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RESUMO

Identificou-se o efeito das aflatoxinas (AFs) sobre o gene p53 de frangos de corte, de linhagem comercial,
separados em: grupo experimental, tratado (GT) com ragdo comercial contendo 2,8ppm de AFs totais
durante 21 dias consecutivos, e grupo- controle (GC), sem exposicdo as AFs. Macroscopicamente, as
alteragcBes caracterizaram-se por hepatomegalia e aspecto pdlido-amarelado com alguns focos
hemorragicos e, histologicamente, por desarranjo trabecular, pleomorfismo hepatocitico com
cariomegalia, degeneracdo vacuolar intracitoplasmatica, necrose com infiltracdo linfocitica e hiperplasia
de ductos biliares. A PCR com o0s primers GSPT53c-1 com base no gene candidato a p53 (GenBank
XM_424937.2) gerou um produto de aproximadamente 350 pares de base. O amplicon sequenciado a
partir do DNA dos frangos do GT ndo apresentou mutacdo ou delecdo, assim como padrdo de bandas do
PCR-RFLP néo foi distinto entre ambos 0s grupos experimentais e a sequéncia depositada no banco de
genes. Os resultados sugerem que ndo ocorreu transversdo devido & exposi¢do as AFs no fragmento
amplificado. Conclui-se que a PCR-RFLP e o sequenciamento do produto da PCR ndo sdo ferramentas
apropriadas para diagndstico da exposicao de frangos as AFs nas condigdes experimentais empregadas.
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ABSTRACT

To identify the effects of aflatoxins (AFs), Cobb lineage poultry were separated in an experimental group
in which they were treated with commercial ration containing 2.8ppm of total AFs during 21 days (TG)
and a control group without AFs exposure (CG). In the liver of poultries exposed to AFs, alterations were
microscopically observed, which were characterized by hepatomegaly, a pale yellowish aspect with some
hemorrhagic spots, and histologically a trabecullar disarranging pleomorphic hepatocytes with
cariomegaly, intracytoplasmatic vacuolar degeneration, necrosis, lymphocytic infiltration and
hyperplasia of biliary ducts. The PCR with GSPT53c-1 primers based on p53 candidate gen (GenBank
XM_424937.2) generated a product of approximately 350 base pairs. The sequenced amplicon obtained
from the DNA of treated poultry did not display any mutation or deletion, and the PCR- RFLP bands
patterns were also not distinct in both experimental groups. The results indicated that transversion did
not occur in the fragment amplified due to AFs exposure. As a consequence of results obtained with p53
gene (NM_205264.1) we concluded that PCR-RFLP and sequencing of PCR product are not appropriate
diagnostic tools for the detection of poultry exposure to AFs, at least in the experimental conditions
performed.
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INTRODUCAO

Os cereais sdo componentes importantes na
producdo de concentrados para aves, e estes tém
maior probabilidade de contaminagfes por
micotoxinas como as aflatoxinas (AFs) em
regides com clima quente e Umido, comum a
varias regiGes tropicais do Brasil. A presenca de
AFs no milho e seus derivados causa problemas
para a salde humana e a animal (Cast, 2003) e,
consequentemente, econdmicos, devido aos
custos de tratamento da doenca e potencial causa
de barreira comercial aos produtos avicolas,
porque ha transferéncia das toxinas e de seus
metabdlitos para carne, visceras, ovos e
derivados (Bahrami, 2004). O estabelecimento
de barreira ao comércio exterior teria relevancia
para o PIB nacional, porque o Brasil é o terceiro
maior produtor mundial de carne de frango e
lider no mercado internacional de exportacdo
(Unido..., 2010).

Entre as AFs produzidas por algumas cepas de
fungos do género Aspergyllus, especialmente A.
flavus, A. parasiticus, A nomius e A.
pseudotamarii (Batatinha et al., 2008), a AFB; ¢é
a mais toxica e pertence ao grupo toxicolégico I,
0 que a caracteriza como carcinogénica segundo
a Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer
(International Agency for Research on Céancer-
IARC). Os efeitos toxicos da AFB; séo
decorrentes da acdo do seu metabolito AFB;-8,9
epoxido. Este composto é altamente reativo e
interage  com macromoléculas nucleofilicas,
como desoxirribonucleico (DNA), ribonucleico
(RNA) e proteinas, determinando a formag&o de
adutos, 0s quais representam a alteragdo
bioguimica primaria produzida pelas AFs. A
ligacdo AFB; 8,9 epdxido com bases do DNA
como a guanina resulta na formagdo do aduto
aflatoxina-N’-guanina (AFB;-N’-Gua), o qual
esta relacionado as acgbes carcinogénicas e
mutagénicas das AFs (Chan et al., 2003).

