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SHIMIZU, Cleverson Ferreira. i-Elisa como ferramenta avaliadora na otimizacdo de
imunoensaio e exposicdo experimental de ocratoxina a (OTA) em parametros
hematoldgicos de pintainhos: via oral versus inoculagdo subcutanea. 2019. 69 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O trabalho indica cuidados necessarios para operagdo analitica — imunoensaio — empregando
ELISA indireta (i-ELISA) como ferramenta avaliadora em testes de imunorreagentes e,
procedimentos para analise de ocratoxina A (OTA). Embora OTA seja o principal analogo
nefrotoxico e hepatotdxico do grupo, apresenta toxicidade e carcinogenicidade inferior a
aflatoxina B1. O experimento consistiu de: (i) tendo como anticorpo primario o anticorpo
monoclonal anti-OTA (AcManti-OTA) produzido por hibridoma linhagem OTA.1, secretora
de AcM - isotipo 1gG1 kappa contra OTA, proceder i-ELISA com AcManti-OTA armazenado
a -20°C. Iniciando com a concentracdo de 0,89 mg/mL e diluicdo de 1/100 do anticorpo
primario, sendo que as avaliacBes consistiram desde testes perante direcdo de pipetagem,
higienizacdo da lavadora de microplaca, estabilidade de conjugado OTA-BSA e, comparacao
entre lotes de conjugado perante sensibilizacdo de microplaca. A melhor condicédo para i-ELISA
consistiu de: conjugado OTA-BSA a 100 ng/mL em tampé&o bicarbonato 0,1 mol L-1pH 9,6;
diluicdo de anticorpo primario para 1/5.000; anticorpo secundario a 1/4000; bloqueio com BSA
a 0,01%. A avaliacdo de AcM perante producédo, quantidade e viabilidade através de i-ELISA
¢ fundamental para prosseguir com ensaios subsequentes. A maximizacdo do uso de AcM
produzido no laboratdrio permite reducdo de custo (atingiu reducéo no fator de 50) e rejeitos,
garantindo o fornecimento de reagente dependente de Kit importado de alto valor comercial.
(ii): o estudo comparativo de efeito no parametro hematoldgico de OTA em pintainho de
linhagem Cobb consistiu de dois grupos submetidos a exposi¢éo oral e subcutanea. O grupo de
exposicdo oral consistiu de 42 aves, de 01 dia de idade, expostos a racdo contaminada com
OTAnasdosesde 0.0,0,1;0,3;0,5;0,7; 0,9 e 1,1 mg de OTA/kg de ragéo. O grupo de exposicao
subcutanea consistiu de 36 aves, de 05 dias de idade expostos porinoculacdo subcutanea de
OTA nas concentracfes de 0.0, 0,1; 0,5; 0,9; 1,3 e 1,7 mg de OTA/kg de peso corporal. O grupo
da via subcuténea apresentou maior alteracdo em células hematoldgicas, desde a dose de 0,1
mg de OTA/Kkg, sugerindo efeito de OTA e respectivos metabdlitos ao nivel de medula 6ssea e
orgdos linfoides. l.e., a contaminacdo via subcutanea possivelmente ndo expés OTA a
biotransformacdohepato-digestiva responsavel pela detoxicacdo capaz de transformar em
analogo com menor toxicidade; este fator poderia justificar a maior toxicidade hematoldgica
por via subcutanea, em relacdo a contaminacao via oral.

Palavras-chave: Micotoxina. Ocratoxina. ELISA. Otimizacgdo. Frango.



SHIMIZU, Cleverson Ferreira. I-ELISA as an evaluation tool in the immunoassay
optimization andexperimental exposition of ochratoxin a (OTA) in haematological
parameters of broiler chicks: oral versus subcutaneous inoculation. 2019. 69 p. Dissertation
(Master in Food Science) - State University of Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

This research pounted-out the care required duringimmuno-analytical operation employing
indirect ELISA (i-ELISA) as a evaluation tool to testimmunoreagents as well as the procedures
for ochratoxin A (OTA) analysis. Although OTA is the major nephrotoxic and hepatotoxic
analogue inochratoxin group, its toxicity and carcinogenicity is lower than aflatoxin B1. The
experiment was performed as: (i): usingas the primary antibody, the anti-OTA monoclonal
antibody (anti-OTA MADb) produced by hybridoma OTA.1 strain, which secretes isotype IgG1
kappa MAbagainst OTA, thei-ELISA was carried out with MAbagainst-OTA stored at -20°C.
The evaluation was started diluting the primary antibodyat 1/100, and it was consisted from test
to evaluate the pipettingdirection, cleaning efficience microplate washer, stability of OTA-BSA
conjugate and comparison of conjugate batch concerning microplate sensitization. The best
condition determined for i-ELISA was: 100 ng / mL of OTA-BSA conjugate in 0.1 mol L-1
bicarbonate buffer at pH 9.6; dilution of primary antibody at 1/5000; secondary antibody
at1/4000; blocking with 0.01% BSA. The evaluation of MADb prior to production, quantity and
viability using I-ELISA is essential to carry out subsequent tests. The maximization of the use
of MAbproduced in the laboratory can reduce the cost (a reduction factor of 50 was reached)
as well as the waste, guaranteeing the supply of reagent which is dependent on imported as high
cost commercial Kit. (ii) the comparative study concerning the effect of OTA in chicks
haematological parameters was performed using two groups. The oral exposure group consisted
of 42 chicks of 01 day old, which ingested OTA contaminated feed at dosis of 0.0, 0.1; 0.3; 0.5;
0.7; 0.9 and 1.1 mg of OTA / kg of feed. The subcutaneous exposure group was composed by
36 chicks of 05 daysold, that were subcutaneously inoculated with 0.0, 0.1; 0.5; 0.9; 1.3 and
1.7 mg OTA / kg of body weight. The subcutaneous injection group showed more prominent
change in hematological cells, which was evidenced from 0.1 mg of OTA / kgdosis, and
suggested the effect of OTA and its metabolites at bone marrow and lymphoid organs level.
l.e., the subcutaneous route probably skiped the OTA hepato-digestive biotransformation
usually responsible for detoxification by transforming into a lower toxicityanalogue;
suchfeaturemay justify the higher hematological toxicity by subcutaneous route, when
compared with oral route.

Key words: Mycotoxin. Ochratoxin. ELISA. Optimization. Chick.
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1. INTRODUCAO

Toxinas naturais sao metabolitos secundarios sintetizados por planta, animal ou micro-
organismo, com carater nocivo para outro organismo. Na categoria destacam-se as
micotoxinas produzidas por fungos fitopatégenos ou bolores saprofitos, capazes de crescer e
contaminar uma ampla variedade de alimentos e ragdo animal.

O termo micotoxina surgiu da combinagdo de palavra grega ‘mykes’ — fungos com o
latim “toxicum” — veneno (TURNER; SUBRAHMANYAN; PILETSKY, 2009). Embora as
micotoxinas, aparentemente, ndo denotem importancia bioquimica no crescimento fingico, a
ingestdo, inalacdo e/ou contato com a pele causam micotoxicose em humanos e animais,
sendo caracterizadas como nao-transmissiveis nado-contagiosas ou infecciosas e, as drogas e
antibioticos sao nao-efetivos no tratamento (HUSSEIN; BRASEL, 2001; OKOLI et al., 2007;
MARIN et al., 2013).

Micotoxinas sdo produzidas por uma variedade de fungo, especialmente do género
Aspergillus, Fusarium e Penicillium.As aflatoxinas sdo produzidas principalmente por
Aspergillusspp. pertencentes a espécies A. flavus, A. parasiticus e A. nomius de distribui¢do
mundial.

A aflatoxina B; (AFB;) se destaca pela toxicidade e carcinogenicidade, sendo
classificada no grupo 1 pelo IARC (InternationalAgency for ResearchonCancer, 1993), i.c.
comprovadamente cancerigena ao humano. Aflatoxina contamina milho, trigo, farinha de
trigo, cevada, nozes, pistache, arroz, améndoa, feijao, semente de algodao, coco, gengibre,
pimenta e pimenta malagueta, frutas, pimentdo-doce, frutas secas e cerveja, além da
contaminagdo indireta em produtos de origem animal através da ingestdo de ragdo.
Aflatoxicose em ave e suino resulta em perda de peso, reducdo de conversdo alimentar e
morte, dependendo de quantidade ingerida e tempo de exposi¢do e, subsequente perda
econdmica.

O ensaio experimental empregando AFB; expde os executores ao perigo continuo de
analito altamente toxico e cancerigeno, cuja dose cronica e cancerigena, na maioria das vezes
¢ imperceptivel ao laboratorista. No contexto, a ocratoxina A (OTA), caracterizada pela
toxicidade e carcinogenicidade inferior a aflatoxina B, seria um analito alternativo destinado
ao estudo experimental em modelo animal. Outrossim, a OTA ¢é o principal analogo
nefrotdxico e hepatotdxico do grupo, sendo classificada em 2B pela IARC.

A OTA apresenta massa molecular de 403,815 g/mol e intensa fluorescéncia verde sob

luz ultravioleta em meio acido e, azul em meio alcalino. A toxina é solivel em solventes
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organicos polares (alcodis, cetonas, cloroférmio), adcidos ou neutros, levemente solivel em
agua e, insolivel em éteres de petroleo e hidrocarbonos saturados. A OTA solubiliza em
solucdes alcalinas em geral, com destaque ao bicarbonato de sodio, justificando este como
reagente de escolha para ensaios visando analise de ocratoxina.

OTA ¢ produzida por amplo numero de fungos incluindo Aspergillusochraceus, A.
alliaceus, A. ostianus, A. mellus e outras espécies de Aspergillus. Entre Penicillium spp.
produtor de OTA citam-se P. verrucosum, P. nordicum,P. viridicatum, P. cyclopium e P.
variable.

OTApode contaminar cereais - trigo, aveia, arroz, cevada, milho, vinho, suco de uva,
principalmente em paises de clima temperado; frutas secas em sul da Asia e sudeste da
Europa; soma-se ainda o feijdo, cacau, café, entre outros. A ocorréncia em milho, importante
matéria-prima de racao, pode desencadear ocratoxicose, causando a perda de peso, redugao de
conversao alimentar em ave e suino, com impactante perda economica.

A deteccdo classica de micotoxinas baseia-se em cromatografia, sendo empregada
desde a cromatografia em camada delgada (CCD), a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) acoplada a diferentes modalidades de detector. Entretanto, o alto custo de analise por
CLAE, aliado a despesa de manuten¢dao e necessidade de operador experiente dificulta a
ampla disseminacdo ao nivel de usuario do setor produtivo.

O ensaio imunoquimico ELISA (Enzyme-LinkedImmunosorbentAssay) vem apontando
como método rapido de escolha na andlise de micotoxinas pela sensibilidade, rapidez,
precisdo, seguranga, custo reduzido, simplicidade acoplada ao uso de tampao, um reagente de
menor toxicidade. A possibilidade de aplicacao a diferentes matrizes, desde que a etapa de
clean-up esteja em conformidade é bastante atraente, além de analise simultinea de amplo
numero amostras.

Embora versatil, a constitui¢do bioldgica de carater proteico de anticorpo expde o
reagente a desnaturacao devido a solventes organicos, assim como sensibilidade a variagao de
temperatura e alto custo de Kits comerciais importados. O nosso dominio perante producao de
AcM decorre da disponibilidade de hibridoma produtor de AcManti-micotoxina e, abre
perspectiva promissora visando a reducdo de custo, rejeitos e desenvolvendo reagentes
laboratoriais nacionais in loco, devendo-se explorar os cuidados principalmente referente a
estabilizacao de anticorpo produzido perante manutengdo de atividade Ag-Ac.

O trabalho visou na primeira etapa, contribuir apontando os cuidados necessarios
durante otimizagdo / desenvolvimento de imunoensaio empregando ELISA indireto (i-

ELISA). Na segunda etapa procedeu-se o estudo comparativo de efeito da administragao de
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OTA - exposi¢do oral versus administragdo subcutinea no pardmetro hematoldgico em
pintainho.

