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resultados diferentes”. 

-Albert Einstein- 

 

 

 

 

 



 

 

6 

RESUMO 

 
Aves domésticas são um dos principais alvos da contaminação alimentar com micotoxinas. O 

que contribui para o aumento dos prejuízos da indústria avícola devido a problemas como: 

alta mortalidade, redução do ganho de peso, alteração da conversão alimentar, 

imunossupressão, anormalidades embrionárias e morte embrionária precoce. Além disso, o 

acúmulo residual de micotoxinas na carne é uma preocupação da Saúde Pública. Diversos 

métodos são utilizados para a avaliação da citotoxicidade induzida por agentes tóxicos, 

incluindo a inibição do crescimento celular, a avaliação da capacidade celular de sintetizar 

macromoléculas necessárias para a replicação e da capacidade desse agente tóxico para 

induzir a peroxidação lipídica. Sendo assim, o objetivo geral do presente estudo foi avaliar os 

efeitos in vitro de ocratoxina A, deoxinivalenol e zearalenona sobre o sistema imunológico de 

frangos de corte, utilizando como parâmetros, a viabilidade celular, a atividade enzimática e o 

estresse oxidativo. Realizou-se cultivo primário de linfócitos das aves e o seu isolamento 

através da técnica de centrifugação por gradiente de densidade. Cada micotoxina foi 

adicionada ao meio celular, em uma confluência de 80%, em diferentes concentrações (0,001; 

0,01; 0,1 e 1 µg/mL), analisando-se viabilidade celular, atividade de ecto-adenosina 

desaminase e acetilcolinesterase por ensaios colorimétricos e peroxidação lipídica através dos 

níveis de malondialdeído mensurados pela técnica de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico. Todos esses parâmetros foram analisados em 24, 48 e 72 h, em triplicata e os 

resultados expressos como média e erro padrão da média, utilizando nível de significância 

P<0,05. Os resultados obtidos demonstraram que tanto ocratoxina A como deoxinivalenol 

induziram proliferação linfocitária e baixa atividade de adenosina desaminase, enquanto 

zearalenona também induziu proliferação, mas nenhuma alteração na atividade da respectiva 

enzima. Quanto à avaliação da peroxidação lipídica, demonstrou-se a seguinte relação 

crescente de citotoxicidade: deoxynivalenol> ocratoxina A> zearalenona; enquanto que na 

avaliação da atividade de acetilcolinesterase esta relação foi inversamente proporcional. Este 

é o primeiro estudo in vitro realizado com ocratoxina A, deoxinivalenol e zearalenona sobre o 

cultivo primário de linfócitos de frangos de corte na avaliação desses parâmetros. 

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

 

Há muitos séculos se conhece a toxicidade de certos fungos. Entretanto, somente em 

1850, ao relacionar a ingestão de centeio infectado pelo fungo Claviceps purpurea com as 

características clínicas do ergotismo, foi levantada a possibilidade dos metabólitos 

secundários produzidos pelos fungos promoverem risco à saúde humana e animal 

(SANTURIO, 2000). 

Ao contrário das micoses, micotoxicoses são exemplos de “envenenamento por meios 

naturais”, sendo análogas às patologias causadas pela exposição a pesticidas ou resíduos de 

metais pesados. Os sintomas de micotoxicoses dependem do tipo de micotoxina; quantidade e 

duração da exposição; a idade, saúde e sexo do indivíduo exposto; além dos efeitos sinérgicos 

envolvendo genética, estado alimentar e interações com outras toxinas (BENNETT & 

KLICH, 2003). 

 Micotoxinas são metabólitos fúngicos secundários contaminantes de uma série de 

grãos e frutas pré ou pós-colheita. Aflatoxinas, deoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisinas, 

zearalenona, patulina e toxina T-2 são as mais importantes micotoxinas, as quais são 

caracteristicamente estáveis sob alterações nas condições ambientais e causadoras de diversos 

efeitos tóxicos em animais de laboratório, de produção e em humanos (CHEN et al., 2008). 

Ocratoxina A (OCRA) é uma micotoxina de ocorrência natural produzida por fungos 

do gênero Aspergillus e Penicillium em uma variedade de regiões geográficas e climáticas. 

Por ser um contaminante natural de frangos e alimentos estocados, são 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 funções imunes de aves 

(AL-ANATI & PETZINGER, 2006). As toxinas provenientes do gênero Fusarium, 

deoxynivalenol (DON) e zearalenona (ZEA), também conhecidos como tricotecenos, são as 

principais em humanos e na nutrição animal devido sua frequência e ocorrência concomitante 

em concentrações toxicologicamente relevantes em grãos de cereais no mundo inteiro 

(GOYARTS et al., 2007). 

Fatores que contribuem para a produção ou presença de micotoxinas em alimentos e 

rações incluem o armazenamento, condições ambientais e ecológicas, que na maioria das 

vezes, estão aquém do controle humano. Dentre os fatores que influenciam sua toxicidade 

estão a espécie, o modo de ação, o metabolismo e os mecanismos de defesa (HUSSEIN & 

BRASEL, 2001). 
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 Apesar das inúmeras pesquisas e, consequentemente, maior compreensão a 

respeito de micotoxinas, elas ainda apresentam um acentuado e crescente impacto econômico, 

a nível mundial, através da mortalidade de animais de produção e domésticos e até mesmo do 

homem; da perda da produção forrageira e outras culturas agrícolas, e dos custos relacionados 

ao seu controle e pesquisas. Estima-se que cerca de 25% dos grãos e cereais em todo o mundo 

são contaminados por micotoxinas. O que demanda um controle e respectiva legislação sobre 

os limites aceitáveis de micotoxinas em alimentos e rações, que varia conforme a região ou 

país (HUSSEIN & BRASEL, 2001). No Brasil, o estabelecimento dos limites máximos 

tolerados de cada micotoxina, em variados produtos e seus derivados, é regularizado pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (Tabelas 1 e 2). 

 Um dos principais problemas decorrentes da presença de micotoxinas em produtos 

agrícolas é a possibilidade da contaminação dos produtos de alimentação animal, e 

subsequentemente, diminuição do desempenho e até mesmo a perda desses animais 

(PRELUSKY et al., 1994). Há uma grande preocupação em relação à influência negativa de 

micotoxinas sobre o desempenho de aves comerciais (WANG et al., 2012). O frango é o 

animal de produção mais numeroso no mundo, representando uma média de 50 bilhões de 

aves produzidas a cada ano. A fim de atender as questões de segurança alimentar, a produção 

de aves aumentará drasticamente nas próximas décadas. O intenso crescimento de países, 

como a China e a Índia, conduzirá, inevitavelmente, a um aumento do consumo de aves 

comerciais e o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América (USDA) prevê 

que o consumo de frango ultrapassará ao da carne vermelha nos EUA até 2018 (WU & 

KAISER, 2011). 

