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PREFAZIONE,

I prodotti del metabolismo cellulare, in base alla loro essenzialita funzionale, pos-
sono essere suddivisi in metaboliti primari e secondari. I metaboliti primari, cosi
come i costituenti delle vie biochimiche del carbonio e dell’azoto, sono coinvolti
nella sintesi di composti fondamentali, come zuccheri, aminoacidi e lipidi. Al con-
trario, i metaboliti secondari sono molecole a basso peso molecolare la cui utilita
per lorganismo produttore e spesso ignota (1).

Uno degli aspetti storicamente piti interessanti dello studio dei metaboliti seconda-
ri prodotti dai microrganismi e l'ordine cronologico delle conoscenze che ha indot-
to alla percezione di una dualita in questo gruppo di sostanze

Negli anni 30, sono stati scoperti alcuni metaboliti secondari di interesse medico
per l'importante proprieta di risultare selettivamente tossici nei confronti di batteri
patogeni e relativamente atossici per gli animali, uomo incluso. Tali sostanze sono
state definite antibiotici (2) e, dalla loro scoperta, sono stati saggiati migliaia di
metaboliti secondari microbici, identificando tanti composti di importanza far-
macologica da far definire gli anni seguenti come “I'era degli antibiotici” (3).
Negli anni ‘60, invece, la tossicita di alcuni metaboliti secondari fungini, definiti
micotossine, nei confronti degli animali, uomo incluso, ha assunto un’importanza
talmente comnsiderevole da indurre a definire I'attuale periodo “I'era delle tossine
microbiche” (4).

Tale considerazione deriva dalla scoperta di un elevatissimo numero di micotossi-
ne presenti come contaminanti negli alimenti umani e nei mangimi animali e
dalla constatazione delle loro proprieta mutagene, teratogene e cancerogene. Si
ritiene che circa un quarto del raccolto agricolo mondiale risulti contaminato da

micotossine (5, 6).



Prefazione

Le conoscenze acquisite sui metaboliti secondari microbici, antibiotici e micotossi-
ne, hanno avuto un notevole impatto sulla qualita della vita umana, per la possi-

bilita di trattamento di malattie infettive e controllo della sicurezza alimentare.
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1 - Introduzione

1.1 AFLATOSSINE

Aflatossine (AF) sono state riconosciute quale causa o concausa di numerosi deces-
si nell'uomo e negli animali. L'importanza sanitaria ed economica in ambito medico
umano e veterinario di queste micotossine, comuni contaminanti di alimenti, mangi-
mi e foraggi, ¢ determinata dalle loro proprieta mutagene, teratogene, cancerogene
e immunosoppressorie che possono causare aflatossicosi, acute e croniche, poten-
zialmente esitanti in epatomi, danno diretto ad organi vitali, ridotta resistenza alle
infezioni, minore efficienza nella risposta alle vaccinazioni, decremento della pro-
duttivita animale, intesa come minore resa di carni ed uova, riduzione dell’incre-
mento ponderale, minore efficienza dei mangimi (7-11). La complessita dei mecca-
nismi d’azione e la molteplicita degli effetti di AF nell'uomo e in altri animali rende-

re problematico lo studio di misure profilattiche o terapeutiche per le aflatossicosi.

1.1.1 Scoperta e caratterizzazione di AF

AF sono un gruppo di metaboliti secondari tossici prodotti principalmente da ceppi
di due specie di funghi ubiquitari, Aspergillus flavus ed A. parasiticus, in grado di
contaminare molte matrici di origine vegetale utilizzate a scopo alimentare.

La sindrome tossica derivante dall’esposizione ad AF venne riconosciuta per la prima
volta nel 1960, quando centinaia di tacchini, anatre e polli morirono a causa di una
malattia sconosciuta denominata inizialmente “malattia-X del tacchino”. In seguito, la
causa dell’epidemia fu individuata in un componente del mangime somministrato
agli animali, farina di arachide contaminata da A. flavus (12). Studi successivi con-
sentirono l'identificazione di una sostanza fluorescente, caratterizzata dalle stesse
proprieta tossiche del mangime da cui era stata isolata, che venne denominata “afla-
tossina”, dall’'abbreviazione di “A. flavus toxin” (13). Ulteriori ricerche chiarirono che

quella che era stata inizialmente definita “aflatossina”, comprendeva un gruppo di
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metaboliti secondari strettamente correlati che potevano essere distinti in AF di grup-
po B o G, a seconda della fluorescenza blu o verde emessa in seguito ad eccitazio-
ne con luce UV, ed in AF di gruppo 1 o 2 in base alla mobilita in cromatografia liqui-
da a strato sottile (TLC) (14). Sono state, pertanto, distinte 4 AF: AFB{, AFB,, AFG
e AFG, (15), la cui struttura venne definita, nel 1965, da Buche e collaboratori (16)
(Figura 1). Oltre alle quattro AF principali, prodotte dal metabolismo dei miceti tos-
sinogenici, sono state descritte altre 12 AF derivanti da reazioni di biotrasformazio-
ne nei mammiferi (es. AFMy, AFP{, AFQq e AFB,,) (17).

La struttura molecolare di AF ¢ caratterizzata da un nucleo cumarinico fuso a un bifu-
rano € a un pentanone (AFBq, AFB5) o a un lattone a sei atomi (AFGq, AFG))
(Figura 1). Un’altra importante differenza tra AF consiste nella porzione terminale
dell’anello furanico che puo presentare, tra il carbonio 8 e 9, un legame saturo
(AFB,, AFG,) o insaturo (AFB{, AFG{) (17). Il doppio legame presente all’estremi-
ta del gruppo furanico di AFBy e AFG{ puo essere ossidato dalle ossidasi microso-
miali, con trasformazione in veri e propri legami covalenti.

Il gruppo bifuranico, inoltre, assicura una grande rigidita ad una estremita della
molecola, che presenta, pertanto, una struttura praticamente piana, che consente

interazioni specifiche con costituenti cellulari, in particolare il DNA.

AFB2 AFG2

Figura 1. Struttura chimica delle AF
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1.2 FUNGHI AFLATOSSIGENI
E PRODUZIONE DI AF

1.2.1 Fisiologia dei funghi aflatossinogenici

Le specie A. flavus e A. parasiticus sono state le prime caratterizzate come aflatossi-
geniche (18-21) ma, a partire dal 1978, ceppi di A. nomius (22), A. bombycis (23), A.
ochraceoroseus (24, 25), A. pseudotamari (26) e A. tamarii (27), sono stati dimostra-
ti in grado di produrre AF. Queste ultime specie sono, tuttavia, meno diffuse in natu-
ra e vengono riscontrate raramente quali contaminanti in vegetali di interesse agri-
colo. A. flavus, ubiquitario nell’ambiente e cosmopolita, produce AFB{ e AFB, men-
tre A. parasiticus, piu diffuso nei climi tropicali e sub-tropicali e presentante affinita
per frutta e semi oleosi, produce AFBq, AFB,, AFG{ e AFG, (18, 19, 21, 28). Le spe-
cie appartenenti al genere Aspergillus sono comuni contaminanti ambientali, in
grado di colonizzare habitat ecologicamente distinti, particolarmente diffusi in climi
temperati, tropicali, sub-tropicali compresi in una zona tra i 26° a nord e i 35° a sud
dell’equatore (29). Negli ambienti maidicoli della Pianura Padana, la specie di
Aspergillus piu diffusa ¢ A. flavus (30).

La crescita di A. flavus pud avvenire in un ampio spettro di temperature, con un
valore ottimale intorno ai 37°C (31), per quanto una ricerca condotta su sei specie
del nord Italia abbia evidenziato condizioni ottimali di sviluppo comprese tra i 25°
e i 30°C (30). Condizioni ottimali di crescita per membri del genere Aspergillus pre-
vedono un’umidita relativa compresa tra il 13-18%, con un’attivita dell'acqua (ay,)
maggiore di 0,73 (31). Aspergillus spp. sono in grado di colonizzare sia una grande
varieta di substrati in campo sia semi e granaglie successivamente alla raccolta (32).
Le maggiori contaminazioni aspergillari si riscontrano in mais, semi di cotone, ara-
chidi e loro sottoprodotti (33). In particolare, A. flavus appare in grado di contami-

nare tutti questi vegetali, mentre A. parasiticus ¢ particolarmente rilevabile sulle ara-
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chidi (34, 35). I principali fattori in grado di influenzare la contaminazione di pian-
te da parte di Aspergillus spp. sono temperatura, umidita e presenza di lesioni cau-
sate da insetti.

Nel caso di A. flavus, il processo di colonizzazione del mais in campo ¢ stato ben
caratterizzato (34, 30). A. flavus si trova, normalmente, nel terreno, dove vive sapro-
fitariamente a carico dei residui colturali (cariossidi, tutoli, frammenti di stocco o di
tessuti fogliari di mais o di altre piante) su cui sviluppa soprattutto micelio e, talvol-
ta, sclerozi, superando in questo modo le avverse condizioni invernali (36). Al
sopraggiungere della buona stagione, dal micelio e dagli sclerozi si originano enor-
mi quantita di conidi che danno il via alla fase di diffusione di 4. flavus nell’ambiente
circostante. L'infezione primaria avviene attraverso la disseminazione nell’ambiente
dei conidi trasportati da vento, schizzi di pioggia o insetti. In questo modo, i conidi
giungono sulle sete e vi germinano originando delle ife che si accrescono fino ad
interessare la cariosside in formazione e, in condizioni ambientali favorevoli, a pene-
trare nel chicco attraverso abrasioni prodotte nel tegumento dagli insetti (37). Per lo
sviluppo dell'infezione ¢ necessaria un’'umidita del chicco superiore al 32%, anche
se, successivamente, AF possono essere prodotte a valori minori (fino al 15%) (34).
Elevate temperature e aridita del terreno incrementano, solitamente, la probabilita di
contaminazione di piante da parte di Aspergillus spp. (37). 1l fenomeno ¢ probabil-
mente riferibile ad uno stress idrico che rende la pianta piu debole e, quindi, piu
facilmente aggredibile da funghi, che invece tollerano la scarsita d’acqua. Nel caso
di temperature superiori ai 30°C, che favoriscono la crescita del fungo e sono, al con-
trario, fonte di ulteriore difficolta per il mais, I'infezione ¢ maggiormente favorita. Un
ulteriore vantaggio per lo sviluppo del fitopatogeno deriva dal fatto che le condizioni
di temperatura e umidita tipiche dei periodi di siccita, ben tollerate da Aspergillus
spp., sono invece meno permissive per la crescita di altri microrganismi eventual-
mente presenti sul mais e nel terreno. In questa situazione ambientale, A. flavus si

trova ad essere favorito nella competizione biologica, prevalendo sugli altri micror-
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ganismi e riuscendo a colonizzare il substrato. Condizioni di siccita possono, inoltre,
causare nelle cariossidi microfessurazioni che rappresentano vie d’ingresso per il
fungo, favorendone ulteriormente l'infettivita. Tutti i fattori, infatti, che provocano
lesioni della superficie della granella, come grandine e attacchi da insetti o di uccel-
li, diminuiscono la resistenza del mais all’attacco di A. flavus. Una volta raccolte, le
derrate alimentari sono soggette a contaminazione da AF anche durante lo stoccag-
gio. In queste fase, le variabili pit importanti in grado di influire sulla crescita fun-
gina sono 'umidita del substrato e 'umidita relativa dell’ambiente (34).

Per ridurre la contaminazione successivamente al raccolto, ¢ importante raccogliere
il mais ad umidita relative comprese tra il 25,5 e il 25% e, quindi, essiccarlo artifi-
cialmente fino a portare la granella ad umidita inferiore al 15% nel giro di 48 ore
(34). Se la granella non ¢ propriamente essiccata, infatti, la contaminazione fungina
si sviluppa in pochi giorni. Per prevenire lo sviluppo fungino, temperatura ed umi-

dita andrebbero strettamente controllate anche durante il trasporto.

1.2.2. Biosintesi di AF

La via biosintetica di AF, ¢ costituita da una complessa serie di circa quindici rea-
zioni, catalizzate da polichetide sintasi, susseguenti alla formazione di un interme-
dio, etanolo, a partire da acetato e malonil-CoA mediante una sintasi degli acidi gras-
si (Figura 2). La reazione della prima polichetide sintasi porta alla formazione del-
I'intermedio acido norsolorinico, che viene convertito enzimaticamente in una serie
di metaboliti a tossicita crescente, fino alla sintesi di versicolorina. Questo precurso-
re puo essere convertito in demetil-sterigmatocistina, da cui si originano AFBq e
AFGq, o in diidrodemetil-sterigmatocistina, da cui derivano AFB, e AFG, (38).

I geni codificanti per la biosintesi di AF sono organizzati, vicino ai geni codificanti
gli enzimi per il metabolismo degli zuccheri, in un cluster di circa 70 kbp (39). E inte-

ressante sottolineare come la delezione di alcuni di questi geni in altre Aspergillus
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Figura 2. Biosintesi di AF. Enzimi coinvolti: a) acido grasso sintasi; b)polichetide sintasi; ¢) acido norsolorinico reduttasi; d)
emiacetale versiconale acetato reduttasi; e) esterasi; f1) versicolorina B sintasi; f2) versiconil ciclasi; g) desaturasi; h) O-metil
trasterasi (MT-1D); 1) O-metil trasferasi; j) O-metil trasferasi (MT-D). Tratta da: Sweenwy and Dobson, 1999 (38).

spp. abbia portato alla soppressione della via biosintetica di AF o ne permetta solo
la formazione di precursori. La sterigmatocistina, ad esempio, € un precursore strut-
turalmente correlato ad AF, prodotto dalle specie A. versicolor e A. nidulans in par-
ticolare, che presenta potere mutageno e tumorigenico, anche se inferiore ad AF

(40). 1l genoma di A. oryzae and A. sojae, funghi ampiamente utilizzati per la fer-
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mentazione di alimenti in oriente, ¢ in grado di codificare molti enzimi omologhi a
quelli funzionali alla sintesi di AF (24). Delezioni ed altri difetti genetici hanno por-
tato, peraltro, al silenziamento della via biosintetica (41, 42) e, pertanto, in nessuna
di queste specie € stata mai riscontrata produzione di AF (43).

Non tutti i ceppi di A. flavus e A. parasiticus posseggono i determinanti genetici per
produrre AF. Un ruolo fondamentale ¢ svolto da un gene che codifica una proteina
regolatoria della via biosintetica di AF, denominato a/fIR. Nei ceppi in cui afIR ¢ dele-
to dal cluster genico degli enzimi della via biosintetica, non viene prodotto alcun tra-
scritto mentre, al contrario, quando il gene ¢ presente in piu copie, si assiste ad una

iperproduzione di AF (o suoi intermedi metabolici) (44).

1.2.3 Condizioni influenti sulla produzione di AF

I fattori in grado di influenzare la produzione di AF possono essere distinti in tre
categorie: fattori fisici, nutrizionali e biologici. In relazione alla combinazione di
questi parametri, la biosintesi di AF puo essere attivata o completamente inibita,
anche in presenza di crescita fungina (45). I fattori fisici includono temperatura,
umidita, attivita dell'acqua (Ay;), pH, luce ed aerazione. La temperatura ottimale
per la produzione di AF ¢ compresa tra i 25° e i 30°C, in presenza di umidita e
con ay, maggiore di 0,85, con un valore ottimale di 0,99 e pH compreso tra 3,5-
5,5 (4, 46, 47).

Per la formazione di AF sono, inoltre, richieste sostanze nutritive specifiche, come
minerali, in modo particolare lo zinco, vitamine, acidi grassi, aminoacidi e fonti di
energia (4). L’alta concentrazione di carboidrati, come nel caso del grano e del riso,
ed in misura minore dei semi oleosi (cotone, arachidi ecc.), favoriscono la sintesi di
AF (48). T maggiori livelli di AF sono prodotti quando il fungo invade I'embrione
del seme, ove sono presenti zuccheri semplici (glucosio e saccarosio), piuttosto che

altre parti del seme, ove predominano i carboidrati complessi (amido) (49). E stato
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bene documentato come l'azoto sia in grado di sopprimere la sintesi di AF ma, se
fornito sottoforma di ammonio, puod invece stimolarla.

Esiste, inoltre, una forte componente biologica in grado di influire sulla produzione
di AF, dovuta in parte al tipo di pianta colonizzata e, in parte, al ceppo di Aspergillus
infettante. Tra le specie di A. flavus e A. parasiticus esistono notevoli differenze qua-
litative e quantitative, di natura genetica, nella produzione di AF. Si ritiene, ad esem-
pio, che circa la meta dei ceppi di A. flavus isolati, e una minore quantita di A. para-
siticus, sia aflatossinogenico (50). Il quantitativo di tossina biosintetizzata da uno

stesso ceppo fungino, inoltre, varia in base alle condizioni di crescita.

1.2.4 Esposizione umana ad AF

La contaminazione da AF puo interessare molti alimenti di origine vegetale, piu fre-
quentemente mais, arachidi e semi di cotone, ma anche pistacchi, noci, riso e spe-
zie (21, 33, 50). E inoltre importante considerare che, in cattive condizioni di con-
servazione, anche altri substrati vegetali possono facilmente essere contaminati da
funghi aflatossigenici (25). La proporzione delle quattro AF prodotte da Aspergillus
spp., inoltre, varia in funzione di fattori ambientali e genetici, per quanto AFB; sia
la forma prevalente e piu tossica (4, 51, 52).

Le condizioni di temperatura richieste per la sintesi di AF, la vulnerabilita alla conta-
minazione delle derrate alimentari, i sistemi di produzione del cibo, le modalita di
conservazione e di commercializzazione e la mancanza di regolamenti alimentari
sono fattori indicativi di come il rischio di esposizione cronica ad AF sia maggiore
nei paesi in via di sviluppo, compresi tra 40° N e S dall’equatore, per quanto il pro-
blema sussista anche nei paesi industrializzati e ad altre latitudini. Specie aflatossi-
geniche del genere Aspergillus sono particolarmente diffuse nelle zone calde umide
dell’Africa sub-sahariana e del sudest dell’Asia (Figura 3). In questi aree geografi-

che, la contaminazione delle fonti alimentari primarie ¢ tale per cui I'esposizione
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Figura 3. Aree e popolazioni a rischio di esposizione cronica a quantita incontrollate di AF. LAC, America Latina e Carabi.
Tratta da: Williams 2004 (62).

umana ad AF puo essere considerata cronica (53). I dati sulla contaminazione del
cibo, disponibili per molti paesi in via di sviluppo, generalmente mostrano che una
grande quantita di derrate alimentari risultano essere contaminate e che una loro
significativa proporzione lo ¢ ad un livello superiore a quello consentito dal Codex
Alimentarius (FAO Codex Alimentarius 2001). Analisi sulla contaminazione di cerea-
li hanno mostrato che, in campioni provenienti da regioni della Cina ad elevato
rischio di carcinoma epatico, AFB{ rappresentava la tossina prevalente per quantita
e frequenza, con concentrazioni variabili da 9 a 2496 ppb ed una incidenza di con-
taminazione dell’85% (54). Tra i campioni saggiati, il 76% evadeva la legislazione
cinese, che prevede 20 ppb per AFB{ nel grano e prodotti derivati per alimentazio-
ne umana. La media giornaliera di assunzione di AFB; da grano nelle aree ad alto
rischio era di 184,1 pg e la probabile assunzione giornaliera era stimabile in 3680

ng/kg di peso corporeo.
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Concentrazioni di 271,63 ppb di AF totale e 165,05 ppb di AFBq sono state ripor-
tate in burro di arachidi fornito, nel 2001, a scolari nell’area di Capo est in
Sudafrica, dove la massima concentrazione di AF consentita negli alimenti ¢ di 10
ppb, 5 dei quali possono essere costituiti da AFB; (55). Ampie variazioni nell’e-
sposizione ad AF possono sussistere in diversi paesi, particolarmente in relazione
ai costumi dietetici. L'esposizione giornaliera ad AF ha mostrato di essere di 3,5-
14,8 ng/kg di peso corporeo in Kenya, 11,4-158,6 nello Swaziland, 38,6-183,7 in
Mozambico, 16,5 in Sud Africa, 4-115 in Gambia, 11,7-2027 nella provincia dello
Guangxi nel Sud della Cina e 6,5-53 in Tailandia, mentre negli Stati Uniti era di 2,7
ng/kg (56). L'esposizione in Ghana, in base al solo consumo di arachidi, & stima-
ta essere 9,9-99,2 ng/kg al giorno, ma altri cibi comunemente consumati, a base di
grano, per esempio il kenkey, possono essere contaminati e, pertanto, I'esposizio-
ne ¢ presuntivamente maggiore (57, 58).

Negli USA, si calcola che circa il 20% del mais degli stati meridionali sia conta-
minato da AF. Nelle regioni medio-occidentali, la contaminazione non ¢ consi-
derata un rischio, se non nelle annate caratterizzate da condizioni climatiche
estreme. Nel 1988-89, ad esempio, in queste regioni ¢ stato registrato un anno di
siccita tale da determinare 'innalzarsi del livello di contaminazione di AF del rac-
colto all’8% (59).

In Europa, la contaminazione della produzione agricola da parte di AF non ¢ rite-
nuta una problematica di primaria importanza in quanto considerata tipica delle
regioni tropicali. Nei climi caldi dei paesi del sud dell’Europa, tuttavia, in alcune
annate si possono creare le condizioni per una massiva contaminazione del mais
(60). In Italia, ad esempio, I'estate del 2003 ¢ stata caratterizzata da elevate tem-
perature. Durante giugno, luglio e agosto sono stati raggiunti i 40°C, creando con-
dizioni per la proliferazione delle specie del genere Aspergillus. Nell’'autunno del
2003 si e verificato, conseguentemente, un aumento significativo della contamina-

zione da AF nei prodotti destinati all’alimentazione degli animali, ed in particolare
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nel mais. Tale aumento ha generato un corrispondente aumento della concentra-
zione di AFM nel latte delle vacche alimentatesi con il mais pesantemente conta-
minato, creando una situazione di emergenza tale da indurre il Ministero della
Salute italiano ad adottare specifici provvedimenti (51).

Significativamente, I'emergere del problema AF nel continente europeo ¢ stretta-
mente connesso all'incremento delle temperature annuali registrato nelle ultime
decadi. L'ulteriore innalzamento previsto per le temperature globali, cosi come la
frequenza e la durata delle ondate di caldo (61), potrebbero presto incrementare

ulteriormente il rischio AF in Europa e in altre regioni temperate.
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1.3 TOSSICOCINETICA DI AF

Gli effetti sull'organismo degli xenobiotici, sostanze chimiche estranee al sistema bio-
logico, dipendono principalmente da 4 processi tossicocinetici fondamentali: I'assor-
bimento corporeo dovuto al contatto cutaneo, all'inalazione o all'ingestione, la dis-
tribuzione della sostanza all’interno dell’organismo, il metabolismo della sostanza, al-
'insieme cio¢ delle biotrasformazioni alle quali ¢ soggetta, I'eliminazione della so-
stanza o dei suoi metaboliti.

I processi di assorbimento, distribuzione, biotrasformazione ed escrezione coinvolti

nella tossicocinetica di AF, sono strettamente correlati ed interconnessi (Figura 4).

ASSORBIMENTO DISTRIBUZIONE/METABOLISMO
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Figura 4. Tossicocinetica delle AF.

La tossicocinetica di AF, ¢ stata definita principalmente in relazione ad AFB. A causa
della sua elevata tossicita, acuta e cronica, e per la potenziale attivita cancerogena
che esplica negli animali, uomo incluso, AFB; ¢ la micotossina sulla quale si ¢ foca-

lizzato maggiormente l'interesse dei ricercatori. AFBy, dopo l'assunzione da parte di
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un vertebrato superiore, puo essere metabolizzata ad altri composti, alcuni dei quali
caratterizzati da differente tossicita. Queste trasformazioni comprendono reazioni di
fase I/prima fase (riduzione, ossidazione, idrolisi) e di fase II/seconda fase, che con-
sentono, a scopo di detossificazione, la combinazione con un composto naturale

prodotto dall’organismo (63).

1.3.1 Assorbimento di AF nel tratto gastro-intestinale

L’assorbimento ¢ il processo che consente ai composti xenobiotici di penetrare nel-
I'organismo dal sito di esposizione. In generale, la frazione di xenobiotico biologi-
camente attiva in grado di interagire con le macromolecole cellulari al livello del-
I'organo bersaglio (dose interna) ¢ solo una frazione della dose di esposizione per
via dermica, orale o respiratoria (dose esterna) e il grado di assorbimento della
sostanza varia significativamente in relazione alla via di esposizione (64). Solo nel
caso di sostanze iniettate direttamente per via endovenosa, la dose interna ed ester-
na coincidono. La tossicita ¢ funzione della dose interna di una sostanza e della sua
permanenza a livello dell’organo bersaglio.

L'esposizione ad AF pud avvenire, per uomini e animali, secondo diverse vie. Dal
momento che le AF sono un comune contaminante delle derrate alimentari, la prin-
cipale via di esposizione ¢ quella orale (65). Sono stati trovati, tuttavia, quantitativi
significanti di AF nelle particelle volatili originate dalla manipolazione di matrici vege-
tali contaminate (66-68). L'inalazione di polveri derivanti da granaglie contaminate &
risultata essere una importante fonte di esposizione occupazionale (69, 70) ed alcuni
studi epidemiologici hanno riferito la presenza di AFB; ad una maggiore incidenza di
tumori delle vie respiratorie in alcune categorie di lavoratori (71). AFB; ¢ stata rile-
vata nei polmoni di un operaio tessile e di due agricoltori deceduti per fibrosi inter-
stiziale polmonare (72), individui probabilmente esposti per motivi occupazionali ad

AFB; attraverso le vie respiratorie, e nel tessuto polmonare di un ingegnere chimico,
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deceduto di carcinoma cellulare alveolare, che aveva lavorato per 3 mesi in un pro-
cesso di sterilizzazione di farina di arachidi brasiliane contaminate da A. flavus (73).
AFB; ¢, inoltre, in grado di penetrare I'epidermide umana in vitro (74, 75) e studi in
vivo hanno dimostrato che, in seguito ad applicazione topica di AFB; radioattiva in
ratti e conigli, un quantitativo significativo veniva assorbito e trasportato dalle protei-
ne plasmatiche in vari organi, incluso il fegato (76, 77). Recentemente, € stato dimo-
strato come I'esposizione dermica ad AFB; sia in grado di determinare la formazione
di tumori alla pelle e lesioni pre-neoplastiche in modelli murini (78). Queste osser-
vazioni suggeriscono come una prolungata manipolazione di foraggi e sementi con-
taminate da AF possa causare una esposizione diretta attraverso la pelle. Questo
rischio diventa particolarmente importante nei paesi in via di sviluppo, dove nelle fasi
pre- e post-raccolta della produzione agricola viene sfruttato il lavoro manuale e, a
livello mondiale, nel settore delle arachidi, dove vi ¢ un elevato impiego di persona-
le che effettua manualmente la selezione e lo scarto dei semi contaminati.

L’assorbimento di AF avviene, comunque, in gran parte a causa di esposizione orale.
In seguito ad ingestione, AFB ¢ assorbita efficientemente nel tratto intestinale e, in
particolare, il principale sito di assorbimento risulta essere il duodeno (79, 80). In uno
dei primi studi sull’assorbimento di AF, eseguito in ratti, € stato descritto come, entro
24 ore dal trattamento, il 20% di AFBq era escreta per via urinaria ed il 60% attraver-
so le feci (81). Un piccolo quantitativo di AFBq, tuttavia era escreto nell’arco delle
prime 8 ore dalingestione. E stato osservato che ratte erano in grado di eliminare,
attraverso la bile, il 10-30% e il 60-65% di AFB{ dopo 24 ore dalla somministrazione
per via orale o intra-peritoneale, rispettivamente (82). Complessivamente, i risultati
suggeriscono un rapido assorbimento di AFBq attraverso le mucose intestinali. Re-
centemente, studi i vivo con AF radioattive hanno permesso di chiarire le cinetiche
di assorbimento di AFB{, AFB,, AFG{ e AFG, attraverso la membrana luminale del-
I'intestino tenue di ratti, confermando che I'assorbimento di tali micotossine sia un

processo estremamente rapido caratterizzato da una cinetica del primo ordine (83).
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In seguito ad assorbimento, AF sono trasferite dallo strato di cellule epiteliali al san-
gue della vena mesenterica, da cui vengono trasportate direttamente al fegato (80).
A dimostrazione della velocita del processo, in vari esperimenti la presenza di AF nel
sangue in seguito ad esposizione ¢ stata riscontrata per periodi brevissimi (84, 85).

Poiché¢ AFB; ¢ una molecola a basso peso molecolare, ¢ stato ipotizzato che essa
venga assorbita negli enterociti tramite diffusione passiva transmembrana attraverso
il doppio strato lipidico (80, 86, 87). Questa ipotesi ¢ confermata dal fatto che la lipo-
filicita, direttamente correlata alla velocita di diffusione attraverso le membrane cel-
lulari, sia un fattore determinante nell’influenzare I'assorbimento di AF. La velocita di
assorbimento di AFBq, infatti, ¢ significativamente maggiore di quella dell'analogo
meno lipofilico AFGq (80, 88). Ulteriore supporto a questa tesi deriva da uno studio
che ha mostrato come il trasporto di AFBq attraverso un monostrato di cellule Caco-
2 avvenga a velocita simili dal lato apicale a quello basolaterale e viceversa, sugge-
rendo che, nell'assorbimento e nell’estrusione di AFB{, non siano coinvolte pompe
a trasporto attivo (89).

Sulla base di studi in vivo effettuati utilizzando come modello la membrana vagina-
le di vacche, ¢ stato suggerito che un assorbimento precoce di AF possa avvenire
anche attraverso le membrane mucose della bocca e dell’esofago, prima del com-
parto ruminale (90). Il passaggio di AF attraverso una mucosa non assorbente quale
la mucosa vaginale, inoltre, conferma il processo di diffusione passiva come un pro-
babile meccanismo per I'assorbimento (90).

Al fine di simulare I'esposizione ad AF in seguito ad inalazione, ¢ stata analizzata la
concentrazione ematica di AFBq{ nel tempo in seguito ad instillazione intratracheale.
I risultati hanno evidenziato come I'assorbimento attraverso il tratto respiratorio fosse
piu rapido che dopo somministrazione orale ma, dopo quattro ore, i valori di con-
centrazione di AFBq nel sangue tendessero ad eguagliarsi (84). Adsorbendo la dose
tracheale a polveri prima della somministrazione, la permanenza di AFBq in trachea

veniva prolungata (91), risultando in un incremento del legame di AFB; al DNA di
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trachea e polmoni. Il prolungamento del tempo di ritenzione di AFBq in relazione
all'associazione a polveri potrebbe essere un importante fattore nell’azione cancero-

gena di questa molecola nel tratto respiratorio.

1.3.1.1 Circolazione enteroepatica di AF

L’assorbimento di AF attraverso il tratto gastrointestinale pud avvenire anche attra-
verso la circolazione enteroepatica (86). Questo processo comprende l'escrezione
dei prodotti del metabolismo di AF nel tratto intestinale attraverso la bile, il riassor-
bimento e il ritorno al fegato attraverso la circolazione portale. Poiché molti meta-
boliti di AF sono escreti nella bile come glucoronidi idrosolubili, € improbabile che
essi vengano riassorbiti come tali. Gli enzimi della popolazione microbica residente
intestinale, tuttavia, sono in grado di idrolizzare alcuni glucoronidi coniugati, rila-

sciando composti meno polari che possono essere riassorbiti (92).

1.3.2 Distribuzione di AF nell’organismo e concentrazione

in fegato e reni

La distribuzione ¢ il processo attraverso il quale i composti xenobiotici, come AF,
vengono trasferiti, principalmente attraverso il sangue, dal sito di assorbimento ai
vari organi e tessuti.

Una volta entrate nel flusso sanguigno, AF vengono trasportate principalmente al
fegato, I'organo nel quale subiscono la maggior parte dei processi metabolici. Anche
i reni, seppure in misura inferiore, sono in grado di concentrare AF dal sangue (80,
93). Studi in ratto sulla distribuzione di [C14]—AFB1 in seguito ad assorbimento,
hanno rilevato, 30 minuti dopo una singola dose intra-peritoneale di aflatossina mar-
cata, il 17% della radioattivita totale nel fegato, il 5% nei reni e il 27% nella carcas-
sa. Altri organi, come ghiandole surrenali, cervello, cuore, pancreas, milza, timo e

testicoli contenevano livelli minori dello 0,5%. La radioattivita risultava corrisponde-
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re sia ad AFBq sia a AFMy. Durante i successivi 90 minuti, la radioattivita dovuta alla
presenza di entrambe le tossine nei reni e nel fegato diminuiva rapidamente fino ad
arrivare, dopo 2 ore, a meno dell’'1% nei reni e meno del 10% nel fegato (81). Espe-
rimenti analoghi, condotti in criceto, hanno mostrato che, dopo alcuni minuti dall’i-
niezione intra peritoneale di una singola dose di AFB{ marcata, era possibile rileva-
re AFB; libera nel sangue, nel fegato e nei reni fino ad 8-10 ore dalla somministra-
zione (94).

AF entrano nel fegato attraverso la vena porta epatica (79) e, data 'elevata efficien-
za di quest'organo nell’estrarre AFBq libera dal flusso sanguigno, probabilmente a
causa dell’elevata permeabilita della membrana degli epatociti, il fegato risulta esse-
re il principale organo coinvolto nei processi di biotrasformazione e detossificazio-
ne di AF. E stato dimostrato che la permeazione di AFB1 negli epatociti avviene tra-
mite diffusione non ionica e che I'assorbimento non viene influenzato né da inibito-
ri delle proteasi né dall’energia metabolica, suggerendo che la velocita di permeazio-
ne sia determinata dalla composizione dei domini lipidici nelle membrane cellulari
(95). Differenze specie specifiche nella composizione di lipidi di membrana potreb-
bero, quindi, essere un fattore importante nel determinare il grado di assorbimento
individuale di AFB;.

Un altro fattore in grado di influenzare 'assorbimento e il metabolismo di AF da
parte delle cellule epatiche ¢ il legame di AFBy all'albumina plasmatica. AFBy, incu-
bata con plasma di ratto o somministrata intra-peritonealmente, si lega principal-
mente all’albumina, che & probabilmente il suo trasportatore proteico prioritario (96).
All'interno del sangue circolante, la porzione di AF libera (non legata a macromole-
cole) ¢, quindi, in equilibrio con la porzione legata. Solo la porzione libera, tuttavia,
¢ disponibile per il passaggio attraverso le membrane. Il legame di AFBq ad albu-
mina gia a livello del sito di assorbimento puo essere, quindi, considerato come uno
dei maggiori meccanismi di detossificazione, in grado di prevenire I'interazione della

micotossina con la cellula (86).
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1.3.3 Biotrasformazione di AF

La biotrasformazione, o metabolismo, ¢ il processo mediante il quale un organismo
trasforma le sostanze xenobiotiche in nuovi composti chimici, in grado di essere eli-
minati piu facilmente. Negli organismi animali, uomo incluso, sono state identificate
diverse vie metaboliche coinvolte nella biotrasformazione, in seguito ad assorbi-
mento, di AFB; e altre AF. Come nel caso di altri composti xenobiotici, queste vie
metaboliche possono condurre all’attivazione o alla modificazione di AFB; (reazio-
ni di prima fase) o alla coniugazione della micotossina per ottenere prodotti meno
tossici della molecola parentale (reazioni di seconda fase). La tossicita e la carcino-
genicita di AFBq per un particolare organismo sono, quindi, determinate da quali vie
vengano principalmente attivate per metabolizzare la micotossina in seguito all’as-
sorbimento. L’attivazione di AFBq, in particolare ¢, importante per qualsiasi consi-
derazione degli effetti tossici sugli organismi. AFB1, infatti, non ¢ di per sé cancero-
gena e, virtualmente, tutti i suoi effetti tossici sono attribuibili all’azione di alcuni suoi
metaboliti, in grado di reagire con macromolecole cellulari.

Anche se il sito principale di queste reazioni ¢ il fegato (ed in misura minore i reni),
il tratto gastro-intestinale partecipa attivamente a questo processo (97). E stato dimo-
strato che l'attivazione del meccanismo di conversione epatica di AF € un processo
molto veloce: dopo 2 ore dallingestione di AFBp radioattiva, il quantitativo di
radioattivita ancora presente nel fegato risultava essere attribuibile ad AFB{ conver-
tita in molecole polari per il 12%, in metaboliti non polari per il 3% e in addotti lega-

ti covalentemente al DNA per piu del 70% (98).

1.3.3.1 Reazioni di prima fase (di attivazione) di AF

Le principali reazioni di prima fase di AFB{ sono mediate dal sistema enzimatico
delle citocromo P450 (CYP) monoossigenasi a funzione mista, una famiglia di emo-
proteine che catalizzano, in presenza di NADP e ossigeno, reazioni di ossidazione di

molti composti xenobiotici (99) (Figura 5).
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AFB,-8,9-eso-epodssido

Figura 5. Principali prodotti del metabolismo di prima fase di AFBy. Tratta da: TARC 2003 (53).

Il complesso enzimatico delle monoossigenasi CYP ¢ presente in vari tessuti dell’or-
ganismo in diverse forme. I principali enzimi coinvolti nel metabolismo umano di AF
sono le isoforme CYP 3A4 e 1A2 (100, 101). Tali enzimi sono espressi in modo pre-
valente nel fegato, ma anche in tessuti extra-epaticici, come epitelio respiratorio ed
intestinale, fornendo alle cellule di tali tessuti la possibilita di bio-attivare AFB; e
svolgendo un ruolo importante nella modulazione degli effetti tossici e cancerogeni
di AF in vivo (102). E stato dimostrato che gli enterociti dell’epitelio dell’'intestino
tenue contengono livelli elevati di enzimi CYP 3A in grado di attivare AF, probabil-
mente limitandone I'assorbimento a livello sistemico (103). Il metabolismo di AFB4

nell’epitelio intestinale da parte di CYP 3A4, con formazione di AFQq ed eso-epossi-
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do, risulta, inoltre, un meccanismo di detossificazione indiretto, dal momento che le
cellule intestinali contenenti gli adotti AF/DNA vengono rapidamente esfoliate, senza
avere il tempo di trasformarsi, eventualmente, in tessuti neoplastici (102, 104). CYP
polmonari possono ossidare AFB; (105, 100) e, in particolare, CYP 1A2 e 3A4 sono
state isolate in tessuti polmonari umani e in cellule di polmone coltivate in vitro
(107-109). E stato recentemente dimostrato, inoltre, che CYP 2A13, un enzima
espresso in modo predominante nel tratto respiratorio umano, ¢ significativamente
attivo nel metabolismo di AFBy (110). Questa osservazione suggerisce che l'attiva-
zione metabolica di AFBq in sifu possa svolgere un ruolo critico nella carcinogene-

si polmonare umana correlata all’'inalazione della micotossina.

1.3.3.1.1 Epossidazione di AF

In seguito al trasporto attraverso la membrana plasmatica degli epatociti, la mole-
cola di AFB ¢ attivata da CYP microsomali (associate al reticolo endoplastico tubo-
lare liscio) che ossidano il legame 8,9-vinile etere producendo AFB{-8,9-epossido
(111). AFB{-8,9-epossido ¢ un intermedio elettrofilo che puo attaccare eteroatomi
nucleofili quali azoto, ossigeno e zolfo dei costituenti cellulari ed ha, quindi, un
ruolo centrale nella carcinogenicita e tossicita mediate da AFBq (112). AFB{-8,9-
epossido ¢ uno stereoisomero che puo esistere nella conformazione “eso” ed
“endo” (113-115). AFB{-8,9-eso-epossido ¢ una molecola elettrofila in grado di lega-
re DNA in modo covalente con grande affinita (100, 116, 117), causando danni
nucleari, o di legarsi a siti specifici del reticolo endoplastico, provocando il distac-
co dei ribosomi e la degradazione dei polisomi (118). Al contrario, la reattivita di
AFBq-endo-epossido con DNA ¢ circa 1000 volte inferiore di quella dell’eso isome-
ro (119). La spiegazione piu plausibile per questa differenza di reattivita ¢ data dal
fatto che, prima della formazione del legame covalente, sia necessaria l'intercala-
zione dell’anello cumarinico dell’epossido tra le basi di DNA con una ben determi-

nata geometria (Figura 6).
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AFB,-eso-epossido AFB,-endo-epossido

Figura 6. Stereoisomeri “eso” ed “endo” di AFB1-8,9-epossido (REF). La maggiore reativita di AFB;-8,9-eso-epossido con la gua-
nina del DNA puo essere spiegata dall'impedimento sterico all'attacco nucleofilo dell’atomo N7 della guanina causato causato
dagli H6a e H9a di AFB{-8,9-endo-epossido. Tratta da: Bren, 2007 (120).

In particolare, in seguito allintercalazione dell’eso-epossido, I'anello cumarinico ¢
posizionato sotto il piano ed in cis con i protoni 5a e 9a, assistendo l'attacco elet-
trofilo, mediante reazione di tipo SN, alle basi degli acidi nucleici (114, 121), con
formazione principalmente del composto identificato come trans-8,9-diidro-8-(N”-
guaniD-9-idrossi-AFB1, o AFBl—N7—Guanina (AFBl-N7-Gua), addotto al DNA (AFB1-
N’-Gua-DNA) (Figura 7).
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Figura 7. AFBl—N7—Guanina (AFBl—N7—Gua). Tratto da: Essigmann, 1977 (114).

Al contrario, in seguito alla reazione di AFBq-endo-epossido con DNA, sono forma-
te solamente bassissime quantita di addotto perché I'anello ossiranico dell’endo-
epossido, trovandosi in trans in seguito all'intercalazione nel DNA, non facilita la ste-
reochimica richiesta per la reazione SN, (122, 123). In accordo con queste osserva-

zioni, 'endo-epossido ¢ essenzialmente non genotossico nel test Umu (119).
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Entrambi gli epossidi sono altamente instabili in H>O, ove idrolizzano rapidamente
originando un diidrodiolo (8,9-diidro-8,9 diidrossi AFBq) (124). Questa reazione di
idratazione ¢ seguita da riarrangiamento a dialdeide fenolato (125), intermedio in
grado di dare origine a reazioni di condensazione con gruppi amminici primari delle
proteine e di altri costituenti cellulari, formando basi di Schiff (126, 127), un mecca-
nismo probabilmente coinvolto nella tossicita di AFBq (128). Il principale addotto

proteico ritrovato nell’albumina plasmatica in seguito ad esposizione ad AFBq in

vivo, &€ 'addotto AFBq-lisina (AFB{-Lys) (127) (Figura 8).
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Figura 8. Equilibrio di AFB; diidrodiolo con AFB; dialdeide e reazione di formazione dell’addotto con la lisina (AFB{-Lys).
Tratta da: Guengerich 2002 (125).

Anche se gli studi sulla biotrasformazione di AFBq si sono focalizzati principalmen-
te sul metabolismo mediato dalle monoossigenasi CYP450, ¢ noto come altri enzimi
siano in grado di catalizzare, negli esseri umani, I'ossidazione extra-epatica di AFBq
ad AFBj-epossido. In presenza di prostaglandina H sintasi, ad esempio, puo avve-
nire la co-ossigenazione di AFB{ accoppiata alla sintesi di acido arachidonico, por-
tando alla formazione della molecola 2,3-diidro-2,3-epossi-AFBq, reattiva con DNA
(129, 130). A dimostrazione dell'importanza di questa via di attivazione, la prosta-
glandina H sintasi presenta lo stesso grado di attivita di CYP nei microsomi renali
(Liu and Massey 1992) e, in certi sistemi sperimentali (tessuti polmonari umani e in
cellule di polmone coltivate in vitro), la bioattivazione di AFB; da parte della H sin-

tasi appare addirittura piu importane di quella catalizzata da CYP (131).
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1.3.3.1.2 Idrossilazione, O-demetilazione e riduzione di AF

Il sistema enzimatico delle monoossigenasi citoplasmatiche ¢ responsabile anche
della trasformazione di AFBy in molecole polari. Ad opera di questi enzimi, AFBq
puo essere, infatti, idrossilata in AFMy, AFQq ed aflatossicolo (AFL) (132, 133) o
demetilata, con formazione di AFPq (132). Queste molecole presentano, general-
mente, minore attivita biologica della molecola parentale e vengono, quindi, consi-
derate come prodotti di detossificazione (97, 134, 135). I metaboliti idrossilati AFMq
e AFQq, tuttavia, sono stati dimostrati essere in grado di legarsi in modo covalente
al DNA, probabilmente a causa di una successiva epossidazione della molecola
(136). Al contrario, AFQq non sembra essere un buon substrato per 'epossidazione
(97) e diversi studi hanno dimostrato come AFQq presenti minore tossicita acuta,
mutagenicita e cancerogenicita della molecola parentale (137, 138). AFPq ¢ signifi-
cativamente meno tossica di AFBq, con attivita mutagena scarsa o nulla (138).
AFM; ¢ stata identificata in urine e latte di diverse specie animali esposte ad AFB1.
Questa tossina, mostra una significativa attivita cancerogena in vivo, seppur minore
della molecola parentale (139, 140), e tossicita simile (141). Analogamente a quan-
to decritto per AFBq, lidrossilazione di AFB, porta alla formazione di AFM,, un
metabolita riscontrato in vacche in seguito all’ingestione di ingenti quantitativi di
AFB, (97).

AFBq puo essere anche convertita reversibilmente ad opera di una NADPH-redutta-
si in AFL (142), molecola che presenta la stessa cancerogenicita di AFBq{ e simile
mutagenicita (134). Dal momento che la riduzione ¢ reversibile, inoltre, AFL puo pra-
ticamente agire quale riserva di AFB{ nell’organismo (143). Il metabolita aflatossico-
lo My (AFL-M7) puo risultare sia da ossidazione di AFL sia da riduzione di AFM (97).
Il processo di idratazione del doppio legame dell'anello furanico di AFB; porta alla
formazione di AFB,,. Questa reazione avviene in modo non enzimatico in condizio-
ni acide, ad esempio nello stomaco in seguito ad ingestione di AFBq, o in seguito ad

ossidazione microsomiale. AFB,,, nella forma di ione fenolato, ¢ in grado di legare
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le proteine formando basi di Schiff, potenzialmente responsabili della tossicita di
AFBq (144, 145). La minore tossicita di AFB,,, somministrata per via orale, puo esse-

re spiegata in termini di non assorbimento attraverso le membrane intestinali (140).

1.3.3.2 Reazioni di seconda fase (di detossificazione) di AF

Il processo di detossificazione di AF aumenta I'idrosolubilita e la polarita dei com-
posti, favorendone I'escrezione attraverso la bile e, in minor misura, le urine e il latte;
questa fase si sviluppa, prevalentemente, attraverso due reazioni: legame di AFBq-
8,9-epossido al glutatione (GSH), reazione catalizzata dalla GSH trasferasi (GST) e
coniugazione degli altri metaboliti (AFMy, AFP{, AFQ{) con l'acido glucuronico o
solfati (87).

