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RESUMO

Aves domésticas sdo um dos principais alvos da contaminacdo alimentar com micotoxinas. O
que contribui para o aumento dos prejuizos da industria avicola devido a problemas como:
alta mortalidade, reducdo do ganho de peso, alteragcdo da conversédo alimentar,
imunossupressao, anormalidades embrionarias e morte embrionéria precoce. Além disso, 0
acumulo residual de micotoxinas na carne é uma preocupacdo da Saude Publica. Diversos
métodos sdo utilizados para a avaliagdo da citotoxicidade induzida por agentes tdxicos,
incluindo a inibigdo do crescimento celular, a avaliagdo da capacidade celular de sintetizar
macromoléculas necessarias para a replicacdo e da capacidade desse agente toxico para
induzir a peroxidacéo lipidica. Sendo assim, o objetivo geral do presente estudo foi avaliar 0s
efeitos in vitro de ocratoxina A, deoxinivalenol e zearalenona sobre o sistema imunoldgico de
frangos de corte, utilizando como pardmetros, a viabilidade celular, a atividade enzimética e o
estresse oxidativo. Realizou-se cultivo primario de linfocitos das aves e o seu isolamento
através da técnica de centrifugacdo por gradiente de densidade. Cada micotoxina foi
adicionada ao meio celular, em uma confluéncia de 80%, em diferentes concentragdes (0,001,
0,01; 0,1 e 1 pg/mL), analisando-se viabilidade celular, atividade de ecto-adenosina
desaminase e acetilcolinesterase por ensaios colorimétricos e peroxidacéo lipidica através dos
niveis de malondialdeido mensurados pela técnica de substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico. Todos esses parametros foram analisados em 24, 48 e 72 h, em triplicata e 0s
resultados expressos como média e erro padrdo da média, utilizando nivel de significancia
P<0,05. Os resultados obtidos demonstraram que tanto ocratoxina A como deoxinivalenol
induziram proliferacdo linfocitaria e baixa atividade de adenosina desaminase, enquanto
zearalenona também induziu proliferacdo, mas nenhuma alteragdo na atividade da respectiva
enzima. Quanto a avaliagdo da peroxidacdo lipidica, demonstrou-se a seguinte relagdo
crescente de citotoxicidade: deoxynivalenol> ocratoxina A> zearalenona; enquanto que na
avaliacdo da atividade de acetilcolinesterase esta relacdo foi inversamente proporcional. Este
é o primeiro estudo in vitro realizado com ocratoxina A, deoxinivalenol e zearalenona sobre o
cultivo primario de linfécitos de frangos de corte na avaliacdo desses parametros.

Palavras-chave: Micotoxinas, imunotoxicidade, citotoxicidade, frangos de corte.

ABSTRACT



Poultry is one of the main targets of food contamination with mycotoxins. This contributes to
the increase in the poultry industry losses due to problems such as high mortality, reduced
body weight gain, change in feed conversion, immunosuppression, embryonic abnormalities
and early embryonic death. Furthermore, the residual accumulation of mycotoxins in the
meat is a public health concern. Various methods are used to assess the cytotoxicity induced
by toxic agents, including inhibition of cellular growth, the evaluation of cell ability to
synthesize macromolecules necessary for replication and the ability of this toxic agent to
induce lipid peroxidation. Thus, the general objective of this study was to evaluate the in vitro
effects of ochratoxin A, deoxynivalenol and zearalenone on the immune system of broiler
chickens using as parameters, cell viability, enzymatic activity and oxidative stress. It was
realized a primary culture of lymphocytes of birds and their isolation through density
gradient centrifugation technique. Each mycotoxin has been added to the cell medium, at
80% confluence, at different concentrations (0.001, 0.01, 0.1 and 1 pg/ mL), analyzing cell
viability, ecto-adenosine deaminase and acetylcholinesterase activity by colorimetric assays
and lipid peroxidation through the malondialdehyde levels measured by thiobarbituric acid-
reactive species test. All these parameters were evaluated at 24, 48 and 72 h, in triplicate and
the results expressed as mean and standard error of the mean, using P<0.05 as significance
level. The results showed that both ochratoxin A and deoxynivalenol induced lymphocyte
proliferation and low adenosine deaminase activity, while zearalenone also induced
proliferation, but no change in their enzyme activity. The assessment of lipid peroxidation
demonstrated the following increasing cytotoxicity relation: deoxynivalenol>ochratoxin
A>zearalenone; while in the evaluation of acetylcholinesterase activity this relationship was
inversely proportional. This is the first in vitro study performed with ochratoxin A,
deoxynivalenol and zearalenone on the primary culture of broiler chicken lymphocytes
evaluating these parameters.

Keywords: Mycotoxins, immunotoxicity, cytotoxicity, broiler chickens.
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1 INTRODUCAO

Ha muitos séculos se conhece a toxicidade de certos fungos. Entretanto, somente em
1850, ao relacionar a ingestdo de centeio infectado pelo fungo Claviceps purpurea com as
caracteristicas clinicas do ergotismo, foi levantada a possibilidade dos metabolitos
secundarios produzidos pelos fungos promoverem risco a salde humana e animal
(SANTURIO, 2000).

Ao contrario das micoses, micotoxicoses sdo exemplos de “envenenamento por meios
naturais”, sendo analogas as patologias causadas pela exposicdo a pesticidas ou residuos de
metais pesados. Os sintomas de micotoxicoses dependem do tipo de micotoxina; quantidade e
duracdo da exposicdo; a idade, saude e sexo do individuo exposto; além dos efeitos sinérgicos
envolvendo genética, estado alimentar e interagdes com outras toxinas (BENNETT &
KLICH, 2003).

Micotoxinas sdo metabodlitos fungicos secundarios contaminantes de uma série de
grdos e frutas pré ou pés-colheita. Aflatoxinas, deoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisinas,
zearalenona, patulina e toxina T-2 sdo as mais importantes micotoxinas, as quais sdo
caracteristicamente estaveis sob alteracdes nas condi¢des ambientais e causadoras de diversos
efeitos toxicos em animais de laboratorio, de producéo e em humanos (CHEN et al., 2008).

Ocratoxina A (OCRA) é uma micotoxina de ocorréncia natural produzida por fungos
do género Aspergillus e Penicillium em uma variedade de regides geograficas e climaticas.
Por ser um contaminante natural de frangos e alimentos estocados, sdo relatados muitos surtos
de ocratoxicose (WANG et al., 2009). Estudos demonstram que OCRA causa efeitos
prejudiciais tanto no crescimento (HUFF et al., 1988) quanto nas fun¢bes imunes de aves
(AL-ANATI & PETZINGER, 2006). As toxinas provenientes do género Fusarium,
deoxynivalenol (DON) e zearalenona (ZEA), também conhecidos como tricotecenos, sdo as
principais em humanos e na nutricdo animal devido sua frequéncia e ocorréncia concomitante
em concentragdes toxicologicamente relevantes em grdos de cereais no mundo inteiro
(GOYARTS et al., 2007).

Fatores que contribuem para a producdo ou presenca de micotoxinas em alimentos e
races incluem o armazenamento, condi¢Bes ambientais e ecoldgicas, que na maioria das
vezes, estdo aquem do controle humano. Dentre os fatores que influenciam sua toxicidade
estdo a espécie, 0 modo de acdo, o metabolismo e os mecanismos de defesa (HUSSEIN &
BRASEL, 2001).
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Apesar das indimeras pesquisas e, consequentemente, maior compreensdo a
respeito de micotoxinas, elas ainda apresentam um acentuado e crescente impacto econémico,
a nivel mundial, através da mortalidade de animais de producdo e domésticos e até mesmo do
homem; da perda da producdo forrageira e outras culturas agricolas, e dos custos relacionados
ao seu controle e pesquisas. Estima-se que cerca de 25% dos gréos e cereais em todo 0 mundo
sdo contaminados por micotoxinas. O que demanda um controle e respectiva legislacdo sobre
os limites aceitaveis de micotoxinas em alimentos e ragdes, que varia conforme a regido ou
pais (HUSSEIN & BRASEL, 2001). No Brasil, o estabelecimento dos limites maximos
tolerados de cada micotoxina, em variados produtos e seus derivados, é regularizado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Tabelas 1 e 2).

Um dos principais problemas decorrentes da presenca de micotoxinas em produtos
agricolas € a possibilidade da contaminacdo dos produtos de alimentacdo animal, e
subsequentemente, diminuicdo do desempenho e até mesmo a perda desses animais
(PRELUSKY et al., 1994). H& uma grande preocupacdo em relacdo a influéncia negativa de
micotoxinas sobre o desempenho de aves comerciais (WANG et al., 2012). O frango € o
animal de producdo mais numeroso no mundo, representando uma média de 50 bilhdes de
aves produzidas a cada ano. A fim de atender as questdes de seguranca alimentar, a producgéo
de aves aumentara drasticamente nas proximas décadas. O intenso crescimento de paises,
como a China e a India, conduzira, inevitavelmente, a um aumento do consumo de aves
comerciais e 0 Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América (USDA) preveé
gue o consumo de frango ultrapassara ao da carne vermelha nos EUA até 2018 (WU &
KAISER, 2011).

O conhecimento a respeito dos mecanismos de acdo das micotoxinas e suas rotas
metabolicas sdo fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de controle de
micotoxicoses em espécies especificas (HUSSEIN & BRASEL, 2001). Inimeros métodos séo
utilizados na avaliagdo da citotoxicidade induzida por agentes tdxicos, incluindo inibi¢cdo do
crescimento celular, capacidade celular de sintese de macromoléculas essenciais para a sua
replicacdo e capacidade de inducdo de peroxidacdo lipidica pelo agente toxico (ABID-
ESSEFI et al., 2004). Ensaios de viabilidade celular s&o utilizados para mensuragéo de morte
celular por injuria toxica e do efeito interativo entre diversas micotoxinas em relacdo a funcao
metabolica celular e atividade lisossomal. Testes de citotoxicidade sdo necessarios para
elucidar conhecimentos essenciais relacionados a genotoxicidade e peroxidacéo lipidica, para
subsequentes avaliagdes de parametros in vivo (EISENBRAND et al., 2002).

A desvantagem no uso de linhagens celulares consiste na imortalizacdo quimica ou

genética das ceélulas, que predispbe a alteracdo das suas propriedades durante o cultivo de
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longo prazo. Desta forma, linhagens celulares podem ndo refletir a mesma resposta de
células normais, o que torna o cultivo primario uma opg¢do mais adequada em estudos para a

avaliacdo de efeitos citotoxicos associados a micotoxinas (KONIGS et al., 2007).

Tabela 1. Limites Maximos Tolerados (LMT) das micotoxinas OCRA, DON e ZEA para
aplicacdo em janeiro de 2014.

Micotoxinas Alimento LMT (pg/Kg)
Ocratoxina A Cereais para posterior processamento, 20
(OCRA) incluindo gréo de cevada.
Trigo e milho em grdos para posterior processamento 3000
Deoxinivalenol Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo
(DON) integral, farelo de trigo, farelo de arroz, gréo de cevada. 1500

Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal,

e produtos de panificagdo, cereais e produtos de cereais 1250
exceto trigo e incluindo cevada malteada.
Zearalenona Milho em gréo e trigo para posterior processamento 400

(ZEA)

Fonte: Resolugcdo da ANVISA RDC N° 7 de 18 de fevereiro de 2011 (Anexo Il1).

Tabela 2. Limites Maximos Tolerados (LMT) das micotoxinas DON e ZEA para aplicacao
em janeiro de 2016.

Micotoxinas Alimento LMT (pg/Kg)
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo
integral, farelo de trigo, farelo de arroz, gréo de cevada. 1000

Deoxinivalenol  Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal,
(DON) e produtos de panificacdo, cereais e produtos de cereais

exceto trigo e incluindo cevada malteada. 750

Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal,
e produtos de panificacdo, cereais e produtos de cereais 100
exceto trigo e incluindo cevada malteada.

Arroz beneficiado e derivados. 100
Zearalenona
(ZEA) Arroz integral 400
Farelo de arroz. 600
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, 150
produtos e sub-produtos a base de milho.
Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo. 200

Fonte: Resolugdo da ANVISA RDC N° 7 de 18 de fevereiro de 2011 (Anexo 1V).
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Vérios processos desempenham importante funcdo em eventos moleculares
relacionados a danos celulares, dentre eles, a inibi¢do da sintese de macromoléculas celulares
e inducdo da peroxidacéo lipidica através do estresse oxidativo. Define-se estresse oxidativo
como um desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes, o que resulta em potencial injuria
celular (SIES, 1985), sendo a peroxidacao lipidica uma das principais via celulares envolvidas
nesse processo. A determinacdo de malondialdeido (MDA) é considerada excelente indice de
peroxidacao lipidica, j& que MDA ¢é um biomarcador final do estresse oxidativo e dano celular
(VACA et al., 1988). A degradacao lipidica e, consequentemente, a producdo de MDA, altera
a estrutura e funcdo da membrana celular e bloqueia o metabolismo celular, ocasionando
citotoxicidade (ENNAMANY et al., 1995). Além disso, 0 DNA é um dos principais alvos
bioldgicos de estresse oxidativo (AMES, 1989); o que pode induzir danos genotdxicos,
incluindo alteracdes das bases de DNA, formacdes de adutos (PFOHL-LESZKOWICZ et al.,
1995) e carcinogénese (EL GHISSASSI et al., 1995).

Os alvos celulares dos tricotecenos, no sistema imune, incluem macrofagos e
linfocitos (PESTKA, 2008). O principal efeito citotoxico dos tricotecenos é a inibicdo da
sintese proteica através da ligacdo a subunidade 60s de ribossomos eucarioticos. Dentre
outros efeitos, destacam-se inibicdo da sintese de DNA e RNA, inibicdo da funcéo
mitocondrial, efeitos sobre a divisdo celular e integridade da membrana, e indugdo de
apoptose (ROCHA et al., 2005). A citotoxicidade de DON tem sido estudada em diversas
linhagens celulares ao longo dos ultimos anos (CALVERT et al., 2005; CETIN &
BULLERMAN, 2005; FORNELLI et al., 2004; LEWIS et al., 1999; KALAISELVI et al.,
2013; KOUADIO et al., 2005; LI et al., 2014; MINERVINI et al., 2004; PESTKA et al.,
2005; WIDESTRAND et al., 1999).

