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RESUMO

Nos ultimos anos tém-se observado um aumento na incidéncia de doencas alérgicas,
0 que alerta para a necessidade de desenvolvimento de métodos eficazes de deteccao de
alérgenos. A mamona e o pinhdao-manso possuem sementes oleaginosas que contém
componentes toxicos ou alergénicos. O presente estudo tem por objetivo geral desenvolver
métodos para a reducao da alergenicidade de albuminas 2S de oleaginosas. Nesse sentido,
realizamos modificagdes nos residuos dos aminoacidos que compdem o0s epitopos de
ligacdo a IgE da albumina 2S de mamona por tratamento quimico com compostos de célcio.
Além disso, os niveis de albuminas 2S dispersos no ar foram quantificados em regides de
plantio de oleaginosas e, também, protocolos de imunizagcbées foram iniciados para validar
ensaios in vivo com aminodcidos livres anteriormente propostos como terapia para
tratamento da alergia. Compostos de calcio foram adicionados as amostras do alérgeno ou
da torta de mamona e, as alteragdes foram verificadas por cromatografia de fase reversa e
por espectrometria de massas. Ensaios de desgranulagéao de mastécitos e citotoxicidade
foram empregados, respectivamente, para avaliar as atividades alergénica e téxica do
material tratado. Amostras aéreas, coletadas em filtros de papel, foram submetidas a
quantificacdo da presencga de albuminas 2S. Animais foram sensibilizados com alérgeno de
mamona e os niveis de IgE e IgG foram monitorados. Verificou-se neste trabalho que todos
os tratamentos com compostos de célcio modificaram a estrutura do alérgeno de mamona.
Em contrapartida, observamos que 6xido ou hidroxido de célcio, ambos a 8%, foram mais
eficientes para reduzir a toxicidade da ricina presente na torta de mamona. A presenca de
alérgenos da classe das albuminas 2S foi confirmada nos extratos de filtros recolhidos na
presenca de inflorescéncia indicando o risco de sensibilizacdo por alérgenos de
oleaginosas. Por fim, padrao de resposta imune do tipo Th2 (IgG1) e alta porcentagem de
Obito (60%) foram observados nos animais sensibilizados com albumina 2S de mamona.
Observamos também que a IgG1 presente no soro ndo sofre bloqueio pelos aminoacidos
livres, sugerindo que a eficacia da nossa proposta de terapia s6 funciona para bloquear
epitopos de IgE. Concluimos que as modificacées quimicas contribuem para a obtencao de
um produto mais seguro para manipulacdo dos trabalhadores e com possibilidade de
expansao da aplicabilidade econémica, por exemplo, na alimentacdo animal. A confirmacgéo
da presenca de alérgenos no ar alerta e contribui para pesquisas aerobiol6gicas em nosso
pais.

Palavras-chave: epitopos, compostos de calcio, aeroalérgenos, agentes bloqueadores da
IgE.
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ABSTRACT

Currently there is observed an increase in the incidence of allergic diseases, which
alerts to the development of effective methods to detect allergens. The castor bean and
physic nut have oilseeds containing toxic or allergenic components. The present study
overall aims to develop methods for reducing the allergenicity of oilseed’s 2S albumins.
Accordingly, we conducted changes in amino acid residues that comprise the IgE binding
epitopes of castor seeds 2S albumin by chemical treatment with calcium compounds. In
addition, the levels of 2S albumin dispersed in the air were quantified in oilseed growing
regions and also immunization protocols were started to validate in vivo tests with free amino
acids previously proposed as a therapy for allergy treatment. Calcium compounds were
added to samples of the allergen or castor cake and the changes were verified by reverse
phase chromatography and mass spectrometry. Mast cell degranulation testing and
cytotoxicity assays were used, respectively, to evaluate the allergenic activity and toxic in
treated materials. Air samples collected in paper filters were submitted to quantifying the
presence of 2S albumins. Animals were sensitized with castor bean allergen and IgE and
IgG levels were monitored. It was found in this work that all chemical treatments with calcium
compounds altered the castor allergen structure. In contrast, was observed that calcium
oxide or calcium hydroxide, both 8%, were more efficient to reduce the toxicity of ricin
present in castor bean. The presence of allergens class of 2S albumin was confirmed in
extracts of filters collected in the presence of inflorescences, indicating risk of sensitization to
oilseed's allergens. Finally, the Th2-type immune response pattern (IgG1) and a high rate of
death (60%) were observed in animals sensitized with castor 2S albumin. We also observed
that the IgG1 present in the serum does not suffer blocking by free amino acids, suggesting
that the effectiveness of our therapy proposal only works to block IgE epitopes. We conclude
that the chemical modifications contribute to obtaining of a safer product for manipulation of
the worker and with the possibility of expanding the economical applicability, for example, in
animal feed. Confirmation of the presence of allergens in the air alert and contributes to

aerobiological research in our country.

Keywords: epitopes, calcium compounds, aeroallergens, IgE-blocking agents.
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1. Introducao:

Um aumento progressivo de doencgas alérgicas tem afetado o mundo desde a
metade do século passado. Evidéncias clinicas revelam um aumento geral da
incidéncia e prevaléncia de doencas respiratorias, como a rinite alérgica e asma,
sendo uma das principais causas de aumento dos custos com saude, e da perda de
produtividade (LAMB et al., 2006; SCHOENWETTER et al., 2004). Na Europa e nos
Estados Unidos a prevaléncia de rinite alérgica sazonal, ou seja, aquela que ocorrre
repetidamente em determinadas épocas do ano, € de aproximadamente 15%
(ZIELLO et al.,, 2012; FERNANDEZ-LLAMAZARES et al., 2012; NATHAN et al.,
1997).

Além da pesquisa de material biolégico disperso no ar, existe a necessidade
de estudar os impactos relacionados as mudancas climaticas, desencadeadas pelo
aumento de géas carbdnico e de gases do efeito estufa, e a fisiologia e distribuicdo de
organismos vivos, como plantas e fungos (WHO, 2003). O pélen é fonte importante
de potentes aeroalérgenos e, o ciclo de vida do vegetal é, geralmente, sensivel a
temperatura e umidade. As alteragdes climaticas como, por exemplo, a
concentragdo de gas carbbnico, de ozbnio e o aumento da temperatura global,
podem afetar a producdo e o tempo de exposicdo aos pdélens. Desta forma, o
aumento nos niveis de alérgenos dispersos no ar, em especial os presentes nos
polens, pode contribuir para o crescimento de doencas alérgicas (ZIELLO et al.,
2012; EFSTATHIOU et al., 2011).

O aumento dos casos de alergias respiratérias pode estar relacionado nao sé
a poluicao do ar e as mudancas no estilo de vida, mas também a um aumento real
na qualidade do ar com relacdo a quantidades de pdélen alergénico (ZIELLO et al.,
2012). Evidéncias sugerem que as alteracbes climaticas afetam os diferentes
processos aerobioldgicos (emissdo de dispersdo, e / ou transporte e deposicao) de
aeroalérgenos (CECCHI et al., 2010).

O documento da Organizacao Mundial da Saude (OMS) de 2003 descreve
que a sensibilizacdo contra alérgenos presentes no pdlen estd aumentando na
maioria dos paises desenvolvidos e, existe o sinergismo com outros poluentes
atmosféricos (EFSTATHIOU et al., 2011). Outro fator importante destacado neste
documento € que o pélen ndo é s6 um transportador de alérgenos, mas também é

capaz de liberar outras substancias inflamatérias (WHO, 2003).



Compreender a exposicdo humana aos aeroalérgenos requer estimativas
precisas da distribuicao espacial dos niveis de pélen no ar, bem como de poluentes
em variados momentos (CECCHI et al., 2010 ). Nesse sentido, a aerobiologia estuda
as particulas biol6gicas suspensas na atmosfera e seus efeitos nocivos para a
saude humana. Esta area da ciéncia tem se expandido rapidamente devido ao
aumento do numero de doentes alérgicos a diferentes particulas como esporos
fungicos, acaros, pdlens, entre outros (EFSTATHIOU et al., 2011; CECCHI et al.,
2010).

As doencas alérgicas sdao mediadas pela expansao da célula auxiliar T do tipo
2 (Th2), juntamente com o estimulo da célula B para producao de anticorpos IgE
especificos contra alérgenos ambientais comuns. A resposta alérgica caracteriza-se
pela selecao de linfocitos T auxiliares do tipo 2 (Th2), iniciada pelo processamento
de alérgenos por células apresentadores de antigenos (APCs) profissionais, que
apresentam os peptideos associados as moléculas de MHC de classe Il as células T
virgens, desse modo, dirigindo-as a um fenétipo de resposta Th2. A secrecdo de
citocinas pelos linfocitos T auxiliares determinam o padrdao de resposta Th2,
constituido por moléculas que estimulam a recombinagcdo génica para a sintese de
IgE especifica (IL-4 e IL-13), o recrutamento de mastécitos (IL-4, IL-9 e IL-13) e a
maturacao de eosindfilos (IL-3, IL-5 e GM-CSF) e basofilos, como mostrado pela
figura 1 (IL-3 e IL-4) (HOLGATE E POLOSA, 2008).

Em processos alérgicos, ocorre 0 desenvolvimento de fortes respostas de
hipersensibilidade imediata, e neste mecanismo estdo envolvidos reacdes imunes
humorais (hipersensibilidade do tipo I) e mediadas por células (hipersensibilidade do
tipo 1V) (MAINTZ E NOVAK, 2007). Sabe-se que as manifestacdes das respostas
alérgicas acontecem de maneira diferente de um organismo para outro, porém,
todas estas respostas se iniciam por um processo silencioso, conhecido como
sensibilizacdo (LICHTENSTEIN, 1993).
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Figura 1: Mecanismos envolvidos nas reagdes alérgicas. A exposicao inicial de alégenos as
APCs conduz a ativagao de células T helper 2 (Th2) alergeno-especificas e sintese de IgE,
que €& conhecido como sensibilizacdo alérgica. Exposicoes subseqlentes ao alérgeno
causam recrutamento de células inflamatérias e ativacédo e libertacdo de mediadores, que
sdo responsaveis pelas respostas alérgicas iniciais (aguda) e tardias. (Adaptado de
HOLGATE E POLOSA, 2008).

A sensibilizacdo de um organismo se inicia com um primeiro contato de um
antigeno, normalmente uma proteina, que induz alergia, sendo denominado
alérgeno. Esta substancia, ao penetrar no organismo por vias aéreas ou por outros
tecidos, € encontrada por células apresentadoras de antigenos (APCs), como
macréfagos e/ou células dendriticas, que endocitam esta substancia estranha que
sofre clivagem proteolitica. Os fragmentos gerados, também conhecidos como,
epitopos de célula T, sdo direcionados para a membrana externa da APC pelo
complexo de histocompatibilidade principal de classe Il (MHC I1l), na forma de um
complexo, peptideo — MHC de classe Il (ALEKSEEVA et al., 2007; LICHTENSTEIN,
1993). Nesse processo, os linfocitos T auxiliares (Th1 e/ou Th2) reconhecem os
epitopos expostos e juntamente com os linfécitos B iniciam a resposta imunoldgica.
A ativacao de clones de células Th2, especificas para o antigeno, é essencial para o
desenvolvimento de doencas atépicas. Os linfécitos T auxiliares do tipo 2 (Th2)
ativados pelo contato com APCs produzem quantidades relativamente grandes de
citocinas, interleucinas 4 (IL-4) e 5 (IL-5). Estas moléculas atuam como ativadores



da biossintese de IgE pelos linfocitos B, que se associam aos receptores FCERI que
estdo ligados na superficie dos mastocitos e basofilos (KAMBAYASHI E
KORETZKY, 2007).

Numa subsequente exposi¢cdo ao mesmo antigeno, conhecida como segunda
sensibilizacdo, expressiva resposta alérgica é observada. Apds a interagcdo do
alérgeno com o tecido humano, ocorrera ligacdo cruzada entre os segmentos
especificos do antigeno (epitopo de IgE) e as IgEs anteriormente ligadas aos
receptores FCERI nos mastocitos e/ou basdfilos, promovendo a ativacdo de
mensageiros intracelulares e posterior liberacdo de mediadores celulares
(KAMBAYASHI E KORETZKY, 2007; GIERAS et al., 2007).

Os granulos secretados sao elétron-densos e heterogéneos, contendo
histamina, heparina e mediadores quimiotaticos que atraem mondcitos, neutréfilos e
eosindfilos circulantes do sangue, para os locais de ativacdo dos mastocitos
(KAMBAYASHI E KORETZKY, 2007; GIERAS et al., 2007; KIERSZEMBAUM et al.,
2004). Esses compostos induzirdo mudancas fisiolégicas e anatébmicas que
desencadearao os sintomas alérgicos da hipersensibilidade imediata (BAX et al.,
2012; KAMBAYASHI E KORETZKY, 2007).

O processo que atrai mastocitos e baséfilos para o local de entrada do
alérgeno no organismo é uma das razdes para que os individuos alérgicos tornem-
se mais sensiveis (GIERAS et al., 2007). Observa-se também, que individuos
atopicos, ou seja, aqueles pré-dispostos a hipersensibilidade imediata, possuem
maiores titulos de IgEs no sangue quando comparados aos nao-atépicos,
aumentando portanto 0 reconhecimento do antigeno pelo organismo e,
desencadeando os sintomas da alergia (ALEKSEEVA et al., 2007).

1.1- Alérgenos vegetais:

O termo alérgeno, de uma forma geral, é utilizado para identificar substancias
que possuem a capacidade de: i) sensibilizar (isto é, induzir a producdo de
anticorpos de alta afinidade, particularmente da classe IgE, pelo sistema imune); ii)
ligar-se aos anticorpos IgE; e ainda, iii) ativar uma reacdo alérgica (isto é,
desencadear sintomas alérgicos em uma pessoa sensibilizada) (AALBERSE, 2000).

Os tecidos vegetais que sdo consumidos pelos humanos contém milhares de
diferentes proteinas, sendo muitas capazes de desencadear respostas imunoldgicas
em individuos atépicos, sendo classificados como alérgenos. Aproximadamente



0.5% da populacdo dos Estados Unidos € afetada por véarios estagios de alergia
alimentar mediada por imunoglobulina do tipo E (EL-AGAMY, 2007; BREITENEDER
E RADAUER, 2004).

A organizagdo dos alérgenos dos vegetais € feita dentro de familias e
superfamilias, baseados na estrutura e fungédo, por BREITENEDER E RADAUER,
2004: Alérgenos pertencentes as proteinas do sistema de defesa de plantas;
Alérgenos associados as Proteinas estruturais e ao metabolismo; Alérgenos da
familia Cupin; e Alérgenos da super-familia Prolaminas. As proteinas sdo agrupadas
dentro de uma mesma familia se possuir 30% (ou mais) de identidade ou ainda se
tiverem baixa identidade, mas apresentarem funcao e estrutura muito similares.

Os alérgenos vegetais mais abundantes pertencem as superfamilias Cupin e
Prolamina, sendo que as albuminas 2S pertencem a familia das prolaminas. Existem
também outros alérgenos pertencentes aos grupos das “proteinas relacionadas a
patogénese” e profilinas (BREITENEDER E RADAUER, 2004). Adicionalmente
tornou-se evidente que o nivel de exposicao e, as propriedades do alérgeno em si
sao importantes para a determinacdo do potencial alergénico (BREITENEDER E
MILLS, 2005).

A existéncia da superfamilia das prolamina é baseada na presenca de uma
sequéncia conservada de oito residuos de cisteina. Todas as proteinas dessa
superfamilia sdo de baixo peso molecular e, apresentam o-hélices. Nesta familia
estado incluidas as proteinas transportadoras de lipideo nao especifico (nsLTPs),
inibidores de a-amilase/protease tipo Cereal, a prolamina de cereais e as albuminas
2S (BREITENEDER E RADAUER, 2004).

A familia das albuminas 2S € um grupo de proteinas de reserva presente nas
dicotiledéneas ou magnoliopsidas, além de serem o0s principais alérgenos da
mamona. As proteinas deste grupo sado heterodiméricas e, apresentam massa
molecular de 10.000 - 18.000 Da e altos teores de arginina, serina e glutamina.
Sabe-se que algumas delas sao inibidoras de proteases e outras podem ainda
apresentar propriedades alergénicas (DEUS-DE-OLIVEIRA E MACHADO, 2011;
MACHADO E SILVA, 1992).