Com uma pesquisa simples e eficiente, utilizando reagentes antigos, foi possivel
detectar e corrigir problemas rotineiros e, principalmente, o aumento da diluigdo em 50 vezes

do articorpo primario foram os principais diferenciais deste trabalho.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Micotoxinas

Toxinas naturais podem ser definidas como substancias sintetizadas por espécimes de
planta, animal ou micro-organismo, com carater nocivo para outro organismo. Na categoria
destacam-se as micotoxinas, metabodlitos secundarios toxicos produzidos por fungos
fitopatdgenos ou bolores saprofitos capazes de crescerem em ampla variedade de alimentos,
incluindo a ra¢ao animal.

O termo micotoxina surgiu da combinagdo de palavra grega ‘mykes’ — fungos com o
latim “toxicum” — veneno (TURNER; SUBRAHMANYAN &PILETSKY, 2009).

Embora as micotoxinas, aparentemente, ndo denotem importancia bioquimica no
crescimento fungico, a sua ingestdo, inalacdo e/ou contato com a pele causam micotoxicose
em humanos e animais, sendo caracterizadas como ndo transmissiveis, ndo contagiosas ou
infecciosas e as drogas e antibidticos sdo inefetivos no tratamento (HUSSEIN; BRASEL,
2001; OKOLI et al., 2007; MARIN et al., 2013).

Os fungos filamentosos pertencentes ao género Aspergillus spp.,Peniciliumspp.
eFusarium spp. constituem os principais micotoxigénicos da cadeia alimentar, sobretudo de
cereais. Estima-se a contaminagdo aproximada de micotoxinas em 25% de culturas
alimenticias no mundo (CHOUDHARY & KUMARI, 2010). O crescimento fingico depende
de temperatura (6tima 25-30°C), umidade (>11,0%), aeracdo do substrato, atividade de dgua e
estado fisiologico de fungo (GARCIA et al., 2012 e TESSARI& CARDOSO, 2012). O fungo
incide em toda etapa de cadeia produtiva, desde a pré-colheita durante o crescimento de
planta, colheita, secagem, a armazenamento de graos. Determinadas condi¢cdes como praticas
agricolas inadequadas, secagem ineficiente, manipulacdo de alimentos, armazenamento,
embalagem e condi¢do inadequada de transporte podem promover o desenvolvimento fingico
e subsequente produgdo de micotoxinas capazes de persistirem no armazenamento, resistirem
ao processamento pela estabilidade quimica e térmica, constituindo em perigo natural na
cadeia produtiva de alimento (DORNER, 2008; TURNER; SUBRAHMANYAM;
PILETSKY, 2009; SOUZA, et. al., 2013 e MARIN et al., 2013). Nao obstante, a presenca de
um fungo micotoxigénico ndo implica em contamina¢do, sendo a producao dependente de
fatores variados, assim como fungo ausente ndo garante a auséncia de micotoxinas

(TURNER; SUBRAHMANYAN; PILETSKY, 2009).
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A contaminacdo direta decorre da ingestdo de cereais ou derivados contaminados,
enquanto a indireta deve-se ao consumo dos produtos de origem animal — carne, leite e ovos,
resultante de micotoxinas oriundas de alimentagdo animal, constituida basicamente de cereais
(MARIN et al., 2013). O efeito depende de micotoxina acumulada em 6rgaos e tecidos, sendo
a magnitude de toxicidade em humanos e animais afetada pela espécie, mecanismos de agao,
metabolismo ¢ mecanismo de defesa individual (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

As aflatoxinas foram descobertas em 1960, apds a morte de aproximadamente 100 mil
perus na Inglaterra (Turkey X disease) que consumiram rag¢do contendo torta de amendoim
contaminada proveniente do Brasil (ONO, et al. 2016)

Sdo conhecidos ao menos 20 analogos, dos quais os principais sdo aflatoxina B
(AFB)), AFB,, AFG; e AFG,. A AFB, ¢ o andlogo mais frequente e mais toxico, seguido por
AFG;, AFB, e AFG;, que exibem toxicidade de 50%, 20% e 10% em relacdo a AFB,
respectivamente. As AFB; e AFG; contém um anel diidrofurano, e as AFB, e AFG; contém
um tetradiidrofurano (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

Os produtos agricolas com maior risco de contaminacdo por aflatoxinas sdo
amendoim, milho, castanha-do-para, pistache, pimenta ¢ figo (CAST - Council for
Agricultural Science and Technology, 2003). E tém sido encontradas em uma ampla
variedade de alimentos, incluindo leite, cerveja, chocolate, uva passa, produtos a base de soja,
entre outros. A aflatoxina M1 (AFM;), que ¢ um produto da metabolizacdo da AFBI1 dos
organismos de animais lactentes, ¢ a forma mais frequente em leite e derivados (EGMOND,
1989).

A intoxicagdo provocada pela ingestdo de aflatoxinas, denominada aflatoxicose, pode
ocorrer de forma aguda ou cronica em seres humanos e animais. A aflatoxicose aguda em
seres humanos ¢ caracterizada por febre alta, vomito, coltria, edema dos pés, ictericia,
desenvolvimento de ascite, hipertensdo portal e apresenta uma alta taxa de mortalidade
(AZZ1Z-BAUMGARTNER et al, 2005) . Além disso, duas doencas humanas de etiologia
indefinida tém sido associadas ao consumo de alimentos contaminados com aflatoxinas:
Kwashiorkor e sindrome de Reye. Por outro lado, a exposi¢cdo crOnica estd associada ao
cancer hepatico e pulmonar, alteragdes na resposta imunologica e diminuigdo na concentragao
de selénio plasmatico (CHEN, et al, 2000).

Os efeitos toxicos das aflatoxinas em animais incluem reducdo do peso corporal e
alteracdes na atividade de macréfagos em aves (SMITH, et al, 1992) e redugdo do ganho de

peso em suinos (RONCADA et al., 2004).
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2.1.1. Ocratoxina

A familia de ocratoxina inclui inimeros anélogos, sendo a Ocratoxina A a
representante mais importante. Ocratoxina A, ou OTA, ¢ produzida por espécies de
Aspergillus (A. ochraceus) e¢ Penicillium (P. verrucosum, P. viridicatum), sendo OTA
sintetizada em condi¢gdes variadas. A temperatura Otima para a sintese de OTA pelo
Aspergillusochraceus é de 28°C, essa sintese ¢ baixa a 15 ou a 37°C. Por outro lado, a
produ¢ao de OTA porPenicilliumviridicatumocorre entre 4 ¢ 30°C. Em regides mais frias,
OTA ¢ produzida principalmente pelo Penicillium spp., enquanto que em regides mais
quentes ¢ sintetizada principalmente por Aspergillus spp. (POHLAND, NESHEM,
FRIEDMAN, 1992).

Quimicamente, a OTA (7-[L-bfenilalanilcarbonil] carboxil-5-cloro-8 hidroxi-
3,4diidro-3R metilisocumarina) consiste de uma diidroisocumarina ligada através de seu
grupo 7- carboxil, por uma ligagcdo amida, a L-fenilalamina (XIAO et al., 1995). Sendo uma
molécula de polaridade média e alta estabilidade térmica, caracteriza-se pela presenga de
grupos cromoforos com propriedades fluorescentes sob luz UV a 335nm. Por outro lado, o
carater isocumarina da molécula e o grupo carbonillactona conferem a atividade toxica
(XTAO et al.,1996).

A evidéncia de propriedades toxicologicas da OTA em varias espécies animais se deve
a efeitos nefrotoxicos e acdo teratogé€nica, citotdxica, imunotoxica, genotoxica,
imunossupressora e possivelmente carcinogénica (FINK-GREMMELS;JAHN; BLOOM,
1995). Os mecanismos envolvidos decorrem da redug¢do na sintese protéica por inibigao
competitiva na atividade de fenilalanina-RNA-sintetase, devido a semelhanga estrutural entre
OTA e fenilalanina; inibicdo de respiracdo mitocondrial com deple¢do de sintese de ATP e
aumento na peroxidacdo lipidica (XIAO et al.,1995). Aliado a efeitos primdrios, o processo de
biotransformacao hepatica da OTA, com formagdo de intermedidrios reativos instaveis,
emerge como elemento contribuinte na genotoxicidade e mutagenicidade da toxina, cujo
mecanismo de a¢do consiste em ataque direto, ou bioativacdo de OTA no organismo animal
(FINK-GREMMELS; JAHN & BLOM, 1995)

A nefrotoxicidade em humanos foi sustentada pela provavel associacao de OTA com a
Nefropatia Endémica dos Balcas (BEN), uma disfun¢do renal cronica degenerativa capaz de
induzir faléncia renal, que atingiu populacdo adulta da area rural da regido (PLESTINA,

1996). PFOHL-LESZKOWICZ et al. (2002), baseados na relacdo entre BEN e tumores do
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trato urinario, constataram a possivel participacio de OTA na etiologia de uropatias
endémicas.

A ocratoxina A ¢ classificada no grupo 2B segundo a IARC, sendo possivelmente
carcinogénica para humanos (OSTRY et al, 2016). O envolvimento de OTA em cancer
testicular na Europa ¢ sustentado pelo alto consumo de alimentos, considerados como
provaveis fontes da toxina na regido (SCHWARTZ, 2002). Estas propriedades toxicas
refletiram também em perdas econdmicas na avicultura por nefropatia na Bulgaria, devido a
ragdo contaminada por OTA e outras micotoxinas (PLESTINA, 1996, STOEV, et al., 2002).

OTA ocorre comumente em cereais, cerveja, especiarias, café, produtos de cacau,
vinho, frutas secas, suco de uva (JORGENSEN, 2005). Trigo ¢ milho tém sido reportados
como substrato para o crescimento fingico e producdo de OTA (MARIN, et al., 2013). A
ocorréncia natural de OTA em milho e seus derivados ¢ problema mundial (DUARTE,
PENA& LINO, 2010).

Ocratoxina A ¢ mais toxica e mais comum que a ocratoxina B ou a ocratoxina C
(GIANCARLO et al., 2011). Por isso, ¢ considerada a mais importante e mais estudada do
grupo.

A transferéncia de micotoxinas de racdo contaminada para os animais tem resultado na
detecgdo de OTA em tecidos de aves e suinos (figado, rim, musculo e ovos) (ZOLLNER

&MAYER-HELM, 2006).

Figura 01. Ocratoxina A (HUSEIN & BRASEL, 2001).
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Em frangos de corte, os sintomas clinicos mais evidentes sdo baixo crescimento,
reducdo da eficiéncia alimentar e aumento de ingestdo de dgua devido a lesdo renal (JOO et
al., 2013), de modo semelhante, diminui¢do no peso corporal foi reportado por diferentes
trabalhos em frango de corte e poedeira (ELAROUSSI et al, 2006; HANIF et al, 2008). Os
dois fatores mais importantes sdo nivel e periodo de exposi¢do para a diminui¢do do peso

corporal. A redugdo no consumo de ra¢ao foi mais evidente com tempo € com maior consumo
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de OTA. O efeito da OTA na relagdo de conversdo alimentar cumulativa foi dependente de
dose (ELAROUSSI et al., 2006.)

O efeito de OTA em figado e rim ¢ mais evidente, porque ambos estdo envolvidos na
detoxificagdo e eliminacao de OTA do corpo. Aumento no tamanho desses 6rgdos tem sido
reportado e aumento do peso relativo de figado e rim foi observado em dieta com niveis mais
baixos de OTA quando comparado com aqueles reportados anteriormente (ELAROUSSI et
al., 2006). O aumento do figado e rins €, provavelmente, devido ao alargamento do epitélio e
aumento da hiperemia ou infiltragao de células mononucleares nesses 6rgaos. Como a OTA
tem uma elevada capacidade de ligacdo as proteinas plasmaticas devido a qual a sua
eliminagdo através da filtragdo glomerular pode ser retardada. Ocratoxina A ¢ também
excretada através da rota hepatobiliar, circulagdo entero-hepatica e reabsor¢ao nos tibulos
pode levar a mudancas degenerativas e alargamento das células epiteliais do figado e rim

(STOEV et al., 2000).