Macrofagos e linfocitos sdo alvos centrais de DON, que pode ser tanto
imunoestimulatorio quanto imunosupressivo, dependendo da dose, exposi¢do e tempo do
ensaio imune funcional (TIEMANN & DANICKE, 2007). Estudos em modelos animais e
linhagens celulares comprovam que DON pode modular a fungdo imune devido sua influéncia
sobre as respostas pré-inflamatorias e a distribuicdo de leucdcitos, e sua proliferacdo em
diversos 6rgaos (COSTA et al., 2011). Da mesma forma, ja foi relatado em estudos anteriores,
o potencial efeito inibitério de OCRA sobre linfcitos T e B, bem como suas propriedades
imunossupressivas (LEA et al., 1989). De acordo com estudos de MARIN et al. (1996),
ERIKSEN & ALEXANDER (1998) e BEREK et al. (2001), diversas alteracdes dos
parametros imunoldgicos de animais e humanos, como por exemplo a inibi¢do da proliferacéo

linfocitéria, foram associadas a concentra¢Ges de ZEA in vitro.
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Devido a grande importancia econdémica da avicultura para o Brasil sdo
fundamentais pesquisas referentes a toxicologia, ocorréncia, producdo e controle de
micotoxinas. Deste modo, experimentos in vitro ajudam a aprofundar os conhecimentos a
respeito das interacdes destes metabdlitos com as células de defesa do sistema imune de
animais de producdo, neste caso em especifico, de frangos de corte.

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar os efeitos in vitro de micotoxinas sobre
o0 sistema imunologico de frangos de corte, utilizando como parametros, a viabilidade celular,
a atividade enzimatica e o estresse oxidativo. Dentre os objetivos especificos, destacam-se 0s

seguintes:

v" Avaliar a susceptibilidade das células linfocitarias de frangos de corte a diferentes
concentracdes de OCRA, DON e ZEA em relacdo a viabilidade celular e atividade de
ecto-adenosina deaminase.

v" Avaliar a susceptibilidade das células linfocitarias de frangos de corte a diferentes

concentracdes de OCRA, DON e ZEA em relacdo ao estresse oxidativo e atividade de

acetilcolinesterase.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Micotoxinas
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As micotoxinas sé@o contaminantes naturais de alimentos e ragdes, constituindo
um problema de ordem mundial (WOOD, 1992). A histéria das micotoxinas comeca em
1960, quando um inexplicavel surto de mortalidade de aves ocorreu no Reino Unido. Este
surto ficou conhecido mundialmente como “Doengca X dos Perus”. Apds investigacdo
cientifica, descobriu-se que o problema estava na racdo, produzida com amendoim importado
da Africa e do Brasil, contaminado pela aflatoxina produzida por Aspergillus flavus
(ALLCROFT & CARNAGHAN, 1962).

Os cereais, constituintes da dieta de aves, certamente sdo a principal fonte dessas
toxinas para os animais, funcionando como substrato para o crescimento fungico e
consequente producdo de micotoxinas. Porém, nem todo o cereal com presenca de fungos esta
necessariamente contaminado por micotoxinas, uma vez que a producdo e a concentracdo
dessas substancias sdo determinadas por efeitos associados as espécies de fungos presentes,
temperatura e umidade do grdo (RAMAKRISHNA et al., 1996).

Mais de quatrocentas micotoxinas sdo conhecidas na atualidade e produzidas por
aproximadamente uma centena de fungos. As principais micotoxinas podem ser divididas em
trés grandes grupos: as aflatoxinas, produzidas por fungos do género Aspergillus, como A.
flavus e A. parasiticus; as ocratoxinas, produzidas pelo Aspergillus ochraceus e diversas
espécies do género Penicillium; e as fusariotoxinas, que possuem como principais
representantes os tricotecenos, ZEA e as fumonisinas, produzidas por diversas espécies do
género Fusarium (PINTO & VAAMONDE, 1996).

DON, também conhecida como vomitoxina, € uma micotoxina produzida por espécies
de Fusarium, sendo considerada um dos mais importantes tricotecenos encontrados em todos
os tipos de graos, como trigo, centeio, cevada e aveia. Temperaturas baixas e alta umidade s&o
condi¢des ambientais que favorecem o desenvolvimento do fungo no campo, embora apos a
colheita, também possa ocorrer a infecgdo de grdos em casos de condi¢des de armazenamento
inadequadas, como elevada umidade. O que pode ser constatado através do amadurecimento
prematuro e desigual dos gréos, assim como, sua apresentacdo em coloracao rosa na colheita.
No entanto, a otimizagdo das condi¢fes de armazenamento (<14% de umidade) minimiza a
producdo da micotoxina (DERSJANT-LI et al., 2003). A estrutura quimica de DON (Figura
1) é estavel e resiste a baixos niveis de pH, o que a torna um contaminante natural de dietas
de humanos e animais, incluindo aves (ERIKSEN et al., 2003). A ocorréncia natural de DON
em gréos usados para a alimentacdo de aves é normalmente entre 0 e 5 mg/Kg, embora as

concentracdes possam ser superiores (DERSJANT-LI et al., 2003).
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FIGURA 1- Estrutura quimica de DON.
FONTE: HUSSEIN & BRASEL, 2001.

Os impactos adversos de DON sobre a fungdo imune sdo descritos em cobaios, suinos,
aves e modelos de culturas celulares. Entretanto, ndo esta totalmente elucidado como DON
modula as respostas imunes, apenas sabe-se que ela altera a viabilidade e proliferacdo de
células imunes, resultando na inibicdo da biosintese proteica e alteracdo da producdo de
citocinas pro-inflamatérias (DESJARDINS, 2006; OSWALD et al., 2005). O impacto de
DON sobre a fungdo imune varia de imunossupressdo a imunoestimulagédo, de acordo com sua
concentracdo, duracdo e tempo de exposicdio (BONDY & PESTKA, 2000). Baixas
concentracfes de DON (inferior a 5 mg/Kg de ragdo) parecem ser responsaveis pela
estimulacdo da imunidade, enquanto altas concentragfes parecem suprimir a resposta imune
(PESTKA, 2003). Intoxicacdo cronica de DON por altas concentracGes induz lesdes e ativa a
divisdo de celular de orgdos do sistema imune e mucosa do trato gastrointestinal
(DESJARDINS, 2006).

Tal como ocorre em outros tricotecenos, a biosintese de proteinas é inibida por DON.
A micotoxina se liga a subunidade 60S dos ribossomos, 0 que induz uma resposta de estresse
e a ativacdo de proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKS), devido alteracOes
conformacionais do ribossomo que afetam a atividade de peptidil transferase. Apos a inducgéo
de ciclo-oxigenase-2 (COX-2), os niveis de prostaglandinas se elevam. Alta expressdo de
fator nuclear kB (NF-xB) induz a producdo de citocinas pro-inflamatorias, afetando as
reacOes imunologicas em animais (ROCHA et al., 2005). A literatura a respeito do impacto da
alimentacdo contaminada com DON sobre a salde e desempenho em aves é contraditoria
(ERIKSEN & PETTERSSON, 2004), entretanto h4 um consenso sobre a predisposicdo a
doencas infecciosas em aves expostas a dietas com DON (DANICKE et al., 2002; OSWALD
et al., 2005; GHAREEB et al., 2012).

OCRA é uma micotoxina produzida naturalmente pelos fungos pertencentes aos

géneros Aspergillus e Penicillium em uma grande variedade de climas e regides geograficas.
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Como OCRA é um contaminante natural de ra¢cdes de aves e bovinos, sdo relatados muitos
surtos. Estudos demonstram que OCRA causa efeitos adversos sobre o estado sanitario de
aves de producéo, afetando a funcao imunologica, atravées da reducdo do tamanho dos 6rgaos
constituintes deste sistema, como timo, baco e ganglios linfaticos, bem como, das células que
compdem estes tecidos (AL-ANATI & PETZINGER, 2006).

OCRA ¢ composto por uma porgdo de para-clorofendlico contendo um grupo
dihidroisocumarinico ligado, através do seu grupo carboxi-7, a B-L-fenilalanina. Ela é
rapidamente absorvida no estbmago e intestino delgado em roedores. A absor¢do no duodeno
pode ocorrer contra um gradiente de concentracdo, destacando a presenga de proteinas
transportadoras de &nion orgénico (OAT). Apos a absorcdo, a concentracdo da toxina e seus
metabolitos dependem de uma serie de fatores, que incluem dose, via e duracdo da
administracdo, além de fatores espécie-especificos como meia-vida e o grau de ligacdo no
soro. A circulagdo entero-hepética também parece influenciar a cinética de OCRA, assim
como a reabsorcdo da micotoxina pelo rim, ocasionando a persisténcia da toxina residual e,
consequentemente, toxicidade renal (POHL-LESZKOWICZ & MANDERVILLE, 2007).

O efeito citotoxico mais relevante de OCRA é a inibicdo da sintese de proteinas,
embora também se destaquem outros efeitos importantes como a peroxidagdo lipidica e
alteracbes do DNA (RINGOT et al., 2006), que podem causar mutagenicidade celular
(PALMA et al, 2007). Também ha evidéncias de que tenha um papel genotoxico
carcinogénico devido a inducédo de oxidacdo ao DNA, associada a ligacdo covalente entre os
seus metabdlitos reativos (Figura 2) e o DNA danificado (POHL-LESZKOWICZ &
MANDERVILLE, 2007).
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FIGURA 2- Metabolitos de OCRA.
FONTE: PFOHL-LESZKOWICZ & MANDERVILLE, 2007.

Efeitos toxicos de OCRA em aves séo notificados desde a década de 60 (VAN DER
MERWE et al.,
1984). O primeiro surto de ocratoxicose em perus, galinhas poedeiras e frangos de corte foi

1965), e tais efeitos diferem conforme as espécies de aves (BURDITT et al.,

descrito por HAMILTON et al. (1982). Os principais sinais observados em perus foram alta
mortalidade, nefrotoxicidade e inapeténcia. A reducdo do indice de conversdo alimentar,
nefropatia e aerosaculite foram relatados em frangos de corte; enquanto que nefropatia,
reducdo da postura e da qualidade dos ovos foram associados as galinhas poedeiras. Aves séo
menos sensiveis & OCRA em relacdo aos suinos, provavelmente devido a sua maior
1981),

mesmo assim, a contaminacdo alimentar com OCRA afeta negativamente o desenvolvimento

capacidade de excretar a micotoxina comparadas a outras espécies (GALTIER et al.,

de aves.

ZEA é um metabolito secundario biosintetizado por diversas cepas de Fusarium (F.
graminearum, F. culmorum, F. equiseti e F. crookwellense). E um estrogeno nao-esteroidal,
ou micoestrégeno, também denominado fitoestrégeno, contaminante comum de cereais em
todo o mundo (BENNETT E KLICH, 2003). Em seu metabolismo predomina a conjugacao,
através de rotas de detoxificagdo, e reacOes de reducdo, através de ativacdo bioldgica (DUCA
et al., 2010). Ela é reduzida por hidroxilacdo em a-zearalenol (a-ZOL), B-zearalenol (B-ZOL),
zearalanona (ZAN), o-zearalenona (a-ZAL) e B-zearalenona (B-ZAL) (Figura 3). Estes
metabolitos sdo conjugados com acido sulfénico ou glicurénico, sendo eliminados na urina
(ZINEDINE et al., 2007).
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ZEA é uma lactona macrociclica com uma alta afinidade de ligacdo com
receptores de estrogénio, causando alteracdes no sistema reprodutivo de cobaios e animais de
producdo. O mecanismo dos efeitos estrogénicos de ZEA parece ser mediado através da sua
ligacdo com receptores de estrogénio citoplasmaticos, ocasionando proliferacdo celular, e
consequentemente, hiperplasia uterina, metaplasia cervical e vaginal. O sistema imune é um
alvo em potencial para desreguladores enddcrinos estrogénicos, ja que muitas células deste
sistema possuem receptores de estrogénio. Contudo, poucos estudos sao realizados a respeito
dos efeitos de ZEA sobre a imunidade de frangos, e mais especificamente sobre os linfocitos
(WANG et al., 2012).
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FIGURA 3- Vias de detoxificacdo de ZEA e seus metabdlitos.
FONTE: DUCA et al., 2010.

ZEA também ¢ considerada hepatotdxica por estar associada a alteracbes dos
parametros hematoldgicos e imunoldgicos no homem e em roedores (ABID-ESSEFI et al.,
2004; HASSEN et al., 2007). ZEA exerce diversos efeitos genotdxicos in vivo e in vitro
(ABID-ESSEFI et al., 2004; CETIN & BULLERMAN, 2005; KOUADIO et al., 2005;
HASSEN et al., 2007; BOUAZIZ et al., 2008), promovendo peroxidacdo lipidica, morte
celular e inibicdo das sinteses proteica e de DNA (ABID-ESSEFI et al., 2004; KOUADIO et
al., 2005; HASSEN et al., 2007; BOUAZIZ et al., 2008).
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2.2 O Sistema Imune das Aves

O sistema imune é constituido por dois sistemas distintos e interativos: inato e o
adaptativo. A resposta inespecifica inata compreende quatro barreiras de defesa: fisica,
fisiologica, inflamatoria e fagocitica. Uma vez rompidas estas barreiras iniciais, 0s micro-
organismos penetram no local infectado, desencadeiam um processo inflamatério envolvendo
varios eventos vasculares e celulares (LEKSTROM-HIMES & GALLIN, 2000). Estes
eventos sao iniciados por uma serie de mediadores quimicos que podem ser produzidos pelos
micro-organismos invasores ou pelos leucdcitos que participam desta resposta. Entre estes
mediadores estdo 0s componentes de quatro cascatas enzimaticas: sistema complemento,
sistema de coagulacdo, fibrinolitico e das cininas, que contribuem para a eliminacdo dos
micro-organismos invasores (RANG et al., 2001).

