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RESUMO: Este trabalho teve por objetivo a produgdo de anticorpos policlonais contra histamina,
que é uma amina biogénica produzida pela decarboxilagdo do aminoacido histidina. A analise
qualitativa e quantitativa da histamina em peixes e frutos do mar comercializados torna-se im-
portante devido ao fato desta ser toxica ao organismo humano quando coexistente com as aminas
biogénicas cadaverina e putrescina, também produzidas por decarboxilagdo de aminoacidos no
processo pos-mortem. Os anticorpos policlonais produzidos foram utilizados em ensaios do tipo
PTA-ELISA (“plate trapped antigen - enzyme linked immunosorbent assay”) para avaliagdo da
presenca de histamina em peixes (pescada, tildpia, manjuba, sardinha, salmdo e pintado) e em
frutos do mar (lula e camarao) durante o processo de armazenamento. Os anticorpos mostraram
sensibilidade na deteccdo de 1 ng de histamina por grama de amostra analisada. A histamina
apresentou picos de liberagdo nos diferentes materiais analisados por 50 horas, mantidos sobre o
gelo e foi também verificada a presenca de 14 bactérias contaminando e degradando aminoacidos
na superficie das amostras, ao longo do teste. O ELISA se mostrou bastante eficiente e sensivel
para determinagdo da presenca de histamina nos alimentos.
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FISH AND SEAFOOD QUALITATIVE ANALYSIS USING ANTI-HISTAMINE POLYCLONAL

ANTIBODIES

ABSTRACT: This paper had the objective to produce polyclonal antibodies against histamine,
which is a biogenic amine produced by the histidin aminoacid decarboxilation. The qualitative
analysis of histamine in commercialized fish and seafood is very important for human health,
once the histamine presence is followed by cadaverine, spermidine and putrescine, all produced
during the post-mortem process. Polyclonal antibodies were raised against histamine and used in
PTA-ELISA tests (“plate trapped antigen - enzyme linked immunosorbent assay”) to evaluate the
presence of histamine in frozen fish (“pescada”, cat fish, sardines, salmon, “manjuba”, tilapia
fillets) and for seafood ( shrimp and common squid) during storage process. The antibodies showed
sensibility up to 1 ng of histamine per gram of samples. Histamine appears as picks during the 50
hours of analysis, for the fish and seafood samples, maintained on the top of crushed ice. Bacterial
growth was also determined, being identified 14 species transforming aminoacids on the samples
surface during the process of analysis. ELISA showed to be an efficient and sensible test for the
hitamine presence.

Key words: polyclonal antibody, histamine, PTA-ELISA.
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INTRODUCAO

A histamina (4-(2-aminoethyl)imidazole) ¢ uma
amina biogénica formada pelo processo de
decarboxilagdo do aminoécido histidina (SERRAR et
al., 1995). Este processo ocorre de duas maneiras
bioquimicas: endégena (ocorréncia natural) ou de-
composicdo exdégena realizada por enzimas produ-
zidas pela microflora associada (WENDAKOON e
SakaGusH, 1992) .

A histamina endégena desempenha importante
papel em vérios processos biolégicos incluindo
vasodilatacdo, anafilase e secre¢do gastrica (SERRAR
et al., 1995), ja a exdgena ocorre nos processos pos-
mortem, principalmente de peixes e frutos do mar,
sendo resultado das descarboxilases produzidas
pelo crescimento bacteriano. Neste processo tam-
bém sdo formadas as diaminas cadaverina e
putrecina, a partir dos aminoacidos Lisina e Ornitina
(Figura 1), as quais desenvolvem papel vital no cres-
cimento de algumas bactérias (RawLEs et al., 1996).
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Figura 1. Rotas biolégicas para formacao de Histamina, Cadaverina e Putrescina a partir de proteina (Adaptado de

RawLEs et al., 1996)

O consumo de altas quantidades destas aminas
pode resultar em sintomas de intoxicagao com do-
res de cabeca, nduseas, coceira, hipo ou hipertensao
(Kovacs et al., 1999).