2.2 Parametro da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sobre a
ocratoxina A

A ANVISA, através da Resolu¢do da Diretoria Colegia - RDC N° 7, DE 18 DE
FEVEREIRO DE 2011 estabeleceu os limites maximos tolerados (LMT) de ocratoxina A em
alimentos (Tabela 01) (RDC N° 07, de 18 de fevereiro de 2011)

Tabela 01: Limites maximos tolerados para ocratoxina em alimentos de acordo com a RDC
N° 7 de 18 de fevereiro de 2011 (RDC N° 07, de 18 de fevereiro de 2011).

Micotoxina Alimento LMT (pg/kg)
Ocratoxina A Cereais e produtos de cereais, incluindo cevada 10
malteada
Feijdo 10
Café torrado (moido ou em grédo) e café soluvel 10
Vinho e seus derivados 2
Suco de uva e polpa de uva 2

Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou
triturado, incluindo pimentas, pimenta em po,
pimenta de caiena e piment&o- doce) Piper spp. (0
fruto, incluindo a pimenta branca e a pimenta preta)
Myristicafragrans (noz-moscada) Zingiberofficinale
(gengibre) Curcuma longa (curcuma) Misturas de 30
especiarias que contenham uma ou mais das
especiarias acima indicadas

Alimentos a base de cereais para alimentacéo

infantil (lactentes e criancas de primeira infancia) 2
Produtos de cacau e chocolate 5
Améndoa de cacau 10

Frutas secas e desidratadas 10
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AComissao Européia, através do REGULAMENTO (CE) N. o 1881/2006 de 19 de

Dezembro de 2006 que fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros

alimenticios (Tabela 01).

Tabela 02. Parametros da Comissao Européia para OTA de acordo com o género alimenticio
e seus niveis maximos por (ug/kg).

A . - Teores maximos
Géneros alimenticios
(ng/kg)
22.1 Cereais nio transformados 5,0
222 Todos os produtos derivados de cereais ndo transformados, incluindo 3,0
produtos a base de cereais transformados e cereais destinados ao consumo
humano direto, com excec¢do dos géneros alimenticios referidos nos pontos
22.9,22.10e2.2.13
223 Passas de uvas (uvas de Corinto, uvas e sultanas) 10,0
224 Café torrado, moido ou em gréo, com excepgao do café soluvel 5,0
225 Café soluvel (café instantaneo) 10,0
2.2.6 Vinho (incluindo vinho espumante e excluindo vinho licoroso e vinho com 2,0
teor alcoométrico ndo inferior a 15 % vol.) e vinho de frutos (11)
227 Vinho aromatizado, bebidas aromatizadas a base de vinho e cocktails 2,0
aromatizados de produtos vitivinicolas (13)
Sumo de uva, concentrado de uva reconstituido, néctar de uva, mosto de uva e
22.8 concentrado de mosto reconstituido, destinados ao consumo humano directo 2,0
14
229 Alimentos a base de cereais e alimentos para bebés destinados a lactentes e 0,50
criangas jovens (3) (7)
2.2.10 Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especificos (9) (10) 0,50
especificamente destinados a lactentes
2211 Especiarias, incluindo especiarias secas 15 pg/kg
Piper spp. (o fruto, incluindo a pimenta branca e a pimenta preta)
Myristicafragrans(noz-moscada) Zingiberofficinale(gengibre) Curcuma longa 30 pg/kg até 31.12.2014 15
(curcuma) ng/kg a partir de 1.1.2015
15 ng/kg
Capsicumspp. (o fruto seco, inteiro ou triturado, incluindo pimentos, pimentos
em po, pimenta de caiena e pimentdo-doce)
Misturas de especiarias que contenham uma das especiarias acima indicadas
2.2.12. Alcaguz (Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhizainflatee outras espécies)
2.2.12.1. Raiz de alcaguz, ingrediente para infusdo de ervas aromaticas 20 pg/kg
2.2.12.2. Extracto de alcaguz (42), para utilizagdo em alimentos, sobretudo em bebidas 80 ng/kg
e produtos de confeitaria
2.2.13 Gluten de trigo ndo vendido diretamente ao consumidor 8,0

REGULAMENTO (CE) N. o 1881/2006 DA COMISSAO de 19 de Dezembro de 2006

Através da RECOMENDACAO DA COMISSAO de 17 de Agosto de 2006 -

(2006/576/CE) a Comissao Européia cita os valores maximos permitidos de ocratoxina, para

produtos destinados a alimenta¢do animal (Tabela 02).
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Tabela 03. Orientagdo para valores maximos de OTA para produtos destinados a alimentagio
animal.

; : . < L Valor de orientacéo
Micotoxina Produtos destinados a alimentagdo animal | (mg/kg de ragdo, umidade de 12
%)

Ocratoxina A | Matérias-primas para alimentagdo animal (*)
— Cereais e produtos a base de cereais (**) 0,25 | 0,25
Alimentos complementares e alimentos
completos para animais

— Alimentos complementares e alimentos 0.05
completos para suinos
— Alimentos complementares ¢ alimentos 0.1

completos para aves de capoeira
(*) Deve ser prestada particular atengdo aos cereais e produtos a base de cereais diretamente
consumidos pelos animais, de modo a assegurar que a sua utilizagdo na ragao diaria ndo leve a que o
nivel de exposicdo do animal a estas micotoxinas seja superior aos niveis de exposi¢do
correspondentes, quando se utilizam apenas alimentos completos na racao diaria.

(**) O termo «Cereais ¢ produtos a base de cereais» inclui ndo apenas as matérias-primas para
alimentagdo animal enumeradas no capitulo 1 «Graos de cereais, respectivos produtos e subprodutosy,
da lista ndo exaustiva das principais matérias-primas para alimentacdo animal referida na parte B do
anexo da Diretiva 96/25/CE do Conselho, de 29 de Abril de 1996, relativa a circulagdo de matérias-
primas para alimentagdo animal (JO L 125 de 23.5.1996, p. 35), mas, também, outras matérias-primas
para alimenta¢do animal derivadas de cereais, em particular de forragens de cereais e alimentos
grosseiros.

REGULAMENTO (CE) N. 401/2006 DA COMISSAO de 23 de Fevereiro de 2006.

Em relagdo as carnes e produtos de origem animal, quanto a mesma toxina, o
documento diz que a ocratoxina A pode transferir-se dos alimentos para animais para os
alimentos de origem animal, mas as avaliacdes da exposicdo indicam que os alimentos de
origem animal pouco contribuem para a exposi¢cdo dos seres humanos a ocratoxina A, por via
alimentar, nao estabelecendo valores de OTA para produtos de origem animal (RC
(2006/576/CE)).

A SCOOP (ScientificCooperationOnQuestionsRelatingToFood) na Avaliagdo da
ingestdo dietética de Ocratoxina A pela populacdo dos Estados-Membros da UE -Relatorio
dos peritos participantes na Tarefa 3.2.7 publicou como média de OTA encontrados em carnes
da Franca, Itdlia, Alemanha e Reino Unido, o valor médio de 0,830 ug/kg em 1860 amostras

(TASK 3.2.7).

2.4  Metodologia analitica para determinacéo de ocratoxina

Tendo em vista que a contaminagdo de produtos agricolas por fungos toxigénicos e

micotoxinas ¢ dificil de evitar, um monitoramento continuo de graos, alimentos e ragdes por
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meio de métodos sensiveis e precisos ¢ essencial para minimizar os efeitos toxicos e as perdas
econdmicas.

Os métodos convencionais de identificacdo e detec¢ao de fungos incluem o cultivo em
diversos meios, exame microscopico e analises quimicas de quitina, ergosterol ou metabolitos
secundarios. Com exce¢do do ultimo, que inclui micotoxinas, os demais métodos apresentam
baixa especificidade e reprodutibilidade e consomem muito tempo. Os estudos de sistematica
molecular, apesar de possuirem alta especificidade, também apresentam custo elevado(PITT
& HOCKING, 2009).

As micotoxinas sdo geralmente detectadas por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE, do inglés, High PerformanceLiquidChromatography — HPLC),
cromatografia gasosa e espectrometria de mass (KOLOSOVA, et al, 2006). A cromatografia
liquida acoplada a espectrometro de massa (LC-MS/MS) tem sido utilizada para a
determinagdo simultdnea de varias micotoxinas com baixos limites de detec¢do. Contudo, a
necessidade de uma extensa pré-limpeza da amostra, o que aumenta os custos, a utilizagao de
solventes e as limitacdes da andlise in situ tornam necessaria a utiliza¢do de técnicas
alternativas (KOLOSOVA, et al, 2006).

Os métodos imunoldgicos para a deteccdo de fungos toxigénicos e micotoxinas
constituem técnicas alternativas promissoras. Esses métodos apresentam véarias vantagens,
como facilidade de operagdo, especificidade e alta sensibilidade, além de ndo requererem
etapa extensiva depré-limpeza de amostra, permitem a analise simultanea de varias amostras,
ndo utilizam reagentes toxicos e podem ser realizados no campo (KRSKA & MOLINELLI,
2007).

Tabela 04.Critériopara determinagdo de ocratoxina A pela legislagio da Comunidade
Européia (2006).

Nivel Ocratoxina A
(Ho/kg) DP; *(%) DPg **(%) Recuperacao (%)
<1 <40 <60 50-120
1-10 <20 <30 70-110

*DP, = desvio padrao (repetibilidade); **DPr= desvio padrao (reprodutibilidade)

Este fato possibilita a inser¢do de técnicas imunoquimicas com relacdo as analitica
reconhecida, com destaque especial a métodos rapidos baseados em anticorpo especifico, seja

poli ou monoclonal. i.e., o desenvolvimento de imunoferramentas aliando as mais variadas
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tecnologias, tendo como base o ensaio imunoenzimdtico — ELISA e coluna de

imunoafinidade, e avancgar para inovacao tecnologica rapida com énfase a biosensores.

3. Conceito Basico Relativo a Anticorpo e Antigeno

Os anticorpos, ou imunoglobulinas, s3o glicoproteinas produzidas pelos
linfécitos B em resposta principalmente a patégenos como virus, bactérias, fungos,
protozoarios e helmintos. Os linfocitos B podem produzir anticorpos contra praticamente
qualquer antigeno. Ha cinco classes de anticorpos: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Nos ensaios
imunoldgicos, geralmente sdo utilizados anticorpos IgG. Os sitios de ligacdo, localizados na
extremidade N-terminal dos anticorpos, ligam-se a regides dos antigenos denominadas
epitopos. Os antigenos que induzem uma resposta imune sdo denominados imundgenos.
Antigenos de baixa massa molecular que para induzir uma resposta imune precisam ser
conjugados com moléculas carreadoras (proteinas como albumina bovina e ovalbumina) sao

denominados haptenos (Figura 02) (ONO, et al 2016).

Figura 02.Sistema hapteno-molécula carreadora.
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A molécula de hapteno, devido a baixa massa molecular, ndo apresenta imunogenicidade. Porém,
quando conjugada & molécula carreadora, torna-se imunogénica(ONO, et al. 2016).
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Devido a propriedade de interagir com antigenos com alta especificidade, os anticorpos
podem ser utilizados como ferramentas para a deteccdo qualitativa ou quantitativa de
diferentes moléculas. Os anticorpos podem ser produzidos em animais como coelhos, ratos e
camundongos por meio da inoculagdo do animal com varias doses do antigeno e posterior
purificacdo dos anticorpos do soro hiperimune. Embora a produgdo desses anticorpos,
denominados policlonais, seja relativamente simples e de baixo custo, devido ao fato de ser
resultante da ativagdo de varios clones de linfocitos B pode ocorrer reatividade cruzada com
antigenos diferentes dos utilizados na imunizagao.

Os anticorpos monoclonais, por sua vez, sao produzidos por meio da fusdo de células B
tumorais com células B de camundongos isogénicos e, embora sejam tecnicamente mais
dificeis de serem produzidos, constituem reagentes homogéneos, de maneira que um
determinado anticorpo monoclonal possui apenas um tipo de sitio de ligagdo ao antigeno e,

consequentemente, liga-se a um unico epitopo (ONO, et al 2016).
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4. Tipos te Imunoensaio

Os ensaios imunoenzimaticos ELISA, do acronimo enzymelinkedimmunosorbentassay,
tém sido amplamente utilizados para a detec¢ao de fungos toxigé€nicos e micotoxinas €
baseiam-se na conjugagao do antigeno ou do anticorpo com uma enzima. Nos ensaios em que
se utilizam dois anticorpos, o anticorpo ndo marcado que se liga ao antigeno ¢ denominado
anticorpo primario, enquanto o anticorpo marcado com enzima que se liga ao anticorpo
primario ¢ denominado anticorpo secundario. Os principais tipos de ELISAs sdo o indireto, o
competitivo direto (dc-ELISA), o competitivo indireto (ic-ELISA) e o ELISA sanduiche
(ONO, et al, 2016).