A imunidade especifica é subdividida em imunidade mediada por células e humoral. A
imunidade mediada por células, também conhecida como imunidade celular, é mediada pelos
linfocitos T e se caracteriza pela defesa contra micro-organismos intracelulares. Enquanto que
a imunidade humoral € mediada por anticorpos, que sdo produzidos pelos linfocitos B, e se
caracteriza por ser um mecanismo de defesa atuante sobre micro-organismos extracelulares e
suas toxinas (ABBAS et al., 2007).

As ceélulas do sistema imunologico das aves dividem-se, de acordo com a morfologia
nuclear. Os agranuldcitos sdo constituidos por linfocitos, macréfagos, monadcitos e
trombdcitos. Os granulécitos sdo constituidos por heteréfilos, basofilos e mastocitos. A
morfologia dos granuldcitos varia de acordo com as espécies aviarias (MORGULLIS, 2002).

Embora os principios basicos da resposta imune permanecam constantes para todas as
espeécies de vertebrados estudadas, o frango tem um repertorio diferente de genes, moléculas,
células e tecidos em comparacdo com os mamiferos. Um exemplo é a auséncia de linfonodos,
que se caracterizam pelo principal sitio de apresentacdo de antigenos em mamiferos. Diversos
tipos celulares tém a funcdo de fagocitose no frango, incluindo macrofagos, células
dendriticas (DC), heterdfilos (0 equivalente funcional dos neutréfilos de mamiferos) e
trombdcitos (homologos as plaquetas, também ausentes em frangos) (WU & KAISER, 2011).
Além disso, ndo possuem eosinéfilos, e seus receptores Toll-Like (TLR) e de quimiocinas
também divergem dos mamiferos (KAISER, 2010).

A complexidade do sistema imune esta diretamente relacionada com uma imensa
diversidade de meétodos pelos quais sua funcdo pode ser avaliada. A literatura é rica em

exemplos de como as micotoxinas comprometem a funcdo imunoldgica, no entanto, as



25

diversas abordagens quantitativas disponiveis dificultam a comparacdo entre os estudos e a

avaliacdo de sua importancia como agentes imunossupressores.

2.3 Viabilidade Celular

Ao longo das ultimas décadas, diversos sistemas in vitro empregando o uso de
culturas celulares tém sido desenvolvidos, evitando o uso excessivo de animais de laboratorio,
0 gue demanda custo e tempo, além de envolver questdes éticas. Ensaios de culturas celulares
podem ser utilizados para a avaliagcdo preliminar da toxicidade de micotoxinas, bem como,
das relagdes estrutura-atividade, elucidando os modos de acdo das toxinas nas organelas
celulares em nivel bioquimico, além de serem utilizados como marcadores de toxicidade
(CETIN & BULLERMAN, 2005).

Inimeras linhagens celulares sdo utilizadas em estudos de citotoxicidade para avaliar a
acdo de micotoxinas (ROBB et al., 1990). Ensaios de citotoxicidade in vitro proporcionam
eficaz e sensivel “screening” de micotoxinas. O efeito de micotoxinas sobre culturas de
células pode ser analisado pela determinacdo de diferentes parametros, tais como, atividade
metabolica, danos na membrana plasmatica, sintese de DNA e proteina. Efeitos citotoxicos
podem ser avaliados através do ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5
difeniltetrazolium brometo) (WIDESTRAND et al., 1999).

O bioensaio de MTT € um teste alternativo para mensuracdo da replicacdo de DNA
baseado na incorporacdo de 3H-timidina, evitando o manuseio de materiais radioativos
(CETIN & BULLERMAN, 2005). Este método tem sido amplamente utilizado para avaliar a
citotoxicidade de DON, ZEA e OCRA (BOUAZIZ et al.,, 2013; CLARKE et al., 2014,
FERRER et al., 2009; MAENETJE et al., 2008; WANG et al., 2014), desde 0 seu
desenvolvimento por MOSMANN (1983). O ensaio de MTT oferece uma relacéo linear entre
0 numero de células e a producdo de formazan em baixas e altas concentracdes celulares,
quantificando a viabilidade e proliferacdo celular (LEWIS et al., 1999).

MTT é um reagente salino de coloracdo amarela que é reduzido a cristais pupuros
escuros de formazan pela acdo de enzimas mitocondriais em células viaveis. Alteracdes na
integridade da membrana plasmatica podem ser determinadas pela quantificacdo de enzimas
intracelulares liberadas nos meios de culturas pelas células danificadas (LEWIS et al., 2009).
A atividade de enzimas mitocondriais é usada como um indicador de viabilidade celular no
ensaio de MTT, através da atividade de succinato desidrogenase (FERRER et al., 2009)

MTT ¢é um método colorimétrico rapido, versatil, quantitativo e altamente
reproduzivel. CHAROENPORNSOOK et al. (1998) relataram que o bioensaio MTT tem
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menor sensibilidade do que o ensaio de lactato desidrogenase (LDH) em relacdo a andlise
de citotoxicidade de fusariotoxinas. Entretanto, bioensaios de MTT demonstraram uma

melhor correlagdo com ensaios in vivo do que o método LDH (FALLER ET AL., 2002).

2.4 Adenosina Desaminase

O sistema de sinalizacdo purinérgico desempenha uma importante funcdo na
modulacgéo das respostas inflamatoria e imune pela acdo de biomoléculas extracelulares como
nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) e seus derivados nucleosideos de adenosina
(Ado) (RALEVIC & BURNSTOCK, 2003). Ha evidéncias de que o ATP extracelular age em
receptores da superficie celular especificos como agente pré-inflamatorio, potencializando a
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias (BOURS et al., 2006) a partir de linfocitos T
ativados (LANGSTON et al., 2003). Seu produto de decomposicdo, Ado, possui potente acdo
anti-inflamatoria e imunossupressiva através da inibi¢do da proliferagdo de células T e da
secrec¢éo de citocinas (DEAGLIO et al., 2007; GESSI et al., 2007).

ATP extracelular e Ado sdo controlados por ecto-enzimas como as ecto-nucleosideo
trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDase; CD39; EC 3.6.1.5) e ecto-adenosina desaminase (E-
ADA; EC 3.5.4.4), as quais sdo ancoradas na superficie celular com seus sitios ativos em
contato com o meio extracelular (ZIMMERMANN, 2001).

De acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(International Union of Biochemistry and Molecular Biology), a Comissdo de Enzimas
estabelece a padronizacdo da identificacdo enzimética que caracteriza exatamente cada
enzima. Para a adenosina desaminase (ADA), essa designacdo significa: E.C. (enzyme
commision) 3 — hidrolase; E.C 3.5 — age nas liga¢fes C-N; E.C 3.5.4 — em amidinas ciclicas;
E.C 3.5.4.4 — Adenosina Deaminase. Essa designacdo é usada internacionalmente na
identificacdo enziméatica (GORGUNER et al., 2000).

ADA é uma enzima essencial para o metabolismo de purinas que catalisa a
desaminacdo hidrolitica de adenosina (Ado, 1) e 2’-deoxiadenosina (dAdo, 1) em inosina (I11)
e 2’-deoxiinosina (IV) (CRISTALLI et al., 2001) (Figura 4), presente em todos os tipos
celulares, apresentando alta atividade no timo, tecidos linféides e linfocitos periféricos. ADA
pode ser expressa como ecto-enzima na superficie de linfocitos, desempenhando funcéo
essencial sobre o crescimento, diferenciacdo e proliferacdo de linfocitos T (CODERO et al.,
2001; FRANCO et al., 1997).
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A atividade de E-ADA diminui os niveis de Ado disponiveis para a estimulacdo de
receptores de adenosina (AdoRs) expressos sobre a superficie de células T , mecanismo que
contribui para a regulacdo do sistema imune (HASHIKAWA et al., 2004).

Ado € um regulador do metabolismo celular e ativador de uma série de efeitos
fisiologicos, participando de eventos celulares como apoptose, necrose e proliferacdo
(BURNSTOCK, 2006; DESROSIERS et al., 2007). Também é um regulador enddgeno da
imunidade inata, protegendo o hospedeiro de intensa lesdo tecidual associada com acentuada
inflamacéo (DESROSIERS et al., 2007). Ado age como um sensor, fornecendo informacéo ao
sistema imune em relacdo a lesdo tecidual ou alteracdes inflamatérias agudas (KUMAR &
SHARMA, 2009).

Ado estimula receptores A2 acoplados a proteinas G estimulatérias (Gs), o que
suprime as respostas celulares regulando positivamente os niveis intracelulares de AMP
ciclico (AMPc). Desta forma, a sinalizacdo de receptores A2 mediados por Ado podem
regular negativamente as funcgdes efetoras de neutréfilos, estimular a capacidade estimulatoria
de células Th2 das células dendriticas e inibir a atividade de linfocitos (BOURS et al., 2006).
Portanto, Ado em altas concentracGes pode agir sobre receptores purinérgicos, atenuando
inflamacéo e leséo tecidual (DESROSIERS et al., 2007).
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FIGURA 4- Efeitos de ADA sobre nucleosideos de adenina.
FONTE: CRISTALI et al., 2001.

ADA € uma enzima ubiqua, soltvel e globular, encontrada no citosol e na superficie
de muitos tipos celulares da maioria dos vertebrados. Apresenta um papel importante no
sistema imune, relacionada diretamente com a ativacdo de linfécitos T e macrofagos

(FRANCO et al., 1997). Muitos estudos demonstram que elevados niveis de Ado e dAdo séo
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citotoxicos a determinados tipos celulares, sugerindo uma importante contribuicdo de ADA
para a manutencdo de adequadas concentracdes celulares de nucleosideo de adenina e
nucleotideos (GEIGER & NAGY, 1986)

Além de ser uma enzima chave no metabolismo de purinas nucleotideos (FRANCO et
al., 1997), ADA também esta relacionada ao metabolismo de DNA, sendo um indicador de
oxidacdo de DNA. O aumento da atividade de DNA demonstra dano oxidativo. Varios
estudos demonstram que a atividade de ADA esté relacionada a producdo de radicais livres
(KOSE et al., 2001; YONEYAMA et al., 2002)

2.5 Acetilcolinesterase

Os sistemas nervoso e imune se comunicam bidirecionalmente, e os tecidos linfoides
sdo inervados pelo sistema nervoso autbnomo (BLALOCK, 1994). Células do sistema imune
apresentam a maioria dos componentes do sistema colinérgico, incluindo colina
acetiltransferase, transportadores de colina e acetilcolinesterase (AChE), além de produzirem
acetilcolina (ACh) (KAWASHIMA & FUJII, 2004). ACh é amplamente conhecida como um
neurotransmissor classico, presente no sistema nervoso central e periférico, mas também é
encontrada em linfdcitos T, sendo sintetizada pela colina acetiltransferase (KAMIMURA et
al., 2003).

O fato de ACh estar presente em bactérias, algas, protozoarios, fungos, plantas e em
células ndo-neuronais de vertebrados, altera sua fun¢do de somente um neurotransmissor.
ACh pode estimular a atividade de células do sistema imune como linfécitos e,
consequentemente, modular os mecanismos de defesa do hospedeiro. ACh ndo-neuronal esta
envolvida no sistema de defesa inespecifico (superficies epiteliais, secrecdo mucosa, migragdo
e fagocitose) e especifico, além da modulacdo de processos inflamatorios. ACh e seus
receptores sdo encontrados na maioria dos componentes do sistema imune: linfocitos (CD4" >
CD8 "> células B), mondcitos, granuldcitos, macrofagos, mastocitos, timo e bago (WESSLER
& KIRKPATRICK, 2001), com elevados niveis em linfocitos T e mondcitos (NEUMANN et
al., 2007).

AChE (EC 3.1.1.7) é uma enzima que degrada ACh, produzindo colina e um grupo de
acetona, sendo expressa pelos linfécitos e considerada um marcador de inflamagéo
(TAYEBATI et al., 2002). Linfdcitos expressam diversos receptores de neurotransmissores,
incluindo adrenérgicos, dopamineérgicos e colinérgicos (TAYEBATI et al., 2002), dentre os
colinérgicos, destacam-se 0s receptores muscarinicos de ACh (mAChRs) e nicotinicos
(NAChRs) (KAWASHIMA & FUJII, 2004).
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ACh e seus agonistas mMAChR e nAChR aumentam a citotoxicidade dos linfocitos,
elevando seu contetdo de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) e inositol-1,4,5-
trifosfato (IP3), modulando a sintese de DNA e a proliferacdo celular, o que da suporte a tese
de que o sistema colinérgico linfocitico participa da regulacdo da funcdo imune atraves de
receptores de ACh (AChRs) acoplados a fosfolipase-C (PLC) (KAWASHIMA & FUJII,
2003).

Portanto, é provavel que o sistema colinérgico presente nas células imunes participe da
regulacdo da resposta imune, através da ativacdo de mAChRs e nAChRs, estimulando e
inibindo as respostas imune e inflamatoria, respectivamente. Entretanto, a relagdo entre
nAChRs e mAChRs na regulacdo das funcBes de linfécitos T ndo esta completamente
elucidada (RAZANI-BOROUJERDI et al., 2008).

2.6 Estresse Oxidativo

Micotoxinas sdo metabolitos fungicos conhecidos por serem nocivos a saude do
homem e dos animais. Atualmente, ha muitos relatos de enfermidades causadas por
micotoxinas associadas aos sistemas digestdrio, urinario, reprodutivo e imune; e o estresse
oxidativo, através da peroxidacdo lipidica, é importante na mediacdo da toxicidade induzida
pelas micotoxinas nesses sistemas (DOl & UETSUKA, 2014).

