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Los objetivos del presente trabajo fueron estudiar la influencia de metabolitos
secundarios de Penicillium citrinum, cuando son suministrados con el alimento,
sobre el desarrollo de ratones Mus musculus y efectuar estudios anatomo-pato-
I6gicos y bioguimicos a fin de determinar su accion sobre ellos.

Lotes de ratones de ambos sexos, incluyendo hembras prefiadas, obtenidos por
exocria y seleccionados aleatoriamente fueron alimentados, respectivamente,
con alimento fermentado con el hongo, aislado de queso, buen productor de
citrinina (LF), alimento mezclado con citrinina (toxina pura) (LC) y alimento
comercial sin modificaciones (LT). Todos los animales recibieron comida y agua
ad libitum.

Semanalmente se controlo la evolucién de su peso y al cabo de 60 dias se
sacrificaron para estudiarlos micro y macroscopicamente. En LF y LT, ademas,
se efectuaron analisis hematoldgicos de rutina y deteccion de hemosiderina en
orina. Después del destete, las crias recibieron dietas idénticas a las de sus pro-
genitores.

Los animales alimentados con la toxina y los alimentados con los metabolitos de
P. citrinum experimentaron, respecto de LT, una disminucion significativa en su
desarrollo y alteraciones y depositos de hemosiderina en algunos de sus érga-
nos. En LT sobrevivieron todas las crias, ninguno de los ratones mostré6 anoma-
lias macro ni microscopicas en los érganos estudiados y sus parametros
bioquimicos estuvieron dentro de los valores normales. En LF existié menor
supervivencia en sus crias e infertilidad atribuible al macho y algunos de sus
valores hematoldgicos fueron sensiblemente mas bajos.
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Toxic activity of Penicillium citrinum metabolites on
Mus musculusmice

The aims of this work were to study the influence of secondary metabolites pro-
duced by a Penicillium citrinum strain. Mus musculus mice were fed with a diet
containing those metabolites to determine both its influence on their develop-
ment and the pathological and biochemical changes on experimental animals.
Male and female including pregnant females, were studied. One group received
commercial feed (A.B.) to which the citrinin- producing mould had been added
(LF), another received A.B. contaminated with commercial citrinin (LC). The last
group received noncontaminated feed (LT). The animals were weighed weekly,
and sacrificed after sixty days, so that they could be studied both macro and
microscopically. In LF and LT mice, haematological analysis was carried out and
hemosiderin was looked for in urine. The diet of the newborne mice, after wean-
ing, was identical to that of their parent.

The treated animals (LF and LC) showed morphological alterations, a significant
decrease in weight and morphologic alterations and hemosiderin granules were
detected in some of their organs. In LT all breeds survived, none of the mice
showed neither macro nor microscopic anomalies and had normal biochemical
parameters. Fewer breeds in LF survived, male infertility was detected and some
of their haematologic parameters were also measurably lower.
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Los hongos contaminan habitualmente los alimen- — Lote con alimento fermentado (LF, 15 ratones): 50%
tos y sus materias primas y son capaces de ocasionar un Alimento Balanceado comercial (A.B.) sin modifica-
notable deterioro de su calidad. Bajo determinadas condi- ciones + 50% A.B. fermentado céh citrinum (con-
ciones, producen metabolitos secundarios, entre los que se centracion de citrinina 0,065 mg/100 g de alimento)
encuentran algunos toéxicos para el hombre y los animales;- Lote Testigo (LT, 15 ratones): A.B. sin modificar.
denominados micotoxinas [1]. Aflatoxinas, ocratoxinas,  Se utilizé6 como control.
citrinina, patulina, zearalenona, tricotecenos son las mas- Lote Control (LC, ocho ratones): 50% A.B. sin modifi-
importantes y frecuentemente estudiadas. En los dltimos caciones + 50% A.B. con citrinina comercial (en con-
aflos se han intensificado los estudios con nuevas toxinas centracion semejante a la que producia el hongo en las
fungicas tales como las fumonisinas [2], beauvericina 'y  condiciones del ensayo y que se suministré al lote F
fusaproliferina [3]. con la dieta).

