.2 APOPTOSE E NECROSE DOS NEUTROFILOS

O efeito de OTA e OTa na indug@o de apoptose e necrose em neutroéfilos humanos
foi determinado pelo ensaio de Anexina-V e Pl. A OTA e OTa nédo induziram a apoptose
dos neutrdfilos nas concentracbes e nos tempos de exposicdo testados (dados néo
apresentados). No que diz respeito a necrose, medidas como células Pl positivas, 0
comportamento mudou. A OTA induziu necrose celular variando de forma dependente da
concentragéo e do tempo (Figura 3). Como exemplo, depois de 20 horas de incubacéo, as
celulas necrdticas aumentaram em 35% quando comparado com o controle (sem OTA). O
metabolito ndo alterou o percentual de células Pl positivas quando comparado com o

controle (sem OTa). Estes resultados estdo coerentes com a observagdo da citomorfologia
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celular. A Figura 3C mostra imagens representativas onde é possivel observar que 8 horas
de incubagdo com 300 uM de OTA (Figura 3D) induz alteragdes morfoldgicas graves,
enquanto que o controle (sem OTA) (Figura 3C) apresentou caracteristica normal, com o
nucleo segmentado, e a presenca de 3-5 l6bulos ligados por heterocromatina. Apés 20
horas de incubacao (Figura 3F), foi claramente demonstrado que 300 uM de OTA induzia
alteracdes citomorfologicas mais pronunciadas, onde os neutrofilos apresentam um
nucleo fundido e transformado em uma grande estrutura escura. A Figura 3G demonstra
que OTa apds 20 horas de incubagdo causou alteragcdes morfoldgicas menos pronunciadas
quando comparado com OTA, o que estd de acordo com os resultados obtidos com o

método de coloracgéo de PI.

Figura 3- Citometria de neutréfilos incubados com OTA (A) e OTa (B) (0-300 uM),
usando o método de coloracdo com PI. Imagens representativas de preparacdes
citocentrifugadas ap0s coloragdo com Hemacolor®: controle (auséncia de OTa ou OTA)
(C) e OTA 300 uM (D), apds 8 horas de incubacdo, e controle (E), e OTA 300 uM (F),
OTa 300 uM (G), ap6s 20 horas de incubacéo.
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Resultados sdo expressos como percentual de células PI positiva. ***p < 0001, e ***p <0.0001, quando
comparados com o controle (auséncia de OTA ou OTa). Os valores estao apresentados como média + SEM
(n=>5).
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3.3 DETERMINACAO DE ATP

O efeito de OTA e OTa sobre os niveis de ATP estdo representados na Figura 4.
Corroborando com os resultados acima mencionados, o efeito de OTA foi mais
pronunciado quando comparado com o seu metabolito. Assim, 8 horas de incubacdo com
OTA 37,5 uM foram suficientes para originar uma deplecao significativa de ATP (Figura
4A). Além disso, OTA nas concentragdes de 150 e 300 uM ocasionou quase a deplecao
total de niveis de ATP, apds 20 horas de incubacdo. Em contraste, nenhum efeito para

OTa foi encontrado nas mesmas condigdes experimentais.

Figura 4- Efeito de OTA (A) e OTa (B) (0-300 uM) na deplecédo dos niveis de ATP em
neutréfilos humanos
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3.4 POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (AYM)

Os resultados obtidos mostraram que OTA e OTa induziram uma perda de A¥Ym,
bem indicado pela diminuicdo da fluorescéncia avermelhada mudando para um aumento
na fluorescéncia verde (como visto nas proporc¢des dos canais FL-1/FL-2 (Figura 5C e
5D). Novamente, o efeito de OTA foi maior do que o de OTa. Como exemplo, depois de
20 h de incubagdo com 300 uM de OTA, a percentagem de células com alteragdo no

A¥m foi de 70%, enquanto que para OTa na mesma concentragao foi de 50%.

Figura 5- Efeito de OTA (A) e OTa (B) (0-300 uM) na alteracdo do A¥m mediante
andlise em citometro de fluxo com JC-1. Imagens representativas de JC-1 em citdmetro:
controle (auséncia de OTA ou OTa) (C) OTA 300 uM (D) e OTa 300 uM (E), apds 12
horas de incubagéo
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Resultados expressos como percentual de células com alteragdo no A¥m. *p < 0.05 e ***p < 0.001, quando
comparado com o controle (auséncia de OTA ou OTa). Os valores estao apresentados como média + SEM
(n=3)
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3.5 ESTRESSE OXIDATIVO DE NEUTROFILOS

A sonda DCFH-DA foi utilizada para detectar o efeito de OTA e OTa na indugdo
do estresse oxidativo em neutrofilos humanos (Figura 6A e 6B). Ambos os compostos,
OTA e OTo, induziram a produgdo de espécies reativas em neutrofilos. No entanto,
houve diferenca significativa entre o efeito dos compostos testados. A ativacdo do
estresse oxidativo desencadeada por OTa foi aproximadamente 80% menor do que a
ativacdo desencadeada por OTA, em todas as condig0Oes testadas. Como exemplo, depois
de 6 horas de incubag¢do, a concentracdo mais elevada de OTA (75 uM) induziu 160% de
ativacdo dos neutréfilos, quando comparado com o ensaio de controle (sem OTA); nas
mesmas condi¢des, OTa induziu 60%. O uso de DPI (um inibidor da enzima NADPH-
oxidase) garante que a inducdo da producdo de espécies reativas por OTA e OTa ocorre
atraves da ativacdo da NADPH-oxidase, devido a reducdo do sinal de fluorescéncia na

presenca do inibidor.

Figura 6- Efeito de OTA (A) e OTa (B) (0-75 uM) no estresse oxidativo em neutrofilos
humanos medido com DCFH-DA.
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*p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 e ****p < 0.0001 quando comparado com o controle (auséncia de
OTA ou OTa). Resultados expressos como fluorescéncia relativa (%) comparada com o ensaio com DPI
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3.6 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE CA* INTRACELULAR

O uso de Fluo-4/AM permite a determinacdo dos niveis de Ca®" intracelular. A
Figura 7 mostra o efeito de OTA e OTa nos niveis intracelulares de Ca** em neutréfilos
humanos. Foi demonstrado que a OTA induziu um aumento do Ca*" intracelular de forma
dependente da concentragdo e tempo. Mais uma vez, os resultados obtidos com OTa
diferem significativamente dos obtidos com OTA, uma vez que nenhuma alteracdo na

homeostase de Ca”* foi detectada nas condigdes testadas para OTa.

Figura 7- Efeito da OTA (A) e OTa (B) (0-300 uM) nos niveis de Ca2+ intracelular,
medidos com FLUO-4/AM em citometria de fluxo.
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***p < 0.001 e **** p< 0.0001 quando comparados com o controle (auséncia de OTA ou OTa). Os valores

estdo apresentados como média = SEM (n>5).

3.7 PAPEL DO INFLUXO DE CA* EM ALTERACOES DOS NEUTROFILOS
INDUZIDOS POR OTA

Foi demonstrado que a OTA induziu um aumento dos niveis do Ca®" intracelular

em neutréfilos humanos. Portanto, para compreensdo do papel do influxo de Ca®* na
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toxicidade induzida por OTA, foram adotadas duas diferentes estratégias de bloqueio. Na
primeira, foi utilizado o 2-APB que bloqueia a liberacdo das reservas internas e o influxo
de Ca?* por SOCE (entrada de célcio “store-operated”) (ANDERSON et al., 2005), ¢ na
segunda, BTP2 que é um inibidor especifico da SOCE (STEINCKWICH et al., 2007). O
efeito dos inibidores dos canais de Ca®* foi avaliado sobre as alteracdes causadas pela
OTA nos niveis de Ca®* intracelular (Figura 8A), estresse oxidativo (Figura 8B) e nos
niveis de ATP (Figura 8C). Estes estudos foram avaliados nas concentracbes e nos
tempos de incubagcdo em que a micotoxina mostrou uma alteracdo significativa,
nomeadamente: 300 uM em 4 horas para Ca®" intracelular, 75 uM em 2 horas para o
estresse oxidativo e 300 pM em 8 horas para os niveis de ATP.

O aumento de Ca’* intracelular induzido pela OTA foi reduzido na presenca de 2-
APB e BTP2, de modo dependente da concentracao de inibidor (Figura 8A e 9A). No que
diz respeito ao estresse oxidativo, como pode ser visto na Figura 8B, o inibidor 2-APB, na
maior concentracdo testada, reduziu significativamente a producdo de espécies reativas
induzidas por OTA, de 200% para 17%. Por outro lado, a utilizacdo de BTP2 ndo alterou
significativamente o estresse oxidativo em neutréfilos humanos induzido por OTA
(Figura 9B). Em relacéo aos niveis de ATP, quando as células foram tratadas com ambos
os inibidores, 2-APB (Figura 8C) e BTP2 (Figura 9C), foi observada uma menor deplecéo
de ATP, cerca de 30% para a maior concentracdo de APB e 35% para BTP2, quando
comparado com o ensaio sem o inibidor que apresentava 60% de deplecdo de ATP em
relagdo ao controle. Estes resultados sugerem que o aumento de Ca*" intracelular provoca

as alteracOes na atividade de neutrofilos induzida por OTA.
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Figura 8- (A) Efeito de 2-APB (0-100 uM) no influxo de Ca®* em neutréfilos tratados
com OTA (300 uM) durante 4 horas. (B) Efeito de 2-APB (0-100 uM) na producao de
espeécies reativas em neutrofilos tratados com OTA (75 uM) durante 2 horas. (C) Efeito
de 2-APB (0-100 uM) nos niveis de ATP em neutrofilos tratados com OTA (300 uM)
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*p <0.05 e **p < 0.01 quando comparados com o ensaio com OTA (sem 2-APB). Os valores estéo

apresentados como média + SEM (n>3)

Figura 9- (A) Efeito de BTP2 (0-10 uM) no influxo de Ca** em neutréfilos tratados com
OTA (300 uM) durante 4 horas. (B) Efeito de BTP2 (0-10 uM) na producdo de espécies

reativas em neutrofilos tratados com OTA (75 uM) durante 2 horas. (C) Efeito de BTP2

(0-10 puM) nos niveis de ATP em neutrofilos tratados com OTA (300 uM) durante 8 horas
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4. DISCUSSAO

Uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na inducéo de toxicidade
por micotoxinas é crucial para prever, prevenir e tratar os seus efeitos nocivos na saude

humana. Neste estudo foram investigados os efeitos toxicos da OTA e do seu metabolito,
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OTa, em neutrofilos humanos, por meio da analise dos principais mecanismos celulares
envolvidos na lesdo celular. Ficou claro que OTa, o principal metabdlito obtido durante a
degradacdo de OTA através de métodos bioldgicos, foi menos toxica que a OTA; e que
seus efeitos téxicos foram dependentes do aumento dos niveis de Ca?* intracelular.

