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RESUMO

O Brasil ¢ lider mundial em exportagdo de carne de frango e o segundo maior produtor, a
garantia da saude e producdo animal é essencial na manutengdo de posicao destaque perante
economia nacional e mundial. As aflatoxinas (AF), metabolitos secundarios produzidos por
fungos do género Aspergillus, constituem ameaga por contaminar alimentos e ragdes e causar
efeitos toxicos e carcinogénicos em humanos e animais. A imunoquimica se destaca na
analise de micotoxinas pela sensibilidade, confiabilidade e simplicidade, a exemplo de ensaio
imunoenzimatico ic-ELISA para quantificagdo e imunofluorescéncia na deteccdo tecidual.
Com enfoque no desenvolvimento de métodos imunoquimicos, anticorpo monoclonal (AcM)
antiaflatoxina foi produzido in vitro, cultivando hibridoma linhagem AF4 em meio RPMI +
50% de soro fetal bovino (SFB), seguido de adaptagdo gradual ao meio H-SFM, obtendo-se
total de 508,6 mg de anticorpo purificado. O AcM diluido ao titulo de 1:10.000 permitiu
quantificagdo de AFB; em figado de frango por ic-ELISA. Na validagdo intralaboratorial do
ic-ELISA, a interferéncia de matriz ndo contaminada (figado), foi avaliada no fator de
diluicdo entre 2 a 15, sendo a diluicdo 5x escolhida pelo menor CV (14%) e melhor
recuperacdo (100%). Em seguida, as curvas padrdo na auséncia e presenca da matriz foram
comparadas pela porcentagem de ligacdo de cinco pontos (0,05 ng/mL a 5,0 ng/mL), nao
obtendo diferenca significativa (p > 0,05). A curva padrdo de AFB; demonstrou linearidade
adequada, expressa pela equagdo de regressdao y = -13.34 In(x) + 50.352 ¢ R2 de 0,9917 (p <
0.05). As taxas de recuperacdo foram 90,5; 91,3 e 81,3% para 1,5; 3,0 e 5,0 ng/g,
respectivamente. A precisdo do método foi avaliada por repetibilidade (CV de 3,8; 4,6 ¢ 4,0%
para 1,5; 3,0 e 5,0 ng/g) e precisdo intermedidria (CV de 4,7; 7,0 e 5,0% para 1,5; 3,0 ¢ 5,0
ng/g), estando todos os valores dentro dos limites preconizados pelas agéncias reguladoras. A
robustez foi avaliada pela troca de analistas, instrumento (micropipeta) e tempo de
sensibilizacdo (18 e 24 h) da placa; o CV foi de 4 a 8% para sete curvas padrio realizadas por
analistas diferentes, o CV médio obtido pela troca de instrumento e tempo de sensibilizagao
foi de 5,2%, garantindo robustez para as trés varidveis testadas. O limite de deteccdo foi de
1,2 ng/g e limite de quantificacdo de 1,5 ng/g. O AcM, ao titulo de 1:100, foi também
aplicado na deteccdo direta de AFB; em tecido hepatico de embrido de frango por imuno-
histoquimica colorimética (DAB-diaminobenzidina) e imunofluorescéncia (FICT-Fluorescein
Isothiocyanate). Analise macroscopica, histologica ¢ imuno-histoquimica foram conduzidas
em quatro grupos experimentais, sendo G1: sem tratamento; G2: controle negativo da solugao
veiculo (50% DMSO: 50% H20); G3: 50 ng AFB, /ovo e G4: 1 ug AFB; /ovo, injetados via
saco de gema. Apos 24 h de exposicao, os embrides foram eutanaziados para analise (taxa de
sobrevivéncia de 85,7%; 42,9%; 28,6% e 0% para os grupos Gl, G2, G3 e G4,
respectivamente). Nao houve diferenga significativa no tamanho dos 6rgdos entre os grupos (p
> 0,05). As lesdes macroscopicas evidentes nos grupos tratados com AFB; foram hemorragia
no coragao (42,9% no G4; 28,6% no G3; 14,3% no G2 e sem observacdes no G1) e pulmao
(57,1% no G4; 42,9% no G3 e sem observagdes no G2 e G1). Figado e rins hemorragicos
foram evidenciados com maior frequéncia nos grupos tratados e controle (71,4% no G4 e G3;
42,9% no G2 e 14,3% no G1, para figado; e 57,1% no G4, G3 e G2 ¢ 14,3% no G1, para rim),
visto que o veiculo DMSO também apresentou toxidez contra os embrides. Orgdos fridveis,



que caracterizam os primeiros sinais de aflatoxicose, foram evidenciados no G4 (57,1%) e G3
(42,8%), mas nao nos grupos controle. Na analise histologica, ndo houve diferenca significativa
no escore lesional total hepatico entre os grupos G2, G3 e G4 (escore de 13,9; 14,1 e 16,3,
respectivamente; p > 0,05), mas estes grupos diferiram em relagdo ao Gl (escore de 3,1; p <
0,05). A presenca de dissociagdo dos hepatocitos, necrose e inflamagdo aleatéria foram
expressivas nos grupos tratados com AFB1 e DMSO, ndo sendo detectadas no G1. Na imuno-
histoquimica, ambas as técnicas colorimétrica e fluorescente foram capazes de detectar AFB1 no
tecido, sendo que a imunofluorescéncia permitiu a visualizacdo definida da marcacdo da toxina
nos hepatocitos, se comparada a colorimétrica, que marcou toda a exten¢do dos hepatdcitos com
deposicao do DAB. A producao ilimitada de AcM permitiu desenvolver imunoensaio ic-ELISA
com custo 160 vezes inferior aos kits comerciais, assim como permitiu a deteccao direta de toxina
no tecido, mostrando-se promissor para triagem de AFB1 em figado de frango e no diagndstico de
aflatoxicoses.

Palavras-chave: ic-ELISA. Validagdo. Imuno-histoquimica. Aflatoxicose.
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ABSTRACT

Brazil is the world's leading exporter of chicken meat and second main producer, ensuring
animal health and production is essential to maintain this leading position in the national and
world economy. Aflatoxins (AF), secondary metabolites produced by fungi of the genus
Aspergillus, are a threat in order to contaminate food and feed and cause toxic and
carcinogenic effects in humans and animals. Immunochemistry stands out in the analyses of
mycotoxins, due to its sensitivity, reliability and simplicity, as ic-ELISA immunoassay to
quantify and immunofluorescence for detection in tissue. Focusing on development of
immunochemical methods, monoclonal antibody (mAb) anti-aflatoxin was produced in vitro,
by the cultivation of hybridoma lineage AF4 in RPMI medium + 50% fetal bovine serum
(FBS), followed by gradual adaptation to the H-SFM medium, resulting in a total of 508.6 mg
of purified antibody. The MAD diluted to a titer of 1: 10,000 allowed quantitation of AFB; in
chicken liver by ic-ELISA. Intralaboratorial validation of ic-ELISA was carried out by
analysis of interference of uncontaminated matrix (liver), in a diluton factor from 2 to 15, the
dilution 5x was selected because of the lowest CV (14%) and better recovery (100%). Then,
the standard curves in the absence and presence of the matrix were compared by the
percentage of binding of five points (0.05 ng/mL to 5.0 ng/mL), there was no significant
difference between them (p > 0,05). The AFB,; standard curve showed adequate linearity,
expressed by regression equation y = -13.34 In(x) + 50.352 and R2 equal to 0.9917 (p < 0.05).
The recovery rates were 90.5; 91.3 and 81.3% for 1.5; 3.0 and 5.0 ng/g, respectively.
Precision was evaluated by repeatability (CV of 3.8; 4.6 and 4.0% for 1.5; 3.0 and 5.0 ng/g),
and intermediate precision (CV of 4.7; 7.0 and 5.0% for 1.5; 3.0 and 5.0 ng/g), the values
found in this work are within the limits recommended by regulatory agencies. The robustness
was evaluated by exchanging analysts, instrument (micropipette) and coating time (18 and 24
hours); CV ranged from 4 to 8% for seven curves performed by different analysts, the mean
value of CV obtained by the exchange of instrument and coating time was 5.2%, ensuring
robustness for the three variables tested. Limit of detection was 1.2 ng/g, and limit of
quantitation was 1.5 ng/g. Mab was also applied for direct detection of AFB; in liver tissue of
chicken embryo, at a titer of 1: 100, by colorimetric immunohistochemistry (DAB-
diaminobenzidine) = and  immunofluorescence  (FITC-Fluorescein  Isothiocyanate).
Macroscopic, histological and immunohistochemical analysis were conducted in four groups,
defined as: G1: no treatment; G2: negative control of vehicle solution (50% DMSO: 50%
H20); G3: 50 ng AFB, /egg and G4: 1 pg AFB, /egg, injected via yolk sac. After 24 hours of
exposure, the embryos were sacrificed for analysis, the survival rate was 85.7%; 42.9%;
28.6% and 0% for the groups G1, G2, G3 and G4, respectively. There was no significant
difference in the size of organs between the groups (p > 0.05). The evident macroscopic
lesions in the groups treated with AFB; were heart hemorrhage (42.9% in G4, 28.6% in G3,
14.3% in group 2 and no observations in G1) and lung hemorrhage (57.1% in G4, 42.9% in
G3 and no observations in G2 and G1). Hemorrhage in liver and kidney were evidenced more
frequently in treated and control groups (71.4% in G4 and G3, 42.9% in G2 and 14.3% in G1,
for liver; and 57.1% in G4, G3 and G2 and 14.3% in G1, for kidney), since dimethylsulfoxide
(DMSO), used as a vehicle solution, also showed toxicity against embryos. Friable organs,



that characterize the first aflatoxicosis signals, were observed in the G4 (57.1%) and G3
(42.8%), and not observed in control groups. At the histological analysis, there was no
significant difference in total lesion score of the liver between G2, G3 and G4 (score of 13.9,
14.1 and 16.3, respectively; p > 0.05), but there was difference of these groups compared to
Gl (score 3.1; p < 0.05). The presence of dissociation of hepatocytes, necrosis and
inflammation areas were expressive in the groups treated with AFB; and DMSO, not being
detected in G1. In immunohistochemistry, both colorimetric and fluorescent techniques were
able to detect AFB; in tissue, immunofluorescence allowed defined visualization of the toxin
in hepatocytes, compared to colorimetric, that has marked the whole extension of hepatocytes
by deposition of DAB. The unlimited production of mAb allowed the development of
immunoassay ic-ELISA with cost around 160 times lower than commercial kits, and allowed
the direct detection of toxin in tissue, proving to be promising in the application for AFB,
screening in chicken liver and diagnosis of aflatoxicosis.

Keywords: ic-ELISA. Validation. Immunohistochemistry. Aflatoxicosis
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas sdao metabdlitos secundarios, pertencentes a categoria de
toxinas naturais de baixa massa molecular, produzidos principalmente por Aspergillus spp.,
Penicilium spp. e Fusarium spp. em produtos alimentares, sobretudo em cereais susceptiveis
ao crescimento fungico, seja no campo ou armazenagem de graos (OKOLI et al., 2007).

As aflatoxinas constituem um grupo de micotoxinas amplamente estudado
devido ao efeito comprovadamente toxico e carcinogénico, produzidas pelo género
Aspergillus, com énfase a A. flavus, A. parasiticus e A. nominus. Os principais analogos sdo
B1, B2, G; e G, com toxicidade relacionada a hepatotoxicidade e hepatocarcinogénese, sendo
a aflatoxina B; classificada no Grupo 1 - cancerigeno para 0 homem - pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céncer (IARC, 2002).

Aflatoxicoses sdo observadas principalmente em animais, com efeito
adverso a saude aliado ao prejuizo na producdo de rebanhos suinos, bovinos, aves e em
qualquer outro animal em consequéncia a ingestdo de ingredientes contaminados na dieta.
Entre os principais efeitos de aflatoxicose citam-se a reducdo na taxa de crescimento e
reproducdo animal, diminuicdo na producdo de leite e ovo, imunossupressdo, anemia e
carcinoma hepatocelular. Além disso, outras toxinas podem contribuir com efeitos como
neurotoxicidade de fumonisinas, além de diarreia, emese e desconforto abdominal de
desoxinevalenol (LUCIOLI, 2011 e RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010).

A Resolugdo Brasileira n° 07, de 18 de fevereiro de 2011, disponibiliza os
limites maximos tolerados (LMT) de micotoxinas em alimentos, contemplando aflatoxinas,
ocratoxina A, desoxinivalenol, fumonisinas, zearalenona e patulina em milho, arroz, trigo,
café, cerais, leite, vinho, entre outros (BRASIL, 2011). Os produtos de origem animal ndo sao
contemplados nesta resolucdo, mas apresentam relagdo direta com os limites estabelecidos, ja
que a alimentacéo béasica dos animais sdo os cereais. A Portaria n® 07, de 09 de novembro de
1988, determina os padrfes minimos de matéria prima destinada a alimentacdo animal, sendo
que entre micotoxinas, somente a aflatoxina € contemplada na portaria, com LMT de 50
ug/kg (BRASIL, 1988).

O desenvolvimento de teécnica sensivel é essencial na deteccdo e
quantificacdo de micotoxinas em alimentos e racfes, assim como técnicas que permitam
visualizacdo direta da toxina e seus efeitos em tecidos animais. Entre as técnicas
imunoguimicas, o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) se popularizou devido ao
baixo custo e facilidade de aplicagdo, com kits comerciais de ELISA disponiveis apresentando
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alta especificidade e, com limites de deteccdo comparaveis aos obtidos por métodos
cromatograficos, capaz de detectar nivel trago (ng ou pg) com pouca necessidade de limpeza e
concentracdo de analito. A imuno-histoquimica fluorescente € uma técnica analitica sensivel e
promissora por detectar o composto de interesse diretamente no tecido, além de gerar
visualizacdo clara e definida de estruturas nucleares, citoplasma e organelas, possibilitando a
diferenciacéo estrutural por diferentes coloraces.

Em consideracdo ao desenvolvimento de imunoensaios sensiveis na anélise
de micotoxinas em alimentos e tecidos, como alternativa promissora na quantificacdo e
triagem, pretende-se contribuir com producéo de anticorpo monoclonal de alta especificidade,
visando validacdo de imunoensaio enzimatico ic-ELISA e padronizacdo de imuno-

histoquimica em material bioldgico.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AVICULTURA BRASILEIRA

A agropecuéaria € um setor de forte influéncia na economia brasileira,
segundo a Compania Nacional de Abastecimento (CONAB, 2015) a producdo de graos
atingiu 209,5 milhdes de toneladas na safra de 2014/2015, com aumento de 8,2% sobre 0 ano
anterior e a previsdo para 2016 é de 210,3 milhGes de toneladas (CONAB, 2016),
movimentando o mercado interno e o setor de exportagdo. A criacdo e comercializagdo de
animais também ocupa espaco importante, o Brasil estd entre 0s maiores produtores e
exportadores de carne bovina, suina e aves.

Segundo a Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2016 a), a
producdo de carne de frango totalizou 13,1 milhdes de toneladas em 2015, volume 3,58%
superior ao de 2014, consolidando o Brasil como segundo maior produtor de carne de frango
do mundo, atras apenas dos Estados Unidos. A producéo de carne de frango tem destaque na
regido Sul, sendo os principais fornecedores o Parana e Rio Grande do Sul, a regido Centro —
Oeste tem se desenvolvido no setor e ganhado investimentos, por ser grande produtora de
gréos.

O consumo per capita de carne de frango atingiu indice médio de 43,25 kg,
a mais consumida pelos brasileiros em 2015, devido sobretudo ao aumento no preco da carne
bovina, e por ser considerada de sabor mais leve e com baixo teor de gordura, apresenta apelo

a saude e é uma das primeiras escolhas de fonte de proteinas pelos adeptos de dietas
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alimentares, além disso, é considerado um alimento de facil digestdo, indicado na alimentacéo
de criangas, idosos e covalescentes (PALLET, 2002 apud JULIAO, 2003). Torres et al.
(2000) avaliaram a composicao centesimal de cortes de aves (Figura 1), nota-se que o peito do
frango apresenta o maior teor de proteinas (20,89/100g) e menor teor de lipideos
(1,849/100g), comparado as outras partes do frango, justificando sua indicacdo de consumo

por nutricionistas.

Figura 1 — Composicdo centesimal e valor calérico (kcal/100g) em aves.

ALIMENTOS COMPOSICA O CENTESIMAL { g/100g)

ULIDADE — CINZA LIPIDICS  PROTEIMASY CARBOIDEATOS keal
Coxa de frango 70,51 0,78 052 12,09 - 156
sl o380
Figado de frango 73,21 1,21 477 15,05 426 123
Peito de frango 13,21 1,10 1,24 20,20 - 100
sl o380
Coxa de Peru 75,04 0,93 7,43 16,53 - 133
izemn pele,
SEITL 0820)
Peito de Peru 75,04 1,12 1,53 21,66 - 100
isemn pele,
SEITL 0820)

* Fator de conversdo do nitrogénio em proteina -6,25.

Fonte: Torres et al. (2000).

Além do crescimento no mercado interno, a avicultura teve papel
determinante no agronegdécio brasileiro, as exportaces de carne de frango atingiram recorde
histdrico, superando 4,3 milhGes de toneladas em 2015, o mercado internacional segue
aquecido com expansdo dos negdcios principalmente no Oriente Médio e Asia. O Brasil
manteve ndo apenas a lideranca mundial, como foi responsavel por 37% das exportagdes
mundiais, atingindo em receita R$ 23,9 bilhdes, com elevacdo de 26% em relacdo a 2014
(ABPA, 2016 b).

A alta produtividade e conquista do mercado externo dependem de fatores
que garantam a qualidade, sanidade e preco do produto final. A avicultura brasileira buscou
modernizacdo através do manejo adequados dos aviarios, sanidade animal, alimentacdo
balanceada, melhoramento genético e parceria entre industria e avicultores, que contribuiu na
reducdo dos custos e aumento da qualidade em todas as etapas da cadeia produtiva. Embora
haja avanco na avicultura brasileira, persistem ainda fatores que levam a queda na
produtividade e qualidade do produto final e precisam ser avaliados para obter melhores

estratégias de controle no manejo.
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OperacOes pré-abate de frangos de corte é identificado como ponto de
perdas, pode-se citar o periodo de jejum a que as aves sao submetidas 8 a 12 horas antes do
abate, a fim de minimizar a contaminacdo no abatedouro devido ao esvaziamento do sistema
digestorio, quanto maior o tempo de jejum maior é a diminui¢do no peso das aves, além disso,
em periodos prolongados de jejum as aves sofrem estresse, desestabilizando sua flora
intestinal que permite a entrada de bactérias oportunistas, como Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni e Staphylococcus aureus, esses microrganismos reduzem o tempo de
prateleira e podem causar toxinfeccdes alimentares (RUI; ANGRIMANI; SILVA, 2011). A
captura para transporte ao abatedouro € um dos momentos que geram maior estresse e injdrias
fisicas as aves, levando a prejuizos como contusdes e perda de peso (CASTILLO & RUIZ,
2010 apud RUI; ANGRIMANI; SILVA, 2011).

Na etapa de carregamento, deve ser considerada a densidade das aves por
caixa, as condicbes climaticas e o tamanho da caixa, a fim de que as aves tenham espaco
suficiente para deitar sem que ocorra amontoamento, sabe-se que a medida que aumenta o
namero de aves por caixa ha aumento na mortalidade, entretanto devido & redugdo no valor do
frete esse habito ainda é praticado. Durante o transporte, alguns estimulos podem estressar 0s
frangos, comprometendo o bem-estar e a qualidade da carne, entre eles estdo o estresse
térmico pela alta temperatura e umidade a que as aves ficam expostas, estresse pelo frio
devido a alta velocidade do transporte e estresse social pela alta lotagdo nas caixas, vibragéo,
aceleracdo e barulho do caminhdo (JORGE, 2008 apud RUI; ANGRIMANI; SILVA, 2011).

O estresse compromete o bem-estar do animal e afetam o seu sistema
imunoldgico, aumentando a susceptibilidade a doencas e levando a perdas na producao.
CondicGes anteriores ao pré-abate igualmente devem ser alvo de atencdo, sobretudo as
doencas infecciosas e as condicdes de origem toxicas, como as micotoxinas, que séo fatores
importantes na reducdo da capacidade imunoldgica das aves e podem levar a perdas de
praticamente toda a granja se ndo detectadas e tratadas em tempo habil.

