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RESUMO

A mamona apresenta em suas sementes e pélen proteinas alergénicas
pertencentes a classe das albuminas 2S, denominados Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3. Estas
proteinas, sdo capazes de sensibilizar um individuo alérgico levando a um
aumento da producdo de Imunoglobulina E (IgE) desencadeando uma reacéo
alérgica. A regido de interacdo do alérgeno com IgE € denominada epitopo
ligante de IgE. Os seis epitopos ligantes de IgE identificados nos principais
alérgenos de mamona apresentam dois residuos de &acido glutamico,
importantes para a ligacdo a IgE e, deflagracdo da alergia. Devido a
importancia econdmica do 6leo de mamona, o plantio desta oleaginosa é
crescente e, alérgenos, presentes no poélen sdo dissipados no ar expondo 0s
trabalhadores rurais e moradores proximos a area de cultivo a riscos de saude.
O tratamento mais frequente para a alergia é o uso de anti-histaminicos que
apresenta efeitos colaterais como sonoléncia. Neste trabalho, uma nova
abordagem para tratamento da alergia € avaliada, com intuito de investigar a
atuacao de &cidos glutamicos modificados como agentes bloqueadores de IgE.
Foram pesquisados cinco compostos: Acido — D - glutamico; acido- N-metil-L-
glutdmico; acido — N -acetil-L- glutamico; acido - N- (4-nitrobenzoil)-L- glutamico
e acido - N- carbamil-L- glutamico. Inicialmente, analisamos a presenca de IgE
nos soros anti-albuminas 2S produzidos em camundongos BALB/c. Para
obtencdo de soro com altos niveis de IgE, outros animais foram submetidos a
dois diferentes protocolos de imunizacdo, um com 1 ug de albumina 2S de
mamona e 4 mg de hidréxido de aluminio (adjuvante) e o segundo grupo com
dose de 10 ug de albumina 2S de mamona e 5 mg do adjuvante. Avaliamos o
perfil de resposta desencadeado nos animais por ensaios de ELISA. Em
seguida, realizamos o ensaio de bloqueio de IgE por ELISA, incubando o soro
com cada um dos cinco acidos glutamicos modificados. Avaliamos o percentual
de bloqueio de IgE pelos aminoacidos em diferentes volumes (10 pL, 15 uL e
20 plL) da solucao de concentracdo de 0,5 uM/uL. Nas etapas de imunizagéo
0s animais foram pouco estimulados a produzirem anticorpos especificos, uma
dose reforco de 10 ug foi necessaria para a producdo de soros enriquecidos
em IgE. Através dos ensaios de bloqueio de IgE por ELISA identificamos dois
compostos com boa acao bloqueadora acido - N- (4-nitrobenzoil)-L- glutamico
e acido - N- carbamil-L- glutamico. O bloqueio de IgE por compostos derivados
de acido glutdmico pode ser uma abordagem para o tratamento da alergia,
embora necessite ainda de estudos in vivo. Espera-se que este tratamento
possa ser eficaz para tratamento da alergia causada ndo apenas pelas
albuminas 2S de mamona, mas também por outros alérgenos.

Palavras-chave: albuminas 2S, alergia, terapia alternativa, acido glutamico
modificado



ABSTRACT

Castor bean presents in its seeds and pollen allergenic proteins
belonging to the class of 2S albumin, called Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3. These proteins
are able to sensitize an allergic individual leading to an increased production of
immunoglobulin E (IgE) triggering a allergic reaction. The allergen with IgE
interaction region is called IgE binding epitope. The six IgE binding epitopes
identified in the main castor allergens have two glutamic acid residues important
for binding to IgE and allergy deflagration. Due to the economic importance of
castor oil, the planting of this oilseed is growing and allergens present in pollen
are dissipated in the air exposing farm workers and residents near the growing
area of health risks. The most common treatment for allergies is the use of
antihistamines, which presents side effects such as drowsiness. In this work, a
new approach to allergy treatment is evaluated in order to investigate the role of
glutamic acids modified as blockers of IgE agents. They searched five
compounds: acid - D-glutamic; acid - N-methyl-L-glutamic; acid - N-acetyl-L-
glutamic; acid - N- (4-nitrobenzoyl) -L-glutamic and acid - N-carbamoyl-L-
glutamic. Initially, we analyzed the presence of IgE in the anti-serum albumin 2S
produced in BALB/c. To obtain high levels of serum IgE, other animals were
submitted to two different immunization protocols with 1 ug of castor seed 2S
albumin and 4 mg aluminum hydroxide (adjuvant) and the second dose group
10 ug of castor 2S albumin and 5 mg of adjuvant. We evaluate the response
profile triggered in animals by ELISA assays. Then, we perform the IgE by
ELISA blocking assay by incubating the serum with each of the five modified
glutamic acids. We evaluated the IgE blocking percentage of amino acids in
different volumes (10 pL, 15 pL, and 20 uL) of the solution of concentration 0.5
uM /uL. In steps immunization the animals were slightly stimulated to produce
specific antibodies, a dose of 10 pg reinforcement was necessary for the
production of enriched sera for IgE. Through IgE by ELISA blocking assays
identified two compounds with good blocking action: acid - N- (4-nitrobenzoyl) -
L-glutamic and acid - N-carbamoyl-L-glutamic. IgE blocking compounds derived
from glutamic acid may be an approach for the treatment of allergy, although
need for in vivo studies. It is expected that this treatment can be effective to
treat allergy caused not only by the castor 2S albumins, but also by other
allergens.

Keywords: 2S albumin, allergy, alternative therapy, glutamic acid modified



1. INTRODUCAO

1.1 — Potencial econdmico da mamona

Ricinus communis, € uma planta pertencente a familia Eufhorbiaceae, cuja
origem é relatada como sendo na Etidpia, devido sua capacidade de adaptacéo hoje
€ encontrada em diversas partes do mundo. Admite-se que esta planta foi
introduzida no continente americano com a chegada dos europeus juntamente com
a importacéo dos escravos africanos (CHAMBI et al., 2014; CARTAXO et al., 2004).
No Brasil, por ser predominante o clima tropical, a mamona apresentou excelente
adaptacdo, onde é conhecida como mamoneira, ricino, carrapateira e palma-de-
cristo. A sua rusticidade faz com que esta seja encontrada em diferentes ambientes,
nao havendo terreno baldio, beira de estrada, plantacdo abandonada ou mata onde
esta planta ndo seja encontrada (AZEVEDO E BELTRAO, 2007; CARTAXO et al.,
2004; FORNAZIERE JUNIOR, 1986). A figura 1 abaixo apresenta a mamoneira com

seus frutos (A) e suas sementes (B).

Figura 1 - Estruturas da planta R. communis. A) A mamoneira e seus frutos; (Disponivel
em:<http://beneficiosnaturais.com.br/wp-content/uploads/2014/06/mamona  beneficios-e-
propriedades.jpg> acesso em: 23/01/2016) e B) suas sementes. (BBC Brasil, 2003).

7

A mamona € considerada uma cultura importante, ha relatos desde a
antiguidade do uso do dleo extraido das suas sementes para fins medicinais e como
azeite para iluminacdo (FORNAZIERE JUNIOR, 1986; SANTOS et al., 2007).
Atualmente, o 6leo de ricino € utilizado na industria farmacéutica e quimica para
fabricacdo de diversos produtos, tais como, cosmeéticos, polimeros, lubrificantes e
pode também ser empregado para a producdo do biodiesel (CHAMBI et al., 2014,
FREITAS, 2011).


http://beneficiosnaturais.com.br/wp-content/uploads/2014/06/mamona%20beneficios-e-propriedades.jpg
http://beneficiosnaturais.com.br/wp-content/uploads/2014/06/mamona%20beneficios-e-propriedades.jpg

O biodiesel obtido a partir do 6leo de mamona possui custo mais baixo de
producdo em comparacdo com o obtido a partir de outras oleaginosas, devido a
tolerancia desta planta a seca, adaptacdo as condicOes adversas de crescimento,
alto teor de 6leo de suas sementes, diversidade nas regifes de cultivo e, por fim, a
simplicidade para as condigcbes de armazenamento. A maior parte das cultivares
plantada comercialmente no Brasil possui teor de 6leo variando entre 45% e 50%
(BERMAN, 2011). A mamoneira € encontrada em praticamente todo territorio
brasileiro, contudo por ser uma planta tolerante & seca e a temperatura elevada,
abrange maior area de cultivo na regi&o nordeste (GARCIA-MARTINEZ et al., 2009).

A mamona possui compostos téxicos e alergénicos em varias partes de sua
estrutura. Nas folhas e frutos encontra-se o alcaloide volatil ricinina, substancia
responsavel por causar sintomas neuromusculares, enquanto que as sementes
contém a proteina ricina que é altamente toxica. Além desses componentes toxicos,
€ também encontrado nas sementes e no pdlen da mamona, um grupo de
glicoproteinas denominado complexo CB-1A - Castor-bean allergen, uma mistura de
proteinas de baixo peso molecular que apresentam propriedades alergénicas
(LORENZI, et al., 2011; GODOY et al.,, 2009; GARCIA-GONZALEZ, et al. 1999).
Este complexo é formado por cerca de 20 isoformas de proteinas com massa
molecular entre 10 e 18 kDa, sendo pertencentes a familia das albuminas 2S. Duas
isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, foram sequenciadas e seis epitopos
alergénicos identificados (FELIX et al.,2008; SILVA JR. et al., 1996; MACHADO E
SILVA, 1992).

Durante o processamento industrial das sementes da mamona para obtencéo
do oleo é gerado outro produto com valor econémico, a torta. Este coproduto € rico
em proteinas, fibras, possui alto teor de nitrogénio, fosfato e potassio, sendo
utilizada como substrato para plantio de hortalicas, além de possuir propriedade
nematicida. As pessoas ao manusearem o adubo, entram em contato com alérgenos
presentes na torta (GARCIA-MARTINEZ et al., 2009; LIMA et al., 2011). As inimeras
vantagens econdmicas relacionadas ao uso da mamona tornam o seu cultivo
crescente em diversas partes do Brasil, no entanto, devido a presenca de compostos
alergénicos nas sementes e no pélen, os trabalhadores rurais e a populacdo que
reside préximo a area de plantio e processamento, serdo expostos aos alérgenos

presentes nessa planta. Dessa forma, é de extrema importancia o conhecimento de
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epitopos alergénicos presentes na estrutura das proteinas da mamona, com o
objetivo de desenvolver novas estratégias para a prevencao e tratamento da alergia
desencadeada por esses alérgenos ou outras proteinas alergénicas que possuam

caracteristicas estruturais semelhantes.

1.2 — Alérgenos vegetais

Os alérgenos, geralmente, sdo pequenas proteinas soluveis, ou em forma de
particulas inalaveis, que podem provocar uma reacdo alérgica em individuos
atopicos, cujo sistema imune reconhece essas substancias como estranhas (os
antigenos). Dessa forma, os alérgenos, sdo capazes de: |) sensibilizar ao induzir a
producédo de anticorpos de alta afinidade, especialmente da classe IgE, pelo sistema
imune; Il) ligar-se aos anticorpos IgE especificos; e Ill) desencadear uma reacéo
alérgica em um individuo sensibilizado, isto € o que leva a sintomas de alergia
(WOODFOLK et al., 2015; AALBERSE, 2000).

As proteinas alergénicas presentes nas plantas podem desempenhar diferentes
funcbes para o vegetal, tais como, reserva energética nas sementes, atividade
enzimatica, e outros ainda se apresentam como proteinas estruturais. Estes
alérgenos também podem desempenhar funcdo de defesa da planta contra
estresses bioticos e abidticos (NAKAMURA E TESHIMA, 2013; BREITENEDER E
RADAUER, 2004). Dentre as classes de proteinas com propriedades alergénicas, e
gue constituem reserva nas sementes, estdo as albuminas e globulinas, as quais
séo identificadas de acordo com o coeficiente de sedimentacdo em albuminas 2S e
globulinas 7S e 11S (PASTORELLO et al., 2001).