O estudo foi iniciado pela avaliacdo da morte dos neutrdfilos induzida por OTA
pelo método de exclusdo de azul de tripano, que é um dos métodos mais comumente
utilizados para testar a viabilidade celular. O método baseia-se na capacidade das células
viaveis de excluir o corante azul de tripano. Quando a integridade da membrana das
células estd comprometida, estas se tornam permeaveis ao corante, permitindo sua entrada
(LOUIS; SIEGEL, 2011). De acordo com o meétodo de exclusdo de azul de tripano,
nenhuma das concentragdes testadas de OTA (0-300 uM) causou efeito até 8 horas
enquanto que para OTa o mesmo foi observado até 24 horas de incubagdo. Por sua vez,
depois de 8 horas, OTA induziu uma diminuicdo estatisticamente significativa na
viabilidade celular. O efeito citotoxico de OTA (pelo método de exclusdo de azul de
tripano) também foi observado por Kamp et al. (2005) em células V79 de hamster chinés
(células de fibroblastos do pulméo) incubadas durante 24 horas com concentragBes que
variam entre 2,5 uM ¢ 10 uM, e por Klaric et al. (2007), apds 24 horas de exposi¢do em
células PK15 (rim de porco) para a OTA, na maior concentracdo de 12,5 uM. Arbillaga et
al. (2007) estudaram o efeito de OTA (50-800 uM) em células HK-2 (células renais
humana) pelo método de MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio). Os
autores concluiram que a viabilidade das células HK-2 ndo foi afetada pela OTA, em
concentragdes até 400 uM, apds 3 horas de incubacdo. No entanto, apds 6 horas de
incubacéo, a viabilidade diminuiu significativamente, atingindo 50% quando OTA 800
puM foi usada.

O método de exclusdo de azul de tripano, apesar de ser um teste de viabilidade
mais comumente utilizado, oferece uma abordagem subjetiva, uma vez que requer a
contagem manual. Neste sentido, e para determinar 0 mecanismo exato da morte de
neutrofilos induzido pela OTA, ou seja, para distinguir a apoptose de necrose, foi
realizada anélise de citometria de fluxo JUAN-GARCIA et al., 2013). Anexina-V liga-se
fortemente e especificamente a superficie celular de fosfatidilserina e é sensivel para as
medicOes de apoptose precoce. Por sua vez, o Pl se intercala com o DNA, marcando as
ceélulas necroticas, ou seja, com a perda da integridade da membrana (JUAN-GARCIA et
al., 2013). Os resultados mostraram que nem OTA nem OTa induziram a apoptose dos

neutréfilos nas concentracfes e tempos de exposicao testados (dados ndo apresentados).
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Por outro lado, as celulas necréticas aumentaram consideravelmente quando o0s
neutrofilos humanos foram incubados com OTA na maior concentragdo testada (300 uM).
OTa nao induziu o aumento significativo no nimero de células necroticas, corroborando
com o obtido pelo método de exclusdo de azul de tripano. O ensaio citomorfoldgico
confirmou o efeito necrético de OTA em neutrofilos humanos. Ficou claro que a maior
concentracdo testada de OTA, causou uma mudanca significativa na morfologia dos
neutréfilos, especialmente ap6s 8 horas de incubagdo. As células tratadas com OTA
foram incapazes de manter a integridade da membrana, e também causaram vazamento
do contetido nuclear, tornando quase impossivel a visualizacdo das células em 20 horas.
Por conseguinte, estes resultados demonstram claramente que a OTA é um potente
indutor de necrose em neutr6filos humanos. Os resultados do presente trabalho foram
coerentes com o reportado por Bouaziz et al. (2008), que avaliaram os efeitos necroéticos
de OTA nas células HepG2 (células de carcinoma hepatocelular humano) por método de
coloragdo com PIl. Ap6s 48 horas, o numero de células necréticas aumentou
significativamente, atingindo um valor de 20% para a concentragdo de 100 uM. Miiller et
al. (2003) avaliaram os efeitos necroticos de OTA em células de rim humano também por
método de PI. Apos 15 dias de incubag¢do com OTA, e para a concentracdo mais elevada
avaliada (2,5 uM), células PI positivas aumentaram até 15%. No que diz respeito a OTa,
nenhum relato na literatura foi encontrada em relacéo ao estudo da inducao de necrose ou
apoptose em quaisquer linhas celulares.

Sabe-se que os niveis de energia intracelulares sdo dissipados durante a necrose,
mas ndo durante a apoptose das células neuronais (ANKARCRONA et al., 1995). Este
aspecto é coerente com as conclusGes deste trabalho. Foram avaliados os niveis de ATP
durante a exposicdo de neutrofilos humanos a OTA e OTa. O efeito encontrado para a
OTA foi dependente do tempo e da concentracdo: nenhum efeito foi evidente ao fim de 4
horas, por sua vez, foi observada ap06s 8 horas de incubacdo uma deplecao significativa, e
quase deplecéo total de ATP foi alcangada apds 20 horas. Nas condigoes estudadas, OTa.
ndo induziu alteragGes significativas nos niveis de ATP, como esperado pelos resultados
que estavam sendo obtidos. Poor et al. (2014) estudaram o efeito de OTA (15 uM) nos
niveis de ATP em células MDCK (células imortalizadas de rim). Ap6s 24 horas de
incubacéo, os autores observaram uma diminuicao consideravel (mais de 30%) dos niveis
de ATP. De acordo com Nasr et al. (2003), perda de ATP resultante da insuficiéncia de
energia leva a uma incapacidade para manter as bombas de ions, resultando em

despolariza¢do da membrana, que norteou o estudo do efeito de OTA no A¥m.
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Para avaliar a alteragao no A¥Ym, foi utilizado o método de coloracao de JC-1. As
células tratadas com OTA, especialmente apds 20 horas, mostraram um aumento na
fluorescéncia verde, indicando a perda de potencial da membrana. Assaf et al. (2004)
avaliaram as mudangas promovidas pela OTA no A¥Ym das células mononucleares do
sangue periférico, utilizando iodeto de 3,3'- dihexiloxacarbocianina (DiOCg), um
fluorocromo que ¢ incorporado nas células pela alteragdo do A¥Ym. OTA (10 puM)
provocou uma diminui¢do do AWm, atingindo 70% de células com alteragdo de A¥m
apos 48 horas de exposi¢cdo. O mesmo resultado foi alcangado em células HepG2 apos 48
horas de exposi¢do a 100 uM de OTA (BOUAZIZ et al., 2008). De acordo com Brookes
et al. (2004), a disfuncdo mitocondrial pode ser desencadeada pela combinacdo do
aumento de Ca?* com a producdo de ROS, e estes efeitos ja foram correlacionados com a
toxicidade de OTA (RINGOT et al., 2006).

O estresse oxidativo em neutréfilos humanos promovido pela OTA foi avaliado
usando 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA). Este composto se difunde através da
membrana da célula e é hidrolisada enzimaticamente por esterases intracelulares para a
diclorodihidrofluoresceina ndo fluorescente, que pode ser rapidamente oxidada para um
diclorofluoresceina altamente fluorescente verde na presenca de espécies reativas (H,O5,
HOe, *NO, ONOO") (FREITAS; LIMA; FERNANDES, 2009; GOMES; FERNANDES;
LIMA, 2005). Considerando os resultados obtidos no estudo de morte celular, a producéo
de espécies reativas foi avaliada durante 8 horas, sendo observado um aumento
dependente da concentracdo e do tempo na inducdo do estresse oxidativo dos neutrofilos
por OTA e OTa, sendo o Ultimo menos pronunciado. Arbillaga et al. (2007) também
utilizaram DCFH-DA para estudar a producdo de espécies reativas em células HK-2
tratadas com OTA (50-800 uM) durante 6 horas. Os autores observaram um aumento
dependente da concentracdo na producdo de espécies reativas, atingindo apenas 20%,
para 800 uM, quando comparado com o controle. Boesch-Saadatmandi et al. (2008)
estudaram a producdo de espécies reativas de células LLC-PK1 (células tubulares do rim
de porco) ap6s o tratamento com OTA (0,5-2,5 uM) durante 1,5 horas. Os resultados
mostraram um aumento nos niveis de espécies reativas, de um modo dependente da
concentracdo, em até 100%, quando comparado com o controle. A geracdo de espécies
reativas também foi avaliada em células mononucleares do sangue periférico humano
apos exposi¢cao a OTA (5, 10 e 20 uM) durante 24 horas, mostrando um aumento de 50%,
quando comparado com o controle (LIU et al., 2012). A producdo de espécies reativas

pelos neutréfilos humanos foi geralmente mais elevada do que a relatada por diferentes
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autores em diferentes linhas celulares. E importante salientar que nio existem relatos na
literatura sobre o efeito de OTa sobre a producao de espécies reativas.