As principais doengas infecciosas estdo ligadas a agentes virais, a doenca da
bursa de Fabricius ou doenca de Gumboro é causada pelo virus da familia Birnaviridae, que
se replica nos linfécitos B, destruindo as células responsaveis pela producdo de anticorpos,
assim as aves ficam mais vulneraveis a infecgdes e ndo respondem de maneira eficiente as
vacinas. A doenca de Marek € causada por Herpesvirus que também gera imunossupressao,
provoca infeccdo nos linfécitos tendo como consequéncia a reducdo da quantidade de
linfécitos T e B circulantes e reduz também os titulos de anticorpos contra as vacinas
aplicadas nas aves (JAENISCH; CARON; SCHIMIDT, 2014).
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Os agentes imunossupressores toxicos estdo principalmente associados as
micotoxinas, metabdlitos secundarios produzidos por fungos que se desenvolvem nos graos
tanto na etapa de producdo a campo quanto no armazenamento, e chegam aos animais via
alimentacdo pela ragdo contaminada. As micotoxicoses geram quadros clinicos agudos ou
crénicos, a severidade depende de fatores como o tipo de micotoxina, duracdo da exposicao e
a dose, entre os efeitos observados estdo reducdo na taxa de crescimento e reproducdo dos
animais, diminuicdo na producdo de ovos e efeitos toxicos particulares de cada toxina. As
aflatoxinas sdo destaque na avicultura, reconhecidas pelo efeito hepatotoxico e
imunossupressor, levam a ineficiéncia das vacinas utilizadas, gerando perdas por doencas
mesmo para as quais as aves tenham sido vacinadas (RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010 e
JAENISCH; CARON; SCHIMIDT, 2014).

2.2 MICOTOXINAS

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos
filamentosos como Aspergillus spp., Penicilium spp. e Fusarium spp., ndo possuem
significancia bioquimica no crescimento e desenvolvimento fangico, mas podem causar
efeitos prejudiciais a humanos e animais pela ingestdo, inalacdo e contato com a pele. As
doencas causadas por essas substancias sdo denominadas micotoxicoses, se caracterizam
como nao transmissiveis, ndo contagiosas ou infecciosas, e o0 tratamento com drogas e
antibidticos possuem pouco ou nenhum efeito sobre a doenca (HUSSEIN; BRASEL, 2001;
OKOLI et al., 2007; MARIN et al., 2013).

As micotoxinas estdo presentes na cadeia alimentar devido a infeccéo
fungica das colheitas, sobretudo de cereais, a Food Agriculture and Organization of the
United Nations (FAO) estima que aproximadamente 25% dos cereais produzidos no mundo
estdo contaminados com micotoxinas (RICE & ROSS, 1994 apud MARIN et al., 2013). O
crescimento fangico é influenciado por diversos fatores, como temperatura (6tima 25-30°C),
umidade (> 11,0%), aeracdo do substrato, atividade de agua e o estado fisioldgico do fungo
(GARCIA et al., 2012 e TESSARI; CARDOSO, 2012). O fungo pode se desenvolver em
diversas etapas da cadeia produtiva, na pré-colheita durante o crescimento da planta, na
colheita e secagem e no armazenamento dos grdos. Quando h& producao de micotoxinas, elas
persistem durante 0 armazenamento e sdo resistentes ao processamento, sobretudo por serem
guimicamente estaveis e termorresistentes. Constituem em perigo natural na cadeia produtiva

do alimento, e condic¢Ges de préatica agricola inadequada, secagem ineficiente, manipulacao
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dos alimentos, armazenamento, embalagem e transporte inadequado podem promover o
crescimento fungico e a producdo de micotoxinas (DORNER, 2008; TURNER;
SUBRAHMANYAM,; PILETSKY, 2009; SOUZA et al., 2013 e MARIN et al., 2013).

Micotoxinas sdo normalmente lipofilicas e tendem a se acumular nas fracoes
de gorgura de plantas e animais (HUSSEIN; BRASEL, 2001). S&o ingeridas através do
consumo direto de cereais ou derivados contaminados, ou através do consumo de carnes e
produtos de origem animal, como leite e ovos, onde as micotoxinas tem origem na
alimentacdo animal, constituida basicamente de cereais (MARIN et al., 2013). Os efeitos
toxicos podem se acumular em orgdos e tecidos de humanos e animais, o nivel de toxicidade
depende da espécie, mecanismos de acdo de cada toxina, metabolismo e mecanismo de defesa
do individuo (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

2.2.1 Aflatoxina

Aflatoxinas (AF) sdo micotoxinas produzidas por fungos do género
Aspergillus, sobretudo A. flavus, A. parasiticus e A. nominus, o nome “aflatoxina” ¢ derivado
da primeira letra em Aspergillus e das trés primeiras letras em flavus (SCHOENTAL, 1967
apud RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010). A producdo fungica das AFs e sua potente
atividade bioldgica em baixas concentragdes estimularam pesquisas em todo mundo, sendo
um dos grupos mais estudados dentre as micotoxinas. AFs foram inicialmente isoladas e
identificadas devido a “Turkey X Disease”, em 1960, que causou morte generalizada de 100
mil perus e outras aves na Inglaterra devido a presenca de aflatoxinas na alimentacdo dos
animais, posteriormente, identificou-se que a contaminacdo teve origem na farinha de
amendoim proveniente do Brasil, que continha a micotoxina e foi usada no preparo da racao
(HUSSEIN; BRASEL, 2001 e RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010).

Estruturalmente, aflatoxinas sdo definidas como derivados de
difuranocumarinas que fluorescem sob luz ultravioleta, dependendo da cor que fluorescem
sdo dividas em aflatoxinas B; e B, (fluorescéncia em azul), e G; e G, (fluorescéncia em
verde). Aflatoxinas M; e M, sdo conhecidas como AFs do leite e sdo metabdlitos das AFB; e
AFB; respectivamente, outros metabolitos conhecidos da AFB; sdo aflatoxicol e aflatoxina Q;
(LEE et al., 2004 e RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010). A série G de aflatoxinas difere
guimicamente da B pela presenca do anel 3-lactona, ao invés do anel de ciclopentano presente
nas AFB (Figura 2); com relagdo as AFB; e AFG;, ambas possuem uma dupla ligagdo na

forma de vinil éter no terminal do anel furano, o que ndo ocorre nas formas AFB; e AFG,,
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essa pequena diferenca na estrutura esta ligada a uma significante mudanca na atividade
bioldgica, sendo as AFB; e AFG; consideradas mais toxicas que a AFB, e AFG,,
respectivamente (JAIMEZ et al., 2000). Estudos mostram que AFB; é a mais toxica tanto nas
aflatoxicoses cronicas quanto agudas, os niveis de toxicidade para AFG;, AFB, e AFG, foram
equivalentes a 50, 20 e 10% da AFB;, respectivamente (COLE & COX, 1981 e TERAO &
UENO, 1978 apud HUSSEIN; BRASEL, 2001).

Figura 2 — Estrutura das aflatoxinas e seus metabolitos.
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Fonte: LEE et al. (2004).

Exposi¢des agudas as AFs foram associadas a epidemia de hepatites na
China e na Africa, outros efeitos agudos observados s&o erupgio cutanea, nausea e vomito,
dor de cabeca, dor abdominal, edema pulmonar, coma e convulsdo (HUSSEIN; BRASEL,
2001 e RAWAL,; KIM; COULOMBE, 2010). Os efeitos mais consideraveis das AFs estdo
relacionados & exposi¢do cronica, j& que micotoxinas sdo produzidas em baixa quantidade

pelos fungos, e sua ingestdo via alimentacdo raramente leva a sintomas imediatos. Pelos
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efeitos cronicos, AFs sdo consideradas mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas para
humanos e animais, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancér (IARC) as classifica no
grupo | como carcinégeno para o humano, primariamente atingindo o figado (HUSSEIN;
BRASEL, 2001; IARC, 2002; LEE et al., 2004 e CALLERI et al., 2007).

Segundo LEE et al. (2004), AFB; induz mutacdo no codon 249 do gene
supressor de tumor p53, que perde sua funcdo, conforme foi evidenciado em
hepatocarcinomas. O efeito mutagénico da AFB; em humano e animal pode ser explicado
pela sua biotransformacdo, mediada pelo citocromo p-450 micromossomal intra e extra-
hepatico (Figura 3). AFB; é ativada pelo citocromo em AFB;-8,9-exo-epdxido e AFB;-8,9-
endo-epoxido, o AFB;-8,9-exo-epdxido que se liga ao DNA, na posi¢do N7 da base purinica
guanina, para formar predominantemente 8,9-dihydro-8-(N7-guanyl)-9-hydroxy-AFB,
responsavel pelas propriedades mutagénicas da AF (WILD; TURNER, 2002 e MARIN et al.,
2013). Alem disso, AFB;1-8,9-exo-epoxido pode se ligar a proteinas e outros nucleofilos que
séo criticos para 0 metabolismo celular (RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010).

Figura 3 — Metabolismo principal da Aflatoxina B;.
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Outros metabolitos sdo formados a partir da AFB3, entre eles a AFQ1, AFM;
e AFP, esses e as demais aflatoxinas (B, G1 e G,) sdo considerados substratos pobres para a
epoxidacdo, e portanto, S&o menos mutagénicos, carcinogénicos e toxicos que a AFB;. A via
principal de detoxificagdo dos exo e endo-epoxi da AFB; ocorre pela conjugacdo com redugédo
da glutationa (GSH) para formar AFB; exo e endo-epoxi conjugados, reacao catalisada pelas
glutationa-S-transferases (GSTs), familia de proteinas multifuncionais que participam da
detoxificacdo celular e excrecdo de substancias xenobioticas (WILD; TURNER, 2002 e
RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010).

O controle das aflatoxinas deve ser feito no armazenamento dos graos, etapa
em que sdo principalmente produzidas (SCHENZEL et al., 2012). A contaminacao por AFs
afeta economicamente a agricultura e a producgdo animal, gerando custo elevado que prejudica
todos os setores, desde a producdo até o consumidor (LEE et al., 2004). Estima-se perda anual
de 932 milhGes de ddlares na colheita por contamina¢do com micotoxinas, e 466 milhdes de
dolares em esforcos para prevenir e reduzir contaminagdes (CAST, 2003).

A produgdo animal é atingida pelas micotoxinas devido a baixa qualidade
dos grdos destinados as racdes. A Legislacdo Brasileira é falha no controle de micotoxinas na
alimentacdo animal, recentemente entrou em vigor a Resolu¢do Brasileira n° 07, de 18 de
fevereiro de 2011, que contempla somente produtos destinados a alimentacdo humana
(BRASIL, 2011), no caso animal permanece em vigéncia a Portaria n° 07, de 09 de novembro
de 1988, que determina os padrdes minimos de matéria prima destinada a alimentagdo animal,
dentre as micotoxinas, somente a aflatoxina é contemplada, com limite maximo de 50 pg/kg
(BRASIL, 1988). Na Comunidade Européia, a EC No 32/2002 estabelece os limites maximos
de substancias indesejadas na alimentacdo animal, contemplando dentre as micotoxinas, a
aflatoxina Bj, com limite maximo de 20 pg/kg, posteriormente entrou em vigor a EC
576/2006, que estabelece o limite méximo de outras cinco micotoxinas na ragcdo animal,

sendo elas desoxinivalenol, zearalenona, ocratoxina A, tricoteceno e fumonisina.

2.2.1.1 Aflatoxina em aves

No caso das aves, a alimentacdo é principalmente a base de milho. A
Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria) recomenda que a ragdo contenha
60% do seu total constituido desse cereal. Souza et al. (2013) avaliaram a coocoréncia de
micotoxinas em milho e racdo animal no Brasil, com total de 119 amostras coletadas no

estado do Parana entre 2005 e 2006, fumonisinas foram detectadas em 100% das amostras
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analisadas, variando de 32 a 6.000 pg/kg no milho e de 50 a 1.118 pg/kg na ragdo, cCOmo ja
esperado, a contaminacdo de fumonisina no milho é frequente e acompanhada de maiores
concentragdes, segundo 0s autores. Somente quatro amostras foram positivas para AF com
baixas concentragdes, o maior valor encontrado para AFB; em milho foi de 3,0 pg/kg, as
demais amostras estavam abaixo dos limites detec¢do de 0,8 pg/kg, 0,5 ng/kg, 0,7 ng/kg e 1
ug/kg para AFBy, G, B2 e G, respectivamente. Domenico et al. (2016) avaliaram a presenca
de Aspergillus sp. e aflatoxinas em amostras de milho cultivado nas safras de inverno 2012 e
verdo 2012/2013 no Parana, Aspergillus sp. foi detectado em 20,4% e 83,3% das amostras da
safra de inverno e verdo respectivamente, os niveis de aflatoxina foram 2,8 a 14,5 pg/kg na
safra de inverno e de 3,0 a 197,5 pg/kg na safra de verdao. O Laboratorio de Analises
Micotoxicoldgicas, da Universidade Federal de Santa Maria, publicou em 27/03/2013 online a
média das concentragcBes de aflatoxinas em milho de jan/2012 a marco/2013, conforme

observado na Figura 4.

Figura 4 - Resultado da média de aflatoxina em milho, no periodo de jan/2012 a mar/2013.
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Fonte: LAMIC, UFSM. Disponivel em: http://www.lamic.ufsm.br/web/?q=resultados_milhoaflatoxinas, acesso
em 06/08/2014.

Efeitos toxicos de AFs em aves ocorrem em concentragdes abaixo de 15-30
ug/kg de peso corporal, entre as espécies sdo observadas toxicidades diferentes, 0s perus séo
mais sensiveis, suas enzimas hepaticas ativam a AFB; em epoxido cerca de 3 a 4 vezes mais
que as enzimas de frangos, que sdo relativamente mais resistentes (LOZANO & DIAS, 2006
apud RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010). AFs séo absorvidas no trato gastrointestinal das

aves, através da difusdo passiva pelo intestino, e sdo biotransformadas primariamente no
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figado (WYATT, 1991 apud TESSARI; CARDOSO, 2012), a absorcdo € muito rapida, de
modo que apds 3 horas da sua ingestdo, a AF ja pode ser evidenciada em diferentes tecidos,
principalmente no figado, moela, 6rgdos reprodutores e rins, possivelmente devido a afinidade
e/ou funcdo que esses Orgdos desempenham na eliminagdo das toxinas (RAMOS &
HERNADES, 1996 e SAWHNEY, 1973 apud TESSARI; CARDOSO, 2012).

A metabolizacao da aflatoxina pela citocromo p-450 em ave é similar a que
ocorre em humano, resultando nos mesmos metabolitos e AFB;-8,9-exo-epoOxido a partir da
AFB; (Figura 5), a diferenga ocorre na falta de eficiéncia no sistema de detoxificagdo
mediado pelas GSTs em aves, com baixa afinidade do epoxido-AFB; pelas GSTs, sendo essa
a provavel razdo de aves serem extremamente sensiveis a AFB; (KLEIN, 2000 apud
RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010).

Figura 5 — Metabolizacdo da AFB; em aves.
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Fonte: RAWAL et al. (2010).

A toxicidade das AFs em frango € mais relevante na fase inicial de criacdo
até os 21 dias de vida, porém o efeito negativo no ganho de peso persiste até a fase final de
criagédo (HUFF, 1986 apud TESSARI; CARDOSO, 2012). Na intoxicagdo aguda os principais
efeitos observados sdo perda de apetite, hepatite aguda, ictericia, hemorragia e morte. A
primeira mudanca é aumento no tamanho dos 6rgdos internos como figado, bago e rins,
enquanto a “bursa de Fabricius” e o timo diminuem (OSWEILER, 1990 apud TESSARI;
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CARDOSO, 2012). Na sindrome cronica, o sinal mais evidente é a diminuicdo da taxa de
crescimento dos animais (LEESON, 1995 apud TESSARI; CARDOSO, 2012).

Tessari (2004 apud TESSARI; CARDOSO, 2012) demonstrou que a
ingestdo de AF em niveis a partir de 50 pg/kg na ragdo resultou em diminuicdo da resposta
imunoldgica humoral de frangos de corte vacinados contra doenca de Newcastle, a ingestao
desta concentracdo de toxina provocou também quadro de anemia, acompanhado de
leucopenia e trombocitose, e reducdo no peso corporeo dos frangos ao final do experimento.
Esses dados mostram que o limite méximo de aflatoxinas em ragdes (50 pg/kg) adotado pela
Legislacdo Brasileira (BRASIL, 1988) ndo é seguro na criagdo de frangos de corte, ja que este
nivel acarretou em alterac@es significativas nas aves, afetando seu desempenho.

Williams, Deschl e Williams (2011) avaliaram dano ao DNA em células de
figado de embrides de perus e frangos pela inoculagdo de 0,062 ug AFBi/ovo e 6,2 nug
AFB;/ovo, em tempos de exposicao de quatro horas (curto prazo) e quatro dias (longo prazo).
A taxa de sobrevivéncia dos embrides de perus e frangos diminuiu ap6s exposicdo a
micotoxina, atingindo nos grupos que receberam maior concentragcdo de AFB; valores de 80%
de sobrevivéncia ap0s quatro horas de exposi¢do, e 50% de sobrevivéncia apds quatro dias. A
DLs (dose que provoca a morte em 50% dos individuos de uma populacdo teste) foi
estabelecida em 6,2 pg/ovo para ambas as aves, 0 peso medio inicial dos ovos foi de 64 g para
frango e 85 g para peru, ao final do experimento, foram reportados 19 g para frango e 38 g
para peru.

O dano ao DNA foi avaliado pelo teste cometa, sendo o controle positivo o
composto N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), substancia carcingena reativa
com DNA, no teste foi verificado que mesmo a baixa dose de AFB; (0,062 ug/ovo) produziu
dano ao DNA das células de ambas as espécies. Na administracdo da maior concentracédo de
AFB; (6,2 pg/ovo), apos quatro horas de exposi¢do 0s grupos apresentaram teste positivo do
cometa, com aumento no comprimento da cauda de 35% para perus e 37% para frangos, esse
aumento € indicativo de lesbes no DNA. ApoOs quatro dias de exposicdo a 6,2 ug de
AFB;/ovo, 0 aumento da cauda no teste de cometa foi de 32% para perus e 35% para frangos,
segundo analise estatistica, 0 comprimento da cauda apds quatro horas foi maior do que apds
quatro dias para perus, e para frangos ndo houve diferenca significativa.

A presenca de aflatoxina no figado das aves constitui um indicador eficaz de
contaminacgdo via alimentacdo, Stamford et al. (2005) analisaram 216 amostras de figado de
frango, provenientes das regides nordeste, sul e sudeste do Brasil, quanto a presenca de

aflatoxina total e ocratoxina A por kit comercial de ELISA, aflatoxina total foi detectada em
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88,9% das amostras, com niveis entre 1,7 ug/kg e 5,8 ng/kg, ja a ocratoxina A foi detectada
em 42,9% das amostras com niveis variando de 5,1 mg/kg a 5,6 mg/kg.

Salle et al. (2001) quantificaram os niveis de aflatoxina em figados de
frangos de corte de uma integracdo avicola do Rio Grande do Sul, do qual participaram 24
criadores, com o total de 394 amostras dividas em quatro grupos, segundo as estacdes do ano
em gue foram coletadas. A frequéncia de contaminacao variou de 31,6 a 83,3% na primavera
e outono, respectivamente, as médias de aflatoxina variaram de 0,54 pg/kg na primavera a
2,41 pg/kg no outono, embora ndo tenha havido diferenga significativa entre as estagdes do
ano, os resultados demonstram uma tendéncia de que a sazonalidade pode influenciar nos
niveis de contaminacao das racdes, e consequentemente dos animais.

Outro problema associado a ingestdo de AFs pelas aves é a transferéncia de
seus metabolitos, em especial AFB; e aflatoxicol, para os ovos, ja que este € um alimento de
consumo humano por ser fonte de nutrientes, e a presenca da toxina constitui uma ameaca
potencial a saide do consumidor (TRUCKSESS, 1983 apud OLIVEIRA et al., 2000). Aly e
Anwer (2009) avaliaram a performance de quarenta galinhas poedeiras alimentadas com
ragdes naturalmente contaminadas com aflatoxinas, nas concentragoes de 25, 50 e 100 pg/kg
de racdo por 60 dias, verificaram também a evidéncia de residuos de AFB; nos ovos e a
estabilidade da toxina apds submeter os ovos contaminados ao processo de ebuli¢do por 20
minutos.

O estudo mostrou que a producdo e o peso médio dos ovos ndo foram
afetados pela aflatoxina, em contrapartida, houve uma diminuicdo significativa no consumo
da ragdo nos grupos alimentados com 50 e 100 ug/kg de ragdo (Tabela 1). Os residuos de
AFB; nos ovos foram detectados com médias de 0,04; 0,05 e 0,07 ug/kg, nos grupos de 25, 50
e 100 pg/kg de racdo, respectivamente, com taxas de transmissdo de 625:1; 500:1 e 1428: 1
(Tabela 2), essa variagdo confirma que somente pequenas quantidades de AFB; sdo
transferidas, enquanto que a maior quantidade da toxina é depositada nos tecidos das aves. A
toxina foi estavel ao processo de ebulicdo submetido aos ovos. Os autores concluiram que a
possibilidade de transmissdo de AFB; para os ovos € maior em condi¢des onde as aves sao
expostas a concentragdes relativamente baixas da toxina e ap6s longo tempo de exposicéo,
este fato pode estar relacionado a capacidade reduzida das aves em detoxificar a toxina.