I metaboliti idrossilati (AFMy, AFQ) od O-demetilati (AFP{) di AFB; vengono rapi-
damente coniugati ad acido glucuronico o solfato e, successivamente, escreti nella
bile e nelle urine di diverse specie animali, tra cui trota, topo, criceto, coniglio e
scimmia (147-149). La reazione di coniugazione avviene negli epatociti ad opera di
UDP-glucuronil-trasferasi, sulfotrasferasi e, probabilmente, il sistema delle epossido
idrolasi (150). A causa della minore tossicita di questi metaboliti di AFBq, tuttavia,
I'importanza tossicologica di queste vie metaboliche di detossificazione ¢ relativa-
mente scarsa. La principale reazione di detossificazione appare essere la coniuga-
zione di AFB;-8,9-epossido a GSH ad opera della GST citosolica (87). E stato infatti
riconosciuto che differenze in questo meccanismo di detossificazione siano in grado
di determinare variazioni significative nella tossicita esercitata da AFBq in diverse
specie animali (25). Negli esseri umani, ad esempio, i livelli costitutivi di espressio-
ne di GST hanno un basso potere di detossificare AFB{-8,9-epossido, suggerendo
che, su basi biochimiche, gli esseri umani possano essere una specie abbastanza sen-
sibile agli effetti di AF (151). Al contrario, specie animali come il topo, che risultano
resistenti al potere cancerogeno delle AF, presentano attivita della GSH-trasferasi da

3 a 5 volte superiori alle specie animali sensibili (128, 152, 153).
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Il coniugato AFB{-GSH ¢ escreto principalmente attraverso la bile (145), tuttavia,
gran parte del coniugato ¢ sottoposto ad ulteriore metabolizzazione nel fegato e nei
reni, portando alla formazione del coniugato con l'acido mercapturico AFB-N-ace-
tilcisteina (AFB1-NALC) (154). Questo composto € escreto, principalmente, attraver-
so la via biliare e, in secondo luogo, attraverso la via urinaria (86) ed € riconosciu-
to come uno dei maggiori prodotti metabolici di detossificazione di AFB; (154, 155).
Il livello di escrezione urinaria di AFB{-NALC correla con la sensibilita delle diverse
specie animali ad AFB (156).

Un altro importante enzima di detossificazione, scoperto recentemente, ¢ la AFB{-
aldeide reduttasi (AFAR), isolata inizialmente da fegato di ratto (157). Tale enzima ¢
stato identificato in quanto risultava essere iper-espresso nel fegato in seguito a som-
ministrazione di sostanze chemioprotettive (ditiolotioni). AFAR catalizza la riduzione
della forma di AFB; reattiva con le proteine, AFB; dialdeide, in un dialcol (158).
Successivamente, sono state identificate anche AFAR umane, denominate hAFAR1 e
hAFAR2, in grado di ridurre AFB;-dialdeide (159-161). Dal momento che gli addotti
formati da AFB{ con le proteine sono ritenuti i responsabili della tossicita acuta della
micotossina (125, 126), l'induzione di AFAR potrebbe rappresentare un enzima
detossificante fondamentale per attenuare le sindromi tossiche dovute ad esposizio-

ne ad AFB1.

1.3.4 Modalita di escrezione di AF

Sia le AF non metabolizzate (Bq, By, G, G,) che le forme metabolizzate (aflatossi-
colo, My, M»y) vengono escrete principalmente attraverso le feci e, in misura mino-
re, attraverso la via urinaria (97) (Figura 9).

In seguito ad iniezione intraperitoneale di AFB{ marcata, infatti, si registra una mag-
giore presenza di metaboliti marcati nelle feci che nelle urine (162). E stato riporta-
cld

to che l'escrezione totale di [ -AFB; dopo 100 ore dalla somministrazione intra-
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venosa in topo, ratto e scimmia era rispettivamente 1'80%, il 72% e il 73% (163).
L’escrezione totale della radioattivita appariva maggiore durante le prime 24 ore,
confermando che il assorbimento, distribuzione nell’organismo, bioconversione ed
escrezione delle AF siano processi molto rapidi (AFBq viene escreta in una settima-

na e la sua emivita nel plasma ¢ di 36,5 min).
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Figura 9. Processi di escrezione di AFB1 negli esseri umani. Diagramma schematico delle vie metaboliche conosciute per il
metabolismo di AFB1 nell'uvomo; a) evidenza certa in vitro e in vivo dell'escrezione di questo metabolita nell'uvomo; b) dispo-
nibilita di dati scarsa o insufficiente; ¢) evidenze sperimentali i1z vitro; GST = glutatione-S trasferasi; mEH = epossido idrolasi
micro somale; AFAR = AFB;-aldeide reduttasi. Tratta da Mykkanen 2005 (164).

Nei mammiferi in fase di lattazione, un piccolo quantitativo d AFB viene escreta
come AFMj nel latte (165). E importante sottolineare come l'escrezione di AF nel
latte, pur essendo quantitativamente poco importante, sia molto rilevante dal punto

di vista tossicologico.
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E stata riportata, inoltre, la presenza di sette diversi tipi di AF (AFBq, AFB,, AFG,
AFG,, AFM1, AFM, e AFL) nella saliva umana (166). AF secrete tramite la saliva
possono essere riassorbite nel tratto gastrointestinale ed essere nuovamente im-
messe nel circolo sanguigno. Questo potrebbe spiegare, insieme alla circolazione
enteroepatica l'osservazione di un certo grado di ricircolo di AF nell’organismo.

La velocita di eliminazione di AF, sia come molecole parentali sia come derivati
metabolici, svolge un importante ruolo nella prevenzione degli effetti canceroge-
ni. E infatti possibile correlare la velocita di espulsione di AF con la sensibilita di

diverse specie animali a tali micotossine (151).

1.3.4.1 Escrezione fecale di AF

AF vengono escrete nelle feci in due modi: non assorbite nel lume del tratto ga-
strointestinale e nell’intestino attraverso la bile. La via biliare ¢ la principale via di
escrezione di AF e dei loro metaboliti.

Questa assunzione ¢ confermata da numerosi dati sperimentali ottenuti in vivo con
AFB; radioattiva. In seguito ad una singola dose orale di [H3] AFB; somministrata
in ratti, escrezione cumulativa di radioattivita dopo 23 giorni ¢ risultata essere del
23% nelle feci e del 15% nelle urine (84). Risultati analoghi sono stati acquisiti in
esperimenti in cui AFB| marcata € stata somministrata per via 7.2.. In questo caso,
I'escrezione cumulativa dopo 4 giorni ¢ risultata essere, nelle feci, pari al 53% della
dose somministrata e pari al 19% nelle urine (163). Il picco di escrezione biliare &
riscontrabile dopo 30 minuti dalla somministrazione ed inizia a decrescere dopo 2
ore dal trattamento (163).

Il maggiore metabolita di AFB; rilevato nella bile ¢ AFB{-GSH, un prodotto pola-
re e non tossico (25). In esperimenti di rilevazione della radioattivita in seguito al-
Iiniezione per via i.p. di AFBq triziata, il 49-57% della radioattivita misurata risul-
tava essere imputabile ad AFB{-GSH (98). 1l secondo metabolita maggiormente

presente nella bile era AFP{-glucuronide, la cui radioattivita rilevata nella bile risul-
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tava essere del 4-15%. Studi recenti hanno dimostrato la presenza di AFQq nelle
feci in forma glucuronidata e I'assenza di tale forma di AFMq. AFQq, essendo un
alcol secondario, €, infatti, un buon substrato per la glucuronidazione (167), men-
tre AFM7, un alcol terziario, € scarsamente glucuronidato (168).

I due metodi con cui ¢ stata principalmente indagata I'escrezione di AFB; e dei suoi
metaboliti nelle feci, analisi del contenuto della bile e misura della radioattivita tota-
le nelle feci in seguito a somministrazione di AFBq radioattiva, non sono in grado di
fornire informazioni definitive sulla presenza di AFB{ non assorbita nel materiale
fecale. Data l'efficienza dell’epitelio intestinale nell’ assorbire AFBq, la presenza di

AFBq non assorbita ¢ tuttavia improbabile, anche se non escludibile a dosi elevate.

1.3.4.2 Escrezione urinaria di AF

La seconda via di escrezione, in ordine di importanza, per 'eliminazione di AFB4
e dei suoi metaboliti appare essere, in molte specie animali, quella urinaria. Ap-
prossimativamente, il 10-20% di AFB{ somministrata in elevata dose (0,4-1 mg/kb)
per via intravenosa a ratti, & escreta nelle urine entro 24 ore dal trattamento (169).
I prodotti del metabolismo di AFBq escreti attraverso la via urinaria sono AFM7
AFQq, AFPy (170) e AFBl—N7—Gua, il prodotto della degradazione degli addotti
epatici di AFBy con DNA (171, 172). Questi metaboliti solubili di AFB; derivano
direttamente da AF libere circolanti presenti nel flusso sanguigno (173).

In molte specie animali (ratto, pecora, maiale, vacca), AFM; ¢ il principale meta-
bolita di AFB escreto nelle urine, costituente il 2-9% della dose somministrata (53).
E stato dimostrato che, sul totale di AF escrete nelle urine di ratto, AFMy era il prin-
cipale metabolita recuperato, costituendo il 40-50% del quantitativo totale, AFPq
meno del 10%, mentre AFBl-N7—Gua il 16% (169). Anche nell'uomo, i tre principa-
li metaboliti di AFBq ritrovati nelle urine sono due prodotti di detossificazione
(AFMq e AFPp) e AFBl-N7—Gua. Diversamente da quanto rilevato in ratto, il quan-

titativo di AF escrete, risulta essere una piccola percentuale di AFB assunta. E stato,
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ad esempio, calcolato che il quantitativo di AFM; escreta nelle urine sia 1'1,2 -2,2%
di AFB1 assunta dagli esseri umani con la dieta (174).

AFMj ¢ stata riscontrata nelle urine di abitanti delle Filippine che si erano cibati di
burro di arachidi altamente contaminato da AF (175). Questo risultato ¢ in accor-
do con ricerche precedenti in cui AFM; rappresentava il principale metabolita
riscontrato, in Cina, nelle urine di esseri umani esposti ad AFB{ a causa dell’as-
sunzione di cibi contaminati (170, 174). In questi esperimenti, ¢ stata calcolata una
escrezione di AFBl—N7-Gua pari allo 0,2% di AF assunta.

Esiste una relazione dose-dipendente tra AFB; assunta e AFBl—N7-Gua escreta
nelle urine di ratto (176). L'escrezione di AFBl-N7—Gua ¢ rapida, con I'80% di que-
sto prodotto escreto nelle urine durante le prime 48 ore dalla somministrazione, in
accordo con la altrettanto rapida escrezione dei metaboliti idrossilati (1306).

Uno studio recente (164) ha evidenziato, in seguito ad ingestione di cibo contami-
nato, la presenza di AFQq nelle urine di essere umani in quantita dieci volte supe-
riore ad AFM;. Rimane, tuttavia, da chiarire se questo eccesso sia attribuibile ad un
maggiore livello di espressione del CYP3A4 nella popolazione oggetto dello studio.
L'escrezione dei coniugati di AFB{-GSH avviene, quasi esclusivamente, attraverso
la bile. In ratto, circa il 14% della dose di AFB iniettata intraperitonealmente viene
escreta attraverso tale via (177). Gran parte di AFB{-GSH, tuttavia, va incontro a
passaggi metabolici successivi nel fegato e nei reni formando coniugati con l'aci-
do mercapturico (AFB{-NALC), successivamente escreti nelle urine (178).

Il livello di escrezione di coniugati di AFB; con acido mercapturico, insieme ai
coniugati con solfato e glucuronidi, correla con la sensibilita specie specifica ad AF

(154, 156).
1.3.4.3 Escrezione mammaria di AF

Nei mammiferi, in seguito ai processi di biotrasformazione, una piccola parte dei

prodotti del metabolismo di AF vengono escreti, attraverso la via mammaria, nel
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latte. In seguito alla somministrazione orale di [C14]-AFB1 in capre, ad esempio, il
quantitativo di carbonio marcato rilevato in urine, feci e latte era pari rispettivamen-
te al 30,9%, 52,3% e 1,05% (179).

Il metabolismo di AFBq determina I'escrezione nel latte di AFM{, mentre il metabo-
lismo di AFB, determina l'escrezione di AFM,. Il principale metabolita escreto nel
latte umano ed animale ¢ AFMy; questa tossina rappresenta, infatti, il 95% del quan-
titativo totale di AF rilevabili nel latte. Altri metaboliti, come AFM,, AFL, AFMy e
AFQq vengono rilevati solo in tracce (179).

Nonostante la via di escrezione di AF nel latte sia minoritaria dal punto di vista del
quantitativo di tossine eliminate, I'alimento rappresenta un prodotto di interesse pri-
mario quale fattore di rischio per la salute umana. Il latte di bovini ed ovini conta-
minato da AF puo rappresentare una fonte di esposizione per gli esseri umani attra-
verso l'ingestione diretta dell’ alimento o dei prodotti della sua lavorazione (formag-
gi, yogurt, ecc.). Il rischio aggravato dal fatto che tra i maggiori consumatori di latte
sono i bambini, che sono anche piu sensibili agli effetti tossici di AF (62). Durante il
periodo dell’allattamento, i prodotti del metabolismo di AF sono escreti nel latte di
donne che abbiano ingerito cibo contaminato, rappresentando la principale fonte di
esposizione per i neonati (180, 181). In quest’ottica, ¢ importante sottolineare che il
processo di produzione del latte a livello delle cellule della ghiandola mammaria
concentri AFM; presente nel sangue contro gradiente (182).

E stato stimato che lo 0,09-0,43% di AF assunte con la dieta siano escrete come AFM;
nel latte umano (183). I fattori che influenzano il tasso di escrezione di AFM; nel
latte umano non sono stati studiati in dettaglio e, pertanto, sono disponibili al riguar-
do solo un numero limitato di informazioni. In generale, 'escrezione delle sostanze
chimiche nel latte ¢ influenzata da vari fattori che possono essere suddivisi in fatto-
ri chimici e fattori fisiologici o materni. I fattori chimici si riferiscono alle caratteristi-
che molecolari della sostanza presa in considerazione che influenzano la sua possi-

bilita di essere secreta nel latte a livello delle cellule alveolari mammarie, quali lipo-
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solubilita, grado di ionizzazione, peso molecolare e facilita di legarsi ai componenti
del sangue e/o latte materno (184). I fattori materni possono essere ulteriormente
suddivisi in fattori esterni (esposizione alimentare ed ambientale) e interni (eta, peso
corporeo, durata del periodo di lattazione, mobilizzazione dei grassi e concentrazio-
ne dei lipidi nel latte) (184, 185).

Nel caso di AF, il fattore critico nel determinare la quantita di tossina assunta dal neo-
nato attraverso il latte € sicuramente la durata dell’esposizione materna (184).

Ad esempio 'analisi di campioni di latte raccolto da 73 donne in Australia e Tailandia
ha rivelato la presenza di contaminazione da AFMy nel latte di 11 donne australia-
ne e 5 tailandesi, con una concentrazione media pari a 0.071 ng/ml e 0.664Hg/ml,
rispettivamente. 1l latte di donne residenti in zone ad elevato rischio di contamina-
zione da AF presentava, quindi, una contaminazione da AFMy significativamente
maggiore (181).

Contrariamente a quanto rilevato per gli esseri umani, sono disponibili un gran nu-
mero di studi sull'escrezione di AFMq nel latte di animali in seguito ad esposizione
ad AFBq, anche se la maggior parte di essi sono focalizzati sul tasso di conversione

di AFBl in AFMl.

1.3.5 Marcatori biologici di esposizione ad AF

Date le numerose fonti di errore che possono intervenire nella valutazione dello stato
di contaminazione da AF delle derrate alimentari e in quella dei consumi alimentari,
i dati di valutazione del rischio e della assunzione media giornaliera non sempre so-
no caratterizzati da una sufficiente affidabilita. Per ovviare a questa incertezza, secon-
do un’ottica piu recente e moderna, alle metodologie tradizionali per la valutazione
del rischio sono state affiancate quelle basate sui biomarcatori. Attualmente, il meto-
do principalmente usato per misurare 'esposizione umana ad AF consiste nell’anali-

si dei fluidi corporei per rilevare la presenza di loro derivati (1806, 187).
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Ogni processo biochimico origina dei composti derivati con una emivita caratteristi-
ca nell’organismo, permettendo di determinare I'esposizione lungo un periodo di
giorni, settimane O mesi.

AFM ¢ escreta, nella maggior parte dei casi, entro le 48 ore dall'ingestione ed ¢
quindi possibile ottenere, dalla misura quantitativa del contenuto di AFMq nei fluidi
biologici, una stima ragionevole dell'ingestione recente di AFB{ (188). Determinazio-
ni nelle urine hanno dimostrato che AF e loro sottoprodotti sono molto variabili gior-
nalmente, il che riflette il diverso grado di contaminazione negli alimenti e, per que-
sta ragione, la misura singola quotidiana di AFM; non puo essere un indicatore affi-
dabile di esposizione cronica di una persona (180, 187, 189). L'addotto AFBq-albu-
mina puo essere rilevato nel sangue periferico e ha un’emivita nell’organismo di 30-
60 giorni e, quindi, puo rappresentare un indicatore pit affidabile di esposizione cro-
nica. Poiche la frazione di AF ingerita che viene processata in un particolare meta-
bolita ¢ variabile, la concentrazione di un particolare marcatore biologico non puo
essere utilizzata per trarre conclusioni sulla quantita di esposizione totale.

I dati che si riferiscono all’esposizione biologica sono relativamente rari, in quanto
tali determinazioni sono state effettuate particolarmente in Africa orientale e in Cina.
Questi dati mostrano variazioni principalmente in relazione all’esposizione stagiona-
le, il che riflette il naturale sviluppo della contaminazione fungina durante lo stoc-
caggio (190). I dati raccolti con i marcatori biologici mostrano che, indipendente-
mente dalle pratiche di preparazione degli alimenti, le popolazioni di questi paesi in
via di sviluppo sono significativamente esposte a AF. Parallelamente, i rapporti sulla
contaminazione degli alimenti suggeriscono che il tasso di esposizione biologica pud
essere estrapolato (quantomeno in modo approssimativo) per quei paesi in cui siano
disponibili dati sulla contaminazione degli alimenti ma per cui non vi siano dati sui
marcatori biologici. Premesso che, nella maggior parte dei paesi in via di sviluppo,
viene fatto poco per decontaminare gli alimenti, ¢ probabile che la prevalenza di

esposizione cronica sia simile a quella determinata con I'uso di marcatori biologici.
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Studi in cui vengono utilizzati i marcatori biologici di esposizione recentemente svi-
luppati (addotti AF-albumina nel siero, addotti AF—N7—guanina nelle mutazioni del
gene p53) sono ancora in corso. I saggi per individuare la presenza di AFMq nel latte
e nei prodotti derivati includono metodi radioimmunologici ed immunoenzimatici.
Sia i marcatori biologici che i saggi per AFMq possono essere utilizzati per determi-

nare I'esposizione umana.
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1.4 INTERAZIONI MOLECOLARI DI AF

Le proprieta biologiche di AFB{ hanno stimolato approfondite ricerche finalizzate alla
definizione dei meccanismi molecolari e cellulari attraverso i quali si producono gli
effetti tossici e cancerogeni. In seguito ai processi di biotrasformazione, AF attivate,
sono in grado di interagire con diverse macromolecole dell’organismo (DNA, RNA,
proteine e carboidrati), inducendo fenomeni di mutazione genetica (191, 192), inibi-
zione dei sistemi enzimatici e alterazioni del metabolismo dell'interferone coinvolto
nelle risposte immunitarie e nelle reazioni antinfiammatorie (193). AF sono, inoltre,
causa di una inibizione della sintesi proteica, operata attraverso l'azione disaggregan-
te su poliribosomi del reticolo endoplastico rugoso epatico e il blocco della trascri-
zione da parte di RNA polimerasi DNA-dipendente (145, 194). La diminuita sintesi di
proteine utili al trasporto dei lipidi generata da AF a livello epatico, causa alterazione
della mobilizzazione e del trasporto dei lipidi e degenerazione grassa del fegato (195).
AF hanno, inoltre, la capacita di interferire con il metabolismo energetico, inibendo
lattivita delle catene di trasporto degli elettroni (196, 197) e di alterare il metaboli-
smo dei carboidrati, con conseguente alterazione del metabolismo del glicogeno

epatico (145, 198).

1.4.1 Interazioni di AF con DNA

Gli atomi nucleofilici (N, O) delle basi organiche degli acidi nucleici sono suscetti-
bili all’attacco elettrofilo dei metaboliti di AF, come gli epossidi, in grado di formare
addotti covalenti. Ogni alterazione degli acidi nucleici (DNA e RNA) ne compromet-
te la funzione di stampo, sia per la sintesi di DNA che di mRNA, determinando, nella
maggior parte dei casi, mutazioni puntiformi stabili del genoma, produzione di pro-

teine non funzionali o con funzionalita alterata (199). In relazione alla gravita del-
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I'alterazione nella funzionalita degli acidi nucleici, la conseguenza della formazione
degli addotti puo esitare nella trasformazione o nella morte cellulare (199).

Il principale addotto formato in seguito all'esposizione a AFB ¢ AFBl—N7—Gua, ma
anche altri metaboliti di AF sono in grado di interagire con gli acidi nucleici, come
AFMl—N7—Gua e AFPl—N7—Gua (172). In tal senso, per determinare l'affinita al DNA
dell’epossido formato, ¢ importante considerarne la struttura. L'anello ciclopenteno-
ne dei metaboliti di AFB; e AFB, permette un’intercalazione ottimale tra le basi del
DNA, mentre l'anello lattone di AFGy e AFG, riduce laffinita dell'epossido per il
DNA di circa un ordine di grandezza (122). Gli addotti AFBl-N7-Gua sono instabili
e possono provocare una depurinazione spontanea, non enzimatica, degli acidi
nucleici o essere stabilizzati dall’apertura dell’anello imidazolico, con formazione del-
I'addotto pirimidilico [2,S—diidro—Z—(NS—formil—Z,3,6-triamino—4—ossopirimidina NO-il)-
3-irossi AFBy (AFB{-FAPY) (Figura 10).

AFB;-N’-Gua
L —o.uo—ﬁrq—
0 o ° o
s 8 o Sito apurinico
CYP 450 DNA
_—) — R —
Hy
AFB,-eso-epossido AFB,-eso-epossido
—
< ¥ o

AFB,-N’-Gua-DNA
4@.35
AFB,-FAPY-DNA
Figura 10. Rappresentazione schematica delle reazioni della via metabolica di attivazione di AFB; in eso-epossido, con suc-
cessiva formazione dell’addotto AFBl—N7—Gua con il DNA. Tale addotto, instabile, puo essere espulso dal DNA, con forma-

zione di un sito apurinico, o subire delle reazioni di riarrangiamento, con formazione dell'addotto stabile (AFB{-FAPY). Tratto
da: Smela, 2001 (200).

AFB{-FAPY ¢ molto resistente ai meccanismi di riparazione del DNA, risultando in

mutazioni stabili del genoma (201). Esperimenti in vitro condotti in E. coli hanno

36



1 - Introduzione

mostrato come l'inserimento nel genoma del batterio di addotti AFBl-N7-Gua possa
dare origine a mutazioni generalmente osservate nel DNA di organismi esposti ad
AFBj e la mutazione indotta con maggiore frequenza sia la trasversione G/T (202).
Esperimenti successivi hanno mostrato come l'addotto AFB{-FAPY sia in grado di
indurre in E. coli un frequenza di mutazione circa 6 volte superiore di AFBl—N7—Gua
(203).

In generale, la mutazione ¢ una possibile conseguenza del legame di composti can-
cerogeni al DNA, ed ¢ uno dei primi passaggi della cancerogenesi indotta dagli agen-
ti genotossici (204). In tal senso, ¢ interessante notare come la trasversione G/T nel
codone 249 del gene oncosoppressore p53 sia una mutazione tipica osservata nel
genoma di pazienti affetti da carcinoma epatico (HCC) provenienti da paesi ad ele-

vato rischio di esposizione cronica ad AF (205, 2006).

1.4.2 Interazioni di AF con proteine

Le proteine sono importanti componenti cellulari che presentano un vasto spettro di
attivita funzionali, strutturali e recettoriali e che possiedono, nei loro gruppi funzio-
nali, molti atomi nucleofilici N, O ed S, potenziali siti di attacco per le molecole di
AF attivate quali AF-8,9-epossido (199). Le forme attivate AFB dialdeide e AFB,,, il
prodotto idrolitico di AFBq, sono in grado di legarsi in modo covalente alle protei-
ne, formando basi di Schiff. La struttura e l'attivita di tali proteine possono risultare
compromesse dal legame covalente con AF. 1l legame covalente di AF, ad esempio,
pud determinare una inibizione permanente della funzionalita enzimatica a causa
dell’ostruzione del sito attivo o sue alterazioni strutturali. Analogamente, proteine
coinvolte nelle vie biosintetiche, nelle funzioni ormonali, di neurotrasmissione, di
trasporto e immunitarie, sono proteine la cui perdita di funzionalita puo risultare cri-
tica per la vita della cellula.

Generalmente, le proteine compromesse nella loro funzionalita possono essere sosti-
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tuite in seguito a sintesi de novo, tuttavia, AF determinano generalmente una inibi-
zione della sintesi proteica stessa attraverso due meccanismi: inibizione diretta degli
enzimi biosintetici e inibizione indiretta in seguito ad alterazione del DNA, inibizio-
ne della sintesi di mRNA o della sua maturazione e/o interferenza con il trasporto
degli aminoacidi (199). In quest’ottica, ¢ importante sottolineare che, in cellule trat-
tate con AFBq, ¢ stata spesso riscontrata degranulazione dei ribosomi del reticolo
endoplasmatico (ER) (207, 208). In seguito al distacco dei ribosomi ¢, quindi, pro-
babile che la sintesi proteica mediata da ER sia interrotta. Nel complesso, questi feno-
meni lasciano supporre che le cause della tossicita di AF siano strettamente correla-
te all'inibizione della sintesi proteica.

E stato, inoltre, dimostrato che alcune proteine destinate al nucleo sono in grado di
legare AFB a livello citoplasmatico, funzionando praticamente come proteine di tra-
sporto in grado di traslocare la tossina ai microsomi, il sito di attivazione (199, 209,
210). Una porzione di AF attivate sono ulteriormente traslocate ad altri comparti cel-
lulari, dove avviene il legame covalente ad altre macromolecole come, ad esempio,

i ribosomi di ER.
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1.5 EFFETTI PATOLOGICI DI AF

Le AF sono composti tossici, mutageni, cancerogeni € immunosoppressori nell'uomo
e negli animali e AFBq, la forma prevalente delle AF, ¢ stata classificata come can-
cerogeno di guppo 1 per 'uvomo da parte dell'International Agency for Research on
Cancer (IARC). Il suo derivato idrossilato, AFMy, ¢ stato incluso nel gruppo 2B come
possibile cancerogeno per 'vomo (53). Anche se studi di cancerogenicita hanno
dimostrato che AFMy ¢ circa un ordine di grandezza meno potente di AFBq, il suo
potenziale genotossico in vitro ¢ simile a quello di AFBq (139, 211, 212) e, in diver-
se specie, la sua tossicita acuta ¢ simile a quella di AFB{ (213). L'esposizione ad
AFM1, quindi, puo avere importanti conseguenze sullo sviluppo e sull'immunocom-
petenza.

Le sindromi tossiche derivanti dall’esposizione di esseri umani e animali ad AF, ven-
gono definite aflatossicosi. Sono state caratterizzate due forme di aflatossicosi: la
prima ¢ una intossicazione grave acuta che esita in un danno epatico diretto e suc-
cessiva malattia e morte, mentre la seconda ¢ un’esposizione cronica asintomatica.
Gli studi effettuati sulle diverse forme forniscono una chiara evidenza che dose e
durata di esposizione ad AFB; hanno un effetto diretto sulla tossicita e possono cau-
sare varie conseguenze: 1) dosi massicce comportano malattia acuta e morte, solita-
mente per cirrosi epatica; 2) dosi sub-letali croniche causano conseguenze nutrizio-
nali e immunitarie e, 3) tutte le dosi hanno un effetto cumulativo per il rischio di
cancro (62).

La sensibilita ad AFB{ ¢ maggiore nei giovani e vi sono differenze molto significati-
ve tra le specie, tra individui della stessa specie (in relazione alla loro differente
capacita di detossificare AFBq) ed i sessi (in relazione alla concentrazione di testo-
sterone). La tossicita di AFBq varia anche secondo svariati fattori nutrizionali, ed il

recupero da carenze proteiche viene ritardato dall’esposizione ad AFBq (193, 214,
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215). 1l principale organo bersaglio sia della tossicita acuta sia cronica di AF ¢ il fega-
to, ma sono state riportate anche lesioni a danno di reni, stomaco e polmoni (53).
Non tutta la quantita di AF ingerita risulta biologicamente significativa, in quanto una
proporzione variabile viene detossificata. Le differenze nella sensibilita ad AF tra le
diverse specie animali, e fra individui della stessa specie, dipendono quindi, in gran
parte, dalla frazione della dose interna che viene impegnata nei vari possibili per-
corsi metabolici, ove il maggiore rischio biologico ¢ connesso alla via di attivazione
in epossido con conseguente reazione con DNA e proteine (62) (Figura 11).
L'ordine decrescente di tossicita cronica ed acuta delle quattro principali AF (AFBq
> AFGq > AFB, > AFG,) rispecchia le caratteristiche chimiche delle quattro mole-
cole. La minore reattivita di AFB, e AFG,, infatti, ¢ determinata dall’assenza del dop-
pio legame insaturo all’estremita dell’anello furanico che determina la possibilita di
formare I'epossido, mentre la minore reattivita di AFG| e AFG, ¢ caratterizzata dalla
minore reattivita dell'anello lattone a sei atomi rispetto al ciclopentenone di AFB e

AFB, (216).

PRODOTTI DI DETOSSIFICAZIONE

AFLATOSSINA B, Metaboliti idrolati

y Diidrodioli
EPOSSIDO »
Coniugati con GSH
A 2
LEGAME CON LE PROTEINE REAZIONI CON IL DNA

Figura 11. Percorsi metabolici ed effetti patologici di AFB{ nel metabolismo animale. I metaboliti idrossilati includono AFM.
GSH, glutatione. Tratta da Eaton 1994 (217).

1.5.1 Aflatossicosi acuta
I sintomi di aflatossicosi acuta comprendono necrosi emorragica del fegato, prolife-

razione dei dotti biliari, edema e letargia. La dose letale media di AFB{ in animali
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puo differenziarsi anche di due ordini di grandezza; specie sensibili, come i conigli
e le anatre, presentano una bassa dose letale media (0,3 mg/kg), mentre polli (18
mg/kg) e ratti sono caratterizzati da una maggiore tolleranza. Generalmente, gli esse-
ri umani adulti presentano maggiore tolleranza ad AF e, solitamente, nei casi ripor-
tati di intossicazione acuta il maggior numero di decessi si registra tra i bambini (52).
Casi di avvelenamento acuto, il 25% dei quali ha un esito fatale, si manifestano quale
risultato di elevati livelli di esposizione (52). Il numero di casi di intossicazione acuta
non ¢ rilevante, rispetto alle dimensioni della popolazione a rischio, poiche, ovvia-
mente, gli individui evitano di consumare alimenti palesemente ammuffiti e, inoltre,
I'vomo ¢ generalmente una specie relativamente tollerante. In periodi di carestia o
in condizioni di poverta, tuttavia, alcune popolazioni non hanno altra scelta che
quella di consumare alimenti a basso prezzo e di poca qualita, che risultano spesso
contaminati (62). Casi di malattie gravi e morte si manifestano, infatti, in particolare
nei paesi in via di sviluppo (7, 9, 11, 218-221)

Nei casi riportati in letteratura, le aflatossicosi sono caratterizzate da danno epatico
acuto, come dimostrato dalle alterazioni morfologiche, indicative di epatite tossica,
osservate nei materiali autoptici (220). Nel 2004, un caso di intossicazione acuta in
Kenya ha portato alla morte di 125 persone per danno epatico acuto, la cui causa ¢
stata identificata nel consumo di mais contaminato da oltre 20 ppm di AFB; (222).
Nel materiale autoptico prelevato dai deceduti sono stati rilevati elevati livelli di
addotti AFBq-lisina. Anche I'Ttalia ha dovuto affrontare il problema, come risulta da
episodi rilevati dalla fine degli anni ’60 (aflatossicosi By da arachidi in tacchini) fino
al 2003, anno in cui si verificarono casi di aflatossicosi By e M nell'uomo da mais
e latte fortemente contaminati, cui seguirono alcuni casi episodici nel 2004. Come
mostrato in Tabella 1, altri sintomi di aflatossicosi acuta rilevati includono febbre,
edema, letargia, nausea, dolore addominali ed epatite acuta letale (7, 9, 11). In alcu-
ni casi, dai campioni di fegato prelevati da pazienti deceduti ¢ stato possibile rileva-

re quantita significative di AF (25).
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Paese No. di Sintomi e segni Esposizione Materiale Tossina Istopatologia
soggetti Fonte Durata Tossina analizzato del fegato
Uganda 1;12 Dolori addominali, Cassava 5-30 giorni  AF - - Necrosi centrolobulare,
edema alle gambe, 1,7 ppm infiltrazione di
fegato palpabile, polimorfonucleati e fibrina
prolungamento degli nei sinusoidi, cambiamento
intervalli P-R in ECG, dei grassi nella zona
blocco di branca mediana
destro
India  397;106  Brevi episodi Mais Alcune AFB+ Siero AFB4 Proliferazione dei dotti
febbrili, vomito, settimane  (5/5)b (217) biliari con fibrosi
anoressia, itterizia, 6,25-15,6 periduttale, cellule giganti
asciti, edema alle ppm Urine AFB4 multinudeate, citoplasma
gambe, grave (0/7) schiumoso, stasi della bile
sanguinamento nei dotti biliari, canalicoli
intestinale biliari dilatati
Mais - AFBj - -
(770)¢
<0,1 ppm
India  994;97  Febbre, vomito, Mais - AFB4 - - Proliferazione colangiolare,
edema ai piedi, (13/14) collagenosi perivenosa,
itterizia, 0,01-1,1 obliterazione luminale,
epatomegalia, ppm fibrosi estesa,
ascite, splenomegalia trasformazione degli
epatociti in cellule giganti,
colestasi da moderata
a severa e proliferazione
dei colangioli
Kenya 20;12 Brevi episodi Mais Alcune AFBj Fegato AFBj Marcata necrosi
febbrili, vomito, settimane  (2/2) (autopsie) (272) centrolobulare, leggera
disagio addominale, 3,2-12 ppm infiltrazione di grasso
anoressia, itterizia, AFBo e nessuna proliferazione
ascite, edema alle (272) dei dotti biliari
gambe, tachicardia, 1,6-2,7 ppm
fegato molle (raramente
ingrossato) melena,
sanguinamento
gastrointestinale
USA 1,0 Eruzioni maculari AFBj 2 giorni AFBj - - Normale
non pruriginose, pura 55 mgd
nausea, emicrania
Nausea AFB4 2 settimane AFB4 Urine AFMé Normale
pura 35 mgd (0NM)

a | numeri in grassetto indicano il numero dei decessi.
| numeri fra parentesi indicano il numero dei positivi/numero campioni analizzati.
€ Campioni di mais prelevati dalle famiglie colpite un anno dopo I'epidemia.

d Dose totale.

€ Tre giorni dopo l'ingestione di AFB purificata.

Tabella 1. Casi epidemici di aflatossicosi. Tratta da: Peraica M, Radi¢ B, Luci¢ A, Pavlovi¢ M. Toxic effects of mycotoxins in

humans.
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AF sono state sospettate anche quali agenti eziologici di encefalopatia e degenera-
zione grassa dei visceri tipiche della sindrome di Reye, comune in paesi con clima
caldo e umido (223). 1l quadro clinico comprende alterazioni a livello epatico e rena-
le e gravi edemi cerebrali, con riscontro di AF nella fase acuta della malattia nel san-
gue e nel fegato dei bambini affetti dalla sindrome, per quanto I'uso di aspirina e
fenotiazina sia stato implicato nella patogenesi della malattia (224). Nei paesi tropi-
cali ¢ frequentemente riscontrabile uno stato itterico nel periodo neonatale. In un
vasto studio epidemiologico, condotto in Nigeria su bambini con itterizia e di con-
trollo, ¢ stata rilevata una deficienza di glucosio-6-fosfato deidrogenasi (GOPD) e
contemporanea presenza di AF nel siero, che potevano rappresentare un significati-
vo fattore di rischio per lo sviluppo di ittero neonatale (225).

Kwashiorkor (tipica malattia infantile da malnutrizione) e AF negli alimenti dimo-
strano una notevole coincidenza di prevalenza geografica e stagionale e, in alcuni
paesi tropicali, AF sono state riscontrate piu frequentemente, e a maggiori concen-
trazioni, in campioni epatici di bambini affetti da kwashiorkor rispetto a controlli
(226, 227). Significativamente, AF vengono eliminate piu lentamente nei bambini con
kwashiorkor, e sono state rilevate in vari campioni biologici (228, 229).

AFBq ¢ stata rilevata nel tessuto polmonare di un operaio tessile e di due agricolto-
ri, deceduti per fibrosi interstiziale polmonare, e di un ingegnere chimico che aveva
lavorato per 3 mesi su un processo di sterilizzazione di farina di arachidi brasiliane
contaminate da A. flavus, deceduto per carcinoma cellulare alveolare, probabilmen-
te in seguito ad esposizione ad AF, per motivi occupazionali, attraverso la via respi-
ratoria (73, 230).

In Inghilterra, ¢ stato dimostrato che i consumatori di eroina possono essere esposti
ad AFBq da droga contaminata (231). In seguito a somministrazione parenterale,
AFBq supera i meccanismi di detossificazione epatica producendo una esposizione
sistemica diretta. In Inghilterra ed Olanda, I'analisi di urine raccolte da consumatori

di eroina ha mostrato una piu elevata proporzione di campioni contaminati con
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AFBq, AFB,, AFM{, AFM, e AFL (20%), rispetto a campioni prelevati da adulti volon-
tari normali di controllo (2%) (231).

Pazienti sopravvissuti ad intossicazioni acute, dopo un anno, non presentano sinto-
mi itterici e la maggior parte sembra clinicamente guarita (232). Esami clinici effet-
tuati a distanza di tempo (fino a 14 anni) possono non rilevare alcun segno o sinto-
mo di lesioni o malattia (233). Questi rilievi suggeriscono come I'epatotossicita di
AFBq possa variare individualmente, particolarmente in persone ben nutrite, rispet-
to agli animali, o che il periodo di latenza della comparsa di neoplasie possa ecce-

dere i 14 anni.

1.5.2 Aflatossicosi cronica

La situazione piu frequente, nel caso delle AF, ¢ una esposizione cronica a bassi livel-
li di contaminazione (25). Per valutare I'esposizione cronica ad AF nell'uomo, sono
stati utilizzati due approcci principali. Il primo si basa sul campionamento degli ali-
menti, prelevando campioni sia da cibi preparati sia da ingredienti presenti sul mer-
cato. La fonte piu semplice ed affidabile per la valutazione dell’esposizione ¢ rap-
presentata dall’analisi di cibi preparati in quanto le materie prime (ingredienti) con-
siderate non idonee possono essere direttamente scartate dal consumatore.

Il secondo approccio si basa sull’analisi di marcatori biologici di esposizione. In que-
sta prospettiva si raccolgono campioni di sangue, latte o urine umani, che vengono
analizzati per la presenza di derivati di AF, ciascuno dei quali ¢ caratterizzato da una
specifica emivita corporea. La tecnologia ¢ relativamente recente e i casi descritti si
riferiscono, particolarmente, ad aree ristrette di paesi in via di sviluppo (62). La pre-
valenza ed il livello dell’esposizione umana ad AF su scala globale ¢ stata recensita
e la conclusione tratta ¢ che circa 4,5 miliardi di persone, soprattutto nei paesi in via
di sviluppo, ma anche nei paesi industrializzati, risultano cronicamente esposte a

quantita incontrollate di AF. Un ristretto numero di informazioni suggerisce che,

i



1 - Introduzione

almeno dove sono state condotte indagini approfondite, I'esposizione comune ad AF
puo riflettersi in alterazioni dell'immunita e della nutrizione, che possono condizio-
nare negativamente lo stato di salute (particolarmente in caso di infezione con HIV)
e rendere conto di circa il 40% dei casi di malattia nei paesi in via di sviluppo dove

la vita media & breve.

1.5.2.1 Cancerogenicita

Nell'uomo, AF sono generalmente percepite come agenti in grado di causare tumo-
ri epatici, sebbene neoplasie polmonari siano spesso frequenti in lavoratori che
maneggiano granaglie contaminate (69). L'aumentato rischio di epatomi, e di tumo-
ri in genere, dovuti a varie modalita di esposizione ad AF ¢ ben documentato ed ¢
basato sulla dose cumulativa vitalizia. E stata, conseguentemente, prevista una rigi-
da regolamentazione del contenuto di AF nelle derrate alimentari commerciali (20
ppb nelle granaglie e 0,5 ppb nel latte negli Stati Uniti, 4 ppb negli alimenti in alcu-
ni paesi europei) (234, 235). In molti paesi in via di sviluppo, le epidemie da HBV
e HCV possono interessare circa il 20% della popolazione ed ¢ stata osservata una
forte sinergia tra AF e i rispettivi agenti virali nel causare epatocarcinomi.

Come precedentemente descritto, la via metabolica di AF che appare responsabile
degli effetti mutageni di AFBq ¢ l'attivazione in AFBq-eso-epossido e la seguente rea-
zione covalente con DNA, con formazione prevalente dell’addotto AFBl—N7—Gua e
AFB{-FAPY, ritenuti essere i precursori delle mutazioni indotte da AFB{ (200). Espe-
rimenti in vitro condotti in E. coli hanno mostrato come l'inserimento nel genoma
del batterio di addotti AFBl-N7-Gua e AFB{-FAPY desse origine con maggiore fre-
quenza alla trasversione G/T (202, 203). Questa mutazione ¢ stata, significativamen-
te, riscontrata nel codone 249 del gene oncosoppresore p53 nel genoma di pazien-
ti affetti da carcinoma epatico (HCC), provenienti da paesi ad elevato rischio di espo-
sizione cronica ad AF (205, 200).

Le mutazioni nel gene oncosoppressore codificante per la proteina nucleare p53 so-
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no state utilizzate per indagare 'eziologia molecolare di AFB{ nel carcinoma epato-
cellulare (HCC). Risultati significativi sono stati ottenuti in studi che hanno interes-
sato pazienti con carcinomi epatici in Cina e Sud Africa; mutazioni sono state osser-
vate particolarmente nel codone 249 del gene p53 di tali pazienti (205, 206). Virtual-
mente, tutte le mutazioni risultanti da trasversioni da G/C a T/A sono risultate loca-
lizzate in un singolo sito nel codone (da AGG a AGT). L'uniformita della natura delle
variazioni di base osservate e la loro somiglianza alle mutazioni indotte da AFB; in
modelli sperimentali hanno avvalorato I'interpretazione che i tumori nei pazienti pos-
sano essere il risultato di esposizione ad AF. Non ¢ stata, tuttavia, riscontrata alcuna
relazione tra mutazioni nel codone 249 e quantita di addotti AFB{-DNA nei tessuti
epatici (236). E stato ipotizzato che HCC umano abbia un’eziologia multifattoriale,
con probabili interazioni sinergiche tra esposizione ad agenti virali (HBV e HCV) ed
agenti chimici, come AFB nelle popolazioni esposte ad entrambe le condizioni. Nel-
I'ambito di una popolazione, comunque, esistono differenze di sensibilita alla can-
cerogenesi da AF che possono essere geneticamente mediate.

In soggetti positivi per HBsAg, AF risulta circa 30 volte piu potente che nelle perso-
ne non infettate dal virus ed il rischio relativo di cancro per pazienti infettati aumen-
ta da circa 5, nel caso di esclusiva infezione virale, a circa 60, nel caso di associa-
zione tra infezione con HBV ed esposizione ad AF (189, 237). In alcune aree geo-
grafiche, dove la contaminazione con AF e infezione con HBV si manifestano insie-
me, gli epatomi risultano la forma prevalente di cancro, tanto che in Qidong (Cina)
il 10% di tutte le morti di adulti risulta riferibile a HCC (238). Per minimizzare il
rischio di cancro, pertanto, ¢ fondamentale che persone infettate da HBV e HCV non
risultino esposte ad AF. Un fattore significavo determinante la maggiore potenza di
AF in pazienti HBV positivi ¢ che l'infezione virale riduce la capacita individuale di
detossificare AF (190). Mentre questa sinergia ¢ sicuramente riconosciuta come un
fattore di rischio importante di cancro, essa ¢ presumibilmente di notevole rilevanza

anche per quanto riguarda aspetti di tossicita nutrizionale ed immunitaria.
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1.5.2.2 Immunodepressione da AF

AF sono una ben nota causa di epatocarcinoma, ma sono caratterizzate anche da altri
importanti effetti tossici addizionali. In animali da fattoria e da laboratorio, I'esposizio-
ne cronica ad AF compromette le difese immunitarie ed interferisce con il metaboli-
smo proteico e l'introito di numerosi micronutrienti critici per la salute. Per quanto non
siano stati eseguiti studi approfonditi, le attuali informazioni suggeriscono che almeno
alcuni degli effetti osservati negli animali possano riscontrarsi anche nell'uvomo.

Molte informazioni su AF derivano da studi in animali da fattoria o modelli animali in
cui I'esposizione ¢ cronica ma non abbastanza elevata da causare i sintomi solitamente
associati ad aflatossicosi acuta. L'esposizione umana ¢, probabilmente, piu variabile in
relazione alla diversa contaminazione degli alimenti. AFM nelle urine riflette I'espo-
sizione nelle precedenti 24 ore e si riscontra abitualmente in un terzo degli individui
in campioni di popolazione, mentre addotti AFB{-albumina, significativi di una espo-
sizione piu prolungata, sono presenti in circa il 90% degli individui degli stessi cam-
pioni (186, 187, 189). Questa differenza genera perplessita sull’estensione all'uomo di
dati desunti da modelli animali, ma alcuni studi hanno mostrato che tali dati possono
essere rappresentativi, almeno in generale. La dose soglia per effetti immunotossici
nell'uvomo non ¢ nota. In esperimenti con animali, AFB{ ha dimostrato di poter indur-
re aplasia timica, ridotta funzionalita e decremento in numero dei linfociti T, sop-
pressione dell’attivita fagocitaria e ridotta attivita del complemento (239-241). Molti
studi condotti in polli, maiali e ratti, hanno mostrato che I'esposizione ad AF da ali-
menti contaminati si traduce in una soppressione della risposta immunitaria cellulo-
mediata (193, 242, 243). Involuzione timica e della borsa di Fabrizio, soppressione
della linfoblastogenesi, alterazione dell'ipersensibilita cutanea ritardata e reazione di
rigetto al trapianto possono osservarsi in animali esposti ad AF (244-246). Numero di
CD4 splenici (T helper) e produzione di interleuchina 2 (IL-2) diminuiscono rapida-
mente quando topi sono trattati con AFBq ad un dose di 0,75 mg/kg (247).