 O conhecimento a respeito dos mecanismos de ação das micotoxinas e suas rotas 

metabólicas são fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de controle de 

micotoxicoses em espécies específicas (HUSSEIN & BRASEL, 2001). Inúmeros métodos são 

utilizados na avaliação da citotoxicidade induzida por agentes tóxicos, incluindo inibição do 

crescimento celular, capacidade celular de síntese de macromoléculas essenciais para a sua 

replicação e capacidade de indução de peroxidação lipídica pelo agente tóxico (ABID-

ESSEFI et al., 2004). Ensaios de viabilidade celular são utilizados para mensuração de morte 

celular por injúria tóxica e do efeito interativo entre diversas micotoxinas em relação à função 

metabólica celular e atividade lisossomal. Testes de citotoxicidade são necessários para 

elucidar conhecimentos essenciais relacionados à genotoxicidade e peroxidação lipídica, para 

subsequentes avaliações de parâmetros in vivo (EISENBRAND et al., 2002). 

 A desvantagem no uso de linhagens celulares consiste na imortalização química ou 

genética das células, que predispõe à alteração das suas propriedades durante o cultivo de 
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longo prazo. Desta forma, linhagens celulares podem não refletir a mesma resposta de 

células normais, o que torna o cultivo primário uma opção mais adequada em estudos para a 

avaliação de efeitos citotóxicos associados à micotoxinas (KÖNIGS et al., 2007). 

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

Micotoxinas Alimento LMT (µg/Kg) 

Ocratoxina A 
(OCRA) 

 
Cereais para posterior processamento, 

incluindo grão de cevada. 
 

20 

  
Trigo e milho em grãos para posterior processamento 

 
3000 

Deoxinivalenol 
(DON) 

 
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo 

integral, farelo de trigo, farelo de arroz, grão de cevada. 
 

 
1500 

 

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

e produtos de panificação, cereais e produtos de cereais 
exceto trigo e incluindo cevada malteada. 

1250 

 
Zearalenona 

(ZEA) 
 

Milho em grão e trigo para posterior processamento 
 

400 
 

  Fonte: Resolução da ANVISA RDC Nº 7 de 18 de fevereiro de 2011 (Anexo III). 
 
 
 
 
Tabela 2. Limites Máximos Tolerados (LMT) das micotoxinas DON e ZEA para aplicação 
 em janeiro de 2016. 

Micotoxinas Alimento LMT (µg/Kg) 
 Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo 

integral, farelo de trigo, farelo de arroz, grão de cevada. 
 

1000 

Deoxinivalenol 
(DON) 

Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de água e sal, 
e produtos de panificação, cereais e produtos de cereais 

exceto trigo e incluindo cevada malteada. 
 

750 

 Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de água e sal, 
e produtos de panificação, cereais e produtos de cereais 

exceto trigo e incluindo cevada malteada. 
100 

  
Arroz beneficiado e derivados. 

 
100 

Zearalenona 
(ZEA) 

 
Arroz integral 

 
400 

  
Farelo de arroz. 

 
600 

  
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, 

produtos e sub-produtos à base de milho. 

 
150 

  
Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo. 

 
200 

Fonte: Resolução da ANVISA RDC Nº 7 de 18 de fevereiro de 2011 (Anexo IV). 
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 Vários processos desempenham importante função em eventos moleculares 

relacionados a danos celulares, dentre eles, a inibição da síntese de macromoléculas celulares 

e indução da peroxidação lipídica através do estresse oxidativo. Define-se estresse oxidativo 

como um desequilíbrio entre pró-oxidantes e antioxidantes, o que resulta em potencial injúria 

celular (SIES, 1985), sendo a peroxidação lipídica uma das principais via celulares envolvidas 

nesse processo. A determinação de malondialdeído (MDA) é considerada excelente índice de 

peroxidação lipídica, já que MDA é um biomarcador final do estresse oxidativo e dano celular 

(VACA et al., 1988). A degradação lipídica e, consequentemente, a produção de MDA, altera 

a estrutura e função da membrana celular e bloqueia o metabolismo celular, ocasionando 

citotoxicidade (ENNAMANY et al., 1995). Além disso, o DNA é um dos principais alvos 

biológicos de estresse oxidativo (AMES, 1989); o que pode induzir danos genotóxicos, 

incluindo alterações das bases de DNA, formações de adutos (PFOHL-LESZKOWICZ et al., 

1995) e carcinogênese (EL GHISSASSI et al., 1995). 

 Os alvos celulares dos tricotecenos, no sistema imune, incluem macrófagos e 

linfócitos (PESTKA, 2008). O principal efeito citotóxico dos tricotecenos é a inibição da 

síntese proteica através da ligação à subunidade 60s de ribossomos eucarióticos. Dentre 

outros efeitos, destacam-se inibição da síntese de DNA e RNA, inibição da função 

mitocondrial, efeitos sobre a divisão celular e integridade da membrana, e indução de 

apoptose (ROCHA et al., 2005). A citotoxicidade de DON tem sido estudada em diversas 

linhagens celulares ao longo dos últimos 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). 

 Macrófagos e linfócitos são alvos centrais de DON, que pode ser tanto 

imunoestimulatório quanto imunosupressivo, dependendo da dose, exposição e tempo do 

ensaio imune funcional (TIEMANN & DÄNICKE, 2007). Estudos em modelos animais e 

linhagens celulares comprovam que DON pode modular a função imune devido sua influência 

sobre as respostas pró-inflamatórias e a distribuição de leucócitos, e sua proliferação em 

diversos órgãos (COSTA et al., 2011). Da mesma forma, já foi relatado em estudos anteriores, 

o potencial efeito inibitório de OCRA sobre linfócitos 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 alterações dos 

parâmetros imunológicos de animais e humanos, como por exemplo a inibição da proliferação 

linfocitária, foram associadas à concentrações de ZEA in vitro. 
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Devido à grande importância econômica da avicultura para o Brasil são 

fundamentais pesquisas referentes à toxicologia, ocorrência, produção e controle de 

micotoxinas. Deste modo, experimentos in vitro ajudam a aprofundar os conhecimentos a 

respeito das interações destes metabólitos com as células de defesa do sistema imune de 

animais de produção, neste caso em específico, de frangos de corte. 

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar os efeitos in vitro de micotoxinas sobre 

o sistema imunológico de frangos de corte, utilizando como parâmetros, a viabilidade celular, 

a atividade enzimática e o estresse oxidativo. Dentre os objetivos específicos, destacam-se os 

seguintes: 

 

 Avaliar a susceptibilidade das células linfocitárias de frangos de corte a diferentes 

concentrações de OCRA, DON e ZEA em relação à viabilidade celular e atividade de 

ecto-adenosina deaminase. 

