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extrato de Microcystis aeruginosa (Cyanobacteria)

Imunohistochemistry: detection of microcystin in zildpia exposed to

Microcystis aeruginosa (Cyanobacteria) extract
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Resumo

A deterioragdo da qualidade de agua pela piscicultura associa-se a eutrofizagdo, com florescimento de
cianobactérias. Microcystis aeruginosa destaca-se como principal produtora de microcistinas (MCs),
grupo de hepatotoxinas com potencial promotor de tumor. No presente trabalho desenvolveu-se método
imunoistoquimico para a deteccdo de MC em tilapias (Oreochromis niloticus) submetidas a inje¢do
intraperitoneal (i.p.) ou imersdo em extrato de M. aeruginosa BCCBUSP 262, empregando anticorpo
monoclonal anti-MC (M8HS5) e sistema polimero-peroxidase. As tilapias (N=42) foram submetidas a sete
tratamentos, sendo trés grupos inoculados i.p. com 2,0x10°,4,0x10° e 1,0x10° cels.Kg™' de M. aeruginosa
BCCBUSP 262 e quatro submetidos a imersao em diferentes concentragdes do extrato da cianobactéria
(variando de 1,0x10*a 1,0x10°cel.mL""). Analisando figado e tecido muscular pelo ensaio imunoistoquimico,
ndo se detectou marcacdo em tecido muscular. Todos os animais inoculados i.p. apresentaram marcagao
positiva para MC no figado, mas em teste de imersao, apenas os expostos a maior dose (1,0x10°cels.mL-
") apresentaram marcagao positiva. Embora MC nio seja detectada em tecido muscular, assim como no
figado de animais imersos em extrato de M. aeruginosa CCBUSP 262 em concentragdes menores que
1,0x10°cels.mL"!, os resultados constituiram-se base para o desenvolvimento metodoldgico objetivando
a aplicagdo da imunoistoquimica no diagndstico rapido no controle de qualidade de pescados.
Palavras-chave: Microcistina, imunoistoquimica, peixe

Abstract

The deterioration of the water quality due to aquaculture is associated with eutrophication, with bloom
of cyanobacteria. Microcystis aeruginosa is distinguished as main producer of microcystins (MCs),
group of hepatotoxins with tumor promoter potential. In the present work immunohistochemical method
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for detection of MC in tilapia (Oreochromis niloticus), fish submitted to intraperitoneal injection (i.p.) or
immersion in extract of M. aeruginosa BCCBUSP 262 was developed, using monoclonal antibody anti-
MC (M8HS5) and polymer peroxidase system. The tilapias (N=42) had been submitted to the seven
treatments, three groups inoculated i.p. with 2.0x105, 4.0x10° and 1.0x10° cells. Kg!' of M. aeruginosa
BCCBUSP 262 and four groups exposed to the immersion in different extract concentrations of
cyanobacterium. Analyzing liver and muscular tissue for immunohistochemical assay, muscular tissue
was not stained. All the animals inoculated i.p. presented positive marking for MC in the liver, but in
immersion test, only the ones exposed in the highest dose (1,0x10° cels.mL™") presented positive marking.
Although MC was not detected in muscular tissue, as well as in the liver of animals immersed in extract
of M. aeruginosa BCCBUSP 262 in concentrations less than 1.0x10° cels.mL", the results would constitute
in the base for the methodological development aiming the application of the immunohistochemistry in
the rapid diagnosis in quality control of fish.

Key words: Microcystin, immunohistochemistry, fish

Introducio

Microcistinas (MCs) sdo hepatotoxinas produzidas
por cianobactérias pertencentes aos géneros
Microcystis, Anabaena, Nostoc e Oscillatoria,
cuja liberagdo decorre da proliferacao exagerada de
células e ruptura de sua parede celular em lagos e
reservatorios de agua doce em processo de
eutrofizagdo (CARMICHAEL, 1996).