Aflatoxinas resultam em perdas econémicas na industria aviaria pela
reducdo na taxa de crescimento, na producdo de ovos, na eficiéncia da alimentacdo e na
imunidade, levando ao desenvolvimento de doencas que podem ser fatais (COULOMBE,
1993 apud RAWAL,; KIM; COULOMBE, 2010). Medidas de controle e o desenvolvimento
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de técnicas sensiveis e rapidas, que permitam a deteccdo de micotoxinas em material
bioldgico, sdo importantes para tracar medidas preventivas e/ou corretivas antes que a

producdo aviéria seja comprometida.

Tabela 1 — Efeitos de dietas contaminadas com aflatoxina em galinhas poedeiras.

Aflatoxinas em Producdo deovo  Pesode ovo  Ingestacdo de racdo

ragdo (ng/kg) (%) (9) (g/aveldia)
Zero (controle) 74,66+1,8 59+3,2 104+11,5°
25 74,9188 5914,2 102+10,4°

50 74,016,6 5813,1 85+8,6

100 74,719,4 58+3,7 8319,9°

Fonte: Aly e Anwer (2009).

Tabela 2 — Média de AFB; em ovos durante 60 dias de exposicdo de galinhas poedeiras a

diferentes niveis de aflatoxina na ragao (ug/kg).

Aflatoxina . ) ) ) . ) . Média+ Racéo para ovos
3 1-7°dia  10°dia  20°dia  30°dia  40°dia  50°dia  60°dia 5
na ragédo DV Razado de AFB;
O(controle) ND ND ND ND ND ND ND ND
25 ND 0,03 ND 0,04 ND 0,04 0,05 0,04+0,01 625:1
50 ND 0,05 0,06 0,03 0,03 0,05 0,07 0,05+0,01 500:1
100 ND 0,08 0,07 0,06 0,07 0,07 0,09 0,07+0,01 1428:1

ND: nao detectado (limite de detecgdo do método analitico: 0,01 pg/kg de aflatoxina B;)
Fonte: Aly e Anwer (2009).

2.3 METODOS DE DETECCAO DE MICOTOXINAS

2.3.1 Métodos Cromatograficos

A deteccdo eficiente de micotoxinas € essencial no controle de qualidade e
monitoramento, ja que os alimentos devem possuir seguranca e ser ausentes de perigos para a
populacdo, além da necessidade de cumprimento de acordos comerciais (ANKLAM,;
STROKA; BOENKE, 2002). A presenca do fungo produtor ndo necessariamente indica a
presenca da micotoxina, visto que outros fatores ambientais envolvem a sua formacao,

igualmente, a auséncia de col6nias fungicas no substrato ndo € garantia de que havera
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auséncia de micotoxinas no mesmo, ja que o fungo pode ter morrido e deixado a toxina
intacta no alimento (TURNER; SUBRAHMANY AM; PILETSKY, 2009).

O fato das micotoxinas serem tdxicas em baixas concentracfes requer
métodos sensiveis e confidveis para sua deteccdo. Os cuidados devem comegar na
amostragem, aproximadamente 90% dos erros de analise sdo atribuidos a maneira como a
amostra original foi coletada, visto que os fungos geralmente tendem a se desenvolver
isoladamente e ndo uniformemente distribuidos nos produtos armazenados, gerando
resultados falso-positivos ou falso-negativos na analise. Assim, é importante o
desenvolvimento de protocolos que garantam que a amostra retirada para analise seja
representativa do lote (TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).

Devido as variacBes de estrutura das micotoxinas, ndo é possivel utilizar
uma Unica técnica padrdo para analisar todos os compostos, 0 que ¢ satisfatério para algumas
moléculas pode ser inadequado para outras com propriedades similares ou para a mesma
molécula em matrizes diferentes. Diferentes métodos de anélise séo desenvolvidos em todo o
mundo, a busca por técnicas simples, baratas e efetivas tem sido requerida para as
micotoxinas devido a sua notavel importancia, baseada na toxicidade desses compostos e seus
limites em alimentos impostos pelas legislacdes (TURNER; SUBRAHMANYAM;
PILETSKY, 2009).

O método mais popular usado na deteccdo é a cromatografia em camada
delgada (CCD), que permite a triagem de micotoxinas em grande quantidade de amostras de
forma simples e barata. Usada para fins quantitativos e semiquantitativos, essa técnica tem
baixo custo de operacdo e facilidade na deteccdo dos compostos de interesse pela analise na
faixa do UV-visivel, com comparacdo simultanea das amostras com substancias padréo.
Apresenta como desvantagens a necessidade de pre-tratamento das amostras, 0 uso de
quantidades elevadas de solvente, sendo que muitos protocolos validados para detecgdo de
aflatoxinas utilizam solventes clorados, como diclorometano e cloroférmio na fase movel, e
desde que esses compostos foram considerados nocivos ao meio-ambiente, sua utilizacdo
deve ser evitada nos laboratérios, e por fim a falta de automacéo da técnica, onde a precisao
dos resultados depende da experiéncia do técnico (STROKA; OTTERDIJK; ANKLAM, 2000
e TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a metodologia padrédo
para analise de micotoxinas nas industrias, diferentes adsorventes podem ser usados de acordo
com as caracteristicas fisicas e quimicas das moléculas, as colunas em fase normal ou fase

reversa sao usadas na separacao e purificagdo das toxinas dependendo da sua polaridade. Os
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métodos de deteccdo mais comuns sdo detectores por UV ou fluorescéncia, algumas
micotoxinas como ocratoxina, aflatoxina e citrinina possuem cromoforos fluorescentes
naturais nas suas moléculas e podem ser detectados diretamente, outras como a fumonisina,
ndo possuem cromadforos naturais e sua determinagdo por fluorescéncia requer derivatizacdo
da molécula (TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).

A analise de aflatoxina por CLAE € precedida de uma sequéncia de
operacdes que incluem preparo das amostras, extracdo, limpeza e concentracdo do extrato
obtido, essas etapas sdo de fundamental importancia para garantir a correta separacéo,
quantificacdo e confirmacdo da presenca da micotoxina realizada pelo equipamento. Nao
existe um Unico método adequado para extracdo, devido a diversidade de matrizes que podem
conter as AFs, a técnica deve levar em consideracdo as propriedades fisicoquimicas de cada
matriz, as AFs sdo ligeiramente sollveis em solvente polares e insoliveis em solventes
totalmente apolares, sendo normalmente extraidas com metanol, acetona e cloroférmio. A
etapa de extracdo e limpeza pode ser realizada por particdo liquido - liquido, colunas de
extracdo em fase sélida, constituidas por silica, Cis, Cg, entre outros, e colunas de
imunoafinidade, constituidas por anticorpos antiaflatoxinas, que retem as moléculas de AFs
por afinidade (JAIMEZ et al., 2000).

A gquantificacdo de micotoxinas por CLAE é um método robusto e sensivel,
a possibilidade do acoplamento com espectrdmetro de massa permitiu analise de compostos
em menor limite de deteccdo, reduziu a necessidade de derivatizacdo, gera informacoes
estruturais dos analitos e possibilita analise de grande variedade de compostos, porém exige
etapas de pré-preparo, como as citadas anteriormente, equipamento de alto custo, uso de
reagentes de alta pureza e técnicos treinados para operacdo do equipamento, sendo a grande
desvantagem o custo da analise (BERTHILLER et al., 2007 e ONO et al., 2007).

2.3.2 Métodos Imunolégicos

Métodos baseados em sistemas bioldgicos tem ganhado espaco na deteccao
de micotoxinas por apresentarem menor custo, sensibilidade, especificidade e rapidez. O
desenvolvimento de anticorpos monoclonais e policlonais com alta especificidade e
sensibilidade & micotoxinas permitiu o desenvolvimento de métodos imunolégicos bastante
utéis na limpeza das amostras, como as colunas de imunoafinidade, que impulsionaram a
obtencdo de extratos com baixos interferentes de matriz; e o ensaio ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay), aplicado na triagem de amostras quanto a presenca de micotoxinas,
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facilitando e reduzindo a utilizacdo de sistemas cromatograficos (ANKLAM; STROKA;
BOENKE, 2002).

O ensaio imunoenzimatico ELISA se tornou popular devido ao baixo custo
e facilidade de aplicagdo, Kits comerciais de ELISA disponiveis para detec¢do de micotoxinas
sdo baseados em um sistema competitivo direto ou indireto. No sistema competitivo direto o
anticorpo é imobilizado na placa e se liga especificamente a sitios do antigeno caso eles
estejam presentes na amostra, sdo adicionados marcadores colorimétricos, no caso anticorpos
marcados com enzimas responsaveis pelas reagdes com emissdo de cor, esses anticorpos irdo
se ligar a outro sitio especifico do antigeno imobilizado, nesse caso a intensidade da coloracéo
gerada é diretamente proporcional a concentracdo dos antigenos na amostra. O ELISA
competitivo indireto é o mais indicado na deteccdo de micotoxinas, devido a baixa
imunogenicidade desses compostos, nesse caso a toxina é imobilizada na placa ao invés do
anticorpo, o principio baseia-se na competicdo entre a toxina presente na amostra e a toxina
imobilizada, pelo sitio de ligacdo especifico do anticorpo monoclonal, assim quanto maior a
concentragdo de toxina na amostra, menor vai ser a ligagdo do anticorpo com a toxina
imobilizada na placa, e a reacdo de coloracdo serd indiretamente proporcional a concentracdo
de toxina presente (FUJII; GARCIA; HIROOKA, 2004 e LI; ZHANG; ZHANG, 2009).

Ensaio ELISA pode ser portéatil, € rapido e apresenta alta especificidade,
com limites de deteccdo comparéveis aos obtidos por métodos cromatograficos, capaz de
detectar tracos de um composto (ng ou pg) com pouca ou nenhuma necessidade de limpeza e
concentracdo do analito, dentre as desvantagens estdo possiveis resultados falso positivos,
pela possibilidade de reacdes cruzadas dos anticorpos com outros componentes que nao
micotoxinas, e falsos negativos, sendo a validacdo desse ensaio essencial para confiabilidade
dos resultados, além disso, ha possibilidade do uso do kit uma Unica vez, apo6s cada analise o
kit deve ser descartado, aumentando o custo em casos de triagem das amostras (ANKLAM,;
STROKA; BOENKE, 2002, FUJII; GARCIA; HIROOKA, 2004 e TURNER;
SUBRAHMANY AM; PILETSKY, 2009).

Todo imunoensaio depende de um marcador molecular capaz de gerar sinais
de deteccdo, que podem ser isétopos radioativos, enzimas, compostos fluorescentes ou
eletronicos (LI; ZHANG; ZHANG, 2009). A utilizacdo de enzimas tem sido difundida,
sobretudo devido a ensaios imunoenzimaticos, como exemplo de vasta aplicacdo destaca-se o
sistema de enzimas peroxidade, com emissdo de cor por cromogenos a base de benzidina ou
pelos sistemas avidina-biotina conjugados a peroxidase que amplificam o sinal (Figura 6),

esta técnica fundamenta-se na afinidade da glicoproteina avidina pela biotina (vitamina que
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pode ser conjugada a anticorpos e enzimas), onde o anticorpo primario se ligara ao composto
de interesse e é colocado um antianticorpo secundario ligado a uma molécula de biotina,
adiciona-se entdo um complexo macromolecular formado por avidina e biotina complexada
com peroxidase (complexo ABC), a avidina possui quatro sitios de ligagdo com a biotina, mas
somente trés moléculas de biotina estdo ligadas, a quarta ligacdo ocorre com a biotina do
anticorpo secundario, gerando um efeito amplificador do sinal na a¢do da peroxidase com o

substrato cromogénico diaminobenzina (ARAUJO, 2006).

Figura 6 — Representacdo esquematica do sistema avidina-biotina-peroxidase.

DAB

anticorpo secundério

anticorpo primario

antigeno
DAB: diaminobenzidina; P: peroxidase; B: biotina; A: avidina.
Fonte: REIS, 1998 apud ARAUJO, 2006.

Os marcadores fluorescentes constituem outra op¢do de marcagédo, se
desenvolveram rapidamente nos Ultimos 15 anos e apresentam as vantagens de alta
sensitividade observadas em enzimas e compostos radioativos, mas sem 0S perigos
radioativos associados. Os compostos fluorescentes tem a capacidade de emitir energia
luminosa em determinados comprimentos de onda, podem ser compostos organicos,
inorganicos, ou tipos especiais de proteinas, devem possuir estrutura quimica estavel, alta
intensidade de sinal fluorescente e conter um grupo quimico ativo (carboxil, amino, entre
outros) que permite conjugagdo com anticorpos ou haptenos. Microparticulas fluorescentes
sdo consideradas novos biomarcadores por apresentarem vantagens em espectro de emissdo
estreito, baixa interferéncia biologica, capacidade de detectar diferentes compostos e
possibilidade de detecgéo na ordem de pg devido ao aumento no sinal, como foi observado na
quantificacdo de 0,6 pg/ml de aflatoxina M; em leite, no uso de espectroscopia fluorescente
(LI; ZHANG; ZHANG, 2009 e HOLFORD; DAVIS; HIGSON, 2012).
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Os sistemas de deteccdo que utilizam imunoensaios fluorescentes se
desenvolveram com o proposito de monitorar susbstancias quimicas, toxicas e agentes
bioldgicos (LI et al., 2013). Os marcadores fluorescentes tornaram-se escolha de utilizacdo em
técnicas de imuno-histoquimica, que associam a detec¢do do agente toxico ou etiologico de
uma doenca com a visualiza¢do de lesdes microscopicas compativeis com a presenca desse
agente no organismo, esta técnica de imunofluorescéncia permite a deteccdo e visualizacao
mais clara e definida de estruturas celulares como ndcleo, citoplasma e organelas, o que
facilita a diferenciacdo e permite a identificacdo de alteragdes nessas estruturas, sendo
promissora, por exemplo, no diagnostico de infeccBes e na deteccdo de neoplasias em sua fase
inicial (ROCHA et al., 2004 e GUEDES, 2010).

Na deteccdo de micotoxinas, a imuno-histoquimica se torna promissora na
pesquisa destes compostos em tecidos animais. Sabe-se 0 quanto a contaminacdo por
micotoxinas afeta a produtividade e a salde animal, e é importante o desenvolvimento de
técnicas que permitam tanto a deteccdo destes compostos, quanto a visualizacdo dos seus
efeitos toxicos nos tecidos, assim € possivel avaliar se o animal entrou em contato com a
toxina, quais 0s principais 6rgaos atingidos e em qual grau de toxicidade, utilizando-se a
mesma técnica padrdo com a simples mudanca de tratamento das laminas. A limitacdo de
coleta de amostras a campo, onde ha problemas em conservar o tecido integro até proceder
com as analises, é minimizada com a imuno-histoquimica, pois logo depois que se coleta as
amostras, estas sdo fixadas em formol, assim 0s processos autoliticos sdo interrompidos,
sendo conservadas por longos periodos em condicdes adequadas (GUEDES, 2010).

Os anticorpos podem ser empregados em cortes histologicos de tecidos
processados pela técnica de inclusdo em parafina, resina ou pelo método de congelamento,
independente do método usado é importante preservar o antigeno no tecido, evitando
modificacOes na sua conformacéo tridimensional ou composi¢do quimica, a fim de permitir o
correto reconhecimento do antigeno pelo anticorpo. Etapas de fixacdo e processamento do
material sdo importantes para preservar as caracteristicas dos antigenos, o fixador empregado
deve preservar a morfologia tecidual e o antigeno, impedindo sua extracdo ou deslocamento
durante o processamento do material. O formol e demais fixadores aldeidicos sdo utilizados
na histologia pela eficiéncia na preservacdo do tecido, porém esses fixadores estabelecem
ligagbes cruzadas com as proteinas teciduais, tornando-as insollveis na forma de um gel,
essas ligacbes formam uma malha que pode impedir a ligagdo do anticorpo ao antigeno
presente no tecido, além de mudar a configuracéo tridimensional do antigeno, dificultando a

ligacdo. Quanto mais tempo o tecido fica em contato com o fixador, mais ligagOes cruzadas
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poderdo ser formadas, por isso o controle do tempo de fixacdo é importante para a eficiéncia
da técnica (CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2014).

Para que ocorra a reacdo entre antigeno e anticorpo nos tecidos fixados por
aldeidos, € necesséario desfazer as pontes intermoleculares formadas durante a fixacéo,
realizando o procedimento de recuperacdo antigénica, que consiste na utilizacdo de
mecanismos para recuperar 0s antigenos de um tecido através de métodos enzimaticos, com o
uso de tripsinas e pepsinas, ou os métodos fisico-quimicos, como a sonica¢do ou aquecimento
através do uso de panela de pressdo, micro-ondas, entre outros, devendo o material ser imerso
em solucdo tampdo. A reacdo imuno-histoquimica deve ocorrer em temperatura e pH
controlados, ja que os anticorpos sd@o imunoglobulinas que podem se desnaturar em condi¢6es
extremas desses dois fatores, para que isso seja evitado, os cortes de tecido devem ser
recobertos com solucdo tampédo durante as lavagens. Para controle de temperatura das
laminas, estas devem ser mantidas em geladeira ou estufa dependendo da etapa da reacao,
temperaturas elevadas aceleram a reacdo entre antigeno e anticorpo, embora diminuam a
especificidade, em contrapartida, temperaturas mais baixas diminuem a velocidade da reacéo
e aumentam a especificidade do antigeno e anticorpo. Cada um dos fatores é importante para
atingir o resultado esperado na reacdo de imuno-histoquimica, e deve ser levado em
consideracdo durante a padronizacdo do método (CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2014).

Solcan et al. (2013) avaliou por imuno-histoquimica o efeito protetor de H.
rhamnoides, conhecido popularmente como espinheiro do mar, nas lesdes de figado causadas
por AFB; em frangos. O grupo 1 foi tratado com 54 pg/kg peso corpoéreo/dia de AFB; por 28
dias, e 0 grupo 2 recebeu a mesmo concentracdo de toxina em associa¢do com 0,6 ml de 6leo
de H. rhamnoides/kg p.c/dia. Na analise histopatologica do figado, foi identificado no grupo 1
areas degenerativas e necroticas, congestdo de vasos, formacdo de novos ductos da bile,
infiltrado celular e intensa expressdao de p53, Bcl-2 e COX-2, relacionados a processos
inflamatdrios, j& no grupo 2, as lesdes apresentadas foram menos intensas, com infiltrado
inflamatdrio e moderada degeneracao, as expressoes de p53, Bcl-2 e COX-2 foram moderadas
no hepatocito em comparacdo ao grupo 1, indicando que o 6éleo de Hippophae rhamnoides

possui efeito hepatoprotetor nas aves.

2.4 PRODUCAO DE ANTICORPO MONOCLONAL

O componente central dos imunoensaios ¢ o anticorpo, imunoglobulina

secretada pelos linfocitos B em virtude da presenca de substancia estranha no organismo
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(antigeno), a molécula consiste de glicoproteina com massa molecular de aproximadamente
150 kDa , na forma de um tetramero com duas cadeias leves de 25 kDa e duas cadeias pesadas
de 50 kDa idénticas (Figura 7) (HARLOW & LANE, 1988a).

Figura 7 — Estrutura geral da molécula de 1gG.

Fonte: HARLOW & LANE, 1988a.

Antigamente, a producdo de anticorpos ocorria pela inoculagcdo de antigeno
de interesse em ratos e camundongos, que através do sistema imunol6gico produziam
anticorpos contra o determinado antigeno, os anticorpos eram retirados do animal pelo soro,
porém esse método de producdo é limitado pela prépria capacidade de producdo animal. A
busca por técnicas de producéo in vitro foi conduzida pela preocupacdo ética com o0s animais
e pela maior eficiéncia na produgédo (HEILMANN et al., 2005).

A técnica de producdo por hibridomas foi desenvolvida por Kohler e
Milstein (1975), e permitiu a producado ilimitada de anticorpo monoclonal (AcM) com alta
especificidade, uniformidade e afinidade por um Unico epitopo (ROITT; BROSTOFF;
MALE, 1999). Células de hibridoma séo fus6es de celulas de mieloma e células de bago de
camundongos imunizados, assim as primeiras garantem a viabilidade aos hibridomas por
tempo indeterminado e as células de bago sdo produtoras dos anticorpos monoclonais de
interesse (HEILMANN et al., 2005 e LI; ZHANG; ZHANG, 2009).

