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EFECTOS DE LA INTOXICACION AGUDA POR MICOTOXINA T-2 EN EL RATON.

ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS, ULTRAESTRUCTURALES,

INMUNOHISTOQUIMICOS Y LECTINHISTOQUIMICOS

Palabras clave: micotoxina T-2 - ratébn — patologia - lectinhistoquimica —

inmunohistoquimica

RESUMEN

Con el fin de conocer los efectos de la intoxicacion aguda por una dosis subletal
de micotoxina T-2, a 28 ratones ICR:CD1 (Grupo T) se les administré 10 mg de
micotoxina T-2 por Kg de peso vivo por intubacién gastrica. Otro grupo similar (Grupo
C) fue utilizado como control. Los animales se sacrificaron a las 8, 16, 24 y 48 HPA. Se
obtuvieron muestras de diversos drganos, las que se procesaron para estudios
histopatol6gicos, ultraestructurales, lectinhistoquimicos e inmunohistoquimicos
(métodos ABC y TUNEL). Se realiz6 el analisis estadistico (prueba de Fisher) del peso
corporal y de los 6rganos, asi como de las lesiones microscopicas y de los resultados
del estudio lectinhistoquimico. Los resultados del estudio inmunohistoquimico (método
TUNEL) se evaluaron mediante la prueba t de Student. La micotoxina T-2 causé
alteraciones morfoldgicas celulares y subcelulares en estémago, intestino delgado y
grueso, pancreas, higado, timo, bazo y linfon6dulo mesentérico. Las lesiones mas
evidentes fueron la necrosis de las células epiteliales de las glandulas fundicas del
estdmago y de las criptas del intestino con reduccion del porcentaje de mitosis y la

necrosis, apoptosis y disminucién en el nimero de células linfoides del timo, linfonédulo



mesentérico, bazo y placas de Peyer. Las lesiones mas significativas se observaron a
las 8 y 16 HPA en todos los érganos. Con excepcidn del timo, el resto de los érganos
mostrd una tendencia a la normalidad hacia el final del periodo experimental. No hubo
diferencias en el patrén de afinidad a las lectinas entre los Grupos T y C. No se
identificaron la micotoxina T-2 o sus derivados en los cortes de estébmago, intestino,
higado y riidn mediante la técnica de ABC. El método TUNEL resulté util en la
identificacion de células epiteliales apoptéticas en los o6rganos del tracto
gastrointestinal. En general, se observé un incremento en la tasa de apoptosis a las 8

y 16 HPA, en correspondencia con los hallazgos histopatolégicos.



EFFECTS OF ACUTE TOXICITY OF T-2 TOXIN IN MICE: HISTOPATHOLOGICAL,

ULTRASTRUCTURAL, IMMUNOHISTOCHEMICAL AND LECTINHISTOCHEMICAL

STUDIES

Key words: T-2 mycotoxin — mice — pathology — immunohistochemistry -

lectinhistochemistry

SUMMARY

To study the effects of acute toxicity by a sublethal dosis of T-2
mycotoxin, twenty eight ICR:CD-1 mice (T-Group ) were administered orally with 10
mg/kg body weight of T-2 toxin. Other similar group of mice (C-Group) were used as a
control. Mice were sacrificed at 8, 16, 24 and 48 hours post-administration (HPA).
Samples from several organs were processed for histopathological, ultrastructural,
lectinhistochemical and immunohistochemical studies. Body and organs weight,
microscopic and lectinhistochemical findings were analyzed by statistical methods
(Fisher’s test). Immunohistochemical results (TUNEL method) were evaluated by
Student’s t-test. T-2 mycotoxin induced histological and subcellular changes in stomach,
small and large intestine, pancreas, liver, thymus, spleen and mesenteric lymphonode.
The main lesions consisted in necrosis of epithelial cells of the fundic glands and
intestinal crypts with a decrease of mitotic activity, and necrosis, apoptosis and
depletion of lymphoid cells from thymus, lymphonode, spleen and Peyer’s patches. All
the organs showed the most significant lesions at 8 and 16 HAI. Most organs, except for

the thymus, returned almost to normal at the end of the experimental period. There



were no specific differences in lectins expression of binding affinity between C and T
Groups. T-2 mycotoxin or derivates were not identified using ABC method. Epithelial
apoptotic cells in the gastrointestinal tract were recogniced by the TUNEL method.
Apoptotic index increased at 8 and 16 HAIL This result was concurrent with

histopathological findings.



¢+ INTRODUCCION
A) Consideraciones generales.

Las micotoxinas constituyen un grupo de metabolitos toxicos producidos por
diversas especies de hongos relacionados con el deterioro de los alimentos y de los
forrajes. Estos hongos, componentes de la microflora del aire y del suelo, bajo
condiciones favorables para su desarrollo pueden proliferar y producir toxinas en
sustratos tales como granos de cereales y oleaginosas, forraje verde o ensilado y
alimentos en general. Estos metabolitos ejercen su efecto principalmente por ingestion,
provocando en el hombre y en los animales disturbios en la salud denominados
genéricamente micotoxicosis (110).

Desde hace siglos se conocen las alteraciones en el sabor y en la calidad de los
alimentos debidas a la presencia de hongos. Ya desde la época de la antigua Grecia
hay referencias sobre el uso del centeno contaminado en la elaboracién de harinas. Asi
también, en el Antiguo Testamento de la Biblia, se discuten supuestos casos de
ergotismo. Por otro lado, existe informacion sobre numerosos casos de gangrena seca
y transtomos nerviosos que afectaron al hombre en Europa desde el siglo Xl al XVI, y
que fueron atribuidos al consumo de alimentos invadidos por hongos (5, 108, 110).
Pero, sé6lo alrededor del afio 1850, se logré establecer una relacién entre la ingestion
de grano visiblemente enmohecido y la manifestaciéon clinica de enfermedad,
demostrandose que centeno infectado con Claviceps purpurea fue causa de ergotismo
(5). Pese a toda esta informacion, la comunidad cientifica permanecié desinteresada en
las micotoxinas hasta mediados del siglo XX, cuando la ingestion de pan contaminado

con Fusarium sporotrichiodes produjo, en el hombre, una enfermedad llamada aleuquia



téxica alimentaria (ATA) (55, 108, 110). En el mismo periodo, humerosos equinos
enfermaron y murieron luego del consumo de alimento infectado por Stachybotrys
alternans (108). A partir de 1960, con la identificacion de las aflatoxinas como causa de
muerte en 100.000 pavipollos, en Gran Bretafia, se dirigié la atencion hacia las
micotoxinas como problema en Medicina Veterinaria, reconociéndose asi los efectos
téxicos resultantes de la ingestion de alimentos contaminados con hongos. (108).

En general, la mayoria de los hongos toxigénicos se encuentran ampliamente
distribuidos en el mundo. Con todo, se observa un predominio regional en la
presentacion de determinadas micotoxicosis debido a la preferencia, de algunos
hongos, por un sustrato especifico y a ciertas condiciones necesarias para la
produccion de toxinas. (108, 141). Son diversas las condiciones ambientales que
influyen en el desarrolio de los hongos y en su capacidad para producir altos tenores de
toxinas, tales como humedad relativa ambiente, contenido de humedad del grano,
temperatura, disponibilidad de oxigeno, luz y microflora competitiva. Algunos hongos

elaboran sus toxinas con temperaturas préximas a 0°C mientras otros lo hacen con

temperaturas cercanas a 25°C. (23, 109). Bajo condiciones de laboratorio, al menos
300 micotoxinas han sido producidas por cultivos puros de hongos y se han
caracterizado quimicamente. Afortunadamente, sélo alrededor de 20 de estas toxinas
son conocidas como contaminantes naturales de alimentos y causales de enfermedad
en el hombre y en los animales. Estas micotoxinas son principalmente producidas por

cinco géneros de hongos: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria y Claviceps

(141).



La susceptibilidad de los animales a las micotoxinas varia segun la especie
animal, sexo, edad, cantidad de micotoxina consumida, toxicidad del compuesto y
presencia de mas de una micotoxina en el alimento (109, 141). En general, los
animales en crecimiento son mas susceptibles a las micotoxinas que los adultos
siendo, a su vez, las aves mas sensibles que los mamiferos.

Los efectos adversos pueden presentarse bajo tres formas:

1) Micotoxicosis primaria aguda: cuando las micotoxinas se consumen en moderadas o

grandes concentraciones, produciento sus efectos sobre érganos y tejidos especificos
segun la toxina actuante (Por ejemplo: higado, rifidén, mucosas oral y gastrica o tracto
reproductivo).

2) Micotoxicosis primaria cronica: resultante del consumo de niveles bajos de

micotoxinas. Frecuentemente se registran disminucion de la velocidad de crecimiento,
de la conversion alimenticia y de la eficiencia reproductiva.

3) Micotoxicosis secundaria: cuando los niveles de micotoxinas consumidas son aun

menores, observandose que no causan una manifestacion clinica evidente. Sin
embargo, su importancia radica en que producen una interferencia en los mecanismos
de resistencia natural y una disminucién de la respuesta inmune, provocando mayor
predisposicion a infecciones intercurrentes.

En general, las micotoxicosis de importancia clinico-patologica se presentan bajo

las formas 2 y 3 (88, 95, 109, 162, 166).



B) Hongos del género Fusarium. Presentacién y caracteristicas de desarrollo.

Diferentes especies de hongos del género Fusarium, comunmente halladas en la
naturaleza, son capaces de producir micotoxinas. Se encuentran presentes,
cumpliendo su ciclo de vida, sobre diversos sustratos (por ejemplo: plantas en
crecimiento 0 granos) y ocasionan numerosas enfermedades en diversos cultivos (98).
También alteran la calidad comercial de granos, frutos, alimentos y subproductos
utilizados por el hombre y los animales (53, 129). En la Argentina, las especies aisladas
mas frecuentemente como contaminantes de cultivos y muestras de alimentos son: F.
graminearum, F. tricinctum, F. poae, F. heterosporum y F. equiseti. Mediante pruebas
de patogenicidad realizadas en animales de laboratorio se ha confirmado la
toxigenicidad de las especies citadas (75, 76).

Las especies del género Fusarium desarrollan en todo tipo de suelo, ya sea
como saprofitos o parasitos de tejidos vegetales (principalmente tejidos seniles). El
crecimiento de todas las especies de Fusarium se asocia a condiciones de alta
humedad. No se conocen datos referentes a la formacion de toxinas, por estos hongos,
en regiones aridas o semiaridas. Otros dos factores que influyen en la elaboracién de
toxinas por las especies del género Fusarium son la temperatura y el sustrato sobre el
que el hongo desarrolla (98). La mayoria de las especies presenta 6ptimo crecimiento
miceliar entre 20 y 24 °C (F. culmorum, F. moniliforme) o entre 25 y 30 °C (F.
oxysporum, F. solani). Sin embargo, el hecho mas importante es que todas estas
especies son capaces de desarrollar con temperaturas entre 12 y 20 °C (98). Se ha

establecido, en experiencias realizadas sobre F. poae y F. tricinctum, que existe



marcada influencia de la temperatura sobre la esporulacién, crecimiento miceliar y
toxicidad (63, 74, 98). La mayor toxicidad se obtuvo con cultivos incubados a 8 °C y en
oscuridad total, con escaso crecimiento miceliar y alta esporulacion (74).

Se considera que los granos de cereales afectados por Fusarium son la fuente
mas importante de toxinas para el hombre y los animales. En climas templados, los
granos de trigo, cebada, avena, centeno y mijo resultan mayormente expuestos a la
invasion por Fusarium y a la produccion de sus toxinas. En climas calidos el arroz vy,
ocasionaimente, el sorgo ofrecen un buen sustrato para el desarrollo del hongo y sus
toxinas, mientras que el maiz es afectado tanto en climas templados como calidos (98).

Los metabolitos téxicos mas importantes producidos por el género Fusarium son

tricotecenos, zearalenona y fumonisinas (17, 18).

C) Tricotecenos. Estructura quimica, efectos adversos, modo de accién y

biotransformacion.

Los tricotecenos constituyen un grupo de metabolitos téxicos biologicamente
activos producidos naturalmente no sélo por especies del género Fusarium, sino
también por los géneros Cephalosporium, Myrothecium, Trichoderma y Stachybotrys
(84, 87, 98, 124, 141). El nombre de tricotecenos se debe a la presencia de un
esqueleto tetraciclico de 12-13 epoxitricotec-9-ene (Fig. 1) (17, 109). Se conocen mas
de 150 tricotecenos (Pittet 1998). Principalmente tres de ellos, deoxinivalenol (DON),
micotoxina T-2 y diacetoxiscirpenol (DAS), son conocidos como contaminantes de
granos y causantes de enfermedad en los animales y en el hombre (109, 153, 158,

168). En el hombre, los tricotecenos han sido considerados como la principal causa de
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ATA, enfermedad caracterizada por vomitos, necrosis cutanea, faringitis necrética,
hemorragias multiples, leucopenia y agotamiento de la médula 6sea. Este cuadro se
presenté en Oremburgo (Rusia), entre los afios 1942 y 1947, afectando a mas del 10%
de la poblacién, luego de la ingestion de pan contaminado con hongos del género
Fusanium (55, 156). Desde esta fecha han existido numerosas sospechas de
intoxicacion por tricotecenos en el hombre y en los animales (64, 154, 155, 156). Por
otra parte, la sospecha que la micotoxina T-2 y tricotecenos relacionados hayan sido
empleados como arma quimica (“lluvia amarilla®) en el sudeste asiatico (47, 122) ha
provocado un gran avance en las investigaciones toxicolégicas, principaimente
referidas a la micotoxina T-2.

Figura 1 - Tricotecenos
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Sobre la base de su estructura quimica los tricotecenos se clasifican en cuatro
grupos:
-grupo_A: solubles en solventes tales como acetato de etilo y éter dietilico. Las

sustancias que pertenecen a este grupo se caracterizan por presentar un sustituyente
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en el C8 distinto de un grupo carbonilo, pudiendo presentar en su estructura un
hidrégeno, un grupo hidroxilo o ésteres del hidroxilo. Aqui se incluyen a las
micotoxinas T-2, HT-2, T-2 tetraol, neosolaniol y DAS (Fig. 2).

*Figura 2 - Micotoxina T-2
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-grupo B: solubles en solventes muy polares tales como metanol y etanol. Todas estas
toxinas tienen un grupo carbonilo en el C8. A este grupo pertenecen las toxinas
nivalenol (NIV), fusarenon x (Fx) y DON (Fig. 3).

Figura 3 - Deoxinivalenol

-grupo C: comprende los tricotecenos macrociclicos tales como verrucarina A y

satratoxina A. Se caracterizan por un segundo grupo epoéxido entre C7 y C8 o entre C9
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y C10 (Fig. 4).

*Figura 4 - Verrucarina A

-grupo D: este grupo contiene un anillo macrociclico complejo que se une por ambos
extremos al C4 y al C15 a través de dos uniones éster. La crotocina es el unico
miembro de este grupo (Fig. 5) (17, 156, 157).

*Figura 5 - Crotocina
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Pruebas realizadas en cultivos celulares han demostrado que la toxicidad de los

tricotecenos depende de la presencia del grupo 12,13-epoxi-, observandose que las



13

moléculas que carecen de este grupo no son toxicas (158). Los efectos toxicoldgicos y
la citotoxicidad son mayores en los tricotecenos macrociclicos (grupos C y D) seguidos
por las toxinas de los grupos Ay B. (126, 152, 157, 158).

Los efectos adversos de una micotoxicosis resultan de la interaccion de la
micotoxina original (0 metabdlicamente modificada) con moléculas funcionales y
organelas subcelulares en la célula animal. Las toxicosis causadas por tricotecenos se
caracterizan clinicamente por modificaciones en el comportamiento, vomitos, rechazo
del alimento, diarrea, necrosis cutdnea, inflamaciéon y hemorragias en intestino y
musculo, ausencia de coordinacién muscular, depresion en la funciéon de la médula
Gsea y destrucciéon celular en el timo, bazo y otros 6rganos con células en rapida
division. La naturaleza de la respuesta a los distintos tricotecenos es similar, aunque la
severidad varia de acuerdo con la especie animal, potencia y cantidad de la toxina y via
de administracion (94, 119, 128, 137, 158). En principio, los animales jévenes o
inmaduros son mas susceptibles que los adultos, no existiendo diferencias de
consideracion entre machos y hembras (156, 157). En general, la concentracién de los
tricotecenos toxicos hallados en granos contaminados naturaimente es baja como para
desencadenar una toxicosis clinicamente aparente. Como sucede con ofras
micotoxinas, la ingestion subletal de tricotecenos puede producir desérdenes
inmunolégicos y metabdlicos de curso subclinico (128).

Estas micotoxinas aumentan la permeabilidad de la pared de los vasos
sanguineos y del epitelio de la mucosa intestinal, con pérdida de liquido hacia la luz del
intestino y, eventualmente, diarrea. También hay un aumento de la permeabilidad

vascular luego de la aplicacion de la toxina en la piel. Estos mecanismos pueden
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asociarse con la injuria de las biomembranas de las células de los 6rganos blanco
(158). El higado es otro de los érganos afectados por los tricotecenos. Se ha observado
que existe una inmediata asociacién de la micotoxina T-2 y sus metabolitos con la
membrana plasmaética celular, el reticulo endoplasmico, las mitocondrias y el nicleo
(137, 157). También se han descripto lesiones microscopicas cardiacas, relacionadas
con un aumento en la entrada de calcio dentro del cardiomiocito (99). Por otro lado, se
ha sefialado que la micotoxina T-2 y sus metabolitos deprimen la blastogénesis
inducida por sustancias mitégenas, en linfocitos T y B (29, 101), mientras que la
destruccion de las células progenitoras hematopoyéticas de la médula 6sea (103),
parece explicar los desérdenes hematolégicos que tienen lugar en la intoxicacion por
esta micotoxina. Ademas, la presencia de alteraciones en el comportamiento, pérdida
del apetito, falta de coordinacién muscular y vomitos ya mencionados, se atribuyen a
cambios neuroquimicos en el cerebro generados por estas micotoxinas (137).

El modo de acciéon de los tricotecenos no ha sido totaimente dilucidado. Se

considera que son potentes inhibidores de la sintesis proteica celular y se citan como
causa de ruptura del ADN celular y de inhibicion de su sintesis. La inactivacion de la
sintesis proteica en las etapas de iniciacién y terminacion es el resultado de la unién de
los tricotecenos a elementos de la estructura ribosomal (157, 158, 1589). La
susceptibilidad de las células a los tricotecenos depende principalmente de la cantidad
de polisomas libres en el citoplasma. Las células que se regeneran a partir de la
proliferacion de células germinales indiferenciadas y/o de células blasticas (por ej.
células linfoides, eritroides y de las criptas intestinales) poseen un gran numero de

polisomas libres y son mucho mas sensibles que aquellas células de 6rganos
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parenquimatosos (por ej. higado, rifién y pancreas) que carecen de células
indiferenciadas con capacidad proliferativa. Probablemente, el dafio en los polisomas
ligados a estructuras de membrana sea mas facilmente reparado que el producido en
los polisomas libres. De igual modo, en el primer caso, el bloqueo de la sintesis
proteica puede que sea superado sin consecuencias serias (146). Con respecto al dafo
que los tricotecenos provocan en el ADN celular, se desconocen los mecanismos del
efecto inhibitorio (157). En la actualidad, se considera que la apoptosis es una de las
manifestaciones morfolégicas de la muerte celular observada en esta intoxicacion. De
todos modos, aun no esta claro cual es el mecanismo por el que la apoptosis ocurre
(70,71,72, 73, 114, 117, 133, 134).