 

 Avaliar a susceptibilidade das células linfocitárias de frangos de corte a diferentes 

concentrações de OCRA, DON e ZEA em relação ao estresse oxidativo e atividade de 

acetilcolinesterase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Micotoxinas 
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 As micotoxinas são contaminantes naturais de alimentos e rações, constituindo 

um problema de ordem mundial (WOOD, 1992). A história das micotoxinas começa em 

1960, quando um inexplicável surto de mortalidade de aves ocorreu no Reino Unido. Este 

surto ficou conhecido mundialmente como “Doença X dos Perus”. Após investigação 

científica, descobriu-se que o problema estava na ração, produzida com amendoim importado 

da África e do Brasil, contaminado pela aflatoxina produzida por Aspergillus flavus 

(ALLCROFT & CARNAGHAN, 1962). 

Os cereais, constituintes da dieta de aves, certamente são a principal fonte dessas 

toxinas para os animais, funcionando como substrato para o crescimento fúngico e 

consequente produção de micotoxinas. Porém, nem todo o cereal com presença de fungos está 

necessariamente contaminado por micotoxinas, uma vez que a produção e a concentração 

dessas substâncias são determinadas por efeitos associados às espécies de fungos presentes, 

temperatura e umidade do grão (RAMAKRISHNA et al., 1996).  

Mais de quatrocentas micotoxinas são conhecidas na atualidade e produzidas por 

aproximadamente uma centena de fungos. As principais micotoxinas podem ser divididas em 

três grandes grupos: as aflatoxinas, produzidas por fungos do gênero Aspergillus, como A. 

flavus e A. parasiticus; as ocratoxinas, produzidas pelo Aspergillus ochraceus e diversas 

espécies do gênero Penicillium; e as fusariotoxinas, que possuem como principais 

representantes os tricotecenos, ZEA e as fumonisinas, produzidas por diversas espécies do 

gênero Fusarium (PINTO & VAAMONDE, 1996). 

DON, também conhecida como vomitoxina, é uma micotoxina produzida por espécies 

de Fusarium, sendo considerada um dos mais importantes tricotecenos encontrados em todos 

os tipos de grãos, como trigo, centeio, cevada e aveia. Temperaturas baixas e alta umidade são 

condições ambientais que favorecem o desenvolvimento do fungo no campo, embora após a 

colheita, também possa ocorrer a infecção de grãos em casos de condições de armazenamento 

inadequadas, como elevada umidade. O que pode ser constatado através do amadurecimento 

prematuro e desigual dos grãos, assim como, sua apresentação em coloração rosa na colheita. 

No entanto, a otimização das condições de armazenamento (<14% de umidade) minimiza a 

produção da micotoxina (DERSJANT-LI  et al., 2003). A estrutura química de DON (Figura 

1) é estável e resiste a baixos níveis de pH, o que a torna um  contaminante natural de dietas 

de humanos e animais, incluindo aves (ERIKSEN et al., 2003). A ocorrência natural de DON 

em grãos usados para a alimentação de aves é normalmente entre 0 e 5 mg/Kg, embora as 

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

 

Os impactos adversos de DON sobre a função imune são descritos em cobaios, suínos, 

aves e modelos de culturas celulares. Entretanto, não está totalmente elucidado como DON 

modula as respostas imunes, apenas sabe-se que ela altera a viabilidade e proliferação de 

células imunes, resultando na inibição da biosíntese proteica e alteração da produção de 

citocinas pró-inflamatórias (DESJARDINS, 2006; OSWALD et al., 2005). O impacto de 

DON sobre a função imune varia de imunossupressão à imunoestimulação, de acordo com sua 

concentração, duração e tempo de exposição (BONDY & PESTKA, 2000). Baixas 

concentrações de DON (inferior a 5 mg/Kg de ração) parecem ser responsáveis pela 

estimulação da imunidade, enquanto altas concentrações parecem suprimir a resposta imune 

(PESTKA, 2003). Intoxicação crônica de DON por altas concentrações induz lesões e ativa a 

divisão de celular de órgãos do sistema imune e mucosa do trato gastrointestinal 

(DESJARDINS, 2006). 

Tal como ocorre em outros tricotecenos, a biosíntese de proteínas é inibida por DON. 

A micotoxina se liga à subunidade 60S dos ribossomos, o que induz uma resposta de estresse 

e a ativação de proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), devido alterações 

conformacionais do ribossomo que afetam a atividade de peptidil transferase. Após a indução 

de ciclo-oxigenase-2 (COX-2), os níveis de prostaglandinas se elevam. Alta expressão de 

fator nuclear κB (NF-κB) induz a produção de citocinas pró-inflamatórias, afetando as 

reações imunológicas em animais (ROCHA et al., 2005). A literatura a respeito do impacto da 

alimentação contaminada com DON sobre a saúde e desempenho em aves é contraditória 

(ERIKSEN & PETTERSSON, 2004), entretanto há um consenso sobre a predisposição a 

doenças infecciosas em aves expostas a dietas com DON (DÄNICKE et al., 2002; OSWALD 

et al., 2005; GHAREEB et al., 2012). 

 OCRA é uma micotoxina produzida naturalmente pelos fungos pertencentes aos 

gêneros Aspergillus e Penicillium em uma grande variedade de climas e regiões geográficas. 
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Como OCRA é um contaminante natural de rações de aves e bovinos, são relatados muitos 

surtos. Estudos demonstram que OCRA causa efeitos adversos sobre o estado sanitário de 

aves de produção, afetando a função imunológica, através da redução do tamanho dos órgãos 

constituintes deste sistema, como timo, baço e gânglios linfáticos, bem como, das células que 

compõem estes tecidos (AL-ANATI & PETZINGER, 2006). 

 OCRA é composto por uma porção de para-clorofenólico contendo um grupo 

dihidroisocumarínico ligado, através do seu grupo carboxi-7, à β-L-fenilalanina. Ela é 

rapidamente absorvida no estômago e intestino delgado em roedores. A absorção no duodeno 

pode ocorrer contra um gradiente de concentração, destacando a presença de proteínas 

transportadoras de ânion orgânico (OAT). Após a absorção, a concentração da toxina e seus 

metabólitos dependem de uma série de fatores, que incluem dose, via e duração da 

administração, além de fatores espécie-específicos como meia-vida e o grau de ligação no 

soro. A circulação entero-hepática também parece influenciar a cinética de OCRA, assim 

como a reabsorção da micotoxina pelo rim, ocasionando a persistência da toxina residual e, 

consequentemente, toxicidade renal (POHL-LESZKOWICZ & MANDERVILLE, 2007). 

 O efeito citotóxico mais relevante de OCRA é a inibição da síntese de proteínas, 

embora também se destaquem outros efeitos importantes como a peroxidação lipídica e 

alterações do DNA (RINGOT et al., 2006), que podem causar mutagenicidade celular 

(PALMA et al, 2007). Também há evidências de que tenha um papel genotóxico 

carcinogênico devido à indução de oxidação ao DNA, associada à ligação covalente entre os 

seus metabólitos reativos (Figura 2) e o DNA danificado (POHL-LESZKOWICZ & 

MANDERVILLE, 2007). 
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         FIGURA 2- Metabólitos de OCRA.  
         FONTE: PFOHL-LESZKOWICZ & MANDERVILLE, 2007. 
  