Moléculas com estrutura muito pequena, como as micotoxinas, ndo possuem
atividade antigénica e, portanto, ndo ativam a producdo de anticorpos por si sO. Para a
obtencdo de AcM antimicotoxinas, é necessario a conjugacdo das toxinas com moléculas
denominadas carreadoras, que sdo normalmente proteinas de maior massa molecular capazes
de ativar o sistema imunoldgico (LI; ZHANG; ZHANG, 2009). Kawamura et al. (1988)
produziram AcM anti-AFB; em camundongos BALB/c imunizados com conjugado AFB;-

BSA, obtendo células esplénicas secretora de 1gG. Procedeu-se a fusdo destes linfdcitos
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sensibilizados com células de mieloma linhagem SP2/0-AG14 para obtencao de hibridomas,
que foram selecionados em meio HAT (meio Dulbecco’s modified Eagle’s, contendo 100 pM
de hipoxantina, 0,4 uM de aminopterina e 16 uM de timidina) e avaliados por ELISA néo-
competitivo indireto para verificar a producdo de AcM anti-AFB;.

O soro animal ainda é utilizado no cultivo de células de hibridoma in vitro,
o soro fetal bovino (SFB) é amplamente utilizado por prover fatores hormonais de
estimulacdo e proteinas que transportam hormoénios, minerais e lipideos as células. Porém
alguns problemas sdo associados ao seu uso, como falta de homogeneidade entre os lotes e
alto contetdo de proteinas, que dificultam o processo de purificacdo dos anticorpos, sendo
assim, o ideal é diminuir sua concentracdo gradualmente no meio de cultura utilizado para o
cultivo celular (LEGAZPI et al., 2005 e EVEN; SANDUSKY; BARNARD, 2006).

Uniformidade e propriedades constantes, associada a producéo ilimitada de
anticorpos pelos hibridomas estdo entre as principais vantagens e justificativas do uso de
técnicas imunoldgicas, o anticorpo monoclonal purificado normalmente ter4d somente um
epitopo em sua molécula que se ligara a estrutura de interesse, conferindo alta especificidade
(LI; ZHANG; ZHANG, 2009). O desenvolvimento de imunoensaios para deteccdo de
micotoxinas em alimentos tem sido uma promissora alternativa de métodos de quantificacao e

triagem, visando reducdo no custo e no tempo de analise.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi produzir anticorpo monoclonal visando
padronizar ic-ELISA para quantificar aflatoxina B; em figado de frango, assim como
desenvolver imuno-histoquimica fluorescente em tecido animal, tendo como modelo embrido

de frango inoculado com AFB;, avaliando a toxicidade in vivo,

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Cultivar e manter hibridoma secretor de AcM IgG especifico para aflatoxina B;

» Concentrar e purificar AcM IgG especifico para aflatoxina By;

» Padronizar e validar intralaboratorialmente ic-ELISA para quantificacdo de AFB; em
figado de frango;

> Padronizar técnica imuno-histoquimica colorimétrica e fluorescente para deteccdo de
aflatoxina B, em tecido de embrido de frango;

» Auvaliar in vivo a toxicidade mediada por aflatoxina B; em embrido de frango.
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4 MATERIAL E METODOS

Fluxograma Experimental

As metodologias utilizadas no decorrer da pesquisa estdo apresentadas em
formato de fluxogramas abaixo descritos. O detalhamento das etapas metodoldgicas consta

nos capitulos I e 1I.

Figura 8 — Fluxograma de delineamento experimental total.

Producéo de AcM IgG anti-AFB;
Cultivo Celular

Meio RPMI+SFB (50%)

Adaptacédo gradual ao meio H-SFM

Purificacdo com (NH,;)2.SO,

Didlise
1gG anti-AFB;
|
ic-ELISA IMUNO-HISTOQUIMICA
| |
Padronizagéo Padronizagéo
Aplicacdo em amostras de Aplicacdo em tecido de

figado de frango embrido de frango
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Figura 9 — Cultivo de hibridoma, producéo e purificacdo de AcM anti-AFB;.

HIBRIDOMA AF4
-185°C, SFB:DMSO (9:1)

Descongelamento / reativacao N Viabilidade Celular
50% RPMI + 50% SFB

37°C, 5% CO;,

Diminuigéo gradativa do SFB
RPMI + SFB (50 a 10%)

Adaptacédo gradual ao meio Hybridoma-SFM (H-SFM)
RPMI (10%SFB) + H-SFM (25 a 100%)

37°C, 5% CO,

Sobrenadante do cultivo contendo 1gG anti-AFB;

Filtrac@o quali e quantitativa

Precipitacdo com (NH4),SO4
(243g/L / 4°C; 16h)

Dialise em PBS (4°C, 16 h)

1gG anti-AFB; purificado

Eletroforese em SDS-PAGE i-ELISA Teor proteico a 280 nm
(Laemmli, 1970) (Kawamura et al., 1988) (Harlow & Lane, 1988c)




Figura 10 — Otimizacdo de AcM anti-AFB; e conjugado anti-lgG-HRP por i-ELISA.

I-ELISA

Sensibilizacdo AFB;1-BSA
250 ng/mL (100 pL por pogo)

4°C, 24N

Bloqueio
PBS-BSA 0,1% (200 uL)

25°C,1h

AcM IgG anti-AFB;
1:10 a 1:10° em PBS (100 pL)

25°C,1h

Anti-1gG-HRP
1:2000, 1:4000 e 1:6000 em PBST (100 puL)

25°C,1h

Substrato Cromdgeno TMB
(100 L)

25°C, 20 min

Paralizacdo da reacdo
H,S0, 1M (50 pL)

Leitura a 450 nm
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Figura 11 — Padronizacdo ic-ELISA: curva de calibracdo e interferéncia da matriz

AcM 1IgG anti-AFB;
1:10" em PBS (50 pL)

(especificidade).
ic-ELISA
Sensibilizacdo AFB;1-BSA
250 ng/mL (50 pL por poco)
4°C,24h
Bloqueio
PBS-BSA 0,1% (150 pL)
N 25°C,1h
Padrdo AFB; (50 uL)
Curva de calibragdo: 0,05 a 5,0 ng/mL de AFB;
ou
Interferéncia da Matriz (50 pL)
Diluicdo da matriz: 2, 5, 10 e 15x
25°C,1h
Anti-1gG-HRP

1:6000 em PBST (50 pL)

25°C,1h

Substrato Cromdgeno TMB
(100 L)

25°C, 20 min

Paralizacdo da reagdo

Leitura a 450 nm




Figura 12 — Extracdo de AF na matriz alimentar.
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Figura 13 — Validacdo intralaboratorial de ic-ELISA para analise de AFB; em figado de
frango CINMETRO, 2007.; > CE n° 401/2006, 2006 e *ANVISA, 2003).

Exatiddo 12

Recuperacdgo [——>

Contaminagéo artificial
(1,5; 3,0 e 5,0 ng AFB1/g)

Precisdo

Repetibilidade —>

1 determinagéo
(1,5; 3,0 e 5,0 ng AFB.1/g)
Anadlise: 7 replicatas

Precisao
Intermediéria

Linearidade **

3 determinac0es, dias diferentes
(1,5; 3,0 e 5,0 ng AFB1/g)
Anaélise: 7 replicatas/dia

Equacéo da curva de calibragdo

de AFB; e R?

Especificidade *

Matriz sem contaminagao
(diluicdo 2x, 5x, 10x e 15x)
Anadlise: triplicata em 3 dias diferentes

Interferéncia da
Matriz

Curva padrdo sem matriz x
Curva padréo matrizada
Anadlise: triplicata em 3 dias diferentes

Robustez 1

Sensibilidade a
pequenas variacoes

Limite de
Deteccéo *

Tempo de sensibilizagdo (18 e 24 h)
Dois analistas diferentes
Uso de pipetas de marcas diferentes

LD: média — 3,143 x DP

Média e DP: 7 replicatas do branco

Limite de
Quantificacéo *

LQ: média - 5 x DP

Média e DP: 7 replicatas do branco
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Figura 14 — Fase experimental conduzida com embrides de frango.
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R¢ Colorimétrica

Figura 15 — Imuno-histoquimica colorimétrica e fluorescente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo foram redigidos em forma capitulos, listados abaixo:

CAPITULO I:

Anticorpo monoclonal antiaflatoxina B; em ic-ELISA aplicado a material bioldgico

CAPITULO II:

Aflatoxina B;: imunofluorescéncia in situ e toxicidade em embrido de frango
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CAPITULO |

Anticorpo monoclonal antiaflatoxina B; em ic-ELISA aplicado a material biolégico
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Anticorpo monoclonal antiaflatoxina B; em ic-ELISA aplicado a material biologico. 2016.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) - Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. Orientadora Profé. Dr2. Elisa Yoko Hirooka.

RESUMO

Aflatoxinas (AF), produzidas por determinadas cepas de fungos do género Aspergillus, séo
contaminantes de alimentos de consumo humano e animal, e reconhecidas pelos seus efeitos
toxicos e carcinogénicos. Efeito adverso na saude e prejuizo na producdo animal sdo relatados
devido a ingestdo de racdo contaminada, os humanos também séo afetados pelo consumo da
carne e derivados, como leite e ovo contaminados. Técnicas imunoldgicas destacam-se na
deteccdo de micotoxinas, por serem sensiveis, confidveis e simples. Com enfoque no
desenvolvimento de métodos imunoquimicos, anticorpo monoclonal (AcM) antiaflatoxina foi
produzido in vitro, através do cultivo de hibridoma linhagem AF4 em meio RPMI + 50% de
soro fetal bovino (SFB), seguido de adaptacdo gradual ao meio H-SFM, resultando no total de
508,6 mg de anticorpo purificado. Aliquota de 555 pg/mL do AcM foi aplicado em ic-ELISA
para quantificacdo de AFB; em figado de frango, a um titulo de 1:10.000, associado ao
anticorpo secundéario diluido 1:6.000, demostrando alta especificidade do anticorpo. Na
validacdo intralaboratorial do ic-ELISA, a interferéncia de matriz ndo contaminada (figado),
foi avaliada no fator de dilui¢do entre 2 e 15, sendo a diluicdo 5x escolhida pelo menor CV
(14%) e melhor recuperacdo (100%). Em seguida, as curvas padréo na auséncia e presenca da
matriz foram comparadas pela porcentagem de ligacdo de cinco pontos (0,05 ng/mL a 5,0
ng/mL), ndo obtendo diferenca significativa (p > 0,05). A curva padrdo de AFB; demonstrou
linearidade adequada, expressa pela equagdo de regressdo y = -13.34 In(x) + 50.352 e R?de
0,9917 (p < 0.05). As taxas de recuperacao foram 90,5; 91,3 e 81,3% para 1,5; 3,0 e 5,0 ng/g,
respectivamente. A precisdo do método foi avaliada por repetibilidade (CV de 3,8; 4,6 e 4,0%
para 1,5; 3,0 e 5,0 ng/g) e precisdo intermediaria (CV de 4,7; 7,0 e 5,0% para 1,5; 3,0 € 5,0
ng/g), estando todos os valores dentro dos limites preconizados pelas agéncias reguladoras. A
robustez foi avaliada pela troca de analistas, instrumento (micropipeta) e tempo de
sensibilizagéo (18 e 24 h) da placa; o CV foi de 4 a 8% para sete curvas padréo realizadas por
analistas diferentes, o CV médio obtido pela troca de instrumento e tempo de sensibilizacdo
foi de 5,2%, garantindo robustez para as trés varidveis testadas. O limite de detec¢do foi de
1,2 ng/g e limite de quantificagdo de 1,5 ng/g. O AcM produzido permitiu o desenvolvimento
de imunoensaio com custo cerca de 160 vezes inferior aos kits comerciais, mostrando-se
promissor na aplicacdo para triagem de AFB; em figado de frango, com as vantagens de
apresentar sensitividade, especificidade e ser um método de facil execucéo.

Palavras-chave: imunoensaio, validac&o, figado, frango
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Monoclonal antibody anti-aflatoxin B; in ic-ELISA applied to biological material. 2016.
Dissertation (Masters in Food Science) - Department of Food Technology, State University of
Londrina, Londrina. Advisor Prof, Dr2. Elisa Yoko Hirooka.

ABSTRACT

Aflatoxins (AF), produced by some fungi strains of the genus Aspergillus, are toxic
contaminants in food and feed, and recognized by its toxic and carcinogenic effects. Adverse
health effect and losses in animal producion are reported due to ingestion of contaminated
feed, humans are also affected by the consumption of meat and derivatives, such as
contaminated milk and egg. Immunological techniques stand out for the detection of
mycotoxins, due to its sensitivity, reliability and simplicity. Focusing on the development of
immunochemical methods, monoclonal antibody (mAb) anti-aflatoxin was produced in vitro,
by the cultivation of hybridoma lineage AF4 in RPMI medium + 50% fetal bovine serum
(FBS), followed by gradual adaptation to H-SFM medium, resulting in a total of 508.6 mg of
purified antibody. Aliquot of 555 ug/mL of mAb was applied in ic-ELISA for quantification
of AFB; in chicken liver, at a titer of 1:10,000, associated with secondary antibody diluted
1:6,000, demonstrating high specificity of the antibody. Intralaboratorial validation of ic-
ELISA was carried out by analysis of interference of uncontaminated matrix (liver), in a
dilution factor from 2 to 15, the dilution 5x was selected because of the lowest CV (14%) and
better recovery (100%). Then, the standard curves in the absence and presence of the matrix
were compared by the percentage of binding of five points (0.05 ng/mL to 5.0 ng/mL), there
was no significant difference between them (p > 0.05). The AFB; standard curve showed
adequate linearity, expressed by regression equation y = -13.34 In(x) + 50.352 and R®equal to
0.9917 (p < 0.05). The recovery rates were 90.5; 91.3 and 81.3% for 1.5; 3.0 and 5.0 ng/g,
respectively. Precision was evaluated by repeatability (CV of 3.8; 4.6 and 4.0% for 1.5; 3.0
and 5.0 ng/g), and intermediate precision (CV of 4.7; 7.0 and 5.0% for 1.5; 3.0 and 5.0 ng/g),
the values found in this work are within the limits recommended by regulatory agencies. The
robustness was evaluated by exchanging analysts, instrument (micropipette) and coating time
(18 and 24 hours); CV ranged from 4 to 8% for seven curves performed by different analysts,
the mean value of CV obtained by the exchange of instrument and coating time was 5.2%,
ensuring robustness for the three variables tested. Limit of detection was 1.2 ng/g, and limit of
quantitation was 1.5 ng/g. The mAb produced allowed the development of immunoassay with
cost around 160 times lower than commercial kits, proving to be promising in application for
AFB; screening in chicken liver, with the advantages of being sensitive, specific and easy to
perform.

Key words: immunoassay, validation, liver, chicken
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1 INTRODUCAO

A producdo de carne no Brasil ocupa espaco importante na economia
nacional, o pais é o segundo maior produtor de frango no mundo e é lider em exportagdes
desta carne desde 2004, segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2016 e
ABPA, 2015). A carne de frango tem destaque na regido Sul, sendo os estados do Parana e
Rio Grande do Sul os principais fornecedores. O aumento na produtividade e conquista do
mercado externo dependem de fatores importantes como o precgo, sanidade e qualidade da
carne.

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios de fungos filamentosos que se
desenvolvem em grdos e chegam aos animais via alimentacdo pela ragdo contaminada, o
monitoramento desses compostos é importante para assegurar a sanidade da carne, além de
ser importante ferramenta para avaliar o quanto a qualidade da racéo afeta a produtividade e a
saude animal. As micotoxicoses geram quadros clinicos agudos ou cronicos, a severidade
depende do tipo de micotoxina, duragdo da exposicdo e dose, entre 0s principais efeitos
observados, cita-se redugdo na taxa de crescimento e reproducdo dos animais, diminuigdo na
producdo de ovos e efeitos tdxicos particulares de cada toxina (RAWAL; KIM,;
COULOMBE, 2010).

Aflatoxinas sdo destaque na avicultura, produzidas pelos fungos do género
Aspergillus, sobretudo por A. flavus, A. parasiticus e A. nominus, sdo consideradas
mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas para humanos e animais, a Agéncia Internacional
de Pesquisa em Cancér (IARC) as classifica no grupo I como carcinégeno para 0 humano,
primariamente atingindo o figado (HUSSEIN; BRASEL, 2001; IARC, 2002; LEE et al., 2004
e CALLERI et al., 2007). S&o reconhecidas tambem pelo seu efeito imunossupressor, levando
a ineficiéncia das vacinas utilizadas, e gerando perda por doengas mesmo para as quais as
aves tenham sido vacinadas. (JAENISCH; CARON; SCHIMIDT, 2014).

A Legislacdo Brasileira é falha no controle de micotoxinas na alimentagéo
animal, a Resolugdo n° 07, de 18 de fevereiro de 2011 contempla somente produtos
destinados a alimentacdo humana, no caso animal, permanece em vigéncia a Portaria n® 07, de
09 de novembro de 1988, que determina os padrdes minimos de matéria prima destinada a
alimentacdo animal, dentre as micotoxinas, somente a aflatoxina € contemplada, com limite
maximo de 50 ug/kg. Na Comunidade Européia, a EC No 32/2002 estabelece os limites
maximos de substancias indesejadas na alimentacdo animal, contemplando dentre as

micotoxinas, a aflatoxina B1, com limite maximo de 20 pg/kg.
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Métodos de deteccdo de micotoxinas precisam ser sensiveis, especificos e
confiaveis, pois sdo moléculas pequenas de dificil deteccdo. Técnicas imunoldgicas sdo
importantes ferramentas para analise de micotoxinas, os anticorpos monoclonais (AcM)
apresentam alta especificidade e afinidade por um Unico epitopo da molécula de interesse,
além disso, € possivel sua producdo continua e em larga escala, através do uso de hibridomas
(ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999).

O uso de AcMs especificos e sensiveis permitiu o desenvolvimento de
métodos imunoldgicos utéis na limpeza das amostras, como as colunas de imunoafinidade que
impulsionaram a obtencdo de extratos com baixos interferentes de matriz, e o ensaio ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para triagem de micotoxinas, facilitando e reduzindo
a utilizacdo de sistemas cromatogréaficos (ANKLAM; STROKA; BOENKE, 2002).

Ensaio ELISA é rapido e apresenta alta especificidade, com limites de
deteccdo comparaveis aos obtidos por métodos cromatograficos, capaz de detectar tragos de
um composto (ng ou pg) com pouca necessidade de limpeza e concentracdo do analito, dentre
as desvantagens estdo possiveis resultados falso positivos, pela reacdo cruzada de anticorpos,
e falsos negativos, sendo a validacéo desse ensaio essencial para confiabilidade dos resultados
(ANKLAM; STROKA; BOENKE, 2002, FUJII; GARCIA; HIROOKA, 2004 e TURNER;
SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).

Com a obtencdo continua de anticorpos, novas possibilidades de
biomarcadores se tornam viaveis, o desenvolvimento de ferramenta imunoldgica nacional
para deteccdo de micotoxinas é uma oportunidade promissora de inovacdo tecnoldgica e
minimiza a dependéncia por Kits importados, assim o custo de analise sera menor, gerando

maior lucro e possibilidade de redugéo no custo do produto final.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS

O hibridoma linhagem AF4 secretor de AcM especifico para AFB; (isotipo
IgG; lambda), derivado de mieloma linhagem SP2/0-AG14 e célula esplénica de camundongo
BALBI/c, foi gerado por Kawamura et al. (1988) em Faculty of Pharmaceutical Sciences,
Science University of Tokyo e, mantidas em Department of Biochemistry and Food Science,

Faculty of Agriculture, Kagawa University, Japéo.
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2.2 METODOS

2.2.1 Cultivo de hibridoma e producdo de AcM especifico para aflatoxina

2.2.1.1 Manutencéo e recuperacgéo de hibridoma

Os hibridomas, estocados a -185°C em nitrogénio liquido, foram
recuperados por descongelamento rapido do criotubo em banho de dgua a 37°C, lavados com
10 mL de meio RPMI (Gibco Co., USA) a 37°C e centrifugados (200 xg, 6 min). Descartado
0 sobrenadante, uma aliquota de 50 pL da suspenséo celular foi misturada a 50 uL da solucéo
de corante vital Azul de Trypan (0,25 % em meio RPMI, p/v) e as células viaveis
(refringentes, com citoplasma homogéneo e membrana integra) contadas em cémara de
Neubauer (x100), a viabilidade celular pds-congelamento foi calculada e expressa em
porcentagem:

Viabilidade (%) = células vidveis pds-congelamento x 100
células viaveis + células mortas

Em seguida, as células foram ressuspendidas em meio RPMI com 50 % de
soro fetal bovino (Gibco Co., USA), 2 mM de glutamina, 23 mM de bicarbonato de sddio, 10
mM de HEPES e 1 ml de garamicina (40 mg/mL), para estimular a recuperacdo do hibridoma
congelado. O cultivo ocorreu em microplaca de 24 orificios a 37° C com 5% CO,, com

diminuicdo gradativa de soro fetal bovino (SFB) até 10% no meio RPMI.
2.2.1.2 Producédo de AcM IgG em meio sintético Hybridoma-SFM

Os hibridomas cultivados em meio RPMI com 10% de SFB (37 °C, 5 % de
CO,) foram adaptados em meio Hybridoma-SFM (serum free medium H-SFM, Gibco Co.,
USA), adicionando gradualmente 25, 50, 75 e 100% de H-SFM suplementado com 2 mM de
glutamina, 5000 U/mL de penicilina e 5000 ug/mL de estreptomicina (HEUSSNER, 2007;
KAWAMURA, informacdo pessoal, Kagawa University).