Las micotoxinas ocasionan numerosos y variados Todos los animales recibieron alimento y agua
efectos sobre la salud humana y animal. Se han reportadad libitum.Las dietas fueron suministradas una vez al dia,
cuadros de intoxicacidon aguda y muerte, retardo en el cre-a razén de 8 g/ratén.
cimiento, deterioro de la inmunidad y disminucion de la Semanalmente se control6 el peso de cada uno de
eficacia en la reproduccion. En la intoxicacion cronica, los ratones y se calcularon las medias de los crecimientos
por la ingestién prolongada de pequefias cantidades dea los 60 dias. Las crias se pesaron al momento de nacer, al
toxina, los sintomas se producen a largo plazo y puederdestete y previo al sacrificio. Luego del destete recibieron
confundirse con los de otras enfermedades. Segun el tipalietas idénticas a las de sus progenitores. Se consideré
de toxina de que se trate, entre los cuadros mas importandepresion en el desarrollo cuando los lotes presentaron,
tes se han descrito: dafio renal, hepatotoxicidad, mutagenirespecto del control, una diferencia en el crecimiento con

cidad, efectos teratogénicos y carcinogenicidad [1]. un p< 0,05.
En Argentina, uno de los hongos que habitualmen- Diariamente se control6 la existencia de coluria y
te contamina los alimentos y cereale®esicillium citri- el color de las deposiciones. Se efectuaron estudios hema-

num productor de citrinina [4]. En la zona de Santa Fe, tolégicos de rutina (hematocrito, recuento de globulos
esta especie flngica y la toxina se han detectado frecuenblancos y de gldbulos rojos, concentracién de hemoglobi-
temente en alimentos de consumo humano y animal [5] nay formula leucocitaria) y deteccion de hemosiderina en
Diferentes autores han demostrado que citrinina orina en LF y LT. Al cabo de 60 dias se procedi6 a sacrifi-
produce la alteracién de la funcién renal, siendo responsa<ar los animales. Se observaron las cavidades toracica y
ble de la nefropatia porcina y la necrosis tubular del rifionabdominal, y se extrajeron corazén, génadas, higado y
[1,6,7]. También se la ha descrito como capaz de producirriiones para su estudio anatomo-patologico. Se realizaron
mutaciones [8], adenomas renales [9], alteraciones en la®bservaciones macroscépicas, cortes por el método de
mitocondrias de rifién e higado [10], en el sistema cardio-inclusion en parafina y posterior coloracion con hematoxi-
vascular [6] y en la inmunidad [11], como responsable de lina-eosina, reaccion de Perls, coloracion para grasas neu-
la disminucion del hematocrito y del recuento de plague- tras con la técnica de Sudan IV en cortes por congelacion
tas en ratones [12] y como posible causa de sindromes inmunohistoquimica [18,19]. Todos los estudios fueron

hemorragico en ganado bovino [13]. realizados a “doble ciego”.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la Se realizé un analisis estadistico mediante la apli-
influencia sobre el desarrollo de ratorMas musculus cacion de pruebas de comparacion de medias: ANOVA de
alimentados con metabolitos secundario® deitrinumy un factor y Scheffé [20]. Todos los calculos estadisticos se

efectuar estudios anatomo-patolégicos y bioquimicos a finrealizaron en el Software SPSS 10,0 for Windows.
de determinar su accion sobre ellos.
RESULTADOS
MATERIAL Y METODOS
En la figura 1 se puede observar la evolucion del