  

 Efeitos tóxicos de OCRA em aves são notificados desde a década de 60 (VAN DER 

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

1984). O primeiro surto de ocratoxicose em perus, galinhas poedeiras e frangos de corte foi 

descrito por HAMILTON et al. (1982). Os principais sinais observados em perus foram alta 

mortalidade, nefrotoxicidade e inapetência. A redução do índice de conversão alimentar, 

nefropatia e aerosaculite foram relatados em frangos de corte; enquanto que nefropatia, 

redução da postura e da qualidade dos ovos foram associados às galinhas poedeiras. Aves são 

menos sensíveis à OCRA em relação aos suínos, provavelmente devido a sua maior 

capacidade de excretar a micotoxina comparadas a outras espécies (GALTIER et al., 1981), 

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

de aves. 

 ZEA é um metabólito secundário biosintetizado por diversas cepas de Fusarium (F. 

graminearum, F. culmorum, F. equiseti e F. crookwellense). É um estrógeno não-esteroidal, 

ou micoestrógeno, também denominado fitoestrógeno, contaminante comum de cereais em 

todo o mundo (BENNETT E KLICH, 2003). Em seu metabolismo predomina a conjugação, 

através de rotas de detoxificação, e reações de redução, através de ativação biológica (DUCA 

et al., 2010). Ela é reduzida por hidroxilação em α-zearalenol (α-ZOL), β-zearalenol (β-ZOL), 

zearalanona (ZAN), α-zearalenona (α-ZAL) e β-zearalenona (β-ZAL) (Figura 3). Estes 

metabólitos são conjugados com ácido sulfônico ou glicurônico, sendo eliminados na urina 

(ZINEDINE et al., 2007). 
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 ZEA é uma lactona macrocíclica com uma alta afinidade de ligação com 

receptores de estrogênio, causando alterações no sistema reprodutivo de cobaios e animais de 

produção. O mecanismo dos efeitos estrogênicos de ZEA parece ser mediado através da sua 

ligação com receptores de estrogénio citoplasmáticos, ocasionando proliferação celular, e 

consequentemente, hiperplasia uterina, metaplasia cervical e vaginal. O sistema imune é um 

alvo em potencial para desreguladores endócrinos estrogênicos, já que muitas células deste 

sistema possuem receptores de estrogênio. Contudo, poucos estudos são realizados a respeito 

dos efeitos de ZEA sobre a imunidade de frangos, e mais especificamente sobre os linfócitos 

(WANG et al., 2012). 

 

 

 
         FIGURA 3- Vias de detoxificação de ZEA e seus metabólitos. 

       FONTE: DUCA et al., 2010. 
 

 

 ZEA também é considerada hepatotóxica por estar associada a alterações dos 

parâmetros hematológicos e imunológicos no homem e em roedores (ABID-ESSEFI et al., 

2004; HASSEN et al., 2007). ZEA exerce diversos efeitos genotóxicos 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 peroxidação lipídica, morte 

celular e inibição das sínteses proteíca 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 constituído por dois sistemas distintos e interativos: inato e o 

adaptativo. A resposta inespecífica inata compreende quatro barreiras de defesa: física, 

fisiológica, inflamatória e fagocítica. Uma vez rompidas estas barreiras iniciais, os micro-

organismos penetram no local infectado, desencadeiam um processo inflamatório envolvendo 

vários eventos vasculares e celulares (LEKSTROM-HIMES & GALLIN, 2000). Estes 

eventos são iniciados por uma série de mediadores químicos que podem ser produzidos pelos 

micro-organismos invasores ou pelos leucócitos que participam desta resposta. Entre estes 

mediadores estão os componentes de quatro cascatas enzimáticas: sistema complemento, 

sistema de coagulação, fibrinolítico e das cininas, que contribuem para a eliminação dos 

micro-organismos invasores (RANG et al., 2001).  

 A imunidade específica é subdividida em imunidade mediada por células e humoral. A 

imunidade mediada por células, também conhecida como imunidade celular, é mediada pelos 

linfócitos T e se caracteriza pela defesa contra micro-organismos intracelulares. Enquanto que 

a imunidade humoral é mediada por anticorpos, que são produzidos pelos linfócitos B, e se 

caracteriza por ser um mecanismo de defesa atuante sobre micro-organismos extracelulares e 

suas toxinas (ABBAS et al., 2007).   

As células do sistema imunológico das aves dividem-se, de acordo com a morfologia 

nuclear. Os agranulócitos são constituídos por linfócitos, macrófagos, monócitos e 

trombócitos. Os granulócitos são constituídos por heterófilos, basófilos e mastócitos. A 

morfologia dos granulócitos varia de acordo com as espécies aviárias (MORGULIS, 2002). 

              Embora os princípios básicos da resposta imune permaneçam constantes para todas as 

espécies de vertebrados estudadas, o frango tem um repertório diferente de genes, moléculas, 

células e tecidos em comparação com os mamíferos.  Um exemplo é a ausência de linfonodos, 

que se caracterizam pelo principal sítio de apresentação de antígenos em mamíferos. Diversos 

tipos celulares têm a função de fagocitose no frango, incluindo macrófagos, células 

dendríticas (DC), heterófilos (o equivalente funcional dos neutrófilos de mamíferos) e 

trombócitos (homólogos às plaquetas, também ausentes em frangos) (WU & KAISER, 2011). 

Além disso, não possuem eosinófilos, e seus receptores Toll-Like (TLR) e de quimiocinas 

também divergem dos mamíferos (KAISER, 2010). 

A complexidade do sistema imune está diretamente relacionada com uma imensa 

diversidade de métodos pelos quais sua função pode ser avaliada. A literatura é rica em 

exemplos de como as micotoxinas comprometem a função imunológica, no entanto, as 
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diversas abordagens quantitativas disponíveis dificultam a comparação entre os estudos e a 

avaliação de sua importância como agentes imunossupressores. 

 

2.3 Viabilidade Celular 
 
 Ao longo das últimas décadas, diversos sistemas in vitro empregando o uso de 

culturas celulares têm sido desenvolvidos, evitando o uso excessivo de animais de laboratório, 

o que demanda custo e tempo, além de envolver questões éticas. Ensaios de culturas celulares 

podem ser utilizados para a avaliação preliminar da toxicidade de micotoxinas, bem como, 

das relações estrutura-atividade, elucidando os modos de ação das toxinas nas organelas 

celulares em nível bioquímico, além de serem utilizados como marcadores de toxicidade 

(CETIN & BULLERMAN, 2005).  

Inúmeras linhagens celulares são utilizadas em estudos de citotoxicidade para avaliar a 

ação de micotoxinas (ROBB et al., 1990). Ensaios de citotoxicidade in vitro proporcionam 

eficaz e sensível “screening” de micotoxinas. O efeito de micotoxinas sobre culturas de 

células pode ser analisado pela determinação de diferentes parâmetros, tais como, atividade 

metabólica, danos na membrana plasmática, síntese de DNA e proteína. Efeitos citotóxicos 

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 é um teste alternativo para mensuração da replicação de DNA 

baseado na incorporação 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 o seu 

desenvolvimento por MOSMANN (1983). O ensaio de MTT oferece uma relação linear entre 

o número de células e a produção de formazan em baixas e altas concentrações celulares, 

quantificando a viabilidade e proliferação celular (LEWIS et al., 1999). 