A producdo de AcM foi realizada em cultivo estatico no meio H-SFM,
efetuando a expansdo celular para frascos de cultivo de 25, 75 e 150 cm?, até a quantidade
requerida. O sobrenadante de cultivo contendo o AcM IgG antimicotoxina foi filtrado para
remover o material celular. O volume total do sobrenadante foi avaliado quanto a

concentragdo protéica a 280 nm e atividade anti-AFB; por i-ELISA.
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2.2.1.3 Determinacdo de proteina (IgG)

A concentracdo protéica (IgG) foi determinada a 280 nm, adotando
coeficiente de absorgéo (Ezgo) de 1,35 para IgG (HARLOW & LANE, 1988c):

IgG (mg/mL) = _absorvéancia a 280 nm
coeficiente de absorcéo

2.2.1.4 Determinacao de reatividade antimicotoxina por i-ELISA

IgG anti-AFB; produzido em meio Hybridoma-SFM foi determinado por i-
ELISA (Ensaio imunoenzimatico indireto), sendo o protocolo similar ao descrito por
Kawamura et al. (1988). Microplacas de poliestireno (96 pocos) foram sensibilizadas com 100
uL de AFB;-BSA (250 ng/mL, tampédo PBS 0,015 M, pH 7,4) e incubadas a 4°C por 24 h.
Apos 3 lavagens com PBST (PBS + 0,05 % Tween 20), as placas foram blogueadas com 200
pL de solucdo BSA 0,1% em PBS e incubadas por 1 h a 25 °C. Apo6s 3 lavagens com PBST,
foram adicionados 100 uL de sobrenadante do cultivo e incubadas a 25°C por 1 h. Ap6s 3
lavagens com PBST, foram adicionados 100 pL de conjugado anti-lgG de camundongo
marcado com horseradish peroxidase (HRP) diluido a 1:2000 em PBST e incubadas a 25°C
por 1 h. Apds 6 lavagens com PBST, adicionou-se 100 uL da solugdo de substrato cromégeno
TMB (3,3',5,5'-tetramethyl-benzidina) por 20 min a 25°C, a reag¢do enzimatica foi
interrompida com 50 pL de H,SO41 M e absorvancia lida a 450 nm (leitora de ELISA, Bio-
Tek Instruments ELX800, USA).

2.2.2 Purificacdo do anticorpo monoclonal 1gG anti-AFB;

2.2.2.1 Precipitacdo com sulfato de aménio (NH,4),SO4

O sobrenadante filtrado contendo AcM anti-AFB; foi adicionado de
(NH4)2SO4 (243g/L) sob agitacdo lenta até concentragdo final de 50% de saturagdo para
precipitacdo e purificacdo parcial de 1gG. O sobrenadante foi mantido a 4°C por 16 h sob
agitacdo, posteriormente foi filtrado e o precipitado proteico transferido para tubo limpo e

mantido a -80° C (Kawamura, informacao pessoal, Kagawa University).
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2.2.2.2 Dialise de proteina

Para uso, o concentrado proteico precipitado com (NH,4),SO, foi dissolvido
em menor quantidade possivel de PBS (adicionou-se 1-2mL de PBS para o precipitado
oriundo de 500 mL de sobrenadante). A dialise (cut-off de 12000-16000 MM, tamanho 25
mm x 16.mm) foi realizada empregando-se PBS (4 x 1 L) a 4° C por 16 h.

2.2.2.3 Eletroforese em SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), conforme Laemmli
(1970), foi realizada para avaliar a pureza do anticorpo. Aliquota de 4,5 uL de AcM,
correspondente a 2,5 pg de proteina, foi diluida em tampéo de amostra 3 vezes concentrado e
fervida em banho-maria por 3 min, posteriormente foi aplicada no gel paralelamente com 5
UL do padrdo de marcador molecular (BenchMark™ Protein Ladder, Invitrogen, Carlsbad,
USA). O gel de concentracdo (stacking) foi de 5% de acrilamida, enquanto que o de corrida
(running) foi de 10%. Apo6s corrida por 2 h sob 80V, o gel foi corado com solucdo de
Coomassie blue (Coomassie Brilliant Blue R, Sigma, St. Louis, Mo, USA) e descorado com

acido acético:metanol:agua (1:4:5), para a visualizacdo e distin¢cdo de bandas proteicas.

2.2.3 ELISA competitivo indireto (ic-ELISA)

2.2.3.1 Otimizacao de AcM anti-AFB; e conjugado anti-lgG-HRP

A diluigdo oOtima de AcM para imunoensaio foi determinada testando-se
AcM anti-AFB; nas diluicBes de 1:10 a 1:10° em PBS e, procedendo i-ELISA em trés
concentragdes de conjugado anti-lgG-HPR: 1:2000, 1:4000 e 1:6000, em triplicata.

2.2.3.2 Procedimento

Ic-ELISA foi realizado seguindo o protocolo descrito por Kawamura et al.
(1988) adaptado conforme nossa condicdo laboratorial. As microplacas foram sensibilizadas
com 50 pL de AFB;-BSA (250 ng/mL, Tampéo PBS 0,015M pH 7,3) e incubadas a 4°C por
24 h. Apos 3 lavagens com PBST (PBS + 0,05 % Tween 20), as placas foram blogueadas com
150 pL de solucdo BSA 0,1 % em PBS e incubadas por 1 h a 25°C. Apos 3 lavagens com
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PBST, adicionou-se 50 pL de padrdes AFB; ou matriz de figado, seguida de 50 uL AcM anti-
AFB; produzido em H-SFM (1:10000 em PBS), procedendo reacdo em triplicata, sendo
incubado a 25°C por 1 h. A placa foi lavada 3 vezes com PBST, adicionada de 50 pL de
conjugado anti-1gG de camundongo marcado com horseradish peroxidase (1:10° em PBST) e
incubada a 25°C por 1 h. Apos 6 lavagens com PBST, 100 pL da solucdo de substrato
cromogeno TMB foi adicionado. Apds 20 min a 25° C, a reacdo enzimatica foi paralisada com
50 pL de H,SO4 1M e a absorbéncia lida a 450nm.

A média de absorvancias foi calculada a partir de valores individuais
obtidos e os resultados expressos em porcentagem de ligacéo:

% ligacdo = (A*/A)x100

Onde A" corresponde a média de absorvancia na presenca de amostra ou
padréo, enquanto que A", a média da absorvancia na auséncia de toxina (controle negativo). A
concentracdo de AFB; foi determinada pela curva padrdo (0,05 a 5,0 ng/mL de AFB,),

plotando a porcentagem de ligacdo contra log da concentracdo de AFB;.
2.2.3.3 Extragdo de AF na matriz alimentar

Testes preliminares para definir menor interferéncia de matriz e melhor
recuperacdo foram conduzidos pela comparacdo de seis métodos de extracdo, um descrito em
kit comercial e cinco em literatura (Stubblefild e Shotwell, 1931; Vilar; Oliveira; Stamford,
2002; Vilar; Oliveira; Stamford, 2002, modificado; Gathumbi et al., 2003; Anfossi et al.,
2015). A extracdo de escolha foi o procedimento descrito por Vilar, Oliveira e Stamford
(2002), com modificacdo. Aliquota de 5 g de amostra (figado de frango triturado) foi
adicionada de 0,5 g de NaCl e 25 mL de solugdo metanol grau HPLC:H,O (70:30, v/v) e
agitada a 150 rpm por 30 min, posteriormente foi filtrada qualitativamente, seguida de
membrana de vidro de 45um (Macherey-Nagel, Alemanha). Aliquotas de 500 pL do filtrado
foram secas em banho a 40°C sob fluxo de nitrogénio, ressuspensas em 500 pL de

PBST:Metanol (9:1, v/v) e diluidas no mesmo solvente.
2.2.4 Validagéo intralaboratorial de ic-ELISA para quantificacdo de AFB;

2.2.4.1 Exatiddo
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A exatiddao foi avaliada através da metodologia de recuperacdo. Foram
utilizadas pelo menos trés concentracdes que estavam dentro da faixa linear, sendo realizadas
trés repeticOes, analisadas em triplicata (Regulamento (CE) n° 401/2006, 2006; INMETRO,
2007).

2.2.4.2 Precisao

A precisdo foi avaliada por repetibilidade e precisdo intermediéria. A
repetibilidade foi realizada pela precisdo intracorrida, avalida através de trés concentracdes
analisadas, em sete replicatas no mesmo dia. Precisdo intermediaria foi realizada pela precisdo
inter-corrida, avaliada através de trés concentracfes analisadas, em sete replicatas em trés dias
diferentes (ANVISA, 2003 e INMETRO, 2007).

2.2.4.3 Linearidade

A linearidade estd apresentada pela equacdo de regressdo linear e
coeficiente de determinacdo (R?) utilizando pelo menos cinco pontos da curva de calibragdo
(ANVISA, 2003 e INMETRO, 2007).

2.2.4.4 Especificidade

A especificidade foi realizada pelo estudo da interferéncia da matriz sem
contaminacgéo, em que foi comparado a % de ligagdo da matriz (50 uL matriz diluida + 50 puL
do AcM 1:10%) em relacéo a % ligacdo do AcM (50 pL metanol:PBST (1:9, v/v) + 50 uL do
AcM 1:10%. As solugBes do extrato da matriz foram diluidas 2x, 5x, 10x e 15x em
metanol:PBST (1:9, v/v). Posteriormente, comparou-se a curva padrdo na presenca da matriz,
em que os pontos da curva foram solubilizados no extrato da matriz diluido pelo fator preé-
definido, com a curva padrdo na auséncia da matriz, em que os pontos da curva foram
solubilizados em metanol:PBST (1:9, v/v). Dois métodos de comparacdo foram usados, de
acordo com o INMETRO (2007), sendo eles a analise de médias pelo teste t (Student) e a
analise dos desvios entre curva de referéncia e a curva matrizada — % de interferéncia
(INMETRO, 2007).
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2.2.4.5 Robustez

Robustez foi avaliada pela execucdo de curvas padrdo por dois analistas
diferentes, variacdo no tempo de sensibilizacdo da placa (18 e 24 h), e uso de duas pipetas de
marcas diferentes para preparo das solucdes de AcM anti-AFB; e anti-lgG-HRP (ANVISA,
2003 e INMETRO, 2007).

2.2.4.6 Limite de detecgéo e quantificacdo

Limite de detec¢do do método (LD) foi determinado pelo calculo da média
do branco subtraida de 3,143 vezes o desvio padrdo. Média e desvio padrdo do branco foram
obtidos em sete replicatas (INMETRO, 2007).

Limite de quantificacdo (LQ) foi definido pelo calculo da média do branco
subtraida de 5 vezes o desvio padrdo. Média e desvio padrao do branco foram obtidos em sete
replicatas (INMETRO, 2007).

2.2.5 Andlise Estatistica

Os dados paramétricos gerados na validacdo do ic-ELISA foram avaliados
pelo teste de andlise de variancia (ANOVA), seguido do Teste de Tukey, considerando-se

nivel de significancia de 5%, através software Statistica v.10 (StatSoft®, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PRODUCAO DE ACM ANTI-AFB1 ATRAVES DE CULTIVO DE HIBRIDOMA AF4

O hibridoma AF4 foi gerado por Kawamura et al. (1988), conjugando AFB;
com BSA. Através da analise por ic-ELISA, o AcM IgG anti-AFB; apresentou reatividade
cruzada com AFB; de 100%; AFB; de 2,3%; AFG; de 3,4%, AFG; de 2,4%, entre outros
analogos, o que demonstra a especificidade imunoldgica do AcM produzido (Tabela 1).

O hibridoma AF4 foi cultivado em meio RPMI com 50% de SFB, seguido
de adaptacdo gradativa ao meio H-SFM até 100%, condicdo considerada ideal para
purificacdo, visto que esse meio ndo necessita de suplementacdo com SFB, diminuindo o teor

de proteinas naturalmente presentes no soro, assim reduz-se o contetdo de interferentes no
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processo de purificacdo, bem como na padronizacdo de imunoensaios (HARLOW & LANE,
1988c; LEGAZPI et al., 2005 e EVEN; SANDUSKY; BARNARD, 2006).

Tabela 1 - Reatividade cruzada de AcM produzido pelo hibridoma AF4.

Aflatoxina % Reatividade Cruzada
AF4
B, 100
B, 2,3
G, 3,4
G, 2,4
AFL I 14,1
AFL 1I° 122
M; 4,5
Q: 10,8
Py >1,3
Boa >1,3

& AFL |, isdbmero natural [1S]-aflatoxicol
® AFL I, isdmero natural [1R]-aflatoxicol
Fonte: KAWAMURA et al., 1988.

O volume total de sobrenadante produzido em meio H-SFM foi de 12 litros.
A purificacdo de AcM seguiu por processos de filtragdo, precipitacdo com sulfato de amonio,
cujo método é comumente utilizado para remover proteinas da solucdo por salting out, por se
tratar de sal com alta solubilidade, baixo custo e baixa toxicidade (LIMA et al., 2008), e por
didlises do AcM precipitado em solucBes de PBS, o volume total do dialisado obtido foi de
346 mL. A concentracdo proteica (IgG) do dialisado, determinada a 280 nm (HARLOW &
LANE, 1988c), foi de 1,47 mg/mL, obtendo-se no total 508,6 mg de anticorpo. O dialisado
foi dividido em aliquotas de 10 mL e congelado a -20°C, para uso nos imunoensaios uma
aliquota com concentracéo equivalente a 555 pug/mL foi utilizada.

Na eletroforese segundo metodo de Laemmli (1970), o detergente
desnaturante SDS dissocia proteinas nas suas subunidades individuais e consequentemente
elimina as estruturas secundarias e terciarias, j& o mercaptoetanol quebra as pontes de
dissulfeto, separando cadeias leves e pesadas das imunoglobulinas (CHIOU & WU, 1999). Na
Figura 1 visualiza-se uma banda equivalente a aproximadamente 25 kDa e outra de
aproximadamente 50 kDa decorrentes da quebra das moléculas de 1gG, que consiste em uma
glicoproteina com massa molecular de aproximadamente 150 kDa , na forma de um tetrdmero
com duas cadeias leves de 25 kDa e duas cadeias pesadas de 50 kDa idénticas (HARLOW &
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LANE, 1988a). A quebra incompleta pode manter a cadeia leve unida a pesada, resultando em
banda equivalente a 75 kDa, assim como a falta de quebra pode manter a molécula de IgG
intacta, resultando em banda equivalente & 150 kDa . A presenca das bandas equivalentes as
cadeias leves e pesadas de 1gG comprova a obtencdo de anticorpos monoclonais a partir do
hibridoma AF4 em meio H-SFM.

Figura 1 — Perfil eletroforético pds-dialise de AcM 1gG anti-AFB; em SDS-PAGE.
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3.2 OTIMIZACAO DE ACM ANTI-AFB; E CONJUGADO ANTI-IGG-HRP POR I-ELISA

Para confirmacdo da atividade anti-AFB; do AcM e para desenvolvimento e
padronizacdo de ic-ELISA, foi realizado i-ELISA para determinar os titulos de AcM e de anti-
lgG-HRP a serem utilizados. A Figura 2 mostra as diluicdes de 1:10 a 1:10° de AcM testadas
com concentracdes de 1:2000, 1:4000 e 1:6000 de anti-IgG-HRP.

A melhor precisdo é definida para diluicdo do AcM mais proximo do
necessario para atingir 50% de ligacdo em relacdo a concentracdo inicial, sendo o parametro
denominado 1Csy (Inhibition Concentration at 50%), normalmente utilizado para expressar a
sensibilidade do imunoensaio (NUNES, 2005). Sendo assim, observa-se que a diluicdo 1:10"
de AcM apresentou valor médio de absorvancia proximo de 50% de ligacdo em todas as
diluicdes de anti-lgG-HRP testadas, com valores de A=1,502 (61,8% de ligacdo) para 1:2000
de anti-lgG-HRP; 1,051 (51,3% de ligacdo) para 1:4000 de anti-lgG-HRP; e 0,8945 (48,5%
de ligacéo) para 1:6000 de anti-lgG-HRP.
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Figura 2 — Perfil do titulo de AcM anti-AFB; e conjugado anti-lIgG-HRP.
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A diluicdo de anti-lgG-HRP a ser utilizada foi definida com base nos
valores médios de absorvancia encontrados quando utilizado AcM na diluicdo 1:10*. Na
diluicdo 1:6000, o valor médio de absorvancia obtido (0,8945) foi satisfatério por estar mais
proximo dos valores ideais de absorcdo, entre 0,2 e 0,8, para evitar desvios na Lei de
Lambert-Beer (SKOOG; WEST; HOLLER, 1992), além de reduzir a quantidade de reagente

utilizado, minimizando o custo final da reacéo.
3.3 PROCEDIMENTO IC-ELISA

Inicialmente, o ic-ELISA era realizado utilizando 100 pl de conjugado
AFB;:-BSA e de anticorpo secundario, ¢ 200 pl de solu¢ao bloqueio. A redugdao no volume
para 50 ul de conjugado e anticorpo, e 150 ul de solugdo bloqueio, demonstrou melhor
linearidade da curva padréo, expressa por coeficiente de determinagéo (R?) (Tabela 2). Assim
como, 0 emprego de menor quantidade de reagentes reduziu o custo final da reagéo, conforme

comparagdo com o valor do kit comercial (Tabela 3).

Tabela 2 — Otimizacdo do procedimento de ic-ELISA.

Volume Preconizado  VVolume Modificado

(nL) (nL)
AFB;-BSA 100 50
PBS-BSA 0,1% 200 150
Anti-lgG-HRP 100 50

R’ 0,9875 0,9917
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Tabela 3 — Comparagéo de valores entre ic-ELISA desenvolvido e Kit comercial.

Reagente Ic-Elisa desenvolvido* Kit-Comercial
AFB;-BSA R$ 0,90

BSA R$ 0,55

AcM IgG anti-AFB; fakad -
Anti-lgG-HRP R$ 1,00

Placa de 96 pocos R$ 10,00

Valor total R$ 12,45 R$ 2.080,00

*Custo por placa de 96 pocos
** Valor considerado irrisorio por estar abaixo de R$ 0,01

E importante ressaltar que embora o custo do AcM usado em uma placa de
ic-ELISA seja irrisorio (abaixo de R$ 0,01), deve-se considerar que a manutengédo do cultivo
de hibridoma AF4 e purificagdo de AcM gerou um custo de aproximadamente R$ 1.500,00
com total obtido de 508,6 mg de AcM, suficiente para aproximadamente um milhdo e
oitocentas mil placas de 96 pocos de ic-ELISA.

3.4 EXTRACAO DE AF NA MATRIZ ALIMENTAR

Diferentes métodos de extracao foram comparados quanto a interferéncia da
matriz e recuperacdo para um valor fixo de AFB; (5,0 ng/g), os dados estdo descritos na
Tabela 4. Nos métodos cuja melhor diluicdo foi equivalente a 50x, ndo foi testada a
recuperacdo, visto que a diluicdo da matriz resultaria em alto LQ (proximo a 12,5 ng/g),
invidvel para este estudo ja que os niveis de contaminacdo de AFB; em figado de frango
encontrados na literatura variam de 0,54 a 5,8 ng/g (STAMFORD et al., 2005, VILAR;
OLIVEIRA; STAMFORD, 2002 e SALLE et al., 2001).

Tabela 4 — Teste de extracdo de AFB; em figado de frango.

