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Supressio da resposta imunitaria humoral causada por citrinina
\ efeito imunotoéxico da citrinina

Humoral immunoresponse discontinuance caused by citrinin

Cristiane Albuquerque de Carvalho e Ronald Bastos Freire*

Resumo

O presente trabalho foi realizado com a finalidade de avaliar o efeito imunotéxico causado por exposicdo a baixas doses de
citrinina (2,5mg.Kg"). Para tanto, lotes de cinco camundongos albinos foram expostos & micotoxina antes, durante e ap6s
imunizagdo com antigeno inerte (eritrécitos de camneiro — SRBC). Sete dias apés tratamento, os animais foram sangrados e
os titulos de anticorpos anti-SRBC e de complemento foram determinados, em relagdo a um grupo controle nao intoxicado.
Observou-se que a citrinina causou diminuigao nos titulos de anticorpos priméarios de todos os grupos de animais intoxicados.
A intoxicagdo antes e ap6s & imunizag@o provocou uma diminui¢do nos titulos médios de anticorpos especificos equivalente
a 87,5%. A exposi¢cdo simultanea a imunizagéo gerou uma diminuigao de 75%. Houve, também, uma marcante redugao nos
niveis de complemento circulante, detectada nos animais previamente intoxicados (93,75%), ou intoxicados juntamente com
a imunizagdo (87,5%). Os efeitos relativos da citrinina sobre populagdes linfocitarias e sobre os processos inflamatérios e de

apresentagdo de antigenos também foram discutidos.
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Abstract

The present paper was done in order to determinate the immunotoxic effect caused by low dose exposure to citrinin (2,5mg.Kg™).
Doing so, groups of five albino mice were submitted to citrinin before, concomitantly and after immunization with inert antigen
(sheep red blood cells — SRBC). The animals were bleed seven days following the mycotoxin exposure and, the antibodies and
complement titration determined. and compared to a not-intoxicated control group. It was detected a decrease of antibodies
titration in all the intoxicated animals. The citrinin exposure done before, as well as after SRBC sensitization caused a lowering
of 87.5% on the primary antibodies level. The simultaneous exposure, added to SRBC sensitization, caused a dropping
equivalent to 75%. A remarkable complement lowering was also demonstrated on the previously intoxicated (93.75%), as well
as, on the animals concomitantly sensitized and intoxicated with citrinin (87.5%). The effects of citrinin on T lymphocytes
subsets, inflammatory processes and cellular presentation of was also discussed.
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Introducao

A citrinina é um subproduto metabélico de origem cumarinica,
oriundo do crescimento de varias espécies de fungos dos
géneros Penicillium e Aspergillus. A citrinina, assim como
outras micotoxinas, é produzida durante o desenvolvimento
fungico em graos, alimentos processados e produtos ali-
menticios oriundos, ou ndo, de processamentos. e manipu-
lagbes em citricultura. O consumo de baixas concentragdes
por animais sensiveis as micotoxinas pode conduzir a morte
dentro de poucas horas. O mais comum é a ocorréncia de
intoxicagdes que variam entre agudas e cronicas, afetando,
principalmente, os animais criados sob regime de
confinamento, tais como as aves e os suinos. Em geral, a
saude e produtividade de animais alimentados com produ-

tos contaminados com concentragdes subletais de citrinina .

sao seriamente prejudicados. Essa micotoxina modula a res-
posta inflamatéria em aves e mamiferos, interferindo em pro-

cessos de digestdao e secregcdo de mediadores a partir de
células imunocompetentes (Herzog-Soares, 1994 e Souza et
al., 1997). Uma vez que os componentes do sistema comple-
mento sdo secretados por fagécitos, durante os processos
inflamatérios, os efeitos comumente atribuidos as diversas
micotoxinas sobre a sintese protéica, podem acarretar defici-
éncias na sua produgdo, permitindo, assim, a permanéncia
de agentes infecciosos e ocorréncia de infecgbes oportunis-
tas (Corrier, 1991 e Freire et al., 1996). Acredita-se que a agéo
supressiva de micotoxinas sobre a resposta inflamatéria te-
nha, do mesmo modo, um efeito bastante significativo sobre
a resposta adaptativa humoral em mamiferos diversos (Freire
et al., 1996). Em experimentos realizados anteriormente, a
citrinina foi caracterizada por nao_afetar a produgéo de
anticorpos (Reddy et al., 1988 e Corrier, 1991), a despeito de
causar modificagdes drasticas nos niveis de leucdcitos
circulantes, com consequente leucopenia (Reddy et al., 1988,;
Herzog-Soares, 1997). Recentemente, verificou-se que a
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citrinina também pode estar associada a uma indugédo de
blastogénese linfocitaria (Souza et al., 1999). No presente
trabalho, procurou-se determinar os efeitos da intoxicagéo
subclinica por citrinina sobre a atividade do sistema comple-
mento, assim como sobre resposta imune humoral para
antigenos inertes, durante diferentes fases de imunizacao,
utilizando camundongos albinos (Swiss Webstern) como
modelo experimental.

