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RESUMO 

LAZARO, T. M. Modulação das respostas fenotípicas de leucócitos de As-

tyanax lacustris expostos a aflatoxina B1. 2023. 65 f. Dissertação (Mestrado) 

– Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de São 

Paulo, Pirassununga – SP, 2023. 

 

A Aquicultura encontra-se em plena expansão, principalmente pela necessidade 

de suprir a alta demanda de fontes proteicas utilizadas na alimentação humana.  

Um problema constantemente reportado em ambientes de produção aquícola 

ocorre devido à presença de micotoxinas, em especial a Aflatoxina B1, que apre-

sentam diversos efeitos deletérios associados a sua contaminação em dietas 

artificiais. O objetivo do presente trabalho foi de avaliar a resposta imune in vitro 

de leucócitos isolados de Astyanax lacustris expostos à AFB1. Para tanto, os 

leucócitos foram isolados por gradiente de Percoll e as células expostas às con-

centrações de 10 ng mL-1, 20 ng mL-1 e 50 ng mL-1 de AFB1 e tiveram sua viabi-

lidade e proliferação celular avaliadas após 24, 48 e 72 h de exposição. As ava-

liações da fagocitose e atividade bactericida foram realizadas após 72 h de con-

tato das células com seus respectivos tratamentos. A concentração de 50 ng mL-

1  apresentou-se como a mais tóxica para as células, impactando negativamente 

as taxas de viabilidade e proliferação celular e a Capacidade Fagocítica dos leu-

cócitos isolados. A atividade bactericida não apresentou alterações significativas 

em nenhuma das concentrações utilizadas. O tratamento de 50 ng mL-1 apre-

senta-se de acordo com a legislação brasileira que delimita as concentrações de 

aflatoxinas B1 B2 G1 e G2 em alimentos destinados a nutrição animal, indicando 

que tal valor pode apresentar impactos negativos para a saúde do animal. Em 

suma, a AFB1 foi capaz de prejudicar mecanismos chaves de leucócitos de Lam-

bari-do-rabo-amarelo (A. lacustris), células essenciais para o combate a infec-

ções e manutenção da homeostase do organismo.  

 

Palavras-chave: micotoxinas, peixes teleósteos, macrófagos, resposta imune, 

análises in vitro. 

 



 

 

 

ABSTRACT 

LAZARO, T. M. Modulation of phenotypic responses of leukocytes from As-

tyanax lacustris exposed to aflatoxin B1. 2023. 65 p. Dissertation (Master’s) 

– Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de São 

Paulo, Pirassununga – SP, 2023. 

 

Aquaculture is in full expansion, mainly due to the need to meet the high demand 

for protein sources used in human nutrition. A constantly reported issue in aqua-

culture production environments arises from the presence of mycotoxins, espe-

cially Aflatoxin B1, which have various detrimental effects associated with their 

contamination in artificial diets. The objective of the present study was to evaluate 

the in vitro immune response of leukocytes isolated from Astyanax lacustris ex-

posed to AFB1. To this end, leukocytes were isolated by Percoll gradient, and 

cells were exposed to concentrations of 10 ng mL-1, 20 ng mL-1, and 50 ng mL-1 

of AFB1, with their viability and cell proliferation assessed after 24, 48, and 72 

hours of exposure. Phagocytosis and bactericidal activity assessments were per-

formed after 72 hours of cell contact with their respective treatments. The con-

centration of 50 ng mL-1 was the most toxic to the cells, negatively impacting cell 

viability rates, cell proliferation, and the phagocytic capacity of isolated leuko-

cytes. Bactericidal activity showed no significant changes at any of the concen-

trations used. The 50 ng mL-1 treatment aligns with Brazilian legislation that sets 

limits on aflatoxins B1 B2 G1 and G2 concentrations in animal nutrition food, indi-

cating that such a value may have negative impacts on animal health. In sum-

mary, AFB1 was capable of impairing key mechanisms of leukocytes in Yellow 

Tail Tetra (A. lacustris), essential cells for infection defense and maintaining or-

ganism homeostasis. 

 

 

 

Keywords: mycotoxins, teleost fish, macrophages, immune response, in vitro 

analysis. 
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1. INTRODUÇÃO  

A aquicultura mundial se encontra em constante expansão, impulsionada 

principalmente por países do continente asiático e das Américas (GUENARD, 

2020). A aquicultura brasileira apoia-se fortemente no cultivo de espécies de pei-

xes de água doce, sendo 63% do total produzido no ano de 2022 correspondente 

à produção de tilápias do Nilo, e os outros 37%, à produção de mais de 30 es-

pécies diferentes, nativas e introduzidas (VALENTI et al., 2021). Apesar do 

grande potencial de expansão da aquicultura brasileira devido à grande quanti-

dade de água disponível, o setor aquícola do país se depara com alguns entra-

ves importantes, como contaminações por metabólitos fúngicos tóxicos. Esses 

metabólitos impactam negativamente a produção de pescado, e tais impactos já 

foram reportados em outros países da América do Sul, Ásia e África (MATEJOVA 

et al., 2017). 

Os fungos são organismos heterotróficos presentes em quase todo o am-

biente terrestre, sendo que alguns deles são capazes de produzir substâncias 

tóxicas, conhecidas por micotoxinas (RAVEN, P. H.; EVERT, R. F.; EICHHORN, 

1996). Dentre as principais micotoxinas, destaca-se a aflatoxina B1 (AFB1), ex-

tensamente estudada por seu alto potencial nocivo em animais e humanos (BA-

RAC, 2019; OSTRY et al., 2017; PARK, 2002; PITT, 2000; PROCTOR et al., 2004; 

ZAKI, 2012). Produzida majoritariamente por fungos do gênero Aspergillus, sua 

presença é frequentemente reportada nos alimentos fornecidos para animais de 

criação (GODOY, 2019). E justamente pela dependência do setor por dietas ar-

tificiais contendo grandes quantidades de grãos, a preocupação com as Afs têm 

se intensificado.  

 Além dos efeitos teratogênicos das Afs, estudos têm reportado a supres-

são de diversas respostas imunes em animais e humanos após o consumo de 

micotoxinas, como a diminuição da liberação de citocinas ligadas ao processo 

inflamatório (interleucinas da família 1, por exemplo) e de necrose celular além 

do comprometimento da fagocitose, processo que compreende o englobamento 

e destruição de patógenos (MOHSENZADEH et al., 2016), aumentando a suscep-

tibilidade a doenças (GONÇALVES et al., 2018). Ainda, as Afs têm sido reportadas 

como causadoras de danos neurotóxicos (PARK et al., 2020b), redução do ganho 

de peso (CHÁVEZ-SÁNCHEZ; MARTÍNEZ PALACIOS; OSORIO MORENO, 1994; 
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GONÇALVES et al., 2018) e redução de crescimento (BEDOYA-SERNA et al., 

2018) em animais domésticos e de produção. 

Os peixes possuem uma gama diversificada de respostas fisiológicas ca-

pazes de defender o organismo contra efeitos deletérios de agentes externos. 

Assim como em mamíferos, as respostas imunes dos peixes podem ser de na-

tureza inespecífica (imunidade inata) ou de natureza específica (imunidade 

adaptativa) (DEZFULI et al., 2016), podendo ser moduladas por agentes exóge-

nos (MATEJOVA et al., 2017). As respostas imunológicas de peixes têm sido in-

tensamente estudadas nos últimos anos, com especial destaque para técnicas 

de cultivo celular in vitro. Técnicas de cultivo celular de peixes são constante-

mente utilizadas para avaliações de proliferação e migração celular (DURAN et 

al., 2019), funções de células imunes (ZHANG et al., 2020a), além do estabeleci-

mento de novos protocolos para análises citogenéticas (PAIM et al., 2018). A ob-

tenção de células para análises in vitro pode ser feita das mais variadas formas, 

desde seu isolamento a partir de órgãos e tecidos alvo ou pela aquisição de 

linhagens comerciais (STACEY, 2006a). 

A utilização do Astyanax lacustris, popularmente conhecido como Lam-

bari-do-rabo-amarelo, como modelo experimental se deve ao seu alto potencial 

para a aquicultura, seu pequeno porte (PORTO-FORESTI; CASTILHO-AL-

MEIDA; FORESTI, 2005) e fácil manejo em sistemas laboratoriais, além de já 

ser utilizada em diversos estudos (ADAMOV et al., 2017; DO NASCIMENTO et al., 

2018; LEVY-PEREIRA et al., 2020; YASUI et al., 2015).  

Tendo em vista a problemática envolvendo a presença de Afs em alimen-

tos destinados a nutrição animal, é importante entender como funciona o meca-

nismo de ação da AFB1 sobre os leucócitos de peixes, em especial, da espécie 

A. lacustris, economicamente relevante para a piscicultura brasileira. Ainda, esse 

entendimento poderá proporcionar possíveis medidas de mitigação aos efeitos 

deletérios causados pela contaminação por este metabólito secundário. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Aquicultura mundial e o potencial do Brasil 

  A aquicultura é uma atividade econômica altamente diversificada quanto 

aos tipos de organismos que podem ser cultivados, compreendendo peixes, al-

gas, moluscos, crustáceos dentre outros animais, proporcionando uma alta ver-

satilidade ao setor (FAO, 2020). Atualmente a população mundial apresenta ele-

vada taxa de crescimento, aumentando a demanda por alimento. Para suprir 

essa necessidade, a aquicultura se apresenta como uma solução interessante, 

visto que esse setor da agricultura vem apresentando uma elevada taxa de cres-

cimento anual enquanto a pesca extrativista se encontra estagnada (FAO, 2022). 