Com atividade hepatotdxica e potencial promotor
de tumor, MCs tém causado morte ¢ doenca severa
em animais domésticos e selvagens, incluindo gado,
passaro e¢ peixe (FRAZIER et al.., 1998). A
toxicidade em humanos foi evidenciada em acidente
envolvendo clinica de hemodialise em Caruaru-
Pernambuco, onde 130 pacientes renais cronicos
desenvolveram insuficiéncia hepatica aguda ¢ 76
foram a 6bito (JOCHIMSEN et al., 1998), assim
como existe provavel correlagio entre MC em agua
de consumo ¢ cancer hepatico primario em area
endémica na China (UENO et al., 1996).

Uma tnica inje¢ao de microcistina-LR (MCLR),
considerada uma das mais toxicas, produz hemorragia
e necrose coagulativa no figado ¢ embolia em
hepatocito (HOOSER et al., 1991; YOSHIDA et al.,
1997). A toxicidade em animais difere conforme
relatos de investigacdo em codorna, onde observou-
se aumento do bago e necrose hemorragica em moela,
intestino e tecido subcutaneo (TAKAHASHI;
KAYA, 1993) e peixe (MATSUSHIMA et al., 1990;
PHILIPS et al., 1985; SUGAYA; YASUNO:;
YANALI 1990). A toxidez em peixe imerso em agua

contaminada por MC dependeu da concentragdo e
idade/espécie animal, sendo que a dieta for¢gada com
MC causou necrose hepatica maci¢ca ¢ morte
(SIVONEN et al., 1990).

A bioacumulagdo de MCs ¢é fendmeno comum em
vertebrados e invertebrados aquaticos, incluindo peixe
(CARBISetal., 1997; BEATTIE et al., 1998), molusco
(ERIKSSON; MERILUOTO; LINDHOLM, 1989) ¢
zooplancton (WATANABE; KAYA; TAKAMURA,
1992). No contexto, conseqiiéncias para a saide humana
podem ocorrer por via indireta, através do consumo de
animais previamente expostos a floragdes toxicas
(BEATTIE et al., 1998). Aliado a este fator, o impacto
economico devido a morte de peixe seria alarmante, ja
que a piscicultura vem ocupando posicao de destaque
no agronegocio brasileiro (RIBEIRO et al., 2000).

Os métodos instrumentais para a deteccdo de
MCs iniciaram-se com CLAE (cromatografia liquida
de alta eficiéncia) e detecgao em UV (238 nm) com
‘photodiode array’- PDA (HARADA et al., 1988;
SANO et al., 1992; EDWARDS et al., 1996).

Os avangos introduziram a nanotecnologia, com
as confirmacgoes adicionais e identificacdo de MCs,
baseadas em espectrometria de massa LC/MS/MS
(KONDO; HARADA, 1996; HARADA et al.,
1996). Destaca-se também o ‘Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time of Flight” (MALDI-TOF),
que embora ndo seja quantitativo, permite uma
avaliagdo rapida e qualitativa de perfil peptidico
produzido, indicando inclusive, a presen¢a dos
variantes de MCs (IMANISHI; HARADA, 2004).
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A necessidade de método seguro, sensivel e rapido
para a deteccdo de MC no meio ambiente tem sido
estimulada. Na tentativa de diminuir o custo e a
complexidade instrumental, introduziu-se o ‘enzyme-
linked immunosorbent assay’-ELISA, pela facilidade
na implementacdo (NAGATA et al., 1997). Estes
autores realizaram ELISA competitivo indireto (IC-
ELISA) utilizando anticorpo monoclonal (M8HS5) com
limite de detecgdo de 0,0050 pg.L' e, posteriormente,
o ELISA-sanduiche, aumentando a sensibilidade para
0,00020 pg.L!' de MC (NAGATA et al. 1999).