Muitos alérgenos de sementes pertencem a classe das albuminas 2S e, estes
podem também ser encontrados no pélen de plantas como girassol, gergelim,
amendoim e castanha; alérgenos semelhantes estdo também presentes em algumas

fontes animais como peixe e camardo. Tais proteinas possuem estruturas



semelhantes o que poderia promover reacdes cruzadas entre tais alérgenos. Alguns
exemplos de alérgenos dessa familia sdo: Ber e 1, de castanha do Maranhao
(Bertholletia excelsa), Jug r 1, de noz (Juglans regia) (BREITENEDER E RADAUER,
2004).

Muitas plantas sao cultivadas para fins econémicos em diversas regides do
mundo e seu plantio pode desencadear processos alérgicos em pessoas atdpicas,
através da dispersao aérea de alérgenos. Em todo o mundo vegetais estdo sendo
cultivados para a producao de biocombustiveis a fim de suprir a demanda energética
atual. Dentre os vegetais produzidos e, potenciais fontes de alérgenos, pode-se citar
a soja (Glycine max L.), o girassol (Helianthus annus L.), o algodao (Gossypium
spp.), a colza (Brassica napus L.), a mamona (Ricinus communis L.), o pinhdo-
manso (Jatropha curcas L.) (DEUS-DE-OLIVEIRA E MACHADO, 2011).

1.2- Oleaginosas de interesse econémico — Mamona e Pinhao-manso:

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma oleaginosa conhecida desde a
antiguidade por suas propriedades medicinais e como azeite para iluminacéo (Figura
2) (AZEVEDO E LIMA, 2001). Sua origem ndo € muito bem esclarecida, devido a
alguns autores divergirem, em sendo ora asiatica, ora africana, e até mesmo, como
planta nativa da América. Sementes e outros objetos encontrados nos tumulos
comprovam que a mamona ja era utilizada pelos egipcios ha pelo menos 4000 anos
(FELIX et al., 2008; FORNAZIERE JUNIOR, 1986).
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Figura 2: Mamona (Ricinus communis L.) e suas estruturas, folhas e frutos. Disponivel em:
http://www.riogrande.rs.gov.br/pagina/index.php/noticias/detalhes+d104a,,secretario-de-
agricultura-acompanhou-inicio-do-plantio-de-mamona.html#.UblIAZcWx60s  (Acesso em
07/06/2013).

Segundo o Banco de Desenvolvimento de Minas Gerais S. A., da mamona se
aproveita tudo, ja que as folhas servem de alimento para uma espécie do bicho da



seda e a haste, além de celulose propria para a fabricacdo de papel, fornece
matéria-prima para a producédo de tecidos mais robustos. Além dessas aplicagdes,
as hastes e as folhas podem ser utilizadas na melhoria das caracteristicas fisicas e
biolégicas do solo, e a folha ainda serve para aumentar a lactagcdo das vacas
(DEUS-DE-OLIVEIRA E MACHADO, 2011; AZEVEDO E LIMA, 2001).

Economicamente, a mamona € cultivada em vérias partes do mundo. A
industrializacdo de sua semente obtém-se o 6leo e a torta, sendo o primeiro, o
principal produto, e o segundo, um produto com capacidade de restaurar terras
esgotadas (FERNANDES E MACHADO, 2012; AZEVEDO E LIMA, 2001). Apés a
extracdo do éleo por prensagem, uma massa organica conhecida como torta de
mamona fica retida nos filtros (GHANDI et al., 1994). A torta de mamona, antes
considerada um subproduto da extragao de 6leo, é hoje um produto da mamona que
desperta consideravel interesse econdmico (MORAIS E SILVA, 2008). O déleo é
extensivamente utilizado para fins medicinais e industriais, podendo ser empregado
em rotas de sintese de muitos produtos, como cosméticos, lubrificantes, polimeros,
entre outros produtos. (CHIERICE E NETO, 2007; ANANDAN et al., 2005).

A maior parte do 6leo extraido da mamona é usada na fabricacdo de tintas,
vernizes, cosméticos e sabdes. E utilizado também na producdo de plasticos e de
fibras sintéticas, sendo essas Ultimas, antitdxicas e antialérgicas. Salienta-se
também que este 6leo, devidamente processado, € um excelente lubrificante, sendo
ideal para motores de alta rotacdo, como foguetes espaciais e sistemas de freios
automotivos. O éleo desta oleaginosa pode ser utilizado na fabricacdo de corantes,
anilinas, desinfetantes, germicidas, 6leos lubrificantes de baixa temperatura, colas e
aderentes, base para fungicidas, inseticidas, tintas de impressao, vernizes, nylon e
matéria-plastica. Outro uso deste 6leo € na biomedicina, na elaboracao de proteses
e implantes, substituindo o silicone, como ocorre em cirurgias 6sseas, de mama e de
prostata (SANTOS et al, 2007; OGUNNIY, 2006; MENEGHETTIA et al., 2006;
AZEVEDO E LIMA, 2001).

De uma forma geral, biodiesel € um biocombustivel derivado de biomassa
renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por compressao
ou, conforme regulamento, para outro tipo de geracdo de energia, que possa
substituir parcial ou totalmente combustiveis fosseis (BELTRAO E LIMA, 2007;
OGUNNIY, 2006; MENEGHETTIA et al., 2006; PARENTE, 2004).



Alguns pesquisadores reconhecem que o éleo de mamona seja o melhor 6leo
vegetal para a produgdo de biodiesel por ser o unico soluvel em &lcool e nao
necessitar de calor, reduzindo o gasto de energia para sua transformacdo em
combustivel (BELTRAO E LIMA, 2007; PARENTE, 2004).

Além da qualidade/versatilidade do 6leo extraido das sementes de mamona, a
planta apresenta grande potencial para ser cultivada em amplas areas do territorio
brasileiro devido a resisténcia a seca e adaptacdo ao clima semi-arido (VISSER et
al., 2011; CARTAXO et al., 2004). No Brasil, as industrias de extragdo do 6leo de
mamona em atividade estéo instaladas na Bahia, em Minas Gerais, no Mato Grosso
e em Sao Paulo e a capacidade destas empresas é suficiente para processar 440
mil toneladas/ano de mamona em baga (semente descascada), gerando, num
periodo de 200 dias/ano, o equivalente a 198 mil toneladas de éleo (SANTOS et al.,
2007).

De acordo com Severino (2005), a torta é o principal produto da cadeia
produtiva da mamona, produzida a partir da extracdo do 6leo das sementes na
propor¢ao aproximada de 1,2 toneladas para cada tonelada de 6leo extraida, ou
seja, corresponde a 55% de peso das sementes, valor que pode variar de acordo
com o teor de 6leo da semente e do processo industrial de extracdo do éleo. Na
india, principal produtor mundial de mamona, cerca de 85% da torta é utilizada como
fertilizante organico (KONNUR E SUBBARAO, 2004) por ser excelente fonte de
nitrogénio e apresentar propriedades inseticidas e nematicidas (DIRECTORATE OF
OILSEEDS RESEARCH, 2004). Além disso, a torta pode ser usada como matéria-
prima para a producao de aminoacidos, plasticos, em especial os biodegradaveis,
colas e outros produtos (CHIERICE E NETO, 2007).

Com a intencao de expandir o uso de biocombustiveis no pais, o Brasil criou
em 2004 o programa interministerial do Governo Federal denominado PNPB
(Programa Nacional de Producao e Uso do Biodesel). O PNPB tem por objetivo a
implementacdo sustentavel da producdo e uso do biodiesel, com enfoque na
inclusdo social e no desenvolvimento regional, via geragcdo de emprego e renda.
Desta forma, o programa tragou algumas metas estabelecidas em janeiro de 2005
(Lei #11.097/2005), para introduzir na matriz energética brasileira o uso obrigatorio
de pelo menos 2% (B2) de biodiesel até 2008 e de 5% (B5) até 2013 (Disponivel em
http://www.mda.gov.br).



Em julho de 2009, o pais aumentou de 3% para 4% (B4) o percentual
obrigatério de mistura de biodiesel ao 6éleo diesel proveniente de petrdleo
(Resolugao n® 2/2009 do Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE),
publicada no Diario Oficial da Unidao em 18 de maio de 2008) e o biodiesel B5 ja se
encontra em uso desde janeiro de 2010, antecipando as previsdes realizadas pelo
PNPB (Resolugdo n°% do Conselho Nacional de Politica Energética, publicada no
Diario Oficial da Unidao em 26 de outubro de 2009).

Esta continua elevacdao do percentual de adicdo de biodiesel ao diesel
demonstra o sucesso do PNPB e da experiéncia acumulada pelo Brasil na producao
e no uso em larga escala de biocombustiveis. Desta forma, diversas oleaginosas
sao cultivadas em territério nacional a fim de analisar o potencial de seu 6leo para
sintese de biocombustiveis (VISSER et al., 2011).

Além disso, a Agéncia Nacional de Petr6leo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP) esta avaliando vérias solicitagdes para o financiamento do biodiesel, e
abertura das novas fabricas de biodiesel para aumentar a producdo nacional e
alcancar as metas propostas pelo PNPB. Entretanto, um maior aumento no
processamento serd necessario para alcangcar o requerimento legal de 5% de
biodiesel para 2013 (BELTRAO E LIMA, 2007; NASS et al., 2007).

Para atender a demanda por 6leos vegetais, outra oleaginosa candidata a
cultivo no Brasil para sintese do biodiesel é o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)
(Figura 3). O pinhdo-manso, assim como a mamona, pertence a familia
Euphorbiaceae e, possui provavel origem no México e América central. A planta do
pinhdo-manso é conhecida como “physic nut” e “purging nut” em inglés, “pourghére”
e “pignon d’'Inde” em francés, “pifioncillo” no México, purgueira em Portugal, e
(TIWARI et al., 2007; HELLER, 1996).

e

também como “mundubi-assu” aqui no Brasil
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Figura 3: Pinhao manso (Jatropha curcas  L.). Disponivel em:
http://visaoglobal.org/2007/10/02/moambique-destina-60-mil-hectares-para-projeto-de-
biodiesel/ Acesso em: 07/06/2013.
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O pinhdo-manso pode ser encontrado sob como uma pequena arvore que
pode alcancar cerca de 5 metros de altura, Figura 4 (HELLER, 1996). Apds a
polinizagdo da flor (inflorescéncia), desenvolve-se um fruto elipsoidal trilocular
(capsula) cujo exocarpo permanece carnudo até que as sementes estejam maduras
(Luo et al., 2012). Floracdo é mondica, apresentando na mesma planta, mas com
sexo separado, flores masculinas, em maior numero, nas extremidades das
ramificacbes e femininas nas ramificacées, as quais sdo amarelo-esverdeadas e
diferencia-se pela auséncia de pedunculo articulado nas femininas que sao
largamente pedunculadas. As sementes de pinhdo-manso sao negras, possuem 2
cm de comprimento e 1 cm de espessura (KARAJ E MULLER, 2010;
SIRISOMBOONA et al., 2007; HELLER, 1996).

Figura 4: Partes do pinhdo-manso: a — ramo floral, b — caule, ¢ — nervuras foliares, d — flor
feminina, e — flor masculina, f — corte perpendicular de frutos imaturos, g - frutos, h — corte
longitudinal do fruto, i — semente. (Adaptado de Heller, 1996).



11

As sementes de J. curcas contém de 35 a 45% de 6leo, que pode ser utilizado
na fabricacdo de sabdo, cosméticos e combustiveis alternativos que substituem o
diesel e o querosene. O éleo de pinhdo-manso também pode ser aplicado para o
tratamento de eczema e doencas de pele, e no alivio de dores reumaticas. O alto
conteudo de acido linoleico (36%, C18:2) é de grande interesse em tratamentos de
pele e utilizacdo em cosméticos (KUMAR E SHARMA, 2008; KAUSHIKA et al., 2007;
HELLER, 1996).

Além de produzir 6leo, outras partes do pinhdo-manso também podem ser
utilizadas para outras finalidades, tais como: a) substituicdo parcial do arame em
cercas vivas, ja que 0s animais evitam toca-lo devido ao latex caustico que escorre
das folhas arrancadas ou feridas; b) pode ser usado como suporte para plantas
trepadeiras como a baunilha (Vanilla aromatica), visto que o tronco possui casca lisa
e macia e c) atua como fixador de dunas na orla maritima (PEIXOTO, 1973). Na
medicina doméstica, aplica-se o latex da planta como cicatrizante, hemostatico e
também como purgante. As raizes possuem propriedades farmacoldgicas, sendo
consideradas diuréticas e antileucémicas e as folhas sao utilizadas para combater
doengas de pele. Sdo eficazes também contra o reumatismo e possui poder
antissifilitico. As sementes sao utilizadas como purgativo, verificando-se casos de
intoxicacdo em criancas e adultos quando as ingerem em excesso, 0 que pode ser
perigoso e até fatal (FERNANDES E MACHADO, 2012). A toxina presente nas
sementes de pinhdo-manso possui atividade contra larvas dos mosquitos A. aegypti
e C. quinquefasciatus (NUCHSUKI et al., 2012).

A plena utilizagcdo das sementes de mamona e de pinhdo-manso e, dos
produtos obtidos a partir de seu processamento para a retirada do 6leo, é limitada
por compostos toxicos e alergénicos presentes em algumas partes destes vegetais
(DEUS-DE-OLIVEIRA E MACHADO, 2011). Na mamona s&o encontrados a proteina
téxica ricina (toxoalbumina), o alcal6ide volatil ricinina e o complexo alergénico,
denominado de CB-1A (Castor-bean allergen) que € uma mistura de proteinas de
baixo peso molecular e polissacarideos. A torta de pinhdo-manso in natura, obtida
apds a extracdo do 6leo das sementes, é toxica e pode apenas ser utilizada como
fertilizante, sendo esta rica em nitrogénio, fésforo e potassio (NPK) (OPENSHAW,
2000). A toxicidade das sementes de pinhao-manso e, consequentemente da torta, é
atribuida principalmente a presenca de dois componentes: uma proteina inativadora
de ribossomos (curcina) e a ésteres diterpenos, substancias capazes de induzir
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tumores de pele quando administrados em camundongos (FERNANDES E
MACHADO, 2012; DEVAPPA et al., 2010; CHEN et al., 1988; STIRPE et al., 1976).

1.2.1- Compostos toxicos:

Os compostos toxicos encontrados nas sementes e, também encontrados na
torta de mamona sao: a proteina ricina (toxoalbumina) e o alcalbide volatil ricinina,
(BEWLEY E BLACK, 1994). As sementes de pinhdo-manso contém curcina, uma
glicoproteina toxica com 54% de homologia com a cadeia A da ricina e modo de
acao semelhante a esta toxina (ALEXANDER et al, 2008;. KUMAR E SHARMA,
2008), bem como outra classe de compostos policiclicos téxicos, os ésteres de
forbol (DEVAPPA et al.,, 2010; MARTINEZ-HERRERA et al., 2006), que podem

induzir tumores de pele, quando administrado a ratos (CHEN et al., 1988.).

- Ricinina:

A ricinina € um alcal6ide que atua na defesa vegetal, sendo sintetizado em
maior quantidade em situacbes como danos mecanicos ou alta temperatura.
Segundo Beltrdo e Lima (2007), este alcal6ide 1,2-dihidro-4-metoxi-1-metil-2-oxo- 3-
piridinocarbonitrila (CgHgN2O5) foi isolado pela primeira vez por Tuson, em 1864, e
teve sua estrutura determinada por Henry, em 1949. A contribuicdo da ricinina a
toxicidade da torta de mamona é muito pequena, por apresentar baixa atividade
toxica e estar presente em baixa concentracdo (GODQY et al., 2009; Audi et al.,
2005). Moshkin (1986) afirma que a concentracdo de ricinina na semente aumenta
de dentro para fora, ou seja, 0 endosperma contém uma pequena quantidade deste
composto (30,8 mg/kg a 77,1 mg/kg), aumentando seu teor no tegumento da
semente (257,6 mg/kg a 431,2 mg/kg) e apresentando uma concentracao ainda mais
elevada na cépsula (1664,4 mg/kg) (BELTRAO E LIMA, 2007).

- Ricina:

A ricina é uma das mais potentes fitotoxinas conhecidas e, é classificada
como uma proteina inativadora de ribossomos (RIP) do tipo 2. As RIPs apresentam
papéis interessantes na histéria das ciéncias biomédicas e, a estrutura e o
mecanismo de acdo destas toxinas tém sido estudados intensamente desde 1970,
quando foi visto que a ricina e a abrina, presente na semente de Abrus precatorius,

(vulgar olho-de-cabra) se mostravam mais toxicas contra células cancerigenas do
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qgue contra células normais, sugerindo uma aplicabilidade na terapia anti-cancer (LIN
etal.,, 1970). Desde entdo, diversas proteinas capazes de inativar ribossomos
enzimaticamente foram caracterizadas.