No ano de 2020, o setor de produção de organismos aquáticos foi responsável 

pela produção de mais de 87 milhões de toneladas de pescado (peso vivo), tais 

dados de produção englobam tanto a aquicultura em águas continentais quanto 

em águas marinhas (FAO, 2022). 

O continente americano contribui expressivamente para o aumento da 

produção aquícola em águas continentais, atingindo valores próximos de 

1.254.000 toneladas (FAO, 2022). Com proporções continentais, alto depósito 

de água doce e grande extensão costeira, o Brasil possui alto potencial para 

produção de organismos aquáticos (ROCHA et al., 2013; SIDONIO et al., 2012) e 

se apresenta atualmente como o 8º maior produtor de peixes teleósteos do 

mundo considerando a produção em águas continentais (FAO, 2022). A ativi-

dade de produção comercial de pescado no país é considerada recente, tendo 

início na década de 1970. Além do mais, a produção nacional engloba diferentes 

tipos de espécies nativas e exóticas (VALENTI et al., 2021). Segundo a Associa-

ção Brasileira de Piscicultura (2023) (PEIXE-BR, 2023), no ano de 2022, a pro-

dução de peixes cresceu 2,3% quando comparado ao ano anterior, atingindo 

mais de 860.000 toneladas e se mostrando um setor altamente rentável e pro-

missor.  

2.1.2 O Astyanax lacustris como modelo experimental 

O Astyanax lacustris, anteriormente conhecido como Astyanax altipara-

nae (DE LUCENA; SOARES, 2016) (Figura 1), é popularmente conhecido como 

Lambari-do-rabo-amarelo, um peixe neotropical pertencente ao gênero Astyanax 
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(mais de 100 espécies estão inseridas nesse gênero), família Characidae, ordem 

Characiformes, com ampla distribuição geográfica (GARUTTI, 2003). Essa es-

pécie possui pequeno porte, podendo variar de 5 a 15 cm, pesando até 60 g 

(VALLADÃO; GALLANI; PILARSKI, 2018). Considerada robusta (GARUTTI, 

2003), a espécie apresenta alto potencial comercial, sendo apreciado no setor 

gastronômico como petisco e na pesca, como isca-viva (PORTO-FORESTI; 

CASTILHO-ALMEIDA; FORESTI, 2005). 

 

Figura 1: Exemplar de Astyanax lacustris 

 

Fonte:  Própria autoria. 

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2021), a 

produção de Lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris) se encontra em ex-

pansão, sendo que no ano de 2020 foram produzidos mais de 631 mil kg da 

espécie (Tabela 1), demonstrando seu potencial para a aquicultura nacional. 

 

Tabela 1: Espécies de peixes produzidas no Brasil no ano de 2020. 

Nome popular 
Produção 

(kg) 
Referência 

Carpa 17.011.681 

(IBGE, 2021) 

Curimbatá 3.215.437 

Jatuarana, Piabanha e Piracanjuba 3.531.945 

Lambari 631.173 

Matrinxã 3.590.933 

Pacu e Patinga 11.089.351 

Pintado, Cachara, Pintachara, Cachapira e Surubim 11.621.346 

Fonte: Adaptado de: IBGE. Produção da Pecuária Municipal 2020. Rio de Janeiro. 

IBGE, 2021.  
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Constantemente, surgem desafios na produção animal que necessitam de 

atenção para que os prejuízos sejam mitigados. A presença de diferentes pató-

genos nos ambientes de produção está associada ao aparecimento de surtos 

que, frequentemente, vem acompanhados de altas taxas de mortalidade 

(EGGER et al., 2023; VANECI-SILVA et al., 2022). Diferentemente, a presença de 

micotoxinas nas dietas artificiais muitas vezes acontece de forma silenciosa, 

visto que são moléculas inodoras e insípidas, sendo necessários métodos ana-

líticos onerosos para que sua presença seja confirmada (DE GODOY et al., 2022).  

Tais fatores fazem com que o A. lacustris seja considerado um modelo 

experimental de grande potencial para estudos em aquicultura de peixes neotro-

picais (ADAMOV et al., 2017; LEVY-PEREIRA et al., 2020; PEREIRA-SANTOS et 

al., 2017; XAVIER et al., 2017; YASUI et al., 2015). Por apresentar grande potencial 

para a aquicultura nacional, é indispensável a realização de estudos visando 

melhorar o entendimento sobre os efeitos da AFB1 sobre os leucócitos da espé-

cie em questão.  

2.2  Micotoxinas 

Os fungos são organismos heterótrofos, obtendo seu alimento através da 

decomposição (saprobiose), do parasitismo ou da simbiose, e são comumente 

encontrados em todo o ambiente terrestre. Alguns fungos apresentam grande 

importância econômica bem como para a saúde, produzindo metabólitos secun-

dários conhecidos por micotoxinas, termo utilizado de forma genérica para no-

mear os produtos do processo metabólico fúngico (BENNETT; KLICH, 2003) que 

podem causar a deterioração de alimentos assim como intoxicações e doenças 

aos seres humanos e animais (RAVEN, P. H.; EVERT, R. F.; EICHHORN, 1996).  

Seu crescimento pode ser dividido em crescimento primário e secundário, onde 

no crescimento primário ocorre a produção de metabólitos primários essenciais 

para seu desenvolvimento. O crescimento secundário se dá após certo período 

de estabilidade, podendo ocorrer a esporulação e produção de micotoxinas 

(DAOU et al., 2021). 

A contaminação de alimentos por tais substâncias acaba gerando efeitos 

danosos aos organismos de interesse econômico, acarretando perdas na produ-

ção. Existe uma extensa variedade de metabólitos secundários fúngicos já ca-

racterizados, dentre eles podemos citar as ocratoxinas (OTA), as fumonisinas, 
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as aflatoxinas (Afs) (ZAIN, 2011), zearalenona, tricotecenos e patulina (DAOU et 

al., 2021). Atualmente, o grupo das Afs é o mais estudado, principalmente por 

seu grande potencial toxigênico (PITT, 2000; ZAKI, 2012), apresentando mais 

de 20 Afs isoladas (RODRÍGUEZ-CERVANTES et al., 2010). 

2.3.1 Aflatoxinas 

As Afs, micotoxinas produzidas majoritariamente por fungos do gênero 

Aspergillus (Tabela 2), são os agentes carcinogênicos biológicos mais potentes 

conhecidos até o momento (BARAC, 2019; OSTRY et al., 2017; PARK, 2002; 

PROCTOR et al., 2004) e foram identificadas inicialmente a partir de um surto de 

uma doença desconhecida denominada de “Doença X dos perus” no Reino 

Unido, a qual foram atribuídas as mortes de mais de 100.000 perus (BLOUNT, 

1961). Os fungos produtores dessas toxinas se adaptam facilmente às diversas 

condições ambientais, colonizando principalmente produtos armazenados de 

forma precária e em ambiente úmidos (DEVRIES, 2002).  

    
        
Tabela 2: Fungos produtores de Aflatoxinas.  

Fonte: Autoria própria. 

 

A presença de Afs em grãos como soja, milho e arroz é frequentemente 

reportada devido a utilização destes como substrato (BINDER et al., 2007), sendo 

um problema para a fabricação de dietas artificiais para peixes que são alta-

mente dependentes de grãos, como por exemplo, a soja (BHOSALE; BHILAVE; 

Espécie Aflatoxina Referência 

Aspergillus flavus AFB1 e AFB2 (CACERES et al., 

2020) Aspergillus parasiticus AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 

Aspergillus nomius  AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 (VARGA; 

FRISVAD; SAM-

SON, 2009) 

Aspergillus bombycis AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 

Aspergillus parvisclerotigenus AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 

 

Aspergillus minisclerotigenes AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 

Aspergillus arachidicola AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 

Aspergillus pseudotamarii AFB1 
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NADAF, 2010; YAGHOUBI et al., 2016), utilizada como substituta da farinha de 

peixe como fonte proteica (CRAIG; KUHN; SCHWARZ, 2017).  

As Afs possuem diferentes composições, sendo as formas AFB1, AFB2, 

AFG1 e AFG2 (Figura 2) as mais estudadas (RODRÍGUEZ-CERVANTES et al., 

2010).  As Afs do tipo B1 e B2 recebem essa denominação devido à fluorescência 

natural emitida na cor azul (derivando de blue, em inglês) e as Afs do tipo G1 e 

G2 por apresentarem fluorescência na cor verde (green, em inglês) quando colo-

cadas sob luz ultravioleta (UV) (PIETSCH, 2019; PITT, 2000). Esses compostos 

são classificados como substâncias carcinogênicas para humanos (Tabela 3), 

pertencentes ao grupo 1 (Tabela 4) (IARC, 2012), sendo que a AFB1 tem maior 

destaque dentre essas substâncias visto que é considerada um dos agentes bi-

ológicos carcinogênicos mais potentes, além de apresentar potencial imunossu-

pressor, hepatotóxico, teratogênico e mutagênico (MATEJOVA et al., 2017a). 