En relacién a la biotransformacién de los tricotecenos, una vez incorporados
por el organismo animal, los datos experimentales sugieren que la mayoria de estas
micotoxinas (principalmente micotoxina T-2 y DAS) son rapidamente absorbidas,
metabolizadas hasta compuestos no toxicos y eliminadas, sin que se haya demostrado
la presencia de metabolitos toxicos en niveles significativos, transcurridas las 24-48
horas posteriores a su ingestion, en carne, leche o huevos (33, 84, 137, 159). En
general, los tricotecenos son metabolizados en dos fases, como sucede con otros
xenobidticos. Las reacciones enzimaticas principales ocurren durante la fase |:
deacetilacion (hidrélisis), hidroxilaciéon (oxidacion) y de-epoxidacion (reduccion). En los
dos primeros caminos las enzimas de los microsomas hepaticos juegan un
importante papel, mientras que la de-epoxidacion es llevada a cabo por la microflora
intestinal, siendo una de las principales vias de detoxificacién (68, 137, 158, 159). De

las reacciones fase ll, tiene importancia la conjugaciéon con acido glucurénico. Los
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glucurénidos formados son, en su mayoria, excretados con la bilis en el tracto

gastrointestinal (68).

D) Micotoxina T-2

La micotoxina T-2 es un metabolito producido por diferentes especies de
Fusarium, principalmente F. tricinctum. Este hongo se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza, hallandose presente como contaminante del maiz, soja,
trigo y avena (136). Dentro del grupo de los tricotecenos, la micotoxina T-2 se
caracteriza por sus efectos radiomiméticos, observandose que provoca un marcado
dafo sobre las células de rapida division del tracto gastrointestinal, bazo, timo,
linfonédulos, médula dsea y testiculos en diferentes especies animales (65). Se han
descripto cuadros de intoxicacion por micotoxina T-2, en casos de campo y
experimentales, en felinos (125), bovinos (49), porcinos (106, 161, 164), pollitos y
gallinas (11, 12, 46, 166, 167), ratas (32, 79), ratones (43, 44, 130), cobayos (22) y
conejos (3, 91).

En ratones, la micotoxina T-2 ha sido administrada siguiendo distintas vias y en
dosis variables, Unicas o repetidas. Los ratones que recibieron la micotoxina T-2 por
vias inhalatoria, tépica, intraperitoneal y parenteral presentaron lesiones de variada
intensidad segun las dosis administradas y el tiempo franscurrido luego de Ia
exposicion a la micotoxina (39, 127, 130, 148). Independientemente de la via de
administracion, las lesiones mas evidentes se observaron en todos los tejidos linfoides,
consistiendo principalmente en necrosis y disminucién del niumero de linfocitos, tanto

en las zonas T como en las B dependientes. En el timo se han descripto picnosis y
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cariorrexis en los linfocitos corticales, con disminucién en el espesor de la corteza (39,
133). En el bazo, la necrosis linfocitaria comprometié los foliculos linfoides y el area de
linfocitos periarteriolares (39, 133). También fue evidente la necrosis de las células de
las placas de Peyer intestinales (72). En médula 6sea, animales tratados con
micotoxina T-2 evidenciaron una reduccion en el nimero de las células precursoras de
las series granulocitica y megacariocitica (43) y una inhibicion en la capacidad
clonogénica de las células progenitoras de las lineas granulocitica-monocitica (26). Por
otro lado, se han descripto lesiones en el tracto gastrointestinal de ratones inoculados
con micotoxina T-2. En estdbmago se observd necrosis del epitelio de revestimiento y
de las células glandulares (67). En intestino fue caracteristica la necrosis de las células
epiteliales de las criptas de Lieberkihn (130, 148). La descripcién de lesiones en otros
organos de ratén, tales como piel, higado y glandula adrenal varia segun los autores.
Ueno y col. (152) compararon el efecto dermonecrético de varios tricotecenos sobre la
piel de ratones, conejos y cobayos. En glandula adrenal de raton se han descripto
areas de necrosis extensa en las células de la zona fasciculada, con pequerios focos
de mineralizacién y células neutrofilicas (148). Si bien distintos autores no mencionan
la ocurrencia de lesidn hepéatica en ratones intoxicados con micotoxina T-2 (43, 67,
148), Mollenhauer y col. (85) han observado lesiones ultraestructurales consistentes en
proliferacién del reticulo endoplasmico liso y pérdida de la normal distribucién del
reticulo endoplasmico rugoso, condensacion de la matriz mitocondrial y disminucion de
los granulos de glucégeno (85).

Por otro lado, existen numerosos estudios referentes al efecto inmunomodulador

de la micotoxina T-2 en el raton. Trabajos realizados indican que esta micotoxina actia
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deprimiendo la respuesta inmune mediada por células (20, 31, 48). De este modo, se
ha observado un descenso en la resistencia del huésped frente a ciertas enfermedades
infecciosas. En ratén, la exposicion repetida a la micotoxina T-2 condujo a un aumento
de la susceptibilidad a la infeccién por Mycobacterium bovis, Salmonella typhimurium,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y virus herpes simplex tipo 1. En
algunos casos, el efecto inmunomodulador dependi6é directamente del momento de
exposicion a la micotoxina (93). Ademas, la administracién de dosis bajas y repetidas
de micotoxina T-2 a ratones con infeccion crénica por Toxoplasma gondii provoco la

reagudizacion de la infeccion (162).

E) Deteccién de micotoxinas

En el diagndstico de cuadros de micotoxicosis numerosos factores pueden
actuar como limitantes, tales como la ausencia de signos clinicos especificos de
toxicidad, la imposibilidad de obtener muestras del alimento contaminado con
micotoxinas al momento de la presentacion del cuadro, el uso de métodos analiticos
inadecuados y la presencia de mas de una toxina (45). Para la detecciéon de las
micotoxinas producidas por el género Fusarium puede recurrirse a métodos biolégicos,
fisico-quimicos, quimicos e inmunoquimicos. Entre las pruebas biolégicas se citan,
especialmente para tricotecenos, las pruebas sobre piel de conejo o en patitos de un
dia, determinando la patogenicidad sobre la base de la intensidad de la lesién
producida (77, 135) o también mediante la utilizacién de huevos embrionados (111).
Entre los métodos fisico-quimicos se encuentran algunas técnicas de alta sensibilidad y

especificidad tales como la cromatografia gas-liquido (GLC), cromatografia liquida de
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alta presion (HPLC), cromatografia en capa fina (TLC) y espectrometria de masa (MS)
(98, 105). Recientemente se han desarrollado técnicas inmunoquimicas que pueden
ser utilizadas en el diagndstico de las micotoxicosis. En la actualidad, se dispone de
anticuerpos comerciales contra varias micotoxinas. Esto ha permitido la aplicacion de
distintas técnicas inmunoquimicas, tales como radioinmunoensayo (RIA) y prueba de
ELISA, en la deteccion de algunas micotoxinas y sus metabolitos en alimentos y fluidos

corporales (14).

F) Técnicas de lectinhistoguimica

Los carbohidratos se hallan ampliamente distribuidos en los tejidos animales.
Las membranas celulares contienen glucoconjugados en la forma de glucolipidos o
glucoproteinas. Algunos de estos carbohidratos son de localizacion extracelular,
intramembranosa o se encuentran formando parte de moléculas intracitoplasmicas. De
este modo actuan como receptores, ligan y transportan moléculas o constituyen
componentes estructurales de la membrana celular (21). Estudios realizados en los
ultimos afios han demostrado que los hidratos de carbono cumplen, ademas,
importantes funciones biol6gicas, tales como participaciébn en los procesos de
diferenciacion celular, adhesién y activacién celular en la inflamacién, en los procesos
de metastasis tumorales y en los fenébmenos de apoptosis (78, 90).

Existen condiciones patolégicas que alteran el metabolismo de los
glucoconjugados celulares. Diversos autores han estudiado la modificacion de estos
glucoconjugados en determinados procesos inflamatorios intestinales y neoplasicos

(21, 78).
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Los avances en el conocimiento de la localizacién, sintesis y funciones de los
complejos glucoconjugados se han basado en el desarrollo de técnicas que han
permitido una mejor caracterizacion, purificacion y analisis estructural de los
componentes hidrocarbonados. Entre esas técnicas se encuentran las que utilizan a las
lectinas como herramienta para el estudio de los glucoconjugados solubles y celulares
(21).

Las lectinas son glucoproteinas o hidratos de carbono unidos a proteinas, de
origen no inmune, que tienen la propiedad de aglutinar células o precipitar
glucoconjugados. Su valor como método histoquimico reside en su habilidad para
localizar, identificar y distinguir hidratos de carbono tisulares con gran sensibilidad y
especificidad, tanto en tejidos sanos como enfermos. En los primeros, las técnicas de
lectinhistoquimica se aplican al estudio de los procesos de reconocimiento,
maduracidn, diferenciacion y especializacion celular, existiendo marcada especificidad
por ciertos receptores de céluia, tejido y especie animal. El reconocimiento celular es
un paso inicial en los procesos de interaccidon celular tales como fertilizacion,
embriogénesis, migracion celular, organogénesis e infeccidn microbiana. En los tejidos
patolégicos, se han logrado avances mas espectaculares principalmente en el estudio
de las inflamaciones cronicas, displasias y neoplasias de los sistemas digestivo,
respiratorio y génito-urinario (21, 66, 90). En medicina veterinaria, las técnicas de
lectinhistoquimica se han utilizado a fin de estudiar la variacion en la presentacion y
distribucion de los hidratos de carbono, tanto en tejidos animales normales como
patolégicos, y sus efectos en la fisiologia celular (38, 51, 81, 102, 107, 115).

En el caso de la intoxicacion con tricotecenos, son escasos los datos referentes
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a los cambios histoquimicos que ocurren en las glucoproteinas de los tejidos afectados.
En ratas que recibieron DAS durante dos dias se observd que la micotoxina indujo
cambios en la reactividad de las glucoproteinas gastricas, sugiriendo ésto una anormal

sintesis o secrecion (86).

G) Técnicas de inmunohistoquimica

Son escasas las referencias sobre la utilizacion de anticuerpos contra
micotoxinas en oérganos y tejidos animales (14, 115). En ratones se han usado
anticuerpos anti-micotoxina T-2 a fin de demostrar, mediante el método peroxidasa-
anti-peroxidasa (PAP), la distribucion de la toxina en animales intoxicados
experimentalmente (67).

Por otro lado, las técnicas de inmunohistoquimica resultan apropiadas para
estudiar las caracteristicas de la muerte celular provocada por algunas micotoxinas.

La muerte celular puede ser el resultado de un proceso patolégico o la
consecuencia de procesos fisiologicos. En las células eucaridticas se distinguen dos
formas de muerte con manifestaciones morfolégicas y bioquimicas caracteristicas.

La necrosis, también llamada muerte celular “accidental”, es el modo mas
frecuentemente visto, consecuencia de una injuria repentina y severa. En la necrosis se
suceden cambios tempranos en la forma y funcidon mitocondriales, acompariados de
pérdida en la integridad de la membrana celular. El contenido celular se libera al tejido
circundante desencadenando una respuesta inflamatoria evidente. En definitiva, la
célula pierde rapidamente su capacidad de mantener la homeostasis.

La segunda forma de muerte celular es la apoptosis, originariamente llamada
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muerte celular “fisiologica” o “programada” en la consideracién que la muerte ocurria en
respuesta a un estimulo fisiologico identificable. La apoptosis, generalmente, afecta a
células individuales y se caracteriza por la rapida reduccién en el volumen celular,
pérdida de las microvellosidades y de los medios de unién y posterior fragmentacion
celular dando origen a los cuerpos apoptéticos. Estos, son fragmentos celulares
revestidos de membrana que contienen segmentos nucleares de cromatina densa con
forma de media luna y organelas intactas. La fragmentacion ocurre sin liberacién de los
componentes celulares. Los cuerpos apoptéticos son rapidamente fagocitados y no se
observa respuesta inflamatoria (16, 24, 132, 147, 151). La condensacion de la
cromatina que caracteriza la apoptosis es una consecuencia de la fragmentacion
internucleosomal del ADN. En la necrosis también hay segmentacion del ADN, pero
como consecuencia de la accién de enzimas lisosomales. Por lo tanto, no existe un
patrén de ruptura.

El proceso de apoptosis puede ser desencadenado por una variedad de sefales
extrinsecas e intrinsecas (2, 147). A diferencia de la necrosis, la apoptosis se considera
un proceso activo de muerte que requiere la participacion de la propia célula. Sélo
aquellas células que contienen un programa intracelular especifico para morir seran las
que respondan al estimulo disparador. Se han identificado genes que pueden favorecer
o evitar la apoptosis, actuando como reguladores del proceso (25, 140, 151). En
toxicologia la apoptosis también ha adquirido importancia, ya que se ha comprobado
que la mayoria de las toxinas pueden inducirla (25). Con algunas toxinas se ha
observado que el camino que conduce a la muerte celular dependeria de la dosis

téoxica. De este modo, muy altas dosis llevarian a la necrosis celular, mientras que dosis
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menores darian lugar a la apoptosis (2, 25).

Si bien las células que sufren apoptosis adquieren una morfologia caracteristica
detectable en los estudios ultraestructurales, es dificil reconocer y diferenciar la célula
necrética de la apoptética con el microscopio optico. (40, 165). El desarrollo de técnicas
para la marcacion de fragmentos de ADN en cortes parafinados ofrece nuevas
posibilidades en la identificacion de la célula apoptdtica (34, 40, 165).

En el caso de los tricotecenos se ha utilizado el método TUNEL (TdT-mediated
dUTP-nick end labeling) para la deteccion in situ de ADN fragmentado en cortes de
tejidos afectados por estas micotoxinas. Diversos trabajos han demostrado que los
mecanismos que conducen a la apoptosis juegan un papel importante en el desarrolio

del dario celular ocasionado por los tricotecenos (70, 71, 72, 73, 117, 133).

H) Objetivos
*General: -Conocer los efectos de una dosis subletal de micotoxina T-2 en el
ratén.
*Especificos: -Conocer las alteraciones morfologicas celulares y subcelulares
en diversos érganos.
-Evaluar las posibles variaciones en la presencia y localizacion de
residuos hidrocarbonados del tracto gastrointestinal respecto al
patrén normal.

-Detectar la micotoxina T-2 en cortes de tejidos.
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SECCION |
ESTUDIOS HISTOPATOLOGICO Y ULTRAESTRUCTURAL

*Objetivo Especifico: Conocer las alteraciones morfolégicas celulares y subcelulares

en diversos 6rganos.

¢ MATERIALES Y METODOS

*Animales: se utilizaron 56 ratones ICR:CD-1, machos, libres de patégenos especificos
(SPF), de 5 semanas de edad y peso variable entre 25 y 30 g (Charles River Japan,
Kanagawa, Japén). Los mismos se alojaron en cajas metalicas convencionales bajo
condiciones ambientales controladas (temperatura: 22 + 2°C; humedad: 55 + 5 %). Se
les suministré alimento comercial, libre de micotoxinas (Oriental Yeast Co. Ltd., Tokio,

Japoén) y agua ad libitum (excepto durante el periodo de ayuno).

*Micotoxina: se utilizd micotoxina T-2 cristalina y cromatogréaficamente pura (Lote
117F4070, Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA). La toxina se disolvi6 en etanol y se
diluyé en solucién salina neutra de fosfato (PBS), previo a su administracion, hasta

obtener una concentracion final de etanol al 20%.

*Diseiio _experimental: los ratones se dividieron al azar en dos grupos: a) Grupo

toxina-tratados (Grupo T) y b) Grupo control-no tratados (Grupo C), integrados por 28
ratones cada uno.

Previo a la administracion de la toxina se someti6 a los animales a un ayuno
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de 14 hs.

Los ratones del Grupo T recibieron 10 mg de micotoxina T-2/Kg de peso vivo
(PV), por intubacién gastrica. A los animales del Grupo C se les administré una
solucion de etanol al 20 % en PBS.

(La eleccién de la dosis de micotoxina T-2 utilizada se realiz6 basandose en los
datos obtenidos de una experiencia preliminar. En aquel caso se administraron distintas
dosis de micotoxina T-2 a ratones bajo iguales condiciones experimentales. Las dosis
variaron entre 0 y 12 mg de micotoxina T-2/Kg PV. Se seleccioné la dosis toxica mas
alta que no produjo la muerte de ningun ratén).

Se sacrificaron 7 animales de cada grupo a las 8, 16, 24 y 48 horas posteriores a
la administracion (HPA) de la micotoxina T-2. El sacrificio se realizd mediante
decapitacion.

Se realiz6 la necropsia completa de todos los animales obteniéndose muestras
de diversos 6rganos para el estudio posterior mediante microscopia éptica y electronica
y para la aplicacién de técnicas de lectinhistoquimica e inmunohistoquimica.

-Peso corporal y de los 6rganos: de cada animal se registraron el peso corporal

y el peso del higado, timo y bazo.

*Estudio _ histopatol6égico: de cada ratén, proveniente de ambos grupos

experimentales (Grupos T y C), se extrajeron estémago, duodeno, ileon, ciego, colon,
testiculo, pulmoén, higado, rifidén, corazon, pancreas, timo, bazo, linfonddulo
mesentérico y médula ésea (fémur izquierdo). Los 6rganos se fijaron en una solucion

neutra de formaldehido al 10% y se procesaron segun las técnicas histologicas de



rutina. Para la obtencién de muestras de médula ésea se procedid a la descalcificacion
de las piezas 6seas con una solucion de citrato de sodio y acido férmico. Cortes de
4 um de espesor se tifieron con hematoxilina y eosina (HE). Como tincién
complementaria se utilizo6 la técnica de acido periédico Schiff (PAS) en los cortes de

higado (112).

*Estudio ultraestructural: se obtuvieron muestras de higado, timo y bazo de 2 ratones

de cada grupo (Grupos Ty C) a las 8, 16, 24 y 48 HPA.

Las muestras se fijjaron, a 4 °C durante 2 horas, en una solucién de
glutaraldehido al 2,5 % y paraformaldehido al 2 % en PBS 0,1 M (pH 7,4). Se realizd
una posfijacion en una solucion de tetréxido de osmio al 1 % en el mismo buffer. La
infiltracion e imbibicidn de las muestras se realizo en resina epoxi (Quetol 812, Nisshin
EM Co. Ltd, Tokio, Japén). Los cortes ultrafinos se tifieron con acetato de
uranilo/citrato de plomo y se observaron con un microscopio electrénico de transmision

JEM-1200EX (JEOL Co. Ltd., Tokio, Japén).

*Analisis estadistico:

-Analisis del peso corporal y del peso de los érganos: los datos del peso corporal y

del peso de los organos se analizaron mediante la prueba de Fisher (ANOVA) (138,
139). Se tuvieron en cuenta las diferencias entre los animales del Grupo T y los del

Grupo C asi como, dentro de cada grupo, las diferencias entre las distintas HPA.
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-Andlisis de las lesiones microscépicas: en varios de los érganos procesados, las

lesiones observadas se agruparon en clases (conjunto de cambios cualitativos que

conforman una unidad) y dentro de ellas se establecieron grados de severidad

(transformacion de hechos morfologicos en categorias numéricas de acuerdo a la
intensidad de la lesion).