Uma variedade de espécies reativas de oxigénio (EROs) é permanentemente
produzida em organismos vivos, através da reducdo de oxigénio e radiagdes ionizantes, metais
reativos, enzimas e outros ativadores enddgenos e ambientais (MONAHAN et al., 1993). O
estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre a producdo de EROs e atividade de
antioxidantes (VOSSEN et al., 2011). O equilibrio entre pré-oxidantes (EROs) e antioxidantes
é crucial para a homeostasia intracelular. O excesso de EROs é prejudicial, entretanto, as
células possuem um organizado sistema de defesa composto por moléculas antioxidantes, tais
como, grupos sulfidrilo, vitamina C e enzimas antioxidantes, incluindo superoxido dismutase
(SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx), os quais agem de modo sinérgico contra 0s
efeitos oxidativos (WANG et al., 2009)

A geracdo de EROs esta envolvida em fungbes fisioldgicas importantes de
organismos aerébios. No entanto, seu excesso, pode causar desequilibrio nas rotas
metabolicas; esgotamento de antioxidantes celulares e danos de macromoléculas como DNA,
proteinas e lipidos, ocasionando lesdes oxidativas que resultam em diminui¢do dos processos
de diferenciacéo e proliferacdo ou morte celular. EROs atuam como mensageiros subcelulares

em mdltiplas vias de sinalizacdo e podem estar relacionados com a causa, ou mesmo,
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consequéncia de alteracbes mitocondriais, assim como, de morte celular por apoptose,
desempenhando funcdo essencial em eventos moleculares que levam a danos celulares,
principalmente pela inducéo da peroxidacéo lipidica (FERRER et al., 2009).

A peroxidacdo lipidica é uma etapa importante no processo de dano oxidativo
tecidual (OMAR et al., 1990), e esta relacionada a degeneracao das fungdes fisioldgicas, bem
como, 0 aumento da suscetibilidade a doencas infecciosas através do comprometimento do
sistema imune, e a reducdo da viabilidade celular induzida por micotoxinas (FERRER et al.,
2009). Um composto frequentemente utilizado como um indice de peroxidacéo lipidica é o
MDA, produto de oxidagdo secundario formado durante a oxidacdo de PUFA (&cidos graxos
poli-insaturados) (Figura 5). Perdxidos lipidicos e os seus produtos podem causar danos
oxidativos a enzimas ligadas a membranas e outras macromoléculas, incluindo DNA, e tém
sido implicadas em varios processos de doenca (VOSSEN et al.,, 2011). Lipidios poli-
insaturados sdo essenciais para as células, como constituintes das membranas celulares,
reticulo endoplasmatico e mitocdndrias e, portanto, estruturas funcionais celulares (MARIN
& TARANU, 2012).

EROs podem causar danos irreversiveis as células e a mensuracao de seus produtos
oxidativos se faz necesséria, consequentemente, o estabelecimento da relagdo entre a
diminuigéo da proliferacdo celular e o estresse oxidativo causado pelo aumento da producao
de EROs intracelular induzido pelas micotoxinas € fundamental. O ensaio de Substancias
Reativas ao Acido tiobarbitirico (TBARS) é o método mais comum de avaliacio dos
produtos da peroxidagdo lipidica. TBARS determina os produtos finais aldeidicos, como o
MDA, produto final de uma variedade de perédxidos lipidicos e produtos secundarios da
oxidacéo de lipidica (FERRER et al., 2009).

MDA reage com o &cido tiobarbitarico, produzindo um produto de coloracdo
vermelha. Sua avaliacdo direta e a mensuragdo de radicais livres € dificultada pelas meias-
vidas curtas e a curta distancia de migracdo. Os métodos indiretos, como a quantificacdo dos
produtos resultantes da decomposicdo peroxidativa de PUFA, como 4-hidroxinonenal (4-
HNE) e MDA sao utilizados como estimativa de danos causados por EROs (SIDDIQUE et
al., 2012).
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FIGURA 5- Etapas da peroxidagdo lipidica.
FONTE: ALESSIO, 2000.

Ndo estd bem elucidado se as micotoxinas estimulam a peroxidacdo lipidica
diretamente através do aumento da sintese de EROs, ou se 0 aumento da suscetibilidade
tecidual a peroxidagdo € o resultado do comprometimento do sistema defesa antioxidante,
mas parece que ambos 0s processos estdo envolvidos (MARIN & TARANU, 2012).
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Mycotoxins are a group of chemically diverse naturally occurring substances resulting
from the secondary metabolism of pathogenic filamentous fungi. They are produced mainly
by the genera Fusarium, Alternaria, Aspergillus and Penicillium which can contaminate grains
and cereals such as wheat, corn and soy. According to the nature and the concentration levels,
mycotoxins can induce toxic effects in food-production animals and humans. An in vitro study
was conducted to evaluate the susceptibility of broiler chickens lymphocytes to different con-
centrations of ochratoxin A deoxynivalenol and zearalenone. Each toxin was added to the cell
medium at different concentrations (0.001, 0.01, 0.1 and 1pg/mL). Cell viability and ecto-ade-
nosine deaminase activity were assessed at 24, 48 and 72 hours by colorimetric assays. Thus,
it were used 0.7x10% lymphocytes/mL in RPMI 1640 medium, supplemented with 109 fetal
bovine serum and 2.5 IU of penicillin/streptomycin per mL. incubated at 37°C in a 5% CO,
atmosphere. All the experiments were carried out in triplicate and the results were expressed
as mean + standard error of the mean. The results showed that OTA and DON induced lympho-
cyte proliferation and reduced enzymatic activity in vitro (P<0,05), whereas ZEA also promot-
ed proliferation (P<0,05), but neither alteration on enzymatic activity (P>0,05). It was possible
to correlate the results about viability cell and ecte-adenosine deaminase activity, suggesting
that, at minimal concentrations, the evaluated mycotoxins do not stimulated the enzymatic ac-
tivity, which has proinflammatory action and contributes for the immunosuppression process,
thus, avoiding a decrease on the viability cell. This is the first in vitro study conducted with
OTA, DON and ZON in broiler chickens lymphocytes evaluating these parameters.
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RESUMO.- Micotoxinas representam um vasto grupo de
contaminantes quimicos naturais originados a partir do
metabolismo secundario de fungos filamentosos patoge-
nices. Elas sdo produzidas, principalmente, pelos géneros
Fusarium, Alternaria, Aspergillus e Penicillium, os quais po-
dem contaminar grios e cereais, como trigo, milho e soja.
Conforme sua natureza e niveis de concentragdo, micotoxi-
nas podem induzir efeitos tdxicos em animais de producio
e humanos. Um estudo in vitro foi realizado para avaliar
a susceptibilidade das células linfocitdrias de frangos de
corte a diferentes concentragdes de ocratoxina A, deoxini-
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valenol e zearalenona, Cada micotoxina foi adicionada ao
meio celular em diferentes concentragdes (0,001; 0,01; 0.1
e lug/mL). A viabilidade celular e atividade de ecto-ade-
nosina desaminase foram analisadas em 24, 48 e 72 horas
através de ensaios colorimétricos. Para isso, foram utiliza-
dos 0,7x10° linfécitos/mL em meio RPMI 1640, suplemen-
tade com 109% de soro fetal bovino e 2,5 Ul de penicilina/
estreptomicina por mL, incubados em atmosfera de 5% de
C0,a 37 °C. Todos os experimentos foram realizados em tri-
plicata e os resultados foram expressos como média e erro
padrdo da média. Os resultados obtidos demonstraram que
tanto ocratoxina A como deoxinivalencl induziram pro-
liferacdo linfocitdria e baixa atividade enzimatica in vitro
(P<0,05), enquanto zearalenona também induziu prolife-
ragdo (P<0,05), mas nenhuma alteragdo na atividade enzi-
matica (P>0,05). Foi possivel correlacionar os dados refe-
rentes i viabilidade celular e atividade de ecto-adenosina
desaminase, sugerindo que, em concentragdes minimas,
as micotoxinas testadas ndo estimularam a atividade da
enzima, que possui acdo pré-inflamatdria e contribui para
o processo de imunossupressido e, portanto, evitando um
decréscimo na viabilidade celular. Este € o primeiro estudo
feito com OCRA, DON e ZEA sobre linfécitos de frangos de
corte em cultivos in vitro na avaliagio desses parametros.

TERMOS DE INDEXAGAO: Micotoxinas, leucécitos, citotoxicidade,
aves domésticas, ensaios colorimétricos.

INTRODUCAO

Hd muitos séculos se conhece a toxicidade de certos fungos.
Entretanto, somente em 1.850, ao relacionar a ingestio de
centeio infectado pelo fungo Claviceps purpurea com as ca-
racteristicas clinicas do ergotismo, foi levantada a possibili-
dade de haver risco 3 satide humana e animal pela ingestdo
de metabdlitos secunddries preduzides por fungos (San-
turio 2000). Micotoxinas sdo metabdlitos fiingicos secun-
ddrios contaminantes de uma série de grios e frutas pré
ou pos-colheita. Aflatoxinas, deoxinivalenol, ocratoxina A,
fumonisinas, zearalenona, patulina e toxina T-2 s3o as mais
importantes micotoxinas, as quais sdo caracteristicamente
estdveis em condigdes ambientais e causadoras de diversos
efeitos tdxicos em animais de laboratdrio, de produgio e
em humanos (Chen et al. 2008).

Ocratoxina A (OCRA) € uma micotoxina de ocorréncia
natural produzida por funges do género Aspergillus e Pe-
nicillium em uma variedade de regides geogrificas e cli-
miticas. Por ser um contaminante natural de alimentos
estocados, e consequentemente, destinados a producido de
animais como frangos, sio relatados muitos surtos de ocra-
toxicose (Wang et al. 2009). As toxinas provenientes do gé-
nero Fusarium, deoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA),
sdo as principais em humanos e na nutrigio animal devido
sua frequéncia e ocorréncia concomitante em concentra-
¢bes toxicologicamente relevantes em grios de cereais no
mundo inteiro (Goyarts et al. 2007).

Sistemas in vitro permitem tanto uma dosagem mais
exata de toxinas, quanto uma duragio de exposigio defini-
da em um meio quimicamente e fisicamente uniforme, se
comparades a técnicas in vivo. Além disso, ensaios in vitro
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pedem proporcionar resultados e conclusdes significati-
vos, reconhecidos e reproduziveis. Varias linhagens celula-
res ja foram utilizadas em estudos de culturas de tecidos
para testes de citotoxicidade de diversas micotoxinas. Efei-
tos citotdxicos de células em cultura podem ser avaliados
através do ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
-difenil brometo de tetrazolina). MTT & um reagente salino
de coloragdo amarela que é reduzido a cristais pirpuroes es-
cures de formazan pela agio de enzimas mitocondriais em
células vidveis, sendo frequentemente utilizado em estudos
de citotoxicidade de micotoxinas, para avaliagdo da viabili-
dade e proliferagdo celular (Lewis et al. 1999).

Alteragdes na integridade da membrana plasmatica
podem ser determinadas pela mensuragido de enzimas li-
beradas no meio de cultura pelas células danificadas (Wi-
destrand et al. 1999). Ecto-adenosina desaminase (E-ADA)
¢ considerada uma enzima chave no metabolismo de puri-
nas, catalisando a irreversivel desaminagao da adenosina
e desoxiadenosina em inosina e desoxiinosina, respectiva-
mente, e regulando as concentragdes de adenosina (Ado)
extracelular (Franco et al. 1997). E-ADA esta presente em
todos os tipos celulares, com alta atividade no timo, tecidos
linféides e linfocitos periféricos, desempenhando funciao
essencial para o crescimento normal, diferenciagdo e pro-
liferagdo de linfécitos T (Franco et al. 1997, Codero et al.
2001).

0 escope do presente trabalho de pesquisa visou avaliar
os possiveis efeitos das micotoxinas OCRA, DON e ZEA, re-
lacionados a viabilidade celular e atividade enzimdtica de
E-ADA, em linfécitos de frangos de corte cultivados in vitro.

MATERIAL E METODOS

Micotoxinas. As micotoxinas utilizadas foram ocratoxina A
(OCRA), deaxynivalenol (DON) e zearalenona (ZEA) (Sigma Che-
mical Co. St Louis, MO, USA). Elas foram solubilizadas em eta-
nol (59), diluidas nas concentragdes 0,001; 0,01; 0.1 e 1pg/mL
e adicionadas em cultivos celulares de linfécitos para respectiva
avaliagdo,

Células e cultura. O experimento foi conduzido no Labora-
torio de Pesquisas Micolégicas (LAPEMI-UFSM). Os linfocitos fo-
ram isolados do sangue de frangos de corte, respeitando a con-
duta do bem estar animal conforme Comissdo de Etica em Uso
Animal da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA-UFSM). O
pool sanguineo foi coletado, de 30 aves comerciais da linhagem
COBB 500 com 45 dias, através de tubos conicos falcon com EDTA
108, & a técnica de separacdo celular utilizada, através de cen-
trifugagdo por gradiente de densidade, conforme a descrita por
Bayum (1968). Apds contagem em camara de Neubauer com adi-
¢do do corante Azul de Trypan (0,1%), foram utilizados 0,7x10*
linfécitos/mL em meio RPMI 1640 (Sigma), suplementado com
109 de soro fetal bovino e 2,5 Ul de penicilina/estreptomicina
(Sigma), em estufa com atmosfera de 5% de CO,a 37°C. A suspen-
sao de células foi colocada em placa de 96 micropogos e mantida
em cresci to exp ial, em uma confluéncia de 80%. Cada
micotoxina foi adicionada (20uL) ao meio celular em diferentes
concentragdes (0,001; 0,01; 0,1 e 1pug/mL), exceto no grupo con-
trole (0), contendo apenas meic de cultura e células, A viabilidade
celular e a atividade enzimitica de E-ADA foram analisadas em
24,48 e 72 horas.

Ensaio de viabilidade celular. A viabilidade celular dos lin-
focitos de frangos de corte foi avaliada pelo ensaio de MTT (Vy-
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brant® MTT Cell Proliferation Assay Kit-Invitrogen). A reagio é ca-
talisada pela succinil desidrogenase mitocondrial e exige NADH,
que deve ser fornecida pelas células, proporcionando entio uma
indicagio de competéncia mitocondrial ou respiratoria. Cada
pogo, contendo os diferentes grupos representados pelas diferen-
tes concentragoes € micotoxinas testadas, foi inoculado com 10 uL
de MTT (Smg/mL), e as células foram incubadas durante 4 horas
em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Ap6s, o meio foi
cuidadosamente removido e o produto corado foi dissolvido com
50puL de DMSO (dimetilsulfoxide), realizando novamente incuba-
¢do pelo periodo de 10 min sob as mesmas condigdes referidas
acima. A leitura foi feita através de espectrofotometria (Bio-Rad
model 3550 Microplate reader), utilizando um comprimento de
onda de 595 nm, Pogos controles foram utilizados para verificar
se houve ou ndo proliferacio celular, e se a viabilidade foi influen-
ciada pelas concentragdes minimas das respectivas micotoxinas.
Os resultados foram expressos em porcentagem.