A maioria dos alérgenos ja identificados em plantas, geralmente, tém baixo
peso molecular, apresenta ligacdes dissulfeto e pertence a apenas algumas familias
de proteinas indicando a presenca de estruturas conservadas e atividades biolégicas
gue determinam suas propriedades alergénicas (NAKAMURA E TESHIMA, 2013;
BREITENEDER E RADAUER, 2004). As proteinas alergénicas sdo agrupadas na
mesma familia quando possuem uma identidade residual igual ou maior do que
30%; ou se apresentarem menor identidade na sua sequéncia, porém apresentam
funcbes e estruturas similares. Nesse Ultimo caso, as familias com caracteristicas
estruturais e funcionais semelhantes sdo agrupadas em superfamilias
(BREITENEDER E RADAUER, 2004).



Os grandes grupos de alérgenos vegetais pertencem as superfamilias Cupin
e Prolaminas. Na superfamilia cupin estdo incluidas as proteinas de reserva de
sementes do tipo vicilina e legumina, que constituem o0s principais alérgenos
presentes no amendoim, soja, lentilhas, nozes, aveld e gergelim (BREITENEDER E
MILLS, 2005). A maioria dos membros caracterizados da superfamilia prolamina séo
proteinas de sementes. Nessa superfamilia sdo encontrados alérgenos, tais como,
as albuminas 2S, as proteinas de transferéncia de lipideos nao-especificos
(nsLTPs), inibidores de o-amilase e tripsina e as prolaminas de cereais
(BREITENEDER E MILLS, 2005).

Os alérgenos agrupados na superfamilia das prolaminas sdo proteinas com
massas moleculares de aproximadamente 15 kDa, e apresentam oito ou mais
residuos de cisteina conservados. Estas proteinas sdo estdveis ao serem
submetidos ao processamento térmico e a protedlise (BREITENEDER E MILLS,
2005; MORENO E CLEMENTE, 2008). As proteinas de reserva pertencentes as
albuminas 2S sdo os principais alérgenos presentes em sementes de diversas
plantas. Alguns alérgenos desta classe foram identificados na mostarda, Sin a 1 e
Bra j 1 (MENENDEZ-ARIAS et al., 1988; MONSALVE et al., 1993), no amendoim,
Ara h 6 e Ara h 7 (KLEBER-JANKE et al., 1999), em nozes, Jug r 1 (ROBOTHAM et
al., 2002), na castanha do Brasil (BREITENEDER E MILLS, 2005), soja (LIN et al.,
2006) e no gergelim (WOLFF et al., 2003). Outros alérgenos pertencentes a classe
das albuminas 2S também foram identificados no pinhdo manso, Jat ¢ 1 (MACIEL et
al., 2009), e na mamona Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 (SHARIEF E LI, 1982; MACHADO E
SILVA, 1992).

A maioria das sementes que possuem o0s alérgenos da classe das albuminas
2S é usada como fonte alimentar e, por isso, representam a causa frequente de
reacOes alérgicas que ocorrem em individuos previamente sensibilizados. Este fato
ocorre devido a possibilidade de reacao cruzada entre proteinas de diferentes fontes
com o mesmo anticorpo IgE presentes nos individuos atopicos . Estas reacdes
ocorrem porque estes alérgenos compartilham epitopos similares capazes de gerar
uma resposta imune (PASTORELLO et al., 2001). Os alérgenos de plantas podem
desencadear reacdes hipersensibilidade do tipo | (alergia) em algumas pessoas
sensiveis apos a inalacdo do pdlen, através do contato e, também, pelo consumo de

alimentos de origem vegetal. Os sintomas alérgicos podem variar de acordo com o
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grau de exposicao, resultando em rinite, espirros, coceira, diarreia, vOmitos e, até
evoluir para uma grave reacao alérgica sistematica, a anafilaxia (NAKAMURA E
TESHIMA, 2013).

1.3 - Albumina 2S de mamona

As albuminas 2S de mamona séo proteinas heterodiméricas, apresentam
um esqueleto conservado de oito residuos de cisteinas e, possuem massa molecular
de 10 - 18 kDa, altos teores de arginina, serina e glutamina (DEUS-DE-OLIVEIRA E
MACHADO, 2011; BREITENEDER E RADAUER, 2004; MACHADO & SILVA, 1992).
Em 1943, Spies e Coulson isolaram da semente de mamona uma fracao proteica de
baixo peso molecular, estavel a altas temperaturas, que foi denominada CB-1A
(castor bean allergens). No ano de 1947 a hipersensibilidade desencadeada por
mamona foi descrita pela primeira vez e em 1977, Li e colaboradores isolaram e
caracterizaram uma proteina das sementes de Ricinus communis L. de baixo peso
molecular que apresentou propriedades similares aquelas da proteina anteriormente
isolada de mamona. Posteriormente, no ano de 1978, Youle e Huang concluiram
gue CB-1A era a mesma proteina descrita por Li et al. em 1977.

Sharief e Li em 1982 determinaram a estrutura primaria de CB-1A. A proteina
descrita por Sharief e Li foi denominada, segundo a nomenclatura prevista para os
alérgenos, como Ric ¢ 1. Esta proteina possui baixo peso molecular, alto teor de
glutamina e, € composta de duas cadeias polipeptidicas ligadas por duas pontes
dissulfeto: uma menor com 34 residuos de aminoéacidos (cadeia leve) e outra maior,
com 61 residuos (cadeia pesada). Posteriormente outra proteina alergénica, também
com baixo peso molecular e alto teor de glutamina foi identificada em R. communis.
Esta proteina, denominada, Ric ¢ 3, também, apresenta duas cadeias polipeptidicas:
a cadeia leve com 41 residuos de aminoacidos e a cadeia pesada com 67 residuos,
ligadas por duas pontes dissulfeto (MACHADO E SILVA 1992; SILVA et al., 1996).
As isoformas alergénicas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, sdo sintetizadas como
um Unico precursor (figura 2), com 237 residuos de aminoacidos. O precursor sofre
processamento pés-traducional, por endopeptidases e carboxipeptidases, perdendo
alguns fragmentos peptidicos para assim dar origem as isoformas, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3
(IRWIN et al., 1990).
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Figura 2 - Estrutura Priméaria do precursor das Albuminas 2S. Verde = cadeia leve e
cadeia pesada de Ric ¢ 3; Marrom= cadeia leve e cadeia pesada de Ric ¢ 1; Cinza =
peptideos que sao eliminados durante o processamento (SILVA et al., 1996).

1.3.1 — Propriedades alergénicas das albuminas 2S de mamona

As isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, foram caracterizadas como
proteinas alergénicas, ha muitos anos (SHARIEF E LI, 1982; THORPE et al.,1988;
MACHADO E SILVA, 1992; Silva et al., 1996). Tanto Ric ¢ 1 quanto Ric ¢ 3 séo
resistentes podendo, mesmo apos os tratamentos desnaturacdo térmica e quimica,
provocar a desgranulacdo de mastocitos previamente ativados com soro contendo
IgE especifica contra estes alérgenos. No entanto, ainda ndo ha relatos, se estas
proteinas desnaturadas poderiam também sensibilizar um individuo atopico
(MACHADO E SILVA, 1992; SILVA JR. et al., 1996; VIEIRA, 2002).

A alergia desencadeada pelas albuminas 2S de mamona € causada por
inalacdo da poeira da torta e graos de pélen dispersos no ar ou também por contato
com a torta residual, dessa forma, as pessoas que trabalham extraindo o 6leo das
sementes ou manuseando a torta e, os moradores préximos a area de plantio sédo
expostos a esses alérgenos (GARCIA-GONZALEZ, et al.,, 1999). As doencas
alérgicas representam um grande problema, e durante muitos anos a sensibilizacéo
aos polens constitui a forma predominante de diversos casos de alergia
(WOODFOLK et al., 2015). Atualmente a alergia € uma doenca que afeta cerca de
25% da populacdo, e os casos de alergia ao polen sdo cada vez mais frequentes
(LUCAE et al., 2015).

Os individuos predispostos geneticamente a desenvolverem a alergia, podem
ser sensibilizados ap6s o contato ou inalacdo do alérgeno. Sabe-se que a
sensibilizacdo a alérgenos presentes em poélens pode ocorrer de forma isolada ou

associada a sensibilizacdo a outros alérgenos, como os alérgenos de acaros da
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poeira domiciliar, fungos e pele de animais (POULSEN E HUMMELSHOJ, 2007;
VIEIRA, 2003). Diversos estudos demonstraram que alérgenos de diferentes fontes
sao reconhecidos pelo mesmo anticorpo IgE, devido a reacdo cruzada entre esses
alérgenos. Anticorpos IgE produzidos contra alérgenos Bet v 1 presentes no poélen
de bétula, por exemplo, também reconhecem alérgenos semelhantes aqueles
encontrados nessa planta, tais como aveld, carpa e carvalho (NIEDERBERGER,
2008; SANCHEZ-MONGE E SALCEDO, 2005; AALBERSE, 2000

A similaridade entre as proteinas tanto de origem vegetal como animal, € um
fator que explica a importancia da IgE nas reagdes cruzadas pois, quando um
individuo é sensibilizado a uma determinada proteina pode ser induzido a reacdes
alérgicas quando houver exposicdo a outras proteinas semelhantes, nao
necessariamente sendo o mesmo alérgeno. Essa reacao cruzada entre as proteinas
pode ocorrer devido a existéncia de uma sequéncia idéntica de aminoacidos, no
entanto, esse nao é o Unico fator para a ocorréncia de reacao alérgica cruzada. A
afinidade desta sequéncia a IgE, sua estrutura espacial e o grau de homogeneidade
(de 25% a mais de 70% de similaridade) sao fatores determinantes para que haja o
reconhecimento das proteinas pelo sistema imunoldgico (SANCHEZ-MONGE E
SALCEDO, 2005; AALBERSE, 2000).

1.4 — Hipersensibilidade

O termo hipersensibilidade é usado para referir-se a uma resposta imune que
resulta em reacdes excessivas e indesejaveis, e podem causar danos ao organismo.
Essas reacdes ocorrem a partir de um estimulo gerado pelo contato com antigenos
ambientais que sao reconhecidos e distinguidos pelo sistema imune. Os antigenos
ambientais que causam essas reacdes sdo chamados de alérgenos e induzem ao
estado de hipersensibilidade ou alergia (PARHAN, 2011; JANEWAY, 2001).

As manifesta¢cfes clinicas variam de acordo com o individuo e normalmente
ocorrem apds o seu contato com o antigeno especifico contra o qual é sensivel. De
forma geral, as reacdes sintomaticas da hipersensibilidade sdo aumentadas
dependendo do grau de exposi¢cdo ao antigeno ou alérgeno. O primeiro contato do
individuo com o alérgeno torna-o sensivel ao induzir a producdo de anticorpos e a
partir dos contatos seguintes provocam uma resposta alérgica (LENVINSON, 2014;

JANEWAY, 2001). Gell e Combs classificam as reacdes de hipersensibilidade em
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quatro tipos (apud RAJAN, 2003) de acordo com 0S seus mecanismos efetores,
dentre as quais, os tipos I, Il e Ill s&o mediados por anticorpos, sendo as reacdes do
tipo | mediadas por IgE, enquanto as do tipo Il e lll sGo mediadas por IgG. Ja a
hipersensibilidade do tipo IV é mediada por células T efetoras especificas para o
antigeno pelo qual estas células foram sensibilizadas (LENVINSON, 2014; RAJAN,
2003).

A hipersensibilidade do tipo | € resultante da ligacdo do antigeno soluvel a uma
IgE especifica ligada ao seu receptor Fc, principalmente fixada nos mastécitos,
desencadeando a sensibilizacdo do individuo. A interacdo formada pela ligagédo
cruzada de varias moléculas de IgE e o alérgeno dispara a desgranulacdo dos
mastocitos e, consequente liberacdo de seus mediadores inflamatorios. Geralmente
as reac0es do tipo | sdo causadas pela inalacdo de particulas antigénicas, como por
exemplo, o pdlen de plantas. Essas reacdes tém efeitos variados sobre o organismo,
podendo causar desde uma coriza a sérias complicacdes respiratérias, e até mesmo
morte por asfixia. As reacdes de hipersensibilidade do tipo | sdo descritas como
imediatas porque ocorrem logo ap0s a exposicdo ao antigeno (PARHAN, 2011;
MURRAY et al., 2015).