4.1 ELISA indireto

O ELISA indireto envolve os antigenos imobilizados ligados a microplaca e dois
anticorpos, sendo um adicionado numa solucdo de anticorpo primdrio especifico que
reconhece o antigeno (este anticorpo ndo possui enzima ligada a ele). Os anticorpos em
excesso ou ndo ligados que permanecem no pogo sdo entdo lavados pelo passo de lavagem,
seguido por adi¢do de anticorpo secunddrio enzima-conjugado a placa para detectar os
complexos antigeno-anticorpo ligados nospocos. A cor ¢ desenvolvida quando o substrato da
enzima ¢ adicionado. A intensidade da cor ¢ diretamente proporcional a concentragdo dos

antigenos presentes na amostra da solugao (HIPOLITO, 2017).

Figura 03 - ELISA indireto.

Anticorpo primério é
adicionado

AAAA
AAAA

O anticorpo ¢ adicionado a placa contendo antigeno imobilizado. Ao adicionar o anticorpo secundario
marcado com enzima e posteriormente o substrato, a colora¢do desenvolvida serd proporcional a
ligacdo do anticorpo primario ao antigeno (ONO, et al, 2016).
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5.OBJETIVOS

Capitulo 1
5.1 Geral
e Otimizar a técnica do imunoensaio ELISA indireto (i-ELISA), visando o
aproveitamento de materiais utilizado em pesquisas anteriores armazenados no
laboratorio.

5.2 Especificos

e Selecionar a melhor concentragdo de anticorpo primario e secundario;
e Testar o melhor procedimento para pipetagem e de lavagem de microplaca;

e Determinar o tempo de estabilidade de conjugado OTA-BSA;

Capitulo 2

5.3 Geral
e Comparar o efeito e diferencas na via de contaminacdo de OTA em pintainho
submetido a ingestdo de racdo contaminada versus inocula¢do subcutanea no

parametro hematologico em pintainho.

5.4 Especificos
e Dividir os pintainhos em dois grupos e proceder ensaio de exposicao oral através da
ingestdo de racdo contaminada com OTA e, outro grupo sob inje¢do subcutanea de

OTA.

e Analisar efeito perante parametro hematolédgico.
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6. MATERIAL E METODOS

Fluxograma Experimental

A figura 07 apresenta o esquema geral da dissertacdo, que consistiu de otimizagao da
analise de OTA por i-ELISA e comparacao entre contaminagdo via ingestdo versus

subcutanea em pintainho.



Figura 04.Fluxograma geral - OTA: otimizagao de i-ELISAe comparagdo entre vias de inoculag@o (oral e subcutanea) e diferentes doses de
contaminagdo em pintainho.
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OTIMIZACAO DE IMUNOENSAIO
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7.1. MATERIAIS

Microplaca Costar® 3590 Corning Incorporated, Corning, NY 14831, EUA.
Conjugado OTA-BSA, preparado por Silva (2010).

Anticorpo AcM anti-OTA produzido por hibridoma linhagem OTA.1 secretora de
anticorpo monoclonal (AcM - isotipo IgG; kappa) contra OTA, sendo derivado de
mieloma linhagem Sp2/0-Agl4 e célula esplénica de camundongo BALB/c
(Kawamura et al., 1989). O AcM anti-OTA utilizado apresentou atividade cruzada
com OTC (63.1%), OTB (0.63%), OTa (0.06%) e 4-hidroxi-OTA (1.19%), sendo
cultivado por Ishikawa (2012).

Anticorpo secundario anti-IgG ligado a HRP (Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
EUA);

3.,3',5,5'-tretametilbenzidina (TMB- Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA).
Peroxido de hidrogénio 30 % (Merck, Darmstadt, Alemanha).

Albumina de soro bovino (BSA — Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA).

Tampéo carbonato-bicarbonato 0,1 mol L™ pH 9,6.

Tampdo fostato salina (PBS) 0,015 mol L™ pH 7.3.

PBST (Tampao fostato salina (PBS) 0,015 mol L' pH 7,3 com Tween 20 a 0,05%)
Leitora de placa de imunoensaio Anthos Zeneth 200rt (Anthos-Labtec, Cambridge,
UK).

Lavadora de microplaca de imunoensaio Bras Serum Model RSIIL.

Todas as solu¢des foram preparadas com reagentes de grau analitico.

Filtro PURELAB® OPTION Q7 (ELGA, Lane End, High Wycombe, UK).
Filtro PERMUTION® RO/0510 (Curitiba, Parana, Brasil).

Microsoft Excel 2010.
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7.2.METODOLOGIA

7.2.1 Parametros considerados para otimizacédo de i-ELISApara anélise de OTA

A concentracdo 6tima de conjugado OTA-BSA, anticorpo primédrio AcMAnti-OTA e
anticorpo secundarioAnti-mouselgG-peroxidase  foi determinada, tendo como base de

parametro inicial as concentragdes apresentadas por ISHIKAWA (2012), conforme Tabela 04.

Tabela 05. Parametros testados na otimizac¢ao de concentracgdo e dilui¢ao de reagentes basicos
para o ensaio i-ELISA.

Conjugado OTA-BSA Anticorpo (Dilui¢ao)
(ng/ml) AcMAnNti-OTA Anti-mouselgG-peroxidase
50; 100 1/1; 1/10; 1/100; 1/200; 1/2.000; 1/4.000; 1/6.000

1/300; 1/400; 1/500; 1/1.000;
1/2.000; 1:5.000; 1/10.000;
1/100.000; 1/1.000.000

7.2.2Efeito da direcdo de pipetagem no tempo de reagdo
A sequéncia de pipetagem classica manual com micropipeta simples na rotina consistiu de
inicio na linha A da microplaca (coluna 1 a 12), procedendo o mesmo para linha B até

concluir a linha H (Fgura 08).

Figura 05. Esquema de pipetagem de rotina em microplaca.

IOmMmMQOonNnmeE

O teste comparativo referente ao efeito da direcdo de pipetagem consistiu de
pipetagem classica na rotina, i.e. iniciar na linha A (coluna 3 para 6), procedendo o mesmo

até a linha H (sentido descendente), conforme apresentado na Figura 09 - A.
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Em outra microplaca procedeu-se o teste similar, porém alternado o sentido
descendente e ascendente, visando testar o tempo de reagdo do primeiro ao tltimo micropogoa
receber os reagentes (Figura 09 - B). L..e., pipetagem em sequéncia de linha A, H, B, G, C, F,
D, e E. Assim, no sentido descendente, iniciou-se na linha A (coluna 10, 11, 12); seguiu-se
para sentido ascendente, linha H (coluna 10, 11, 12); descendente, linha B; ascendente, linha

G até finalizacdo da placa. Os brancos consistiram de dois pogos da coluna 12 na Linha D ¢ E.

Figura 06 - Teste comparando tempo de pipetagem na rotina (a) versus microplaca teste(b).

> >
3 4 5 6 10 11 12
A A
B B
C C
D D
E E
F F
G G
Y H H
(a) (b)

7.2.3Higienizacao (limpeza) da lavadora de microplaca

O teste da higienizacdo da lavadora de microplaca (BrasSerumModel RSII, Figura 10)
consistiu em limpeza de pente (suporte para agulha e canaleta em formato de pente) para

sistema de ejecdo e aspiracdo do tampao de lavagem (Figura 11).
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Figura 07.Lavadora de microplaca e seus componentes.
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e

| Tampzo de lavagem . ¢

Recipiente de descarte

A limpeza mecanica das canaletas de aspiragdo foi realizada com agulha para limpeza
(Figura 11), seguida de sonicagdo por 20 min, sendo a sequéncia: 4gua com detergente; dgua
destilada; 2,0 mL de acido sulfurico 1M diluido em 400 mL de 4gua; dgua destilada; agua
ultrapura, antes da primeira etapa de lavagem de microplaca na reagdo de imunoensaio. A
frequéncia recomendada para a lavagem ¢ 1 vez por semana, antes de se iniciar a série de

analises.

Figura08. Pente de lavagem: suporte para agulha de ejecdo de PBST e canaleta para
aspira¢dao em formato de pente em lavadora de microplaca.

Agulha de ejegdo de PBST

Canaleta de aspiragdo

A avaliacdo da efetividade de limpeza consistiu em leitura em espectrofotometro
procedendo i-ELISA. Com esta finalidade, a lavagem de microplaca em reacao foi realizada
com a lavadora na etapa de pré-higienizacdo em comparagdo ao equipamento pos-

higienizado.
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7.2.4 Estabilidade de conjugado OTA-BSA

Considerando que o conjugado OTA-BSA estoque-uso seja o Unico reagente mantido
em solucdo a 4°C para a realizacao do i-ELISA, este consistiu o alvo do teste. Referente a
outros reagentes essenciais, seja AcManti-OTA como Ac secundario anti-mouse, aliquotados,
foram mantidos a -20°C e, diluidos no momento do uso. O experimento comegou com a
utilizacao de conjugado produzido por SILVA (2010) e conjugado gentilmente cedido pelo
Professor Doutor Kawamura em 2017.

O teste de estabilidade de conjugado OTA-BSA diluido em tampdo carbonato-
bicarbonato 0,1 mol L'pH 9.6 (solugdo estoque-uso) a 4 °C consistiu em anélise de tempo
capaz de manter a leitura de i-ELISA em valor estavel. Com esta finalidade, o conjugado
OTA-BSA estoque-armazenado a -20°C (1,686 mg/mL) foi diluido para 1000 ng/mL em
tampdo carbonato-bicarbonato (0,1 mol L' pH 9.6) para estoque-uso. No momento da
sensibilizacdo da microplaca, a solucdo foi diluida para 100 ng/mL em PBS e, 100 pL
introduzido em cada poco (10 ng de OTA). A seguir, procedeu-se i-ELISA em triplicata,

sendo a leitura foi realizada durante 36 dias.

7.2.5 Comparacao entre dois lotes de conjugados OTA-BSA

A comparacao de dois lotes de conjugado OTA-BSA, um que ja havia no laboratorio
produzido por SILVA (2010) e outro gentilmente cedido pelo Professor Osamu Kawamura
em setembro de 2017, foi realizada a fim de se avaliar qual dos lotes daria melhor resposta ao

imunoensaio.
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8.RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1Parametros considerados para otimizacao de i-ELISApara analise de OTA

A concentracdo de OTA-BSA/mL selecionada foi de 100ng; a dilui¢ao de AcMAnti-
OTA selecionada foi de 1/100 e de Anti-mouselgG-peroxidase de 1/4.000, considerando que
sob este parametro, o ensaio preliminar apresentou a média de absorvancia a 450 nm de 0,845
(dados nao-apresentados). As demais concentracdes apresentaram baixa leitura, leitura
excessivamente alta, ou por necessitar maior quantidade de reagente e obtendo resultados

similares ao parametro selecionado.

8.2 Efeito da direcéo de pipetagem no tempo de reacao

A seguir, testes foram realizados para otimizar o imunoensaio i-ELISA perante
procedimento de pipetagem (sequéncia) influindo no tempo de reacdo, higienizacdo da
lavadora de microplaca, comparagao entre lotes de conjugado OTA-BSA .

A Tabela 05 apresenta o resultado com o procedimento classico empregado no
protocolo de rotina para a analise por i-ELISA. A absorvancia a 450 nm consistiu em
comparar a diferenca na leitura entre a primeira e Ultima linha a receber os reagentes para
andlise por i-ELISA, visando avaliar o efeito no lapso em tempo de rea¢do oriunda de
pipetagem. A linha A mostra a leitura de branco (sem AcManti-OTA), enquanto que a linha B

a H apresenta replicatas com os mesmos volumes de todos os reagentes para i-ELISA.

