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RESUMO

Os imunoensaios e métodos cromatograficos sdo amplamente empregados para determinagdo de microcistinas
(MCs) que sdo relacionadas a danos para sadide humana e qualidade de agua. O trabalho visou comparar o0s
métodos de analise MCs: imunoensaio ELISA competitivo indireto implementado em laboratério
(LABIcELISA) e cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos e de
massa/massa (UPLC-PDA-MS/MS). Os resultados demonstraram a possibilidade de se correlacionar
diretamente as leituras com as concentragdes empregadas uma vez que tanto no LABIcELISA como UPLC-
PDA-MS/MS apresentaram curvas de calibracdo do MC-LR com coeficiente de determinacgdo (R?) superior a
0,99. O limite de quantificacdo (LOQ) de 0,05 pg L* do LABIcELISA foi 20 vezes inferior ao valor maximo
de MCs totais (1 pug L) permitido pela legislacdo brasileira para dgua potavel e também mais sensivel que o
UPLC-PDA (20 e 5,92 ug L) e MS/MS (1,81 pg L?). Quatro amostras de agua foram analisadas por
LABICELISA e UPLC-MS/MS, sendo que duas oriundas de aguas eutrofizadas foram positivas, com valores
de 23,72 e 1295,05 pug L para LABIcELISA e 19,19 e 1057,71 pg L para MCs totais; uma amostra
apresentou positiva por LABIcELISA (0,06 ug L) e ndo detectado por UPLC-MS/MS devido ao LOQ do
LABICELISA ser menor que o do UPLC-MS/MS. O LABICELISA implementado apresentou resultados
adequados para os parametros analiticos estudados e demonstrou ser uma opgdo pratica, de menor custo e
também mais sensivel que os métodos cromatograficos e varios kits de imunoensaios ELISA comerciais,
potencializando seu uso como ferramenta para 0 monitoramento em sistemas aquaticos.

PALAVRAS-CHAVE: Imunoensaio, Cianotoxinas, Metodologia.

INTRODUCAO

A disponibilidade de nutrientes em lagos e rios devido ao aumento da atividade humana, tanto pela
intensificacdo da agricultura e da psicultura como pelas atividades industriais e domésticas, juntamente com a
gestdo deficiente da agua, podem resultar no aumento da eutrofizacdo nos corpos de agua doce superficiais
utilizadas para fins recreativos e abastecimento. Entre os problemas relacionados com a saide humana e a
qualidade da &gua, quando esta se encontra eutrofizada, destaca-se a proliferacdo de floracbes de
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cianobactérias toxigénicas produtoras de microcistinas - MCs (CARMICHAEL, 1995; CHORUS e
BARTRAM, 1999; KAMOGAE e HIROOKA, 2000; AZEVEDO et al., 2002; BOOPATHI e KI, 2014). Desta
forma, ha necessidade de se desenvolver métodos rapidos, confidveis e de baixo custo para deteccdo de MCs a
fim de garantir a seguranca e qualidade de agua nos mananciais e sistemas de abastecimento.

Entre os métodos de detecgdo, os cromatograficos e os de imunoensaios sdo amplamente empregados. Os
métodos cromatograficos sdo métodos de referéncia devido a elevada seletividade. O tempo de retencéo,
espectro UV caracteristico e pico da area das solugcoes padrdes sdo a base para identificagdo e quantificagdo de
MCs (MCELHINEY e LAWTON, 2005; MSAGATI et al., 2006; SANGOLKAR et al., 2006), além da
possibilidade de identificacdo e quantificacdo mais precisa de MCs por espectrometria de massa (XU et al.,
2008). Porém, o equipamento apresenta alto custo de aquisi¢do e requer operagao/técnicos especializados e
uso de solventes orgénicos, muitas vezes de elevada toxidez e periculosidade (LINDNER et al., 2004; PYO et
al., 2005).

Por outro lado, o imunoensaio enzyme linked immunosorbent assay - ELISA caracteriza-se pela especificidade
na deteccdo devido a relativa seletividade de ligacdo anticorpo-antigeno, rapidez e simplicidade; sendo a
reacdo, realizada numa microplaca com capacidade de anélise simultanea para dezenas de amostras (LONG et
al., 2009; LAWTON et al., 2010).