Seu consumo põe em risco a saúde humana tanto diretamente, através da in-

gestão de grãos contaminados, quanto indiretamente, por meio do consumo de 

alimentos de origem animal contendo resquícios de Afs (DASHTI et al., 2009; HU-

WIG et al., 2001; LOPES et al., 2005). 
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Figura 2: Estrutura química das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. 

 

Fonte:  Adaptado de: AYOFEMI OLALEKAN ADEYEYE, 2020. Aflatoxigenic fungi and 
mycotoxins in food: a review. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 60, n. 
5, p. 709–721, 8 mar. 2020. 

 

Tabela 3: Classificação das micotoxinas quanto ao seu potencial carcinogênico para 

humanos. 

Micotoxina Grupo Referência 

Aflatoxina (B1, B2, G1, G2, M1) 1 

(IARC, 2012) 

Fumonisinas (B1, B2) 2B 

Deoxinivalenol 3 

Zearalenona 3 

Toxina T-2 3 

Ocratoxina A 2B 

Patulina 3 

Fonte: Adaptado de: IARC. Agents Classified by the IARC Monographs. V. 1–127, p. 1–

39, 2012.  

 

 



25 

 

Tabela 4: Classificação dos grupos de substâncias quanto sua carcinogenicidade para 
humanos. 

Grupo Classificação Referência 

1 Carcinogênico para humanos 

(IARC, 

2020) 

2A 
Provavelmente carcinogênico 

para humanos 

2B 
Possivelmente carcinogênico 

para humanos 

3 
Não classificável quanto a car-

cinogenicidade para humanos 

4 
Provavelmente não carcinogê-

nico para humanos 

Fonte:  Adaptado de: IARC. IARC Monographs on the Identification of Carcinogenic 
Hazards to Humans. Disponível em: <https://monographs.iarc.fr/agents-classified-by-

the-iarc/>. Acesso em: 15 dez. 2020.  

Devido à grande resistência a degradação apresentada pelas Afs, não 

sendo destruídas por processos de pasteurização, cocção, fervura, fermentação 

ou nixtamalização (PROCTOR et al., 2004), tais toxinas estão presentes na maio-

ria das dietas artificiais fornecidas na produção animal (HUWIG et al., 2001), re-

sultando em perdas econômicas consideráveis, através de diminuição no ganho 

de peso e da eficiência alimentar, além do aumento da ocorrência de doenças 

devido a quadros de imunossupressão (ROBENS; RICHARD, 1992).  

2.3.2 Fatores que influenciam a produção de Aflatoxinas 

A produção de Afs por fungos do gênero Aspergillus está intimamente re-

lacionada a fatores bióticos e abióticos que são capazes de modular tanto o cres-

cimento dos fungos quanto a produção dessas micotoxinas, sendo que a tempe-

ratura (YUNES et al., 2020) e a atividade de água (Aa) são as variáveis mais rele-

vantes ao considerar a ocorrência ou não de Afs (LV et al., 2019). Ademais, a 

disponibilidade de nutrientes presentes no substrato bem como sua composição 

são capazes de exercer influência na capacidade de produção desses agentes 

por fungos toxigênicos (DAOU et al., 2021).  

Estima-se que as alterações climáticas possam modificar a distribuição 

desses organismos, além de exercer influência na interação entre as variáveis 
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necessárias para a produção de Afs (MEDINA; RODRIGUEZ; MAGAN, 2014). A 

aplicação de medidas de mitigação, comumente denominadas de boas práticas 

agrícolas, visam minimizar a possível contaminação dos produtos obtidos por 

micotoxinas, por meio de ações aplicáveis às etapas de pré-colheita, colheita e 

de pós-colheita (XU et al., 2022).  

2.3.3 Aflatoxinas e seus impactos para a aquicultura 

A aquicultura, considerada o ramo da agropecuária que mais cresce anu-

almente ao redor do mundo juntamente com o consumo de seus produtos, tam-

bém vem sofrendo com a presença de Afs nas dietas artificiais fornecidas aos 

organismos cultivados (RODRÍGUEZ-CERVANTES et al., 2010). As dietas artifici-

ais são desenvolvidas visando atender a demanda energética dos organismos 

cultivados, suprindo suas necessidades nutricionais através da presença de pro-

teínas, carboidratos, vitaminas e minerais na ração (CRAIG; KUHN; SCHWARZ, 

2017). 

 Um dos componentes mais onerosos das dietas artificiais produzidas é a 

proteína obtida através da farinha de peixe, promovendo a busca por possíveis 

substitutos, economicamente mais acessíveis, como o farelo de soja, por exem-

plo (KHALIFA et al., 2018; XIE et al., 2016; YAGHOUBI et al., 2016). A porcentagem 

de proteína vegetal utilizada pode variar, substituindo totalmente a farinha de 

peixe (YAGHOUBI et al., 2016) ou parcialmente (GBORE et al., 2010). No entanto, 

existe o risco de que esses substitutos possam estar contaminados pela AFB1 

(BINDER et al., 2007) devido à dificuldade no desenvolvimento de estratégias ca-

pazes de controlar totalmente a ocorrência dessas toxinas (DAOU et al., 2021). 

Os limites máximos de Afs em dietas artificiais variam de acordo com a 

espécie animal em questão, além de apresentarem ampla variação entre os pa-

íses (Tabela 5). Em algumas localidades como no Brasil, por exemplo, não exis-

tem legislações específicas para os diversos tipos de Afs e sim para o limite de 

Afs totais (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2), sendo que no Brasil o limite máximo per-

mitido por lei para alimentos destinados à nutrição animal é de 50 µg/kg  (FAO, 

2003).  
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Tabela 5: Limites máximos de aflatoxinas permitidos em alguns países do mundo. 

Micotoxina Limites País Referência 

AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 50 µg/kg Brasil 

(FAO, 2003) 

AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 20 a 200 µg/kg Estados Unidos 

AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 20 µg/kg Canadá 

AFB1 10 a 20 µg/kg Japão 

AFB1 5 a 20 µg/kg União Europeia 

AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 10 a 50 µg/kg Colômbia 

AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 200 µg/kg México 

Fonte:  Adaptado de: FAO. Worldwide regulations for mycotoxins in food and feed. 
Disponível em: <http://www.fao.org/3/y5499e/y5499e00.htm#Contents>. Acesso em: 4 
out. 2020. 

 

 A metabolização da AFB1 em seus diferentes compostos é mediada por 

um complexo enzimático e ocorre majoritariamente no fígado. A partir deste pro-

cesso, são formados compostos de toxicidade variadas, sendo eles a AFBO, 

AFM1, AFQ1, AFP1 e Aflatoxicol (AFL) (WANG et al., 2022). O processo de bio-

transformação da AFB1 em espécies aquáticas ocorre de forma semelhante ao 

processo em mamíferos, constituído basicamente de duas fases: a fase 1 medi-

ada pelo citocromo P450 e a fase 2 chamada de detoxificação (RODRÍGUEZ-

CERVANTES et al., 2010). O complexo enzimático (CYP450) é responsável pela 

formação de um metabólito mais tóxico do que a própria molécula inicial deno-

minada de AFB1-epóxido, altamente instável e com capacidade de ligar-se a mo-

lécula de DNA, modificando sua estrutura (MOHSENZADEH et al., 2016; WANG 

et al., 2022). 

Estudos em peixes têm apontado a AFB1, considerada a forma mais tóxica 

dentre as Afs, como capaz de gerar perdas no consumo e no crescimento de 

peixes, assim como necrose hepática, danos extensos ao DNA e aparecimento 

de tumores (ABD-ALLAH et al., 1999; CHÁVEZ-SÁNCHEZ; MARTÍNEZ PALA-

CIOS; OSORIO MORENO, 1994; JANTRAROTAI; LOVELL, 1990; SATO et al., 

1973). Em carpa capim (Ctenopharyngodon idella), foram observadas diversas 

malformações corporais além de lesões no rim cranial, baço e necrose celular 

após administração de AFB1 na dieta (ZENG et al., 2019). As Afs também são 

conhecidas por causarem imunossupressão em peixes. Em rohu (Labeo rohita) 
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Sahoo e Mukherjee (2001) e Mohapatra et al., (2011) encontraram diminuição 

na produção de espécies reativas de oxigênio pelos leucócitos, na aglutinação 

bacteriana causada pelo soro, na fagocitose e na resistência frente a bactéria 

Aeromonas hydrophila. Resultados similares também foram descritos em salmão 

(Salmo gairdneri) (ARKOOSH; KAATTARI, 1987), na tilápia do Nilo (Oreochro-

mis niloticus) (ZYCHOWSKI et al., 2013) e carpa comum (Cyprinus carpio) (TA-

HERI et al., 2017). 

