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Ocratoxina A, aflatoxina B1 e citrinina como agentes moduladores
da producao de anticorpos em aves e mamiferos

Ochratoxin A, aflatoxin B1 and citrinin as modulators agents of antibodies
production in poultry and mammalian

Rosana Alves Martorelli* e Ronald Bastos Freire*

Resumo

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de demonstrar os efeitos causados pela associagdo entre ocratoxina A,
aflatoxina B1 e citrinina, sobre a resposta imunitaria adaptativa de aves e mamiferos, a fim de determinar se estas micotoxinas
poderiam levar & modulagéo do sistema imune. A toxicidade relativa de cada micotoxina, bem como de suas associagdes, foi
determinada em células esplénicas de galinhas e camundongos, onde se observou a secregdo primaria de anticorpos (IgM)
contra eritrécitos de carneiro, apés quatro horas de exposigcao as micotoxinas. Os ensaios foram realizados na presenga e na
auséncia de soro heter6logo proveniente de animais adultos normais, a fim de determinar possiveis interagdes entre o
complemento presente no soro, com a ag&o téxica das micotoxinas. Observou-se uma notavel depressao imunolégica nos
grupos tratados com a associagdo entre citrinina e aflatoxina B1, porém, na presenga de soro heterélogo, houve uma
imunoestimulagao. Os resultados sugerem uma possivel interferéncia de fatores inespecificos, os quais estdo presentes no
soro proveniente de animais adultos normais, cuja atividade poderia amenizar ou até mesmo neutralizar a agao
imunomodulatéria das micotoxinas, sugerindo a possibilidade de imunoterapia.
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Abstract

The present paper was carried out in order to demonstrate the effects caused by the association of ochratoxin A, aflatoxin B1,
citrinin over the mammalian and poultry adaptive immune response, in order to determinate if this mycotoxins could carry into
a modulation of the immune system. The relative toxicity of each mycotoxin, as well as their mixtures, was determined on mice
and chicken spleen cells, whose primary antibodies secretion (IgM) against sheep red blood cells, after four hours of mycotoxins
exposure, was observed. The assays were done in the presence and in the absence of heterologous serum deriving from
normal adults animals, in order to demonstrate the complement interaction, proceeding from the serum, over the mycotoxins
immune modulatory action. A remarkable immune depression could be noticed to the groups treated with citrinin and aflatoxin
A, however in heterologous serum presence, happened an immune stimulation. These results are suggestive of a possible
interference of unspecific factors, which are present in heterologous serum, whose activity would soften or even neutralize
mycotoxin mixture action and suggesting a possibility to immunotherapy.

Keywords: citrinin, aflatoxin B1, ochratoxin A, immunomodulation on pouitry and mammalian; immunotoxins.

introducao Normalmente os niveis de contaminagdo natural por
micotoxinas nado sao altos o suficiente para causar
micotoxicoses clinicas, porém podem determinar a supres-
sdo do sistema imune (Freire et al., 1996). Embora poucos
estudos tenham sido realizados com micotoxinas isolada-
mente, estas ocorrem em associagdes, entre si e com dife-

rentes substancias disponiveis no ambiente (Freire, 1995).

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios de fungos que
crescem em alimentos armazenados, ragdes e subprodutos,
" representando risco para animais criados em confinamento
(Pier et al., 1980), podendo provocar a morte em intoxicagdes
agudas, ou determinar alteragOes, que afetam diretamente a
produgéo animal, como redugéo do peso, conversdo alimen-

tar, reprodutividade e aumento da susceptibilidade as doen- O efeito da combinagéo entre micotoxinas parece ser

¢as infecciosas e parasitarias (Corrier, 1991; Cruz, 1995), cau-
sando perdas econdmicas consideraveis, especialmente na
inddstria avicola e suinocultura.

sinérgico, em alguns casos, e aditivo em outros. A DL 50 de
micotoxinas, quando associadas, diminui drasticamente e,
dependendo do sistema hospedeiro, pode haver uma ampli-
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ficagéo entre 50% e 66% da toxicidade causada, o0 que suge-
re claramente que estas sdo mais téxicas em associagdes
do que isoladamente (Terse et al., 1993).