MTT é um reagente salino de coloração amarela que é reduzido a cristais púpuros 

escuros de formazan pela ação de enzimas mitocondriais em células viáveis. Alterações na 

integridade da membrana plasmática podem ser determinadas pela quantificação 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 rápido, versátil, quantitativo e altamente 

reproduzível. 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 relação à análise 

de citotoxicidade de fusariotoxinas. Entretanto, bioensaios de MTT demonstraram uma 

melhor correlação com ensaios in vivo do que o método LDH (FALLER ET AL., 2002).  
 
 
2.4 Adenosina Desaminase  
 

O sistema de sinalização purinérgico desempenha uma importante função na 

modulação das respostas inflamatória e imune pela ação de biomoléculas extracelulares como 

nucleotídeos de adenina (ATP, ADP e AMP) e seus derivados nucleosídeos de adenosina 

(Ado) (RALEVIC & BURNSTOCK, 2003).  Há evidências de que o ATP extracelular age em 

receptores da superfície celular específicos como agente pró-inflamatório, potencializando a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias (BOURS et al., 2006)  a partir de linfócitos T 

ativados (LANGSTON et al., 2003). Seu produto de decomposição, Ado, possui potente ação 

anti-inflamatória e imunossupressiva através da inibição da proliferação de células T e da 

secreção de citocinas (DEAGLIO et al., 2007; GESSI et al., 2007).  

ATP extracelular e Ado são controlados por ecto-enzimas como as ecto-nucleosídeo 

trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDase; CD39; EC 3.6.1.5) e ecto-adenosina desaminase (E-

ADA; EC 3.5.4.4), as quais são ancoradas na superfície celular com seus sítios ativos em 

contato com o meio extracelular (ZIMMERMANN, 2001). 

De acordo com a União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular 

(International Union of Biochemistry and Molecular Biology), a Comissão de Enzimas 

estabelece a padronização da identificação enzimática que caracteriza exatamente cada 

enzima. Para a adenosina desaminase (ADA), essa designação significa: E.C. (enzyme 

commision) 3 – hidrolase; E.C 3.5 – age nas ligações C-N; E.C 3.5.4 – em amidinas cíclicas; 

E.C 3.5.4.4 – Adenosina Deaminase. Essa designação é usada internacionalmente na 

identificação enzimática (GORGUNER et al., 2000). 

ADA é uma enzima essencial para o metabolismo de purinas que catalisa a 

desaminação hidrolítica de adenosina (Ado, I) e 2’-deoxiadenosina (dAdo, II) em inosina (III) 

e 2’-deoxiinosina (IV) (CRISTALLI et al., 2001) (Figura 4), presente em todos os tipos 

celulares, apresentando alta atividade no timo, tecidos linfóides e linfócitos periféricos. ADA 

pode ser expressa como ecto-enzima na superfície de linfócitos, desempenhando função 

essencial sobre o crescimento, diferenciação e proliferação de linfócitos T (CODERO et al., 

2001; FRANCO et al., 1997).  
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 A atividade de E-ADA diminui os níveis de Ado disponíveis para a estimulação de 

receptores de adenosina (AdoRs) expressos sobre a superfície de células T , mecanismo que 

contribui para a regulação do sistema imune (HASHIKAWA et al., 2004). 

Ado é um regulador do metabolismo celular e ativador de uma série de efeitos 

fisiológicos, participando de eventos celulares como apoptose, necrose e proliferação 

(BURNSTOCK, 2006; DESROSIERS et al., 2007).  Também é um regulador endógeno da 

imunidade inata, protegendo o hospedeiro de intensa lesão tecidual associada com acentuada 

inflamação (DESROSIERS et al., 2007). Ado age como um sensor, fornecendo informação ao 

sistema imune em relação à lesão tecidual ou alterações inflamatórias agudas (KUMAR & 

SHARMA, 2009).  

Ado estimula receptores A2 acoplados a proteínas G estimulatórias (Gs), o que 

suprime as respostas celulares regulando positivamente os níveis intracelulares de AMP 

cíclico (AMPc). Desta forma, a sinalização de receptores A2 mediados por Ado podem 

regular negativamente as funções efetoras de neutrófilos, estimular a capacidade estimulatória 

de células Th2 das células dendríticas e inibir a atividade de linfócitos (BOURS et al., 2006). 

Portanto, Ado em altas concentrações pode agir sobre receptores purinérgicos, atenuando 

inflamação e lesão tecidual (DESROSIERS et al., 2007).  

 
 

          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
  

 
FIGURA 4- Efeitos de ADA sobre nucleosídeos de adenina. 
FONTE: CRISTALI et al., 2001. 

 

 

ADA é uma enzima ubíqua, solúvel e globular, encontrada no citosol e na superfície 

de muitos tipos celulares da maioria dos vertebrados. Apresenta um papel importante no 

sistema imune, relacionada diretamente com a ativação de linfócitos T e macrófagos 

(FRANCO et al., 1997). Muitos estudos demonstram que elevados níveis de Ado e dAdo são 
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citotóxicos a determinados tipos celulares, sugerindo uma importante contribuição de ADA 

para a manutenção de adequadas concentrações celulares de nucleosídeo de adenina e 

nucleotídeos (GEIGER & NAGY, 1986) 

Além de ser uma enzima chave no metabolismo de purinas nucleotídeos (FRANCO et 

al., 1997), ADA também está relacionada ao metabolismo de DNA, sendo um indicador de 

oxidação de DNA. O aumento da atividade de DNA demonstra dano oxidativo. Vários 

estudos demonstram que a atividade de ADA está relacionada à produção de radicais livres 

(KÖSE  et al., 2001; YONEYAMA et al., 2002) 

 

2.5 Acetilcolinesterase 

 

Os sistemas nervoso e imune se comunicam bidirecionalmente, e os tecidos linfóides 

são inervados pelo sistema nervoso autônomo (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 clássico, presente no sistema nervoso central e periférico, mas também é 

encontrada em linfócitos T, sendo sintetizada pela colina acetiltransferase (KAMIMURA et 

al., 2003).  

O fato de ACh estar presente em bactérias, algas, protozoários, fungos, plantas e em 

células não-neuronais de vertebrados, altera sua função de somente um neurotransmissor. 