Recentemente, em estudos sobre o fornecimento de AFs para espécies 

de peixes Neotropicais, grupo que engloba importantes espécies de interesse 

econômico, foi observada a diminuição do peso final na espécie Brycon amazo-

nicus (BEDOYA-SERNA et al., 2018)  e resquícios de AFB1 na carne de Lambari-

do-rabo-amarelo (MICHELIN et al., 2017a). Entretanto, de acordo com a literatura 

citada, não há dados sobre os efeitos das Afs sobre a resposta imune de peixes 

Neotropicais e, ainda, pouco se sabe sobre a interação entre as Afs e leucócitos, 

células imunes indispensáveis dos vertebrados de forma geral. 

2.2 Resposta imune em teleósteos 

O sistema imune dos animais é responsável por mediar uma vasta varie-

dade de ações fisiológicas rápidas e eficientes voltadas à defesa do organismo 

contra agentes nocivos. As respostas podem ser de natureza inata, compostas 

por respostas inespecíficas e mais gerais, constituídas principalmente por agen-

tes físicos, humorais e celulares ou de natureza adaptativa, com respostas es-

pecíficas mediadas principalmente por linfócitos (DEZFULI et al., 2016). 

Em peixes, a imunidade inata atua de forma mais expressiva quando com-

parada a imunidade adaptativa (SECOMBES; ELLIS, 2012) e depende de forma 

direta de seus componentes celulares como os fagócitos (RIEGER; BARREDA, 

2011), componentes humorais como transferrina, lisozima e citocinas além de 

barreiras físicas, como o muco, por exemplo, composto por uma alta diversidade 

de elementos que são responsáveis por dificultar  a entrada de patógenos capa-

zes de iniciar um processo infeccioso (ERYALCIN, 2018; SRIDHAR et al., 2020).  

As citocinas são moléculas de grande importância para o processo de de-

fesa, sendo que o subgrupo das interleucinas pode atuar como moléculas regu-

ladoras tanto do processo pró-inflamatório quanto do processo anti-inflamatório, 

sendo subdividas em diferentes famílias de acordo com sua ação (ZOU; 
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SECOMBES, 2016). Ainda, as chamadas quimiocinas, são capazes de regular 

outros tipos de interleucinas, estimulando a diferenciação e a migração de célu-

las imunes para os sítios de inflamação, podendo atuar também em outros pro-

cessos fisiológicos (ALEJO; TAFALLA, 2011; SECOMBES; WANG; BIRD, 2011; 

ZOU; SECOMBES, 2016).  

A lisozima é uma enzima envolvida na proteção contra infecções por 

agentes bacterianos, capaz de hidrolisar a camada de peptideoglicano presente 

em bactérias Gram-positivas. Sua ação de forma eficiente contra bactérias 

Gram-negativas depende da atuação prévia de outros componentes do sistema 

imune, como ações do sistema complemento e outras lisinas (LI et al., 2021; SAU-

RABH; SAHOO, 2008). A lisozima pode ser encontrada em diferentes órgãos e 

sua concentração pode variar dependo do local no qual foi avaliada  (PANASE; 

SAENPHET; SAENPHET, 2017). Além do mais, sua atividade pode ser influen-

ciada por substâncias imunomoduladoras capazes de melhorar significativa-

mente a imunidade do peixe, dependendo da espécie avaliada (ALAGAWANY 

et al., 2020). 

Nos peixes, assim como nos mamíferos, existem órgãos que apresentam 

funções relacionadas à defesa do hospedeiro, como por exemplo o timo, o baço 

e o rim, principalmente em sua porção cranial, onde pode-se observar a pre-

sença de tecido hematopoiético, fato que o torna estruturalmente semelhante à 

medula óssea encontrada em mamíferos. Tais órgãos são capazes de produzir 

células tais como linfócitos T e B, células natural killer (FLETCHER; SECOM-

BES, 2015), monócitos, macrófagos, neutrófilos, basófilos e eosinófilos (SE-

COMBES; ELLIS, 2012), promovendo também sua maturação para que sejam 

capazes de atuar no combate contra agentes nocivos que podem causar infec-

ções (BJØRGEN; KOPPANG, 2021). 

Os fagócitos em geral são células indispensáveis para o processo de de-

fesa do organismo. Além do mais, essas células possuem mecanismos intrínse-

cos capazes de destruir patógenos que por sua vez podem causar malefícios ao 

hospedeiro. Ainda, são guiadas por moléculas que atuam como intensificadoras 

de função, aumentando sua capacidade de ação (SECOMBES; ELLIS, 2012). 

2.2.1 Macrófagos 

Dentre as células fagocíticas, destacam-se as células da linhagem dos 
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monócitos/macrófagos que podem ser encontrados circulando livremente no 

plasma sanguíneo até que ocorra seu recrutamento para locais de infecção, ou 

ainda, residentes nos tecidos muscular, epitelial e cerebral, servindo como sen-

tinelas na ocorrência de um processo infeccioso (SECOMBES; ELLIS, 2012). 

Tais células são produzidas e encontradas em grande quantidade no rim cranial, 

o órgão equivalente à medula óssea de mamíferos (DATTA et al., 2009), podendo 

também estar presentes em menores quantidades em locais como a cavidade 

peritoneal (BLAZER, 1991). Os macrófagos se apresentam como as principais 

células fagocitárias em peixes, combatendo infecções através do reconheci-

mento de patógenos e da secreção de substâncias capazes de modular a res-

posta imune, como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (SECOM-

BES; ELLIS, 2012). 

 A utilização de macrófagos como biomarcadores (DATTA et al., 2009) se 

dá pelo fato de que a função dessas células pode ser afetada por fatores 

ambientais ou até mesmo nutricionais (BLAZER, 1991), o que demonstra a 

possibilidade de avaliação de efeitos tóxicos causados por substâncias nocivas. 

 O processo de fagocitose realizado pelos macrófagos tem início com a 

ligação dessas células ao agente infeccioso através de móleculas com função 

adesiva (opsonização). Então, os macrófagos migram em direção ao local 

lesionado (quimiotaxia), atraídos por substâncias químicas liberadas 

previamente por neutrófilos ou pelo próprio tecido danificado (TIZARD, 2023). 

Durante o processo de fagocitose, os macrofágos exibem diferentes 

mecanismos intrínsecos que são capazes de destruir os patógenos (GRAYFER 

et al., 2018).  

No burst respiratório de macrófagos, o consumo de O2 aumenta e, através 

da ação de enzimas específicas, ocorre a transferência de elétrons do NADPH 

para o O2 resultando na formação de superóxido. O superóxido é convertido nas 

EROs (espécies reativas de oxigênio) que são móleculas altamente reativas que 

agem na defesa contra agentes microbianos, podendo atuar também como 

moléculas sinalizadoras. Dentre as EROs, podemos citar os radicais livres, ânion 

superóxido que podem ser produzidos por fagócitos, linfócitos B e células 

dendríticas (BILLER; TAKAHASHI, 2018; HODGKINSON; GRAYFER; BELOSE-

VIC, 2015). A catalização da L-arginina em L-citrulina pela enzima óxido nítrico 

sintase indutível (iNOS) é capaz de produzir grandes quantidades de óxido 
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nítrico, considerada uma espécie reativa de nitrogênio que pode servir como um 

marcador para a ativação dos macrófagos (GRAYFER et al., 2018) além de 

interagir com o ânio superóxido, formando outras espécies reativas de nitrogênio 

(TIZARD, 2023). 

 Os macrofágos podem ainda sofrer polarização (M1 e M2), processo no 

qual essas células sofrem influência de citocinas e até mesmo resultados do 

processo de burst respiratório e se direcionam para atuar no processo pró-

inflamatório (M1) ou no processo anti-inflamatório (M2), demonstrando que tais 

células apresentam alta versatilidade e são capazes de atuar em diversas frentes 

(MACIUSZEK et al., 2019). Neste caso, existem diferentes produtos tipicamente 

associados a ativação desses fenótipos específicos, sendo a produção de óxido 

nítrico e outras EROs, em conjunto com citocinas pró-inflamatórias, relacionadas 

ao M1, e a produção de citocinas anti-inflamatórias e metabolização da L-

arginina em prolina e poliaminas associadas aos macrófagos M2 (WENTZEL et 

al., 2020). 

2.2.2 Neutrófilos 

Outras células leucocitárias de importantes para o processo de defesa dos 

organismos são os neutrófilos; tais componentes celulares são os primeiros a 

chegarem em um sítio de inflamação após recrutamento. Produzidos pelo rim 

cranial, esses granulócitos possuem um arsenal de respostas antimicrobianas 

capazes de combater patógenos, além de produzirem uma vasta gama de cito-

cinas relacionadas ao processo inflamatório. (FLETCHER; SECOMBES, 2015; 

HAVIXBECK et al., 2016).  

Essas células fagocitárias podem ser encontradas em órgãos e tecidos 

como células residentes ou até mesmo em pequenas quantidades circulando de 

forma livre pelo organismo através do sangue (HAVIXBECK; BARREDA, 2015) 

até que seja feito seu recrutamento para o sítio de inflamação através de sinais 

químicos, fato que possibilita um aumento expressivo da quantidade dessas cé-

lulas dispersas no organismo (HAVIXBECK et al., 2016).   