Quando isolada, a histamina é detoxificada por
enzimas diamina-oxidase e N-metiltransferase exis-
tentes no intestino, no entanto, a presenca de
cadaverina e putrecina interferem nesse sistema de
detoxicagdo normal da histamina, de modo que a
histamina passa a ter potencial nocivo ao organis-
mo humano (RAwLEs ef al., 1996). Deste modo torna-
se importante a existéncia de métodos de analise

qualitativa e quantitativa de histamina em alimen-
tos como peixes e frutos do mar.

RaAwLEs et al (1996) relataram oito métodos de
determinagdo de aminas biogénicas em peixes em-
pregando diferentes técnicas analiticas, dentre elas:
cromatografia liquida (LC), cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), testes imunoenzimaticos
e eletroforese capilar.

Kovacs et al. (1999) determinaram sete aminas
biogénicas pelo método de eletroforese capilar, den-
tre as quais a histamina, e concluiram que o método
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é rapido, simples e reprodutivel, porém de custo
elevado.

SERRAR et al. (1995) desenvolveram anticorpos
monoclonais (MAbs) para determinagdo de
histamina em produtos alimenticios oriundos da
pesca, e compararam sua aplicagdo com analises
envolvendo HPLC para o mesmo fim, concluindo
que o imunoensaio com MAbs é mais vantajoso por
ser mais rapido e ndo exigir laboratérios com equi-
pamentos muito caros, embora ambos apresentarem
alta especificidade.

MATERIAIS E METODOS

Material e animais: A histamina utilizada para as
imunizagdes e para as andlises, foi adquirida da
SIGMA (H-7125). A cadaverina e espermidina utili-
zadas para os testes de reacdo cruzada foram tam-
bém da Sigma (respectivamente C-1541 e 5-2626).

Obtencao dos anticorpos policlonais: Camundon-
gos singénicos da linhagem BALB/c mantidos no
Biotério do Laboratério de Genética de Leveduras
- Depto. de Genética - ESALQ/USP, foram utiliza-
dos para as imunizagdes, as quais foram executa-
das conforme metodologia adaptada por DUARTE et
al. (2002). O acoplamento da histamina com BSA foi
feito de acordo com Harrow e LANE (1988), de for-
ma a torné-la imunogénica.

Quatro camundongos fémeas BALB/c foram
imunizados com 0,2mL de solucdo de histamina
conjugada a BSA na concentragdo de 5mg mL" e
PBS na proporgdo de 1:3 (v/v). As imunizagdes fo-
ram feitas na forma de inje¢des subcutaneas em dois
sitios, tendo sido as duas primeiras imunizacdes
complementadas com Adjuvante Completo de
Freund (F5881-SIGMA). As imunizac¢des foram re-
alizadas em intervalos de 15 dias, num total de seis
imunizag¢des em cada animal. A titulagdo dos soros
dos animais foi realizada por teste indireto de ELISA
(OLIVEIRA et al., 2004).

ELISA: A titulacdo dos soros de camundongo fo-
ram feitas através de ensaio imunoenzimatico do
tipo PTA- ELISA indireto (CROWTHER, 1995), incuba-
dos a 37°C, revelado com peroxidase e/ou fosfatase
alcalina, lidos a comprimentos de onda de 492nm
e/ou 405nm respectivamente.

Coleta das amostras para ensaio piloto: Filés de

pescada com pele foram submetidos a duas tempe-
raturas de armazenamento: temperatura ambiente
e sob refrigeragdo (ao redor de 10°C). Uma quanti-
dade de 2g de amostra foram coletadas diariamen-
te para a pescada refrigerada e a cada duas horas
para a pescada a temperatura ambiente. As amos-
tras foram cortadas com estilete estéril, congeladas
a -20°C. Ao final da coleta, todas as amostras foram
trituradas (Triturador Heidolph Diax 900, TYP10G)
com tampao 0,05mol L fosfato de s6dio, pH 7,5 e
incubados 2 horas a 37°C. A mistura foi centrifugada
a 3.000 G por 30 minutos, o sobrenadante coletado
e, novamente centrifugado a 10.000g por 10 minu-
tos antes do ensaio (RosseLor et al., 1996). Para os
ELISA, 50puL deste sobrenadante foram adicionados
a placa.