A aflatoxicose cronica € mais frequentemente
observada em animais, e os principais efeitos
toxicos sdo lesdes hepaticas, imunossupressao,
carcinogénese, mutagénese e teratogénese
(Hollinger e Ekperigin, 1999). Isso ocorre porque
a proteina codificada pelo gene p53 tem fungéo
crucial na regulagéo do ciclo celular e atua como
supressora de tumor prevenindo mutacdo no
genoma (Chumakov, 2000). Os sinais clinicos
predominantes em frangos intoxicados por AFs
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estdo relacionados a queda do desempenho
produtivo, tais como reducdo da ingestdo de
alimentos e do ganho de peso (Franciscato et al.,
2006). Embora frangos de corte apresentem
sinais clinicos de aflatoxicose (Mallmann et al.,
2007), as avaliagBes anatomo-histopatoldgicas
objetivando identificar e correlacionar as lesdes
hepéticas e as mutacBes do gene p53 em aves
ainda ndo foram relatadas. Essa avaliacdo €
importante porque a suscetibilidade das aves as
AFs é variavel de acordo com espécie, raga,
idade, sexo, condicdo nutricional, salde e
quantidade e tempo de exposicao a essas toxinas
(Shi et al., 2006).

A acdo da AFB; sobre o cédon 249 do gene p53
humano causando mutagdo j& estd bem
estabelecida, entretanto, nos genes ortélogos de
aves, ainda ndo foi identificada transversdo nesse
codon (Duflot et al., 1994) ou em outros. A
deteccdo de AFs nas visceras, especialmente
figado dos animais com sugestdo de aflatoxicose,
¢ realizada por técnicas fisico-quimicas,
cromatograficas, bioensaios e imunoensaios
(Rodrigues-Amaya, 1989), mas tendo em vista o
potencial mutagénico das AFs associado a
transversdo de uma guanina por timina, o qual
ainda ndo foi estabelecido em aves. As técnicas
de PCR-RFLP e de sequenciamento tornam-se
apropriadas para essa averiguacdo e possivel
aplicacdo para diagndstico de aflatoxicose, o que
justificou a realizaco deste trabalho, o qual teve
como objetivo investigar o gene p53 de frangos
expostos ou ndo a dietas contendo AFs.

MATERIAL E METODOS

Duzentos frangos de corte, linhagem Cobb,
foram separados em dois grupos experimentais.
Um dos grupos foi tratado com racdo comercial
contendo 2,8ppm de AFs totais durante 21 dias
consecutivos (GT), enquanto o outro grupo
recebeu apenas a ragao (GC). Apos esse periodo,
foi realizada necropsia assim como exame
macroscopico do figado com subsequente coleta
de fragmentos para andlise histopatoldgica e para
extracdo de DNA. Para o exame histoldgico, 25
amostras de cada grupo (GT e GC) foram
selecionadas aleatoriamente e fixadas em formol
neutro tamponado a 10%, enquanto para a
extracdo do DNA, todas as amostras de figado
foram armazenadas a temperatura de -80°C. O
processamento histolégico de fragmentos de
figado em inclusdo em parafina foi realizado de
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acordo com os métodos convencionais (Prophet
et al., 1992). SeccBes de 4,0um de espessura
foram coradas pela técnica de hematoxilina-
eosina (Luna, 1968) para analise posterior. As
amostras de figado com aproximadamente 100ng
foram maceradas, e 0 DNA foi extraido com kit
comercial (PureLink Genomic DNA Kits —
INVITROGEN), de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

As amostras de DNA foram utilizadas nas
reacOes em cadeia da polimerase (PCRs). Essas
reacOes foram realizadas com diferentes pares de
primers desenhados com base na sequéncia do
gene p53 de Gallus gallus existente no GenBank,
XM_424937.2 e NM_205264.1 (Tab. 1).