Le alterazioni della funzione immunitaria da parte di AF sembrano essere dovute al
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loro effetto su fattori quali la produzione di linfochine e presentazione dell’antigene
(Ag) da parte dei macrofagi, cosi come ad un decremento o alla mancanza di fatto-
ri stabili sierici coinvolti nella fagocitosi (248). T macrofagi svolgono un ruolo cru-
ciale nelle difese dell’ospite nei confronti delle infezioni, in quanto presentano Ag ai
linfociti, fungono da cellule accessorie di supporto ai linfociti stessi, incrementano la
propria attivita fagocitaria e rilasciano vari prodotti attivi, come le citochine e gli
intermedi reattivi, per indurre una risposta immunitaria non specifica (249).

Alcuni studi hanno suggerito che AF possano inficiare la funzione dei macrofagi in
varie specie animali (250-252). Oltre agli effetti riconosciuti di riduzione dell’attivita
fagocitarla in macrofagi alveolari di conigli, AF hanno mostrato di poter inibire in
vitro la funzione fagocitaria in monociti umani (248, 252). AFBq, a concentrazioni di
circa 100 pg/ml, ¢ risultata tossica per i monociti e a concentrazioni da 0,5 a 1 pg/ml
ha mostrato di poter inibire l'attivita fagocitaria di monociti e il killing intracellulare
di Candida albicans, mentre la produzione di superossido e la capacita dei mono-
citi di distruggere il virus herpes simplex a livello intracellulare non risultavano infi-
ciate. AFB{, somministrata oralmente a concentrazioni di 0,03— 0,07 mg/kg, soppri-
me la citolisi mediata da cellule natural killer (NK) di cellule bersaglio AC-1 in topi
BALB/c, ma non, alla stessa dose, in topi C57B1/6 o in conigli alimentati con 24 ppm
di AF nella dieta (247, 253, 254). Maiali che avevano ricevuto 500 ppm di AFB{ con
la dieta hanno mostrato una ridotta attivita emolitica complementare del siero per
quanto tale attivita non fosse inficiata in maiali o in conigli alimentati con 300 ppm
o con 95 ppm di AFBq, rispettivamente (255).

Queste differenze mostrano che le differenti sensibilita tra le specie animali, osser-
vate per i fenomeni di tossicita acuta e la cancerogenesi, si estendono anche alla
risposta immunitaria. In ratti alimentati per 90 giorni con una dieta contenente 40
ppb di AFBq, & stata osservata una risposta mitogena delle cellule mononucleate
della milza piu elevata, rispetto a quella di animali di controllo alimentati con dieta

non contaminata, con produzione minore di IL-2, maggiore di IL-4 ed eguale di IL-
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10 da parte di tali cellule degli animali trattati (256). In suinetti lattanti (circa 10 kg
di peso) esposti a 140 ppb e 20 ppb di AFB; per 4 settimane, la funzione immuni-
taria umorale e cellulare ¢ risultata alterata, con riduzione della risposta immunitaria
primaria e secondaria (257). I titoli anticorpali rilevati in seguito ad immunizzazione
con Mycoplasma agalactiae (un microrganismo patogeno) risultavano sempre pit
bassi in animali sottoposti a dieta con AFB; che in animali di controllo.

Gli effetti immusoppressivi di AFB si sono mostrati trasferibili attraverso la placen-
ta suina arrivando ad interessare il feto (258). Maiali nati da scrofe alimentate con
AFB sensibilizzati con Mycobacterium tuberculosis, hanno mostrato una ridotta rea-
zione di ipersensibilita ritardata rispetto ad animali di controllo sensibilizzati con lo
stesso microrganismo. Le funzioni cellulari e fagocitarie e, in misura minore, umora-
li, si sono mostrate ridotte in suini neonati e ratti esposti ad AFB{ contaminante la
loro dieta (242, 258, 259). Embrioni di pollo, inoltre, esposti a singole dosi (0,1 mg)
di AFB{ hanno mostrato una risposta immunitaria depressa nei confronti di fitoe-
magglutinina (246). Effetti a lungo termine sul sistema immunitario sono stati osser-
vati in trote in seguito ad esposizione delle uova ad AFBq (260). In relazione all'ef-
fetto di AFBq sul sistema immunitario, non ¢ sorprendente la constatazione della sua
influenza sull’efficacia delle vaccinazioni. Significativamente, I'esposizione ad AFBq
ha mostrato di ridurre la risposta anticorpale ai vaccini. Studi eseguiti in pollame
hanno mostrato che I'esposizione quotidiana con la dieta, ad una concentrazione di
200 ppb per 40 settimane, poteva ridurre i titoli anticorpali al vaccino per la malat-
tia di Newcastle e bronchite infettiva (261, 262). In conigli, AFBq si ¢ mostrata in
grado di ridurre i titoli anticorpali nei confrontoi di Mycobacterium bovis, Bordetella
bronchiseptica e Pasteurella multocida (262-264). E stata osservata, inoltre, una ri-
dotta efficacia nei confronti di vaccinazioni quali febbre suina, setticemia emorragi-
ca e malattia del piede e della bocca in vacche da latte (254, 265).

Le evidenze di immunosoppressione da parte di AF nell'uomo sono, peraltro, limi-

tate ed incerte. Gli studi disponibili di esposizione umana si basano, generalmente,
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sulla determinazione della concentrazione di addotti AFBq-albumina, riflesso di un’e-
sposizione a lungo termine. In relazione alla tossicologia di AF ed al recupero dei
processi cellulari entro pochi giorni dall’esposizione, tali addotti possono non esse-
re rappresentativi dell’esposizione per variazioni di funzioni immunitarie (266). Nel
93% di bambini del Gambia sono state osservate alterazioni dell'immunita in funzio-
ne di addotti AFB{-albumina, la cui concentrazione risultava significativamente in-
fluenzata dal mese di campionamento. In un’analisi multivariata, IgAs sono risultate
significativamente ridotte in bambini con concentrazioni determinabili di addotti
AFBq-albumina rispetto a quelli con concentrazioni indeterminabili (267). In un pre-
cedente studio, eseguito in Gambia, non ¢ stata osservata alcuna evidente relazione
tra concentrazione di AF-albumina e risposte anticorpale o linfoproliferativa in vitro
nei confronti di agenti della malaria (190). Tuttavia, utilizzando il modello topo-
Plasmodium berghei, ¢ stato dimostrato che AF diminuisce la morbidita, a causa di
un suo effetto diretto sul parassita (268). Diverse componenti e funzioni del sistema
immunitario cellulo-mediato risultano significativamente depressi in abitanti Ganesi,
con concentrazioni di AFBj-albumina superiori alla media (0,80 pmol/mg) per la
popolazione, rispetto a quelli inferiori dei controlli (62).

La sensibilita ad AF nei bambini risulta essere maggiore che negli esseri umani adul-
ti (62). L’esposizione ad AF puo iniziare in utero (269) e AF sono state rilevate nel
sangue di donne in gravidanza, nel cordone ombelicale di neonati e nel latte di
donne in paesi africani, con significative variazioni stagionali (165, 270). I livelli di
AF rilevati nel sangue del cordone ombelicale di alcuni neonati sono tra i piu elevati
tra quelli registrati in tessuti e fluidi umani. Successivamente, la presenza di AFM;
nel latte materno puo rappresentare una significativa fonte di contaminazione per i
neonati (181, 183) e, in seguito allo svezzamento, per i bambini residenti in zone a
rischio, il livello di esposizione ad AF puo anche aumentare (271, 272). Recentemen-
te, AF sono state associate a ridotto sviluppo (271-273) e modificazioni delle funzio-

ni immunitarie in bambini (267).
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1.5.2.3 Interferenza nutrizionale di AF

L’esposizione cronica ad AF ha effetti soprattutto sullo stato nutrizionale degli ani-
mali, anche se, come per I'immunotossicita, le caratteristiche di tali effetti non sono
state definite per ogni specie.

Il legame covalente di AF a DNA e I'inibizione della sintesi proteica avvengono rapi-
damente dopo 'esposizione, e perdurano per <5 giorni (266). Lefficienza di trasfor-
mazione degli alimenti ¢ significativamente inferiore negli animali esposti ad AF
(7-10% in meno in pollame e maiali) e, insieme alla diminuita crescita, tale osserva-
zione rappresenta un segno significativo di esposizione cronica ad AF (274). E stata
osservata una diminuzione dose-dipendente nell'aumento di peso in maialini espo-
sti a 140 e 280 ppb di AF; ¢ ben documentato, quindi, il ruolo che la presenza di AF
nella dieta svolge nella riduzione del peso e di altri parametri di produttivita (257,
274). Recenti ricerche hanno confermato tali effetti anche nell'uvomo: ¢ stata osser-
vata una relazione dose-risposta tra esposizione ad AF ed arresto, o diminuzione,
della crescita nei bambini <5 anni in Benin e Togo, dove tutti i soggetti studiati erano
esposti ad AF (addotti AF-albumina tra 5 e 1064 pg/mg di albumina nel 99% dei bam-
bini) (273). Inibendo la sintesi proteica, AF hanno mostrato di interferire con i pro-
cessi di recupero da malnutrizione proteica (kwashiorkor), pur non essendo diretta-
mente responsabile dello sviluppo di tale condizione (180, 214, 275). E stato dimo-
strato che l'esposizione ad AF influenza la nutrizione con vitamina A in pollame e
cammelli, determinando quasi un dimezzamento delle concentrazioni sieriche di reti-
nolo (276-278). Le concentrazioni di AF in fegato e contenuto del rumine dei cam-
melli sono state dimostrate essere di 18,2 and 243,4 ng/kg, rispettivamente. Sono stati
studiati gli effetti di 3 diverse concentrazioni (0, 500 e 2000 ppb) di AF su galline da
allevamento, dimostrando una diminuzione della vitamina A nel fegato all’aumenta-
re delle dosi di AF (278). In un altro studio simile, invece, tale relazione € stata rile-
vata per la vitamina C, ma non per la A, riflettendo probabilmente variabilita di spe-

cie o individuali, del tipo di esposizione (continua o intermittente) o la possibile ina-
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deguatezza di AF-albumina come indicatore delle risposte biologiche a tali fattori
nutrizionali (267). Se la presenza di vitamina A nell'uomo fosse modulata dall’espo-
sizione ad AF, la prevenzione a tale esposizione potrebbe rappresentare uno dei
modi per ridurre l'incidenza delle sindromi da carenza di tale vitamina (VAD) ed
aumentare la risposta a diete implementate con tale nutriente.

In polli da allevamento, la concentrazione di vitamina D ¢ influenzata dalla presenza
di AF nella dieta; infatti, AF (1 ppm nella dieta) riduce, infatti, le concentrazioni pla-
smatiche di 25-idrossi-vitamina D [25(OH)D] e 1,25-diidrossi-vitamina D [1,25(OH)2D]
dopo 5 giorni di trattamento (279). Sono possibili effetti sulla competenza del siste-
ma immunitario, in quanto, come la vitamina A, la D ¢ fortemente coinvolta nel man-
tenimento di tale competenza.

AF nella dieta sembrano influenzare la nutrizione con zinco e selenio, minerali
essenziali per l'efficienza del sistema immunitario (280, 281). In maiali, € stato osser-
vato che l'esposizione materna ad AF quasi dimezza la concentrazione sierica di
zinco nei maialini (56 pg/dL rispetto a 119,2 pg/dL nei controlli), ma non nelle madri,
con conseguente diminuita efficienza dell'immunita cellulo-mediata nei nuovi nati
(282). Effetti simili sono stati osservati in ratti (283, 284). In Cina, concentrazioni di
selenio nell'uvomo sono state inversamente correlate a differenti concentrazioni di
addotti AF-albumina (285). In particolare, la concentrazione plasmatica media di
selenio si € mostrata pari a 108+32,4 pg/L e quella di addotti 20,95 fmol/mg. Nei
polli, un effetto simile sul selenio & stato associato ad immunodepressione (2806).
Ovviamente, saranno necessarie piu informazioni, tra cui I'identificazione degli indi-
catori piu appropriati, per valutare in modo corretto e complessivo gli effetti di AF
sulla nutrizione umana. Le micotossicosi acute possono causare malattie gravi, a
volte fatali; la possibilita di una intossicazione da micotossine deve essere, pertanto,
essere presa in considerazione quando una malattia acuta si manifesti in numerose
persone, quando non ci siano prove di infezione con un agente eziologico cono-

sciuto e non ci sia nessun miglioramento del quadro clinico in seguito a terapia.
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1.6 AFLATOSSINA M4

1.6.1 Identificazione di AFM4

L’'osservazione iniziale che il latte di vacche alimentate con mangime contaminato da
AFBq conteneva un fattore in grado di produrre gli stessi effetti patologici di AFBq
in anatroccoli (287), ha portato all'isolamento e allidentificazione di un composto
fluorescente alla luce UV, con un profilo cromatografico (TLC) simile ad AFB (288),
che venne inizialmente denominato AFM (Milk toxin). Studi successivi mostrarono
che era possibile isolare tale tossina anche da urina di pecore esposte a contamina-
zione da AFB; (289).

L’analisi cristallografica di AFM isolata da urina ha consentito l'identificazione di due
molecole di AF, denominate AFMq e AFM,, risultanti dalla idrossilazione in posizio-
ne 9a, ad opera degli enzimi epatici di mammiferi cibatisi di alimenti contaminati,

rispettivamente da AFB; e AFB, (290) (Figura 12).

OH

OCHgy

AFM, AFM,

Figura 12. Reazione di idrossilazione di AFBy e AFB, in AFM; e AFM, rispettivamente. Strutture tratte da: (16) AFBq; (291)
AFB,; (290) AFM; ed AFM,.

53



1 - Introduzione

1.6.2 Effetti biologici di AFM4

In seguito alla prima osservazione di danni epatici in anatroccoli alimentati con latte
ottenuto da vacche esposte ad AFBq (287), sono stati condotti altri esperimenti che
hanno confermato la tossicita di AFM.

Studi di carcinogenicita condotti in trota hanno mostrato che AFM; presenta potere
cancerogeno minore della molecola parentale AFBq (33%) (139, 292).
Analogamente, in vari studi condotti in ratti esposti ad AFM; per via orale, compa-
rativamente ad animali esposti ad AFB1, il potere cancerogeno di AFM; ¢ risultato
essere circa il 10% di AFBq (212, 293). E interessante osservare come ratti esposti a
AFMq abbiano sviluppato tumore intestinale, lasciando ipotizzare come tale effetto
possa essere riferibile alla maggiore polarita di AFMy rispetto ad AFB;. Complessi-
vamente, i risultati sperimentali indicano che AFM; esplica un effetto cancerogeno
in animali, anche se inferiore di circa un ordine di grandezza rispetto a AFBq (213).
A causa della carenza di dati epidemiologici relativi alla cancerogenicita umana di
AFM7, diversamente da AFBq, classificata dallo TARC nel gruppo 1 dei cancerogeni
naturali, AFMq ¢ stata classificata come possibile cancerogeno per 'uomo (gruppo
2B) (53).

Studi di mutagenicita in vitro, condotti mediante test di Ames in Salmonella typhi-
murium TA 98, hanno evidenziato un potere mutageno di AFMq pari al 3,3% di quel-
lo di AFBq (294). Ulteriori studi effettuati con un maggior numero di ceppi di
Salmonella (TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537, TA1538) hanno confermato il risulta-
to ottenuto, evidenziando in S. fyphimurium TA 98 un potere mutageno di AFMy,
relativamente ad AFBq, del 3% (191).

Le cancerogenicita relative osservate per AFM{ e AFBq correlano con le costanti di
attivazione metabolica relative osservate in vitro utilizzando microsomi epatici di
ratto (141, 295). Esperimenti in vitro, eseguiti esaminando i metaboliti prodotti in
seguito ad incubazione di microsomi epatici umani o murini con AFMy, hanno per-

messo di verificare che la formazione di metaboliti primari, associati all’attivazione
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metabolica di AFBy ed AFM; nei rispettivi epossidi, riflette le differenze nel poten-
ziale cancerogeno delle due tossine (296). In analogia con quanto precedentemente
riportato per microsomi di ratto (295), i microsomi umani mostrano, infatti, una limi-
tata capacita di metabolizzare AFM; in epossido (296), la forma in grado di reagire
con DNA (115).

A causa della minore cancerogenicita e mutagenicita, relativamente ad AFB, AFM;
viene spesso considerata un prodotto di detossificazione. Esperimenti eseguiti in
vitro ed in vivo sembrano smentire, almeno parzialmente, questo concetto.

Studi recenti dimostrano come, in scoiattoli esposti ad per via orale ad AFB, sia pos-
sibile riscontrare una maggiore formazione di addotti con DNA da parte di AFMy
(AFM;-N/-Gua) che di AFB; (AFB{-N/-Gua) (297).

Ratti alimentati con una dieta contaminata da AFM; marcata, inoltre, hanno mostra-
to un indice di legame covalente a DNA (CBD di sole 5 volte inferiore a quello rile-
vato per AFBy (298). Esperimenti condotti con epatociti isolati da trota hanno evi-
denziato, in seguito ad incubazione con AFB; o AFM; marcate, un indice di legame
a DNA di AFM; pari a 0,8 volte quello di AFB; (211). I dati ottenuti in entrambi gli
esperimenti, se paragonato ai risultati ottenuti nei saggi di mutagenesi in vitro e di
cancerogenicita i vivo, sono considerevolmente alti. In esperimenti successivi di
valutazione comparativa della capacita di indurre lesioni nel DNA e della genotossi-
cita in vivo di AFBy e AFMy in larve di Drosophila melanogaster, inoltre, ¢ emerso
che la genotossicita delle due AF era paragonabile, anche se I'incidenza di danni al
DNA ¢ risultata 3 volte inferiore nelle larve trattate con AFMq (299). La genotossici-
ta di AFMq anche in mammiferi, pertanto, potrebbe non essere esclusa.

In anatre di un giorno esposte ad una singola dose elevata di AFB{, AFM; ed AFM,
sono state riscontrate lesioni simili di tipo emorragico nel fegato. Esponendo gli ani-
mali a dosi intermedie di tossine, ¢ stata osservata induzione di iperplasia dei dotti
biliari, necrosi epatocellulare e, solo per AFM{ ed AFM,, vacuolizzazione degenera-

tiva dei tubuli convoluti (300). T risultati ottenuti in seguito all’'iniezione continuativa
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(14 giorni) dello stesso quantitativo di AFMy ed AFB1 in ratti hanno dimostrato che
AFMq ed AFBq agiscono attraverso lo stesso meccanismo nel causare tossicita ed
alterazioni subcellulari (141).

Esperimenti condotti successivamente hanno mostrato che AFMq e AFB presentano

analoga tossicita acuta (213) (Figura 13).

100 3 am,

Em A

9 50

a b c

Figura 13. Potere tossico, cancerogeno e mutageno di AFM; relativamente ad AFB. a) tossicita relativa (141, 213); b) cance-
rogenicita relativa (139, 213, 292, 301); ¢) mutagenicita relativa (191, 294).

Mentre nel caso di AFB; ¢ comunemente accettato che gli effetti di tossicita acuta e
di cancerogenicita siano dipendenti da attivazione metabolica, questo processo non
sembra fondamentale per la citotossicita di AFM;.

Presupponendo che il legame di AFBy alle proteine svolga un ruolo importante nella
tossicita della molecola (128), in studi sull'attivazione metabolica di AFBy e AFM; da
parte, ¢ stato esaminato in vitro il legame di AFM; ai microsomi epatici o murini.
Mentre il legame di AFB{ marcata ai microsomi ¢ risultato essere dipendente da atti-
vazione metabolica, un elevato grado di legame di AFM; ¢ stato osservato in assen-
za di attivazione (296). Analogamente, utilizzando linee cellulari umane non espri-
menti il citocromo P450 in saggi di citotossicita acuta, € stato osservato per AFMy,
contrariamente a quanto riscontrato per AFB{, un potenziale citotossico diretto in

assenza di attivazione (296).
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Essendo stato dimostrato che l'interazione stabile con le proteine presenta una ele-
vata correlazione con gli effetti citotossici di AFB (107), ¢ possibile che la capacita
di AFM; di legare le proteine in assenza di attivazione metabolica, sia connessa alla
elevata citotossicita della molecola.

Tali risultati indicano che bisogna usare estrema cautela nel considerare AFM; come
un prodotto di detossificazione di AFB; nel momento in cui si considerino delle
risposte biologiche in cui la citotossicita pud svolgere un ruolo importante, come ad
esempio per quanto riguarda I'immunotossicita.

L'esposizione ad AFM1, sia attraverso la dieta (latte e prodotti lattiero caseari) che
attraverso la formazione endogena della molecola in seguito a metabolismo di AFBq
potrebbe, quindi, contribuire agli effetti tossici acuti dell’esposizione ad AF, inclusa

la epatotossicita e, probabilmente, I'immunosoppressione (302).
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1.7 CONTAMINAZIONE DA AF NEI PRODOTTI DI
ORIGINE ANIMALE

1.7.1 Contaminazione da AF in carne, uova e latte

In ambito zootecnico, il tasso di trasterimento delle micotossine dal mangime conta-
minato ai prodotti alimentari di origine animale (latte, carne ed altri tessuti edibili),
definito “carry-over”, viene generalmente calcolato in modo quantitativo come rappor-
to fra 'ammontare di micotossina trasferita nel prodotto e quella ingerita dall’anima-
le, esprimendo entrambi i valori in pg/giorno (o mg/giorno). Diverse ricerche condot-
te su specie di interesse zootecnico hanno consentito di stabilire quale sia il rischio di
trasmissione delle varie micotossine o di loro metaboliti tossici in carne, latte e uova.
Nel caso specifico di AF, il carry-over nelle uova e nelle carni risulta essere un feno-
meno limitato. Al momento attuale non ci sono evidenze sperimentali che dimostri-
no un trasferimento delle AF dall’alimento alla carne bovina e suina in dosi ritenute
pericolose per la popolazione (303). Nel suino, AF si ritrovano nei tessuti degli ani-
mali alimentati con cibi contaminati fino alla macellazione. In particolare, sono rile-
vabili AFB{ e AFM; nel fegato, AFM; nel rene e, solo in piccole tracce, AFB; nei
muscoli. Un rilievo importante ¢ che non si ritrovano AF nei muscoli di animali pre-
cedentemente alimentati con mangime contaminato, sottoposti ad una dieta priva di
AF nelle 24 ore prima di essere macellati (304).

Mentre la quantita rilevabile nei tessuti € quasi sempre trascurabile, i risultati di prove
condotte da vari autori sul trasferimento di AF dall’alimento all'uovo sono contra-
stanti (carry-over variabili da 0,0015%, fino a 0%) (305, 306). E stato dimostrato che,
alimentando galline con mangime contaminato da diverse concentrazioni (100, 300
e 500 mg/kg) di AFBq, ¢ possibile rilevare la presenza di suoi residui solo nelle uova
prodotte da quelle esposte alla piu elevata concentrazione di AF, con livelli medi di

contaminazione delle uova di 0,10 mg/kg (307). Nelle attuali condizione di produ-
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zione e lavorazione degli alimenti, I'inquinamento delle carni e delle uova ¢, quin-
di, raro ed improbabile.

Al contrario, il carry-over delle AF risulta particolarmente rilevante nel latte e nei suoi
derivati. Le concentrazioni medie di AFMq nel latte commercializzato, basate su un
grande numero di campioni di alimento esaminati, sono state stimate pari a 0,023
pg/kg (area europea), 0,022 pg/kg (area latino-americana), 0,36 pg/kg (estremo
oriente), 0,005 pg/kg (medio oriente), 0,002 pg/kg (area africana). L'apporto giorna-
liero/persona di AFMq dal latte nelle varie diete € stato calcolato essere, nelle varie
aree, 0,8 ng, 3,6 ng, 12,0 ng, 0,7 ng e 0,1 ng, rispettivamente (308). 1l carry-over di
AF nel latte costituisce un fenomeno di grande importanza sanitaria ed economica,

da sempre molto studiato in ambito zootecnico/produttivo.

1.7.2 Carry-over di AFB{ come AFM{ nel latte

La presenza di AF negli alimenti che compongono la razione di bovine da latte
preoccupa principalmente per il passaggio nel latte di AFM7, un idrossiderivato di
AFBq che si forma a livello epatico nelle lattifere; AFM; (“tossina del latte”) ¢ stato
il primo metabolita di AFB; ad essere identificato e tutti i mammiferi che ingerisco-
no AFBj ne eliminano una quota nel latte. Quest'ultima ¢ citotossica, come dimo-
strato in vitro in epatociti umani (296), e in diverse specie animali la sua tossicita
acuta ¢ simile a quella di AFB; (213). In studi di cancerogenicita, ¢ stato dimostrato
che AFM; ¢ circa un ordine di grandezza meno potente di AFBq, anche in specie
sensibili come trote e ratti Fischer, mentre il suo potenziale genotossico in vitro ¢
simile a quello di AFBy (139, 211, 212).

L’assorbimento di AF nel tratto digerente dei ruminanti inizia nel rumine e continua,
in maniera piu rilevante, nell’'intestino tenue. Numerosi studi hanno evidenziato che
AFB1{, una volta assorbito dalle pareti intestinali, viene trasferita immediatamente nel

fegato attraverso il torrente ematico, probabilmente con intervento delle lipoprotei-
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ne sieriche che fungono da carrier (79). La rapidita di trasferimento di AFBq nel fega-
to, e 'immediata azione di idrossilazione, comporta il ritrovamento di AFMy nel latte
gia nella mungitura successiva all’assunzione del pasto contenente alimenti conta-
minati (309, 310). Studi condotti in bovini ed ovini hanno dimostrato la presenza di
AFM; nel latte dopo rispettivamente 12 (309) e 6 ore dalla somministrazione dell’a-
limento contaminato (311).

In tutte le specie animali studiate, la concentrazione di AFMq nel latte ¢ risultata
direttamente proporzionale alle quantita di AFBy assunte dagli animali (311), per
quanto siano necessari alcuni giorni di somministrazione continua affinché il livello
di escrezione di AFMy si stabilizzi.

In particolare, in seguito a somministrazione giornaliera continuativa di quantita
costanti di AFB1, la concentrazione di AFMq nel latte prodotto aumenta giornalmen-
te, fino al raggiungimento di un plateau in cui si stabilisce uno stato stazionario di
escrezione di AFMy (310-314). 1l giorno in cui si stabilisce la fase di plateau ¢ varia-
bile. Ad esempio, in vacche sottoposte a somministrazione di 0,100 mg/capo/giorno
AFBy, il plateau si osserva tra il settimo e il dodicesimo giorno di somministrazione

di AFBq (310) (Figura 14).

Inizio della somministrazione di AFB, Fine della somministrazione di AFB,
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Figura 14. Escrezione di AFM; (ng/kg) nel latte di quattro diversi gruppi di vacche in seguito alla somministrazione di 0,100
mg/capo/giorno AFB. Ogni punto in figura rappresenta la media di 8 animali. Tratto da: Masoero 2007 (310).
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In studi precedenti, il plateau ¢ stato osservato a 24 (313) e 76 ore (309, 312). Studi
analoghi, eseguiti in pecora, riportano lo stabilirsi della condizione di plateau tra il
nono e il tredicesimo dalla somministrazione di AFB; (311). Le dinamiche delle con-
centrazioni nel latte possono differire, in maniera sostanziale, in relazione al tipo di
razione impiegata. Impiegando le medesime dosi di trattamento in ovini, ad esem-
pio, ¢ stato osservato il raggiungimento del plateau di concentrazioni di AFM; nel
latte a partire dall'undicesimo giorno (311) con una razione piu fibrosa di quella
usata quando il plateau e stato raggiunto al secondo giorno (315). Questa differen-
za potrebbe essere attribuita alla minore velocita di transito ruminale delle razioni
piu ricche in fibra, che consentono una maggiore azione di detossificazione da parte
della popolazione microbica residente (316).

La concentrazione AFM; misurata allo stato stazionario ¢ influenzata, in modo signi-

ficativo, dalla dose di AFBy somministrata (311) (Figura 15).

—=0m=0,032 mg/d
== 0,064 mg/d
—0=0,128 mg/d

AFM1 (ng/kg)
= €888

(=]
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giomi dall'inizio della somministrazione della AFB1

Figura 15. Dinamica delle concentrazioni di AFM; escrete nel latte di pecore alimentate per sette giorni con differenti dosi di
AFBq (0,032;0,064 e 0.128 mg di AFB1 per capo/giorno). Tratta da Battacone, 2005 (315).

Il passaggio ad una dieta non contaminata, garantisce una rapida riduzione dei livel-

li di AFMq nel latte gia a partire dalla mungitura successiva (309, 313) e il raggiun-

gimento di valori vicini allo 0 nell’arco di 3-5 giorni (310, 311).
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Fin dall'inizio degli anni ‘60, studi quantitativi sono stati condotti sulle modalita di
trasferimento di AFBq, presente nelle diete destinate alle vacche in lattazione, ad
AFM7 nel latte. Negli studi sul carry-over antecedenti il 1985, tuttavia, sono stati uti-
lizzati quantitativi di AFB; dell'ordine dei milligrammi (un ammontare considerevo-
le in relazione alle norme vigenti sui massimi limiti permessi nei mangimi), sommi-
nistrati a poche vacche a bassa produzione di latte. Le metodologie di chimica ana-
litica utilizzate per il rilevamento delle tossine nel latte, inoltre, sono risultate poco
sensibili. La stima del carry-over, calcolata dal rapporto tra la quantita di AFB{ con-
sumata e la quantita di AFMq nel latte, ¢ stata valutata tra lo 0,18 e il 3,94% della
quantita di AFBy consumata (312, 317). Sono stati riportati, inoltre, risultati di carry-
over molto variabili tra diversi animali della stesse specie e, per lo stesso animale,
risultati variabili tra mungiture successive e nei diversi stadi di lattazione (318).
Successivamente al 1985, gli studi del tasso di trasferimento di AFBq nel latte sono
stati condotti somministrando quantitativi di AFB; minori (ordine dei microgrammi)
in vacche ad elevata produzione di latte, sottoponendo i campioni ad analisi con
metodologie molto piu avanzate.

Diversi studi, tuttora assunti come riferimento, sono stati condotti con livelli di con-
taminazione simili ai livelli massimi consentiti legalmente nei mangimi (313, 314,
319-323) mostrando valori di carry-over variabili tra lo 0,32 e il 6,2%. La considere-
vole variabilita del carry-over osservata pud essere attribuita a molteplici fattori, tra
cui i principali sono strettamente connessi al quantitativo di latte prodotto. A pari-
ta di dose ingerita, infatti, il tasso di trasferimento complessivo di AFB{ negli ali-
menti a2 AFMy nel latte risulta pit elevato ad inizio lattazione rispetto a una fase
avanzata (314, 320, 322) e nelle bovine ad alta produzione rispetto a vacche meno
produttive (314, 320). Studi eseguiti in Svezia (314) e in Olanda (320), eseguiti con
vacche ad elevata produzione di latte, hanno evidenziato i maggiori livelli di carry-
over (2,6% e 2,7-6,2%, rispettivamente). In particolare, in vacche ad elevata produ-

zione di latte ed ¢ stato dimostrato come il carry-over aumenti in relazione ad un
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incremento della produzione di latte (320). Tale effetto viene attribuito, principal-
mente, ad una maggiore permeabilita delle cellule degli alveoli delle ghiandole
mammarie (320).

Un altro fattore determinante in grado di influenzare il carry-over AFBq sottoforma
di AFM; nel latte ¢ la fase di lattazione dell'animale (314, 320, 322). A parita di con-
taminazione di mangime con AFBq, ¢ possibile rilevare, nella vacca, carry-over pari
al 6,2% nelle fasi precoci della lattazione (2-4 settimane) e dell’1,8% nella fase di lat-
tazione tardiva (34-36 settimane) (320). Questo fenomeno ¢ legato alla diversa quan-
tita di latte prodotto, poiche se si considerano le concentrazioni di AFM; nel latte, le
differenze sono abbastanza limitate. Altri fattori in grado di influenzare il carry-over
sono la differenza tra le specie (311) e il tipo di mangime utilizzato. Esistono, ad
esempio, evidenze che quando la fonte di AFB{ nella razione ¢ costituita da semi di
cotone contaminati il carry-over sia maggiore che quando la contaminazione sia attri-
buibile a mais contaminato (313). Risultati sperimentali ottenuti in ovini evidenziano
come nel latte delle pecore alimentate con razione meno fibrosa le concentrazioni
di AFM; siano risultate circa 3-6 volte superiori a quelle rilevate nel latte di pecore
alimentate con razione piu fibrosa (311, 315). Anche lo stato di salute delle cellule
degli alveoli mammari puo influenzare il carry-over. E stato suggerito che infezioni
della mammella da parte di Staphylococcus spp. possano aumentare il carry-over
(320). Studi preliminari, infatti, hanno mostrato una relazione tra l'escrezione di
AFM7 nel latte e la conta delle cellule somatiche nel latte indipendente dalla produ-
zione di latte (324) ed ¢ stato dimostrato che la presenza di mastiti aumenta il nume-
ro delle cellule somatiche nel latte (325). E stato ipotizzato che la presenza di infe-
zioni della mammella possa influenzare il carry-over aumentando la permeabilita
delle membrane delle cellule degli alveoli (326), permettendo maggiore passaggio di
metaboliti dal sangue al latte (327), anche se al riguardo si trovano informazioni con-
trastanti (310). Esiste, inoltre, una elevata componente di variabilita individuale del-

I'animale (320, 328, 329) probabilmente determinata da differenze nell'induzione dei
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sistemi enzimatici in grado di ossidare AFB (329), della permeabilita della ghiandola
mammaria (324), dell’attivita degradativa di AF (316), di biotrasformazione in AFL e
in altri metaboliti differenti da AFMy (330) a livello del rumine. Anche se non sono
ancora disponibili in letteratura dati conclusivi su questo aspetto, le problematiche
relative alla variabilita individuale vengono superate considerando il carry-over a
livello di mandria.

Considerando i dati ottenuti in tutti gli studi effettuati, ¢ possibile calcolare un incre-
mento del carry-over dello 0,1% per ogni kg di latte prodotto e, per le vacche ad ele-
vata produzione di latte, un valore di carry-over medio del 3%. E stata proposta una
relazione empirica molto significativa tra la produzione di latte e il carry-over, cal-
colata per 12 vacche a cui sono stati somministrati quantitativi di AFBy compresi tra
i5 e gli 80 pg/kg (320):

carry-over (%) = (0,013 x kg di latte) — 0,026 (r=10,99

Tale equazione mostra come il carry-over di AFB; sottoforma di AFM7 nel latte non
sia influenzato dal quantitativo di AFB; ingerita, ma sia piuttosto correlato alla pro-
duzione di latte. Tali risultati sono in accordo con i risultati acquisiti in numerosi
studi condotti in varie condizioni sperimentali (309, 311).

Esiste, tuttavia, una relazione lineare tra la quantita giornaliera di AFB ingerita ¢ la
concentrazione di AFM; escreta giornalmente nel latte. Ad esempio, se i dati otte-
nuti dagli studi presi in considerazione in precedenza vengono riportati in grafico ed
analizzati mediante regressione lineare (Figura 16), si puo calcolare che la concen-
trazione di AFMq nel latte aumenta di 0,72 ng ogni pg di AFB; consumato, con un
coefficiente di correlazione di 0,943.

Dal punto di vista pratico, per stimare il trasferimento di AFM; in un’intera mandria
¢ ormai ampiamente diffusa un’equazione proposta per vacche esposte a concen-
trazioni di AFBq tra i 5 e gli 80 pg (320):

AFMq(ng/kg di latte) = 1,19 x AFB(pg/capo/giorno) + 1,9

Secondo questa equazione, con un’ingestione di AFM; superiore a 40 pg/capo/giorno,
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si possono superare i limiti di legge di My nel latte pari a 0,05 pg/kg previsti dalla
Comunita Europea (51). Considerando un consumo medio giornaliero di 12 kg magi-
me/capo, il contenuto di AFB; nel mangime dovrebbe essere inferiore ai 3,4 ng/kg. I
limiti imposti dalla Comunita Europea, tuttavia, ammettono fino ad un massimo di 5
pg/kg mangime (51).
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Figura 16. Relazione tra il quantitativo di AFB; consumata e la concentrazione di AFM nel latte. (Dati ottenuti dai risultati
degli studi pubblicati dal 1985 al 19906).

E tuttavia importante sottolineare che l'utilizzo inappropriato delle equazioni descrit-
te pud portare a conclusioni erronee circa i limiti massimi di AFB; tollerabili nei
mangimi per rientrare in livelli di contaminazione del latte inferiori a quelli previsti
dalla legislazione della Comunita Europea.

Le equazioni descritte, infatti, non tengono conto di fattori come la fonte della con-
taminazione, la variabilita individuale ed altri, limitandone I'affidabilita alle condi-
zioni sperimentali della prova da cui sono state calcolate.

Recentemente, ¢ stato proposto un nuovo modello matematico cinetico per il calco-
lo del tasso di trasferimento di AFB nel latte allo stato stazionario (331). Nelle vac-
che in fase di lattazione, il modello correla il quantitativo di AFB; assunto giornal-
mente con lo stato di lattazione dell’animale e I'escrezione di AFMy, presupponen-

do lesistenza di una correlazione lineare tra lo stato di lattazione e l'assunzione di
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cibo. Tale modello ¢ in grado di giustificare risultati simili ottenuti in prove di carry-

over condotte in condizioni sperimentali molto diverse tra loro.

1.7.3 Effetti della lavorazione del latte contaminato con AFM4

I trattamenti comunemente effettuati nell’industria lattiero-casearia possono essere
distinti in due categorie di processi: quelli che non implicano la separazione dei
componenti del latte (trattamento termico, conservazione a basse temperature, pre-
parazione dello yogurt) e processi che implicano tale separazione (concentrazione,
liofilizzazione, produzione di formaggio e burro).

Diversi gruppi di ricerca hanno studiato la stabilita di AFM{ ai trattamenti termici
come la pastorizzazione e il riscaldamento del latte direttamente sulla fiamma, dimo-
strando che tali trattamenti non sono in grado di ridurre in modo apprezzabile il
quantitativo di AFM; (332, 333). Analogamente, studi sulla stabilita di AFM; effettuati
durante la conservazione del latte a basse temperature o congelamento hanno dimo-
strato che tali trattamenti non sono in grado di alterarne il contenuto (334). Sono
stati, inoltre, pubblicati i risultati di diverse ricerche riguardanti lo studio dell’effetto
della rimozione dell’acqua sul contenuto di AFMq, mediante essiccamento a caldo
(spray o a rulli) o a freddo (334). I risultati di alcuni di questi studi hanno dimostra-
to grandi riduzioni di AFM{, mentre altri hanno suggerito che il processo di con-

centrazione non modifica apprezzabilmente il contenuto della tossina.

1.7.4 Trasferimento di AFMq nei prodotti derivati dal latte

Nei pochi studi condotti sulla ripartizione di AFM; durante la produzione di crema
e burro, ¢ stato confermato che solamente una minima porzione di AFM; si riparti-
sce nel prodotto finito, mentre la maggior parte della tossina inizialmente presente

puo essere ritrovata nel latte scremato e nel siero rimasto dopo la produzione del

burro (334).
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La preparazione di prodotti caseari fermentati, come kefir e yogurt, non diminuisce
significativamente il contenuto di AFMq (335). La produzione del formaggio com-
prende diversi passaggi e AFM non sembra essere degradata nella prima fase, la tra-
sformazione del latte nella cagliata pressata, dal momento che il quantitativo di tos-
sina presente nel caglio ¢ essenzialmente lo stesso rilevato originariamente nel latte
(334). AFM sembra associarsi prevalentemente con la caseina determinando un con-
tenuto in AF maggiore nel caglio che nel siero e, in ultima analisi, un contenuto in
AF nel formaggio maggiore che nel latte da cui questo viene prodotto. E stato defi-
nito come fattore di arricchimento il rapporto tra la concentrazione di AFMq nel latte
divisa per la concentrazione di AFMy nel formaggio (334). Sulla base di diverse ricer-
che ¢ stato considerato che tale fattore di arricchimento puo variare tra 2,5 e 3,3 nei
formaggi a pasta molle e tra 3,9 e 5,8 nei formaggi a pasta dura. La seconda fase
nella produzione del formaggio ¢ la maturazione, nel corso della quale AFM; non

sembra essere degradata, nonostante alcune discrepanze sui dati di stabilita (330).

1.7.5 Trattamenti per la decontaminazione del latte da AFM4

L'osservazione che diversi processi non portano a perdita di AFMq ¢ di considere-
vole importanza pratica. Per ovviare a tale problema, sono stati studiati ulteriori tipi
di trattamenti chimici e fisici che potessero inattivare o eliminare AFM7, subordinan-
doli a quelli permessi come additivi nei cibi: solfiti, bisolfiti e perossido di idrogeno
(337, 338). 1l latte naturalmente contaminato con AFM; trattato con potassio bisolfi-
to 0,4% a 25 °C per 5 ore, presenta un decremento nella concentrazione della tossi-
na del 45%, mentre la concentrazione di AFM; non viene influenzata da perossido
di idrogeno all'1% a 30 °C per 30 minuti. L’aggiunta di perossido di idrogeno ad una
concentrazione dello 0,05-0,1% con lattoperossidasi, tuttavia, puo ridurre del 50% il
quantitativo di AFMy originariamente presente. I processi fisici utilizzati per elimina-

re AFM7 nel latte sono I'adsorbimento e l'irradiazione. 1l 5% di bentonite aggiunta al
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latte ¢ in grado di assorbire '89% di AFMy (337). In uno studio sugli effetti della
radiazione UV, ¢ stato dimostrato che la concentrazione di AFM; nel latte poteva
essere ridotta dal 3,6 al 100%, in relazione alla durata dell’esposizione, al volume del
latte trattato e alla presenza di perossido di idrogeno (334). Al momento attuale,
peraltro, i trattamenti chimici e fisici menzionati non sono applicabili praticamente
nell’industria lattiero-casearia, poiché non si conoscono i loro effetti su parametri
quali la sicurezza biologica e il valore nutrizionale dei prodotti trattati. Il costo di tali
processi, inoltre, ¢ talmente elevato da risultare proibitivo per applicazioni su larga
scala.

Dal momento che AFMq{ non puo essere facilmente distrutta o rimossa, si puo pre-
venire la sua presenza nel latte solamente cercando di eliminare AFB; dalla dieta
degli animali. In numerosi Stati nel mondo, ed in particolare nella Comunita Euro-
pea, esistono dei regolamenti precisi per controllare il quantitativo di AF ammissibi-

li nelle derrate zootecniche destinate agli animali da latte.
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1.8 ASPETTI LEGISLATIVI PER IL CONTROLLO
DI AF

Secondo dati presentati al World Mycotoxin Forum del 2005, le popolazioni che vivo-
no nella fascia compresa fra il 42° parallelo nord e sud sono particolarmente espo-
ste ad AF e, significativamente, il 70% dei mangimi per animali risultano contamina-
ti con tali micotossine (51).

Per contrastare i rischi connessi alla tossicita di AF (cancerogenicita, mutagenicita,
immunosoppressione), molti governi hanno posto dei limiti rigorosi alle loro quan-
tita tollerabili negli alimenti e nei mangimi, costringendo le industrie ad adottare con-

seguenti protocolli di produzione e controllo.

1.8.1 La normativa per AF in Europa

In Europa, a partire dal 1976, anno in cui sono stati definiti limiti massimi per AF nei
mangimi, sono stati emanati, sia a livello nazionale sia comunitario, provvedimenti
legislativi relativi ai livelli massimi ammissibili in molte matrici alimentari, provvedi-
menti legislativi concernenti metodi per il campionamento, requisiti per I'analisi, con-
dizioni per I'importazione e programmi coordinati da eseguire nell’'ambito del con-
trollo ufficiale. Nel 1998, in particolare, 'UE ha iniziato il processo sistematico di
definizione di limiti massimi ammissibili negli alimenti per le micotossine, e per AF
in particolare, e attualmente il pacchetto normativo, anche se non ancora completo,
risulta notevolmente sviluppato. Sono stati, infatti, stabiliti i livelli massimi per AFB
e per AF totali (AFB{, AFB,, AFGq, AFG,) in cereali, granaglie, arachidi, frutta secca
e spezie (Regolamento della Commissione 2006/1881/EC) sia per alimenti destinati
al consumo umano sia per quelli ad uso animale (Tabella 2).

Nel 2004 sono stati fissati limiti massimi negli alimenti per I'infanzia per AFB; e

AFM; (Reg. 683/2004) (339).
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Matrice Limite di Riferimento
legge alla normativa

Aflatossina B,

Cereali e derivati (escluso il granoturco) destinati al consumo 2 ug'kg Regq. 2174/2003

diretto/cernita o trattamenti {modifica | Reg.

Mais non destinato al consume diretto e da sottoporre a 5 pglkg 466/2001 e 257/2002)

cernita/trattamenti fisici

Mais destinato al consumo diretta 4 palkg

Arachidi non destinate al consumo diretto 8 pa/kg

Altra frutta secca non destinata al consumo diretto 5 pg/kg

Frutta secca destinata al consumo diretto 2 yg/kg

Peperoncini rossi, pepe di Caienna, paprica, pepe nero e 5 palkg

bianco, noce moscata, zenzero, curcuma

Alimenti per l'infanzia e alimenti a base di cereali destinati a 0,10 pg'kg Reg. 68372004

Iattanti e prima infanzia

Alimenti dietetici a fini medici speciali destinati ai lattanti 0,10 pg'kg

Aflatossina My

Alimenti per lattanti e alimenti di proseguimento, compreso il 0,025 pg/kg Reg. 68372004

latte per lattanti e il latte per lo svezzamento

Alimenti dietetici a fini medici speciali destinati ai lattanti 0,025 pg/kg

Latte crudo, latte destinato alla fabbricazione di prodofti a base 0,05 pg'kg Reg. 2174/2003

di latte e latte trattato UHT

Afl . i

Cereali e denvati (escluso il granoturco) destinati al consumo 4 pglkg Reg. 2174/2003

diretto/cemnita o trattamenti (maodifica | Reg.

Mais non destinato al consumo diretto e da sottoporre a 10 pa/kg 466/2001 e 257/2002)

cernita/trattamenti fisici

Mais destinati al consumo diretto 2 pa'kg

Arachidi non destinate al consumo diretto 15 patkg

Altra frutta secca non destinata al consumo diretto 10 palkg

Frutta secca destinata al consumo diretto 4 pg'kg

Peperoncini rossi, pepe di Caienna, paprica, pepe nero e 10 pglkg

bianco, noce moscata, zenzero, curcuma

Tabella 2. Limiti di legge in vigore nell'UE per AF in alimenti per 'uvomo.

da: Miraglia M, De Santis B, Minardi V, Brera C. Approccio olistico nell’analisi del rischio per le micotossine. Atti 1° Congresso
nazionale Le micotossine nella filiera agro-alimentare, Istituto Superiore di Sanita, Roma, 29-30 novembre 2004, Rapporti ISTI-
SAN 05/42 2005b; 15-28.