ACh pode estimular a atividade de células do sistema imune como linfócitos e, 

consequentemente, modular os mecanismos de defesa do hospedeiro. ACh não-neuronal está 

envolvida no sistema de defesa inespecífico (superfícies epiteliais, secreção mucosa, migração 

e fagocitose) e específico, além da modulação de processos inflamatórios. ACh e seus 

receptores são encontrados na maioria dos componentes do sistema imune: linfócitos (CD4+ > 

CD8 +> células B), monócitos, granulócitos, macrófagos, mastócitos, timo e baço (WESSLER 

& KIRKPATRICK, 2001), com elevados níveis em linfócitos T e monócitos (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 linfócitos e considerada um marcador de inflamação 

(TAYEBATI et al., 2002). Linfócitos expressam diversos receptores de neurotransmissores, 

incluindo adrenérgicos, dopaminérgicos e colinérgicos (TAYEBATI et al., 2002), dentre os 

colinérgicos, destacam-se os receptores muscarínicos de ACh (mAChRs) e nicotínicos 

(nAChRs) (KAWASHIMA & FUJII, 2004).  
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ACh e seus agonistas mAChR e nAChR aumentam a citotoxicidade dos linfócitos, 

elevando seu conteúdo de monofosfato de guanosina cíclico (cGMP) e inositol-1,4,5-

trifosfato (IP3), modulando a síntese de DNA e a proliferação celular, o que dá suporte à tese 

de que o sistema colinérgico linfocítico participa da regulação da função imune através de 

receptores de ACh (AChRs) acoplados à fosfolipase-C (PLC) (KAWASHIMA & FUJII, 

2003). 

Portanto, é provável que o sistema colinérgico presente nas células imunes participe da 

regulação da resposta imune, através da ativação de mAChRs e nAChRs, estimulando e 

inibindo as respostas imune e inflamatória, respectivamente. Entretanto, a relação entre 

nAChRs e mAChRs na regulação das funções de linfócitos T não está completamente 

elucidada (RAZANI-BOROUJERDI et al., 2008). 

 

2.6 Estresse Oxidativo 

 

Micotoxinas são metabólitos fúngicos conhecidos por serem nocivos à saúde do 

homem e dos animais. Atualmente, há muitos relatos de enfermidades causadas por 

micotoxinas associadas aos sistemas digestório, urinário, reprodutivo e imune; e o estresse 

oxidativo, através da peroxidação lipídica, é importante na mediação da toxicidade induzida 

pelas micotoxinas nesses sistemas (DOI & UETSUKA, 2014). 

 Uma variedade de espécies reativas de oxigênio (EROs) é permanentemente 

produzida em organismos vivos, através da redução de oxigênio e radiações ionizantes, metais 

reativos, enzimas e outros ativadores endógenos e ambientais (MONAHAN et al., 1993). O 

estresse oxidativo resulta de um desequilíbrio entre a produção de EROs e atividade de 

antioxidantes (VOSSEN et al., 2011). O equilíbrio entre pró-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 superóxido dismutase 

(SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx), os quais agem de modo sinérgico contra os 

efeitos oxidativos (WANG et al., 2009) 

 A geração de EROs está envolvida em funções fisiológicas importantes de 

organismos aeróbios. No entanto, seu excesso, pode causar desequilíbrio nas rotas 

metabólicas; esgotamento de antioxidantes celulares e danos de macromoléculas como DNA, 

proteínas e lípidos, ocasionando lesões oxidativas que resultam em diminuição dos processos 

de diferenciação e proliferação ou morte celular. EROs atuam como mensageiros subcelulares 

em múltiplas vias de sinalização e podem estar relacionados com a causa, ou mesmo, 
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consequência de alterações mitocondriais, assim como, de morte celular por apoptose, 

desempenhando função essencial em eventos moleculares que levam a danos celulares, 

principalmente pela indução da peroxidação lipídica (FERRER et al., 2009). 

 A peroxidação lipídica é uma etapa importante no processo de dano oxidativo 

tecidual (OMAR et al., 1990), e está relacionada à degeneração das funções fisiológicas, bem 

como, o aumento da suscetibilidade a doenças infecciosas através do comprometimento do 

sistema imune, e à redução da viabilidade celular induzida por micotoxinas (FERRER et al., 

2009). Um composto frequentemente utilizado como um índice de peroxidação lipídica é o  

MDA, produto de oxidação secundário formado durante a oxidação de PUFA (ácidos graxos 

poli-insaturados) (Figura 5). Peróxidos lipídicos e os seus produtos podem causar danos 

oxidativos a enzimas ligadas a membranas e outras macromoléculas, incluindo DNA, e têm 

sido implicadas em vários processos de doença (VOSSEN et al., 2011). Lipídios poli-

insaturados são essenciais para as células, como constituintes das membranas celulares, 

retículo endoplasmático e mitocôndrias e, portanto, estruturas funcionais celulares (MARIN 

& TARANU, 2012).  

 EROs podem causar danos irreversíveis às células e a mensuração de seus produtos 

oxidativos se faz necessária, consequentemente, o estabelecimento da relação entre a 

diminuição da proliferação celular e o estresse oxidativo causado pelo aumento da produção 

de EROs intracelular induzido pelas micotoxinas é fundamental. O ensaio de Substâncias 

Reativas ao Ácido tiobarbitúrico (TBARS) é o método mais comum de avaliação dos 

produtos da peroxidação lipídica. TBARS determina os produtos finais aldeídicos, como o 

MDA, produto final de uma variedade de peróxidos lipídicos e produtos secundários da 

oxidação de lipídica (FERRER et al., 2009). 

 MDA reage com o ácido tiobarbitúrico, produzindo um produto de coloração 

vermelha. Sua avaliação direta e a mensuração de radicais livres é dificultada pelas meias-

vidas curtas e a curta distância de migração. Os métodos indiretos, como a quantificação dos 

produtos resultantes da decomposição peroxidativa de PUFA, como 4-hidroxinonenal (4-

HNE) e MDA são utilizados como estimativa de danos causados por EROs (SIDDIQUE et 

al., 2012). 
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                      FIGURA 5- Etapas da peroxidação lipídica. 
                      FONTE: ALESSIO, 2000. 
 

 

 Não está bem elucidado se as micotoxinas estimulam a peroxidação lipídica 

diretamente através do aumento da síntese de EROs, ou se o aumento da suscetibilidade 

tecidual à peroxidação é o resultado do comprometimento do sistema defesa antioxidante, 

mas parece que ambos os processos estão envolvidos (MARIN & TARANU, 2012).  
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4 DISCUSSÃO 

 

 Diversas micotoxinas são citotóxicas para os linfócitos in vitro, devido seus efeitos 

sobre as membranas, incluindo os que envolvem os receptores, e interferência na síntese e 

função de macromoléculas. A influência de substâncias químicas exógenas nas respostas 

imunes pode ser altamente variável, aumentando, diminuindo, ou mesmo não afetando a 

resposta, conforme o método e a concentração empregados. Várias micotoxinas são 

biologicamente reativas e inibem a síntese proteica ou a multiplicação celular. Desde que as 

respostas imunes dependem, geralmente da síntese macromolecular e proliferação celular, as 

micotoxinas são consideradas imunotóxicas. Sendo assim, os linfócitos ou as células 

periféricas dos principais órgãos linfáticos podem ser modelos eficazes para o estudo de 

efeitos imunotóxicos in vitro (SHARMA, 1993). 

