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ABSTRACT.- Lautert C., Ferreiro L., Zimmermann C.E.P, Castilhos L.G., Jesus FPK., Zanette R.A,,
Leal D.B.R. & Santurio ].M. 2014. [In vitro effects of ochratoxin A, deoxynivalenol and zear-
alenone on cell viability and E-ADA activity in broiler chickens lymphocytes.] Efeitos in
vitro de ocratoxina A, deoxinivalenol e zearalenona sobre a viabilidade celular e atividade de E-
-ADA em linf6citos de frangos de corte. Pesquisa Veterindria Brasileira 34(12):1173-1180. Setor
de Micologia, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento
Gongalves 9090, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: claudialautert@yahoo.com.br

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 1ug/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 10% 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 ecto-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 patogé-
nicos. Elas sdo produzidas, principalmente, pelos géneros
Fusarium, Alternaria, Aspergillus e Penicillium, os quais po-
dem contaminar graos e cereais, como trigo, milho e soja.
Conforme sua natureza e niveis de concentragdo, micotoxi-
nas podem induzir efeitos téxicos em animais de produgio
e humanos. Um estudo in vitro foi realizado para avaliar
a susceptibilidade das células linfocitarias 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 concentragoes (0,001; 0,01; 0,1
e 1pg/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-
tado com 10% 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 deoxinivalenol induziram pro-
liferacdo linfocitaria e baixa atividade enzimatica in vitro
(P<0,05), enquanto zearalenona também induziu prolife-
racdo (P<0,05), mas nenhuma alteracdo na atividade enzi-
matica (P>0,05). Foi possivel correlacionar os dados refe-
rentes a viabilidade celular e atividade de ecto-adenosina
desaminase, sugerindo que, em concentracées minimas,
as micotoxinas testadas ndo estimularam a atividade da
enzima, que possui acao proé-inflamatéria e contribui para
o processo de imunossupressdo e, portanto, evitando um
decréscimo na viabilidade celular. Este é o primeiro estudo
feito com OCRA, DON e ZEA sobre linfécitos de frangos de
corte em cultivos in vitro na avaliagdo desses parametros.

TERMOS DE INDEXACAO: Micotoxinas, leucdcitos, citotoxicidade,
aves domésticas, ensaios colorimétricos.

INTRODUCAO

H& muitos séculos se conhece a toxicidade de certos fungos.
Entretanto, somente em 1.850, ao relacionar a ingestdo de
centeio infectado pelo fungo Claviceps purpurea com as ca-
racteristicas clinicas do ergotismo, foi levantada a possibili-
dade de haver risco a saude humana e animal pela ingestao
de metabdlitos secundarios produzidos por fungos (San-
turio 2000). Micotoxinas sdo metabdlitos flingicos secun-
darios contaminantes de uma série de graos e frutas pré
ou poés-colheita. Aflatoxinas, deoxinivalenol, ocratoxina A,
fumonisinas, zearalenona, patulina e toxina T-2 sdo as mais
importantes micotoxinas, as quais sao caracteristicamente
estaveis em condicdes ambientais e causadoras de diversos
efeitos toxicos em animais de laboratorio, de producio e
em humanos (Chen et al. 2008).

Ocratoxina A (OCRA) é uma micotoxina de ocorréncia
natural produzida por fungos do género Aspergillus e Pe-
nicillium em uma variedade de regides geograficas e cli-
maticas. Por ser um contaminante natural de alimentos
estocados, e consequentemente, destinados a producdo de
animais como frangos, sdo 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 nutri¢do animal devido
sua frequéncia e ocorréncia concomitante em concentra-
¢oes toxicologicamente relevantes em graos de cereais no
mundo inteiro (Goyarts et al. 2007).

Sistemas in vitro permitem tanto uma dosagem mais
exata de toxinas, quanto uma duracio de exposicdo defini-
da em um meio quimicamente e fisicamente uniforme, se
comparados a técnicas in vivo. Além disso, ensaios in vitro
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podem 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 citotdéxicos de células em cultura podem ser avaliados
através do ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
-difenil brometo de tetrazolina). MTT é um reagente salino
de coloragdo amarela que é reduzido a cristais purpuros es-
curos de formazan pela agdo de enzimas mitocondriais em
células viaveis, sendo frequentemente utilizado em estudos
de citotoxicidade de micotoxinas, para avaliacdo da viabili-
dade e proliferacdo celular (Lewis et al. 1999).