As reacbes citotoxicas que envolvem os anticorpos IgG que se ligam ao
antigeno na superficie celular, sdo chamadas reacfes do tipo I, essas reacdes sao
causadas por pequenas moléculas que se ligam aos componentes da superficie
celular modificando-as e, dessa forma, estas células serdo reconhecidas com
estranhas pelo sistema imune. Os anticorpos IgG ao se ligarem as células
modificadas causam sua destruicdo por meio de ativacdo do complemento e
fagocitose (PARHAN, 2011).

A reagOes de hipersensibilidade do tipo Il ocorrem devido a formacdo de
complexos imunes formados por antigenos proteicos ligados a IgG produzido contra
eles. Os imunocomplexos formados por antigeno-anticorpo sao depositados nos
tecidos, provocando uma resposta inflamatéria através da ativacdo do sistema
complemento que atrai as células polimorfonucleares para o local, as quais liberam
enzimas lisossomais causando danos ao tecido (LEVINSON, 2014; PARHAN, 2011).

Finalmente, a hipersensibilidade do tipo IV é descrita como hipersensibilidade
do tipo tardia, pois pode se manifestar dias apds o contato com o antigeno. Esse tipo

de reacdo ocorre quando o antigeno € apresentado as células T auxiliares, as quais
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sdo sensibilizadas e se movem para o local da inflamagdo. Dessa forma, ao
entrarem em contato novamente com o mesmo antigeno, estas células liberam
linfocinas, as quais por sua vez induzem a inflamacdo e ativam macrofagos
liberando diversos mediadores (MURRAY et al., 2015; LENVINSON, 2014).

1.4 — Mecanismos da Alergia

O termo alergia ou hipersensibilidade do tipo | (imediata) refere-se a reacdes
mediadas por anticorpos IgE. Em individuos sensibilizados as moléculas de IgE
especificas desempenham um papel crucial nas reacbes alérgicas. O organismo
pode receber o alérgeno através da inalacdo, ingestdo ou contato com a pele. A
sensibilizacdo alérgica € iniciada quando o alérgeno € internalizado pelas células
apresentadoras de antigeno (APCs), macrofagos, células dendriticas e linfocitos B.
Este alérgeno sofre uma clivagem proteolitica e, os fragmentos peptidicos gerados,
sdo expostos na superficie da APC associada com moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal do tipo I (MHC II). Os peptideos do alérgeno
processado, entdo, sdo apresentados as células T ndo primadas, as quais, por sua
vez, sdo diferenciadas em células Th2 (HOLM et al., 2011).

A secrecédo de citocinas pelos linfécitos T auxiliares determina o padréo de
resposta Th2. As células Th2 ativadas induzem, através de citocinas, a producao de
anticorpos pelos linfécitos B, iniciando uma resposta imunolégica (HOLM et al.,
2011; ABBAS, 2003). As citocinas produzidas pelas células Th2 sao responsaveis
por muitas caracteristicas da hipersensibilidade imediata. A alta producéo,
principalmente, de interleucinas 4 (IL-4) induz a troca de classe nos linfécitos B para
produzirem IgE. Os anticorpos IgE, entdo, sédo liberados pelos plasmacitos, e se
associam aos receptores especificos (FceRIl) presentes na superficie dos mastdcitos
encontrados no tecido, ou em basofilos circulantes no sangue. Assim, ocorre a
primeira  sensibilizacdo (ABBAS, 2008; HOLGATE E POLOSA, 2008;
LICHTENSTEIN, 1993).

Apds uma nova exposicdo ao mesmo antigeno (segunda sensibilizac&o),
ocorrerd uma ligacdo cruzada entre segmentos especificos do antigeno (epitopos
ligantes de IgE) com as moléculas de IgE previamente fixadas na superficie dos
mastécitos e basofilos. A associagdo de um alérgeno a um anticorpo IgE é

especifica, ou seja, 0 anticorpo reconhece a regido presente no alérgeno, chamada
9



epitopo de ligacao a IgE. Dessa forma, pode haver reacdo cruzada desencadeando
varios casos de hipersensibilidade imediata, devido a alguns alérgenos possuirem
determinantes antigénicos (epitopos) semelhantes (FELIX, 2006; BUFE, 2001).

Depois da ligagdo cruzada, os mensageiros intracelulares s&o ativados
induzindo a desgranulacdo dos mastocitos, provocando a liberacdo de
guimioatrativos (citocinas, leucotrienos) para os eosinofilos, neutréfilos e células
mononucleares, ativadores (histamina, fator ativador de plaqueta, triptase,
cinogenase) que promovem a vasodilatacdo e o edema; e espasmdgenos
(histamina, prostaglandina D12, leucotrienos) que S&ao responsaveis por muitos

sintomas alérgicos da hipersensibilidade imediata (alergia), como mostrado na figura
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Figura 3 - Mecanismos da resposta alérgica. O alérgeno € apresentado pelas células
dendriticas (DC) a células T ndo primadas ou “naive” precursoras que se diferenciam para o
fendtipo, e as células Th2 s&o induzidas devido a presenca de IL-4. Estas células produzem
citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, as quais sdo designadas como citocinas do padréo de
resposta Th2. Os linfécitos B sdo induzidos a trocarem de classe e produzirem IgE, que se
ligam aos receptores especificos (FceRI) presentes na superficie dos mastocitos (Mast) e
basotfilos (Baso) na primeira fase, chamada sensibilizacdo. Numa segunda exposi¢cao ao
mesmo alérgeno, ocorre a desgranulacdo de mastécitos e basoéfilos que conduz a
hipersensibilidade imediata (adaptado de OZDEMIR et al., 2016).
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Alguns casos mais graves de alergia resultam em anafilaxia, podendo levar ao ébito
(HOLM et al., 2011; ABBAS, 2008; LICHTENSTEIN, 1993). A resposta alérgica em
humanos depende de varios fatores, como por exemplo, a tendéncia genética ou
atopia para desenvolver a alergia. Além disso, outros fatores importantes para o
desencadeamento de uma reacédo alérgica sdo a dose alergénica, o tipo e a via de
exposicdo ao alérgeno. O reconhecimento antigénico € crucial para o
desenvolvimento de uma resposta alérgica demonstrando a importancia da interacao

entre os fatores genéticos e exposicao ao alérgeno (SIMPSON E CUSTOVIC, 2005).

1.5 - Epitopos ligantes de IgE

A interacdo entre o alergéno e o anticorpo IgE é especifica e ocorre através da
regido presente no alérgeno chamada epitopo ou determinante antigénico. Os
epitopos podem ser compostos por residuos de aminoacidos sequenciais ao longo
da cadeia polipeptidica (epitopos continuos ou lineares), ou podem ser formados por
residuos ndo sequenciais presentes em segmentos da cadeia unidos quando a
proteina estabelece sua conformacdo enovelada (epitopos conformacionais ou
descontinuos), resultante do seu arranjo estrutural (WOLFF et al., 2003).

Com relacéo ao estudo dos epitopos presentes nas albuminas 2S de mamona
realizados pelo nosso grupo, Vieira em 2002 observou que ambas as isoformas
isoladas do “pool” de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, mesmo apds serem
submetidas a desnaturacdo, sdo capazes de desencadear a desgranulacdo de
mastdécitos, indicando a presenca de epitopos continuos nas duas isoformas. Em
2004, Mayerhoffer caracterizou um epitopo continuo da cadeia pesada de Ric c 1
das albuminas 2S de Ricinus Communis. Felix e colaboradores em 2008
identificaram seis epitopos alergénicos, dois em Ric ¢ 1 e quatro em Ric ¢ 3 (Figura
4). Nesses epitopos foi observada a presenca de pelo menos dois residuos de
aminoacidos &cidos (acido glutdmico) a uma distancia de no maximo 12 residuos
(FELIX, 2007). Esta distancia é fundamental para que haja a ligacdo as IgEs
presentes na membrana dos mastécitos e/ou basofilos e desencadearem o processo
de desgranulacdo destas células, provocando a liberacdo de mediadores, como a
histamina, que levam aos sintomas da alergia. (DEUS-DE-OLIVEIRA, 2013).
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Ricc 1l

Cadeia leve:

1 10 20 30

PSQOQGCRGOICEQONLRQCQEY IEQOVSGOGPRR
P2 (Epitopo 1)

Cadeia pesada:

1 10 20 30 40 50 €0

QERSLERGCCDHLEOMOSOCRCEGLEOATIEQOQSOGOLOGODVFEAFRTARNTLPSMCGVSETECRE
PO (Epitopo 2)

Ricc 3

Cadeia leve:

1 10 20 30 40
FESKGEREG3SSQ0CROEVORKDLSSCERYLEQSSSRRSEGE
Pl (Epitopo 3) P2 (Epitopo 4)

Cadeia pesada:
1 10 20 30 40 50 g0
ROOESQOLOQCCHOVEQVRDECQCEATEY IARDOIQQGOLHSEESERVAQRAGEIVSSCGVRCHMROT
P4 P5
(Epitopo 5) (Epitopo 6)

Figura 4 - Estrutura primaria das isoformas de albuminas 2S de R. communis, Ric ¢ 1 e Ric
c 3, destacando as cadeias leve e pesada e o0s seis epitopos alergénicos (FELIX et al.,

2008).
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Posteriormente, Carriello-Gama (2006) tratou os seis epitopos ligantes de
IgE previamente identificados em 2008 presentes nas isoformas, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3,
com N-etil-5-fenilisoxazolium-3"-sulfonato (Woodward's Reagent K -WRK). Este
reagente é especifico para alterar &cidos glutamicos, assim o material modificado
ndo era mais reconhecido pelos mastécitos sensibilizados com IgE anti-albuminas
2S de mamona e, portanto, ndo sendo capaz de deflagrar a reacdo alérgica. Dessa
forma, evidenciou-se, a importancia da participacdo do acido glutamico para
promover a ligacao cruzada entre os alérgenos de mamona e as Iges (CARRIELO-
GAMA, 2006; FELIX, 2006).

Sabe-se que as albuminas 2S de mamona apresentam similaridades estruturais
com outras fontes de alérgenos aéreos ou alimenticios. Esses epitopos podem estar
relacionados com a reacdo cruzada entre alguns tipos de alérgenos como descrito
por Valenta et al. (1996) e Deus-de-Oliveira et al. (2011). Dessa forma, é importante
identificar a estrutura dos epitopos ligantes de IgE para o desenvolvimento de novas
estratégias que possibilitem um diagnéstico preciso da doenca alérgica, bem como
um tratamento especifico (MATSUO et al., 2015).

Ensaios in vitro, realizados por Deus-de-Oliveira et al. (2011), demonstraram
que soros contendo IgE anti-albumina 2S de mamona quando previamente tratados
com &cido glutamico livres e, em seguida, incubados com mastdcito e,
posteriormente, desafiados com alérgenos de mamona nédo desencadeiam
processos de desgranulacao, indicando que estes acidos glutamicos livres possam
atuar como bloqueadores desta imunoglobulina (FELIX et al.,, 2008, DEUS-DE-
OLIVEIRA et al. ,2011).

A hipotese é que o acido glutamico se ligue a IgE e ocupe o sitio de interacdo
com o epitopo, impedindo a ligacdo cruzada com o alérgeno e, deflagracdo da
alergia. Dessa forma, foi proposto a utilizacdo do acido glutdmico como agente
bloqueador de IgE. Nos experimentos realizados por Deus-de-Oliveira et al., 2011
pode-se observar que o tratamento das IgEs com &acido glutamico livre, além de
impedir a ligacdo de IgE entre alérgenos de mamona, também impediu a resposta
cruzada com alérgenos de diversas fontes alimentares como aqueles presentes no
peixe, camardao e milho, bem como a alérgenos inalantes presentes na poeira e no
tabaco (DEUS-DE-OLIVEIRA et al.,, 2011). Embora os resultados obtidos sejam

promissores quanto aos dados in vitro, muitos estudos ainda precisam ser realizados
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a fim de utilizar o &cido glutamico como terapia bloqueadora de IgE in vivo para
tratamento de doencas alérgicas considerando as diversas funcdes desempenhadas

por este aminoacido para o0 organismo.

