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RESUMO

A ricina é uma proteina bastante tdxica presente nas sementes de mamona que impossibilita 0 uso da torta de mamona“in
natura’, como ragdo. A torta de mamona destoxificada necessita ainda de métodos de andlise que garantam a auséncia de tragos dessa
proteina. Objetivou-se, neste trabalho, produzir e avaliar a sensibilidade e especificidade de anticorpos policlonais anti-ricina, para
serem empregados como possiveis componentes de métodos sorol gicos na deteccdo de ricina em torta de mamona destoxificada.
Foram avaliadas trés doses da proteina: 400, 180 e 100 pg cada uma dividida em duas aplicacGes em coelhos. A primeira dose foi
injetada no animal no inicio do experimento e a segunda apos 21 dias. O método de ELISA indicou que as duas doses menores (100
€180 pg) induziram respostas imunol égicas priméria e secundéria com produg&o de anticorpos especificos. Enquanto a dose maior
(400 pg) de ricina apresentou uma resposta primaria com elevacgéo dos titul os de anticorpos, seguida de uma supressdo da resposta.
Esse perfil é sugestivo de toleranciaimunoldgica. Pela técnica de Western blotting verificou-se que os anticorpos policlonais produzidos
sdo bastante especificos paraaricina, no entanto, por detectarem ricina na forma nativa e desnaturada néo sdo recomendados para o
monitoramento de ricina em torta de mamona destoxificada por tratamento térmico.

Termos paraindexacdo: Ricinus communis, toxicidade, deteccéo.

ABSTRACT

Ricin isavery toxic protein found in castor bean plants, making it impossible to use natural castor cake as animal food. The
detoxificated castor cake needs to be analyzed by methods that ensure the absence of traces of this protein. This work had the
objective to produce and to evaluate the sensitivity and specificity of anti-ricin polyclonal antibodies, to be employed as component
of sorologic methods as the ELISA in the detection of ricin in detoxificated castor cake. Three doses of protein, 400, 180 and 100 pg
were evaluated each one injected twice into rabbit, with one half in the begin of the experiment and the other half after 21 days of
immunization. The ELISA method indicated that the lower doses (100 e 180 pg) induced primary and secondary immunological
response with production of specific antibodies, while the higher dose of ricin (400 pg) showed a primary response with increase of
the antibody titre, followed of immunological suppression. This profile suggests immunological tolerance. By Western blotting
technique it was verified that polyclonal antibodies are too specific to ricin, however, they detected ricin in native and denaturated
form and are not recommended for the monitoring of ricin in detoxificated castor bean cake by heat treatment.

Index terms: Ricinus communis, toxicity, detection.

(Recebido em 12 dejaneiro de 2009 e aprovado em 17 de julho de 2009)

INTRODUCAO

A torta de mamona é um produto altamente proteico
gerado em grande quantidade na producéo do biodiesdl.
Na torta sdo encontradas proteinas nocivas, como o
complexo alergénico, aglutininas e aricina, mas 0 complexo

blogueadora da sintese proteica, presente no endosperma
de sementes de mamona (Ricinus communisL.), constituida
por duas cadeias ligadas entre si por uma ponte dissulfeto
(Lord et al., 1994; Olsnes & Kozlov, 2001).

A torta de mamona possui cerca de 42,5% de proteina
bruta, 20% de fibra e 0,78% de fdsforo entre outros

alergénico ndo afeta animais, apenas humanos (Anandam
et al., 2005; Ogunniyi, 2006; Barnes et al., 2009) e as
aglutininas sdo mais facilmente degradadas com o aumento
da temperatura do que aricina. A ricina € uma proteina
téxica, inativadora de ribossomos e, por conseguinte,

componentes de grande importancia nutricional (Costa et
al., 2004). O dlto valor proteico da torta de mamona torna-
a atraente como alternativa para ragéo, porém a presenca
das proteinas toxicas presentes na semente tém
inviabilizado esse uso, tornando-a recomendada apenas
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como adubo orgénico. Em vista disso, a destoxificagao,
Sgja por processos quimicos, fisicos ou quimicos-fisicos &
um procedimento indispensével paraa viabilizagdo datorta
de mamona como racdo, haja vista que a toxicidade da
ricina é bastante alta. Pelavia oral, atoxicidade da proteina
€ menor, quando comparada a outras vias de administracdo
de drogas, provavelmente, devido a pobre adsorgéo e
digestdo enzimética no trato digestivo (Franz & Jaax, 1997).
Pelavia parenteral, atoxicidade é cerca de cem vezes maior.