De acordo com Ermak e Davies (2001), o estresse oxidativo culmina com uma
interrupcdo de vias fisiologicas normais e causa morte celular, sendo este aspecto em
grande parte mediada pela sinalizacéo de Ca?*. Para medir as alteracdes intracelulares dos
niveis de Ca®* um éster de acetoximetil ndo fluorescente (FLUO 4-AM) que é clivado no
interior da célula originando Fluo-4 fluorescente, que reage com Ca”* livre foi utilizado
(GEE et al., 2000; JUAN-GARCIA et al., 2013). Os resultados mostram claramente que a
OTA induziu um aumento significativo no Ca®* intracelular em neutréfilos humanos,
enquanto que para OTa ndo foram observadas alteracdes significativas. Os resultados do
presente trabalho estdo de acordo com Ramyaa e Padma (2013), uma vez que 0s autores
observaram um aumento (seis vezes) do Ca”" intracelular, usando Fura-2, em células
Vero (células de rim de macaco africano) tratadas com OTA (10 puM) durante 15 minutos.

Devido os efeitos toxicos da OTA demonstrados neste estudo e o fato da perda de
homeostase de Ca®" ser um evento precoce e importante no desenvolvimento de lesdo
toxica (MARIN-KUAN et al., 2008), foi investigado se o mecanismo envolvido na
toxicidade de OTA é mediado pelas alteragdes de Ca?* intracelular. Este estudo néo foi
realizado para OTa visto que o metabdlito ndo mostrou efeitos toxicos em neutrdfilos
humanos.

A mobilizagdo de Ca®* é um dos primeiros eventos que ocorrem com a ativacao de
neutrofilos. Apds a ativacdo, ocorre a ligacao aos receptores de superficie provocando um
aumento imediato nos niveis de Ca* citosélico livre, como um resultado da liberacéo de
Ca®" intracelular a partir das reservas internas. Esta resposta rapida é seguida por um
efeito mais prolongado devido o influxo de Ca** a partir do meio extracelular, que para os
neutr6filos ocorre principalmente via SOCE (canais “stored-operated”) (BRECHARD;
TSCHIRHART, 2008; VAN EEDEN et al., 1999; VANOVERBERGHE et al., 2003).
Neste trabalho foi observado que mesmo na auséncia de Ca®* extracelular, OTA causou
um aumento dos niveis de Ca*" intracelular (dados ndo apresentados), sendo este
aumento atribuido devido a liberagdo de Ca?* das reservas internas.

Para confirmar se OTA provoca necrose nos neutréfilos humanos, mediante o
aumento dos niveis de Ca** foram utilizadas duas estratégias de bloqueio dos canais de
Ca®": 2-APB, que é descrito como um bloqueador da liberacdo de Ca** das reservas
internas e por SOCE (ANDERSON et al., 2005) e BTP2, que é inibidor especifico de
SOCE (BROOKES et al., 2004;. STEINCKWICH et al., 2007).
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Ambos os inibidores, na mesma concentra¢do (10 pM), mostraram uma reducao
do aumento de Ca*" intracelular induzido pela OTA (cerca de 46%). Ambos os inibidores
foram capazes de diminuir o efeito da OTA nos niveis de Ca?*, norteando a investigacéo
de quanto as alteracfes observadas na producgdo de espécies reativas e na deplecdo dos
niveis de ATP que foram causados pela OTA e dependentes de Ca**. O aumento de Ca**
intracelular desempenha um papel central na morte da célula devido a deplecdo de ATP
(DONG et al., 1998). Este aspecto foi confirmado, uma vez que a utilizagdo dos
bloqueadores reduziu a deple¢do de ATP induzida por OTA em 50%. E importante notar
que a deplecdo de ATP durante a leséo da célula envolve um mecanismo independente de
Ca®* que envolve a perda de glicina associada a células (DONG et al., 1998). Este fato
poderia explicar a reducdo incompleta da deplecéo de ATP, ap6s a acdo dos bloqueadores
de Ca®" utilizados no presente estudo.

A inducdo do estresse oxidativo por OTA mostrou resultados diferentes para os
dois inibidores estudados. 2-APB praticamente impediu a producdo de espécies reativas
nos neutrdfilos tratados com OTA (91%), enquanto BTP2 ndo teve efeito, quando
comparado com o controle (auséncia de inibidor). Estes resultados indicam que o influxo
de Ca** via SOCE ndo causa a ativacdo da NADPH oxidase, visto que quando somente o
influxo via SOCE foi blogueado (BTP2) ndo foi observada diferenca na producdo de
espécies reativas (BRECHARD et al., 2008).

Os resultados sugerem que a toxicidade de OTA em neutr6filos humanos comeca
com a liberagdo de Ca*" das reservas internas, levando a um aumento de Ca?* citosélico
livre. Este aumento no Ca®" intracelular desencadeia a producdo de espécies reativas
através da ativacdo da NADPH-oxidase. Estas espécies reativas, por sua vez, provocam
uma alteracdo no A¥Ym e, consequentemente, uma diminuicdo dos niveis de ATP

causando assim a morte por necrose (Figura 10).
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Figura 10- Mecanismo proposto para toxicidade de OTA em neutréfilos humanos

5. CONCLUSAO

Um estudo comparativo da OTA e OTa e a proposta do mecanismo de toxicidade
da OTA em neutréfilos humanos foram demonstrados pela primeira vez. OTA induziu
morte celular por necrose, através do aumento de Ca”* intracelular pela liberacéo a partir
das reservas internas. Esta liberacdo, subsequentemente, provocou uma cascata de
eventos, nomeadamente: a producdo de espécies reativas, deplecdo de ATP, perda de
A¥m, levando a morte por necrose. Por outro lado, o metabolito OTa ndo apresentou
efeitos toxicos. Os aspectos aqui indicados sdo importantes para promover o
desenvolvimento de métodos para a metabolizacdo de OTA, contribuindo assim para

diminuir o risco de ingestdo da OTA e 0s seus consequentes efeitos toxicos.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a extracdo e caracterizacdo de diferentes fontes
de carboxipeptidase A (vegetal, animal e microbiana) e aplicacdo na degradacéo de OTA
em farinha de trigo. As fontes microbianas, Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei
(4x10° esporos.mL™) foram cultivados em Agar Batata Dextrose a 30 °C durante 48 e 72
horas, respectivamente e farelo de soja (fonte vegetal) teve sua granulometria ajustada a
0,5 mm passante. A extracdo de carboxipeptidase A foi realizada com agua em banho
ultrassonico durante 30 minutos, seguido de purificagdo com acetona (1:3 V/v).
Pancreatina e carboxipeptidase A comercial (CPA) foram preparadas em solucgdes
tamponantes e utilizadas como fonte animal. Os extratos foram caracterizados quanto a
temperatura, pH, concentracdo de tampdo e concentracdo salina Otimas, pardmetros
cinéticos e termoestabilidade para aplicacdo em processo de degradacdo. Farinha de trigo
foi contaminada em 20 pg.kg™ (nivel legislado) e 200 pg.kg™” e submetida & hidrdlise
enzimatica durante 30 e 60 minutos sob condi¢es 6timas para cada extrato: CPA (25 °C
pH 7,5); soja (30 °C pH 7,5); Rhizopus oryzae, Trichoderma reesei e pancreatina (50 °C e
pH 7,5), mantendo a proporcdo de proteina:OTA (1 ug:2 ng). Apos a hidrolise, a OTA e
OToa foram extraidas da farinha de trigo com cloroférmio e os extratos foram analisados
por CLAE-FL utilizando método previamente validado. Todos o0s tratamentos
enzimaticos foram capazes de reduzir os niveis de OTA nas farinhas (16,8-78,5%) e
produzir OTo (2 a 8,2 ng.g™) tendo como extratos mais promissores os provenientes de
Rhizopus e Trichoderma e carboxipeptidase A comercial. Ficou demonstrada a
possibilidade de reducdo dos niveis de contaminantes em alimentos, uma vez que foram
necessarios apenas 30 minutos e condi¢Ges suaves para reduzir significativamente a
concentracdo de OTA em uma matriz que é altamente utilizada na inddstria alimenticia,
além de estudos toxicologicos terem apontado a auséncia de toxicidade do metabolito
formado (OTa).

Palavras-chave: Rhizopus oryzae, Trichoderma reesei, carboxipeptidase A, detoxificacao.
1. INTRODUCAO

As micotoxinas sdo substancias naturais de baixa massa molecula produzidas

como metabdlitos secundarios por fungos filamentosos. Uma das micotoxinas mais
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importantes € a ocratoxina A (OTA), considerada teratogénica, hepatotoxica, nefrotoxica
e carcinogénica (PETERI et al., 2007). OTA é produzida por algumas espécies de
Aspergillus e Penicillium e encontrada em diferentes matrizes, como alimentos, ragéo e
bebidas (CORONEL et al., 2009), sendo os cereais considerados como a maior fonte de
ingestdo diaria de OTA, aproximadamente 58% (MALIR et al., 2013). Dentre os cereais,
destaca-se a farinha de trigo, utilizada para diferentes formulacdes, cuja ocorréncia de
ocratoxina A ja foi evidenciada (KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2015).