1.6 — O 4cido glutamico e sua funcao neurolégica

O &cido glutamico ou glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do
Sistema Nervoso Central (SNC) e estd envolvido em diversas funcbes como
cognicao, memoéria e aprendizado. Este aminoacido desempenha papéis relevantes
no desenvolvimento neural, na plasticidade sinaptica, na epilepsia, na isquemia
neural, na tolerancia e na dependéncia a drogas, na dor neuropatica, na ansiedade e
na depresséao (YERNOOL et al., 2004).

A sintese do glutamato ocorre a partir de glutamina, através da enzima
glutaminase, e também pode ser sintetizado a partir do a-cetoglutarato, um
intermediario do ciclo de Krebs, através da enzima GABA transaminase, que o
converte em glutamato. Esse aminoacido encontra-se amplamente distribuido no
cérebro e demais regides do SNC, sendo armazenado em vesiculas sinapticas O
glutamato pode se ligar a dois grupos de receptores glutamatérgicos: os ionotropicos
(iGIuRs) e os metabotrépicos (MGIluRs). Os iGIuRs podem ser de trés tipos: N-metil-
D-aspartato (NMDA), acido-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propiénico (AMPA) e
cainato (KA) (GOODMAN E GILMAN, 1996). Os receptores ionotropicos (iGIuR),
apresentam acéao rapida, pois afeta diretamente o fluxo de ions (principalmente Na*
e Ca?*), gerando modificacGes no estado eletroquimico da membrana poés-sinaptica.
Enquanto os receptores metabotrépicos (MmGIuRs), precisam estar acoplados a
proteina G e participam dos mecanismos de resposta intracelular através da
ativacao de segundos mensageiros. O efeito de excitagdo ou inibicdo induzido por
essa forma de recepgdo indireta dos neurotransmissores gera um potencial
resultante mais lento e de maior duragcdo (JAYANARAYANAN et al., 2013;
RUGGIERO et al., 2011).

A estimulacdo excessiva dos receptores de glutamato pode causar efeitos
neurotoxicos, ou seja, o estimulo conhecido como excitotoxidade glutamatérgica
pode gerar a morte neuronal (Figura 5). Além disso, o estimulo excessivo dos
receptores de glutamato podem provocar danos neuronais, como por exemplo, as

complicacfes diabéticas denominadas retinopatia e neuropatia (JAYANARAYANAN
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et al., 2013; DELYFER et al.,2005; GILL E PULIDO, 2001). Alguns estudos sugerem
gue as concentracfes extracelulares de glutamato podem variar de 1 a 10 uM,
entretanto, tais concentracdes nao refletem a quantidade real de glutamato na fenda
sinptica, considerando que concentracbes com poucos micromolares ativariam
significativamente e/ou dessensibilizariam seus receptores (BUTCHER, et al, 1987;
MORALES-VILLAGRAN; TAPIA, 1996).
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Figura 5 - Morte neuronal por excitotoxicidade glutamatérgica. O glutamato é liberado na
fenda sinaptica por despolarizacdo ap6s um potencial de acdo. Os niveis deste
neurotransmissor sdo cuidadosamente controlados por transportadores astrocitarios que o
captam, reduzindo seus efeitos pds-singpticos. No entanto, muitas condigbes deletérias
podem convergir para a exocitose desenfreada de glutamato iniciando uma cascata de
eventos que leva a excitotoxidade. O influxo de fons Ca?" intracelular através da ativacdo
exacerbada de receptores glutamatérgicos ionotropicos AMPA, NMDA e cainato ativa vias
de sinalizacdo que culminam na morte celular. (Adaptado de SYNTICHAKI E
TAVERNARAKIS, 2003).

15



O &cido glutdmico é muito utilizado, principalmente, na culinéria chinesa como
um intensificador de sabor, mas também é encontrado na forma de glutamato
monossodico, em diversos alimentos tais como, sopas enlatadas, biscoitos, carnes,
saladas e refeicdes congeladas (JINAP E HAJEB, 2010). Em 1959, a FDA (Food
and Drug Administration, ou Agéncia Norte-Americana de Controle de Alimentos e
Medicamentos), classificou o glutamato monossodico como “seguro”, porém muitos
sintomas causados pelo seu consumo foram relatados ao FDA ao longo dos anos
(BBC, 2015; HE et al., 2008; FDA, 2006).

Estudos demonstram que o glutamato monossédico pode ser classificado como
uma excitotoxina, ou seja, uma substancia que estimula as células podendo danifica-
las ou causar a morte. Nesse sentido, 0s riscos a saude associados ao uso do
glutamato na alimentacdo, ocorrem porque este aminoacido é o principal
neurotransmissor estimulante do sistema nervoso central e, portanto os danos nas
células cerebrais podem conduzir a diversos efeitos colaterais como, dores de
cabeca, aceleracao dos batimentos cardiacos, dores no peito, dorméncia no rosto e
pescoco, palpitacbes e sudorese e, além disso pode desencadear outras
complicagcbes, como por exemplo, dificuldades de aprendizado, Alzheimer e Doenca
de Parkinson. O glutamato usado para intensificar o sabor dos alimentos, também
pode estar relacionado ao desenvolvimento de doencas crénicas como obesidade,
diabetes, transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade, autismo, epilepsia,
além de ser genotdxico a varios orgaos (HE et al., 2008, ERB, 2006).

De acordo com os relatos presentes na literatura e diante das diversas funcdes
importantes desempenhadas pelo acido glutdmico, a sua utilizagdo in vivo para
bloqueio de IgE, como abordagem terapéutica para o tratamento da alergia,
apresenta grandes dificuldades devido a possibilidade desse aminoacido

desencadear diversos efeitos colaterais no organismo.

1.7 - Estratégias terapéuticas para o tratamento da alergia

Com o aumento da ocorréncia de doencas alérgicas, alternativas tém sido
estudadas para o tratamento da alergia, visando amenizar o0s sintomas
desencadeados pelas respostas do organismo frente aos alérgenos e reduzir 0 uso
de farmacoterapicos. As terapias farmacoldgicas existentes sao utilizadas para

aliviar os sintomas da alergia, ou seja, sdao baseadas nas consequéncias da
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hipersensibilidade imediata. Como estratégia inicial utiliza-se  agentes
farmacologicos anti-histaminicos, que tipicamente se ligam aos receptores da
histamina e inibem seus efeitos. Embora este tratamento seja eficaz em controlar os
sintomas da alergia, pode causar efeitos colaterais sedativos, causando sonoléncia
e, ndo tratam a causa deflagradora dos mesmos (HOLGATE; POLOSA, 2008;
GUEDES et al., 2007).

Além da terapia descrita existem também os tratamentos que exercem acao
preventiva que limitam o inicio das reacfes alérgicas, como € 0 caso da
imunoterapia com extratos de alérgenos. A imunoterapia com alérgenos consiste na
administracdo de quantidades pequenas, progressivamente crescentes de um ou
poucos alérgenos ao longo do tempo, com o objetivo de promover a
dessensibilizacdo (TONNEL, 2005).

A terapia alérgeno-especifica inclui as imunoterapias oral, sublingual e
subcutanea. Os mecanismos de acdo da imunoterapia alérgeno-especifica (ASIT)
incluem os efeitos precoces no processo de dessensibilizagdo do organismo,
primeiro ocorre a modulacéo das respostas de células T e B e alteracao dos isotipos
de anticorpos relacionados. A ASIT induz o aumento de anticorpos IgG4, os quais
sdo capazes de capturar o alergéno antes que ele se ligue a IgE especifica e,
portanto, previne a ativacao de mastdcitos e basofilos (AKDIS E AKDIS, 2011).

A ASIT também pode induzir a tolerancia imunoldgica através de repetidas
exposi¢des ao alérgeno e diminuir o nivel de anticorpos IgE especificos, porém a
sua eficacia € muito limitada, pois é direcionada apenas para um determinado
alérgeno (HOLGATE; POLOSA, 2008; NOWAK-WE; SAMPSON, 2013; SILVA,
2008). Outra estratégia que vem sendo abordada € a imunoterapia cruzada
utilizando pdélen para tratamento da chamada sindrome de alergia pélen-alimentar
(PFAS, também referido como Sindrome da Alergia oral). Foi demonstrado efeitos
positivos sobre os sintomas orais e em teste cutaneo para certos alimentos de
origem vegetal em individuos tratados com polen por imunoterapia subcutanea ou
sublingual (NOWAK-WE; SAMPSON, 2013). Existem ainda algumas terapias néo
especificas, que utilizam anticorpos monoclonais capazes de bloquear a IgE e
alterar as respostas imunes, prevenindo os sintomas da alergia (NOWAK-WE;
SAMPSON, 2013).
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Uma abordagem imunoterapéutica alternativa, por blogueio da regido de
interacdo do alérgeno com a IgE, esta sendo proposta neste trabalho. Esta nova
abordagem € baseada em experimentos que mostram que o acido glutamico livre é
capaz de se ligar a IgE, especifica para alérgenos de mamona, ocupando o sitio de
interagdo do epitopo impedindo a ligacdo dos alérgenos, em uma segunda
exposicao, as IgEs fixadas nos mastocitos. (DEUS-DE-OLIVEIRA, 2011). Por outro
lado, o acido glutdmico atua como neurotransmissor excitatério, assim utilizar este
aminoacido livre, in vivo, como agente terapéutico para bloquear a molécula de IgE,
poderia provocar alteracées nos impulsos nervosos no organismo humano. Uma
alternativa para isso seria a utilizacdo de derivados do acido glutamico,
apresentando modificacbes em suas cadeias laterais. Esses compostos modificados
podem ser uma alternativa segura para bloqueio dos sitios de interacdo da molécula
de IgE com alérgenos da mamona e similares.

Dessa forma, como exposto anteriormente que ocorrem respostas cruzadas da
IgE especifica de albumina 2S de mamona com proteinas alergénicas presentes em
algumas fontes alimentares , acreditamos que o tratamento alternativo a ser testado
(bloqueio da IgE), baseado no conhecimento de epitopos de IgE dos principais
alérgenos de mamona, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, possa ser extrapolado para tratamento de
outras alergias desencadeadas contra substancias de contato frequente, tanto no

meio rural quanto urbano.
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2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Avaliar o bloqueio da molécula de IgE pela acdo de acidos glutamicos

modificados como terapia alternativa para tratamento da alergia.

2.2 - Objetivos Especificos

e Sensibilizar camundongos com diferentes concentragdes de albumina 2S

de sementes de mamona;

e Avaliar a resposta imunolégica nos camundongos ap6s as imunizacdes

com albumina 2S de mamona;

e Obter soro rico em IgE especifica anti-albumina 2S de mamona nos

camundongos imunizados;

e Realizar ensaios de bloqueio da IgE anti-albumina 2S in vitro utilizando
cinco acidos glutamicos modificados: D- acido glutamico; N-metil-L-acido
glutdmico; N-acetil-L- acido glutamico; N-(4-nitrobenzoil)-L- acido
glutamico e N-carbamil-L- acido glutamico.

e Comparar a eficacia da acdo bloqueadora da IgE realizada por cada um

dos acidos glutamicos modificados em ensaios in vitro.

e Estabelecer a relacdo existente entre a concentracdo do agente
blogqueador e as IgE in vitro;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Obtencé&o das albuminas 2S

As albuminas 2S foram isoladas das sementes de Ricinus communis, cultivar
IAC226, ja disponiveis no laboratério, as quais foram extraidas pela metodologia
descrita por Thorpe e colaboradores em 1988, segundo as adaptacdes propostas

por Marcondes de Souza em 1997.

