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Apresentacao

Constitui-se objetivo de inumeros estudos no meio cientifico, o desen-
volvimento de novas metodologias de diagndstico de contaminantes
quimicos e biolégicos em alimentos que tenham como caracteristicas
alta especificidade e sensibilidade.

Técnicas consagradas na deteccao de substancias e moléculas biold-
gicas na area da Saude e Ciéncias Exatas e da Terra, atualmente, sao
intensamente aplicadas também na area agricola e tém demonstrado
significativos resultados. Neste trabalho, os autores fazem uso de uma
abordagem técnica e pratica sobre a producado de anticorpos policlonais
anti-ricina, visando subsidiar o desenvolvimento de futuros métodos de
deteccao dessa proteina, a partir de técnicas de imunologia em torta de
mamona destinada a alimentacao animal.

A Embrapa Agroindustria Tropical nesta publicacdo contribui com uma
metodologia cientifica destinada a estudantes e pesquisadores envol-
vidos na valorizacao e agregacdo de valor da torta de mamona como
racdao, mais especificadamente, no desenvolvimento de métodos que
atestem a qualidade desse co-produto do biodiesel.

Vitor Hugo de Oliveira
Chefe-Geral da Embrapa Agroindustria Tropical
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Introducéao

A torta da mamona tem elevado valor nutritivo, sendo rica em protei-
nas, fibras, minerais e gordura (BELTRAO, 2003). Por apresentar essas
caracteristicas, ela tem potencial para ser utilizada como racdo na
pecuaria. Porém, para ser empregada na alimentacao animal precisa de
um processo de destoxificacdo, para eliminar as substancias contidas
na semente com propriedades de toxicidade ou alergenicidade. Entre
essas substancias pode-se destacar a ricina, uma proteina inibidora de
ribossomos (RIP) do tipo Il, heterodimérica.

A ricina é constituida de enzima inibidora de ribossomo, com aproxima-
damente 32 kDa (cadeia A ou RTA), ligada por ponte dissulfeto a uma
lecitina galactose especifica, com aproximadamente 34 kDa (cadeia B
ou RTB) (LORD et al., 1994). A toxicidade dessa proteina é amplamente
conhecida. As doses letais minimas de ricina injetadas em camun-
dongos variam entre 5 a 10 ug/kg, em cées variam entre 1 a 1,75 ug/kg
(FODSTAD et al., 1976). A ingestdao em torno de cinco sementes de
mamona pode ser letal para seres humanos (OLSNES, 2004). Embora
o processo de destoxificacdo da torta de mamona seja considerado
eficaz, recomenda-se uma andlise rapida quanto a presenca de ricina,
que ateste a atoxicidade da torta a cada processamento, visto que o
procedimento pode nao ter sido satisfatoriamente realizado e quantida-
des minimas da proteina sao suficientes para conduzir animais a ébito.
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Os métodos soroldégicos ganham cada vez mais importancia no meio
cientifico por serem bastante sensiveis e especificos na deteccéao de
contaminantes quimicos e biolégicos. Atualmente, sabe-se que os anticor-
pos sao capazes de detectar uma molécula de um antigeno protéico dentre
mais de 108 moléculas similares (JANEWAY et al., 2007). Anticorpos
anti-ricina podem ser Uteis no desenvolvimento de kit e em outros
meétodos sorolégicos para deteccao de ricina em torta de mamona sub-
metida a destoxificacao.

Nesta publicacdo sdo detalhadas informacdes para a producao dos an-
ticorpos policlonais anti-ricina, obtidos a partir de imunizacao de coelho
e anélise de sensibilidade e especificidade por ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) e Western blot, respectivamente.

Preparo de Solucdes

Solucédo de NaCl 0,15M

Pesar 8,77 g de NaCl em béquer de 50 mL e diluir em agua destilada,
lavando-se o béquer consecutivas vezes, transferindo-se a solucao para
baldao volumétrico de 1.000 mL, até completar o volume. Armazenar a
temperatura ambiente.