Deve-se ressaltar que ha uma grande caréncia de dados so-
bre doses minimas de micotoxinas, bem como de suas asso-
ciagdes possiveis de limitar a resposta imunitaria, favorecen-
do o aparecimento de surtos infecciosos graves e falhas vacinais
(Herzog-Soares, 1994). Deste modo, tora-se imprescindivel
qualificar e quantificar a agdo imunomodulatéria das micotoxinas
e suas associagdes, além de esclarecer a interferéncia que os
mediadores circulantes exercem sobre a acao destes
metabdlitos téxicos, principalmente spbre os animais neonatos,
expostos aos diversos contaminantes ambientais.

Material e métodos

Foram utilizados camundongos jovens, da raga Swiss
Webstern, coelhos adultos New Zealand, aves White Leghorn
de um dia de idade e um carneiro adulto, provenientes do
biotério do Laboratério de Imunologia da Universidade Fede-
ral Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

A citrinina purificada e cristalizada foi fornecida pelo Centro de
Micologia e Micotoxicologia — Convénio Sanidade Animal,
UFRRJ/EMBRAPA, com grau de pureza superior a 95%. A
aflatoxina B1 e a ocratoxina A foram obtidas comercialmente
do distribuidor Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). As
micotoxinas foram solubilizadas na proporgdo de 10mg para
cada 1ml de solugdo tampao carbonato-bicarbonato 1M, pH:
9,0 e esterilizadas por filtragdo em membrana Millipore (0,22
micra), acondicionadas em frascos estéreis e armazenadas
em freezer a 20°C negativos.

Camundongos suigo-albinos jovens e galinhas de um dia de
nascidas, foram estimulados com inoculagdes intraperitoneais
de 0,5 MI, de suspenséo de eritrécitos de cameiro (SRBC) a
2,5%. Sete dias depois, os animais foram sacrificados para a
retirada do bago. As células esplénicas foram quantificadas
em camara de Newbauer, no reticulo préprio para contagem
de leucécitos (105,10° e 104 células/MI), adicionadas a uma
solugao contendo RPMI 1640 (DIFCO, USA), antibiéticos (peni-
cilina e estreptomicina), Agar Noble (2,1%), eritrocitos de car-
neiro (2,5%). Os grupos controle foram adicionados de solu-
¢ao salina tamponada, enquanto nos demais grupos, os
esplendcitos foram expostos & centésima parte da DL 50% de
cada micotoxina e suas associagdes, utilizando-se: 0,04mg/Mi
de aflatoxina B1 e ocratoxina A, e 0,01mg/MI de citrinina. A
suspens@o foi acondicionada em garrafas de cultivo celular,
incubada durante quatro horas a 37°C (esplendcitos de ca-
mundongos) e 41°C (esplendcitos de galinhas) + 1°C, e 5% de
CO + 95% de ar atmosférico, em estufa umedecida. Os experi-
mentos foram feitos na presenga e na auséncia de soro
heterélogo (6%), proveniente de animais adultos sadios.

A produgéo de anticorpos in vitro foi avaliada pela contagem
visual das areas de hemdlise, segundo metodologia descrita
por Hudson e Hay (1991).