No contexto brasileiro, o intermitente avango no
setor agropecuario / industrial alterou o ecossistema,
causando rapida deterioracdo dos sistemas de agua
doce. Soma-se a esta atividade antropogénica, a
criagdo de animais aquaticos (piscicultura) como novo
agronegdcio em expansao, implicando na urgéncia
da implantacdo de metodologia para controle do
pescado. Entre os métodos para a detecgdo direta
de contaminagdo nos tecidos, a imunoistoquimica
figura como alternativa que alia sensibilidade e
especificidade de anticorpos a estrutura histoldgica
de tecido animal.

O trabalho objetiva o desenvolvimento de método
imunoistoquimico para MC em 6rgao alvo de tilapia
(Oreochromis niloticus), visando um instrumento
eficiente para o controle de qualidade de pescado.

Materiais e Métodos
Preparacdo de MC bruta para inoculagdo

Uma aliquota de 200 mg de floracdo liofilizada
(coletada na estagdo de piscicultura da Universidade
Estadual de Londrina, fevereiro /2001) foi adicionada
em 20 mL de PBS (solucao tampao de fosfato) a pH
7,3 e submetida a 8 ciclos de congelamento-
descongelamento seguido de 30 min de sonificagao
a 4°C para rompimento celular. O sobrenadante foi
centrifugado (8,31 x g, 15 min a 4°C), filtrado
(Millipore, 45 um) e ap6s a quantificacao de MC por
IC-ELISA (NAGATA et al., 1997), o extrato foi
liofilizado. MC em extrato bruto foi ressuspendida

em PBS a pH 7,3 e injetado intraperitonealmente
(i.p.) em peixe.

O ensaio de imersdao foi executado com M.
aeruginosa BCCBUSP 262 isolado do Lago das
Gargas - Sdo Paulo, Brasil e cultivado no meio BG-
11 a 21-24°C com 14:10 horas de fotoperiodo luz-
escuro, 30-40umol.m-2.s' por 2 a 3 meses.
Posteriormente, as células foram rompidas através de
8 ciclos de congelamento-descongelamento seguidos de
30 min de sonificagdo a temperatura ambiente.

Inoculagdo intraperitoneal

Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), macho
de seis meses (410,2 a 595,1g), cultivado na
Universidade Estadual de Londrina — PR, foi
anestesiado com benzocaina (1:10.000) e injetado i.p.
com 2mg.Kg! de MC (quantificada por IC-ELISA).
Esta dose foi selecionada procedendo a injegdo i.p.
prévia em seis tilapias machos (225,5 a 342,2g) com
6 a 8 mL de floragao contendo 250,0 a 1000,0 pg.mL"!
de MC. Apds a morte natural do animal, o figado foi
retirado e fixado em formalina tamponada 10%. O
controle negativo consistiu de seis peixes
eutanasiados, cujo figado, rim e musculo foram
fixados em formalina tamponada 10% por 18 horas
e foram submetidos a analises histoldgica e
imunoistoquimica.

Peixes em tanques de imersdo contaminados com
MCs

Os peixes (N=42) foram submetidos a sete
tratamentos (6 peixes alocados em cada tanque de
500L). Trés grupos foram inoculados i.p. em dose
unica com concentragdo equivalente a 2,0x10%,
4,0x10° e 1,0x10° cels.Kg'de M. aeruginosa
CCBUSP 262, sendo sacrificados ap6s 72h. Quatro
grupos foram expostos por imersdo: dois grupos
imersos por 72h em concentragdo equivalente de
1,0x10%e 1,0x10°cels.mL" . A concentragdo celular
foi determinada por contagem de células em camara
de Fuchs-Rosenthal. Dois grupos foram imersos em
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concentracgdes sucessivas, i.e. exposi¢ao continua por
72 h e ap6s intervalos de 2 meses procedeu-se nova
exposi¢do: um grupo imerso 2 vezes na concentracao
de 1,0x10*cels.mL! e o outro imerso 2 vezes em
1,0x10* cels.mL"! seguida de terceira exposi¢do
(2,0x10* cels.mL™"). Apos a exposigdo, coletou-se o
figado e tecido muscular, sendo estes imediatamente
fixados em formalina tamponada 10% para a
realizagdo das analises imunoistoquimicas.