A PCR com os primers SFTP53 foi realizada sob
as seguintes condigdes: 10pM de cada primer,
2,5 unidades de Taq polimerase, 2,5mM de cada
dNTP, 2,5mM de MgCl, e 100ng do DNA
extraido do figado das aves. A termociclagem foi
realizada com desnaturagdo inicial a 95°C por
trés minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 30
segundos, 30 segundos a 55°C, e um minuto a
72°C, mais cinco minutos a 72°C para extensio

final. As PCRs com os primers GMTP53,
GStTP53, SFTP53, PTP53, UGGP53. 1 e
UGGP53. 2 foram executadas com VArios
protocolos. A PCR com os primers GSPT53c-1
foi executada com master mix (PROMEGA)
(12,5uL), 5pmol de cada primer, 3,5uL de H,0 e
DNA (5ng). A deteccdo dos amplicons foi
efetuada apds eletroforese em agarose a 2%,
coloracdo com SYBR®Gold (INVITROGEN) e
com o marcador de pares de base 1Kb ladder
(INVITROGEN). A visualizacdo dos resultados
foi efetuada em um transiluminador com
luz ultravioleta e fotodocumentado (Bio-Doc
Analyser). Para a realizagdo da PCR-RFLP, o
amplicon purificado da PCR foi digerido com a
enzima de restricdo Haelll, de acordo com o
protocolo indicado pelo fabricante (BIOLABS).

Os produtos da PCR selecionados foram
extraidos do gel agarose e purificados com o Kit
High  Pure PCR  Product Purification
(QIAGEN®), de acordo com o protocolo
descrito pelo fabricante. O material purificado
foi enviado diretamente para sequenciamento ou
clonado em vetor P GEM T Easy
(PROMEGA®), para posterior sequenciamento.

Tabela 1. Primers utilizados nas reacdes de PCR para amplificacdo do gene p53 de frangos de corte

(Gallus gallus)

Padronizagédo Sequéncia do primer Referéncia
1 For AACGGCACAGCGTCGTCGTCCCCTATGAG NM_205264.1
(SFTP53) Rev GAAGTTCTCCTCCTCGATCTTGCGGTCC Soussi et al., 1988
2 For GAACGGAGGGGTGCCCCCCCAGGG NM_205264.1
(GMTP53) Rev AAAAAGGGGGCGTGGTCAGTCCGA Takagi et al., 2006
3 For GAACGGCGGCGGCGGCGGCGGCGAACGGAGGGGTGC NM_205264.1
(GStTP53) RevITTTTTCAGTAAAAAAAGAAGTTTTATTGTATCA Soussi et al., 1988
4 ForAACGGCACAGCGTCGTCGTCCCCTATGAG NM_205264.1
(SFTP53) Rev GAAGTTCTCCTCCTCGATCTTGCGGTCC Soussi et al., 1988
5 For TACAACTTCATGTGCAACAGT NM_205264.1
(PTP53) Rev CTCCAGTGTAAGGATGGT Duflot et al., 1994
6 For GGAACCATTGCTGGAACCCAC NM_205264.1
(UGGP53.1) Rev CCCATGCAGGAACTGTTGCAC Soussi et al., 1988
7 For ACGACGAGACCACCAAACGG NM_205264.1
(UGGP53.2) Rev GAAAGGGGCGTGGCTAAAGG Soussi et al., 1988
8 For AGAGAACCGCTGCCTCTTC GenBank

(GSPT53c-1) Rev CTCCGGTTCGAGAGCACA

XM_424937.2

RESULTADOS

As amostras de figado dos animais tratados com
racdo contendo AFs (GT) apresentaram
aumento de volume com lobos bem definidos,
aspecto difusamente palido-amarelado e focos
hemorragicos na superficie parietal (Fig. 1A),
diferindo das amostras do grupo- controle
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(GC), que ndo evidenciaram alteracdes
macroscopicamente visiveis (Fig. 1B).

A analise  microscépica das  amostras
selecionadas dos animais tratados com ragdo
contaminada com AFs revelou, de modo
geral, desarranjo trabecular e pleomorfismo
hepatocitico com cariomegalia; hepatdcitos
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dispostos aleatoriamente mostraram-se com
degeneracdo vacuolar intracitoplasmatica (Fig.
2A) e, em regibes periportais e periacinares,
em necrose acompanhada de infiltracdo de
mononucleares (Fig. 2B), muitas vezes em
arranjo nodular. Os ductos biliares apresentaram
hiperplasia de células epiteliais, as quais
possuiam citoplasma claro e nicleos vesiculosos

(Fig. 2C). Havia, em poucos casos, pericolangite
linfocitaria (Fig. 2D), moderado espessamento
fibroso da parede de veias terminais hepaticas e
em areas portais. Ainda se pode observar, em
alguns animais, moderada fibroplasia perilobular
e areas focais de hemorragia e congestdo
vascular. As alteracOes hepaticas descritas ndo
foram observadas nas aves do grupo-controle.