Amostras de peixes e frutos do mar: Foram adqui-
ridos de uma grande rede de supermercados, pei-
xes e frutos do mar dispostos sobre o gelo, toman-
do-se o cuidado de obter as amostras no dia de che-
gada do material ao supermercado. As amostras
utilizadas foram: sardinha fresca; filé de tildpia; lula;
manjuba; postas de salmao; postas de pintado e;
camardo cinza.

Estes materiais foram mantidos no gelo, semelhan-
te a condicdo do supermercado e ap6s 18; 24; 35 e
50 horas, triturados e utilizados no ELISA confor-
me citado anteriormente.

Caracterizacdo de microrganismos presentes nas
amostras: para caracterizagdo de microrganismos
presentes nas amostras coletadas foram utilizadas
amostras também coletadas a zero hora; 18; 24; 35 e
50 horas de armazenamento, utilizando 13 provas
bioquimicas (FRANK et al, 1985) .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio imunoenzimatico

Entre os quatro camundongos imunizados, es-
colheu-se o camundongo 3 pois este apresentou
melhor evolugado de Titulo dos soros coletados no
decorrer do periodo de imunizacdes. A curva de
calibracdo do soro do camundongo 3 pode ser ob-
servada na Figura 2.

Podemos observar na Figura 3 que a producao
de histamina mostra um pico de concentragdo por
volta de 168 horas de armazenamento na geladeira,
voltando rapidamente & condigdo inicial. Isto pode
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Figura 2. Curva de calibrac¢do de histamina, com soro na
diluicdo de 1:200. Histamina na concentra¢io
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ser explicado pelo fato da histamina ser um dos
passos metabolicos na deterioracao de peixes, sen-
do portanto precursora de outras substancias. Na
Figura 4, a temperatura favoreceu o aparecimento
da histamina ap6s 48 horas, permanecendo alta até
72 horas, quando comecou a baixar mas nao che-
gou aos niveis de concentragdo encontrados na Fi-
gura 3.

Uma vez degradada a histidina em histamina,
seja por via quimica ou microbioldgica, esta trans-
formacdo é o inicio de uma série de degradagdes
que ocorrem em alimentos de origem protéica, no
caso de peixes e frutos do mar, devido a alta
friabilidade da proteina, dificultando a determina-
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Figura 3. Quantificacdo de histamina, em ng mL? de amostras de pescada armazenadas a 10°C
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Figura 4. Quantificacdo de histamina, em ng mL" de amostras de pescada armazenadas a temperatura ambiente
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¢do precoce do inicio de deterioracao, o que pode
levar a quadros alérgicos sérios, além do compro-
metimento da qualidade do produto.

O modo de disposigdo dos peixes e frutos do mar
nos supermercados, adotados para melhor expor o
alimento ao consumidor, permite que somente uma
face do produto esteja em contato com o gelo moi-
do, préximo de 0°C (Figura 5), ficando a outra face
exposta a temperatura ambiente. Dependendo da
espessura do material, esta temperatura chegou a
14°C, o que ja implica na deterioragdo da histidina
(NoLTKAMPER, 2008).