Durante o processo de fagocitose, os neutrófilos são capazes de liberar 

diversos compostos com ação antimicrobiana. A natureza dessas moléculas 

pode variar de enzimas a peptídeos antimicrobianos e até às EROs, moléculas 
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altamente reativas e com ação bactericida que são produzidas durante o burst 

respiratório (GRAYFER; HODGKINSON; BELOSEVIC, 2014).  

A formação de armadilhas extracelulares, denominadas de neutrophil ex-

tracelular traps (NETs), pelos neutrófilos através de sua degranulação e descon-

densação de cromatina é capaz de aprisionar partículas e/ou microrganismos 

nocivos e destruí-los com alta eficiência (RIEGER; BARREDA, 2011; WANG et al., 

2018).  Em Pimephales promelas, Palić et al., (2007) observaram a formação de 

NETs em culturas primárias de neutrófilos após contato com diferentes imunoes-

timulantes.  

2.2.3 Linfócitos  

Além dos fagócitos profissionais, como os neutrófilos e monócitos/macró-

fagos, os teleósteos possuem uma grande diversidade de células imunes disper-

sas pelo organismo, como por exemplo os linfócitos T e B (GRANT, 2015; MU-

TOLOKI; JØRGENSEN; EVENSEN, 2014). Ainda, além de células sabidamente 

fagocíticas, os teleósteos possuem outros tipos celulares capazes de englobar e 

destruir partículas nocivas, como é o caso de células B. Recentemente, foram 

identificados nos linfócitos B mecanismos comumente associados ao processo 

de fagocitose, como a formação de fagolisossoma (WU et al., 2020).  

De mesmo modo, os linfócitos B são componentes que visam garantir o 

bom funcionamento das defesas da imunidade adaptativa, sendo eficazes célu-

las apresentadoras de antígenos e, seus subtipos são capazes de produzir uma 

extensa variedade de anticorpos responsáveis pela defesa do hospedeiro, tais 

como IgM (tetrâmero em peixes), IgD e IgT/IgZ após a detecção do antígeno 

(FLETCHER; SECOMBES, 2015; WU et al., 2020, 2022). Nesse caso, as imunoglo-

bulinas IgM e IgT/IgZ podem ser encontradas circulantes pelo sangue e em mu-

cosas, respectivamente (SCAPIGLIATI; FAUSTO; PICCHIETTI, 2018). 

Já os linfócitos T podem ser separados em linfócitos T helper e linfócitos 

T citotóxicos e se encontram dispersos no organismo, sendo que sua ativação 

depende da ativação de um receptor (ASHFAQ et al., 2019). Em suma, o linfócito 

T citotóxico apresenta estreita relação com o processo de apoptose através da 

sinalização celular, além da destruição de patógenos (MUTOLOKI; JØRGEN-

SEN; EVENSEN, 2014; SCAPIGLIATI, 2013). Ainda, a molécula de CD8 presente 

nas células T citotóxicas interage com o MHC de classe I após contato com uma 
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célula apresentadora de antígenos, defendendo o organismo (SCAPIGLIATI; 

FAUSTO; PICCHIETTI, 2018; TIZARD, 2023) 

Já o T helper (Th) atua de forma expressiva na produção de citocinas im-

prescindíveis para as respostas imunes mediadas por célula, além de reconhe-

cer e interagir com peptídeos expostos pelo MHC de classe II (MUTOLOKI; JØR-

GENSEN; EVENSEN, 2014; SCAPIGLIATI, 2013). Nesse caso, é interessante 

ressaltar que a proteína transmembrana CD4 presente nessas células, é capaz 

de modular a resposta imune, ativando células fagocíticas e células B, podendo, 

a partir de estímulos de citocinas e quimiocinas, subdividir as células Th em Th1, 

Th2, Th17 e Treg. Outro fato que se torna possível devido a presença dessa 

proteína, é a identificação de populações de linfócitos T (ASHFAQ et al., 2019). 

2.2.4 Abordagem in vitro para estudos em imunologia 

Abordagens in vitro tornam possível o cultivo em laboratório de células de 

interesse, resultando assim na diminuição do uso de animais durante a fase ex-

perimental, maior agilidade na obtenção dos resultados e a investigação de res-

postas biológicas aos níveis celular e molecular (BOLS et al., 2005), além de per-

mitir o controle quase total das condições experimentais (OTTINGER; KAAT-

TARI, 1998; TAKHAR, POONAM AND MAHANT, 2011). Tais vantagens se apli-

cam diretamente também em estudos toxicológicos, tonando possível a realiza-

ção de avaliações sobre a viabilidade, toxicidade, necrose e apoptose e testes 

de mutagenicidade celular de forma mais precisa (TAKHAR, POONAM AND 

MAHANT, 2011).  

Quanto a obtenção de células para a realização do cultivo celular, a téc-

nica apresenta alta versatilidade, podendo ser realizada a partir de células obti-

das de um tecido ou órgão alvo, denominado de cultivo celular primário (STA-

CEY, 2006b) ou ainda a partir de linhagens já estabelecidas disponíveis para 

aquisição em biobancos certificados (ATCC, 2022). O Percoll, composto por par-

tículas de sílica envoltas por uma camada de polivinilpirrolidona (PVP), é cons-

tantemente utilizado em protocolos de isolamento de células, sendo que os gra-

dientes utilizados variam de acordo com a espécie e o tipo celular (Tabela 6) a 

ser isolado (PERTOFT, 2000).  
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Tabela 6: Gradientes de Percoll utilizados para isolar diferentes tipos celulares de es-
pécies distintas. 

Espécie Tipo celular Gradiente Referência 

Astyanax lacustris Leucócitos 42% e 60% (LEVY-PE-

REIRA et 

al., 2023) 

Scophthalmus maximus Macrófagos 34% e 51% (ZHANG et 

al., 2020b) 

Totoaba macdonaldi Leucócitos  51% (REYES-

BECERRIL 

et al., 2018) 

Ctenopharyngodon idellus Leucócitos 34% e 51% (ZHENG et 

al., 2019) 

Hoplias malabaricus Monócitos 60%, 50% e 40% (RIBAS et 

al., 2014a) 

Ictalurus furcatus Células germinativas 70%, 45% e 30% (SHANG et 

al., 2018) 

Fonte: Autoria própria 

 

A utilização de linhagens celulares específicas para avaliações in vitro 

possibilita uma avaliação detalhada das respostas do modelo biológico utilizado 

nos ensaios, visto que a forma que a célula responde a diferentes estímulos pode 

variar de acordo com a espécie utilizada (LI et al., 2020).  

Estudos utilizando cultura celular primária de macrófagos já foram reali-

zados em diferentes espécies, como Larimichthys crocea (LI et al., 2013, 2020) e 

Cyprinus carpio (MACIUSZEK et al., 2019; QIU et al., 2018), por exemplo. A avali-

ação de interações patógenos-hospedeiro também pode ser analisada através 

de avaliações in vitro, como mostrado por Qin et al., (2017). 

No Brasil, estudos envolvendo técnicas in vitro apresentam majoritaria-

mente trabalhos com cultivo celular primário utilizando espécies comumente en-

contradas em águas brasileiras como modelo experimental (PAIM et al., 2018; 

RIBAS et al., 2014b; RIBAS; ZAMPRONIO; SILVA DE ASSIS, 2016). No entanto, 

trabalhos que envolvam a utilização de células imunes de peixes neotropicais 

são extremamente escassos no país. 
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3. OBJETIVOS 

3.1  Objetivo geral 

Avaliar a resposta imune in vitro de leucócitos isolados de A. lacustris ex-

postos à AFB1. 

3.2  Objetivos específicos 

a) Avaliar a viabilidade celular de leucócitos de A. lacustris incubados 

com AFB1  

b) Avaliar a proliferação celular de leucócitos de A. lacustris incubados 

com AFB1. 

c) Avaliar a atividade fagocítica de leucócitos de A. lacustris incuba-

dos com AFB1. 

d) Avaliar a atividade bactericida de leucócitos de A. lacustris incuba-

dos com AFB1. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Obtenção do material biológico 

Os peixes foram obtidos através de doação do Centro Nacional de Pes-

quisa e Conservação de Peixes Continentais – CEPTA – ICMBio localizado no 

município de Pirassununga, São Paulo. O presente trabalho foi submetido e 

aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa no Uso de Animais da Faculdade de 

Zootecnia e Engenharia de Alimentos localizada na cidade de Pirassununga, 

São Paulo sob o n°1772140121. No total, foram utilizados 32 animais para a 

realização das análises propostas. 

4.2 Manutenção dos animais 

Os exemplares de A. lacustris acondicionados no antigo Laboratório de 

Histologia, localizado no Departamento de Ciências Básicas (ZAB) da Faculdade 

de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de São Paulo 

(USP) no Campus “Fernando Costa” em Pirassununga, São Paulo, foram man-

tidos em aquários de 45 cm x 30 cm x 35 cm com aeração constante e tempera-

tura controlada a 26°C. Os animais eram alimentados diariamente com ração 

extrusada de 2,6 mm (Socil, Descalvado, Brasil), duas vezes ao dia (manhã e 
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tarde), ad libitum. A limpeza foi realizada em dias alternados com troca parcial 

de água e aspiração de detritos depositados no fundo do aquário. 