Considerando a importancia da destoxificacdo
completa da torta de mamona para a seguranca no consumo
da torta de mamona por animais, recomenda-se uma andlise
rapida quanto a presenca de ricina que ateste a atoxicidade
da torta a cada processo de destoxificagdo, visto que o
procedimento pode ndo ter sido satisfatoriamente realizado
e quantidades minimas da proteina sdo suficientes para
conduzir animais a 6bito.

O método imunoenzimatico ELISA apresenta
caracteristicas como alta sensibilidade e baixo custo
(Beserra Junior, et a., 2009) que o torna adequado para
deteccéo de ricina em torta de mamona submetida a
processo de destoxificacdo. Neste sentido, anticorpos anti-
ricina devem ser produzidos para utilizaggo no método de
ELISA efuturas aplicagdes em kits comerciais.

Nos ensaios de producdo de anticorpos anti-ricina,
a padronizagdo da dose e a via de administracéo dericina
devem ser estudados com cautela para garantir uma
satisfatéria producéo de anticorpos e a vida dos animais
utilizados no experimento.

Em ensaios com coelhos, a administracdo de ricina
diminuiu a pressdo sanguinea e aumentou o batimento
cardiaco e fluxo de sangue para tecidos e 6rgdos nos
estégios mais precoces daintoxicacdo e causou hemorragia
€ necrose no coragdo no estdgio terminal (Zhang et
al., 1994). A dose letal de ricinainjetada para coelhos é de
aproximadamente 0,5 mg/kg (Gardner et al., 1960). Sementes
de mamona trituradas de Ricinus communis administradas
em dose Unica por sonda intragéstrica em coelhos,
causou sintomas de intoxicacdo e letalidade na
concentracdo de 1 g/kg e 2 g/kg (Brito & Tokarnia, 1996).

Objetivou-se, neste trabalho, imunizar coelhos pela
via subcuténea, a partir de gel de policrilamida, para a
produg&o de anticorpos anti-ricina e avaliar a sensibilidade
e especificidade desses pelo método de ELISA etécnica
de Western blot, respectivamente.

MATERIAL E METODOS
Obtencao daricina

Amostra de sementes de mamona da cultivar
Nordestina desenvolvida pela Embrapa Algod&o foram

utilizadas para a obtencéo da torta de mamona. As sementes
foram trituradas, prensadas e deixadas em repouso com
hexano durante a noite para retirada do 6leo residual. Ap6s
evaporacdo do solvente, atorta de mamona, propriamente
dita, foi diluida em NaCl 0,15 M na propor¢do de 1:10 e
homogeneizada por 30 minutos. Posteriormente, centrifugou-
seasolucdo a32.980 x g por 20 minutos em temperatura
de 4° C para separacdo e coleta do sobrenadante.

O sobrenadante foi filtrado e submetido & colunade
cromatografia de afinidade de goma de guar, preparada
segundo Appukuttan et a. (1977). As cromatografias de
afinidade foram realizadas a temperatura ambiente 26°+1° C
e o fluxo das fragdesfoi de 0,6 mL/ minuto As fragBes foram
eluidas com solucdo de glicina0,1 M eNaCl 0,15M pH 2,6 e
dialisadas contra &gua pararemocao da glicina. Apés didlise,
a solucdo foi concentrada por liofilizagdo. O material
liofilizado foi avaliado para comprovar a purificacdo da
proteina de interesse (cerca de 66 kDa) por eletroforese em
gel de poliacrilamida 12%.

Producéo dos anticor pos policlonais

Para a producdo dos anticorpos, trés coelhos da
raca Nova Zelandia de cerca de cinco meses foram
imunizados com ricina desnaturada recortada de gel de
poliacrilamida (bandas de cerca de 32 e 34 kDa), macerada
einjetada no animal. Foram avaliadas trés doses dericina
400 ug, 180 ug e 100 ug, cada dose foi avaliada em um
coelho. Como controle do ensaio, antes da primeira
inoculacdo, foi feitauma sangria de cercade 10 mL paraa
coletado soro pré-imune.