I\éitt?gga%e Diluicao* Ir'l';lzrtfrei;e(r;z;ga Recuperagcao (%) Referéncia
1 50x 10,0 Fxk Vilar; Oliveira; Stamford (2002)
2 50x 18,9 Fxk Stubblefild e Shotwell (1931)
3 50x 15,8 Fxk Anfossi et al. (2015)
4 Puro 14,5 121,0 Gathumbi et al. (2003)
5 5x 4.1 25,8 Kit comercial
6 Bx 9.8 100,0 Vilar; Oliveira; Stamford (2002),

modificado

*Diluicdo equivalente a menor interferéncia da matriz, desde que CV < 15%j;

** Resultados expressos em % da média de trés repeticdes analisadas em triplicata;

***Ndo foi testada a recuperagdo, pois 0 LQ do método na dilui¢do 50x seria proximo de 12,5 ng/g, inviavel para
este estudo.
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Os testes de recuperacgdo, conduzidos para os trés métodos com diluicdo da
amostra igual ou menor a 5x, apresentaram taxas de recuperacdo equivalentes a 121%, 26% e
100% para os metodos denominados 4, 5 e 6, respectivamente. Sucintamente, a principal
diferenca entre eles é extracdo com metanol:acetona (50:50, v/v) por agitacdo magnética (30
min), seguida de centrifugacdo no método 4, enquanto que nos métodos 5 e 6 o0 solvente
extrator € metanol:H,O (70:30, v/v), seguido de agitacdo em vértex (2 min) ou agitacdo a 150
rpm (30 min) para os 0os métodos 5 e 6, respectivamente.

O nivel aceitavel de recuperagdo para concentracdes de AFB; entre 1 e 10
ug/kg esta entre 70 e 110% (EC 401, 2006), portanto o método de extracdo de escolha para
este estudo foi segundo Vilar, Oliveira e Stamford (2002), com modificacdes (adicdo de 0,5 g

de NaCl), que apresentou recuperacao dentro dos parametros da legislacao.

3.5 VALIDACAO INTRALABORATORIAL DE IC-ELISA PARA QUANTIFICACAO DE AFB; EM

FIGADO DE FRANGO

A interferéncia de matriz € um parametro importante a ser avaliado quando
se trata de alimentos, por ser uma matriz complexa composta de macro e micronutrientes, e
quando se trabalha com imunoensaios, devido as reacGes falso-positivas que podem ser
geradas pela matriz. Nas rea¢Ges falso-positivas hd uma diminuigdo do desenvolvimento da
cor, que pode sugerir a presenca do analito, isso ocorre quando a atividade enzimatica é
inibida pela presenca de interferentes da amostra; quando a matriz prejudica a ligacdo
adequada entre o analito (antigeno) e o anticorpo, ou ambos os fendmenos acontecendo
simultaneamente (FOSTER; EISENSTADT; MILLER, 1983 apud LEE et al., 2004 e
CAMPBELL et al., 1990 apud LEE et al., 2004).

A especificidade foi avaliada primeiramente pela interferéncia da matriz
sem contaminagdo, observa-se na Figura 3 que a diluigdo 2x apresentou menor interferéncia
de matriz entre as testadas (p < 0,05), com valor médio de 4,1% + 2,51 e poderia ser a de
escolha para este estudo, a ndo ser por dois fatores importantes na validacdo que sdo
comprometidos por essa diluicdo, sendo eles o coeficiente de variagdo elevado (CV = 61%),
quando se recomenda CV abaixo de 15% (ANVISA, 2003) e baixa recuperacdo, com valores
médios de 28,2% para amostra contaminada com 5,0 ng AFB1/g de figado, sendo o aceitavel
entre 70 e 110% (EC 401, 2006). O fato de a menor diluicdo ter apresentado a menor
interferéncia de matriz pode ser explicado pela integridade do anticorpo monoclonal, que €é

mantida pela protecao inerente de proteinas do figado de frango que estdo presentes na matriz,
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por outro lado, a diversidade e quantidade de proteinas presentes geram alto desvio padréo

pela baixa homogeneidade da matriz.

Figura 3 — Interferéncia da matriz em ic-ELISA para determinacdo de AFB; em figado de

frango.
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Resultados expressos em médias de % de interferéncia, n=12.
*b Diferenca significativa (p < 0.05, one-way-ANOVA).

As diluicbes equivalentes a 15x, 10x e 5x ndo apresentaram diferenca
significativa (p > 0,05), com valores médios de interferéncia de 10,1% * 3,30 (CV = 33%);
11,0% + 2,65 (CV = 24%) e 9,8% + 1,33 (CV = 14%) respectivamente. A diluicdo
equivalente a 5x foi escolhida por apresentar coeficiente de variacdo dentro do especificado
pela legislagdo, e por garantir boa recuperagdo, com valor médio de 100,0% para amostra
contaminada com 5,0 ng AFB,/g de figado em ensaios preliminares.

Definida a dilui¢do de 5x para a matriz, foram comparadas as curvas padréo
na auséncia e na presen¢a da matriz. A Figura 4 representa 0 método de comparacdo pela
analise dos desvios (INMETRO, 2007), verifica-se que ha sobreposi¢cdo dos desvios para
todos os pontos analisados (0,05 ng/mL a 5,0 ng/mL) entre a curva padrdo na auséncia da
matriz e a curva matrizada - % interferéncia, evidenciando similaridade entre elas, fato este
comprovado pela andlise de médias pelo teste t (Student), em que ndo houve diferenga

significativa entre os pontos analisados de ambas as curvas (p > 0,05).
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Figura 4 - Anélise de desvios entre curva padrdo e matrizada para determinagdo de AFB; em
figado de frango. Quadrados e losangos representam a média de % ligacdo de trés curvas
padréo realizadas em triplicata em dias diferentes. Barras representam o desvio padré&o.
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A linearidade foi avaliada pela curva de calibracdo com padrdes de AFB;
que foram previamente quantificados em espectrofotometro (Biochrom, modelo Libra S22,
UK), empregando comprimento de onda de 360 nm e coeficiente de absortividade molar de
21.800 M™* L™ em™ (1AL, 2008). A curva de calibracio consistiu em cinco pontos variando de
0,05 ng/mL a 5,0 ng/mL (Figura 5), com equacao de regressao expressa em y = -13.34 In(x) +
50.352 e R%igual a 0,9917 (p < 0.05), os resultados confirmam a linearidade do método.

Figura 5 — Curva padrdo para deteccdo de AFB; por ic-ELISA. Losangos representam a
média de % ligacdo de sete curvas padrdo realizadas em dias diferentes. Barras representam o
desvio padréo.
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O teste de recuperacdo de AFB; permitiu avaliar a exatiddo do método,
amostras contendo 5 g de figado triturado foram adicionadas de solucGes de AFB; nas
concentragdes de 1,5; 3,0 e 5,0 ng/g, homogeneizadas em vortex e armazenadas overnight a
8°C antes da extracdo. As taxas de recuperagdo estdo descritas na Tabela 5, amostras de
figado contaminadas com 1,5 ng/g foram quantificadas com valor médio de 1,4 ng/g £ 0,07, a
recuperacdo variou de 85,2 a 93,9% (média de 90,5%), para amostras contaminadas com 3,0
ng/g obteve-se valor médio de 2,9 ng/g + 0,13, com recuperagdo de 92,3 a 101,1% (média de
96,5%) e amostras contendo 5,0 ng/g de AFB; obtiveram valor médio de 4,1 ng/g + 0,12, com
recuperacdo de 78,7 a 83,2% (média de 81,3%). Nas trés concentracdes avaliadas, as taxas de
recuperacdo estdo dentro do valor recomendado de 70 a 110% para concentracfes de AFB;
entre 1 e 10 pg/kg (CE n° 401/2006, 2006).

Tabela 5 — Recuperacdo de AFB; em amostras de figado de frango por ic-ELISA.

AFB; adicionada Média + DP* Ccv Recuperacdo Valor de Referéncia**
(ng/g) (ng/g) (%) (%) (%)
15 1,4+ 0,07 51 90,5
3,0 29+0,13 4,6 96,5 702 110%
5,0 4,1+0,12 2,9 81,3

* Resultados expressos em média + DP de trés repeti¢des analisadas em sete replicatas.
** Segundo Regulamento (CE) n° 401/2006, 2006.

Os valores de recuperagdo obtidos neste estudo sdo superiores aos
encontrados por Gathumbi et al. (2003), que também avaliaram a aplicacdo de imunoensaio
enzimatico na deteccdo de AFB; em figado de frango. Os autores obtiveram taxas de
recuperacdo variando de 52,6 a 65,5% para amostras contendo de 1,0 a 5,0 ng de AFB1/g, a
recuperacdo estd em desarcordo com o preconizado pela Comunidade Européia (CE n°
401/2006), enquanto que neste trabalho a recuperacdo média para 5,0 ng de AFB,/g foi de
81,3%, a divergéncia nas taxas de recuperacdo deve-se provavelmente a diferencas no
processo de extracdo entre os trabalhos.

A analise de precisdo foi conduzida por repetibilidade e precisdo
intermediaria (Tabela 6). A repetibilidade, que avalia a precisdo intracorrida, apresentou
coeficiente de variacdo abaixo do preconizado de 15% pela ANVISA (2003) para todas as

concentragdes testadas, com valores de 3,8%, 4,6% e 4,0% para as concentracfes de 1,5 ng/g,
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3,0 ng/g e 5,0 ng/g respectivamente, os coeficientes baixos indicam pouca variacdo na leitura
dos resultados em uma mesma corrida, garantindo a repetibilidade do método. Da mesma
forma, a precisdo intermediaria apresentou resultados satisfatorios de CV para as trés
concentragdes testadas, com valores de 4,7%, 6,9% e 4,1% para as concentracdes de 1,5 ng/g,
3,0 ng/g e 5,0 ng/g respectivamente, todos abaixo de 15%, preconizado pela legislagéo,

garantindo a precisdo do método para analise intercorrida, conduzida em dias diferentes.

Tabela 6 — Andlise de precisdo conduzida para determinacdo de AFB; em figado de frango
por ic-ELISA.

AFB, (ng/g) Repetibilidade® Precisdo Intermediaria®  Valor de Referéncia®
L9 CV (%) Média (%)  CV (%) Média (%) CV (%)
15 3,80 4,73
3,0 4,62 4,13 6,90 5,24 15
5,0 3,97 4,09

® Resultados expressos em coeficiente de variagdo (CV) de uma repeticdo analisada em sete replicatas para cada
concentragao.

® Resultados expressos em coeficiente de variagdo (CV) de trés repeticdes analisadas em sete replicatas para cada
concentracdo em dias diferentes.

¢ Segundo ANVISA, 2003.

A robustez foi avaliada pela precisdo das analises sujeitas a pequenas
alteracbes em trés variaveis no ic-ELISA, a primeira variavel testada foi a mudanca de
operador durante a realizacdo de curvas padrdo, o coeficiente de variacdo obtido para as cinco
concentragdes testadas em triplicata, em sete dias diferentes, variou de 4% a 8% nas
concentragdes de 0,05 e 5,0 ng/mL, respectivamente, indicando baixa variacdo com a troca de
analistas. As demais varidveis foram testadas durante o ensaio de precisdo para as trés
concentragdes analisadas, foi alterado o tempo de sensibilizacdo (18 e 24 h) de AFB;-BSA na
placa, e foi usado duas micropipetas de marcas diferentes para preparo das solugdes de AcM
anti-AFB; e anti-lgG-HRP, de acordo com os baixos valores de CV obtidos na repetibilidade
e precisao intermediaria ja descritos anteriormente, é possivel afirmar que o método € robusto
para as trés variaveis testadas.

O limite de deteccdo calculado para este método foi de 1,2 ng AFB;/g de
figado, resultado similar ao encontrado por Gathumbi et al. (2003), equivalente a 1,0 ng/g de

AFB; e proximo aos kits comerciais tradicionais, com valores de 0,6 ng/g (marca A) e 2 ng/g



70

(marca B). O limite de quantificacdo calculado foi de 1,8 ng AFB:/g de figado, porém,
segundo o INMETRO (2007), na analise em nivel de tragos recomenda-se adotar LQ como a
menor concentragdo da curva padréo (neste estudo igual a 0,05 ng/ml, equivalente a 1,5 ng/g
de figado) e este, ap6s determinado, deve ser testado quanto & precisdo e exatiddo. Assim
optou-se por testar o LQ de 1,5 ng AFB.1/g de figado, e conforme resultados ja apresentados
anteriormente, verificou-se que os parametros exigidos pela legislacdo foram satisfatérios,

confirmando-se o LQ = 1,5 ng/g.

4. CONCLUSAO

A produgdo nacional de imunorreagentes e o desenvolvimento e
padronizacdo de métodos imunoldgicos é um realidade promissora e necessaria, em especial
para reduzir a dependéncia por kits importados. O AcM anti-AFB; produzido neste estudo, a
partir do hibridoma AF4, demonstrou alta especificidade, atingindo titulo de diluicdo
equivalente a 1:10.000 na utilizacdo por ic-ELISA, esse parametro, aliado aos demais
avaliados neste estudo, permitiu o desenvolvimento de imunoensaio com custo cerca de 160
vezes inferior aos kits comerciais. O ic-ELISA desenvolvido se mostrou promissor na
aplicacdo para triagem de AFB; em figado de frango, com as vantagens de apresentar
sensitividade, especificidade, limites de deteccdo e quantificacdo condizentes com 0s niveis
de contaminacdo naturalmente encontrados, além de permitir o uso de baixa quantidade de

solvente e ser um método de facil execucao.
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Aflatoxina B;: imunofluorescéncia in situ e toxicidade em embrido de frango. 2016.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) - Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. Orientadora Prof2. Dr2. Elisa Yoko Hirooka.

RESUMO

O Brasil é lider mundial em exportacdo de carne de frango e o segundo maior produtor, a
garantia da satde e producgdo animal é essencial na manutencdo de posi¢do destaque perante
economia nacional e mundial. Compostos tdxicos produzidos por fungos do género
Aspergillus, as aflatoxinas (AF), sdo ameaca por contaminar as ragdes e causar efeitos toxicos
e carcinogénicos em aves. Imunofluorescéncia, técnica de base imunoldgica, é promissora na
deteccdo de aflatoxicoses por permitir visualizacdo mais clara e definida de lesGes
microscopicas no tecido, em associacdo com a deteccdo do agente causador (AF). Anticorpo
monoclonal (AcM) antiaflatoxina foi produzido in vitro, através do cultivo de hibridoma
linhagem AF4 em meio RPMI + 50% de soro fetal bovino (SFB), seguido de adaptacéo
gradual ao meio H-SFM, resultando no total de 508,6 mg de anticorpo purificado. O AcM, ao
titulo de 1:100, foi aplicado na deteccdo direta de AFB; em tecido hepatico de embrido de
frango por imuno-histoquimica colorimética (DAB-diaminobenzidina) e imunofluorescéncia
(FICT-Fluorescein Isothiocyanate). Analise macroscopica, histoldgica e imuno-histoquimica
foram conduzidas em quatro grupos experimentais com sete ovos embrionados cada,
denominados G1: sem tratamento; G2: controle negativo da solucdo veiculo (50% DMSO:
50% H,0); G3: 50 ng AFB/ovo e G4: 1 ng AFB;/ovo, injetados via saco de gema. Apds 24 h
de exposicdo, os embrides foram eutanaziados para analise, a taxa de sobrevivéncia foi de
85,7%; 42,9%; 28,6% e 0% para os grupos G1, G2, G3 e G4, respectivamente. N&do houve
diferenca significativa no tamanho dos Orgdos entre os grupos (p > 0,05). As lesdes
macroscapicas evidentes nos grupos tratados com AFB; foram hemorragia no coracédo (42,9%
no G4; 28,6% no G3; 14,3% no G2 e sem observacdes no G1) e hemorragia no pulméo
(57,1% no G4; 42,9% no G3 e sem observacfes no G2 e G1). Figado e rins hemorragicos
foram evidenciados com maior frequéncia nos grupos tratados e controle (71,4% no G4 e G3;
42,9% no G2 e 14,3% no G1, para figado; 57,1% no G4, G3 e G2 e 14,3% no G1, para rim),
visto que o veiculo dimetilsulféxido (DMSO) também apresentou toxidez contra os embrides.
Orgéos friaveis, que caracterizam os primeiros sinais de aflatoxicose, foram evidenciados no
G4 (57,1%) e G3 (42,8%), mas ndo nos grupos controle. Na analise histolégica, ndo houve
diferenca significativa no escore lesional total hepatico entre os grupos G2, G3 e G4 (escore
de 13,9; 14,1 e 16,3, respectivamente; p > 0,05), mas houve diferenca dos trés grupos em
relacdo ao G1 (escore de 3,1; p < 0,05). A presenca de dissociacdo dos hepatdcitos, necrose e
inflamacdo aleat6ria foram expressivas nos grupos tratados com AFB; e DMSO, ndo sendo
detectadas G1. Na imuno-histoquimica, ambas as técnicas colorimétrica e fluorescente foram
capazes de detectar AFB; no tecido, sendo que a imunofluorescéncia permitiu a visualizacdo
definida da marcacdo da toxina nos hepatocitos, se comparada a colorimétrica, que marcou
toda a extencdo dos hepatocitos com deposicdo do DAB. A imunofluorescéncia se mostrou
promissora no diagndstico de aflatoxicose em frango.

Palavras-chave: anticorpo monoclonal, imuno-histoquimica, aflatoxicose
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Aflatoxin B;. immunofluorescence in situ and toxicity in chicken embryo. 2016.
Dissertation (Masters in Food Science) - Department of Food Technology, State University of
Londrina, Londrina. Advisor Prof, Dr2. Elisa Yoko Hirooka.

ABSTRACT

Brazil is the world's leading exporter of chicken meat and second main producer, ensuring
animal health and production is essential to maintain this leading position in national and
world economy. Toxic compounds produced by fungi of the genus Aspergillus, the aflatoxins
(AF), are threat in order to contaminate feed and cause toxic and carcinogenic effects in
poultry. Immunofluorescence, an immunological based technique, is promising for detection
of aflatoxicosis to allow clearer and distinct visualization of microscopic lesion in the tissue,
in association with the detection of the causative agent (AF). Monoclonal antibody (mAb)
anti-aflatoxin was produced in vitro, by the cultivation of hybridoma lineage AF4 in RPMI
medium + 50% fetal bovine serum (FBS), followed by gradual adaptation to the H-SFM
medium, resulting in a total of 508.6 mg of purified antibody. Mab was applied for direct
detection of AFB; in liver tissue of chicken embryo, at a titer of 1. 100, by colorimetric
immunohistochemistry  (DAB-diaminobenzidine) and  immunofluorescence  (FITC-
Fluorescein Isothiocyanate). Macroscopic, histological and immunohistochemical analysis
were conducted in four groups with seven embryonated eggs each, defined as: G1: no
treatment; G2: negative control of vehicle solution (50% DMSO: 50% H,0); G3: 50 ng
AFBsi/egg and G4: 1 ng AFBi/egg, injected via yolk sac. After 24 hours of exposure, the
embryos were sacrificed for analysis, the survival rate was 85.7%; 42.9%; 28.6% and 0% for
the groups G1, G2, G3 and G4, respectively. There was no significant difference in the size of
organs between the groups (p > 0.05). The evident macroscopic lesions in the groups treated
with AFB; were heart hemorrhage (42.9% in G4, 28.6% in G3, 14.3% in group 2 and no
observations in G1) and lung hemorrhage (57.1% in G4, 42.9% in G3 and no observations in
G2 and G1). Hemorrhage in liver and kidney were evidenced more frequently in treated and
control groups (71.4% in G4 and G3, 42.9% in G2 and 14.3% in G1, for liver; 57.1% in G4,
G3 and G2 and 14.3% in G1, for kidney), since dimethylsulfoxide (DMSO), used as a vehicle
solution, also showed toxicity against embryos. Friable organs, that characterize one of the
first aflatoxicosis signals, were observed in G4 (57.1%) and G3 (42.8%), and not observed in
control groups. At the histological analysis, there was no significant difference in total lesion
score of the liver between G2, G3 and G4 (score of 13.9, 14.1 and 16.3, respectively; p >
0.05), but there was difference of the three groups compared to G1 (score 3.1; p < 0.05). The
presence of dissociation of hepatocytes, necrosis and inflammation areas were expressive in
the groups treated with AFB; and DMSO, not being detected in G1. The analysis by
immunohistochemistry, both colorimetric and fluorescent techniques were able to detect
AFB; in tissue, immunofluorescence allowed defined visualization of the toxin in
hepatocytes, compared to colorimetric, that has marked the whole extension of hepatocytes by
deposition of DAB. Immunofluorescence has been promising for diagnosis of aflatoxicosis in
chicken.

Key words: monoclonal antibody, immunohistochemistry, aflatoxicosis
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1 INTRODUCAO

Aflatoxina representa um grupo de micotoxinas amplamente estudado
devido aos seus efeitos comprovadamente toxicos e carcinogénicos, sdo produzidas pelos
fungos do género Aspergillus, sobretudo por A. flavus, A. parasiticus e A. nominus. Os
principais analogos sdo Bi, By, G; e Gy, seus efeitos toxicos estdo relacionados, sobretudo, a
hepatotoxicidade e hepatocarcinogénese, sendo a aflatoxina B; classificada no Grupo | —
carcinogénica para o homem, segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC, 2002).