4.3 Isolamento de leucócitos  

 4.3.1 Preparação do gradiente de Percoll 

 O gradiente de Percoll (Sigma, Estados Unidos da América) foi preparado 

previamente à coleta do rim cranial de acordo com Levy-Pereira et al., (2023). 

Para tanto, o Percoll (Sigma, Estados Unidos da América) com osmolaridade 

ajustada com NaCl a 1,5 mM foi utilizado para montar o gradiente nas densida-

des de 42% e 60%. Para isso, com o auxílio de uma micropipeta de 1000 µL 

foram adicionados 2 mL de Percoll na densidade de 60% em um tubo de 15 mL 

(Corning, Estados Unidos da América), em seguida, foram adicionados vagaro-

samente com o auxílio de uma micropipeta de 1000 µL 2 mL de Percoll na den-

sidade de 42% sobre a densidade de 60%. Os tubos contendo o gradiente de 

Percoll foram mantidos em temperatura ambiente (~20°C) até seu uso. 

4.3.2 Coleta e isolamento de leucócitos 

O isolamento de leucócitos (macrófagos, monócitos, neutrófilos, linfócitos, 

eosinófilos dentre outras) do rim cranial de A. lacustris foi executado de acordo 

com procedimentos determinados previamente por nosso grupo com pequenas 

modificações (LEVY-PEREIRA et al., 2023). Para isso, exemplares de A. lacustris 

foram eutanasiados em solução concentrada de eugenol (1 g mL-1), sendo que 

após tal processo, os peixes foram higienizados com álcool à 70% para evitar 

contaminação. Posteriormente, os peixes tiveram seu sangue coletado com o 

auxílio de uma seringa de 1 mL acoplada com agulha hipodérmica e tiveram seu 

rim cranial assepticamente removido e macerado em uma peneira de 100 µm 

(SPLLifeSciences, Coréia) juntamente com 2 mL de meio de cultivo RPMI-1640 

(Sigma, Reino Unido) enriquecido (eRPMI) com 1% do volume total de estrepto-

micina na concentração de 100 µg/mL-1 e penicilina na concentração de 100 

UI/mL-1 (Gibco, Nova Zelândia) e heparina (Blau Farmacêutica, Brasil) a 100 

IU/mL-1 e mantidas em gelo. A suspensão celular foi transferida para um tubo de 

15 mL (Corning, Estados Unidos da América), tendo seu volume final ajustado 

com meio de cultivo eRPMI até 6 mL, sendo centrifugada logo em seguida a 300 

x g, à 4°C, por 5 min (Hermle, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e o 
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pellet ressuspendido em 2 mL de meio de cultivo eRPMI. 

O volume total de 2 mL de suspensão celular foi gentilmente pipetado so-

bre as camadas de Percoll (Figura 3) e imediatamente centrifugada a 800 × g, a 

4°C, durante 25 min. Após a centrifugação, a interface rica em leucócitos foi co-

lhida com o auxílio de uma micropipeta de 1000 µL e lavada (eRPMI, 300 × g, 

4°C, 5 min) como ilustrado na figura 6. O sobrenadante foi descartado e os se-

dimentos foram ressuspendidos em 2 mL de eRPMI, sendo que as suspensões 

resultantes foram ajustadas com meio de cultivo RPMI-1640 completo (cRPMI, 

Sigma, Reino Unido), enriquecido com 10% soro fetal bovino (Gibco, Nova Ze-

lândia), 1% de antifúngico (Gibco, Nova Zelândia), 1% de l-glutamina (Gibco, 

Nova Zelândia), 1% de estreptomicina 100 µg mL-1 e penicilina 100 UI mL-1 

(Gibco, Nova Zelândia), na concentração final de 1,5 x 105 células mL-1. 

 

Figura 3: Isolamento de leucócitos utilizando gradiente de Percoll. 

 

Fonte: Autoria própria 

4.4 Exposição à AFB1  

 4.4.1 Extração da AFB1  

Para a realização dos ensaios, foi utilizada AFB1 produzida e armazenada 

no Laboratório Multiusuário de Microbiologia e Higiene Zootécnica. A extração 

de AFB1 foi realizada de acordo com (MICHELIN et al., 2017b). Sendo assim, 1 g 

de AFB1 na concentração de 66 µg/kg foi adicionada em um Erlenmeyer com 
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capacidade para 200 mL, sendo adicionados 10 mL de metanol-água (80:20, 

v/v); em seguida, a solução resultante foi levada para uma mesa agitadora (Lu-

cadema, São Paulo, Brasil) por 1 h, a 250 rpm, em temperatura ambiente. Pos-

teriormente, a solução resultante foi filtrada em um filtro de papel Whatman n°1 

(Inc. Clifton, New Jersey, EUA) e sua concentração final ajustada para 100 ppb. 

Para o acondicionamento das soluções finais, 1 mL de AFB1 foi adicionado em 

vials de 2 mL e levado a uma capela de fluxo laminar para evaporação total em 

concentrador e em seguida armazenadas em -20°C até seu uso. 

4.4.2 Ensaios com AFB1 

Os ensaios foram realizados em microplacas, utilizando diferentes con-

centrações de AFB1 determinadas a partir dos limites máximos permitidos pela 

legislação da União Europeia limite de 10 ng mL-1 (UE), dos Estados Unidos da 

América com o limite de 20 ng mL-1 (EUA) e brasileira na concentração de 50 ng 

mL-1 (FAO, 2003). Para tanto, a AFB1 obtida na concentração de 100 ppb foi 

ressuspendida em 1 mL de cRPMI contendo 2% de metanol grau HPLC (Sigma) 

e homogeneizada em um vórtex. Para a exposição dos leucócitos, 15,61 µL de 

cada tratamento foram adicionados em cada uma das cavidades de modo que a 

concentração final de AFB1 correspondesse aos limites citados e após o término, 

a placa foi mantida em estufa úmida (Panasonic, Japão) a 25 °C, sob 5% de CO2 

e as células contabilizadas após 24, 48 e 72 h de exposição. 

 4.4.2 Avaliação da viabilidade e proliferação celular  

 Para as avaliações de viabilidade e proliferação, volumes de 500 µL das 

suspensões contendo leucócitos foram pipetados em placas de 24 poços (Cor-

ning, Estados Unidos da América) e incubados em estufa úmida (Panasonic, Ja-

pão) a 25 °C, sob 5% de CO2 utilizando meio de cultivo cRPMI overnight. A ava-

liação da viabilidade celular foi realizada após 24, 48 e 72 h de exposição, sendo 

assim, as microplacas de 24 cavidades (Corning, Estados Unidos da América) 

foram levadas a uma capela de fluxo laminar para evitar a contaminação celular 

onde tiveram todo o conteúdo do poço coletado. Para tanto, o conteúdo da cavi-

dade foi cuidadosamente homogeneizado 10 vezes com o auxílio de uma micro-

pipeta de 1000 µL. Posteriormente, foram coletados aproximadamente 500 µL 

de suspensão celular que foram imediatamente transferidos para microtubos de 

1,5 mL. As células foram centrifugadas por 5 minutos, e posteriormente, 400 µL 
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de meio foram retirados e as células ressuspendidas nos 100 µL restantes para 

a avaliação da viabilidade. Para isso, as células foram coradas com Azul de 

Trypan (Sigma, Reino Unido) na proporção de 1:1 (v/v), e adicionadas em uma 

câmara de Neubauer (Kasvi, Reino Unido) para a contagem de células totais, 

células vivas e mortas, onde apenas os leucócitos presentes nos quatro qua-

drantes externos foram contabilizados. Para a avaliação da proliferação celular, 

apenas o número total de células foi considerado. 

4.5 Fagocitose  

 4.5.1 Preparação das leveduras 

O ensaio de avaliação da fagocitose pelos leucócitos foi realizado de 

acordo a metodologia desenvolvida por Levy-Pereira et al., (2020) com peque-

nas adaptações. Para isso, 1,5 g de levedura Saccharomyces cerevisae (Fleis-

chmann®, Brasil) foram adicionadas em 5 mL de Phosphate-buffered saline 

(PBS) (NaCl 0,137 M, KCl 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 8,1 mM, CaCl2 

0,9 mM e MgCl2 0,49 mM) autoclavado em um tubo de 15 mL (Corning, Estados 

Unidos da América) e coradas com 0,83% de Vermelho Congo (Dinâmica, Brasil) 

por 15 minutos. Posteriormente, foram adicionados 7 mL de água destilada ul-

trapura sendo que as leveduras coradas foram autoclavadas e em seguida, la-

vadas e centrifugadas à 250 x g, durante 10 minutos, à 4°C. O sobrenadante foi 

descartado e as leveduras foram lavadas novamente com PBS por 10 minutos, 

à 250 x g, 4°C, sendo o processo repetido até que o excesso de corante fosse 

removido. A concentração da levedura foi ajustada para 106 utilizando meio 

RPMI-1640 sem suplementação (Sigma, Reino Unido). 