1.8.2 Definizione dei limiti massimi ammissibili per AFM4

Secondo una recente ricerca condotta dal National Institute for Public Health and
Environment olandese per conto della FAO, circa 60 nazioni hanno definito dei limi-
ti specifici per AFM nel latte, coinvolgendo dal punto di vista normativo il 90% della
popolazione mondiale. T criteri adottati dai vari paesi nel fissare dei parametri sono,

tuttavia, piuttosto differenziati.
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Su 60 paesi dotatisi di norme specifiche nel 2002, 21 pongono il limite di 0,5 pg/kg,
fra questi gli USA, alcuni paesi europei e svariati paesi asiatici. Questo corrisponde
anche al limite uniformato MERCOSUR applicato in America Latina ed adottato dal
Codex Alimentarius (FAO Codex Alimentarius 2001). Diversamente, 36 paesi pongo-
no il limite di 0,05 pg/kg, compresa I'UE (regolamento comunitario n. 1881/2000), i
nuovi Stati Membri e i paesi dell’European Free Trade Association (EFTA) [337]. 1l
livello massimo di AFM7 nel latte nell’'UE, quindi, € tra i piu bassi del mondo, ed ¢
basato sul principio ALARA (As Low As Reasonably Achievable).

Per i derivati del latte, i limiti vanno calcolati in base ai fattori di trasferimento. Per i
prodotti lattiero-caseari viene solo indicato che devono essere ottenuti da latte con
valori di AFM7 nei limiti sopraindicati. Non ¢ stato possibile fissare limiti specifici per
i vari prodotti derivati dal latte a causa della mancanza di informazioni sui fattori di
conversione latte-prodotto derivato. In Italia, disposizioni nazionali suggeriscono un
metodo di calcolo del contenuto di AF nei formaggi che tenga conto del contenuto
ammesso nel latte moltiplicato per il fattore di resa casearia (circolare Ministero della
Salute n. 609/1774/3.98 del 12 dicembre 2003). Successivamente, a causa dell’episo-
dio di contaminazione da AFBq nel mais verificatosi nel 2003 e della conseguente
presenza di AFM7 nel latte di vacche intossicate, ¢ stato necessario definire quale
fosse il valore della tossina nei formaggi a pasta dura e a lunga stagionatura (tipo
grana) prodotti a partire da latte contaminato a 0,05 pg/kg. Sulla base del fattore di
conversione definito sperimentalmente, ¢ stato possibile stabilire un limite massimo

temporaneo di 0,45 pg/kg per questa categoria di formaggi (340).

1.8.3 Definizione dei limiti massimi di AF ammissibili nei mangimi
In considerazione del passaggio nel latte e dei diversi effetti negativi riconosciuti
sulla salute animale, circa 45 nazioni hanno stabilito limiti specifici per il livello di

AFB1 nella razione degli animali da latte [338]. Per assicurare il rispetto dei limiti mas-
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simi di AFMq nel latte destinato all’alimentazione umana, nell’'UE sono stati stabiliti
limiti rigorosi anche per i livelli massimi nei componenti dei mangimi che potreb-
bero essere consumati dalle bovine da latte (Direttiva 2003/100/EC) (341). Nei paesi
dell'UE, nei nuovi Stati Membri, nei paesi EFTA e in altri pochi paesi al di fuori
dell’Europa, viene applicato un limite di 0,005 mg/kg di mangime per vacche, valo-
re che ¢ al di sotto del livello cui non si riscontra alcun effetto in animali da esperi-
mento.

In Italia, la Direttiva 1999/29/CE ¢ stata recepita con il DM 23 Dicembre 2002 N 317,
che stabilisce i limiti massimi ammissibili per AFBq in varie categorie di mangimi
(342, 343) (Tabella 3). In Tabella 4 sono invece riportati i livelli di ingestione tolle-

rabili per il bestiame da carne e da latte.

Matrice Limite di Riferimento
legge alla normativa
Aflatossina B,
Materie prime per mangimi 0,05 mg'kg Direttiva 1989/29/CE
Ad eccezione di- arachidi, copra, palmisti, semi di cotone, 0.02 mgskg
babassu, granturco e loro derwiati
Mangimi completi per bovini, ovini e caprini 0,05 mg'kg
Ad eccezione di: - animali da lafte; 0.005 mg/kg
- vitelli, agnelli e capretti 001 mgikg
Mangimi completi per suini e pollame (salvo animali giovani) 0,02 mg'kg
Altn mangimi completi 0,01 mg'kg

Mangimi complementari per bovini, ovini e capnini (ad eccezione 0,05 mg'kg
dei mangimi complementan per gli animali da latte, vitelli, agnelli

e capretti)

Mangimi complementari per suini e pollame (salvo animali 0,03 mg'kg
giovani)

Altri mangimi complementari 0,005 mg/kg
Materie prime per mangimi: arachidi, copra, palmisti, semi di 0,2 mg/'kg
cotone, babassu, granturco e loro derivati

Materie prime per mangimi, ad eccezione di: 0,05 mg'kg
arachidi, copra, palmisti, semi di cotone, babassu, granturco e 0,02 mg'kg
loro derivati

Tabella 3. Limiti di legge in vigore nell'UE per AFin alimenti per animali.

da: Miraglia M, De Santis B, Minardi V, Brera C. Approccio olistico nell’analisi del rischio per le micotossine. Atti 1° Congresso
nazionale Le micotossine nella filiera agro-alimentare, Istituto Superiore di Sanita, Roma, 29-30 novembre 2004, Rapporti ISTI-
SAN 05/42 2005b; 15-28.

72



1 - Introduzione

Concentrazione in razione Tipo di bestiame Effetti

=100 ppb. Bovini da ingrasso Livello Tossico

300/400 ppb. Vacche da latte adulte Nessun effetto visibile

600/200 ppb. Ridotta prod. latte

2400/3100 ppb. Ridotto consumo cibo e prod. latte
600/800 ppb. Manze Ridotti consumi e casi di morte
150/200 ppb. Vitellife Ridotti consumi e lesioni epatiche
450/600 ppb. Morte

Tabella 4. Livelli di ingestione di AF tollerabili per bestiame.
da: Marabelli R. Micotossine: un problema per I'alimentazione dell’'uomo e degli animali. Atti 1° Congresso nazionale Le micotos-
sine nella filiera agro-alimentare, Istituto Superiore di Sanita, Roma, 29-30 novembre 2004, Rapporti ISTISAN 05/42 2005; 61-70.

1.8.4 Implicazioni pratiche, etiche e commerciali relative ad AF

La definizione dei livelli massimi di AF tollerabili nelle materie prime e nei derivati
€ uno strumento utilizzato a livello mondiale per la salvaguardia del consumatore. Si
tratta, peraltro, di uno strumento utile ma con notevoli limiti, considerando che, in
molte situazioni, il controllo normativo sulla fase finale della filiera agro-alimentare,
vegetale ed animale, rappresenta solo una presa di coscienza del problema e non
consente soluzioni immediate. L'approccio legislativo ¢, inoltre, generalmente par-
ziale, in quanto pone dei limiti per le singole micotossine e non considera le pro-
blematiche derivanti da interazioni dovute alla presenza di piu micotossine, situa-
zione ulteriormente complicata dalla dinamica dei cambiamenti climatici. T limiti
legali, inoltre, non promuovono alcuna azione per ridurre la contaminazione, ma
impongono solo vincoli nella commercializzazione dei prodotti.

Un’analisi economica degli effetti della variazione dei limiti di accettabilita dei livel-
li di AF in prodotti importati dall’Africa ha evidenziato aspetti rilevanti sul piano com-
merciale. La riduzione del 10% del limite AF per le arachidi nell Unione Europea
(UE), ha determinato una riduzione nell'importazione dell’11%. L’adozione dei nuovi
limiti UE per AF (4 ng/kg totali), rispetto ai limiti del Codex Alimentarius (15 pg/kg
totali), ha ridotto il flusso commerciale del 63% comportando una perdita di espor-

tazione dell’Africa di 720 miliardi di dollari (dati riferiti al 1998), una cifra veramen-
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te rilevante per le economie dei paesi di quel continente. Si tratta di stabilire, inol-
tre, quanto I'adozione di questi livelli sempre piu restrittivi sia un fattore di sicurez-
za reale. L’allora segretario generale del’lONU Kofi Annan (2001) ha commentato in
un suo intervento: “la Banca Mondiale ha calcolato che questi (limiti UE) possono
salvare la vita di un cittadino dellUE ogni due anni. Ma escludendo dalla commer-
cializzazione cereali, frutta secca, nocciole/noci per 670.000 milioni di dollari si get-
tano in una situazione di poverta molte migliaia di africani, che soffriranno di morte
precoce per malnutrizione e malattie endemiche”. Sembra evidente che queste scel-
te, se tutelano le popolazioni di alcuni paesi, possono avere effetti gravi sulle eco-
nomie e sulle popolazioni di altri. Viene avanzato anche il dubbio che queste scelte
rappresentino una forma di nuove barriere doganali. Aspetti etici si fondono con
principi di precauzione che devono essere considerati in una valutazione globale del
problema aflatossicosi.

La gestione razionale del problema AF deve, in conclusione, basarsi sulla preven-
zione, che risulta tanto piu efficace quanto pitu ¢ completa la base di conoscenze e
quanto piu sono coinvolti tutti gli operatori della filiera. Solo una visione globale che
coinvolga competenze di tipo agronomico, climatologico, fitopatologico, entomolo-
gico, chimico, molecolare, zootecnico, nutrizionale (animali da allevamento e
uomo), medico e ingegneristico, pud consentire un approccio gestionale sistematico

per prevenire e controllare il problema.

74



1 - Introduzione

1.9 STRATEGIE PER LA PREVENZIONE
DI AFLATOSSICOSI

Le strategie di intervento attualmente disponibili per la prevenzione di aflatossicosi
possono essere suddivise essenzialmente in due categorie: 1) strategie applicabili a
livello di comunita e 2) strategie applicabili a livello del singolo (individuo umano o
animale).

Alla prima categoria appartengono tutti gli interventi atti a prevenire il consumo di
alimenti contaminati e consistono nella prevenzione della formazione di AF, pre o
post-raccolta, o nella detossificazione delle derrate contaminate.

Alla seconda categoria appartengono le categorie di interventi che si propongono di
prevenire gli effetti dell'ingestione di alimenti contaminati, qualora le strategie pre-
ventive sopracitate abbiano fallito. Attualmente, esclusa I'eliminazione dei cibi con-
taminati dalla dieta, le strategie preventive a livello individuale consistono nella tera-
pia farmacologica e nell’'utilizzo di sostanze in grado di prevenire 'assorbimento di
AF a livello gastrointestinale.

La complessita dei meccanismi d’azione e la molteplicita di effetti di AF nell'uomo e
in altri animali hanno finora reso difficile lo studio di misure profilattiche o terapeu-

tiche per le aflatossicosi.

1.9.1 Strategie applicabili a livello comunitario nei confronti di AF
La maggior parte delle micotossicosi sono conseguenza dell'ingestione di alimenti
contaminati da micotossine, per cui la loro prevenzione passa necessariamente attra-
verso uno stretto controllo della qualita degli alimenti, sia nei paesi industrializzati
sia in quelli in via di sviluppo.

Nei paesi sviluppati, questo obiettivo ¢ stato raggiunto, per la popolazione, in gran
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parte grazie a regolamenti che impongano basse concentrazioni della tossina nei cibi
commercializzati. Poiché la normativa permette maggiori concentrazioni di AF nel
cibo per gli animali, le industrie agricole hanno sviluppato approcci alternativi per
limitare I'effettiva esposizione biologica senza dover affrontare gli elevati costi della
prevenzione della contaminazione (344). In Nord America ed Europa, lefficiente
applicazione della regolamentazione sulle concentrazioni di AF permesse nei vari ali-
menti animali ha mutato il problema dell’aflatossicosi a problema di grande impatto
economico ma di minore impatto sulla salute umana. Per prevenire le perdite eco-
nomiche associate ad una mancata ottemperanza ai limiti di legge, € stato pubblica-
to un numero significativo di ricerche riferibili ai tre principali passaggi influenti: pro-

duzione, stoccaggio e trattamento delle derrate.

1.9.1.1 Prevenzione dello sviluppo fungino in campo

Anche se inizialmente I'obiettivo di controllare il problema AF ¢ stato focalizzato
sulla prevenzione della contaminazione durante lo stoccaggio, nei primi anni '70 ¢
stato considerato che la contaminazione, o quantomeno la colonizzazione delle pian-
te da parte dei funghi tossinogenici, poteva iniziare in campo prima della raccolta.
Condizioni ambientali come la siccita durante la fase di crescita del seme, il dan-
neggiamento in campo da parte di insetti, la varieta e le caratteristiche del suolo,
sono stati dimostrati essere fattori determinanti nella contaminazione pre-raccolta
(345). Per contrastare I'insorgenza di questi fattori ¢ essenziale mettere in opera una
serie di processi per garantire la salute delle piante.

A causa dell'importanza della siccita come fattore predisponente le colture alla con-
taminazione, l'irrigazione € un mezzo fondamentale per assicurare la qualita degli ali-
menti (346). Altre buone pratiche agronomiche essenziali comprendono il rispetto
dei tempi di semina e raccolto, un supplemento delle quantita di azoto necessarie e
il controllo dei parassiti (25, 347, 348). Ricerche recenti hanno suggerito che un

metodo promettente per minimizzare la contaminazione da AF possa essere la pra-
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tica di inoculare in campo ceppi di funghi non aflatossigeni come agenti competito-
ri di bio-controllo (349, 350).

I fattori che favoriscono l'infezione dei funghi aflatossigeni in campo sono stati com-
presi in modo sufficiente per poter costruire modelli di simulazione al computer utili
a descrivere il rischio di contaminazione delle colture piu importanti, permettendo
una attenta pianificazione per minimizzare la contaminazione e, conseguentemente,
evitare ingenti perdite economiche (351). Nei paesi in via di sviluppo, tuttavia, il
danno esercitato in campo dagli insetti non viene controllato con pesticidi o prati-
che agronomiche; la siccita ¢ un fenomeno comune, e molte produzioni vengono
effettuate senza utilizzare l'irrigazione come opzione alternativa. La raccolta viene
effettuata senza l'aiuto di macchinari e I'essiccamento viene condotto solitamente in
modo molto inefficace, dipendente dalle condizioni meteorologiche. Un tempo sfa-
vorevole durante la raccolta determina un essiccamento lento e inadeguato e com-
porta concomitanti rischi di contaminazione.

Recenti sviluppi hanno utilizzato le biotecnologie per I'introduzione di geni sia per
prevenire la formazione di AF, come risultato del metabolismo fungino, sia per pre-
venire, o ridurre, la contaminazione fungina. Questi approcci possono offrire consi-
derevoli prospettive a lungo termine, ma perche tali metodologie possano influen-

zare la salute umana saranno necessari tempo e investimenti consistenti (62).

1.9.1.2 Prevenzione dello sviluppo di AF durante lo stoccaggio delle derrate
alimentari

E noto che gran parte della contaminazione da AF delle derrate alimentari avviene
durante lo stoccaggio. Per preservare la qualita durante la conservazione, ¢ necessa-
rio prevenire lattivita biologica attraverso adeguato essiccamento (umidita <15%),
eliminazione dell’attivita degli insetti, che puo aumentare il contenuto di umidita
attraverso la condensazione risultante dalla loro respirazione, basse temperature e

atmosfere inerti (347).
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Durante le operazioni di raccolta e stoccaggio bisogna, inoltre, evitare il danno mec-
canico del raccolto in quanto granelle lesionate presentano siti di ingresso per i fun-
ghi aflatossinogenici, facilitando l'infezione e la diffusione del fitopatogeno.
Durante lo stoccaggio del raccolto vengono, inoltre, utilizzati acidi organici (acido
propionico, acetico, sorbico e benzoico) che, inducendo variazioni di pH, fungono
da inibitori della crescita fungina (352).

Come nel caso della prevenzione dello sviluppo fungino in campo, le condizioni ne-
cessarie per prevenire la contaminazione durante lo stoccaggio delle derrate sono
note, ma non ¢ sempre facile realizzarle nei sistemi agricoli dei paesi in via di svilup-
po. Un fatto che rende lo stoccaggio un problema di grande importanza per questi
paesi € la natura di molte produzioni agricole. Nelle aree rurali, molte persone pro-
ducono e conservano il proprio cibo e, come conseguenza, molti alimenti vengono
stoccati in piccoli granai tradizionali dove l'attenzione per il controllo del rischio di
contaminazioni ¢ scarso. Studi sulla qualita delle granaglie conservate in queste strut-
ture hanno mostrato un incremento costante del contenuto di AF nel tempo, fenomeno
che riflette l'insuccesso nel mantenere condizioni appropriate (353). Raggiungere e
mantenere le condizioni che possono prevenire la contaminazione fungina ¢ una sfida
notevole per lo stoccaggio di alimenti in piccola scala (a livello familiare e di fattoria),
quasi certamente superiore alle possibilita della maggioranza degli interessati, non-

ostante questi possano essere convinti dell'importanza di affrontare tale sforzo.

1.9.1.3 Trattamento dei prodotti contaminati da AF
Il trattamento dei prodotti contaminati puo essere utilizzato per ridurre il contenuto
di AF e prevenire, quindi, le perdite economiche conseguenti. Esistono tre approcci

principali: diluizione, decontaminazione e separazione.

1.9.1.3.1 Diluizione

Il modo piu semplice per rispettare i limiti ¢, sfortunatamente, quello di diluire il con-
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tenuto di AF mescolando cereali a basso contenuto con cereali che eccedano i limi-
ti regolamentari. In questo modo, anche se la concentrazione viene ridotta, i consu-
matori sono ancora esposti ad AF. Questo approccio risulta fallimentare quando il
prodotto non contaminato sia insufficiente a permettere un adeguata diluizione della
partita contaminata, o quando manchino le infrastrutture per conservare le partite in
modo adeguato e raggiungere il livello di mescolamento desiderato. L’attuale legis-
lazione comunitaria, peralto, vieta espressamente di ricorrere alla diluizione per

riportare la contaminazione entro i limiti di accettabilita.

1.9.1.3.2 Decontaminazione

Per quanto riguarda la decontaminazione, sono stati intrapresi sforzi considerevoli
per sviluppare metodologie con cui trattare derrate alimentari contaminate e ridurre
il contenuto di AF. Attualmente, la concentrazione di AF nelle derrate zootecniche
puo essere ridotta attraverso trattamenti fisici, chimici e biologici.

I trattamenti fisici comprendono calore, microonde, raggi gamma, raggi X, esposi-
zione a raggi UV e adsorbimento (354). L’adsorbimento di AF su alluminosilicati idra-
ti di calcio e sodio o altri materiali inerti, ad esempio, ¢ stato utilizzato nell’industria
mangimistica nel tentativo di ridurre il contenuto di AFM; nel latte.

I trattamenti chimici sono volti a modificare la struttura chimica di AF, trasforman-
dole in composti vari ordini di grandezza meno tossici o mutageni rispetto ad AFB4
o non rilevabili in seguito a procedimenti di estrazione, isolamento e purificazione
appropriati e completi. Sono state saggiate numerose sostanze chimiche per la loro
capacita di decontaminare derrate contaminate da AF: molte di queste hanno tutta-
via prodotto effetti modesti (355). 1l trattamento con sostanze alcaline e ozono puo
denaturare AF ma non & chiaro se questo processo sia permanente (356). 1l tratta-
mento chimico di maggiore successo per degradare AF nei mangimi animali e nelle
merci agricole ¢ quello con ammoniaca, che determina la decomposizione del 95-

98% di AFBy (308) Questo procedimento viene utilizzato in vari paesi (Brasile,
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Messico, Senegal, Sud Africa, Sudan e alcuni stati degli USA), ma non ¢ stato for-
malmente approvato dall’'UE e dal FDA degli USA a causa delle opinioni controver-
se sulla salubrita per gli animali degli alimenti trattati chimicamente.

E stato dimostrato, ad esempio, che il trattamento del granoturco con soda caustica,
come si usa nella cucina tradizionale mesoamericana, puo ridurre il contenuto di AF,
ma esistono evidenze che il fenomeno chimico possa essere reversibile e che, dopo
I'assunzione, AF possa essere riformata nelle condizioni acide dello stomaco (357).

Teoricamente, alcuni metodi biologici possono essere utilizzati per eliminare AF. So-
no state sviluppate, ad esempio, delle procedure per la degradazione di AF nelle der-
rate alimentari basate sul metabolismo di Flavobacterium aurantiacum. Questi studi,
tuttavia, non hanno ancora portato ad applicazioni pratiche (358). Risultano di par-
ticolare interesse, e in continua evoluzione, le ricerche che mirano a sviluppare me-
todi biologici sempre piu efficaci. La speranza ¢ quella di poter disporre, in un pros-
simo futuro, di strumenti nuovi per limitare al massimo gli effetti negativi che le mi-
cotossine esercitano sull’allevamento. Nel frattempo, molto resta ancora da fare nel

settore della prevenzione, che coinvolge inevitabilmente tutta la filiera produttiva.

1.9.1.3.3 Separazione

Per quanto riguarda la separazione, un successo considerevole nel ridurre la conta-
minazione da AF si puo raggiungere separando i semi contaminati dalla massa. Que-
sto approccio dipende dalla forte contaminazione di solo una piccola frazione dei
semi, in modo tale che, rimuovendoli, si ottenga una contaminazione totale molto
pit bassa. Uno studio della distribuzione di AF nelle arachidi ha mostrato che la
maggior parte della tossina (80%) € spesso associata con i semi piu piccoli e avviz-
ziti (359). Uno screening dimensionale puo, pertanto, abbassare il contenuto totale
di semi contaminati nella massa. Un’ulteriore rimozione dei semi contaminati con AF
puo essere ottenuta mediante separazione in base al colore, che, nel caso delle ara-

chidi, risulta particolarmente efficiente. Una conseguenza negativa di questo approc-
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cio di separazione ¢ il destino dei semi a concentrazione molto elevata di AF rimos-
si dalla massa. I produttori ed i lavoratori pit poveri spesso consumano quelle ara-
chidi che avrebbero dovuto essere scartate o le utilizzano per alimentare i loro ani-

mali. Questa tecnologia ¢ stata utilizzata con successo anche in Italia durante l'e-

mergenza di contaminazione del mais da AF nel 2003 (360).

1.9.2 Strategie applicabili a livello individuale nei confronti di AF

1.9.2.1 Chemioprotezione da AF

Anche se sarebbe fortemente desiderabile che le derrate zootecniche fossero esenti
da AF, la realta ¢ che gran parte dei cereali destinati all’alimentazione animale sono
contaminati e questa condizione comporta perdite economiche rilevanti per i pro-
duttori nel caso il mangime non venga trattato (274). E anche evidente che, nelle
aree in cui non vengano osservate regolamentazioni, le popolazioni sono comune-
mente esposte ad AF. AF, inoltre, hanno attirato I'attenzione come arma chimica ed
esiste un interesse militare nel proteggere la popolazione dalla loro esposizione.

La chemioprotezione nei confronti di AF ¢ stata perseguita con l'uso di numerosi
composti in grado di incrementare i processi di detossificazione negli animali o di
prevenire la produzione dell’epossido che causa il danno cromosomico. Una solu-
zione tecnica ¢ la terapia farmacologia perché alcuni composti, come oltipraz e clo-
rofilla, sono in grado di diminuire la dose biologica effettiva di AF (160, 361-363).
L'oltipraz ¢ un ditioltione sostituito che inibisce il metabolismo di AFB; inibendo I'at-
tivita di alcuni enzimi del citocromo P45 e inducendo glutatione-S-trasferasi (GST),
il pit importante enzima per la detossificazione (364). In esperimenti in cui epatoci-
ti bovini sono stati incubati con AFBq e oltipraz, non si ¢ osservata alcuna forma-
zione di AFM7. Tale osservazione suggerisce che oltipraz possa essere effettivamen-

te attivo nel prevenire la contaminazione del latte prodotto da vacche alimentate con
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mangime contaminato con AFB;. In Cina, oltipraz ¢ in fase di sperimentazione cli-
nica (fase I e ID) per la prevenzione del tumore al fegato. I risultati di questi studi sa-
ranno utili per chiarire il metabolismo e il modo d’azione di AFB{ nell'uomo.

Una terapia farmacologica ininterrotta a lungo termine, tuttavia, € costosa, puo avere
effetti secondari, e non ¢ praticabile, particolarmente in considerazione del finanzia-
mento riservato alla salute nei paesi in via di sviluppo. Per I'industria mangimistica
animale, un obiettivo di grande importanza ¢ stato quello di sviluppare additivi per
i mangimi in grado di fornire protezione da AF. Un approccio ¢ stato quello di usare
glucomannani esterificati ed altri estratti di lievito che forniscono chemioprotezione

incrementando la detossificazione di AF (365, 366).

1.9.2.2 Prevenzione dell’assorbimento enterale di AF

Un altro approccio ¢ derivato dalla scoperta che alcune argille minerali, grazie alla
polarita di queste molecole, possono adsorbire selettivamente AF in modo tale da
determinare una riduzione della bio-disponibilita e prevenendone I'assorbimento a
livello gastrointestinale (367-369).

Sono stati proposti diversi agenti adsorbenti, in grado di sequestrare AF in modo sta-
bile, quali gli allumino-silicati di sodio e calcio, zeoliti, carboni attivi, bentonite di so-
dio, argille e polimeri speciali (83). Queste diverse sostanze adsorbenti presentano
efficienza variabile nella prevenzione di aflatossicosi. Dal momento che diversi com-
posti adsorbenti hanno diverse affinita per AF, infatti, essi differiscono nel grado di
prevenzione dell’esposizione biologica indotta in animali che consumano cibo con-
taminato.

Utilizzando AF marcata radioattivamente, ¢ stato dimostrato che l'aggiunta di argilla
in proporzione dello 0,5% del volume di mangime contaminato era in grado di ridur-
re Pesposizione in polli del 95% (356). I carboni attivi (ACs) e gli alumino-silicati idra-
ti di calcio sodio (HSCAS), mescolati al mangime contaminato in proporzione del 2%,

sono stati dimostrati ridurre in vacche il carry-over di AF nel latte rispettivamente del
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50 e 36% (319). In esperimenti che utilizzavano 1'% di HSACS addizionati al mangi-
me, ¢ stata ottenuta una riduzione dell’escrezione di AFM; nel latte pari al 24% (323).
L’associazione di alluminosilicati in mangimi contaminati si ¢ dimostrata efficace nel
prevenire aflatossicosi in tacchini, polli, agnelli, bovini, suini, pecore ratti e topi (323,
368-377). In esperimenti recenti, eseguiti con polimeri speciali (MPL) (378), I'inclu-
sione di 20 e 50 g MPL/capo/giorno ha portato alla riduzione del carry-over di AFB4
dal mangime al latte del 31 e 41% rispettivamente.

L'uso di sostanze adsorbenti quali additivi dei mangimi ¢ autorizzato dal Reg. (CE),
n. 2439/1999 del 17 novembre 1999) ed ¢ oggi una pratica abbastanza diffusa. Si
stima che, nelle industrie di produzione animale a livello mondiale, alluminosilicati
siano addizionati al 10% di tutte le derrate zootecniche.

Alcuni ricercatori, tuttavia, raccomandano particolare cautela nell’utilizzo di sostanze
adsorbenti come additivi dei mangimi, dal momento che questi materiali potrebbe-
ro adsorbire anche micronutrienti diminuendo la disponibilita di nutrienti essenziali

(319, 379).
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1.10 STATO DELIARTE

AFBq, prodotta da ceppi di A. flavus e A. parasiticus, ¢ il piu potente composto can-
cerogeno naturale conosciuto. Negli ultimi decenni, a causa dei rischi per la salute
umana ed animale connessi alla contaminazione degli alimenti, gli effetti tossici di
AFBq sono stati approfonditamente studiati (217, 380).

Diversamente dalla maggior parte delle tossine batteriche, AFBq ed altre micotossi-
ne sono metaboliti secondari a basso peso molecolare con caratteristiche immuno-
logiche di apteni. E possibile rendere immunogene tali micotossine mediante deriva-
zione chimica, con l'introduzione di gruppi funzionali alla coniugazione a proteine
carrier (381). E importante tenere in considerazione che, utilizzando coniugati pro-
teici come immunogeni, il disegno strutturale del derivato ha una notevole influen-
za sulle proprieta degli anticorpi (Ab) inducibili, quali l'affinita per 'aptene origina-
le e reattivita crociata, nel caso di molecole strutturalmente simili (382). Al fine di
produrre coniugati in grado di indurre Ab ad elevata affinita per la molecola paren-
tale, il processo di derivazione e coniugazione devono essere tali da modificare il
meno possibile la struttura dell’aptene originale.

Dalla fine degli anni '70 ad oggi, sono state proposte diverse molecole, fruibili per
la coniugazione a proteine, risultanti dalla derivazione di AFB{ in posizione 1 (383,
384) o in posizione 8,9 (382, 385-387).

In diversi laboratori, immunizzando per via sistemica conigli con coniugati AFBq-albu-
mina sierica bovina (BSA) (388-392), AFBq-polilisina (384), AFB{-tiroglobulina porci-
na (TG) (393) e AFBq-istone H1 (H1) (394), sono stati prodotti Ab caratterizzati da
elevata affinita per AFB. Gli Ab specifici prodotti sono stati ampiamente utilizzati per
lo sviluppo di tecniche bio-analitiche basate sia su saggi immunoenzimatici (ELISA e
RIA), volti alla determinazione quantitativa del contenuto di AFB{ in campioni ali-

mentari o biologici (384), sia su cromatografia di affinita preparativa, volta alla puri-
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ficazione di AF per successive analisi in cromatografia liquida ad alta pressione
(HPLO), seguita da rivelazione in fluorescenza o in spettrometria di massa (395, 396).
L'imposizione, da parte di molti paesi, di limiti al contenuto massimo di AF tollera-
bili nelle derrate alimentari ha dato notevole impulso allo sviluppo di saggi quali-
quantitativi, alcuni dei quali sono stati introdotti nei protocolli ufficiali per il controllo
degli alimenti. Ad esempio, i metodi ufficiali di campionamento ed analisi per AF
sono regolati dalla Comunita Europea (Regolamento 401/20006) ed il metodo di rife-
rimento per la determinazione di AF nel latte di vacca ¢ HPLC con rivelazione fluo-
rimetrica preceduta da trattamento dei campioni in colonna di immunoaffinita,
secondo i dettami dell’ International Standards Organisation (ISO), 2007.

Al contrario, esistono dati limitati sulla efficacia protettiva di Ab specifici per AFB{,
indotti in seguito ad immunizzazione con apteni derivati e coniugati a proteine car-
riers, nei confronti di aflatossicosi.

Ricercatori che, tra i primi, hanno proposto una metodica per la coniugazione di
AFBq derivata in posizione 8,9 (383), hanno ottenuto una riduzione degli effetti acuti
di aflatossicosi immunizzando conigli con piccoli quantitativi di immunogeno costi-
tuito dal derivato coniugato a BSA. In seguito alla somministrazione di una elevata
dose di AFBq, gli animali immunizzati presentavano infatti una mortalita inferiore,
nessuna anormalita del fegato e un’attivita pressoché inalterata dell’enzima sierico
isocitrico deidrogenasi, rispetto ad animali di controllo non immunizzati (390).
Evidenze analoghe sono state ottenute in ratti immunizzati con AFB{-BSA o con I'im-
munogeno AFB{-H1, prodotto mediante reazione di H1 con l'intermedio metaboli-
camente attivo di AFB{, AFB{-8,9-epossido. In entrambi i casi, negli animali immu-
nizzati, la somministrazione di una singola dose letale di AFB{ ha mostrato di indur-
re una minore mortalita e ridotti effetti epatotossici acuti, comparativamente a quan-
to osservabile negli animali di controllo (392, 394). In base ai risultati ottenuti, ¢ stata
ipotizzata la possibilita di immunizzazione a scopo profilattico nei confronti di afla-

tOSSiCOsi.
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In particolare, ¢ stata osservata una riduzione del legame di AFBq al DNA di cellule
di fegato di conigli immunizzati con AFB{-BSA (397). L'indice di legame covalente
(pmol AFB{/mol DNA)/(mmol AFBq/kg peso corporeo), ottenuto in animali immu-
nizzati dopo 6 ore dalla somministrazione di [5H]AFB1, ¢ risultato essere piu di tre
volte inferiore a quello determinato in conigli non immunizzati. Anche se alcuni
aspetti tossicologici, come la cinetica del legame di AFB; al DNA e la possibilita di
legame di AFB; ad altre cellule, rimangono da chiarire, i risultati ottenuti depongo-
no sulla possibilita d'immunizzazione nei confronti di AFBy.

A conferma dell'ipotesi che I'induzione di Ab specifici possa essere protettiva nei
confronti degli effetti genotossici di AFBq, saggi in vitro, condotti in Salmonella
wphimurium (test di Ames), hanno evidenziato una sostanziale riduzione della
mutagenicita di AFB; da parte di antisieri ottenuti da conigli immunizzati con deri-
vati di AFB{ coniugati a BSA in posizione 1 (antisiero O) o 8 (antisiero C) (391). In
particolare, la mutagenicita esercitata da 12.5 ng di AFB; ¢ stata ridotta del 50% con
2 ul di antisiero O e 12 pl di antisiero C, mentre quella esercitata da 3.31 png di AFB4
¢ stata ridotta del 50% con 25 pl di antisiero O. Numerose evidenze sperimentali
hanno mostrato come l'inibizione sia causata da Ab specifici.

E stato studiato l'effetto di sieri di conigli immunizzati con AFB{-BSA sull’induzione
della lisogenesi in ceppi di E. coli K12 da parte di AFB; (388). Una netta riduzione
del fenomeno ¢ stata osservata aggiungendo i sieri al mezzo di reazione prima del-
l'attivazione di AFBq da parte di enzimi microsomiali. Al contrario, aggiungendo i
sieri immuni successivamente all’attivazione di AFB{ non ¢ stato riscontrato alcun
effetto significativo, implicando che un effetto immunoprotettivo da parte di Ab spe-
cifici possa essere esercitato solo prima che la tossina sia attivata.

Nel tentativo di generare immunoglobuline A secretorie (sIgA) specifice per AFBq,
Oliver et al (393, 398) hanno immunizzato conigli, via villi intestinali, con AFB{-tiro-
globulina porcina (TG) somministrata con tossina colerica (CT), un potente adiu-

vante mucosale (399). Questo protocollo, diversamente da quanto riportato dagli
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stessi autori per un altro studio eseguito con coniugati di 2-acetilaminofluorene (399-
402), non ha indotto una risposta anticorpale secretoria specifica per AFBq. Al con-
trario la produzione di sIgA specifiche per CT o TG era paragonabile a quella di ani-
mali di controllo immunizzati con TG somministrata unitamente a CT, suggerendo
che la mancata reattivita fosse relativa a AFB;. L'immunizzazione parenterale susse-
guente a quella delle mucose, ha generato in conigli una risposta sistemica, media-
ta da IgG, paragonabile a quella di animali immunizzati esclusivamente per via
parenterale, dimostrando che la tolleranza nei confronti di AFB; in coniglio ¢ speci-
fica del comparto delle mucose (tolleranza orale) e non € associata a soppressione
sistemica (393, 398). La stimolazione in vitro delle placche di Peyer e dei linfonodi
mesenterici di conigli non immunizzati con sostanze mitogene ha rivelato la presen-
za di cellule B specifiche per AFBq in quantita paragonabili a quelle trovate nella
milza, indicando che la tolleranza non ¢ il risultato di una deplezione delle cellule B
specifiche nella mucosa intestinale.

Nel complesso, i risultati dimostrano che i conigli presentano tolleranza mucosale nei
confronti di AFBq e che tale fenomeno non ¢ accompagnato da soppressione siste-
mica, non ¢ causata da deplezione delle cellule B specifiche nella mucosa intestina-
le e non ¢ annullabile dalla somministrazione di CT. Questa osservazione ¢ in accor-
do con un precedente rilievo che la tolleranza mucosale non puo essere soppressa
dalla co-somministrazione di tossina termosensibile (LT) di E. coli, funzionalmente e
strutturalmente simile a CT (403). Questo fenomeno potrebbe essere I'effetto di una
precedente esposizione ad AFB; attraverso la dieta.

Esperimenti di immunizzazione nei confronti di AFBq sono stati condotti in polli ino-
culati per via orale, intrarettale o intraperitoneale con AFB{-BSA, AFB{-BSA coniu-
gata alla subunita B della tossina termolabile di E. coli (AFB{-BSA-rLT), AFB{-BSA
co-somministrata con rLT e AFB{-BSA co-somministrata con CT (404). Tutte le vie di
somministrazione degli immunogeni sono state in grado di indurre un titolo signifi-

cativo di IgG sieriche specifiche per AFB{, anche se la migliore risposta ¢ stata rile-
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vata in seguito ad immunizzazione intraperitoneale. La risposta immunitaria sierica
mediata da IgG indotte da AFB{-BSA ¢ risultata essere potenziata dalla co-sommini-
strazione con rLT ma non dalla coniugazione covalente alla rLT stessa. Tuttavia, in
tutti gli animali immunizzati ¢ stato possibile rilevare presenza di sIgA specifiche per

CT o rLT, ma non sono state rilevate sIgA specifiche per AFB;.
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1.11 SCOPO DELLA RICERCA

La possibile presenza di AF in molti alimenti costituisce un problema sanitario ed
economico di dimensioni globali, che assume rilevanza ancora maggiore in quanto
le varie AF (Bq, By, Gy, Gy, My, My) non vengono completamente distrutte dalle
normali operazioni di cottura, né dai diversi trattamenti a cui vengono comunemen-
te sottoposte le derrate durante i processi di preparazione degli alimenti (405-407).
Attualmente, I'unico metodo realmente efficace per ridurre il rischio associato all’in-
gestione di AF ¢ la prevenzione, esercitata attraverso lo stretto controllo delle con-
dizioni di produzione, di raccolta e di stoccaggio dei prodotti alimentari e I'imposi-
zione, da parte degli organi legislativi di molti Paesi, di limiti ai livelli di AF tollerati
negli alimenti e nei mangimi (62). 1l sistema di controllo di prevenzione convenzio-
nale richiede un notevole sforzo tecnico ed economico, che non puo essere affron-
tato dai Paesi in via di sviluppo i cui sistemi produttivi non si basano su economie
di scala (62).

Per limitare I'esposizione ad AF sono attualmente in corso di studio nuove strategie
di intervento che non comportino gli elevati costi associati alla prevenzione della
contaminazione. Una prima strategia, basata sulla terapia farmacologica, si propone
di interferire sui percorsi biochimici di metabolizzazione di AFB; per assicurarne la
detossificazione o per prevenire la formazione della forma reattiva 8,9-epossidica.
Per quanto risultati incoraggianti siano stati ottenuti con farmaci come oltipraz e clo-
rofillina, una terapia a lungo termine ¢ costosa, pud presentare effetti collaterali, e
non ¢ economicamente praticabile per i paesi in via di sviluppo (65, 408). Un secon-
do approccio sperimentale, relativo all’industria mangimistica, si occupa della studio
di metodologie volte alla detossificazione degli alimenti contaminati mediante meto-
di fisici, chimici (355, 409) e biologici (410, 411) o alla prevenzione dell’assorbimento

gastro-intestinale attraverso I'aggiunta ai mangimi di sostanze in grado di legare selet-
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tivamente AF (83, 319, 323, 378). Queste strategie di intervento non hanno, tuttavia,
prodotto risultati definitivi, in quanto presentano efficacia variabile e spesso altera-
no il valore nutritivo dell’alimento trattato.

Sarebbe quindi di grande rilevanza sociale, scientifica ed economica, un approccio
innovativo, definitivo ed economicamente sostenibile per la prevenzione e il con-
trollo delle aflatossicosi.

Risultati ottenuti in studi precedenti hanno mostrato come Ab specifici per AFBq
siano in grado di ridurre gli effetti epatotossici acuti di AFB in vivo (390, 392, 394,
397). Esperimenti in vitro eseguiti con sieri di animali immunizzati hanno eviden-
ziato, inoltre, come Ab specifici per AFB; siano in grado di neutralizzare l'azione
mutagena nei confronti di Salmonella typhimurium (412) e di abolire I'induzione
della lisogenia in ceppi di E. coli K12 (388) da parte di AFBy. Complessivamente,
questi risultati suggeriscono che la realizzazione di un vaccino in grado di indurre
Ab protettivi nei confronti di AF possa rappresentare una valida soluzione al pro-
blema della prevenzione e del controllo delle aflatossicosi.

Nonostante esistano evidenze sperimentali che I'immunizzazione di animali con
coniugati proteici di AFBq possa indurre la produzione di specifiche Ig sieriche e
secretorie in conigli (388, 390-392, 394, 398, 404) e polli (404), I'uso di un composto
carcinogeno coniugato come immunogeno sarebbe difficilmente praticabile per la
prevenzione di aflatossicosi nell'uomo e susciterebbe perplessita anche per finalita
di vaccinazione in alcune specie animali destinate, ad esempio, alla produzione di
carni a fini alimentari.

Una possibilita di surrogare composti tossici a scopo vaccinale ¢ rappresentata dal-
l'utilizzo di peptidi mimetici e Ab antiidiotipici in grado di mimare la struttura dell’Ag
originario (413-416). Tali surrogati proteici, od i geni per essi codificanti, potrebbe-
ro essere utilizzati per la produzione di vaccini, ricombianti o a DNA (417), finaliz-
zati all'induzione di una risposta umorale, sistemica o secretoria, protettiva nei con-

fronti di aflatossicosi primarie e secondarie.
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Nel caso di alcune tossine batteriche (difterica, tetanica), un ulteriore approccio per
la produzione di immunogeni ¢ rappresentato dalla produzione di tossoidi (o ana-
tossine), molecole le cui proprieta tossiche siano state ridotte o soppresse con trat-
tamenti chimici o termici, mantenendone le caratteristiche antigeniche (418).
Un’alternativa possibile per la produzione di immunogeni in grado di indurre una
risposta anticorpale protettiva nei confronti di aflatossicosi, primarie e secondarie,
puo consistere, pertanto, nella modificazione chimica di AFBq, allo scopo di pro-
durre molecole modificate, caratterizzate dalla stessa antigenicita, ma scevre di tos-
sicita della molecola originale (Anaflatossina B{) (AnAFB), da coniugare a carriers
proteici per conferire immunogenicita.

Per quanto la presenza di AF venga riscontrata in diversi alimenti di origine vegeta-
le (mais, mandorle, noccioline e pistacchi, caffe, frutta, ecc.) (168), I'introduzione di
AF nella catena alimentare umana ¢ in gran parte riferibile al loro trasferimento in
prodotti di origine animale, in particolare latte e prodotti lattiero-caseari, causata da
ingestione di mangimi contaminati (306, 378). Quando le lattifere ingeriscono man-
gimi contaminati da AFBq, infatti, una parte di micotossina viene metabolizzata in
AFM; ed escreta nel latte (313). AFM{, ha mostrato, sperimentalmente, di possede-
re proprieta epatotossiche, mutagene e cancerogene che, sebbene inferiori ad AFB1,
non possono essere considerate trascurabili (419). Inoltre il latte € una importante
fonte di nutrimento per i bambini che, come i piccoli di tutte le specie animali, sono
maggiormente sensibili degli adulti agli effetti tossici di AF.

Scopo del presente progetto di ricerca ¢ lo sviluppo di un vaccino, sicuro ed effica-
ce, basato sulla produzione di costrutti mimetici, ricombinanti e genici, o di un deri-
vato chimico di AFB{, coniugato a proteine carrier, da valutare comparativamente,
in modelli animali preliminari, topi e ratti, mediante diverse modalita di immunizza-
zione, parenterale e delle mucose, per l'induzione di Ab specifici per AFBy in grado

di prevenirne, in vacche, il trasferimento, sottoforma di AFMq, nel latte.

91



2.
MATERIALI E METODI

92



2 - Materiali e metodi

2.1 TERRENI, SOLUZIONI E TAMPONI

Nello studio sono stati utilizzati i seguenti terreni di coltura:

Terreno 2x YT: a 900 ml di H,0 sono stati aggiunti 17 g di triptone, 10 g di estrat-
to di lievito, 5 g di NaCL

Terreno YT-AG: 2x YT addizionato di ampicillina (100 g/mD e glucosio al 2%, il glu-
cosio a concentrazioni diverse ¢ indicato (0.1, 1%).

Terreno 2x YT-A: 2x YT addizionato di ampicillina (100 pg/ml).

Terreno 2x YT-AK: 2x YT addizionato di ampicillina (100 pg/ml) e kanamicina (50
pg/mb.

Terreno YT agar: 2x YT addizionato di agar.

Terreno H agar: a 900 ml di H50 sono stati aggiunti 10 g triptone, 5 g NaCl, 15 g
agar; dopo aver sciolto e portato il volume ad un litro, il terreno ¢ stato autoclavato.
Terreno H agar molle: a 900 ml di H,0 sono stati aggiunti 10 g triptone, 5 g NaCl,
6,5 g agar; dopo aver sciolto e portato il volume ad un litro, il terreno & stato auto-
clavato.

Terreno minimo agarizzato: 15 g agar, 930 ml H,O distillata; il terreno & stato
autoclavato a 121°C per 20 minuti; dopo aver raffreddato a 50°C, sono stati aggiun-
ti sterilmente: 20 ml di soluzione di Vogel Bonner e 50 ml di glucosio al 40% ed il
terreno ¢ stato distribuito in capsule di Petri (15 ml/per piastra).

Terreno top agar: 6 g agar, 5 g NaCl; 1000 ml H,O distillata; il terreno & stato auto-
clavato a 121°C per 20 minuti.

Terreno brodo nutritivo: 15 g Nutrient Broth N°2 (Fluka), 1000 ml H,O distillata;
il terreno ¢ stato autoclavato a 121°C per 20 minuti.

Terreno nutritivo agarizzato: 15 g agar, 15 g Nutrient Broth N°2 (Fluka), 1000 ml
H,O distillata; il terreno ¢ stato autoclavato a 121°C per 20 minuti e distribuito in

capsule di Petri (25 ml/per piastra).
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Terreno DMEM completo: Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) conte-
nente 10% di siero fetale bovino (FBS), 1% penicillina-streptomicina, 1 mM piruvato

di sodio.

Nello studio sono state utilizzate le seguenti soluzioni e soluzioni tampone:

Tampone fosfato (PBS) pH 7,2: 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g NaZHPO4, 0,24 g
KH,PO,, H,0; dopo soluzione, portato a pH 7,2 con NaOH e ad un volume di 1
litro, il tampone ¢ stato autoclavato.

PEG/NaCl: in un litro di HZO sono stati sciolti 200 g di glicole polietilenico 6000
(Sigma Aldrich) e 146,1 g di NaCl; il tampone € stato successivamente autoclavato.
Tampone carbonato pH 9,6: a 900 ml di H»0 sono stati aggiunti 1,59 g Na,COg,
2,93 g NaHCOg3, il tampone ¢ stato portato a pH 9,6 ed a volume di un litro con
H2O.

Tampone di saturazione (TS): PBS 1x pH 74; gelatina porcina 0,1%; (Sigma Al-
drich).

Tampone di lavaggio (TL): PBS contenente Tween 20 (0,05%).

Tampone di lisi A: 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.3 M NaCl, 0.5 mM PMSF, 0.5 mM ben-
zamidina, 1mM leupeptina, ImM pepstatina in HO.

