Producio e caracterizacio de exoantigenos de Fusarium verticillioides
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Resumo

Fusarium verticillioides Sacc. Niremberg (=F. moniliforme Sheldon) é um patégeno primdrio de milho e
principal produtor de fumonisinas. Este fungo pode causar perdas econdmicas significativas para
produtores e processadores de graos, criadores de animais, além de representar sérios riscos a satde
humana e animal. Diversos métodos para a detec¢do de fungos tém sido utilizados, porém a maioria
demanda tempo e pessoal treinado. Por outro lado, os métodos imunolégicos, particularmente os ensaios
imunoenzimadticos, apresentam diversas vantagens para o emprego rapido em controle de qualidade.
Neste trabalho, foram obtidos exoantigenos de 8 isolados de F. verticillioides para a produgdo de
anticorpos policlonais. O perfil eletroforético dos antigenos apresentou bandas com massas moleculares
aparentes variando entre 17 e 170 kDa. Os antigenos de 3 isolados (97K, 113F e 162A), tendo como base
a concentracdo de proteinas e nimero de bandas, foram escolhidos para a produgdo de anticorpos
policlonais. O soro imune anti-97K, com maior titulo no ELISA indireto (1:12.800), apresenta potencial
para a imunodetec¢do de Fusarium verticillioides.
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Abstract

Fusarium verticillioides Sacc. Niremberg (=F. moniliforme Sheldon) is a primary corn pathogen and the
main fumonisin producer. This fungus can cause significant economical losses for the farmers, grain
processors, animal producers and risk for human and animal health. Several methods for mould detection
have been used, however most of these are time-consuming and require trained staff. Otherwise,
immunoassays (particularly enzyme-linked immunosorbent assay, or ELISA) provide several advantages
and potential for use in rapid quality control. In this work exoantigens from eight F. verticillioides
isolates were obtained for further production of polyclonal antibodies. The electrophoretic profile of
these antigens showed protein bands with molecular mass ranging from 17 to 170 kDa. The antigens from
3 isolates (97K, 113F and 162A) were selected for polyclonal antibodies production, based on protein
concentration and number of bands. Antiserum against F. verticillioides 97K exoantigens, which showed the
highest titre in indirect ELISA (1:12.800), has potential for the immunodetection of F. verticillioides.
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Introducao

Fusarium verticillioides (Sacc.) Niremberg (=
Fusarium moniliforme Sheldon) ¢ um ascomiceto
patégeno primdrio de milho que produz varias
micotoxinas, incluindo fumonisinas, moniliformina,
fusariocina C e fusarona C, sendo esta dltima um
potente mutagénico (BULLERMAN, 1996; SHIER;
ABBAS; BADRIA, 1997; KERENYI et al., 1999;
GLENN et al., 2001).

As fumonisinas, descobertas em 1988, constituem
um grupo de micotoxinas produzidas principalmente
por F. verticillioides e F. proliferatum. Dentre os
andlogos do grupo, as FB, FB, e FB, sdo
contaminantes naturais de milho e derivados, sendo
a FB, a mais toxica e abundante, compreendendo de
60 a 90% das fumonisinas (UENO, 1983;
GELDERBLOM et al., 1988; GELDERBLOM et
al., 1992b; BEZUIDENHOUT et al., 1988;
VISCONTI; BONKE; DOKO, 1995; MUSSER;
PLATNER, 1997; SEO; LEE, 1999).

A ingestdo de milho e derivados contaminados
com fumonisinas é preocupante devido a sua
associagdo com doencas no homem e em animais.
As fumonisinas causam leucoencefalomalédcia em
eqiiinos (ELEM), edema pulmonar em suinos e
reducdo no desenvolvimento e imunossupressido em
aves. Em ratos, foi comprovada a acdo hepatotéxica
e hepatocarcinogénica (MARASAS et al., 1988;
GELDERBLOM et al., 1991; NORRED, 1993;
SYDENHAM et al., 1992; WEIBKING et al., 1993;
NAGARAJ; WU; VESONDER, 1994;
MALLMANN; SANTURO; DILKIN, 1999). Em
seres humanos, estudos epidemiolégicos indicam a
provavel associagdo com cancer esofdgico e cancer
hepético primério (WANG et al., 1995; GELDERBLOM
etal., 1988; GELDERBLOM; SAMPLE; MARASAS,
1992a; JACKSON; DEVRIES; BULLERMAN, 1996;
UENO et al., 1997).