P. citrinum, aislado de queso, identificado segin peso promedio de los animales adultos a los 60 dias.
las claves taxondmicas de Pitt [14] y Raper y Thom [15], En LF y LC se observé, respecto de LT, una significativa
buen productor de citrinina, fue sembrado en Agar disminucion (p<10). Sélo se estudi6 la progenie de los
Czapeck e incubado durante 5 dias a 30+2 °C. A partir delotes LT y LF. En el lote control sobrevivieron todas las
este cultivo se prepar6 una suspension, en agua estéril, derias y en LF sobrevivid menos del 50 %; las muertes se
las esporas del hongo (30%10FC/mI), que se agreg6é a produjeron durante la lactancia o inmediatamente después
alimento comercial para ratas, previamente humedecidodel destete. La evolucion de sus pesos desde el destete
(30 %) y esterilizado. Se incubd 14 dias a 30+2 °C. La hasta su sacrificio se observa en la figura 2, habiéndose
fermentacién se suspendio por secado en estufa, hastdetectado diferencias significativas (p<l@ntre los
constancia de peso y se conservl en congelador (-20 °Cpesos de LT y LF, al momento del destete y a su muerte.
hasta su uso. Realizados los examenes anatomo-patolégicos,

La verificacion y semicuantificacion de citrinina en macroscépicamente los rifiones y los corazones de los
el alimento fermentado, se llevaron a cabo mediante cro-ratones de LF presentaron mayor tamafio, pero las géna-
matografia en capa delgada (TLC), segun lo aconsejadadlas masculinas y femeninas resultaron mas pequefias, sin
por Scott [16] y Cole y Cox [17]. Se utilizaron cromatofo- que se hubieran detectado diferencias estadisticamente
lios Merk Kieselgel 60 y, como testigo, citrinina de origen significativas. Los higados en LF mostraron zonas hemo-
comercial marca SIGMA, lote 76H404. Las siembras se rragicas, no observadas en LT y LC. Las figuras 3,4y 5
realizaron por duplicado y se efectuaron pruebas para lgpermiten observar algunas de las alteraciones detectadas.
confirmacion de la toxina [16,17]. Las observaciones microscopicas realizadas en los

Para el ensayo toxicolégico se utilizaron ratones érganos estudiados se sintetizan en la tabla 1. Los corazo-
Mus musculusle ambos sexos, incluidas hembras prefia- nes y génadas femeninas no mostraron anomalias.
das, obtenidos por exocria, y seleccionados aleatoriamen- En cuanto a los estudios bioquimicos realizados, se
te, que se distribuyeron en tres lotes, segun el tipo dehallaron diferencias significativas (p<L@ntre los valo-
alimento suministrado: res de hematocrito y de hemoglobina de los lotes T y F.
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Tabla 1. Alteraciones microscopicas detectadas en rifién, higado y génadas masculinas.

Lotes Rifién Higado Gonadas masculinas
LT Sin alteracién Sin alteracién Sin alteracién
LF Congestion cortical y medular Congestion Degeneracion Testicular**
Hemosiderina en tubo proximal Hemosiderina intrahepatocitica
Esteatosis*

Degeneracién hidrépica*
Necrosis hepatocitica*
Células de Kupffer estimuladas***

LC Congestion cortical y medular Congestion ik
Hemosiderina en tubo proximal Hemosiderina intrahepatocitica

*Compatibles con hepatitis toxica.

**Hipertrofia e hiperplasia, indicadores de la activacion del sistema mononuclear fagocitico.

**De moderada a severa. Células multinucleadas de degeneracion testicular. Tubulos seminiferos con epitelio ctibico. No existen espermatozoides.
****No se estudiaron.

60
O tnicio

50 1 [ 60 dias
40 -

20 A

LT LF LC

Figura 1. Evolucién del peso promedio de los ratones adultos a los 60 dias Figura 3 Hemosiderina en espacio portal y parénquima hepatico.
(p<10%). Reaccion de Perls. Hematoxilina- Eosina (400x).
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Figura 2. Evolucion del peso de las crias de LT y LF desde el destete hasta Figura 4. Esteatosis centrolobulillar. Coloracién Sudén 1V; Hematoxilina-
su sacrificio (p<107). Eosina (100x).