As RIPs apresentam atividade RNA N-glicosidase, removendo uma adenina
em uma regiao de loop bem conservada no rRNA. Existem dois tipos de RIPs, as do
tipo 1 (RIP 1) sdo monbmeros, tais como a PAP (pokeweed antiviral protein), a
tricosantina (de Trichosantes kirilowii), e a curcina, presente no pinh&o-manso
(Jatropha curcas). Atualmente existem mais de 50 RIPs do tipo 1 ja conhecidas
(GIRBES et al., 2004). As RIPs do tipo 2 (RIP 2) sdo heterodimeros compostos de
duas cadeias: um homodlogo enzimatico da RIP 1 (cadeia A) e uma subunidade
lectina (cadeia B), que sdo unidas por ponte dissulfeto. Este grupo compreende
proteinas altamente téxicas como a abrina, a modecina, a nigrina, a ebulina e a
ricina presente na mamona (STIRPE E BARTELLI, 2006).

A ricina € uma proteina encontrada exclusivamente no endosperma das
sementes de mamona, ndo sendo detectada em outras partes da planta, como
raizes, folhas ou caules. Representa de 1,5 a 4,0% do conteudo proteico total da
semente (FERNANDES E MACHADO, 2012) e é a principal responsavel pela
toxicidade da torta de mamona, sendo das proteinas mais téxicas ja caracterizadas
(MOSHKIN, 1986). A ricina é o principal empecilho para uso alimentar da torta da
mamona para animais (NA et al., 2004). A ricina (66 kDa) é sintetizada como uma
Unica cadeia polipeptidica que € posteriormente clivada nas cadeias A de 32 kDa
(RTA) que exibe atividade catalitica unida por uma unica ponte dissulfeto a cadeia
B, de 34 kDa (RTB), figura 5. O seu precursor, apesar de ser capaz de se ligar a
galactose, ndo faz a retirada da purina do RNAr (RICHARDSON et al., 1989). A
ricina & uma proteina téxica por ser capaz de inibir a sintese de proteinas, sendo
classificada como RIP (Proteina Inativa Ribossomos) do tipo 2 por apresentar as
duas cadeias descritas anteriormente. (FERNANDES E MACHADO, 2012; OLSNES,
2004).

A cadeia B (RTB) liga fracbes de P-D-galactopiranosideo, e é a porcao
correspondente a lectina (OLSNES, 2004). A cadeia B se liga a glicoproteinas e
glicolipidos na superficie da célula e do citosol permitindo a internalizagdo e
translocacao intracelular da cadeia A (RTA) (YOULE et al., 1981; STIRPE E
BATELLI, 2006). A habilidade da ricina de ligacdo a galactose nao é apenas
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necessaria para a ligacdo aos receptores na superficie celular, mas também para

ligacdo as moléculas intracelulares (YOULE et al., 1981).

Figura 5: Estrutura quaternaria da molécula de ricina. A cadeia B (RTB) esta
localizada no lado esquerdo e a cadeia A (RTA) esta a direita. O circulo
vermelho indica a ponte dissulfeto ligando as cadeias A e B (RUTENBER E
ROBERTUS, 1991).

Apés se ligar a superficie celular, a toxina penetra na célula por endocitose, o
que ocorre numa taxa bem lenta, de cerca de 10% por hora (SANDVIG E VAN
DEURS, 2000). A cadeia B pode se ligar a superficie de glicoproteinas contendo
residuos de galactose e N-acetil-galactosamina, de forma analoga a algumas
lectinas, permitindo a internalizacao da cadeia A (BRANDT et al., 2001).

A cadeia A da ricina possui atividade catalitica que em 1987, Endo e
colaboradores apontaram-na como uma N-glicosidase, ou seja, remocado de uma
adenina especifica (depurinacao), o residuo A4sz4, a partir de uma regiao de rRNA
conhecido como o loop-sarcin/ricin (SRL) (SPIES E COULSON, 1973). Esta regiao
do RNAr modificada é essencial para ligagdo do fator de alongamento, sendo
assim, os ribossomos modificados ndo podem dar suporte a sintese proteica
(OLSNES et al., 1975). A ricina € tdo eficiente que uma molécula de cadeia A pode
inativar cerca de 2000 ribossomos por minuto (OLSNES et al., 1975). Assim, uma
molécula de ricina inativa ribossomos de forma que a célula morre por nao poder
manter a sintese de proteinas.

A dose letal da ricina por inalagdo ou por injecao intramuscular ou venosa,
segundo Bradberry e colaboradores (2003) é de aproximadamente 5-10 ug/kg, que
corresponde a 350-700 ug para um individuo adulto de 70 kg. A morte ocorre em
poucas horas. O estabelecimento de uma correlagao entre a quantidade de semente
ingerida de forma acidental e a morte de um animal ndo é tdo simples de ser

estabelecida. O teor de ricina por semente varia entre cultivares, além disto, Sehgal
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e coautores (2010) demonstraram que existem isoformas de ricina, com diferentes
niveis de toxicidades, em uma mesma cultivar.

Sehgal et al., 2010 demonstraram a presenca de trés isoformas de ricina em
sementes de mamona. As isoformas foram subfraccionados em ricina I, Il e Il por
cromatografia e suas massas moleculares situam-se entre 60-65 kDa. Ricina I, Il e llI
foram altamente citotdxicas contra células Vero com valores de 1C50 de 60, 30 e 8
ng/ml, respectivamente. Diferenga na citotoxicidade das isoformas foi confirmada
através de ensaio de hemaglutinacao e ricina Ill causou maior grau de hemdlise

Na area médica, a ricina tem sido utilizada entre um grupo de proteinas
toxicas como imunotoxinas e agentes terapéuticos utilizados no tratamento de
cancer e de doencas auto-imunes (BRANDT et al. 2005).

A ricina € um dos principais obstaculos a utilizacao da torta de mamona para
alimentacao animal (NA et al., 2004). A transformacgéo da torta de mamona em um
produto ndo téxico que pode ser utilizada na alimentacdo de animais é desde ha
muito tempo interesse de varios pesquisadores ao redor do mundo e, alguns
resultados satisfatorios foram obtidos. Muitos métodos tém sido utilizados para
desintoxicar a torta de mamona, alguns dos quais parecem ser mais eficazes do que
os outros (DEUS-DE-OLIVEIRA E MACHADO, 2011; PUTTARAJ et al., 1994).

Nos ultimos anos, varias metodologias surgiram para desintoxicar a torta de
mamona para usa-la como racdo animal. Anandan et al. (2005) relataram que
processos fisicos com base no calor (ebulicdo, esterilizacdo em autoclave, forno de
ar quente) e processos quimicos a base de alcali (hidréxido de sédio a hidréxido de
célcio, e amoniaco) podem desintoxicar este valioso produto obtido apds a extracéo
do dleo das sementes. A eficacia dos tratamentos foi avaliada com base nas
alteragbes qualitativas e quantitativas do conteudo ricina. De todos os métodos
propostos nestes ensaios, a autoclavagem (15 psi., 60 min) e o tratamento com
calcio (40 g/kg) destruiu completamente a toxina, resultado observado por
eletroforese, no entanto, os ensaios toxicolégicos com estas amostras nao foram
realizados.

Godoy e colaboradores (2009) propuseram a utilizacdao de fermentacao em
estado sélido (FSS) de residuos de mamona com alguns objetivos: desintoxicar a
ricina deste material, reduzir do potencial alergénico e, ainda estimular a producao
de lipases. Observou-se que o fungo, Penicillium simplicissimum, um excelente

produtor de lipase, foi capaz de crescer e produzir a lipases no residuo de mamona.
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O processo descrito de biodetoxificagcdo poderia estender a utilizacao de residuos
fermentados de mamona e, potencialmente, ser usado como uma ragcado para
animais ou fertilizantes, sem desencadear danos ao meio ambiente (GODOY et al.,
2009).0 processo FSS utilizados por Godoy e colaboradores (2009) permitiu a total

desintoxicacao da ricina como observado por eletroforese e anélise toxicoldgica.

- Curcina:

A curcina é uma RIP do tipo | isolada das sementes de pinhdo-manso
(STIRPE et al., 1976). Sua sequéncia foi resolvida por Li et al. (2003) e a auséncia
de uma porcéo lectina impede esta proteina de se ligar as células, dificultando sua
internalizacdo e a tornando muito menos toxica do que as RIPs do tipo Il, como a
ricina presente nas sementes de mamona (HUANG et al., 2008).

Por muito tempo se pensou que a atividade téxica da planta era causada pela
acdo da curcina abundante nas sementes. Contudo, varios trabalhos vém
contribuindo para demonstrar que a atividade téxica das sementes, bem como do
Oleo de J. curcas, deve-se, na verdade, a presenca de ésteres de forbol, e ndo da
curcina (FERNANDES E MACHADO, 2012). Aregheore et al. (1998) compararam a
atividade da curcina para variedades toxicas e nao téxicas de J. curcas, e
observaram que o efeito da proteina é similar para ambas as variedades. Gandhi et
al. (1995) relatam que a atividade inibidora da sintese de proteinas da curcina é
cerca de mil vezes menor que a da ricina e a da abrina (fitotoxina do género
Aleurites) e, que para ela, esta atividade s6 foi demonstrada in vitro. Os mesmos
autores realizaram ensaios de toxicidade aguda, via oral, em ratos e toxicidade
tépica em coelhos, ratos e camundongos. Eles observaram que os efeitos tdxicos do
6leo das sementes sobre estes animais é similar aos efeitos produzidos pelo éleo de
tungue, extraido das sementes de Aleurites fordii Hemsley, o qual é téxico devido a
presenca de ésteres de forbol.

Recentemente, Lin et al., 2010 purificaram uma molécula de curcina que
inibe fortemente a sintese proteica de lisado de reticulécitos de coelho, com uma
IC50 de 0,42 nM. A curcina isolada teve uma atividade hemaglutinante, quando a
sua concentragcdo era maior que 7,8 mg/L. A estrutura secundéria de curcina
também foi analisada por espectro de Dicroismo Circular (CD).

Embora a toxicidade de curcina esteja bem documentada na literatura, as
propriedades téxicas e detalhes da estrutura 3D de curcina ainda nao foram
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determinada por cristalografia de raios X, espectroscopia de RMN ou de qualquer
das técnicas de silico. Nesta busca, o trabalho desenvolvido por Srivastava e
colaboradores (2012) apresenta a estrutura 3D da curcina (Figura 6) realizada por
modelagem usando uma abordagem de predicao da estrutura.

Figura 6: Representagdo esquematica da curcina
mostrando os arranjos de alfa-hélices, folhas-beta e
regides de loops na estrutura tridimensional predita por
Srivastava e colaboradores em 2012.

Além da preocupacdo com a presenca da toxina curcina na torta de pinhao-
manso, ha outra preocupacao a ser abordada: a presenca de ésteres de forbol.

- Esteres de forbol:

O termo éster de forbol (EF) é usado hoje para descrever uma familia natural
de compostos amplamente distribuidos em espécies vegetais das familias
Euphorbiaceae e Thymelaeceae (RAKSHIT et al.,, 2008). Os ésteres de forbol sdo
definidos como compostos policiclicos nos quais dois grupos hidroxila em carbonos
vizinhos sao esterificados a acidos graxos, e estdo presentes em muitas plantas
incluindo o pinh&o-manso (BEUTLER et al., 1989).

A estrutura dos ésteres de forbol é dependente de um esqueleto carbbdnico
diterpeno tetraciclico conhecido como tigliano, a principal porcao alcool nos ésteres
de forbol (Figura 7). Os diferentes pontos de hidroxilagéo no tigliano determinam as
diferentes variedades de EF, o que determina também o grau de toxicidade (GOEL
et al., 2007).
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Figura 7: Estrutura do tetradecanoil forbol-13-acetato (TPA).

Estas moléculas sao naturalmente instaveis e sdo susceptiveis a oxidacao,
hidrélise e epimerizacdo durante os processos para seu isolamento (HAAS et al.,
2002). Além disso, esses compostos podem ser encontrados no 6leo, os quais, ao
conter estas substancias sdo conhecidos como purgantes (GANDHI et al., 1995).

Os ésteres de forbol e seus diferentes derivados sdo ditos como promotores
de tumor. Em adicdo a este efeito, eles induzem uma consideravel gama de efeitos
biolégicos, mesmo em baixas concentragdes. A agdo primaria dos ésteres de forbol
ocorre em membranas bioldgicas. E uma toxina anfifilica e tende a se ligar aos
fosfolipidios de membrana. Os efeitos iniciais na membrana incluem modificagdo nas
atividades dos receptores celulares, aumento na captacdo de 2-desoxiglicose e
outros nutrientes, adesao celular alterada, inducao de acido aracdénico liberado e de
sintese de prostaglandina, inibicdo da ligacao de fatores de crescimento, e
metabolismo de lipideos alterado (WEINSTEIN et al., 1979).

Os ésteres de forbol sao analogos do diacilglicerol, um ativador de muitas
isoformas da proteina quinase C (PKC). A atividade mais investigada destes ésteres
€ a sua ligacao e ativacao da proteina quinase C (PKC), que desempenha um papel

critico nas vias de transducao de sinal e regula o crescimento e diferenciacdo
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celular. A ligacao do éster de forbol hiperativa a PKC e dispara a proliferacéao celular,
assim amplificando a eficacia de carcinégenos (GOEL et al., 2007; SEGAL et al.,
1975).

Contraditério com a sua capacidade de promocao tumoral, existem relatos
sobre a capacidade pro-apoptose de alguns ésteres de forbol em células tumorais
(BRODIE E BLUMBERG, 2003; GONZALEZ-GUERRICO E KAZANITEZ, 2005).
Alguns ésteres de forbol sao inibidores da replicacdo do HIV e tem atividade anti-
leucémica (GOEL et al., 2007). Alguns tipos de éster de forbol afetam muitas
atividades enzimaticas a partir da sua interacdo com a PKC. O forbol-12-miristato-
13- acetato (PMA) provoca o decréscimo concentracdo e tempo dependentes do
RNAm codificante para enzimas como a fosfoenolpiruvato carboxiquinase, a enzima
chave na gliconeogénese (CHU E GRANNER, 1986). Os ésteres de forbol também
tém efeito sobre a fosforilagdo da tirosina hidroxilase, a qual possui papel na
biosintese de catecolamina (GOEL et al., 2007).

O efeito da exposicao aguda da pele de humanos a estas plantas toxicas leva
a inflamacao, e os sintomas pré-inflamatérios sao dor e necrose do tecido epitelial.
Tumores s6 se desenvolvem apds uma exposicdo cronica as plantas. Este
fenbmeno tem sido demonstrado apenas na pele de camundongos. Quando partes
das plantas sao ingeridas, os sintomas sao ardéncia nos labios, lingua e mucosas
orais, seguidos de dores intestinais, vémitos e diarréias severas (FERNANDES E
MACHADO, 2012).

Animais que ingeriram material vegetal contendo éster de forbol apresentaram
reducao da producao de leite e do potencial reprodutivo, além da contaminagcao do
leite com os constituintes toxicos e, outros vieram a 6bito. Em caprinos alimentados
com material vegetal contaminado com ésteres de forbol foi observado reducao dos
niveis de glicose, aumento nas concentracbes de arginase, glutamato, e
oxaloacetato transaminase, perda de apetite, reduzida absorcdo de agua, diarréia,
desidratagdo, e outros efeitos hemorragicos em diferentes 6rgdos (ADAM E
MAGZOUB, 1975).

A solubilidade dos ésteres de forbol no éleo extraido da semente torna este
produto téxico. Sabe-se que o 6leo causa manifestacdes toxicoldégicas como diarréia
e inflamagdes gastrointestinais, e irritagbes seguidas de necrose dérmicas. O 6leo e
a fracao toxica também tém atividade hemolitica (GHANDI et al., 1995). O contato
com os olhos pode causar conjuntivites e edema (EVANS E EDWARDS, 1987). Os
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ésteres de forbol possuem efeitos contraditérios, alguns efeitos negativos, mas,
também outros benéficos. Alguns forbdis sdo inibidores de tumor, inibidores da
replicacéo do HIV, e possuem atividade antileucémica (GOEL et al., 2007).