Alteragdes na integridade da membrana plasmatica
podem ser determinadas pela mensuracdo de enzimas li-
beradas no meio de cultura pelas células danificadas (Wi-
destrand et al. 1999). Ecto-adenosina desaminase (E-ADA)
é considerada uma enzima chave no metabolismo de puri-
nas, catalisando a irreversivel desamina¢do da adenosina
e desoxiadenosina em inosina e desoxiinosina, respectiva-
mente, e regulando as concentracdes de adenosina (Ado)
extracelular (Franco et al. 1997). E-ADA est4 presente em
todos os tipos celulares, com alta atividade no timo, tecidos
linféides e linfocitos periféricos, desempenhando fungio
essencial para o crescimento normal, diferenciacao e pro-
liferacdo de linfécitos T (Franco et al. 1997, Codero et al.
2001).

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

MATERIAL E METODOS

Micotoxinas. As micotoxinas utilizadas foram ocratoxina A
(OCRA), deoxynivalenol (DON) e zearalenona (ZEA) (Sigma Che-
mical Co., St. Louis, MO, USA). Elas foram solubilizadas em eta-
nol (5%), diluidas nas concentragdes 0,001; 0,01; 0,1 e 1pug/mL
e adicionadas em cultivos celulares de linfocitos para respectiva
avaliagdo.

Células e cultura. O experimento foi conduzido no Labora-
tério de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI-UFSM). Os linfécitos 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
10%, e a técnica de separagdo celular utilizada, através de cen-
trifugacdo por gradiente de densidade, conforme a descrita por
Boyum (1968). Ap6s 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
10% 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-
sdo de células foi colocada em placa de 96 micropogos e mantida
em crescimento exponencial, 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 meio de cultura e células. A viabilidade
celular e a atividade enzimatica 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 reagdo é ca-
talisada pela succinil desidrogenase mitocondrial e exige NADH,
que deve ser fornecida pelas células, proporcionando entdo uma
indicacdo de competéncia mitocondrial ou respiratéria. Cada
poco, contendo os diferentes grupos representados pelas diferen-
tes concentragdes e micotoxinas testadas, foi inoculado com 10 pL
de MTT (5mg/mL), e as células foram incubadas durante 4 horas
em estufa com atmosfera de 5% de CO,a 37°C. Apds, o meio foi
cuidadosamente removido e o produto corado foi dissolvido com
50uL de DMSO (dimetilsulféxido), realizando novamente incuba-
¢do pelo periodo de 10 min sob as mesmas condig¢des 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 proliferacao celular, e se a viabilidade foi influen-
ciada pelas concentragdes minimas das respectivas micotoxinas.
Os resultados foram expressos em porcentagem.

Determinacdo 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 linfécitos 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 producdo direta de amonia quando a adenosina
desaminase tem sua a¢do 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 necessaria para liberar 1 mmol de amonia
por minuto a partir da adenosina em condi¢Ges padrio de ensaio.

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

Analise estatistica. A analise estatistica foi realizada através
do teste ndo paramétrico ANOVA de uma via seguido pelo post test
Newman-Keuls, utilizando nivel de significancia 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 avalia¢do da viabilidade celular, dos linfécitos de fran-
gos de corte incubados com a micotoxina OCRA, observou-
-se proliferacdo celular (111,20+4,90) no periodo de 48 h
relacionada a menor concentragdo utilizada, 0,001 pg/mL,
em relacdo a 97,66+1,33 do grupo controle; enquanto que
em 72 h de incubacdo, apenas a concentracao de 0,1ug/mL
ndo influenciou resultado significativo, ja que as demais
concentracdes: 0,001; 0,01 e 1pg/mL, também causaram
comportamento proliferativo caracterizado pelos seguintes
valores (média + erro padrao da média), respectivamente,
95,05+1,30; 100,25+1,11 e 97,46+1,67, quando comparadas
ao grupo controle (88+0,57) (P<0,05) (Fig.1).

A micotoxina DON, na concentra¢do de 0,01pg/mL, no
periodo de 48 h, induziu proliferagio celular (114,75+5,75)
quando comparada ao grupo controle (97,66+1,33) (Fig.2)
(P<0,05).