Determinagdo da atividade de E-ADA. E-ADA, em amostras
de linfécitos, foi determinada espectrofotometricamente de acor-
do com o método colorimétrico de Giusti & Galanti (1984), no
qual 25pL de linfocitos reagem com adenosina (21mmol/L), pH
6,5, em um periodo de incubagdo de 60 minutos a 37°C. Este mé-
todo é baseado na producio direta de amonia quando a adenosina
desaminase tem sua agio na adenosina, O comprimento de onda
utilizado para a leitura foi 620 nm. Os resultados foram expressos
em U/mg, na qual uma unidade (1U) de ADA é definida como a
quantidade de enzima necessdria para liberar 1 mmol de aménia
por minuto a partir da adenosina em condigdes padrao de ensaio.

Determinacio proteica. A determinagio de proteina foi re-
alizada pelo método Azul de Comassie, usando albumina bovina
como padrio, conforme descrito por Bradford (1976).

Analise estatistica, A andlise estatistica foi realizada através
do teste ndo paramétrico ANOVA de uma via seguido pelo post test
Newman-Keuls, utilizando nivel de significincia de P<0,05. Os ex-
perimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos como média e erro padrdo da média.

RESULTADOS

Na avaliagdo da viabilidade celular, dos linfécitos de fran-
gos de corte incubados com a micotoxina OCRA, observou-
-se proliferagdo celular (111,20+4,90) no periodo de 48 h
relacionada & menor concentragdo utilizada, 0,001 pg/mL,
em relacdo a 97,66=1,33 do grupo controle; enquanto que
em 72 h de incubagdo, apenas a concentragdo de 0,1pg/mL
ndc influenciou resultade significativo, jd que as demais
concentragdes: 0,001; 0,01 e 1pg/mL, também causaram
comportamento proliferativo caracterizado pelos seguintes
valores (média £ erro padrac da média), respectivamente,
95,0521,30; 100,25+1,11 e 97,46+1,67, quando comparadas
ao grupo controle (880,57) (P<0,05) (Fig.1).

A micotoxina DON, na concentracde de 0,01pg/mL, no
periodo de 48 h, induziu proliferagdo celular (114,75£5,75)
quando comparada ao grupo controle (97,66+1,33) (Fig.2)
(P<0.05).

Quanto ao comportamente celular observado apds a
incubacdo com ZEA, evidenciou-se proliferacio linfocitdria
nas amostras incubadas com as respectivas concentragbes
da micotoxina: 0,001 (107,84=1,84); 0,01 (105,97£2,02) e
0,1pg/mL (105,97+1,12), somente no periodo de 48 h, en-
quanto o grupo controle (o) apresentou 96,33=1,33 de via-
bilidade celular (P<0,05) (Fig.3).

Em relagdo 3 avaliacdo da atividade enzimatica, as cé-

lulas linfocitdrias incubadas com OCRA apresentaram de-
créscime da atividade de E-ADA quando comparadas ao
grupo controle em todos os pericdos analisados (P<0.05).
com excegdo dos linfécites incubados com as concentra-
¢0es 0,001 e 1ug/mL em 24 h de incubagdo (Fig.4). DON, na
concentracdo de 0,01pg/mL, induziu diminuicdo da ativi-
dade de E-ADA em todos os tempos analisados em relacdo
ao grupo controle (P<0,05) (Fig.5). Os valores da atividade
de E-ADA pés-incubagdo com OCRA e DON estdo represen-
tados nos Quadros 1 e 2, respectivamente. Os linfécitos in-
cubados com a micotoxina ZEA nio apresentaram resulta-
dos significativos (P>0,05) (Fig.6).

DISCUSSAO

0 sistema de sinalizagdo purinérgico desempenha impor-
tante fungdo moduladora das respostas imune e inflama-
téria através de moléculas extracelulares, tais como, nu-
cleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) e seus derivados
nucleosideos de Ado (Ralevic & Burnstock 2003). Evidén-
cias indicam que altos niveis de ATP extracelular agem atra-
vés de receptores especificos da superficie celular como
agentes pré-inflamatdrios, potencializando a liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias (Bours et al. 2006) a partir de
linfdcitos ativados (Langston et al. 2003). Entretanto, bai-
xos niveis de ATP extracelular atuam como moduladores
negativos da imunidade (Di Virgilio & Boeynaems & Ro-
bson 2009). A quebra de seu produto, Ado, exibe potente
agdo imunossupressiva e inflamatoria pela inibi¢do da pro-
liferagdo de células T e secregdo de citocinas (Deaglio et al.
2007, Gessi et al. 2007). Ado também age como regulador
endégeno da imunidade inata, protegendo o hospedeiro de
tecidos excessivamente danificados associados com infla-
macdo intensa (Desrosiers et al. 2007). Em nosso estudo,
ndo foi realizada a quantificagio de Ado, mas sim da ativi-
dade de sua enzima extracelular E-ADA.

Uma redu¢do na atividade de E-ADA em linfécitos le-
varia 4 interagdo de Ado com receptores de adenosina
(AdoRs) que existem em muitos tipos celulares com pos-
siveis efeitos anti-inflamatérios. Esta redugdo causaria um
aumento nas concentragoes extracelulares de Ado, que
seria convertida em inosina. Ado atua como um sensor e
fornece informagdo ao sistema imune através de tecidos
danificados ou alteragdes inflamatorias agudas (Kumar &
Sharma 2009). Entdo, o decréscimo de E-ADA em linfécitos
pederia estar relacionado a um mecanismo compensatdrio,
o que levaria a uma elevagio das concentragGes extracelu-
lares de Ado, a qual agiria sobre receptores purinérgicos,
atenuando inflamacdo e dano tecidual, o que poderia ex-
plicar a correlagdo entre o aumento da viabilidade celular
e a baixa atividade enzimadtica encontrados nos resultados
associados com OCRA e DON.

Nio hd estudos a respeito de E-ADA em culturas de fran-
gos de corte, mas podemos encontrar estudos semelhantes
em culturas de células humanas. Iwaki-Egawa & Watanabe
(2002) demonstraram que ha propriedades similares em
relagdo as propriedades de E-ADA sobre especificidades de
substrato, sensibilidades a inibidores e perfil do pH entre
a enzima proveniente de humanos e naquela oriunda de
frangos. E importante ressaltar essa informagdo, pois uma
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comparagio entre os dados obtidos a partir de pesquisas
em culturas de células humanas e os obtidos pelo presente
experimento ndo é invilida.
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Fig.1. Viabilidade celular dos linfécitos incubados com a micotoxi-
na OCRA nas concentragdes 0; 0,001; 0,01, 0,1 & 1 pug/mL em
24, 48 e 72 h de exposigdo. ‘Diferenca significativa (P<0,05).

Fig.3. Viabilidade celular dos linfocitos incubados com a micoto-
xina ZEA nas concentrapdes 0; 0,001; 0,01; 0,1 e 1pg/mL em
24, 48 e 72 h de exposigdo. *Diferenca significativa (P<0,05).

Fig.5. Atividade enzimatica de E-ADA dos linfécitos incubados
com a micotoxina DON nas concentragdes 0; 0,001; 0,1 e 1pug/
mL em 24, 48 e 72 h de exposigdo, *Diferenga significativa
(P<0.,05).
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0 potencial imunotéxicc de OCRA tem sido estudado
em diferentes modelos experimentais, consequentemen-
te, os dados disponiveis s3o geralmente contraditérios e
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Fig.2. Viabilidade celular dos linfocitos incubados com a micoto-
xina DON nas concentragdes 0; 0,001; 0,01; 0,1 e 1ug/mL em
24, 48 e 72 h de exposigdo. "Diferenca significativa (P<0,05).

Fig4. Atividade enzimatica de E-ADA dos linfécitos incubados
com a micotoxina OCRA nas concentragoes 0; 0,001; 0,1 e
1ug/mL em 24, 48 e 72 h de exposigio, *Diferenga significa-
tiva (P<0,05).

Fig.6. Atividade enzimdrtica de E-ADA dos linfécitos incubados
com a micotoxina ZEA nas concentragdes 0; 0,001; 0,1 e lpg;’
mL em 24,48 e 72 h de exposigio.
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Quadro 1. Atividade de E-ADA (U/mg de proteina) em
linfécitos de frangos de corte incubados com as respectivas
concentragoes da micotoxina OCRA em 24,48e 72 h

(Mz SEM)
Concentragdo (ug/mL) Periodo de incubagdo
24h 48h 72h

0 31,71+ 284 26,25+250 2552°+384
0,001 21052791 745*t134 1086*+085
0,01 8,19°t 141 941*1253 8B70%t25

01 12,95*2 0,60 1656*£4,32 7.34*t134

1 21662441 11.68*:080 6741030

* Grupo controle; *(P<0,05).

Quadro 2. Atividade de E-ADA (U/mg de proteina) em
linfocitos de frangos de corte incubados com as respectivas
concentracoes da micotoxina DON em 24,48 e 72 h

(M= SEM)
Concentragdo (ug/mL) Periodo de incubagdo
24h 48h 72h

0 31,71°£284 26,25't250 25,52°t3,84
0,001 20,53£3,12 17892111 1999:134
001 961*+149 B8,15*t226 B48*t102
0.1 21,14*: 441 20,02£557 19,15£3,77
1 19712450 23B1z139 25052451

* Grupe controle; *(P<0,05).

dificeis de interpretar. Essas diferentes conclusdes podem
ser devido is concentragdes testadas da micotoxina, carac-
teristicas particulares das linhagens celulares, diferentes
condigdes de cultura, ao periodo de exposi¢do e critérios
utilizados no estudo (Alvarez-Ervitil et al. 2005). Estudos
demonstram que OCRA suprime a reposta de anticorpos
em intimeras espécies (Haubeck et al. 1981, Harvey et al.
1992, Stormer & Lea 1995, Miiller et al. 1999). Em relacdo
3 imunidade humoral, OCRA induz uma regressic dose-
-dependente das imunoglobulinas IgG, IgA e IgM (Miiller et
al. 1995, Dortant et al. 2001). Em relacdo 4 imunidade me-
diada por células, a resposta proliferativa de células B ndo
foi alterada pela micotoxina em ratos (Dortant et al. 2001)
ou camundongos (Thuvander & Breitholtz-Emanuelsson &
Olsen 1995). A resposta proliferativa de linfocitos T apre-
sentou decréscime em suinos (Harvey et al, 1992) e fran-
gos de corte (Elissalde et al. 1994), A atividade de linfdcitos
T citotoxicos ndo foi afetada em camundongos (Luster et
al. 1987). Entretanto, apesar da associagio de OCRA com
eventos de imunossupressdo, nosso estudo demonstroun
que em concentragdes minimas, esta micotoxina pode in-
duzir proliferagdo celular, jd que a viabilidade dos linfécitos
incubados com 0,001, 0,01 e 1pug/mL, em 72 h de exposi-
¢do, apresentou um aumento em relagio ao grupo controle,

Embora na literatura existam muitos modelos experi-
mentais para o estude de OCRA, pouces experimentos sdo
desenvolvidos a partir de protocelos in vitro utilizando o
isolamento de células imunes. E mais escassos ainda, sdo
tais protocclos a partir de células imunes de frangos de
corte, o que dificulta a comparagio dos dados obtidos em
nosso estudo. Estudos realizados com linfécitos humanos
demonstraram que o tratamento com OCRA inibiu a res-
posta proliferativa da populagdo de células T e a produgio

de IL-2 (Lea et al. 1989). OCRA também apresentou consis-
tente efeito sobre a sintese protéica e inibigdo da sintese
de DNA em células T (Stormer et al. 1983). Tais resultados
confirmam a hipétese proposta por Creppy et al. [1983)
na qual OCRA inibe a sintese protéica devido sua interagdo
com a fenilalanina-tRNA sintetase. Mais recentemente, foi
demonstrado que OCRA induz apoptose de modo dose e
tempo-dependente em células T humanas através da de-
sestabilizagdo da fun¢do mitocondrial (Assaf et al. 2004).
0 ensaio de MTT. utilizado pelo presente estudo, para a
avaliagdo da viabilidade linfocitdria a partir da fun¢do mi-
tocondrial, ndo permitiu concluir o mesmo que Assaf et al.
(2004), pois em determinadas concentragdes minimas da
micotoxina houve uma indugdo de elevagdo de viabilidade
celular em 48 e 72 h, mas esta ndo procedeu de modo dose-
-dependente.

Macrdfagos e células T e B do sistema imune sio alvos
centrais de DON, que pode ser tanto imuncestimulatd-
rio quanto imunosupressivo, conforme a dose, exposicio
e tempo do ensaio imune funcional (Tiemann & Danicke
2007). Considera-se que o modo de agdo primdrio de DON
seja a habilidade de se ligar a ribossomos eucaridticos e,
per consequéncia a isso, a inibi¢do da sintese proteica. Me-
canismos secundarios, tais como bloqueio da sinalizagdo
celular, diferenciagdo. crescimento e sintese macromole-
cular também tém sido associados com exposi¢ac a DON
(Costa et al. 2011). Estudos em modelos animais e linha-
gens celulares tém demonstrado que a exposicdo 4 DON
modula a fungdo imune por influenciar especificamente
as respostas pré-inflamatorias, a distribuigio das células
brancas e sua proliferagdo em diversos érgios (Costa et al.
2011). No estudo in vive de Pestka (2003), baixas concen-
tragdes de DON (inferiores a Smg/kg de ragdo) pareceram
estimular a imunidade e altas concentragdes suprimiram a
resposta imune em roedores. Em nosso estudo, a concen-
tragdo 0,01pg/mL foi responsdvel pelo aumento des ni-
veis de viabilidade celular em 48 h pés-incubagio quando
comparado ao grupo controle, demonstrando que DON, em
concentragdes minimas, pode promover proliferagdo celu-
lar em avaliagdes in vitro a partir de culturas celulares. Infe-
lizmente, limitadas informagdes sdo disponiveis a respeito
da imunotoxicidade de DON em frangos de corte (Wageha
et al. 2013), dificultando maiores discussdes em relagdo
aos dados encontrados,

Quanto 3 avaliagdo de E-ADA, DON na concentragdo de
0,01pg/mL induziu uma reduzida atividade enzimatica em
todos os periodos analisados ao compararmos com o grupo
controle. Estudos como o de Bach et al. (2013), Souza et
al. (2012) e Tonin et al, (2012) foram utilizados para uma
comparagio dos resultados relacionados a atividade de E-
-ADA, mas a metodologia empregadas nessas pesquisas
foram baseadas em pesquisas in vivo, ou seja, ndo houve
estimulacdo antigénica diretamente nas células cultivas
in vitro. Portanto, pode-se discutir somente o fato de que
a atividade enzimatica de E-ADA diminui os niveis de Ado
disponiveis para estimular AdoRs expressos na superfi-
cie celular e este mecanismo contribui para a regulagio
do sistema imune (Hashikawa et al. 2004), sugerindo que
tal mecanismo pode ter ocorrido apds a incubagio com
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determinadas concentragdes minimas de OCRA e DON, ja
que E-ADA poederia contribuir para limitar o processo de
inflamagdo e subsequentes danos celulares (Abbracchio &
Ceruti 2007).