Em relacdo aos ésteres de forbol presentes no pinhdo-manso, Haas et al.
(2002) isolaram do 6leo de J. curcas seis diferentes formas por HPLC. Eles
nomearam as fracées de C1 a C6. A diferenca na toxicidade entre estes compostos
ainda nao foi avaliada. Quanto a importancia dos ésteres de forbol para a fisiologia
da planta, no caso o pinhdo-manso, sabe-se muito pouco. Apesar de alguns
pesquisadores afirmarem que a substancia ndo possui efeito fisiolégico e nenhuma
relacdo com a defesa da planta contra pragas e doencas, sabe-se que o éster de
forbol, forbol-12-miristato-13-acetato: PMA, promove a ativacdo de uma proteina
quinase de 45 kDa relacionada com injuria (WIPK: proteina quinase induzida por
injuria - wound-induced protein kinase) em células de tabaco. A ativacao da proteina
quinase em resposta ao éster de forbol esta associada com a fosforilacdo
(BAUDOIN et al., 2002).

1.2.2- Compostos Alergénicos:

- Albumina 2S de mamona:

Assim como outras proteinas de reserva, as proteinas alergénicas de
mamona sao sintetizadas em tempos especificos durante o desenvolvimento da
semente e depositadas dentro dos vacuolos (corpusculos proteicos) durante o
desenvolvimento da semente, para entdo serem degradadas durante a germinacéo,
dando suporte ao seu crescimento (AHN E CHEN, 2007; REGENTE E LA CANAL,
2001).

As albuminas 2S séo sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso, como
um precursor proteico de alto peso molecular, Figura 8. Posteriormente este
precursor € clivado proteoliticamente, gerando um peptideo ligante e outros
pequenos peptideos (JOLLIFFE et al., 2004; SHEWRY et al., 1995). A glicosilacao
dessas proteinas pode ocorrer durante a sintese proteica e, os carboidratos
incorporados sao, em sua maioria, manose e glicosamina (JOLLIFFE et al., 2004;
BEWLEY E BLACK, 1994).
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Figura 8: Esquema do processamento do precursor das isoformas Ric ¢ 3 e Ric ¢ 1. (A)
Precursor intacto com Peptideo sinal em bege, pontes de enxofre em amarelo, Ric ¢ 3 e Ric
c 1 respectivamente em vermelho (cadeias leves) e em marrom (cadeias pesadas),
peptideos de ligacdo em azul; (B) Perda do peptideo sinal; (C) Perda dos peptideos de
ligacdo com consequente separagdo das duas isoformas (DEUS-DE-OLIVEIRA E
MACHADO, 2011).

Os pesquisadores acreditavam que as albuminas 2S fossem inativas
metabolicamente, mas atualmente, devido a sua capacidade inibidora de
proteinases, as propriedades alergénicas (MACHADO E SILVA, 1992), e a acao
antifungica (AGGIZIO et al.,, 2003), acredita-se que elas estejam envolvidas em
funcdes de defesa constitutivas da planta (REGENTE E LA CANAL, 2001). As
propriedades alergénicas das albuminas 2S de mamona sado resistentes a
desnaturacao térmica e quimica, podendo, mesmo apds os tratamentos de
desintoxicacdo, desencadear alergia por contato bem como por inalacédo
(MACHADO E SILVA, 1992; SILVA JR. et al., 1996).

Historicamente (Figura 9), no ano de 1943, Spies e Coulson isolaram da
semente de mamona uma fragao proteica de baixo peso molecular, estavel ao calor,
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 com alto “teor” de glutamina que
mostrou propriedades similares aquelas da proteina anteriormente isolada de
mamona. Posteriormente, no ano de 1978, Youle e Huang concluiram que CB-1A
era a mesma proteina de reserva caracterizada por Li et al. em 1977. Em 1982,
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Sharief e Li isolaram e sequenciaram uma proteina das sementes de Ricinus
communis L. (Ric ¢ 1), com coeficiente de sedimentacdo 2S, constituida de duas
subunidades unidas por pontes de enxofre. A menor contendo 34 aminoacidos (Ric ¢
1 cadeia leve) com massa molecular aparente de 4 kDa e a subunidade maior
composta de 61 aminoacidos (Ric ¢ 1 cadeia pesada) com massa molecular de 7
kDa.

CB-1A - Riccl Ricc3
[ | | | | Atualmente}
1943 1977 1982 1992
1978

Figura 9: Histdrico das albuminas 2S de Ricinus communis L. 1943 - Spies e Coulson, (CB-
1A); 1977 - Li e colaboradores isolaram e caracterizaram uma “outra”; 1978 — Youle e
Huang; 1982- Sharief e Li, sequenciaram Ric ¢ 1; 1992 — Machado e Silva isolaram e
sequenciaram Ric ¢ 3 (~11 KDa); Atualmente: ~ 20 isoformas de albuminas 2S ja foram
isoladas e parcialmente caracterizadas.

No ano de 1992, Machado e Silva isolaram e seqlenciaram um segundo
alérgeno da semente de mamona, denominado de Ric ¢ 3, tendo peso molecular em
torno de 11 kDa, presente no mesmo precursor de 29 kDa de Ric ¢ 1, como
mostrado na Figura 10 abaixo. Este alérgeno teve sua estrutura completamente
elucidada no ano de 1996. Desde 2003, muitas outras proteinas alergénicas,
pertencentes a classe das albuminas 2S, tém sido identificadas nas sementes de
mamona por Machado e colaboradores (FELIX et al., 2008; FREIRE et al., 2007).

ESKGEREGSSSQQRQEVQRKDLSSCERYLRQS
SS QQESQQLQQCCNQVKQVRDECQCEAI
KYIAEDQIQQGQLHGEESEVAQRAGEIVSSCGVRCMR SQ
GCRGQIQEQQNLRQCQEYIKQQVSGQGPRR QERSLRGCCD
HLKQMQSQCRCEGLRQAIEQQQSQGQLQGQDVFEAFRTAANLL
PSMCGVSPTSRF

Figura 10: Estrutura Primaria 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
sdo eliminados durante o processamento (SILVA JR., 1996).
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- Estrutura das albuminas 2S:

A sequéncia de aminoacidos reconhecida pela molécula de anticorpo € muito
menor que a macromolécula imunogénica. Por isso, a ligacao do anticorpo ocorre
somente numa porcao especifica do antigeno. Esta regidao é chamada de epitopo ou
determinante antigénico. Os antigenos podem ter multiplos epitopos e cada um pode
se ligar a uma molécula de anticorpo (ALEKSEEVA et al., 2007; WOLFF et al.,
2004). Numa reacéo alérgica, o epitopo é reconhecido pelas imunoglobulinas do tipo
E especificas, desencadeando todo o processo alérgico. Estas regides presentes no
antigeno podem ser compostas por residuos de aminoacidos sequenciais ao longo
da cadeia polipeptidica (epitopo linear ou continuo) ou por residuos nao-sequenciais
oriundos de segmentos linearmente afastados, que apdés a montagem da
conformacdo da proteina permanecem unidos (epitopo conformacional ou
descontinuo) (GIERAS et al., 2007; SCHEIN et al., 2005). Os epitopos continuos sdo
mantidos apds desnaturagao, ao contrario dos epitopos conformacionais (SCHEIN et
al., 2005).

Com relacao aos estudos dos epitopos presentes na molécula de albumina
2S de mamona (Figura 11), 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
mastocitos, indicando a presenca de epitopos continuos nas duas isoformas.
Posteriormente, Mayerhoffer (2004) verificou que apdés a clivagem enziméatica
dessas isoformas, dois peptideos presentes na cadeia pesada de Ric ¢ 3, induziram
uma resposta significativa quanto a desgranulacdo dos mastécitos previamente
armados com IgE anti-albumina 2S de mamona. Neste mesmo trabalho, Mayerhoffer
caracterizou um epitopo linear, cuja sequéncia peptidica esta presente também em
outros alérgenos.

Dando prosseguimento aos trabalhos realizados por Mayerhoffer, Felix e
colaboradores, mapearam o0s aminodacidos responsaveis pela ligagcdo da proteina
alergénica de mamona nas IgEs, identificando, deste modo, epitopos de ligacdo a
IgE continuos em Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, sendo estes, mais resistentes a desnaturagéao
térmica, quimica e a protedlise (FELIX et al., 2008).
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Figura 11: Evolucdo do estudo dos epitopos de IgE presentes nas albuminas 2S de
mamona. 2002 — Vieira demonstra a presencga de epitopos continuos Ric c1 e Ric c3; 2004 —
Mayerhoffer identifica 1 epitopo (Desgranulagcdo de mastdcitos); 2006 — Felix demonstra a
participagdo de residuos de aminoacidos &cidos (acido glutdmico e aspartico) nos 5
epitopos; 2006 — Carrielo-Gama confirma da participagdo do glutdmico no epitopo, com o
tratamento utilizando WRK; 2008 — Oliveira inicia modificagdes no grupamento lateral deste
aminoacido utilizando compostos de célcio.

A sequéncia dos peptideos sintéticos anteriormente utilizados para avaliar os
epitopos de ligacao a IgE presentes nas isoformas alergénicas de albumina 2S de
mamona (Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3) por Felix e colaboradores em 2008 é apresentada na
tabela | abaixo. As cadeias leves de Ric ¢ 3 e de Ric ¢ 1 apresentam,
respectivamente, um total de 35 e de 34 residuos de aminoacidos enquanto as
cadeias pesadas sdo compostas de 65 e de 64 residuos de aminoacidos,
respectivamente. O trabalho utilizando os peptideos sintéticos realizado por Felix et
al. em 2008 identificou quatro epitopos continuos em Ric ¢ 3 e dois em Ric c 1.

Tabela I: Caracteristicas estruturais dos peptideos sintéticos derivados de isoformas
de albuminas 2S de mamona.

Isoforma Residuos Sequéncia Primaria
PO Ricc 1 (cadeia pesada) 22 ao 40 EGLRQAIEQQQSQGQ
P1 Ric ¢ 3 (cadeia leve) 1ao015 ESKGEREGSSSQQCR
P2 Ric ¢ 3 (cadeia leve) 16 ao 31 QEVQRKDLSSCERYLR
P3 Ric ¢ 1 (cadeia leve) 11 ao 24 QEQQNLRQCQEYIK
P4 Ric c 3 (cadeia pesada) 30 ao 39 DECQCEAIKYIAEDQ
P5 Ric c 3 (cadeia pesada) 40 ao 54 LHGEESERVAQRAGE

Neste trabalho, Felix caracterizou cinco epitopos lineares alergénicos nas
isoformas de albumina 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 de mamona. Nas sequéncias de todos
os peptideos identificados por Mayerhoffer em 2004 e por Felix em 2008, é possivel
observar a presenca de pelo menos dois residuos de aminoacidos dicarboxilicos
(acido glutamico e/ou aspartico). Esta caracteristica suporta a hipétese de que os
grupamentos carboxilicos laterais destas cadeias podem ser importantes na

interacdo com as moléculas de IgE.



25

Desta forma, Carriello-Gama em 2006, tratou as albuminas 2S, bem como os
peptideos sintéticos, identificados como epitopos ligantes de IgE por Felix em 2006 e
por Mayerhoffer em 2004. Carriello-Gama utilizou o reagente Woodward's Reagent
K (WRK — N-etil-5-fenilisoxazolium-3’-sulfonato) nas amostras citadas anteriormente
para modificar os acidos glutdmicos visto que, este reagente é especifico para
modificar este aminoacido (DUNN E ANFINSEN, 1974). Este trabalho desenvolvido
por Carriello-Gama em 2006 obteve resultados satisfatorios para modificar a
proteina alergénica de mamona ao nivel dos acidos glutamicos e, foi fundamental
para demonstrar a participacdo deste aminoacido na formagcao do epitopo. Sendo
assim, Oliveira em 2008, iniciou os estudos a fim de utilizar outras substéncias,
menos especificas, no entanto mais econdmicas, que poderiam modificar o
grupamento lateral deste aminoacido.

Conhecendo o envolvimento de acidos glutdmicos na ligacao a IgE , testes in
vitro foram propostos utilizando aminoéacidos livres como agente bloqueadores de
IgE. Neste modelo, os experimentos empregaram o uso de aminoacidos
dicarboxilicos, os quais protegeram os mastécitos de rato, ja sensibilizados com IgE
contra albuminas 2S de R. communis L. Nesses experimentos, ficou evidente que
este tratamento impediu a resposta cruzada entre alérgenos de mamona e
alérgenos alimentares e inalantes (patente depositada em 2005). Nesse sentido,
além do desenvolvimento de agentes farmacéuticos blogueadores na molécula de
IgE, a producdo de vacinas anti-alérgicas baseada nos peptideos especificos,
anteriormente descritos, poderia ser realizada de forma mais consciente através do
reconhecimento dos epitopos presentes no alérgeno.

Continuando o estudo dos epitopos presentes nas albuminas 2S de mamona,
em 2011, Nascimento e colaboradores analisaram as estruturas tridimensionais das
principais isoformas alergénicas de mamona, Ric ¢ 1 e ¢ Ric ¢ 3, pela construgéo de
um modelo comparativo de Ric ¢ 1 com base na estrutura de ressonancia magnética
nuclear (RMN) de Ric ¢ 3. Sabendo do papel de defesa (inibicdo de alfa-amilases de
insetos) e alérgénico dessas isoformas, Nascimento analisou a estrutura
tridimensional tedrica, os sitios de interacdo com o alfa-amilase e o mapeamento de
epitopos alergénicos. O estudo da estrutura das albuminas 2S5 de mamona €
importante pois abre perspectivas biotecnoldgicas para a concomitante manutengao
da atividade de defesa (inibicdo de alfa-amilase de insetos) e eliminacdao do
potencial alergénico seja eliminada, a fim de produzir plantas resistentes a insetos e
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seguras para a saude humana. Com relagdo ao conhecimento da estrutura do
alérgenos, este trabalho prop6s importantes mutacdées nos residuos de acidos
glutdmicos (epitopos de IgE) através de modelagem molecular com o objetivo de
inativar os alérgenos de mamona.

Sabe-se que a mamona apresenta em suas sementes e, também no pdlen
proteinas alergénicas bem caracterizadas estrutural e funcionalmente que limitam,
em parte, o aproveitamento da torta e podem provocar crises alérgicas aos que
cultivam esta planta ou residem proximo as plantagbes ou industrias de
processamento da semente. Desta forma, outros vegetais podem ser potenciais
fontes de proteinas alergénicas.

- Albumina 2S de pinhao-manso:

Visando melhor estudar a presenca de proteinas alergénicas em pinhao-
manso, Maciel e colaboradores em 2009, descrevem a presenca de uma albumina
2S alergénica (12Kda), denominada Jat ¢ 1 (Figura 12), isolada das sementes de
pinhdo-manso. Neste trabalho foi demonstrado a capacidade desta proteina em se
ligar a moléculas de IgE pré-fixadas em mastocitos de rato por PCA (Reacao de
alergia tipo | in vivo) e, também, desencadear a liberacdo de histamina destas
células, através de ensaio de desgranulagcdao de mastdcitos. Outra caracteristica
evidenciada por Maciel &€ que Jat ¢ 1 apresentou a capacidade de forte ligacao
cruzada com as principais proteinas alergénicas de mamona, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3.

Jatc 1

Cadeia leve VRDKCGEEAERRTLXGCENYISQRR
Cadeia Pesada PREQVPRQCCNQALE

Figura 12: Sequéncia parcial da albumina 2S isolada de
sementes de pinhdo-manso denominada Jat c 1.

Através das informacbes adquiridas apdés o trabalho de Maciel e
colaboradores em 2009, a pesquisa de albuminas 2S presentes em sementes de
pinhdo-manso, a determinacao destes alérgenos dispersos no ar, além da analise da
sensibilizacao das pessoas frente a esse alérgeno se fazem necessaria.
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1.3- Alergia desencadeada por albumina 2S:

A alergia desencadeada pela albumina 2S de oleaginosas € causada
principalmente pela inalagdo da poeira da torta, representando um problema para os
trabalhadores das usinas de extracdo quanto para a populagdo que habita as
proximidades da fabrica (GARCIA-GONZALEZ, et al., 1999). Cabe salientar também
que Thorpe e colaboradores em 1988 demonstraram que os alérgenos de mamona
poderiam estar presentes também no pdlen, uma vez que as pessoas que moravam
préximo as areas de plantio apresentavam anticorpos especificos contra estas
proteinas (FREIRE et al., 2007).