Tabela 06.Resultado de leitura de i-ELISA empregando o procedimento classico de

pipetagem.
Absorvancia (450 nm) Avaliagao
Linha/Col. 3 4 5 6
A 0,010 0,008 - -
B 0,816 0,796 0,784 0,758 Média D.P. cV
C 0,802 0,775 0,745 0,421 Branco 0,009 0,001414 16%
D 0,652 0,674 0,669 0,662 Reacdo 0,6775 0,088674 13%
E 0,700 0,679 0,713 0,588
F 0,704 0,673 0,586 0,599
G 0,737 0,665 0,647 0,532
H 0,707 0,682 0,632 0,572

Linha A: branco.
Linhas B a H: Reacao.
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O tempo de incubagdo devido a diferenca na pipetagem afetou a leitura, observando-se
maior leitura na linha B (maior tempo de reagdo), seguida de queda gradativa no valor até a
finalizagdo da pipetagem na linha H (menor tempo de reacdo), sugerindo a importancia de
injecdo simultanea de cada reagente nestes 28 pocos, para assegurar os resultados confiaveis
ao nivel de ng.

A seguir, a Tabela 06 mostra a mesma modalidade de avaliacdo, porém procedendo
alteragdes na direcdo de pipetagem, i.e. alternandopipetagem na sequéncia descendenteversus
descendente em sequéncia alternada (Figura 09). Neste teste, o branco foi ultimo a ser

pipetado, seja em direcao descendente como ascendente.

Tabela 07. Resultado de leitura com sequenciamento alternado.

Absorvancia (450 nm) Avaliacao
Linha/Col. 10 11 12
A 1,150 0,911 0,641 Média D.P. CV
B 1,327 0,992 0,751 Branco 0,011 0,0007 6%
C 0,962 0,807 0,682 Reacao 0,871 0,3134 35%
D 0,908 0,813 0,011
E 0,909 - 0,012
F 0,957 0,762 0,541
G 0,957 0,846 0,598
H 1,282 0,889 0,619

*Pocos D12 2 E12: brancos. Demais pogos: reagao.

A Tabela 06 mostra menor leitura na linha F (tiltimos pogos a receber os reagentes). A
diferenca na leitura de primeira e Ultima linha a receber os reagentes continuou ocorrendo;
todavia, o coeficiente de variagdo (C.V.) aumentou, em se tratando de dire¢do em que o
técnico nao estava acostumado, passando del3 para 16% na leitura de branco (sem a presenga
de anticorpo primario AcManti-OTA) e de 8 para 33% nos pocos com todos os reagentes.
Este resultado mostra que a habilidade técnica j& condicionada na rotina classica (Tabela 05),
em relacdo a mudanga de procedimento técnico pode afetar a qualidade analitica, indicando o
treinamento técnico seja essencial para analise confiavel.

A analise estatistica apresentada na Tabela 06 ratificou a diferenca na leitura entre
procedimento classico de rotina (Tabela 05) em relagdo ao procedimento alterado perante
direcdo da pipetagem (P<0,05). Portanto, o melhor procedimento de pipetagem consistiu em

seguir a sequéncia empregada na rotina.
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Tabela 08. Avaliagdo estatistica das médias de leitura de microplacas - pipetagem classica
versuspipetagem com sequenciamento alternado.

Teste-F: duas amostras para variancias

Varidvel 1 2
Média 0,6775 0,872
Variancia 0,0079 0,0434
Observacgoes 28 21
gl 27 20
F 0,181371332
P(F<=f) uni-caudal 3,05851E-05
F critico uni-caudal 0,506690749

P<0,05 — indica diferenga significativa nas modalidades de pipetagem testadas.
Variavel 1: pipetagem classica empregada na rotina.
Variavel 2: pipetaagem com sequenciamento alternado

Além de procedimento na sequéncia de pipetagem afetar a homogeneidade da leitura,
deve-se considerar a manutencao dos equipamentos indispensaveis de apoio, a exemplo de

lavadora de microplaca, testado no proximo topico.

8.3Higienizacdo (limpeza) da lavadora de microplaca

A leitura de microplaca em espectrofotdometro mostraram diferencgas entre as leituras
de linhas B em relacdo a linha H, ja que a linha A ¢ onde era realizado o teste branco para
garantir a eficicia do imunoensaio i-ELISA.

Leituras de primeira e ultima linha de placas de imunoensaios apresentaram muita
diferenca na mesma placa e em mesma condi¢do. A persisténcia do problema levou a suspeitar
da lavadora de placas de imunoensaio e uma higienizacdo da lavadora foi feita como ja
descrito. Durante a higienizacdo, foram encontrados cristais de sais na lavadora e todo o
material que pudesse interferir no processo de lavagem de placa foi removido.Antes da

higienizacdo, o C.V. chegou a ser de 37% na mesma placa e foi reduzido para até 5%.

8.4 Estabilidade de conjugado OTA-BSA

No decorrer da repeticdo de ensaio i-ELISA, observou-se problema na repetitividade
com queda nos resultados obtidos, indicando instabilidade de reagente utilizado. A média de
leitura em absorvancia de 450 nm iniciou em 0,845, caiu para 0,377 e reduziu até 0,035 nas

condig¢des descritas no topico 8.1.
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Para investigar possivel causa de queda na leitura, um novo estoque-uso de conjugado
OTA-BSA foi preparado na concentracdo de 1000 ng/ml em tampao carbonato-bicarbonato
(to) e, mantido a 4°C, sendo esta a matriz utilizado para o preparo de solugdo para a reagao. O
1-ELISA foi realizado sempre nas mesmas condi¢des em dias diferentes, sendo a dilui¢ao de
reagentes principais executada no momento do uso (OTA-BSA estoque-uso diluido em PBS;
AcManti-OTA em PBS; Ac secundario anti-mouse em PBST).

A Tabela 08 mostra o resultado de leituras obtidas e as datas correspondentes ao ensaio

1-ELISA no periodo de 36 dias, sob as mesmas condi¢des de ensaio.

Tabela 09. Tempo em dias de conjugado em solugdo tampao carbonato-bicarbonato 0,1 mol
L'pH 9.6 e respectiva leitura.

Tempo Absorvancia (450 nm)

(dias) Faixa de leitura média C.V.
to1 1,275 -1,917 1,542 8%
Tos 1,403 — 0,804 1,096 11%
t1o 0,619 — 1,665 0,995 33%
to 0,723 - 0,449 0,573 14%
ts2 0,423 - 0,525 0,431 10%
136 0,298 - 0,412 0,329 14%

O teste de estabilidade no decorrer de 36 dias (ty a t3eqias) indicou queda gradativa na
leitura em absorvancia a 450 nm de 1,542 para 0,329 (Tabela 08). O fato apontou provavel
problema na estabilidade de conjugado OTA-BSA, ja que o AcManti-OTA e Ac secundario
anti-mousemantido a -20 somente tenha sido diluido em PBS e PBST, respectivamente, no
momento do ensaio. Em contraste, a solucdo estoque-uso de conjugado OTA-BSA esteve
mantido nestes 36 dias em tampao carbonato-bicarbonato 0,1 mol L'lpH 9,6 a 4 °C, portanto
nao congelado em solucdo alcalina e diluido para 100 ng/mL em PBS no momento de cada
reacdo. O conjugado se manteve estavel suficiente para realizagdo de imunoensaios em tg; até
o t;, (Tabela 08), sendo esse o tempo de utilidade deste conjugado OTA-BSA em tampao
carbonato-bicarbonato pH 9,6 a 4°C, se ndo consideramos a rigidez quantitativa do resultado.

Assim, sugere-se ocorréncia da perda de atividade de OTA-BSA na etapa de
manutengdo de estoque-usondo-congelado em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6 a 4 °C,
aliado a condi¢des do refrigerador e outros reagentes mantidos juntos no mesmo local.

Embora o tampao carbonato-bicarbonato seja diluente de escolha no preparo de
conjugado OTA-BSA para sensibilizagio (ABRUNHOSA, L. & VENANCIO, A. 2007,
FUJII, S. et al., 2007, ZHANG, A. et al. 2011,), os dados apresentados neste trabalho
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questionaram se este seria o diluente ideal. I.e., a alcalinidade (pH de 9,6) poderia afetar a
conformacao proteica de BSA, contribuindo para a baixa durabilidade do reagente, alertando
para os cuidados necessarios na manutengao de um reagente proteico.

Aliado a este fator, fator adicional que também pode ter contribuido para a baixa
durabilidade do reagente OTA-BSA estoque-uso seria a manutencdo juntamente com o0s
extratos de analitos (bioativos, micotoxinas, cianotoxinas) em solventes organicos volateis
para analise por UPLC-MSMS. A saber, diferente de proteinas, estes analitos de baixa massa
molecular conseguiriam manter a conformagao quimica inalterada sob condi¢dao de solventes
extratores drasticos. AQEEL, Z., BLOOD, N. & TUNER, J. (2018) armazenando metanol por
10 dias, observaram perda em massa de 0,007% de metanol em frasco completamente
fechado, enquanto em frasco aberto ocorreu perda de até 27,8%, com variagdo dependente do
tipo de vedacgdo. Ou seja, a perda devido a volatilizacdo pode interferir na caracteristica de
outros reagentes mantidos no mesmo local, causando queda em sua efetividade.

Consequentemente, os reagentes biologicos essenciais (OTA-BSA, Ac primario
AcManti-OTA, Ac secundario anti-mouse) e microplaca-reagdo de imunoensaio ELISA
sensibilizada mantidos juntos em ambiente com solventes organicos volateis utilizados nos
extratos de amostra para analise por espectrometria devem ter causado danos irreparaveis em
estrutura proteica tridimensional. Solventes de alta toxicidade volatilizados em ambiente
fechado (refrigerador) penetrariam também em recipientes com reagentes proteicos destinados
ao ensaio ELISA, alterando a funcionalidade real.

A especificidade e sensibilidade extremamente elevada oriunda de estrutura tercidria e
quaternaria de proteina, aliado ao uso de solventes baseados em &4gua (tampao) de menor
toxicidade em vez de solvente organico trata-se de fator excepcional na analitica e prote¢ao
aos profissionais técnicos, assim como uso de equipamentos simples. Em contraste, esta
flexibilidade tem sido maior motivo na dificuldade de automagdo de reagente biolodgico
proteico, sujeito a desnaturacdo e, consequente invalidez perante aplicacdo analitica de
precisao.

Retifica-se a hipotese sobre efeito de solventes volatilizados na inativacdo de
reagentes protéicos, ja que além de todas as etapas testadas, entre os Gltimos ensaios também
avaliou-se a qualidade de agua, comparando a agua utilizada rotineiramente no Laboratdrio
LIM (Equipamento ELGA., modelo OPTION Q7), em relacdo a 4gua ultrapura do
Laboratério LABSAN — equipamento Permution, modelo RO/0510. Salienta-se a utilizagado
da referida 4agua ultrapura para o cultivo de Daphnia magna, Ceriodaphniadubia e

Pseudokirchneriellasubcapitata, destinado a avaliagdo ecotoxicologica empregando
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organismos testes bastante sensiveis a xenobidticos (dados ndo apresentados). Os resultados
obtidos mostraram-se todos negativos — leitura de absorvancia a 450 nm préximo a 0,050
(equivalente ao branco da reagdo), apontando novamente, o problema com a desnaturacao de
reagentes imunoquimicos (dados nao-apresentados).

Em suma, a Tabela 08 sugere que o tempo méaximo de validade aceitavel de conjugado
OTA-BSA em tampao bicarbonato-carbonato ph 9,6 (estoque-uso) seja de aproximadamente
de até 12 dias (Tabela 08, com os valores de absorvancia de 1,542 (t;); 1,096(ts); 0,995(t1»)),
devendo-se manter os reagentes biologicos essenciais para o imunoensaio ELISA em
ambiente isento de solventes organicos. Sugere-se também uma avaliagdo substituindo
tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6 com tampao PBS, para testar a durabilidade de OTA-
BSA estoque-uso a 4°C.