Pesquisas comprovam que a reduzida atividade de E-
-ADA também pode estar associada ao processo de hipé-
xia em cultivos celulares in wvitro (Ramakers et al. 2012,
By et al. 2012) . Apesar dessa afirmacdo, e sabermos que
ha um processo natural de decréscimo celular em cultivos
in vitro, aliado ao fato de células do sistema imunoldgico,
como os linfécitos, apresentarem sensibilidade exacerbada
e manterem-se poucc tempo em cultura; ao compararmos
as amostras incubadas com as diferentes concentragbes
das trés micotoxinas testadas no presente estude com seus
grupos controles de cada periodo analisado, constatamos
que a viabilidade celular manteve-se em niveis elevados.

Comparativamente, o estudo de Maenetje et al. (2008),
cujo objetive principal foi avaliar a citotoxicidade de AFB,,
DON e OCRA sobre linfécitos isclados de humanos, utili-
zando também ¢ ensaic de MTT para postericr andlise da
viabilidade celular, constatou que OCRA foi mais citotdxica
que as outras duas micotoxinas apos 24 horas de incuba-
¢do. Varias hipdteses, a respeito do mecanismo de intera-
¢do de OCRA e seus metabdlitos com moléculas enddgenas,
tém sido levantadas para explicar sua toxicidade. Elas estao
relacionadas a interagdes especificas, baseadas em ligagGes
altamente especificas em moléculas alvos e, interagdes ndo
especificas, baseadas na reatividade quimica de OCRA e
seus metabdlitos a molécula alvo (Ringot et al. 2006). Os re-
sultados encontrados por Maenetje et al. (2008) divergem
dos apresentados nesse estudo, j que as micotoxinas DON
e OCRA promoveram proliferagio celular, destacando-se
OCRA, que ocasionou tal comportamento na maioria (ex-
ceto no grupe incubado com 0,1ug/mL da micotoxina) das
culturas linfocitirias incubadas com suas concentragbes
minimas no periodo de 72 h de exposi¢io, demonstrando
que ndo houve alteragdo da integridade da membrana ce-
lular j& que a atividade de E-ADA associada apresentou de-
créscimo em seus niveis.

Os dados referentes as micotoxinas OCRA e DON de-
monstraram que as mesmas ndo foram citotdxicas nas
concentragdes testadas, permitindo uma adequada compa-
ragdo entre os parametros avaliados. Mas em se tratando
de ZEA, que também ndo demonstrou citotoxicidade, esta
comparagdo nio pode ser realizada ji que a mesma nio
induziu altera¢3o na atividade de E-ADA. Basicamente, ha
dois processos de biotransformagio de ZEA: primeiro, ZEA
é reduzida 3 a-zearalenol e B-zearalencl, reagdo catalisada
por 3a-HSD e 3B-HSD (enzimas hidroxiesterdide desidro-
genases); segundo, ZEA e seus metabdlitos reduzidos sdo
conjugados com dcido glicurdnico, transformacdo catali-
sada pela UDPGT (uridina difosfato glicuroniltransferase).
Determinadas espécies animais tém susceptibilidades dife-
renciadas a ZEA devido seus processos de biotransforma-
¢do. Conforme dados de estudos, a biotransformagio hepa-
tica desta micotoxina em a-zearalenol pode ser considerada
como uma reagao de bioativagdo e a sua transformacio em
f-zearalenol como uma reacio de detoxificagdo. Em fran-
gos, B-zearalenol é o principal produte em ambos os isola-
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dos de fragdes microssomal e pds-mitocondrial, dado con-
sistente com estudos anteriores em hepatdcitos de frangos
de corte (Gajecki et al. 2010). Sendo assim, como ndo ha
biotransformacdo da micotoxina em a-zearalenol pelo me-
tabolismo hepdtico de frangos, consequentemente ndo ha
susceptibilidade desta espécie a contaminagdes por ZEA in
vivo. Entretanto, in vitro, o presente estudo evidenciou au-
mento na viabilidade celular correspondente ac periedo de
48 h pés-incubagdo (exceto nas células tratadas com 1 pg/
ml da micotoxina). Este € o primeiro trabalho a demonstrar
proliferacdo celular induzida por ZEA em linfocitos de fran-
gos de corte, Assim como nas demais micotoxinas avaliadas
em nosso estudo, ZEA também estd asscciada a eventos de
imunossupressdo. Como no estudo de Vlata et al. (2006).
que investigou os efeitos citopaticos in vitro de ZEA, sobre
células mononucleares do sangue periférico [PBMC) isola-
das de humanos em relagdo aos padrdes de proliferagio e
morte celular de células nio tratadas e mitégeno-ativadas,
constatando que em concentragdes superiores a 30pg/
mL, ZEA inibiu totalmente a proliferacdo de linfécitos T e
B, e seus efeitos inibitérios foram relacionados a necrose e
apoptose celular.

E importante destacar que este é o primeiro estudo
realizado com OCRA, DON e ZEA, em linfocitos de frangos
de corte cultivades in vitro, a avaliar sua citotoxicidade a
partir dos parametros de viabilidade celular e atividade de
E-ADA.

CONCLUSOES

Os ensaios colorimétricos utilizados para avaliagdo de
viabilidade celular e atividade enzimatica permitiram ade-
quada comparabilidade dos resultados entre as diferentes
micotoxinas.

Foi possivel correlacionar a proliferacdo celular oca-
sionada por determinadas concentragdes de OCRA e DON
com um decréscimo da atividade de E-ADA em linfdcitos de
frangos de corte incubados com as respectivas micotoxinas.

Tais evidéncias sugerem que em concentragdes mini-
mas as micotoxinas testadas ndo estimularam a atividade
da enzima, que possui acdo pré-inflamatéria e contribui
para o processo de imunossupressdo e, portanto, evitando
um decréscimo na viabilidade celular.

Para afirmar que as concentragdes minimas testadas,
além de induzirem proliferagdo, induzem imunoestimulo
530 necessdrios maiores estudos, bem como o uso de téc-
nicas com maior especificidade como a quantificacio de
citocinas envelvidas na imunomodulagio.

Este é o primeiro trabalho a demonstrar proliferagio
celular induzida por ZEA em linfdcitos de frangos de corte.
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Abstract

of a compensatory mechanism in these cells.

The contamination of consumer food and animal feed with toxigenic fungi has resulted in economic losses worldwide
in animal industries. Mycotoxins are highly biologically reactive secondary metabolites and can inhibit protein synthesis
and cell multiplication. Considering the cytotoxicity of mycotaxins, this experiment was performed to determine the
in vitro influence of ochratoxin A deoxynivalenol and zaralenone on lipid peraxidation in lymphocytes of broiler
chickens at different concentrations. This study has also evaluated whether the presence of these mycotoxins changes
the acetylcholinesterase activity in lymphocytes, which is involved in the regulation of immune and inflammatory
responses. Blood lymphocytes of broiler chickens were isolated through density gradient centrifugation and incubated
with the respective mycotoxins at concentrations of 0.001, 001, 0.1 and 1 pg/mL Lipid peroxidation, which was
evaluated through the amount of malkondialdehyde measured in a thiobarbituric acid-reactive species test, and

the enzymatic activity were analyzed at 24 48 and 72 h. Results of the lipid peroxidation evaluation showed an
increasing cytotaxicity relation: ochratoxin A > deoxynivalenol > zearalenone. Conwversely, cytotoxicity was valued as
zearalenone > deoxynivalenol > ochratoxin A in relation to the acetykholinesterase enzymatic activity. At a
concentration of 1 pg/ml, ochratoxin A and deaxynivalenol induced the highest cellular oxidative stress levels and
the highest enzymatic activity at the majority of time points. However, the same mycotaxins, except at 1 pg/mL
concentration, induced a reduction of lymphocytic lipid peraxidation 72 h after incubation, suggesting the action

Keywords: Cytotaxicity; Enzymatic activity; Oxidative burst; Leucocytes; Lipid peraxidation; Mycotoxing

Introduction

Mycotoxins are fungal secondary metabolites present in
25% of the grains produced worldwide (Santurio 2000).
The exposure to these secondary metabolites occurs
through the ingestion of contaminated products, leading to
a number of serious health problems, including immuno-
suppression and carcinogenesis (Keller et al. 2005).
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Reactive oxygen species (ROS) are associated to sev-
eral molecular changes on cellular components, result-
ing in cellular morphology and viability alterations.
High levels of ROS may promote cell oxidative damage,
such as DNA injury, protein oxidation and lipid peroxi-
dation (Zhang et al. 2009).

Acetylcholinesterase (AChE) is an enzyme present in
the lymphocytic membrane and cytoplasm responsible
for regulating acetylcholine (ACh), which modulates the
activation and differentiation of lymphocytes via extra-
neuronal cholinergic system (Wessler and Kirkpatrick
2001). The ACh released by lymphocytes may have im-
munomodulatory action through muscarinic or nico-
tinic ACh receptors (Kawashima and Fujii 2000). Since
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the interaction between ACh and its receptor depends
on the catalytic efficiency of AChE, the activity of this
enzyme can be used as a rate of the cholinergic function
because changes in its activity may indicate alterations
in the availability of ACh receptors (Bennedito 1997).

Mycotoxins can induce genotoxic and cytotoxic effects
and may be associated to cellular oxidative stress; conse-
quently, the lipid peroxidation induced by mycotoxins
could alter the AChE activity. In order to determine and
compare the mycotoxin cytotoxicity, lymphocytes of broiler
chickens were incubated in vitro with different concentra-
tions of ochratoxin A, deoxynivalenol and zearalenone
mycotoxins. Lipid peroxidation levels were analyzed using
thiobarbituric acid-reactive species (TBARS) test, and
AChE was quantified.

Materials and methods

Reagents

All reagents used in the experiments were of analytical
grade and of the highest purity: acetylthiocholine iodide,
5,5"-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid, tris-(hydroxymethyl)-
aminomethane GR, Coomassie brilliant blue G, RPMI
1640 cell culture medium, fetal bovine serum (FBS), peni-
cillin and streptomycin (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, UsA).

Mycotoxins

The mycotoxins used were ochratoxin A (OTA), deoxyni-
valenol (DON) and zearalenone (ZON) (Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, USA). They were solubilized in etha-
nol (5%) at concentrations of 0.001, 001, 0.1 and 1 pg/mlL
and were added to lymphocyte cultures for respective
assessment,

Cells and culture

Lymphocytes were isolated from broiler chicken blood
in accordance with the guidelines for the ethical con-
duct in the care and use of animals of Universidade Fed-
eral de Santa Maria (UFSM), Brazil. The blood pool was
collected from jugular vein of 45-day-old Coob 500
lineage poultry using Falcon conical tubes with 10%
EDTA, and the cell isolation technique was performed
through density gradient centrifugation as described by
Boyum (1968). After the counting of cells in 2 Neubauer
chamber, stained with trypan blue 0.1%, concentrations of
0.7 x 10° lymphocytes/mL were cultured in RMPI 1640
medium, supplemented with 10% FBS and 2.5 IU/mL
penicillin/streptomycin and maintained at 37°C in 5%
COs The suspension of cells was placed in 96-well plates
and maintained in exponential growth (80% confluence).
Each mycotoxin (20 pL) was added to the cell cultures at
different concentrations (0.001, 001, 0.1 and 1 pg/mL),
and the analysis were carried out 24, 48 and 72 h post
incubation.
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Sample preparation and protein determination

The number of cells was measured by counting in a
Neubauer chamber. Lymphocytes were washed in phos-
phate buffer (3X), centrifuged for 10 min (1.400 rpm),
and then the supernatant was discarded. The pellet was
resuspended in Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) to
a final protein concentration of 0.1 to 02 mg/mL. Pro-
tein concentration was determined by the Coomassie
blue method (Bradford 1976), using bovine serum albu-
min as a standard.

AChE activity in lymphocytes
The AChE activity was measured by adapting the tech-

nique described by Ellman et al. (1961) and modified by
Fitzgerald and Costa (1993) to evaluate it in lymphocytes.
Briefly, 0.2 mL of each sample was added to a solution
containing 1.0 mM acetylthiocholine (AcSCh), 0.1 mM
55" -dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and 100 mM
phosphate buffer (pH 8.0). Absorbance was read on a
spectrophotometer at 412 nm, HBSS was used as a nega-
tive control. AChE values were calculated from the AChE
activity and the protein content, and results were
expressed as nmol of h/mg of protein.

Lipid peroxidation

Cell lipid peroxidation was measured using TBARS levels,
as described by Jentzsch et al. (1996). Results were ob-
tained by spectrophotometry at 535 nm and expressed as
nmol of MDA /mg of protein.

Statistical analysis

Differences between the treated groups were determined
by one-way ANOVA followed by the Newman-Keuls
post test, considering P < 0.05 as a level significance. The
experiment was replicated twice, and the samples were
measured in triplicate. Results were expressed as mean
4 standard error of the mean.