 4.5.2 Ensaio de Fagocitose 

O ensaio de fagocitose foi realizado após 72 h de exposição aos diferen-

tes tratamentos contendo AFB1. Para tanto, após 48 h de exposição, foram adi-

cionados 10 µL de LPS (Escherichia coli, Sigma, Reino Unido) na concentração 

de 5 mg mL-1 em cada um dos tratamentos especificados anteriormente, sendo 

que outra parte dos tratamentos foi mantida na ausência de LPS (Figura 4). Após 

72 h de contato entre os leucócitos e a micotoxina, foram adicionados 100 µL da 

suspensão contendo as leveduras na concentração de 106 em cada uma das 

cavidades; em seguida, a microplaca foi levada para a estufa à 25°C, sob 5% de 
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CO2 e incubada durante 6 h. Após o período de incubação, foram contados, no 

mínimo, 200 leucócitos por poço em um microscópio invertido (Nikon, Japão) 

para a obtenção da Capacidade Fagocítica (CF) e do Índice Fagocítico (IF). No 

total, foram utilizados três peixes para a avaliação da atividade fagocítica, e cada 

análise foi realizada em duplicata. 

 

 

𝐶𝐹 =  
𝑛° 𝑑𝑒 𝑙𝑒𝑢𝑐ó𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 𝑓𝑎𝑔𝑜𝑐𝑖𝑡𝑎𝑛𝑑𝑜

𝑛° 𝑑𝑒 𝑙𝑒𝑢𝑐ó𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑜𝑠
∗ 100 

 

𝐼𝐹 =  
𝑛° 𝑑𝑒 𝑙𝑒𝑣𝑒𝑑𝑢𝑟𝑎𝑠 𝑓𝑎𝑔𝑜𝑐𝑖𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑛° 𝑑𝑒 𝑙𝑒𝑢𝑐ó𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 𝑓𝑎𝑔𝑜𝑐𝑖𝑡𝑎𝑛𝑑𝑜
 

 

 

Figura 4: Tratamentos utilizados para avaliação da fagócitos dos leucócitos isolados 

 

 

Fonte: Autoria própria 

 

4.6 Atividade bactericida 

4.6.1 Ativação da cepa bacteriana 

A cepa bacteriana isolada da espécie Aeromonas hydrophila (INCQS 

00318, FioCruz) foi utilizada para a avaliação da atividade bactericida. Para 

tanto, a cepa liofilizada foi hidratada durante 30 min em 1 mL de caldo Brain 

Heart Infusion (BHI) (Oxoide, Inglaterra) e, em seguida, 100 µL de bactéria foram 

inoculados em 9 mL de caldo BHI (Oxoide, Inglaterra) e levadas para a estufa à 
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35°C durante 24 h. Posteriormente, a concentração da bactéria foi avaliada pelo 

método de absorbância em espectrofotômetro (Femto, São Paulo, Brasil) no 

comprimento de onda de 625 nm e sua concentração final foi ajustada para 106 

UFC mL-1. 

4.6.2 Avaliação da atividade bactericida 

 A avaliação da atividade bactericida foi realizada de acordo com (ZHANG 

et al., 2020b) com pequenas modificações. Para isso, 1 mL de suspensão celular 

contendo os leucócitos submetidos aos respectivos tratamentos foi incubado em 

microplacas de 6 cavidades (Corning, Estados Unidos da América) e lavados 

três vezes com meio de cultivo RPMI-1640 (Sigma, Reino Unido) pré-aquecido 

(25°C) por 5 min, 300 x g, 25°C, após 72 h de exposição. Após a lavagem, as 

células foram incubadas durante 4 h com a bactéria A. hydrophila na concentra-

ção final de 106 células mL-1 em agitação constante (Coleman, São Paulo, Brasil) 

em microplaca. Posteriormente, a microplaca foi homogeneizada e 1 mL de so-

lução celular foi adicionado em tubo contendo 9 mL de caldo BHI (Oxoide, Ingla-

terra) e diluídos de forma seriada (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7), sendo 

que 100 µL de cada diluição foram semeados em placas contendo ágar BHI 

(Oxoid, Inglaterra) e levados para estufa à 35°C durante 18 h. As colônias resul-

tantes foram contadas, sendo que apenas as placas contendo de 30 a 300 colô-

nias foram contabilizadas. A análise foi realizada em triplicata. 

  

4.8 Análise dos resultados 

Todos os resultados foram apresentados em média ± erro padrão da mé-

dia (EPM). Os dados tiveram a homogeneidade e a normalidade analisadas por 

teste de Kramer Von Mises e Levene, respectivamente, e submetidos à análise 

de variância de duas vias (two-way ANOVA). Então, as médias foram compara-

das por teste de múltiplo alcance de Tukey, levando em consideração α=5%. O 

software R (V4.1.2) foi utilizado para a realização das análises. 
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5 RESULTADOS   

5.1  Viabilidade celular 

Os resultados obtidos durante as análises de viabilidade celular estão ex-

postos na Figura 5. Após 24 h pós-exposição (hpe), os tratamentos não apre-

sentaram diferenças significativas entre si, mas, apresentaram menor número de 

células viáveis quando comparados ao controle. Já após 48 hpe é possível ob-

servar que a viabilidade celular do tratamento contendo 50 ng mL-1 de AFB1 so-

freu decréscimo significativo quando comparado aos tratamentos controle, 10 ng 

mL-1 e 20 ng mL-1 avaliados no mesmo período.  

A viabilidade celular apresentou decréscimo 72 hpe a AFB1. As concen-

trações de 10 ng mL-1 e 20 ng mL-1 apresentaram menor quantidade de células 

vivas quando comparadas ao controle. Já o tratamento contendo a concentração 

de 50 ng mL-1 demonstrou uma diminuição drástica na viabilidade celular no 

tempo avaliado. 

 

 

Figura 5: Viabilidade celular após exposição à diferentes tratamentos contendo AFB1 

 

Fonte: Autoria própria 
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O controle apresentou decréscimo após 48 h, mantendo-se sem alterações 

72 hpe. Os tratamentos contendo 10 ng mL-1 e 20 ng mL-1 de AFB1 não apresen-

taram alterações significativas até 48 h, sendo que a viabilidade dos leucócitos 

sofreu decréscimo significativo apenas após 72 h. As células avaliadas no trata-

mento de 50 ng mL-1 começaram a apresentar perda de viabilidade a partir de 

48 h de contato com a micotoxina, atingindo 12% de viabilidade depois de 72 

hpe (p= 0,0003). 

 No transcorrer do tempo de exposição, observou-se a formação de aglo-

merados de células. Além do mais, era possível notar que esses agrupamentos 

celulares se tornavam mais comuns conforme a concentração de AFB1 aumen-

tava. 

5.2 Proliferação celular 

A proliferação dos leucócitos expostos aos diferentes tratamentos com 

AFB1 estão expostos na Figura 6. Impactos significativos sob a proliferação ce-

lular foram identificados apenas após 72 hpe (p= 0,012). O tratamento de 50 ng 

mL-1 apresentou menor número de células quando comparado ao tratamento 

controle e aos tratamentos de 10 ng mL-1 e 20 ng mL-1. Já os tratamentos de 10 

ng mL-1 e 20 ng mL-1 mantiveram-se sem impactos significativos entre si, mas, 

apresentando menor quantidade de células quando comparado ao tratamento 

controle. 
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Figura 6: Proliferação celular dos leucócitos de A. lacustris. 

 

Fonte: Autoria própria 

 

5.3 Fagocitose 

A Capacidade Fagocítica (CF) dos leucócitos após a exposição a AFB1 
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Figura 7: Capacidade fagocítica dos leucócitos após contato com AFB1. 

 

Fonte: Autoria própria 
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Figura 8: Índice fagocítico dos leucócitos após exposição à micotoxina AFB1. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 9: Atividade bactericida dos leucócitos isolados de A. lacustris. 

 

Fonte: Autoria própria 

 

Figura 10: Crescimento bacteriano em ágar BHI após diluição seriada. 

 

Legenda: Placas com ágar BHI com as diluições utilizadas para a avaliação da atividade 
bactericida dos leucócitos expostos a AFB1 após contato de 4 h com A. hydrophila. A: 
Controle 10-1; B: 10 ng mL-1 10-1; C: 20 ng mL-1 10-1; D: 50 ng mL-1 10-1; E: Controle 10-

2; F: 10 ng mL-1 10-2; G: 20 ng mL-1 10-2; H: 50 ng mL-1 10-2. 
Fonte: Autoria própria 
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Figura 11: Crescimento de A. hydrophila após 4 h de contato com leucócitos isolados. 

 

 

Legenda: Placas com ágar BHI com as diluições utilizadas para a avaliação da atividade 
bactericida dos leucócitos expostos a AFB1 após contato de 4 h com A. hydrophila. A: 
Controle 10-3; B: 10 ng mL-1 10-3; C: 20 ng mL-1 10-3; D: 50 ng mL-1 10-3; E: Controle 10-

4; F: 10 ng mL-1 10-4; G: 20 ng mL-1 10-4; H: 50 ng mL-1 10-4. 
Fonte: Autoria própria 
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Figura 12: Crescimento de colônias de A. hydrophila após contato com fagócitos de A. 
lacustris. 