Foram realizadas injegdes em cada lado naregi&o
dos ombros e naregi&o préxima a cada perna (0,2 mL em
cada regido), pela via subcutanea. As doses injetadas
inicialmente nos coelhos foram 200 ug, 90 ug e 50 pug. A
sangria de cada animal foi feita a cada sete dias para a
coleta do soro e trés semanas ap6s a primeiraimunizacao,
foi aplicado um reforco com a mesma quantidade de
proteinainicial. A sangriafoi realizada até 0 42° diaapés a
imunizagdo do animal. O sangue coletado foi deixado
coagular por uma hora e o soro foi centrifugado a4000 x g
por dez minutos para retirada das heméacias e plaguetas
remanescentes. Os soros foram armazenados a-4° C.

Analise dos anticor pos produzidos

Para testar a sensibilidade e especificidade dos
soros produzidos foi realizada andlise pelo método de
ELISA e técnica de Western blot, respectivamente.
Anticorpos policlonais anti-ricina comerciais da empresa
inglesa Abcam foram também analisados pelo método de
ELISA.
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No método de ELISA testes preliminares foram
realizados para determinar a menor quantidade dericinaa
ser utilizada na sensibilizac8o da placa e o melhor tamp&o
de bloqueio na sensibilizag&o de cada pogo. Sendo assim,
as placas foram sensibilizadas com 0,3 pg do antigeno
(ricina)/pogo e colocadas sobre refrigeracdo a 4° C em
camara Umida por 16 horas. As placas foram lavadas com
PBS Tween 0,05%, apos cada tratamento. A seguir foi feito
0 bloqueio com PBS- BSA (1%), distribuindo-se 100 L em
cada pogo e incubagdo por 1 horaa 37° C. O soro obtido
dos coelhos foi diluido na razéo dois, a partir de uma
proporcdo inicial de 1:100 em PBS, até a proporcéo final
de 1:12.800, adicionando 50 pL das amostras/poco. As
placas foram incubadas em cadmara imida por 2 horas
a 37° C. O conjugado anti 1gG marcado com peroxidase
foi diluido 1:4000 em PBS e distribuido 50 uL do conjugado
em todos os pogos. A incubagdo foi feita em camara Umida
por 2 horas a37° C. A revelagdo foi feitacom 100 pL de
solucdo de SIGMAFAST™ OPD (o-Phenylenediamine
dihydrochloride) (SigmaAldrich). A reac8o foi neutralizada
com &cido sulfarico 2,5 N. O estudo do nivel de reacdo dos
anticorpos policlonais (sensibilidade) foi realizado a partir
dadiluicdo inicial dos anticorpos na propor¢do 1:100 em
duplicata, calculando-se o cut off do ELISA (média das
absorbancias do controle mais 3 vezes o desvio padréo).
Consideraram-se as diluicdes cujas médias de absorbancia
foram inferiores ao cut off como negativas, e positivas as
diluicBes anteriores com valores acima do cut off (ponto
de corte). A partir deste pressuposto, cal culou-se o titulo
dos anticorpos.

Para a técnica de Western blotting, foi utilizada
membrana de nitrocelulose e gel de poliacrilamida a 12%
em condi¢Bes desnaturantes e ndo desnaturantes de
amostras de extrato da torta de mamona. A transferéncia
das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose
foi realizada utilizando PBS como tamp&o de transferéncia
e aplicacdo de 38 mA e 38V por duas horas (Towbin et
al., 1979). O bloqueio foi feito com PBS molico® (Nestlé) 5%
e os procedimentos de lavagem e os de aplicacdo do
anticorpo primério, secundério e revelagdo seguiram os
adotados no ELISA, acrescentando apenas o leite desnatado
nas dilui¢des com o PBS. Os anticorpos primérios foram
diluidos em PBS 1:100 e os secundérios 1:500. A revelacdo
foi feitacom solucéo de perdxido de hidrogénio 30%, cloreto
de niquel e tampédo Tris—HCIl pH 7,2.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Na producao dos anticorpos policlonais anti-ricina
vérios fatores devem ser considerados entre eles: a dose,
a escolha do adjuvante e a via de imunizag&o correta de

administracdo da proteina, sobre o risco de provocar
sofrimento e posterior ébito do animal utilizado nos
experimentos. Nas pesquisas tém-se mostrado que aricina
pode provocar efeitos adversos no animal como
hemorragias no intestino e rins, congestdo severa nos
pulmdes, gastroenterite, cardiomiopatia, entre outros
sintomas (Audi et a., 2005; Adlani et a., 2007).