Material e métodos

Micotoxina: Utilizou-se citrinina purificada, em estado cris-
talino, gentilmente fornecida pelo Centro de Micologia e
Micotoxicologia (CMM)-Convénio Sanidade Animal UFRRJ /
EMBRAPA, com grau de pureza analitica superior a 95%. A
micotoxina foi solubilizada em tampZo carbonato-bicarbo-
nato (CCB - 26 partes de uma solugéo contendo 21,2g de
Na,CO, em 1000mL adicionados a 74 partes de uma solu-
¢ao contendo 16,89 de NaHCO, para 1000mL, pH 9,5) e,
posteriormente, diluida em 0,1 M de salina tamponada com
fosfatos (PBS 0,1M - 8,0g de NaCl; 0,2g de KCI; 1,2g de
Na,HPO,; 0,2g de KH,PO,; H,0 g.s.p. 1000mL, pH 7,2).

Animais: Utilizaram-se trinta camundongos suico albinos,
machos, com duas semanas de vida, pesando aproximada-
mente 25 gramas, fornecidos pelo biotério central da UFF,
Niter6i, RJ. Os animais foram mantidos em caixas apropria-
das, alimentados com ragdo comercial, livre de micotoxinas,
e agua potavel ad libitum.

Sensibilizagdo dos animais: Os animais foram imunizados
de acordo com metodologia classica (Harlow e Lane, 1988),
através da inoculagédo intraperitoneal de 1 mL de uma sus-
penséo de eritrécitos de carneiro (SRBC) a 2,5 % em PBS a
0,1 M, pH 7,2. Grupos de cinco animais foram sensibilizados
antes, durante e apés o tratamento com citrinina, respectiva-
mente, e estudados comparativamente a trés grupos de cin-
co animais controle, que nao foram tratados com micotoxinas.
Todos os experimentos foram realizados com trés repeticdes.
Apds um intervalo de sete dias, obtiveram-se amostras de
soro de todos os animais, a partir da sangria na veia mama-
ria esquerda, tal como descrito na literatura (Hudson e Hay,
1991). Os soros foram agrupados, de acordo com a
sensibilizagao, por SRBC e com o tratamento com citrinina, e
divididos em dois lotes: o primeiro, relativo as amostras de
soro inativadas pela incubag&o a 56 + 1°C durante 30 minu-
tos, e o segundo lote constituido pelas amostras nao
inativadas (soro fresco). Os diferentes agrupamentos e seus
respectivos lotes foram acondicionados em frascos apropri-
ados, adicionados de 0,01% de Timerosal e mantidos a -20 +
1°C, até o momento de uso.

Intoxicagéo experimental: Os camundongos foram experi-
mentalmente tratados com uma dose equivalente a 0,028%
da DL, de 89 mg/kg anteriormente estabelecida para essa
espécie animal (Terse et al., 1993). A micotoxina foi adminis-
trada intraperitonealmente na proporgéo de 2,5 mg/kg a gru-
pos de cinco animais, excetuando-se o grupo controle que
recebeu somente o veiculo (PBS, 0,1M, pH 7,2).

Dosagem do complemento: Os niveis séricos de comple-
mento foram avaliados utilizando-se o soro fresco, nao
inativado, recém-obtido da exsangiinag@o dos animais. Utili-
zou-se metodologia classica (Hudson e Hay, 1991). As dife-
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rentes amostras de soro de cada agrupamento experimental
foram diluidas serialmente, de 1:2 até 1:4096, em
microplacas de sorologia (Falcon Co. Ltda, USA). Sobre as
amostras de soro diluidas, adicionaram-se 25 uL de SRBC °
a 25 % em PBS 0,1M, pH 7,2 e 25 uL de duas unidades
liticas de hemolisina de camundongos SW, anti-SRBC, pre-
paradas no Setor de Imunologia do Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria (DMIV) da UFRRJ.
Foram feitos controles da hemolisina, dos eritrécitos de
carneiro (SRBC) e dos soros dos camundongos a serem
testados com o intuito de garantir que nao ocorreriam
hemdlises por motivos distintos a fixagdo do complemento
pelo sistema hemolitico (SRBC - Hemolisina). As
microplacas foram incubadas a 37 + 1°C durante 40 minu-
tos e analisadas quanto ao titulo médio de complemento
existente em cada agrupamento de soros. Considerou-se
como titulo a maior diluicdo do soro teste capaz de causar
hemodlise frente ao sistema hemolitico.