Apesar destes atributos, o principal gargalo relacionado a aplicacdo dos kits de imunoensaio ELISA comerciais
importados refere-se ao custo de analise. Considerando que o ELISA desenvolvido em laboratério para anélise
de MCs apresenta, em média, reducdo de custo no fator aproximado de 100 vezes em relacdo a kits comerciais
importados, a implementacdo podera contribuir para inovacdo da tecnologia nacional, com desenvolvimento de
ensaio rpido, especifico, sensivel e de baixo custo com aplicacdes diversas relacionadas a qualidade da &gua
para abastecimento e salde publica do pais.

O trabalho visou comparar os métodos de andlise de microcistinas - MCs: imunoensaio ELISA competitivo
indireto implementado em laboratério (LABICELISA) e cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detector
de arranjo de fotodiodos e de massa/massa (UPLC-PDA-MS/MS).

METODOLOGIA UTILIZADA
Preparacdo de amostras

Para preparagdo das amostras naturais, provenientes de reservatérios e mananciais destinados ao
abastecimento, para andlise de MCs totais, estas foram submetidas a 3 ciclos de congelamento-
descongelamento, posteriormente filtrados em membrana de fibra de vidro GF/C e mantidas a -4° C até o
momento de analise.

Para analise de microcistinas por LABICELISA, as amostras foram diluidas em agua ultrapura, quando
necessario, a fim de viabilizar a quantificacdo de MCs.

Para andlise de MCs por UPLC-PDA-MS/MS, as amostras foram submetidas a extracdo para limpeza e
concentracdo em cartuchos em fase solida - SPE (Accu Bond SPE ODS - C18 Cartridges, Agilent ou C18
ODS, Fuji Silyca Chemical LTD) pré-acondicionados com 5 mL de metanol e 5 mL de &gua ultrapura; seguida
de 50 mL de amostra. As MCs foram eluidas com 5 mL de metanol grau HPLC, levada a secura em nitrogénio
gasoso, ressuspensa em 1 mL de fase mdvel e filtrada em membrana de PVDF (porosidade de 0,22 pum).

Método para anélise de MCs por LABIicCELISA

O método de imunoensaio ELISA competitivo indireto implementado em laboratério denominado
LABICELISA emprega anticorpo monoclonal (AcM) anti-MC-LR produzido in vitro pela linhagem de
hibridoma MC.5-3 (TABUCHI et al., 2015) e foi desenvolvido seguindo protocolo descrito por Nagata et al.
(1997) com adaptacfes. As microplacas de 96 pogos foram sensibilizadas com 50 pL de solucdo de MCLR-
BSA (100 ng mL™* em tampdo carbonato-bicarbonato 0,1M pH 9,6) e bloqueadas com solugdo gelatina a 0,5 %
em tampao fosfato salina 0,015M pH 7,4 (PBS). Na etapa de competicdo, 50 uL de padrdo ou amostra, seguida
de 50 pL de AcM anti-MC-LR foram adicionados e incubados a 25° C por 1 h. Na proxima etapa, foram
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adicionados 50 pL de conjugado anticorpo anti-lgG de camundongo marcado com horseradish peroxidase
(diluido para 1:5000 em PBST) (Sigma Chemical Co., EUA) e incubados a 25°C por 1 h. Por fim, 100 pL da
solugdo de substrato cromdgeno (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina em tampéo acetato de sodio 0,1M pH 5 com
0,05% de H,0,) foram adicionados e ap6s 20 min, a reagdo enzimatica foi paralisada com 50 pL de H,SO.
1M e a absorbancia, lida em 450nm. As microplacas foram lavadas com PBST (PBS + 0,05% Tween 20) em
cada etapa a fim de retirar o excesso de reagentes.

Os resultados foram expressos como porcentagem de ligacdo pela equacdo (1), sendo A+ a absorbéancia na
presenca de MC e A-, absorbancia na auséncia de MC.

% de ligacédo = (A+/A-) x 100 equacdo (1)

Método para analise de MC-LR por UPLC-PDA-MS/MS

No trabalho foram avaliadas duas condi¢Bes cromatogréficas: com detec¢do por PDA (A= 238 nm) e com
espectrometro de massa. No UPLC-PDA 1 (ACQUITY UPLC, Waters, EUA), as analises foram realizadas
com volume de injecdo de 6 pL, monitoramento no comprimento de onda de 238 nm, empregando coluna C18
(Acquity UPLC HSS C18 1,8 um, 2,1x100 mm), separacdo cromatografica de forma isocratica, tendo como
fase mdvel agua ultrapura acidificada com 0,1% de acido fosforico:acetonitrila (65:32, v/v), vazdo de 0,3 mL
min*t e tempo de corrida de 6,5 min.