El resto de los pardmetros hematoldgicos estuvieron den- ¥
tro de los limites normales. Se detecté hemosiderina en el "
sedimento urinario de los ratones de LF, no habiéndose
observado coluria.

DISCUSION

La inclusiéon del lote alimentado con citrinina de
origen comercial (LC) permiti6 comparar sus efectos con
los que producian los metabolitosRlecitrinumsobre los
ratones utilizados. Las diferencias observadas en la evolu-

lo relatado por Hald [7] y Schlosberg y col. [21] quienes
describieron retraso en el crecimiento y sintomas de ano-§
rexia en animales alimentados con citrinina. Experiencias : L
previas, realizadas en la ciudad de Santa Fe [22], cON Figura 5. Degeneracion testicular. Hematoxilina- Eosina (400x).
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pollitos controlados hasta los 30 dias de edad, arrojarongue existiria un cuadro de hemdlisis intravascular. Si bien
resultados similares. en la bibliografia consultada, son escasas las referencias
Se ha descrito que citrinina es nefrotoxica, produce sobre la actividad hemolitida vivo producida por la citri-
poliuria [7] y es causa de injuria y muerte celular en el nina [12,13]. Por otra parte, algunos extracto® deitri-
tdbulo proximal renal [6]. La mayoria de los investigado- numque contenian citrinina produjeron, en ensayos de
res coinciden en que la citrinina no ejerce su accion sobrdaboratorio, la hemdlisis de glébulos rojos humanos [24].
los tubulos distales ni sobre el glomérulo. En el presenteLa descripcidon de casos de intoxicaciones cronicas con
estudio, a pesar de no haberse encontrado signos de alteraresencia de hemosiderosis sin ictericia [23], justificaria
cion en las células parenquimatosas, se observaron fendka ausencia de coluria.
menos vasculares tanto en los glomérulos como en la A pesar de que en los ovarios de las hembras perte-
médula renal. necientes a LF se detectaron foliculos ovaricos en distin-
La congestion observada en higado y rifion, podriatos estadios de maduracion y cuerpos amarillos, lo que
ser interpretada como el inicio de un cuadro inflamatorio indicaria que existié ovulacion, las mismas no volvieron a
debido a un irritante quimico como pueden ser algunasprefiarse. Este hecho podria ser atribuido a los hallazgos
toxinas microbianas. en los testiculos de los machos correspondientes, cuyos
Los cortes histologicos de los higados de los ani- epitelios seminiferos presentaban indicios de degenera-
males de LF, presentaron esteatosis, degeneracion hidréeién sin desarrollo completo, careciendo de espermatozoi-
pica subcapsular, necrosis hepatocitica e hipertrofia deldes.
sistema kupfferiano, compatibles con los fendmenos toxi- Se concluye que los animales de experimentacion,
cos que se producen en una hepatitis alcohdlica agudalimentados cot. citrinum buen productor de citrinina,
[23]. manifestaron disminucién de su desarrollo, menor sobre-
Por otra parte, en los higados de los animales ali-vida en las crias e infertilidad atribuible al macho; tam-
mentados con las dietas que contenian citrinina comerciabién presentaron alteraciones en los valores
(LC) y con el alimento fermentado con el hongo (LF), se hematoldgicos y depésito de hemosiderina en algunos de
detectd hemosiderina en el parénquima de la zona portalsus 6rganos y en la orina. Estos Ultimos resultados permi-
Este hallazgo, que indicaria una sobreoferta de hierro, ncdirian suponer quén vivo, la citrinina podria ocasionar un
se deberia al alimento balanceado (A.B.) por cuanto nocuadro patolégico compatible con una hepatitis de origen
fue detectado en el higado de los ratones pertenecientes @xico y/o hemdlisis intravascular.
LT. Este hecho, sumado a la presencia de hemosiderina en

tibulo proximal y a la hemosiderinuria, permiten suponer
A la Universidad Nacional del Litoral, por haber subsidiado
parte del trabajo (Subsidio CAID’2000).
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