Solucéo de glicina 0,1M e NaCl 0,15M pH 2,6

Pesar 7,51 g de glicina em béquer de 50 mL e diluir em agua destilada,
lavando-se o béquer consecutivas vezes, até o volume de cerca de
400 mL. Pesar 8,77 g de NaCl em béquer de 50 mL e diluir em agua
destilada lavando-se o béquer consecutivas vezes até o volume de
cerca de 400 mL. Em um béquer com capacidade de 1.000 mL, adicio-
nar as duas solucoes de NaCl e glicina e colocar, lentamente, gotas de
HCI 1M até que o pH de 2,6 seja alcancado. Transferir a solucao para
um baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume, se necessa-
rio. Armazenar a temperatura ambiente, por no maximo quatro dias.

Solucédo de PBS (solucdo salina tamponada com fosfato)
Pesar em béquer de 100 mL, 8 g de NaCl, 0,2 g de KH,PO,, 1,1 g de
Na,HPO,.7H,0 e 0,2 g de KCI. Lavar o béquer consecutivas vezes com
agua destilada, transferindo-se o seu volume para um baldo volumétrico
de 1.000 mL. Armazenar sob refrigeragao.
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Solucédo de PBS BSA 1%

Pesar 1 g de BSA em béquer de 50 mL e transferir a proteina diluida
para baldo volumétrico de 100 mL por meio de lavagens com PBS pre-
parado conforme solucao anterior. Distribuir aliquotas de 1TmL e arma-
zenar sob congelamento.

Solucédo de peréxido de hidrogénio 30%

Em baldo volumétrico de 100 mL, adicionar 30 mL de peréxido de hi-
drogénio P.A. e completar o volume para 100 mL com agua destilada.
Homogeneizar e transferir a solucdo para um frasco de vidro. Armaze-
nar a temperatura ambiente.

Solucédo de acido sulfurico 2,5N

Adicionar cuidadosamente 30 mL de &cido sulfurico P.A. em 402 mL
de dgua destilada. Acondicionar a temperatura ambiente, em frasco
ambar.

Solucao de PBS molico 5%

Pesar 5 g do leite molico em béquer de 50 mL e lavar o mesmo conse-
cutivas vezes com PBS. Transferir e aferir o volume para baldao volumé-
trico de 100 mL. A solucdo ndo deve ser estocada.

Solucao de PBS Tween 20 a 0,05%
Separar 1 L de PBS e adicionar 500 uyL de Tween 20. Armazenar sobre
refrigeracao.

Solucao de Tris-HCI 0,1M

Pesar 1,21 g de Tris em béquer de 100 mL e diluir em 70 mL de agua.
Adicionar lentamente HCI 1M até que o pH 7,2 seja alcancado. Com-
pletar o volume do baldo volumétrico com agua destilada. Armazenar a
temperatura ambiente.

HCI 1M

Transferir 84 mL de acido cloridrico, com o auxilio de uma proveta, para
um baldo volumétrico de 1.000 mL. O acido cloridrico deve ser adicio-
nado sobre a 4gua, lentamente. Armazenar a temperatura ambiente.

11
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Tampao citrato fosfato com NaCl 0,5M

Pesar 4 g de &cido citrico, 9,38 g de Na,HPO,.7H,0O e 8,87 g de NaCl
em béquer de 100 mL e transferir, com agua destilada, o volume para
baldao volumétrico de 500 mL. Armazenar sob refrigeracéao.

Tampao bicarbonato de sédio 0,1M com NaCl 0,5M
Pesar 8,401 g de bicarbonato de sédio e 17,75 g de NaCl, e dilurem 1 L
de agua. Ajustar o pH da solucao para 8,3, com HCI O,1M.

Tampao acetato de sédio 0,1M com NaCl 0,5M
Pesar 8,203 g de acetato de sédio e diluir em 1 L de 4gua. Ajustar o
pH da solucao para 4,0, com HCI O,1M.