Além da poeira da torta, como dito anteriormente, o pdlen também representa
outro fator a ser considerado quando se trata de alergia desencadeada por mamona.
A mamona & um vegetal que possui flores que podem ter mais de 60 mil graos de
pblen/flor que contém substancias alergénicas, semelhantes as encontradas nas
sementes. As condi¢des para dispersdao desses graos sao: temperatura de 26 °C a
29 °C e umidade relativa do ar de 60%, variando de acordo com o cultivar
(BELTRAO E AZEVEDO, 2007). A mamona apresenta longo periodo de floracdo e
seu pdlen pode ser encontrado em algumas estagdes do ano, apresentando-se com
uma estrutura de tamanho médio e oval com 20 um a 22 um de largura e 29 um a 33
um de comprimento (BELTRAO E AZEVEDO, 2007; GARCIA-GONZALEZ, et al.,
1999).

Como descrito anteriormente, os alérgenos presentes na semente de
mamona sdo bem conhecidos, mas observam-se poucos relatos quanto ao papel
desempenhado pelos alérgenos presentes em seu pdlen. Na india uma pesquisa
desenvolvida por Singh e colaboradores em 1992 demonstrou que existe variacao
no perfil protéico de extratos de pdlen de mamona em diferentes anos e lugares
deste pais. No ano de 1997, a reacdo cruzada e a presenca de epitopos comuns
entre as sementes e os extratos de pélen de mamona foram confirmadas (SINGH et
al., 1997). Neste mesmo ano, alguns trabalhos demonstraram a reag¢ao cruzada de
pbélen de mamona com poélen de outras espécies vegetais como, Mercurialis annua
(VALLVERDU et al., 1997), Putranjiva roxburghii (SINGH et al, 1997). Em 1999,
estudos desenvolvidos por Garcia-Gonzalez e colaboradores demonstraram que o
pdélen de mamona provoca sintomas de alergia respiratéria. Nesse sentido, Parui e
colaboradores em 1999 propuseram uma nova abordagem para identificacao e
caracterizacao parcial das proteinas alergénicas do pélen de Ricinus communis L.
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No ano de 2002, Palosuo e colaboradores evidenciaram a reacdo cruzada entre
alérgenos de mamona e outros vegetais da familia Euphorbiaceae, ratificando a
importancia de estudos de reacao cruzada como uma pesquisa diagnostica.

As doencas alérgicas tém aumentado muito nos ultimos anos e que, mais de
30% da populacdo sofre de uma ou outra doenca alérgica, tendo como principais
agentes causadores graos de podlen, esporos fungicos, os acaros, epitélios animais.
Os trabalhos de Singh E Kumar em 2003 demonstraram, de forma quantitativa e
qualitativa a prevaléncia de pdlens na regido da india, verificando que, além de
outros aeroalégenos, existe uma distribuicao significativa de pdlen de mamona nesta
area. Conhecendo também que a poluicao do ar tem sido descrita como um fator
importante para o recente aumento na incidéncia de doencas respiratorias e, que o
ar transporta muitos graos de podlen, o trabalho desenvolvido por Bist e
colaboradores, em 2004, observou uma variabilidade protéica do pdlen de mamona
antes e ap0s a exposi¢cao a poluentes atmosféricos.

Outro recente estudo desenvolvido por Felix em 2007 demonstrou que
mastécitos primeiramente sensibilizados com imunoglobulinas do tipo E anti-
alouminas 2S de mamona podem sofrer desgranulagdo quando expostos a
aeroalérgenos tais como poeira do ar, fungos e tabaco e, a componentes
alergénicos presentes em diversos alimentos tais como camarao, peixe, gluten, trigo,
soja, amendoim e milho. Estes estudos alertam para a importancia das exposicdes
ao polen desta oleaginosa, indicando a cautela com relacdo a exposicdo a este

antigeno para minimizar os riscos de reagbes cruzadas.

1.4- Processos de destoxificacao e desalergenizacao:

Visando agregar valores a torta, produto da extragdo do 6leo da semente, e
aumentando o numero de possiveis utilizacdes, dentre elas a alimentacao animal,
muitas pesquisas estdo sendo realizadas em todas as partes do mundo visando
eliminar fatores que impedem a sua plena utilizagcdo, como a toxina ricina e o
alérgeno CB-1A.

A literatura (Perrone e colaboradores em 1966 e Kling em 1974) apresenta
algumas metodologias, ja testadas e patenteadas em diversos paises,
demonstrando a possibilidade de destoxificar a torta de mamona pelo seu
cozimento. Em 1940, Pertrozyan e Ponomarev (citados por Kling, 1974) apontaram
um processo de destoxificacdo que consistia em ferver a torta repetidamente, por
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curtos periodos de tempo, com mudanca de agua apdés cada fervura. Do mesmo ano
até 1942 algumas patentes foram concedidas para processos de destoxificacdo da
torta de mamona em diferentes partes do mundo.

Em 1960, Gardner e colaboradores testaram diferentes processos para
destoxificacdo da torta de mamona combinando diferentes temperaturas, adicdo de
produtos quimicos e outros processos, desde a adicdo de produtos alcalinos a
fermentacao aerdbia, ndo levando em consideracao a viabilidade industrial nem
econbmica e tampouco as caracteristicas nutricionais e a palatabilidade do produto
obtido. Este foi um primeiro relato sobre a tentativa de desenvolver um método para
destoxificacdo e, ao mesmo tempo, a desalergenizagdo da torta de mamona,
combinando diferentes temperaturas e adicdo de produtos quimicos. As
metodologias desenvolvidas por estes pesquisadores foram eficazes, mas ainda
precisavam de avaliacdo quanto ao custo e a palatividade do produto obtido.

Freitas, em 1974, avaliou a destoxificacdo e desalergenizagdo da torta de
mamona pelo uso de radiacido ionizante, concluindo que o processo foi capaz de
eliminar ambos os fatores anti-nutricionais. Gandhi e colaboradores em 1994
propuseram um novo método para destoxificagdo que consistia na mistura da torta
de mamona com a torta da planta Shorea robusta que também é téxica devido ao
alto teor de tanino o qual precipita a ricina.

Segundo Kling em 1974, os métodos de destoxificacao referidos na literatura
nao possuem aplicabilidade industrial em virtude do alto custo e por prejudicarem a
qualidade do produto. Um dos primeiros requisitos para que a industria possa operar
uma unidade de destoxificacao e desalergenizagcao é o desenvolvimento de métodos
confiaveis e de facil execugao.

No ano de 2009, Godoy promoveu estudos experimentais das condigdes de
cultivo do fungo Penicillium simplicissimum para producédo de lipases em rejeito de
mamona e, de forma indireta, obteve, apés a fermentacdo em estado soélido
submetida ao rejeito, um produto destoxicado, ou seja, sem a presenca da ricina.

O problema da alergenicidade, em comparagao com a toxidez da torta, esta
no fato que ela dificilmente causa a morte de animais ou seres humanos, porém a
sua eliminagédo é bem mais dificil que a inativacdo da toxina. A preocupacdo com a
alergenicidade da torta de mamona refere-se aos trabalhadores das industrias de
extragdo do 6leo e os moradores dos arredores das industrias ou areas de plantio,
0s quais estdo expostos a poeira levada pelo vento. Outro fator a ser analisado é o
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risco de reacOes alérgicas dos trabalhadores de campo que utilizam a torta como
adubo e ficam submetidos a poeira.

O primeiro relato de alergia causada em uma comunidade por uma industria
de extracdo de mamona foi feito no ano de 1928 em Toledo, Ohio, EUA (Estados
Unidos da América). Apds este caso, outros relatos foram feitos: Alemanha (1942),
Figline Valdarno, ltalia (1949), Tchecoslovaquia (1949), Hungria (1950), Bauru, no
estado de Sdo Paulo (1953), Africa do Sul (1953) e outros (ICOA, 1989).

Verifica-se que, ainda nao existem processos industriais vidveis de
destoxificacdo da torta de mamona, porém em processos experimentais de pequena
escala, como na area académica, a destoxificagcdo é obtida por tratamento térmico,
como a autoclavagem (FREIRE et al., 2007). Poucas metodologias visando a
desativacdo dos alérgenos presentes na torta de mamona foram propostas, e
nenhuma delas realmente atingiu resultados satisfatérios que possibilitasse o
emprego industrial.

Em 2006, a inativacao do alérgeno de mamona (CB-1A) foi descrita por KIM,
pela da utilizacdo de aquecimento conjugado a tratamentos quimicos (NaOH e
NaOCI). Segundo o autor, o alérgeno mostrou um decréscimo drastico em sua
atividade antigénica, desaparecimento de bandas na eletroforese, quando a
temperatura (70°C) foi associada aos compostos quimicos.

Apesar da escassez de resultados, comprovadamente promissores, com
relacdo aos processos de inativacao de alérgenos e do largo uso de terapias para o
tratamento dos sintomas alérgicos, o desenvolvimento de tecnologias eficazes que
reconhecam os epitopos alergénicos e inativem alérgenos, no nivel dos epitopos, se
fazem necessarias.

De acordo com os dados apresentados anteriormente, a necessidade de
pesquisas que visam entender os mecanismos de defragracao da alergia, baseadas
no reconhecimento estrutural do alérgeno e sua dispersao/sensibilizacdo sao
importantes.

Desta forma, a hipotese de que aminoacidos acidos sdo importantes na
formacao do epitopos de IgE de albumina 2S de mamona foi criada. Para comprovar
esta teoria propomos a utilizacdo do bloqueio do sitio de ligagdo da IgE ao antigeno
usando aminoacidos livres, acido glutamico ou acido aspartico. Esta hipotese foi
confirmada através do trabalho realizado por Deus-de-Oliveira et al., 2011, que

demonstrou por ensaios de bloqueio in vitro, resultados positivos quando incubava-
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se a IgE anti-albumina 2S com estes agentes bloqueadores. Sendo assim, a nova
estratégia deste trabalho baseia-se na verificacdo da funcionalidade do bloqueio da
molécula de IgE com os agentes bloqueadores em ensaios in vivo.

Neste sentido, uma das propostas deste trabalho é iniciar testes preliminares
com animais a fim de estabelecer estratégias de imuniza¢des que contribuam para a
realizacdo dos ensaios de bloqueio, com os aminodcidos livres anteriormente
descritos. Para alcancarmos esta meta, diferentes protocolos de imunizagdes serao
empregados com consequente acompanhamento da resposta imunologica dos
animais.

Outra proposta deste trabalho é realizar modificagdes na estrutura do
alérgeno a fim de promover a reducao do potencial alergénico utilizando como
metodologia o tratamento quimico da proteina alergénica com compostos de célcio.
Além disso, este trabalho ainda se propde a coletar material aerobioldégico em
regides de cultivo de oleaginosas para verificar a presenca/dispersdo de alérgenos

da classe das albuminas 2S pelo ar, com consequente sensibilizagao da populagéo.
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2- Objetivo Geral:

- Desenvolver métodos para a reducdo da alergenicidade de albuminas 2S de

oleaginosas.

2.1- Objetivos Especificos:

e Modificar residuos dos aminoacidos que compdem os epitopos de ligagao a
IgE da albumina 2S de mamona por tratamento quimico com compostos de

célcio e verificar a redugao de seu potencial alergénico;

e Quantificar os niveis de albuminas 2S dispersos no ar em regides de plantio

de oleaginosas;

e Estabelecer condigbes de imunizagbes em modelos animais que permitam a
realizacdo de ensaios in vivo com os aminoacidos livres propostos como

agentes bloqueadores de IgE;
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3- Materiais e Métodos:

3.1- Obtencao de albumina 2S de sementes:

As albuminas 2S foram extraidas de sementes de Ricinus communis L.
cultivar IAC-226 e de sementes de pinhdo-manso (J. curcas L.) segundo a
metodologia descrita por Thorpe et al. (1988), com adaptacdes propostas por Felix e
colaboradores, em 2008. O “pool” de albumina 2S das sementes apds as etapas de
extracdo foi obtido por cromatografia de exclusdo molecular (Sephadex G-50).
Utilizou-se como fase mével acido trifluoracético (TFA) 0,1% num fluxo de 1,0
mL/min e, fragcbes de 1 mL foram coletadas e detectadas a 280 nm no
espectrofotometro (T70 UV/VIS Spectrometer PG Instruments Ltd).

O material proveniente da cromatografia de exclusdo molecular foi purificado
por cromatografia de fase reversa em coluna C18, sistema HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) da Shimadzu®, modelo LC-10AD (estacdo de trabalho
“Class-LC10”). A cromatografia foi desenvolvida num fluxo de 0,7 mL/min, usando
TFA 0,1% como solvente A e acetonitrila 80% contendo TFA a 0,1% como solvente
B, com gradiente de eluicao foi de 0-80% de solvente B durante 55 min. O perfil de
eluicao foi monitorado por medicdo da absorvancia a 220 nm. Os espectros de UV
(ultravioleta) foram obtidos utilizando um foto-diodo detector e as fragdes que
continham os principais picos foram secas num sistema speed-Vac. As proteinas
deste material foram determinadas pelo método do &cido bicincrdninico (BCA)
(SMITH et al., 1985) e foram acumuladas, liofilizadas e guardadas a -20°C, em

pequenas aliquotas para posteriores analises.

3.2- Producao de soros anti-albumina 2S:

O soro policlonal de rato anti-albumina 2S de mamona ou de pinhao-manso
foi produzido na Universidade Federal Fluminense, em colaboragédo com o professor
Dr. Mauricio Afonso Vericimo segundo metodologia descrita por Felix e
colaboradores em 2008. Para tanto, 10 ratos RA/Thor foram imunizados por injecao
intraperitoneal de 0.5 mL de salina contendo 0,01 mg do “pool” de albumina 2S e
5,0 mg de hidroxido de aluminio. Um més, apds a 12 imunizagdo, os animais
receberam uma dose reforco de antigeno. Neste caso, a mesma quantidade do
antigeno foi misturada com 2.5 mg de hidréxido de aluminio. Os animais foram
anestesiados e sangrados, por puncao cardiaca, 7 dias apés o reforco, volumes de
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soro iguais de cada animal foram recolhidos, reunidos e guardados em aliquotas de
0,1 mL. Essas aliquotas representam o “pool” de IgE anti-albumina 2S.

Os soros policlonais de coelho anti-albumina 2S de mamona e de pinhao-
manso foram produzido na propria UENF, utilizando coelho macho adquirido
comercialmente e mantido no biotério desta universidade. Para cada um dos
antigenos, o animal foi submetido a inoculac¢des pela via intramuscular contendo 100
ug do antigeno (albumina 2S) na presenca de adjuvante completo de Freund (Sigma
Immuno Chemicals F-5881) e, doses de reforco, contendo a proteina emulsificada
em adjuvante incompleto de Freund, foram realizadas com intervalos de 30 dias.
Pequenas aliquotas de sangue foram coletadas para avaliacao do titulo do soro
apds cada dose de reforcgo.

Os soros anti-albumina 2S produzidos nos coelhos foram retirado apds os
mesmos se encontrarem em altos titulos apds as doses de reforco. Maiores volumes
de sangue foram obtidos por puncado cardiaca, seguida de sacrificio dos animais.
Para a realizacdo da pungéo cardiaca o animal foi anestesiado com cloridrato de
cetamina 10% (Syntec), cloridrato de xilozina 2% (Syntec) e aceprom 1% (Univet)
segundo normas éticas, no Hospital Veterinario da UENF. Os soros contendo
anticorpos especificos contra albuminas 2S foram guardados a -20 °C para analises

posteriores quanto a sua especificidade.

3.3- Tratamento quimico utilizando compostos de caicio:

Para modificar aminoacidos presentes nos epitopos da albumina 2S de
mamona utilizamos como estratégia o tratamento quimico com diferentes solucoes
de compostos de célcio. Este tratamento consistiu da adicao de 100 pL de diferentes
solugdes dos compostos (hidroxido de calcio, carbonato de célcio ou éxido de célcio)
nas concentracoes de 4 e de 8% a 100 uL de “pool” de albumina 2S (1mg/mL) ou a
100 uL de amostras de solucdo de torta de mamona (0,3 g/mL). O meio reacional
(200 uL) foi deixado sob agitacao por 12 horas, a temperatura ambiente, figura 13. A
torta de mamona utilizada nos experimentos foi cedida pela EMBRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisas Agropecuaria).
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Figura 13: Fluxograma do tratamento proposto para desativar epitopos
alergénicos de albumina 2S de mamona utilizando diferentes compostos
de calcio.

3.4- Avaliacao das alteracoes promovidas pelo tratamento:

- Cromatografia de fase reversa:

A avaliacdo das modificacbes quimicas promovidas na proteina pelo
tratamento com os compostos do célcio foi, primeiramente, monitorada por
cromatografia de fase reversa (C18 - HPLC - RP).