Nos ensaios de reacgdo cruzada com cadaverina
e espermidina, ndo houve diferenca significativa nas
analises realizadas (5% de significancia no teste F).

mammtl L LTI TP PR

As amostras de peixes e frutos do mar apresen-
taram niveis de concentracdo de histamina inferio-
res aos apresentados pela pescada (Tabela 1) mas
com resultados altos no inicio - a zero hora e altos
novamente apoés 18 horas para manjuba e tilapia,
elevagdo da concentragdo com 24 horas para lula e
35 horas para manjuba, tildpia, salmao e sardinha.
Excecdes feitas para amostras de camardo e de pin-
tado, onde nao houve aumento consideravel da con-
centragdo de histamina apds a coleta. Esta oscila-
¢do pode ser explicada com a transformagdo de
histidina em histamina (NOLTKAMPER, 2008) e depois
esta histamina é biotransformada em outros com-
postos. Com a exposi¢do de novos tecidos ao ambi-
ente, novamente ha picos de histamina nas amos-
tras, que ao final das 50 horas, é praticamente
biotransformada pela agdo de microrganismos opor-
tunistas.

Figura 5. Armazenamento semelhante as condi¢des do supermercado (amostras sobre o gelo picado)

Tabela 1. Densidade Otica (D.O. a 405 nm) das amostras de peixes, coletados em diferentes tempos, submetidos ao
imunoensaio (ELISA) para quantificacdo de histamina utilizando anticorpo policlonal

Tipo de peixe e/ou fruto do mar

horas pescada lula camardo manjuba tildpia  pintado salmdo sardinha
0 223 0622 0,27 0,533 2,9 1,23 0,42 2,9

18 2,9 083 048 1,234 2,146 0,54 0,964 1,134
24 2,9 1,2 0,48 0,46 1,83 0,66 0,768 0,724
35 2,9 071 048 0,893 2,086 0,378 1,865 1,618
50 2,65 1,726 0,65 1,94 1,312 0,363 0,956 0,52
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Pelas provas bioquimicas (TAYLOR e SPECKHARD,
1983) foi possivel identificar 11 espécies e 3 géneros
(Tabela 2) presentes nas amostras, o que justifica os
picos de histamina pela a¢cdo microbiolégica na de-
gradacao de histidina nos tecidos dos peixes e fru-
tos do mar amostrados (ALEXANDRINO et al., 2004).

Tabela 2. Microrganismos isolados nas provas bioqui-
micas das amostras de peixes e frutos do mar,

onde “n” é o nimero de vezes que este mi-
crorganismo apareceu nas amostras

microrganismo identificado
Proteus
Salmonella
Enterobacter
Citrobacter freundii
E. coli
Proteus vulgaris
Proteus mirabilis
Serratia marcescens
Salmonella tipica
Enterobacter cloacea
Serratia liquefaciens
Salmonella typhi
Klebsiella pneumoniae
Hafnia alvei

PR PR WOWWR ®ONODR R RS

n: namero de vezes que aparece nas amostras

CONCLUSOES

Pode-se concluir com a anélise dos resultados
apresentados que as imunizagdes causaram reagdes
imunolégicas suficientes para a obtencao de células
produtoras de anticorpos.

A pescada sob refrigeragdo apresentou deterio-
ragdo a partir do quinto dia enquanto que as amos-
tras & temperatura ambiente apresentaram alta
quantidade de histamina ja no segundo dia. Em
grandes redes de supermercados, peixes e frutos do
mar ficam sobre o gelo, apresentando uma variagao
muito grande de temperatura, que nunca deve ex-
ceder os 10°C (BRILLANTES e SAMOsORN, 2001), com-
prometendo a qualidade dos produtos a serem con-
sumidos, uma vez que ficam expostos durante dias
nesta condicgdo.

Como consideragdes finais, podemos observar
que o inicio da degradagdao quimica dos

aminodcidos, no caso de peixes e frutos do mar, é
sempre precursora de contaminacdo bacteriana, o
que agrava os quadros alérgicos e a qualidade do
alimento. Niveis altos de histamina nado sé sdo
indicativos de deterioragdo como levam a compli-
cacdes bastante graves na populagdo sensivel, cau-
sando alergias que vdo desde avermelhamentos su-
perficiais até quadros graves de intoxicagdo. O uso
de tecnologia que disponibilize testes rapidos e pou-
co onerosos para determinagdo de contaminantes é
uma questdo de saudde publica e devem ser
priorizadas na pesquisa e na aplicacdo da tecnologia.
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