3.2 - Protocolos de imunizacgdes

As etapas de imunizag¢Oes foram realizadas em colaboragdo com a professora
Dra. Elena Lassunskaia do Laboratério de Biologia do Reconhecer da UENF,
seguindo metodologia descrita por Deus-de-Oliveira em 2013. Foi utilizado o modelo
animal, Balb/c (n= 6 fémeas de 5 a 6 semanas/grupo). Considerando que a escolha
da linhagem para estudos com sensibilizagdo a um alérgeno € importante, estes
testes foram realizados com camundongos do tipo BALB/c, linhagem mais utilizada
em estudos de asma e, também bons produtores de anticorpos IgE contra
ovalbumina (OVA). Os camundongos BALB/c também s&o descritos como
produtores de maiores concentragdes de citocinas do padrao Th2 (IL-4 e IL-5) no
lavado broncoalveolar, quando comparados, por exemplo, com animais da linhagem
C57BL/6 (KUMAR et al., 2008).

Dois diferentes protocolos de imunizacao pela via intraperitoneal (IP) foram
utilizados, o primeiro protocolo determina a inoculagcdo nos animais de 1 pg do
alérgeno purificado, jA o outro protocolo prevé a sensibilizagdo com 10 pg do
alérgeno, ambos na presenca de adjuvante. Os camundongos foram divididos em
dois grupos (n= 6 animais/grupo) para a realizacdo dos dois protocolos previstos. O
primeiro grupo (G1P1) foi imunizado com 1 pg de albuminas 2S de mamona na
presenca de 4 mg de hidréxido de aluminio/inoculagdo. No segundo protocolo de
imunizacdo os camundongos (G2P2) receberam 10 pug do alérgeno de mamona na
presenca de 5 mg de hidroxido de aluminio como adjuvante. Em ambos os
protocolos seguimos 0 mesmo cronograma, realizando trés imunizagbes de acordo

com os intervalos apresentados na figura 6.
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Figura 6 - Cronograma do protocolo experimental de imunizacdo. As setas representam as
imunizacbes, sendo que as setas em vermelho representam as doses reforco e, o0s
asteriscos as coletas de sangue (DEUS-DE-OLIVEIRA, 2013).

Ao final da terceira imunizagcdo (dia 57), os dois grupos de camundongos
receberam doses de alérgeno como reforgo. Este reforgo foi realizado 12 dias ap06s
esta 32 imunizagcdo, da seguinte forma, os animais foram imunizados durante dois
dias seguidos e no terceiro dia o sangue foi coletado. Nessa etapa de reforco
utilizamos, em ambos os grupos, 10 ug de albumina 2S de mamona sem a presenca
de adjuvante.

Nos protocolos de imunizagao propostos nesse trabalho as amostras de sangue
foram coletadas por sangria pelo plexo retro-orbital de cada animal antes da primeira
imunizacdo (pré-imune) e, apdés imunizacbes de acordo com cada protocolo
empregado (Figura 6). Os soros provenientes de cada animal foram obtidos apés
centrifugagéo a 1500 rpm por 10 minutos a 4 °C e, posteriormente guardados a -20
°C para testes quanto a resposta humoral dos animais imunizados. Apdos o periodo
previsto de cada protocolo experimental os animais foram sacrificados em camara
de gas (CO2) e, posteriormente, descartados, segundo procedimentos
recomendados pela CEUA/UENF (Comissdo de Etica de Uso Animal/Universidade

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro).

3.2.1 — Avaliacdo da resposta imunoldégica dos camundongos:

Para avaliarmos a resposta humoral inicial dos camundongos imunizados
verificamos nos soros coletados a dosagem do titulo de IgG anti-albumina 2S de
mamona por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). A dosagem desta
imunoglubulina especificamente foi utilizada para demonstrar se o0s animais
utilizados nas etapas de imunizacédo foram ou nédo estimulados para a producao de

anticorpos especificos ao longo do experimento. Nos ensaios de ELISA utilizamos
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controles, tais como o branco da amostra (Brl= proteinatrevelacdo) para
verificarmos se a propria amostra possui atividade peroxidasica intrinseca e, o
branco do tampéao (Br2= tampéao carbonato/bicarbonato+anticorpos+revelacéo) para
avaliarmos a pureza do tampao que as amostras sao diluidas.

As etapas gerais para realizacdo do ELISA foram: sensibilizagdo da
microplaca (Nunc MaxiSorp®) com 1ug/100 uL da amostra (albumina 2S purificada
de sementes de mamona) por 18 horas, a 4°C. Apds esse tempo, a placa foi lavada
duas vezes com PBS (tampao Fosfato de sodio Salino) contendo 0,05% de Tween
20 (300 pL/pogo durante 1 hora). Em seguida, foram adicionados 300 uL de tampao
blogueador (gelatina 1% em PBS contendo Tween 20), permanecendo na placa por
1 hora a temperatura ambiente. Apds esse tempo de bloqueio, a placa foi
novamente lavada com PBS contendo Tween 0,05% (300 pL/pogo durante 1 hora), e
foi adicionado 50 pL/pogo do anticorpo primério (soro obtido dos camundongos)
durante duas horas a temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi novamente
lavada com PBS contendo Tween, por trés vezes de 5 minutos e, em seguida, foi
incubada com o anticorpo secundario, por 1 hora a temperatura ambiente. A placa
foi lavada com PBS contendo Tween, por trés vezes de 5 minutos. A revelagéo foi
feita com 50 pyL da solugéo de revelagdao (10 mg de OPD (O-Ortofenilediamina);
10uL de H20:2 (peroxido de hidrogénio) 30%; 6,5 mL de acido citrico 0,1 M; 7,0 mL
de fosfato de sodio 0,2 M e 9,0 mL de H20 (4gua) destilada). A reacdo foi
interrompida adicionando 50 pyL de H2SO4 (acido sulfdrico) por pogo. A leitura da
microplaca (Thermo Plate-TP Reader) foi realizada a 492 nm. Posteriormente a
pesquisa de IgG contra albumina 2S de mamona no soro dos camundongos,
passamos para verificarmos o padrdo de resposta humoral induzido por linfocito T
auxiliares (helper), Th2. O soro dos animais imunizados com albumina 2S foram
testados por ELISA para presenca de imunoglobulinas caracteristicas do padrédo Th2
(IgG1 e IgE), utilizando como anticorpos secundarios (anti-mouse), anti-lgG1 e anti-
IgE,. Para acompanharmos a resposta imune induzida nos camundongos
submetidos aos protocolos de imunizacdo descritos (P1 e P2), realizamos ensaio

imuno-enzimatico com os soros de todos 0s animais.

22



3.3 —Ensaios de bloqueio de IgE com acidos glutamicos modificados

Para avaliar o bloqueio de IgE pelos acidos glutdmicos modificados utilizamos a
ensaios imuno-enzimatico (ELISA). Para realizacdo dos testes preliminares de
bloqueio foram utilizadas solu¢des nas concentragdes de 0,5 uM/uL de cada um dos
aminoacidos livres descritos: acido - L —glutamico (E) e, os cinco acidos glutamicos
modificados com suas estruturas apresentadas na tabela |, todos adquiridos

comercialmente da Sigma-Aldrich.

Tabela I: Relacdo de &cidos glutamicos modificados (Sigma-Aldrich) utilizados nos ensaios
de bloqueio.

Acidos glutamicos Sigla Formula Estrutural Massa
Modificados Molecular
D- acido glutamico E1 147.13
O NH,O
HowOH
N-metil-L-acido E2 ) O 161.16
glutdmico HOWOH
HN.
CHs
N-acetil-L- acido E3 HsC. O 189.17
glutamico N H
OMD
OH OH

N-(4-nitrobenzoil)-L- E4 305.24
acido glutdmico HO H OH 1 HgO
Hemihidratado M%

N-carbamil-L- acido E5 0 0O
o . 190.15
glutdmico HOJ\‘/\l/U\OH
HN.\H, NH,
O
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Cada um dos aminoacidos a serem testados para 0s ensaios de blogueio foi
incubado na presenca de soro obtido dos camundongos imunizados com albumina
2S de mamona. A diluicdo do soro foi ajustada para uma leitura de 0,5 de
absorbéancia (Abs) a 492 nm. Em geral, a diluicdo do soro foi de 1:5 em tampéo PBS
(pH 7,2). O soro foi incubado com cada um dos aminoacidos, na proporc¢éo (1:10),
sendo (aminoacido:soro), mantido sob agitacdo, a temperatura ambiente (~25° C)
por 15 minutos. A etapa de sensibilizacado da microplaca foi feita com 100 uL de uma
solugdo 0,2 pg/pL de albumina 2S de sementes de mamona, em tampéo
carbonato/bicarbonato (pH 9,6). Em seguida, aliquotas de 50 uL dos soros
previamente incubados com os aminoacidos candidatos a bloqueadores foram
adicionados (anticorpo primario). A seguir empregamos as etapas gerais para ELISA
descritas no item 3.2.1. A fim de avaliarmos o bloqueio da IgE pelos amino&cidos
livres utilizamos como anticorpo secundario anti-IgE de camundongo HRP (1:2000),

adquirido da Southern Biotech.

3.3.1 - Curva de concentracao
O agente blogueador identificado com melhor desempenho nos ensaios
preliminares foi submetido a curva de concentracéo para avaliarmos a relacao entre
a concentracdo do aminoéacido e a efetividade do bloqueio da IgE. Para isso, foram
utilizados ensaios de ELISA com volumes crescentes de 10 pL, 15 puL e 20 uL da
solucdo do aminoacido selecionado na concetracéo de 0,5 uM/uL.
Para avaliarmos a concentracdo ideal para o bloqueio de IgE in vitro, utilizamos
trés diferentes concentracbes de cada um dos aminoacidos descritos na Tabela I,
utilizando volumes crescentes de 10 uL, 15 uL e 20 uL da solucédo dos aminoéacidos.
Dessa forma, podemos identificar a relacdo ideal entre a concentracdo de cada
aminoacido e o bloqueio de IgE nos soros dos camundongos imunizados com
albumina 2S de mamona. Nesses ensaios seguimos as mesmas etapas descritas no

item 3.3 e empregamos as etapas gerais do ELISA conforme descrito no item 3.2.1.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Quantificacdo de IgE nos soros anti-albumina 2S de mamona

produzidos em camundongos.