Quanto ao comportamento celular observado apos a
incubacdo com ZEA, evidenciou-se proliferacdo linfocitaria
nas amostras incubadas com as respectivas concentragoes
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 relacdo a avaliacdo da atividade enzimatica, as cé-

lulas linfocitarias incubadas com OCRA apresentaram de-
créscimo da atividade de E-ADA quando comparadas ao
grupo controle em todos os periodos analisados (P<0.05),
com exce¢do dos linfécitos incubados com as concentra-
¢6es 0,001 e 1ug/mL em 24 h de incubagado (Fig.4). DON, na
concentragdo de 0,01pg/mlL, induziu diminuicao da ativi-
dade de E-ADA em todos os tempos analisados em relagdo
ao grupo controle (P<0,05) (Fig.5). Os valores da atividade
de E-ADA pés-incubagdo com OCRA e DON estao represen-
tados nos Quadros 1 e 2, respectivamente. Os linfécitos in-
cubados com a micotoxina ZEA ndo apresentaram resulta-
dos significativos (P>0,05) (Fig.6).

DISCUSSAO

O sistema de sinalizacdo purinérgico desempenha impor-
tante funcdo moduladora das respostas imune e inflama-
toria 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 pro-inflamatorios, potencializando a liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias (Bours et al. 2006) a partir de
linfocitos 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
acdo imunossupressiva e inflamatoéria pela inibi¢ao da pro-
liferacdo de células T e secrec¢do de citocinas (Deaglio et al.
2007, Gessi et al. 2007). Ado também age como regulador
enddgeno da imunidade inata, protegendo o hospedeiro de
tecidos excessivamente danificados associados com infla-
macao intensa (Desrosiers et al. 2007). Em nosso estudo,
nao foi realizada a quantificagdo de Ado, mas sim da ativi-
dade de sua enzima extracelular E-ADA.

Uma reducdo na atividade de E-ADA em linfdcitos le-
varia a interacdo de Ado com receptores de adenosina
(AdoRs) que existem em muitos tipos celulares com pos-
siveis efeitos anti-inflamatoérios. Esta redugdo causaria um
aumento nas concentracdes extracelulares de Ado, que
seria convertida em inosina. Ado atua como um sensor e
fornece informacdo ao sistema imune através de tecidos
danificados ou alterag¢des inflamatérias agudas (Kumar &
Sharma 2009). Entao, o decréscimo de E-ADA em linfécitos
poderia estar relacionado a um mecanismo compensatorio,
o que levaria a uma elevagio das concentragdes extracelu-
lares de Ado, a qual agiria sobre receptores purinérgicos,
atenuando inflamac¢do e dano tecidual, o que poderia ex-
plicar a correlacdo entre o aumento da viabilidade celular
e a baixa atividade enzimatica encontrados nos resultados
associados com OCRA e DON.

Nao ha estudos arespeito 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 informagcio, pois uma
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comparacdo entre os dados obtidos a partir de pesquisas
em culturas de células humanas e os obtidos pelo presente
experimento nao é invalida.
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Fig.1. Viabilidade celular dos linfécitos incubados com a micotoxi-
na OCRA nas concentragoes 0; 0,001; 0,01, 0,1 e 1 pg/mL em
24,48 e 72 h de exposigdo. ‘Diferenca significativa (P<0,05).

Fig.3. Viabilidade celular dos linfécitos incubados com a micoto-
xina ZEA nas concentragdes 0; 0,001; 0,01; 0,1 e 1pg/mL em
24,48 e 72 h de exposicdo. *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 exposi¢do. *Diferenca significativa
(P<0,05).
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0 potencial imunotéxico de OCRA tem sido estudado
em diferentes modelos experimentais, consequentemen-
te, os dados disponiveis sdo geralmente contraditorios e
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Fig.2. Viabilidade celular dos linfécitos incubados com a micoto-
xina DON nas concentragdes 0; 0,001; 0,01; 0,1 e 1pg/mL em
24,48 e 72 h de exposicado. *Diferenca significativa (P<0,05).

Fig.4. Atividade enzimatica de E-ADA dos linfécitos incubados
com a micotoxina OCRA nas concentragdes 0; 0,001; 0,1 e
1ug/mL em 24, 48 e 72 h de exposicdo. *Diferenca significa-
tiva (P<0,05).

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

(M+ SEM)
Concentragdo (ug/mkL) Periodo de incubagdo

24h 48 h 72h
0 31,71°£ 2,84 26,25+ 2,50 25,52°+ 3,84
0,001 21,05+791 7,45*+1,34 10,86%+ 0,85
0,01 8,19*+1,41 9,41*+2,93 8,70%*+ 2,94
0,1 12,95%+ 0,60 16,56*+4,32 7,34*+ 1,34
1 21,66+ 4,41 11,68*+0,80 6,74*+ 0,30

2 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
concentragdes da micotoxina DON em 24,48 e 72 h