Dosagem de anticorpos: A titulagao dos anticorpos anti-SRBC,
produzidos pelo primocontato dos diferentes agrupamentos
uma semana antes, foi realizada através do método classico
de fixagdo do complemento (Hudson e Hay, 1991), visto que
esses seriam, em sua maioria, pertencentes a classe IgM.
Para tanto, procedeu-se o ensaio, utilizando-se como fonte °
de hemolisina os soros inativados, obtidos de cada um dos
grupos. Uma vez que o tratamento a 56 + 1°C elimina a ativi-
dade complementar do soro, acrescentaram-se a cada dilui-
¢ao dos diferentes agrupamentos, 25 uL de SRBC a 2,5% e
25 pL de uma solugéo contendo duas unidades de comple-
mento de soro fresco de coelho preparadas no Setor de
Imunologia do DMIV da UFRRJ. Foram feitos controles do
complemento, dos eritrécitos de carneiro (SRBC) e dos so-
ros dos camundongos a serem testados com o intuito de
garantir que n&o ocorreriam hemdlises por motivos distintos
a fixagdo do complemento pela existéncia de anticorpos
fixadores do complemento nos soros dos animais. As
microplacas foram incubadas a 37 + 1°C durante 40 minutos
e analisadas quanto ao titulo médio de anticorpos existentes
em cada agrupamento de soros. Considerou-se como titulo
a maior diluicdo do soro teste capaz de causar hemdlise
frente ao complemento.

Andlise estatistica dos resultados: Procedeu-se o teste de
Tuckey, considerando-se p<0,01 tal como descrito por Souza
e colaboradores (1999). :

Resultados e discussio

A freqliente ocorréncia de intoxicagdes naturais causadas
por micotoxinas cumarinicas, tais como a citrinina e a
ocratoxina, coloca-nos diante da problematica relativa as
intoxicagbes subclinicas por essas micotoxinas. Na reali-
dade, pouco se conhece sobre a atividade imunomo-
dulatoria desses compostos. Reddy e colaboradores
(1988) foram os primeiros investigadores a detectar altera-
¢Oes imunitarias em animais expostos a citrinina. Nesse
trabalho, os autores identificaram uma linfopenia, induzida
por exposi¢des a citrinina, e sugeriram, ao mesmo tempo,
que essa atuaria também como uma toxina imunoes-
timuladora. Assim, embora sendo capaz de induzir
nefropatias em concentragbes elevadas, em dosagens
menores seria um imunoestimulador, a despeito de redu-
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zir a quantidade de linfécitos circulantes. Segundo Corrier
(1991), a citrinina ndo causaria efeitos imunolégicos im-
portantes sobre aves ou mamiferos. No presente trabalho,
procuramos identificar a agdo imunomodulatéria decor-
rente da exposigdo de camundongos albinos a baixas do-
ses de citrinina, uma vez que, em experimentos anteriores,
observaram-se efeitos antiinflamatérios marcantes causa-
dos por pequenas concentragdes dessa micotoxina
(Herzog-Soares, 1994; Souza et al.,1999). A dosagem de
complemento e de anticorpos séricos de animais experi-
mentalmente intoxicados, antes, simultaneamente e apéds
a sensibilizagdo com eritrécitos de carneiro estdo repre-
sentados nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1: Titulo médio de anticorpos antieritrécitos de carneiro (SRBC)
detectados em grupos de camundongos suigo-albinos (SW) tratados
com 2,5 mg.Kg' de citrinina antes (1); concomitantemente (2) e apds
sensibilizagao (3) com SRBC a 2,5%, em relagdo a um grupo controle
nao intoxicado (4). Os resultados sao oriundos de trés repeti¢des para
cada grupo de cinco animais e representam a média com p<0,01
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Figura 2: Titulo médio de complemento detectado em grupos de
camundongos suigo-albinos (SW) tratados com 2,5 mg.Kg™' de citrinina
antes (1); concomitantemente (2) e apoés sensibilizagao (3) com SRBC a
2,5%, em relagdo a um grupo controle nao intoxicado (4). Os resultados
sdo oriundos de trés repeticdes para cada grupo de cinco animais e
representam a média com p<0,01
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Os resultados obtidos sugerem, para os animais expostos a
citrinina antes, ou depois da imunizagdo com antigeno inerte,
uma diminuigdo nos titulos médios de anticorpos especifi-
cos equivalente a 87,5%. A exposi¢ao simultanea a imuniza-
¢ao gerou uma diminui¢cdo de 75%. Houve, também, uma
marcante redugd@o nos niveis de complemento circulante,
detectada nos animais previamente intoxicados (93,75%), ou
intoxicados juntamente com a imunizagao (87,5%). O titulo
médio de anticorpos circulantes anti-eritrécitos de carneiro
foi de 1:64 nos individuos expostos a citrinina antes ou apés
a imunizagao; 1:128 para aqueles que receberam o antigeno
inerte concomitantemente a exposi¢cdo a micotoxina; e 1:512
para os animais pertencentes ao grupo controle (nao intoxi-
cado). O titulo médio de complemento detectado foi de 1:256
nos animais previamente expostos; 1:512 naqueles que fo-
ram intoxicados ao mesmo tempo em que administrou-se o
antigeno e 1:4096 para os animais que foram intoxicados
apds imunizagao, assim como para o grupo controle. A nao
interferéncia sobre a resposta adaptativa, quando a micotoxina
foi administrada juntamente com o antigeno inerte, sugere a
formacao de complexos capazes de inibir a agdao dessa
micromolécula téxica, conforme sugerido por outros traba-
lhos experimentais (Freire, 1996, Souza et al.,1999).