A partir del analisis estadistico de los nimeros enteros indicadores de grado de
severidad (grados 0 a 4) se obtuvieron valores intermedios (nUmeros decimales) que se
expresaron como la media (valor promedio indicador de grado de lesion).

Sobre esta base, los cortes de estédmago y de los distintos segmentos

intestinales (duodeno, ileon, colon y ciego) se estudiaron mediante la observacién

de 4 campos microscépicos elegidos al azar (objetivo 40x). En cada campo se evaiué
la presencia de las siguientes lesiones:

-Estémago (regién fundica):

a) Necrosis del epitelio de las unidades cimogénicas (grados O a 4)

istmo

cuello

base
-Intestino (duodeno, ileon, colon y cieqo):
a) Necrosis del epitelio de las criptas intestinales (grados 0 a 4).
b) Necrosis de los linfocitos de la lamina propia (grados O a 4).
c¢) Mitosis (numero de mitosis por campo).

Los cortes de higado se estudiaron mediante la observaciéon de 4 campos

microscopicos (objetivo 40x). En cada campo se evalud la presencia de las siguientes
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lesiones:

a) Cariomegalia: cantidad de nucleos gigantes por campo.

b) Necrosis celular individual: cantidad de hepatocitos necrosados por campo.

c) Cuerpos aciddfilos: cantidad de cuerpos acidéfilos por campo.

d) Glucégeno: células con granulos de glucégeno en las zonas 1, 2 y 3 del acino
hepatico (cortes tefidos mediante la técnica de PAS), (grados 0 a 3).

Los cortes de pancreas se estudiaron mediante la observacidon de 5 campos
microscopicos (objetivo 40x). En cada campo se evalud la presencia de las siguientes
lesiones:

a) Necrosis de las células acinosas (grados O a 4).
b) Granulos de secrecidn: células acinosas con granulos de cimégeno
(grados 0 a 3).

Las muestras provenientes del timo, del bazo y del linfonédulo mesentérico
se estudiaron mediante la observacion completa de los cortes obtenidos. Se
examinaron los cortes en tres oportunidades diferentes, evaluandose la presencia de
las siguientes lesiones:
=Timo:

a) Necrosis y disminucion del numero de los linfocitos de la corteza
(grados 0 a 4).
b) Necrosis y disminucion del numero de los linfocitos de la médula

(grados 0 a 4).
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-Bazo:
a) Necrosis de los linfocitos de los nédulos espiénicos (pulpa blanca)
(grados 0 a 4).
b) Necrosis de los linfocitos de los cordones esplénicos (pulpa roja)
(grados O a 4).
-Linfonéddulo mesentérico:
a) Necrosis y disminucién del nimero de los linfocitos de la corteza
(foliculos primarios y corteza difusa) (grados O a 4).
b) Necrosis y disminucion del numero de los linfocitos de la médula
(grados 0 a 4).
La necrosis celular, observada en los distintos érganos, se gradué como sigue:
*grado O: ausencia de células necréticas
*grado 1: escasas células necroéticas
*grado 2: moderada cantidad de células necréticas
*grado 3: numerosas células necréticas
*grado 4. todas las células necréticas
La disminucién en el namero de células linfoides se gradué como sigue:
*grado O: cantidad normal de linfocitos
*grado 1: escasa disminucion de linfocitos
*grado 2: moderada disminucién de linfocitos
*grado 3. marcada disminucion de linfocitos
*grado 4. ausencia casi total de linfocitos

La presencia de glucégeno (higado) y granulos de cimégeno (pancreas) se gradud
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como sigue:

*grado 0: ausencia de células con granulos

*grado 1: escasa cantidad de células con granulos

*grado 2: moderada cantidad de células con granulos

*grado 3: numerosa cantidad de células con granulos
Los valores obtenidos se analizaron, posteriormente, utilizando las pruebas Fisher
(ANOVA) y Chi cuadrado (138, 139). Un valor de P<0,05 se considerd significativo.

El resto de los 6rganos se estudié6 mediante la observacion completa de los

cortes.

¢ RESULTADOS

*Analisis del peso corporal y del peso de los 6rganos

-Peso corporal: el peso corporal de los animales pertenecientes al Grupo T fue menor
que el peso de los animales del Grupo C, en todos los tiempos del experimento. Esta
diferencia en el peso corporal, entre ambos grupos, fue significativa a las 8, 24 y 48
HPA (P<0,05) (Tabla 1).

Excepto a las 16 HPA, momento en que el peso corporal fue significativamente
mayor, no se observaron diferencias significativas entre las distintas HPA en los
animales del Grupo T.

-Higado: el peso relativo del higado de los animales del grupo T fue significativamente
menor que el peso registrado en los animales del Grupo C, en todos los tiempos del
experimento (P<0,05) (Tabla 1).

En los animales del Grupo T, el menor peso relativo del higado se observo a las
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8 HPA. A las 16, 24 y 48 HPA el peso fue aumentando con diferencias significativas
entre todos los tiempos experimentales (P<0,05).

-Timo: el peso relativo del timo de los animales del Grupo T fue menor que el peso
registrado en los animales del Grupo C, en todos los tiempos experimentales. Estas
diferencias fueron significativas a las 16, 24 y 48 HPA (Tabla 1).

A las 48 HPA, el peso relativo del timo de los animales del Grupo T fue

significativamente menor que el peso observado en el resto de los tiempos
experimentales.
-Bazo: el peso relativo del bazo de los animales del Grupo T fue significativamente
menor que el peso registrado en los animales del Grupo C, en todos los tiempos
experimentales (Tabla 1).

No se observaron diferencias significativas entre las distintas HPA en los

animales del Grupo T.

*Examen con microscopio éptico

-Estémago: en los animales pertenecientes al Grupo T la lesidn principal consistié en
necrosis de las células epiteliales del istmo, cuello y base de las unidades
cimogénicas. En cuatro animales, a las 24 y 48 HPA se observd, ademas, necrosis y
descamacion del epitelio de revestimiento con hemorragias en la lamina propia.

En la region del istmo, el grado de necrosis celular (Tabla 2), a las 8 y 16 HPA
(0,70 y 0,75 respectivamente) fue significativamente mayor al grado registrado a las 24
HPA (0,42). A las 48 HPA el grado de necrosis celular (0,10) fue significativamente

menor que el observado en el resto de los tiempos experimentales.
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En la regién del cuello, el grado de necrosis celular varié entre 0,11 y 0,18, no
existiendo diferencias significativas entre las distintas HPA.

En la region de la base, el grado de necrosis a las 8 HPA (0,21) fue
significativamente menor que el observado en el resto de los tiempos experimentales.
El mayor grado se registré a las 24 HPA (1,06), con diferencias significativas respecto a
lo observado a las 16 y 48 HPA (P<0,05).

Las células del istmo, a las 8 HPA, presentaron un grado de necrosis
significativamente mayor respecto a o observado en igual tiempo en las areas del
cuello y de la base (P<0,05).

A las 24 y 48 HPA las células de la base evidenciaron un grado de necrosis
significativamente mayor que el registrado en las areas del cuello y del istmo, en los
mismos tiempos experimentales (P<0,05).

En los animales pertenecientes al Grupo C no se observaron lesiones.

-Intestino: en los distintos segmentos intestinales estudiados (duodeno, ileon, ciego y
colon) las lesiones observadas en los animales pertenecientes al Grupo T consistieron,
principalmente, en la presencia de células necréticas en el epitelio de las criptas de
Lieberkuhn y en una variacidbn en el namero de mitosis observadas. Las células
linfoideas de la lamina propia se observaron con picnosis y cariorrexis. De igual modo,
las placas de Peyer intestinales evidenciaron necrosis linfoidea en la corteza y la
médula. Sélo en algunos casos, a las 8 y 16 HPA, se observaron degeneracion,
necrosis y descamacion del epitelio de revestimiento de la mucosa con marcada

dilatacion del vaso quilifero central, edema, hiperemia y hemorragia en la iamina propia
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de la mucosa y en la submucosa (Fig. 6y 7).

El grado de necrosis de las células de las criptas de Lieberkiihn (Tabla 3)
en el duodeno, el ileon y el ciego, a las 8 y 16 HPA fue significativamente mayor que el
observado a las 24 y 48 HPA. En el colon, el grado de necrosis hallado a las 16 HPA
fue significativamente mayor que en el resto de los tiempos experimentales (P<0,05).

El ciego presentd un grado significativamente menor de necrosis celular en todos
los tiempos experimentales respecto al resto de los segmentos intestinales. El duodeno
y el ileon fueron los tramos mas afectados, principaimente a las 8 y 16 HPA (P<0,05).

El grado de necrosis de los linfocitos de la lamina propia (Tabla 4), en el
duodeno, fue de 0,96, 1 y 1,03 a las 8, 16 y 24 HPA respectivamente, no existiendo
diferencias significativas entre estos tiempos. A las 48 HPA, el grado de necrosis
linfocitaria fue significativamente menor (P<0,05). En el ileon, a las 8 HPA, se observo
un grado de necrosis (1,02) que resultd significativamente mayor a lo observado a las
16 HPA. A las 24 y 48 HPA el grado de linfocitos necréticos fue significativamente
menor que en los periodos anteriores. En el ciego y en el colon, el grado de necrosis
observado a las 16 HPA fue significativamente mayor que el registrado en el resto de
los tiempos experimentales.

El ciego y el colon presentaron un grado de necrosis linfocitaria
significativamente menor en todos los tiempos experimentales, respecto al resto de los
segmentos intestinales. El duodeno y el ileon fueron los tramos mas afectados en todos
los tiempos experimentales, principalmente el duodeno, el que, entre las 8 y 24 HPA,
evidencié una diferencia significativamente mayor en el grado de necrosis linfocitaria

que a las 48 HPA (P<0,05).
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El porcentaje de mitosis (Tabla 5) en el duodeno, el ileon, el ciego y el colon, a
las 8 y 16 HPA, fue significativamente menor que el porcentaje observado a las 24 y 48
HPA (P<0,05).

En general, en los animales del Grupo T, el porcentaje de mitosis en los
distintos segmentos intestinales y en todos los tiempos experimentales, fue
significativamente menor que el registrado en los animales del Grupo C (tablas 6y 7).

En los animales pertenecientes al Grupo C no se observaron lesiones.

-Higado: en los animales pertenecientes al Grupo T, se observaron hepatocitos con
cambios de degeneracion y necrosis celular. En general, muchas de las células
presentaron cariomegalia, con marginacion de la cromatina y plegamiento de la
membrana nuclear. Algunas células, en forma aislada o0 en pequefios grupos,
evidenciaron cambios necréticos consistentes en retraccion celular, picnosis,
cariorrexis, citoplasma homogéneo y fuertemente acidofilo y formacion de cuerpos
aciddfilos.

Con la técnica de PAS se observo disminucion o pérdida de los granulos de
glucdgeno en el citoplasma (Fig. 8 a 14).

El porcentaje de cuerpos acidofilicos (Tabla 8) fue del 76% en las muestras
obtenidas a las 8 HPA, mientras que a las 16, 24 y 48 HPA este porcentaje descendid
significativamente.

El porcentaje de cariomegalia (Tabla 8), en las muestras obtenidas a las 8
HPA, fue significativamente mayor que el observado a las 16, 24 y 48 HPA (P<0,05).

El porcentaje de necrosis celular individual (Tabla 8), a las 8 HPA, fue del
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61%, disminuyendo significativamente a las 16 y 24 HPA (24 y 15% respectivamente)
hasta llegar al 0% a las 48 HPA (P<0,05).

El grado indicativo de la cantidad de hepatocitos con particulas de glucégeno
(Tabla 9) vari6 segun el area del acino hepatico considerada y el tiempo de
observacion.

A las 8 HPA l|a ausencia de particulas de glucégeno fue total en las zonas 1, 2 y
3 en el Grupo T. A las 16 HPA se observaron particulas de glucégeno en niveles
significativamente inferiores a los del Grupo C, en las zonas 2 y 3. En igual tiempo, la
ausencia de particulas fue total en la zona 1. A las 24 HPA el grado de particulas
alcanzd o superé los valores del Grupo C en las zonas 2 y 3. En igual tiempo, el grado
de particulas fue significativamente menor a los valores control en la zona 1. A las 48
HPA el grado de particulas de glucégeno en las zonas 1, 2 y 3 alcanzé o superé los
valores del Grupo C (Tabla 9)

En los animales pertenecientes al Grupo C no se observaron lesiones.

-Pancreas: en los animales pertenecientes al Grupo T, las lesiones consistieron en
necrosis aislada de las células acinosas y disminucién en la cantidad de granulos de
cimégeno de las células acinosas. Las células necréticas se observaron retraidas y
disociadas del resto de las células parenquimatosas, con citoplasma homogéneo y
fuertemente acidéfilo y nucleo con picnosis y cariorrexis. No se observo lesién en los
islotes de Langerhans.

El grado de necrosis celular (Tabla 10), en los animales del Grupo T, fue

significativamente alto a las 24 HPA, en relacion al resto de los tiempos
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experimentales. No se observaron células necréticas en los animales del Grupo C.

El grado indicativo de la cantidad de células con granulos de cimégeno (Tabla
10) en los animales del Grupo T fue significativamente menor que el registrado en el
Grupo C, a las 8, 16 y 24 HPA (P<0,05). Este valor present6 variaciones significativas
en los distintos tiempos experimentales en los animales del Grupo T, manteniéndose

constante en los del Grupo C (P<0,05).

-Timo: en los animales pertenecientes al Grupo T, los cambios observados
consistieron, principalmente, en una marcada necrosis linfocitaria, caracterizada por
picnosis y cariorrexis, comprometiendo tanto la corteza como la médula timica.
También fue evidente la disminucién en el numero de linfocitos corticales y medulares
y, a partir de las 16 HPA, se observé pérdida del limite cortico-medular y disminucién
en el espesor de la corteza (Fig. 14 a 18).

El grado de disminucién en el numero de linfocitos (Tabla 11) corticales fue
aumentando en forma significativa en todos los tiempos experimentales, alcanzando su
maximo a las 48 HPA. En la médula timica, el mayor descenso en el numero de
linfocitos se registré a las 24 HPA, resultando significativamente diferente a los valores
observados en el resto de los tiempos experimentales.

A las 8 y 16 HPA la disminucion del niamero de linfocitos fue significativamente
mayor en la médula que en la corteza timica. A las 24 HPA el descenso fue mayor en
la corteza que en la médula, sin diferencias significativas. Finaimente, a las 48 HPA el
grado de disminucion en el numero de linfocitos fue significativamente mayor en la

corteza que el observado en la médula (P<0,05).
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El grado de necrosis celular (Tabla 11) en la corteza y en |la médula fue
significativamente mayor, a las 16 y 24 HPA, que el registrado a las 8 HPA. A las 48
HPA, se observé un descenso significativo en el grado de necrosis. (P<0,05).

Durante todos los tiempos experimentales, el grado de necrosis celular fue mas
elevado en la corteza, existiendo una diferencia significativa entre los valores
registrados en corteza y médula, a las 8 HPA (P<0,05).

En los animales del Grupo C no se observaron lesiones.

-Bazo: en los animales pertenecientes al Grupo T, la lesion observada consistié en
necrosis de los linfocitos de los nédulos esplénicos (pulpa blanca) y de los cordones
esplénicos (pulpa roja).

El grado de necrosis celular (Tabla 12), tanto en la pulpa blanca como en la
roja, fue alto a las 8 y 16 HPA, con diferencias significativas respecto a lo registrado a
las 24 y 48 HPA (P<0,05).

A las 16 HPA, la necrosis linfocitaria observada en los cordones esplénicos
(pulpa roja) fue significativamente mayor que el grado consignado en la pulpa blanca
(P<0,05).

El examen completo de los cortes de bazo (obj. 10x) de los animales del Grupo
T, parecié evidenciar una disminuciéon en la cantidad de células linfoides en |a pulpa
roja (no se evalué estadisticamente). No se observé reduccién en el numero de células
en los nédulos linfaticos (pulpa blanca).

En los animales del Grupo C no se observaron lesiones.
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-Linfonédulo mesentérico: en los animales pertenecientes al Grupo T, los cambios

observados consistieron en necrosis de los linfocitos de la corteza (foliculos primarios y
corteza difusa) y de la médula. Por otro lado, se observé una disminucién en el nimero
de linfocitos corticales y medulares (Fig. 19).

El grado de disminuciéon en el numero de linfocitos (Tabla 13) corticales y
medulares fue maximo a las 16 HPA. Los valores registrados a las 8 y 24 HPA fueron
significativamente menores. A las 48 HPA se observé un grado elevado de disminucion
de la cantidad de linfocitos corticales y medulares. Este valor fue significativamente
menor que el registrado a las 16 HPA.

Durante todos los tiempos experimentales, el grado de disminucion celular fue
significativamente mayor en la corteza que en la médula (P<0,05).

El grado de necrosis celular (Tabla 13) en la corteza fue significativamente
mayor, a las 8 y 16 HPA, que el registrado a las 24 y 48 HPA.

Durante todos los tiempos experimentales el grado de necrosis celular fue
significativamente mayor en la corteza que en la médula (P<0,05).

Las Tablas 14 y 15 reflejan que el timo resuitd el 6rgano linfatico mas
severamente dafado.

En los animales del Grupo C no se observaron lesiones.

-Médula ésea: en los animales del Grupo T se observé regular cantidad de células de

la serie linfocitica con cambios necréticos en todos los tiempos del experimento.
No se observd necrosis en las muestras de médula 6sea provenientes de

animales del Grupo C.



39

-Pulmén, rifidn, corazén y testiculo: no se observaron lesiones en ningun
animal de los Grupos T y C. No se vieron afectadas las células del tejido linfoideo

asociado a los bronquios pulmonares (BALT).



*Figura 6: lleon de ratdn tratado con micotoxina T-2, 16 HPA.

Marcada necrosis de las células epiteliales de las criptas (—) y necrosis de los linfocitos
de la lamina propia (»). Hy E, objetivo 20x.

*Figura 7: Colon de ratén tratado con micotoxina T-2, 8 HPA.
Necrosis linfocitaria en una placa de Peyer. H y E, objetivo 20x.
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Figura 6
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*Figura 8: Higado de raton tratado con micotoxina T-2, 8 HPA.

-lzquierda: aumento generalizado de la densidad y de la acidofilia citoplasmatica.

Hy E, objetivo x20. -Derecha: pérdida completa de los granulos de
glucégeno citoplasmaticos. PAS, objetivo 20x.

*Figura 9: Higado de ratén tratado con micotoxina T-2, 8 HPA.
Células hepaticas aisladas con necrosis coagulativa (—). H y E, objetivo x20.
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*Figura 10: Higado de ratén tratado con micotoxina T-2, 16 HPA.
Se observan algunos hepatocitos con cambios degenerativos. H y E, objetivo x20.