Para avaliarmos a presenca de IgE especifica anti-albumina 2S nos seis
soros (A a F) de camundongos ja disponiveis no laboratério, realizamos o ensaio
ELISA, conforme descrito no item 3.2.1. Para normatizacao da titulacdo de IgE nos
diversos ensaios de bloqueio, determinamos que as diluicdes dos soros deveriam
ser ajustadas a fim de obtermos valores de absorbancia entre 0,4 e 0,6. Na Figura 7
observamos os resultados obtidos deste ensaio mostrando que o soro policlonal que
apresentou maior valor de absorbancia (Abs > 0,5), para dilui¢cdes 1:5, foi o soro D.
Este soro, portanto, foi selecionado para ser utilizado nos ensaios de bloqueio com

os acidos glutamicos modificados propostos neste trabalho.
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Figura 7 - Quantificacdo de IgE nos soros anti-albumina 2S de mamona produzidos em
camundongos. Anticorpo primario: (Soro A): T3G1 - 13/09/12; (Soro B): T3G2 - 27/09/12;
(Soro C) T3G3 - 11/10/12; (Soro D): “pool” (n=12); (Soro E): T3 - 25/11/12; (Soro F): T3 -
09/11/12. Anticorpo primario: soros (1:5). Anticorpo secundéario anti-lgg de camundongo
conjugado a HRP (1:2000).
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4.2 - Ensaios de bloqueio de IgE utilizando acidos glutdamicos modificados

Para realizarmos ensaios preliminares de avaliacdo da acdo bloqueadora de
IgE pelos acidos glutamicos modificados, utilizamos o ensaio de ELISA. Para estes
ensaios foram utilizadas solugdes nas concentragdes de 0,5 uM/uL de cada um dos
seis aminoacidos. O resultado é mostrado na figura 8. Como descrito no item 3.3 da
metodologia, o soro D (1:5) foi previamente incubado, sob agitacdo, com cada um
dos candidatos a agentes bloqueadores. A placa foi sensibilizada com a albumina
2S (0,2 pg/uL) e, em seguida recebeu 50 pL do anticorpo primario (soros
blogueados), seguido de adicdo do anticorpo secundério anti-lgE de camundongo
HRP (1:2000).
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Figura 8 - Ensaio imunoenzimatico para avaliar o bloqueio de IgE pelos acidos glutamicos
modificados. (Glu): Soro incubado com L-4cido glutamico, (E1): Soro + D- acido glutamico.
(E2): Soro + N-metil-L-acido glutamico. (E3): Soro + N-acetil-L-acido glutadmico. (E4): Soro +
N-(4-nitrobenzoil)-L- &acido glutdmico. (E5): Soro + N-carbamil-L- acido glutamico.
Sensibilizagdo da microplaca= 0,2 ug/uL de albumina 2S de mamona; Anticorpo primario
(soro) 1:5; Anticorpo secundério (anti-lgE de camundongo) 1:2000 (n=3 média +D.P.; *
P<0,01 e * * P<0,05 em comparagdo com o0 acido glutamico (Glu), pelo one way ANOVA,
teste de comparacdo multipla de Tukey) Legenda = Box: linha central representa a média
aritmética, sendo as linhas superior e inferior os + 1 D.P.; Circulos: valores extremos outliers.
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Na figura 8, observamos que entre os aminoacidos avaliados como possiveis
blogueadores, o D-glutamico (E1) D- acido glutamico néo foi reconhecido pela IgE
anti-albuminas 2S, pois observamos 14% de bloqueio. Todos os outros aminoacidos
mostraram-se bons candidatos a bloqueadores como pode ser observado nos
resultados que mostram que o0 bloqueador (E2) N-metil-L-acido glutamico
apresentou 25%, o (E3) N-acetil-L-acido glutamico 36%, o (E4) N-(4-nitrobenzoil)-L-
acido glutamico 93% e o (E5) N-carbamil-L- acido glutamico 42% de bloqueio de
IgE.

4.2.1 - Eficacia comparativa da acao bloqueadora

Um estudo comparativo entre os cinco aminoacidos modificados foi realizado,
usando um “pool do soro” de camundongos, anti-albuminas 2S, ricos em IgE, este
soro D foi incubado com volumes crescentes (10 pL, 15 pL e 20 pL) da solucdo de
cada aminoacido na concentracdo de 0,5 uM/uL. Nesse ensaio avaliamos a relacéo
entre a eficacia de bloqueio e o volume utilizado. O resultado pode ser observado na
figura 9.
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Figura 9 - Relacdo entre a concentracdo dos cinco agentes bloqueadores e o bloqueio de
IgE. (E1): Soro imune anti-albumina 2S de mamona (1:5) incubado com o acido - D-
glutamico. (E2): Soro + acido- N-metil-L- glutdmico. (E3): Soro + &cido - N-acetil-L-
glutdmico. (E4): Soro + acido - N-(4-nitrobenzoil)-L- glutamico. (E5): Soro + acido - N-
carbamil-L- glutdamico, com volumes crescentes 10 ul, 15 ul e 20 pL da solucdo de
aminoacido 0,5 uM/uL. Anticorpo primario: (1:5); anticorpo secundario (1:2000).
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A figura 9 apresenta os resultados referentes a agao bloqueadora de cada um
dos acidos glutamicos modificados, comparando a relacdo entre o bloqueio de IgE e
a concentracdo desses aminoacidos. O D-acido glutamico (E1) desencadeou 25%,
42% e 48% de bloqueio da IgE quando utilizado nos volumes de 10 pL, 15 puL e
20 uL, respectivamente. Bloqueio da IgE de apenas 32%, 30% e 38% foi observado
guando utilizamos o acido - N-metil-L- glutdmico (E2) nestes mesmos volumes,
respectivamente, 42%, 35% e 31% de bloqueio da IgE foram observados na
incubacdo do soro com N-acetil-L-4cido glutamico (E3). O acido - N-(4-nitrobenzoil)-
L- glutamico (E4) promoveu 45%, 90% e 100% o bloqueio de IgE nos respectivos
volumes testados, e o acido- N-carbamil-L- glutamico (E5) bloqueou 33%, 52% e
90%.

Estes resultados indicam que o E4, N-(4-nitrobenzoil)-L- acido glutdmico é um
bom agente bloqueador da IgE, assim como N-carbamil-L- acido glutamico (E5).
Nas condi¢cdes ensaiadas, ao incubarmos o soro com 20 uL da solucdo do
aminoéacido, a porcentagem de bloqueio foi de 100% e 90%, para o E4 e o ES5,
respectivamente. Nao observamos mudanca significativa no percentual de bloqueio

para os aminoacidos E1, E2 e E3 nos volumes empregados.

4.2.2 — Curva de concentracao utilizando o aminoécido N-(4-nitrobenzoil)-
L- acido glutamico (E4)

O &cido glutamico modificado L — &cido - N — (4 — Nitrobenzoyl —glutamico) (E4)
demonstrou os melhores resultados nos ensaios de bloqueio (Figura 8 e 9). Este
aminoécido demonstrou bloqueio de 100% da interacdo entre a IgE com os
alérgenos de mamona, de forma similar ao L-acido glutamico (Glu). Desta forma, ele
foi 0 mais indicado para prosseguirmos nos ensaios de bloqueio para avaliarmos a
relacdo entre o titulo de anticorpo e a concentracdo do blogueador. Portanto,
realizamos ensaio imuno-enzimatico para avaliar sua atividade bloqueadora
utiizamos trés diferentes concentracdes desse aminoacido para estabelecer a
relacdo entre a concentracdo do agente bloqueador e o titulo do anticorpo presente

no soro. O resultado deste ensaio pode ser observado na figura 10.
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Figura 10 - Relacdo entre a concentragdo do aminoacido (E4) e o bloqueio de IgE. Soro
imune anti-albumina 2S de mamona (1:10) incubado com o N-(4-nitrobenzoil)-L- &cido
glutdmico (E4), com volumes crescentes 10 uL, 15 uL e 20 pL da solugdo de aminoacido
0,5 uM/ul. Anticorpo primario: (1:10); anticorpo secundario (1:2000).

Este resultado demonstra que existe uma relagdo diretamente proporcional
entre a concentracdo do aminoacido (E4) e o bloqueio de IgE no soro imune, pois,
no volume de 10 ul observamos, aproximadamente, 51% de bloqueio, ja utilizando

15 ul foi observado, 75%, enquanto com 20 uL de solugao bloqueadora observamos

o bloqueio total da IgE (100%).
4.3 - Avaliacao da resposta imunoldégica no modelo animal:

4.3.1- Imunizagao com 1 pug de albumina 2S de mamona:

O primeiro protocolo de imunizagdo utilizado foi com 1 ug de albumina 2S de
mamona com 4 mg de hidroxido de aluminio/inoculagdo. Os camundongos Balb/c
(n= 6 fémeas de 5 a 6 semanas) foram imunizados em intervalos de,
aproximadamente, 20 dias, como mostra o modelo experimental apresentado no
item 3.3. Os animais submetidos a estas imunizacdes apresentavam-se saudaveis, e
ndo observamos nenhum oObito durante as etapas de imunizacdes. Todas as
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amostras de soro coletadas dos animais antes (soros pré-imune) e, também aqueles
obtidos apdés as imunizacbes, foram avaliados quanto a producdo de IgG, por
ensaios de ELISA. Para caracterizarmos o padrdo de resposta humoral induzido por
linfocito T auxiliares (helper) do tipo Th2 quantificamos também a presenca de IgG1

e IgE especificas nestes soros.

4.3.1.1- Avaliacdo da resposta IgG especifica

A producao de IgG especifica anti-albumina 2S nos soros obtidos dos animais
imunizados com 1 pg de albumina 2S de mamona/inoculagao foi acompanhada por
ensaios imuno-enzimaticos utilizando anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
(1:500). O resultado da avaliacdo deste estimulo humoral em cada um dos

camundongos (C1 a C6) pode ser observado na figura 11.
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Figura 11 - Producéo de IgG especifica nos camundongos submetidos a imunizagdo com 1
Mg de albumina 2S de mamona. C1, C2, C3, C4, C5, C6 = camundongos. Anticorpo
priméario= 1:500; Anticorpo secundario= 1:5000 (n=3 +D.P.)

Os dados referentes a presenca de IgG especifica no soro pré-imune de todos
0S seis animais mostraram-se com valores abaixo de 0,3 de absorbancia. Estes
mesmos valores foram observados nos soros coletados dos animais apés a 22
imunizacdo. Os soros dos animais quando pesquisados para presenca de IgG
especifica apdés a 32 imunizacdo apresentaram valores abaixo de 0,4. Estes

resultados demonstram que os animais imunizados com 1 ug de albumina 2S de
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mamona estdo sendo pouco estimulados para a producdo de anticorpos IgG anti-

albumina 2S de mamona.

4.3.1.2 - Avaliacdo daresposta lgG1l especifica

A pesquisa de IgG1 especifica nos soros obtidos dos animais imunizados com 1
Mg de albumina 2S de mamona/inoculacao também foi acompanhada por ensaios
imuno-enzimaticos utilizando anticorpo secundario anti-lgGl1 de camundongo

(2:500). O resultado desta avaliagdo pode ser observado na figura 12.
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Figura 12 - Producao de IgG1 especifica hos camundongos submetidos a imunizagdo com
1 pyg de albumina 2S de mamona. C1, C2, C3, C4, C5, C6 = camundongos. Anticorpo
priméario= 1:500, Anticorpo secundario= 1:1000 (n=3 +D.P.)

Nesse resultado (figura 12) podemos observar pela analise comparativa que o
camundongo 1 (C1) produziu IgG1l especifica desde apdés a segunda imunizacao,
com valores de absorbancia de aproximadamente 0,8. Nos camundongos 2, 3,4 e 6
foram quantificados baixos niveis de anticorpo IgG1l especificos, com valores de
absorbéancia abaixo de 0,5. Para o camundongo 5 (C5), podemos observar presenca
de 1gG1 especifica somente apdés a 32 imunizacdo com valores aumentados de
absorbancia (aproximadamente 0,6), quando comparados aos dados do soro pré-

imune e ao da 22 imunizacgao.
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4.3.1.3 - Avaliacdo da resposta IgE especifica
Para avaliar a presenca de IgE anti-albumina 2S nos soros do camundongos
por ensaios de ELISA utilizamos anti-lgE de camundongo (1:5) como anticorpo

secundario. O resultado deste ensaio pode ser observado na figura 13.
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Figura 13 - Producéo de IgE especifica nos camundongos submetidos a imunizagdo com 1
Mg de albumina 2S de mamona. Cl1, C2, C3, C4, C5, C6 = camundongos. Anticorpo
primario= 1:5; Anticorpo secundario= 1:2000 (n= 3 £D.P.)

A presencga de IgE especifica (Figura 13) no soro pré-imune de todos os
animais imunizados mostraram-se com valores abaixo de 0,3. Estes mesmos valores
foram quantificados nos soros coletados dos animais apdés a 22 imunizacao.
Somente os camundongos 1 e 2 apresentaram pouco aumento dos valores de IgE
especifica ap6s a 3% imunizacdo, como pode observado na figura 13.

Desta forma, podemos observar que os camundongos nao foram estimulados a
produzirem IgE ao longo das imunizacbes com 1 ug da proteina, apresentando

valores muito baixos (ABS > 0,4) desta imunoglobulina ao longo das imunizacdes.