A ocorréncia de fumonisinas em milho brasileiro
também € motivo de alerta, considerando a deteccao
de FB, e FB, em 97,4% ¢ 94,8%, respectivamente,
de 48 amostras analisadas, sendo 39 do Estado do

Parand e 9 do Mato Grosso do Sul e Goids
(HIROOKA et al., 1996). O processamento industrial
do milho ndo elimina eficientemente a fumonisina pré-
existente nos graos, sendo a mesma detectada em
seus produtos derivados (VISCONTI; DOKO, 1994;
SHEPHARD et al., 1996).

Considerando a elevada contaminacdo de milho
por F. verticillioides e fumonisinas, aliada a
relevancia nutricional e econdmica deste cereal, 0s sérios
riscos causados a saide humana e animal e a
estabilidade das fumonisinas ao processamento
industrial, medidas efetivas de controle da contaminacio
pelo fungo e por suas toxinas sao essenciais.

A melhor estratégia para o controle da
contaminagdo por fumonisinas € a prevencgdo da
infeccdo por Fusarium spp. e da producdo de
fumonisinas no campo e na armazenagem dos graos.
Portanto, é imprescindivel o desenvolvimento de
ensaios adequados para a detec¢ao do fungo, visando
o controle de qualidade dos produtos destinados ao
consumo humano e animal.

A identificacdo das espécies de Fusarium &
complexa devido a variabilidade morfoldgica em
cultura e muta¢des resultantes de repiques
sucessivos. Os métodos tradicionais de identificacdo
e deteccdo de fungos incluem o cultivo em diversos
meios, exame microscopico e andlises quimicas de
quitina, ergosterol ou metabdlitos secundarios
(JARVIS et al., 1983). Com excecdo da identificacio
de metabdlitos secunddrios (incluindo as
micotoxinas), a maioria destes métodos apresenta
baixa especificidade e reprodutibilidade, além de
consumirem muito tempo (LI; MARQUARDT;

ABRAMSON, 2000).

Por outro lado, os métodos imunoldgicos
apresentam vdrias vantagens, como a rapidez na
obtencao de resultados, alta sensibilidade e facilidade
na execu¢do. O desenvolvimento dos ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) (ENGVALL;
PEARLMANN, 1972) forneceu uma alternativa aos
métodos tradicionalmente utilizados (LIN; LISTER;
COUSIN, 1986).
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Os ensaios imunoenzimdticos atualmente sao
aplicados tanto na detec¢do de fungos quanto de
micotoxinas, podendo ser utilizados em alimentos
processados e em suas matérias primas. Os ensaios
utilizando exoantigenos sdo os mais empregados na
deteccdo e identificacdo de fungos toxigénicos, além
de serem empregados também na resolucido de
problemas taxonomicos (LIN; LISTER; COUSIN,
1986; NOTERMANS et al., 1986; LU et al., 1994;
BARNA-VETRO; GYONGYOSI; SOLTI, 1994;
ABRAMSON et al., 1998; PESTKA; ABOUZEID;
SUTIKNO, 1995; THORNTON et al., 2002).

Os exoantigenos s3o macromoléculas
imunogénicas produzidas por fungos durante o seu
desenvolvimento (LT; MARQUARDT;

ABRAMSON, 2000). Estes apresentam grande
valor, seja na imunoidentificacdo de fungos
patogénicos ou na resolucdo de problemas
taxondmicos, uma vez que a maioria dos fungos
produz exoantigenos espécie-especificos
(KAUFFMAN; STANDARD, 1987). Devido a
termoestabilidade, os exoantigenos sdo detectados
por ELISA mesmo apds o processamento térmico,
fornecendo inclusive informacdes sobre possiveis
contaminagdes flingicas de alimentos processados
(NOTERMANS et al., 1986).

Além de serem utilizados na identificacao de
fungos, os exoantigenos t€m sido empregados para
diferenciar varios fungos similares morfologicamente.
Kaufman e Standard (1987) sugeriram que as
caracteristicas antigénicas dos fungos poderiam ser
utilizadas como ferramentas taxondmicas, uma vez
que sd@o produzidas durante todo o crescimento do
fungo e geralmente sdo independentes do meio de
cultura, temperatura ou idade do cultivo.

Este estudo teve por objetivo produzir e
de
verticillioides para obtencdo de anticorpos

caracterizar exoantigenos Fusarium

policlonais.

Material e Métodos

Culturas fiingicas

Foram utilizados oito isolados de Fusarium
verticillioides (97K, 164G, 113F, 103Br, 119Br, 103F,
162A e 104Ga) obtidos a partir de ragdes envolvidas
em intoxicag@o animal.