 LEA et al. (1989) demonstraram que OCRA inibe a proliferação de linfócitos T e B 

in vitro, enquanto que TARANU et al. (2010) demostraram que as menores concentrações de 

DON aumentou a proliferação celular em linfócitos de humanos e suínos. Diversas alterações 

dos parâmetros imunológicos também são associadas com concentrações de ZEA in vitro, 

entre elas, destaca-se a inibição da proliferação linfocitária (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 

proliferação em linfócitos de suínos. Em nosso estudo, demonstramos que as diferentes 

concentrações utilizadas de DON, OCRA e ZEA não inibiram a proliferação dos linfócitos 

isolados de frangos de corte. Entretanto, demonstrou-se uma diminuição na atividade da 

enzima E-ADA.  

 A redução na atividade de ADA provoca um aumento das concentrações 

extracelulares de Ado, que é convertida em inosina. Ado atua como um sensor e fornece 

informações ao sistema imune sobre danos teciduais e alterações inflamatórias agudas 

(KUMAR & SHARMA, 2009). Além disso, a interação de Ado com os seus receptores 

ubíquos tem efeitos anti-inflamatórios, tais como a inibição da resposta imune do tipo Th1 

(CORDERO et al., 2001; GESSI et al., 2000; VARANI et al., 1997). Desta forma, a 

diminuição da atividade de ADA, em linfócitos, pode estar relacionada a um mecanismo 

compensatório, que levaria a um aumento das concentrações extracelulares de Ado, e 

consequentemente, atenuação da inflamação e danos teciduais através de sua ação sobre 

receptores purinérgicos. 

A sinalização purinérgica desempenha uma função essencial na modulação das 

respostas inflamatória e imunológica através de biomoléculas extracelulares, como os 
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nucleotídeos de adenina (ATP, ADP e AMP) e os seus derivados nucleosídeos de Ado 

(RALEVIC & BURNSTOCK, 2003). Evidências indicam que níveis elevados de ATP 

extracelular atuam através de receptores específicos da superfície celular como agente pró-

inflamatório, potencializando a liberação de citocinas pró-inflamatórias (BOURS et al., 2006) 

por linfócitos ativados (LANGSTON et al., 2003). Esses receptores purinérgicos, quando 

estimulados, desenvolvem uma modulação negativa de citocinas pró-inflamatórias, 

estimulando a resposta Th2 e, consequentemente, a produção de citocinas anti-inflamatórias, 

que protegem contra danos oxidativos teciduais a partir da diminuição da produção de EROs 

(BOURS et al., 2006). Entretanto, baixos níveis de ATP extracelular desempenham uma 

função adicional como modulador negativo da imunidade (DI VIRGILIO et al., 2009). O seu 

produto de degradação, Ado, possui eficiente ação anti-inflamatória e imunossupressora 

através da inibição da proliferação linfocitária e da secreção de citocinas (DEAGLIO et al., 

2007; GESSI et al., 2007). ATP extracelular e Ado são controlados por ecto-enzimas, como 

E-NTPDase e E-ADA, que se apresentam ancorados na superfície celular, com o seu sítio 

ativo frente ao meio extracelular (ZIMMERMANN, 2001). 

 Muitas micotoxinas funcionam como os inibidores de enzimas. Enzimas inibidas 

incluem a AChE, NF-κB, proteína 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 quantificação de AChE, demonstrando alta atividade nos linfócitos incubados com OCRA, 

DON e ZEA, na maioria das concentrações avaliadas. Atualmente, é evidente que os 

linfócitos expressam a maioria dos componentes colinérgicos expressos em neurónios e 

constituem um sistema colinérgico independente. O aumento da atividade de AChE pode 

estar relacionado a uma tentativa de contrabalançar os elevados níveis de EROs, também 

encontrados em nossos resultados. 

 Os efeitos adversos das micotoxinas em células também estão associados ao 

aumento da produção de radicais livres e EROs, resultando em lesões oxidativas nos tecidos 

(DVORSKA et al., 2007). O dano oxidativo pode comprometer gravemente a homeostase e 

viabilidade celular. E também é responsável pela indução de uma série de respostas celulares 

através da geração de espécies reativas secundárias, levando as células a uma morte auto-

programada (DESPORT & COURATIER, 2002). A forma mais conhecida de morte celular 

programada é a apoptose, denominada como um programa de suicídio celular fisiológico 

essencial para o desenvolvimento embrionário, a função do sistema imune e a manutenção da  

homeostasia em organismos multicelulares (JACOBSON et al., 1997). Apesar de 

encontrarmos elevados níveis de peroxidação lipídica, através da quantificação de MDA nos 
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linfócitos incubados com as três micotoxinas avaliadas, nas primeiras 48 h, a viabilidade 

celular não foi comprometida. A natureza complexa das alternâncias nos parâmetros 

relacionados com o estresse oxidativo não pode ser facilmente explicada por respostas 

compensatórias 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 produção de EROs e estresse oxidativo (CADENAS & 

DAVIES, 2000). Estresse oxidativo induzido por DON e a ativação de proteína quinase 

ativada por mitógeno levam a um fenômeno, conhecido como estresse ribotóxico, no qual 

DON se liga aos ribossomos, inibindo a síntese proteica (PESTKA et al., 2004). Diversos 

autores sugerem que a produção de radicais livres, induzida por DON, pode ser um dos 

mecanismos responsáveis 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 peroxidação lipídica em células Caco-2, similarmente, a ZHANG et al. (2009) que 

observaram aumento dos níveis de TBARS, índice de peroxidação lipídica celular, de forma 

dose-dependente em células HepG2 expostas a concentrações de 3,75 a 15 mM de DON, 

sugerindo que a formação de radicais livres e EROs estão envolvidas nos danos ao DNA e, 

consequentemente, apoptose como mecanismo subjacente desta micotoxina  (GALVANO et 

al., 2001; ZHANG et al., 2009).  

 Não está bem definido se OCRA atua como uma substância cancerígena genotóxica, 

ou se sua carcinogenicidade ocorre através de um mecanismo indireto, como a indução de 

citotoxicidade, dano oxidativo e aumento da proliferação celular. Diversos estudos relatam 

que OCRA induz estresse oxidativo, aumentando a produção de MDA (RAHIMTULA et al., 

1988). Como o dano oxidativo observado durante a citoxicidade geralmente não é específico 

(OKADA, 1996), dificulta, com base na análise de MDA, a pressuposição de biomarcadores 

finais de dano oxidativo, para que se determine se a resposta ao estresse oxidativo é a causa 

ou a consequência da citotoxicidade. Por outro lado, a expressão de marcadores iniciais do 

estresse oxidativo pode ser alterada na presença de níveis mais baixos de um agente oxidante 

e antes do surgimento de marcadores não específicos de oxidação atribuídos à citotoxicidade. 