Tampone di lisi B: 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M NacCl, 2 M Urea, 0 2% Triton™ X-
100 pH 8, in H5O.

Tampone di lisi C: 20mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 8M Urea, 10mM f-Mercaptoeta-
nolo, in H>O.

Soluzione di Vogel Bonner: 10 g MgSOy4 x 7 HpO, 100 g acido citrico (CgHgO~ X
H50), 500 g KbHPOy, 175 g sodio ammonio idrogeno fosfato (NaNH4HPO, x 4
H»0O); dopo aver sciolto e portato il volume ad un litro, il terreno ¢ stato autoclava-
to a 121°C per 20 minuti.

Glucosio 40%: Soluzione al 40% di destrosio in H,O distillata; la soluzione & stata
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filtrata con filtri da 0,45 pm.

Soluzione salina: 0,4 M cloruro di magnesio (MgCl,), 1,65 M cloruro di potassio
(KCD; la soluzione ¢ stata autoclavata a 121°C per 20 minuti.

89 mix: 3,35 ml H,O distillata sterile, 5 ml PBS 1X pH 7,4, 0,2 ml soluzione salina,
0,4 ml NADP 50 pl D-glucosio-6-fosfato, 1 ml S9 (Trinova Biochem).
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2.2 CEPPI BATTERICI

Per la produzione dei fagi ricombinanti, dei vaccini genici e delle proteine ricombi-

nanti sono stati utilizzati diversi ceppi di Escherichia coli:

E. coli TG1 (Amersham Pharmacia): K12A(lac-pro), supE, thi, hsdD5/F, traD30,
proAB, lacl4, lacZM15; ceppo contenente un tRNA soppressore che consente la pro-
duzione di progenie fagica, in presenza di fago M13KO7 come helper.

E. coli X11 blue (Stratagene): recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac
[F” proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Teth)]; ceppo supercompetente che permette lo scree-
ning colorimetrico blu-bianco per la selezione delle colonie contenenti i plasmidi
ricombinanti.

E. coli BI21 Star DE3 (Stratagene): F~ ompT, gal, dem, lon, hsdSg(rg™ mp™), MDE3
[lactq, lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5)); ceppo competente con ridotta degrada-
zione delle proteine eterologhe espresse nel ceppo a causa dell’assenza della pro-

teasi Lon e la proteasi della membrana esterna OmpT.

Per i saggi di mutazione genica in vitro sono stato utilizzati due ceppi di Salmonella
yphimurium gentilmente forniti dalla Dottoressa Francesca Cassoni dell’Agenzia Re-

gionale per la Protezione dell’Ambiente (ARPA) dell’ Emilia Romagna.

S. typbimurium TA98: hisD, uvrB, rfa, bio, pKM101(amp"); ceppo che reca una
mutazione di tipo frameshift in uno dei geni necessari per la sintesi di istidina, per-
mettendo la rilevazione di mutazioni per inserzione o delezione di basi.

S. typbimurium TA100: hisG, uvrB, rfa, bio, pKM101(amp!); ceppo che reca una
mutazione di tipo missenso in uno dei geni necessari per la sintesi di istidina, per-

mettendo la rilevazione di mutazioni per sostituzione di basi.

96



2 - Materiali e metodi

2.3 IMMUNIZZAZIONI SPERIMENTALI

Per la valutazione della potenzialita immunogena del coniugato di controllo sono

state effettuate le seguenti modalita di immunizzazione:

2.3.1 Immunizzazione di topi con AFB{ coniugata a BSA

Gruppi di 6 topi Balb/C (Harlan Nossan Laboratories) di 8 settimane sono stati immu-
nizzati mediante ripetuti inoculi di AFBq coniugata a BSA (AFBl—BSA) (Sigma Al-
drich), comparativamente ad un gruppo omogeneo di animali immunizzati con BSA
(Sigma Aldrich) utilizzato come controllo. Per ognuno degli animali immunizzati con
AFB{-BSA o BSA sono state iniettate, per via intraperitoneale (i.p.), quattro dosi
(giorno 0, 14, 28 e 42) costituite ognuna da 50 pg di immunogeno addizionati di
adiuvante di Freund completo (primo inoculo) o incompleto (3 inoculi successivi),
in un volume finale di 100 pl in PBS pH 7,4. A vari tempi, prima, durante e dopo il
periodo di immunizzazione, sono stati eseguiti prelievi di sangue per via retro-orbi-

tale al fine di verificare la presenza nei differenti sieri di Ab specifici per AFB;.

2.3.2 Immunizzazione di ratti con AFB{ coniugata a BSA
Gruppi di 7 ratti (Morini) di 8 settimane sono stati immunizzati mediante ripetuti ino-
culi di AFB{-BSA, comparativamente ad un gruppo omogeneo di animali immuniz-

zati con BSA utilizzato come controllo.

Immunizzazione sistemica
Per ognuno degli animali immunizzati sono state iniettate i.m. quattro dosi (giorno
0, 14, 28 e 42) costituite ognuna da 100 pg di immunogeno addizionati di adiuvan-

te di Freund completo (primo inoculo) o incompleto (3 inoculi successivi), in un
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volume finale di 200 pl in PBS pH 7,4. A vari tempi, prima, durante e dopo il perio-
do di immunizzazione, sono stati eseguiti prelievi di sangue dalla vena caudale al

fine di verificare la presenza nei differenti sieri di Ab specifici per AFB;.

Immunizzazione vaginale

Per ognuno degli animali immunizzati sono state inoculate, per via vaginale (i.2.g.),
quattro dosi (giorno 0, 14, 28 e 42) costituite ognuna da 50 pg di immunogeno
addizionati di 5 di pg di tossina colerica (CT), un potente adiuvante mucosale
(399), in un volume finale di 100 pl in PBS pH 7.4. A vari tempi, prima, durante e
dopo il periodo di immunizzazione, sono stati eseguiti prelievi di sangue, feci e
muco vaginale al fine di verificare la presenza nei differenti sieri di Ab specifici per

AFBy.

2.3.3 Immunizzazione di bovini con AFB{ coniugata a BSA

Due vacche da latte, stabulate presso il Centro Ricerche Zootecniche (CeRZoo)
dell’Universita Cattolica del S. Cuore di Piacenza, sono state immunizzate mediante
ripetuti inoculi di AFB{-BSA, comparativamente ad una coppia di animali immuniz-

zati con BSA.

Immunizzazione sistemica

Per ognuno degli animali immunizzati sono state iniettate, per via intradermica (i.d.),
tre dosi (giorno 0, 21 e 42) costituite da 500 pg di immunogeno addizionati di adiu-
vante di Freund completo (primo inoculo) o da 250 pg di immunogeno addizionati
di adiuvante di Freund incompleto (2 inoculi successivi), in un volume finale di 1 ml
in PBS pH 7.4. A vari tempi, prima, durante e dopo il periodo di immunizzazione,
sono stati eseguiti prelievi di sangue dalla vena giugulare al fine di verificare la pre-

senza nei differenti sieri di Ab specifici per AFBy.
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Immunizzazione intranasale

Per ognuno degli animali immunizzati sono state inoculate, per via nasale (i.7.),
quattro dosi (giorno 0, 14, 28 e 42) costituite da 500 pg di immunogeno (primo ino-
culo) o da 250 pg di immunogeno (3 inoculi successivi), addizionati di 100 pg di CT,
in un volume finale di 1 ml in PBS pH 7,4. A vari tempi, prima, durante e dopo il
periodo di immunizzazione, sono stati eseguiti prelievi di sangue e muco nasale al

fine di verificare la presenza nei differenti sieri di Ab specifici per AFB;.
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2.4 INDAGINI SIEROLOGICHE IN ANIMALI
IMMUNIZZATI CON AFB{-BSA

Sui campioni biologici prelevati dagli animali immunizzati con AFB{-BSA sono state

effettuate le seguenti indagini sierologiche:

2.4.1 Saggi immunoenzimatici diretti per la valutazione di Ab
specifici nei confronti di AFBq

I pozzetti di piastre microtiter sono stati adsorbiti con 50 pl di campioni biologici
opportunamente diluiti (1:50 sieri; 1:10 feci, muco nasale e muco vaginale) in tam-
pone carbonato pH 9,6, incubando una notte a 4°C in camera umida. Dopo 3 lavag-
gi con TL, saturazione con 100 pl di TS per 90" ed ulteriori 3 lavaggi, ad ogni poz-
zetto sono stati aggiunti 50 pl di una soluzione di AFBq coniugata a perossidasi
(AFB{-HRP) (Abraxis) diluita 1:2 in PBS pH 7,4. Dopo 60’ a 37°C in camera umida,
AFB{-HRP legata ¢ stata rilevata aggiungendo 50 pl di una soluzione di cromogeno
(TMB) (Sigma Aldrich) e substrato (0,02% H,O,). La reazione ¢ stata bloccata dopo
307, aggiungendo 25 pl di H»SO4 1 N e l'assorbanza ¢ stata letta a 650 e 450 nm in

un lettore per micropiastre (Multiskan Ascent, Labsystems).

2.4.2 Saggi immunoenzimatici per la valutazione di Ab specifici nei
confronti di BSA

I pozzetti di piastre microtiter sono stati adsorbiti con 100 pl di una soluzione con-
tenente 0,5 pg di BSA in tampone carbonato pH 9,6, incubando una notte a 4°C.
Dopo la saturazione con 200 pl di TS a 37°C per 90’ sono stati aggiunti 100 pl di

campione biologico, opportunamente diluito in PBS (1:400 sieri, 1:10 feci e fluidi
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vaginali). Gli Ab legati sono stati rilevati con Ab polivalenti coniugati a perossidasi,
specifici per le Ig della specie considerata, e una soluzione di cromogeno e substra-
to, come precedentemente descritto. La reazione ¢ stata bloccata dopo 5’ con HySO4

1 N (50 pl per pozzetto) leggendo successivamente I'assorbanza a 650 e 450 nm.

2.4.3 Determinazione dell’isotipo di Ab di topo specifici per AFB4

I pozzetti di piastre microtiter sono stati adsorbiti con 50 Yl di una soluzione di tam-
pone carbonato pH 9.6 contenente 5 pg/ml di ciascuno degli Ab monoclonali di ratto
diretti contro le catene y1, y2a, y2b, v3, p ed a di topo (AbD Serotec), incubando al
buio per una notte a temperatura ambiente. In seguito a saturazione con 100 pl di
TS a 37°C per 90’ e lavaggio con TL, sono stati aggiunti 50 pl di siero di topo prele-
vato dopo il periodo di immunizazione (giorno 50) diluito 50 volte in PBS. Dopo 90’
di incubazione a 37°C, le piastre sono state nuovamente lavate ed ad ogni pozzetto
sono stati aggiunti 50 pl di una soluzione di AF-HRP diluita 1:2 in PBS pH 7.4. 1l lega-
me degli Ab specifici ¢ stato rilevato dopo 60’ a 37°C, aggiungendo in ciascun poz-
zetto di 50 pl di substrato cromogenico, come precedentemente descritto, ed incu-
bando la piastra a temperatura ambiente al buio per 20’. La reazione ¢ stata blocca-
ta con H2SO4 1 N (25 ul per pozzetto) leggendo successivamente 'assorbanza a 650

e 450 nm.
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2.5 IMMUNOMONITORAGGIO

Il monitoraggio sierologico degli animali immunizzati ¢ stato condotto mediante le

seguenti modalita:

2.5.1 Monitoraggio sierologico di topi immunizzati con AFB1-BSA
ed esposti ad AFB4

Dopo 11 mesi dallinizio del protocollo di immunizzazione, a ciascun topo immu-
nizzato per via parenterale con AFB{-BSA sono stati somministrati per via intraga-
strica (i.g.) 0,2 png di AFBq per 5 giorni. I sieri ottenuti da campioni di sangue pre-
levati prima (giorno 0) e dopo (giorno 50) 'immunizzazione, prima dell’esposizio-
ne ad AFB; (giorno 320) e dopo il 10° giorno dall’inizio del trattamento (giorno
330), opportunamente diluiti, sono stati saggiati mediante saggio immunoenzimati-

co diretto.

2.5.2 Monitoraggio sierologico di ratti immunizzati per via siste-
mica con AFB{-BSA ed esposti ad AFBq

Dopo 5 mesi dall'inizio del protocollo di immunizzazione, a ciascun ratto immu-
nizzato per via parenterale con AFB{-BSA sono stati somministrati, per via intraga-
strica (7.g.), 100 pl di una soluzione contenente 1 pg di AFB4. I sieri ottenuti da cam-
pioni di sangue prelevati prima (giorno 0) e dopo (giorno 50) I'immunizzazione,
prima dell’esposizione ad AFBq (giorno 150) e dopo 14 giorni dal trattamento (gior-
no 164), opportunamente diluiti, sono stati saggiati mediante saggio immunoenzi-

matico diretto.
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2.6 PRODUZIONE DI COSTRUTTI PEPTIDICI
FAGICI MIMOTOPI DI AFB4

I peptidi fagici mimotopi di AFBq sono stati costruiti secondo le seguenti modalita:

2.6.1 Clonaggio di oligonucleotidi in pC39

Sono stati prodotti immunogeni ricombinanti fagici, basati sul vettore fagemidico
pC89 (420), esprimenti in multicopia sul capside due diverse sequenze di 14 ammi-
noacidi, denominate C1 (FHPRCNEMTCHIKP) e C2 (ANTWCYVDECMRIA), ricono-
sciute come mimotopi peptidici di AFB; (421). In particolare, sulla base delle se-
quenze nucleotidiche di C1 e C2, sono state disegnate due coppie di oligonucleoti-
di fosforilati introducendo ai lati della sequenza codificante di ciascun peptide il sito

di restrizione EcoR 1 al 5 e il sito di restrizione BamH 1 al 3.

Oligonucleotidi C1 per pC89:

EcoR 1 BamH 1
5- AATTC TTT CAT CCG CGT TGC AAC GAA ATG ACC TGC CAT ATT AAA CCG G -3

3’- G AAA GTA GGC GCA ACG TTG CTT TAC TGG ACG GTA TAA TTT GGC CCT AG -5

Oligonucleotidi C2 per pC89:
EcoR 1 BamH 1
5’- AA TTC GCG AAC ACC TGG TGC TAT GTG GAT GAA TGC ATG CGT ATT GCG G -3

3’- G CGC TTG TGG ACC ACG ATA CAC CTA CTT ACG TAC GCT TAA CGC CCT AG -5

La linearizzazione del vettore fagemidico pC89 (gentilmente fornito dal Professor

Franco Felici del Dipartimento di Scienze Microbiologiche, Genetiche e Molecolari
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della facolta di Scienze Matematiche, Fisiche e Naturali dell’'Universita di Messina),
attraverso restrizione con EcoRI e BamHI, ha permesso 'inserimento delle sequen-
ze oligonucleotidiche precedentemente digerite con gli stessi enzimi. La circolariz-
zazione del costrutto ricombinante ¢ stata ottenuta tramite reazione di ligasi. In tal
modo, le sequenze codificanti per C1 e C2 sono state inserite in fase nella regione
ammino-terminale della proteina capsidica pVIII del vettore fagemidico pC89, sotto
il controllo del promotore Lac. Nel vettore sono presenti, inoltre, le origini di repli-
cazione di E. coli (colElori) e di f1 (f1 ori) ed i geni per la resistenza all'ampicillina.
La miscela di ligazione in cui € avvenuta la circolarizzazione dei costrutti chimerici
ottenuti, denominati pC89-C1 e pC89-C2, ¢ stata dializzata contro acqua, per 30’ a
temperatura ambiente, con membrane da dialisi (Millipore), al fine di eliminare i sali
presenti nella soluzione di reazione, preparando il DNA per la trasformazione di cel-
lule rese chimicamente competenti (422) del ceppo di E. coli TG1 successivamente

selezionate con ampicillina.

2.6.2 Produzione dei fagi ricombinanti

Singole colonie di E. coli TG1 trasformate con i fagi ricombinanti sono state trasferi-
te con stuzzicadenti sterili in pozzetti separati di piastre microtiter in polipropilene a
96 pozzetti, contenenti ciascuno 150 pl di YT-AG 2x (1% di glucosio). Dopo 3 ore a
37°C in agitazione (180 rpm), a ciascun pozzetto sono stati aggiunti 25 pl di YT-AG
2% (1% di glucosio) contenente 109 u.f.p. di fago helper M13KO7. Dopo incubazio-
ne a 37°C per 30’, la piastra ¢ stata centrifugata a 1500xg per 107, il sopranatante ¢
stato eliminato e sostituito con 200 pl di YT-AK 2X; dopo ulteriore incubazione a
30°C in agitazione (180 rpm) e successiva centrifugazione, i sopranatanti contenenti
i fagi ricombinanti sono stati trasferiti nei pozzetti di una piastra per micro titolazio-
ne al fine di verificarne la reattivita nei confronti Ab monoclonali specifici per AFBy,

mediante saggio immunoenzimatico.
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2.6.3 Saggio immunoenzimatico dei fagi ricombinanti

Ai pozzetti di piastre microtiter, precedentemente adsorbiti con Ab monoclonali spe-
cifici per AFB; (Biodesign o USBiological) (10 pg/ml, in 100 ul tampone carbonato,
pH 9,0, per una notte a 4°C) e saturati con 200 pl di TS, sono stati aggiunti 80 ul dei
vari sopranatanti e 20 pl di TS 10%. Come controllo negativo ¢ stato utilizzato il fago
pC89 nella sua forma nativa (senza inserto peptidico). Dopo 2 ore e 3 lavaggi con
PBS, sono stati aggiunti 100 pl di una soluzione di Ab di cavallo anti-fago M13 coniu-
gati a perossidasi (Amersham Pharmacia Biotech), diluiti 1:5000 in TS. Dopo 1 ora a
37°C e successivi lavaggi, 'eventuale positivita della reazione ¢ stata rilevata aggiun-
gendo 100 pl di una soluzione di cromogeno (TMB, Sigma Aldrich) e substrato
(H>O5). La reazione ¢ stata bloccata dopo 15" aggiungendo 50 pl di H)SO4 1 M e

I'assorbanza & stata letta a 650 e 450 nm.

2.6.4 Produzione di cloni fagici per immunizzazione

Per la produzione di fagi dai cloni ricombinanti espressi in pC89 (pC89-C1 e pC89-
C2), per ciascuno dei cloni positivi selezionati sono state allestite colture da singola
colonia in 10 ml di YT 2X, successivamente incubate per una notte a 30°C in agita-
zione (180 rpm). A ciascuna sospensione batterica ¢ stato aggiunto YT-AG 2% (1% di
glucosio) sino al raggiungimento di una densita ottica (D.O.), misurata a 600 nm, pari
a 0,05-0,1. 50 ml di ciascuna coltura sono stati incubati a 37°C in agitazione (180
rpm) fino a raggiungere una D.O. di 0,4/0,5, infettando quindi 10 ml con il fago hel-
per M13KO7 in rapporto 20:1 (fagi:batteri), per 30" a 37°C in bagnetto termostatato.
Le cellule batteriche infettate sono state centrifugate a 3300xg per 10" ed il pellet ¢
stato risospeso in 500 ml di YT-AK 2x. Dopo incubazione per una notte a 30°C in
agitazione (180 rpm), la coltura ¢ stata centrifugata a 10800xg per 10’ ed il soprana-
tante ¢ stato prelevato ed addizionato con 125 ml di PEG/NaCl, per favorire la pre-

cipitazione fagica, lasciando per 30’ in ghiaccio. Dopo centrifugazione a 10000xg per
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30", il pellet ¢ stato risospeso in 50 ml di PBS sterile, addizionato di 10 ml di
PEG/NaCl e centrifugato ulteriormente a 10000xg per 30". Il pellet ¢ stato risospeso
in 12 ml di PBS addizionato di 3 ml di PEG/NaCl. Dopo centrifugazione, il pellet,
ben asciugato, ¢ stato risospeso in 2 ml di PBS. La sospensione fagica ¢ stata imme-
diatamente centrifugata a 12000xg per 5’, al fine di eliminare eventuali detriti cellu-
lari, ed il sopranatante, filtrato con filtri per siringa da 0,45 pm (Millex Millipore) a
basso assorbimento proteico, ¢ stato trasferito in una nuova provetta da 1,7 ml e con-
servato a 4°C fino al momento dell'immunizzazione. Le sospensioni fagiche cosi otte-

nute sono state successivamente titolate.

2.6.5 Titolazione fagica

Una sospensione di E. coli TG1 in YT 2x ¢ stata lasciata crescere fino a D.O. pari a
0,8, mentre le singole sospensioni fagiche da titolare sono state diluite a 10’8, 10’9,
1010 1071 1n provette di vetro con tappo a vite, mantenute alla temperatura di
45°C in termoblocco, sono stati distribuiti 3 ml di H-agar molle sciolto, 300 pl di TG1
e 100 pl di ciascuna diluizione fagica. Dopo agitazione vigorosa con vortex, il con-
tenuto ¢ stato rapidamente versato in piastre di H-agar precedentemente scaldate in
termostato a 37°C. Dopo aver lasciato solidificare l'agar, le piastre sono state incu-
bate a 30°C per una notte, provvedendo quindi alla titolazione mediante conta delle

placche.

106



2 - Materiali e metodi

2.7 PRODUZIONE DI IMMUNOGENI GENICI
ESPRIMENTI PEPTIDI MIMETICI DI AF

La produzione di immunogenici genici esprimenti peptidi mimetici di AF ¢ stata ese-

guita secondo le seguenti modalita

2.7.1 Clonaggio di oligonucleotidi in pDisplay

Sono stati prodotti costrutti genici esprimenti come peptidi transmembrana due
diverse sequenze di 14 amminoacidi, denominate C1 (FHPRCNEMTCHIKP) e C2
(ANTWCYVDECMRIA), riconosciute come mimotopi peptidici di AFBy (421), inse-
rendo le sequenze nucleotidiche codificanti per C1 e C2 nel vettore pDisplay
(Invitrogen, Carlsbad, USA). A questo scopo, sono state disegnate 2 coppie di oli-
gonucleotidi fosforilati, esprimenti rispettivamente C1 e C2, tali che la sequenza codi-
ficante per il peptide fosse fiancheggiata dalla sequenze Bg/ 1T al 5’ e Pst I al 3.

Oligonucleotidi C1 per pDisplay:

Bgl 11 Pst 1
5- GATCT TTT CAT CCG CGT TGC AAC GAA ATG ACC TGC CAT ATT AAA CCG CTG CA -3

3’- A AAA GTA GGC GCA ACG TTG CTT TAC TGG ACG GTA TAA TTT GGC G -5

Oligonucleotidi C2 per pDisplay:
Bgl 11 Pst 1
5’- GA TCT GCG AAC ACC TGG TGC TAT GTG GAT GAA TGC ATG CGT ATT GCG CTG CA -3’

3- A CGC TTG TGG ACC ACG ATA CAC CTA CTT ACG TAC GCT TAA CGC G -5

Dopo l'appaiamento, ciascuno dei due oligonucleotidi a doppio filamento ¢ stato

ligato al vettore pDisplay precedentemente digerito con Bg/ I e Pst I, inserendo
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cosi le sequenze codificanti per C1 e C2 sotto il controllo del promotore di CMV,
in fase con il segnale di secrezione delle catene x di immunoglobuline (a monte)
e con la sequenza segnale di traslocazione in membrana del recettore del fattore
di crescita piastrinico (a valle). In questo modo, in cellule eucariotiche superiori,
i peptidi ricombinanti risultano espressi come proteina transmembrana. Nel vet-
tore sono inoltre presenti le origini di replicazione di E. coli (colElori) e di f1 (f1
ori), il promotore T7, inducibile da lattosio o analoghi come I'isopropyl-f-D-tio-
galattopiranoside (IPTG), il segnale di poliadenilazione dell’ormone della crescita
bovino (efficiente terminatore della trascrizione) ed i geni per la resistenza all’am-
picillina, alla kanamicina ed alla neomicina. Come descritto precedentemente, la
miscela di ligazione attraverso la quale ¢ avvenuta la circolarizzazione dei costrut-
ti chimerici ottenuti (pDisplay-C1 e pDisplay-C2), dializzata contro acqua, ¢ stata
utilizzata per trasformare cellule rese chimicamente competenti (422) del ceppo
di E. coli TG1, successivamente selezionate con ampicillina. T plasmidi ricombi-
nanti estratti da singole colonie sono stati valutati in relazione alle loro caratteri-

stiche molecolari.

2.7.2 Verifica molecolare della presenza dell’inserto in pDisplay-C1
e pDisplay-C2

I plasmidi ricombinanti, estratti da singole colonie isolate di cloni trasformanti, sono
stati valutati in relazione alle loro caratteristiche molecolari mediante restrizione enzi-
matica con Pst 1. Successivamente, i DNA digeriti sono stati separati su gel di agaro-
so all'l% ed i vari profili elettroforetici sono stati analizzati, dopo colorazione con
bromuro di etidio, in comparazione a marcatori di peso molecolare noto (FastRuler
DNA Ladder, Fermentas) e ad un controllo negativo costituito dal vettore senza inser-
to. I cloni risultati positivi sono stati utilizzati per la produzione dei costrutti genici

per I'immunizzazione.
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2.7.3 Preparazione e purificazione di plasmidi per immunizzazione
I plasmidi per le immunizzazioni sono stati prodotti inoculando una singola colonia
di E. coli TG1, trasformato come precedentemente descritto, in 10 ml di YT-AG 2x
(0,1% di glucosio). Dopo incubazione di una notte a 37°C in agitazione (180 rpm),
4 ml di questa sospensione sono stati inoculati in 400 ml YT-AG 2x (0,1% di gluco-
sio) con ulteriore incubazione di una notte a 37°C in agitazione (180 rpm). Le cellu-
le sono state, successivamente, centrifugate a 10800xg per 15’ e i plasmidi sono stati
purificati dal sedimento cellulare utilizzando EndoFree Plasmid Maxi kit (Quiagen).
La concentrazione e la purezza della preparazione ¢ stata valutata mediante lettura
spettrofotometrica a Aygny € osservazione del rapporto Aygn/ 260 (417) (Spettrofo-

tometro DU 65, Beckman).
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2.8 PRODUZIONE DI PROTEINE RICOMBINANTI
ESPRIMENTI UN PEPTIDE MIMETICO DI AF

2.8.1 Clonaggio di oligonucleotidi in pT7Kan-Trx

Allo scopo di ottenere costrutti totalmente ricombinanti, in collaborazione con il Prof.
Simone Ottonello del Dipartimento di Biochimica e Biologia Molecolare dell'Univer-
sita di Parma, ¢ stato realizzato un costrutto peptidico esprimente una sequenza di
14 amminoacidi, denominata C2 (ANTWCYVDECMRIA), riconosciuta come mimoto-
po peptidico di AFB (421), veicolato da tioredossina. Tale costrutto chimerico ¢ sta-
to costruito utilizzando il plasmide pT7Kan-Trx, una versione di pET28 (Novagen)
modificato in modo da contenere la sequenza codificante per la tioredossina batte-
rica e la resistenza alla kanamicina (423). Sulla base della sequenza codificante per
C2, ¢ stata disegnata una coppia di oligonucleotidi fosforilati introducendo al 5’ e al

3 il sito di restrizione Cpo 1.
Oligonucleotidi C2 per pT7Kan-Trx:

Cpol Cpo 1
5’- GA CCG GCG AAC ACC TGG TGC TAT GTG GAT GAA TGC ATG CGT ATT GCG CG -3’

3’- GC CGC TTG TGG ACC ACG ATA CAC CTA CTT ACG TAC GCT TAA CGC GCC TG -5

Dopo l'appaiamento, gli oligonucleotidi a doppio filamento sono stati ligati a livello
dell’'unico sito di restrizione Cpo I presente all’interno della sequenza codificante per
la tioredossina. Il costrutto risultante, denominato pT7Kan-Trx/C2, codifica per un

polipeptide (Trx/C2: Trx(1-33)gPMANTWCYVDECMRIAGGpTrx(36-109)) in cui C2

(sottolineato) & inserito all'interno dello scheletro della tioredossina. E stato inoltre
possibile produrre costrutti chimerici Trx/C2(n) recanti fino a 15 copie di C2 (apta-

meri) disposte in tandem.
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2.8.2 Clonaggio di oligonucleotidi in pT7Kan-NcCVNHO

La sequenza codificante per NcCVNHO (Neurospora crassa Cyanovirin-N Homolo-
gous type-0) ¢ stata clonata nel plasmide pET28 (Novagen) con un procedimento
analogo a quello precedentemente descritto per Trx. Mentre nel gene codificante per
Trx era gia presente il sito di restrizione adatto per il clonaggio (Cpo D, nel gene
NcVNHO questo € stato creato ex-novo mediante mutagenesi sito-specifica basata
sulla reazione di PCR (424). Sono state, quindi, disegnate delle coppie di oligonu-
cleotidi complementari con estremita protrudenti compatibili con il clonaggio nel sito
di restrizione Cpo I e capaci di originare, in seguito ad appaiamento, il corrispon-

dente frammento genico codificante per il peptide mimotopo C2.

Cpo 1 Cpo 1
5- GA CCG GCG AAC ACC TGG TGC TAT GTG GAT GAA TGC ATG CGT ATT GCG CG -3

3’- GC CGC TTG TGG ACC ACG ATA CAC CTA CTT ACG TAC GCT TAA CGC GCC TG -5

Il costrutto chimerico risultante in seguito al clonaggio, denominato pT7Kan-
NcCVNHO0/C2, codifica per un polipeptide in cui la sequenza codificante per C2 ¢
inserita all’interno della sequenza di NcCVNHO in posizione 96-99, corrispondente
ai residui aminoacidici 32-33. E stato possibile ottenere costrutti chimerici recanti

un diverso numero di copie del peptide mimotopo (aptameri) disposte in tandem.

2.8.3 Produzione di immunogeni ricombinanti costituiti da mimo-
topi di AF coniugati a Trx o NeCVNHO

Cellule batteriche di E. coli XI1 blue ed E. coli BI21 Codon Plus (DE3) sono state tra-
sformate, mediante elettroporazione, con i plasmidi pT7Kan-Trx/C2,) e pT7Kan-
NcCVNHO/C2pyy contenenti la sequenza codificante per Trx o NcCVNHO e gli inser-

ti corrispondenti ad (n) ripetizioni in tandem del mimotopo di AFB{ C2 sotto il con-
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trollo del promotore T7, inducibile da lattosio o analoghi, come IPTG. Nonostante i
livelli di espressione per tutte le proteine siano stati soddisfacenti, dalle prime prove
di induzione ¢ emerso che solo alcune delle proteine ricombinanti erano solubili. Si
€ osservato, infatti, che, mentre i monomeri mostravano un buon livello di solubili-
ta, le proteine con piu copie del mimotopo si presentavano in forma insolubile, nei
corpi di inclusione. In relazione alla solubilita della proteina sono stati, quindi, uti-

lizzati due differenti protocolli di purificazione.

2.8.3.1 Proteine solubili

I cloni batterici contenenti i costrutti sono stati indotti a produrre i polipeptidi ricom-
binanti aggiungendo IPTG 1mM ad un brodo di coltura precedentemente inoculato
con le cellule trasformate ed incubato 24h a 37°C. Dopo 4 ore dall'induzione, le cel-
lule batteriche sono state recuperate mediante centrifugazione e quindi sonicate con
macropunta in buffer di lisi A per 20’ totali, colpi da 3”, pause da 6” e 6 Watt di
potenza. La soluzione lisata ¢ stata quindi centrifugata, recuperando il supernatante
e purificando le proteine ricombinanti mediante cromatografia di affinita. Il vettore
pT7Kan-Trx/C2(yy) consente la produzione di proteine con una coda di istidine
(OHis-tag) sia all’estremita N-terminale che C-terminale, mentre il vettore pT7Kan-
NcCVNHO/C2(py) all'estremita N-terminale. Per la purificazione ¢ stata utilizzata la
Talon Metal Affinity Resin (Clontech), che sfrutta 'affinita delle istidine per lo ione
Co%* e consente di ottenere, in un unico passaggio cromatografico, un campione
puro all’80%. 1l campione ¢ stato, quindi, concentrato tramite ultrafiltrazione e scam-
bio del solvente, utilizzando come tampone di scambio PBS 1X pH 7,4. Le proteine
sono state quantificate mediante saggio di Bradford (425), misurando 'aumento del-
I'assorbimento a 595 nm in seguito all’aggiunta del colorante Blue Coomassie e sti-
mando la concentrazione proteica del campione di interesse dalla retta di taratura

costruita con soluzioni a concentrazione nota di BSA.
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2.8.3.2 Proteine rinaturate

Per purificare le proteine insolubili, contenute nei corpi di inclusione, si sono effet-
tuate due sonicazioni successive, di cui la prima uguale a quella descritta nel para-
grafo precedente. Dopo il passaggio di centrifugazione, ¢ stato recuperato il pellet,
contentenente i corpi di inclusione, che ¢ stato poi risospeso in un diverso buffer di
lisi B e sottoposto ad un ulteriore passaggio di sonicazione, secondo le modalita pre-
cedentemente descritte. Dopo vari passaggi di centrifugazione, a scopo di lavaggio,
il pellet ¢ stato risospeso in tampone C contenente 8M Urea, in grado di solubiliz-
zare le proteine denaturate. La rinaturazione ¢ stata indotta in seguito ad ultrafiltra-
zione e scambio dal tampone 8M Urea ad un opportuno tampone di rinaturazione,
selezionato in seguito a prove di screening di rinaturazione eseguite per ciascuna
molecola. Le proteine sono state successivamente quantificate spettrofotometrica-

mente con il metodo di Bradford (425).

2.8.4 Verifica delle proteine ricombinanti prodotte mediante SDS
page

La composizione e purezza delle miscele proteiche prodotte ¢ stata verificata facen-
do migrare aliquote contenenti 15 g di proteine purificate, diluite in un tampone ridu-
cente contenente sodio dodecil solfato (SDS), in minigel di poliacrilamide all’'11% per
2 ore a 100 Volt in un Minigel Apparatus (BioRad Laboratories). Come controllo per
la determinazione dei pesi molecolari sono stati fatti migrare, parallelamente, 5 pl di
una miscela di proteine a basso peso molecolare noto (Broad Range Molecular weight

standard, BioRad Laboratories), diluita 1:20 in un tampone riducente contenente SDS.
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2.9 IMMUNIZZAZIONE SPERIMENTALE

L’immunizzazione sperimentale con i costrutti prodotti ¢ stata eseguita secondo le

seguenti modalita:

2.9.1 Immunizzazione di topi con costrutti peptidici fagici mimoto-
pi di AF

Gruppi di 6 topi BALB/c (Harlan Nossan Laboratories) di 6 settimane sono stati
immunizzati mediante ripetuti inoculi di particelle fagiche esprimenti inserti peptidi-
ci mimotopi di AFBy (C1 e C2) sulla pVIII di pC89, comparativamente ad un grup-
po omogeneo di animali immunizzati con il vettore pC89, non esprimente alcun pep-
tide esogeno, utilizzato come controllo (426). Per ognuno degli animali immunizza-
ti sono state iniettate 7.p. quattro dosi (giorno 0, 14, 28 e 42) costituite ognuna da
1012 u.f.p. del clone fagico selezionato addizionate di adiuvante di Freund comple-
to (primo inoculo) o incompleto (3 inoculi successivi), in un volume finale di 100 pl
in PBS pH 7,4. A vari tempi, prima, durante e dopo il periodo di immunizzazione,
sono stati eseguiti prelievi di sangue per via retro-orbitale al fine di verificare la pre-

senza nei differenti sieri di Ab specifici per AFB;.

2.9.2 Immunizzazione di topi con costrutti genici esprimenti pepti-
di mimetici di AF

Gruppi di 6 topi BALB/c (Harlan Nossan Laboratories) di 4 settimane sono stati
immunizzati mediante ripetuti inoculi di potenziali vaccini a DNA costituiti dal pla-
smide pDisplay esprimente peptidi mimotopi di AFB; (C1 o C2) come proteina trans-

membrana, comparativamente ad un gruppo omogeneo di animali immunizzati con
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il vettore pDisplay, non esprimente alcun peptide esogeno, utilizzato come control-
lo. Per ognuno degli animali immunizzati sono state iniettate, per via intramuscola-
re (i.m.), tre dosi (giorno 0, 21 e 42) costituite ognuna da 100 pg di DNA plasmidi-
co pDisplay-C1 o pDisplay-C2, in un volume finale di 100 pl in soluzione fisiologi-
ca. A vari tempi, prima, durante e dopo il periodo di immunizzazione, sono stati ese-
guiti prelievi di sangue per via retro-orbitale al fine di verificare la presenza, nei dif-

ferenti sieri, di Ab specifici per AFB;.

2.9.3 Immunizzazione di topi con mimotopi di AF espressi in Trx o
NeCVNHO

Topi Balb/C (Harlan Nossan Laboratories) (gruppi di 4 od 8 animali) di 8 settimane
sono stati immunizzati mediante ripetuti inoculi di mimotopi di AFB veicolati da Trx
o NcCVNHO, comparativamente a gruppi omogenei di animali inoculati con Trx o
NcCVNHO non esprimenti alcun peptide esogeno, utilizzati come controllo. Per
ognuno degli animali di ciascun gruppo, immunizzati con Trx-C2(,) 0o NcCVNHO-
C2(p) solubili o rinaturate, sono state iniettate i.p. quattro dosi (giorno 0, 14, 28 e
42) costituite ognuna da 50 pg di immunogeno addizionati di adiuvante di Freund
completo (primo inoculo) o incompleto (3 inoculi successivi), in un volume finale di
100 pl in PBS pH 7,4. A vari tempi, prima, durante e dopo il periodo di immunizza-
zione, sono stati eseguiti prelievi di sangue per via retro-orbitale al fine di verificare

la presenza nei differenti sieri di Ab specifici per AFB;.
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2.10 INDAGINI SIEROLOGICHE IN ANIMALI
IMMUNIZZATI CON COSTRUTTI MOLECOLARI
ESPRIMENTI MIMOTOPI DI AFB4

Sui campioni biologici prelevati dagli animali immunizzati con costrutti molecolari
esprimenti mimotopi di AFBq sono state eseguite indagini sierologiche secondo le

seguenti modalita:

2.10.1 Saggi immunoenzimatici diretti per la valutazione di Ab spe-
cifici nei confronti di AFB4

I pozzetti di piastre microtiter sono stati adsorbiti con 50 pl di siero diluito 1:50 in
tampone carbonato pH 9,6, incubando una notte a 4°C in camera umida. Dopo 3
lavaggi con TL, saturazione con 100 pl di TS per 90’ ed ulteriori 3 lavaggi, ad ogni
pozzetto sono stati aggiunti 50 pl di una soluzione di AFB; coniugata a perossidasi
(AFB{-HRP, Abraxis) diluita 1:2 in PBS pH 7,4. Dopo 60’ a 37°C in camera umida,
AFB{-HRP legata ¢ stata rilevata aggiungendo 50 pl di una soluzione di cromogeno
(TMB, Sigma Aldrich) e substrato (0,02% H»O,). La reazione ¢ stata bloccata dopo

307, aggiungendo 25 ul di H,SO4 1 N e I'assorbanza ¢ stata letta a 650 e 450 nm.

2.10.2 Determinazione dell’isotipo immunoglobulinico di Ab speci-
fici per AFB4

I pozzetti di piastre microtiter sono stati adsorbiti con 50 pl di una soluzione di tam-
pone carbonato pH 9,6 contenente 5 pg/ml di ciascuno degli Ab monoclonali di
ratto diretti contro le catene vq, Y4, Y2p, ¥3, B ed a di topo (AbD Serotec), incu-

bando al buio per una notte a temperatura ambiente. In seguito a saturazione con
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100 pl di TS a 37°C per 90’ e lavaggio con TL, sono stati aggiunti 50 pl di siero di
topo prelevato dopo il periodo di immunizazione (giorno 50) diluito 50 volte in PBS.
Dopo 90’ di incubazione a 37°C, le piastre sono state nuovamente lavate e, ad ogni
pozzetto, sono stati aggiunti 50 pl di una soluzione di AF-HRP diluita 1:2 in PBS pH
7,4. 1l legame di Ab specifici ¢ stato rilevato dopo 60" a 37°C, aggiungendo in cia-
scun pozzetto 50 pl di substrato cromogenico, come precedentemente descritto, ed
incubando la piastra a temperatura ambiente al buio per 20’. La reazione ¢ stata
bloccata con HySO4 1 N (25 pl per pozzetto), leggendo successivamente l'assor-

banza a 650 e 450 nm.
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2.11 PRODUZIONE DI ANAFB4

Per la produzione di AnAFB; sono state eseguite le seguenti metodologie:

2.11.1 Modificazione chimica di AFB4

In collaborazione con il Prof. Sforza del Dipartimento di Chimica Organica ed In-
dustriale dell'Universita di Parma, AFB; ¢ stata convertita in AFB{-1-(O-carbossi-
metil) ossima (AnAFB{) secondo il metodo di Chu et al. (383), introducendo in
posizione-1 della molecola di AFB{ un gruppo carbossilico libero. A 3 ml di una so-
luzione di AFB; (10 mg, 0.032 mmol) in metanolo/acqua/piridina (2: 0,5: 0,5) sono
stati aggiunti 10 mg di carbossimetilidrossilamina HCI (0.046 mmol), ponendo la
miscela in reflusso a 60°C per tre ore. La soluzione & stata, quindi, mantenuta una
notte a temperatura ambiente e, successivamente, concentrata sotto vuoto. Un’ali-
quota della soluzione concentrata ¢ stata posta su lastra di gel di silice per croma-
tografia su strato sottile (Thin Layer Chromatography, TLC) (cloroformio/metanolo
70:30), separando un prodotto fluorescente il cui Ry = 0,24 e le cui caratteristiche di
fluorescenza (assorbimento massimo a 362 nm, coefficiente di estinzione molare
20,950) sono risultate in accordo con i dati pubblicati per AFB-1-(O-carbossimetil)
ossima (389, 427). L'identita del prodotto ¢ stata successivamente confermata attra-
verso analisi UPLC-MS (Aquity, Waters). La separazione UPLC ¢ stata effettuata in
colonne C-18 a fase inversa (UPLC BEH Aquity, Waters, 17 pm x 21 mm) con velo-
cita di eluizione 300 pl/min e fase mobile costituita da 0,2% acido formico in HyO

(solvente A) e 0,2% acido formico in acetonitrile (solvente B).

2.11.2 Saggio dell’effetto di AFB1 e AnAFB1 su linee cellulari di
carcinoma epatico

Cellule di epatoblastoma umano HepG2 (BS-TCL-79, American Type Culture Collec-
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tion, Rockville, Md) sono state mantenute in fiasche per colture cellulari in DMEM
completo. Le cellule sono state incubate in termostato umidificato a 37°C al 5% di
CO, e ripassate con frequenza settimanale. Prima dell'utilizzo, AFBq (Sigma Aldrich)
e AnAFBq sono state disciolte in dimetilsulfossido (DMSO) fino alla concentrazione
finale di 5 mg/ml.

In ogni pozzetto di una piastra a 96 pozzetti con fondo piatto, sono stati seminati
200 pl di DMEM completo contenenti 5x10% cellule HepG2, incubando quindi la pia-
stra per 24 ore a 37°C, 5% CO,. Le cellule sono state, quindi, trattate con concen-
trazioni crescenti di AFBy o AnAFB; (1,1 ng/ml, 5,5 pg/ml, 11 pg/ml, 22 pg/mb ed
incubate per 24 ore a 37°C, 5% CO,. Nel saggio sono stati eseguiti controlli negati-
vi condotti con il solo solvente DMSO, utilizzato per disciogliere i campioni, in quan-
tita corrispondente alla concentrazione piu alta di campione in esame. Trascorso il
tempo di incubazione, la piastra ¢ stata lavata con PBS 1X preriscaldato a 37°C, dis-
tribuendo successivamente in ciascun pozzetto 100 pl di terreno D-MEM completo
contenente il colorante alamar blue (Invitrogen) al 10% v/v. Dopo aver agitato la pia-
stra per alcuni secondi evitando di esporla alla luce, questa ¢ stata incubata nuova-
mente a 37°C, 5% CO, per 2 ore. Si ¢ quindi determinato il grado di riduzione del-
I'alamar blue misurando I'assorbanza a 570 e 600 nm e rapportando le letture al bian-
co (terreno DMEM contenente alamar blue). E stata determinata la dose di AFB; in
grado di inibire il 50% della proliferazione cellulare (IC5(), comparativamente a cel-

lule non trattate utilizzate come controllo.

2.11.3 Saggio di mutagenesi di AFBy e AnAFBq su ceppi di Salmo-
nella typhimurium

AFB{ ed AnAFBq sono state sottoposte a test di mutagenesi sui ceppi TA 98 e TA
100 di Salmonella typhimurium (metodo di incorporazione in piastra) in accordo

con i metodi standard (428, 429). Prima dell’utilizzo sono stati verificati i marcatori
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genetici specifici dei ceppi. Per ogni ceppo di S. typhimurium (TA 98 e TA 100), sono
state allestite colture da singola colonia in 10 ml di Brodo Nutritivo addizionato di
ampicillina (25 pg/mb. Le colture sono state, successivamente, incubate per 8-16 ore
a 37°C in agitazione (180 rpm), fino al raggiungimento di una concentrazione cellu-
lare di circa 102 cellule/ml. Al termine dell’incubazione delle brodo colture, € stato
preparata una miscela di enzimi microsomiali di fegato di ratto S9 (Trinova Bio-
chem), precedentemente trattato con un induttore specifico per stimolare la sintesi
di enzimi che consentano l'attivazione metabolica di sostanze promutagene quali
AFBq (428). La beutina contenente la miscela S9 (3,35 ml H,O distillata sterile, 5 ml
PBS 1X pH 7,4, 200 pl soluzione salina, 400 pl NADP, 50 ul D-glucosio-6-fosfato, 1
ml S9) ¢ stata mantenuta in ghiaccio per tutto il tempo di esecuzione del saggio. Top
Agar sciolto, mantenuto alla temperatura di 45°C, ¢ stato addizionato di una misce-
la di Istidina-Biotina (0,5 mM) nella quantita di 1 ml ogni 10 ml di terreno. In pro-
vette di vetro con tappo a vite, mantenute alla temperatura di 45°C in termoblocco,
sono stati distribuiti 2 ml di Top Agar con Istidina-Biotina, 100 pl di coltura batteri-
ca, 100 pl di campione (AFBy o AnAFB) e 0,5 ml di S9 mix. Per ogni campione
sono state saggiate tre concentrazioni (100 ng, 200 ng e 500 ng per piastra), ese-
guendo tre repliche indipendenti per ogni concentrazione. Dopo agitazione vigoro-
sa con vortex, il contenuto ¢ stato rapidamente versato in piastre di Terreno Minimo
precedentemente scaldate in termostato a 37°C. Dopo aver lasciato solidificare I'agar,
le piastre sono state incubate a 37°C per 44-48 ore, provvedendo quindi alla conta
delle colonie di Salmonella revertanti cresciute. Per ogni test sono stati eseguiti con-
trolli negativi, condotti in presenza della frazione microsomiale epatica di ratto S9
con il solo solvente DMSO, utilizzato per disciogliere i campioni, in quantita corri-
spondente alla dose piu alta di campione saggiato. I controlli negativi sono risultati

indicativi dei revertanti spontanei.
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2.12 PRODUZIONE DELLIMMUNOGENO
ANAFB{-KLH

La produzione dell'immunogeno AnAFB{-KLH ¢ stata effettuata secondo le seguen-

ti modalita:

2.12.1 Coniugazione di AnAFBy a KLH

A 2 mg di AnAFB; sciolti in in 600 pl di diclorometano (DCM) secco a 0°C, sono
stati aggiunti N-idrossisuccinimide (NHS, 1,1 mg, 47 pmol) e 1,3-dicicloesilcarbodii-
mide (DCC, 1,18 mg, 45 pmol), seguiti da 4-(dimetilamino)piridina (DMAP, 1 mg, 41
pmol). La miscela € stata posta in agitazione una notte, evaporando quindi il solvente
in flusso di azoto e dissolvendo il residuo in 600 pl di dimetilformamide (DMF)
secca. L'estere attivo cosi ottenuto € stato lentamente aggiunto ad una soluzione tam-
pone fredda (31 mM sodio fosfato, pH 7,4), contenente 20 mg di emocianina (KLH),
isolata dall’emolinfa del mollusco Megathura crenulata (Sigma Aldrich) e non meno
del 10% (v/v) DMF, per mantenere la solubilita di AnAFBq nella miscela di coniuga-
zione. La miscela ¢ stata posta in agitazione a 4°C una notte e, successivamente,
AnAFB{ non coniugata ¢ stata eliminata mediante estensiva dialisi per ultrafiltrazio-
ne, utilizzando filtri da centrifuga con taglio molecolare pari a 10 KDa (Microcon YM-

10, Millipore).