Neste trabalho o AcManti-OTA utilizado foi produzido por Ishikawa (2012). Salienta-
se perda na atividade de AcManti-OTA armazenado a -20°C em laboratorio sem gerador de
energia pelo periodo de 6 anos, sugerindo recorrente queda de energia elétrica no
estabelecimento. Considerando que AcM seja molécula bioldgica de massa molecular
elevada, i.e. proteina com quatro cadeias (duas L — leves e duas H — pesadas), a conformagao
tridimensional, altamente sensivel , justificaria os resultados obtidos. Assim sendo, o
anticorpo produzido deve ser mantido a -87°C e, o equipamento com fornecimento de energia
continuo através de gerador de energia. A nossa condi¢do atual de instalacdo ndo atende este
requisito. Nao obstante, o freezer -87°C esta acoplado ao cilindro de CO,, capaz de injetar em
caso de subida de temperatura sob queda de energia, mas o sistema se ativa quando a
temperatura atinge -55°C, equivalente a aproximadamente 32°C de diferenca. Sugere-se
reduzir a temperatura para indugdo de descarga de CO,, assim como instalar o equipamento

em local abastecido com gerador de energia.

8.5 Comparacao entre dois lotes de conjugados de OTA-BSA

A comparagdo entre 2 lotes de conjugado OTA-BSA foi feita procedendo diluicdo 1:100 de
AcM Anti-OTA, para se avaliar qual apresentaria a melhor resposta. Foram comparados o lote
A (preparado por Silva (2010) e o lote B cedido gentilmente por Kawamura em Setembro de

2017. O resultado de teste esta na tabela 09.
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Tabelal0. Efetividade de conjugado OTA-BSA.

Absorvancoa (450 nm)

Lote A Lote B
Linha/Col. 7 8 9 10 11 12
A - 0,053 0,055 - 0,047 0,066
B 1,921 2,099 2,021 1,859 1,803 1,504
C 1,821 1,875 1,608 1,062 1,118 1,107
D 1,727 1,776 1,610 1,119 1,064 1,043
E 1,800 1,718 - 1,155 1,014 0,934
F 1,489 1,573 1,590 1,030 0,981 0,861
G 1,469 1,459 1,409 0,920 0,971 -
H 1,297 1,477 1,418 0,972 0,949 1,374
Branco Reacéo Branco Reacao
Média 0,054 1,657 0,056 1,142
D.P. 0,0014 0,2194 0,0134 0,2793
C.V. 3% 13% 24% 24%

Linha A: branco. Demais linhas: reag@o.

O lote A apresentou maior leitura em absorvancia (média, 1,595) em relagdo ao lote B (média,

1,142), com diferenga significativa sob as mesmas condi¢des de ensaio (p<0,05) (Tabela 09).

Tabela 11: Comparagao estatistica dos dois lotes de conjugado (p<0,05). Teste — T.

Teste-T: duas amostras presumindo variancias equivalentes
Lote A Lote B

Média 1,65785 1,142
Variancia 0,048144 0,078022
Observacdes 20 20
Variancia agrupada 0,063083
Hipdtese da diferenga de média 0
gl 38
Stat t -6,49482
P(T<=t) uni-caudal 5,98E-08
t critico uni-caudal 1,685954
P(T<=t) bi-caudal 1,2E-07
t critico bi-caudal 2,024394

Outrossim, questiona-se a real validez desta diferenca significativa entre os lotes, se
observarmos o resultado de manutencao / higienizacdo (limpeza) da lavadora de microplaca
(Topico 8.3). A Figura 11 mostra oxidagao / ferrugem principalmente no ponto de insercao da
agulha de eje¢do de PBST no suporte acrilico de pente. Isso pode ter afetado a intensidade de

ejecdo de tampdo durante a lavagem da microplaca e consequentemente, o resultado. Além
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disso, deve-se considerar o tempo de utilidade deste equipamento, j4 que se tratava de peca
antiga sem reposi¢ao no mercado.

Finalizada a escolha de lote de OTA-BSA (lote A), prosseguiu-se a otimizagdo de i-ELISA,
testando as dilui¢oes de AcM anti-OTA.

No experimento preliminar, testou-se a diluicio de AcM anti-OTA 1/100 a 1/500 (Ac
primério), fixando a diluicdo de anti-igG HRP anti-mouse (Ac secundario) em 1/4000, para
avaliar se a leitura atenderia a exigéncia da lei de Lambert-Beer, i.e. capaz de obter
absorvancia dentro da faixa de 0,2 a 0,8 (SKOOG; WEST; HOLLER, 1992). Considerando a
elevada absorvancia obtida (dados ndo apresentados), aumentou-se a diluigdo a ser testada
para a faixa entre 1/1000 a 1/10.000 (Tabela 10).

A Tabela 10 apresenta os resultados da melhor diluicdo de AcM anti-OTA i-ELISA,
considerando que outros pardmetros ja tenham sido determinadas: higienizacao (limpeza) da
lavadora de microplaca; estabilidade de conjugado OTA-BSA; Comparagdo entre os lotes de
conjugado OTA-BSA.

A melhor diluigao escolhida de 1/5.000 apresentou o valor médio de absorvancia de 0,683,
estando dentro dos valores ideais de absorvancia entre 0,2 e 0,8, i.e. evitaria os desvios na Lei
de Lambert-Beer (SKOOG; WEST; HOLLER, 1992), além de reduzir a quantidade de
reagente e, minimizar o custo da andlise. Embora a diluicdo 1/10.000 (média de leitura,
0,379) também esteja dentro da exigéncia de Lambert-Beer, escolheu-se 1/5.000 (média,
0,683) como diluicdo de escolha, para evitar eventuais problemas com queda na leitura de
absorvancia no decorrer da utilizacdo de AcM estoque a 4° C (diluido na data do ensaio).
Além destas etapas referente a OTA-BSA, em nosso trabalho procedeu-se etapas adicionais
de otimizacao (Otimizagdo da andlise de OTA por i-ELISA; Higieniza¢do (limpeza) da
lavadora de microplaca; Estabilidade de conjugado OTA-BSA; Comparacgao entre dois lotes
de conjugados OTA-BSA). Os parametros utilizados foram estabelecidos por KAWAMURA
et al., (1989), adequadas ao nosso laboratorio por ISHIKAWA (2012). Os pontos que
necessitaram de otimizagdo nesse trabalho também envolveram tempo de estocagem de

reagentes e condi¢des dos equipamentos, conforme anteriormente descritos.
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Microplaca AcCMANtI-OTA (Diluiggo)
Linha/Coluna 1/1.000 1/2.000 1/5.000 1/10.000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2,164 2,263 2,223 1,890 1,875 1,763 1,052 0,841 0,756 0,398 0,571 0,505
B 1,906 2,066 1,857 1,418 1,259 1,514 0,955 0,987 0,866 0,488 0,554 0,397
C 1,946 1,464 1,621 1,487 1,193 1,287 0,818 0,661 0,698 0,374 0,375 0,405
D 1,617 1,748 1,541 1,373 1,450 1,376 0,626 0,854 0,795 0,366 0,330 0,309
E 1,409 1,252 1,278 1,056 1,209 1,013 0,59 0,619 0,569 0,302 0,297 0,308
F 1,283 1,205 1,216 0,998 0,953 0,948 0,556 0,555 0,568 0,282 0,289 0,282
G 1,164 1,560 1,148 0919 0,927 0,878 0,527 0,527 0,518 0,269 0,269 0,270
HBranco) 0,054 0,050 0,053 0,051 0,051 0,056 0,050 0,050 - 0,059 0,066 -
Branco Reacéo Branco Reacéo Branco Reacao Branco Reacdo
Media 0,052 1,616 0,053 1,275 0,050 0,683 0,062 0,379
D.P. 0,002 0,370 0,003 0,313 - 0,167 0,005 0,095
C.V. 4% 23% 5% 25% - 25% 8% 25%

* Negrito: branco da reagio.
- : Sem variac¢do.
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O i-ELISA otimizado, utilizando conjugado OTA-BSA lote A para a sensibilizacao de
microplaca segue o esquema a seguir.

Figura 12 — Esquema de etapas de i-ELISA otimizado.

i-ELISA

Sensibilizagdao com OTA-BSA
100ng/mL (100uL / pogo)

Lavagem 04°C / 24h

3 vezes com PBST Bloqueio
PBS-BSA 0,1% (150pL)

Lavagem 25°C /1h
3 vezes com PBST

AcM IgG anti-OTA
1:5.000 em PBS
(100uL)

Lavagem 25°C/1h
3 vezes com PBST

Anti-IgG-HRP
1:4.000em PBST (100pL)

Lavagem 25°C/1h
6 vezes com PBST

Substrato Cromégeno TMB
(100uL)

25°C / 20min

Paralisagdo da reagao
H,50,1M (50pL)

Leitura a 450 nm

9. DISCUSSAO
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O i-ELISA deste trabalho iniciou-se com teste preliminar empregando: sensibiliza¢ao
da microplaca com 100 pLL de OTA-BSA a 100ng/mL em tampao carbonato-bicarbonato 0,1
mol L pH 9,6; bloqueio com 150 pL de BSA a 0,1% em PBS; AcManti-OTA 1/100 (v/v) em
PBS; Ac secundario Anti-IgG HRP 1/4.000 (v/v) em PBST. Os subsequentes ensaios de
otimizagdo determinaram dilui¢do de AcManti-OTA para 1/5.000 (v/v), salientando-se
aumento em 50 vezes na sensibilidade, melhorando rendimento de reagente ¢ diminuindo o
custo da técnica.

NEMZEK, J.A., SIDDIQUI, J., REMICK, D. G. 2001 testou agentes bloqueadores
Blocker™ BLOTTO em TBS (Pierce, Rockford, IL.), Blocker™Casein em PBS (Pierce),
Superblock® Blocking Buffer em PBS (Pierce) e plasma de individuo saudéavel para o
bloqueio da microplaca apods sensibilizagdo para otimizacdo do imunoensaio ELISA. Este
estudo ndo foi conclusivo, pois o agente bloqueador variou conforme o analito, sugerindo
novas pesquisas para determinar qual o melhor agente bloqueador. Em nosso trabalho, BSA
mostrou ser eficiente como bloqueador de placa para imunoensio.

KADIR, M.K.A. & TOTHIL, I. E., 2013 testou tampao carbonato (a 0,1 M e pH 9.6) e
tampao PBS (a 0,01 M pH 7,4) como diluente de conjugado AFB; BSA para ELISA
competitivo indireto e concluiu que o tampdo carbonato fosse o de eleicdo por haver
evidéncias de que com o pH maior, a adsor¢cdo do conjugado na placa seja mais efetiva.
LUCIO, C. H., PINTO, N. F. J., MARRIEL, L. E. (2007), desenvolveram um i-ELISA para
quantifica¢do de aflatoxina B; sendo anticorpo monoclonal anti-AFB; adquirido de Sigma em
EMBRAPA Milho & sorgo em Sete Lagoas — MG. Os autores otimizaram o i-ELISA para
anticorpo primario (1:5.000 ) e Anti-IgG HRP (1:3.000).

Em comparagdo, o i-ELISA desenvolvido apresentou a mesma dilui¢do de anticorpo
primério (1:5.000 ), mas maior dilui¢do de anticorpo secundario Anti-IgG HRP (1:4.000). Le.,
o i-ELISA otimizado nesse trabalho utilizando anticorpo secundéario em maior dilui¢do reduz
o custo do imunoensaio; além disso, a capacidade em produzir AcManti-OTAin loco em nosso

laboratorio resulta em reducao drastica de custo.

10. CONCLUSAO



47

O trabalho obteve sucesso na otimizagdo de i-ELISA. O anticorpo primario AcManti-OTA
comecgou a ser utilizado na diluicao de 1/100 e passou para 1/5.000, um rendimento de 50
vezes a mais de reagente, diminuindo o custo e aumentando o nimero de analises possiveis.

No decorrer do experimento, problemas foram detectados e resolvidos em nosso
laboratério como a presenca de solventes volateis em geladeira e problemas na lavadora de
microplaca.

Sugere-se continuidade na pesquisa para melhorar o tempo de vida util de OTA-BSA com
testes comparativos de diferentes tampdes, como o PBS vs. tampao carbonato-bicarbonato e

outros tampdes em bibliografia a ser consultada.