Results

Ochratoxin A

After the incubation with OTA mycotoxin, lym phocytic
cells showed an increase in malondialdehyde (MDA)
production when compared to the control group, which
resulted in higher lymphocyte cytotoxicity in a dose-
responsive manner in 001 pg/mL (15.00 +0.57 and
39.26 £+ 6.72), 0.1 pg/mL (17.73 + 1.04 and 42091+ 2.41)
and 1 pg/mL (24.42 +6.21 and 47.86 + 4.71) concentra-
tions analyzed in the first 48 h. However, the OTA con-
centration of 0.001 pg/mL did not induce significant
MDA levels in lymphocytic cells until 48 h. At 72 h,
there was a decrease of these levels, representing lower
cell oxidative stress, with the exception of the cells incu-
bated with the concentration of 1 pg/mL (3297 & 3.03)
(P<0.05). The 0.1 pg/mL concentration induced the
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lowest MDA levels (15.43 + 1.31) in the cells 72 h post-
incubation (P < 0.05) (Figure 1).

The ACKE analysis revealed an increase in the enzym-
atic activity in lymphocytes incubated with OTA 24 h
post-incubation fort all concentrations when compared to
the control group (P < 0.05). After 48 h, only the lympho-
cytes incubated with the concentration of 0.001 pg/mL
did not demonstrate significant levels of AChE. After the
full period of analysis, this increase remained only in the
cells incubated with the concentration of 1 pg/mL (4.82 1
0.57) (P < 0.05) (Figure 2).

Deoxynivalenol
Regarding MDA levels in lymphocytes incubated with
DON, there was an increase in the lipid peroxidation
level observed in all concentrations after 24 h of incuba-
tion in comparison with the control group (P < 005).
After 48 h, cell oxidative damage was observed only at
the highest concentration, 1 pg/ml (4535 +631),
whereas at 72 h, there was a decrease in the oxidative
stress level in the cells incubated with the concentra-
tions 0.001 pg/mL (16.50 +£0.86), 0.01 pg/mL (14.65
027) and 0.1 pg/mL (16.26 + 1.74) (P < 0.05) ( Figure 3).
The AChE evaluation at 24 h demonstrated an increase
of the enzymatic activity in the cells incubated with DON
at all concentrations when compared to the control group
(P<005), and those incubated with 1 pg/mL mycotoxin
concentration presented the highest AChE activity (1108 &
0.50) (P < 0.05). After 48 and 72 h, only the lymphocytes in-
cubated with 1 pg/mL mycotoxin concentration presented
significant levels of AChE activity, represented respectively
by 437 £ 0.43 and 407 £ 0.69 (P <0.05) (Figure 4).

Zearalenone
The lowest concentrations of mycotoxin (0001 and
0.01 pg/mL) caused an increase in MDA levels (30.00 &
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2.88 and 29.18 + 2.76, respectively) in lymphocytic cells at
24 h (P<0.05), whereas the 01 pg/mlL concentration
caused an increase at 48 h (4101 £ 3.92) (P < 0.05), when
compared to the control group. A significant increase in
MDA levels was not observed at 72 h, indicating that the
oxidative stress was a resulted of the natural process of
cellular oxidation, as observed in the control group
(Figure 5).

The AChE analysis demonstrated an increase of the
enzymatic activity in cells incubated with ZON at 1 pg/
mL concentration at 24 h (3.41 £ 0.77) (P < 0.05) and, at
0.1 (3.18+ 034) and 1 (2.38+023) pg/mL concentra-
tions at 48 h (P<0.05). At 72 h, all concentrations of
ZON caused an increase of the AChE activity in com-
parison to the control group (P < 0.05) (Figure 6).

Discussion

Oxidative stress is a term used to define the outcome of
an imbalance between the prooxidant (ROS) and anti-
oxidant molecules, which results in wide range cell dam-
ages. In order to assess oxidative stress, methods that
quantify peroxidation products and antioxidant agents
are available (Hassen et al. 2007). MDA was chosen as a
parameter of oxidative stress and cellular injury in this
study because it is an end-product of the lipid peroxida-
tion, which is one of the cellular pathways involved in
oxidative damage and it is associated to cytotoxicity in-
duced by mycotoxins (Abid-Essefi et al. 2004).

Despite the effect of the cholinergic system on lym-
phocytes remains unclear, the demonstration of the ex-
istence of cholinergic markers in lymphocytes may help
assess the importance of the cholinergic system as a pos-
sible regulator of the immune system (Tayebati et al.
2002). In addition to performing lipid peroxidation ana-
lysis, this study also evaluated the in vitro AChE activity
in lymphocytes of broiler chickens after incubation with
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Figure 1 Malondialdehyde levels in broiler chickens lymphocytes exposed to ochratoxin A at concentrations of 0, 0,001, 0.01, 0.1 and
1 pg/mL at 24, 48 and 72 h. P < 0.05 (*).
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Figure 2 Acetylcholinesterase activity in broiler chickens lymphocytes exposed to ochratoxin A at concentrations of 0, 0.001, 0.01, 0.1
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different concentrations of OTA, DON and ZON
mycotoxins,

The evaluation of AChE activity revealed DON to be
more cytotoxic to the lymphocytes of broiler chickens
than OTA and less cytotoxic than ZON. The lympho-
cytic cells added to 1 pg/mL DON concentration pre-
sented the highest levels of AChE activity, and the same
result was also observed in the AChE activity analysis
post-incubation with OTA.

According to Paterson and Lima (2010), the probable
primary biochemical lesions and early cellular events lead-
ing to toxic cell injury or cellular deregulation associated
with OTA exposure would be in the following sequence:
disruption of phenylalanine metabolism, reduction of
PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase), reduction
of gluconeogenesis and cell death. The cell death may
occur by two alternative routes: through metabolic activa-
tion, inhibition of protein synthesis (DNA) and apoptosis,

J

or through the alteration of membrane permeability and
disruption of calcium homeostasis, leading to cell deregu-
lation. These cellular events could explain the process that
occurred mainly in the first 48 h of this study, but they do
not justify the decreased oxidative stress levels at 72 h,
The decrease of OTA lipid peroxidation levels within
72 h was similar to that observed in cells incubated with
DON, suggesting a compensatory mechanism that is in-
dicative of an autoregulatory process in these immuno-
logical cells. According to the study of Kamimura et al
(2003), ACh stimulates nitric oxide synthesis in CCRF-
CEM cells (Human T cell lymphoblast-such as cell line),
which could be related to increased cytotoxicity. The re-
lation between ACh and AChE is inversely proportional,
which means that the higher the activity of AChE, the
lower the amount of acetylcholine available in the cell.
Thus, unlike the study by Kamimura et al. (2003), our
study found no relation between the activity of AChE

nmol/MDA/mg of protein
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Figure 3 Malondialdehyde levels in broiler chickens lymphocytes exposed to deoxynivalenol at concentrations of 0, 0.001, 0.01, 0.1
and 1 pg/mL at 24, 48 and 72 h. P< 005 [*).
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Figure 4 Acetylcholinesterase activity in broiler chickens lymphocytes exposed to deoxynivalenol at concentrations of 0, 0,001, 0.01,

with decreased lipid peroxidation 72 h post-incubation
of lymphocytes of broiler chickens with OTA and DON,
since the cells did not show significant levels of the
enzyme.

Klari¢ et al. (2006) observed that OTA at 5 pg/mL in-
duced high levels of stress oxidative in porcine kidney
PK15 cells at 24 h, with further significant increase after
48 h exposure, whereas the other concentrations ana-
lyzed, 05 and 005 pg/mL, showed no significant results,
Our study demonstrated similar OTA sensitivity to a pri-
mary culture of lymphocytes of broiler chickens, but at
lower concentrations.

DON has been reported to induce lipid peroxidation
using Caco-2 cells (Kouadio et al, 2005) and elevate
TBARS levels in a dose-responsive manner in human he pa-
toma HepG2 cells (Zhang et al., 2009). This production of
radical species associated to oxidative stress could cause
DNA injury. The same dose-responsive manner showed by

the study of Zhang et al. (2009) was demonstrated in our
study only in the first 24 h of analysis.

According to Bondy and Pestka (2000), trichotecenes
affect the humoral immunity and can act as either stim-
ulators or suppressors of the immune system based on
some variables such as the dose, frequency and the time
of exposure. In this study, DON demonstrated lower
cytotoxicity through lipid peroxidation and higher en-
zymatic inhibition than did OTA. Compared to zearale-
none, DON caused higher lipid peroxidation and lower
enzymatic inhibition.

Several studies have demonstrated the cytotoxic effects
of ZON, such as the inhibition of cellular proliferation
and synthesis of macromolecules in different cell lines
(Severino et al. 2008, Abid-Essefi et al. 2004), induction of
lipid peroxidation, and cell death (Abid-Essefi et al. 2004).
Moreover, genotoxic effects such as apoptosis induction,
production of DNA fragmentation (Abid-Essefi et al
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Figure 5 Malondialdehyde levels in broiler chickens lymphocytes exposed to zearalenone at concentrations of 0, 0.001, 007, 0.1 and
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Figure 6 Acetylcholinesterase activity in broiler chickens lymphocytes exposed to zearalenone at concentrations of 0, 0.0017, 0.01, 0.1
and 1 pg'mL at 24, 48 and 72 h. P < 0,05 {*).
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2003, Kim et al. 2003) as well as micronuclei (Ouanes
et al. 2003) and chromosome aberrations (IARC Inter-
national Agency for Research on Cancer 1993, Ouanes
et al. 2003) have also been presented.

In poultry, the hepatic biotransformation of the myco-
toxin ZON results in the main product P-zearalenol
(B-ZOL) (Gajecki et al. 2010), which is considered an in-
activation reaction (Fitzpatrick et al. 1989; Leffers et al.
2001), since B-ZOL is generally three times less estro-
genic than a-ZOL (Wyatt 1991). In our in vitro study,
the ZON analysis in lymphocytes of broiler chickens
demonstrated lower cytotoxicity in comparison to the
other mycotoxins assessed, since the cells used in our
study were not specifically target for ZON. This result
was in agreement with the data previously obtained in
CHO-K1 cells (Cetin and Bullerman 2005, Ferrer et al.
2009) and in other cell lines (Hassen et al. 2007,
Ayed-Boussema et al. 2008, Bouaziz et al. 2008). Never-
theless, Abid-Essefi et al. (2004) showed that ZON in-
duced oxidative damage by enhancing lipid peroxidation
on nonspecific target cell line Vero and Caco-2 cells,
since the mycotoxin increased MDA formation in a
concentration-dependent manner.

Condusions

In vitro cell culture assays have contributed to mycotoxin
research through supplementary information on biochem-
ical mechanisms of cytotoxicity of these metabolites. In
the assessment of MDA levels and the consequent lipid
peroxidation in lymphocytes of broiler chickens exposed
to different concentrations of mycotoxins in vitro, cyto-
toxicity was presented in the following order: OTA>
DON > ZON. In relation to the enzymatic activity of
AChE, the cytotoxicity assessment was ZON>DON>
OTA. The inversely proportional relation of the cytotox-
icity assessment of mycotoxins between lipid peroxidation

and AChE activity suggests that the higher the enzymatic
activity, the lower the cellular oxidative stress. Neverthe-
less, this effect did not occur at 1 pg/mL concentration
because OTA and DON mycotoxins showed to induce the
highest levels of cellular oxidative stress at most of the
time points as well as the highest levels of ACKE activity.

Regarding OTA and DON mycotoxins, it is important
to emphasize that in the final period of assessment,
72 h, there was a decrease in the MDA levels of the lym-
phocytes of broiler chickens. However, this effect was
not observed in cells incubated with the concentration
1 pg/mL, which resulted in less cellular oxidative stress
in comparison with the initial periods of 24 and 48 h,
suggesting the action of a compensatory mechanism in
these cells.
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4 DISCUSSAO

Diversas micotoxinas sdo citotoxicas para os linfocitos in vitro, devido seus efeitos
sobre as membranas, incluindo os que envolvem os receptores, e interferéncia na sintese e
funcdo de macromoléculas. A influéncia de substdncias quimicas exdgenas nas respostas
imunes pode ser altamente varidvel, aumentando, diminuindo, ou mesmo ndo afetando a
resposta, conforme o método e a concentracdo empregados. Varias micotoxinas Sao
biologicamente reativas e inibem a sintese proteica ou a multiplicacdo celular. Desde que as
respostas imunes dependem, geralmente da sintese macromolecular e proliferacdo celular, as
micotoxinas sdo consideradas imunotdxicas. Sendo assim, os linfocitos ou as células
periféricas dos principais orgaos linfaticos podem ser modelos eficazes para o estudo de
efeitos imunotdxicos in vitro (SHARMA, 1993).

LEA et al. (1989) demonstraram que OCRA inibe a proliferacdo de linfocitos T e B
in vitro, enquanto que TARANU et al. (2010) demostraram que as menores concentracoes de
DON aumentou a proliferacdo celular em linfocitos de humanos e suinos. Diversas alteragdes
dos parametros imunoldgicos também séo associadas com concentragfes de ZEA in vitro,
entre elas, destaca-se a inibicdo da proliferacdo linfocitaria (ERIKSEN & ALEXANDER,
1998; MURATA et al., 2003). BERNHOFT et al. (2004), em estudo in vitro, demonstraram
que a mistura de micotoxinas derivadas de Penicillium, entre elas, OCRA, induziram
proliferacdo em linfocitos de suinos. Em nosso estudo, demonstramos que as diferentes
concentragdes utilizadas de DON, OCRA e ZEA néo inibiram a proliferacdo dos linfocitos
isolados de frangos de corte. Entretanto, demonstrou-se uma diminuicdo na atividade da
enzima E-ADA.

A reducdo na atividade de ADA provoca um aumento das concentragdes
extracelulares de Ado, que é convertida em inosina. Ado atua como um sensor e fornece
informagdes ao sistema imune sobre danos teciduais e alteracBes inflamatorias agudas
(KUMAR & SHARMA, 2009). Além disso, a interacdo de Ado com 0s seus receptores
ubiquos tem efeitos anti-inflamatorios, tais como a inibicdo da resposta imune do tipo Thl
(CORDERO et al., 2001; GESSI et al., 2000; VARANI et al., 1997). Desta forma, a
diminuicdo da atividade de ADA, em linfocitos, pode estar relacionada a um mecanismo
compensatério, que levaria a um aumento das concentracdes extracelulares de Ado, e
consequentemente, atenuacdo da inflamacdo e danos teciduais atraves de sua agdo sobre
receptores purinérgicos.