Todas as amostras tratadas e néao-tratadas foram analisadas por
cromatografia de fase reversa em coluna C18, sistema HPLC da Shimadzu, modelo
LC-10AD (estagéo de trabalho “Class-LC10”). O meio reacional sem as amostras
também foi aplicado na coluna C-18, como branco de reagdo, e eluidos nos
respectivos gradientes. Para eluicdo foi empregado um gradiente de hidrofobicidade
formado por (TFA) 0,1% (solucdo A). Acetonitrila 80% contendo TFA 0,1% (solucéo
B). O fluxo de eluicdo empregado foi de 0,7 mL/min. O gradiente utilizado foi: 10
minutos de solucéo A; de 0 a 80% de solugcéo B de 10 a 40 minutos; nos 5 minutos

finais com solucéao A.
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- Espectrometria de massas:

Como avaliacdo complementar das alteracdes promovidas pelo tratamento
com compostos de célcio no alérgeno utilizamos analises por espectroscopia de
massa. Alteracoes desencadeadas na estrutura da albumina 2S de mamona tratada
com Oxido de calcio foram monitoradas utilizando o aparelho Synapt G2-S MS da
Waters.

3.5- Caracterizacao biologica — Avaliacao da alergenicidade:

Para analisar as propriedades alergénicas das amostras apds o tratamento
quimico empregamos ensaio de desgranulacdo de mastécitos obtidos de lavado
peritoneal de rato, o qual foi avaliado por andlise da morfologia celular por
microscopia 6ptica, segundo metodologia descrita por Felix et al., 2008. Todos os
experimentos com animais (protocolo n®112) foram aprovados e autorizados pelo
CEUA/UENF (Comissdo de Etica de Uso Animal/Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro) anexo 1.

3.5.1 — Obtencao dos mastaécitos de rato:

Ratos da linhagem Wistar (ndo imunizados), de aproximadamente 250 g cada
foram empregados como fonte de mastécitos. Trés ratos foram sacrificados, um de
cada vez, por asfixia em CO, e, posteriormente submetidos a uma incisdo na
cavidade peritoneal, de aproximadamente 5 cm. Nesta abertura, foram inseridos 20
mL de meio de cultura DMEM (meio minimo essencial de Eagle modificado por
Dulbecco) contendo 12 U.l./ mL de heparina para realizar a lavagem. O contetudo
recolhido do primeiro rato foi utilizado para realizar a lavagem do segundo e assim
sucessivamente, objetivando enriquecer o conteudo do lavado com mastocitos. O
lavado obtido dos animais foi retirado da cavidade peritoneal com o auxilio de uma
pipeta Pasteur e armazenado em tubo conico tipo Falcon.

O conteudo final recolhido do peritbneo dos ratos, aproximadamente 15 mL,
foi transferido para uma placa de Petri, permanecendo por 30 minutos em estufa a
37°C, visando separar os mastocitos de outras células aderentes. Apds esse periodo
de tempo, 2/3 do meio de cultura foi retirado cuidadosamente da superficie da placa
com auxilio da pipeta Pasteur e descartado. O liquido remanescente (cerca de 4 - 5

mL) contendo os mastécitos foi transferido para um tubo cénico tipo Falcon e essa
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suspensao final de células nao-aderentes, dividida em aliquotas de 100 uL, para

posterior sensibilizagéo.

3.5.2 — Ensaios de desgranulacao de mastocitos:

Avaliamos a ativacao dos mastécitos mediada ou nao por imunoglobulinas. As
aliquotas de 100 pL da preparacgao enriquecida em mastécitos foram submetidas ao
tratamento com 1 pL de soro total anti-albumina 2S de rato e com 10 uL de cada
uma das amostras (albumina 2S nativa, albumina 2S tratada, torta nativa, torta
tratada) a serem testadas, ajustadas para a concentracdo de 10 ug/mL. A mistura foi
incubada por 1 hora a 37 °C. Nos controles de ativagédo inespecifica, o soro foi
omitido do ensaio. Para a avaliagdo da desgranulacdo, uma aliquota de 10 uL foi
utilizada para a contagem de mastécitos na camara de Neubauer por microscopia
oOptica.

Para a deteccdo do percentual de desgranulacdo em todos os testes
realizados, o “pool” dos soros contendo IgE anti-alboumina 2S obtido apés
imunizacao de ratos RA/Thor foi diluido a uma proporcao de 1:100 na suspenséo de
células. As amostras testes foram duluidas em agua destilada para que se tivesse
10 ug/mL na mesma solucdo. Esta mistura foi incubada por 1 hora na estufa de
cultura de células a 37° C e, a desgranulacdo dos mastdcitos foi avaliada por

microscopia optica (Felix et al., 2008).

3.5.2.1 - Microscopia o6ptica:

A suspenséao de células contendo os mastdcitos (10 uL), apds os diversos tipos
de incubacao descritas anteriormente no item 3.5.2, foram misturadas e incubadas
durante 15 minutos com 10 pL de solucao contendo 0,1% de azul de toluidina, 10%
de formaldeido e 1% de acido acético, pH 2,8 para evidenciar a desgranulagdo. A
contagem diferencial dos mastdcitos, integros e desgranulados, foi realizada em
camara de Neubauer, nos quatro quadrantes, sendo visualizados em microscopia de
contraste de interferéncia diferencial de Normarski (DIC) utilizando o microscopio
Optico Zeiss Axioplan.

Como controle negativo de sensibilizagdo induzida, mastécitos sem
tratamento prévio foram também incubados com o corante nas condi¢des citadas e,
observados ao microscépio éptico. Tal contagem de células desgranuladas permitiu

uma avaliacdo do procedimento de obtencdo. Cada experimento foi feito em
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duplicata e, foram empregados mastdcitos obtidos do “pool” dos trés animais. Os
graficos apresentando os resultados dos ensaios de desgranulacdo foram
construidos utilizando o programa GraphPad Prism 4.

Para verificar as mudancas morfoldgicas sofridas pelas células ao serem
incubadas com albumina 2S de mamona na presenca do “pool” dos soros contendo
IgE anti-albumina 2S ao longo do tempo, os mastdcitos do lavado peritoneal de rato
expostos ao alérgeno de mamona foram incubados em diferentes tempos, variando
de 0 a 1 hora. Transcorrido o tempo de cada amostra, as células foram coradas por
azul de toluidina, como descrito anteriormente e, observadas através do microscépio

Optico acoplado a uma filmadora para a captura das imagens.

3.6- Caracterizacao biologica — Avaliacao da toxicidade:

Para analisar as propriedades tdxicas da ricina presente nas amostras de
torta de mamona submetidas ao tratamento com os compostos de calcio
empregamos ensaios bioldgicos realizado em colaboracao com professor Dr. Edésio
José Tendrio do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (LBCT) da UENF.

A extracdo das proteinas a partir das amostras de torta de mamona tratadas e
in natura foram feitas utilizando tampao PBS pH 7,0 na propor¢cédo 1:4 (1 g de torta
para 4 mL de tampao). A mistura foi mantida em agitacdo durante 3 horas em
temperatura ambiente e em seguida submetidas a centrifugacdo a 14.000 rpm
durante 15 minutos. O sobrenadante contendo o extrato protéico bruto foi coletado.
A dosagens de proteinas totais foi feita pelo método de Bradford (Bradford, 1976),
utilizando como padrao um curva de ovalbumina 1mg/mL.

Células Vero (células de rim do macaco - Chlorocebus sabaeus) foram
desprendidas de uma garrafa de 25 cm? (TPP / 90025) contendo uma cultura em
monocamada, utilizando uma solucdo de tripsina (tripsina 0.5 mg/ml + EDTA 0.2
mg/ml), durante 5 minutos a 37°C. As células foram resuspendidas em meio de
cultura (DMEM + 5% de soro fetal bovino) e, esta suspenséao foi dividida em uma
placa de 24 pocos, na proporgdo de 2,0 x 10* células por poco. A cultura em placa
foi mantida a 37 °C por 48 horas antes do uso.

As amostras (50 ug/mL) foram esterilizadas por passagem através de um filtro
de 0,22 um (TPP/99722) e, em seguida, incubada as células e, testada em triplicata.

A concentragdo inicial de células foi de 1,6 x 10° células/pogo e, utilizamos a
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incubacgao das células com PBS (Phosphate Buffered Saline), pH 7,0 como controle
negativo ou, com 2% de Triton X-100 como controle positivo.

Para determinar a toxicidade das amostras, realizamos a contagem das
células, viaveis (aderidas) ou nao-viaveis (desprendidas), com uma ampliacao de
40X e, confirmacao da morte celular por dosagem da enzima lactato desidrogenase
(LDH) por meio do kit de deteccdo (Roche - Alemanha) apdés 24 e 48 h de
incubagcdo. O sobrenadante da cultura de células (100 uL) foi colocado em cada
poco de uma placa de 96 pocos, seguindo-se a adicdo de 100 uL da solucdo de
deteccédo de LDH e, posteriomente, incubamos na auséncia de luz durante 30 min a
temperatura ambiente. O produto de cor foi mensurado utilizando um leitor de placas
(Thermo Plate) a 490 nm. A citotoxicidade mediada por cada uma das amostras foi
calculada seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

3.7- Coleta de material aerobiolégico:

O material aerobiol6gico foi coletado através do sistema de coleta de material
particulado para pequenos volumes — MicroVol. A coleta de material particulado foi
conduzida utilizando um aparato de madeira de 1,5 metros de altura como suporte
para a parte do aparelho (Figura 14) onde sdo colocados os filtros e um gerador a
gasolina como fonte elétrica para funcionamento da bomba do aparelho. O papel de
filtro foi inserido na secao inferior do aparelho de coleta.

Figura 14: Aparelho de coleta de ar - Eight Stage Non-Viable Impactor.

As amostras foram coletadas por seis horas durante cinco dias, totalizando 30
horas de coleta de material aéreo. Foram realizados dois tipos de coleta de material
aéreo, na auséncia de floracao (sem inflorescéncia) e na presenca de floragdo (com
inflorescéncia). O papel de filtro obtido apds as coletas foi mantido sob refrigeracao
(4 °C) até analises futuras quanto ao teor de proteinas alergénicas.
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3.7.1- Area Experimental:

A coleta foi realizada na Fazenda Experimental do INCAPER/ES (Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural) da cidade de Viana,
municipio localizado no estado do Espirito Santo a 225 Km de distancia da cidade
de Campos dos Goytacazes-RJ.

Nesta fazenda existe uma plantacdo de pinhdo-manso que foi utilizada como
fonte de aeroalérgenos provenientes deste vegetal. Realizamos colaboracées com o
supervisor Antonio Miller Neto (Técnico Agricola e Auxiliar de Pesquisa) e com o
Prof. Marcio Adonis Miranda da Rocha (Engenheiro Agronomo) deste instituto que
nos possibilitaram a realizacdo da instalagdo dos equipamentos necessarios a
coleta, além do auxilio para realizacao das mesmas.

A figura 15 abaixo apresenta todo o sistema que foi montado na area de
coleta de material de pinhdo-manso na cidade de Viana.
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Figura 15: Caracteristicas encontradas no primeiro dia da coleta de material particulado na
plantagdo de pinhdo-manso. (A): Frutos de pinhdo-manso; (B): Prof. Marcio Adonis e Prof.
Olga Machado; (C) Gerador a gasolina; (D): Sistema de coleta montado: a esquerda, bomba
de vacuo e, a direita, aparato do papel de filtro.

3.7.2- Determinacao de proteinas alergénicas retidas nos filtros:
A quantificagcdo dos teores de albuminas 2S de pinhdo-manso presentes no
filtro coletado na plantacdo de pinhdo-manso foi realizada em sistema ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando anticorpos policlonais, obtidos
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em coelhos, como descritos no item 3.2. Para obtermos a amostra proteica
proveniente dos filtros de papel, diversas técnicas de extracdo foram avaliadas para

padronizarmos a capacidade extrainte de cada solvente.

3.7.2.1- Padronizacao da extracao:

Realizamos ensaio com diferentes solventes como agentes extrainte para
padronizarmos a extracao e, posterior deteccdo de proteina retida neste material.
Cada parte do papel de filtro, com area de 4 cm?, foi incubada em diferentes
condicoes, na presenca de 500 uL de solucdo de albumina 2S de sementes de
mamona (100 pg/uL) ou numa solugdo de agua sem proteina e mantidos sob
agitacao por 2 horas.

Apés a incubacdo, os papéis foram retirados das respectivas solucbes e
colocados para secar em estufa a 37 °C por 20 horas. Ap6és a secagem os filtros
foram embebidos com 800 uL dos diferentes solventes para extracdo proteica num
banho-maria a 40 °C com intervalos de sonicagdo (de 4 em 4 horas por dez
minutos). Utilizamos agua (E1), tampéao carbonato/bicarbonato (E2) e tampao fosfato
de sédio (E3), como agentes extraintes de acordo com o modelo experimental
apresentado na figura 16 abaixo. O teor proteico foi avaliado tanto no liquido obtido
apoés a retirada do papel para secagem, denominado sobrenadante (S), quanto nos
solventes obtidos apds a extracao dos filtros, denominado retido no filtro (F). Estas
avaliacoes foram feitas para quantificarmos a eficiéncia de cada solvente utilizado

para extragao.

Area= dcm?
_.A\_
- ™
Sobrenadantes Filtro
(FC.F1F2F3
Secagem
_.-—Ax\-\_
'/FAgua CarbiBicark. :Frcnsfa;::\l
(FC,F1) (F2) (3

Figura 16: Modelo experimental de padronizacéo da extracao de proteina dos
filtros de coleta.
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3.7.2.2- Quantificacao de albumina 2S:

Para avaliacdo dos diferentes solventes testados realizamos imunoensaio
(ELISA), no qual utilizamos soro contendo anti-albumina 2S de mamona produzido
em coelho como anticorpo primario (1:500) e, anti-lgG de coelho acoplado a
peroxidase como anticorpo secundario (1:2000). A microplaca foi sensibilizada (18
horas, a 4°C) com 100 uL de cada amostra (sobrenadantes ou filtros) proveniente
das etapas de padronizagédo da extracdo de proteinas do papel de filtro.

Para o ensaio utilizamos como controle positivo 1 ug de albumina 2S diluido
em 100 uL de tampéao carbonato/bicarbonato 0,05M, pH 9,6. Realizamos também
alguns controles do experimento, o branco da amostra (Br1= proteina+revelacao)
para verificarmos se a propria amostra possui atividade peroxidasica intrinseca e, o
branco do tampao (Br2= tampéao carbonato/bicarbonato+anticorpos+revelacao) para
avaliarmos o tampao que estavamos utilizando para diluir nossas amostras.

As etapas gerais para realizacado do ELISA sdo as seguintes: sensibilizacéo
da microplaca (Nunc MaxiSorp®) com 1ug/100 uL da amostra por 18 horas, a 4°C.
Apébs esse tempo, a placa foi lavada duas vezes com PBS contendo 0,05% de
Tween 20 (300 pL/pogo durante 1 hora). Em seguida, foram adicionados 300 uL de
tampao bloqueador (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
foram adicionados 50 pL/poco do anticorpo primario (soro) 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 revelacéao foi feita com 50 uL da solugao de revelacao (10 mg de OPD; 10
uL de H>O» 30%; 6,5 mL de &cido citrico 0,1 M; 7,0 mL de fosfato de sodio 0,2 M e
9,0 mL de H>O destilada). A reacao foi interrompida adicionando 50 uL de HoSO4 por

poco. A leitura da microplaca foi realizada a 492 nm.

3.8- Determinacao de proteinas alergénicas na inflorescéncia:
Amostras de inflorescéncia de pinhdo-manso ainda fechadas ou
inflorescéncia com flores abertas foram obtidas da mesma plantacdo onde as
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amostras aerobioldgicas imobilizadas em filiros de papel foram coletadas. As
inflorescéncias foram mantidas a — 20°C até posteriores andlises.

As inflorescéncias de pinhdo-manso foram primeiramente submetidas a
técnica de extracao proteica descrita no item 3.1. Posteriormente, realizamos uma
cromatografia liquida de exclusdao molecular (Sephadex G-50) visando separar as
fracOes proteicas presentes neste material.

A quantificacdo de proteinas totais em cada fracao obtida da cromatografia
liquida de exclusdo molecular foi realizada pelo método do acido bicincréninico
(BCA) (SMITH et al., 1985).

