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Histopatologia e imuno-histoquimica de camundongos C57BL/6
infectados por Toxoplasma gondii cepa ME-49 e alimentados
com micotoxinas

Histopatology and immunohistochemistry of C57BL/6 mice infected with
Toxoplasma gondii ME-49 strain and fed with mycotoxins
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Resumo

A avaliagdo do curso da infeccdo por Toxoplasma gondii em camundongos alimentados com micotoxinas, utilizando a
histopatologia e imuno-histoquimica, demonstrou a ocorréncia de lesGes mais acentuadas nos animais infectados e
expostos as toxinas. Diferentes quadros de inflamacédo e necrose encefalica e hepéatica mostraram que a associagdo entre
parasitismo e a ingestdo das micotoxinas causou agravamento nas lesGes. A fumonisina B1(FB1, isolada ou associada a
outras micotoxinas) foi responséavel por alteracdes celulares como gigantismo nuclear, hipertrofia celular e células atipicas
em tecido hepético. A FB1 foi também relacionada com quadros de desmielinizacdo em tecido cerebral. A presenca de cistos
ou formas livres da cepa ME-49 de T. gondii foi constatada tanto em animais controle quanto nos alimentados com
micotoxinas, mostrando que a cepa do parasita, nesta linhagem C57BL/6 de camundongos, apresenta formas caracteristicas
de fase aguda e cronica da infecgéo.
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Abstract

The course of toxoplasmosis in mice fed with mycotoxins was evaluated by histopatology and immunohistochemistry. The
most severe lesions was seen in animals infected by T. gondii and fed on mycotoxins, when they were compered with control
animals. Encephalitis, hepatitis, necrosis foci in the brain and liver showed that the association parasite infection and
micotoxicosis aggravated the lesions. The fumonisin Bl(isolated or in adiccion to others mycotoxins) was responsable for
cellular alteration like nuclear enlargement, cellular hypertrophy, and atypical cells in hepatic tissue. This mycotoxin was also
related to brain desmyelinization. The presence of cysts or free parasites was observed in control and intoxicated animals.
This result showed that ME49 strain of T. gondii, in C57BL/6 mice, can display typical forms of acute and chronic infection.
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Introducéo

A toxoplasmose € uma zoonose que acomete uma ampla
variedade de espécies animais, inclusive o homem. Seu agente
etiolégico, Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909) possui
ampla dispersao pelo mundo (Amendoeira et al., 1999).

Em animais domésticos, as patologias associadas a
toxoplasmose podem levar a abortos, morte neonatal e
quedas na producdo. Em humanos o quadro mais importante

envolve a infeccdo congénita, podendo gerar abortos e uma
série de alteragfes neuroldgicas, visuais e auditivas (Tenter
et al., 2000; Remington et al., 2001).

A toxoplasmose é uma das principais causas de morte em
individuos imunocomprometidos. O curso da infec¢éo por T.
gondii, geralmente assintomatico em imunocompetentes,
ocorre de forma diferente em imunocomprometidos,
podendo acarretar quadros de severa encefalite ou
generalizados (Ferreira e Borges, 2002).
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A infeccao pode ocorrer de duas formas: congénita (quando
a gestante desenvolve uma infeccdo aguda, passando-a para
0 concepto) ou adquirida (p6s-natal). As principais fontes de
infeccao adquirida envolvem agua e alimentos contaminados
com oocistos esporulados ou cistos teciduais (Dubey e
Beattie, 1988; Amendoeira, 1995; Dubey, 2004).

O sistema imunoldgico é importante no controle da evolugéo
da infeccdo por T. gondii no organismo hospedeiro. Um
imunocomprometimento pode ocorrer por diversas causas
como algumas enfermidades (infecciosas ou nao), tratamen-
tos contra doengas autoimunes ou pos-transplante, ou ainda
a exposicdo a substancias potencialmente imunomodu-
ladoras, como as micotoxinas (Ferreira e Borges, 2002).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de fungos,
sendo téxicos para humanos e outros animais em graus
variaveis. Segundo Fink-Gremmels (1999), cerca de 23% da
producdo mundial de alimentos estaria contaminada por
micotoxinas. Dentre as mais importantes estdo as
aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxinas, tricotecenos,
zearalenona e alcaldides do ergot. Estas sdo responsaveis
pela perda de milhdes de délares em todo o mundo com
gastos em saude humana e animal, e condenacéo de
produtos agricolas (Vasanthi e Bhat, 1998).