4.3.2 - Imunizagao com 10 pg de albumina 2S de mamona:

Neste protocolo os animais foram imunizados com 10 yg de albumina 2S de
mamona e a quantidade de adjuvante utilizada foi de 5,0 mg de hidréxido de
aluminio/inoculacdo. Utilizamos 6 fémeas de camundongos BALB/c de 5 a 6
semanas imunizados em intervalos de, aproximadamente, 20 dias, como mostra o

modelo experimental apresentado no item 3.3.
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Os animais submetidos a estas imunizacdes apresentavam-se saudaveis,
porém, ao iniciarmos as imunizacdes o segundo camundongo imediatamente apos
receber a primeira dose do antigeno, morreu, mas, ndo observamos mais nenhum
Obito durante as etapas seguintes. Os soros pré-imune, ap0s a segunda e terceira
imunizagbes de todos os animais restantes foram avaliados quanto a producdo de

IgG, 1gG1 e IgE especifica.

4.3.2.1 - Avaliacéo da resposta IgG especifica

A produgédo de IgG especifica no organismo dos animais imunizados com 10 ug
de albumina 2S de mamona/inoculagdo foi acompanhada por ensaios imuno-
enzimaticos utilizando anticorpo secundario anti-lgG de camundongo (1:500). O

resultado da avaliacdo do estimulo humoral pode ser observado na figura 14.
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Figura 14 - Producdo de IgG especifica nos camundongos submetidos a imunizacdo com
10 ug de albumina 2S de mamona. C1, C3, C4, C5, C6 = camundongos. Anticorpo primario
= 1:500, Anticorpo secundario=1:5000 (n= 3 +D.P.)

Os valores obtidos do acompanhamento da resposta de IgG especifica no soro
dos camundongos imunizados contra 10 ug de albumina 2S pode ser observado na
figura 14. O camundongo 5 e 6 apresentaram valores abaixo de 0,4 de absorbancia,
respectivamente, quando pesquisada esta imunoglobulina no soro pré-imune e,
também no soro apds as 22 e 32 imunizag¢des. Ja o soro dos camundongos 1, 3 e 4

apresentaram indices acima de 0,4 de absorbancia para este anticorpo no soro
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obtido ap6s a 32 imunizagdo, sendo que, o camundongo 1 apresentou melhor

resposta, com valores de aproximadamente 0,6.

4.3.2.2- Avaliacao da resposta IgG1 especifica

A producéo de IgG1 especifica nos soros obtidos dos animais imunizados com
10 ug de albumina 2S de mamonal/inoculagao também foi acompanhada por ensaios
imuno-enzimaticos utilizando anticorpo secundario anti-lgGl1 de camundongo
(1:500). O resultado da avaliacédo do estimulo humoral pode ser observado na figura

15.
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Figura 15 - Producéo de 1gG1 especifica nos camundongos submetidos a imunizacdo com
10 ug de albumina 2S de mamona. C1, C3, C4, C5, C6 = camundongos. Anticorpo primario=
1:500, anticorpo secundéario=1:1000 (n=3 +D.P.)

A figura 15 acima apresenta os resultados da quantificacdo da presenca de
IgG1 no soro dos camundongos imunizados com 10 pg de albumina 2S. Estes
dados demonstram que os camundongos 3, 4 e 5 ndo foram estimulados para
producdo desta imunoglobulina, com valores abaixo de 0,4. Os camundongos 1 e 6
apresentaram melhores respostas quanto a producdo deste anticorpo, sendo que,
no camundongo 1, foi quantificado valores de absorbancia de, aproximadamente,
0,8 para esta imunoglobulina. Este resultado demonstra que os animais imunizados
estdo sendo estimulados para a producdo de anticorpos IgG1l anti-albumina 2S de

mamona ao longo das imunizagdes.
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4.3.2.3- Avaliacao da resposta IgE especifica

Para avaliar a presenca de IgE anti-albumina 2S nos soros obtidos dos animais
realizamos ensaios de ELISA utilizandos anti-IgE de camundongo como anticorpo

secundario (1:5). O resultado do ensaio pode ser observado na figura 16.
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Figura 16 - Producao de IgE especifica nos camundongos submetidos a imunizacao com 10
Mg de albumina 2S de mamona. C1, C3, C4, C5 e C6= camundongos. Anticorpo primario=
1:5; Anticorpo secundario= 1:2000 (n= 3 +D.P.)

Os resultados apresentados na figura 16 para imunizagdes com 10 pg de
proteina se assemelham aos dados apresentados na figura 13, para imunizacfes
com 1,0 ug de albumina 2S de mamona. A presenca de IgE especifica no soro pré-
imune de todos os animais imunizados mostrou-se com valores de absorbancia de,
aproximadamente, 0,2. Estes mesmos valores foram quantificados nos soros
coletados dos animais apds a 22 imunizacdo. Somente ap6s a 32 imunizacdo que
foram detectados aumento deste anticorpo no soro de todos os camundongos,

valores de aproximadamente 0,3.

4.3.3- Avaliacao da resposta IgE especifica apés dose de reforco

Para avaliarmos a resposta desencadeada nos animais com relacdo ao
estimulo para producdo de IgE anti-albumina 2S, frente a uma dose reforgo
realizada durante 2 dias, todos os animais previamente imunizados (1 ug ou 10 ug)

receberam uma dose de 10 ug de alérgeno, sem adjuvante. O acompanhamento da
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producdo desta imunoglobulina ao longo das imunizagBes nos soros foi também
avaliado por ELISA, e o resultado pode ser observado nas figuras 17 e 18.

A quantificacdo da IgE ao longo das imunizagdes foi realizada nos animais
previamente imunizados com 1 pg de albumina 2s de mamona. O ensaio para
detecgcdo deste anticorpo no soro do camundongo 1 demonstrou auséncia de
estimulo do organismo para producéo desta imunoglobulina, mesmo apos a dose de
reforco, como pode ser observado pelas barras apresentadas na figura 17. Para os
camundongos 2, 3, 4, 5 e 6 observamos um aumento de IgE apds a dose de refor¢co
realizada, sendo o camundongo 2 com a melhor resposta, com valores de
absorbéancia acima de 0,5. Este resultado demonstra que os animais responderam

ao refor¢co, aumentando a producéo de IgE.
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Figura 17 - Producéo de IgE especifica hos camundongos inicialmente submetidos a
imunizagdo com 1 ug de albumina 2S de mamona. C1, C2, C4, C5 e C6= camundongos.
Anticorpo primario= 1:50 e 1:5; Anticorpo secundéario=1:2000 (n= 3 £D.P.)
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Ensaios para deteccdo de IgE no soro dos camundongos submetidos ao

protocolo de imunizagcdes com 10 ug de albumina 2S de mamona foram realizados.

Como descrito anteriormente, o camundongo 2 (C2) morreu imediatamente apos

receber a dose do antigeno. Nos resultados destes testes podemos observar que

nao houve alteracdo significativa na presenca desta

imunoglobulina nos

camundongos 1 e 4 apos a dose de reforgo realizada, com valores abaixo de 0,4.

Um estimulo de producdo de IgE apds dose de reforco foi observado nos

camundongos 3 e 5, com valores acima de 0,5 para C3 e de proximo a 0,4 para C5.

Na Figura 18 podemos observar que ap6s a dose refor¢o, houve um aumento na

producéo de IgE para os animais C3, C5 e C6.
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Figura 18 - Producdo de IgE especifica hos camundongos inicialmente submetidos a
imunizagdo com 10 pg de albumina 2S de mamona. C1, C3, C4, C5 e C6= camundongos.

Anticorpo primario= 1:5; Anticorpo secundario=1:2000 (n=3

+D.P.)
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5 - DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacdo de acidos glutamicos
modificados como agentes bloqueadores de IgE, através de ensaios in vitro, para o
desenvolvimento de uma nova estratégia para o tratamento da alergia, baseado no
blogueio da interacdo do alérgeno com a IgE. Esta proposta € fundamentada em
trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa que vem estudando, ao longo dos
anos, a estrutura da albumina 2S de mamona e dos epitopos de ligagdo a IgE,
visando estudos de diversas abordagens de tratamento imunoterapéutico através da
utilizacdo de varias estratégias metodologicas.

O nosso grupo de pesquisa tem demonstrado a importancia de acidos
glutdmicos na formacdo dos epitopos de ligacdo a IgE, ao identifica-los nas duas
isoformas alergénicas, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, das albuminas 2S de mamona (FELIX,
2007). A hipotese de que o acido glutamico se ligue ao sitio de interacdo da IgE com
o alérgeno foi confirmada através do trabalho realizado por Deus-de-Oliveira et al.,
2011, o qual demonstrou por ensaios de bloqueio in vitro, que quando o soro
contendo IgE anti-albumina 2S era incubado com o L-acido glutdmico a ligacdo de
IgE ao antigeno era bloqueada pela ocupacao por este aminoacido. Nesse mesmo
trabalho também foi visto que alérgenos de outras fontes, como camarao, peixe,
trigo, milho e alguns aeroalérgenos, apresentam reacdo cruzada com albumina 2S
de mamona e, sua ligacdo a IgE também era bloqueada pelo L-4cido glutdmico. Os
resultados positivos obtidos através desse trabalho nos impulsionaram a avaliar o
uso de aminoacidos livres como agentes bloqueadores de IgE.

Sabe-se que o &cido glutdmico € principal neurotransmissor excitatorio do
Sistema Nervoso Central, e diversos estudos relatam que a estimulagdo excessiva
dos receptores de glutamato podem causar efeitos neurotoxicos, também conhecido
como excitoxidade que provoca danos neuronais (JAYANARAYANAN et al., 2013;
DELYFER et al., 2005; GILL E PULIDO, 2001). Nesse sentido, propomos a
utilizacdo de compostos alternativos derivados do acido glutdmico capazes de
impedir a ligagcdo do alérgeno, albumina 2S de mamona, as IgEs especificas in vitro
e, por serem acidos glutamicos modificados ndo sejam reconhecidos pelas vias
sinapticas, podendo, futuramente, ser utilizado em testes in vivo no tratamento da

alergia.
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Inicialmente, investigamos através do ensaio imunoenzimatico (ELISA), a
presenca de IgE anti-albumina 2S em seis soros de camundongos ja disponiveis no
laboratorio (figura 7). Nestes ensaios, a placa foi sensibilizada com 0,2 pg/uL de
albumina 2S de mamona. Nestes testes, observamos absorbancia (Abs > 0,5) para
diluicbes 1:5 no soro denominado D, indicando a presenca de IgE especifica nesse
soro. Desta forma, as concentracdes de IgE nos soros diluidos foram ajustadas a
valores de ABS entre 0,4 e 0,6, a fim de padronizarmos as condi¢cbes dos diversos
ensaios de bloqueio. O soro D, portanto, foi selecionado para ser utilizado nos
ensaios de bloqueio com os acidos glutamicos modificados propostos neste
trabalho.

Os ensaios de bloqueio foram realizados por ELISA, em que o soro imune D,
produzido em camundongo, foi incubado com cada um dos cinco acidos glutamicos
modificados. Como controle positivo de bloqueio foi utilizado o L — acido glutamico
(Glu) incubado com o soro. Estes compostos foram utilizados em concentracao
ajustada para 0,05 uM/uL em tampé&o PBS e, o soro foi incubado com esta solugéo
em pH de aproximadamente 7.2, um pH fisiolégico em que a IgE funciona bem,
conforme foi demostrado por Chung e Reed (2015). No resultado apresentado na
figura 8 observamos o perfil de bloqueio de todos os aminoacidos avaliados como
agentes bloqueadores de IgE. Nesse primeiro ensaio observamos que o N — (4 —
Nitrobenzoil)- L — acido glutamico (E4) apresentou melhor perfil de bloqueio de IgE,
pois impediu 93% a ligacdo da IgE com os alérgenos de mamona, comparando-se
ao L-acido glutamico (Glu), demonstrando ser o mais eficiente. Outro aminoacido
com resultado promissor nos testes de bloqueio foi o N-carbamil-L- acido glutamico
(E5), o qual bloqueou 42% a IgE. A partir desses resultados podemos sugerir novos
ensaios de bloqueio utilizando concentracées maiores desses compostos, visando
padronizar a relacdo existente entre a concentracdo do bloqueador e a molécula de
IgE.

