Resumo

1. INTRODUCAO

Acéo Imunomodulatéria de
Micotoxinas sobre Células
Esplénicas de Mamiferos

MaRTORELLI , R.A.Y*; FrRerRe, R.B.2 & AMENDOEIRA, M.R.R.3

O presente trabalho foi desenvolvido com o intuito de demonstrar
os efeitos causados pela associacdo de ocratoxina A, aflatoxina B1,
citrinina e fumonisina B1 sobre o sistema imunitario de mamiferos, a fim
de determinar se estes metabdlitos fingicos poderiam agir como
imunomoduladores. Camundongos suigos albinos jovens, previamente
imunizados com uma suspensao de hemaceas de carneiro (SRBC), fo-
ram usados como doadores de células esplénicas. Os esplendcitos fo-
ram expostos a centésima parte da DL50% de cada micotoxina, durante
guatro horasA producgédo de anticorpas vitro foi avaliada pela conta-
gem de unidades formadoras de placas hemoliticas (UFP). Os resulta-
dos obtidos quando da associacdo das micotoxinas estudadas sugerem
uma significativa diminuic&do na produc¢éo de anticorp@sro.

Considerando-se que a fumonisina B1 apresenta uma diferente
atividade metabdlica, experimentos contendo apenas esta micotoxina
foram realizados, revelando uma intensa exacerbacdo da resposta
humoral.

Atualmente, ha um crescente interesse em fungos que infectam e
produzem metabolitos téxicos em graos e cereais consumidos pelo ho-
mem e animais de criagcdo. Estas espécies toxigénicas podem sobreviver
as condi¢des do estoque, assim como seus metabdlitos, que se mantém
estaveis, permanecendo nos alimentos e racdo animal (Magnoli, C.E.
et al, 1999).

Com o desenvolvimento de modernos métodos agricolas e os
processamentos em larga escala, exacerbou-se o problema, resultando
tanto em doencas agudas denominadas micotoxicoses, como em condi-
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¢Oes crbnicas néo reconhecidas como tendo envolvimento com
micotoxinas (Dutton, M.Fet al, 1996).

Muitas micotoxinas tém sido encontradas em uma grande varie-
dade de alimentos. O efeito da ingestdo de micotoxinas associadas ainda
é largamente desconhecido, uma vez que a maioria dos estudos
toxicologicos feitos em animais utilizam micotoxinas isoladas. Além dis-
S0, 0s hiveis de micotoxinas administrados sdo geralmente maiores do
gue os naturalmente encontrados nos alimentosck$ess, M.W
2000).

As micotoxinas como agentes imunosupressores causam bloqueio
na resisténcia natural e adquirida a doencas infecciosas (Herzog-Soa-
res, 1994). O consumo destas micotoxinas, em niveis insuficientes para
a determinacéo de intoxicacdes agudas com manifestacdes clinicas, su-
prime a fungéo imunologica, diminuindo a resisténcia a infecg¢oes.

Até o presente momento, micotoxinas com potencial carcinogénico
em modelos animais incluem aflatoxinas, esterigmatocistina, ocratoxina,
fumonisinas, zearalenona e algumas toxinas penicilicas. A maioria des-
tas micotoxinas carcinogénicas age como genotoxicos, com excecao das
fumonisinas, as quais acredita-se que interrompem as vias de transmis-
sdo entre as células alvo &g, J.S, & Groopman, J.D., 19985
fumonisinas estéo relacionadas com leucoencefalomaldcea eqtiina,
sindromes de edema pulmonar em suinos, além de estarem estatistica-
mente correlacionados com cancer de eséfago em humanos (Casteld,
G.etal., 1996).

Sabe-se atualmente, que as micotoxinas causam varios tipos
de cancermutagénese, atrofia de testiculos e sérios distlrbios no
figado e rins. Estas substancias entram na cadeia alimentar e, asso-
ciadas a medicamentos, ou com outros agentes patogénicos, tornam
dificil a caracterizagdo das micotoxicoses, pois efeitos clinicos de-
correntes da intoxicagdo, confundem-se com deficiéncias alimenta-
res, distlrbios metabdlicos ou doencas infecciosas primaria e secun-
daria. Além disso, 0 consumo em niveis que ndo causam micotoxicose
clinica, suprimem fungdes imunitarias, diminuindo a resisténcia a
agentes infecciosos (Corrjer991).

Uma vez que no Brasil ha uma grande diversidade de cepas de
fungos produtores de micotoxinas, é de vital importancia avaliar a
acdo das micotoxinas sobre o sistema imunolégico de animais de
criacdo, utilizando camundongos como modelo experimental de
mamifero.
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Camundongos albinos suicos (SW), machos e fémeas, oriundos
do biotério do laboratério de Imunologia da UFRRJ, com aproximada-
mente duas semanas de vida, foram previamente estimulados com
inoculagbes intraperitoneais de 0,5 ml de suspenséo de eritrocitos de
carneiro a 2,5%. Dez dias apés a inoculacdo, estes animais foram sacri-
ficados e utilizados como doadores de células esplénicas, as quais foram
cultivadas em meio completo RPI#640, acondicionadas em garrafas
de cultivo celulare expostas a centésima parte da DL50% de cada
micotoxina, por 4 horas a 37°C e 5% de CO2, em estufa umidificada.