A severidade da micotoxicose depende de fatores como o
tipo de micotoxina, duragdo da exposi¢do e a dose, assim
como a espécie do consumidor, sua idade e o estado nutricio-
nal (Peraica et al.,1999; Hussein e Brasel, 2001). A exposi¢ao
cronica a pequenas doses de micotoxinas pode gerar efeitos
imunomoduladores, carcinogénicos e teratogénicos,
dependendo da micotoxina avaliada (Pitt, 2000).

O efeito imunomodulador de certas micotoxinas pode ser
responsavel por mudanc¢as no curso da infeccéo, levando a
quadros mais severos (Martorelli, 2003).

No presente trabalho, investigamos os possiveis efeitos
patoldgicos ocorridos durante a infeccdo pelo T . gondii
guando animais foram alimentados com micotoxinas,
objetivando avaliar a influéncia de baixas doses de
micotoxinas na relagdo parasito-hospedeiro.

Material e métodos

Animais

Um total de 120 camundongos fémeas da linhagem C57BL/
6, pesando cerca de 12-18 g, oriundos do biotério central da
FIOCRUZ (CECAL/FIOCRUZ) foram utilizados em todo o
experimento in vivo, mantidos em gaiolas, aos pares, a 23°C
e 50% de umidade relativa do ar, de acordo com as normas
éticas da instituicdo. Os animais receberam como alimento
racao acrescida de micotoxinas ou ragdo comercial sem
niveis detectaveis de micotoxinas, e agua ad libitum.

A experimentacdo animal foi realizada com a aprovacdo da
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA- FIOCRUZ)
concedida pelo parecer P0039-02.

Origem da cepa do Toxoplasma gondii

A cepa ME-49, na forma de cistos, foi mantida em camundon-
gos por sucessivas passagens de 50 a 100 cistos cerebrais
inoculados por via intraperitoneal.
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Micotoxinas

As micotoxinas aflatoxina B1(AFB1), citrinina (CTR), fumonisi-
naB1 (FB1) e ocratoxina A (OA) foram obtidas comercialmente
do distribuidor Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). ACTR,
FB1 e OA foram diluidas em PBS até a obtencdo das doses
desejadas que correspondem respectivamente a 0,23; 1,00
e 0,93 mg/ kg de racdo. A AFB1 foi diluida em azeite de oliva
para obtencdo da concentragao final de 0,93mg/ kg de racéo.
Foram utilizadas as associacdes: AFB1 com FB1, CTR com
OA, e por fim todas as quatro micotoxinas associadas.

Racéo

Aracgdo comercial (para camundongos e ratos, NUVILAB CR1,
Brasil) serviu como base e apresentou especificacdes
nutricionais padrdes para a espécie animal estudada. A ragédo
foi pulverizada, acrescida de micotoxinas nas referidas
dosagens e reconstituida em formas plasticas padronizadas
com 4cmé.

Delineamento experimental

Os animais receberam ragdo experimental contendo AFB1,
FB1, CTR e OA, em doses subintoxicantes (0,01% da
respectiva DL50), fornecida a partir do 30° dia ap6s infecgéo
e por mais 30 dias.

Foram constituidos 10 grupos de 12 animais designados
como: Controle (C) e Infectados (I); subdivididos de acordo
com alimentagdo recebida contendo ou ndo micotoxinas da
seguinte forma: C-C e I-C (alimentados com ragéo controle
sem micotoxinas); C-F e I-F (alimentados com racgao
experimental contendo FB1); C-FA e I-FA (alimentados com
racdo experimental contendo FB1+AFB1), C-CO e I-CO
(alimentados com racédo experimental contendo CTR+AO);
C-MIX e I-MIX (alimentados com racao experimental contendo
FB1+AFB1+CTR+OA).

Trés animais de cada grupo foram eutanasiados em
intervalos de cinco dias, a partir do 15° dia p6s-infeccgéo.
Foram coletadas amostras de cérebro, corag¢do, pulmao,
musculo esquelético, figado e rins, que apds fixagdo em
formalina tamponada a 10%, foram desidratadas e
embebidas em parafina, sendo posteriormente processadas
e avaliadas pela histopatologia e imuno-histoquimica.

Histopatologia

Trés amostras longitudinais (4pm por 30mm?) de cada tecido
foram corados com hematoxilina-eosina (HE). Diversas
regides dos tecidos foram examinadas.