Obtencdo de exoantigenos

A melhor condi¢do para producdo de
exoantigenos foi determinada a partir do cultivo de
F. verticillioides 162A em 6 diferentes condicoes.

Ap6s o cultivo de F. verticillioides 162A em agar
batata dextrose (BDA) a 28° C por 7 dias, a contagem
de esporos foi efetuada em camara de Newbauer e
ajustada para 107 esporos/mL em solucio de Tween
80 0,1% em agua destilada estéril (v/v). Aliquotas de
1 mL da suspensdo de esporos foram transferidas
para erlenmeyers de 1 L contendo 250 mL de caldo
BHI (brain heart infusion). O experimento foi
realizado em duplicata. Os cultivos foram incubados
a 28° C em condicdo agitada (180 r.p.m) ou
estaciondria por 7, 14 e 21 dias e inativados com
timerosal 0,02% por 24 horas a 4° C.

ApOs a inativagdo, os cultivos foram filtrados a
vacuo em papel de filtro Whatman n.° 1 e
centrifugados a 4500 x g a 4° C por 20 minutos. O
sobrenadante contendo os exoantigenos foi liofilizado
e ressuspendido em 2 mL de salina tamponada 0,15M
(PBS). O material foi dialisado por 24 horas a 4° C
contra dgua deionizada e PBS (2 dltimas trocas) em
tubos de didlise com limite de exclusdo de 12 — 16
kDa e armazenado a —20° C até o momento do uso.

A condicdo que apresentou maior concentracio
de proteinas foi selecionada para a obtencdo de

exoantigenos dos demais isolados de F.

verticillioides.
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Determinagdo de proteinas

A concentragdo de proteinas dos exoantigenos
foi determinada segundo a metodologia de Bradford
(1976) utilizando soroalbumina bovina como padrao.
As amostras foram diluidas em PBS e adicionadas
de 1 mL do reativo de Bradford. As leituras foram
realizadas a 595 nm (FEMTO 600 plus).

Determinacdo de carboidratos

A concentracdo de carboidratos totais dos
exoantigenos foi determinada segundo Dubois et al.
(1956), utilizando glicose como padrao. As leituras
foram realizadas a 490nm (FEMTO 600 plus).

Eletroforese Desnaturante em Gel de

Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Os exoantigenos foram submetidos a SDS-PAGE,
segundo Laemli (1970), utilizando gel de
empilhamento (5%) e gel de separacdo (10%),
juntamente com um padrdo de massa molecular de
20,4 a 208 kDa (Bio-Rad). A corrida eletroforética
foi realizada em tampao Tris-glicina pH 8,3 a 60V
por 4 horas.

As bandas de proteinas foram reveladas pelo
método da prata (NIELSEN; BROWN, 1984).

Imunizagdo dos coelhos e obtengdo de anticorpos

Os exoantigenos dos 3 isolados de F.
verticillioides (97K, 113F e 162A) que apresentaram
as mais elevadas concentracdes de proteinas e maior
nimero de bandas foram selecionados para a
imunizag¢ao dos coelhos.

Os anticorpos para os exoantigenos dos 3
diferentes isolados foram produzidos a partir de
imunizagdes de 3 coelhos machos, adultos jovens, da
raca Nova Zelandia. A concentracdo dos
exoantigenos foi ajustada para 320 pug/mL e entdo
homogeneizados (v/v) com adjuvante incompleto de
Freund. Os coelhos foram imunizados com 3 doses

de exoantigeno (0,5 mL contendo 80 pg de
exoantigenos) por via subcutanea com intervalos de
uma semana entre as doses. Uma semana apds a 3*
dose o sangue de cada animal foi coletado e os soros
titulados por imunodifusao radial dupla e ELISA.

Imunodifusdo radial dupla

A imunodifusio radial dupla foi realizada em gel
de agar, segundo Camargo (1988). Os exoantigenos
(300 pg/mL) foram adicionados ao orificio central e
30 uL de cada diluicao do soro imune (1:2 a 1:32)
foram adicionados aos orificios laterais. Ap6s 24
horas, as laminas foram lavadas com salina por 2
dias. Em seguida, as laminas foram desidratadas e
coradas com Comassie.