As MCs também foram detectadas por espectrometria de massa (tandem MS - MS/MS) (ACQUITY TQ
Detector, Waters, EUA) na condicdo cromatografica do UPLC-PDA 2, com volume de injecdo de 10 pL,
monitoramento no comprimento de onda de 238 nm e 0 MS/MS foi realizado empregando o Monitoramento de
Reacdes Multiplas (MRM) com modo de ionizacdo por eletrospray positivo. Os ions monitorados foram m/z
995,39—135,13 para MC-LR, 520,1—135.0 para MC-RR e 1045,37—135,2 para MC-YR. A coluna
empregada foi C18 (Acquity UPLC HSS C18 1,8 um, 2,1x100 mm), separacdo cromatografica de forma
gradiente, tendo como fase movel inicial de agua ultrapura acidificada com 0,1% de acido férmico:metanol
acidificada com 0,1% de &cido formico (45:55, v/v), vazdo de 0,3 mL min e tempo de corrida de 5,14 min.

Parametros analiticos

Os parametros analiticos avaliados no estudo foram linearidade, exatiddo, limite de deteccdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ) de acordo com orientaces e resolucdes estabelecidas em ANVISA (2003) e INMETRO
(2010).

No método LABICELISA, a linearidade da curva padrao foi obtida pela relacdo entre concentracdo do padréo e
absorbancia a 450 nm, avaliada pela porcentagem de ligacdo (% de Ligacdo). Ja no método UPLC-PDA-
MS/MS, a linearidade da curva padrdo foi avaliada pela relagdo entre concentracdo do padrdo e area do pico
resposta. A exatidao foi avaliada realizando recuperacdo de pelo menos 3 concentracdes de MC-LR. O LOD e
LOQ foram calculados a partir de 7 replicatas do branco, sendo que o desvio padrdo amostral foi multiplicado
por 3,143 e 10 para LOD e LOQ, respectivamente ou pela relacdo da inclinacdo e intercepto da reta da curva
padréo.

RESULTADOS OBTIDOS

A curva padrdo do LABIcELISA foi estabelecida entre 0,03 a 0,5 pug L* de MC-LR e apresentou coeficiente
de determinacdo (R?) de 0,996 (Y = -25.07In (x) + 2,4658) com um desvio padréo relativo de 5,2 a 14,2%. O
limite de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foi de 0,02 e 0,05 ug L, respectivamente.

As recuperacgGes foram realizadas em amostras de agua ultrapura e agua de manancial para abastecimento,
contaminadas artificialmente com trés concentragdes de MC-LR (0,2, 1 e 5 ug L?) e apresentaram
recuperacgdes de 87 a 104%, com desvio padrdo relativo (DPR) de 7 a 15% (Tabela 1).
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Tabela 1: Recuperacdo de MC-LR de amostras de 4gua contaminadas artificialmente
determinados pelo LABicELISA usando AcM anti-MC (n=3).

MEDIA DE % DE ~
Acua | MECLRY| 1GACAO /FATOR DE | RECUPERACAO # | RECUPERACAG 1 DPR
(ug L) CILUIGAO MEDIA (%) (%)
0,2 46% /1 0,17 £ 0,02 87 9
Agua ultrapura 1 73% /20 1,02 + 0,09 102 9
5 76% /100 5,18 + 0,65 104 13
Agua de 0.2 42% 1 0,19 + 0,02 103 7
manancial para 1 79% /20 0,96 + 0,13 96 14
abastecimento 5 78% / 100 5,01 +0,77 100 15

2 Resultados representados pela média de trés repeticdes + desvio padrdo. DPR: desvio padrdo relativo.

O método UPLC-PDA 1 apresentou linearidade da curva padrdo entre 20 a 500 pg L, de MC-LR, com R?de
0,995 (y=32,843x+678,11), DPR de 1,1 a 7,4%, LOD de 15 ug L™ e LOQ de 20 pg L% As recuperacGes de
MC-LR em trés niveis de contaminacéo (0,2, 1 e 5 ug L), empregando cartucho de extracdo para limpeza e
concentracgdo, apresentou valores entre 72 a 93 % de recuperagdo com DPR de 2 a 10% (Tabela 2).