 

 

Legenda: Placas com ágar BHI com as diluições utilizadas para a avaliação da atividade 
bactericida dos leucócitos expostos a AFB1 após contato de 4 h com A. hydrophila. A: 
Controle 10-5; B: 10 ng mL-1 10-5; C: 20 ng mL-1 10-5; D: 50 ng mL-1  10-5; E: Controle 10-

6; F: 10 ng mL-1 10-6; G: 20 ng mL-1 10-6; H: 50 ng mL-1 10-6; I: Controle 10-7; J: 10 ng mL-

1 10-7; K: 20 ng mL-1 10-7; L: 50 ng mL-1 10-7. 
Fonte: Autoria própria 

 

6 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, foi possível observar pela primeira vez os efeitos imu-

nossupressores da Af em cultivos primários de leucócitos de A. lacustris. A via-

bilidade celular dos leucócitos foi impactada pelo contato com a AFB1, apresen-

tando alta toxicidade para essas células após 72 h de exposição em todas as 

concentrações testadas, mas, de forma mais expressiva no tratamento de 50 ng 
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mL-1 que está de acordo com o limite definido pela legislação brasileira para 

controle de AFB1 em alimentos destinados à nutrição animal (FAO, 2003). O li-

mite brasileiro refere-se às aflatoxinas naturalmente encontradas como contami-

nantes em diversos tipos de grãos (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) e mostra-se muito 

maior que os limites permitidos pela UE e dos EUA, de 10 ng mL-1 e 20 ng mL-1, 

respectivamente (FAO, 2003; MICHELIN et al., 2017b), que apresentaram menor 

impacto sob a viabilidade celular quando comparados ao limite imposto no Brasil. 

Ainda, existe defasagem quanto à determinação de limites específicos na legis-

lação nacional para cada uma das espécies cultivadas. O limite definido não leva 

em consideração que certas espécies podem apresentar maior sensibilidade à 

contaminação pela AFB1 do que outras. Além do mais, relatos de impactos ne-

gativos sob a viabilidade de diferentes tipos de células após alimentação con-

tendo AFB1 já foram observados em outras espécies de valor econômico, tais 

como carpa-capim (Ctenopharyngodon idella) (ZENG et al., 2019), Channa argus, 

(LI et al., 2022) e carpa comum (Cyprinus carpio) (HE et al., 2010). Ainda, a AFB1 

está amplamente associada a danos mitocondriais e ao aumento do estresse 

oxidativo, além de possuir maior afinidade a genes presentes nas mitocôndrias, 

o que pode explicar as baixas taxas de viabilidade observadas no presente tra-

balho (ALONSO-GARRIDO et al., 2020; BERNAL-ALGABA; PULGARÍN-AL-

FARO; FERNÁNDEZ-CRUZ, 2021; FRIEDMAN; NUNNARI, 2014; PARK et al., 

2020a). 

Sabe-se que a AFB1 causa danos severos ao DNA, provocando mutações 

e efeitos deletérios, além de possuir potencial imunossupressor, teratogênico, 

carcinogênico e hepatotóxico em animais de espécies distintas (LI et al., 2022). A 

avaliação da proliferação celular mostrou diferenças significativas nos tratamen-

tos utilizados 72 hpe, sendo que, novamente, a concentração de 50 ng mL-1 

apresentou menores valores de proliferação celular, fato que corrobora com re-

latos existentes na literatura de que a AFB1 é capaz de interferir no ciclo de divi-

são celular, sendo que variáveis como tempo de exposição, espécie, concentra-

ção utilizada e tipo celular utilizado podem impactar diretamente nos resultados 

(ZHANG et al., 2014). Interferências no ciclo de divisão celular também foram ob-

servadas em células de aves de corte (LI et al., 2019), indicando que a ocorrência 
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constante de AFB1 em outros sistemas de produção animal também acarreta da-

nos expressivos à saúde dos organismos cultivados. 

Ainda, os dados obtidos demonstram que a AFB1 quando em concentra-

ções a partir de 10 ng mL-1 é capaz de diminuir a CF de leucócitos, fato eviden-

ciado pela adição de LPS, constantemente utilizado em ensaios para avaliação 

dos mecanismos de ação de células imunes, simulando a inflamação in vivo (FI-

ERRO-CASTRO et al., 2012). Neste caso, mesmo após a ativação LPS, os fagó-

citos que estiveram em contato com a AFB1 apresentam CF reduzida de forma 

dependente da concentração, mesmo com a utilização de um agente inflamatório 

(FIERRO-CASTRO et al., 2012), demonstrando que as células não responderam 

de forma eficiente frente ao contato com um agente externo. 

A CF possui estreita relação com a sinalização e recrutamento de células 

para o sítio de inflamação; deste modo, os resultados sugerem que a AFB1 possa 

interferir na produção de moléculas relacionadas ao processo de opsonização, 

como proposto por Mehrzad et al., (2018), onde tais interferências podem impac-

tar negativamente o processo de fagocitose mesmo em baixas concentrações. 

O IF não apresentou diferenças significativas em nenhum dos tratamentos 

utilizados, sendo que resultados semelhantes foram encontrados por Sahoo e 

Mukherjee, (2001b). Tal índice tem estreita relação com a quantidade de partí-

culas que são englobadas pelos fagócitos. Liu et al., (2002) observaram diferen-

ças significativas no IF de macrófagos suínos após 24 h de exposição; no en-

tanto, uma das concentrações utilizadas (322 ng mL-1) pelos autores era 6,4 ve-

zes maior do que a do presente trabalho (50 ng mL-1), sugerindo a necessidade 

de testes com concentrações de AFB1 mais elevadas para que um possível im-

pacto seja observado. 

A atividade bactericida dos leucócitos não foi negativamente afetada pela 

AFB1 após contato. Entretanto, após 72 h de contato com a AFB1, é possível 

observar nas Figuras 11, 12 e 13 que existe aumento de colônias bacterianas de 

forma dependente da concentração de AFB1, porém os tratamentos não apre-

sentaram diferenças significativas, sugerindo que o efeito dessa micotoxina 

possa ocorrer de forma crônica, sendo necessário mais tempo de contato entre 

as células e a AFB1. Resultados diferentes foram observados em Pangasius 



52 

 

hypophthalmus por Gonçalves et al., (2018) , onde menor resistência frente a 

infecção bacteriana foi observada após contato com a AFB1. 

Sahoo e Mukherjee, (2001b) também observaram aumento na quantidade 

de colônias bacterianas quando comparado ao grupo controle. A maioria dos 

estudos envolvendo atividade bactericida é realizada in vivo após períodos de 

exposição crônica a dietas contaminadas pela AFB1, oferecendo maiores indí-

cios de que a atividade bactericida possa ser impactada negativamente após 

maiores períodos de exposição; contudo, são necessários novos testes nos leu-

cócitos de A. lacustris para testar tal hipótese. Santacroce et al., (2008) argu-

mentam que mesmo em concentrações baixas, a AFB1 pode impactar na produ-

ção de componentes antimicrobianos, aumentando a susceptibilidade a doen-

ças.  

Em suma, os leucócitos, como os neutrófilos, monócitos e macrófagos, 

apresentam papel extremamente importante quanto à manutenção da saúde dos 

animais, formando a primeira linha de defesa contra infecções. Além do mais, 

existe a possibilidade de que células de linhagem macrofágica possam diminuir 

a concentração de AFB1 presente no ambiente celular, utilizando diferentes me-

canismos de ação, como a autofagia e a produção de armadilhas extracelulares 

(AN et al., 2017), demonstrando sua essencialidade para que a homeostase do 

organismo seja garantida.  
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6 CONCLUSÃO 

No presente trabalho foi possível avaliar os impactos da AFB1 sob a viabi-

lidade e proliferação celular de leucócitos de Lambari-do-rabo-amarelo, junta-

mente da avaliação da fagocitose e atividade bactericida das células isoladas. 

Ainda, a concentração que se encontra de acordo com as delimitações impostas 

pela legislação brasileira apresentou-se com impactos mais severos sobre as 

respostas imunes de leucócitos de A. lacustris quando comparada as concentra-

ções utilizadas pela UE e EUA. 

 Tais resultados oferecem indícios de que a legislação brasileira se encon-

tra com certa defasagem dada a capacidade da micotoxina alvo causar impactos 

negativos em células sabidamente responsáveis pela manutenção da saúde dos 

animais cultivados, podendo resultar em imunossupressão e maior susceptibili-

dade a doenças. A extensão dos danos ao nível molecular nos leucócitos de 

Lambari-do-rabo-amarelo ainda necessita de maiores investigações, bem como 

a relação da AFB1 com a indução de estresse oxidativo na espécie avaliada. 

Adicionalmente, a presença cada vez mais comum da AFB1 em ambientes de 

produção desperta a atenção para um problema capaz de causar impactos 

econômicos expressivos para os produtores de maneira geral e, em particular, 

aos piscicultores. 
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