11 .CAPITULO 11



EXPOSICAO EXPERIMENTAL DEOCRATOXINA A (OTA) EM PARAMETRO
HEMATOLOGICOS DE PINTAINHOS: INGESTAO DE RACAO VERSUS
INOCULACAO SUBCUTANEA

11.1 RESUMO
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A contaminagdo de cereais e produtos relacionados a alimentagdo de animais de
criagdo por micotoxinas, como OTA, representa um grande problema para satide e economia
no mundo. A exposi¢cdo animal a OTA ocorre principalmente por ingestao, mas também pode
ocorrer pelas vias dérmicas e por inalagao. O presente trabalho comparou efeito de alteracdes
hematologicas causadas por exposicdo de ocratoxina A (OTA), por via oral e por via
subcutanea em frangos. Os parametros hematologicos foram comparados com os dados
obtidos por exposicdo de 42 aves, de 01 dia de idade, com ragdao contaminada com OTA nas
doses de 0,0; 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 e 1,1 mg de OTA/kg de racdo, respectivamente e, de 36
aves, de 05 dias de idade expostos por inocula¢do subcutinea de OTA nas concentragdes de
0,0; 0,1; 0,5; 0,9; 1,3 e 1,7 mg de OTA/kg de peso corporal, respectivamente. Os resultados
obtidos demonstraram niveis de hemoglobina, hematécrito, nimeros de eritrocitos, leucocitos
circulantes alteradas com menor nivel de exposicdo de OTA por via subcutanea em pintainhos
(Cobb) que por via oral, exceto nimero de heterdfilos circulantes onde a alteragdo foi mais
evidente com a exposicao por via oral. Os niimeros de linfocitos circulantes foram alterados a
partir da mesma dose de exposi¢do. Pode se concluir que a alteracdo hematoldgica ocorre com
a exposicdo de OTA por via subcutdnea em baixa dose, portanto mais evidente que a
exposi¢cdo por via oral em pintainhos. Um estudo das causas dos motivos pelos efeitos
metabolitos e cinéticos foram apresentados e sugerem-se novas pesquisas para dar mais

clareza ao que ocorre com a OTA no organismo de aves.

11.2 INTRODUCAO

Ocratoxina A ¢ uma micotoxina de ocorréncia comum em regides de clima temperado.
Pode ocorrer em milho, matéria-prima essencial de ragdo para animais de produgdo. Em
organimos animais, a ocratoxina A (OTA) causa uma patologia chamada de ocratoxicose que
causa reducao do cosumo de ragdo, perda de peso, apatia, penas arrepiadas, aumento da
ingestao de agua, diarréia e atinge principalmente os rins e figado, entre outras alteracdes, em
animais contaminados por essa micotoxina.

Para o Brasil ¢ de grande importancia aumentar a compreensdo sobre os efeitos de
OTA em frango por se tratar de um dos grandes produtores de carne de frango no mundo.

Este trabalho avaliou as diferencas de efeito de OTA em parametros hematologicos de
frango de linhagem Cobb, evidenciando as diferencas de alteragdes de inoculagdao de OTA

pela via oral e pela via subcutanea.
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11.3Material

11.3.1 Aves

Dois grupos de aves receberam tratamentos diferentes.O experimento foi aprovado

pela Comissédo de Etica no Uso de Animais — UEL (anexo 1), como descrito a seguir.

11.3.1.1Grupo 01 — Inoculacéo oral de OTA

O experimento foi realizado com 42 pintainhos de linhagem Cobbde 01 dia de idade,
ndo sexados, livres de patdgenos especificos de um incubatorio local em Londrina, Parana,
Brasil, por um periodo de 21 dias. Antes de libera-los na granja do experimento, o local foi
cuidadosamente limpo e foram posteriormente fumigado KMnO4 ¢ formalina (1:2). As aves
foram mantidas sob condi¢des de higiene estritas ¢ foram mantidas com ragdo de frango do
primeiro ao ultimo dia do experimento. Alimentagdo e agua foram fornecidas ad libitum sem

probidticos, antibidticos, promotores de crescimento ou drogas terapéuticas.

11.3.1.2Preparo de racdo contaminada com OTA

OTA foi adquirida da empresa Sigma (EUA, CYAM-11439-10Mg) ressuspendida em
etanol (1mg de OTA para 10 ml) para dissolver a micotoxina completamente. Esta suspensao
foi entdo misturada uniformemente na quantidade necessaria de alimento basal para preparar a
mistura experimental contendo cada concentragdo desejada de OTA, 3 dias antes do inicio do

experimento, a fim de uniformizar a distribuigdo.

11.3.1.3Delineamento experimental

Pintainhos de linhagem Cobb de um dia foram divididos em 7 grupos (Aao G), tendo 6
aves cada grupo. Um grupo recebeu apenas ragao (grupo A) para servir de controle, enquanto
os grupos B, C, D, E, F e G, receberam ragdao contaminada com OTA a 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 ¢
1.1 mg OTA/kg na ragdo, respectivamente, por um periodo de 21 dias. Todo o experimento
foi conduzido de acordo com as regras e regulamentacdes do Comité de Etica e Uso de
Animais (CEUA No. 18419.2013.89) (anexo), Centro de Ciéncias Biologicas, Departamento

de Biologia, Universidade Estadual de Londrina. As baias foram mantidas a aproximadamente
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33°C na primeira semana, aaproximadamente 32°C na segunda semana ¢ 2 aproximadamente
24° pelo restante do experimento, com 60% umidade relativa, e com ciclo de claridade de
12h; todos os animais tiveram acesso a agua fresca e racdo contaminada com OTA, exceto o
grupo controle, ad libitum durante 21 dias.

Apoés o abate das aves, amostras do figado e peito foram colhidas, identificadas e

mantidas a -80°C.

11.3.2Grupo 02 — Inoculacéo de OTA pela via subcuténea

O experimento foi realizado com 36 pintainhos de linhagem Cobb de 05 dia de idade,
ndo sexados, livres de patogenos especificos (Cobb) de um incubatério local em Londrina,
Parand, Brasil, por um periodo de 21 dias. Antes de libera-los na granja do experimento, o
local foi cuidadosamente limpo e foram posteriormente fumigado KMnO4 e formalina (1:2).
As aves foram mantidas sobe condi¢gdes de higiene estritas e foram mantidas com raciao de
frango do primeiro ao Gltimo dia do experimento. Alimenta¢do e agua foram fornecidas ad

libitum sem probidticos, antibioticos, promotores de crescimento ou drogas terapéuticas.

11.3.2.1 Preparagdo de OTA

OTA foi adquirida da empresa Sigma (EUA, CYAM-11439-10Mg) ressuspendida em
etanol (1mg de OTA para 10 ml) para dissolver a micotoxina completamente. Esta suspensao
foi entdo misturada uniformemente e ajustada nas doses predeterminadas para injecdo nas

aves.

11.3.2.2 Delineamento experimental

Pintainhos de linhagem Cobbde um dia foram divididos em 6 grupos (A ao F), tendo 6
aves cada grupo. Um grupo recebeu apenas ragao (grupo A) para servir de controle, enquanto
os outros grupos receberam OTA subcutaneamente com 5 dias de idade nas doses de 0,1; 0,5;
0,9; 1,3; e 1,7 mg OTA/kg de peso corporal respectivamente. Todo o experimento foi
conduzido de acordo com as regras e regulamentacdes do Comité de Etica e Uso de Animais
(CEUA No. 18419.2013.89) (anexo), Centro de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de
Biologia, Universidade Estadual de Londrina. As baias foram mantidas a ~33°C na primeira

semana, a ~32°C na segunda semana e a ~24° pelo restante do experimento, com 60%
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humidade relativa, e com ciclo de claridade de 12h; todos os animais tiveram acesso a agua
fresca e racdo ad libitum durante 21 dias.

Os animais foram abatidos no vigésimo primeiro dia.

12. RESULTADOS E DISCUSSAO

13.Grupo 01 (inoculacéo oral) x Grupo 02 (inoculacéo via sub-cutanea)

Grupo 01 — Contaminagao vira oral por ragao contaminada.
No grupo que recebeu OTA pela ragdo contaminada, observou-se o que pode-se chamar de
ocratoxicose classica, com lesdo acentuada em rins e figado, sinais clinicos como penas

arrepiadas apatia e diarréia acentuadas .

Grupo 02 — Contaminagao via subcutanea
No grupo que recebeu OTA pela via subcutinea, sinais clinicos e lesdes em orgaos foram
mais brandos, exceto nos grupos E e F que receberam quantidade maior de OTA,

apresentando também ocratoxicose classica
A tabela abaixo compara os resultados obtidos nos dois tratamentos (inoculacdo com

OTA por ragdo contaminada Grupo 01 x inoculacdo pela via subcutdnea Grupo 02) para

melhor comparagao.

Tabela 13. Comparagdo de resultados obtidos na inoculagdo oral e subcutanea.

Grupo 01 02
Ingestdo de racéao Administragéo via
contaminada subcutanea

Delineamento experimental 42 pintainhos (Cobb) de 01 36 pintainhos (Cobb) de 05



OTA

Parametros hematoldgicos
Hematocrito

Eritrocitos
Leucdcitos

Hemoglobina

Heterofilos

Mondcitos

Eosinoéfilos

Linfocitos

dia de vida

7 grupos com 6 animais cada
Ragao contaminada com
OTA (mg/kg), ad libitum, 21
dias

Racéo contaminada

mg OTA/kg, racao

Grupo A — 0,0 mg de OTA
Grupo B - 0,1 mg de OTA
Grupo C — 0,3 mg de OTA
Grupo D - 0,5 mg de OTA
Grupo E - 0,7 mg de OTA
Grupo F - 0,9 mg de OTA
Grupo G — 1,1 mg de OTA

Foi reduzido nos grupos E, F
e G quando comparados ao
grupo A, enquanto nao houve
diferenca observada nos
hematdcritos dos grupos B, C
e D.

Foram reduzidos nos grupos
D,E,FeG.

Foram reduzidos nos grupos
C,D,E,FeG.

Foi reduzida nos grupos C,
D,E,FeG.

Nos grupos C, D, E, F,e G
aumentaram em relacdo ao
grupo A.

Aumentaramno grupo G e
nao houve diferenca
significativa nos grupos B, C,
D,EcF.

Foram encontrados nos
gruposF e G e nao foi
importante quando
comparados ao grupo A.
Foram reduzidos nos grupos
D,E, FeG.
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dias de vida

6 grupos com 6 animais cada
OTA diluida (I1mg de OTA
em 10 ml de etanol) por
injecdo subcutanea em mg de
OTA/peso corporal

Dose Unica no 5° dia

Grupo A — 0,0 mg de OTA
Grupo B - 0,1 mg de OTA
Grupo C - 0,5 mg de OTA
Grupo D — 0,9 mg de OTA
Grupo E — 1,3 mg de OTA
Grupo F — 1,7 mg de OTA

Foi reduzido nos grupos B,
C, D, E e F quando
comparados o grupo controle.

Foram reduzido nos grupos
B,C,D,EeF.

Foram reduzidos nos grupos
B,C,D,EeF.

Foi reduzida nos grupos B, C,
D,EcF.

Nos grupos E e F foram
reduzidos quando
comparados ao grupo A.
Foi aumentado no grupo F.

Foram encontrados nos
grupos D, E e F, mas ndo
teve significancia quando
comparado ao grupo A.
Foram reduzidos nos grupos
D,EekF.

Os dois grupos apresentaram alteragdes compativeis com a ocratoxicose descritos na

literatura, independente da via de contaminagao.

Nao obstante, salienta-se a diferenca na intensidade de efeito provavelmente resultante

da via de administracdo, principalmente perante parametros hematologicos e leucocitarios.

Assim, o Grupo 02 (OTA administrado via subcutinea) apresentou alteragdes
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hematologicos e leucocitarios mais expressivos, ocorrendo alteragdo a partir da menor dose
(0,1 mg de OTA), o que ndo ocorreu no grupo 01 (ingestdo de OTA pela racao).