Coluna de goma de guar (APPUKUTAN et al., 1977)
Pesar 2 g de goma de guar e dissolver em 6 mL de NaOH 3M e 0,6 mL
de epicloridrina. Colocar em estufa a 40 °C por 24 horas e, posterior-
mente, a 70 °C por 12 horas. Fazer trés lavagens da goma de guar
com agua destilada. Guardar a goma de guar sob refrigeracao.

Coluna de sepharose CL 4B

Pesar 1 g de sepharose CL 4B ativada com brometo de cianogénio e
diluir em HCI TmM. Esperar a decantacao para descartar o sobrenadante da
solucao e adicionar 25 mg da ricina diluida em 5 mL do tampao bicar-
bonato de sédio contendo NaCl 0,5M a 4 °C por 16 horas. Proceder o
bloqueio com galactose 0,2M. Apds esse procedimento, lavar a sepha-
rose cinco vezes com tampao bicarbonato de sddio e descarta-lo. Adi-
cionar 15 mL de solucéo de Tris-HCI 0,1M pH 8,0 e deixar descansar
por 2 horas. Lavar o gel de sepharose trés vezes, com tampao acetato
pH 4,0 e trés vezes com solucao Tris-HCI 0,1M e NaCl 0,5M pH 8,0,
alternando os tampdes. Guardar a sepharose CL 4B sob refrigeracao.

Gel de poliacrilamida 12%

Gel principal (main gel)

Colocar 1,655 mL de dgua destilada em béquer de 10 mL. Adicionar
1,25 mL de Tris-HCI 1,5M pH 8,8, 50 uL de lauril sulfato de sédio
(SDS 10%), 2 mL de acrilamida bis (30%), 5 uL de temed e 43 uL de
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persulfato de aménio (10%). Aguardar a polimerizagao do gel por 15
minutos.

Gel de empacotamento (stacking gel)

Colocar 1,84 mL de a4gua destilada em béquer de 10 mL. Adicionar
0,315 mL de Tris-HCI 1,5M pH 6,8, 25 uL de lauril sulfato de sédio
(SDS 10%), 0,325 mL de acrilamida bis (30%), 2,5 uL de temed e
12,5 uL de persulfato de amoénio (10%). Aguardar a polimerizagcdo do
gel por 15 minutos.

Método de Bradford (BRADFORD, 1976)

Preparar diluicGes da proteina de interesse em agua destilada nas
proporgdes 1:2, 1:10, 1:100 e 1:1.000, em duplicata e no volume de
100 uL. A quantificacdo da proteina sera realizada a partir de curva
padrao de albumina bovina na concentracdo de 1 mg/mL diluida nas
proporgées 1:2, 1:4, 1:10, 1:20 e 1:50, em agua destilada, no volume
de 100 uL. Adicionar 2,5 mL do reagente de Bradford em cada tubo e
agitar. Fazer a leitura de cada tubo de ensaio em espectrofotémetro, no
comprimento de onda de 595 nm, dois minutos apés colocar o rea-
gente de Bradford e homogeneizacdo dos tubos. Primeiramente, fazer
a leitura do tubo em branco, sem a proteina. Determinar a equacéao da
reta, no préprio equipamento, e obter a concentracao da proteina em
ug/100 uL.