2.12.2 Determinazione del rapporto di coniugazione AnAFB{-KLH
A causa delle elevate dimensioni della proteina KLH (400 KDa per subunita), non ¢
stato possibile determinare direttamente in HPLC-MS la concentrazione di AnAFB4

coniugata a KLH. Il rapporto di coniugazione AnAFB{-KLH, ¢ stato, quindi, otte-
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nuto calcolando la concentrazione di AnAFBq coniugata come differenza tra la con-
centrazione di AnAFBq totale, determinata mediante analisi fluorimetrica, e la con-
centrazione di AnAFB; libera rimasta in soluzione dopo la dialisi, determinata me-
diante HPLC-MS. In un fluorimetro (Modulus, Promega) ¢ stata registrata, da 390 a
600 nm, lintensitd della fluorescenza emessa da cinque soluzioni standard di
AnAFB a concentrazione nota (0,01 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,025 mg/ml o 0,0125
mg/ml), costruendo una retta di calibrazione rappresentante i valori dei picchi dello
spettro di fluorescenza degli standard in funzione della concentrazione di AnAFB;.
La concentrazione di AnAFBq totale presente nella soluzione di reazione ¢ stata
ottenuta misurando il picco di intensita nello spettro di emissione di una diluizio-
ne 1:100 del campione e convertendo tale misura in concentrazione tramite retta di
calibrazione. In un sistema HPLC-MS (Aquity, Waters) sono stati registrati gli spet-
tri di massa di cinque soluzioni standard di AnAFB{ a concentrazione nota (0,02
mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,005 mg/ml o 0,002 mg/ml), costruendo una retta di calibra-
zione rappresentante i valori di area ottenuti integrando i picchi corrispondenti ad
AnAFBq registrati negli spettri di massa di cinque soluzioni standard in funzione
della concentrazione di tossina presente. La concentrazione di AnAFBq totale pre-
sente nella soluzione di reazione ¢ stata ottenuta dal valore di area ottenuto misu-
rando l'area del picco corrispondente ad AnAFBq nello spettro di massa della solu-
zione di reazione e convertendo tale misura in concentrazione tramite retta di cali-

brazione.
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2.13 IMMUNIZZAZIONE SPERIMENTALE DI
VACCHE CON ANAFBq{-KLH

Vacche da latte di razza Frisona Italiana alla prima lattazione, stabulate presso il Cen-
tro di Ricerche Zootecniche (CeRZoo) dell'Universita Cattolica del Sacro Cuore di
Piacenza, sono state immunizzate per via sistemica, mediante ripetuti inoculi di
AnAFB{-KLH, comparativamente ad animali immunizzati con KLH, utilizzate come

controllo.

2.13.1 Esperimento pilota di immunizzazione

Ad ognuna delle vacche immunizzate con AnAFB{-KLH o KLH (gruppi di 2 animali
ciascuno) sono state iniettate i.m. quattro dosi (giorno 0, 21, 42 e 79) costituite,
ognuna, da 500 pg di immunogeno addizionati di adiuvante di Freund completo
(primo inoculo) o incompleto (3 inoculi successivi), in un volume finale di 1 ml in
PBS pH 7,4. A vari tempi, prima, durante e dopo il periodo di immunizzazione, sono
stati eseguiti prelievi di sangue dalla vena giugulare, al fine di verificare la presenza

nei differenti sieri di Ab specifici per AFB;.

2.13.2 Immunizzazione con AnAFB{-KLH e Montanide ISA 563

Ad ognuna delle vacche immunizzate con AnAFB{-KLH o KLH (gruppi di 6 animali
ciascuno) sono state iniettate i.m. quattro dosi (giorno 0, 30, 60 e 90) costituite,
ognuna, da 500 pg di immunogeno emulsionato inizialmente in Tween 80 (4,1%
v/Vv) e, successivamente, in un ugual volume di olio minerale Montanide ISA 563
(Seppic Inc.), in un volume finale di 1 ml in PBS pH 7,4. A vari tempi, prima, duran-
te e dopo il periodo di immunizzazione, sono stati eseguiti prelievi di sangue dalla
vena giugulare, al fine di verificare la presenza nei differenti sieri di Ab specifici

per AFB;.
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2.13.3 Immunizzazione con AnAFB{-KLH ed adiuvante di Freund

Ad ognuna delle vacche immunizzate con AnAFB1-KLH o KLH (gruppi di 6 animali
ciascuno) sono state iniettate i.m. quattro dosi (giorno 0, 21, 42 e 63) costituite,
ognuna, da 500 pg di immunogeno addizionati di adiuvante di Freund completo
(primo inoculo) o incompleto (3 inoculi successivi), in un volume finale di 1 ml in
PBS pH 7,4. A vari tempi, prima, durante e dopo il periodo di immunizzazione, sono
stati eseguiti prelievi di sangue dalla vena giugulare, al fine di verificare la presenza

nei differenti sieri di Ab specifici per AFB;.

2.13.4 Saggi immunoenzimatici indiretti per la titolazione di Ab
specifici nei confronti di AFBq

Pozzetti di piastre microtiter (Costar, Corning) sono stati adsorbiti con 50 pl di una
soluzione contenente 50 pg/ml AFB{-BSA (2,5 mg/ml, 1 mol BSA:8 mol AFBq, PM
BSA 66.410 Da) in tampone carbonato pH 9,6, incubando una notte a 4°C. Dopo la
saturazione con 100 pl di gelatina 1% in PBS a 37°C per 90’, sono stati aggiunti 50
pl di diluizioni successive di siero raccolto a diversi tempi dall'inizio dell'immuniz-
zazione o siero di controllo (pre-immune), incubando a 37°C per 90’. Ab legati sono
stati rilevati con Ab perossidati, specifici per IgG bovine (Sigma Aldrich), una solu-
zione di cromogeno (TMB, Sigma Aldrich) e substrato (0,02% H,O,). La reazione ¢
stata bloccata dopo 7’ aggiungendo 25 pl di H,SO4 1 N e I'assorbanza ¢ stata rile-
vata a 650 e 450 nm in un lettore per micropiastre (Multiskan Ascent, Labsystems).
A scopo comparativo, ¢ stata allestita una ulteriore piastra microtiter, adsorbendo i
pozzetti con 50 pl di una soluzione (50 pg/ml) di BSA in tampone carbonato pH 9,0,
per una notte a 4°C. Il saggio immunoenzimatico ¢ stato eseguito in modo analogo
a quanto descritto utilizzando AFB{-BSA. Durante il periodo di immunizzazione,
sono stati determinati, mediante saggi immunoenzimatici, i titoli di Ab specifici per

AFBq prima e dopo ogni somministrazione di immunogeno. Il titolo di Ab specifici
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¢ stato arbitrariamente definito come la maggiore diluizione di antisiero in grado di
determinare una ODy45( maggiore di 0,1 U, rispetto alla lettura effettuata con il siero

pre-immune alla stessa diluizione.

2.13.5 Saggi immunoenzimatici indiretti competitivi

Pozzetti di piastre microtiter sono stati adsorbiti con AFB{-BSA e saturati come pre-
cedentemente descritto. In ogni pozzetto sono stati, quindi, contemporaneamente
incubati, per 1 ora a 37°C, quantita crescenti di AFB{ (0 AFB,, AFG{, AFG,, AFM{),
dissolta 25 pl in PBS, e 25 pl di siero immune (diluito 1:400 in PBS). Ab legati sono
stati determinati con Ab perossidati specifici per IgG, come precedentemente descrit-
to. L'affinita relativa di Ab ¢ stata arbitrariamente definita come la concentrazione di
tossina in grado di inibire del 50% il legame di Ab specifici per AFB adsorbita alla

fase solida.

2.14 ANALISI STATISTICA DEI TITOLI
ANTICORPALI SPECIFICI PER AFB4

Le differenze nelle reattivita dei sieri delle vacche immunizzate e di controllo sono
state calcolate utilizzando il test ¢ di Student, considerando statisticamente significa-

tiva una probabilita P < 0,05.
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2.15 VALUTAZIONE DELL’EFFETTO PROTETTIVO
DI AB SPECIFICI PER AFBq{ IN VACCHE
IMMUNIZZATE CON ANAFB{-KLH

La valutazione dell’effetto protettivo di Ab specifici nei confronti di AFB{ ¢ stata

effettuata secondo le seguenti modalita:

2.15.1 Trattamento di vacche immunizzate con AFBq

Durante tutto il periodo sperimentale, le vacche sono stati alimentate con una dieta
formulata secondo le necessita nutritive del bestiame da latte (431), calcolate per una
vacca media del peso di 600 kg, in lattazione da 140 giorni e con una produzione
di latte di 35 kg/giorno (3,8% grassi e 3,35% proteine). Il cibo ¢ stato somministrato
ad libitum, mediante una razione mista totale (TMR) giornaliera distribuita ogni mat-
tina. Le vacche sono state munte due volte al giorno registrando, per ogni animale,
la produzione lattea giornaliera mediante sistema Affimilk (Affimilk system, Affikim).
Durante il periodo di esposizione alla dieta contaminata (11 giorni), prima del pasto
mattutino, ¢ stato somministrato ad ogni vacca un bolo di mais contaminato con 99
ng AFBq/capo al giorno. Analisi gas-cromatografiche hanno evidenziato una conta-
minazione di base media della TMR pari a 1,8 pg/kg. Considerando una ingestione
giornaliera di 21 kg, gli animali sono stati esposti a 130,8 ng AFBq/capo al giorno.
Per ogni animale, sono stati raccolti campioni individuali di latte, ottenuti dalle due
mungiture giornaliere, il giorno prima della somministrazione di AFB (giorno 0),
durante il periodo di esposizione ad AFBq (giorni 1-11) e durante il periodo succes-
sivo alla fine del trattamento, definito “periodo di pulizia” o “clearance”, necessario
per la diminuzione delle concentrazioni di AFM; fino a livelli tendenti allo zero (gior-

ni 12-16). 1T campioni di latte sono stati conservati a -20°C, fino al momento delle
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analisi tossicologiche. Prima e dopo il periodo di somministrazione di AFBq, sono
stati raccolti campioni di sangue in provette Vacutainer successivamente centrifuga-
te (1500xg, 15”) ottenendo, per ogni animale, campioni di siero conservati a -20°C,
fino al momento delle successive indagini immunosierologiche, volte alla determi-

nazione dell’effetto dell'ingestione di AFB sui titoli di Ab specifici.

2.15.2 Determinazione della concentrazione di AFMq nei campioni
di latte

L'estrazione di AF dai campioni di latte ¢ stata condotta secondo una metodica
d’immunoaffinita (432). In breve, 50 ml di latte scremato (ottenuto mediante cen-
trifugazione a 7000 rpm, 10’, 4°C) sono stati filtrati in carta da filtro Schleiche &
Schuell 585 V2. Successivamente, 20 ml di latte filtrato sono stati trasferiti in colon-
na di immunoaffinita (Aflatoxin Easy-etract, Rhone Diagnostics) precedentemente
lavata con 20 ml di PBS pH 7.4. Dopo aver lavato la colonna con 5 ml di acqua,
le tossine legate alla colonna sono state eluite con 2,5 ml di metanolo. L’estratto ¢
stato essiccato in flusso di azoto, ridissolto in 1 ml di una soluzione acetonitrile:
acqua (25:75) e filtrato (Millipore Corporation; HV 0.45 mm), prima dell’analisi
HPLC, effettuata in un cromatografo LC Perkin Elmer (Perkin Elmer), collegato ad
una pompa LC-200 e a un rivelatore a fluorescenza Jasco FP-1520 (Jasko). 1l siste-
ma e l'acquisizione dei dati sono stati controllati dal software Jasko Borwin Chro-
matography PC. AFM; ¢ stata separata in colonna C18 a fase inversa LiCospher 100
column (Merck; 5 mm particle size, 12534 mm i.d.) a temperatura ambiente, con
fase mobile acqua: acetonitrile (75:25) e flusso 1 ml/min. Il rivelatore a fluore-
scenza € stato impostato a una lunghezza d’onda di eccitazione 365 nm e 440 nm
di emissione. La concentrazione della soluzione di AFM; standard ¢ stata verifica-
ta secondo il metodo AOAC 970.44 (433, 434), conservando la soluzione a -20°C

quando non utilizzata.
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2.15.3 Monitoraggio sierologico di vacche immunizzate ed esposte
ad AFB1

Sono stati eseguiti esperimenti al fine di monitorare eventuali variazioni del titolo
anticorpale specifico per AFB1, acquisito in seguito ad immunizzazione con AnAFB1-
KLH, in seguito alla somministrazione di AFBq. Dopo 10 settimane dall'inizio del pro-
tocollo di immunizzazione, a ciascuna vacca immunizzata per via i.m. con AnAFB-
KLH e ai relativi controlli, costituiti da vacche immunizzate con KLH, sono stati som-
ministrati 136,8 pg AFB/capo/giorno al giorno per 11 giorni. I sieri ottenuti dai cam-
pioni di sangue prelevati dopo l'esposizione ad AFBq sono stati saggiati, comparati-
vamente ai sieri raccolti la settimana successiva all’'ultima somministrazione di immu-
nogeno (settimana 12 e 10 rispettivamente), per la determinazione del titolo residuo

di Ab specifici per AFB;.
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2.16 ANALISI STATISTICA DEL CONTENUTO DI
AFM¢ NEL LATTE

Le variabili elaborate nella presente tesi di dottorato sono state sottoposte ad analisi
della varianza (ANOVA) mediante la procedura GLM dello Statistical Analysis System
Institute (SAS) 2009. Le concentrazioni di AFMq dei gruppi degli animali trattati e di
controllo, per ogni fase di lattazione (iniziale-media e media-avanzata), sono state
confrontate in ogni giorno del periodo sperimentale, e come media dei tre giorni di
plateau, utilizzando lo statement LSMEANS (test t di Student) del SAS. Un approccio
simile ¢ stato utilizzato per confrontare la concentrazione di AFMq nel latte del grup-
po trattato fra fase iniziale-media e medio-avanzata di lattazione. Il coefficiente di
correlazione di Pearson ¢ stato calcolato mediante procedura CORR del SAS per sti-
mare le relazioni esistenti fra concentrazione di AFM; nel latte e risposta all'immu-

nizzazione in ogni fase di lattazione degli animali.
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2.17 VALUTAZIONE DELLEFFETTO PROTETTIVO
IN VITRO DI AB SPECIFICI NEI CONFRONTI DI
AFB{

La valutazione dell’effetto protettivo in vitro dei Ab specifici per AFBq ¢ stata effet-

tuata secondo le seguenti modalita:

2.17.1 Preparazione di coniugati AnAFB{ con sfere magnetiche

AnAFB; ¢ stato coniugato a biglie (Dynabeads M-270 Amine, Dynal) costituite da
materiale magnetico equamente ripartito tra i pori di sfere di polistirene ad elevato
grado di polimerizzazione. La superficie di tali sfere magnetiche ¢ rivestita da uno
strato idrofilico di etere glicidilico ed ¢ attivata con gruppi funzionali amminici pri-
mari. Il gruppo carbossilico di AnAFBq ¢ stato legato a tali gruppi amminici tramite
reazione di coniugazione diretta, mediata da attivazione da parte di carbodiimidi idro-
solubili. In particolare, 500 pl di sfere magnetiche, corrispondenti a 1x10? sfere, sono
state separate dal tampone di conservazione posizionando il tubo contenitore su un
magnete per 4 min, raccogliendo le microsfere sulla parete del tubo. Dopo avere aspi-
rato il surnatante con una pipetta, le sfere magnetiche sono state equilibrate in un
ugual volume di tampone MES (0.1 M MES (acido 2-[N-moroflino] etan sulfonico), 0.5
M NaCl pH 6,0). In seguito ad un ulteriore passaggio di separazione magnetica, le
microsfere sono state risospese in 350 pl del medesimo tampone, aggiungendo quin-
di 300 pg di AnAFB; precedentemente disciolta in 150 ul di MES. Dopo aver oppor-
tunamente miscelato i composti, sono stati aggiunti 30 pl di una soluzione acquosa
contenente 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimide idrocloride (EDC, 0,3 mg,
1,56 pmol) ed N-idrossisuccinimide (NHS, 0,45 mg, 19 pymol). Dopo 3 ore di incuba-

zione in rotazione a 4°C, la reazione ¢ stata bloccata aggiungendo 10 mM idrossi-
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lammina (NH,OHxHCD ed incubando per 15 minuti in rotazione a temperatura am-
biente. Le sfere magnetiche sono state saturate mediante ripetuti lavaggi in tampone
fosfato (PBS: 2 mM NaH,POy4, 8 mM NayHPOy, 0,15 M NaCD contenente lo 0.05% di

gelatina e risospese in 500 pl di PBS contenente 0,02% sodio azide (NaNz).

2.17.2 Purificazione di Ab specifici per AFBq dal siero di vacche
immunizzate

La purificazione degli Ab specifici per AFB da siero di vacca ¢ stata eseguita in diver-
si passaggi, incubando microsfere ricoperte da AnAFBq con i sieri raccolti successi-
vamente al periodo di immunizzazione. Per ogni passaggio, sono stati utilizzati 250
pl di sfere magnetiche (5%108 sfere), incubati per 2 ore a 4°C con 200 pl di siero,
applicando una lenta rotazione per inversione. Il tubo di reazione ¢ stato, successi-
vamente, posizionato su un magnete per 4 minuti, raccogliendo le microsfere sulla
parete del tubo e aspirando il surnatante con una pipetta. Dopo 3 lavaggi in
PBS/0,05% Tween20, gli Ab immobilizzati sulle microsfere sono stati eluiti aggiun-
gendo 60 pl di 3M KClI ed incubando per 2 minuti in agitazione. Le microsfere sono
state quindi separate per mezzo di un magnete, trasferendo il surnatante, contenen-
te gli Ab specifici per AFBq, in un tubo pulito. In seguito ad un ulteriore passaggio
di eluizione con 60 pl di 3M KCl, per assicurare il riutilizzo delle microsfere coniu-
gate ad AFBq e la funzionalita del target isolato, le microsfere e la soluzione di Ab
sono stati portati a pH fisiologico (7,4) aggiungendo tampone di neutralizzazione (1M
Tris, 0,05% NaN3, pH 8,2). Gli Ab ottenuti sono stati, successivamente, concentrati
per ultrafiltrazione in filtri da centrifuga con taglio molecolare pari a 10 KDa (Mi-
crocon YM-10, Millipore). La specificita degli Ab purificati ¢ stata verificata mediante
saggi immunoenzimatici indiretti, utilizzando come antigeni preadsorbiti sulla fase
solida di piastre per microtitolazione il coniugato AFB{-BSA e I'Ag di controllo, rap-

presentato dalla sola porzione proteica del coniugato (BSA).
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2.17.3 Valutazione della inibizione della citotossicita di AFBq in
cellule HepG2

Cellule di epatoblastoma umano HepG2 (BS-TCL-79, American Type Culture Collec-
tion, Rockville, Md) sono state mantenute in fiasche per colture cellulari in DMEM
completo. Le cellule sono state incubate in termostato umidificato a 37°C al 5% di
CO, e ripassate con frequenza settimanale. Prima dell'utilizzo, AFBq (Sigma Aldrich)
¢ stata sciolta in DMSO fino alla concentrazione finale di 5 mg/ml.

In ogni pozzetto di una piastra a 96 pozzetti con fondo piatto, sono stati seminati
200 pl di DMEM completo contenenti 5x10% cellule HepG2, incubando quindi la pia-
stra per 24 ore a 37°C, 5% CO,.

Una soluzione di 50 ul di Ab di vacca specifici per AFBq (9 pg/mb), purificati median-
te sfere magnetiche, ¢ stata incubata con 50 pl di AFBq (15 pg/mb per 1h a 37°. Le
cellule sono state quindi trattate con la soluzione di Ab e AFBq ed incubate per 24
ore a 37°C, 5% CO,. Nel saggio, sono stati eseguiti controlli negativi condotti con il
solo solvente DMSO, utilizzato per disciogliere i campioni, in quantita corrispon-
dente alla concentrazione piu alta di campione saggiato. Trascorso il tempo di incu-
bazione, la piastra ¢ stata lavata con PBS 1X preriscaldato a 37°C, distribuendo suc-
cessivamente, in ciascun pozzetto, 100 pl di terreno D-MEM completo contenente il
colorante alamar blue (Invitrogen) al 10% v/v. Dopo aver agitato la piastra per alcu-
ni secondi evitando di esporla alla luce, questa ¢ stata incubata nuovamente a 37°C
5% CO, per 2 ore. Si ¢, quindi, determinato il grado di riduzione dell'alamar blue
misurando I'assorbanza a 570 e 600 nm e rapportando le letture al bianco (terreno
DMEM contenente alamar blue). E stata determinata la dose di AFB; in grado di ini-
bire il 50% della proliferazione cellulare (IC5(), comparativamente a cellule non trat-

tate utilizzate come controllo.
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3.1 VALUTAZIONE DELLA POTENZIALITA’
VACCINALE DI UN IMMUNOGENO COSTITUITO
DA AFBq CONIUGATA A BSA (AFB{-BSA)

L'immunogeno convenzionale AFB1-BSA, disponibile come preparato commerciale,
¢ stato utilizzato in prove preliminari di immunizzazione parenterale e/o delle muco-
se in diversi modelli sperimentali animali allo scopo di valutarne in modo compara-
tivo l'efficienza nell'induzione di Ab, sistemici e secretori, specificamente reattivi nei
confronti di AFB4, il potenziale immunoprotettivo nei confronti dellingestione di
AFBq e l'eventuale applicabilita ai fini del monitoraggio sierologico delle variazioni
dei titoli anticorpali negli animali immunizzati.

Per quanto il coniugato AFB{-BSA, a causa della presenza della molecola di AFBq,
sia difficilmente fruibile ai fini della vaccinazione in animali e sicuramente non uti-
lizzabile nell'uvomo, esso ¢ stato adottato come riferimento sierologico e funzionale

per la valutazione dell'immunogenicita di costrutti alternativi.

3.1.1 Valutazione dell’induzione di Ab specifici per AFBq{ in topi
immunizzati con AFB{-BSA

Per ognuno degli animali immunizzati con AFB{-BSA o BSA, prima, durante e dopo il
periodo di immunizzazione, sono stati eseguiti prelievi di sangue. I sieri raccolti suc-
cessivamente al periodo di immunizzazione sono stati saggiati, mediante saggi immu-
noenzimatici diretti, al fine di verificare la presenza di Ab specifici nei confronti di AFB1,
comparativamente ai sieri pre-immuni ed ai sieri del gruppo di controllo (animali immu-
nizzati con BSA). 1 livello degli Ab rilevati ¢ stato espresso come valori di OD registra-
ti a 450 nm. Come mostrato in Figura 17, i risultati hanno evidenziato una significativa
produzione di Ab specifici per AFB; negli animali immunizzati con AFB{-BSA, mentre

i sieri degli animali di controllo non hanno mostrato reattivita specifica per AFBy.
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Figura 17. Valutazione comparativa dell’induzione di Ab specifici per AFBq in topi immunizzati per via sistemica con AFB-
BSA o BSA. I sieri raccolti dopo la somministrazione dell’ultima dose di immunogeno (i post-immunizzazione) sono stati sag-
giati, mediante saggio immunoenzimatico diretto, comparativamente ai sieri raccolti il giorno 0 (#siero pre-immunizzazione)
e ai sieri del gruppo di controllo immunizzato secondo la stessa schedula con BSA (# controllo immuni BSA). I punti in figu-

ra corrispondono ai valori netti di assorbanza a 450 nm letti per ciascun topo di ogni gruppo. Le linee mostrano il valore di
assorbanza medio per ogni gruppo (n.s. = non significativo).

3.1.2 Determinazione dell’isotipo di Ab di topo specifici per AFB4
La determinazione delle classi di Ig specifiche nei confronti di AFB; prodotte in topo
in seguito ad immunizzazione con AFB{-BSA, condotta mediante saggio immunoen-
zimatico, ha mostrato la presenza prevalente di IgG1, in misura minore di 1gG2a e,
in quantita irrilevante, di 1gG2b, IgG3, IgM o IgA (Figura 18).
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Figura 18. Caratterizzazione del profilo isotipico della risposta umorale indotta in topi in seguito ad immunizzazione sistemi-
ca AFB{-BSA. La cattura di Ab diretti contro AFB presenti nei sieri raccolti dopo il periodo di immunizzazione ¢ stata rivela-
ta, mediante saggi immunoenzimatici con AFB; coniugata a perossidasi. T livelli degli Ab rilevati nel siero di ogni topo per cia-
scuna classe sono stati espressi come valore di OD a 450 nm + deviazione standard (DS).
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3.1.3 Monitoraggio sierologico di topi immunizzati con AFB{-BSA
ed esposti ad AFB4

Dopo 11 mesi dall'inizio del protocollo di immunizzazione, periodo di tempo in cui
¢li animali sono stati alimentati con mangime commerciale comune (Harlan Nossan
Laboratories), a ciascun topo immunizzato per via parenterale con AFB{-BSA ¢ stata
somministrata AFBy, per via i.g., per 5 giorni. Sono stati analizzati i sieri ottenuti da
campioni di sangue prelevati prima (giorno 0) e dopo (giorno 50) I'immunizzazio-
ne, prima dell'esposizione ad AFBq (giorno 320) e dopo il 10° giorno dall'inizio del
trattamento (giorno 330). I sieri, opportunamente diluiti, sono stati saggiati median-
te saggio immunoenzimatico diretto. Come mostrato in Figura 19a, il titolo anticor-
pale dei topi immunizzati per via sistemica con AFB{-BSA, seppure con una legge-
ra flessione nel tempo, si ¢ mantenuto elevato per 11 mesi. In corrispondenza alla
somministrazione di una massiccia dose di AFB; per via orale, tale titolo ha subito
un netto decremento. Per verificare se tale diminuzione di titolo fosse riferibile ad
una inibizione del sistema immunitario, gli stessi sieri sono stati saggiati nei confronti
di BSA. T risultati riportati in Figura 19b hanno evidenziato come il titolo degli Ab

specifici per BSA non venga influenzato dalla somministrazione di AFB;.
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Figura 19. Variazione nel titolo di Ab specifici per AFBq (a) e BSA (b) in topi immunizzati con AFB{-BSA in seguito alla som-
ministrazione di AFB. Dopo aver verificato I'induzione di Ab specifici per AFB; (giorno 50), ad ogni topo sono stati sommi-
nistrati #.g. 50 ul di una soluzione contenente 0.2 pg di AFBy per 7 giorni. I sieri prelevati prima dell'esposizione ad AFBq
(dopo 320 giorni dall'immunizzazione) ed i sieri prelevati dopo il 10° giorno dall'inizio del trattamento sono stati saggiati,
mediante saggi immunoenzimatici, comparativamente ai sieri raccolti in seguito all’ immunizzazione con AFB{-BSA (giorno 50)
e ai sieri raccolti il giorno 0 (pre immuni). I punti in figura corrispondono ai valori netti di assorbanza a 450 nm letti per cia-
scun topo di ogni gruppo. Le linee mostrano il valore di assorbanza medio per ogni gruppo (n.s. = non significativo).
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La diminuzione nel titolo dei soli Ab specifici per AFB; potrebbe essere riferibile alla
formazione di immunocomplessi, deponendo per la presenza di Ab sierici poten-

zialmente protettivi.

3.1.4 Valutazione dell’induzione di Ab specifici per AFBq in ratti

immunizzati con AFB1-BSA

Immunizzazione sistemica

Per ognuno dei ratti immunizzati i.m. con AFB{-BSA o BSA, prima, durante e dopo il
periodo di immunizzazione, sono stati eseguiti prelievi di sangue. I sieri raccolti suc-
cessivamente al periodo di immunizzazione sono stati saggiati, mediante saggi immu-
noenzimatici diretti, al fine di verificare la presenza di Ab specifici nei confronti di AFB1,
comparativamente ai sieri pre-immuni ed ai sieri del gruppo di controllo (animali immu-
nizzati con BSA). 1l titolo di Ab rilevati ¢ stato espresso come valori di OD registrati a
450 nm. Come mostrato in Figura 20, i risultati hanno evidenziato una significativa pro-
duzione di Ab specifici per AFB; negli animali immunizzati con AFB{-BSA, mentre i

sieri degli animali di controllo non hanno mostrato reattivita specifica per AFB;.
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Figura 20. Valutazione comparativa dell'induzione di Ab specifici per AFB; in ratti immunizzati per via sistemica con AFB{-BSA
o BSA. T sieri, raccolti dopo la somministrazione dell’ultima dose di immunogeno (4 giorno 50 post-immunizzazione AFB;-
BSA), sono stati saggiati, mediante saggio immunoenzimatico diretto, comparativamente ai sieri raccolti il giorno 0 (g pre-immu-
nizzazione) e ai sieri del gruppo di controllo immunizzato secondo lo stesso protocollo con BSA (g giorno 50 post-immuniz-
zazione BSA). I punti in figura corrispondono ai valori netti di assorbanza a 450 nm letti per ciascun ratto di ogni gruppo. Le
linee mostrano il valore di assorbanza medio per ogni gruppo (n.s. = non significativo).
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Immunizzazione vaginale

Per ognuna delle ratte immunizzate per via i.0.g. con AFB1-BSA o BSA, prima, duran-
te e dopo il periodo di immunizzazione, sono stati eseguiti prelievi di muco vagina-
le e feci. I campioni raccolti successivamente al periodo di immunizzazione sono
stati saggiati, mediante saggi immunoenzimatici diretti, al fine di verificare la pre-
senza di Ab specifici nei confronti di AFB{, comparativamente ai campioni preleva-
ti prima dell'immunizzazione ed ai sieri del gruppo di controllo. 1l titolo di Ab rile-
vati ¢ stato espresso come valori di OD registrati a 450 nm. Come mostrato in Figura
21, in nessuno dei campioni analizzati ¢ stata evidenziata una significativa produ-

zione di Ab specifici per AFB;.
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Figura 21. Valutazione comparativa dell'induzione di Ab specifici per AFBq in ratte immunizzati per via vaginale con AFB;-
BSA o BSA. Campioni di (a) muco vaginale e (b) feci raccolti dopo il periodo 'immunizzazione (4 giorno 50) sono stati sag-
giati, mediante saggio immunoenzimatico diretto, comparativamente ai sieri raccolti il giorno 0 (4 pre-immunizzazione) e ai
sieri del gruppo di controllo ( # immunizzato secondo lo stesso protocollo con BSA). I punti in figura corrispondono ai valo-
ri netti di assorbanza a 450 nm letti per ciascun ratto di ogni gruppo. Le linee mostrano il valore di assorbanza medio per ogni
gruppo (n.s. = non significativo).

3.1.5 Monitoraggio sierologico di ratti immunizzati con AFB1-BSA
ed esposti ad AFB4

Dopo 5 mesi dall’inizio del protocollo di immunizzazione, a ciascun ratto immuniz-
zato per via parenterale con AFB{-BSA ¢ stata somministrata, per via intragastrica,
AFBq (1 pg) Sono stati, quindi, analizzati i sieri ottenuti da campioni di sangue pre-

levati prima (giorno 0) e dopo (giorno 50) I'immunizzazione, prima dell’esposizione
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ad AFBq (giorno 150) e dopo 14 giorni dal trattamento (giorno 164). I sieri, oppor-
tunamente diluiti, sono stati saggiati mediante saggio immunoenzimatico diretto.
Come mostrato in Figura 22 dopo 5 mesi dall'inizio del protocollo di immunizza-
zione non era possibile rilevare Ab specifici per AF. In seguito alla somministrazio-

ne i.g. della tossina, il titolo di Ab specifici non ha subito significative variazioni.

Q.25+
L
Q.20+
E a5
§ —-y ®
Q a0 * . *
¢ - °
aw‘ H_EI .. n.s. .
P / *
Qm L | L // L) L]
0 50 150 164

Somministrazione AFB,
giorni post-lm‘runlzzazwne
Figura 22. Variazione nel titolo degli Ab specifici per AFBq in ratti in seguito alla somministrazione di AFB;. Dopo aver veri-
ficato I'induzione di Ab specifici per AFB{ in seguito all'immunizazione sistemica con AFB{-BSA, ad ogni ratto sono stati som-
ministrati #.g. 100 nul di una soluzione contenente 1 png di AFBy. I sieri prelevati prima dell’esposizione ad AFBq (giorno 150)
ed i sieri prelevati dopo il 14° giorno dal trattamento (giorno 164) sono stati saggiati, mediante saggio immunoenzimatico diret-
to, comparativamente ai sieri raccolti dopo 50 giorni (post immunizzazione) e ai sieri raccolti il giorno 0 (pre immunizzazio-

ne). I punti in figura corrispondono ai valori netti di assorbanza a 450 nm letti per ciascun ratto di ogni gruppo. Le linee mostra-
no il valore di assorbanza medio per ogni gruppo (n.s. = non significativo).

3.1.6 Valutazione dell’induzione di Ab specifici per AFBq in vacche

immunizzate con AFBl-BSA

Immunizzazione sistemica

Per ognuna delle vacche immunizzate per via i.m. con AFB{-BSA o BSA, prima,
durante e dopo il periodo di immunizzazione, sono stati eseguiti prelievi di sangue.
[ sieri raccolti successivamente al periodo di immunizzazione sono stati saggiati,

mediante saggi immunoenzimatici diretti, al fine di verificare la presenza di Ab spe-
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cifici nei confronti di AFB{, comparativamente ai sieri pre-immuni ed ai sieri del
gruppo di controllo. 1l titolo di Ab rilevato ¢ stato espresso come valore di OD regi-
strati a 450 nm. Come mostrato in Figura 23a, in nessuno dei campioni analizzati &

stata evidenziata una significativa produzione di Ab specifici per AFB.

Immunizzazione vaginale

Per ognuna delle vacche immunizzate per via i.7n. con AFB{-BSA o BSA, prima,
durante e dopo il periodo di immunizzazione, sono stati eseguiti prelievi di muco
nasale. I campioni raccolti successivamente al periodo di immunizzazione sono stati
saggiati, mediante saggi immunoenzimatici diretti, al fine di verificare la presenza di
Ab specifici nei confronti di AFBq, comparativamente ai campioni prelevati prima
dell'immunizzazione ed ai sieri del gruppo di controllo (animali immunizzati con
BSA). 1l titolo di Ab rilevato ¢ stato espresso come valore di OD registrati a 450 nm.
Come mostrato in Figura 23b, in nessuno dei campioni analizzati ¢ stata evidenzia-

ta una significativa produzione di Ab specifici per AFB;.
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Figura 23. Valutazione comparativa dell'induzione di Ab specifici per AFBq in vacche immunizzate per via sistemica (a) o
mucosale (b) con AFB{-BSA. In relazione alla via di immunizzazione, gli opportuni campioni di siero o muco nasale, raccol-
ti dopo la somministrazione dell'ultima dose di immunogeno (# giorno 50 post-immunizzazione AFB{-BSA), sono stati sag-
giati, mediante saggio immunoenzimatico diretto, comparativamente ai sieri raccolti il giorno 0 (s pre-immunizzazione) e ai
sieri del gruppo di controllo immunizzato secondo lo stesso protocollo con BSA (# giorno 50 post-immunizzazione). I punti
in figura corrispondono ai valori netti di assorbanza a 450 nm letti per ciascuna vacca di ogni gruppo. Le linee mostrano il
valore di assorbanza medio per ogni gruppo (n.s. = non significativo).
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3.2 COSTRUZIONE E VALUTAZIONE
DELLEFFICACIA IMMUNOGENA DI PEPTIDI
MIMETICI DI AFB4

Sulla base di due diverse sequenze di 14 amminoacidi riconosciute come mimotopi
peptidici di AFBq (421), denominate C1 (FHPRCNEMTCHIKP) e C2 (ANTWCYV-
DECMRIA), sono stati prodotti diversi immunogeni, ricombinanti e genici, che sono
stati variamente caratterizzati da un punto di vista molecolare, valutando successiva-
mente, in topo, la loro capacita di mimare I’Ag originario per la produzione di Ab

specifici per AFBq in seguito ad immunizzazione parenterale.

3.2.1 Produzione di costrutti peptidici fagici mimotopi di AFB4
Sono stati prodotti due costrutti ricombinanti fagici clonando le sequenze degli oli-
gonucleotidi mimotopi di AFBqy C1 e C2 allinterno del vettore fagemidico pC89

(Figura 24), in modo tale che gli oligonucleotidi vengano espressi come proteine di
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Figura 24. Mappa genica e funzionale del fagemide pC89 utilizzato per la produzione dei costrutti ricombinanti fagici mimo-
topi di AFBq (pC89-C1 e pC89-C2). Nel riquadro in alto sono schematizzate la sequenza leader della proteina capsidica pVIII,
ed i siti di restrizione utilizzati per il clonaggio. Tratta da Felici, 1991 (420).
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fusione nella regione ammino terminale della proteina capsidica pVIII del fago M13

(Figura 25), ottenendo i peptidi ricombinanti fagici denominati pC89-C1 e pC89-C2.
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Figura 25. Inserimento ed espressione del peptide C1 mimetico di AFB{ nel fagemide pC89. Il fagemide esprimente C2 ¢ stato
costruito in modo analogo, inserendo la sequenza codificante per C2 nella stessa posizione.

3.2.2 Produzione di costrutti genici codificanti per peptidi mimeti-
ci di AFB4

Sono stati prodotti degli immunogeni genici inserendo le sequenze codificanti per
Cl e C2 nel vettore pDisplay, in fase con segnali per 'espressione e I'esposizione
come peptidi transmembrana in cellule eucariotiche superiori (Figura 26). I costrut-

ti genici ottenuti sono stai denominati pDisplay-C1 e pDisplay-C2.
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Figura 26. Mappa genica e funzionale di pDisplay-C1. 1l costrutto chimerico & stato realizzato inserendo la sequenza codifi-
cante per C1 (giallo) sotto il controllo del promotore CMV (PromCMV) in fase con la sequenza leader di catene k di immu-
noglobuline (IG kappa V-J2-C, a monte) e con la sequenza segnale di traslocazione in membrana del recettore del fattore di
crescita piastrinico (PDGFR, a valle). In questo modo, in cellule eucariotiche superiori, l'anticorpo ricombinante risulta espres-
so come proteina transmembrana. Il costrutto pDisplay-C2 ¢ stato costruito in modo analogo inserendo la sequenza codificante
per C2 nella stessa posizione.
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3.2.3 Realizzazione di un peptide mimetico di AF coniugato a tio-
redossina

Allo scopo do ottenere costrutti totalmente ricombinanti, la sequenza codificante per
C2 ¢ stata clonata nel plasmide pT7Kan-Trx allinterno della sequenza codificante per
la tioredossina batterica. Tale molecola ¢ stata scelta per le sue dimensioni contenu-
te (109 aminoacidi), per l'assenza di fenomeni di tossicita cellulare, per la sua ele-
vata solubilita e per la rigidita strutturale. Inoltre, nella sua sequenza nucleotidica ¢
presente un sito di restrizione conveniente per il clonaggio (Cpo D a livello del suo
sito attivo accessibile al solvente.

Il costrutto risultante, denominato pT7Kan-Trx/C2, ha mostrato di eprimere un poli-

peptide in cui C2 ¢ inserto allinterno dello scheletro della tioredossina (Figura 27).
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Figura 27. Rappresentazione schematica del peptide C2, mimotopo di AFBq, coniugato alla molecola della tioredossina, espo-
sto a livello del sito attivo accessibile al solvente. In seguito alla digestione con Cpo I, funzionale al clonaggio in questa posi-
zione, un linker Gly-Gly-Pro ¢ stato incorporato nella porzione N-terminale del DNA codificante per C2. Questo ha deterrmi-
nato la possibilita di clonare in tandem copie multiple del gene C2 evitando la formazione di epitopi giunzionali.

In tal modo, la flessibilita conformazionale del peptide C2 in soluzione risulta dimi-
nuita e la stabilita alla proteolisi aumentata. In seguito alla digestione con Cpo I, fun-
zionale al clonaggio in questa posizione, ¢ stato incorporato, nella porzione N-ter-

minale del DNA codificante per C2, un linker Gly-Gly-Pro. Questo ha dereminato la
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possibilita di clonare in tandem copie multiple del gene C2, evitando la formazione
di epitopi giunzionali. In seguito alla trasformazione di cellule di E. coli con il co-
strutto, sono stati prodotti i polipeptidi ricombinanti solubili Trx/C2(qy, Trx/C24) e
Trx/C2(7), contenenti rispettivamente 1, 4 e 7 ripetizioni del mimotopo C2 all'inter-
no dello scheletro di Trx, e il polipeptide ricombinante purificato da corpi di inclu-

sione Trx/C2(), contenente 7 ripetizioni del mimotopo C2.

3.2.4 Realizzazione di un peptide mimotopo di AF coniugato a cia-
novirina

Al fine di verificare il potere immunogeno di un ulteriore vaccino totalmente ricom-
binante coniugato ad una molecola proteica diversa dalla tioredossina, la sequenza
codificante per C2 ¢ stata clonata nel plasmide pT7Kan-NcCVNHO all'interno della
sequenza codificante per la cianovirina batterica. Questa proteina ¢ stata scelta come
carrier in quanto caratterizzata da una struttura globulare e compatta, evidenziata
recentemente da una dettagliata analisi strutturale, dimensioni contenute (101 aa) e
un loop esposto ed accessibile al solvente, in cui € possibile inserire un peptide eso-

geno (Figura 28).

Figura 28. Immagine, realizzata con il programma Rasmol, della cianovirina (NcCVNHO, Neurospora crassa CyanoVirin-N Homo-
logous type-0). L'analisi strutturale della NcCVNHO rivela la presenza di due ripetizioni in tandem (come risultato della duplica-
zione genica durante 'evoluzione della proteina), ognuna costituita da circa 50aa. Come rivelato da studi NMR, tali ripetizioni si
ripiegano in due domini simmetrici, A e B, formati da uno scambio intermolecolare di filamenti. Il dominio A contiene l'estre-
mitd N- e C- terminale e comprende i residui 1-39 e 90-101; il dominio B comprende i residui 40-89. 1l sito di clonaggio, indi-
cato dalla freccia, si trova a livello di un loop esposto accessibile al solvente corrispondente ai residui aminoacidici 32-33.

144



3 - Risultati

I costrutto risultante in seguito al clonaggio, denominato pT7Kan-NcCVNHO0/C2, ha
mostrato di esprimere un polipeptide in cui C2 ¢ inserito all'interno dello scheletro
della tioredossina (Figura 29). Cosi come nel caso di Trx, anche per NcCVNHO ¢
stato possibile ottenere costrutti chimerici recanti un diverso numero di copie del
peptide mimotopo (aptameri) disposte in tandem, allo scopo di valutarne l'efficacia
nell'induzione di Ab specifici per AFB; in relazione al numero degli inserti. In segui-
to alla trasformazione di cellule di E. coli con il costrutto, sono stati prodotti i poli-
peptidi ricombinanti solubili i NcCVNHO0/C2q), NcCVNHO0/C2(2), NcCVNHO/C2(3),
NCCVNHO/C2(4), NCCVNHO/CZ(@, contenenti rispettivamente 1, 2, 3, 4 e 6 ripeti-
zioni del mimotopo all'interno della sequenza aminoacidica della NcCVNHO, ed i
polipeptidi ricombinanti purificati da corpi di inclusione NcCVNHO/C2(y),
NcCVNHO0/C2(3) e NcCVNHO0/C2(4), contenenti rispettivamente 2, 3 e 4 ripetizioni

del mimotopo all'interno della sequenza aminoacidica della NcCVNHO.

(2 Jeivciypro)

‘\

Figura 29. Rappresentazione schematica del peptide C2, mimotopo di AFB{, coniugato alla molecola della cianovirina, espo-
sto a livello del sito attivo accessibile al solvente. In seguito alla digestione con Cpo I, funzionale al clonaggio in questa posi-
zione, un linker Gly-Gly-Pro ¢ stato incorporato nella porzione N-terminale del DNA codificante per C2. Questo ha determi-
nato la possibilita di clonare in tandem copie multiple del gene C2 evitando la formazione di epitopi giunzionali.
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3.2.5 Valutazione comparativa della specificita immunogena dei
costrutti prodotti

Sono stati eseguiti prelievi di sangue prima e dopo il periodo di immunizzazione degli
animali con pC89-C1, pC89-C2, pDisplay-Cl, pDisplayt-C2, Trx/C2(p,) 0 NcCVNHO/C2(yy)
e con i rispettivi controlli (giorni 0 e 50). I sieri raccolti successivamente al periodo di
immunizzazione sono stati saggiati, mediante saggi immunoenzimatici diretti, al fine
di verificare la presenza di Ab specifici nei confronti di AFBq, comparativamente ai
sieri pre-immuni ed ai sieri dei gruppi di controllo. Per ogni gruppo, inoltre, i pool
dei sieri raccolti il giorno 50 sono stati saggiati, mediante saggio immunoenzimatico
di cattura diretto, al fine di determinare il profilo isotipico delle Ig prodotte in segui-
to ad immunizzazione. Dall’analisi sierologica ¢ emerso che, differentemente dall’im-
munogeno rappresentato da AFB{-BSA, i peptidi mimotopi, ricombinanti e genici,
espressi nei sistemi di immunizzazione finora esaminati, non sono in grado di indur-

re livelli apprezzabili di Ab specifici nei confronti di AFB; (Figura 30).
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Figura 30. Determinazione isotipica delle immunoglobuline prodotte in seguito all'immunizzazione con diversi costrutti. I pool
dei sieri raccolti successivamente al periodo di immunizzazione (giorno 50) sono stati saggiati, comparativamente a pool di
sieri di topi immunizzati con AFB{-BSA o BSA, mediante saggio immunoenzimatico di cattura diretto con Ab monoclonali di
ratto diretti contro le catene yq, ¥2,, Y2, V3, 4 ed a di topo, al fine di determinare I'eventuale risposta specifica per AFBj.
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3.3 PRODUZIONE E VALUTAZIONE
DELL'EFFICACIA IMMUNOGENA DI ANAFB4

3.3.1 Modificazione chimica di AFB4

In collaborazione con il Prof. Sforza del Dipartimento di Chimica Organica ed In-
dustriale dell'Universita di Parma, AFB; ¢ stata convertita in AFBq-1-(O-carbossime-
tiD ossima (AnAFBq) secondo il metodo di Chu et al. (383), introducendo in posi-

zione-1 della molecola di AFBy un gruppo carbossilico libero (Figura 31).

