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_Resumo

As toxinas da Alternaria séo metabolitos secundéarios produzidos por fungos
do género Alternaria, que sao agentes patogénicos e sapréfitas comuns
das plantas, com a capacidade de crescer numa ampla gama de temperatu-
ras e niveis de humidade. Deste modo, estdo amplamente distribuidos no
ambiente e sdo contaminantes prevalentes em produtos agricolas a nivel
mundial, causando danos pré e pos-colheita em frutas, vegetais, cereais e
graos. Apesar de causarem perdas econoémicas relevantes e representarem
um risco para a salde humana e animal, até ao momento ndo ha uma carac-
terizagdo adequada dos perigos associados a estas micotoxinas emergen-
tes. Neste artigo apresenta-se um resumo da literatura referente aos efeitos
toxicos destas micotoxinas ao nivel do figado, com énfase nos estudos de
citotoxicidade e genotoxicidade. Estes estudos toxicologicos sugerem que
micotoxinas da Alternaria podem induzir a perda da viabilidade celular e
danos do DNA nas células hepaticas humanas.

_Abstract

Alternaria mycotoxins are secondary metabolites produced by black mou-
Ids of the genus Alternaria, which are common plant pathogens and sapro-
phytes that can grow in a wide range of temperatures and moisture levels.
Thus, they are widely distributed in the environment, and are prevalent
contaminants of food and feed worldwide, causing pre- and post-harvest
damage to agricultural products, such as fruits, vegetables, cereals and
grains. Despite causing relevant economic losses and posing a risk to the
health of humans and animals, there is a lack of proper hazard characteri-
zation for these emergent mycotoxins. This article aims to summarize data
on these mycotoxins, focusing on hepatic cytotoxicity and genotoxicity.
These toxicological studies suggest that Alternaria mycotoxins may
induce loss of cell viability and DNA damage in human hepatocytes.

_Exposi¢do humana a micotoxinas da Alternaria

Os fungos do género Alternaria vivem como saprofitas, para-
sitas ou em simbiose com plantas e animais, sendo a maioria
das espécies patogeénicas para plantas, podendo infetar mais
de 4000 plantas hospedeiras (1). Gragas & sua capacidade
de sobrevivéncia numa ampla gama de temperaturas e niveis

de humidade, estes fungos crescem em praticamente todas
as condicdes ambientais e estdo amplamente distribuidos na
natureza. Algumas espécies sdo comumente encontradas no
solo, ar ou em ambientes interiores. Assim, 0S seus esporos
podem ser isolados de varios habitats diferentes. Além disso,
os fungos Alternaria tém a capacidade de produzir mais de
70 metabolitos secundarios, que séo formados em condicoes
especificas no campo, durante o armazenamento, transporte
ou processamento de produtos alimentares, designadamen-
te, cereais, graos, frutas e vegetais (2). Deste modo, sdo res-
ponsaveis pela contaminacéo pré e pos-colheita de produtos
alimentares. Alguns destes metabolitos estdo quimicamente
caracterizados e apresentam estruturas muito diversas. Estas
refletem propriedades bioldgicas distintas e podem pbr em
risco a salde humana e animal, sendo por isso considerados
micotoxinas. As micotoxinas da Alternaria mais documenta-
das na literatura sé&o o alternariol (AOH), éter monometilico de
alternariol (AME), o altenueno (ALT), alterperilenol (ALP), alter-
toxinas I, I, e lll (ATX-I, -1l e -1ll), a stemfiltoxina Ill (STTX-III), o
4cido tenuazoico (TeA), e por fim a tentoxina (TEN) (V). Estas
toxinas sdo geralmente agrupadas de acordo com a sua es-
trutura quimica (figura 1).

Na década de 90, foi observado que em regides da China
com alto indice de cancro do esoéfago, se verificava uma
maior contaminacao por Alternaria alternata em graos, suge-
rindo que as micotoxinas produzidas podem ser um fator con-
tribuinte para o desenvolvimento do cancro nessas éreas (3.
Tendo em conta que a exposicdo a estas micotoxinas ocorre,
sobretudo, através da ingestédo de alimentos contaminados,
torna-se crucial estabelecer limites maximos para a sua ocor
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Figura 1: [ Estruturas e grupos quimicos das toxinas da Alternaria mais relevantes.
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Alternariol (AOH), éter monometilico de alternariol (AME), altenueno (ALT), alterperilenol (ALP), altertoxinas I, Il e IIl (ATX-I, -1l e -Ill),

stemfiltoxina IIl (STTX-IIl), &cido tenuazéico (TeA), tentoxina (TEN).

réncia em produtos alimentares. Em 2011, a EFSA publicou
um parecer cientifico sobre 0s riscos para a saude publica
relacionados com a presenga de toxinas da Alternaria em ali-
mentos e racdes, tendo sido definida uma dose de preocupa-
¢ao toxicoldgica (threshold of toxicological concern, TTC) de
2,5 ng/kg peso corporal/dia para a AOH e AME, e de 1500
ng/kg peso corporal/dia para a TeA. Adicionalmente, foi esti-
mada a exposicao alimentar crénica em adultos, tendo-se
concluido que a populagao vegetariana esta mais sujeita a
exposicao por micotoxinas da Alternaria, uma vez que a sua
alimentacdo é baseada em produtos de origem vegetal ().