Para determinar a presenca de proteinas alergénicas da classe das
albuminas 2S nas fragdes obtidas apds extracdo das inflorescéncias, as mesmas
foram submetidas a uma eletroforese em gel SDS-PAGE a 15% (LAEMMILI, 1970).
Terminada a corrida eletroforética mergulhou-se o gel na solugdo de azul-brilhante
de coomassie para coloracdo de géis, permanecendo nesta por 30 min ou até o
aparecimento das bandas. O fundo do gel (“background”) foi descorado utilizando a
solucdo descorante (Metanol 450 mL, Acido acético glacial 100 mL e Agua Milli-Q
450 mL). O gel também foi corado por prata (0,1% de nitrato de prata - AgNO3).

Para comprovar a presenca de albuminas 2S no material extraido das
inflorescéncias de pinhdo-manso ensaios especificos foram realizados, dot-blotting
e ensaio de ELISA como descrito no item 3.7.2.2. O dot-blotting foi realizado
utilizando membrana de nitrocelulose dividida em partes de 2x2 cm, e disposta numa
placa de 24 pocos onde adicionou-se, em cada poc¢o, 2 uL de uma solucéo de PBS-
T (PBS Tween-20 a 0,05% pH 7,6) e extrato da inflorescéncia numa concentragao
de 10 ug de proteina/poco. Os sitios livres de ligacdo de proteinas presentes foram
bloqueados pela adicao de 300 pL do tampéo (PBS pH 7,6 com 2% de caseina) por
2 horas. Posteriormente ao bloqueio, cada poc¢o foi incubado com o anticorpo
primario anti-aloumina 2S de pinh&do-manso produzido em coelho diluido em PBS-T
(1:500) por 2 horas. Em seguida, acrescentou-se as membranas o anticorpo
secundario (anti-lgG de coelho) diluidoem PBS-T (1:2000) por 1 hora. Cada uma das
etapas apresentadas anteriormente séo intercaladas por lavagens com PBS pH 7,6.
Revelou-se a membrana numa solugdo de DAB (3,3 -Diaminobenzidine — Sigma),
Imidazol (0,1M), tampao Tris/HCI (2M) pH 7,5 e perdxido de hidrogénio a 30% por 15
minutos, ao abrigo da luz. Na leitura foram considerados positivos todos aqueles

soros que desenvolveram uma reacgéao de cor, fraca ou forte.
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3.9- Protocolos de imunizacoes:

Os testes in vivo propostos neste trabalho foram iniciados através das etapas
de imunizagdes em colaboracdo com a professora Dra. Elena Lassunskaia do
Laboratério de Biologia do Reconhecer da UENF. Para realizarmos o tratamento in
vivo com 0s agentes bloqueadores propostos no trabalho de Deus-de-Oliveira et al.,
2011 iniciamos testes para verificar a resposta imunol6gica dos animais a albumina
2S de mamona.

Trés diferentes de protocolos de imunizacao pela via intraperitoneal (IP) foram
aplicados no mesmo modelo animal, Balb/c (3 fémeas de 5 a 6 semanas). Sabendo
que a escolha da linhagem para estudos com sensibilizacdo a um alérgeno é
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). Além disso, camundongos BALB/c
produzem maiores concentracdes de citocinas Th2 (IL-4 e IL-5) no lavado
broncoalveolar, quando comparados, por exemplo, com animais da linhagem
C57BL/6 (KUMAR et al., 2008).

Um dos protocolos empregados consistiu de imunizagdes de animais (3
fémeas de 5 a 6 semanas) com 50 pg de albumina 2S de mamona na presenca de
adjuvante (2,0 mg de hidroxido de aluminio) de acordo com o protocolo experimental
apresentado na figura 17 abaixo. O dia zero representa o primeiro dia da
imunizacao, sendo seguido de uma dose de reforco 15 dias ap6s a primeira dose.

*
[ o ] — A—

Dia

Figura 17: Cronograma do protocolo experimental
namero 1 de imunizagdo. As setas representam as
imunizagdes e os asteriscos as coletas de sangue.

Outro protocolo de imunizacdo empregado seguiu a imunizagdo de
camundongos Balb/c (3 fémeas de 5 a 6 semanas) com 10 ug de alérgeno purificado
na presenca de 5,0 mg de hidréxido de aluminio/inoculagdo em intervalos, como

mostra o modelo experimental, figura 18, apresentado abaixo:
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Figura 18: Cronograma do protocolo experimental niumero 2 de imunizagdo. As
setas representam as imunizacdes e 0s asteriscos as coletas de sangue.

Outra estratégia de imunizacao dos camundongos empregada neste trabalho
consistiu em imunizar camundongos com doses de 0,01 pg, 0,1 pug ou 1,0 pug de
albumina 2S de mamona na presenca de 4,0 mg de hidroxido de aluminio como
adjuvante. Neste protocolo (Figura 19) realizamos cinco imunizagdes em intervalos
de 14 dias, com coleta de sangue ap6s cada inoculagdao, com intervalos de 7 dias,
OuU seja, numa semana imunizavamos e na outra semana realizavamos a coleta de

sangue para acompanharmos a resposta desses camundongos ao antigeno.

* * * * *
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Figura 19: Cronograma do protocolo experimental nimero 3 de imunizagdo. As setas
representam as imunizagdes e os asteriscos as coletas de sangue.

Neste terceiro protocolo de imunizagéo, utilizamos 5 camundongos/grupo, de
acordo com a tabela Il apresentada abaixo. Inoculagdes, somente com tampéo
fosfato salino (PBS), tratamento denominado TO, foram utilizadas como controle
negativo. Os animais dos outros tratamentos, T1, T2 e T3, receberam inoculagdes
contendo doses de proteina na presenca de hidréxido de aluminio como adjuvante.

Tabela II: Diferentes inoculagdes empregadas nos grupos de animais submetidos
ao terceiro protocolo de imunizagao.

TRATAMENTO INOCULO (200 pg/inoculacéo)
TO (1 grupo = 5 animais) PBS (Phosphate Buffered Saline)
T1 (3 grupos = 15 animais) 0,01 ug de proteina + 4,0 de Al(OH);
T2 (3 grupos = 15 animais) 0,1 pg de proteina + 4,0 de Al(OH);
T3 (3 grupos = 15 animais) 1,0 ug de proteina + 4,0 de Al(OH)3
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Em todos os protocolos descritos acima as amostras de sangue foram
coletadas por sangria pelo plexo retro-orbital de cada animal antes da primeira
imunizacao (pré-imune) e, apds imunizagdes de acordo com cada protocolo
empregado, seguindo cada cronograma. Os soros provenientes de cada animal
foram obtidos ap6s centrifugacdo a 1500 rpm por 10 minutos a 4 °C e,
posteriormente guardados a -20 °C para testes quanto a resposta humoral dos
animais imunizados. Ap6s o periodo previsto de cada protocolo experimental os
animais foram sacrificados em camara de gas (CO.) e, posteriormente, descartados.

3.9.1- Resposta imunoldgica no modelo animal:

A resposta humoral inicial dos camundongos imunizados foi verificada nos
soros coletados através da dosagem do titulo de IgG/IgM anti-albumina 2S de
mamona por ELISA (protocolo geral apresentado anteriormente no item 3.7.2.2).
Esta dosagem foi utilizada para demonstrar se os animais imunizados foram ou néao
estimulados para a producao de anticorpos especificos ao longo do experimento.

Posteriormente, para verificar o padrao de resposta humoral induzido por
linfocito T auxiliares (helper), Th1 ou Th2, o soro dos animais imunizados com o
antigeno, foram testados por ELISA utilizando como anticorpos (anti-mouse)
secundarios anti- lgG2a, imunoglobulina secretada num padrao Th1, ou anti-lgG1 ou
anti-IgE, imunoglobulinas caracteristicas de padrao Th2.

Visando separar a IgE da IgG especifica presente nos soros produzidos nos
camundongos imunizados, este material foi submetido a imunoadsorgédo -
cromatografia de afinidade em batelada utilizando proteina A-agarose 6MB (Sigma
P1925). A resina possui, segundo o fabricante, uma capacidade de ligacao de IgG
de aproximadamente 6 mg/mL.

Primeiramente, a resina agarose 6MB foi equilibrada numa proporcao de 1:1
com o tampao A (Fosfato de sddio monobasico 0,2M e Cloreto de sédio 0,15M).
Apoés esta etapa, 100 pL da resina foi incubada com 100 puL do soro obtido dos
animais imunizados contra albumina 2S sob agitacdo manual por 1 hora a
temperatura ambiente no tampao A. Posteriormente a esta etapa, a suspenséao foi
deixada em repouso por 30 minutos a fim de sedimentar a proteina A adsordida da
IgG. O sobrenadante rico em outras imunoglobulinas, fragdo nao-ligada, foi obtido
apos a etapa de sedimentagédo espontanea e guardado para analises futuras.
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ApoOs a retirada do sobrenadante, a resina foi lavada com 1 mL de tampéao A.
Para desligarmos IgG adsordidos na resina, a mesma foi incubada com o tampéo B
pH 6,0 (Fosfato de sddio Dibasico 0,2M, Acido citrico 0,1M e Agua deionizada) sob
agitacao por 10 minutos, seguido de repouso para decantar a resina. O eluido desta
etapa, fracao ligada, foi coletado e guardado para analises futuras. A presenca de
IgE total e especifica no material adsordido na resina, fracdo ligada (teoricamente
rico em IgG), e no sobrenadante, fracado nao-ligada (teoricamente rico em IgE) foi
detectada por ensaios de ELISA.

3.9.2- Ensaios de bloqueio com aminoacidos livres:

O soro imune dos animais, contendo anticorpos especificos anti-albumina 2S
de mamona, foi incubado com agentes bloqueadores a fim de verificar a acéao
bloqueadora destes compostos. Utilizamos nos ensaios de bloqueio solugdes nas
concentragdes de 10 pg/mL de cada um dos oito aminoacidos livres descritos: L-
acido glutamico (E), de L-acido aspartico (D), pool de L-aminoacido (com excecao
de acido glutamico, de acido aspartico e de asparagina) (Pool) ou, de cinco acidos
glutdmicos modificados como apresentado na tabela Il abaixo (Sigma-Aldrich).
Cada um dos aminoacidos livres citados para os ensaios de bloqueio foram
incubados na presenga de soro imune dos camundongos imunizados (1:5000)
contra albumina 2S de mamona por 15 minutos, na proporcdo de 1:10
(aminoacido:soro).

Para realizagdo do ELISA a microplaca foi sensibilizada com 0,2 pug/uL de
albumina 2S de mamona e, posteriormente, incubada na presenca dos respectivos
soros previamente bloqueados (anticorpos primarios). A fim de avaliarmos o
bloqueio da IgG1 pelos aminoacidos livres utilizamos como anticorpo secundario
anti-lgG1 de camundongo HRP (1:5000).
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Tabela lll: Relagéao de acidos glutdmicos modificados utilizados nos ensaios de bloqueio.

Acidos glutamicos Sigla Férmula Estrutural Massa
Modificados Molecular
D- acido glutamico E1 o, H K 147.13
‘;c—?—m
HO cH, H
G
z'::..,"\-
HO ©
N-metil-L-&cido E2 @) @) 161.16
glutamico HOWOH
HN .
CHj
N-acetil-L- acido E3 Hsc\fo 189.17
glutdmico HN H
OMO
OH OH
N-(4-nitrobenzoil)-L- E4 O o 305.24

acido glutamico HOJ\/H\(LLOH “ HO
Hemihidratado O)—QNOE

N-carbamil-L- acido E5 9] 9]

lutdmico 190.15
9 HO OH
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4- Resultados:

4.1- Purificacao de albuminas 2S de sementes:

A cromatografia liquida de exclusdao molecular (Sephadex G-50) foi utilizada
como primeira etapa para separar a fragcao rica em albuminas 2S das outras fragcoes
proteicas presentes nas sementes das oleaginosas estudadas neste projeto. O perfil
cromatografico para o extrato bruto obtido de sementes de R. communis (Figura
20A) apresentou trés picos bem singulares entre si, denominados F1, F2 e F3. Trés
fracoes (F1, F2 e F3) também foram separadas no perfil cromatografico para o
extrato bruto de sementes de Jatropha curcas (Figura 20B).

(A) (B)
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ho - - g = + 1 — 2 -
1T "\ M 2
B v W 4 ﬁ ' .-.
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" o L] . * "
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| T101316 19022252831 4
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Figura 20: Perfil cromatogréafico da cromatografia liquida de exclusdo molecular (Sephadex
G-50) do extrato bruto de sementes de mamona (A) e de sementes de pinhdo-manso (B).
Eluente: Acido Trifluoracético 0,1%; Fluxo: 1mL/min. F1: Frag&o de alto peso molecular; F2:
Fracéo de intermediario peso molecular; F3: Fracao de baixo peso molecular.

Das fracOes proteicas obtidas da cromatografia das sementes, a fracdo F2,
regiao prevista o perfil cromatografico das albuminas 2S5 com massa molecular (10 a
12 KDa), foi agrupada e posteriormente submetida a etapa de purificacéo.

A purificacdo das fragcbes F2 obtidas a partir da cromatografia liquida de
exclusdo molecular realizada a partir de extratos brutos de sementes de mamona e
pinhdo-manso foi realizada utilizando a cromatografia de fase reversa em coluna
C18, sistema HPLC. O perfil cromatografico desta etapa de purificagdo encontra-se
representado pela figura 21A, para albumina 2S de mamona e, na figura 21B para

albumina 2S de pinhdo-manso.
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Figura 21: Perfil cromatografico e espectro de absor¢do da albumina 2S (Ric ¢ 3 e Ric ¢ 1)
de mamona (A) e da albumina 2S de pinhdo-manso (B) ap6s cromatografia de fase reversa
em coluna C-18, sistema HPLC (Pharmacia Biotech C18 5u 4,6 X 250 mm). Para eluigao foi
empregado um gradiente de hidrofobicidade formado por acido trifluor-acético (TFA) 0,1%
(solucao A), e acetonitrila 80% contendo TFA 0,1% (solucdo B). O fluxo de eluicao
empregado foi de 0,7 mL/min, e o gradiente utilizado foi: 10 minutos de solu¢do A; de 0 a
80% de solugéo B de 10 a 40 minutos; nos 5 minutos finais com solucao A.

4.2- Sensibilidade dos soros policlonais anti-albumina 2S:

- Anti-albumina 2S de sementes de mamona:
A figura 22 a seguir representa o resultado para o teste de ELISA
utilizado para quantificar a titulacdo do soro policlonal produzido. Para este teste, a
microplaca foi sensibilizada com 0,6 pg/uL de albumina 2S de mamona e,

posteriormente, incubada com o soro produzido em coelho contra albumina 2S de
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mamona (anticorpo primario) em diferentes diluicoes seriadas de 1:500, 1:1000 e
1:2000.

25 -
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N
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)
o 1 —
o
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Br1 Br2 Pré- ct + ct+ ct+
imune (1:500) (1:1000) (1:2000)

Figura 22: Titulagao do soro policlonal anti-albumina 2S de mamona produzido em coelho.
Ensaio imuno-enzimético (ELISA) entre o anticorpo policlonal anti-Albumina 2S de mamona
produzido em coelho e o antigeno - albuminas 2S de mamona purificada (0,6 ug/ul).

Para determinarmos a sensibilidade do soro policlonal produzido em coelho
contra o alérgeno de mamona, este soro foi testado na diluicado de 1:500 frente a
concentragdes regressivas de albumina 2S de mamona (de 2,3 ng/ uL a 9,1 pg/ uL).
Para as amostras referentes ao Br1 (Branco da amostra) e ao Pré-Imune (soro
retirado antes das imunizagdes) foram utilizados como padrdo a concentracao de 0,6
ug/ul de albumina 2S de mamona para sensibilizacdo da microplaca. A figura 23
apresenta os resultados da sensibilidade do soro.

De acordo com os dados apresentados na figura, podemos inferir que este
ensaio imuno-enzimatico, utilizando este soro, apresentou uma sensibilidade de 1
ng/ul a 50pg/ pL, ou seja, o soro anti-albumina 2S de mamona produzido possui uma
capacidade de reconhecimento de 1 ng/ uL a 50 pg/ uL do antigeno, barras de 2 a 6.
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Figura 23: Sensibilidade do anticorpo policlonal anti-albumina 2S de mamona produzido em
coelho frente a concentracbes decrescentes de albumina 2S. Ensaio imuno-enzimatico
(ELISA) entre o anticorpo policlonal anti-Albumina 2S de mamona produzido em coelho e o
antigeno - albuminas 2S de mamona purificada. (Br1): Branco da amostra; (Br2): Branco do
tampéao; (Pré): soro pré-imune; (1-9): Concentragdes decrescentes de albumina 2S de
mamona. (n=3, média = D.P.; * P<0,001 em comparag¢do com o Br2, pelo one way ANOVA,
teste de comparagéao mdltipla de Tukey).