HN-5~coH

L

piriding, HaD, rmetanolo (0,5:0,5:2)

AFB, AFB,-ossima

Figura 31. Sintesi di AFBl—(O—carbossimetiD ossima (AnAFBl). Mediante reazione con carbossimetilidrossilamina (HZNOCHZCOOH)
¢ stato introdotto in posizione-1 di AFB un gruppo carbossilico libero.

L’identita del prodotto ¢ stata, successivamente, confermata attraverso analisi UPLC-
MS. I composti presenti in soluzione sono stati prima separati mediante cromatogra-
fia liquida ad alta pressione (UPLC) (Figura 32), quindi identificati utilizzando uno
spettrometro di massa (Mass Spectrometer, MS) (Figura 33). Come evidenziato dal-
I'analisi HPLC-MS, la reazione ha avuto una ottima resa in quanto 1'80% di AFBq ¢

stato convertito in AnAFBl.
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Figura 32. Analisi cromatografica della miscela di reazione per la produzione di AnAFBq. Il cromatogramma riporta la misura
del segnale prodotto dal rivelatore in funzione del tempo di ritenzione e del volume di eluizione. Ciascun picco del cromato-
gramma corrisponde ad uno specifico analita, con un determinato tempo di ritenzione, separato nel processo cromatografico.
Attraverso I'analisi degli spettri di massa relativi a ciascun picco ¢ stato identificato il picco corrispondente ad AFBy (tempo di
ritenzione 8,0) e ad AnAFB; (tempo di ritenzione 8,16). Analizzando 'abbondanza relativa (calcolata in base al volume di elui-
zione) delle due molecole ¢ stata determinata una resa della reazione pari all’'80%.
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Figura 33. Spettro di massa in corrispondenza del tempo di ritenzione 8,16 (a) e 8,00 (b). Il diagramma riporta 'abbondanza
di ogni ione in funzione del rapporto massa/carica (m/z), tipico di ogni composto in quanto direttamente correlato alla sua
struttura chimica ed alle condizioni di ionizzazione cui ¢ stato sottoposto. Le abbondanze sono riportate come rapporto per-
centuale rispetto al picco base, che ¢ il picco piti abbondante osservato nello spettro. In Figura (a) il picco base coincide con
il picco genitore, corrispondente allo ione molecolare AnAFB| (AnAFB +H*, peso molecolare 385,22+1). In Figura (b) il picco
base corrisponde al peso molecolare di AFB; ionizzata (AFBy+HY, peso molecolare 312.17+1, picco genitore) addizionato al
peso atomico dello ione sodio (peso atomico 22).
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3.4 PROVE DI TOSSICITA IN VITRO PER AFB4
E ANAFB4

3.4.1 Saggio dell’effetto di AFB4{ e AnAFBq su linee cellulari di car-
cinoma epatico

E stato messo a punto un modello di valutazione in vitro degli effetti tossici di AFBq
su linee cellulari di epatoblastoma umano HepG2. Queste cellule presentano un
fenotipo tipico degli epatociti, inclusi molti enzimi inducibili e il recettore degli idro-
carburi aromatici (435). Nella prova, sono state saggiate differenti quantita di AFB4
al fine di definire la concentrazione minima in grado di manifestare un chiaro effet-
to citotossico su linee cellulari di epatoblastoma umano HepG2. La dose di AFB; in
grado di inibire il 50% della proliferazione cellulare (IC5(), comparativamente a cel-
lule non trattate utilizzate come controllo, ¢ stata determinata mediante saggio di
proliferazione cellulare con alamar blue. Tale saggio permette di differenziare le cel-
lule in crescita dalle cellule morte, sfruttando il potere riducente degli intermedi
metabolici prodotti dalle cellule in crescita attiva. Quando alamar blue accetta elet-
troni da questi composti passa dalla forma ossidata, con assorbimento a 600 nm
(indigo blue), alla forma ridotta (rosa) con assorbimento a 570 nm. La proliferazio-
ne puo, quindi, essere monitorata allo spettrofotometro misurando la variazione di
assorbanza. Come mostrato in Figura 34 il valore di IC5) € stato determinato in cor-
rispondenza di 22 pg /ml AFB.

Il saggio di proliferazione cellulare con alamar blue per la determinazione della tos-
sicita di AFB{, messo a punto su linee cellulari di epatoblastoma umano HepG2, ¢
stato utilizzato per esaminare in vitro la tossicita di differenti concentrazioni di
AnAFBq. Come mostrato in Figura 35, non sono stati riscontrati effetti citotossici
significativi per concentrazioni di AnAFB; fino a cinque volte maggiori della 1Cs

determinata per AFBq (22 pg/mb.
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Figura 34. Effetto tossico di quantita crescenti di AFBq su linee cellulari di epatoblastoma umano HepG2. La proliferazione
cellulare, determinata mediante saggio colorimetrico con alamar blue, ¢ rappresentata come valore di DO relativo, riportato
come rapporto percentuale rispetto al valore di DO letto a 570 nm per cellule non esposte ad AFB;.
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Figura 35. Effetto tossico di quantita crescenti di AnAFB; su linee cellulari di epatoblastoma umano HepG2. La proliferazio-
ne cellulare, determinata mediante saggio colorimetrico con alamar blue, ¢ rappresentata come valore di DO relativo, riporta-
to come rapporto percentuale rispetto al valore di DO letto a 570 nm per cellule non esposte ad AnAFB;.

3.4.2 Saggio di mutagenesi su ceppi di Salmonella typhimurium

La determinazione della mutagenicita di AFBy e AnAFB; ¢ stata effettuata mediante
il test di Ames (Salmonella/microsomi) (428, 429), un saggio di mutagenesi a breve
termine su batteri che permette di evidenziare mutazioni puntiformi (sostituzioni,
inserzioni o delezioni di basi), in grado di indurre revertanti his™ in ceppi di S. typhi-
murium auxotrofi per questo aminoacido. La dimostrazione di una elevata correla-
zione tra la mutagenicita in Salmonella ed effetti genotossici e carcinogenici nei
mammiferi (436) ha determinato I'ampio utilizzo del test di Ames come saggio pre-

liminare per l'identificazione di sostanze ad attivita mutagena (437-439).
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Al fine di evidenziare diversi tipi di mutazioni puntiformi, sono stati utilizzati i due
ceppi di S. typhimurium TA 98 e TA 100, eseguendo i saggi con attivazione meta-
bolica esogena, aggiungendo enzimi microsomiali di fegato di ratto (S9) preceden-
temente trattato con un induttore specifico per stimolare la sintesi di enzimi che con-
sentano l'attivazione metabolica delle sostanze promutagene (Aroclor 1254).

Con il metodo di incorporazione in piastra, sono state saggiate, in triplo, tre dosi cre-
scenti di AFB{ e AnAFB;. Le colonie di revertanti sono state contate dopo 48 ore di
incubazione delle piastre in termostato a 37°C, applicando il criterio del raddoppio
per stimare la mutagenicita delle tossine: una sostanza viene considerata mutagena
quando il rapporto tra il numero dei revertanti da essa indotti e quello dei revertan-
ti spontanei del sistema di controllo negativo risulta maggiore di 2 (440). Le signifi-
cativita delle differenze nel numero dei revertanti sono state valutate utilizzando il
test ¢ di Student, considerando statisticamente significativa una probabilita P < 0,05.
I risutati riportati in Tabella 5 mostrano che AFBq ¢ stata in grado di indurre una
forte risposta mutagena, concentrazione dipendente, in S. typhimurium TA98 e TA
100 alla concentrazione di 100 e 200 ng/piastra. In particolare, alla concentrazione
di 200 ng/piastra, i campioni di AFBq sono risultati positivi per i ceppi TA98 e TA
100, con una risposta di circa 51 e 24 volte maggiore rispetto ai controlli negativi.
Per entrambi i ceppi, alla concentrazione di 500 ng/piastra ¢ stata osservata una atte-

nuazione della attivita mutagena.

Dose Revertanti per piastra
(ng/piastra)  TA 98 TA 100
AFB, 0 6+2 25 22
100 175 £ 31 133 + 21
200 307 = 49 622 + 47
500 505 335 + 35
AnAFB, 0 6t2 25+ 22
100 2*t1 26 +14
200 2%2 5t2
500 412 59 £ 25

Tabella 5. Effetto di AFB{ e AnAFB; sull'induzione di revertanti bist nei ceppi TA 98 e TA 100 di S. typhimurium incubati in
presenza di enzimi microsomiali di fegato di ratto (§9). Il numero dei revertanti per ogni ceppo ¢ riportato + DS.
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AnAFBq, al contrario, non ha indotto alcuna risposta mutagena in S. typhimurium
TA98 o TA 100 a concentrazioni fino a 200 ng/piastra. Alla concentrazione di 500
ng/piastra ¢ stata osservata, solo nel ceppo TA 100, una debole attivita mutagena
(risposta di circa 2,36 volte rispetto ai controlli negativi).

Per l'analisi quantitativa della mutagenicita sono state costruite delle curve dose/ri-
sposta, riportando i ng di campione incorporati in piastra in funzione del numero dei
revertanti per piastra (Figura 36). La mutagenicita € stata valutata come coefficiente
angolare della retta di regressione, calcolata nel tratto lineare delle curve al fine di
eliminare interferenze dovute all’eventuale presenza di effetti tossici o altri effetti ini-
benti l'attivita mutagena dei campioni. Ogni punto della curva dose-risposta rappre-
senta, per ogni concentrazione, la media del numero di revertanti osservato in tre
piastre. Il potere mutageno relativo di AnAFBq, definito come rapporto percentuale
tra il coefficiente angolare calcolato per AnAFB; e il coefficiente angolare calcolato

per AFBy, risulta essere pari a 2,53% in TA 100 e zero in TA 98.
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Figura 36. Risposta mutagena indotta nei ceppi di S. typhimurium TA 98 (M) e TA 100 (4) incubati, in presenza di sistema
di attivazione metabolica, con AFBq (a) e AnAFBq (b). I punti in grafico rappresentano la media + DS di tre piastre replicate.
Il numero di revertanti spontanei di 6 + 2 e 25 + 22, ottenuto rispettivamente per S. typhimurium TA 98 e TA 100, & stato sot-
tratto prima del calcolo della curva dose-risposta.
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3.5 PRODUZIONE DELLIMMUNOGENO
ANAFB{-KLH

La produzione del coniugato AnAFB{-KLH ¢ stata eseguita secondo le seguenti

modalita:

3.5.1 Sintesi del coniugato AnAFB{-KLH

Il processo di conversione di AFBy in AnAFBq, precedentemente descritto, ha por-
tato all'introduzione, in posizione-1 della molecola di AFBq, di un gruppo carbossi-
lico libero, in grado di reagire in modo covalente con molecole recanti gruppi ammi-
nici primari, quali ad esempio le proteine. E stato, quindi, possibile coniugare
AnAFB; alla proteina carrier KLH, attivando il gruppo carbossilico mediante la sin-

tesi di un estere attivo (Figura 37).

NHS, DCC, DMAP

KLH - NH,

AnAFB-KLH

Figura 37. Coniugazione di AnAFB{ a KLH mediante attivazione del gruppo carbossilico di AnAFB;, con formazione di un
estere attivo. L'acido carbossilico attivato ¢ in grado di reagire con i gruppi amminici primari presenti sulla proteina KLH foman-
do legami amidici, dando origine al coniugato AnAFB{-KLH. (NHS, N-idrossisuccinimide; DCC, 1,3-dicicloesilcarbodiimide;
DMAP, 4-(dimetilamino)piridina).
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3.5.2 Determinazione del rapporto di coniugazione AnAFB{-KLH
Il numero di moli di AnAFB; coniugata ad ogni mole di KLH (rapporto di coniuga-
zione), ¢ stato ottenuto calcolando la concentrazione di AnAFB; coniugata come dif-
ferenza tra la concentrazione di AnAFB totale, determinata mediante analisi fluori-
metrica, e la concentrazione di AnAFBq libera, rimasta in soluzione dopo la dialisi,
determinata mediante HPLC-MS. Date le elevate dimensioni della proteina KLH (400
KDa per subunita), non ¢ stato infatti possibile determinare direttamente in HPLC-
MS la concentrazione di AnAFBq coniugata a KLH. Il fluorimetro ¢ stato calibrato
registrando, da 390 a 600 nm, l'intensita della fluorescenza emessa da cinque solu-
zioni standard di AnAFB; a concentrazione nota. Dal momento che l'intensita di
fluorescenza (Ip) € proporzionale alla concentrazione della specie chimica, ¢ stato
possibile ottenere una retta di taratura misurando il valore di Iy massimo registrato
nello spettro di fluorescenza delle cinque miscele di AnAFB; a concentrazione nota
e ponendo i valori ottenuti in grafico in funzione della concentrazione (Figura 38a).
Il valore ottenuto misurando la Ig corrispondente al picco nello spettro di fluore-
scenza della soluzione di reazione ¢ stato, quindi, convertito in concentrazione tra-
mite retta di calibrazione. Come mostrato in Figura 38b, la concentrazione di
AnAFB; totale nella soluzione di reazione ¢ risultata essere 0,0673 mg/ml. Si & deter-
minata, quindi, la concentrazione di AnAFB; libera presente in soluzione mediante
spettrometria di massa. A tale scopo, sono stati registrati gli spettri di massa di cin-
que soluzioni standard di AnAFB{ a concentrazione nota.

Dal momento che l'area del picco risultante dalla corrente ionica totale di ogni ana-
lita € proporzionale alla concentrazione della specie chimica corrispondente, ¢ stato
possibile ottenere una retta di taratura integrando il picco molecolare di AnAFB4
registrato per gli standard e ponendo i valori ottenuti in grafico in funzione della
concentrazione. L'analisi quantitativa di AnAFBq non coniugata ¢ stata effettuata inte-
grando il picco risultante dalla corrente ionica totale dell’analita nella soluzione di

reazione.
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Figura 38. (a) Spettro di fluorescenza di cinque soluzioni standard di AnAFB; (0,01 mg/ml, blu; 0,05 mg/ml, rosso; 0,025
mg/ml, grigio; 0,0125 mg/ml, oro) e della soluzione di reazione (viola) eccitate da 390 a 600 nm. Il picco di intensita di fluo-
rescenza (Ip) per AnAFBy si trova in corrispondenza della lunghezza d’onda di eccitazione di 432 nm. (b) Retta di calibrazio-
ne costruita riportando i valori dei picchi dello spettro di fluorescenza di cinque soluzioni standard in funzione della concen-
trazione di AnAnAFBy (0,01 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,025 mg/ml o 0,0125 mg/mD) (4. Dalla regressione lineare dei dati secon-
do il metodo dei minimi quadrati, si ottiene una retta (Y = mX +q) con coefficiente angolare m = 63430,601, intercetta q =
78,37744 e coefficiente di correlazione RZ = 0,9865. La concentrazione di AnAFB; totale presente nella soluzione di reazione,
pari a 0,0673 mg/ml, & stata ottenuta misurando il picco di intensita nello spettro di emissione di una diluizione 1:100 del cam-
pione e convertendo tale misura in concentrazione tramite retta di calibrazione (D).

Come mostrato in Figura 39, il valore di area ottenuto ¢ stato convertito in concen-
trazione tramite retta di calibrazione. La concentrazione di AnAFB{ non coniugata

rimasta in soluzione dopo la dialisi ¢ risultata essere 0,0039 mg/ml.
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Figura 39. Retta di calibrazione costruita riportando i valori di area ottenuti integrando i picchi corrispondenti ad AnAFB; regi-
strati negli spettri di massa di cinque soluzioni standard in funzione della concentrazione di tossina presente (0,02 mg/ml, 0,01
mg/ml, 0,005 mg/ml o 0,002 mg/ml) (4). Dalla regressione lineare dei dati secondo il metodo dei minimi quadrati, si ottiene
una retta (Y = mX +q) con coefficiente angolare m = 4,13 - 108, intercetta q = 1,3 - 106 e coefficiente di correlazione R2 =
0,9821. 1l valore di area ottenuto misurando I'area del picco corrispondente ad AnAFBq nello spettro di massa della soluzione
di reazione ¢ stato convertito in concentrazione tramite retta di calibrazione (M). La concentrazione di AnAFB; calcolata & pari
a 0,0039 mg/ml.
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Sottraendo il valore della concentrazione di AnAFBq libera dal valore di concentra-
zione di AnAFB totale ¢ stata calcolata la concentrazione di AnAFB; legata, da cui
¢ stato derivato il numero di molecole di AnAFBq legate (peso molecolare di AnAFB;
= 380,22). Il rapporto di coniugazione & stato calcolato dal rapporto tra il numero di
moli di KLH utilizzate per la reazione e il numero di moli di AnAFBq legate, ed ¢

risultato essere pari a 6,4 mol AFB;: 1 mol KLH.
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3.6 VALUTAZIONE DELLINDUZIONE DI AB
SPECIFICI PER AFBq IN VACCHE IMMUNIZZATE
CON ANAFB{-KLH

Al fine di suscitare, in bovini, la produzione di Ab specifici per AFBy, vacche da
latte di razza Frisona Italiana alla prima lattazione, stabulate presso il Centro di Ri-
cerche Zootecniche (CeRZoo) dell’'Universita Cattolica del Sacro Cuore di Piacenza,
sono state immunizzate per via sistemica, mediante ripetuti inoculi di AnAFB{-KLH,
comparativamente ad animali immunizzati con KLH, utilizzati come controllo. Per
ognuno degli animali sottoposti ad immunizzazione per via i.m. con AnAFB{-KLH,
i sieri raccolti sono stati saggiati, mediante metodi immunoenzimatici indiretti basa-
ti sull'utilizzo di AFB{-BSA, al fine di verificare la presenza di Ab specifici nei con-
fronti di AFB{, comparativamente ai sieri raccolti prima dell'immunizzazione (gior-
no 0) ed ai sieri degli animali del gruppo di controllo. La specificita del legame per
AFBj ¢ stata valutata saggiando gli stessi sieri nei confronti di BSA per escludere la
presenza di Ab diretti contro la porzione proteica del coniugato utilizzato nel sag-
gio immunoenzimatico.

Durante il periodo di immunizzazione, sono stati determinati, mediante saggi im-
munoenzimatici indiretti, i titoli di Ab specifici per AFB; prima e dopo ogni som-
ministrazione di immunogeno. 1l titolo di Ab specifici ¢ stato arbitrariamente defi-
nito come la maggiore diluizione di antisiero in grado di determinare una ODj5(
maggiore di 0,1 U rispetto alla lettura effettuata con il siero pre-immune alla stes-

sa diluizione.

3.6.1 Esperimento pilota

In un esperimento preliminare, due vacche di razza Frisona Italiana sono state
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immunizzate per via i.m. con il coniugato AnAFB{-KLH, addizionato di adiuvan-
te di Freund completo (prima dose) o incompleto (tre richiami successivi), com-
parativamente al gruppo di controllo, costituito da due vacche immunizzate con
KLH non coniugato ed adiuvante di Freund (completo e incompleto). Come
mostrato in Figura 40a, in seguito alla somministrazione delle quattro dosi di
immunogeno, in entrambe le vacche immunizzate con AnAFB{-KLH ¢ stato
riscontrato un significativo titolo di Ab sierici specifici per AFBq, che risultavano
assenti nei sieri di vacche immunizzate con il solo KLH. A dimostrazione della
specificita per AFBq degli Ab rilevati mediante saggi immunoenzimatici indiretti
nei confronti di AFB{-BSA, nessuno dei sieri analizzati mostrava reattivita con la

sola BSA (Figura 40b).

a) b)
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Figura 40. Immunizzazione sistemica di vacche con AnAFB{-KLH (n. 203 —#—; n. 250 —&—) o KLH (n. 290 —=%—; n. 293 —¢—)
e adiuvante di Freund completo (giorno 0) o incompleto (giorno 21, 42, 63). a) Saggio immunoenzimatico indiretto eseguito
con il coniugato eterologo AFB{-BSA come Ag preadsorbito ai pozzetti di piastre per microtitolazione. b) Saggio immunoen-
zimatico indiretto eseguito con BSA come Ag preadsorbito ai pozzetti di piastre per microtitolazione.

I titoli di Ab specifici per AFBq rilevati nei sieri delle vacche immunizzate con
AnAFB{-KLH hanno raggiunto un picco dopo il terzo richiamo (12 settimane dall’i-
nizio dell'immunizzazione). Al contrario, nei sieri raccolti precedentemente all'im-
munizzazione e nei sieri raccolti in vacche immunizzate con il solo KLH, non € stato

possibile rilevare titoli significativi di Ab specifici per AFB; (Figura 41).
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Figura 41. Determinazione dei titoli anticorpali specifici per AFB] mediante saggio immunoenzimatico indiretto. I sieri prele-
vati da vacche immunizzate con AnAFB{-KLH dopo il terzo richiamo (dodicesima settimana dall’inizio del processo di immu-
nizzazione) sono stati saggiati comparativamente ai sieri raccolti prima della somministrazione dell'immunogeno dagli stessi
animali e ai sieri raccolti alla dodicesima settimana dagli animali del gruppo di controllo, immunizzati con KLH. La titolazione
¢ stata eseguita come descritto nel testo. Le diluizioni dei sieri sono riportate in grafico in scala logaritmica. Simboli: siero otte-
nuto dalle vacche immunizzate con An AFB{-KLH n. 250 (—&—) e n. 203 (—#-); pool dei sieri raccolti prima dell'immunizza-
zione dalle vacche n. 250 e 203 (—#-); pool dei sieri raccolti dalle vacche immunizzate con KLH ( ).

In Figura 42 sono mostrati i titoli anticorpali degli animali immunizzati con AnAFB{-KLH

rilevati lungo un periodo di 13 settimane dall'inizio del processo di immunizzazione.
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Figura 42. Variazione dei titoli anticorpali specifici per AFB; durante il periodo di immunizzazione con AnAFB{-KLH. Ogni
vacca € stata immunizzata inizialmente con 500 ng di AnAFB{-KLH addizionati di adiuvante (completo) di Freund, eseguendo
richiami alla terza, sesta e nona settimana con la stessa quantita di immunogeno addizionato ad adiuvante (incompleto) di
Freund. I titoli anticorpali, determinati secondo il metodo descritto nel testo, sono riportati in grafico in scala logaritmica (asse
Y). Gli istogrammi blu rappresentano la risposta allimmunizzazione della vacca 203. Gli istogrammi viola rappresentano la
risposta della vacca 250.

Il siero della vacca 250, immunizzata con AnAFB{-KLH, ha mostrato il maggior tito-
lo di Ab specifici per AFB{. Per questo animale, 12 settimane dopo l'inizio dell'im-
munizzazione, ¢ stato possibile registrare, secondo la definizione arbitraria prece-

dentemente descritta, un titolo di 10.000, mentre per la vacca 203 un titolo di 1.000.
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3.6.2 Vacche immunizzate con AnAFB4{-KLH e Montanide ISA 563
Sei vacche di razza Frisona Italiana sono state immunizzate i.m. con il coniugato
AnAFB{-KLH addizionato di olio minerale Montanide ISA 563, comparativamente ad
un gruppo di controllo costituito da sei vacche immunizzate con il solo KLH addi-
zionato di Montanide ISA 563.

Come mostrato in Figura 43a, nelle condizioni sperimentali adottate, I'immunizza-
zione per via i.m. di vacche con AnAFB{-KLH emulsionata ad olio minerale Monta-
nide ISA 563 non ¢ stata in grado di indurre titoli significativi di Ab specifici nei con-
fronti di AFB; rilevabili mediante saggi immunoenzimatici indiretti.

Gli stessi campioni sono stati indagati mediante saggi immunoenzimatici indiretti
volti a determinare la presenza di Ab specifici nei confronti della proteina carrier
KLH. Come mostrato in Figura 43b, in tutti i campioni raccolti dopo I'immunizza-
zione da vacche immunizzate con AnAFB{-KLH o KLH, non sono stati rilevati Ab
specifici per KLH in quantita statisticamente significativa rispetto ai campioni raccol-

ti prima dell'immunizzazione.
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Figura 43. a) Valutazione comparativa dell'induzione di Ab specifici per AFBq in vacche immunizzate con AnAFB{-KLH (#)
o KLH (#) addizionati con Montanide ISA 563. I sieri raccolti prima dell'immunizzazione (#) e dopo una settimana dalla som-
ministrazione dell’'ultima dose di vaccino (settimana 10), sono stati saggiati, mediante saggio immunoenzimatico indiretto, nei
confronti del coniugato eterologo AFB{-BSA. b) Valutazione comparativa dell'induzione di Ab specifici per KLH in tutte le vac-
che immunizzate con AnAFB{-KLH e KLH addizionati con Montanide ISA 563. I punti in figura corrispondono ai valori di assor-
banza a 450 nm letti per ciascun animale di ogni gruppo. Le linee mostrano il valore di assorbanza medio per ogni gruppo
(n.s. = non significativo).
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3.6.3 Vacche immunizzate con AnAFB{-KLH ed adiuvante di Freund
Sei vacche di razza Frisona italiana sono state immunizzate per via i.m. con il
coniugato AnAFB{-KLH, comparativamente a vacche di controllo immunizzate con
la sola porzione proteica del coniugato (KLH). Durante il corso dell'immunizza-
zione, sono stati effettuati prelievi di sangue prima dell’iniezione di ogni dose di
immunogeno e dopo due settimane, determinando successivamente il titolo di Ab
specifici per AFBq nel siero mediante saggi immunoenzimatici indiretti, basati sul-
I'utilizzo del coniugato eterologo AFB{-BSA e, comparativamente, della porzione
proteica del coniugato (BSA). I valori medi di OD, misurati per ogni prelievo di
ogni animale, sono stati calcolati dai risultati di tre prove ripetute eseguite in dop-
pio. Per compensare gli effetti della variabilita del saggio, i valori di OD sono stati
normalizzati rispetto alla media di un opportuno controllo positivo (398). 1l titolo
anticorpale ¢ stato, arbitrariamente, definito come il reciproco della maggiore dilui-
zione di antisiero in grado di dare un valore di OD maggiore di 0,1 U rispetto al
relativo siero preimmune alla stessa diluizione (441). 1l risultato della titolazione di
Ab specifici per AFBq nei sieri prelevati durante il periodo di immunizzazione (10
settimane) per le vacche immunizzate con il coniugato AnAFB{-KLH, ¢ mostrato in
Figura 44.

Per ogni vacca, diluizioni seriali del siero raccolto prima del periodo di immunizza-
zione non hanno mostrato un legame specifico nei confronti di AFB{-BSA. Nessuno
dei sieri raccolti durante il periodo di immunizzazione ha mostrato reattivita con BSA
non coniugata, a dimostrazione della specificita degli Ab per AFB;.
Successivamente alla somministrazione di una dose di immunogeno e tre dosi di
richiamo (terza, sesta e nona settimana), i titoli di Ab specifici per AFB; in vacche
immunizzate con AnAFB{-KLH hanno mostrato un picco alla decima settimana dal-
I'inizio del processo di immunizzazione. Al contrario, nei sieri di tutte le vacche
immunizzate per via i.m. con KLH non sono stati rilevati Ab specifici per AFB;.

Il risultato dei saggi immunoenzimatici indiretti per la titolazione di Ab specifici per
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AFBq nei sieri raccolti alla decima settimana da tutte le vacche immunizzate con

AnAFB{-KLH o KLH ¢ mostrato in Figura 45.
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Figura 44. Titolazione di Ab specifici per AFBq nel siero raccolto da vacche immunizzate con AnAFB{-KLH (n. 322, 335, 338,
348, 303, 3606), durante il periodo di immunizzazione di 10 settimane. In seguito alla prima iniezione di immunogeno sono stati
effettuati richiami alla terza, sesta e nona settimana. La titolazione ¢ stata eseguita mediante saggi immunoenzimatici indiretti
come descritto nel testo. Le diluizioni dei sieri sono riportate in grafico in scala logaritmica. Simboli: siero raccolto prima del-
l'immunizzazione (—=-); siero raccolto dopo 2 (=), 3 (%), 5 (), 6 (—#), 8 (- ), 9 ( + ), 10 (—¢-) settimane dall'ini-
zio del protocollo di immunizzazione.
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Figura 45. Determinazione del titolo di Ab specifici per AFB mediante saggio immunoenzimatico indiretto, nei sieri raccolti
da ogni vacca alla decima settimana dall'inizio dell'immunizzazione. Le diluizioni dei sieri sono riportate in grafico in scala
logaritmica. Simboli: siero raccolto da vacche immunizzate con AnAFB{-KLH (322; 335; 338; 348; 303; 360); siero da vacche
immunizzate con KLH (289; 294; 314; 331; 354; 361).

I risultati della titolazione di Ab rilevati nei sieri delle sei vacche immunizzate con
AnAFB{-KLH, raccolti durante tutto il periodo di immunizzazione, sono rappresen-
tati in Figura 46.

Dopo due settimane dalla prima somministrazione di immunogeno, sono stati otte-
nuti titoli anticorpali di circa 400-1.000 per 5 vacche. Solo una delle sei vacche (n.
348) ha iniziato a mostrare titoli significativi, anche se deboli (<100), dopo 5 settima-
ne dalla prima somministrazione di immunogeno, successivamente al primo richiamo.
Tra le vacche immunizzate con AnAFB{-KLH, la n. 322 ha mostrato la migliore rispo-
sta umorale. Per questo animale ¢ stato possibile rilevare, alla decima settimana, un
titolo di Ab specifici per AFB pari a circa 40.000. Al contrario, nel siero della vacca
n. 348 ¢ stato determinato, alla stessa settimana, un titolo di Ab specifici pari a circa
1.000.

In generale, in base alla definizione di titolo anticorpale assunta in questo esperi-
mento, ¢ stato possibile dividere gli animali immunizzati con AnAFB{-KLH in due
gruppi, un gruppo “low responder” ed uno “high responder”. 1l titolo di Ab specifi-
ci per AFBy si € mostrato compreso, nel primo gruppo, tra 1.000 e 4.000 e, nel secon-

do gruppo, tra 10.000 e 40.000.
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Figura 46. Produzione di Ab specifici per AFB in vacche immunizzate con AnAFB{-KLH. Ogni vacca € stata immunizzata con
500 pg di immunogeno addizionato di adiuvante di Freund (completo e incompleto), eseguendo successivamente richiami con
la stessa quantita di immunogeno alla terza, sesta e nona settimana. I titoli anticorpali sono rappresentati in grafico in scala
logaritmica sull’asse delle ordinate.

3.6.4 Conferma della specificita per AFB{ di Ab prodotti con
AnAFB4

La specificita di legame per AFB; di Ab presenti nei campioni di sangue prelevati
alla decima settimana post-immunizzazione con AnAFB{-KLH, ¢ stata ulteriormente
verificata, in saggi immunoenzimatici competitivi indiretti, incubando i sieri, in pre-
senza di AFBq libera a varie concentrazioni, in pozzetti di piastre per microtitolazio-
ne precedentemente adsorbiti con AFB{-BSA. I risultati ottenuti hanno mostrato non
solo che gli antisieri delle vacche immunizzate con AnAFB{-KLH erano in grado di
legarsi ad AFB{-BSA, ma che tale legame poteva essere inibito in modo proporzio-
nale da concentrazioni crescenti di AFB; libera. Sono stati calcolati i valori di assor-
banza relativa dal rapporto percentuale tra 'assorbanza media letta ad ogni concen-
trazione e I'assorbanza ottenuta, per gli stessi sieri, in assenza di tossina. Riportando
i valori di assorbanza relativa in funzione di AFBq libera sono state costruite delle

curve standard eseguendo una regressione non lineare a coefficiente variabile.
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La concentrazione di AFBq necessaria per inibire del 50% il legame degli Ab sierici
ad AFB{-BSA (IC5() ¢ stata quindi calcolata, per ciascun animale, dalle curve stan-
dard ottenute elaborando i risultati di almeno due diverse prove, eseguite in doppio

(Figura 47).
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Figura 47. Curve standard per la determinazione della concentrazione di AFBq necessaria per inibire del 50% il legame di Ab
sierici a AFB1-BSA (IC5) in vacche immunizzate con AnAFB{-KLH (n. 322, n. 335, n. 338, n. 348, n. 363, n.366). 1 valori di
assorbanza rilevati nei sieri raccolti dopo I'immunizzazione (settimana 10) in corrispondenza di ogni concentrazione di AFB
sono riportati in grafico in funzione dell’assorbanza ottenuta, per gli stessi sieri, in assenza di tossina. I punti in figura rappre-
sentano il valore medio ottenuto in due prove differenti eseguite in doppio.

La IC5 media per AFBq, calcolata dai valori ottenuti per ciascun animale ¢ risultata

essere pari a 40,74 ng/ml (Tabella 6).

ICso Antisiero vacea n.
(ng/ml) 322 335 338 348 363 366
AFB1 14,92 11,13 104,10 95,44 4986 47,05

Tabella 6. Concentrazione di AFB necessaria per inibire del 50% il legame degli Ab sierici ad AFB{-BSA (IC5) in saggi immu-
noenzimatici competitivi, calcolata per ciascun animale.
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3.6.5 Reattivita crociata di Ab indotti da AnAFB1-KLH nei con-
fronti di AF

Sono stati eseguiti saggi immunoenzimatici competitivi indiretti per determinare la
reattivita di Ab presenti nei sieri di vacche immunizzate con AnAFB{-KLH nei con-
fronti di altre AF (AFB,, AFG{, AFG,, AFM{). Come precedentemente descritto, €
stata calcolata, per ciascun animale, la IC5q di ogni tossina da curve standard otte-
nute elaborando i risultati di almeno due diverse prove, eseguite in doppio. Le con-
centrazioni di altre AF necessarie per inibire del 50% il legame di Ab ad AFB{-BSA
adsorbita alla fase solida dei saggi immunoenzimatici sono risultate essere media-
mente pari a 82,5 ng/ml, 61,5 ng/ml, 5,95 pg/ml e >10 pg/ml per AFB,, AFG{, AFG,
e AFM; rispettivamente. La reattivita crociata relativa di AFBL AFB,, AFG, AFG, ed
AFM; con Ab presenti nei sieri di vacche immunizzate con AnAFB{-KLH ¢ stata sti-
mata, per ogni animale, come rapporto percentuale tra la IC5 di AFB e la 1C5( di
ogni AF. La reattivita crociata media (considerando AFBq 100%), ¢ risultata essere
65%, 88%, 0,9% e <0,9% rispettivamente per AFB,, AFGq, AFG, ed AFM;.

I risultati indicano che gli Ab prodotti hanno i seguenti gradi di affinita: AFB; >
AFG{> AFB,> AFG,> AFMy, in accordo con la struttura del coniugato AnAFB{-KLH
utilizzato per I'immunizzazione. E infatti noto che, in generale, utilizzando coniuga-
ti proteici come immunogeni, il disegno strutturale dell’aptene derivato ha grande
influenza sulle proprieta degli Ab indotti, quali affinita per I'aptene originale e, nel
caso di apteni strutturalmente simili come AFBq, AFB,, AFG{, AFG, e AFM, reatti-
vitd crociata con altre molecole. E probabile, inoltre, che gli Ab prodotti siano in
grado di interagire con la tossina principalmente sul lato opposto a quello impegnato
per la coniugazione al carrier proteico (382). La Figura 1 mostra le differenze strut-
turali rilevanti tra le AFBy, AFB,, AFGq, AFG,, essenzialmente riassumibili in diffe-
renze tra AFB e AFG in posizione-1 e, dall’altro lato della molecola, differenze tra
AF| e AF, in posizione-8,9. AFM; ¢ il derivato metabolico di AFBy, dal quale diffe-

risce per la presenza di un gruppo idrossile sull’anello furanico. Ab prodotti immu-
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nizzando con AnAFB; coniugata a KLH attraverso l'anello ciclopentenonico della
molecola AFBq parentale riconoscono, presumibilmente, AFB| e AFG,, che presen-
tano omologia strutturale a livello del doppio legame dell’anello furanico. Ab diretti
nei confronti di AFBq, inoltre, non sono risultati reattivi nei confronti di AFMq, sug-
gerendo come modificazioni quali l'inserimento del gruppo idrossilico nell’anello
difuranico di AF possano prevenire il legame di Ab all’'Ag.

La significativa reattivita crociata lascia ipotizzare una possibile azione protettiva di
Ab indotti da AnAFB{-KLH anche nei confronti di AFG{ e AFB, eventualmente as-
sunte attraverso mangime contaminato. Questo dato assume particolare rilevanza nel
caso di AFGq in relazione alla possibilita di attivazione di tale molecola nella forma

8,9 epossidica, reattiva con il DNA.
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3.7 VALUTAZIONE DELLEFFETTO PREVENTIVO
DI AB SPECIFICI NEL CARRY OVER DI AFB4

Allo scopo di valutare la potenzialita di Ab specifici per AFB; prodotti in seguito ad
immunizzazione di vacche con AnAFB{-KLH nel prevenire il carry-over di AFB{ nel
latte, al termine del periodo di immunizzazione, gli animali sono stati sottoposti ad

ingestione di mangime ad elevata concentrazione di AFBy.

3.7.1 Esperimento pilota

Una valutazione preliminare dell’efficacia di Ab specifici per AFB; ¢ stata eseguita
monitorando, per due giorni, le concentrazioni di AFMq nel latte raccolto dalle due
vacche dell'esperimento pilota, immunizzate con AnAFB{-KLH, nelle due mungiture
successive alla somministrazione giornaliera 136,8 ng AFB;/capo/giorno, comparati-
vamente a campioni corrispondenti raccolti dagli animali del gruppo di controllo
costituito da due vacche immunizzate con KLH.

Come evidenziato in Figura 48, esiste, per AF, un livello basale di carry-over, pre-
cedente alla somministrazione sperimentale di AFB{ (mungitura 0), dovuto alla pre-
senza di contaminazione del mangime a livelli inferiori ai limiti legali, risultante in
concentrazioni di AFMy inferiori al valore massimo tollerato dalla della Comunita
Europea di 50 ng/kg secondo il Regolamento (CE) n. 466/2001 della Commissione.
Nel latte raccolto alla mungitura successiva alla prima somministrazione di AFBq
dalle due vacche immunizzate con AnAFB{-KLH (n. 203 e 250), sono state rilevate
concentrazioni di AFMy inferiori ai controlli (n. 290 e 293). Nelle mungiture succes-
sive, mentre nel latte della vacca n. 250 sono state rilevate concentrazioni di AFM;
sempre inferiori ai limiti legali, e nettamente inferiori ai controlli, i campioni di latte

raccolti dalla vacca n. 203 presentavano livelli di contaminazione paragonabili alle
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vacche immunizzate con KLH. Significativamente, nel siero della vacca 250, immu-

nizzata con AnAFB{-KLH, ¢ stato rilevato il maggior titolo di Ab specifici per AFBq

(Figura 46).
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Figura 48. Valutazione dell'escrezione di AFMq nel latte di vacche in seguito alla somministrazione di 136,8 ng AFB/capo/giorno.
AFBj ¢ stata somministrata per due giorni, prima delle due mungiture giornaliere, a vacche immunizzate con AnAFB{-KLH
(vacca n. 250 —& ; n. 203 =) o KLH (n. 290 & ; n. 293 ).

Al termine del periodo sperimentale, le vacche sono state alimentate con mangime
comune, caratterizzato dalla presenza di concentrazioni di AF inferiori ai limiti legali.
Dopo 1 mese, ¢ stata eseguita una ulteriore prova di monitoraggio del trasferimento
di AFM; nel latte in seguito a somministrazione di AFB{. A causa di problemi lega-
ti allo stato fisiologico degli animali, ¢ stato possibile eseguire la prova solo su una
vacca immunizzata con AnAFB{-KLH (n. 250) e una vacca di controllo immunizzata
con KLH (n. 290). Come mostrato in Figura 49, nel latte raccolto dalla vacca n. 250,
in cui era stato possibile rilevare un elevato titolo di Ab specifici per AFBq, nelle due
mungiture successive alla somministrazione continuativa di 136,8 pg AFBq/giorno,
sono state rilevate concentrazioni di AFM inferiori ai limiti legali. Al contrario, nella
vacca di controllo n. 290, le concentrazioni di AFMq superavano i limiti legali gia alla

prima mungitura successiva alla somministrazione di AFB.
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Figura 49. Valutazione dell'escrezione di AFMq nel latte di vacche in seguito alla somministrazione di 136,8 pg AFB1/capo/giorno.
AFBq ¢ stata somministrata per due giorni, prima delle due mungiture giornaliere, ad una vacca immunizzata con AnAFB-
KLH (vacca n. 250 ) e ad una vacca immunizzata con KLH (n. 290 —#&—).

3.7.2 Vacche immunizzate con AnAFB{-KLH ed adiuvante di Freund
Allo scopo di valutare in modo statisticamente significativo la potenzialita di Ab spe-
cifici per AFB nel prevenire il carry-over di AFBq nel latte, ¢ stata eseguita, in segui-
to alla somministrazione giornaliera continuativa di 136,8 pg AFBq/capo/giorno, la
quantificazione dell’escrezione di AFM; in sei vacche immunizzate con AnAFB{-KLH
comparativamente a sei vacche immunizzate con KLH. Entrambi gli immunogeni
(coniugato e non) sono stati addizionati con adiuvante di Freund (completo e incom-

pleto).

3.7.2.1 Fase di lattazione medio-iniziale

Come evidenziato in Figura 50, in accordo con i dati riportati in letteratura in bovi-
ni (310) ed ovini (311) da latte sottoposti ad ingestione giornaliera di quantita costan-
ti di AFBq, ¢ stata rilevata AFMy gia alla prima mungitura successiva all'ingestione.

Nelle mungiture successive, sono state rilevate concentrazioni di AFM; crescenti
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linearmente fino al raggiungimento di uno stato stazionario di escrezione (fase di
plateau) in corrispondenza del quale, a seguito dell'ingestione di quantita costanti di
AFB1{, sono state escrete nel latte quantita costanti di AFM;. Nelle condizioni speri-
mentali del saggio, lo stato stazionario ¢ stato raggiunto, mediamente, al settimo gior-
no. La somministrazione continuativa di 136,8 pg/capo/giorno di AFBy per 11 gior-
ni (periodo sperimentale) non ha causato problemi di salute agli animali. In seguito
alla cessazione della somministrazione della dieta contaminata, in accordo con quan-
to riportato in letteratura (310), le concentrazioni di AFMj rilevate nel latte sono
diminuite, nel periodo di 3 giorni, fino ai livelli minimi di contaminazione costituti-
vamente presenti.
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Figura 50. Valutazione della concentrazione media di AFM; (ng/kg) escreta nel latte di sei vacche immunizzate con AnAFB-
KLH () e sei vacche immunizzate con KLH (—#—) in seguito alla somministrazione di giornaliera (11 giorni) di 136,8 pg
AFBq/capo/giorno. Simboli: (n.s.) non significativo; (*) P< 0,05; (**); P< 0,01; (***); P<0,001.

Come mostrato in Figura 50, considerando la totalita degli animali immunizzati con
AnAFB{-KLH, la concentrazione media di AFM rilevata nel latte in seguito a som-
ministrazione di AFB; si ¢ mantenuta, per due giorni, al di sotto delle concentrazio-
ni massime imposte dalla Comunita Europea (50 ng/kg). Dopo tre giorni di tratta-

mento, le concentrazioni di AFMy rilevate nel latte degli animali immunizzati con
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AnAFB{-KLH, pur superando il limite legale, sono risultate inferiori del 50% (P <
0,05) alle concentrazioni di AFM rilevate nel latte degli animali di controllo. Allo
stato stazionario, a causa della grande variabilita riscontrata nei singoli animali, la dif-
ferenza tra la concentrazione media di AFM; rilevata giornalmente nel latte delle vac-
che immunizzate con AnAFB{-KLH o KLH, non ¢ risultata essere significativa. Tutta-
via, considerando la totalita del latte prelevato nei tre giorni di plateau ¢ stato
comunque possibile determinare, negli animali immunizzati con AnAFB{-KLH, una
riduzione media del 20% del quantitativo di AFMq escreto rispetto ai controlli.

Significativamente, per ciascuno dei sei animali immunizzati con AnAFB{-KLH ¢ stata
riscontrata una elevata correlazione (R= -0,72, P <0,05) fra la concentrazione media
di AFM; escreta in fase stazionaria ed il titolo anticorpale specifico per AFB; rileva-

to nel siero (Figura 51).
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Figura 51. Correlazione tra la concentrazione media di AFMy (ng/kg) escreta nel latte al plateau della fase di lattazione medio-
iniziale da singole vacche immunizzate con AnAFB{-KLH e titolo di Ab specifici per AFBy (R=-0,72, P<0,05).

Considerando l'escrezione media delle tre vacche “high responder” immunizzate con
AnAFB{-KLH (n. 322, 335, 338, vedi Figura 46), caratterizzate dal maggior titolo di
Ab specifici per AFB1, la riduzione dell’escrezione di AFMq nel latte ¢ risultata esse-

re statisticamente significativa lungo tutto il periodo di somministrazione sperimen-
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tale di AFBq e, in particolare, nello stato di plateau, decrementata del 44% (P < 0,01)

rispetto alle vacche di controllo immunizzate con KLH (Figura 52).
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Figura 52. Valutazione della concentrazione media di AFMy (ng/kg) escreta nel latte delle vacche “high responder” presen-
tanti un elevato titolo di Ab specifici per AFB; (tre di sei) immunizzate con AnAFB{-KLH (—#-), comparativamente alle vac-
che immunizzate con KLH (—#-), in seguito alla somministrazione di giornaliera (11 giorni) di 136,8 pg AFBj/capo/giorno.
Simboli: (n.s.) non significativo; (*); P< 0,05; (**) P< 0,01; (***) P<0,001.