Imuno-histoquimica

O estudo imuno-histoquimico foi realizado de acordo com
metodologia classica, adaptada as condi¢Ges do Laboratorio.
Brevemente, utilizou-se como anticorpo primario um
policlonal anti-T. gondii, produzido no Laboratério de Biologia
Estrutural do Instituto Oswaldo Cruz. Como anticorpo
secundario biotinilado foi usado um policlonal anti-lg de
camundongos, caprinos e coelhos (DAKO, LSAB +
SYSTEM,HRP, EUA) seguido pelo complexo estreptavidina
conjugada a peroxidase (DAKO, LSAB + SYSTEM,HRP, EUA)



e como revelador a diaminobenzidina (DAB, da marca DAKO,
EUA). A hematoxilina de Meyer foi utilizada para contracorar.

Resultados e discussao

A analise histopatolégica dos cortes de cérebro dos animais
ndo infectados dos grupos C-F, C-FA, C-MIX demonstrou
alterac6es leves com pequenas areas apresentando
infiltrado mononuclear focal e discreta desmielinizacao
(Figura 1, A). O mesmo nao foi observado nos grupos C-C e
C-CO. Nos animais infectados com T. gondii observaram-se
cistos de tamanhos variados e ampla dispersdo por todo o
tecido encefalico, independentemente do tipo de alimentacao
que receberam. As alterag8es patoldgicas observadas
variaram desde pequenas areas de infiltrado mononuclear
no parénquima, manguitos perivasculares, gliose
(encontradas em animais dos grupos I-C, I-CO e I-MIX), até
alteragfes mais severas como observado nos grupos I-F e I-
FA apresentando meningo-encefalites com focos de necrose
e acentuada desmielinizacdo. Nos grupos I-F e I-FA, alguns
animais tiveram cistos com intensa reacdo mononuclear e
polimorfonuclear ao seu redor, caracterizados como ruptura
cistica (Figura 1, B). Tais observag6es indicam uma possivel
relacdo entre a exposicao a baixas dosagens de micotoxinas,
especialmente FB1 e AFB1, e quadros de severa encefalite,
corroborando com achados anteriores (Fernandes, 2005)
onde verificou-se que drogas de acdo estrogénica sao
capazes de gerar quadros severos de encefalite por T. gondii.

Embora as altera¢cdes mais importantes no tecido cerebral
tenham sido decorrentes da infeccao pelo parasita, uma vez
gue o0s animais somente intoxicados com micotoxinas
apresentaram lesfes menos significativas, a coexposicao
as micotoxinas e ao parasitismo tornou as lesGes nesse
tecido mais evidente. As les6es mais severas foram
constatadas nos grupos I-FA e I-F, 0 que mesmo utilizando
doses mais baixas, corroborou com os dados de Venturini et
al. (1996), que observaram alteragbes mais severas em
animais infectados e alimentados com micotoxinas (AFB1
ou T2) encontrando lesdes semelhantes, tais como:
proliferacdo de células da glia, infiltrados inflamatorios e
alteragBes neuronais.

A observacgdo de areas de desmielinizacdo em animais que
receberam FB1, isolada ou associada a outras micotoxinas,
pode ser explicada pela alteragcdo no metabolismo de
esfingolipidios no sistema nervoso central, ja observada em
fetos de ratos, levando a hipomielinizagdo assim como
dificuldades em atividades especificas do sistema nervoso
central (Carratu et al., 2003). Tais relatos estdo de acordo
com Marasas et al. (1988), Bucci et al. (1996) que também
associam a FB1 como responsavel por danos cerebrais em
animais de diversas espécies, assim como os relatos de
Martorelli (2003), que observou apatia em animais
alimentados com FB1 isolada ou associada a AFB1.