ELISA indireto

A titulag@o dos anticorpos policlonais foi realizada
por ELISA indireto, de acordo com o método de
Engvall e Pearlmann (1972) com algumas
modificagdes. Os anticorpos policlonais foram
testados nas dilui¢des de 1:100 a 1:12.800 e os
exoantigenos nas concentragdes de 2 a 16 pug/mL.

A microplaca foi sensibilizada com 100 uL/pogo
de exoantigenos de F. verticillioides em tampao
carbonato/bicarbonato 0,2 M pH 9,6 seguido de
incubacdo a 4° C por 16 horas. Apds 3 lavagens com
PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T), a microplaca foi
bloqueada com 150 UL de PBS leite desnatado 1% a
25° C por 30 minutos. A placa foi novamente lavada
3 vezes com PBS-T e 100 uL de dilui¢cdes dos soros
imunes e pré-imune (1:100) em PBS leite desnatado
1% foram adicionados e incubados a 25° C por uma
hora. Apo6s lavagens da microplaca conforme
previamente descrito foram adicionados 100 uLL do
conjugado anti-IgG de coelho-peroxidase (1:1.000),
seguido de incubagdo a 25° C por uma hora. A
microplaca foi novamente lavada 3 vezes com PBS-
T e uma vez com PBS, seguido da adicao de 100 uL.
da solugdo de substrato/cromégeno (H,O,/
tetrametilbenzidina) por 15 minutos. A reagdo foi
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bloqueada com 50 uL. de H,SO, 1 N e as absorvéncias
foram determinadas a 450 nm em leitora de ELISA
(ELX 800 Reader — Bio Tek Instruments, Inc). Como
controle negativo foram utilizados os soros pré-imunes
(1:100), sendo as amostras consideradas positivas
quando apresentaram leitura de absorvancia 2 vezes
maior que a do controle negativo.

Resultados e Discussao

As condigdes ideais para a producido de
exoantigenos de Fusarium spp. foram determinadas

Proteinas (mg/% )

7 dias

14 dias

pelo cultivo de um dos isolados de F. verticillioides
(162A) em diferentes periodos (7, 14 e 21 dias) nas
condi¢cdes agitada e estaciondria. O cultivo por 14
dias sob agitacdo demonstrou maior concentracdao
de proteinas (47mg%), sendo que no 7° dia a
producio atingiu 43 mg% (Figura 1). No 21° dia de
cultivo houve reducgdo da produgdo de exoantigenos,
nas duas condi¢des, provavelmente devido ao fato
de que neste tempo o cultivo j4 estaria na fase de
declinio (morte celular), com aumento do catabolismo.
O cultivo por 14 dias sob agitacdo foi selecionado
para a obtencdo de exoantigenos dos demais isolados
de F. verticillioides.

B estaciondria

agitada

21 dias

Tempo de cultivo

Figura 1. Concentracdo de proteinas dos exoantigenos obtidos sob condi¢do agitada e estaciondria por 7, 14 e 21 dias a 28°C

Os exoantigenos dos 8 isolados de F.
verticillioides apresentaram uma ampla variacdo
tanto na concentracdo de proteinas (100,3 a 530,0
pg/mL) quanto na de carboidratos (54,7 a 252,0 pg/
mL), porém a concentrac@o de proteinas sempre foi
maior que a de carboidratos (Tabela 1). O perfil
eletroforético dos exoantigenos apresentou uma
grande diversidade de bandas, com massas
moleculares aparentes variando entre 17 e 170 kDa

(Figura 2), enquanto que os exoantigenos de F.
sporotrichioides, F. poae e F. graminearum
apresentaram massas moleculares entre 7,2 e 80 kDa
(GAN et al., 1997). Nao foi observada relacao direta
entre o nimero de bandas e a concentracdo de
proteinas dos exoantigenos. Os exoantigenos de F.
verticillioides 97K e 164G apresentaram maior
nimero de bandas, enquanto que o isolado 103Br
apresentou menor nimero.
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Tabela 1. Concentragdo de proteinas e de carboidratos dos exoantigenos de 8 isolados de F. verticillioides.