Tabela 2: Recuperacdo de MC-LR de amostras contaminadas artificialmente determinados por
UPLC-PDA 1 (n=3).

MC-LR . PORCENTAGEM DE .
(Lo LY RECUPERAGAO RECUPERAGAO (%) DPR (%)
0,2 0,19 +0,01 93 5
1 0,76 + 0,07 76 10
5 3,61+ 0,08 72 2

8Resultados representados pela média de trés repeticdes + desvio padrdo. DPR: desvio padrdo relativo.

O método UPLC-PDA 2 apresentou linearidade da curva padrdo de MC-LR entre 7,8 a 125 g L, com R? de
0,998 (y=1,7202x — 0,1152), DPR de 0,9 a 12,3%, LOD de 1,78 ug L' e LOQ de 5,92 pg L. Para UPLC-
MS/MS o R? foi de 0,996 (y=17,309x — 45,432), DPR de 1,5 a 17,3%, LOD de 0,54 pg L™ e LOQ de 1,81 g
L

Tanto o UPLC-PDA 2 como UPLC-MS/MS permitiram a identificagdo e quantificacdo de mais dois analogos
de MCs, 0 MC-YR e MC-RR. Os valores de LOD e LOQ do PDA foram de 3,90 e 13,00 pg L para MC-YR e
de 5,50 e 18,32 pg L™ para MC-RR, respectivamente. Os valores de LOD e LOQ do MS/MS foram de 2,75 e
9,16 ug L para MC-YR e 1,42 e 4,73 ug L para MC-RR, respectivamente.

As recuperacdes de MC-LR contaminado artificialmente (5 pug L), empregando cartucho de extracdo para
limpeza e concentracdo, apresentou valores entre 85 a 90% de recuperagdo com DPR de 1 a 5% (Tabela 3) nos
trés métodos (LABICELISA, UPLC-PDA 2, UPLC-MS/MS).

Tabela 3: Recuperacdo de MC-LR em &gua ultrapura contaminada artificialmente (0,5 pg L)
determinados por LABIcELISA, UPLC-PDA e UPLC-MS/MS com seus limites de detecgéo e
quantificacdo (n=2).

veodo | 00, | 100 T pecuperacior | REGRPERACAO [ opg g
LABICELISA 0,02 0,05 0,44 £ 0,02 88 5
UPLC-PDA 2 1,78 5,92 0,43 0,01 85 2
UPLC-MS/MS 0,54 1,81 0,45+ 0,01 90 1

2 Resultados representados pela média de duas repeti¢des. Resultados foram repesentados como média + desvio
padrdo. LOD: limite de deteccdo; LOQ: limite de quantificacio; DPR: desvio padrdo relativo.
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Quatro amostras de agua foram analisadas por LABICELISA e UPLC-MS/MS (Tabela 4), sendo que duas
oriundas de aguas eutrofizadas. As duas amostras eutrofizadas foram positivas para os dois métodos, com
valores de MCs totais de 23,72 e 1295,05 ug L* por LABIcELISA e 19,19 e 1057,71 ug L™ por UPLC-
MS/MS. A amostra 3 apresentou positiva por LABICELISA (0,06 ug L) e ndo detectado por UPLC-MS/MS.

Tabela 4: Deteccdo e quantificacdo de MCs por LABICELISA e UPLC-MS/MS em aguas

AMOSTRA LABIcELISA | UPLC-MS/MS | UNIDADE
Amostra 1 - eutrofizada 1295,05 1057,71 pg L?
Amostra 2 — eutrofizada 23,72 19,19 pg L?

Amostra 3 0,06 nd pg Lt
Amostra 4 nd nd pg L?

nd: ndo detectado

O UPLC-MS/MS permitiu identificar e quantificar trés MCs, a amostra 1 apresentou valor de MC-LR de
253,94 ug L%, MC-YR de 65,89 pg L™ e MC-RR de 737,88 ug L*; e a amostra 2 apresentou valor de MC-LR
de 11,51 pg L' e MC-RR de 7,68 g L.

ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

De acordo com ANVISA (2003), os critérios para aceitagdo da curva de calibracdo é que o coeficiente de
correlagao (r) resulte acima de 0,99 e que o DPR seja menor ou igual a 15% em relagdo a concentracéo
nominal para as concentracfes da curva de calibracéo.