*Figura 11: Higado de ratén tratado con micotoxina T-2, 16 HPA.
Reaparicion de granulos de glucégeno en la zona 3 (centrolobulillar). PAS, objetivo 20x.
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*Figura 12: Higado de raton tratado con micotoxina T-2, 24 HPA.
-lzquierda: se observan algunos hepatocitos con cambios degenerativos en la zona 1
(perilobulillar). H y E, objetivo x20. —Derecha: reaparicion de granulos de glucogeno en
las zonas 2 y 3 (mediozonal y centrolobulillar). PAS, objetivo 20x.

*Figura 13: Higado de ratén tratado con micotoxina T-2, 48 HPA.

Los granulos de glucégeno estan presentes en todas las células del lobulillo.
PAS, objetivo 20x.
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*Figura 14: Higado de ratén del grupo control no tratado con micotoxina T-2.
Los granulos de glucdgeno estan distribuidos uniformemente en las células del lobulillo.
PAS, objetivo 20x.

*Figura 15: Timo de ratén tratado con micotoxina T-2, 24 HPA.

Moderada necrosis linfocitaria en la corteza (—) y disminucién del nimero de células.
H y E, objetivo 40x.
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Fiqura 14

Fiqura 15
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*Figura 16: Timo de ratén tratado con micotoxina T-2, 24 HPA.
Marcada necrosis linfocitaria en la corteza timica. Evidente disminucién del nimero de
linfocitos corticales. H y E, objetivo 40x.

*Figura 17: Timo de ratén tratado con micotoxina T-2, 48 HPA.
Detalle de la necrosis (—). Ausencia de células linfocitarias. H y E, objetivo 40x.
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*Figura 18: Timo de ratén del grupo control no tratado con micotoxina T-2.
Se distinguen claramente las zonas cortical (¢) y medular (¢), observandose la
integridad de sus células. H y E, objetivo 20x.

*Figura 19: Linfonddulo de ratdn tratado con micotoxina T-2, 8 HPA.

Necrosis linfocitaria en foliculo linfoideo de la corteza (—) y disminucién del nimero
de linfocitos. H y E, objetivo 40x.
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TABLA 1 — Peso corporal y de los érganos de los ratones control y tratados con

micotoxina T-2

rupoT

1,40%

1,83%

ANIMAL HPA ORGANOS
8 | 16 24 | 48
Media (g)
GrupoT [0,07°* [0,07% 0,07°% 0,07*~ BAZO
GrupoC |0,08"* [0,09°® [0,09°* |0,12°F

G |! 1,56"! 1,70!' ‘I‘ !

HIGADO

Grupo T

Gruioc 1,73%%  |2,04%F 212%% [211%F
0,05 0,06* 0,05 0,03* TIMO

Grupo T

29,42

28,53%

28,69%

Gruioc 0,05** [0,07"® 0,07>® 0,07°®
28,04

PESO CORPORAL

Grupo C

29 44°*

29,86 "

31,12%%

32,62~

-Grupo T: animales tratados con micotoxina T-2.
-Grupo C: animales control-no tratados.

-HPA: horas posteriores a la administracion.
-Media (g): valor promedio indicador del peso corporal y de los 6rganos, expresado en gramos.

-Significacion vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices

(a,b), son significativamente diferentes.

-Significacién horizontal: las medias dentro de la misma linea, y con distintos supraindices
(A, B, C, D) son significativamente diferentes.



TABLA 2 - Grado de necrosis celular en el estdmago de ratones tratados con
micotoxina T-2

ZONAS HPA

Is\
§
&

%h 36% 38% 21% 5%
%v 64% 48% 26% 11%
Cuello

%h 33% 20% 25% 22%
%v 17% 7% 8% 14%
Base

%h 8% 26% 40% 25%
%v 19% 45% 66% 75%

-HPA: horas posteriores a la administracién.

-Media: valor promedio indicador de grado de necrosis celular (grados O a 4).

-%h: porcentaje de campos microscopicos con necrosis celular (grados O a 4) en las distintas
HPA (lectura horizontal de la tabla).

-%v: porcentaje de campos microscépicos con necrosis celular (grados 0 a 4) en las distintas
zonas (lectura vertical de la tabla).

-Significacién vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices
(a, b, c), son significativamente diferentes (P< 0,05).

-Significacion horizontal: las medias dentro de la misma linea, y con distintos supraindices
(A, B, C) son significativamente diferentes (P< 0,05).



TABLA 3 - Grado de necrosis celular en las criptas intestinales de ratones
tratados con micotoxina T-2

ZONAS HPA
8 16 24 48
Duodeno
%h 36% 32% 19% 13%
%V 34% 32% 31% 26%

%h

27%

31%

18%

%h 35% 30% 24% 1%
%V 37% 32% 42% 25%
Ciego
[%h 31% (42% 10% 17%
%V 10% 14% 6% 12%
Colon

24%

%V

19%

22%

21%

36%

-HPA: horas posteriores a la administracion.

-Media: valor promedio indicador de grado de necrosis celular (grados O a 4).
-%h: porcentaje de campos microscopicos con necrosis celular (grados 0 a 4) en las distintas
HPA (lectura horizontal de |a tabla).
-%v. porcentaje de campos microscopicos con necrosis celular (grados O a 4) en las distintas
zonas (lectura vertical de la tabla).
-Significacién vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices

(a, b, c), son significativamente diferentes (P< 0,05).

-Significacion horizontal: las medias dentro de la misma linea, y con distintos supraindices

(A, B, C) son significativamente diferentes (P< 0,05).



TABLA 4 - Grado de necrosis de linfocitos de la lamina propia intestinal en

ratones tratados con micotoxina T-2

ZONAS HPA
8 16 24 48
Duodeno
%h 28% 29% 29% 14%
%v 43% 39% 66% 52%
lleon

%h 46% 34% 14% 6%

%v 45% 29% 21% 14%
Ciego
%h 15% 50% 1% 24%
%v 6% 17% 6% 23%
Colon

%h 19% 53% 14% 14%

%v

6%

14%

6%

11%

-HPA: horas posteriores a la administracion.

-Media: valor promedio indicador de grado de necrosis celular (grados 0 a 4).

-%h: porcentaje de campos microscopicos con necrosis celular (grados 0 a 4) en las distintas
HPA (lectura horizontal de la tabla).

-%v: porcentaje de campos microscopicos con necrosis celular (grados O a 4) en las distintas
zonas (lectura vertical de la tabla).

-Significacién vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices
(a, b, c), son significativamente diferentes (P< 0,05).

-Significacion horizontal: las medias dentro de la misma linea, y con distintos supraindices

(A, B, C) son significativamente diferentes (P< 0,05).



TABLA 5 — Porcentaje de mitosis en intestino de ratones tratados con

micotoxina T-2

ZONAS HPA
8 16 24 48

Duodeno
%h 13% 19% 31% 37%
%v 35% 37% 25% 32%
lleon
%h 9% 16% 34% 41%
%v 17% 21% 19% 24%
Ciego
%h 15% 10% 48% 27%
%V 31% 14% 29% 18%
Colon
%h 8% 17% 38% 37%
%V 17% 28% 26% 27%

-HPA: horas posteriores a la administracion.

-Media: valor promedio indicador de nimero de mitosis por campo.

-%h: porcentaje de campos microscopicos con células en mitosis en las distintas HPA (lectura

horizontal de la tabla).

-%v: porcentaje de campos microscopicos con células en mitosis en las distintas zonas (lectura

vertical de la tabla).

-Significacién vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices

(a, b, ¢), son significativamente diferentes (P< 0,05).

-Significacién horizontal: las medias dentro de la misma linea, y con distintos supraindices

(A, B, C) son significativamente diferentes (P< 0,05).
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TABLA 6 — Porcentaje de mitosis en intestino de ratones control y tratados con
micotoxina T-2

ANIMAL HPA ZONAS
8 16 24 48
Gruio T Duodeno
%h 13% 19% 31% 37%
%v 22% 27% 56% 47%
Grupo C

%h 9% 16% 34% 41%
%V 30% 29% 42% 44%
Grupo C

%h 13% 25% 29% 33%
%V 70% 71% 58% 56%

-Grupo T: animales tratados con micotoxina T-2.

-Grupo C: animales control-no tratados.

-HPA: horas posteriores a la administracién.

-Media: valor promedio indicador de nimero de mitosis por campo.

-%h: porcentaje de campos microscopicos con células en mitosis en las distintas HPA (lectura
horizontal de la tabla).

-%v. porcentaje de campos microscopicos con células en mitosis en las distintas zonas (lectura
vertical de la tabla).

-Significacion vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices
(a, b), son significativamente diferentes (P< 0,05).

-Significacion horizontal: las medias dentro de la misma linea, y con distintos supraindices
(A, B, C, D) son significativamente diferentes (P< 0,05).



TABLA 7 — Porcentaje de mitosis en intestino de ratones control y tratados con

Micotoxina T-2

ANIMAL HPA ZONAS |
16 24 48

Grupo T Ciego

%h 15% 10% 48% 27%

%V 51% 18% 58% 39%

Grupo C

%h 1% 33% 25% 31%

%V 49% 82% 42% 61%

| %h 8% 17% 38% 37%
%V 25% 34% 39% 41%
Grupo C
%h 14% 19% 35% 32%
%v 75% 66% 61% 59%

-Grupo T: animales tratados con micotoxina T-2.
-Grupo C: animales control-no tratados.

-HPA: horas posteriores a la administracion.
-Media: valor promedio indicador de nimero de mitosis por campo.
-%h: porcentaje de campos microscopicos con células en mitosis en las distintas HPA (lectura

horizontal de la tabla).

-%yv: porcentaje de campos microscopicos con células en mitosis en las distintas zonas (lectura
vertical de la tabla).
-Significacién vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices
(a, b), son significativamente diferentes (P< 0,05).
-Significacion horizontal: las medias dentro de la misma linea, y con distintos supraindices
(A, B, C, D) son significativamente diferentes (P< 0,05).



TABLA 8 — Lesiones en higado de ratones tratados con micotoxina T-2

[ LESION HPA

%h

40%

21%

21%

18%

%oV

72%

83%

85%

100%

[ %h

61%

24%

15%

0%

YoV

17%

14%

10%

0%

-HPA: horas posteriores a la administraciéon

-CA: cuerpos acidofilicos.

-CM: cariomegalia.

-NI: necrosis celular individual.

-Media: valor promedio indicador de nimero de CA, CM y NI por campo.

-%h: porcentaje de campos microscopicos con CA, CM y NI en las distintas HPA (lectura
horizontal de la tabla).

-%V: porcentaje de campos microscdpicos con CA, CM y NI en las distintas zonas (lectura
vertical de la tabla).

-Significacion horizontal: las medias dentro de la misma linéa, y con distintos supraindices
(A, B, C) son significativamente diferentes (P< 0,05).



TABLA 9 - Grado indicativo de la cantidad de hepatocitos con granulos de
glucégeno en los ratones control y tratados con micotoxina T-2

ANIMAL HPA HIGADO
16 24 48
Grupo T Zona 1
eriportal)
%h 0% 0% 61% 39%
%V 0% 0% 34% 68%
Grupo C
%h 39% 32% 25% 4%
%V 100% 100% 66% 32%
Grupo T Zona 2
{(mediozonal)
%h 0% 13% 47% 40%
Y%ov 0% 21% 56% 45%
Grupo C
%h 31% 25% 19% 25%
VA% 100% 79% 44% 55%

Grupo T

Zona 3

{centrolobulillar)

%h 0% 11% 49% - 40% -
%V 0% 21% 59% 154%
Grupo C

%h 35% 25% 20% 20%

Y%V

0%

21%

59%

54%

-Grupo T: animales tratados con micotoxina T-2.

-Grupo C: animales control-no tratados.

=HPA: horas posteriores a la administracién
-Media: valor promedio indicador de grado de hepatocitos con granulos de glucégeno por campo (grados 0 a 3).
-%h: porcentaje de campos microscépicos con células con granulos de glucégeno (grados 0 a 3) en las distintas

HPA (lectura horizontal de la tabla).

-%uV: porcentaje de campos microscépicos con células con granulos de glucégeno (grados O a 3) en las distintas

zonas (lectura vertical de la tabla).

-Significacién vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices (a, b), son
significativamente diferentes (P< 0,05).
-Significacion horizontal: las medias dentro de la misma Inea, y con distintos suprafndices (A, B, C, D) son
significativamente diferentes (P< 0,05).



TABLA 10 - Grado de lesidn en pancreas de ratones control y tratados con

micotoxina T-2

Grupo T

ANIMAL HPA HIGADO
16 24 48
Necrosis individual

o

[%h 23% 15% 54% 8%
%V 100% 100% 100% 100%
Grupo C
%h 0% 0% 0% 0%
%V 0% 0% 0% 0%

%h 12% 29% 22% 37%

Granulos

Y%V 24% 44% 37% 50%
Grupo C

| %h 25% 25% 25% 25%
%V 76% 56% 63% 50%

-Grupo T: animales tratados con micotoxina T-2.
-Grupo C: animales control-no tratados.

-HPA: horas posteriores a la administracién.
-Media: valor promedio indicador de grado de necrosis celular (grados 0-a 4) o de grado de

células con granulos de cimégeno (grados 0 a 3) por campo. *

=%h: porcentaje de campos microscépicos con necrosis celular (grados 0 a 4) o con células
con granulos de cimégeno (grados O a 3) en las distintas HPA (lectura horizontal de la tabla).
-%V: porcentaje de campos microscopicos con necrosis celular (grados 0 a 4) o con células
con granulos de cimégeno (grados 0 a 3) en las distintas zonas (lectura vertical de la tabla).
-Significacion vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices
(a, b), son significativamente diferentes (P< 0,05).
-Significacién horizontal: las medias dentro de la misma linea, y con distintos suprafndices

(A, B, C, D) son significativamente diferentes (P< 0,05).




TABLA 11 - Grados de disminucidn y de necrosis linfocitaria en timo de
ratones tratados con micotoxina T-2

LESION HPA ZONA
8 16 24 48
DL Corteza
%h 8% 14% 30% 48%
%V 30% 43% 52% 74%
DL Médula
%h 23% 23% 33% 21%
Y%V 70% 57% 53% 74%
NL Corteza
%h 16% 29% 29% 26%
YoV 65% 71% 69% 77%
NL Médula
Y%h 20% 28% 29% 26%
YoV 35% 29% 31% 23%

-HPA: horas posteriores a la administracion.

-DL.: disminucidn en la cantidad de linfocitos. __

-NL: necrosis de linfocitos.

-Media: valor promedio indicador de grados de DL o NL (grados 0 a 4).

-%h: porcentaje de campos microscépicos con NL o DL (grados 0 a 4) en las distintas HPA
(lectura horizontal de la tabla).

=%V: porcentaje de campos microscépicos con NL o DL (grados 0 a 4) en las distintas zonas
(lectura vertical de la tabla).

-Significacion vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices
(a, b), son significativamente diferentes (P< 0,05).

-Significacion horizontal: las medias dentro de la misma Iinea, y con distintos supraindices
(A, B, C, D) son significativamente diferentes (P< 0,05).



TABLA 12 - Grado de necrosis linfocitaria en bazo de ratones
tratados con micotoxina T-2

ZONA HPA
8 | 16 | 24 ] 48
PB
%h 48% 34% 7% 12%
%V 48% 40% 50% 63%

i

44%

44%

6%

YoV

52%

60%

37%

-HPA: horas posteriores a la administracién

-PB: pulpa blanca.

-PR: pulpa roja.

-Media: valor promedio indicador de grado de necrosis celular (grados 0 a 4).

-%h: porcentaje de campos microscépicos con necrosis celular (grados 0 a 4) en las distintas
HPA (lectura horizontal de la tabla).

-%V: porcentaje de campos microscépicos con necrosis celular (grados O a 4) en las distintas
zonas (lectura vertical de la tabla).

-Significacion vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices
(a, b), son significativamente diferentes (P< 0,05).

-Significacion horizontal: las medias dentro de la misma linea, y con distintos supraindices
(A, B, C) son significativamente diferentes (P< 0,05).



TABLA 13- Grados de disminucidn y de necrosis linfocitaria en linfonédulos

de ratones tratados con micotoxina T-2

LESION HPA ZONA
16 24 48

L Corteza

Médula

NL Corteza
%h 27% 30% 19% 24%
YoV 87% 65% 83% 65%
NL Médula
%h 10% 44% 10% 36%
Y%V 13% 35% 17% 35%

-HPA: horas posteriores a la administracién.

-DL.: disminucién en la cantidad de linfocitos.
-NL: necrosis de linfocitos. _
-Media: valor promedio indicador de grados de DL o NL (grados O a 4).
-%h: porcentaje de campos microscépicos con NL o DL (grados 0 a 4) en las distintas HPA
(lectura horizontal de la tabla).
-%vV: porcentaje de campos microscépicos con NL o DL (grados O a 4) en las distintas zonas
(lectura vertical de la tabla).
-Significacion vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices
(a, b), son significativamente diferentes (P< 0,05).
-Significacion horizontal: las medias dentro de la misma linéa, y con distintos supraindices

(A, B, C) son significativamente diferentes (P< 0,05).




TABLA 14 - Grado de necrosis linfocitaria en érganos linfoides de ratones

tratados con micotoxina T-2

ORGANO HPA
16 24 48
Bazo
%h 45% 39% 7% 9%
%V 31% 19% 4% 6%
Linfonédulo
%h 22% 34% 17% 127%
%V 21% 22% 15% 25%
Timo
%h 17% 29% 30% 24%
YoV 48% 59% 81% 69%

-HPA: horas posteriores a la administracion.
-Media: valor promedio indicador de grado de necrosis celular (grados 0 a 4).

-%h: porcentaje de campos microscopicos con necrosis celular (grados 0 a 4) en las distintas

‘HPA (lectura horizontal de la tabla).

-%v: porcentaje de campos microscépicos con necrosis celular (grados 0 a 4) en las distintas

zonas (lectura vertical de la tabla).

-Significacion vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices

(a, b, ¢), son significativamente diferentes (P< 0,05).

-Significacion horizontal:-ias medias dentro de la misma linea, y con distintos, supraindices
(A, B) son significativamente diferentes (P< 0,05).




TABLA 15 - Grado de disminucién linfocitaria en érganos linfoides de ratones
tratados con micotoxina T-2

ORGANO HPA
8 16 24 48

Linfondédulo

%h 13% 47% 12% 28%

%V 32% 58% 17% 29%
Timo

%h 15% 18% 31% 36%

%V 68% 42% 83% 71%

-HPA: horas posteriores a la administracién

-Media: valor promedio indicador de grado de disminucidn linfocitaria (grados 0 a 4).

-%h: porcentaje de campos microscépicos con disminucion linfocitaria (grados 0 a 4) en las
distintas HPA (lectura horizontal de la tabla).

-%v: porcentaje de campos microscopicos con disminucién linfocitaria (grados 0 a 4) en las
distintas zonas (lectura vertical de la tabla).

-Significacion vertical: las medias dentro de la misma columna, y con distintos supraindices
(a, b), son significativamente diferentes (P< 0,05).

-Significacion horizontal: las medias dentro de la misma linea, y con distintos supraindices
(A, B, C) son significativamente diferentes (P< 0,05).
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*Examen con microscopio electrénico

-Higado: a las 8 HPA, los hepatocitos de las muestras provenientes del Grupo T
presentaron lesiones ultraestructurales en el nucleo y en diversas organelas
citoplasmicas.