Vérias estratégias estdo disponiveis para a detoxificacdo de OTA. Estas podem
ser divididas em métodos fisicos, quimicos e bioldgicos (VARGA; TOTH, 2005). Os
bioldgicos tem se destacado pelo seu menor impacto ambiental e por propiciarem o
emprego de condi¢Oes operacionais moderadas. A via de degradacdo de OTA mais
frequentemente identificada em microrganismos € a hidrélise da ligagdo amida que liga a
porcdo isocumarina (OTa) com a molécula de fenilalanina, promovida por enzimas
proteoliticas intra ou extracelulares. Tem sido identificados varios microrganismos
produtores de enzimas capazes de detoxificar OTA, incluindo bactérias (FUCHS et al.,
2008; MATEO et al., 2010), leveduras (BEJAOUI et al., 2004; PATHARAJAN et al.,
2011) e fungos filamentosos (ABRUNHOSA et al., 2002; KUPSKI et al., 2013; VARGA
et al., 2005). Algumas enzimas, como a carboxipeptidase A (PITOUT, 1969), lipase
(STANDER et al., 2000) e algumas proteases comerciais (ABRUNHOSA et al. 2006),
também foram identificadas por catalisarem esta reacdo (PETERI et al., 2007).

A utilizacdo de enzimas para reduzir o teor de micotoxinas em racdes e alimentos
é uma estratégia importante no pds-colheita para proteger a satde dos consumidores, uma
vez que OTA é encontrada regularmente em muitas matérias primas e produtos, apesar de
todas as estratégias de prevencao aplicadas para evitar a sua presenca (ABRUNHOSA,;
VENANCIO, 2007).

Este trabalho teve como aplicar a carboxipeptidase A de diferentes fontes (vegetal,

animal e microbiana) na degradacéo de OTA em farinha de trigo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS

Acetonitrila (ACN) foi adquirida da Baker e o 4cido acético da Merck. Agua foi

purificada em um sistema de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, USA) usando membrana
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filtrante com diametro de poro de 0,45 um. ACN e agua Milli-Q foram desgaseificadas
em banho ultrassénico a temperatura ambiente durante 30 minutos para serem utilizadas
como fase mdvel na etapa cromatogréfica. O padrdo de ocratoxina A com 98-99% de
pureza foi adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Uma solucéo trabalho contendo
50 png.mL™ da micotoxina foi preparada em benzeno:é4cido acético (99:1). O padréo de
OTa foi preparado pela hidrolise acida com HCI 6 N sob refluxo (72 h) do padrdo de
OTA (VAN DER MERWE; STEYN; FOURIE, 1965). Carboxipeptidase A isolada do
pancreas bovino (CPA) e pancreatina foram adquiridas da Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA) e preparadas em solugdo tamponante. Rhizopus oryzae CCT 7560 e Trichoderma
reesei QM 9444 foram adquiridos da Colecdo de Culturas da Fundacdo André Tosello e
mantidos em meio Agar Batata Dextrose a 4°C com repique mensal; farinha de trigo e
farelo de soja foram obtidos no comércio local de Rio Grande/RS.

2.2 METODOS
2.2.1 Fontes e extracdo enzimatica

Como fontes microbianas foram utilizadas os microrganismos Rhizopus oryzae
CCT 7560 e Trichoderma reesei QM 9444. Os microrganismos foram cultivados em
placas de petri contendo meio Agar Batata Dextrose e suspensdo de esporos
(4x10° esporos.mL™) durante 7 dias a 30 °C, com retirada de placas no tempo zero e a
cada 24 horas, para posterior extracdo enzimatica.

Como fonte vegetal foi utilizada o farelo de soja. O farelo foi moido em moinho
de facas e teve sua granulometria padronizada a 0,5 mm passante para realizacdo da
extracéao.

Como fonte animal foram utilizadas os padrGes comerciais pancreatina e
carboxipeptidase A comercial (CPA).

A extracdo foi realizada com agua destilada (1:5 p/v) sob agitacdo em banho
ultrassdnico de 40 kHz durante 30 minutos. A mistura foi centrifugada a 3220 g 4°C
durante 10 minutos e ao sobrenadante foi adicionada acetona (1:3 v/v) para precipitacéo
protéica overnight. As proteinas precipitadas foram ressuspensas em tampao tris-HCI (pH
7,525 mM com NaCl 0,5 M) (KUPSKI et al, 2013).

A atividade de carboxipeptidase A foi determinada utilizando como substrato
hipuril-L-fenilalanina (H-PHE) 0,1 M, preparado em tris-HCI 25 mM (pH 7,5), contendo
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NaCl 0,5 M. O aumento na absorvancia, medida a 254 nm, foi acompanhado por 15
minutos, tomando-se a tangente da regido linear. A atividade foi calculada utilizando-se
um coeficiente de extincdo molar de 360 L.(mol cm)™* (PEDROCHE et al., 2002).

O teor de proteina soltvel foi determinado conforme método descrito por Lowry
et al. (1951), empregando curva padrdo de albumina (0,05 — 0,4 mg.mL™). Para
determinacdo da atividade especifica, a atividade foi correlacionada com o teor de

proteina soltvel dos extratos, conforme a Equagédo 1.

. , Atividade (U
Atividade especifica=""""" e )/ Proteina soltivel (mg) (1)

Uma unidade foi definida como a quantidade de proteina necessaria para liberar
1umol de &cido hipdrico por minuto a 25 °C e pH 7,5.

2.2.2 Caracterizacao enzimatica

A caracterizacdo enzimatica (Temperatura, pH, forca ibnica e concentracdo do
tampdo) foi realizada nas carboxipeptidases A provenientes das fontes microbiana,
vegetal e da pancreatina. Os parametros cinéticos (Ky e Vmsx) € a termoestabilidade foram

realizados para todas as fontes.
2.2.2.1 Temperatura 6tima

A influéncia da temperatura na reacdo enzimatica foi determinada através da
determinacédo da atividade de carboxipeptidase A, em tampao tris-HCI 25 mM (pH 7,5),
contendo NaCl 0,5 M, nas temperaturas de 30, 40, 50 e 60 °C, conforme o item 2.2.1. Os

resultados foram expressos como atividade relativa, conforme Equacéo 2.

Ae

Atividade relativa= x100 (2)

€max
Onde:
Ae: atividade especifica em cada condicéo

Aenmax: atividade especifica na melhor condicao



111

2.2.2.2 pH étimo

A influéncia do pH na atividade carboxipeptidase A foi avaliada na temperatura
6tima de cada extrato enzimatico, utilizando tampéo tris HCI 25 mM contendo NaCl 0,5
M em pH 3,5; 4,5; 5,5; 6,5; 7,5 e 8,5. Os diferentes tampdes foram utilizados tanto para
ressuspender a enzima precipitada quanto para determinar a atividade, conforme o item

2.2.1. Os resultados foram expressos como atividade relativa, conforme Equacéo 2.

2.2.2.3 Concentracdo do tampao

A influéncia da concentracdo do tampdo na atividade carboxipeptidase A foi
avaliada na temperatura 6tima e no pH 6timo de cada extrato enzimaético, utilizando
tampdo tris HCI nas concentrac@es entre 5 e 50mM, mantendo-se fixa a concentragdo de
NaCl 0,5 M. Os diferentes tampdes foram utilizados tanto para ressuspender a enzima
precipitada quanto para determinar a atividade, conforme o item 2.2.1. Os resultados

foram expressos como atividade relativa, conforme Equacéo 2.

2.2.2.4 Forca idnica

A influéncia da forca idnica na atividade de carboxipeptidase A foi avaliada na
temperatura, pH e concentracdo de tampdo 6timos de cada extrato enzimatico, variando-
se a concentracdo de NaCl entre 0 a 2 M. Os diferentes tampdes foram utilizados tanto
para ressuspender a enzima precipitada quanto para determinacdo de atividade, conforme
o item 2.2.1. Os resultados foram expressos como atividade relativa, conforme Equacéao 2

2.2.2.5 Estabilidade térmica

O estudo da estabilidade térmica de carboxipeptidase A foi realizado incubando-se
0s extratos enzimaticos nas temperaturas 6timas de acdo. A atividade residual foi medida
nas condicBes Otimas de temperatura e pH para reacdo até o esgotamento da atividade
enzimatica.

Assumindo-se que a cinética de desnaturacdo enzimatica segue uma cinética de

primeira ordem, tem-se:
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E
In (E—O) :-kd.t (3)
Onde:
t-tempo

E- atividade enzimética no tempo t
Eo- atividade enzimatica no tempo zero

kg- constante da velocidade de desnaturacao enzimatica

Graficando-se In(E/Eo) em funcdo do tempo, determina-se o valor de kg, constante
da velocidade de desnaturacdo enzimética. Com este resultado, calcula-se o tempo de
meia vida (ty2) das enzimas, definido como sendo o tempo necessario para reduzir 50%

de sua atividade inicial, conforme a Equacéo 4.

- 1n(0,5)

tl/z:k—d (4)

2.2.2.6 Parametros cinéticos da carboxipeptidase A

Para o célculo dos pardmetros cinéticos Ky e Vma, a atividade de
carboxipeptidase A foi avaliada em diferentes concentracdes iniciais de substrato H-PHE
(0,2uM- 3mM). O efeito da concentracdo do substrato na atividade pode ser descrito pelo

modelo de Michaelis- Mentem (Equacéo 5)

~ Vmax [S] 5
" Ry TS ®

Linearizando-se a equacdo de Michaelis- Mentem, obtém-se a Equagéo 6:

1 Ky 11

Vo  VUmax [S] Vimax

(6)

Atraveés dos coeficientes angular e linear da Equagdo 6, foram obtidos os valores

de Kv e Vmsx, respectivamente. O valor de Ky corresponde a concentra¢do de substrato



113

necessaria para atingir metade da velocidade maxima enzimatica (LEHNINGER,
NELSON e COX, 2002).

2.2.3 Validagdo de método para determinacdo de OTAe OTa

A extracdo da micotoxina e seu metabolito das farinhas de trigo foi realizada
conforme método descrito por Abrunhosa, Serra e Venancio (2002), adaptada para este
trabalho. Para isso, 5g de farinha foram pesados, adicionados 2 mL de HCI 2N e 10 mL
de cloroférmio seguido de agitagdo em vortex (durante 1 minuto) e centrifugacao (3220 g
durante 10 minutos). A particdo com cloroformio foi repetida trés vezes e apds
centrifugacdo (3220 g durante 10 minutos) a fracdo cloroférmica foi evaporada para
posterior analise em CLAE-FL.