Na analise histopatolégica do figado foram observadas areas
de infiltrado inflamatério do tipo nodular, proliferagdo de
ductos biliares, células apresentando degeneragéo vacuolar
(Figura 1, C), necrose, células com citoplasma basofilico
(Figura 1, D, d.1), gigantismo nuclear e hipertrofia celular
(Figural, D, d.2) e alguns grupos de células atipicas
apresentando nucleos irregulares (Figura 1, D, d.3). As
alteracdes observadas indicaram a influéncia do consumo
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de micotoxinas, uma vez que, tanto animais infectados quanto
controles sem infec¢do apresentaram lesdes semelhantes,
de acordo com o tipo de micotoxina que ingeriram (I-FA, I-F, I-
MIX, C-FA, C-F, I-C e C-MIX), demonstrando os efeitos
hepatotdxicos da fumonisina B1, da aflatoxina B1 e do proprio
T. gondii. As observagdes estdo de acordo com a literatura
(Newberne e Butler, 1969; Wilson et al.,1985; Pozzi et al.,
2000; Casado et al., 2001; Hinton et al., 2003) e sugerem que
as lesdes causadas pelas micotoxinas sejam dose depen-
dentes, corroborando com as afirma¢des de Gelderblom et
al. (2002) de que as respostas téxicas e/ou carcinogénicas
induzidas por AFB1 e FB1, no que se refere a indugéo e
progressdo das lesdes hiperplasicas dependem do tempo
de exposicdo e dosagem. Tal afirmacédo pode explicar o fato
das lesdes no presente estudo serem mais brandas do que
as encontradas por outros autores. Os grupos C-CO e I-CO
apresentaram lesdes de forma mais discreta.

As alteragdes celulares, como gigantismo nuclear e hipertro-
fia celular, observadas nos animais tratados com FB1 e/ou
AFBL1 (C-F, C-FA, C-MIX, I-F, I-FA, I-MIX), sugerem uma relagado
intrinseca destas micotoxinas com alteracdes no metabo-
lismo celular. Desta forma, o aumento nuclear poderia signi-
ficar que as células encontravam-se no meio de um processo
de multiplicagdo, observagédo que esta de acordo com os
relatos anteriores de Dilkin et al. (2003) e Hinton et al. (2003),
sugerindo que as micotoxinas estimulem a proliferagéo de
hepatécitos. Processos pré-neoplasicos, de um modo geral,
apresentam também um aumento na multiplicacdo celular
de forma desordenada. Dilkin et al. (2003) observaram um
aumento no nimero de mitoses e hepatécitos distorcidos
em suinos expostos a baixas dosagens de FB1 e AFB1,
corroborando com os presentes achados.

A metade dos grupos que apresentaram gigantismo nuclear
e hipertrofia celular também apresentou grupos de células
atipicas (C-F, C-FA, I-F), exibindo ntcleos disformes e
arquitetura celular alterada. Tais células poderiam ser um
inicio de um processo neoplasico ou pré-neoplasico, o que
também foi previamente observado por outros autores;
entretanto, os mesmos utilizaram doses de micotoxinas
proporcionalmente maiores (Newberne e Butler, 1969;
Purchase et al., 1975; Ueno et al., 1997; Dilkin et al., 2003).

LesBGes hepaticas como infiltrados inflamatérios, focos de
vacuolizacdo e areas de necrose foram observadas em
grande parte de animais do grupo I-C. Isto leva-nos a crer
que a infecgcdo pela cepa ME49 T. gondii per si também é
capaz de causar danos no figado de camundongos (C57BL/
6). Remington (1974) assim como Vischer et al. (1967) ja
referiam em seus trabalhos a possibilidade de danos
hepaticos por cepas diferentes de T. gondii em outras
espécies animais.

Na analise de tecido pulmonar, ndo foram encontradas
alteracdes condizentes com quadros patologicos ocorridos
antes da eutanasia dos animais. Os cortes de tecido renal
apresentaram poucas alteragfes, que quando presentes,
consistiam de discreta hipertrofia das células da parede dos
tdbulos nos grupos C-F, C-MIX, I-F, I-FA e I-MIX. Apenas no
grupo I-CO foram observados quadros de glomérulo-nefrite
com infiltrado inflamatério perivascular (Figura 1, E).

Pozzi et al. (2000), ao estudarem a FB1 e AFB1 em ratos
Wistar, observaram altera¢Bes renais moderadas em todos
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Prancha 1: Cortes de tecidos de camundongos C57BL/6 infectados por Toxoplasma gondii e alimentados com ragéo
contendo micotoxinas. A — Setas apontando para areas de desmielinizacdo encefalica (HE, obj. 40x); B — Regido do
encéfalo apresentando cistos de T. gondii (b.1), um destes com intensa infiltracédo inflamatéria adjacente (b.2; HE, obj. 20x);
C — Setas apontando para vacuolizacdo de hepatécitos (HE, obj. 40x); D — Corte hepatico apresentando células com
citoplasma basofilico (d.1), gigantismo nuclear e hipertrofia celular (d.2) e grupos de células atipicas (d.3; HE, obj. 60x); E
— Corte renal apresentando infiltrado inflamatério periglomerular e perivascular (e.1; HE, obj. 40x); F — Regido do encéfalo
apresentando cisto de T. gondii marcado (f.1; imuno-histoquimica, obj. 100x).