(M SEM)
Concentragdo (ug/mL) Periodo de incubagdo

24h 48h 72h
0 31,71+ 2,84 26,25+ 2,50 25,52+ 3,84
0,001 20,53+3,12 17,89+1,11 19,99+1,34
0,01 9,61*+ 1,49 8,15%+ 2,26 8,48*+ 1,02
0,1 21,14*+ 4,41 20,02+5,57 19,15+ 3,77
1 19,71+ 4,50 23,81+1,39 25,05+ 4,51

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

dificeis de interpretar. Essas diferentes conclusdes podem
ser devido as concentragoes testadas da micotoxina, carac-
teristicas particulares das linhagens celulares, diferentes
condig¢des de cultura, ao periodo de exposicdo e critérios
utilizados no estudo (Alvarez-Ervitil et al. 2005). Estudos
demonstram que OCRA suprime a reposta de anticorpos
em inimeras espécies (Haubeck et al. 1981, Harvey et al.
1992, Stormer & Lea 1995, Miiller et al. 1999). Em relacao
a imunidade humoral, OCRA induz uma regressiao dose-
-dependente das imunoglobulinas IgG, IgA e IgM (Miiller et
al. 1995, Dortant et al. 2001). Em relagdo a 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 linfécitos T apre-
sentou decréscimo em suinos (Harvey et al. 1992) e fran-
gos de corte (Elissalde et al. 1994). A atividade de linfécitos
T citotoxicos ndo foi afetada em camundongos (Luster et
al. 1987). Entretanto, apesar da associacdo de OCRA com
eventos de imunossupressdo, nosso estudo demonstrou
que em concentra¢des minimas, esta micotoxina pode in-
duzir proliferagio celular, ja que a viabilidade dos linfécitos
incubados com 0,001, 0,01 e 1ug/mL, em 72 h de exposi-
¢do, apresentou um aumento em relagdo ao grupo controle.

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

de IL-2 (Lea et al. 1989). OCRA também apresentou consis-
tente efeito sobre a sintese protéica e inibicdo da sintese
de DNA em células T (Stormer et al. 1983). Tais resultados
confirmam a hipdtese proposta por Creppy et al. (1983)
na qual OCRA inibe a sintese protéica devido sua interacdo
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-
sestabilizacdo da fungao mitocondrial (Assaf et al. 2004).
O ensaio de MTT, utilizado pelo presente estudo, para a
avaliacdo da viabilidade linfocitaria a partir da fun¢do mi-
tocondrial, ndo permitiu concluir o mesmo que Assaf et al.
(2004), pois em determinadas concentra¢gdes minimas da
micotoxina houve uma indugio de elevagio de viabilidade
celular, em 48 e 72 h, mas esta ndo procedeu de modo dose-
-dependente.