Os extratos foram ressuspensos em 1 mL da mistura de solventes que compde a
fase movel (50% de Acetonitrila e 50% de agua Milli Q acidificada 1% com é&cido
acético) e injetados em CLAE-FL. A eluicdo pela coluna Kromasil C18 (5um 150x4,6
mm) foi realizada & 35 °C, com vazdo de 0,6 mL.min™ e detector de fluorescéncia
padronizado com comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo 333 nm e 460 nm,
respectivamente. Nessas condi¢fes foram necessarios 4,8 minutos e 11,9 minutos para
eluicdo de OTa e OTA, respectivamente.

Foram construidas duas curvas analiticas, uma para cada analito, sendo preparadas
através de solucdes dos padrdes de OTA e OTa, diluidas na mistura de solventes que
compde a fase mével, em concentracdes crescentes (0,05 - 20 ng.mL™). Também foram
construidas duas curvas na matriz, para isso, extratos provenientes do método de extracdo
foram fortificadas nos mesmos niveis da curva no solvente, e foram posteriormente
quantificadas por CLAE-FL. Com isso, foram determinados a faixa de linearidade, 0s
coeficientes de determinacdo e correlacdo e os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo
(LQ) para OTA e OTa.

Na determinacao de LD e LQ foram feitas injecdes das solugdes de OTA e OTa
diluidas na mistura de solventes que compde a fase mdvel em concentragdes decrescentes
até obtencdo de uma relacdo de 3:1 e 10:1 entre o pico do analito e o ruido da linha de
base, respectivamente (RIBANI et al., 2004).

A exatiddo (recuperacao) foi realizada apds fortificacdo de amostras brancas com
solucdo padrao de OTA e OTa, em trés niveis de concentracao (3, 5 ¢ 10 vezes o LQ), em

triplicata.
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Para o estudo da repetibilidade foi realizada a extracdo pelo método adaptado
neste trabalho em diferentes niveis de fortificacdo, em triplicata, e cada nivel foi injetado

trés vezes. A partir das nove determinacdes foi calculado o CV (%).

2.2.4 Biodegradacao em farinha de trigo

Para o ensaio de degradacéo foi realizada uma simulagdo do processo de producao
de massa utilizada em panificagdo. Para isso farinha de trigo foi contaminada inicialmente
com OTA em dois niveis (20 ug.kg™ e 200 ug.kg™) e submetida ao processo de hidrélise.
Para hidrélise enzimatica foram utilizados 5g de farinha de trigo e 3 mL de extrato
enzimatico (na proporgdo 1:2 (proteina:OTA)). Apds a homogeneizacdo e formagdo da
massa, estas foram acondicionadas nas condic¢Bes 6timas de acdo (pH e temperatura) para
cada carboxipeptidase A sendo a hidrolise realizada em 30 e 60 minutos sob agitacéo
orbital a 100 rpm. Um controle (sem presenca de OTA) foi conduzido para cada intervalo
de experimento para posterior correcdo dos interferentes na deteccdo de OTA e seu
metabolito. A extragdo de OTA e OTa foi realizada conforme método validado, descrito

no item 2.2.3.

2.2.5 Anélise estatistica

A analise estatistica dos resultados de caracterizacdo enzimatica, degradacdo de
OTA e producdo de OTa foi realizada por ANOVA considerando as médias de triplicatas
dos ensaios, seguida pelo teste de Tukey a um nivel de 5 % (p<0,05), utilizando o
programa ““Statistica” (versao 7.0, StatSoft, Inc., Tulsa, USA). A estatistica multivariada ¢
uma técnica util para identificar padrées comuns em conjuntos de dados multivariados.
ACP ¢é uma ferramenta para avaliacdo dos dados, que representa graficamente relacdes
entre amostras e variaveis e fornece uma maneira de reduzir a dimenséo dos dados. ACP
foi realizado no software Past (folk.uio.no/ohammer/past), a fim de estabelecer as

correlagOes entre a hidrolise enzimética e a degradacdo de OTA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho foi dividido em trés etapas, primeiramente foi realizado o

estabelecimento das condicOes de atuacdo enzimatica (fontes e caracterizacdo), seguido
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de padronizacdo de método de detecgdo de OTA e OTa em farinhas de trigo e estudo da

degradacéo enzimatica.
3.1 EXTRACAO E CARACTERIZACAO ENZIMATICA

Para definicdo do tempo de cultivo ideal para realizar a producdo enzimatica por
Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei primeiramente foi acompanhada a atividade ao

longo das 120 horas de cultivo (Tabela 1).

Tabela 1- Atividade de carboxipeptidase A na biomassa de Rhizopus oryzae e
Trichoderma reesei ao longo do intervalo de cultivo.

Atividade relativa (%o)

Tempo (h) i i i
Rhizopus oryzae Trichoderma reesei
24 99,1 (2,6)° 38,2 (5,3)°
48 100,0 (2,0)? 32,4 (6,3)°
72 70,8 (2,8)° 100,0 (1,0)*
96 39,6 (5,2)° 63,2 (3,2)°
120 17,7 (11,8)° 61,8 (3,3)"
Resultados expressos com Média (CV). Letras diferentes em cada coluna indicam diferenca significativa
(p<0,05)

A maior atividade foi encontrada em 24-48 horas para Rhizopus oryzae e 72 horas
para Trichoderma reesei. Os tempos encontrados coincidem com o encontrado para
producdo de outras enzimas hidroliticas empregando 0s mesmos microrganismos
(KUPSKI et al., 2015).

Portanto, os experimentos posteriores de caracterizacdo e degradacdo enzimatica
foram realizados com os extratos enzimaticos obtidos em 48 e 72 horas, para Rhizopus
oryzae e Trichoderma reesei, respectivamente.

As condigdes Otimas de temperatura (Tabela 2), pH (Tabela 3), forca idnica
(Tabela 4) e concentragdo do tampdo (Tabela 5) foram avaliadas para todos os extratos
enzimaticos, com excecdo da carboxipeptidase A comercial, cujas condi¢bes Gtimas
foram estabelecidas pelo fornecedor (SIGMA ALDRICH).
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Tabela 2- Efeito da temperatura na atividade de carboxipeptidase A dos extratos

enzimaticos das diferentes fontes enzimaticas

Fonte enzimética

Temperatura
Farelo de ] ] ) ]
(°C) ) Pancreatina Rhizopus oryzae Trichoderma reesei
soja

30 100,0(2,5)? 19,1(2,9)° 32,0(2,3)° 85,7(11,0)°

40 56,3(5,6)" 20,6(10,0)° 31,7(2,7)° 40,5(5,9)°

50 56,3(11,1)°  100,0(2,5)* 100,0(1,5)? 100,0(4,8)

60 SA 16,2(2,0)° 27,5(2,9)° 17,1(11,1)°

SA-sem atividade. Resultados expressos com Média (CV). Letras diferentes em cada coluna indicam

diferenca significativa (p<0,05)

As reacBes enzimaticas tém sua velocidade aumentada pelo acréscimo da
temperatura dentro da faixa em que a enzima € estavel e mantém sua atividade integral,
enquanto que a temperatura 6tima corresponde aquela na qual o efeito do aumento da
temperatura na proporcdo de quebra do complexo ES é exatamente contrabalancado pela
desnaturacdo da enzima (LEHNINGER, NELSON e COX, 2002). As temperaturas
6timas encontradas para carboxipeptidase A de Rhizopus oryzae, Trichoderma reesei e
pancreatina foram de 50 °C, enquanto para o farelo de soja foi de 30 °C. Em todas as
fontes, temperaturas acima da 6tima causaram reducdo significativa na atividade de
carboxipeptidase A, indicando a prevaléncia das reac6es de desnaturacao.

O pH influencia a atividade enzimética propiciando que 0s grupamentos do centro
ativo fiquem na forma quimica adequada para reagirem com o substrato e na estabilidade
da conformacdo espacial da enzima (LEHNINGER, NELSON e COX, 2002). Entre as
enzimas estudadas, as extraidas de Trichoderma reesei e soja apresentaram menor
sensibilidade a variacdo de pH, ndo apresentando diferenca estatistica entre pH 6,5 e 8,5
para as obtidas de Trichoderma reesei e pH 6,5 e 7,5 para as do farelo de soja. Em
contrapartida, as enzimas provenientes da pancreatina e do Rhizopus oryzae apresentaram
reducdo significativa de atividade quando submetidas a valores de pH diferentes do pH
6timo (pH 7,5).
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Tabela 3- Efeito do pH na atividade de carboxipeptidase A dos extratos enzimaticos das

diferentes fontes enzimaticas

Fonte enzimatica

PH Farelo de soja Pancreatina Rhizopus oryzae Trichoderma reesei

3,5 38,9(14,3)° 5,7(1,8)" 7,6(1,3)" 25,1(4,0)"

45 44,4(12,3)* 18,1(5,5)° 10,2(1,0)° 85,4(0,7)°

5,5 55,6(10,0)° 22,5(0,4)° 12,9(1,6)° 47,6(4,2)°

6,5 88,9(4,8) 31,3(3,2)° 41,1(2,4)° 99,0(5,5)

7,5 100(1,6)* 100,0(0,1) 100,0(0,1)* 100,0(0,1)*

8,5 38,9(11,2)° 41,0(2,4)° 19,9(0,5)° 97,4(1,0)®
Resultados expressos com Média (CV). Letras diferentes em cada coluna indicam diferenga significativa

(p<0,05)

Bradley et al. (1994) avaliaram a temperatura 6tima e pH 6timo de CPA de
avestruz e encontraram como temperatura étima 40 °C, acima da qual ja era evidenciado a
reducdo da atividade relativa, assim como no presente trabalho, e pH 6timo a faixa de 8-
8,5. Veértesi et al.(1999) realizaram a caracterizacdo de carboxipeptidase A isolada de
pancreas bovino e encontraram para temperatura 6tima a faixa de 30-35 °C e como pH
6timo 7,5-8,0, fato que também norteou os intervalos dos parametros estudados em
nossos experimentos.