A avaliacao de risco das micotoxinas é essencial para a pro-
teg@o da saude humana e compreende diversas componen-
tes, sendo uma delas a identificagdo e caracterizagdo do
perigo. No entanto, apesar de as toxinas da Alternaria causa-
rem perdas econémicas relevantes e representarem um risco
para a salde humana e animal, os perigos associados a sua
exposicao ainda nao se encontram devidamente caracteriza-
dos. Uma revisado recente descreve 0s potenciais impactos
para a salde associados a estas toxinas e identifica lacunas
no conhecimento (5),

A absorcéo de micotoxinas através do consumo de alimentos
contaminados resulta, frequentemente, em danos ao nivel
do figado que levam a hepatotoxicidade. Adicionalmente, o
figado € o principal 6rgao de destoxificagao, sendo responsa-
vel pela biotransformacao dos xenobidticos. Por este motivo,
constitui um dos principais 6érgaos de interesse aquando da
avaliacdo dos potenciais riscos associados micotoxinas (6.

_Objetivo

Com o presente artigo pretende-se resumir o estado da arte
da literatura relativa a hepatotoxicidade das micotoxinas da
Alternaria, com foco principal em estudos de citotoxicidade
e genotoxicidade, para fornecer uma visdo geral dos dados
existentes. Adicionalmente, pretende-se alertar a comunidade
para o potencial impacto da exposi¢ao a estas micotoxinas na
saude humana.
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_Toxicidade in vitro e in vivo

Embora nao haja uma caracterizacdo adequada dos perigos
associados a estas micotoxinas emergentes, os estudos
toxicologicos realizados nos Ultimos anos permitem uma
primeira abordagem aos potenciais riscos relativos a
hepatotoxicidade (figura 2).

Até a data, existem apenas estudos in vivo relativos ao
AOH, AME e ATX-I. Por exemplo, num estudo em ratos
NMRI expostos oralmente ao AOH, ndo foram identificadas

Os estudos in vitro recorrem a modelos celulares hepati-
COS e Sd0 essenciais para uma primeira compreensao dos
efeitos exercidos por micotoxinas (1), Os modelos mais
frequentemente utilizados séo a linha celular hepatica pro-
liferativa, HepG2, e a linha celular hepatica diferenciada,
HepaRG.

Diversos estudos demonstraram o potencial citotoxico
das toxinas da Alternaria na linha celular HepG2, nomea-
damente o AOH, AME, ALP e TeA (12-14) Adicionalmente, a

lesGes no DNA extraido de tecido hepatico (7). Em estudos sensibilidade das células hepaticas aparenta ser superior

. . ~ a de outros tipos celulares, suportando a possibilidade de
mais recentes em ratos Sprague Dawley, a administragao

) ) ( Srad0- i ingg (15-17)
oral de AOH nado causou quebras no DNA nas células do 0 figado ser um orgao-alvo destas micotoxinas - Por

figado, tendo-se colocado a hipotese de tal se dever a baixa outro lado, o estado de proliferagao e diferenciagdo das

biodisponibilidade sistémica do AOH. No entanto, a analise celulas hepaticas pode ser um fator de suscetibilidade,

. . - o m com i lular de m lizaca
de seccdes histopatologicas revelou danos citotoxicos bem como a sua capacidade celular de metabolizagao de

ao nivel do figado, designadamente sinais de inflamacéo, xenobidticos (12).
inchaco e retencdo de gordura nos hepatécitos (8). Por
outro lado, o AME e ATX-I induziram quebras no DNA do
figado destes ratos, revelando o potencial genotoxico

destas toxinas (9-10),

Figura 2: Exposi¢do humana as micotoxinas da Alternaria via géneros alimenticios e estudos toxicoldgicos
ao nivel do figado, realizados até a data.
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Ensaios de genotoxicidade que incluem o ensaio do cometa e a fosforilagdo da histona y-H2AX; Ensaios de citotoxicidade baseados em citometria de fluxo e ensaios colorimétricos.
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Relativamente ao potencial genotdxico destas micotoxinas,
alguns estudos revelaram que o AOH, o AME, ATX-Il e STTX-
-l induzem quebras nas cadeias de DNA em células HepG2
(12,18)  Observou-se também uma diferenca na reparacéo
das quebras no DNA provocadas pelo AOH e as pirelenoqui-
nonas, sendo que os danos provocados pela ATX-Il e STTX-
-IIl foram mais persistentes (19). O pré-tratamento das células
com um sistema de ativacdo metabdlica resultou na destoxi-
ficacdo destas toxinas, o que novamente sugere que a capa-
cidade metabdlica das células seja um fator de influéncia nos
efeitos toxicos provocados por estas toxinas. Para as toxinas
TeA e TEN nao foram observados efeitos genotoxicos, com e
sem metabolizagéo exégena (12).

No ambito da Parceria Europeia para a Avaliacao de Riscos
dos Quimicos (PARC; https://www.eu-parc.eu/) estas toxinas
foram consideradas como substancias prioritarias, pelo que
serdo conduzidos diversos estudos com o objetivo de preen-
cher as lacunas no conhecimento e contribuir para a iden-
tificacdo e caracterizacdo dos perigos associados a estes
contaminantes alimentares emergentes, apoiando a sua ava-
liac@o de risco e regulamentacéo.

_Conclusoes

As micotoxinas da Alternaria tém despertado cada vez
mais interesse ao nivel da salde publica, em parte porque
sdo contaminantes prevalentes numa grande variedade de
produtos alimentares, mas também pelo facto de ndo haver
uma caracterizagdo adequada dos perigos associados a
estas micotoxinas emergentes, principalmente ao nivel de
um dos seus principais 6rgéos-alvo, o figado.

Os estudos toxicoldgicos in vitro e in vivo tém vindo a revelar
0 potencial citotoxico e genotoxico destas toxinas, e reforgam
a necessidade de estudos adicionais que permitam nao sé
melhorar a avaliagdo do risco associado a exposicdo, mas
também as agéncias regulatérias competentes estabelecer
valores limite para a ocorréncia destas toxinas em alimentos.
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