Isolados Concentracio de proteinas Concentracao de carboidratos
(ng/mL) (ug/mL)
162A 530,0 129,1
113F 459,2 167,3
97K 320,0 252,0
164G 303,6 169,5
103Br 282,9 126,4
104Ga 229,8 210,0
119Br 139,5 109,2
103F 100,3 54,7
1 2 2 4 5 6 7 B g 10
—
=
AT S— *—=20% kDa
— — 66KDu
.‘_
— 34.8kDa
— i — | 28310
pm—— ——— —_— | 4204k
% TE— PR IRETEAN

Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS de exoantigenos de F. verticillioides obtidos em condigdo agitada

por 14 dias: (1) padrao de massa molecular; (2) 119Br; (3) 164G; (4) 113F; (5) 103F; (6) 104Ga; (7) 97K; (8) 162A; (9) vazio;
(10) 103Br
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Os exoantigenos dos 3 isolados de F.
verticillioides (162A, 113F e 97K) que apresentaram
maior concentragao de proteinas, com grande nimero
de bandas no perfil eletroforético foram selecionados
para a producdo de anticorpos policlonais.

Ap6s a obtengio dos anticorpos policlonais (anti-
162A, anti-113F e anti-97K), foram realizados ensaios
para a selecdo do anticorpo mais especifico, titulagao

e padronizagdo da concentracdo dos exoantigenos.
Primeiramente, os tr€s anticorpos policlonais
produzidos foram analisados quanto ao
reconhecimento ao antigeno por imunodifusdo radial
dupla (Figura 3). O soro anti-97K apresentou maior

reatividade, sendo escolhido para a realizacido dos

demais ensaios imunol6gicos.

Figura 3. Imunodifusdo radial dupla dos anticorpos anti-97K, anti-113F e anti-162A em dilui¢do seriada contra seus
respectivos antigenos. A seta indica a presenca da linha de precipitag@o do anticorpo anti-97K.

Para o desenvolvimento dos ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) foi realizada inicialmente
uma padronizagio da concentracio dos exoantigenos.
A reatividade do anticorpo policlonal anti-97K foi
avaliada utilizando-se exoantigenos em concentracdes
variando de 0,2 a 1,6 ug/poco. Entre as diferentes
concentracdes dos exoantigenos testadas, a
concentracdo de 0,8 pg/poco foi padronizada para

realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos, uma vez

que nao houve diferenca significativa entre as duas
maiores concentragdes (Figura 4). Gan et al. (1997)
utilizaram uma concentragdo de 0,5 (g/pogo para
realizacdo de um ELISA com exoantigenos de F.
sporotrichioides, F. poae ¢ F. graminearum,
enquanto Lu et al. (1994) utilizaram 0,1 pg/poco de
exoantigenos para realizacdo de um ELISA com
exoantigenos de P. aurantiogriseum.

2 -

1,5 |
g —e— 1,6 pg/mL
§ 1 —=—0,8 pg/mL
-4 —a— 0,4 pg/mL
—— 0,2 pg/mL

0,5

0 : : ; ‘

1:100 1:200 1:400 1:800

1:1600

1:3200 1:6400 1:12800

Diluicao do soro imune

Figura 4. Reatividade dos anticorpos anti-97K com diferentes concentra¢des dos exoantigenos do isolado 97K de F.

verticillioides por ELISA indireto.
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A especificidade dos anticorpos produzidos em
coelhos foi analisada por ELISA indireto. Cada
antigeno foi testado com soro pré-imune 1:100
(controle negativo) e dilui¢des do soro imune. Para a
titulacdo dos anticorpos foi utilizado o valor de “cut
off” de duas vezes o valor da absorvancia do soro
pré-imune na dilui¢do 1:200.

Os soros anti-113F e anti-162A apresentaram um
titulo de 1:400 e 1:800, respectivamente, enquanto
que o anti-97K apresentou o maior titulo de anticorpos
(1:12.800), sendo selecionado para os ensaios

1:16000_]

1:12000_]

Titulo

1:2000 _|

1:4000 _|

posteriores (Figura 5). Este ensaio confirmou o
resultado observado no teste de imunodifusdo,
indicando ser o anticorpo anti-97K o mais adequado
para utilizacdo em imunoensaios. Por outro lado, Gan
et al. (1997) encontraram um titulo de 1:6.000 para
F. sporotrichioides e F. graminearum e de 1:12.000
para F. poae. O titulo encontrado para os antigenos
micelianos nas trés espécies foi de 1:6.000, indicando
que a sensibilidade do ELISA para exoantigenos &
maior do que para antigenos micelianos.

= S

atiti -7

atiti-162.4 anti-113F

Soro imune

Figura S. Titulacdo dos anticorpos policlonais contra exoantigenos dos 3 isolados de F. verticillioides por ELISA indireto

Os resultados obtidos até o momento sugerem
que os anticorpos policlonais produzidos contra os
exoantigenos de F. verticillioides apresentam
potencial para a imunodetec¢cido deste fungo
toxigénico.
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