0s grupos tratados, apresentando degeneracado vacuolar do
epitélio tubular, desunido de células epiteliais e células com
nacleo picnoético. Dimitri et al. (1998), ao administrarem
aflatoxinas a coelhos (durante 4 meses), constataram
alteracdes renais como congestdo, degeneragdes nos
tabulos (mais evidentes nos proximais) e hemorragias
glomerulares. Em contrapartida, Casado et al. (2001),
utilizando camundongos Swiss Webster, somente foram
observados danos renais nos animais dos grupos tratados

com FB1 e AFB1 por 90 dias (periodo mais longo do estudo).
Nestes animais foram observadas congestdo e hemdlise.

No presente trabalho, apenas amostras do grupo I-CO
apresentaram quadros de glomérulo-nefrite com infiltrado
inflamatorio perivascular. Tais achados ndo ocorreram nos
grupos C-CO nem I-C, onde as variaveis “infeccdo” e
“micotoxicose” ocorriam isoladamente, o que pode sugerir
gue a acao das micotoxinas (CTR e OA) associada a infec¢é@o
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por T. gondii seriam responsaveis por esses resultados. Os
efeitos nefrotoxicos da ocratoxina A ja foram relatados na
literatura em varias espécies animais (Creppy et al., 2004).

A analise de tecido muscular tanto esquelético quanto
cardiaco ndo evidenciou alteracdes patoldgicas graves,
sendo os achados mais relevantes os cistos de T. gondii
encontrados em cortes de musculatura esquelética nos
grupos I-F e I-FA.

Por meio da técnica de imuno-histoquimica foram marcados
antigenos de estruturas parasitarias como cistos, formas
livres integras ou em debris, tanto extracelulares quanto
intracelulares. Apenas os animais infectados por T. gondii
apresentaram resultados positivos nesta analise. Nos cortes
de tecido cerebral puderam ser observados cistos bem
marcados (Figura 1, F) e formas livres do parasita dispersas
por diversas areas do tecido. Formas livres de T. gondii e
células positivamente reativas foram encontradas em cortes
de figado e musculaturas de animais alimentados com ragéo
contendo ou ndo micotoxinas. Cistos foram encontrados nos
tecidos musculares de animais dos grupos I-C, I-F e I-FA.
N&o foram encontrados tragos de marcacao positiva para
presenca de T. gondii no pulmao e rins dos animais
estudados.

Os resultados obtidos na analise imuno-histoquimica, no
presente trabalho, demonstrando formas livres do protozoario
em animais controle infectados, corroboram com as
afirmacdes sobre a possivel reativacdo espontanea da cepa
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ME49 de T. gondii em C57BL/6 ou uma perpetuacao da
infeccdo aguda como ainda é sugerido por diferentes
pesquisadores (Suzuki, 2002). Tal evento, envolvendo casos
de recrudescéncia de infec¢des crénicas e casos de
parasitemia recorrente também ja foi descrito por outros
pesquisadores com cepas diferentes do parasita e de
animais (Conley e Jenkins, 1981; Ferguson et al., 1989). Tais
processos tém sido correlacionados com a manutengédo da
resposta imune em niveis efetivos pelo hospedeiro.

O rompimento cistico per si, num Unico foco, ndo é suficiente
para caracterizar a reativagcdo da infec¢cdo, uma vez que
existem referéncias na literatura de animais que tiveram
rompimentos espontaneos de cistos, sem a manifestagédo
de alteracdes patoldgicas esperadas durante um quadro de
reagudizacdo. Desta maneira, Conley e Jenkins (1981),
Ferguson et al.(1989) e Suzuki (2002) relacionam tal evento,
de forma pontual, a fatos esporadicos que auxiliam na
manutencao da resposta imune.

Conclusdes

No presente estudo foi observado que a coexposi¢cdo do
hospedeiro ao parasitismo e as micotoxinas estudadas
causou danos teciduais mais expressivos. Mesmo em baixas
dosagens, as micotoxinas desencadearam quadros de
alteracBes patoldgicas no encéfalo, rim e figado, sendo o
ultimo o 6rgdo mais acometido pelos efeitos deletérios das
mesmas, no modelo animal avaliado.
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