Preparo da Amostra

As sementes de mamona devem ser descascadas, trituradas e prensa-
das para a retirada do 6leo. A fim de eliminar o dleo residual, a amostra
deve ser colocada em hexano por 16 horas, em recipiente fechado, de
preferéncia sob agitacdo e, no dia seguinte, o hexano deve ser retirado
e a amostra deixada em capela de exaustao para eliminacao total do
solvente. Preparada a amostra, ela deve ser diluida em solucdo de NaCl
0,15M na proporcao de 1:10, deixada sob agitacdo por 30 minutos e
centrifugada a 4 °C, 33.000 x g, por 20 minutos para separacao do so-
brenadante. O procedimento de centrifugacdo deve ser repetido, acres-
centando-se NaCl 0,15M na proporcao 1:2 e agitacdao por 30 minutos.
Apés preparagao da amostra, ela deve ser colocada em coluna de

13
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afinidade de goma de guar e deixada em repouso por uma hora. Para a
retirada das moléculas sem afinidade, deve-se proceder, em seguida, a
lavagem da coluna com NaCl 0,15M e com glicina 0,1M e NaCl 0,15M
pH 2,6 para eluicdo das proteinas ligantes na coluna (ricina e agluti-
nina), em um fluxo de eluicdo de, aproximadamente, 0,5 mL/min. As
proteinas eluidas, tanto com NaCl quanto com a glicina, devem ser co-
letadas no volume de 2 mL, até a absorbancia do espectrofotémetro no
comprimento de onda de 280 nm ser nula. O material eluido com glici-
na, na sua totalidade ou apenas os picos da cromatografia, devem ser
dialisados contra agua e, posteriormente, liofilizados e armazenados a
temperatura ambiente ou em freezer (-20 °C), dentro de frascos bem
vedados para evitar a entrada de umidade.

Imunizacéao

A metodologia é recomendada para producdo de anticorpos policlonais
em coelhos da raca Nova Zeldndia, com aproximadamente seis meses
de idade. Para a imunizacao, 93 yg do material liofilizado solubilizado
em NaCl 0,15M (concentracao de proteina definida de acordo com o
método de Bradford (1976)) deve ser corrido em eletroforese de gel

de poliacrilamida 12%, em condic6es desnaturantes, sob amperagem
constante de 20 mA. O gel deve ser deixado em agua destilada por
pelo menos trés dias para eliminacao da solucao descorante. As bandas
correspondentes a 32 e 34 kDa devem ser recortadas do gel e macera-
das em almofariz de porcelana e pistilo. O material macerado deve ser
diluido em NaCl 0,15M; quanto menor o volume da solucdo para ser
injetado em coelho melhor, preferencialmente, nao ultrapassar 1 mL.
Os animais devem receber a imunizacao pela via subcuténea (0,8 mL) e
aplicados 0,2 uL nos lados esquerdo e direito dos ombros e nas pernas
traseiras. Como controle do ensaio, antes da primeira inoculagdo, uma
sangria de cerca de 10 mL para a coleta do soro pré-imune é recomen-
dada. As sangrias do animal serdo realizadas a cada sete dias para a
coleta do soro e, trés semanas apds a primeira imunizagdo, um reforco
com a mesma quantidade de proteina da imunizacéo inicial deve ser
aplicado. A sangria serd conduzida até o 42° dia apdés a imunizacao

do animal. Apds cada sangria, o material coletado serd coagulado por
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uma hora e centrifugado a 2.500 x g, por 20 minutos, para retirada das
hemacias remanescentes. Os soros obtidos serdo entdo armazenados a
temperatura de congelamento, até a sua purificacao.

Purificacdo dos Anticorpos Anti-Ricina

Para a purificacdo dos anticorpos é recomendada a aquisi¢cdao de sepha-
rose 4B, ativada com brometo de cianogénio. Apds a preparacao da
coluna, ela deve ser equilibrada (pelo menos cinco vezes o volume da
coluna) com tampao Tris 0,1M pH 8,5 acrescido de galactose 0,2M.
Os anticorpos serdo eluidos com glicina 0,1M e NaCl 0,5M, pH 2,6. As
fracdes eluidas com os anticorpos devem ser coletadas em tubos de
ensaio pequenos com cerca de 3 mL até a absorbancia no comprimento
de onda de 280 nm ser nula. O fluxo de eluicdo deve ser de 0,5 mL/mi-
nuto e o volume das fragbes de 2 mL. Os anticorpos purificados devem
ser dialisados contra dgua, liofilizados e congelados a -20 °C. Para
periodos de armazenamento maiores que seis meses deve-se adicionar
glicerol 0,2 %.