Os trabalhos sobre exposicdo de OTA tem consistentemente revelado que maior
concentracdo de OTA ocorre em rim, seguido de figado ou musculo e depois a gordura;
todavia, outros tecidos incluem medula e cortex adrenal, pele, miocardio, mucosa géstrica e
medula 6ssea (HOPE&HOPE, 2012).

Outrossim, a maioria de informagdo sobre a cinética de OTA, independente de
contaminagdo via oral ou intravenosa, sugere um modelo aberto de dois compartimentos
(DIETRICH, HEUSSNER,& O’BRIEN, 2006). Neste modelo, o sangue representaria o
compartimento central, enquanto todos os outros orgdos (independente de perfusdo
sanguinea), o compartimento periférico. Assim, presenga de transportadores ativos de OTA
em respectivos orgdos (compartimento periférico) determinaria a diferenca de distribuicao e
cinética de eliminacdo entre diferentes espécies e sexos. O compartimento periférico, por sua
vez, teria subdivisdo, sendo capacidade de transporte ativo de OTA, em adi¢do a difusdo
passiva. Estes fatores poderiam contribuir com maior permanéncia de OTA no plasma
(DIETRICH,HEUSSNER,& O’BRIEN, 2006) e, causado alteracdes hematologicos e
leucocitarios mais expressivos em contaminagdo via sub-cutdnea, obtido neste trabalho
(Tabela 11).

Geralmente, o tempo de meia vida de eliminagdo de OTA ¢ maior em sangue do que
em tecidos, o que deve ser relacionado, em parte, a maior afinidade de ligagdo da toxina as
proteinas do sangue (TAO, et al., 2018)

Apds uma unica dose oral de OTA, o nivel maximo sérico foi detectado dentro de 10 a
48 horas em suino e rato, de 2 a 4 horas em bezerro € em aproximadamente 25 minutos em
coelho e frango respectivamente (FUCHS & HULT, 1992).

AL-ANATI& PETZINGER(2006), sugerem os efeitos de OTA na medula dssea e
sistema imune. De modo sumdrio na Figura 13 esquematiza esses efeitos, que incluem
redugdo de 6rgdos imunes vitais como (A) bago e (B) timo também causando prejuizo em
anticorpo, resposta de imunoglobulina e hipocelulariedade na (C) corrente sanguinea, (D)
medula d6ssea e (D) orgdos linfoides, como placa de Peyer. Efeitos imunotdxicos resultantes
de morte celular ocorrida por (I) necrose como reducdo de tamanho de bago devido a
mudanga necrdticas em centro germinativo do o6rgdo e a (II) apoptose, por exemplo (2)
redu¢do de tamanho em timo devido mudangas por apoptose em cortex. (III) migragdo

forcada de células de sistema imune para orgdos-alvo de OTA como rim e figado, (IV)
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inibi¢do de sintese de proteina em tecidos regenerativos e (V) reducdo de imunoglobulinas e

orgaos linféides como placas de Peyer ou bursa de Fabricius.

Figura 13 — Efeitos de OTA em medula 6ssea e 0rgdos de sistema imunologico.

Figura 14 — Detalhamento de efeitos de OTA em medula 6ssea.
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Os mesmos autores sugerem os efeitos hipotéticos de OTA em medula 6ssea (Figura 14). De

modo resumido, os efeitos incluem depressao de medula 6ssea, subsequente alteragdo nas
respostas imunes celular e humoral e hipocelulariedade na corrente sanguinea. Esses efeitos
resultam de morte celular ocorrida pela necrose, apoptose e inibi¢cdo de sintese proteica. Esses
fatores somados causam reducao (1) no numero de células-tronco hematopoiéticas, (2)
células-tronco multipotentes, (3) progenitores delinfocitos e (4) células natural killer, (5)
linfocitos T e (6) linfocitos B. Isso leva a (7) reducdo de resposta de anticorpo e
imunoglobulina. Redu¢do em numero de (8) células progenitoras de mieldcito que leva a

depressdao em numero e fungdo de (9) neutrofilo, (10) basoéfilo, (11) eosinofilo e (12)
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monocitos e macrofagos. Além disso, OTA causa (13) liberacdo de citocinas como IL-6, IL-2
e TNF-a que podem posteriormente ajudar no processo apoptotico induzido por OTA (AL-
ANATI, L. & PETZINGER, E. 2006)

Em experimento in vivo em frango, os metabolitos detectados consistiram de 4(S)-OH-
OTA, 4(R)-OH-OTA, 5’-OH-OTA, 7°-OH-OTA, 9’-OH-OTA, OTB, sendo os mesmos
detectados também in vitro em microssomo hepatico de frango (YANG et al., 2015).

Os metabolitos derivados de OTA variam de espécie para espécie como mostra a
Tabela 12.

Considerando que OTA ingerida (via ragdo) atravessa todo trato digestivo e sistema
hepatico de ave, sob diferentes processos metabolicos, em relagdo a administracdo direta pela
via subcutdnea, as interferéncias seriam (i) biodisponibilidade no organismo; (ii) tempo de
eliminagdo do organismo; (iii) diferentes vias metabdlicas; e (iv) produtos metabdlicos
variados. Estes fatores explicariam também as diferencas na resposta do organismo de ave,
em particular parametros hematologicos e contagem de células sanguineas nos diferentes

tratamentos do experimento apresentado (Tabela 11).

Tabela 14.Metabdlitos de OTA.

Espécie Método Material Metabdltos Meétodo de detecgédo
experimental experimental

Frango In vitro Microssomo 4(S)-OH-OTA UPLC-Q/TOF-MS
hepatico 4(R)-OH-OTA
5-OH-OTA
7’-OH-OTA
9’-OH-OTA
OTB
In vivo Fezes 4(S)-OH-OTA UPLC-Q/TOF-MS
4(R)-OH-OTA
5’-OH-OTA
7°-OH-OTA
9’-OH-OTA
OTB
Suino In vitro Microssomo 4(S)-OH-OTA Espectrometria de ressonancia
hepatico 4(R)-OH-OTA magnética nuclear(NMR)
5’-OH-OTA UPLC-Q/TOF-MS
7’-OH-OTA
9’-OH-OTA
OTB
Rato In vitro Microssomo 4(S)-OH-OTA UPLC-Q/TOF-MS
hepatico 4(R)-OH-OTA
5’-OH-OTA
7-OH-OTA
9’-OH-OTA
OTB
Hepatocito 4-OH-OTA Cromatografia de camada
Pentose de OTA (hexose e delgada
pentose)
(4R)-4-OH-OTA
(4S)-4-OHOTA
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In vivo Urina 4(S)-OH-OTA UPLC-Q/TOF-MS

4(R)-OH-OTA

5’-OH-OTA

7°-OH-OTA

9’-OH-OTA

OTB
4(S)-OH-OTB
4(R)-OH-OTB
OTHQ

Figado e bago Ochratoxin  (OTB) LC-MS/MS e LC-TOF-MS

Adaptagdo de TAO, et al., 2018.

Considerando que OTA sendo liberada no organismo de ave, pela ragdo contaminada e
administrada diretamente pela via subcutanea, passou por diferentes vias processos
metabolicos que podem interferir em (i) sua biodisponibilidade no organismo; (ii) tempo de
eliminagdo do organismo; (iii) diferentes vias metabdlicas; e (iv) produtos metabdlicos
variados, pode explicar as diferengas na resposta do organismo de ave, em particular
parametros hematologicos e contagem de células sanguineas nos diferentes tratamentos do
experimento apresentado. E importante mencionar também que a maioria dos metabélitos de
OTA sdo menos toxicos que a propria OTA (TAO et al., 2018), isso pode explicar também
que a OTA administrada pela via sub-cutanea, ja que ndo passou pelos processos enzimaticos

da digestao e do figado, ficou em sua forma original e mais toxica que seus metabolitos.

14. CONCLUSAO

Os niveis de hemoglobina, hematocrito, nimeros de eritrdcitos, leucocitos circulantes
sdo alteradas desde o menor nivel de exposi¢do de OTA por via subcutdnea em pintainhos
(linhagemCobb) que por via oral, exceto nimero de heterofilos circulantes onde a alteracao
foi mais evidente com a exposicao por via oral. Os numeros de linfocitos circulantes foram
alterados a partir da mesma dose de exposi¢cdo. Concluimos que as vias de exposicao de
ocratoxina A (oral versus subcutianea) influenciam nos pardmetros hematoldgicos de forma
distinta em pintainhos e, as possiveis causas sejam devido efeitos metabolitos e cinéticos, o
que sugere-se novas pesquisas para dar mais clareza ao que ocorre com a OTA no organismo

de aves.
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15. CONSIDERACOES GERAIS

Ocratoxina A ¢ uma das mais importantes micotoxinas por ser encontrada em
praticamente todo o mundo e ser uma das mais toxicas. E fundamental para a ciéncia,
compreender cada vez mais sobre suas propriedades e efeitos em organismos bioldgicos.

Com uma pesquisa simples e eficaz, este trabalho obteve sucesso na otimizagdo de
imunoensaio empregando a técnica do i-ELISA (ELISA indireto). Foram avaliados e
resolvidos problemas na lavadora de microplaca, otimizagao de dilui¢do de anticorpo primario
anti-OTA, utilizando a OTAcomo analito, conjugada com BSA (sigla em inglé€s de albumina
de soro bovino).

Também fotam avaliadas as diferengas em pardmetro hematologico de efeitos da OTA
em pintainhos (linhagem Cobb) com uma pesquisa bibliografica para explicar os possiveis
motivos das diferengas de efeitos da micotoxina em inoculag¢do oral comparada a inoculagao

subcutanea.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
QF. CIRC. CEUA N° 189/2013 Londrina, 29 de Novembro de 2013.

Prezada Pesquisadora,

A CEUA/UEL reunida em 30 de Julho de 2013 avaliou o protocolo intitulado
"Efeito da fumonisina B, (FB4 ) e ocrotoxina-A (OTA) no sistema imune/resposta
imune e niveis séricos de FB; e OTA em frangos” processo CEUA n°18419.2013.89, do
Centro de Ciéncias Biologicas desenvolvido sob sua responsabilidade. Esclarecidos os
aspectos metodoldgicos solicitados, o projeto de pesquisa foi aprovado para execugéo
entendendo-se que os principios éticos postulados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagéo Animal estéo respeitados.

Seré&o utilizado 294 pintainhos machos Gallus gallus com o peso de 50g e idade de 1
" dia e 500 frangos Gallus gallus machos com peso de 2kg e idade aproximada de 40 dias. O
objetivo do projeto € analisar os efeitos de micotoxinas no sistema imunolégico, bem como
investigar possivel efeito negativo das micotoxinas em vacinagéo e analisar micotoxinas em
soros de frangos do Parand. Para isto os animais serdo alojados em condigdes idesis,
sendo que no primeiro experimento a ragao podera conter micotoxinas OTA. No segundo a
racdo podera conter concentragdes distintas de micotoxina FB1. No terceiro os animais
serao tratados com alimentos contentos ambas micotoxinas. No quarto e quinto experimento
as micotoxinas serdo administradas por via subcuténea. No sexto e sétimo experimento,

— -serg-avaliada a influéncia das micotoxinas quanto & imunizagéo e a vacinagéo contra

Salmonela enteritis em frangos.* No Ulimo experimento, amostras de sangue serdo
coletadas das aves de aviarios diversos do Parand para andlise de contaminagdo com
micotoxina nestes animais. Os procedimentos experimentais foram aprovados para
execugdo em 36 meses apods esta data.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragoes no protocolo de aula
pratica aprovado,  deve-se submeter o novo protocolo & apreciagdo da CEUA/JEL
anteriormente & execucéo das modificagdes.

Sem mais para o momento, subscrevo-me. Cordialmente,

ik '\_ g ’

1A L,U " i Ly L Sy \ w1\

Prof. Dr. \/Vald.cen.. Aparecido Verr‘dumor
Coordenador da CEUA/UEL

lima, Sra.
ProfaiDra.EikoN N§
Coordenadora do
Departamento de Ciéncias Patoldgicas
Centro de Ciéncias Bioldgicas

Com cépla para Dra. Egle Maria de Souza (Chefe de DCA/PROPPG) e Diretor(a) do Centro de
Ciéncias Biologicas.
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