As micotoxinas foram obtidas comercialmente de distribuidor Sigma
Chemicals Co. (St. Louis, USA). As soluc¢@es de aflatoxina B1, fumonisina
B1, ocratoxina A e citrinina contendo 10 mg foram diluidas imediata-
mente antes do uso em salina tamponada (PBS). A partir desta concen-
tracdo, foram feitas diluicbes sucessivas, chegando-se as concentracdes
finais de 0,01ml/ ml de citrinina, 0,04 ml/ml de aflatoxina B1, 0,05 ml/ml
de fumonisina B1 e 0,04 ml/ ml de ocratoxina A. As toxinas fungicas foram
solubilizadas em tampé&o carbonato-bicarbonato 1M, pH: 9,0 e esterilizadas
por filtragdo em membrana Millipore (0,22 micra), acondicionadas em fras-
cos estéreis e armazenadas em freezer a 20°C negativos.

O sistema experimental foi adicionado de eritrocitos de carneiro
(SRBC) e componentes do sistema complemento através do soro
sanguineo de animal adulto sadio.

A producdo de anticorpas vitro, foi avaliada pela contagem
visual de unidades formadoras de placas hemoliticas (UFP), segundo
metodologia descrita por Hudson & Ha@91.

A viabilidade celular foi avaliada através da técnica de exclusao
deAzul deTripan.As células viaveis foram quantificadas em caAmara de
Newbauerno reticulo proprio para contagem de leucdcitos.

Os resultados demonstraram que a associagdo de aflatoxina B1,
citrinina, fumonisina B1 e ocratoxina A, causaram uma diminuicdo da
producdo de anticorpds vitro de aproximadamente 50%, com relacdo
aos grupos controle ndo intoxicados.

Existem varios trabalhos reportando a atividade de micotoxinas
diversas (aflatoxina, fumonisina, toxina T2, roridina A, entre outras) so-
bre as célulag.

Cruz e colaboradores (1996) relatam que outras micotoxinas
podem determinar a morte prematura de células imunocompetentes, po-
dendo provocar alteracdes celulares compativeis com a apoptose. Estes
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fatos reforcam a idéia de que os fagocitos circulantes sédo as primeiras
células a serem afetadas por pequenas doses da mistura de micotoxinas
estudadas. Sua disfuncé@o pode determinar estados de imunosupressao
variados (Corrierl991).

O efeito supressivo pode estar relacionado a uma acéo toxica aos
niveis de membrana e sintese cel&#darém, a atividade imunomodulatéria
nao esta relacionada com 0 mesmo mecanismo para todas as micotoxinas,
mas, de um modo geral, estdo relacionadas com danos diretos sobre a
membrana celulae com a diminuicédo da secrecao de citocinas, neces-
sérias para o estabelecimento de uma resposta efetiva contra agentes
infecciosos (Herzog-Soares, 1997).

As fumonisinas tém sido foco de estudos nos ultimos anos,
uma vez que sua toxicidade e potencial carcinogénico sao relaciona-
dos com sua habilidade em inibir a ceramida sintetase, uma enzima
fundamental no metabolismo dos esfingolipideos complexos. A inibi-
¢do desse mecanismo em cultura de célulais @ivo resultam na
reducdo de esfingolipideos complexos, aumentando concentracdes
intracelulares de esfinganina livre e produtos de clivagem (Pelagalli,
A. etal., 1999). Como os esfingolipideos desempenham papel fun-
damental na regulacao da proliferacdo celulara diferenciacao
ou transformacéo de seu metabolismo, tem sido postulado como sen-
do o mecanismo de toxicidade e carcinogénese das fumonisinas (Riley
R.T., etal., 1996).

Por diferencas estruturais e funcionais entre a fumonisina B1 e
as demais micotoxinas estudas, foram realizados experimentos com esta
toxina isolada. Os resultados demonstraram que esta parece exacerbar
a resposta humoral, uma vez que a producdo de anticorpos foi 200%
superior & producéo do grupo controle.

O aumento da resposta humoral na presenca de micotoxinas se
faz presente em estudos de Reddy que, em 1989, reportou experimentos
com camundongos, onde uma outra micotoxina (citrinina) seria um indutor
e ndo supressor da producdo de anticorpos.

Em experimentos prévios, a adi¢cao de soro de animal adulto inter-
feriu na acdo imunomodulatéria das micotoxinas, minimizando seus efei-
tos, porém em experimentos recentes, apenas utilizando a fumonisina
B1, a adicdo de soro heterélogo ndo pareceu causar algum efeito sobre
a resposta humoral.

Os resultados foram obtidos a partir de 6 repeticdes, e foram sub-
metidos ao teste deuckey (p< 0,01).
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GRrAFICO 1

EFEITO DA ASSOCIAGAO
DE AFLATOXINA B1,
OCRATOXINA A,
FUMONISINA B1E
CITRININA SOBRE A
PRODUCAO DE
ANTICORPOS IN VITRO.

GRAFICO 2

AcAo bAa Fumonisina
Bl SOBRE A RESPOSTA
HUMORAL DE
ESPLENOCITOS DE
CAMUNDONGOS.

Apesar de estudos na area, ainda existem muitas lacunas sobre o
mecanismo de acdo de cada micotoxina sobre o sistema imune, doses
minimas permissiveis, assim como suas conseqiéncias para animais e
homens que ingerem constantemente alimentos contaminados por estes
metabolitos toxicos. ¢
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