Os efeitos contundentes sobre o funcionamento do sistema
complemento corroboram com trabalhos anteriores onde de-
tectou-se uma potente inibicdo na producgdo de citocinas e
interferon para determinados grupos de micotoxinas, tais como
fumonisinas e tricotecenos (Gerberick e Sorenson, 1983;
Hughes et al., 1989; Qureshi e Hagler, 1992). Souza e colabo-
radores (1997) observaram que a supressao total da fagocitose,
induzida por citrinina, tanto in vivo quanto in vitro, seria o resul-
tado de um processo de esgotamento metabdlico induzido por
exposi¢ao a baixas doses de micotoxina. Ensaios realizados
com a toxina T2 relatam a inibig@o na biossintese de fibronectina
como sendo a principal causa de efeitos inibitérios na
fagocitose, porque afetaria, de modo direto, a ingestao de par-
ticulas e formagao de fagossomas (Gerberick e Sorenson,
1983). Sendo assim, a interferéncia na resposta adaptativa
estaria diretamente relacionada a incapacidade de
processamento e apresentacéo dos antigenos disponibilizados
para o sistema imunitario dos camundongos expostos a
citrinina (Freire, 1996; Freire et al., 1996). Os niveis séricos
mais baixos das proteinas do complemento, observado nos
animais sensibilizados apds exposigao a citrinina, indicam
que essa tende a mostrar-se mais imunotdxica para animais
neonatos, que ainda nao foram sensibilizados pelos diferen-
tes patégenos do ambiente. De outro modo, o fato de ter havi-
do uma significativa diminui¢gdo dos niveis de anticorpos dos
animais intoxicados apds a imunizagdo sem, contudo, ocor-
rer uma diminuigao significativa nos niveis de complemento,
sugere um mecanismo diferenciado, relacionado a sintese
de anticorpos. A inibicao da sintese macromolecular, induzida
por essa micotoxina foi observada in vitro, por Braunberg e
colaboradores (1992), que demonstraram que as micotoxinas
citrinina e ocratoxina podem induzir pronunciada inibi¢ao des-
sa atividade, dependendo do tipo celular envolvido, bem como
das concentragdes das micotoxinas e da espécie animal es-
tudada. Nesse experimento, os autores verificaram que
citrinina em concentragdes acima de 0,25mg.mL".10%célu-
las, seria capaz de produzir inibicdo completa da sintese de
proteinas, prejudicando, entre outras fungdes fisiolégicas
importantes, a resposta imune.
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A queda no titulo de anticorpos antieritrécitos de carneiro (anti
SRBC) detectada nos animais expostos & citrinina, asseme-
lhou-se aquela observada por Hughes e colaboradores (1989)
em camundongos expostos a diversos compostos
macrociclicos, do grupo dos tricotecenos, atingindo um
percentual de até 73% de redugao na produgao primaria (IgM),
e de 10% na produgdo secundaria (IgG). Do mesmo modo,
Reddy e colaboradores (1988) demonstraram que a produ-
¢éo primaria de anticorpos foi deprimida nos animais expos-
tos a baixas doses de citrinina, aumentando, porém, quando
os animais foram intoxicados com doses mais elevadas.
Nesse ensaio, os animais foram sensibilizados apés duas
semanas de exposig¢ao cronica e continua a citrinina em do-
ses que variaram de 0,12 a 3 mg . kg'. Assim sendo, o fato de
havermos utifizado uma Unica exposi¢ao a citrinina (2,5 mg .
Kg') deveria originar resultados semelhantes aqueles relaci-
onados as menores dosagens de citrinina empregadas por
Reddy e colaboradores. O fato de que, no presente experi-
mento, os animais foram tratados com uma dose que se
aproxima da maior dose utilizada por esses autores, pode
ser justificado pela possivel ocorréncia de detoxicagdo da
citrinina inoculada, que tornou os niveis de micotoxina baixos
o suficiente para produzirem diminuigdo da produgéo de
anticorpos. De outro modo, o efeito imunoestimulante provo-
cado por doses mais elevadas de citrinina parece ser contro-
vertido, uma vez que outros experimentos assinalam a ocor-
réncia de apoptose induzida por doses mais elevadas de
citrinina, além de uma estimulagao, caracterizada por prolife-