P 2%\

Figura 1. Amostras de figado de frangos tratados com ragdo contendo 2,8ppm de AFs totais durante 21

dias (A) e tratados com dieta isenta de micotoxinas (B)

Figura 2. Secg¢des histolgicas de figado de frangos tratados com ragdo contendo 2,8ppm de AFs.
A- Hepatécitos com citoplasma vacuolizado e claro. B- Necrose hepatocitica com infiltrado linfocitico.
C- Hiperplasia de células de ducto biliar. D- Pericolangite. HE. 400x
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A PCR com os primers GSPT53c-1 desenhados
com base na sequéncia candidata a p53
(XM_424937.2) produziu um produto de 350pb
(Fig. 3). As sequéncias obtidas identificaram
cédons com sequéncias semelhantes ao 249
humano e mostraram que a enzima Haelll atua
em GGCC. A PCR-RFLP apresentou 0 mesmo
padrdo de bandas tanto no grupo intoxicado
como no ndo intoxicado, 0 que sugere que nao
houve mutacdo nas sequéncias reconhecidas por
essa enzima de restri¢do (Fig. 4). Os trés codons
do fragmento amplificado e sequenciado do gene
candidato da p53 de Gallus gallus que
potencialmente  possuiam  sequéncias para
transversdo ndo apresentaram diferengas com
relacdo ao mesmo fragmento do grupo-controle
ou sequéncia depositada no banco de genes. A
PCR com os primers SFTP53 produziu um
produto de aproximadamente 2Kb. Entretanto, o
sequenciamento desse fragmento amplificado
ndo revelou identidade com o gene da p53 (NM
205264.1). Todas as demais PCRs com o0s
primers desenhados com base na sequéncia desse
gene (GMTP53, GStTP53, SFTP53, PTP53,
UGGP53. 1, UGGP53. 2) produziram multiplos
amplicons com produtos com nimero de pares
de base diferentes do esperado, os quais, quando
sequenciados, ndo apresentaram homologia ao
gene da p53.

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 2%
dos amplicons da PCR com primers GSPT53c-1
baseados na sequéncia do gene p53 de
Gallus gallus (XM_424937.2- GeneBank)
linha 1- marcador de pares de base (100pb
Invitrogen®); linhas 2 a 4- frangos tratados com
racdo isenta de micotoxinas; linhas 5 a 7- frangos
tratados com racdo contendo 2,8ppm de AFs;
linha 8- controle negativo.
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 2%
dos amplicons da PCR com primers GSPT53c-1
baseados na sequéncia do gene p53
de Gallus gallus (XM_424937.2- GeneBank).
linha 1- amplicon de frango ndo exposto as AFs
tratado com enzima de restricio Hae IlI;
linha 2- amplicon de frango ndo exposto as AFs
ndo tratado com Hae IlI; linha 3- amplicon de
frango exposto as AFs tratado com Hae IlI; linha
4- amplicon de frango exposto as AFs ndo
tratado com Hae IlI.

DISCUSSAO

O tratamento dos frangos com AFs produziu
alteracGes hepéticas idénticas as descritas em
outras espécies animais (Batatinha et al., 2008) e
semelhantes as encontradas nos frangos tratados
com dietas contaminadas com 1ppm (Denli et
al., 2009) ou com diversos niveis de AFB; (0,05;
0,350 e 2,450ppm), durante 42 dias (Delbianchi
et al., 2005). Também ha semelhangca com as
alteracdes hepaticas identificadas em pintos de
um dia de idade, alimentados com racdo
contaminada com 3ppm de AFs (B1 + B2 + G1 +
G2) por um periodo de 42 dias (Giacomini et al.,
2006). Figados de codornas expostas a variaveis
niveis de AFs (0,1ppm, 2ppm, 1 a 4mg/kgPV) e
a diferentes periodos de tempo (168 e 20 dias)
(Oliveira et al., 2004; Cardozo et al., 2008)
também apresentaram lesGes similares. As
pequenas diferencas de intensidade e natureza
das lesGes hepaticas entre os frangos expostos as
AFs podem ser justificadas pelas variagdes
individuais, decorrentes  das  diferentes
quantidades de toxina ingerida ou das diferencas
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de capacidade de reducdo da toxicidade pelo
processo de detoxificacdo hepatica entre as
espécies animais (Shi et al., 2006).