Os ensaios de bloqueio de IgE pelos agentes blogueadores propostos neste
trabalho foram avaliados por ELISA. Realizamos ensaio de bloqueio comparando
todos os cinco &cidos glutdmicos modificados com solu¢des na concentracdo de
0,5 uM/ul em trés volumes crescentes de 10 uL, 15 uL e 20 uL (Figura 9) e, a partir
desse resultado podemos observar que o N-(4-nitrobenzoil)-L- acido glutamico (E4)
foi eficiente e, nesse ensaio destacam-se 0os compostos: N-(4-nitrobenzoil)-L- &cido

39



glutdmico (E4) e o N-carbamil-L-acido glutamico (E5) apresentando bloqueio de
100% e 90%, respectivamente. Em outro teste analisamos a relacdo entre a
concentracdo do aminoacido N-(4-nitrobenzoil)-L- acido glutamico e a IgE utilizando
solucdo dos aminoacidos na concentracéo de 0,5 uM/uL em trés volumes crescentes
de 10 pL, 15 puL e 20 uL. Cada um dos candidatos a bloqueadores foram
previamente incubados com o soro contendo IgE anti-albumina 2S de mamona
(2:10), a fim de observarmos o perfil de bloqueio da IgE por estes aminoéacidos.
Inicialmente, testamos o composto N-(4-nitrobenzoil)-L-acido glutamico (E4), pois
este destacou-se nos ensaios anteriormente descritos, sendo o mais eficiente. O
resultado apresentado na figura 10 demonstra a eficiéncia de bloqueio desse
composto demonstrando uma relacao proporcional de dose/dependente alcancando
100% de blogueio de IgE quando adicionados 20 uL da solu¢édo a 0,5 uM/uL. Dessa
forma consideramos que os agentes E4 e E5 interagiram melhor com a IgE e
impediram, de forma eficiente, a ligagcdo com o alérgeno in vitro.

A interacdo eletrostética, entre os aminoacidos derivados do acido glutamico e
a molécula de IgE é uma possivel explicagdo para a eficacia do bloqueio pois, a um
pH 7.2, pH fisiologico em que a IgE ndo perde sua funcdo, o &acido glutdmico
transporta cargas negativas em seu grupamento carboxilico podendo formar pares
de ions com os residuos de aminoacidos carregados positivamente presentes nas
moléculas de IgE. Esta interacdo eletrostética entre IgE e os amino&cidos livres tem
sido relatada na literatura. O aminoacido lisina, por exemplo, demonstrou ser capaz
de se ligar a anticorpos IgE e inibi-los (YU et al, 2008; ZHAO et al., 2000). Outro
aminoéacido descrito como importante para ligacdo do alérgeno da poeira de acaros
a IgE é o &cido aspértico (CHOU et al, 2011; RASHID et al, 2010). Além das
interacdes eletrostéticas entre o bloqueador e a IgE, outro fato a ser considerado
sdo as alteracdes conformacionais que ocorrem na molécula de IgE. Estas
mudancas estruturais podem estar envolvidas no mecanismo de ligacédo entre IgE e
os aminoacidos, N-(4-nitrobenzoil)-L- &cido glutamico (E4) e o N-carbamil-L- &cido
glutdmico (E5), agentes que apresentaram melhores resultados nos ensaios de
blogueio. Conforme demonstrado por Hubbard, Thorkildson, Welch,e Kozela (2013),
as reacoes de ligacdo podem envolver mudancas conformacionais pelo anticorpo ou
pelo antigeno antes de se formar o complexo antigeno-anticorpo. De acordo com

iISso, podemos sugerir que algumas mudangas conformacionais podem ter ocorrido
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na molécula de IgE ao ser incubada na presenca dos acidos glutamicos modificados,
promovendo sua ligacdo a IgE. Embora os demais acidos glutamicos modificados
nao tenham se ligado a IgE sob as condi¢des testadas nesse trabalho e, nédo ter
promovido o bloqueio da interacdo com o alérgeno, novos ensaios com diferentes
concentragcbes utilizando esses mesmos compostos modificados podem ser

avaliadas dentro dessa proposta.

Para obtermos soro com altos niveis de IgE especifica e avaliarmos o perfil de
resposta do modelo animal camundongos BALB/C, utilizamos dois protocolos de
imunizacdo, no primeiro protocolo os animais foram imunizados com 1 pg de
albumina 2S na presenca de 4 mg de hidroxido de aluminio/inoculacdo. Antes e
durante as etapas de imunizacao coletamos o sangue dos animais e avaliamos, para
cada intervalo de aproximadamente 20 dias de inoculacdo, o perfil de producdo de
imunoglobulinas IgG, IgG1 e IgE especificas. No resultado apresentado na figura 11,
observamos que os camundongos foram pouco estimulados a produzirem IgG
especifica ao longo das imuniza¢cdes. Porém, quando avaliamos o perfil de I1gG1
especifica nesses camundongos observamos um estimulo para producdo desse
anticorpo ao longo das imuniza¢cdes. Como essa imunoglobulina é caracteristica do
perfil Th2, observamos a tendéncia para esse tipo de resposta, principalmente no
camundongo 1 que apresentou melhor resposta (figura 12). A partir da analise da
figura 13 observamos que os camundongos nao foram estimulados a produzirem IgE
ao longo das imunizacBes com 1 ug da proteina, apresentando valores muito baixos

(ABS > 0,4), apesar de estarem produzindo IgG1.

Iniciamos um novo protocolo de imunizagdo utilizando 10 pg da proteina
albumina 2S e 5,0 mg de hidroxido de aluminio, os camundongos apresentavam-se
saudaveis. Seguimos com as imunizacoes, trés ao todo, com intervalos de 20 dias
entre as etapas e, novamente avaliamos o perfil de imunoglobulinas IgG, IgG1 e IgE.
A andlise da figura 14 demonstra que animais imunizados com 10 ug de albumina
2S de mamona foram mais estimulados para a producdo de anticorpos IgG anti-
albumina 2S de mamona ao longo das imuniza¢ées quando comparado aos animais
submetidos a 1 ug de proteina/imunizagdo descrito anteriormente. A producédo de
IgG1 também foi avaliada (figura 15), nesse resultado observamos que 0s animais
imunizados foram estimulados ao longo das imuniza¢cdes, porém nao observamos

mudancas significativas entre os dois protocolos de imunizag&do. Avaliamos o perfil
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da producédo do anticorpo IgE especifica (figura 16) e notamos que os valores para
IgE se apresentaram muito baixos nos dois protocolos de imunizacdo. Dessa forma,
realizamos uma dose reforco em todos 0s animais submetidos aos dois protocolos
somente com a proteina (10 ug) sem o adjuvante e, posteriormente, observamos a
resposta desses animais quanto a producédo de IgE. O resultado apresentado na
figura 17 mostra que os animais imunizados com 1 ug de albumina 2S de mamona,
apos dose de reforco, aumentaram os niveis de IgE sendo, o camundongo 2 o mais
estimulado, pois atingiu valores de Abs > 0,5), no entanto os animais que foram
inicialmente imunizados com 10 pg da proteina (figura 18), ndo apresentaram
estimulo significativo permanecendo com valores muito baixos (ABS entre 0,3 e 0,4).

As analises dos resultados das imunizacfes para producdo de IgE contra os
alérgenos da mamona, trazem a discussdo de alguns fatores que podem afetar
diretamente a producdo desses anticorpos, tais como, a infeccdo por helmintos
Estudos demonstram que esse tipo de infeccdo pode atenuar a resposta alergénica
ou promover tolerancia, sugerindo que as propriedades anti-inflamatérias da IL-10
induzidas pelos helmintos podem causar o efeito de diminuicdo da producéo de IgE
especifica contra alérgenos (VAN DEN E VAN REN et al., 2000).

Podemos observar que no soro pré-imune haviam leituras de absorbancia
proximas a 0,3, sendo maiores do que apés a primeira imunizacgao (figuras 13 e 16).
Na literatura também ja foi relatado que os niveis elevados de IgE resultantes de
infeccbes parasitarias saturam os receptores de IgE nos mastécitos e, podem
impedir a ligacdo de quantidades suficientes de IgE especifica contra alguns
alérgenos (NIELSEN et al., 1994). Diversos estudos foram realizados utilizando
camundongos BALB/c como modelo animal por desenvolverem resposta do tipo Th
2 e, serem bons produtores de IgE (ARAE et al., 2011; ALDEMIR et al., 2009;
LADICS et al., 2010; DIESNER et al., 2008; HEROUET-GUICHENEY et al., 2008;
KIMBER, 2007). Porém, ndo observamos resultados positivos para producéo de IgE
no nosso trabalho, condizentes com dados descritos na literatura. Segundo Chen et
al. (2013), para a sensibilizacdo com ovalbumina (OVA) em camundongos BALBI/c,
0s niveis mais elevados de IgE especifica foram obtidos apds cinco imunizacfes
com uma dose de 0,05 mg da proteina. Com base nesses dados podemos sugerir
gue a quantidade de imunizagbes em intervalos menores e mudancas na

concentracdo da proteina devem ser feitas para que novas imunizacées com estes
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ajustes sejam realizadas para garantir resultados satisfatérios quanto a producédo de
IgE.

Sabe-se da importancia do desenvolvimento de novas estratégias de
tratamento da alergia, devido ao aumento das reacdes alérgicas ao longo dos anos
(AKDIS E AKDIS, 2011; HOLGATE; POLOSA, 2008; NOWAK-WE; SAMPSON,
2013; SILVA, 2008) Sendo assim, este trabalho prop6e uma abordagem alternativa
ao utilizar compostos derivados do acido glutamico como agentes bloqueadores de
IgE para alérgenos de mamona e, espera-se com esses resultados elucidar os
mecanismos de tratamento para alergia causada por alérgenos de outras fontes.

De acordo com dados obtidos dos ensaios de bloqueio da IgE obtidos neste
trabalho, podemos discutir que a abordagem alternativa para o tratamento da alergia
deve considerar diversos fatores que envolvem os mecanismos de interagéo da IgE
com alérgeno a partir da elucidacdo da participacdo dos amino&cidos na formacéao
do epitopo de ligacdo a IgE presentes na proteina alergénica. Além disso, novos
ensaios de bloqueio de IgE in vitro devem ser conduzidos e ajustados para analises
futuras. Sabe-se que véarios fatores podem interferir na producéo de IgE especifica
durante as etapas de imunizacdo de um organismo e, dessa forma é necessario
aprimorar os protocolos de imunizacdo utilizando como antigeno a albumina 2S de
mamona. Algumas mudancas deverdo ser feitas para melhorar os resultados de
producéo de IgE, por exemplo, alteracdes na via de inoculacdo, na dose do antigeno
e/ou nos adjuvantes empregados.

A partir dos resultados in vitro positivos obtidos neste trabalho, pretendemos
prosseguir com estudos dessa abordagem imunoterapéutica, avaliando o perfil de
blogueio dos compostos derivados do &cido glutamico in vivo. Desta forma,
necessita-se analisar cada um desses compostos com agentes bloqueadores de IgE
e seus possiveis efeitos colaterais ao ser administrado in vivo e, com esses ensaios,
pretende-se avancar na busca de tratamento alternativo para alergia por bloqueio de

IgE através do medicamento proposto.
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6 — CONCLUSAO

e Dois acidos glutamicos modificados foram identificados como agentes
bloqueadores da IgE: o acido - N-(4-nitrobenzoil)-L- glutamico (E4) e o &cido -
N-carbamil-L- glutamico (E5), com 100% e 92% de bloqueio, respectivamente.

e O bloqueio da IgE ocorreu de forma dose dependente, nos volumes

crescentes de 10 pL, 15 puL e 20 puL.

e O protocolo de imunizag&o dos animais com 10 ug de antigeno, acrescidos de
uma dose reforgco com 10ug, apresentou resultados promissores para a

producao de soros enriquecidos em IgE nos camundongos.

e O bloqueio de IgE por compostos derivados de acido glutamico pode ser uma
abordagem para o tratamento da alergia, embora necessite ainda de maiores

estudos ‘in vivo”.
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