A presenca de sais altera a solubilidade das enzimas. Quanto maior a forga ibnica,
mais espécies se ligardo a molécula, aumentando a solubilidade da enzima (efeito salting
in). No entanto, em concentracfes salinas elevadas ocorre o fenémeno salting out, com
precipitacdo da enzima e consequente perda de atividade. Assim como no pH e na
temperatura, ha uma concentracao salina 6tima para a acdo enzimatica (Tabela 4), sendo
estas de 0,5 M para Rhizopus oryzae, Trichoderma reesei e pancreatina e de 1,0 M para a

enzima extraida do farelo de soja.
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Tabela 4- Efeito na forca i6nica na atividade de carboxipeptidase A dos extratos

enzimaticos das diferentes fontes enzimaticas

Fonte enzimética

Forca idnica i i
Farelo de ] Rhizopus Trichoderma

(M) ] Pancreatina )

SOja oryzae reesel
0,0 17,5(5,7)" 72,7(1,4)° SA SA
0,1 27,5(3,6)° 32,2(0,6)' 23,7(4,2) 94,4(1,1)°
0,5 50,0(10,0)° 100,0(0,1) 100,0(0,1) 100,0(0,1)
1,0 100,0(0,1)? 88,4(0,5)" 35,0(2,9)° 94,9(1,1)°
1,5 67,5(1,5)° 63,9(1,6)° 20,9(4,8)° 85,3(1,2)°
2,0 25,0(0,8)° 85,2(1,2)° 28,1(0,4)° 40,4(2,5)°

SA-sem atividade. Resultados expressos com Média (CV). Letras diferentes em cada coluna indicam

diferenca significativa (p<0,05)

Assim como a forca idnica do tampdo, sua concentragdo também deve ser
padronizada (Tabela 5). Com relacdo as carboxipetidases estudadas obteve-se como
concentracdo 6tima 25 mM, com excecdo da enzima extraida de Rhizopus oryzae que foi
de 5 mM.

Tabela 5- Efeito da concentracdo de tampdo na atividade de carboxipeptidase A dos

extratos enzimaticos das diferentes fontes enzimaticas

Concentracao Fonte enzimatica

de tampéo (mM) Farelo de soja  Pancreatina Rhizopus Trichoderma

5 52,5(1,0)° 84,6(1,2)° 100,0(0,1)° 30,1(3,3)°
10 98,0(0,1)* 74,0(2,7)° 58,9(1,7) 48,0(2,1)°
20 75,0(2,7)° 94,8(1,1)° 34,7(2,9) 85,7(1,2)°
25 100,0(0,1) 100,0(0,1) 68,2(1,5)° 100,0(0,1)
30 12,5(4,0)¢ 92,7(1,1)° 74,7(2,7)° 38,3(2,6)"
40 55,0(1,8)° 78,9(1,3) 71,9(1,4)° 56,8(1,8)
50 40,0(2,5)" 83,1(2,4)° 50,7(1,4) ¢ 74,6(2,7)°

Resultados expressos com Média (CV). Letras diferentes em cada coluna indicam diferenga significativa
(p<0,05)
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A determinacdo dos parametros cinéticos Ky e vmax foi realizada nas condi¢cbes
Otimas de reacdo para cada extrato enzimatico e o estudo da termoestabilidade enzimatica
na temperatura Otima de agdo dos diferentes extratos foi realizado para garantir a
manutencdo da atividade enzimética durante o processo de degradacdo (Tabela 6).

Tabela 6- Parametros cinéticos e termoestabilidade de carboxipeptidase A nas diferentes

fontes de enzima

Fonte Vinax (U.MGproteima™)  Km(MM)  ty (Minutos)
Pancreatina 0,74 0,015 75*
Rhizopus oryzae 0,36 0,019 120*
Trichoderma reesei 0,25 0,001 169*
Soja 0,23 0,002 124**
CPA 50,0 0,010 277 **

* 50 °C; ** 30 °C; *** 25 °C. CPA- carboxipetidase A comercial.

Conforme a equacdo de Michaelis e Mentem o Ky corresponde a concentragdo de
substrato necessaria para obter a metade da velocidade maxima, podendo também ser
utilizado como medida da afinidade de determinada enzima pelo substrato
(LEHNINGER, NELSON e COX, 2002).

O Ky obtido para carboxipeptidase de Rhizopus oryzae, comercial e pancreatina
foram superiores ao encontrado (0,019; 0,015; 0,010 mM, respectivamente) para as
extraidas do farelo de soja e Trichoderma reesei (0,002 e 0,001, respectivamente),
indicando menor afinidade pelo substrato utilizado. No entanto, o valor encontrado para
todos os extratos é inferior ao reportado para carboxipeptidase extraida do péancreas
bovino (1 mM) por Véteri et al. (1999).

Os resultados de termoestabilidade mostram que entre as fontes utilizadas para
temperatura de 50 °C, as carboxipetidases provenientes dos microrganismos mostraram
um tempo de meia vida superior (duas vezes) a enzima de origem animal. Vértesi et al.
(1999) realizaram a termoestabilidade de carboxipeptidase A isolada de pancreas bovino
entre 45 e 60°C e a 55°C a enzima foi praticamente inativada em 30 minutos de reacéo.

Foram adotados 30 e 60 minutos como tempos reacionais para 0 ensaio de

degradacéo.
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3.2 VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINACAO DE OTA E OTA EM
FARINHAS DE TRIGO

As curvas analiticas para OTA e OTa, bem como seus parametros, estao na Tabela
7. Os dados mostram que o procedimento foi adequado para a quantificacdo dos dois
analitos, uma vez que seus indicadores cumprem as recomendacGes de analise de
confiabilidade, tendo em vista que a ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de
correlacdo igual a 0,99 e o INMETRO (2003) um valor acima de 0,90. Além disso, as
linearidades das curvas apresentaram ampla faixa de aplicacdo, sendo que as curvas da

matriz apresentam a vantagem de carregar consigo os interferentes inerentes ao extrato na

amostra.
Tabela 7- Pardmetros analiticos avaliados em CLAE-FL
Parametros OTA OTa
Curva no solvente y=11874,62x+1208,54 y = 24435,41x + 2762,62
Linearidade 0,1- 10 ng.mL™ 0,05- 20 ng.mL*
Coeficiente de correlagdo 1,000 1,000
Coeficiente de determinacéo 1,000 1,000
LD; 0,05 ng.mL™ 0,025 ng.mL™
LQ; 0,10 ng.mL™ 0,05 ng.mL™
Curva na matriz y=9697,250x -1481,975 y=12259,090x + 5.882,94
Linearidade 0,04- 7,5 ng.g™ 0,025- 5 ng.g*
Coeficiente de correlacdo 1,000 0,998
Coeficiente de determinacéo 1,000 0,996
LD, 0,025 ng.g* 0,013ng.g™
LQm 0,04 ng.g™ 0,025 ng.g™

LD; - limite de deteccdo do instrumento; LQ;- limite de quantificacdo do instrumento; LDm - limite de

detec¢do do método; LQ,- limite de quantificacdo do método

As recuperacdes do método foram de 80,0% (3x LQ); 90,6% (5x LQ) e 86,6%
(10x LQ), com um CV de 2, 4 e 10%, para OTA; e 112,0% (3x LQ); 97,7% (5x LQ) e
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97,9% (10x LQ), com um CV de 8, 12 ¢ 15%, para OTa. Segundo a diretriz da Comissao
Européia que faz recomendacdes especificas para desempenho de ensaios de recuperacao
de micotoxinas (2006/401/EC), para a OTA utilizada em niveis de concentracdo menores
que 1 pg.kg™t o valor de recuperacdo recomendado é entre 50 e 120% (EC, 2006b).
Portanto, o método validado pode ser empregado com confiabilidade para o
acompanhamento da degradacdo enzimatica de OTA ¢ produc¢ao de OTa em farinhas de
trigo.

Brera et al. (2011) estudaram o método de determinagdo de OTA e aflatoxina em
baby foods e encontraram para limite de quantificacdo o valor de 0,02 ng.g* e
recuperacdo do analito entre 77-86%.

Kupski e Badiale-Furlong (2015) desenvolveram método de QUEChERS para
andlise de OTA em farinhas de trigo e encontraram como limite de quantificacdo de 0,05
ng.g™ e recuperacdo entre 97,6 e 105%.

Coronel et al. (2011) desenvolveram método de determina¢ao de OTA e OTa em
amostras de urina por CLAE-FL e obtiveram como limites de deteccdo e quantificacéo
para OTA 0,034 ng.mL? e 0,112 ngmL™ e para OTa 0,023 e 0,076 ng.mL™,
respectivamente. Os ensaios de recuperacdo estudados apresentaram valores médios de
71,3% e 70,8% para OTA e OTa, respectivamente.

3.3 ENSAIO DE DEGRADACAO ENZIMATICA

As carboxipeptidases provenientes de fontes animal (pancreatina (1 U.mgpmteina'l)
e CPA (50 U.MQproteina ™)), vegetal (farelo de soja (0,3 U.MGproteina ) € Microbiana
(Rhizopus oryzae (0,4 U.MQpoeina’) € Trichoderma reesei (0,3 U.MQproteina ™)) foram
aplicadas em farinhas de trigo contaminadas artificialmente com OTA no nivel legislado
(20 pg.kg™) e acima do nivel legislado (200 pg.kg™), com o intuito de reduzir os niveis da
micotoxina e avaliar a produ¢do do metabdlito OTa. (Figura 1).