Os resultados demonstraram a possibilidade de se correlacionar diretamente as leituras com as concentracdes
empregadas uma vez que tanto no LABICELISA como no UPLC-PDA e MS/MS, as curvas de calibracdo de
MC-LR apresentaram R? superior a 0,99, com r de 0,998, 0,997 e 0,998 para LABicELISA, UPLC-PDA e
UPLC-MS/MS, respectivamente, e DPR abaixo de 15%.

O LOQ de 0,05 pug L* do LABIcELISA foi 20 vezes inferior ao valor maximo de MCs totais (1 ug L)
permitido pela legislagdo brasileira para agua potavel (BRASIL, 2011) e também muito mais sensivel que o
UPLC-PDA (LOQ de 20 e 5,92 ug L'1) e MS/MS (LOQ de 1,81 pg L) e varios kits de imunoensaios ELISA
comerciais, 0 que potencializa seu uso como ferramenta de monitoramento, uma vez que dispensa a etapa de
preparacdo da amostra por extracdo e concentracdo, o que reduz o tempo de resposta, viabilizando assim,
possiveis intervengdes pelo sistema produtor de agua, em caso de necessidade.

Seguindo recomendacfes de ANVISA (2003), a exatiddo, expressa em porcentagem de recuperacdo, foi
considerada satisfatoria para os dois métodos, sendo que os valores de recuperagdo média nas concentragfes
entre 0,2 e 5 pg L? por LABIcELISA variaram entre 87 e 104% (DPR médio entre 9 e 13%) para agua
ultrapura e entre 96 e 103% (DPR médio entre 7 e 15%) para agua de manancial (Tabela 1). J& para UPLC-
PDA 1, as recuperagdes de MC-LR variaram de 72 a 93% de recuperacdo com DPR de 2 a 10% (Tabela 2).

Para a recuperacdo de 0,5 pg L™ de MC-LR, os valores de porcentagem de recuperagéo por LABIcELISA,
UPLC-PDA 2 e UPLC-MS/MS variaram entre 85 e 90%. De acordo com Cassini et al. (2013), recuperacGes
acima de 70% ndo comprometem a integridade técnica, apesar de se esperar recuperagoes proximos de 100%.

Uma das vantagens do método de UPLC é a possibilidade de inclusdo de varios analogos de MCs e de se
realizar simultaneamente detecgdo e quantificagdo de analitos com razoavel sensibilidade (LEE et al., 1999;
CASSINI et al., 2013). Contudo, a deteccdo e quantificacdo requer o emprego de padrdo dos analogos de
MCs. No trabalho foram detectados MC-LR, MC-YR e MC-RR das amostras pelo método cromatogréafico.

Shamsollahi et al. (2015) empregando HPLC-UV reportaram uma curva padrdo proxima desse trabalho, sendo
de 20 a 1000 pg L com R? de 0,988, DPR de 10,563% e LOD de 20 ug L. Wang et al. (2007) relataram um
trabalho que empregaram LC-MS/MS para determinacdo de MCs. O método apresentou coeficiente de
correlagdo da curva de calibragdo acima de 0,99 para MC-RR, -LR, -LW e —LF, com recuperagdo média
variando entre 91,7 e 111%, com DPR de 7,9 a 12%. Os LOQs variaram de 1,3 a 6 ng I-1 ap6s concentracao
da amostra em 1000 vezes.
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A razdo entre LABICELISA e UPLC-MS/MS dos resultados das amostras positivas foi de 1,2 (valor médio),
mostrando boa correlagdo entre os dois métodos. Os resultados do LABIcELISA foram superiores ao do
UPLC-MS/MS e podem ser explicados devido ao reconhecimento de outros analogos de MCs que tenham a
mesma estrutura molecular na porcdo que liga ao anticorpo. E a amostra 3 apresentou positiva por
LABICELISA e ndo detectado por UPLC-MS/MS, devido ao LOQ menor do LABIcELISA.

Desta forma, comparando os dados obtidos com os da literatura, os métodos implementados mostraram-se
adequados para uso na analise de MCs.

CONCLUSOES

O método de LABICELISA implementado apresentou resultados adequados para os parametros analiticos
estudados e demonstrou ser uma opcdo pratica, de menor custo e também mais sensivel que o UPLC-PDA-
MS/MS e varios kits de imunoensaios ELISA comerciais, 0 que potencializa seu uso como ferramenta de
dominio nacional para 0 monitoramento em sistemas aquaticos.
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