Padronizagdo de ensaio imunoistoquimico

O anticorpo monoclonal primario utilizado no
ensaio consistiu de sobrenadante do cultivo de
hibridoma M8HS5 (NAGATA et al., 1995).

A MC foi analisada por imunoistoquimica no
figado, rim e musculo de peixe. Sec¢des (Smm)
embebidas em parafina, obtidos de animais inoculados
e o controle negativo foram aderidos em laminas de
vidro cobertas com 5% de acetato poli-L-lisina,
desparafinada em xilol, e re-hidratadas em etanol em
concentragdes descrecentes (100, 90 e 80%).
Peroxidase endogena foi bloqueada com solugdo de
peroxidase (H,O, + metanol, 5 min) e lavada com
PBS (pH 7,2). O anticorpo monoclonal (M8HS5)
diluido em PBS (1:100) foi adicionado e incubado
(30 min). Anticorpo nao ligado foi removido com
tampao PBS (pH 7,2) e a lamina incubada com
anticorpo secundario — sistema polimero-peroxidase
(DAKO ENVISION SYSTEM) em diluigdes de
(1:1000; 1:100 e 1:10) ou sistema avidina-biotina-
peroxidase (VECSTAIN, VECTOR
LABORATORIES) nas diluigdes de (1:1000; 1:100
e 1:10) por 30 min. A lamina foi lavada e incubada
por 5 min em solugdo de H,O, e 3,3’ tetrahidroclorido
diaminobenzidina (diidratado) (DAB-substrato
system, Sigma, USA), novamente lavada com agua
destilada e contra-corada com hematoxilina de Mayer
e montada com resina sintética.

Deteccdo de MCs

MC total em floragao foi determinado por IC-ELISA
(NAGATA et al., 1997). Para identificagdo de MC

procedeu-se CLAE com detector PDA (238 nm) e
MALDI-TOF (IMANISHI; HARADA, 2004).

IC-ELISA para detec¢do de MCs total (NAGATA
etal., 1997)

MC total foi analisado por IC-ELISA utilizando
MC-LR com 95% de pureza, MC-LR conjugada com
soroalbumina bovina (MCLR-BSA) e anticorpo
monoclonal M8HS5 (NAGATA et al., 1997). A
microplaca foi sensibilizada com MCLR-BSA, ¢
adicionada das amostras misturadas com anticorpo
monoclonal M8HS. Apds incubacao ‘overnight’, foi
adicionado o IgG-peroxidase (1:5000 em PBS-Tween
com 0,5% gelatina) e novamente incubado, adicionado
com 3,3’-5,5’tetrametil benzidina- TMBZ e lido a 450
nm. O limite de quantificacao foi de 0,0050 pg.L .

Analise de MC em floragdao por CLAE e MALDI-
TOF/MS -‘Matrix assisted laser desorption/
ionisation-time of flight mass spectrometry’

Floracao liofilizada foi extraida com 5% de acido
acético, centrifugada e o sobrenadante aplicado sobre
cartucho de ODS - octadecyl silanizado (BAKER,
PHILLIPSBURGH, NJ, EUA) para limpeza, ¢ o
eluato seco. Para CLAE utilizou-se o detector diode
array (238nm) e coluna SC18-AR de Cosmosil sob
condicao isocratica (HARADA et al., 1997).
Procedeu-se a analise de MALDI-TOF/MS com
amostra tratada com solu¢do matriz cristalizada de
acido o-cyano-4hidroxi-cinnamic (CHCA) e
analisada por espectrometro de massa (APPLIES
BIOSYSTEMS VOYAGER DE-PRO,
FRAMINGHAN, MA, EUA).