En algunos hepatocitos se observd picnosis caracterizada por una marcada
retraccion nuclear, con plegamiento de la membrana, prominencia de los poros
nucleares y condensacion de la cromatina. Acomparando estos cambios, se observo
marginacion de la cromatina a lo largo de la superficie interna de la membrana nuclear
con ausencia de cromatina en otras areas de la matriz nuclear (Fig. 20).

Las mitocondrias se observaron agrupadas, principaimente en disposicion
perinuclear. Numerosas mitocondrias presentaron formas anulares y de copa. Las
mitocondrias en forma de anillo evidenciaron, en su espacio central, matriz
citoplasmica, fracciones de reticulo endoplasmico rugoso (RER) y de reticulo
endoplasmico liso (REL) y algunos ribosomas libres (Fig. 20). Algunas de las
mitocondrias deformadas presentaron crestas orientadas longitudinalmente, pararelas
al eje mayor, con persistencia de crestas que conservaron la direccion perpendicular.
En general, las mitocondrias evidenciaron una matriz electrodensa homogénea con
ausencia de granulos densos. En algunos casos se observaron focos electrolicidos en
la matriz mitocondrial (Fig. 20 y 21).

El RER presenté una distribucién irregular en toda la matriz citoplasmica (Fig.
22). En algunas areas las cisternas del RER se observaron con una disposicion laminar
mientras que, en ofras, algunas fracciones del RER evidenciaron formas tortuosas

rodeando otras organelas membranosas (Fig. 20). En numerosos hepatocitos se
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observaron dilatacién y vesiculizacién del RER (Fig. 21). La degranulacion del RER
acompand a la vesiculizacion, caracterizandose por los escasos ribosomas que
tapizaron las membranas del RER y por |la presencia de gran cantidad de ribosomas
libres en el citoplasma. Se constaté la pérdida de la configuraciéon en roseta y en espiral
de los polirribosomas, con una manifiesta disgregacién ribosomal (Fig. 23).

En la mayoria de las células se observaron hipertrofia y proliferacion del
REL (Fig. 20 y 21), asi como dilatacion de las cistemnas del aparato de Golgi y pérdida
de las grandes vesiculas secretorias (Fig. 21 y 22). En algunos casos se constato la
presencia de figuras de mielina (Fig. 22).

En esta etapa, no se observaron particulas de glucoégeno.

A las 16 HPA los hepatocitos del Grupo T presentaron las mismas lesiones
ultraestructurales descriptas en las muestras correspondientes a las 8 HPA.

Los canaliculos biliares se observaron dilatados, comprobandose una reduccién
y deformacion de las microvellosidades de la superficie secretoria del hepatocito (Fig.
24).

En algunos casos se observaron hepatocitos con cambios necréticos que se
caracterizaron por la presencia de vacuolas autofagicas y por la pérdida de la
estructura citoplasmatica (Fig. 25).

A las 24 HPA las lesiones descriptas a las 8 y 16 HPA persistieron sélo en los
hepatocitos periportales del Grupo T. En esta etapa reaparecieron las particulas de
glucégeno y el RER presentd una distribucion principalmente perinuclear y en forma de
cisternas superpuestas (Fig. 26).

A las 48 HPA los hepatocitos del Grupo T presentaron una imagen cercana a la
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normal, con caracteristicas similares a los hepatocitos del Grupo C.

-Timo: a las 8 HPA las lesiones ultraestructurales observadas en las muestras
pertenecientes al Grupo T comprometieron, principalmente, a los linfocitos de la
corteza timica. Numerosas células evidenciaron nuicleos con cambios de picnosis,
cariorrexis y cariolisis. Fueron caracteristicas la condensacion, fragmentacion y
disolucién de los nucleos, observandose nucleos donde la cromatina condensada se
dispuso en forma de medialuna. En algunos casos se observaron cuerpos apoptoticos
que consistieron en fragmentos citoplasmaticos ovoides o esféricos conteniendo
remanentes de organelas citoplasmaticas o de material nuclear picnético (Fig. 27).

A las 16 HPA los nucleos de los linfocitos timicos corticales presentaron las
alteraciones ya descriptas a las 8 HPA. En algunos casos se observaron proyecciones
pedunculadas y fragmentos de material nuclear, rodeados de membrana, parcial o
totalmente separados de la masa nuclear principal por una banda de matriz
citoplasmica (Fig. 28, 29). Algunos nucleos presentaron profundas invaginaciones de la
membrana nuclear conteniendo material citoplasmico. En unos pocos casos, estas
invaginaciones llegaron a escindir el nicleo en dos porciones completamente
separadas (Fig. 30). En la médula del timo, algunas células reticuloepiteliales
presentaron formaciones similares a canaliculos intracitoplasmicos. Estas estructuras
consistieron en espacios quisticos limitados por una membrana desde la cual se
proyectaron escasas microvellosidades (Fig. 31). En general, las células
reticuloepiteliales corticales y medulares presentaron gruesas bandas de
tonofilamentos intracitoplasmicos.

A la 24 HPA las lesiones observadas fueron similares a las descriptas a las 16
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HPA.

A las 48 HPA las caracteristicas de los linfocitos timicos del Grupo T fueron
similares a los del Grupo C (Fig. 32).
-Bazo: las lesiones ultraestructurales observadas en las muestras pertenecientes al
Grupo T comprometieron a los linfocitos de los nédulos y los cordones esplénicos. Al
igual que en el timo, las células linfoides evidenciaron cambios de picnosis, cariorrexis
y cariolisis, observandose también la presencia de cuerpos apoptéticos (Fig. 33). Estas
lesiones estuvieron presentes a las 8, 16 y 24 HPA. A las 48 HPA, las caracteristicas

de las células linfociticas del Grupo T fueron similares a las del Grupo C (Fig. 34).
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*Figura 20: Hepatocito de ratén tratado con micotoxina T-2, 8 HPA.

Plegamiento de la membrana nuclear, condensacién y marginacién de la cromatina
(—). Condensacion y deformacion de mitocondrias (—), ausencia de granulos de
glucogeno, desordenada disposicion de las cisternas del RER vy proliferacion del REL
(»), x12000.

*Figura 21: Hepatocito de ratén tratado con micotoxina T-2, 8 HPA.
Dilatacién y vesiculizacion del RER (—). Hipertrofia y proliferacion del REL (»).
Mitocondrias con matriz electrodensa homogénea y ausencia de granulos densos.

Dilatacion de las cisternas del aparato de Golgi (—) y pérdida de las vesiculas
secretorias, x8500.
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*Figura 22: Hepatocito de ratén tratado con micotoxina T-2, 8 HPA.
Distribucion irregular del RER en la matriz citoplasmatica (—). Dilatacion de las
cisternas del aparato de Golgi (—). Presencia de figuras de mielina (»), x13000.

*Figura 23: Hepatocito de ratén tratado con micotoxina T-2, 8 HPA.
Dilatacion, vesiculizacion y degranulacion del RER (—). Numerosos ribosomas libres
en el citoplasma (»), x16000.




76

Figura 22

Figura 23
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*Figura 24: Hepatocito de ratdn tratado con micotoxina T-2, 16 HPA.
Dilatacion de los canaliculos biliares. Reduccion y deformacion de las
microvellosidades de la superficie secretoria del hepatocito (—), x4000.

*Figura 25: Hepatocito de ratén tratado con micotoxina T-2, 16 HPA.
Vacuolas autofagicas intracitoplasmaticas (—). En el angulo superior derecho se
observa parte de un hepatocito con cambios necréticos, x5000.
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Fiqura 24

Figura 25
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*Figura 26: Hepatocito de ratén tratado con micotoxina T-2, 24 HPA.
Numerosas particulas de glucégeno. EI RER presenta una disposicidn ordenada,
x6500.

*Figura 27: Timo de ratén tratado con micotoxina T-2, corteza, 8 HPA.
Numerosos linfocitos con cambios necréticos. Picnosis y cariorrexis nuclear (—).
Cuerpos apoptéticos con remanentes de citoplasma y nuacleo (»), x4000.
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*Figura 28: Timo de ratén tratado con micotoxina T-2, corteza, 16 HPA.

Linfocitos timicos con fragmentos de material nuclear parcial o totalmente separados
de la masa nuclear principal (—) e invaginaciones de la membrana nuclear (»),
x15000.

*Figura 29: Timo de ratén tratado con micotoxina T-2, corteza, 16 HPA.
Linfocitos con picnosis y proyeccién pedunculada de material nuclear (—), x6000.




Figura 28
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*Figura 30: Timo de ratén tratado con micotoxina T-2, corteza, 16 HPA.
Nucleo celular escindido completamente por una profunda invaginacién de la
membrana nuclear (—), x6800.

*Figura 31: Timo de ratén tratado con micotoxina T-2, médula, 16 HPA.

Célula reticuloepitelial con formaciones similares a canaliculos intracitoplasmaticos (—),
x6700.




84



85

*Figura 32: Timo de ratén del grupo control-no tratado, corteza.
Imagen de linfocitos corticales normales, x3200.

*Figura 33: Bazo de raton tratado con micotoxina T-2, pulpa blanca, 8 HPA.
Célula reticuloepitelial con cuerpos apoptéticos en el citoplasma (—), x11600.
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Fiqura 32

Figqura 33
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*Figura 34: Bazo de ratén del grupo control-no tratado, pulpa blanca.
Linfocitos y célula reticuloepitelial normales, x5700.




Figura 34
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4 DISCUSION

La micotoxina T-2 se caracteriza por sus efectos radiomiméticos, siendo un
potente inhibidor de la sintesis proteica y del ADN en las células eucariéticas. Al igual
que con el resto de los tricotecenos, las caracteristicas bioquimicas de la micotoxina
T-2 la hacen responsable de una potente accion citotéxica (157), observandose que
provoca un marcado dafio sobre las células de rapida division del tracto
gastrointestinal, bazo, timo, nédulos linfaticos, médula ésea y testiculos en diversas
especies animales (65).

En ratones, la micotoxina T-2 administrada por diferentes vias y en dosis
variadas, caus6 lesiones de diversa intensidad en numerosos érganos (67, 130, 131).
En nuestro trabajo se observaron lesiones en los érganos del tracto gastrointestinal,
higado, pancreas, timo, bazo, linfonédulo mesentérico y médula 6sea.

En el estémago, la lesion principal consisti6 en necrosis de las células
epiteliales de las unidades cimogénicas. El mayor grado de necrosis se observé a las 8
y 16 HPA con compromiso de las células de la region del istmo, mientras que a las 24
HPA resultaron con mayor dafo las células de la base. En ambas regiones,
transcurridas 48 HPA, se observd un descenso significativo en el grado de células
necréticas, si bien este valor continué siendo elevado en la region de la base. Por otro
lado, el grado de necrosis en las células del cuello fue alto en todos los tiempos
experimentales. Ademas de las lesiones descriptas, cuatro animales, a las 24 y 48 HPA
evidenciaron necrosis y descamacion del epitelio de revestimiento, con hemorragia
superficial. Este ultimo hallazgo coincide con lo observado por Lee y col. (67) en

ratones inoculados con micotoxina T-2 bajo similares condiciones que en nuestro



experimento. Este autor describe edema en la mucosa, citolisis y descamacion epitelial
ya a partir de las 3 HPA, con necrosis de las células de la unidad cimogenica,
exposicion de elementos vasculares de la lamina propia y acumulo de sangre en la luz,
a las 24 HPA. Algunos autores detallan la existencia de hiperemia, hemorragia y
necrosis del epitelio del estdmago en otras especies animales que recibieron una unica
dosis de micotoxina T-2 siguiendo la via digestiva (6, 22, 46, 65, 80).

En nuestro trabajo, la necrosis y la descamacion del epitelio de revestimiento,
asi como también el alto grado de necrosis en las células mas superficiales de las
glandulas fundicas (region del istmo), podrian explicarse como el resultado del contacto
directo de fa micotoxina administrada por via intragastrica o como consecuencia del
efecto citotdxico de esta toxina sobre la microvasculatura de la mucosa del estdbmago.
En el primer caso, el efecto por contacto directo parece jugar un papel importante,
segun lo descripto por Terao y col. (145), en el desarrollo de necrosis y hemorragia en
la mucosa del tracto digestivo. En el segundo caso, a partir del dafo que la micotoxina
T-2 provoca sobre los endotelios se desarrollaria una isquemia secundaria que
favoreceria el desarrollo de cambios degenerativos y necrosis epitelial. Un mecanismo
de accién similar es sugerido por Pang y col. (100) para explicar la lesion dérmica en
cerdos luego de la aplicacon toépica de micotoxina T-2.

En cambio, la necrosis observada en las células del cuello y de la base
glandular, regiones que concentran la mayor actividad mitética y de sintesis de
proteinas, probablemente fue la manifestacion directa de la accidn citotdxica de la
micotoxina T-2. Trabajos realizados en ratas intoxicadas con otro tricoteceno

(fusarenon x) han demostrado que las células de la base y del cuello también fueron las
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mas susceptibles a la acciéon de la micotoxina, con evidente formacion de cuerpos
apoptéticos (72, 73).

El descenso en el grado de necrosis celular observado a las 48 HPA tendria
relacién con la rapida absorcion y metabolizacion de la toxina, asi como con la
capacidad regenerativa del epitelio del estdmago. Ratones a los que se administro
micotoxina T-2 [3H] evidenciaron una rapida disminucién de la radioactividad en los
6rganos estudiados, no detectandose cantidades medibles luego de las 72 horas
posteriores a la inoculacién. Sobre esta base, es concebible que, tanto la incorporacién
como la eliminacion de los metabolitos téxicos, tengan lugar poco después de su
administracion sin llegar a acumularse en los tejidos (82). Por otro lado, y teniendo en
cuenta que el ritmo de renovacion de las células del istmo, precursoras de las células
epiteliales de superficie, es de 2,6 dias, una vez transcurridas las 48 HPA existiria una
regeneracion total del epitelio de revestimiento y casi completa de las células mucosas
del istmo. El alto grado de necrosis, aun observable a las 48 HPA, en las regiones del
cuello y de la base se entiende al considerar que la porcion secretora de las glandulas
se regenera mas lentamente que la capa de revestimiento (57, 59).

En el intestino, las lesiones observadas consistieron principalmente en la
presencia de células necréticas en el epitelio de las criptas de Lieberkiihn, entre las
células linfoideas de la lamina propia y en las placas de Peyer. Sélo en algunos casos,
alas 8 y 16 HPA, se observaron degeneracion y necrosis de los enterocitos del epitelio
de revestimiento. También fue evidente una disminucion en el nimero de mitosis
celulares.

Los segmentos estudiados del intestino delgado, duodeno e ileon, presentaron
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el mayor grado de necrosis de células epiteliales y linfoideas en todos los tiempos del
experimento y, sobre todo, a las 8 y 16 HPA. Si bien el nimero de células necréticas,
durante ese periodo, también fue alto en el ciego y en el colon, resultd
significativamente menor que el observado en el intestino delgado.

Coincidentemente con el periodo en que fue mayor la necrosis celular en los
distintos segmentos intestinales (8 y 16 HPA), el porcentaje de mitosis resultd
significativamente bajo. De modo similar, Schiefer y col. (130) han observado, en
ratones intoxicados con micotoxina T-2, que a mayor cantidad de células necréticas en
las criptas menor fue el nimero de figuras mitéticas detectadas.

Los hallazgos descriptos concuerdan con lo observado por diversos autores en
ratones, cobayos, cerdos y pollitos que recibieron micotoxina T-2 por distintas vias (46,
80, 131, 148, 164). Contrariamente a lo observado en nuestra experiencia, Lee y col.
(67) describen, basicamente, la presencia de edema y vasodilatacion en las
vellosidades del duodeno y del yeyuno, limitando |la ocurrencia de necrosis celular sélo
a las células del epitelio de revestimiento y a algunos linfocitos de la lamina propia. Por
otro lado, destacan la ausencia de lesiones en ileon.

En nuestro estudio, la reduccién en el porcentaje de mitosis y la necrosis de las
células epiteliales de las criptas intestinales fueron evidentes ya a las primeras horas
de administrada la micotoxina T-2. Si consideramos que, en el intestino sano, la
regeneracion epitelial se produce a partir de la intensa actividad mitética de las células
de la porcién basal de las glandulas de Lieberkuhn, las lesiones aqui descriptas reflejan
la accién radiomimética de la micotoxina T-2 y su efecto sobre las células de rapida

divisién. La integridad observada en el epitelio de revestimiento, ain en las etapas de
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mayor grado de necrosis de las células de las criptas, se explicaria teniendo en cuenta
el corto tiempo de evaluacion experimental.

La necrosis de las células linfoideas de la lamina propia y de las placas de Peyer
refleja una asociacion entre el efecto inhibitorio de la micotoxina T-2 sobre la sintesis
proteica y el dafio en el sistema inmune. Li y col. (70) describen las caracteristicas
morfolégicas de la necrosis observada en los linfocitos de las placas de Peyer en ratén
y las relacionan con una disminucion en la respuesta inmune local y sistémica.

Al igual que en el estdmago, la tendencia a una recuperacion de las lesiones, a
partir de las 24 HPA, tendria relacion con el corto tiempo de absorcién y metabolizacion
de la toxina. Sato y col. (125) han observado que la micotoxina T-2 y otros tricotecenos
son rapidamente absorbidos, desde el sitio de administracion, y distribuidos por
distintos 6rganos (higado, rifiones, intestinos y otros). Si bien, como se ha sefialado
anteriormente, Matsumoto y col. (82) han demostrado que la micotoxina T-2 no se
acumularia en los tejidos mas alla de las 72 hs. de administrada, los mismos autores
han observado que, luego de la administracién de micotoxina T-2 [3H], |la radioactividad
especifica detectada en el intestino delgado fue mayor que ia del intestino grueso y
continud en un alto nivel durante las 48 horas posteriores al tratamiento. Esto explicaria
el mayor dafio observado, en nuestro trabajo, en el intestino delgado en comparacién
con el intestino grueso. A esto podria sumarsele el efecto de la circulacién
enterohepatica de la micotoxina T-2 y sus metabolitos conjugados. Coddington y col.
(15) describen en ratas la recuperacion, en bilis, de metabolitos biolégicamente activos,

tales como 3'-OH HT-2, T-2 tetraol y HT-2, luego de que la micotoxina T-2 [3H] fuese
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administrada intraduodenalmente. De este modo, es probable que en nuestro caso, la
micotoxina T-2 haya sido excretada como metabolitos aun téxicos, a través de la bilis.
Esta recirculacién metabélica prolongaria el efecto téxico de la micotoxina T-2 (15).

Las lesiones observadas en el pancreas consistieron en necrosis individual de
las células acinosas y disminucién en la cantidad de granulos de cimégeno, no
observandose lesién alguna en los islotes de Langerhans. El efecto de la micotoxina
T-2 sobre el pancreas ha sido estudiado previamente por otros autores en cerdos,
habiéndose encontrado cambios de degeneracién y necrosis en las células acinares
(99).

La actividad de sintesis proteica en el pancreas es de importancia primordial y
esta dirigida a la produccion de grandes volumenes de secrecion exocrina (56). Las
caracteristicas morfolégicas de las células acinosas se corresponden con su funcioén de
sintesis, siendo células muy ricas en ARN (57). Segun lo descripto por otros autores
(99) la micotoxina T-2 provoca lesion en el reticulo endoplasmico rugoso de las células
acinosas. De este modo es probable que produzca una inhibicion en la sintesis proteica
al igual que lo que sucede en otros 6rganos.