Trabahos envolvendo a producdo de anticorpos
policlonais anti-ricina so escassos na literatura, mas de
uma forma geral, a metodologia empregada para essa
finalidade inclui o uso de adjuvantes como hidréxido de
aluminio e adjuvante de Freund (Lipps, 2001). Neste
trabalho a poliacrilamida do gel funcionou como adjuvante,
induzindo sintese de anticorpos com titulos elevados e
ndo conduziu nenhum animal a ébito e tampouco provocou
modificacdo no comportamento alimentar no animal.
Embora a poliacrilamida seja pouco utilizada como
adjuvante, na producdo de anticorpos o seu uso é
particularmente vantajoso, quando a purificacdo da
proteina por outros meios ndo € pratica (Amero et al., 1994).
Além disso, esse método permite a potencializacdo da
resposta imunol égica, considerando que a poliacrilamida
gjuda a reter o antigeno, permitindo que 0 mesmo sgja
liberado lentamente, promovendo maior eficiéncia da
apresentacdo do antigeno ao sistemaimune.

A Figura 1, referente & cinética dos anticorpos
para a dose de 400 pg, demonstrou que a sintese de
anticorpos (1gG) ocorreu no 7° dia, tendo seu pico méximo
no 14°, sofrendo em seguida uma reducéo drastica.
Observa-se, que mesmo apds o reforgo, que foi aos 21
dias, ndo houve ateracdo na respostaimunol dgica. Esse
tipo de comportamento é tipico de toleranciaimunol 6gica
em que a producdo de anticorpo é drasticamente
diminuida, embora o antigeno continue estimulando a
defesa imunol dgica por outros mecanismos (Hoyne et
al., 2000; Janeway et a., 2007). O fendbmeno datolerancia
imunolégica induzida através das vias oral e nasal é
bastante estudada (Mowat, 2001; Pereira & Guedes, 2004).
Contudo, atolerancia induzida através da via subcutanea
tem sido pouco explorada, sendo escassas as referéncias
na literatura. De acordo ainda com o resultado
apresentado, o coelho imunizado, inicialmente com 200 g
apresentou uma el evada taxa de anticorpos no soro pré-
imune, sendo decorrente possivelmente, de uma pré-
exposi¢do do animal a antigenos similares ao daricina,
resultando em reagdo cruzada dos anticorpos. A ocorréncia
de reacBes cruzadas no método de ELISA, ndo € um
evento raro de ocorrer, em virtude do mesmo ser atamente
sensivel, permitindo detec¢do a nivel de nanogramas do
antigeno.
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Figura 1 — Cinética de anticorpos de coelho, a partir de soro diluidos 1:100, apds imunizacgo com: 50 pug dericinae
reforgo com mesma quantidade ao 21° dia; 90 pg dericina e reforco com mesma quantidade ao 21° dia; 200 ug de ricina

ereforco com mesma quantidade ao 21° dia.

Quando a dose de imunizagéo foi reduzida de 400 pg
para 180 pg, observa-se que ocorreu uma resposta
imunol égica priméria tardia, apresentando um pico maximo
de producéo de anticorpos aos 21 dias, apds aimunizacéo.
Por outro lado, ap6s o reforco aos 21 dias, ndo ocorreu
uma elevagdo na producéo de anticorpos (Figura 1). Por
outro lado, quando o animal foi imunizado com a dose
de 100 pg dericina (Figura 1), observa-se ainducéo de
uma resposta imunoldgica priméria com elevagéo da
sintese de anticorpos especificos no 7°. Apés o reforco,
houve um estimulo satisfatério na producdo de anticorpos,
mantendo-se estavel até o final do experimento. Esses
resultados indicam que a dose de 100 pg (menor) foi a
que apresentou a melhor resposta de sintese de
anticorpos. Indicando que, no caso do método de
imunizagdo adotado, ndo s necessdrias doses maiores
do que 100 pg dericina.

Os soros coletados dos coelhos a cada sete dias foram
diluidos a fim de se determinar o titulo dos anticorpos, ou
sgja, determinar até qual diluigéo os anticorpos sdo capazes
de reagir com o antigeno imobilizado na placa (0,3 ug). Para
isso, 0s soros de cada sangria foram comparados ao pré-
imune e aquel es que apresentaram absorbancia acima do
cut off foram considerados positivos para a reacao
antigeno-anticorpo. Na Tabela 1 sdo expostas as dilui¢des
estabel ecidas de acordo com o cut off.