Referéncias bibliograficas

BRAUNBERG, R. C. GANTT, O.,BARTON, C and FRIEDMAN, L. In vitro
effects of the nephrotoxins Ochratoxin A and citrinin upon
biochemical function of porcine kidney. Arch. Environmental
Contamination Toxicology. v. 22, p. 464-470, 1992.

CARVALHO, C. A. RIBEIRO, C. S., PEREIRA, A.A,,CRUZ,L.C.H,,
FREIRE, R B Citrinin: Modulation chicken’s lymphocyte blastogenesis.
Proceedings of the 2nd Latinoamerican Mycotoxicology Congress.
Maracay, Venezuela, 1997.

CORRIER, D. E. Mycotoxicosis: Mechanisms of immunossupression.
Veterinary Immunology and Immunopathology. v. 30, p. 73-87,
1991.

FREIRE, R. B. Micotoxinas e resposta imune. In: CRUZ, L. C. H. (editor).
Micotoxinas. perspectiva Latinoamericana, p. 141-148. Ed. Uni-
versidade Rural. UFRRJ, 1996, 261 p.

FREIRE, R.B. SOUZA, C.C., CRUZ, L. C. H. Humoral Immunoresponse
Discontinuance caused by citrinin. In: Intemational [IUPAC Symposium
on Mycotoxins and Phycotoxins p. 241 - PM 106, 1996.

GERBERICK, G. F,, SORENSON, W. G. Toxicity of T2 toxin a Fusarium
mycotoxin to alveolar macrophages in vitro. Envirom. Review v. 32,
p. 269-285, 1983.

HERZO-SOARES, J. D. A. Efeito regulador da citrinina sobre
macrdfagos de galinhas da raga Leghorn. 1994. 87 p. Tese
(Mestrado) — DMIV-UFRRJ, Rio de Janeiro.

HERZOG-SOARES, J. D. A. Relagdo parasito-hospedeiro: agdo de
subdoses de micotoxinas sobre a resposta imunitdria em aves e
mamiferos para coccideas. 1997. 145 p. Tese (Doutorado) -
Parasitologia Veterindria — Medicina Veterinaria— UFRRJ.

Y i

R. bras. Ci. Vet, v. 7, n. 3, p. 167-170, set./dez. 2000

A

ragdo inespecifica de linfécitos, porém mais relacionada a
linfécitos T (Hughes et al., 1989; Freire et al., 1996, Carvalho
et al., 1997 ; Souza et al.,1999).

Tendo-se em conta que as condigdes climaticas do Brasil
envolvem altas temperaturas e elevada umidade, o cresci-
mento de fungos produtores de micotoxinas ocorre de ma-
neira generalizada. Praticamente todos os estados federati-
vos brasileiros apresentam condigdes ambientais para a
ocorréncia de micotoxinas e de fungos produtores de
micotoxinas durante todos os meses do ano. Assim, a ocor-
réncia de baixas doses de citrinina é constante nas cria-
¢des de animais mantidos sob confinamento, representan-
do, por conseguinte, um fator de risco ambiental considera-
vel que nao esta exclusivamente limitado a nenhuma das
regides do pais.

Conclusao

Os resultados obtidos no presente trabalho nos permitem
concluir que a citrinina é imunotéxica para animais jovens,
comprometendo tanto a resposta humoral adaptativa como a
resposta natural quando assimiladas em baixas concentra-
¢des, mesmo que apds uma sé exposi¢ao. Assim sendo, 0s
animais em idade de vacinagao representam um grupo de
risco para o qual deve-se dar mais atengdo, especialmente
porque essa micotoxina pode comprometer sua capacidade
de resposta as diferentes vacinas, sem sintomas clinicos
indicativos de imunossupressao, ou intoxicagao.
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