El pancreas exocrino es un érgano labil, susceptible a muchas influencias
adversas de tipo téxico, infeccioso o nutricional (56). La pérdida progresiva de los
granulos de cimdgeno producida en los animales que recibieron micotoxina T-2 seria

uno de los primeros cambios indicativos de la lesién degenerativa.

El higado resulté otro de los 6rganos afectados por la micotoxina T-2. Las

lesiones observadas, tanto en el estudio con microscopio 6ptico como con el
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microscopio electrénico, consistieron, basicamente, en cambios relacionados con
procesos de degeneracion y necrosis celular. Estas alteraciones fueron evidentes ya a
las 8 HPA, notandose una disminucion significativa en las lesiones estudiadas a partir
de las 16 HPA, con una imagen histolégica cercana a la normal a las 48 HPA.

El efecto de la micotoxina T-2 sobre el higado ha sido estudiado por diversos
autores y desde distintos puntos de vista. Para algunos, el higado es el 6rgano que
mejor reflejaria la toxicidad de la micotoxina T-2, dada su distribucién subcelular. De
este modo, se ha observado que existe una asociacion inmediata de la toxina y sus
metabolitos con las fracciones nuclear, ribosémica y mitocondrial del hepatocito,
conocidos sitios de accién de los tricotecenos (97). Otros autores centran su atenciéon
en los cambios bioquimicos celulares y en las variaciones de la bioquimica sanguinea.
Estudios experimentales han evidenciado que la micotoxina T-2 indujo cambios en los
valores de proteinas, glucosa, lipidos y enzimas séricas en ratas, ratones, conejos,
cerdos, bovinos y aves (9, 91, 101, 113, 128, 143). Ademas, y con el fin de esclarecer
el papel de la micotoxina T-2 en la injuria hepatica, diversos autores han llevado a cabo
experiencias basadas en la hipétesis que la micotoxina T-2 estimularia la peroxidacion
lipidica en el higado. El dafio observado en el sistema de membrana celular hepatica
seria iniciado por la produccion de radicales libres y continuado en forma autocatalitica,
como una reaccion en cadena, conduciendo a un aumento de la peroxidacion lipidica
de las biomembranas (1, 113, 120, 142). De todos modos, para otros investigadores no
queda claro si la peroxidacion lipidica causada por la micotoxina T-2 participaria en la
injuria hepatica como un disparador, o si el dafio en las membranas hepéaticas seria

previo a la estimulacion de la peroxidacion y consecuencia de un efecto toxico general



(10, 150). Por otro lado, se han descripto disturbios en el sistema de las enzimas
metabolizantes de drogas, con valores bajos en la actividad de la enzima anilina-
hidroxilasa y en el nivel de citocromo P-450 en el higado de ratas y ratones que
recibieron la micotoxina T-2 en forma oral (32, 113).

Desde el punto de vista de la morfologia hepatica, la informacién disponible
respecto del efecto de la micotoxina T-2 sobre el higado es muy variable. Algunos
autores no hallaron lesion alguna en el higado de ratones, cobayos y cerdos luego de
la reproduccién de cuadros de intoxicacion aguda y subaguda (43, 67, 80, 100, 130,
164). Otros autores describen cambios en el higado de conejos, ratas, pollitos y
lechones. En conejos, las lesiones consistieron en tumefaccion hepatocelular
centrolobulillar y moderada fibrosis portal y periportal (91). En ratas, se han descripto,
principalmente, focos de necrosis celular y necrosis de células aisladas en todo el
lobulillo (6, 63). En pollitos, las lesiones hepaticas consistieron en focos multiples de
necrosis coagulativa, hemorragia e hiperplasia de ductos biliares, principalmente en la
region portal (46). En lechones se observaron una reducciéon del contenido de
glucégeno hepatico y hepatocitos con degeneracion grasa (161).

A diferencia de los expresado por Lee y col. (67), quienes resaltan la ausencia
de lesiones en el higado de ratones que recibieron 11 de mg T-2/Kg PV por intubacion
gastrica, en nuestro trabajo fueron evidentes los cambios hepaticos asociados a
procesos de degeneracion y necrosis celular.

Los cambios observados con el microscopio electrénico se correlacionan con
aquellos detectados mediante el microscopio 6ptico. La hipertrofia y la proliferacion del

REL, asi como la desaparicion de las particulas de glucogeno se corresponden con la
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acidofilia aumentada del citoplasma de los hepatocitos. Los cuerpos acidofilicos
observados son resultado de la disposicion en forma compacta, en el citoplasma, de las
membranas del REL hiperplasico y de otras organelas.

La marginacion y condensacion de la cromatina nuclear, observadas con el
microscopio electrénico, asi como la ausencia de cromatina en otras areas de la matriz
nuclear, indicarian un aumento de la heterocromatina y una disminucién de la
eucromatina activa. Existen evidencias que apoyan la idea que la eucromatina es activa
en la sintesis de ARN y ADN mientras que la heterocromatina muestra una escasa o
nula actividad en las etapas de replicacion y transcripcion (35). Este hallazgo reflejaria
la accion inhibidora de los tricotecenos en la sintesis proteica y de ADN.

El dafio del RER, observado con el microscopio electrénico, representa la
evidencia mas temprana de citotoxicidad y parece ir acompariado por una disminucién
en la sintesis proteica (145). La degranulacién del RER y la desagregacion de los
polirribosomas hepaticos observados en nuestro estudio, coinciden con lo descripto por
Trusal y col. (149) en hepatocitos de rata in vitro. Ueno (157) ha demostrado que uno
de los primeros efectos de los tricotecenos es la desagregacion de la estructura
polisomal. Este autor establecié que la micotoxina T-2, al igual que otros tricotecenos,
se une a los polisomas y ribosomas de las células eucariéticas, mostrando una alta
afinidad por la subunidad 80s de los ribosomas. De este modo interfiere en el ciclo
ribosdmico, causando inhibicién de las reacciones de iniciacion y terminacion (157).

La dilatacion de las cisternas del complejo de Golgi y la pérdida de las vesiculas
asociadas fueron hallazgos coincidentes con lo descripto por Mollenhauer y col. (85).

Estos cambios indicarian una accion inhibitoria de la micotoxina T-2 en el transporte de
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las proteinas sintetizadas en el RER hacia el complejo de Golgi y en la formacién de los
granulos de secrecion.

En experimentos previos hemos observado que las lesiones hepaticas presentes
en el RER, ribosomas y complejo de Golgi, estuvieron acompariadas por un descenso
significativo y persistente, durante todo el periodo experimental, en los niveles séricos
de proteinas totales y albumina. Esto se consider6 un reflejo del potente efecto
inhibitorio de la micotoxina T-2 sobre la sintesis proteica (113).

E! REL es vulnerable a la accion de algunas micotoxinas (145). Su activa
participacién en la metabolizacion de drogas y esteroides, a través del sistema de
oxidasas de funcién mixta microsomal, hace interesante el analisis de los cambios
morfoldgicos ante la injuria téxica.

La proliferaciéon del REL observada en nuestro trabajo puede considerarse como
la expresion morfoloégica hepética de la produccion de enzimas metabolizantes de
drogas. En estudios previos (113), esta lesién del REL coincidié con un aumento de la
actividad de anilina-hidroxilasa hepatica a las 8 HPA, tanto en el Grupo C (control-no
tratados) como en el Grupo T (toxina-tratados). En este caso, el aumento en la
actividad enzimatica pudo ser inducido por la administracion de etanol al 20% como
solucion vehiculo de la micotoxina T-2. Una vez trancurridas 16 HPA, los cambios en el
REL, en los animales del Grupo T, persistieron sélo en los hepatocitos periportales,
coincidiendo con un descenso persistente en la actividad de anilina-hidroxilasa.

Por otro lado, la ausencia de particulas de glucogéno, a las 8 HPA, fue total en
las zonas 1, 2 y 3 del acino hepatico. Esto también coincide con lo descripto por

Mollenhauer y col. (85). A partir de las 16 HPA las particulas de glucégeno
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reaparecieron en las zonas 2 y 3 del acino, alcanzando los valores del grupo C a las 24
HPA. En la zona 1 (periportal), en cambio, la ausencia de glucégeno persistié a las 16
HPA con una lenta recuperacion a partir de las 24 HPA.

La proliferacién del REL y la disminucién de la cantidad de particulas de
glucégeno son cambios que se asocian a la injuria toxica hepatica temprana (146). Se
ha sugerido que el glucégeno en el citoplasma puede ejercer un efecto de proteccion
contra reactivos toxicos, atrapandolos antes de que daifien los componentes
membranosos mas vitales de la célula (60).

La persistencia de los cambios de degeneracion y necrosis en los hepatocitos
periportales, mas alla de las 24 HPA, podria ser el resultado de una mayor exposicion
de estas células al compuesto toxico sin metabolizar, que llega por sangre al lobulillo.
Por ofro lado, la actividad reducida de las enzimas biotransformantes en estas células
no resultaria suficiente para degradar el compuesto original a metabolitos no toxicos,
prolongando el dafio celular.

Las lesiones mitocondriales incluyeron condensacién de la matriz y alteracién de
las crestas. Estos hallazgos fueron previamente descriptos en el higado de ratén (85),
si bien la exposicién, in vitro, de hepatocitos de rata a la micotoxina T-2 no produjo
cambios ultraestructurales en las mitocondrias (149). En otras circunstancias se ha
observado una interesante correlacion entre las alteraciones morfolégicas
mitocondriales y su contenido de enzimas. Algunos autores han descripto variaciones
en la morfologia y orientacion de las crestas mitocondriales asociadas a la exposicion a
altas concentraciones de O2 y a la disminucién en la actividad de citocromo-oxidasa

(36). Por otro lado, Pace (96) demostré que la micotoxina T-2 inhibié el consumo de
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oxigeno mitocondrial, tanto en hepatocitos aislados de higados de ratas intoxicadas
con micotoxina T-2 como en preparaciones mitocondriales tratadas con la micotoxina
T-2 in vitro. Esto sugiere que la mitocondria es uno de los sitios de accién de la
micotoxina T-2, existiendo una inhibicion de la respiracién hepatica mitocondrial. En
estas condiciones, se hallaria limitada la reduccion de 02 a H20 por la enzima
citocromo-oxidasa generandose un acumulo de radicales superoxido (02-) en la
mitocondria (30). Este y otros radicales libres podrian eludir las defensas antioxidantes
y provocar dafio sobre las estructuras de membrana, los lipidos, las uniones sulfhidrilo
de las proteinas y los nucleétidos del ADN celulares. De este modo se explicaria la
necrosis celular hepatica observada y sus caracteristicas morfologicas.

El analisis estadistico de las lesiones microscopicas hepaticas refleja que el
grado maximo de lesion se produjo a las 8 HPA con un descenso significativo a las 16 y
24 HPA, hasta alcanzar valores proximos a cero a las 48 HPA. En el examen con
microscopio electronico también se observd una tendencia a la normalizacion, a partir
de las 24 HPA, si bien algunas de las lesiones ultraestructurales siguieron presentes en
los hepatocitos periportales. A pesar de esta tendencia a la recuperaciéon de las
lesiones hepaticas dentro del periodo estudiado, el peso relativo del higado se mantuvo
por debajo de los valores registrados en los animales del Grupo C.

El timo resulté el 6rgano linfoideo mas severamente dariado por la micotoxina
T-2. Las lesiones microscdpicas consistieron en necrosis linfocitaria y disminucion en
el numero de linfocitos timicos corticales y medulares.

Durante todo el periodo experimental la necrosis linfocitaria fue mas evidente en

la corteza que en la médula, aunque esta diferencia fue estadisticamente significativa
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s6lo a las 8 HPA. Los valores maximos de necrosis, en ambas regiones timicas, se
observaron a las 16 y 24 HPA. Contrariamente, la disminucion en el nimero de células
fue significativamente mayor en la médula que en la corteza, a las 8 y 16 HPA, si bien
este valor fue aumentando en la corteza, hasta alcanzar su maximo a las 48 HPA.
Estos hallazgos coinciden, en lineas generales, con lo descripto por diversos autores
(39, 114, 130, 133, 148).

El mayor grado de necrosis observado en la corteza reflejaria el efecto
radiomimético de la micotoxina T-2, teniendo en cuenta que los timocitos corticales son
menos maduros que los medulares y que, en el timo, la actividad mitética se concentra
casi exclusivamente en la capa cortical (57, 121). Del mismo modo, el mayor grado de
disminucion en la cantidad de células registrado en la médula seria una consecuencia
de la necrosis celular cortical que impediria la normal migracion de los timocitos
corticales hacia la médula y su maduracién en ella (121). El mayor descenso en el
namero de células registrado en la corteza a las 48 HPA, junto a los valores aun altos
de necrosis observados en esta etapa, brindaron, al examen histopatoldgico, la imagen
de un area cortical desnuda y casi ausente con la sola persistencia de células
reticulares componentes de la trama de sostén. Esta aparente persistencia del efecto
de la micotoxina T-2 sobre la corteza timica a las 48 HPA, podria tener relacion con la
necrosis observada, en nuestro trabajo, en células indiferenciadas de la médula 6sea.
De este modo, durante el periodo estudiado, no existiria posibilidad de repoblacion de
la corteza timica a partir de la migracion de células de la médula ésea (57). Por otro
lado, la necrosis linfocitaria presente también en los érganos linfoideos secundarios,

estimularia a una migracion aumentada de los linfocitos timicos hacia aquellos 6rganos.
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Esto agravaria la disminucion celular persistente durante el periodo experimental.

El menor peso relativo del timo registrado en los animales del Grupo T respecto
a los del Grupo C durante todo el periodo experimental y principalmente a las 48 HPA,
se corresponderia con los porcentajes de disminucién en la cantidad de linfocitos
timicos corticales y medulares.

El estudio del timo con el microscopio electrénico reveld los detalles
morfolégicos de la necrosis linfocitaria observada. La condensacion, fragmentacion y
lisis de la cromatina nuclear fueron evidentes, principalmente en los linfocitos timicos
corticales, a las 8 y 16 HPA. Estos cambios coinciden con lo descripto por Glavits y col.
(39) y Shinozuka y col. (133). Otras lesiones nucleares, tales como proyecciones
pedunculadas e invaginaciones de la membrana nuclear, evidentes en las primeras
horas de administrada la micotoxina T-2, han sido asociadas a distintos procesos
leucémicos y linfomatosos  (35). En estos casos, se encontrd6 que Ilas
alteraciones nucleares descriptas se correlacionaron con anomalias
cromosomicas y sintesis defectuosa de nucleoproteinas (35). Shinozuka y col.
(133) han sefalado la presencia de similares lesiones nucleares en ratones intoxicados
con micotoxina T-2 en condiciones equivalentes a las de nuestro trabajo.

La formacién de cuerpos apoptéticos, que aqui se detalla y que se ha descripto
previamente (114), coincide con lo descripto por Kerr y col. (61). Estos autores hacen
referencia a la apoptosis como mecanismo regulador de las poblaciones celulares
animales. En el caso de la intoxicacion con micotoxina T-2, Shinozuka y col. (133) han
observado la formacibn de cuerpos apoptéticos en timo, con caracteristicas

morfologicas similares a las descriptas en este trabajo. En el estudio mencionado se
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detectaron linfocitos apoptdticos, no sélo mediante el examen ultraestructural sino,
ademas, por la aplicacion del método TUNEL para la detecciéon in sifu del ADN
fragmentado y por el uso de la técnica de electroforesis en gel de agarosa para el ADN
extraido de las muestras de timo. Por otro lado, Ueno y col. (160) comprobaron que la
micotoxina T-2 y otros tricotecenos (roridina A, NIV y DON) indujeron la fragmentacién
del ADN in vitro, en células promielociticas de origen leucémico (células HL-60), con
cambios ultraestructurales caracteristicos de la muerte celular apoptética. Estas
observaciones indicarian que la micotoxina T-2 podria actuar como disparador del
mecanismo de apoptosis celular o “muerte celular programada’ y conducir asi, al dafio
morfoldgico inicial en las células timicas. De este modo, la apoptosis acompafiaria a la
“muerte celular accidental” o necrosis linfocitaria también observada.

A las 16 y 24 HPA, sumados a los cambios nucleares ya descriptos, se
observaron en la médula timica, células reticuloepiteliales con formaciones similares a
vesiculas intracitoplasmicas con proyecciones digitiformes. Se han utilizado términos
tales como canaliculos, Iimen y alvéolos para denominar dichos quistes (37). Estas
estructuras han sido frecuentemente vistas en proximidad de los corpusculos timicos,
en cobayos y ratones, sugiriéndose que se trataria de una de las manifestaciones de
degeneracion celular (62). En el timo de embriones de ratas, algunos autores han
descripto la presencia de células medulares llamadas “células epiteliales hipertréficas”,
con caracteristicas similares a las sefaladas en este estudio (163).

Si bien la funcién de las células reticuloepiteliales es, principalmente, actuar
como soporte de las células linfoides, la estructura de vesiculas y vacuolas

citoplasmicas se relacionaria con la produccion y liberacién de hormonas timicas. Es
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conocido que el timo secreta sustancias biolégicamente activas que estimulan la
linfopoyesis en general y la diferenciacion de las células inmaduras de la médula Osea
orientada a la formacion de linfocitos T (57, 118). De acuerdo con esto, la presencia de
estructuras canaliculares en las células reticuloepiteliales con mayor frecuencia en las
muestras procesadas de los animales del Grupo T, indicaria un aumento en la
producciéon de sustancias timicas linfopoyéticas como respuesta a la necrosis y
disminucién en el numero de los linfocitos timicos.

El bazo, otro de los 6rganos linfoides afectados, evidencié cambios necréticos
similares a los observados en el timo. Los valores indicativos de un mayor grado de
necrosis linfocitaria se registraron a las 8 y 16 HPA, indicando una manifestacion de la
accion de la micotoxina T-2 mas temprana que en el timo. Esto coincide con lo
descripto por Schieffer y col. (131). De igual modo, una disminucién significativa en la
cantidad de células necréticas observadas tanto en los nédulos como en los cordones
esplénicos, fue evidente ya a partir de las 24 HPA. Sin embargo, y pese a que las
lesiones en bazo mostraron una tendencia regresiva dentro de las 48 HPA , el peso
relativo del érgano se mantuvo significativamente por debajo del de los animales del
Grupo C durante todo el periodo experimental. Esto, al igual que en timo, podria tener
relacion con la aparente disminucion en el niumero de células linfoides observada. La
menor cantidad de linfocitos en bazo sélo fue evidente en los cordones esplénicos
(pulpa roja) y no en los nédulos linfaticos (pulpa blanca), lo que impidio obtener datos
suficientes para su posterior evaluacion estadistica. A diferencia de lo expresado en
este estudio, otros autores (39, 133, 148) sefalan la presencia de foliculos linfoides

atréficos y con una marcada disminucion de las células que los constituyen.
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El examen del bazo con el microscopio electrénico revelé lesiones en los
foliculos linfoides de iguales caracteristicas pero de aparente menor severidad que las
observadas en el timo. Esto coincide con lo descripto por Shinozuka y col. (133).