De acordo com Abrunhosa, Venancio e Teixeira (2011) o principal caminho pelo
qual ocorre a descontaminagdo de OTA envolve a hidrélise da ligagdo amida que une a
OTa a molécula de fenilalanina. Esta reacdo € mediada por proteases intra ou
extracelulares, especialmente a carboxipeptidase A.

Este aspecto foi confirmado no estudo de degradacdo enzimatica visto que as

carboxipeptidases A utilizadas apresentaram uma correlagdo negativa e significativa da
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reducdo de OTA com a produ¢do de OTa, nomeadamente: carboxipeptidase A de

Rhizopus oryzae (-0,995 p<0,05), carboxipeptidase A de Trichoderma reesei (-0,913
p<0,05), CPA (-0,989 p<0,05) e pancreatina (-0,952 p<0,05); com excecdo da
carboxipeptidase A do farelo de soja (-0,246 p>0,5).

Figura 1- Reducéo dos niveis de OTA (A) e producdo de OTa (B) por acédo de diferentes
carboxipeptidases em farinhas de trigo contaminadas com dois niveis de OTA (Nivel 1-
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CPA-carboxipeptidase A comercial. Letras diferentes em cada nivel indicam diferenga significativa
(p<0,05).

O estudo do tempo de acdo enzimatica indicou que todas as carboxipeptidases

utilizadas apresentaram maior acdo hidrolitica no intervalo de 30 minutos, fator
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interessante do ponto de vista econémico, pois o intuito é desenvolver um procedimento
aplicavel em processos industriais para reducdo da contaminacéo de produtos agricolas.

A carboxipeptidase de farelo de soja e a solugédo de pancreatina apresentaram
menor degradacdo de OTA, com média de 17,8% e 16,8%, respectivamente; e
consequentemente menor producdo de OTa com média de 2,3 e 2 ng.g‘l. Para a
pancreatina este efeito pode ser explicado devido ao tempo de meia vida na temperatura
de acdo, visto que sua acdo para redugdo dos niveis de OTA ja foi relatada (KUPSKI et
al., 2013). No que diz respeito ao farelo de soja, a carboxipeptidase A pode néo estar tdo
ativa quanto as outras estudadas ou outros tipos de enzimas degradativas estdo presentes,
justificando também a baixa correlagdo entre degradagdo de OTA e OTa.

As carboxipeptidases mais eficientes foram as provenientes dos microrganismos e
da CPA (enzima comercial), com degradacdo variando de 30 a 71% para a
carboxipeptidase de Rhizopus oryzae, 38,5 a 61,0% para a de Trichoderma reesei, 36,4 a
78,5% para CPA. A produgio de OTa variou entre 3,1 ¢ 5,6 ng.g™ para Rhizopus oryzae,
1,9 e 5,1 ng.g™" para Trichoderma reesei e 2,5 e 8,2 ng.g" para CPA. Os resultados
colaboram para busca de fontes enziméticas de origem microbiana e enfatizam que nédo
sdo necessarias muitas etapas de purificacdo para obtencdo de niveis satisfatorios de
degradacdo, uma vez que os resultados foram proximos ao obtido por carboxipeptidase
comercial.

E importante salientar que entre os niveis testados, o nivel acima do limite
legislado (200 pg.kg™) ndo apresentou resultados t&o satisfatérios como o nivel legislado
(20 upg.kg?), pois a reducdo dos percentuais de degradacdo foi observada nas
carboxipeptidases A das diferentes fontes estudadas. Este comportamento também se
deve a estratégia adotada de conservar a propor¢do de enzima e substrato que
possivelmente ndo seja suficiente para manter o mesmo equilibrio na cinética de
degradacdo. Portanto, estudos para otimizar a degradacdo em diferentes niveis de
contaminag&o precisam ser conduzidos.

O estudo de degradacéo enzimatica para contaminacao nos niveis da dose maxima
tolerada pela legislacdo, 20 pg.kg™ (ANVISA, 2013), mostra a eficiéncia de hidrélise que
varia de 7,3 a 51,3%, tendo os melhores resultados utilizando a CPA (51,3%) e as
carboxipeptidases provenientes de Rhizopus (37,3%) e Trichoderma (35,7%).

Estudos in vitro reportam a acdo de diferentes enzimas na degradacdo de OTA e
producdo de OTa, por exemplo, carboxipeptidase Y, isolada de S.cerevisiae que
apresentou uma conversdo apos 6 dias de 52% de OTA em OTo (ABRUNHOSA,;
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PATERSON; VENANCIO, 2010), o que do ponto de vista de aplicacdo em processo é
um intervalo operacional muito elevado. Stander et al. (2000) realizaram um screening de
diferentes enzimas hidroliticas comerciais para degradacdo de OTA e producao de OTa,
e dentre estas a lipase de A.niger apresentou 100% de conversdo de OTA em OTa em 120
minutos, porém o mecanismo para tal reducdo e os outros produtos formados ndo foram
demonstrados.

Cabe ressaltar que os autores avaliaram a agdo enzimatica in vitro e ndo foram
encontrados relatos na literatura do emprego de enzimas em matrizes complexas para
acompanhar a reducdo de OTA e producdo de OTa, somente ha relatos sobre indicativos
de acdo de carboxipeptidases, como no acompanhamento da diminuicdo de OTA na
fabricacdo de pdes (MELANIA et al., 2014) ou durante fermentacdo de vinhos (MECA,;
BLAIOTTA,; RITIENI, 2010).

Para explicar a variabilidade dos resultados encontrados foi realizada uma analise

multivariada de componentes principais (ACP) (Figura 2).

Figura 2- Analise de componentes principais para o estudo de degradacao enzimatica,
utilizando diferentes extratos enzimaticos.
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CP-componente principal; CPA- carboxipeptidase A comercial; P- pancreatina; S-
carboxipeptidase A de farelo de soja; R- carboxipeptidase A de Rhizopus oryzae; T- carboxipeptidase A de

Trichoderma reesei; 30- 30 minutos de hidrélise; 60- 60 minutos de hidrélise; 1- nivel 1; 2-nivel 2

ACP tem como fundamento a geracdo de novas varidveis, denominadas
componentes principais, para explicar a variabilidade dos resultados, além de evidenciar a

correlacdo entre as diferentes varidveis estudadas. Neste trabalho, a variabilidade dos
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resultados foi simplificada para duas componentes: componente 1 que explica 81,6% e a
componente 2 que explica 18,3%.

A distribui¢do no plano do gréafico das amostras de farinha submetidas ao processo
de degradacgdo enzimatica confirmam a eficiéncia da acdo das enzimas microbianas e da
CPA, apresentando maior correlagcdo com o teor de OTa. Adicionalmente, considerando-
se a diferenca estrutural dos dois analitos avaliados, pode se estimar que 0 componente 1
esta relacionada com a presenca de fenilalanina, enquanto que a componente 2 esta
relacionada a fracdo isocumarina, pois OTA e¢ OTa apresentam mesma relagdo positiva
com a componente 2 (presenca de isocumarina) e relacdo inversa com a componente 1
(positiva para OTA (presenca de fenilalanina) e negativa para OTa (auséncia de
fenilalanina).

Além disso, 0 comportamento de todas as carboxipeptidases extraidas € similar e
pode indicar pouca geracdo de outros metabdlitos. Sendo assim, observando os resultados
do estudo toxicologico realizado para OTA e OTa em neutréfilos humanos (dados ndo
apresentados) pode se recomendar a aplicacdo de carboxipeptidases em processamento de
alimentos, especialmente em processos de panificacdo (simulados neste trabalho)
justificando que a acdo delas causa uma reducdo significativa da toxicidade da matriz,
diminuindo assim o risco de exposi¢do a micotoxina quando matéria prima contaminada é

utilizada, por exemplo, farinha de trigo para diferentes processos.

4. CONCLUSAO

O método validado em CLAE-FL foi eficiente para deteccdo de OTA e OTa em
farinhas de trigo, com a percentagem de recuperacdo media de 85,7% e 102,5%,
respectivamente.

O estudo de degradacdo enzimética de OTA em farinhas de trigo, apresentou
resultados de redugio de OTA entre 16,8 ¢ 78,5% e produgio de OTa entre 2 a 8,2 ng.g”
tendo como extratos mais promissores os provenientes de Rhizopus oryzae e Trichoderma
reesei e carboxipeptidase comercial.

Mesmo que os limite maximo toleraveis (LMT) estejam contemplados, o risco de
exposicdo cronica pode ser reduzido, especialmente considerando a frequéncia de

consumo de produtos a base de farinhas de trigo.
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4. CONCLUSAO

A necessidade de adaptacdo do método QUEChERS para cada matriz utilizada
ficou demonstrada neste trabalho através de técnica multivariada, assim como a
aplicabilidade da técnica de camada delgada empregando o software ImageJ para
determinacdo de OTA para monitorar a ocorréncia nos niveis adotados na legislacéo
brasileira. O método validado para determinacdo da micotoxina em farinhas de trigo por
CLAE-FL foi eficiente, apresentando recuperacdes de 97,6 a 105%.

O emprego do método validado permitiu a estimativa do risco de exposicao a
OTA, com um valor de ingestdo diaria de 0,08 ngom.kgmassacorporea’l.dia'l e
disponibilizagdo para absor¢do no organismo de 94,4% do conteldo inicial da
micotoxina. Esse resultado é importante tanto do ponto de vista econdmico como da
saude do consumidor, norteando a busca por alternativas para reducdo dos niveis do
contaminante em diferentes matrizes alimenticias.