A sinalizagdo purinérgica desempenha uma funcdo essencial na modulacdo das

respostas inflamatéria e imunoldgica através de biomoléculas extracelulares, como o0s
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nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) e os seus derivados nucleosideos de Ado
(RALEVIC & BURNSTOCK, 2003). Evidéncias indicam que niveis elevados de ATP
extracelular atuam através de receptores especificos da superficie celular como agente pro-
inflamatdrio, potencializando a liberacao de citocinas pro-inflamatdrias (BOURS et al., 2006)
por linfdcitos ativados (LANGSTON et al., 2003). Esses receptores purinérgicos, quando
estimulados, desenvolvem uma modulagcdo negativa de citocinas pro-inflamatorias,
estimulando a resposta Th2 e, consequentemente, a producgéo de citocinas anti-inflamatorias,
que protegem contra danos oxidativos teciduais a partir da diminuicéo da producao de EROs
(BOURS et al., 2006). Entretanto, baixos niveis de ATP extracelular desempenham uma
funcédo adicional como modulador negativo da imunidade (DI VIRGILIO et al., 2009). O seu
produto de degradacdo, Ado, possui eficiente acdo anti-inflamatoria e imunossupressora
atraveés da inibicdo da proliferacdo linfocitaria e da secrecdo de citocinas (DEAGLIO et al.,
2007; GESSI et al., 2007). ATP extracelular e Ado s&o controlados por ecto-enzimas, como
E-NTPDase e E-ADA, que se apresentam ancorados na superficie celular, com o seu sitio
ativo frente ao meio extracelular (ZIMMERMANN, 2001).

Muitas micotoxinas funcionam como os inibidores de enzimas. Enzimas inibidas
incluem a AChE, NF-xB, proteina quinase, tirosina-quinase, aromatase e sulfatase,
metaloproteinases de matriz (MMPs), ciclo-oxigenase, DNA polimerases, topoisomerases e
glicosidases (PATERSON & LIMA, 2010). No presente estudo, além de E-ADA, realizou-se
a quantificacdo de AChE, demonstrando alta atividade nos linfcitos incubados com OCRA,
DON e ZEA, na maioria das concentracbes avaliadas. Atualmente, € evidente que o0s
linfocitos expressam a maioria dos componentes colinérgicos expressos em neurdénios e
constituem um sistema colinérgico independente. O aumento da atividade de AChE pode
estar relacionado a uma tentativa de contrabalancar os elevados niveis de EROs, também
encontrados em nossos resultados.

Os efeitos adversos das micotoxinas em células também estdo associados ao
aumento da producéo de radicais livres e EROs, resultando em lesdes oxidativas nos tecidos
(DVORSKA et al., 2007). O dano oxidativo pode comprometer gravemente a homeostase e
viabilidade celular. E também ¢é responsavel pela inducdo de uma série de respostas celulares
através da geracdo de espécies reativas secundarias, levando as células a uma morte auto-
programada (DESPORT & COURATIER, 2002). A forma mais conhecida de morte celular
programada € a apoptose, denominada como um programa de suicidio celular fisioldgico
essencial para o desenvolvimento embrionério, a funcéo do sistema imune e a manutencéo da
homeostasia em organismos multicelulares (JACOBSON et al., 1997). Apesar de

encontrarmos elevados niveis de peroxidacdo lipidica, através da quantificacdo de MDA nos
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linfocitos incubados com as trés micotoxinas avaliadas, nas primeiras 48 h, a viabilidade
celular ndo foi comprometida. A natureza complexa das alterndncias nos parametros
relacionados com o estresse oxidativo ndo pode ser facilmente explicada por respostas
compensatdrias simples e uniformes (SEVEN et al., 2004).

O alvo comum das fusariotoxinas é mitocondrial (KOUADIO et al., 2005), uma das
mais importantes vias celulares de producdo de EROs e estresse oxidativo (CADENAS &
DAVIES, 2000). Estresse oxidativo induzido por DON e a ativacdo de proteina quinase
ativada por mitogeno levam a um fendmeno, conhecido como estresse ribotdxico, no qual
DON se liga aos ribossomos, inibindo a sintese proteica (PESTKA et al., 2004). Diversos
autores sugerem que a producdo de radicais livres, induzida por DON, pode ser um dos
mecanismos responsaveis pelos danos na membrana e DNA, portanto, o estresse oxidativo é
um fator importante em sua toxicidade. KOUADIO et al. (2005) demonstraram que DON
induziu peroxidacdo lipidica em células Caco-2, similarmente, a ZHANG et al. (2009) que
observaram aumento dos niveis de TBARS, indice de peroxidacdo lipidica celular, de forma
dose-dependente em celulas HepG2 expostas a concentraces de 3,75 a 15 mM de DON,
sugerindo que a formacao de radicais livres e EROs estdo envolvidas nos danos ao DNA e,
consequentemente, apoptose como mecanismo subjacente desta micotoxina (GALVANO et
al., 2001; ZHANG et al., 2009).

Né&o esta bem definido se OCRA atua como uma substancia cancerigena genotdxica,
ou se sua carcinogenicidade ocorre através de um mecanismo indireto, como a inducdo de
citotoxicidade, dano oxidativo e aumento da proliferacdo celular. Diversos estudos relatam
gque OCRA induz estresse oxidativo, aumentando a producdo de MDA (RAHIMTULA et al.,
1988). Como o dano oxidativo observado durante a citoxicidade geralmente ndo é especifico
(OKADA, 1996), dificulta, com base na analise de MDA, a pressuposi¢do de biomarcadores
finais de dano oxidativo, para que se determine se a resposta ao estresse oxidativo é a causa
ou a consequéncia da citotoxicidade. Por outro lado, a expressdo de marcadores iniciais do
estresse oxidativo pode ser alterada na presenca de niveis mais baixos de um agente oxidante
e antes do surgimento de marcadores ndo especificos de oxidacdo atribuidos a citotoxicidade.
Outros mecanismos séo propostos para explicar a toxicidade OCRA, entre eles, a inibigdo da
sintese proteica, alteracdo da atividade mitocondrial, desregulagdo da homeostasia da glicose,
e modificacdo das vias de transducao de sinal (KUIPER-GOODMAN & SCOTT, 1989).

Em relacdo a ZEA, estudos recentes demonstraram que ela aumenta a formacdo de
EROs e, consequentemente, causa danos oxidativos (YU et al., 2011). O estresse oxidativo
promovido por ZEA pode ser um dos principais mecanismos da inducdo de injaria celular e

dano ao DNA pela micotoxina, o que, eventualmente, pode levar a tumorigénese (MARIN et
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al., 2013). Apesar das células utilizadas em nossa pesquisa nao serem alvo de ZEA, houve
um aumento da peroxidacdo lipidica nas 48 h de analise, embora, quando comparada as outras
micotoxinas avaliadas OCRA e DON, tenha apresentado os menores niveis de MDA.

Ainda nédo esta completamente elucidado se as micotoxinas estimulam diretamente a
peroxidacdo lipidica através do aumento da producdo de radicais livres, ou se 0 aumento da
susceptibilidade a peroxidacdo lipidica é o resultado de um sistema antioxidante
comprometido (SURAI, 2006).

O sistema imune € considerado o alvo priméario de tricotecenos (BONDY &
PESTKA, 2000). Estudos anteriores demonstraram que, dependendo da concentracéo,
tricotecenos podem estimular ou suprimir fungfes imunoldgicas em animais de producgdo e
laboratério (BONDY & PESTKA, 2000; BEREK et al., 2001). Em geral, altas concentracdes
de tricotecenos prejudicam a imunidade celular e humoral, causando a inibicdo da
proliferacdo celular, aumento na producdo de IgA, menor resisténcia a infeccdes bacterianas e
inducdo de apoptose ou necrose das células imunoldgicas (ISLAM et al., 1998; PESTKA &
BONDY, 1990; RAFAI et al., 1995; YANG et al., 2000).

HINTON et al. (2003), apds encontrarem resultados complexos a respeito dos efeitos
de AFB; sobre linfocitos esplénicos isolados de ratos F344, sugeriram que o sistema imune
pode compensar ou reverter, a0 menos parcialmente, os efeitos citotoxicos durante os ciclos
de "repouso” celular (GO) em doses menores a 1,6 ppm, o equivalente a 1,6 pg/mL. Tais
mecanismos compensatérios poderiam justificar os efeitos de proliferacdo linfocitaria
induzidos pelas concentrages, inclusive as mais elevadas, das micotoxinas testadas, durante
as 72 h de avaliacéo, além da reversédo dos niveis de MDA demonstrados.

Todas as diferencas, em relacdo a citotoxicidade das micotoxinas DON, OCRA e
ZEA, evidenciadas no presente estudo e nos demais encontrados na literatura, podem ser
atribuidas as linhagens celulares utilizadas, aos parametros analisados, & presenga ou ndo de
soro no meio de cultura, ao periodo de exposicao e as variadas combinac@es e concentr~~%~~
de micotoxinas (FERRER et al., 2009; RUIZ et al., 2011).

5 CONCLUSOES

1- Os ensaios colorimétricos utilizados para avaliagdo de viabilidade celular e atividade
enzimatica permitiram adequada comparabilidade dos resultados entre as diferentes
micotoxinas. Foi possivel correlacionar a proliferacdo celular ocasionada por determinadas
concentraces de OCRA e DON com um decréscimo da atividade de E-ADA em linfocitos de

frangos de corte incubados com as respectivas micotoxinas. Tais evidéncias sugerem que em
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concentragfes minimas as micotoxinas testadas ndo estimularam a atividade da enzima, que
possui acdo pré-inflamatoria e contribui para o processo de imunossupressdo e, portanto,

evitando um decréscimo na viabilidade celular.

2- Na avaliacdo dos niveis de MDA e consequente peroxidacdo lipidica em linfocitos de
frangos de corte demonstrou-se a seguinte relacdo crescente de citotoxicidade:
OCRA>DON>ZEA. Enquanto a atividade enzimatica de AChE apresentou-se de modo
inversamente proporcional: ZEA>DON>OCRA. Esta relacdo entre a avaliacdo da
peroxidacdo lipidica e atividade de AChE induzida pelas respectivas micotoxinas sugere que
guanto maior a atividade enzimatica, menor o estresse oxidativo celular. No entanto, este
efeito ndo ocorreu na concentracdo de 1 pg/mL de OCRA e DON, que induziram os maiores

niveis de estresse oxidativo celular e atividade enzimatica na maioria dos periodos analisados.

3- OCRA e DON induziram uma diminuicdo nos niveis de MDA dos linfocitos de frangos de
corte no periodo de 72 h de incubacdo, e consequentemente, menores niveis de estresse
oxidativo celular em comparacdo com os periodos iniciais de 24 e 48 h, sugerindo a acdo de
um mecanismo compensatorio nestas células. No entanto, este efeito ndo foi observado em

células incubadas com a concentracao de 1 pg/mL.
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DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que o projeto intitulado “EFEITOS DE MICOTOXINAS
SOBRE O SISTEMA IMUNOLOGICO DE MATRIZES DE FRANGOS DEE CORTE" sob
orientagio dos professores Dr. Laerte Ferreiro e¢ Dr. Janio Morais Santurio, ndo
necessita de analise da Comissio de Etica em Uso Animal da UFSM, pois o projeto ira
utilizar sangue coletado de frangos de corte no abatedouro Avesui (Santa Maria-RS) no

momento da sangria dos mesmos para comercializagio, ndo interferindo no processo de

abate dos frangos.

jgm @Maﬁa

Roselei Fachinetto

Coordenadora da Comissdo de Ftica em Uso Animal — UFSM

Comissao de Elica no Uso de Animais - UFSM - Av. Roraima, 1000 ~ Prédio da Redoria - 2° andar - Campus
Universitario 97105-900 - Santa Maria — RS - - Tel: 0 xx 55 3220 9362
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ANEXO B- PROTOCOLO DE SEPARACAO DE LINFOCITOS DE AVES
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REAGENTES: Ficoll-Paque™ Plus®, Tampao hemolitico, PBS estéril.

10.

11.

12.

13.

Num tubo falcon de 50ml colocar o sangue.

Diluir o sangue total por adicdo de igual volume (1/2) de PBS e homogeneizar
levemente por inversao.

Preparar um tubo com 3ml de Ficoll e, cuidadosamente, com uma pipeta de vidro,
depositar 6ml do sangue diluido sobre o Ficoll. Evitar misturar o sangue com o Ficoll.
Centrigugar a 1.800 rpm por 40 min a temperatura ambiente.

Apos centrifugar havera formagdo de um anel distinto na interface, que devera ser
removido com uma pipeta, evitando pipetar o Ficoll. Colocar a pipeta em contato com
a parede do tubo e aspirar em circulo.

Transferir o anel de leucécitos + monocitos para um novo tubo e diluir com igual
volume de PBS para reduzir a contaminagdo com o Ficoll. Homogeneizar por
inversao.

Centrifugar 10 min a 1.500 rpm.

Descartar o sobrenadante e adicionar 5ml de tampéo para hemolise EDTA-Cloreto de
amonio, homogeneizar cuidadosamente e centrifugar por 10 min a 1000 rpm.
Descartar o sobrenadante por inversdo e analisar se € necessario usar mais tampdo, ou
seja, se ainda ha hemacias. Repetir 0 processo quantas vezes for necessario.

Adicionar ao pellet de linfécitos 5ml de PBS estéril, homogeneizar e centrifugar por
10 min a 1.200 rpm.

Descartar o0 sobrenadante por inverséo, soltar o pellet e adicionar 1ml de PBS,
homogeneizar e centrifugar por 10 min a 100 rpm.

Remover o sobrenadante, rico em plaquetas, e repetir o processo até que ndo haja mais
plaguetas.

No sedimento de leucdcitos fazer a contagem celular e a avaliacdo de viabilidade

(Camara de Newbauer).
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