El linfonédulo mesentérico y los agregados linfoideos intestinales (placas

de Peyer) también resultaron dafiados por la micotoxina T-2. Al igual que en el bazo y
en el timo, la lesion microscépica consistio, principalmente, en necrosis linfocitaria
presente tanto en las zonas T como B dependientes. Este hallazgo coincide con lo
descripto por diversos autores en ratones, cobayos, conejos, cerdos y aves (22, 39,
46, 70, 80, 91, 130, 133, 161).

Como se sefialara anteriormente, a pesar de la destruccién celular observada, el
bazo no presentd disminucién en el numero de linfocitos de los foliculos linfoideos. En
el linfonédulo mesentérico, en cambio, hubo una importante reduccion en la cantidad
de linfocitos corticales y medulares a las 16 HPA. De todos modos, entre las 24 y 48
HPA se produjo un incremento en la densidad celular. Esto indicaria que,
probablemente, haya existido una migraciéon celular aumentada desde los 6rganos

linfoides primarios a los secundarios.
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¢ CONCLUSIONES

*La micotoxina T-2 causoé alteraciones morfologicas celulares y subcelulares en
estébmago, intestino delgado y grueso, pancreas, higado, timo, linfonédulo mesentérico
y bazo.

*Las lesiones principales observadas consistieron en:

-necrosis de las células epiteliales de las glandulas fundicas del estdmago
y de las criptas del intestino y reduccién del porcentaje de mitosis.

-necrosis, apoptosis y disminucién en el nimero de células linfoides del
timo, linfonodulo mesentérico, bazo y placas de Peyer.

-necrosis individual de las células parenquimatosas del higado y
pancreas.

*Dentro de los érganos del sistema digestivo, el duodeno y el ileon fueron los
mas afectados. El mayor dafio se observo a las 8 y 16 HPA. A partir de las 24 HPA se
evidencié una tendencia a la recuperacién de las lesiones.

*Dentro de los 6rganos del sistema hematopoyético, el timo resulté el érgano
mas severamente danado. La necrosis linfocitaria alcanzé valores maximos a las 16 y
24 HPA, comprometiendo, en mayor grado, a los linfocitos corticales. En este 6rgano
las lesiones persistieron durante todo el periodo experimental.

*En todos los drganos estudiados, excepto en el timo, se observd una

recuperacion de las lesiones casi completa al final del periodo experimental.
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SECCION li
ESTUDIO LECTINHISTOQUIMICO

*Objetivo _especifico: Evaluar las posibles variaciones en la presencia y localizacion

de residuos hidrocarbonados del tracto gastrointestinal respecto al patrén normal.

¢ MATERIALES Y METODOS

(ver Seccién I: animales, micotoxina y disefio experimental. Paginas 24 y 25)

*Lectinas: se utilizaron 7 lectinas biotiniladas (Vectastain Elite, Vector Labs. Inc.,
Burlingame, CA, USA). En el cuadro 1 se indican su abreviatura, especificidad por los

hidratos de carbono y concentracién utilizada.



CUADRO 1

Lectinas utilizadas para la identificacién de residuos hidrocarbonados en cortes

de tejidos
Lectina Procedencia |Especificidad por| Concentraciéon
HC
I- glucosa/manosa Canavalia aMan>aGlc>GIcNAC 30 pg/ml
ConA ensiformes
(jack bean)
II-N-acetilglucosamina | Tnticum vulgans | GlcNAc (B1,4GIcNAc) 10 pg/mi
WGA (wheat germ) >BGIcNAc>NeuSNAc
llI-N-acetilgalactosamina/ | Glycine maximus | o y BGalNAc>a y pGal 30 pg/mi
Galactosa (soy bean)
SBA
DBA Dolichos biflorus | GaiNAca1,3GalNAc>> 30 pg/mi
(horse gram) aGalNAc
PNA Arachis Gal p1,3GalNAc > 30 pg/mi
hypogaea ay pGal
(peanut)
RCA-I Ricinus pGal>aGal>>GalNAc 30 ug/mi
communis
(castor bean)
IV-L-fucosa Ulex europaeus ! | al-Fuc 30 ug/mi
UEA-1 (gorse seed)

Man: manosa; Glc: glucosa; GIcNAc: N-acetilglucosamina; NeuNAc: acido

N-acetilneuraminico (acido silico); Gal: galactosa; GalNAc: N-acetilgalactosamina;

Fuc: fucosa (21)

*Procedimiento: el estudio lectinhistoquimico se realizé sobre cortes de

los distintos segmentos intestinales (duodeno, ileon, ciego y colon) de acuerdo con la

técnica descripta por Quiroga y col. (115). Se utilizaron muestras provenientes de 16
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animales pertenecientes al Grupo T sacrificados a las 8, 16, 24 y 48 HPA (4 animales
por cada tiempo experimental) y de 1 animal perteneciente al Grupo C sacrificado a
las 8 HPA. Se prepararon portaobjetos revestidos con una pelicula adhesiva,
sumergiéndolos en una solucion de neoprene al 0,2% en toluol. Sobre estos
portaobjetos se adhirieron cortes de 3 um de espesor que se desparafinaron y
rehidrataron por pasajes por xilol y etanol en concentraciones decrecientes. El bloqueo
de la peroxidasa endogena se realizd mediante la incubacion de los cortes con una
solucién de perdxido de hidrogeno (H202) al 3% en metanol absoluto, durante 30
minutos, a temperatura ambiente. La tincion inespecifica de fondo se redujo cubriendo
las muestras con una solucién de albumina bovina al 0,1 % en PBS, durante 30
minutos, a temperatura ambiente. Los cortes se incubaron, durante 12 horas a 4 °C,
con las lectinas biotiniladas en las concentraciones indicadas en el cuadro 1.
Posteriormente, se adicioné una soluciéon del complejo avidina-biotina peroxidasa
(ABC) (Kit Vectastain ABC System, Vector Labs. Inc.,, Burlingame, CA, USA),
preparada segun las indicaciones de su fabricante, durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La actividad de la peroxidasa se revelé por inmersién de los cortes en una
solucién de 3,3'-diaminobenzidina (DAB) al 0,02% y H202 al 0,05% en buffer Tris-HCI
0,05M (pH 7,6) (20 mg en 100 ml de buffer Tris). Se realiz6 un doble control negativo,
bloqueandose cada lectina con el azucar respectivo y sustituyendo las lectinas por

PBS.
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*Analisis estadistico:

Se observaron las muestras provenientes de los grupos T y C teniendo en
cuenta, en cada caso, el tramo intestinal estudiado (duodeno, ileon, colon y ciego) y el
tiempo transcurrido posinoculacién (8, 16, 24 y 48 HPA).

-Intestino: los cortes de intestino se estudiaron mediante la observacioén de 4
campos microscopicos elegidos al azar (objetivo 40x). En cada campo se evalud la
reactividad, frente a las siete lectinas, de las células del epitelio de revestimiento y del
epitelio de las criptas, incluyendo las células caliciformes. En todos los casos, se
determinaron la intensidad de la respuesta observada asi como su localizacién
celular.

La reactividad frente a las diferentes lectinas se gradué de 0 a 3 segun la
intensidad de la coloracioén:

*grado O: negativa

*grado 1. débilmente positiva

*grado 2. moderadamente positiva

*grado 3: fuertemente positiva.

A partir del analisis estadistico de los numeros enteros indicadores de grado de
intensidad de coloraciéon (grados 0 a 3) se obtuvieron valores intermedios (nUmeros
decimales) que se expresaron como la media (valor promedio indicador de grado) para
cada 6rgano estudiado.

De acuerdo a su localizacién, el area reactiva se identificd en el polo apical de
la superficie celular correspondiente al glucocalix y en la regiéon supranuclear,

correspondiente al complejo de Golgi.
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Los valores numéricos obtenidos se analizaron, posteriormente, por métodos
estadisticos (Pruebas de Fisher y Chi cuadrado) (138, 139). Un valor de P<0,05 se
considerd significativo.

Se realiz6 un andlisis estadistico preliminar con los datos provenientes de los
animales toxina-tratados (Grupo T) y control (Grupo C) para determinar la existencia
de diferencias entre las siete lectinas. Sobre la base de los resultados obtenidos, el
estudio se centré en la comparacion de la intensidad de la reaccion entre las muestras
de los Grupos T y C, frente a las lectinas RCA-1, UEA-1, Con A y WGA, con afinidad
por monosacaridos diferentes.

De este modo se procedié al analisis de cada una de las cuatro lectinas
mencionadas, evaluando la reactividad de las células en los distintos segmentos

intestinales y considerando las HPA.

¢ RESULTADOS

No se observaron diferencias significativas entre la reactividad de las muestras
del Grupo T y las muestras del Grupo C, frente a cada una de las cuatro lectinas
estudiadas. Con la lectina RCA-1 (Tabla 16), se observdé que la reactividad de las
células varid entre grados 0 y 2. Se observaron diferencias significativas entre los
distintos tramos intestinales, siendo menor la reactividad en colon (grado 1). Las
células del epitelio de revestimiento de la vellosidad evidenciaron, en todos los
segmentos intestinales, mayor intensidad de reaccién que las células de las criptas. En
cada célula, la tincion fue mas evidente en la superficie de membrana (glucocalix) que

en el area correspondiente al complejo de Golgi. Las células caliciformes se tifieron
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débilmente. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (Fig. 35).

Con la lectina UEA-1 (Tabla 16), la reactividad de las células fue de grado 2, no
observandose diferencias significativas entre los distintos tramos intestinales. Las
células del epitelio de revestimiento resultaron significativamente mas reactivas que las
de la cripta, observandose que el area correspondiente al glucocalix presentdé una
mayor intensidad de tincién que el area del complejo de Golgi. Las células caliciformes
evidenciaron una moderada positividad (Fig. 36).

Con las lectinas WGA y Con A (Tabla 16), la reactividad de las células varidé
entre los grados 1y 2 (WGA) y grados 0 y 2 (Con A). Frente a ambas lectinas, el colon
resulté el segmento intestinal menos tefiido, siendo el epitelio de revestimiento el que
evidencié mayor grado de tincion. En ambos casos, la superficie celular (glucocalix)
presenté mayor grado de coloracion que el area celular supranuclear (complejo de
Golgi) y que las células caliciformes. Practicamente, las células caliciformes no

reaccionaron frente a la lectina Con A.
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*Figura 35: Colon de ratén tratado con micotoxina T-2, 8 HPA.

Intensa reactividad en el epitelio de revestimiento de la vellosidad y moderada
reactividad en la zona correspondiente al complejo de Golgi. Las células caliciformes se
observan sin tefiir. Lectina RCA-1, objetivo 20x.

*Figura 36: Colon de ratén tratado con micotoxina T-2, 8 HPA.

Reactividad intensa en el epitelio de revestimiento y en el de las criptas (area
correspondiente al glucocalix). Células caliciformes moderadamente positivas. Lectina
UEA-1, objetivo 20x.
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TABLA 16 - Reactividad lectinhistoquimica del intestino de ratones del grupo T

*Lectina RCA-1

Sitio anatémico Epitelio Detalle celular
Duodeno | lleon | ciego | colon | revestimiento | cripta | Célula Ap. |[Glucocalix
caliciforme | Golgi
Media| 1,54a [2,00b|1,64b|1,00c 1,88a 1,21b 0,72a 1,25b 2,67c
ds 1,42 1,24 | 0,93 | 1,17 1,24 1,17 0,79 1,24 0,72
n 99 92 96 89 191 185 125 125 126
*Lectina UEA-1
Sitio anatomico Epitelio Detalle celular
duodeno |ileon | ciego | colon | revestimiento | cripta | Célula Ap. |Glucocalix
caliciforme | Golgi
Media| 2,35a |2,36a|2,08a|2,19a 2,50a 1,98b 1,99a 1,73b 3,00c
ds 1,21 1,15 | 1,03 | 0,72 0,90 1,13 0,96 1,22 0
n 84 84 90 78 171 165 112 112 112
*Lectina Con A
Sitio anatémico Epitelio Detalle celular
duodeno | ileon | ciego | colon | revestimiento | cripta | Célula Ap. |Glucocalix
caliciforme | Golgi
Media| 1,50a [1,53a|1,568a|0,83b 1,58a 1,12b 0,09a 1,44b 2,52¢c
ds 1,51 1,51 | 1,19 | 1,22 1,38 1,37 0,29 1,25 1,10
n 90 90 89 96 183 182 121 122 122
*Lectina WGA-1
Sitio anatémico Epitelio Detalle celular
duodeno |ileon | ciego | colon | revestimiento | cripta | Célula Ap. |Glucocalix
caliciforme | Golgi
Media; 1,90a |1,88a|2,00a|1,64b 2,14a 1,58b 1,00a 1,59b 2,98c
ds 1,20 1,20 | 0,82 | 1,12 0,92 1,19 0 1,23 0,18
n 90 90 90 84 177 177 118 118 118

-Media: valor promedio indicador de grado de reactividad frente a cada lectina
-Las medias, dentro de la misma hilera, con distintas letras (a,b,c) son significativamente
diferentes (P<0,05).

-ds: desvio estandar
-n: numero de observaciones realizadas.
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¢ DISCUSION

Los carbohidratos se encuentran ampliamente distribuidos en los tejidos
animales y su presencia se asocia a diversos procesos biologicos celulares. La
estructura de los carbohidratos es compleja, mas que la de las proteinas o los acidos
nucleicos. Pueden existir bajo diversas formas, como carbohidratos puros,
glucoproteinas o glucolipidos. En los dos ultimos, los polimeros complejos de glucidos,
actuan como sefales que determinan la localizacion intracelular o el destino metabdlico
de los glucoconjugados. Diferentes tipos celulares pueden expresar diversas
estructuras carbohidratadas (21, 69).

Mediante la utilizaciéon de las técnicas de lectinhistoquimica se ha avanzado en
el conocimiento de la sintesis, distribucion, almacenamiento y transformacién de los
glucoconjugados celulares. Dado que las lectinas reconocen azucares especificos,
pueden utilizarse para analizar, a un nivel general, los residuos de azucares expuestos
en la superficie de las membranas celulares. Diversos investigadores han utilizado las
lectinas a fin de detectar variaciones en la expresion de los glucoconjugados en
algunos procesos patologicos, principaimente inflamatorios y neoplasicos (21, 89).

En este trabajo se procedid al estudio lectinhistoquimico del tracto
gastrointestinal de los ratones intoxicados con micotoxina T-2 con el objetivo de
conocer si el dafo estructural detectado con microscopio Optico y microscopio
electrénico estuvo acompanado de modificaciones en los carbohidratos celulares. Al
realizar el estudio estadistico, seleccionando cuatro lectinas con capacidad de
reconocer distintos monosacaridos, se comprobé que no hubo diferencias entre los

grupos T y C. A partir de estos resultados fue evidente que la accion citotoxica de la
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micotoxina T-2 no provocd modificaciones en el patron de distribucion de los residuos
hidrocarbonados celulares.

En la fisiologia intestinal normal los enterocitos son los responsables de la
digestion final de los nutrientes y de la absorcién de agua y electrolitos. Estas células
sintetizan las glucoproteinas que constituyen el glucocalix. Asi, el glucocalix, participa
en los procesos celulares de pinocitosis, transporte de enzimas digestivas y procesos
de adhesion y reconocimiento celulares. Por otro lado, las células caliciformes
presentes en las criptas y en el epitelio de superficie, son las encargadas de producir y
secretar glucoproteinas con funciones de lubricacién y proteccidn fisico-quimica del
intestino (4, 57).

E! hecho que, en nuestro trabajo, no haya habido diferencias en la afinidad por
las distintas lectinas entre los grupos T y C, probablemente se deba a que las células
epiteliales de revestimiento y las células caliciformes, principales secretoras de
glucoconjugados, practicamente no sufrieron daifo morfolégico que se tradujera en
modificaciones funcionales.

La diferente reactividad en los distintos tramos intestinales frente a las lectinas
RCA-1, WGA y Con A indica una variacién del contenido carbohidratado y de la
composicion del glucocalix entre un sitio anatdmico y otro. En la mayoria de los casos
no existe una explicacion obvia de estos cambios regionales, pudiendo ser el resultado
de la diferenciacién celular y la diversidad de la funcién intestinal.

La respuesta de las células epiteliales frente a la incubacion con las cuatro
lectinas se evidenci6 por una mayor intensidad de tinciéon en las células epiteliales de

revestimiento que en las de las criptas. Esto se observé tanto en la superficie celular
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correspondiente al glucocalix como en la region supranuclear del complejo de Golgi.
Igual tendencia se ha encontrado en el epitelio intestinal de biopsias obtenidas del
humano (28) y en muestras de intestino delgado provenientes de cerdos (8). En el caso
del polo apical de las células (glucocélix), esta variacion en la intensidad de la
reaccion indica que existen diferencias marcadas en la composicion del mucus entre
las células del compartimiento proliferativo (criptas) y las células del epitelio de
revestimiento. La menor intensidad observada en las células de las criptas
probablemente se asocie al grado de maduracion celular. Estas células son
morfolégicamente inmaduras, poseen un ribete en cepillo poco desarrollado y toda su
estructura intracelular recuerda a una célula secretora mas que a una célula con
funcion de absorcion (4). Es probable que, en esta fase de inmadurez, el glucocalix que
recubre la superficie celular sea menos rico en algunos de los oligosacaridos que se
unen a las proteinas sintetizadas por las células. Si, en cambio, tomamos como
ejemplo la respuesta del enterocito diferenciado frente a la lectina WGA, con capacidad
de unirse a residuos GIcNac y acido sialico, llama la atencion la mayor reactividad
observada. De este modo podria suponerse que durante el proceso madurativo, los
carbohidratos asociados a la superficie celular se modifican sumando, en este caso,
algunos azucares terminales (como NeuAc) mediante un proceso catalizado por
enzimas fijadas a las membranas.

Al considerar la reactividad del area correspondiente al complejo de Golgi
frente a las lectinas, se observé que fue mayor en las células de la superficie de la
vellosidad que en el fondo de las criptas. El complejo de Golgi tiene una funcién

importante en las reacciones de glucosilacién necesarias para la biosintesis de las
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glucoproteinas. Este proceso es complejo y en él actian un gran nimero de enzimas
que presentan ubicaciones diferenciales en las cisternas de Golgi (89). Estudios
ultraestructurales realizados con las lectinas WGA y Con A han demostrado que el
complejo de Golgi estd compuesto, al menos, de dos subcompartimentos. Aquellos
detectados con Con A resultaron ricos en oligosacaridos inmaduros y los identificados
con WGA, en oligosacaridos maduros (144). En nuestro trabajo, al igual que con el
glucocalix celular, las variaciones en la intensidad de la reaccién observadas en el
complejo de Golgi estarian directamente relacionadas con el proceso de maduracién
del enterocito. En este caso, la diferenciacion de las células de la cripta intestinal hacia
la célula madura se acompaiia por cambios significativos en los niveles de muchas de
las enzimas que intervienen en el proceso de glucosilacion (92).