3.7.2.2 Fase di lattazione medio-avanzata

In seguito agli 11 giorni di trattamento con AFBq, le vacche immunizzate con
AnAFB{-KLH ed i relativi controlli (vacche immunizzate con KLH) sono state ali-
mentate con mangime conforme ai limiti legali di contaminazione per 10 settimane.
Tutti gli animali sono stati successivamente sottoposti ad una ulteriore somministra-
zione di 136,8 pg AFB{/capo/giorno per 11 giorni, prelevando giornalmente cam-
pioni di latte per ogni animale. Al momento attuale, ¢ stata determinata la concen-
trazione di AFMy solo in alcuni dei campioni di latte prelevati, privilegiando i cam-
pioni raccolti al plateau di escrezione di AFMy, ritenuto essere il momento piu signi-
ficativo per il calcolo del carry-over. Nella prova eseguita in una fase avanzata di lat-
tazione, a causa della grande variabilita riscontrata nei singoli animali, la differenza
tra la concentrazione media di AFM; rilevata giornalmente nel latte delle vacche im-

munizzate con AnAFB{-KLH o KLH, non € risultata essere significativa. Tuttavia, con-
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siderando la totalita del latte prelevato nei tre giorni di plateau € stato comunque pos-
sibile determinare, negli animali immunizzati con AnAFB{-KLH, una riduzione media

del 11% del quantitativo di AFM; escreto rispetto ai controlli (Figura 53).
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Figura 53. Valutazione della concentrazione media di AFM; (ng/kg) escreta, in fase di plateau, nel latte di vacche immuniz-
zate con AnAFB{-KLH (rosso) o KLH (bluw). La fase di plateau ¢ stata conseguita in seguito alla somministrazione giornaliera,
per 7 giorni, di 136,8 pg AFB{/capo. Simboli: (n.s.) non significativo.

Significativamente, per ciascuno dei sei animali immunizzati con AnAFB{-KLH ¢ stata
riscontrata una buona correlazione (R= -0,68, P <0,05) fra la concentrazione media
di AFM; escreta in fase stazionaria ed il titolo anticorpale specifico per AFB rileva-

to nel siero (Figura 54).
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Figura 54. Correlazione tra la concentrazione media di AFM; (ng/kg) escreta nel latte al plateau della fase di lattazione medio-
avanzata da singole vacche immunizzate con AnAFB-KLH e titolo di Ab specifici per AFB; (R= -0,68, P<0,05).
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Significativamente, considerando I'escrezione media delle tre vacche “high respon-
der” immunizzate con AnAFB{-KLH (n. 322, 335, 338, vedi Figura 46), caratterizza-
te dal maggior titolo di Ab specifici per AFBq, la riduzione dell'escrezione di AFMy
nel latte € risultata essere, nello stato di plateau, decrementata del 36% (P < 0,05)

rispetto alle vacche di controllo immunizzate con KLH (Figura 55).
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Figura 55. Valutazione della concentrazione media di AFM; (ng/kg) escreta, in fase di plateau, nel latte delle vacche “high
responder” (tre di sei) immunizzate con AnAFB{-KLH caratterizzate da un elevato titolo di Ab specifici per AFB{ (rosso), com-
parativamente alle vacche KLH (blu). La fase di plateau ¢ stata conseguita in seguito alla somministrazione di giornaliera, per
7 giorni, di 136,8 ug AFBy/capo. Simboli: (n.s.) non significativo; (*) P< 0,05; (**) P< 0,01; (***) P<0,001.

3.7.3 Monitoraggio sierologico di vacche immunizzate con AnAFB1-
KLH ed esposte ad AFBq

Sono stati eseguiti esperimenti al fine di monitorare eventuali variazioni del titolo
anticorpale specifico per AFB1, acquisito in seguito ad immunizzazione con AnAFB1-
KLH, in seguito alla somministrazione di AFB;.

Dopo 10 settimane dall’inizio del protocollo di immunizzazione, a ciascuna vacca
immunizzata per via i.m. con AnAFB{-KLH e ai relativi controlli, costituiti da vacche
immunizzate con KLH, sono stati somministrati 136,8 ng AFBq/capo al giorno per 11

giorni.
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I sieri ottenuti dai campioni di sangue prelevati dopo lI'esposizione ad AFBq sono
stati saggiati, comparativamente ai sieri raccolti la settimana successiva all’'ultima
somministrazione di immunogeno (settimana 12 e 10 rispettivamente), per la deter-
minazione del titolo residuo di Ab specifici per AFBq. La titolazione degli Ab ¢ stata
eseguita mediante saggi immunoenzimatici, come precedentemente descritto. Come
mostrato in Figura 56, in corrispondenza alla somministrazione di una massiccia
dose di AFBq per via orale, il titolo anticorpale di due delle sei vacche “high respon-

der” immunizzate con AnAFB{-KLH ha subito un netto decremento.
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Figura 56. Valutazione dei titoli di Ab specifici per AFB; in vacche immunizzate con AnAFB{-KLH in seguito a due prove di
somministrazione continuativa (11 giorni) di AFBj (136,8 ug/capo/giorno). I titoli anticorpali, determinati mediante saggi
immunoenzimatici, sono rappresentati in grafico in scala logaritmica sull’asse delle ordinate.

I titoli anticorpali specifici determinati sono stati successivamente valutati compara-
tivamente ai titoli rilevati nei sieri raccolti dopo 2 mesi dalla prima somministrazio-
ne di AFB (settimana 19) e dopo un ulteriore periodo di somministrazione di man-
gime contaminato con AFBq (settimana 23).

[ sieri ottenuti sono stati titolati mediante saggi immunoenzimatici, come precedente-
mente descritto. Come mostrato in Figura 56, dopo 19 settimane dall'inizio del proto-

collo di immunizzazione, ¢ stato ancora possibile rilevare nei sieri delle vacche immu-
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nizzate con AnAFB{-KLH un titolo significativo di Ab specifici per AFB{, seppure infe-
riore a quello rilevato alla settimana 12. In seguito ad un ulteriore ciclo di sommini-
strazione di AFB (136,8 pg al giorno per 11 giorni) il titolo di Ab specifici per AFBy
rilevati al termine del periodo sperimentale (settimana 23) ¢ risultato significativamen-
te diminuito per due vacche “high responder” delle sei immunizzate con AnAFB{-KLH.
La diminuzione nel titolo dei soli Ab specifici per AFB{ potrebbe essere riferibile alla
formazione di immunocomplessi, deponendo per la presenza di Ab sierici poten-

zialmente neutralizzanti.

3.7.4 Valutazione comparativa dell’escrezione di AFMq nelle due
fasi di lattazione

Significativamente, nelle prove eseguite sulle vacche “high responder”, caratterizza-
te dal piu elevato titolo di Ab specifici per AFBq, non ¢ stato evidenziato un effetto
della fase di lattazione sul trasferimento di AFB; sotto forma di AFMq nel latte. Per
tali animali, non sono state rilevate, infatti, differenze significative tra la concentra-
zione media di AFMq nel latte raccolto al plateau della fase di lattazione medio-ini-
ziale e al plateau della fase medio-avanzata (Figura 57). Analogamente, non sono
state rilevate differenze significative nella concentrazione media di AFM; nel latte
raccolto, nelle due fasi, dagli animali del gruppo di controllo.

Per ognuno dei gruppi di animali sottoposti ad immunizzazione con AnAFB{-KLH o
KLH, ¢ stato calcolato, per entrambe le fasi di lattazione, il carry-over, in base al rap-
porto percentuale tra la quantita di AFMy escreta giornalmente nell'intera quantita di
latte prodotto (ng/giorno) e la quantita di AFB; ingerita (ug/giorno) (Tabella 7).
Nelle condizioni sperimentali adottate in fase di plateau, in seguito ad ingestione di
130,8 pg AFBq/capo/giorno, ¢ stato possibile osservare, nelle vacche “high respon-
der”, una riduzione del carry-over del 37% in fase di lattazione medio-iniziale e del

25% in fase medio-avanzata.
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Figura 57. Valutazione comparativa dell'escrezione media di AFM; in fase di plateau nelle due fasi di lattazione. Rilevazione
in animali “high responder” immunizzati con AnAFB{-KLH ( ) e KLH (—#—) nella fase di lattazione medio-iniziale. Rileva-
zione in animali’high responder” immunizzati con AnAFB{-KLH (-»¢-) e KLH (—-) nella fase di lattazione medio-avanzata.

Fase di lattazione medio-iniziale

Fase di lattazione medio-avanzata

Immunizzazione Immunizzazione
KILH AnAFB|-KILH AnAFB-KLH KLH AnAFB-KLH  AnAFB-KLH
“high “high
responder” responder”
AFM; (ng/kg) 171 £ 30 137 £ 47 95 £ 13 150 £+ 27 134 £ 57 96+ 18
AFM] totale escreta 549+144 415+106 3,45+ 6,32 458+ 091 432+156 342+076
(ng/capo/giorno)
Carry-over % 397+1,04 3,10%0,76 2,50 £ 0,46 331+066 3,13+1,13 248 £ 0,75

Tabella 7. Concentrazione di AFM (ng/kg), escrezione totale di AFMy (ng/capo/giorno) e carry-over (%) calcolati in fase di
plateau (giorni 7, 9, 11) in gruppi di vacche con produzione media giornaliera di 33 kg di latte sottoposte all'ingestione di

136,8 pg AFB4/capo/giorno.
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3.8 VALUTAZIONE IN VITRO DELLI’EFFETTO
PROTETTIVO DI AB SPECIFICI PER AFB4

3.8.1 Preparazione di coniugati AnAFB{ con sfere magnetiche

Il derivato carbossilato AnAFBq ¢ stato coniugato a biglie (Dynabeads M-270 Amine,
Dynal) costituite da materiale magnetico equamente ripartito tra i pori di sfere di
polistirene ad elevato grado di polimerizzazione. La superficie di tali sfere magneti-
che ¢ rivestita da uno strato idrofilico di etere glicidilico ed ¢ attivata con gruppi fun-
zionali amminici primari. Il gruppo carbossilico di AnAFBq ¢ stato legato a tali grup-
pi amminici tramite reazione di coniugazione diretta, mediata da attivazione da parte

di carbodiimidi idrosolubili (Figura 58).
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Figura 58. Reazione di coniugazione di AnAFBq a sfere magnetiche derivate con gruppi amminici primari (Dynabeads M-270
Amine, Dynal). EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimide idrocloride) reagisce con il gruppo carbossilico introdotto
nella molecola AFB formando I'intermedio amino-reattivo O-acilisourea. Tale intermedio reagisce rapidamente con il gruppo
amminico primario presente sulle sfere magnetiche per formare un legame amidico con la liberazione di isourea. L'intermedio
O-acilisourea, instabile in soluzione acquosa, ¢ stato stabilizzato introducendo NHS (N-idrossisuccinimide).
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3.8.2 Purificazione di Ab specifici per AFBq da siero di vacca

Al fine di purificare Ab specifici per AFB{ presenti nei sieri di vacche immunizzate
con AnAFB{-KLH, AnAFB; ¢ stata legata covalentemente a microsfere magnetiche
derivatizzate con gruppi amminici primari sulla superficie. La purificazione di Ab
specifici per AFBq ¢ stata quindi eseguita in diversi passaggi, incubando le micro-
sfere ricoperte da AnAFBq con i sieri raccolti successivamente al periodo di immu-
nizzazione.

La specificita di Ab purificati ¢ stata verificata mediante saggi immunoenzimatici indi-
retti, utilizzando, come Ag preadsorbiti sulla fase solida di piastre per microtitola-
zione, sia il coniugato AFB{-BSA sia il rispettivo Ag di controllo, rappresentato dalla
sola porzione proteica del coniugato (BSA). Come mostrato in Figura 59, la solu-
zione di Ab purificati ha mostrato, anche ad elevate diluizioni, elevata reattivita con
AFB{-BSA, mentre ¢ stata osservata scarsa reattivita con la sola BSA, a dimostrazio-
ne del fatto che nel processo di purificazione erano stati separati Ab diretti contro

'aptene AFB;.
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Figura 59. Curve di legame ad AFB{-BSA (rosso) o BSA (blu) della soluzione di Ab purificati, mediante separazione con sfere
magnetiche coniugate ad AnAFBy, da siero di vacche immunizzate con AnAFB{-KLH. 1l legame degli Ab all’Ag, preadsorbito
a piastre per microtitolazione, ¢ stato rilevato mediante saggi immunoenzimatici indiretti ed ¢ rappresentato in grafico come
DO a 450 nm registrata per differenti diluizioni della soluzione di Ab.
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La specificita del riconoscimento Ag-Ab ¢ stata ulteriormente confermata tramite
saggi immunoenzimatici competitivi indiretti. Ab purificati sono stati pre-incubati con
soluzioni a concentrazioni variabile di AFBq e, in seguito, fatti reagire con il coniu-
gato AFB{-BSA. Come mostrato in Figura 60, i risultati ottenuti hanno evidenziato
che AFBj esercita una fortissima inibizione sul legame fra Ab serici purificati ed Ag
adsorbito alla piastra, dimostrando la presenza di Ab specifici per AFB;. Ab diretti
contro 'aptene hanno mostrato di essere neutralizzati da concentrazioni molto basse
di AFB libera: il legame di Ab sierici all’Ag adsorbito alla piastra ha mostrato, infat-
ti, di essere gia fortemente inibito a concentrazioni di AFB; nelle miscele di prein-
cubazione pari a 0,1 ng/ml.
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Figura 60. Curva di inibizione del legame ad AFB-BSA di Ab specifici per AFBq purificati mediante separazione con sfere
magnetiche coniugate ad AnAFBq da siero di vacche immunizzate con AnAFB{-KLH. Il legame di Ab (concentrazione 8,4
pg/mb con il coniugato AFB{-BSA, adsorbito a piastre per microtitolazione, ¢ stato rilevato mediante saggio immunoenzima-
tico indiretto in competizione con diverse diluizioni di AFBq ed ¢ rappresentato in grafico come DO a 450 nm.

3.8.3 Neutralizzazione della tossicita in vitro

Per una valutazione qualitativa del potenziale immunoprotettivo della risposta umo-
rale in animali vaccinati, il saggio di valutazione della tossicita in vitro su cellule di
epatocarcinoma umano HepG2 ¢ stato effettuato con Ab purificati da sieri di vacche
immunizzate per via sistemica con AnAFB{-KLH mediante sfere magnetiche coniu-

gate ad AFB;.
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Ab di vacca purificati sono stati preventivamente complessati con AFB{, quindi sag-
giati in cellule HepG2 analogamente a quanto descritto per AFB;. Come mostrato in
Figura 61, Ab purificati specifici per AFBq alla concentrazione di 9 ug/ml, si sono

mostrati in grado di ridurre del 20% gli effetti citotossici indotti 15 pg/ml AFB;.
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Figura 61. Neutralizzazione della tossicita di AFB; su linee cellulari di epatoblastoma umano HepG2 da parte di Ab specifici
per AFBq purificati da siero di vacche immunizzzate con AnAFB{-KLH. La proliferazione cellulare, determinata mediante sag-
gio colorimetrico con alamar blue, ¢ rappresentata come valore di DO relativo, riportato come rapporto percentuale rispetto
al valore di DO letto a 570 nm per cellule non esposte ad AFB1. Simboli: i DO relativa letta per cellule incubate in presen-
za di Ab specifici per AFB; (9 ng/mb); M DO relativa letta per cellule incubate in assenza di Ab specifici per AFB;.
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AF, prodotte principalmente da ceppi di Aspergillus flavus e A. parasiticus, rappresen-
tano le piu importanti micotossine di interesse medico. AFBq, la prevalente e piu tos-
sica tra le AF, ¢ stata classificata nel gruppo 1 dei cancerogeni naturali dall'International
Agency for Research on Cancer (IARC), mentre il suo derivato idrossilato AFMq ¢ stato
incluso nel gruppo 2B (53). Le aflatossicosi si distinguono in primarie, causate da inge-
stione di cibi direttamente contaminati da AF, e secondarie, causate da carni o prodotti
derivati da animali alimentati con mangimi o foraggi contaminati. Per quanto la pre-
senza di AF venga riscontrata in diversi alimenti di origine vegetale (mais, mandorle,
noccioline e pistacchi, caffe, frutta, ecc.) (168), I'introduzione di AF nella catena ali-
mentare umana ¢, in gran parte, determinata dal trasferimento in prodotti di origine
animale, a seguito di ingestione di mangimi contaminati (306, 378). In ambito zootec-
nico, il tasso di trasferimento di micotossine dal mangime contaminato ai prodotti ali-
mentari di origine animale (latte, formaggi, carni, uova, ecc.), definito “carry-over”,
viene generalmente calcolato come rapporto percentuale fra la quantita giornaliera di
micotossina trasferita nel prodotto e quella ingerita dall’animale. Nel caso specifico di
AF, il carry-over assume notevole rilevanza nel caso del latte e dei prodotti lattiero
caseari, con importanti conseguenze in campo sanitario ed economico. Le principali
AF trasferite nel latte sono AFMq e AFM,, originate, rispettivamente, dal metabolismo
epatico di AFB{ e AFB,. Nel latte della maggior parte dei mammiferi esposti a livelli
di contaminazione naturali, tuttavia, solo AFMy ¢ riscontrabile a livelli significativi.

La riconosciuta tossicita di AFM ha portato gli organi legislativi dell'Unione Europea
a definire, nel Regolamento (CE) n. 466/2001 della Commissione, i limiti massimi
(0,05 pg/kg) ammissibili di tale contaminante nel latte, sia crudo sia destinato alla
produzione di derivati, e negli alimenti per lattanti (0,025 pg/kg) nel Regolamento
(CE) n. 683/2004 della Commissione. A scopo preventivo, inoltre, € stato definito il
limite massimo ammissibile di AFB{ per i mangimi destinati alle lattifere, pari a 0,01
mg/kg per i mangimi completi e di 0,005 mg/kg per i mangimi complementari (Di-

rettiva 2003/100/CE della Commissione).
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La produzione di alimenti e mangimi conformi ai limiti legali, comporta 'adozione
di stringenti protocolli di prevenzione e controllo, che richiedono un notevole impe-
gno tecnico ed economico, che non puo essere, peraltro, affrontato dai paesi in via
di sviluppo i cui sistemi produttivi non si basano su economie di scala. L'introduzio-
ne di limiti restrittivi sulle massime concentrazioni di AF legalmente ammissibili per
diversi tipi di alimenti, inoltre, non puo escludere che piccole quantita di tossine,
inferiori ai limiti legali, vengano cumulativamente ingerite con una dieta variegata
causando nel tempo effetti cronici anche irreversibili.

Nonostante siano attualmente in corso di studio trattamenti farmacologici potenzial-
mente in grado di prevenire il raggiungimento dei siti bersaglio di AF o di impedir-
ne l'attivazione metabolica e l'interazione con macromolecole cellulari (442-444), le
misure attualmente a disposizione per contrastare i rischi connessi alla tossicita di
questi composti si basano essenzialmente sulla prevenzione della contaminazione e,
relativamente all’industria mangimistica, sulla detossificazione degli alimenti conta-
minati (355, 409-411) o sull’eventuale associazione nella dieta con sostanze in grado
di legare AF inibendone l'assorbimento intestinale (83, 319, 323, 378). Nessuna delle
strategie proposte, tuttavia, ha prodotto risultati definitivi, in quanto i trattamenti pre-
sentano efficacia variabile, costi elevati e alterano spesso il valore nutritivo dell’ali-
mento trattato.

Sarebbe quindi di grande rilevanza, scientifica e sociale, un approccio innovativo,
definitivo ed economicamente sostenibile, per la prevenzione e il controllo delle
aflatossicosi.

In tale prospettiva ¢ stata condotta questa ricerca, finalizzato alla valutazione com-
parativa del potenziale vaccinale di diversi immunogeni, convenzionali, ricombinan-
ti e genici, nellinduzione di Ab specificamente reattivi nei confronti di AFB{, even-
tualmente fruibili per 'immunoprotezione nei confronti di aflatossicosi, primarie e
secondarie, in modelli sperimentali animali (topi e ratti preliminarmente a vacche) e,

potenzialmente, nell’'uomo.
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In accordo con gli obiettivi della ricerca sono state eseguite delle prove preliminari
di immunizzazione, allo scopo di valutare l'efficienza nell'induzione di Ab specifica-
mente reattivi nei confronti di AFB; da parte di un immunogeno convenzionale, dis-
ponibile come preparato commerciale, costituito da AFB; coniugata a BSA (AFB;-
BSA). Per quanto tale immunogeno sia difficilmente fruibile ai fini della vaccinazio-
ne in animali e sicuramente non utilizzabile nell'uvomo, a causa della possibilita di
rilascio della molecola attiva AFBq, esso si pone come riferimento sierologico e fun-
zionale per la valutazione dell'immunogenicita di costrutti alternativi.
Limmunogeno di riferimento AFB{-BSA ¢ stato, pregiudizialmente, utilizzato in
prove di immunizzazione parenterale in topi. Per la rilevazione di Ab specifici per
AF nei sieri degli animali immunizzati, € stato messo a punto un saggio immunoen-
zimatico diretto, basato sull'utilizzo di AFBq coniugata a perossidasi. Tale metodo ha
permesso di dimostrare, in seguito ad immunizzazione parenterale di topi con AFB;-
BSA, I'induzione di Ab siericii specificamente reattivi nei confronti di AFB{, appar-
tenenti prevalentemente alla sottoclasse IgG1 e, in subordine, a IgG2a. Ab sierici spe-
cifici per AF si sono mantenuti ad elevato titolo nel tempo (11 mesi) e, in seguito
alla somministrazione intragastrica di AFBq, ¢ stato osservato un netto decremento.
Tale effetto non ¢ risultato riferibile ad una depressione immunitaria indotta da
AFB{, non essendosi evidenziato alcun decremento nel titolo di Ab specifici per la
proteina carrier (BSA). Queste osservazioni hanno permesso di presumere che Ab
sierici possano interagire con AFB{ somministrata per via orale, lasciando ipotizzare
che tale interazione possa svolgere un ruolo immunoprotettivo.

Il coniugato AFB{-BSA ¢ stato, successivamente, utilizzato in prove di immunizza-
zione parenterale e delle mucose di ratti/ratte al fine di valutarne in modo compara-
tivo l'efficienza nell'induzione di Ab, sistemici o secretori. Nel caso dell'immunizza-
zione parenterale di ratti, scopo dell’esperimento era anche quello di confermare i
risultati ottenuti nell’esperimento di monitoraggio sierologico di topi immunizzati per

via sistemica con AFB{-BSA ed esposti ad AFB;. Nel caso dell'immunizzazione delle

187



4 - Discussione

mucose di ratte, inoltre, lo scopo era di verificare se una somministrazione massiva
di AFBq attraverso la stessa via di immunizzazione fosse in grado di esercitare un
effetto di richiamo fruibile al fine di monitoraggio per il rischio di esposizione ad AF.
Mediante saggi immunoenzimatici diretti, ¢ stata riscontrata una significativa induzio-
ne di Ab specifici per AFBq nei ratti immunizzati per via sistemica con AFB{-BSA. 1
livello di Ab rilevati con questo tipo di saggio ¢ risultato, tuttavia, inferiore al livello
di Ab rilevati nei sieri corrispondenti raccolti, nel corso dell’esperimento preliminare
di immunizzazione sistemica intraperitoneale di topi con AFB{-BSA. Dopo 5 mesi
dall'inizio del protocollo di immunizzazione, inoltre, non era possibile rilevare Ab
specifici per AFBq e, in seguito alla somministrazione intragastrica di AFBq, il titolo
di Ab specifici non mostrava significative variazioni. Il medesimo saggio immunoen-
zimatico diretto applicato a campioni di muco vaginale e feci di ratte immunizzate
per via i.0.g. con AFB{-BSA non ha permesso di rilevare Ab specifici per AFBy.

Per verificare I'effettiva possibilita di immunoprotezione (quantita di AFMq escreta
nel latte o trattenuta nei tessuti) e monitoraggio nei confronti di AFBy, sono stati con-
dotti esperimenti preliminari in vacche vaccinate per via sistemica e/o intranasale
con I'immunogeno di riferimento AFB{-BSA. Il coniugato adottato, che pure aveva
mostrato una buona immunogenicita a livello sistemico in modelli sperimentali muri-
ni, e di topo particolarmente, non ¢ risultato in grado, nelle condizioni sperimentali
adottate, di indurre in vacche un livello significativo di Ab specifici per AFB;. Tale
comportamento non risulta presumibilmente attribuibile a caratteristiche intrinseche
dell'aptene AFBq, in quanto non si riscontravano parimenti Ab specifici prodotti nei
confronti della porzione proteica del coniugato (BSA). L'esito negativo dell'immu-
nizzazione potrebbe essere da attribuire all'inadeguatezza del carrier proteico utiliz-
zato. BSA potrebbe presentare infatti, nel caso delle vacche, una presumibile non
estraneita.

I risultati ottenuti in seguito ad immunizzazione delle mucose con AFB{-BSA sono in

accordo con i risultati ottenuti precedentemente in conigli e polli (393, 398, 404). In
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conigli ¢ stato dimostrato, infatti, che la tolleranza nei confronti di AFB ¢ specifica
del comparto delle mucose e non ¢ associata a soppressione sistemica (tolleranza
orale), non ¢ causata da deplezione delle cellule B specifiche nella mucosa intestina-
le e non ¢ annullabile dalla somministrazone di CT (393, 398). Tale fenomeno potreb-
be essere il risultato di una precedente esposizione ad AFB; attraverso la dieta.
Sulla base dei risultati ottenuti si ¢ ritenuto opportuno produrre costrutti alternativi
per una valutazione della possibilita di immunizzazione in vacche, parenterale e
delle mucose, per una valutazione della possibilita di acquisizione di un vaccino
potenzialmente fruibile anche nell'uomo. A tale scopo, stati perseguiti la costruzio-
ne e lo studio di immunogeni, ricombinanti e genici, derivati da due peptidi di 14
aminoacidi, denominati C1 (FHPRCNEMTCHIKP) e C2 (ANTWCYVDECMRIA), otte-
nuti da librerie fagiche di espressione (421). C1 e C2 si sono posti come ottimi can-
didati di mimotopi di AFB; in quanto in grado di competere con esse per il sito com-
binatorio di un Ab monoclonale specifico nei confronti di AFBy (mAb AFB{).

In particolare, sono stati inizialmente prodotti peptidi ricombinanti fagici (pC89-C1,
pC89-C2), esprimenti i mimotopi peptidici C1 e C2 come proteine di fusione con la
proteina capsidica pVIII del fagemide pC89, derivato dal fago M13 (420).

L'utilizzo di particelle fagiche ricombinanti esprimenti peptidi di interesse a livello
del capside (phage display) ha assunto notevole interesse in ambito vaccinale in
quanto immunogeni ricombinanti fagici sono generalmente di facile costruzione
(445) ed efficaci nell'indurre una forte risposta anticorpale, anche in assenza di adiu-
vante (440).

Paragonati alla sintesi chimica dei peptidi con successiva coniugazione a proteine
carriers, i fagi rappresentano un metodo piu semplice ed economico per la produ-
zione di vaccini (447). Tuttavia, la non completa omologia tra i singoli cloni fagici
rende questi immunogeni di difficile standardizzazione.

Al fine di prescindere dall'utilizzo di vettori fagemidici quali componenti immunogene

e di disporre di costrutti ricombinanti completamente standardizzati, sono stati prodotti
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degli immunogeni proteici ricombinanti in grado di esprimere un diverso numero di
copie (aptameri) del mimotopo peptidico C2 all'interno della sequenza aminoacidica
delle proteine batteriche tioredossina (Trx/C2(yyy) e cianovirina (NcCVNHO/C2(yy)), al
fine di valutarne comparativamente lefficacia nell'induzione di Ab specifici per AFBq,
anche in relazione al numero degli inserti (423).

Le sequenze codificanti per i peptidi mimotopi C1 e C2, inoltre, sono state clonate
nel vettore per immunoterapia genica pDisplay, gia sperimentato con successo a
scopo vaccinale (448), al fine di produrre costrutti genici da utilizzare in esperimen-
ti di immunizzazione a DNA (pDisplay-C1 e pDisplay-C2). Le modalita di vaccina-
zione genica hanno dimostrato di essere potenzialmente in grado di implementare
la risposta anticorpale grazie alla aumentata persistenza in vivo dell’Ag e alla pro-
prieta di adiuvante esplicata dal DNA plasmidico stesso (449). E stato, inoltre, ipo-
tizzato che l'inserzione di sequenze segnale, omologhe od eterologhe, in vettori per
la vaccinazione genica possa dirigere gli Ag codificati verso il reticolo endoplasmico
delle cellule trasfettate e, quindi, alle vie di secrezione, garantendo, pertanto, un’au-
mento della disponibilita dell'immunogeno per le cellule presentanti 'Ag (450).
Tutti gli immunogeni prodotti sulla base dei peptidi C1 e C2, mimotopi di AFBq,
sono stati utilizzati in prove preliminari di immunizzazione parenterale di topi, allo
scopo di valutarne comparativamente l'efficienza nell'induzione di Ab sierici specifi-
camente reattivi nei confronti di AFBj. Per la valutazione della risposta umorale
suscitata da immunizzazione con i diversi costrutti, e relativi controlli, & stato utiliz-
zato il metodo immunoenzimatico diretto, rivelatosi efficace per la determinazione
di Ab specifici per AFB{ in topi immunizzati con AFB{-BSA.

I risultati hanno evidenziato che i peptidi C1 e C2, nonostante siano riconosciuti
quali mimotopi di AFB{, non sono in grado di indurre un livello sufficiente di Ab
specifici nei confronti di AFB{ quando espressi nei sistemi di immunizzazione fino-
ra utilizzati.

Poiché I'approccio di immunizzazione con mimotopi peptidici di AFBy, ricombinan-
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ti e genici, si € dimostrato scarsamente efficace nelle condizioni sperimentali adotta-
te, in accordo con il programma di ricerca, ¢ stata perseguita la realizzazione di un
nuovo immunogeno convenzionale, costituito da una molecola di AFB; resa atossi-
ca mediante modificazione chimica, coniugata ad un differente carrier proteico, KLH,
riportato in letteratura come efficace immunogeno in diverse specie animali (447,
451-453) e nell'uvomo (454).

Allo scopo di selezionare molecole di AFB; modificate, caratterizzate dalla stessa
antigenicita ma scevre di tossicita, sono stati eseguiti saggi in vitro per la valutazio-
ne dell’azione epatotossica e mutagena esplicata da tali molecole, comparativamen-
te ad AFBy, rispettivamente in cellule di epatocarcinoma umano HepG2 e S. typhi-
murium TA 98 e TA 100 (test di Ames).

Tali saggi in vitro hanno permesso di individuare una molecola di AFB{, modificata
mediante introduzione di un gruppo carbossilico in posizione-1 (AFB{-ossima), non
inducente effetti tossici significativi in epatociti a concentrazioni fino a cinque volte
maggiori della IC5( determinata per AFB{ e caratterizzata da mutagenicita inferiore
del 98-100% rispetto ad AFBq nel test di Ames. In seguito ai risultati ottenuti, e da
dati bibliografici che riportano la atossicta di AFB{-ossima in embrioni di pollo (383),
la molecola prodotta ¢ stata definita AnaflatossinaBy (AnAFB).

Il gruppo carbossilico introdotto durante il processo di conversione di AFBp in
AnAFB; ¢ stato, successivamente, utilizzato per la sintesi del coniugato AnAFB-
KLH, attraverso la formazione di un legame covalente con i gruppi amminici prima-
ri presenti sulla proteina KLH.

E stata, quindi, perseguita la valutazione della potenzialitd vaccinale di AnAFB{-KLH,
utilizzando il coniugato quale immunogeno in prove di immunizzazione sistemica di
vacche allo scopo di indurre una risposta umorale nei confronti di AFBq e verifica-
re il potenziale di Ab specifici eventualmente prodotti nella prevenzione del carry-
over di AFB; nel latte.

Dati gli elevati costi di gestione della sperimentazione in animali di grossa taglia, le
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prove sono state effettuate inizialmente su un gruppo “pilota” costituito da quattro
animali, di cui due immunizzati con AnAFB{-KLH e due animali di controllo immu-
nizzati con KLH. T risultati preliminari ottenuti hanno permesso di verificare come
AnAFB{-KLH, somministrata per via 7.7m. unitamente ad adiuvante di Freund (com-
pleto e incompleto), possa essere in grado di indurre livelli significativi di Ab sierici
specifici per AFBq. L'entita della risposta all'immunizzazione, tuttavia, ¢ risultata esse-
re influenzata dalla variabilita del singolo animale in quanto, al termine del periodo
di immunizzazione, in una delle due vacche immunizzate con AnAFB{-KLH ¢ stato
rilevato un titolo di Ab specifici per AFB{ nettamente maggiore, in base alla defini-
zione di titolo anticorpale assunta (10.000 vs 1.000).

Una valutazione preliminare dell’efficacia protettiva di Ab specifici per AFB; ¢ stata
eseguita monitorando, per due giorni, le concentrazioni di AFM; nel latte raccolto
dalle vacche dell’esperimento pilota in seguito alla somministrazione di mangime
contaminato con quantita anomale di AFB; (136,8 pg al giorno). In tali esperimenti,
¢ stata presunta una relazione tra il titolo rilevato di Ab specifici per AFBq e la ridu-
zione del carry-over di AFBq nel latte. Gia alla mungitura successiva all'ingestione di
AFBq, infatti, la concentrazione di AFM nel latte delle vacche del gruppo di con-
trollo, immunizzate con KLH, ¢ risultata elevata e superiore al limite massimo tolle-
rabile dalla legislazione della Comunita europea (50 ng/kg). Al contrario, nella vacca
che presentava un elevato titolo di Ab specifici, la concentrazione di AFM; nel latte
¢ rimasta inferiore ai 30 ng/kg durante i due giorni del periodo sperimentale di som-
ministrazione di AFB{. Nel latte della vacca immunizzata con AnAFB{-KLH e carat-
terizzata da un basso titolo di Ab specifici per AFB{ sono state rilevate concentra-
zioni di AFM paragonabili ai controlli. Significativamente, in esperimenti analoghi
eseguiti ad un mese di distanza, nella vacca che presentava i titoli maggiori, Ab spe-
cifici per AFB si sono dimostrati in grado di mantenere la concentrazione di AFMy
escreta nel latte a livelli decisamente inferiori a quelli massimi tollerabili per legge.

Sulla base dei risultati positivi ottenuti, le prove successive sono state condotte, a
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SCopo statistico, su gruppi numericamente superiori di animali, valutando l'efficien-
za della vaccinazione con AnAFB{-KLH ed adiuvante di Freund (completo e incom-
pleto) comparativamente alla vaccinazione con AnAFB{-KLH e Montanide ISA 563,
un adiuvante approvato per la produzione di vaccini commerciali in ambito veteri-
nario, precedentemente utilizzato con successo per I'immunizzazione di ovini da
latte nei confronti di Mycoplasma agalactiae (455).

L’'immunogeno AnAFB{-KLH, somministrato congiuntamente a Montanide ISA 563,
non ¢ risultato in grado, nelle condizioni sperimentali adottate, di indurre in vacche
un livello significativo di Ab sierici specifici per AFB1.

Al contrario, € stata riscontrata una significativa induzione di Ab sierici specifici per
AFB1 in tutte le vacche immunizzate con AnAFB{-KLH ed adiuvante di Freund (com-
pleto e incompleto). In base alla definizione assunta di titolo anticorpale, ¢ stato pos-
sibile dividere gli animali immunizzati con AnAFB{-KLH in due gruppi: un gruppo
costituito da tre vacche “low responder” (titolo di Ab specifici 1.000 - 4.000) ed uno
costituito da tre vacche “high responder” (titolo di Ab specifici 10.000 - 40.000). La
valutazione dell’efficacia di Ab specifici per AFBq nel prevenire il carry-over di AFB;
nel latte ¢ stata condotta quantificando AFMy rilasciata nel latte di vacche immuniz-
zate con AnAFB{-KLH e sottoposte ad ingestione di anomale quantita di AFB{, com-
parativamente a vacche di controllo immunizzate con KLH.

La valutazione ¢ stata eseguita tenendo in considerazione alcuni importanti parame-
tri zootecnici che sono noti influenzare la quantita di AFM; trasferita nel latte, quali
la fase di lattazione e la durata del periodo di ingestione di mangime contaminato.

La fase di lattazione dell’animale ¢ un fattore determinante in grado di influenzare il
carry-over (314, 320). Nelle vacche, a parita di contaminazione di mangime con
AFBq, ¢ possibile rilevare carry-over pari al 6,2% nelle fasi precoci della lattazione
(2-4 settimane) e dell'1,8% nella fase di lattazione medio-avanzata (34-36 settimane)
(320). Questo risultato ¢ riferibile, in gran parte, alla diversa quantita di latte pro-

dotto, maggiore all’'inizio della lattazione e progressivamente decrescente con il pro-
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gredire del periodo di lattazione. In vacche ¢ stato dimostrato che il carry-over
aumenta in relazione all'incremento della produzione di latte (320). Tale effetto viene
attribuito, principalmente, ad una maggiore permeabilita delle cellule degli alveoli.
E noto, inoltre, che, in seguito a somministrazione giornaliera continuativa di quan-
tita costanti di AFBq, la concentrazione di AFM; nel latte prodotto da bovini ed ovini
aumenta, giornalmente, fino al raggiungimento di un plateau in cui si stabilisce uno
stato stazionario di escrezione di AFMy (310-314). A causa di questo fenomeno, gli
studi quantitativi di carry-over devono essere condotti in seguito al raggiungimento
della fase stazionaria di escrezione.

Nella nostra esperienza, e in accordo a quanto riportato in altri studi, lo stato sta-
zionario, nei diversi esperimenti effettuati, ¢ stato raggiunto mediamente al settimo
giorno (310). In seguito alla cessazione della somministrazione della dieta contami-
nata, e in accordo con quanto noto, le concentrazioni di AFMj rilevate nel latte sono
diminuite, in 3 giorni, fino ai livelli minimi di contaminazione costitutivamente pre-
senti.

In fase di lattazione medio-iniziale, il trasferimento di AFB; dall'alimento al latte
sotto forma di AFM; nelle sei vacche immunizzate con AnAFB{-KLH, calcolato allo
stato stazionario di escrezione, ¢ risultato, per quanto non statisticamente significati-
vo a causa della grande variabilita riscontrata nei singoli animali, mediamente infe-
riore del 20% rispetto alle vacche di controllo immunizzate con KLH, a testimonian-
za di un effetto neutralizzante di Ab specifici per AFB;. E stata riscontrata, infatti, una
elevata correlazione (R= -0,72, P <0,05) fra la concentrazione media di AFMy escre-
ta in fase stazionaria dalle vacche immunizzate con AnAFB{-KLH ed il titolo anti-
corpale rilevato nel siero. Considerando solo le tre vacche immunizzate “high
responder” (titolo di Ab specifici per AFB; 10.000 - 40.000), la concentrazione di
AFM; rilevata nel latte ¢ risultata inferiore del 44% (P < 0,01) rispetto a quella rile-
vata nel latte delle vacche di controllo immunizzate con KLH.

Esperimenti analoghi, effettuati dopo due mesi in fase di lattazione medio-avanzata,
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hanno permesso di calcolare una escrezione media di AFM; nel latte delle sei vac-
che immunizzate con AnAFB{-KLH inferiore dell’11% rispetto all'escrezione rilevata
mediamente negli animali di controllo immunizzati con KLH. Nonostante tale ridu-
zione non fosse statisticamente significativa, a causa della grande variabilita riscon-
trata nei singoli animali, & stato possibile riscontrare una correlazione (R= -0,08,
P<0,05) fra la concentrazione media di AFMy escreta in fase stazionaria dalle vacche
immunizzate con AnAFB{-KLH ed il titolo anticorpale rilevato nel siero.
Considerando le tre vacche “high responder”, che hanno mostrato elevata risposta
umorale specifica, delle sei immunizzate con AnAFB{-KLH, l'escrezione di AFM;
latte € risultata del 36% inferiore ai controlli.

Per le vacche “high responder”; sono stati ottenuti risultati paragonabili nelle prove
di carry over effettuate nella fase di lattazione medio-iniziale e medio-avanzata non-
ostante il titolo di Ab sierici specifici per AFB; fosse diminuito nel tempo. Una pos-
sibile spiegazione per tale fenomeno potrebbe essere riferibile al minore livello di
carry-over di AFBq, causato dalla diminuita produzione di latte in fase tardiva, che
potrebbe essere pitl facilmente inibito da quantitd minori di Ab specifici. E importan-
te sottolineare che esiste, inoltre, una elevata componente di variabilita individuale
nel carry-over di ogni animale (320, 328), probabilmente determinata da differenze in
termini di induzione dei sistemi enzimatici in grado di ossidare AFBq, differenze di
permeabilita della ghiandola mammaria (324), differenze nell’attivita degradativa delle
AF (316) e di biotrasformazione in altri metaboliti differenti da AFM; (330). E quindi
possibile ipotizzare che il titolo di Ab specifici per AFBy necessari per impedire il
carry-over nel latte sia diverso da animale ad animale.

Nonostante i molteplici fattori di variabilita determinati dalla risposta di ogni singo-
lo animale all'immunizzazione, differenze tra le vacche nel metabolismo di AFBq e
differenze nel singolo animale in relazione alla fase di lattazione, i risultati ottenuti
lasciano ipotizzare un ottimo potenziale del vaccino AnAFB{-KLH. Ab sierici speci-

fici per AFBq si sono dimostrati, infatti, in grado di neutralizzare AFB; impedendo-
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ne in modo significativo il carry-over nel latte, anche se gli elevati livelli di conta-
minazione iniziale hanno impedito il mantenimento dei livelli di AFM; al di sotto dei
limiti legali imposti dalla Comunita Europea. In proposito, ¢ utile considerare che
I'ingestione giornaliera di 136,8 pg/capo/giorno corrisponde ad un quantitativo, cal-
colato sulla quantita di mangime consumato giornalmente, di 11,5 pg/kg, quantita
largamente eccedente i limiti di AFBy imposti dalla Comunita Europea per i mangi-
mi (5 pg/kg). Considerando, inoltre, 'equazione empirica, ampiamente utilizzata a
scopo predittivo in ambito zootecnico, che correla in modo lineare il contenuto di
AFM1 nel latte e l'ingestione di AFB{ (320):

AFMq (ng/ kg di latte) = 1.19 x AFB; ingerita (ug/capo/giorno) + 1.9

si calcola che l'ingestione media di AFB; massima per produrre latte contaminato
con AFM; a livelli inferiori a 50 ng/kg debba essere inferiore ai 40 pg/capo/giorno.
In queste prove, pur essendo il quantitativo di AFB; ingerita superiore di 3,5 volte
a questo valore, il latte prodotto dalle vacche “high responder” eccedeva di sole 1,9
volte il limite fissato dalla Comunita europea (concentrazione di AFM; media 94
ng/kg). A conferma della validita dell’equazione proposta (320) nelle nostre condi-
zioni sperimentali, la concentrazione di AFM, calcolata in base alla concentrazione
di AFBy ingerita (164,7 ng/kg) ¢ in accordo con la concentrazione rilevata nel grup-
po di controllo (171,44 ng/kg).

Nel corso degli anni, sono stati sviluppati e riportati in letteratura svariati metodi fisi-
ci, chimici e biologici per la neutralizzazione di AF, ma nessuno di tali metodi sem-
bra rispettare completamente tutti i criteri di efficacia, sicurezza, salvaguardia degli
elementi nutritivi e costi contenuti, richiesti da un metodo di detossificazione pratica-
mente applicabile (355). L'approccio piu recente al problema ¢ l'utilizzo di materiali
adsorbenti inerti, come gli allumino-silicati di sodio e calcio, zeoliti, carboni attivi,
bentonite di sodio, argille, polimeri speciali (il cui uso ¢ autorizzato dal Reg. (CE), n.
2439/1999 del 17 novembre 1999), in grado di sequestrare le AF in modo stabile, ridu-

cendone conseguentemente I'assorbimento a livello del tratto gastro-intestinale (83).
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I carboni attivi (ACs) e i gli alumino-silicati idrati di calcio sodio (HSCAS), mescola-
ti al mangime contaminato in proporzione del 2%, sono stati dimostrati ridurre in
vacche il carry-over di AF nel latte rispettivamente del 50 e 36% (319). In esperimenti
che utilizzavano 1'% di HSACS addizionati al mangime, ¢ stato ottenuta una ridu-
zione dell’escrezione di AFMy nel latte pari al 24% (323). In esperimenti recenti, ese-
guiti con polimeri speciali (MPL) (378), I'inclusione di 20 e 50 g MPL/capo/giorno ha
portato alla riduzione del carry-over di AFB{ dal mangime al latte del 31 e 41%
rispettivamente.

La riduzione del trasferimento di AFBq nel latte sotto forma di AFMy, ottenuta per
gli animali immunizzati con AnAFB{-KLH ad elevato titolo di Ab specifici per AFB1,
¢ quindi paragonabile alla riduzione ottenuta con i migliori adsorbenti.

A differenza dell’approccio vaccinale da noi proposto, le metodologie che prevedo-
no l'utilizzo di adsorbenti per la riduzione del trasferimento di AFB nel latte sotto
forma di AFM7, dipendono dalla costante aggiunta giornaliera di composti che pre-
sentano costi generalmente elevati.

Nonostante esperimenti in vitro abbiano mostrato risultati promettenti, a riprova
della possibilita di utilizzare HSCAS come sostanze effettivamente in grado di adsor-
bire AFBq (379), alcuni ricercatori raccomandano particolare cautela nell’utilizzo di
ACs e HSCAS come additivi dei mangimi, dal momento che non sono noti gli effet-
ti di questi materiali sull'utilizzo dei nutrienti essenziali (319, 379).

E inoltre importante tenere in considerazione che la riduzione del carry-over di AFB4q
nel latte, ottenuta con I'approccio vaccinale potrebbe risultare cumulabile all’azione
espletata dagli adsorbenti e implementata ottimizzando le procedure di immunizza-
zione, utilizzando, ad esempio, adiuvanti piu efficienti e/o carriers pitt immunogeni.
Tra gli adiuvanti da valutare sarebbe importante includere quelli di possibile utilizzo
umano (ad esempio il tossoide difterico o tetanico). La possibile vaccinazione nel-
I'vomo potrebbe estendere la protezione dagli effetti tossici causati non solo da

AFM7 (nel latte e suoi derivati) ma anche da altre AF (in altri alimenti).
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A supporto di questa ipotesi, la potenzialita di Ab specifici per AFB{, prodotti in
seguito ad immunizzazione con AnAFB{-KLH al fine della immunoprotezione nei
confronti di aflatossicosi primarie, ¢ stata valutata pregiudizialmente in vitro in saggi
di neutralizzazione della tossicita di AFB; nei confronti di cellule di epatocarcinoma
umano. L'effettiva riduzione della tossicita rilevata in tali saggi, insieme a preceden-
ti evidenze di una sostanziale neutralizzazione dell’azione mutagena esplicata da
AFBq in S. pyphimurium (391) e di una netta riduzione della lisogenesi indotta da
AFBq in E. coli (388) da parte di antisieri specifici per AFBq, avvalora I'ipotesi for-
mulata sulla formazione di immunocomplessi tra gli Ab sierici prodotti in seguito ad
immunizzazione con AnAFB{-KLH e somministrazione orale di AFB;. La reattivita
crociata di Ab specifici per AFBq indotti nei confronti di altre AF (AFG{ e AFB,),
riscontrata nei saggi immunoenzimatici, permette di ipotizzare che tali Ab possano
esercitare effetti immunoprotettivi anche in seguito ad ingestione di alimenti conta-
minati da diverse AF.

La verifica sperimentale di queste ipotesi in vivo, potrebbe rappresentare la prova di
concetto per la risoluzione definitiva del problema aflatossicosi, estensibile concet-

tualmente a tutte le altre micotossicosi, primarie e secondarie, di interesse umano.
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