Outros mecanismos são propostos para explicar a toxicidade OCRA, entre eles, a inibição da 

síntese proteica, alteração da atividade mitocondrial, desregulação da homeostasia da glicose, 

e modificação das vias de transdução de sinal (KUIPER-GOODMAN & SCOTT, 1989). 

 Em relação à ZEA, estudos recentes demonstraram que ela aumenta a formação de 

EROs e, consequentemente, causa danos oxidativos (YU et al., 2011). O estresse oxidativo 

promovido por ZEA pode ser um dos principais mecanismos da indução de injúria celular e 

dano ao DNA pela micotoxina, o que, eventualmente, pode levar à tumorigênese (MARIN et 
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al., 2013). Apesar das células utilizadas em nossa pesquisa não serem alvo de ZEA, houve 

um aumento da peroxidação lipídica nas 48 h de análise, embora, quando comparada às outras 

micotoxinas avaliadas OCRA e DON, tenha apresentado os menores níveis de MDA. 

 Ainda não está completamente elucidado se as micotoxinas estimulam diretamente a 

peroxidação lipídica através do aumento da produção de radicais livres, ou se o aumento da 

susceptibilidade à peroxidação lipídica é o resultado de um sistema antioxidante 

comprometido (SURAI, 2006). 

 O sistema imune é considerado o alvo primário de tricotecenos (BONDY & 

PESTKA, 2000). Estudos anteriores demonstraram que, dependendo da concentração, 

tricotecenos podem estimular ou suprimir funções imunológicas em animais de produção e 

laboratório (BONDY & PESTKA, 2000; BEREK et al., 2001). Em geral, altas concentrações 

de tricotecenos prejudicam a imunidade celular e humoral, causando a inibição da 

proliferação celular, aumento na produção de IgA, menor resistência à infecções bacterianas e 

indução de apoptose ou necrose das células imunológicas (ISLAM et al., 1998; PESTKA & 

BONDY, 1990; RAFAI et al., 1995; YANG et al., 2000).  

HINTON et al. (2003), após encontrarem resultados complexos a respeito dos efeitos 

de AFB1 sobre linfócitos esplênicos isolados de ratos F344, sugeriram que o sistema imune 

pode compensar ou reverter, ao menos parcialmente, os efeitos citotóxicos durante os ciclos 

de "repouso" celular (G0) em doses menores a 1,6 ppm, o equivalente a 1,6 µg/mL. Tais 

mecanismos compensatórios poderiam justificar os efeitos de proliferação linfocitária 

induzidos pelas concentrações, inclusive as mais elevadas, das micotoxinas testadas, durante 

as 72 h de avaliação, além da reversão dos níveis de MDA demonstrados.  

Todas as diferenças, em relação à citotoxicidade das micotoxinas DON, OCRA e 

ZEA, evidenciadas no presente estudo e nos demais encontrados na literatura, podem ser 

atribuídas às linhagens celulares utilizadas, aos parâmetros analisados, à presença ou não de 

soro no meio de cultura, ao período de exposição e às variadas combinações e concentrações 

de micotoxinas (FERRER et al., 2009; RUIZ et al., 2011). 
 
5 CONCLUSÕES 

 

1- Os ensaios colorimétricos utilizados para avaliação de viabilidade celular e atividade 

enzimática permitiram adequada comparabilidade dos resultados entre as diferentes 

micotoxinas. Foi possível correlacionar a proliferação celular ocasionada por determinadas 

concentrações de OCRA e DON com um decréscimo da atividade de E-ADA em linfócitos de 

frangos de corte incubados com as respectivas micotoxinas. Tais evidências sugerem que em 
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concentrações mínimas as micotoxinas testadas não estimularam a atividade da enzima, que 

possui ação pró-inflamatória e contribui para o processo de imunossupressão e, portanto, 

evitando um decréscimo na viabilidade celular. 

 

2- Na avaliação dos níveis de MDA e consequente peroxidação lipídica em linfócitos de 

frangos de corte demonstrou-se a seguinte relação crescente de citotoxicidade: 

OCRA>DON>ZEA. Enquanto a atividade enzimática de AChE apresentou-se de modo 

inversamente proporcional: ZEA>DON>OCRA. Esta relação entre a avaliação da 

peroxidação lipídica e atividade de AChE induzida pelas respectivas micotoxinas sugere que 

quanto maior a atividade enzimática, menor o estresse oxidativo celular. No entanto, este 

efeito não ocorreu na concentração de 1 µg/mL de OCRA e DON, que induziram os maiores 

níveis de estresse oxidativo celular e atividade enzimática na maioria dos períodos analisados. 

 

3- OCRA e DON induziram uma diminuição nos níveis de MDA dos linfócitos de frangos de 

corte no período de 72 h de incubação, e consequentemente, menores níveis de estresse 

oxidativo celular em comparação com os períodos iniciais de 24 e 48 h, sugerindo a ação de 

um mecanismo compensatório nestas células. No entanto, este efeito não foi observado em 

células incubadas com a concentração de 1 µg/mL.  
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ANEXO A- DECLARAÇÃO DA CEA-UFSM 
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ANEXO B- PROTOCOLO DE SEPARAÇÃO DE LINFÓCITOS DE AVES 
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REAGENTES: Ficoll-Paque™ Plus®, Tampão hemolítico, PBS estéril. 

 

1. Num tubo falcon de 50ml colocar o sangue. 

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

levemente por inversão. 

3. Preparar um tubo com 3ml de Ficoll e, cuidadosamente, com uma pipeta de vidro, 

depositar 6ml do sangue diluído sobre o Ficoll. Evitar misturar o sangue com o Ficoll. 

4. Centrigugar a 1.800 rpm por 40 min à temperatura ambiente. 

5. Após centrifugar haverá formação de um anel distinto na interface, que deverá ser 

removido com uma pipeta, evitando pipetar o Ficoll. Colocar a pipeta em contato com 

a parede do tubo e aspirar em círculo. 

6. Transferir o anel de leucócitos + monócitos para um novo tubo e diluir com igual 

volume de PBS para reduzir a contaminação com o Ficoll. Homogeneizar por 

inversão. 

7. Centrifugar 10 min a 1.500 rpm. 

8. Descartar o sobrenadante e adicionar 5ml de tampão para hemólise EDTA-Cloreto de 

amônio, homogeneizar cuidadosamente e centrifugar por 10 min a 1000 rpm. 

9. Descartar o sobrenadante por inversão e analisar se é necessário usar mais tampão, ou 

seja, se ainda há hemácias. Repetir o processo quantas vezes for necessário. 

10. Adicionar ao pellet de linfócitos 5ml de PBS estéril, homogeneizar e centrifugar por 

10 min a 1.200 rpm. 

11. Descartar o sobrenadante por inversão, soltar o pellet e adicionar 1ml de PBS, 

homogeneizar e centrifugar por 10 min a 100 rpm. 

12. Remover o sobrenadante, rico em plaquetas, e repetir o processo até que não haja mais 

plaquetas. 

13. No sedimento de leucócitos fazer a contagem celular e a avaliação de viabilidade 

(Câmara de Newbauer). 
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