AF contaminam alimentos de consumo humano e animal, sobretudo os
cereais, que estdo susceptiveis ao crescimento de fungos toxigénicos, tanto na etapa de
producdo a campo, quanto durante o armazenamento dos gréos (OKOLI et al., 2007). O Brasil
se consolidou como principal exportador de carne de frango no mundo, e atingiu a marca de
segundo maior produtor dessa carne em 2016 (ABPA, 2015 e ABPA, 2016). Portanto, a
deteccdo precoce de aflatoxicose em animais é importante na implementacdo de medidas
rapidas e efetivas para seu controle, evitando perdas na producgdo e garantindo a satde animal.

As aves apresentam efeitos toxicos das AFs em concentracdes abaixo de 15-
30 pg/kg de peso corporal, a via de metabolizagdo da aflatoxina em aves e similar a que
ocorre em humanos, resultando nos mesmos metabolitos e AFB;-8,9-exo-epoxido a partir da
AFB; que pode se ligar ao DNA, proteinas e outros nucledfilos, acarretando em mutacdes e
efeitos carcinogénicos. A diferenca ocorre na falta de eficiéncia no sistema de detoxificacdo
mediado pela glutationa S-transferase (GST) em aves, com baixa afinidade do epéxido-AFB;
pelas GSTs, sendo essa a provavel razdo de aves serem extremamente sensiveis a AFB;
(KLEIN, 2000 apud RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010).

Os efeitos toxicos das AFs em frango sdo mais relevantes na fase inicial de
criacdo, porém o efeito negativo no ganho de peso persiste até a fase final (HUFF, 1986 apud
TESSARI; CARDOSO, 2012). Na intoxicagdo aguda os principais efeitos observados sdo
perda de apetite, hepatite aguda, ictericia, hemorragia e morte. A primeira mudanca é aumento
de orgdos internos como figado, baco e rins, enquanto a “bursa de Fabricius” e o timo
diminuem (OSWEILER, 1990 apud TESSARI; CARDOSO, 2012). Na sindrome crénica, 0
sinal mais evidente é a diminuicdo da taxa de crescimento dos animais (LEESON, 1995 apud
TESSARI; CARDOSO, 2012).

O desenvolvimento de técnicas sensiveis, que permitam a detecgdo de AF e

a visualizacdo dos seus efeitos tdxicos no tecido animal, € importante no diagnostico efetivo
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de aflatoxicoses. A imuno-histoquimica permite esse diagnostico, por associar a detec¢do do
agente toxico ou etiolégico de uma doenca, com a visualizacdo de lesdes microscopicas
compativeis com a presenca do agente no organismo, sendo promissora no diagnéstico de
intoxicacOes, infeccOes e na deteccdo de neoplasias em sua fase inicial. (ROCHA et al., 2004
e GUEDES, 2010).

A imunofluorescéncia € uma técnica analitica promissora, 0s marcadores
fluorescentes tornaram-se escolha de utilizacdo em técnicas de imuno-histoquimica, por terem
se desenvolvido rapidamente nos Gltimos 15 anos e apresentarem as vantagens de alta
sensitividade observadas em enzimas e compostos radioativos, mas sem 0S perigos
radioativos associados (LI; ZHANG; ZHANG, 2009).

A técnica de imunofluorescéncia permite a deteccdo e visualizagdo mais
clara e definida de estruturas celulares como nucleo, citoplasma e organelas, possibilitando a
coloracdo de cada estrutura em uma cor diferente, o que facilita a diferenciacdo e permite a
identificacdo de alteracGes nessas estruturas, sendo promissora no diagnostico de

aflatoxicoses em tecidos animais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS

Um total de 28 ovos embrionados SPF (livres de patégenos especificos) de
galinhas (Gallus gallus domesticus), provenientes da Empresa VALO BioMedia do Brasil,
Uberlandia — MG, foram utilizados nos testes.

O hibridoma linhagem AF4 secretor de AcM especifico para AFB; (isotipo
IgG; lambda), derivado de mieloma linhagem SP2/0-AG14 e célula esplénica de camundongo
BALBI/c, foi gerado por Kawamura et al. (1988) em Faculty of Pharmaceutical Sciences,
Science University of Tokyo e, mantidas em Department of Biochemistry and Food Science,
Faculty of Agriculture, Kagawa University, Japéo.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais,
da Universidade Estadual de Londrina, em 18 de dezembro de 2014, conforme registro sob o
processo CEUA n° 24700.2014.99 (Anexo A).
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2.2 METODOS

2.2.1 Producédo de AcM especifico para aflatoxina

O cultivo do hibridoma foi iniciado em meio RPMI (Gibco Co., USA) com
50% de soro fetal bovino (Gibco Co., USA), 2 mM de glutamina, 23 mM de bicarbonato de
sodio, 10 mM de HEPES e 1 ml de garamicina (40 mg/mL), para estimular a recuperacdo do
hibridoma congelado. A viabilidade celular foi avaliada microscopicamente com corante vital
Azul de Trypan. O cultivo ocorreu em microplaca de 24 orificios a 37° C com 5% CO..
Procedeu-se a diminuicdo gradativa de SFB até 10% no meio RPMI seguido da adaptacdo em
meio Hybridoma-SFM (serum free medium H-SFM, Gibco Co., USA), adicionando
gradualmente 25, 50, 75 e 100% de H-SFM suplementado com 2 mM de glutamina, 5000
U/mL de penicilina e 5000 ug/mL de estreptomicina (HEUSSNER, 2007; KAWAMURA,
informacdo pessoal, Kagawa University). A producdo de AcM foi realizada em cultivo
estatico no meio H-SFM, efetuando a expanséo celular para frascos de cultivo de 25, 75 e 150
cm?, até a quantidade requerida. O sobrenadante de cultivo contendo o AcM foi filtrado para
remover o material celular, precipitado com sulfato de amonio (NH;).SO,4 (243g/L) sob
agitacdo lenta a 4° C por 16 h, posteriormente foi filtrado e o precipitado proteico foi
dissolvido em menor gquantidade possivel de PBS e dialisado (cut-off de 12000-16000 MM,
tamanho 25 mm x 16 mm) empregando-se PBS (4 x 1 L) a 4° C por 16 h. O AcM produzido
foi avaliado quanto a concentracdo protéica a 280 nm (HARLOW & LANE, 1988c), grau de
pureza por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), conforme Laemmli (1970) e
atividade anti-AFB; por i-ELISA (Kawamura et al., 1988).

2.2.2 Delineamento Experimental

Quatro grupos experimentais foram conduzidos com sete ovos embrionados
cada, designados da seguinte forma: G1: sem tratamento; G2: controle negativo da solucao
veiculo, com inoculacdo somente da solugéo veiculo 50% DMSO (Sigma-Aldrich Co., USA)
: 50% &gua esterilizada; G3: inoculacdo de 50 ng AFBj/ovo e G4: inoculacdo de 1 ng
AFB;/ovo.
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Os padroes de AFB; (Sigma-Aldrich Co., USA) foram previamente
quantificados em espectrofotdmetro (Biochrom, modelo Libra S22, UK), empregando
comprimento de onda de 360 nm e coeficiente de absortividade molar de 21.800 M™* L™ cm™
(1AL, 2008), em seguida foram secos em banho a 40°C sob fluxo de nitrogénio e ressuspensos
em mistura estéril de DMSO: agua (50:50, v/v), as respectivas doses de AFB; foram
ajustadas para inoculac¢ao de volume de 200 pl/ovo.

Os ovos foram incubados a 37°C em incubadora BOD (Biochemical
Oxygen Demand) com controle de umidade, foi realizada rolagem dos ovos quatro vezes ao
dia e ovoscopia diaria para verificar a viabilidade dos embriGes. As soluces controle e
contendo AFB; foram injetadas no 18° dia de incubagdo via saco de gema, seguindo
metodologia descrita por Brunnemann et al. (2002), onde os ovos foram esterilizados com
alcool 70%, a casca perfurada a 0,5 cm da parte pontiaguda com agulha hipodérmica e o local
de injecdo foi selado com parafina. Os embrifes permaneceram em contato com a toxina por
24 horas, e os ovos foram eclodidos para analise no 19° dia de incubacdo. Os embrides foram
eutanaziados e examinados quanto ao desenvolvimento de lesdes macroscopicas; 0s 0rgaos
foram pesados, fixados em formaldeido e processados seguindo dois protocos: Protocolo A -
segundo Azambuja (2004) e Protocolo B - segundo o Manual de Técnicas Histologicas da
Fiocruz (CAPUTO, GITIRANA, MANSO, 2014), ambos descritos no Apéndice. Os figados

dos animais foram analisados por histologia e imuno-histoquimica.

2.2.3 Histologia

Os figados dos embrides, processados pelo Protocolo B, foram submetidos a
cortes semi-seriados de 5 um em Microtomo Leica RM2265, em seguida, as laminas
resultantes foram desparafinizadas e coradas pelo método de hematoxilina e eosina (HE) de
acordo com 0 PROTOCOLO C — HISTOLOGIA, descrito no Apéndice.

A intensidade das lesGes foi classificada em escores de 0 a 3: (0) auséncia de
alteracdes; (1) alteracdo discreta (menos de 25% do corte); (2) alteragdo moderada (de 25 a
50% do corte) e (3) alteracdo intensa (mais de 50% do corte), para cada alteracdo histolégica
foi considerado um peso diferente de acordo com o impacto que exerce sobre a manutengéo
da funcdo do 6rgdo: (1) baixo impacto; (2) médio impacto e (3) alto impacto. O escore total
(Tabela 1) foi calculado multiplicando-se o escore obtido na intensidade da leséo (0 - 3) com

0 peso do impacto da lesdo no tecido (1-3).
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Tabela 1 — Estabelecimento de escore para avaliar lesdo histoldgica em figado.

Tipo de Les&o Fator de Intensidflde da Escore I\_/Iéximo Escore Méximo
Severidade Lesdo Individual Total

Degeneracdo Vacuolar 1 0-3 3

Inflamacéo Centrolobular 2 0-3 6

Inflamacéo Periportal 2 0-3 6

Inflamagdo Aleatoria 2 0-3 6

Hiperplasia Ductal 1 0-3 3

Hipertrofia Ductal 1 0-3 3 60
Necrose 3 0-3 9

Hemorragia 2 0-3 6

Congestéo 1 0-3 3

Fibrose 2 0-3 6

Dissociacao 3 0-3 9

2.2.4 Imuno-histoquimica

Os figados dos embrides, processados pelo Protocolo A, foram submetidos a
cortes semi-seriados de 5 um em Microtomo Leica RM2265, em seguida, as laminas
resultantes foram processadas de acordo com 0 PROTOCOLO D — IMUNO-HISTOQUIMICA,
descrito no Apéndice.

A padronizacdo da técnica imuno-histoquimica foi conduzida pela analise
de trés varidveis: concentracdo de anticorpo primario, concentracdo de anticorpo secundario e
a técnica de visualizacdo da reacdo, almejando a minimizagdo da presenca de artefatos e de
ligacGes inespecificas.

Foram testadas trés concentracBes de anticorpo primario (1:100; 1:1000;
1:10000) e trés concentracdes de anticorpo secundario (1:50; 1:500; 1:5000). Duas técnicas de
visualizagdo da reagdo foram avaliadas, através do uso de anticorpos secundarios ligados a
diferentes marcadores: na reacdo por colorimetria foi empregado o anticorpo secundario
biotinilado, seguido de incubagdo com o complexo avidina-peroxidase e visualizagcdo da
reacdo com a adi¢do do reagente diaminobenzina (DAB); na reacdo por fluorescéncia foi
utilizado o anticorpo secundario ligado ao marcador fluorescente fluoresceina isotiocianato
(FICT), seguido da andlise por imagem através do Programa MOTIC IMAGES ADVANCED
3.2.

A escolha das variaveis foi feita pela classificacdo das laminas em marcacéo
forte ou fraca, homogénea ou heterogénea, presenca de artefatos e background; a defini¢cdo da

positividade da reacdo foi realizada pela comparacdo do corte do tecido com o controle
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negativo (corte do mesmo tecido, na mesma lamina, onde ndo foi colocado o anticorpo

primario).

2.2.5 Andlise Estatistica

Os dados de escore total dos quatro grupos experimentais foram
transformados em raiz quadrada, para atender aos pré-requisitos de distribuicdo normal e
homogeneidade de variancia, e entdo submetidos ao teste de andlise de variancia (ANOVA),
seguido do Teste de Tukey, considerando-se nivel de significancia de 5%, através do software
Statistica v.10 (StatSoft®, USA).

Os dados de escore individual ndo atenderam aos pré-requisitos para o teste
de anélise de variancia (ANOVA), e foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, considerando-se nivel de significancia de 5%, através do software Statistica v.10
(StatSoft®, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PRODUCAO DE ACM ANTI-AFB1 ATRAVES DE CULTIVO DE HIBRIDOMA AF4

Os resultados referentes a producdo de AcM anti-AFB; estdo descritos no

item 3.1 do Capitulo I.

3.2 AVALIACAO MACROSCOPICA

A taxa de sobrevivéncia dos embrides foi de 85,7%; 42,9%; 28,6% e 0%
respectivamente nos grupos sem tratamento, tratado com solucéo veiculo, tratado com 50 ng
AFB;/ovo e tratado com 1,0 ug AFB;/ovo. A DLs estimada para esse estudo estd abaixo de
50 ng AFB;/ovo, o que difere da DLsy = 6,2 ug AFB1/ovo encontrada por Williams, Deschl e
Williams (2011), que utilizaram a mesma solugao veiculo (100 uL DMSO:100 puL H,0) para
solubilizacdo da toxina que a usada neste trabalho, deixando a toxina exposta por quatro dias
nos embrides. Edrington, Harvey e Kubena (1995) verificaram em seu estudo 48% e 68% de
sobrevivéncia na administracdo de 50 ng e 25 ng AFBj/ovo respectivamente, variagdes na
mortalidade e no valor da DLsy podem ocorrer devido as diferencas na sensitividade dos

embrides entre linhagens diferentes, idade do embrido, via de administracdo e volume de
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solvente injetado (EDRINGTON; HARVEY; KUBENA, 1995 e WILLIAMS; DESCHL;
WILLIAMS, 2011). Verificou-se também, que a injegdo de 100 uL. de DMSO isoladamente
no grupo controle G2 causou a morte de mais de 50% dos animais, demonstrando a toxicidade
associada a esse composto nos embrides (WYATT & HOWARTH, 1976).

Os grupos tratados com aflatoxina B; apresentaram alteracGes
macroscopicas nos 6rgdos indicativas da contaminacao pela toxina, sendo as mais frequentes
em relacdo aos grupos controle a presenca de hemorragia no coragdo e pulmao (Figura 1),
demostrando que AFB; ap6s metabolizacdo chega a corrente sanguinea ligada a proteina
albumina principalmente, e atinge 6rgdos sem funcdo na detoxificacdo (RAWAL; KIM,;
COULOMBE, 2010).

Figura 1 — AlteracGes Macroscopicas observadas nos grupos controle e tratados com AFB;.

. Grupos
Alteracéo Gl o2 P a3 Gl
Figado Hemorragico 14,3% 42,9% 71,4% 71,4%
Rim Hemorréagico 14,3% 57,1% 57,1% 57,1%
Coragdo Hemorragico 0% 14,3% 28,6% 42,9%
Pulméo Hemorragico 0% 0% 42,9% 57,1%

G1: sem tratamento; G2: tratado com solucédo veiculo (100 uL DMSO0:100 uL H,0); G3: tratados com 50ng de
AFB//ovo; G4: tratado com 1ug de AFB,/ovo.
Resultados expressos em porcentagem, n = 7.

Hemorragias no figado e rim foram evidentes tanto nos grupos tratados
com AFB; como DMSO, o que € esperado por serem 6rgdos que estdo diretamente ligados a
detoxificacdo e eliminagdo de compostos tdxicos, no tratamento com 1 pg de AFB; a

hemorragia foi ligeiramente mais intensa que nos demais grupos (Figura 2).

Figura 2 — Hemorragia observada nos embrides. (a) Tratamento com 1 ug AFB;/ovo. (b)
Tratamento com 50 ng AFB;/ovo. (c) Tratamento com DMSO:H,0. (d) Sem tratamento.
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As alteracGes observadas no G2 devem-se, sobretudo, a administracdo de
dimetilsulfoxido como controle da solucdo veiculo, j& que foi evidenciado por Wyatt e
Howarth (1976) efeito toxico dessa substancia em embriGes de frango, na concentracdo
injetada nos ovos, tais como agdo hemolitica e proliferacdo do sistema circulatorio associado
ao saco vitelinico e alantoide, causando alteracéo na integridade funcional do sistema vascular
e comprometimento no desenvolvimento do embri&o.

Né&o foi observada diferenca significativa no tamanho dos érgdos entre os
grupos (p > 0,05). A presenca de 6rgédos friaveis, que caracterizam os efeitos priméarios da
aflatoxicose (VILAR; OLIVEIRA; STAMFORD, 2002), foi evidenciada em 42,8% dos
animais tratados com 50 ng AFB;/ovo e em 57,1% no grupo tratado com 1ug AFB;/ovo, ndo

sendo detectada nos grupos controle.

3.3 ALTERACOES HISTOLOGICAS

O escore médio total obtido para lesbes hepaticas estd representado na
Figura 3, ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados com AFB; e
dimetilsulfoxido (p > 0,05), mas houve diferenca em relacdo ao grupo sem tratamento (p <
0,05). O escore encontrado foi de 3,1 + 1,35 para 0 grupo sem tratamento; 13,9 + 7,38 para o
tratado com 100 uLL de DMSO; 14,1 * 6,49 para o tratado com 50 ng de AFB; e 16,3 £ 9,27
para o tratado com 1,0 pg de AFB;.

Figura 3 — Escore lesional hepatico total causado por AFB; e DMSO em embrido de frango.

30 -

25 A

10 -

o]

G1 G2 G3 G4
Tratamentos
G1: sem tratamento; G2: tratado com solugdo veiculo (100 uL DMSO0:100 uL H,0);
G3: tratado com 50ng de AFB;/ovo; G4: tratado com 1pg de AFB;/ovo.
Valores expressos em média + DP, n=7.
b Diferenca significativa (p < 0.05, one-way-ANOVA).
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Considerando o escore obtido por cada lesao individualmente, a presenca de
dissociacdo dos hepatdcitos, necrose e inflamacédo aleatoria (Figura 5, b e d) foram as mais
expressivas nos grupos tratados com AFB; e DMSO, ndo sendo detectadas no grupo sem
tratamento, estas lesdes sdo responsaveis por exercer médio ou alto impacto sobre a func¢do do
orgdo. N&o houve diferenca significativa entre os grupos tratados com AFB; e grupos controle
na analise individual das lesdes (p > 0,05), embora seja possivel observar na Figura 4, que o
grupo tratado com 1 ug AFBj/ovo apresentou escore mais exarcebado na necrose, com
valores de 2,1; 1,3 e 3,9 para G2, G3 e G4, respectivamente; na inflamacdo aleatéria foi
obtido 0 mesmo escore para o grupo tratado com 50 ng e 1 ug AFB;, com valores de 1,7; 3,1
e 3,1 para G2, G3 e G4, respectivamente; e na dissociacdo dos hepatdcitos os escores foram

de 5,1; 4,7 e 5,6 para os grupos G2, G3 e G4, respectivamente.

Figura 4 — Escore das principais lesdes hepéticas causadas por AFB; e DMSO em embrido de
frango.

»
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O Inflamagdo Aleatodria

Escore Lesional
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H Dissociacdo
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Tratamentos

G1: sem tratamento; G2: tratado com solucdo veiculo (100 uL DMSO0:100 uL H,0); G3: tratado com
50ng de AFB/ovo; G4: tratado com 1ug de AFB,/ovo.
Valores expressos em média, n=7.

Em menor frequéncia e intensidade foram também verificados pontos de
fibrose, degeneracdo vacuolar e congestdo (Figura 5, ¢) em todos os grupos, e inflamagéo
centrolobular e periportal nos grupos G2, G3 e G4. O figado é considerado 6rgao alvo para
AFB; pois é neste o0rgdo onde as aflatoxinas sdo bioativadas em 8,9-exo-epdxido, forma
reativa que se liga @ DNA e proteinas, causando danos a estrutura hepatica. Embora os danos
teciduais causados pela solucéo veiculo (DMSO) nos hepatdcitos foram também expressivos,
foi possivel observar neste trabalho lesbes mais exarcebadas nos grupos tratados com AFB;,
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em especial com 1 pg AFB;/ovo, como inflamagdo e necrose, lesbes importantes que
prejudicam a manutencdo adequada do 6rgdo, comprovando o efeito prejudicial das

aflatoxicoses sobre as aves.