A viabilidade celular foi avaliada através da técnica de exclusao
de Azul de Tripan, onde se retirou 0,1 mL da suspensio de
esplendcitos adicionado de 0,8 mL de solugéo salina e 0,1 mL
de Azul de Tripan (diluido na proporgdo de 1:10). As células
vidveis (ndo coradas) foram quantificadas em camara de
Newbauer, no reticulo préprio para contagem de leucécitos.
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Resultados

Diferentes efeitos imunomodulatérios foram observados nos
esplendcitos de camundongos e aves, mantidos em cultivo
artificial e intoxicados com a centésima parte da DL50 da
ocratoxina A, aflatoxina B1, citrinina, e suas associagdes. Célu-
las esplénicas de camundongos foram expostas a associa-
¢ao de aflatoxina B1 e citrinina (Figura 1), onde se observou um
percentual médio de 63,7% de areas de hemdlise, em compa-
ragéo com o grupo controle, indicando uma supressio de 36,3%
da sintese de anticorpos. Neste mesmo sistema experimen-
tal, na presenca de soro heterélogo, a agdo da associagdo de
aflatoxina B1 e citrinina (Figura 1) levou a um aumento de 27,5%
na produgéo de anticorpos, em relagdo ao grupo controle.
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Figura 1: Efeito da associagdo de citrinina (CTR) e aflatoxina B1 (AFB1)
sobre a secreg8o de anticorpos antieritrécitos de carneiro por esplendcitos
de camundongos albinos na presenca e na auséncia de soro heterélogo
(soro de coelho sadio). Concentragéo relativa de anticorpos estimada de
acordo com o numero de placas de hemélise. Resultado médio de 10
observagdes por esquema experimental (p<0,01).

Nos experimentos desenvolvidos, utilizando a associagao de
aflatoxina B1, citrinina e ocratoxina A (Figura 2), constatou-se
uma significativa imunossupressao de 93% em relagdo ao
grupo controle, indicando a potencializagido da atividade
supressora destas micotoxinas quando associadas. Experi-
mentos posteriores foram realizados na presenga de soro
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Figura 2: Efeito da associagdo de aflatoxina B1 (AFB1), citrinina (CTR)
e ocratoxina-A (OTA) sobre a secregdo de anticorpos antieritrécitos de
carneiro por esplendcitos de camundongos albinos na presenga e na
auséncia de soro heterélogo (soro de coelho sadio). Concentragéao relativa
de anticorpos estimada de acordo com o nimero de placas de hemdlise.
Resultado médio de 10 observagdes por esquema experimental (p<0,01).




heterdlogo (Figura 2), utilizando-se essa mesma associagao
de micotoxinas, onde a imunossupressaé foi de apenas
75,9%, comparado ao grupo controle.

Ensaios foram realizados com intoxicagao dos esplendcitos
apenas com citrinina (Figura 3), onde se observou um
percentual médio de 112,3% de areas de hemdlise, levando
a crer que a toxina isolada induz a uma imunoestimulagao. A
citrinina foi também testada na presenca de soro heterélogo
(Figura 3), elevando a produgédo de anticorpos em 106,7%,
em comparagao ao grupo controle. A ocratoxina A foi testada
no sistema celular de camundongos (Figura 3), causando
uma supresséo imunoldgica de 49,5% em relagdo ao grupo
controle, na auséncia de soro heterélogo. O mesmo experi-
mento foi realizado com a aflatoxina B1 (Figura 3), observan-
do-se 91,4% de supressdo da resposta imune.
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Figura 3: Efeito da aflatoxina B1 (AFB1), citrinina (CTR) e ocratoxina-
A (OTA) sobre a secregao de anticorpos antieritrécitos de carneiro por
esplendcitos de camundongos albinos na auséncia de soro heterdlogo
(soro de coelho sadio). O efeito de CTR foi também avaliada na presenca
de soro heterdlogo. Concentragao relativa de anticorpos estimada de
acordo com o nimero de placas de hemdlise. Resultado médio de 10
observacoes por esquema experimental (p<0,01).
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Figura 4: Efeito da associagao de citrinina (CTR) e aflatoxina B1 (AFB1)
sobre a secre¢ao de anticorpos antieritrocitos de carneiro por esplendcitos
de aves, na presenga e na auséncia de soro heterélogo (soro de coelho
sadio). Concentragao relativa de anticorpos estimada de acordo com o
numero de placas de hemdlise. Resultado médio de 10 observagdes por
esquema experimental (p<0,01).