Macréfagos e células T e B do sistema imune sdo alvos
centrais de DON, que pode ser tanto imunoestimulaté-
rio quanto imunosupressivo, conforme a dose, exposicao
e tempo do ensaio imune funcional (Tiemann & Danicke
2007). Considera-se que o modo de a¢ao primario de DON
seja a habilidade de se ligar a ribossomos eucaridticos e,
por consequéncia a isso, a inibicdo da sintese proteica. Me-
canismos secundarios, tais como bloqueio da sinalizagdo
celular, diferenciacdo, crescimento e sintese macromole-
cular também tém sido associados com exposi¢cdo a DON
(Costa et al. 2011). Estudos em modelos animais e linha-
gens celulares tém demonstrado que a exposi¢cdo a DON
modula a fun¢do imune por influenciar especificamente
as respostas pro-inflamatoérias, a distribuicdo das células
brancas e sua proliferacdo em diversos 6rgaos (Costa et al.
2011). No estudo in vivo de Pestka (2003), baixas concen-
tracdes de DON (inferiores a 5mg/kg de racdo) pareceram
estimular a imunidade e altas concentragdes suprimiram a
resposta imune em roedores. Em nosso estudo, a concen-
tracdo 0,01pg/mL foi responsavel pelo aumento dos ni-
veis de viabilidade celular em 48 h pés-incubag¢io quando
comparado ao grupo controle, demonstrando que DON, em
concentragdes minimas, pode promover proliferacdo celu-
lar em avaliag¢des 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 a avaliacdo 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
comparacdo 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 regulagido
do sistema imune (Hashikawa et al. 2004), sugerindo que
tal mecanismo pode ter ocorrido ap6s a incubacdo com
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determinadas concentragdes minimas de OCRA e DON, ja
que E-ADA poderia contribuir para limitar o processo de
inflamacdo 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 vitro (Ramakers et al. 2012,
By et al. 2012) . Apesar dessa afirmacgao, e sabermos que
ha um processo natural de decréscimo celular em cultivos
in vitro, aliado ao fato de células do sistema imunolégico,
como os linfdcitos, apresentarem sensibilidade exacerbada
e manterem-se pouco tempo em cultura; ao compararmos
as amostras incubadas com as diferentes concentragdes
das trés micotoxinas testadas no presente estudo 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 objetivo principal foi avaliar a citotoxicidade de AFB,,
DON e OCRA sobre linfécitos isolados de humanos, utili-
zando também o ensaio de MTT para posterior andlise da
viabilidade celular, constatou que OCRA foi mais citotéxica
que as outras duas micotoxinas apds 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 estdo
relacionadas a interagdes especificas, baseadas em ligacoes
altamente especificas em moléculas alvos e, interagcdes ndo
especificas, baseadas na reatividade quimica de OCRA e
seus metabolitos a molécula alvo (Ringot et al. 2006). Os re-
sultados encontrados por Maenetje et al. (2008) divergem
dos apresentados nesse estudo, ja que as micotoxinas DON
e OCRA promoveram proliferacdo celular, destacando-se
OCRA, que ocasionou tal comportamento na maioria (ex-
ceto no grupo incubado com 0,1pg/mL da micotoxina) das
culturas linfocitarias incubadas com suas concentragoes
minimas no periodo de 72 h de exposi¢do, demonstrando
que ndo houve alteracdo da integridade da membrana ce-
lular ja 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 nao foram citotdxicas nas
concentracdes testadas, permitindo uma adequada compa-
racdo entre os parametros avaliados. Mas em se tratando
de ZEA, que também ndo demonstrou citotoxicidade, esta
comparacao ndo pode ser realizada jA que a mesma ndo
induziu alteracdo na atividade de E-ADA. Basicamente, ha
dois processos de biotransformacao de ZEA: primeiro, ZEA
é reduzida a a-zearalenol e 3-zearalenol, reagio catalisada
por 3a-HSD e 3B-HSD (enzimas hidroxiesteréide desidro-
genases); segundo, ZEA e seus metabolitos reduzidos sdo
conjugados com &cido 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 biotransformacgao hepa-
tica desta micotoxina em a-zearalenol pode ser considerada
como uma reacao de bioativagao e a sua transformacao em
[-zearalenol como uma reagdo de detoxificacdo. Em fran-
gos, -zearalenol é o principal produto em ambos os isola-
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dos de fracdes microssomal e p6s-mitocondrial, dado con-
sistente com estudos anteriores em hepatécitos de frangos
de corte (Gajecki et al. 2010). Sendo assim, como nido ha
biotransformacgdo da micotoxina em a-zearalenol pelo me-
tabolismo hepatico de frangos, consequentemente nao ha
susceptibilidade desta espécie a contaminagdes por ZEA in
vivo. Entretanto, in vitro, o presente estudo evidenciou au-
mento na viabilidade celular correspondente ao periodo de
48 h pés-incubagao (exceto nas células tratadas com 1 pg/
ml da micotoxina). Este é o primeiro trabalho a demonstrar
proliferacdo celular induzida por ZEA em linf6citos de fran-
gos de corte. Assim como nas demais micotoxinas avaliadas
em nosso estudo, ZEA também esta associada a eventos de
imunossupressido. 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 relacdo aos padrdes de proliferacio e
morte celular de células ndo tratadas e mitégeno-ativadas,
constatando que em concentra¢des superiores a 30ug/
mlL, 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 linf6citos de frangos
de corte cultivados in vitro, a avaliar sua citotoxicidade a
partir dos parametros de viabilidade celular e atividade de
E-ADA.

CONCLUSOES

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

Foi possivel correlacionar a proliferacio celular oca-
sionada por determinadas concentra¢des de OCRA e DON
com um decréscimo da atividade de E-ADA em linf6citos de
frangos de corte incubados com as respectivas micotoxinas.

Tais evidéncias sugerem que em concentra¢des mini-
mas as micotoxinas testadas ndo estimularam a atividade
da enzima, que possui a¢do proé-inflamatéria e contribui
para o processo de imunossupressao e, portanto, evitando
um decréscimo na viabilidade celular.

Para afirmar que as concentragdes minimas testadas,
além de induzirem proliferacdo, induzem imunoestimulo
sa0 necessarios maiores estudos, bem como o uso de téc-
nicas com maior especificidade como a quantificacdo de
citocinas envolvidas na imunomodulagio.

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