Figura 5 — LesBes hepéticas causadas por aflatoxina B; e DMSO em embrido de frango. ()
Espaco porta normal, HE, 10x; (b) Inflamacdo aleatoria predominantemente linfocitica, HE,
20x; (c) Congestao e inflamacéo aleatéria, HE, 10x, nos grupos tratados com 50 ng AFB;/ovo

As lesbes histopatol6gicas encontradas neste trabalho sdo comparaveis com
demais encontrados na literatura, Solcan et al. (2013) evidenciaram em hepat6citos de aves
tratadas com 54 ug AFB;/kg de peso corporal presenca de degeneracdo vacuolar, congestao,
proliferacdo de células epiteliais, &reas com necrose moderada e infiltragdo de células
inflamatorias, da mesma forma, Denli et al. (2009) reportou dano hepético significativo em
aves tratadas com 1 mg AFBy/kg de racdo, tendo observado areas de degeneracdo vacuolar,
inflamacdo perilobular, hiperplasia ductal e hipertrofia em comparacdo as aves sem
contaminagéo na dieta.
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3.4 IMUNO-HISTOQUIMICA

Na padronizagdo de imunofluorescéncia, o AcM anti-AFB; foi testado em
trés diferentes concentragdes, a diluicdo que permitiu melhores marcagdes foi a 1:100,
correspondente ao anticorpo na concentragdo de 5,6 pg/mL, esta concentragdo esta adequada
para imuno-histoquimica, onde recomenda-se uso a partir de 5,0 ug/mL (ABCAM, 2015).
Avaliou-se também as diluicGes de 1:1.000 e 1:10.000, na tentativa de utilizar menor
quantidade de reagente, porém as marca¢Ges no tecido foram menos expressivas do que
quando usado AcM ao titulo de 1:100, em especial no grupo tratado com 50 ng AFB;/ovo,
assim optou-se pela menor diluicdo para garantir a sensibilidade da técnica.

O anticorpo secundério ligado a substancia fluorescente FICT foi testado
nas dilui¢des de 1:50; 1:500 e 1:5000, buscou-se pela redugdo do background no tecido e pela
minimizacdo da presenca de artefatos. Na diluicdo 1:50, foi observado regides do tecido
marcadas difusamente em praticamente a sua totalidade e verificou-se alto background,
fatores que eliminaram essa diluicdo. Na comparagdo entre as dilui¢fes 1:500 e 1:5.000,
ambas foram capazes de marcar o tecido com reducdo do background e de forma mais
homogénea, porém a diluicdo 1:500 foi a de escolha por garantir melhor intensidade de
fluorescéncia e facilitar na diferenciacdo dos tecidos marcados e ndo marcados, é importante
ressaltar que a técnica de imuno-histoquimica constitui de avaliacdo subjetiva dos dados e
dependente da interpretacdo de quem os analisa, por isso, a padronizacdo deve ser feita pelo
mesmo analista, ou grupo de analistas, a fim de que as defini¢cbes ndo sejam afetadas por
diferentes interpretacdes.

Na imuno-histoquimica colorimétrica, foi fixado a diluicdo do anticorpo
primario em 1:100 e do anticorpo secundario biotinilado em 1:4.000, conforme instrucfes do
fabricante. Na comparacdo entre as marcages por colorimetria e fluorescéncia, a principal
diferenca foi na marcacgédo de regides do tecido na sua totalidade, quando realizada imuno-
histoquimica colorimétrica (Figura 6), devido a deposicéo do substrato cromogénico DAB sob
toda a extencdo dos hepatdcitos, ja na imunofluorescéncia se observa pontos de fluorescéncia
em regides bem definidas nos hepatocitos (Figura 7), neste caso o composto fluorescente
(FICT), que gera a intensidade do sinal, esta diretamente ligado ao anticorpo secundario, nao
ocorre a deposicdo do corante sobre a célula e a marcacdo em toda a extensdo, como

observado na reacdo colorimétrica.
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Figura 6 — Deteccdo de AFB; em figado de embrido de frango por imuno-histoquimica
colorimétrica. (a) e (b) Tecido sem marcagdo no grupo controle tratado com DMSO:H,0, 10x
e 40x, respectivamente; (c) e (d) Tecido com marcacgdo (seta) no grupo tratado com 50 ng
AFB;/ovo, 10x e 40x, respectivamente; (e) e (f) Tecido com marcacéo (seta) no grupo tratado
com 1,0 ug AFBj/ovo, 10x e 40x, respectivamente.

all & 4 fieegs] C - e

Figura 7 - Deteccdo de AFB; em figado de embrido de frango por imunofluorescéncia. (a) e
(b) Marcagao positiva no grupo tratado com 1,0 ug AFB;/ovo, 40x e 20x, respectivamente; ()
Controle negativo (sem anticorpo) do grupo tratado com 1,0 ug AFBj/ovo, 40x; (d) e (e)
Marcagéo positiva no grupo tratado com 50 ng AFB;/ovo, 40x e 20x, respectivamente; (f)
Controle negativo (sem anticorpo) do grupo tratado com 50 ng AFB;/ovo, 40x.
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Duas etapas da reacdo foram consideradas criticas para obtencdo de bons
resultados, sendo elas a recuperagédo antigénica e o bloqueio da lamina. A etapa de bloqueio é
realizada para reduzir as reacOes inespecificas, que podem ocorrer entre o anticorpo e
componentes teciduais carregados eletricamente ou com receptores de imunoglobulinas
teciduais (CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2014). Na reacdo, as laminas foram testadas em
solucdo bloqueio (PBST+BSA 2%) por 30 min e 1 hora, verificou-se que nas laminas
deixadas por 30 min em solugéo, havia marcagdes nos grupos sem tratamento e tratados com
solucédo veiculo que poderiam sugerir a presenca de aflatoxina, levando a resultados falso-
positivos, esse problema foi minimizado nas laminas deixadas por uma hora em solucéo.

Teste de comparacdo foi realizado entre cortes de tecido submetidos ou nédo
a recuperacgdo antigénica, necessaria em alguns casos para reexpor os epitopos do antigeno,
que podem estar encobertos por uma rede formada por ligagdes cruzadas entre o fixador
aldeidico (formol) e proteinas teciduais (CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2014). Observou-
se nas laminas sem recuperacdo antigénica, a auséncia ou diminuicdo da fluorescéncia quando
comparada a lamina do mesmo corte submetida a recuperacdo, podendo levar a diagnosticos
falso-negativos.

Ambas as técnicas foram satisfatorias na deteccdo de AFB; em tecido
hepatico de embrido de frango, a realizacdo de controle negativo para cada ldamina analisada é
imprescindivel, principalmente na reagdo imunofluorescente onde o tecido de forma geral
adquire fluorescéncia em menor intensidade (background), conforme verificado na Figura 7
(c) e (f).

Na imunofluorescéncia se observa diferenca na intensidade de fluorescéncia
entre os grupos tratados com 1 pg AFB,/ovo (Figura 7 (a)) e 50 ng AFB,/ovo (Figura 7 (d)),
embora ndo seja possivel estabelecer o nivel de contaminacdo somente pela intensidade, o que
torna a imuno-histoquimica um método de detecgdo, na imuno-histoquimica colorimétrica a
diferenca de coloragdo entre os grupos tratados com 50 ng ¢ 1 ug AFBj/ovo ndo é evidente
(Figura 6 (d) e (f), respectivamente).

Mendoza, Rivas-Jimenez e Garcia (2011) estudaram a ligacdo de AFB; e
Lactobacillus reuteri por imunofluorescéncia, com anticorpo primario marcado por FICT,
verificaram pela técnica que a toxina se liga a superficie celular da bactéria, e é reconhecida
pelo anticorpo que garante a emissdo da fluorescéncia. Lee et al. (2004) investigaram por
imunofluorescéncia a distribuicdo de enzimas envolvidas no processo biossintese de

aflatoxina em Aspergillus parasiticus (Nor-1, Ver-1 e OmtA), os autores detectaram as
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enzimas em todas as fracOes testadas, estando em maior quantidade na fracdo correspondente
a 24-48 h de crescimento da col6nia fungica.

Santella et al. (1993) detectaram adutos de aflatoxina B; — DNA em tecido
com tumor e tecido adjacente saudavel de pacientes com carcinoma hepatocelular, e em ratos
tratados com 2,5 mg/kg de AFB1, por imunofluorescéncia com anticorpo secundario marcado
por FICT. Os adutos foram detectados em 30% das amostras de hepatocarcinoma e 26% dos
tecidos saudaveis, a marcacdo por FICT foi localizada no nucleo das células dos animais e dos
pacientes avaliados.

4. CONCLUSAO

O estudo da toxicidade de embrides de frango por AFB; revelou que mesmo
baixa dose de toxina associada a DMSO causou a morte de mais da metade dos animais;
hemorragias em 0Orgaos vitais e lesdes microscopicas que afetam a manutencdo adequada do
figado foram os principais sinais de toxicidade causados pela micotoxina e dimetilsulfoxido
nos embrides. O AcM produzido permitiu a deteccdo de AFB; em tecido hepatico de frango
por imuno-histoquimica colorimétrica e fluorescente, sendo que na imunofluorescéncia
observou-se marcacdo de regides bem definidas nos hepatocitos, enquanto que na
colorimétrica houve deposicao do substrato cromogénico sob toda a extencao dos hepatdcitos.
A técnica de imuno-histoquimica padronizada se mostrou promissora na deteccdo de
aflatoxicose em aves, com a vantagem da producdo ilimitada do reagente central (AcM)

através do hibridoma AF4.
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CONCLUSAO GERAL

A toxicidade de AFB; em embrido de frango foi verificada mesmo na
administracdo de baixa dose da toxina, embora o dimetilsulfoxido usado como solucéo
veiculo tenha apresentado acédo tdxica significativa contra os embrides. AFB; contribuiu na
intensidade de hemorragias em Orgdos vitais e lesdes microscopicas que afetam a manutencéo
adequada do figado do embrido, comprometendo a satde do animal.

O AcM anti-AFB; produzido neste estudo a partir do hibridoma AF4
demonstrou alta especificidade, a possibilidade de producdo ilimitada desse imunorreagente
torna viavel o desenvolvimento de métodos imunol6gicos nacionais para deteccdo e triagem
de micotoxinas.

ic-ELISA padronizado e validado intralaboratorialmente apresentou
sensitividade, especificidade e limites de deteccdo e quantificacdo condizentes com os niveis
de contaminacdo naturalmente encontrados, além de garantir o uso de baixa quantidade de
solvente e ser um método de facil execucdo. O imunoensaio se mostrou promissor na
aplicacdo para triagem de AFB; em figado de frango, com custo cerca de 160 vezes inferior
aos kits comerciais.

O AcM produzido permitiu a deteccdo de AFB; em tecido hepético de
frango por imuno-histoquimica colorimétrica e fluorescente, sendo que na imunofluorescéncia
observou-se marcacdo de regides bem definidas nos hepatdcitos, enquanto que na
colorimétrica houve deposicéo do substrato cromogénico sob toda a extencao dos hepatdcitos.
A técnica de imuno-histoquimica padronizada se mostrou promissora na deteccdo de

aflatoxicose em aves.
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APENDICE
Descricédo dos protocolos de histologia e imuno-histoquimica

PROTOCOLO A - FIXAGAO, PROCESSAMENTO E MICROTOMIA (AZAMBUJA, 2004, modificado)

1. Coletar e fragmentar os tecidos em placa de petri revestida com parafina
2. Fixar os tecidos em paraformaldeido tamponado 4% em PBS por 2 horas (volume 20x o das amostras, agitar
constantemente)

5. Transferir o material para alcool 70% overnight

6. Substituir o alcool 70% por alcool 80%

8. Deixar em alcool 80% por 1 hora

7. Fazer duas trocas em alcool 90% (1 hora cada)

8. Fazer trés trocas em alcool 100% (1 hora cada)

9. Lavar 2x em xilol (15 min cada)

10. Fazer duas trocas em parafina liquida a 56 - 60°C (30 min cada)

11. Emblocar em parafina

12. Microtomia

PROTOCOLO B - FIXA(;AO, PROCESSAMENTO E MICROTOMIA (CAPUTO, GITIRANA, MANSO,
2014, modificado)

1. Coletar e fragmentar os tecidos em placa de petri revestida com parafina
2. Fixar os tecidos em paraformaldeido tamponado 10% em PBS por 24 horas (volume 20x o das amostras,
agitar constantemente)

5. Transferir o material para alcool 70% overnight

6. Substituir o alcool 70% por alcool 80%

8. Deixar em alcool 80% por 1 hora

7. Fazer duas trocas em alcool 90% (1 hora cada)

8. Fazer trés trocas em alcool 100% (1 hora cada)

9. Lavar 2x em xilol (15 min cada)

10. Fazer duas trocas em parafina liquida a 56 - 60°C (30 min cada)

11. Emblocar em parafina

12. Microtomia

PROTOCOLO C - HISTOLOGIA (CAPUTO, GITIRANA, MANSO, 2014, modificado)

a) Hidratacéao dos cortes

1. Deixar as laminas com os cortes em estufa a 60°C por 2 horas
2. Fazer duas lavagens em xilol (10 min cada)

3. Fazer duas lavagens em alcool 100% (5 min cada)
4. Fazer uma lavagem em &lcool 90% (5 min)

5. Fazer uma lavagem em alcool 70% (5 min)

6. Fazer uma lavagem em agua destilada (5 min)

7. Banho em Hematoxilina de Harris (30 seg)

8. Banho em &gua corrente (5 min)

9. Banho em Eosina (1 min)

10. Banho em agua destilada (passar rapidamente)

b) Selagem das Iaminas

1. Fazer uma lavagem em &lcool 70% (5 min)

2. Fazer uma lavagem em alcool 90% (5 min)

3. Fazer uma lavagem em alcool 100% (10 min)

4. Fazer uma lavagem em alcool: xilol (1:1, v/v) (30 min cada)
5. Fazer duas lavagens em xilol (10 min cada)

6. Cobrir a lamina com a solugdo de selagem e laminula

7. Visualizar em microscépio
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PROTOCOLO D - IMUNO-HISTOQUIMICA (CAPUTO, GITIRANA, MANSO, 2014, modificado)

Imuno-histoguimica - colorimétrica

. Deixar as laminas com os cortes obtidos em estufa a 56°C por duas horas

. Lavar 2x em xilol (20 min cada)

. Lavar 2x em alcool 100% (10 min cada)

. Lavar 1x em alcool 90% (5 min)

. Lavar 1x em alcool 80% (5 min)

. Lavar 1x em alcool 70% (5 min)

. Lavar 2x em PBS (5 min cada)

. Recuperacdo antigénica: submergir as laminas em tampao citrato 10 mM (pH 6,0) em micro-ondas por 4 min
a 800W e por 2 ciclos de 5 min a 400W

9. Lavar 3x em PBST- 0,1% de Triton X-100 (5 min)

10. Bloquear inespecificidade com PBST+BSA 2% pH 7,4 (1h, t°C ambiente)

11. Incubar Ac 1° diluido (1:100) em PBST+BSA 1% por 16 a 18h em cdmara tmida a 4°C

12. Lavar 3x em PBS (5 min cada)

13. Incubar as laminas em perdxido de hidrogénio 3% em PBS (20 min)

14. Lavar 3x em PBS (5 min cada)

15. Incubar anti-Ac-biotinilado (1:4000) diluido em PBS por 1h em cdmara Umida a t"C ambiente
16. Lavar 3x em PBS (5 min cada)

17. Incubar estreptavidiva-peroxidase em cdmara timida, t°C ambiente (30 min)

18. Lavar 3x em PBS (5 min cada)

19. Incubar as laminas em solucdo contendo 10mg de DAB diluidos em 10 ml de PBS e 150 ml de H,0, 3%
20. Lavar as laminas em agua por 5 min

21. Contracorar com hematoxilina diluida (30 s)

22. Lavar em agua corrente por 5 min

23. Desidratar: 5 min em cada alcool e 5 min em xilol. Montar a lamina com laminula e selante

cO~NOOUOT D WN —

Imuno-histoquimica fluorescente

. Deixar as ldaminas com os cortes obtidos em estufa a 56°C por duas horas

. Lavar 2x em xilol (20 min cada)

. Lavar 2x em alcool 100% (10 min cada)

. Lavar 1x em alcool 90% (5 min)

. Lavar 1x em &lcool 80% (5 min)

. Lavar 1x em alcool 70% (5 min)

. Lavar 2x em PBS (5 min cada)

. Recuperacdo antigénica: submergir as laminas em tampé&o citrato de sédio 10 mM (pH 6,0), submeter em
micro-ondas por 4 min a 800W e dois ciclos de 5 min a 400W

9. Lavar 3x em PBST — 0.1% triton X-100 (5 min)

10. Bloquear inespecificidade com PBST+BSA 2% pH 7.4 (1h, t°C ambiente)

11. Incubar Ac 1° diluido em PBST + BSA 1% por 16 a 18h em camara tumida a 4°C.

12. Lavar 3x em PBS (5 min cada)

13. Incubar anti-Ac-FICT diluido em PBST por 2h em cimara umida a t"C ambiente (nesta etapa em diante
proceder ao abrigo de luz)

14. Lavar 3x em PBS (5 min cada)

15. Montar a lamina com selante (glicerol e PBS, v/v) e fazer leitura em fluorescéncia
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ANEXO
Carta de Aprovacdo da Comissdo de Etica no uso de animais

0 Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N® 193/2014 Londrina, 18 Dezembro de 2014

Prezada Pesquisadora,

A CEUAMEL reunida em 04 de Novembro de 2014 avaliou o projetc de
pesquisa  intitulado  “Imunofluorescéncia para  detecgdio de  micotoxinas:
desenvolvimento e aplicagao de nanoparticulados em produtos de origem animal",
registrade sob o processo CEUA n®24700.2014.99, pesquisa do Centro de Ciéncias
Agrarias, desenvolvido sob sua respensabilidade. Esclarecidos os aspectos metodoldgicos
solicitados, o projeto esta aprovado para execugdo entendendo-s& que 08 principios élicos
postulades pelo Conselho Nacional de Controle de Exparimentagéo Animal estio
respeitades,

Serdo utilizados 84 ovos embriondrios (maches e fémeas) da linhagem Cobb,
com 8 dias de incubacio e peso aproximado de 64g provenientes de granja comercial, O
projeto tem como objetivo realizar analise histopatolégica dos tecidos dos embrifes de
frango expestos 3 aflatoxinas e desenvolver imunotécnica fluorescente de alta sensiblidade
para detecgio desta toxina nos tecidos visando inovacgdio tecnolbgica e desenvoivimento de
novos biosensores. Para tanto, os ovos serdo divicidos em 4 grupos exparimentais de
acordo com as soluples que serdo inoculadas (Grupe 1 = solugdc de veiculo, sem
micotoxina; Grupe 2 - 1,5 pg de AFB1/ove; Grupo 3 — 3,0 pg de AFB1/ove e Grupo 4 - 60
Mg de AFBilovo). As solugdes serdo injetadas no 14° dia & os ovos serSo eclodidos para
andlise 2 dias antes da eclosdo natural (18" dia) permanecendo em contato com a toxina por
4 dias. Os ovos serfio esterilizados com alcool 704 e posteriormente Incubados a 37°C,
sera realizada rolagem duas vezes s0 dia @ ovoscopia didria até o periodo final de
incubacdo, a casca serd perfurada a 0,5 ¢m da parte pontiaguda com agutha hipodérmica e
o local da injacdio serd selado com parafina Os figades e rins embrionarios dos 10 animais
de cada grupo serdo dissecados e analisados por histopatologia e imunochistoquenica. Os
protocolos experimentais estdo aprovados para execugdo em 14 meses

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer aleragdes no protocoio
expermental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo @ apreclagho da CEUA/UEL
antenormente & execugao das modificagdes. Coloco-me & disposicdo para quaisquer
esclarecimentos que se fizerem necessdria Sem mais para 0 momento, subscrevo,
cordiaiments,

Weledizes G’ Deirs Yt

Prof. Dr. Waldiceu Aparecido VEsT Junior
Coordenador da CEUA/UEL

lima. Sra.

Prof. Dra, Elisa Yoko Hirooka

Coordenadora do Projeto

Departamento de Ciéncia e Tecnologla de Almentos

Centro de Ciéncias Agranas

Com copia para Sra. Egle Maria de Sousa (Chefe da DCA/PROPPG). Chefe do Depto. de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e Diretor(a) do Centro de Ciéncias Agravias.
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