Seguindo a mesma metodologia, foram desenvolvidos expe-
rimentos utilizando-se células esplénicas de galinhas White
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Leghorn.- No grupo tratado com a associagao de citrinina e
aflatoxina B1(Figura 4), observou-se uma imunossupressio
de 47,6% em relagdo ao grupo controle. Quando da adicao de
soro (Figura 4), observou-se uma estimulagéo de 19,3%, em
relagdo ao grupo controle.

Discussao

Existem vérios trabalhos reportando a atividade de micotoxinas
diversas (aflatoxina, fumonisina, toxina T2, roridina A, entre ou-
tras) sobre as células T (Reddy et al., 1989; Corrier, 1991; Cruz
etal., 1995; Freire, 1995; Cruz et al., 1996; Herzog-Soares, 1997).
Varias outras micotoxinas podem determinar a morte prema-
tura de células imunocompetentes, podendo provocar altera-
¢oes celulares compativeis com a apoptose (Cruz et al., 1996).
Estes fatos reforgam a idéia de que os fagécitos circulantes
s8o as primeiras ¢élulas a serem afetadas por pequenas do-
ses da mistura citrinina-aflatoxina-ocratoxina. Reddy e colabo-
radores, em 1989, reportaram experimentos com camundon-
gos, onde a citrinina seria um indutor, e ndo supressor da pro-
ducéo de anticorpos, em elevadas doses.

Corrier (1991) reportou experimentos nos quais esta
micotoxina n&o parecia promover alteragdes imunitarias em
aves. Apesar disto, até o presente, a associagao de citrinina,
aflatoxina B1 e ocratoxina A nao apareceu na literatura. Uma
vez que todas sao freqlientemente detectadas em ragdes para
consumo animal em nosso pais, o presente ensaio procura
contemplar esta lacuna cientifica.

Curiosamente, os esplendcitos expostos a citrinina, em bai-
xas concentragGes, sofreram significativo aumento percentual
na producéo de anticorpos (12,3%), oriundos de animais pre-
viamente imunizados contra antigeno particulado inerte. As
diferencas observadas entre os presentes resultados e os
de Reddy et al. (1989) podem ser decorrentes da via de admi-
nistragdo, da dose, assim como a assimilagao da micotoxina.
Segundo Terse et al. (1993), a via de administracéo e o esta-
do do animal irdo interferir diretamente na DL50 de diferentes
micotoxinas. Especificamente para a citrinina, os ensaios in
vitro correspondem & assimilagdo in vivo, para animais
neonatos expostos tanto oralmente quanto peritonealmente
(Herzog-Soares, 1997).

A associagao de citrinina com aflatoxina B1 levou a resulta-
dos mais expressivos de supressdo na secrecdo de
anticorpos em camundongos. Neste caso, os resultados
mostraram haver efeito aditivo quando as micotoxinas fo-
ram associadas. Tanto a associagédo de citrinina-aflatoxina
B1, ocratoxina A e aflatoxina B1 isoladas, quanto a associ-
acdo destas trés micotoxinas causaram uma supressao
da produgéo de anticorpos em esplenécitos de camundon-
gos.

Para aves, os resultados foram similares, sugerindo que os
efeitos ndo s&o restritos aos mamiferos, como sugerido por
Corrier (1991).

E digno de nota o fato de que a adicao de soro heterélogo
proveniente de animal adulto, ndo intoxicado, diminuiu consi-
deravelmente os efeitos imunossupressivos induzidos pelas
micotoxinas, tanto em camundongos quanto em galinhas. A
acédo dos mediadores presentes no soro de animais adultos,
sobre a agdo imunossupressiva das micotoxinas e suas as-
sociagdes, sugerem uma possivel imunoterapia preventiva
para animais de criagdo naturalmente expostos as
micotoxinas ambientais assim como suas associagdes, di-
minuindo as considerdveis perdas econdémicas.
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