Resultados e Discussao

Para o desenvolvimento metodologico, o figado,
rim e musculo de tilapia (Oreochromis niloticus)
macho e adulto, inoculados i.p.com extrato bruto de
floracdo contendo aproximadamente 2mg.Kg'! de
MCs foram submetidos ao ensaio imunoistoquimico,
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constituindo o controle positivo da metodologia. A
dose i.p.
imunoistoquimico foi selecionada baseada em estudo
preliminar em tilapia, procedendo inoculagéo i.p. de
floragao natural com predominancia de Microcystis
spp. A dose i.p. variou de 250 a 1000 mg.Kg' de

letal necessaria para o estudo

MC, em volumes de 6 a 8 mL. Embora IC-ELISA
determine MCs totais, a CLAE (Figura 1) demonstrou
um pico correspondente a MC-LR no inoculo,
caracterizada pela elevada toxicidade entre as MCs.
Apds morte do animal, o figado, rim e mtisculo foram
analisados por imunoistoquimica.

? ? ? A-238mm
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Figura 1. Perfil cromatografico de floragcao de Microcystis spp. por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),

apresentando pico em 31 minutos, referente ao de MC-LR.

A preparacdo de corte histologico de tecido
envolveu fixagdo por 18 h em formalina tamponada
10%, para preservar a morfologia tecidual e mostrar
a reagdo anticorpo-MC. Apos a fixacdo, a Tabela 1
mostra que melhores resultados foram obtidos com

anticorpo monoclonal anti-MC diluidosa 1:10 e 1:100
em PBS 0,01M (pH 7,2) empregando sistema
polimero-peroxidase, ndo apresentando diferengas
significativas entre as diluigdes, sendo portanto, a
diluicdo 1:100
imunoistoquimica posterior.

selecionada para analise

Tabela 1. Compara¢do entre técnica imunoistoquimica utilizando avidina-biotina-peroxidase e sistema polimero-

peroxidase.

Sistema imunoistoquimico Diluigao do anticorpo monoclonal Reatividade
AVIDINA-BIOTINA- 1:1000 NEGATIVO
PEROXIDADE 1:100 NEGATIVO

1:10 NEGATIVO
POLIMERO-PEROXIDASE 1:1000 NEGATIVO

1:100 POSITIVO

1:10 POSITIVO
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Analisando os cortes obtidos de figado, rim e
musculo por imunoistoquimica, apenas o figado de
animais submetidos a injec¢do i.p., assim como de
animais expostos a imersao em tanque contaminado
com dose-extrato de 1,0x10° cels.mL-! de M.
aeruginosa CCBUSP 262 apresentaram-se
positivos, sugerindo a especificidade de MC por este
orgao (Tabela 2).

Conforme literatura, MCs apresentaram
organotropia Unica pelo figado, com administracao

i.p. e oral em ratos e camundongos, causando
hemorragia intra-hepatica massiva e necrose celular
dentro de poucas horas (BEASLEY et al., 1989;
DAWSON, 1998; TENCALLA; DIETRICH, 1997).
No entanto, esta organotropia ndo se repetiu em
codorna, que apresentaram perfil toxico diferente,
com o0 comprometimento de bago, mas sem alteragao
hepatica (TAKAHASHI; KAYA, 1993). Em nosso
experimento, com tilapia, a MC apresentou afinidade
pelo figado (Tabela 2, Figura 2).

Tabela 2. Marcacdo imunoistoquimica em tecido de tilapia (Oreochromis niloticus), apos exposi¢do a tratamentos de

imersdo ou inje¢do intraperitoneal.

TRATAMENTO TECIDO

HEPATICO  RENAL MUSCULAR
2,0 x 10° cel. Kg™ - -
4,0 x 10° cel. Kg™ - -
1,0 x 10° cel Kg™! - -
1,0 x 10* cel.Kg™ - - -
1,0 x 10° cel.Kg™ + - -

2x 1,0 x 10* cel.Kg™!
2x 1,0 x 10* cel.Kg"' 1x 2,0 x 10* cel.Kg™

Marcagdo imunoistoquimica: positivo (+), negativo (-).