O estudo de degradacdo in vitro com Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei,
apresentou resultados de reducdo de OTA de 63,5% e 57,7%, respectivamente, com
producdo do metabdlito OTa. Sendo assim, eles podem constituir uma fonte de enzimas
que possam ser usadas para a degradacdo de OTA a OTa em produtos agricolas
contaminados.

O estudo de degradacdo enzimatica de OTA em farinhas de trigo mostrou que a
OTA pode ser reduzida entre 16,8 e 78,5% resultando no seu derivado OTa (2 a
8,2 ng.g™) sendo as carboxipeptidases A provenientes de Rhizopus oryzae e Trichoderma
reesei as mais promissoras, bem como a carboxipeptidase comercial.

Foi confirmada a auséncia de toxicidade no metabdlito OTa através do estudo
comparativo da toxicidade de OTA e OTa em neutrofilos humanos. Ficou elucidado que
mecanismo de acdo de OTA ocorre pelo aumento de Ca®* intracelular liberado a partir das
reservas internas, com consequente producdo de espécies reativas, deplecdo de ATP,
perda de potencial de membrana mitocondrial, levando a morte por necrose.

Os estudos de degradacdo e toxicidade de OTA e OTa permitem estimar que a
aplicacdo de enzimas carboxipeptidases em processamento de alimentos causa uma
reducdo significativa da toxicidade da matriz, diminuindo assim o risco de exposi¢éo a
micotoxina quando matéria prima contaminada é utilizada, reduzindo inclusive o risco de

exposicao cronica.
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5. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Otimizar as condi¢Ges de hidrdlise para as carboxipeptidases obtidas pelos
microrganimos Rhizopus oryzae CCT 7560 e Trichoderma reesei QM 9414;

Consolidar a eficiéncia do processo de degradacdo em farinhas de trigo através da
analise toxicologica na matriz;

Aplicar extratos enziméticos em processo de panificacdo e acompanhar o efeito de
reducdo micotoxicoldgica e de toxicidade.

Desenvolver sensor enzimatico utilizando carboxipeptidase A para deteccdo de

OTA em matrizes alimenticias.
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ISOLAMENTO DE NEUTROFILO

- Em tubo de centrifuga (15 mL) colocar 3 mL de histopaque 1119 seguido de 3 mL
de histopaque 1077 (lentamente, verificando a formacéo do anel);

-Adicionar ao mesmo tubo cerca de 5 mL de sangue, adicionando lentamente (pelas
paredes) para evitar a mistura com as solucdes histopaque;

- Centrifugar 30 minutos a temperatura ambiente (20-22°C) a 890 g;

-Separar as camadas que se encontram acima dos granuldcitos (plasma, células
monucleadas e histopaque 1077) e transferir a camada correspondente aos
granulécitos para outro tubo de centrifuga;

-Adicionar ao tubo contendo granulécitos PBS sem Ca** e Mg?* (quase até a maxima
capacidade, 13 mL);

-Centrifugar a 870 g por 5 minutos a 4°C;

-Remover o sobrenadante e adicionar ao precipitado 1250 pL de PBS tendo o cuidado
de ressuspender as células com a ponteira;

-Adicionar, 5250 pL de agua, pressionando o cronémetro no momento em que efetua
a adicdo. Esse passo tem como objetivo promover a lise dos eritrocitos, para eficaz
isolamento de neutrofilos. Deixar de 2-4 minutos;

-No fim do tempo adicionar 2200 pL de NaCl a 3%;

-Centrifugar a 870 g por 5 minutos a 4°C;

- Se o sentimento ainda estiver avermelhado, proceder desde o passo da adi¢do de
1250 puL de PBS;

- Remover o sobrenadante e ao precipitado adicionar uma quantidade de tampao Tris-
glicose pH 7,4, ressuspendendo as células com pipeta;

-Adicionar ao eppendorf 20 pL das células + 20 pL de azul tripano;

-Contar neutrofilos viaveis (transparentes) em microscépio ético.
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DETERMINACAO DE APOPTOSE E NECROSE

- Incubar em microplacas 750 pL células (4x10°células.mL™) e 250 uL de OTA/OTq;

- Incubar em estufa a 37 °C com 5% de CO; durante o periodo de estudo;

- Recolher para eppendorf conico e centrifugar a 400 g durante 5 minutos a 20 °C;

- Rejeitar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 1 mL de PBS;

- Centrifugar a 200 g durante 5 minutos a 20 °C;

- Rejeitar o sobrenadante e ressuspender em 100 pL da solucéo de anexina e Pl (1 mL de
buffer do kit + 20 pL de anexina + 20 pL de PI);

- Incubar 15 minutos no escuro;

- Adicionar 500 pL de buffer e ler em citdmetro de fluxo.
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ALTERACOES CITOMORFOLOGICAS

- Colocar 960 puL de neutréfilos (4x10° células.mL™) e 40 pL de OTA/OTa numa placa
de 24 pocos e incubar na estufa durante o periodo de tempo pretendido;

- Retirar 200 pL do contetdo de cada um dos pogos e colocar no funil do sistema
constituido pela ldamina, filtro, funil e suporte;

- Colocar o sistema na citocentrifuga e centrifugar a 500 rpm durante 5 minutos a 25 °C;

- Desmontar o sistema e recolher as laminas;

- Corar as laminas com hemacolor: mergulhar cada uma das laminas 5 s no fixador, 3 s no
corante laranja e 6 s no corante azul escuro e lavar 20 s com agua milliQ (importante
respeitar esta ordem entre os tempos)

-Deixar secar as laminas ao ar e contar ao microscopio Optico na objetiva de 100x (contar

um minimo de 400 células).
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DETERMINACAO DE ATP

- 250 pL células (CF 4.10° cel/mL) + 125 pL Tris + 125 uL OTA/OTo em microplaca;
-Incubar em estufa a 37 °C com 5% CO, durante periodo de estudo;
-Retirar o conteudo da placa para eppendorf conico
-Centrifugar a 870 g por 5 minutos a 4°C;
- Ressuspender o precipitado com 200 puL de HCIO4 5%j;
- Agitar em vortex por 10 s;
-Centrifugar a 16000 g por 1 minuto a 4°C;
- Retirar 150 pL e reservar em eppendorf conico;
-Retirar o resto do sobrenadante e guardar o precipitado (para proteina);
-Utilizar os 150 pL de suspenséo celular em acido perclorico 5% previamente reservados;
- Neutralizar com 150 pL de KHCO:g.
- Centrifugar 10 seg (1 min no maximo) a 16000 g a 4 °C;
- Acondicionar no gelo até o momento da analise.
Numa placa branca e opaca:
-100 pL de amostra (Retirar pelas paredes para evitar aspirar bolhas);
-100 pL de luciferina-luciferase (a solucdo deve estar a temperatura ambiente e protegida
com papel de aluminio; adi¢do com multicanal no maximo 6 pogos por vez);

-Leitura imediata da bioluminescéncia em leitor de microplaca a 500 nm.

KIT PROTEINA MICROPLACA
- Ressuspender as amostras em 500 pL de NaOH 0,4 M;
-Adicionar 20 pL de reagente S para cada mL do reagente A que sera necessario para
corrida;
- Se as amostras ndo contiverem detergente usar somente o reagente A;
- Preparar 3-5 dilui¢des de albumina (no reagente que dissolver a amostra);
- Pipetar 5 uL do padréo e das amostras em uma placa;
- Adicionar 25 uL de A’ ou A,
- Adicionar 200 pL do reagente B;
- Incubar 5 s no leitor para agitar ou mexer cuidadosamente (se formar bolha tirar com a
ponta da agulha);

- Esperar 15 minutos e ler a absorvancia a 750 nm em leitor de microplaca.
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POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

Nota: Fazer dois Brancos, um iré ter JC-1 Work Solution e outro ndo (Assay buffer 1x).
- Incubar 350 pL de neutréfilos (4x10° células.mL™) e 125 pL de OTA/OT«;
- Colocar o conteudo de cada poco (500 uL) em falcon de 15 mL;
-Centrifugar 400 g por 5 min a temperatura ambiente;
- Descartar o sobrenadante;
- Adicionar 500 pL de JC-1 Work solution/Assay buffer 1x, e ressuspender;
- Incubar 15 minutos em banho-maria a 37°C;
- Adicionar 2 mL de Assay buffer 1x, e ressuspender;
- Centrifugar 400 g por 5 min a temperatura ambiente;
- Descartar o sobrenadante;
- Adicionar 1 mL de Assay buffer 1x, e ressuspender;
- Centrifugar 400 g por 5 min a temperatura ambiente;
- Descartar o sobrenadante;
- Adicionar 500 pL de Assay buffer 1x, e ressuspender;
- Fazer a leitura no citdmetro de fluxo.
JC-1 Stock solution
- Adicionar 125 pL de DMSO a um vial (rende aproximadamente 25 testes)
- Dividir em aliquotas de aproximadamente 35 pL.
- Conservar no congelador, ao abrigo da luz (méximo de 6 meses).

Assay Buffer 1x

- Diluir 10x o Assay Buffer 10x em agua miliQ, de acordo com a quantidade a ser usada;

- Agitar em vortex por 5 minutos e conservar em geladeira (maximo de 7 dias);

- Aquecer sempre a 37 °C antes de usar, aproximadamente 30 min antes de acabar o

tempo de incubacéo.
JC-1 Work Solution

- Preparar aproximadamente 30 min antes de acabar o tempo de incubacdo, com Assay

buffer 1x a 37°C

- Diluir 100x o JC-1 Stock Solution em Assay Buffer 1x, de acordo com a quantidade a ser

usada;

- Agitar em vortex;

- As particulas em suspensdo ndo interferem, mas se tiver muitas, recomendam

centrifugar a 13000 g por 3 min ou 1000 g por 15 min a temperatura ambiente.