A determinagdo da sensibilidade do soro do
coelho que recebeu 400 g ficou comprometida em

virtude do mesmo ter apresentado reacdo no soro pré-
imune e comportamento tipico de toleranciaimunol égica,
assim, amaior sensibilidade verificadafoi para o soro
de 14 dias, o qual apresentou reacéo até a diluicao
de 1:3200 (Tabela 1).

Os anticorpos do coelho que recebeu 180 ug
mostrou sensibilidade crescente para os soros coletados
de 7 a28dias(Tabelal). O soro de 35 dias reagiu até 1:1600
e 0 de 42 dias até 1:400.

A sensibilidade dos soros produzidos a partir da
imunizagdo com 100 pg foi maior para o soro de 35 dias
(1/22800), seguido pelos soros de 42 dias (1/6400), 28
dias (1/800), 7 dias (1/400), 21 dias (1:400), e 14 dias (1:200)
(Tabela1).

Os anticorpos policlonais comerciais importados
foram fornecidos na concentracdo de 1 mg/mL e
apresentaram reagdo com 0 antigeno até a maior diluicdo
avaliada de 1:12.800. Os soros obtidos segundo a
metodol ogia deste trabal ho apresentaram, em determinados
dias apds a imunizagdo, sensibilidade até a diluigao
de 1:12.800, apresentando sensibilidade similar a verificada
pelos anticorpos comerciais, apesar de estarem diluidos
no soro, evidenciando a viabilidade da técnica para a
producéo de anticorpos.

Pelos resultados através de teste de Western
blotting provou-se que os anticorpos produzidos
reconheceram especificamente a ricina nativa e desnaturada
(Figura2).
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Tabela 1 — Titulo dos anticorpos obtidos relacionados com o dia ap6s aimunizagdo e a dose de imunizacao.

Dose 100 pg
Dias 7 14 21 28 35 42
Diluicéo 1:400 1:200 1:400 1:800 1:12800 1:6400
Dose 180 pg
Dias 7 14 21 28 35 42
Diluicdo 1:800 1:3200 1:6400 1:12800 1:1600 1:400
Dose 400 pg
Dias 7 14 21 28 35 42
Diluicdo 1:100 1:3200 1:100 1:100 1:100 1:100

Figura 2 — Extrato proteico de torta de mamona obtidas em gel de poliacrilamida (a), sobre condi¢des desnaturantes
(esquerda) e ndo desnaturantes (direita), (b) resultados de Western blotting sobre condic¢Bes desnaturantes (esquerda)
e ndo desnaturantes (direita). Com aletra M faz-se referéncia ao marcador molecular- BSA (66 kDa).

Com os resultados obtidos pela técnica de Western
blotting indicaram-se que os anticorpos produzidos séo
eficientes na detecgcdo daricina, contudo, para o fim a
gue esta sendo proposto neste trabalho, deteccdo de
ricina em torta de mamona destoxificada por tratamento
térmico, os ensaios sorol 6gicos baseados em anticorpos
policlonais ndo sdo adequados, tendo em vista que esses
ndo diferenciaram a ricina nativa e desnaturada. No
entanto, outros métodos de destoxificagdo da torta de
mamona como hidrélise enzimatica podem desnaturar
essa proteina téxica de forma que ndo sejam reconhecidas
pelos anticorpos policlonais. Considerando o tratamento
térmico como método de destoxificacdo da torta de
mamona, recomenda-se que sgjam produzidos anticorpos
monoclonais a partir de sitios especificos da proteina
que sofram alteragdo na sua conformacgdo, quando
desnaturada. Por outro lado, a metodologia de producdo
de anticorpos policlonais pode ainda ser aplicada para
fins de deteccdo de ricina em produtos que ndo sio
submetidos a inativacdo da proteina por tratamento

térmico e ndo necessitam dessa distingdo, como, por
exemplo, parafins de bioterrorismo (Casadevall, 2002).

CONCLUSOES

Os anticorpos policlonais produzidos reconheceram
seletivamente aricina no extrato de mamona.

Os anticorpos policlonais ndo foram capazes de
diferenciar aricina na sua forma nativa ou desnaturada por
tratamento térmico. Esse fato torna inadequada a aplicacéo
direta de anticorpos policlonais para andlises de deteccdo
de tragos de ricina em torta de mamona destoxificada por
tratamento térmico.

A dose recomendada para producdo dos anticorpos
policlonais anti-ricina, utilizando poliacrilamida como
adjuvante é 100 pg dalectina.
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