Figura 2. Tecido muscular de Tilapia (Oreochromis niloticus) exposto a extrato de Microcystis aeruginosa BCCUSP
262. Marcagdo imunoistoquimica negativa para microcistina, aumento de 200X.
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A reacgdo negativa no rim indicou a possibilidade
de ndo-excrecdo destas substancias através desta
via, ou a metaboliza¢ao inicial de MC no figado assim
como a sua permanéncia neste 6rgdo, onde
predomina efeito toxico.

A reacdo negativa para MC no musculo sugeriu
que a exposi¢do aguda ndo permitiu o acimulo em
tecido muscular, porém isto ndo comprova se a
exposi¢do cronica seguiria o mesmo perfil de
contaminagao tecidual (Figura 2).

Segundo Magalhaes, Soares e Azevedo (2001),
a exposi¢do cronica de peixe a MC através da
ingestao natural de cianobactérias na represa de
Jacarepagua — Rio de Janeiro — Brasil, possibilitou a
deteccdo de MCs no musculo, indicando efeito
residual de MCs neste tecido muscular. Outrossim,
cuidados na interpretacdo em relagdo a técnica

P TR

Figura 3.

imunoquimica utilizada no ensaio por Magalhaes,
Soares ¢ Azevedo (2001) torna-se essencial, devido
ao alto risco de falso-positivo em substrato biologico.
Os resultados de imunoistoquimica em figado de peixe
inoculado com MCs apresentaram-se positivos, com
marcagao reativa de antigeno-anticorpo difusamente
nos hepatocitos, demonstrando especificidade
(Figuras 3A e 3B). No detalhe do corte, pode-se
observar a marcacdo apenas do citoplasma do
hepatocito (marcado em castanho), com nticleo e
nucléolo bem definidos (caracteristica normal de
hepatdcito) e ndo corados, enquanto que no tecido
pancreatico ndo ocorreu marcacao reativa (azul). No
corte histologico observaram-se alguns pontos
isolados de necrose, mas sem apoptose. O espaco
sinusoide nao apresentou nenhum tipo de alteragdo,
indicando que ndo ocorreu extravasamento
intracelular de conteudo hepatico.

Nicleo +
nucléolo

arca¢do imunoistoquimica de figado de tilapia (Oreochromis niloticus) inoculado com microcistina-LR

(MC-LR). Reagao positiva MC-LR (marrom). a) X 200 b) X 400. P=pancreas, PA= area portal, SE= espago sinusoidal,

H=hepatdcito

A utilizagao de sistema avidina-biotina-peroxidase
como técnica imunoistoquimica ndo se mostrou
eficiente para marcagdo reativa de MC em figado
de peixe, mesmo utilizando dilui¢do do anticorpo
monoclonal 1:10, conforme demonstrado na Tabela
1. Nao obstante, a marcagdo imunoistoquimica com
o sistema polimero-peroxidade (DAKO ENVISION

PEROXIDADE) apresentou-se como recurso viavel,
apresentando vantagens como redu¢do no tempo de
analise de 24 para 12 horas de ensaio, reduzindo uma
etapa de incubacdo ‘overnight’ e permitindo
visualizagdo adequada de complexo antigeno-
anticorpo formado. Embora ndo seja um reagente
de baixo custo, quando comparado com outros kits
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para imunoistoquimica disponiveis no mercado,
apresenta-se bastante competitivo. A reducdo no
tempo de andlise, bem como a facilidade do emprego
desta técnica em laboratdrio, tornaria possivel a
utilizagao de imunoistoquimica entre ferramentas de
identificacdo de MC em figado de peixe.

Embora MC ndo tenha sido detectada em tecido
muscular, assim como em figado dos animais imersos
em extrato de M. aeruginosa diluido em doses
inferiores a 1,0x10° cels.mL"!, os resultados
constituiram a base para o desenvolvimento
metodoldégico objetivando futura aplicacdo de
imunoistoquimica no diagnoéstico rapido no controle
de qualidade de pescado.
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