Analise dos Anticorpos Produzidos
ELISA

Para este ensaio as placas de 96 pocos destinadas a ELISA serdo sen-
sibilizadas com 0,3 ug do antigeno (ricina)/poco a 4 °C por 16 horas e
lavadas trés vezes com solucdo de PBS-Tween 0,05%. O bloqueio dos
pocos deve ser realizado com solucao de PBS-BSA (albumina sérica
bovina) (1%) a 4 °C por 16 horas seguido de lavagens com PBS-Tween.
Os anticorpos primarios, armazenados serao diluidos, seriadamente,

na razao 2, a partir de uma diluicao inicial de 1:1.000 e deixados em
repouso “overnight” a 4 °C. Apds as lavagens, os anticorpos secun-
dérios serao diluidos 1:10.000 e distribuidos em cada poco 100 uL. A
placa sera deixada em repouso por 16 horas a 4 °C e, posteriormente,
lavada com PBS-Tween 0,05%. A revelacdo da reacédo deve ser condu-
zida com solucao cromogénica de uma pastilha de ortofenilenodiamina
(OPD), 25 uL de tampao citrato fosfato e 8,1 uL de peréxido de hidro-
génio a 30%. Para paralisar a reacdo, recomenda-se a adicdo de 50 yL
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de acido sulfurico 2,5 N em cada poco. A leitura das absorbancias deve
ser realizada a 492 nm. Para a determinacédo do ponto de corte (cut-
off) ou limiar de reatividade da reacao, observar a média do limiar dos
valores de absorbéancia verificados para o controle e somar trés vezes

o desvio padrdao dos mesmos. A reacado serd considerada positiva, se a
absorbéancia encontrada for maior do que o valor do ponto de corte.

Western Blot

Para o Western blot, é recomendada a utilizacdo de membrana de nitro-
celulose e gel de poliacrilamida a 12% em condicées nativas. E acon-
selhavel também que se tenham dois géis de poliacrilamida, um para
ser utilizado no Western blot e o outro para ser corado em solucao de
Comassie e servir de referéncia no final. No gel de poliacrilamida devem
ser corridas amostras de extrato bruto de mamona. A transferéncia
das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose umedecida com
tampao de transferéncia sera realizada por duas horas, aplicando-se

38 mA e 38 V. A parte de incubacdo da membrana com as proteinas
do bloqueio, anticorpos primarios e secundéarios deve ser realizada em
estufa a 37 °C. O bloqueio pode ser feito em placas de Petri com PBS
adicionado de leite desnatado 5%, virando a membrana de nitrocelulo-
se a cada 15 min por um periodo de uma hora. Os anticorpos primarios
serdo diluidos em PBS molico na proporcao 1:100 e colocados sob agi-
tacao branda a temperatura de 37 °C, por duas horas. A seguir, proce-
de-se a lavagem com PBS, virando-se a membrana a cada 15 minutos,
por um periodo de uma hora. Apés descarte da solucao anterior, os
anticorpos secunddarios conjugados a peroxidase serao diluidos 1:500 e
colocados sob agitacao branda a temperatura de 37 °C por duas horas.
Quatro lavagens de 15 minutos em placa de Petri sdo recomendadas,
as duas primeiras com PBS molico 5%, a terceira somente com PBS e
a quarta lavagem com agua destilada. A revelacao da reacao pode ser
feita em Placa de Petri com 100 uL de cloreto de niquel (80 mg/mL),
100 uL de DAB (20 mg/mL) e 7,5 uL de peréxido de hidrogénio 30%
diluidos em 20 mL de Tris -HCI O,1M. Verificar se as bandas que apa-
recem na membrana de nitrocelulose correspondem as bandas da ricina
no gel de poliacrilamida.
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