El analisis de la reactividad de las células caliciformes frente a las lectinas
estudiadas reveldé una muy débil o casi ausente respuesta ante las lectinas Con A
(grado 0,09) y RCA-1 (grado 0,72), mientras que la respuesta fue débil a moderada con
las lectinas WGA (grado 1) y UEA-1 (grado 1,73). A excepcion de la respuesta
negativa frente a la lectina Con A, coincidente con las observaciones realizadas por
otros autores (8, 27, 28, 52, 54, 58), el resto de los resultados concuerdan parcialmente
con estudios realizados utilizando las mismas lectinas en porcinos (8, 54) y ratones
(68). Incluso, se ha observado que existen variaciones en la afinidad tintorial de las
celulas caliciformes por igual lectina en diferentes lineas de ratones (58). En el caso de
la lectina Con A, esta reconoce a la hexosa manosa (Man) y a la hexosamina N-
acetilglucosamina (GIcNAc). La lectina RCA-1, por otro lado, reconoce a la hexosa

galactosa (Gal) y a la hexosamina N-acetilgalactosamina (GalNAc). En la conformacion
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de las glucoproteinas, estos monosacaridos se encuentran formando parte de los
enlaces O y N-glucosidicos con las cadenas polipeptidicas. En general, las N-
acetilhexosaminas estan en el extremo de las cadenas de oligosacaridos mas préximos
a la proteina y pueden quedar enmascaradas por los acidos sialicos que, con
frecuencia, se encuentran en los sitios terminales de la cadena (83). Algunos autores
han observado que la baja reactividad de las células caliciformes frente a algunas
lectinas (PNA o GSA-ll -Griffonia simplicifolia Il) parece deberse a que, a la
glucoproteina que reacciona con esa lectina, se le suma algun otro azucar terminal que
enmascara el sitio de union especifico. Esto hace que las gotas de mucina no resulten
reactivas. En el caso de la lectina PNA se ha comprobado que la remocién enzimatica
del acido sialico terminal de la glucoproteina, expone residuos de galactosamina (GalN)
y favorece que la mucina de la célula caliciforme reaccione con esta lectina (21). En
nuestro trabajo no se realizd ningun tratamiento enzimatico previo a la incubacién con
las lectinas. Esto podria explicar la baja reactividad de las células caliciformes frente a
las lectinas mencionadas.

Los resultados obtenidos y discutidos permiten inferir que, a partir de los datos
obtenidos en el estudio lectinhistoquimico, pudo haberse realizado una evaluacion
estadistica mas profunda y detallada. El hecho de, en un primer analisis general, no
haber hallado diferencias en la presencia y localizacion de los residuos
hidrocarbonados entre los grupos T y C nos condujo a limitar la extension de la
evaluacion estadistica. De este modo, en la presente discusion, s6lo se esbozaron
algunas ideas que permitieran relacionar la afinidad por determinada lectina con su

posible significacion en la biologia de las células intestinales normales. En la mayoria
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de los trabajos aqui citados se ha utilizado la lectinhistoquimica como unico método
para caracterizar poblaciones celulares normales, en procesos de diferenciacion o
francamente lesionadas. La variabilidad encontrada en los resultados nos lleva a
considerar la dificultad de extraer conclusiones generales utilizando esta técnica como
unica herramienta. Estudios lectinhistoquimicos combinados con otros métodos
histoquimicos e inmunohistoquimicos probablemente ayuden al mejor entendimiento de

los distintos procesos patolégicos producidos por la micomicotoxina T-2.

¢ CONCLUSIONES

*Mediante el estudio lectinhistoquimico se comprobd que no hubo diferencias
entre los animales control y los inoculados con micotoxina T-2 en el patron de afinidad
del intestino por las lectinas RCA-1, Con A, WGA y UEA-1.

*La técnica de lectinhistoquimica no resulté util para obtener informacion que
ayude a un mejor entendimiento de las lesiones intestinales causadas por la micotoxina

T-2.
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SECCION il
ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

*Objetivo especifico: Detectar la micotoxina T-2 en cortes de tejidos.

A) INMUNOMARCACION DE MICOTOXINA T-2 EN CORTES DE TEJIDOS

¢ MATERIALES Y METODOS

(ver Seccién I: animales, micotoxina y disefio experimental. Paginas 24 y 25).

*Procedimiento:Se utilizaron cortes de 4 um de los o6rganos del tracto
gastrointestinal (estébmago, duodeno, ileon, colon y ciego), del higado y del rifién de los
ratones de los Grupos Ty C (8, 16, 24 y 48 HPA), los que se desparafinaron y
rehidrataron mediante pasajes por xilol y etanol en concentraciones decrecientes. En
esta etapa, una serie de cortes fueron sometidos a la técnica de recuperacién
antigénica utilizando horno microondas (41). Posteriormente, se bloque6 la peroxidasa
endogena incubando los cortes con H202 al 3 % en metanol absoluto, durante 30
minutos, a temperatura ambiente. A fin de reducir la tincién inespecifica de fondo, las
muestras se cubrieron con suero normal de conejo, durante 30 minutos, a temperatura
ambiente. Los cortes se incubaron con un suero primario de conejo anti-micotoxina T-2
marcado con biotina (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA), en diluciones 1:50 a
1:400, durante 12 horas, a 4 °C. A continuacion, se adicioné una solucién del complejo

ABC, durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Se utilizé DAB como cromégeno y
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hematoxilina como coloraciéon de contraste. Se realizaron controles negativos

omitiéndose colocar el suero primario.

¢ RESULTADOS

El estudio inmunohistoquimico resulté negativo en todos los casos, no
observandose células con precipitado pardo-negruzco indicativo de micotoxina T-2.

En aquellos casos en que los 6rganos presentaban células francamente

necréticas se observo coloracion parduzca que se interpreté como tincién inespecifica.

¢ DISCUSION

La utilizaciéon de técnicas inmunoquimicas para la deteccion de micotoxinas y
sus metabolitos en tejidos corporales, fluidos y, principaimente, alimentos resuita util
para arribar al diagnéstico final en un cuadro presuntivo de micotoxicosis (14, 104). En
los dltimos afos se han utilizado técnicas de inmunohistoquimica a fin de identificar la
micotoxina T-2 en cortes histoldgicos de drganos provenientes de animales intoxicados
experimentalmente (14, 67, 116).

En nuestro trabajo, el estudio inmunohistoquimico realizado sobre cortes de
tejidos, arrojé resultados negativos. Esto no coincide con lo observado por Lee y col
(67) quienes, mediante la técnica de inmunoperoxidasa PAP, identificaron micotoxina
T-2 en esdéfago, estdbmago, duodeno, yeyuno y riién entre los 5 minutos y las 6 horas
posteriores a la exposicién a la toxina.

Los resultados negativos presentes en nuestro trabajo podrian explicarse
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teniendo en cuenta la especificidad del anticuerpo utilizado y el metabolismo de la
micotoxina T-2.

En relacion al anticuerpo utilizado, se ha observado que el antisuero anti-T-2
obtenido por inmunizacion de conejos es capaz de detectar un minimo de 0,1 ng de
T-2/ml mediante la prueba de ELISA (13, 67), mientras que los anticuerpos
monoclonales antimicotoxina T-2 tuvieron una sensibilidad de 50 ng/ml por la misma
prueba (42, 50). Sobre esta base, la eleccion de un antisuero desarrollado en conejo
pareci6 la mas adecuada para el estudio inmunohistoquimico ya que este suero
reconoce tanto la micotoxina T-2 como las toxinas HT-2 e Iso T-2.

Otro de los factores que pudo haber influido en los resuitados obtenidos es el
metabolismo de la micotoxina T-2. Los datos experimentales sugieren que
posteriormente a la incorporacion de la toxina, la biotransformacion y la eliminacién de
metabolitos ocurren poco después de la administracion, sin llegar a acumularse en los
tejidos (33, 82). La toxina HT-2, capaz de ser detectada por el antisuero utilizado en
este trabajo, es uno de los metabolitos biolégicamente activos que han sido
recuperados en bilis, luego de la rapida metabolizacién de la micotoxina T-2 en ratas
(15) y en tejidos de cerdos (159). Lee y col. (67) encontraron inmunomarcacion positiva
en los 6rganos antes mencionados, dentro de las 6 horas de administrada la toxina. En
nuestro trabajo, el primer muestreo de 6rganos se realiz6 a las 8 horas posteriores a la
inoculacion de la micotoxina. Si bien en este periodo, aun la micotoxina T-2 y sus
metabolitos estan presentes en los tejidos y fluidos corporales, su concentraciéon
disminuye drasticamente (15, 82). Quiza esta haya sido la causa principal de los

resultados negativos obtenidos. Por otro lado, la escasa informacién encontrada
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referente a la aplicacion de técnicas de inmunohistoquimica en la deteccion de
micotoxinas hace pensar en las dificultades y limitaciones de utilizar estas técnicas

como herramientas para la confirmacioén de una micotoxicosis.

B) INMUNOMARCACION DE CELULAS APOPTOTICAS EN ORGANOS DE

RATONES INOCULADOS CON MICOMICOTOXINA T-2

¢ MATERIALES Y METODOS

-Método TUNEL (TdT-mediated dUTP-nick end labeling)(deteccién in situ_de ADN

fragmentado

Se utilizaron cortes de 4 um de los 6rganos del tracto gastrointestinal
(estomago, duodeno, ileon, colon y ciego) de los ratones de los Grupos Ty C (8, 16,
24 y 48 HPA). Se aplicd un equipo comercial de reactivos para la deteccion de
apoptosis (ApopTag /n Situ Apoptosis Detection Kit, Oncor, Gaithersburg, MD). Ei
método se basa en la marcacién de los nucleosomas, resultantes de la fragmentacion
del ADN durante la apoptosis, con nucleétidos de digoxigenina-dUTP. Esta reaccion
es catalizada por la enzima deoxinucleotidiltransferasa (TdT). Luego, se realiza la
incubacion con un anticuerpo antidigoxigenina conjugado con peroxidasa. Los nticleos
apoptdticos se visualizan mediante la reaccién peroxidasa/DAB. En nuestro trabajo, se
utilizé verde de metilo como tincién de contraste. Por otro lado, se realizaron controles

negativos omitiéndose colocar la solucion enzimatica.
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-Estudio histopatolégico

Los cortes de estémago se estudiaron mediante la observacion de cinco cortes
por ratén. En cada corte se eligieron, al azar, 5 campos microscopicos (objetivo 20x).
En cada campo se conté el niumero de células epiteliales apoptéticas en las unidades
cimogeénicas (istmo, cuello y base).

Los cortes de intestino se estudiaron mediante la observacion de cinco cortes
por ratén. En cada corte se eligieron 10 criptas al azar (objetivo 20x). En cada cripta se
contd el nimero de células epiteliales apoptéticas

-Calculo de la tasa de apoptosis

La tasa de apoptosis (TA), en cada corte, se calculd del siguiente modo:
N° de células apoptéticas x 100
N° de células totales
A partir de estos porcentajes individuales se calcularon la media y el desvio
estandar de los siete ratones de cada tiempo experimental, de los Grupos T y C. De
este modo se obtuvo la TA de cada 6rgano. La evaluacion estadistica se realiz6

mediante la prueba t de Student (138,139).

¢ RESULTADOS

Con la aplicacién del método TUNEL se observo una intensa coloracion pardo-
negruzca en los nucleos y fragmentos nucleares de la mayoria de las células que, en
los cortes tefidos con H y E, se consideraron como nucleos picnéticos (Fig. 39 y 40).
-Estémago: en los animales del Grupo T, en la regién del istmo, la TA fue de

alrededor del 18%, a las 8 y 16 HPA, observandose un marcado descenso a las 48
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HPA (2,540,3%). En la region del cuello, la TA fue menor al 5% durante todo el periodo
experimental. En la base, la TA aumentd a partir de las 8 HPA (alrededor del 5%)
alcanzando un pico a las 24 HPA (26,5+2,8%) y descendiendo a las 48 HPA
(16,5+1,5%).

En los animales pertenecientes al Grupo C la TA fue cercana al 0% en todas las

regiones (Fig. 37).

*Figura 37:Tasa de apoptosis en las criptas intestinales de ratones control y

tratados con micotoxina T-2

TA

P

as

HPA

*TA: tasa de apoptosis;_*HPA: horas posinoculacion;

*Grupo T: ¢:istmo; O: cuello; a: base; Grupo C: O
**P<0,01: diferencias significativas

-Intestino: la TA en el duodeno y en el ileon fue mayor a las 8 HPA (33,5+4,3% y

35,8+4%, respectivamente) descendiendo hasta alcanzar, a las 48 HPA, un valor del
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12%. En el colon, la TA ascendié entre las 8 y las 16 HPA (18,3+2% y 21+2,3%,
respectivamente) y luego descendid, a las 48 HPA, hasta un valor del 12,3+1,5%).
Igual tendencia se observé en el ciego, con valores para la TA, de 9,8+1,3% (8 HPA),
13,31+1,5% (16 HPA) y 3,310,5% (48 HPA).

En los animales pertenecientes al Grupo C la TA fue cercana al 0% en todas las

regiones (Fig. 38).

*Figura 38:Tasa de apoptosis en el epitelio del estémago de ratones control y

tratados con micotoxina T-2

(] 18 ] [ HPA

*TA: tasa de apoptosis;_*HPA: horas posinoculacion;

*Grupo T: e: duodeno; O: ileon; a: ciego; x: colon; Grupo C: ©
**P<0,01: diferencias significativas
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*Figura 39: lleon de ratén tratado con micotoxina T-2, 16 HPA.
Intensa coloracién pardo oscura en nucleos y fragmentos nucleares (—) de las células
epiteliales de las criptas intestinales. ApopTag/Verde de metilo, objetivo 20x.

*Figura 40: Duodeno de ratén tratado con micotoxina T-2, 16 HPA,

Intensa coloracién pardo oscura en nucleos y fragmentos nucleares (—) de las células
epiteliales de las criptas intestinales y de la superficie de la vellosidad. ApopTag/Verde
de metilo, objetivo 20x.
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Figura 39

Figura 40
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¢ DISCUSION

En nuestro trabajo se utilizé el método TUNEL a fin de identificar células
epiteliales apoptoticas y conocer la tasa de apoptosis en el epitelio de los 6rganos del
tracto gastro-intestinal. Los resultados obtenidos evidenciaron que la mayoria de las
células con nucleo picnético, observadas con H y E, resultaron positivas con el método
TUNEL. La tasa de apoptosis vario segun el 6rgano estudiado y el tiempo transcurrido
desde la inoculacion. En este sentido, los resultados se corresponden con los
obtenidos previamente en nuestro estudio con microscopio 6ptico de los cortes tefiidos
con H y E (ver pag. 31 y 32). Por otro lado, en la intoxicaciéon por micotoxina T-2, la
apoptosis ha sido sefialada como uno de los mecanismos de dafo celular observado
en los 6rganos linfohemopoyéticos y del tracto gastrointestinal (70, 71, 114, 117, 133,
134, 160). En nuestro trabajo, la dosis toxica utilizada fue suficiente para causar
apoptosis principalmente en las células con capacidad de division de estomago e
intestino. Sélo en algunos ratones se observaron necrosis y descamacion del epitelio
de revestimiento de estos érganos con marcados cambios vasculares. La aplicacién del
método TUNEL demostré que la apoptosis fue la principal forma de muerte celular en
los 6rganos del tracto gastrointestinal afectados por la micotoxina T-2.

Los mecanismos que conducen a una célula a la apoptosis aun no se conocen
completamente. La fragmentacién nucleosomal del ADN parece estar relacionada con
un aumento del calcio citosélico que favorece la activacion de endonucleasas. Ademas,
en algunas células, la apoptosis dependeria de la sintesis de ARNm y de una serie de
proteinas en respuesta a una variedad de estimulos que actian como inductores o

inhibidores en este proceso (19, 25, 151). Se ha sugerido también que, en algunas
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situaciones, la apoptosis podria ser mediada por metabolitos reactivos derivados del
oxigeno (7, 140). Por otro lado, ciertas similitudes encontradas entre la apoptosis y el
ciclo celular, han conducido a pensar que existe una conexion entre apoptosis y
mitosis, en la que jugarian un papel fundamental varios genes. Se ha observado que
algunos de los genes que normalmente intervienen en la regulacién de la proliferacién
celular (genes ¢c-myc, P-53) pueden inducir tanto proliferacion como apoptosis (19, 140,
1561). La “decisién celular” de seguir uno u otro camino estaria regulada por otros genes
que originarian una segunda senal (140, 151). Si bien es evidente que la apoptosis es
el resultado de la activacion de diversos mecanismos, en la apoptosis inducida por
citotoxinas se ha observado que algunas de ellas alteran determinadas fases del ciclo
celular normal y la célula muere antes de llegar a la fase de mitosis. En contraste,
algunas toxinas parecen actuar independientemente del ciclo celular (25).

En nuestro trabajo, los resultados demostraron que, junto con un aumento en la
tasa de apoptosis del tracto gastrointestinal, hubo una disminucion en el porcentaje de
mitosis. En la actualidad se desconoce la relacién que pueda existir entre la apoptosis
inducida por T-2 y el ciclo celular. Si bien se ha demostrado que esta micotoxina inhibe
la sintesis de proteinas y de ADN aun no se conoce el mecanismo de este efecto

inhibitorio (123, 157).
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¢ CONCLUSIONES

*El estudio inmunohistoquimico realizado sobre cortes de tejidos a fin de
identificar la micotoxina T-2 arroj6 resultados negativos.

*El estudio inmunohistoquimico realizado sobre cortes de 6rganos del tracto
gastrointestinal a fin de identificar células apoptéticas demostré que la apoptosis fue la

principal forma de muerte celular en estos 6rganos.
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¢ CONCLUSIONES GENERALES

*La micotoxina T-2 causé alteraciones morfolégicas celulares y subcelulares en
estémago, intestino delgado y grueso, pancreas, higado, timo, linfonédulo mesentérico
y bazo.

*Las lesiones principales observadas consistieron en:

-necrosis de las células epiteliales de las glandulas fundicas del estbmago
y de las criptas del intestino y reduccion del porcentaje de mitosis.

-necrosis, apoptosis y disminucion en el nimero de células linfoides del
timo, linfonédulo mesentérico, bazo y placas de Peyer.

-necrosis individual de las células parenquimatosas del higado y
pancreas.

*Dentro de los érganos del sistema digestivo, el duodeno y el ileon fueron los
mas afectados. El mayor dafo se observd a las 8 y 16 HPA. A partir de las 24 HPA se
evidencio una tendencia a la recuperacién de las lesiones.

*Dentro de los 6rganos del sistema hematopoyético, el timo resulté el organo
mas severamente dafado. La necrosis linfocitaria alcanzé valores maximos a las 16 y
24 HPA, comprometiendo, en mayor grado, a los linfocitos corticales. En este 6rgano
las lesiones persistieron durante todo el periodo experimental.

*En todos los o6rganos estudiados, excepto en el timo, se observd una
recuperacion de las lesiones casi completa al final del periodo experimental.

*Mediante el estudio lectinhistoquimico se comprobé que no hubo diferencias
entre los animales control y los inoculados con micotoxina T-2 en el patron de afinidad

del intestino por las lectinas RCA-1, Con A, WGA y UEA-1.
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*La técnica de lectinhistoquimica no resultdé util para obtener informacion que
ayude a un mejor entendimiento de las lesiones intestinales causadas por la micotoxina
T-2.

*El estudio inmunohistoquimico realizado sobre cortes de tejidos a fin de
identificar la micotoxina T-2 arrojé resultados negativos.

*El estudio inmunohistoquimico realizado sobre cortes de 6rganos del tracto
gastrointestinal a fin de identificar células apoptéticas demostrd que la apoptosis fue la

principal forma de muerte celular en estos 6rganos.
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