A auséncia de formagdo tumoral no figado dos
frangos deste experimento possivelmente seja
decorrente do periodo curto de exposi¢do, bem
como pelo fato de estes ndo estarem expostos a
fatores sinérgicos, como a infec¢do concomitante
com virus carcinogénico, conforme ocorreu no
experimento com patos que apresentaram tumor
hepético apds 27 meses de exposicdo as AFs e de
infeccdo com virus da hepatite B (Cova et al.,
1990).

A auséncia de mutacdo no fragmento
amplificado do gene (XM_424937.2) analisado
pode ndo estar associada ao fato da néo
ocorréncia de tumor no grupo experimental,
porque a mutacdo no gene p53 pode ser
detectada precocemente ao surgimento do tumor
(Habib et al., 2006), uma vez que a AFB; é um
agente carcinogénico direto, cuja acdo decorre da
ligacdo do seu metabdlito AFB;-8,9 ep6xido com
bases do DNA como a guanina, resultando na
formacdo do aduto aflatoxina-N’- guanina
(AFB;-N’-Gua) (Chan et al., 2003). No frango,
como em varias outras espécies animais, a
mutacdo causada pelas AFs ndo ocorrerd no
cddon 249 como no gene p53 de humanos, pois,
no codon 249 do gene candidato a p53 de Gallus
gallus, ndo ha sequéncia de nucleotideos, assim
como nos codons adjacentes que proporcionem a
sequéncia GGCC, e por isso tal mutagdo ndo tem
sido encontrada nos ortologos desse gene em
outras espécies (Duflot et al., 1994). A
investigacdo de ocorréncia de transversdo nos
cddons 118, 123, 137 do fragmento amplificado
do gene candidato a p53 (XM_424937.2-
GeneBank) que possuem sequéncias similares ao
cédon 249 de humanos se justifica, porque ha
possibilidade de que essa ocorra em outros
cédons de genes ortologos, pois, nos primatas
ndo humanos, ocorre no cédon 175 (Fujimoto et
al., 1992); nos ratos, nos cddons 247 e 280 (Lee
et al., 1998); nos esquilos, no codon 176 (Rivkna
et al., 1996); em tupaias, nos cédons 13, 78 e 275
(Park et al., 2000); e em linhagens celulares
(fibroblastos), nos codons 244 e 245 (Paget et
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al., 2008). Além disso, nas aves com doenca de
Marek, foram detectados diferentes pontos,
principalmente de delecdo, o que sugere que
estas posicOes sejam potenciais para mutacdo
(Takagi et al., 2006).

A necessidade de elucidar a ocorréncia e o
padrdo da mutacdo do gene p53 em frangos
expostos as AFs para obtencdo de maiores
conhecimentos sobre a especificidade desta
mutacdo (Shen e Ong, 1996) nessa espécie
animal é relevante devido a importancia
econdmica dessa cadeia produtiva. Por essa
razdo, a ndo constatacdo de mutacdo nos codons
analisados da sequéncia do gene candidato da
p53 de Gallus gallus tem significado para o
melhor entendimento dos mecanismos de
biotransformacdo das AFs e de sua toxicidade
(Gourama e Bullerman, 1995).

Resultados com primers com base gene NM
205264.1, apesar das varias tentativas com as
diferentes condicBes de reacfes, ndo foram os
esperados e ndo possibilitaram avaliagdes de
mutacdo. Esse problema poderia estar associado
a genes que codificam proteinas da familia p53 e
que possuem elevada homologia, como ocorre
em mamiferos que t&ém dois membros adicionais
p73 e p51. No futuro, quando o genoma do
Gallus gallus for completamente estabelecido,
sera possivel obter primers que amplifiquem
fragmentos  especificos dos genes que
codifiquem as proteinas da familia p53.

CONCLUSOES

N&o havendo conhecimento da ocorréncia e da
frequéncia de mutacdo do gene p53 de frangos
expostos as AFs, as técnicas moleculares como
PCR-RFLP e de sequenciamento do gene p53
ndo constituem ferramentas apropriadas para
diagnostico precoce da aflatoxicose nas
condicBes experimentais executadas.
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