- Anti-albumina 2S de sementes de pinhdo-manso:

Amostras de soro obtido ap6s as imunizacées do coelho com albumina 2S
purificada de sementes de pinhdo-manso foram coletadas, aliquotadas e guardada a
-20 °C para determinacéao de seu titulo.

A figura 24 a seguir representa o resultado do teste imuno-enzimético
utilizado para testar a sensibilidade do anticorpo policlonal produzido, na diluicado de
1:500, frente a concentracdes regressivas de albumina 2S de pinhdo-manso (de 1
ug/ul a 3,9 ng/ul). Neste ensaio, os pocos referentes ao Br1 e ao Pré-Imune foram
sensibilizados com 1 pug/100ul de albumina 2S de pinhao-manso.

De acordo com os dados apresentados na figura, podemos inferir que este
ensaio imuno-enzimatico, utilizando este soro, apresentou uma boa sensibilidade
para detectar pequenas concentragcdes de albumina 2S de pinhdo-manso, ou seja, 0
soro anti-albumina 2S de pinhdo-manso possui uma capacidade de reconhecimento

de 0,5 ug/ul a 30 ng/ul do antigeno, barras de 2 a 6.
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Figura 24: Sensibilidade do anticorpo policlonal anti-aloumina 2S de pinh&o-manso
produzido em coelho frente a concentragées decrescentes de albumina 2S. Ensaio imuno-
enzimatico (ELISA) entre o anticorpo policlonal anti-Albumina 2S de sementes de pinhao-
manso produzido em coelho e o antigeno - albuminas 2S de pinhdo-manso purificada. (Br1):
Branco da amostra; (Br2): Branco do tampéo; (Pré): soro pré-imune; (1-9): Concentracdes
decrescentes de albumina 2S de mamona. (n=3, média £ D.P.; * P<0,001 em comparagao
com o Br2, pelo one way ANOVA, teste de comparagao multipla de Tukey).

Os soros policlonais produzidos em coelhos foram guardados para serem
utilizados nas etapas de quantificacdo do teor de proteinas alergénicas retidas nos
filtros (item 4.6.2).

4.3- Avaliacao das modificacoes estruturais promovidas pelo tratamento

com calcio:

4.3.1- Analise por cromatografia de fase reversa:

- Albumina 2S purificada:

A figura 25 apresenta a sobreposicdo dos perfis cromatograficos das
amostras de albumina 2S nativa e tratada com hidroxido de calcio a 4%. Podemos
observar através da comparacao dos tempos de retengédo da albumina 2S nativa e a
tratada com hidroxido de calcio que houve uma mudancga no perfil cromatogréafico
indicando alteragdes na amostra, dadas as alteragées nos tempos de retencéo.
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Figura 25: Sobreposi¢do dos perfis cromatograficos e espectros de absorcao da albumina
2S ap6s tratamento com hidroxido de calcio, ap6s cromatografia de fase reversa em coluna
C-18. Para eluicdo foi empregado um gradiente de hidrofobicidade formado por acido
trifluor-acético (TFA) 0,1% (solugéo A), e acetonitrila 80% contendo TFA 0,1% (solucao B).
O fluxo de eluigdo empregado foi de 0,7 mL/min, e o gradiente utilizado foi: 10 minutos de
solucdo A; de 0 a 80% de solugédo B de 10 a 40 minutos; nos 5 minutos finais com solugcéao
A.

As quatro fracoes obtidas apds o tratamento com hidroxido de calcio (picos 1
ao 4) que apresentaram uma diferenca consideravel de acordo com o tempo de
retencdo em comparacdo a amostra nativa foram coletados. Estas fracées foram
guardadas para posterior caracterizacao biolégica por ensaios de desgranulacao dos

mastoécitos de rato.

-Albumina 2S presente na torta de mamona:

A figura 26 abaixo representa a sobreposicao dos perfis cromatograficos das
amostras de torta de mamona nativa e tratada com hidréxido de calcio a 4% e, o
espectro de absorcdo da amostra de torta de mamona apdés o tratamento.
Observando a sobreposicao dos perfis cromatograficos das amostras nativa e
tratada de torta de mamona, vimos que tal tratamento promoveu alteracbes nas

proteinas presentes neste material, porém, nenhum pico bem definido foi gerado.
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Figura 26: Sobreposicdo dos perfis cromatograficos e espectros de absor¢do da torta de
mamona tratada com hidréxido de calcio, apoés cromatografia de fase reversa em coluna C-
18. Para eluigao foi empregado um gradiente de hidrofobicidade formado por acido trifluor-
acético (TFA) 0,1% (solucao A), e acetonitrila 80% contendo TFA 0,1% (solucao B). O fluxo
de eluicdo empregado foi de 0,7 mL/min, e o gradiente utilizado foi: 10 minutos de solucéo
A; de 0 a 80% de solugao B de 10 a 40 minutos; nos 5 minutos finais com solugéo A.

A fim de realizar a avaliacdo das modificacbes na torta de mamona
promovidas pelo tratamento com hidréxido de célcio a 4%, decidimos ndao submeter
este material tratado a nenhuma etapa de purificacdo. Desta forma, amostras de
torta de mamona bruta tratada foram utilizadas nos ensaios de caracterizacao

biolégica através da desgranulacdo de matdcitos.

4.3.2- Analise por espectrometria de massas:

A fim de avaliar as modificacbes promovidas na proteina alergénica pelo
tratamento com o célcio, a albumina 2S de mamona foi tratada com 6xido de célcio
(8%) e, posteriormente, analisada pelo espectrdmetro de massa Synapt G2-S MS da
Waters. O perfil da amostra obtido ap6s o tratamento foi comparado ao perfil da
albumina 2S nativa. Observamos que antes do tratamento as massas moleculares

dos picos principais da albumina 2S eram de 11127 e 11484 Dalton (Figura 27).
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Figura 27: Espectro de massas de albumina 2S5 mamona nativa.

Apoés o tratamento da albumina 2S de mamona com 6xido de calcio podemos

observar diversos fragmentos com massa molecular de 2281 a 7196 Dalton (Figura

28). A ampliacdo da figura da amostra tratada com calcio na regido de massa

molecular abaixo de 1249 Da pode ser acompanha da na figura 29.
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Figura 28: Espectro de massas de albumina 2S mamona tratada com éxido de calcio (8%).
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Figura 29: Ampliagdo do espectro de massas de albumina 2S5 mamona tratada com 6xido
de célcio (8%).

4.4- Avaliacao da alergenicidade do material tratado:

4.4.1- Observacao da morfologia das células por microscopia

Optica:

Os mastécitos isolados da cavidade peritoneal de ratos Wistars foram
incubados em duas diferentes condicées. Condicao (A): inucubacdo de mastécitos
somente com DMEM e na auséncia de soro imune (células ndo-estimuladas) ou na
condicdo (B): mastécitos incubados com “pool” de soro de ratos (RA/Thor) anti-
albumina 2S seguido de exposi¢édo a albumina 2S de mamona (células estimuladas).
As células provenientes destas duas incubacdes foram coradas por azul de toluidina
e, a morfologia das mesmas foi avaliada por microscopia Optica, seguindo a
metodologia descrita no item 3.5.2.1.

Todas as células observadas na figura 30(A) foram consideradas mastdcitos
integros enquanto, os mastécitos apresentados na figura 30(B) sdo considerados

células desgranuladas, com seus granulos metacromaticos corados.
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Figura 30: Morfologia de mastécitos do lavado peritoneal de rato corados por azul de
toluidina. (A) Células nao-estimuladas do lavado peritoneal de rato (células integras); (B)

Células estimunladas apds exposicao a albumina 2S na presencga de soros como fonte de
IgE (células desgranuladas). Aumento de 400X.

4.4.2- Ensaios de desgranulacao dos mastocitos:

Primeiramente, avaliamos o possivel percentual de desgranulacao
inespecifica promovido pelos compostos propostos para o tratamento quimico
guando incubados com os mastocitos do obtidos do lavado peritoneal de rato. Nesse
sentido, os compostos de calcio, hidréxido de célcio, carbonato de calcio e 6xido de
célcio, nas concentracdes de 4 e de 8%, foram incubados com os mastécitos de
rato. A figura 31 apresenta os resultados obtidos apéds estas incubacgdes.

Podemos observar que esses compostos na presenga ou na auséncia de
IgE especifica anti-albumina 2S s&o incapazes de ativar as ceélulas ao nivel do
controle positivo (albumina 2S + IgE especifica) e desencadear uma resposta
celular. A desgranulagdo das células frente aos compostos de calcio foi de,
aproximadamente, 40%. Esta etapa foi fundamental para podermos afirmar que o
tratamento quimico proposto e, conseqientemente, o produto obtido nao interfere
biologicamente nos mastécitos de rato utilizados nos ensaios para caracterizar a

atividade alergénica in vitro.
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Figura 31: Desgranulagdo de mastocitos do lavado peritoneal de rato incubados com
compostos de calcio (experimento controle). (1): Células-controle ndo estimuladas; (2):
Albumina 2S + soro anti-albumina 2S; (3): Ca(OH), 4%; (4): Ca(OH), 8%; (5): CaCOj3 4%;
(6): CaCO3 8%; (7) Cal 4%; (8): CaO 8% (n=3, média = D.P.; * P<0,001 em comparacao
com o controle positivo, pelo one way ANOVA, teste de comparagao multipla de Tukey).

Num segundo momento, realizamos ensaios de desgranulagédo utilizando
amostras de albumina 2S e torta de mamona tratadas com os compostos de calcio,
como descrito no item 3.3 acima. Para tanto, as células obtidas do lavado peritoneal
de rato foram submetidas a incubagdo com as amostras tratadas na presenca de
soro anti-aloumina 2S de mamona. A figura 32 quantifica a desgranulacdo de
mastocitos promovida pelas amostras de albumina 2S apds os tratamentos com os
compostos de calcio.

Podemos observar que todos os tratamentos, hidréxido de calcio, carbonato
de calcio ou 6xido de calcio, nas duas concentragbes (4 ou 8%), promoveram a
reducdo da alergenicidade das amostras de albumina 2S, quando comparado ao
controle positivo. Esta reducdo, demonstrada pelos ensaios de desgranulacdo de
mastocitos de rato, mostrou-se significativa, apresentando-se préxima aos valores

observados no controle negativo.



60

(A) B)

S 704 3 701

g" &?’ —

S 604 3 604

c

& 504 S 501

() {2

2 3

S k-]

3 3

5 5

g s

z g

(4 2 Ct+ 4% 8%
o o ——
o o

CaCO;

Ct+ 4% 8%

Porcentagem de desgranulacao (%)

Figura 32: Desgranulacao de mastocitos do lavado peritoneal de rato frente as amostras de
albumina 2S tratadas, na presenca do soro anti-albumina 2S. (Ct -) controle negativo:
células ndo-estimuladas; (Ct +) controle positivo: células + albumina 2S sem tratamento; (A)
Albumina 2S tratada com Ca(OH), a 4 ou 8%; (B) Albumina 2S tratada com CaCOs; a 4 ou
8%; (C) Albumina 2S tratada com CaO a 4 ou 8%; (n= 3, média + D.P.; * P<0,001 em

comparagao com o controle positivo, pelo one way ANOVA, teste de comparagdo multipla
de Tukey).

O ensaio de desgranulacdo também foi utilizado para avaliar a atividade
alergénica das amostras de torta de mamona submetidas aos tratamentos com os
compostos de calcio (Figura 33).
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Figura 33: Desgranulacao de mastocitos do lavado peritoneal de rato frente as amostras de
torta de mamona tratadas, na presenga do soro anti-albumina 2S. (Ct -) controle negativo:
células nao-estimuladas; (Ct +) controle positivo: células + albumina 2S sem tratamento;
(T.N.) Torta Nativa: células + torta de mamona sem tratamento; (A) Torta de mamona
tratada com Ca(OH), a 4 ou 8%; (B) Torta de mamona tratada com CaCQO; a 4 ou 8%; (C)
Torta de mamona tratada com CaO a 4 ou 8%; (n=3, média = D.P.; * P<0,001 em

comparagao com o controle positivo, pelo one way ANOVA, teste de comparagdo multipla
de Tukey).

Pode-se observar que os tratamentos, hidroxido de calcio, carbonato de
célcio ou 6xido de calcio, nas duas concentragbes, promoveram a reducado da
alergenicidade das amostras de torta de mamona, assim como observado nas
amostras do alérgeno isolado (dado mostrado anteriormente — Figura 32). Esta
reducdo promovida pelas amostras de torta de mamona tratadas, demonstrada
pelos ensaios de desgranulacdo de mastécitos de rato, também se mostrou

significativa, apresentando-se préxima aos valores observados no controle negativo.

4.5- Avaliacao da toxicidade do material tratado:
Para analisar as propriedades tdxicas da ricina presente nas amostras de

torta de mamona submetidas ao tratamento com os compostos de calcio realizamos
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ensaios biolégicos utilizando células Vero. Os ensaios de viabilidade celular e de
dosagem da enzima LDH foram realizados, como descrito no item 3.6.

A figura 34 abaixo apresenta os resultados da viabilidade celular observada
apos incubacdo das células na presenca da torta de mamona sem tratamento e
apés tratamento com compostos de calcio (carbonato, éxido e hidréxido de calcio)

em duas concentragdes, a 4 e a 8%.
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Figura 34: Viabilidade de células Vero apds 24 e 48 horas de incubagdo com amostras de
torta de mamona tratada quimicamente com compostos de calcio. A concentragao inicial de
células foi de 1,6 x 10° células/pogo (100%). PBS, pH 7,0, foi utilizado como um controle
negativo e, extrato bruto de torta de mamona sem tratamento como um controle positivo.

Observamos a partir dos resultados apresentados na figura acima que o
tratamento com carbonato de célcio, nas duas concentragdes, nao foi eficaz para
destoxificar a ricina presente na torta de mamona. As células morreram na presenca
da torta tratada com este composto. Por outro lado, a proliferacdo das células Vero
foi observada quando estas células foram incubadas com torta de mamona tratada
com 6xido de calcio ou com hidréxido de célcio, ambos a 8%.

Para confirmar os resultados quanto a sobrevivéncia das células, ensaios de
dosagem da enzima LDH foram realizados no sobrenadante. Os resultados
referentes a dosagem desta enzima sdo apresentados na na figura 35 abaixo. Os
dados do ensaio de LDH sao complementares a contagem de células apresentadas

na figura 34 acima.
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Figura 35: Atividade da enzima lactato desidrogenase liberada de células Vero incubadas
por 24 a 48 horas com torta de mamona tratada com CaCQs, CaO, ou Ca (OH);, 4 ou 8%,
na proporgao de 1:1 (v/v). Os dados representam experimentos realizados em triplicata.

4.6- Determinacao de proteinas alergénicas retidas nos filtros:

4.6.1- Padronizacao do solvente para extracao:

Antes de submetermos o material dos filtros coletados na area de plantio a
qualquer extracdo proteica, realizamos a padronizagdo da etapa de extracédo,
segundo a metodologia apresentada no item 3.7.2.1 para determinarmos o melhor
solvente a ser empregado.

Papéis de filtro foram incubados com 100 pg/ul de albumina 2S de sementes
de mamona. Estes filtros contendo a proteina padrdo foram submetidos a diferentes
solventes, de acordo com a metodologia apresentada no item 3.7.2.1. Neste ensaio
utilizamos os valores de 1,2 ng/ul a 73 pg/ul como curva-padréo (barras de 1 a 5) de
albumina 2S de mamona para servir como fator de comparacéo ao teor de proteina
extraido apds cada solvente empregado. A figura 36 mostra o resultado do ensaio
imuno-enzimatico realizado para quantificar a eficiéncia dos solventes empregados

para extracao de proteinas do papel de filtro.
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Figura 36: Ensaio imuno-enzimatico (ELISA) entre o anticorpo policlonal anti-Albumina 2S
(1:500) de sementes de mamona produzido em coelho e as proteinas presentes nos filtros
submetidos a diferentes técnicas de extragdo. (Br2): Branco do tampéao; (1 a 5): Curva
padrao de albumina 2S de mamona 1,2 ng/ul a 73,1 pg/ul; (SFC): Sobrenadante do filtro
controle sem proteina; (SF1 a SF3): Sobrenadantes dos filtros incubados com 100 pg/ul de
albumina 2S de mamona; (EFC): Filtro controle, sem proteina, extraido com &gua; (EF1):
Filtro extraido com agua; (EF2): Filtro extraido com Tampao carbonato/bicarbonato 0,05 M
pH 9,6 ; (EF3): Filtro extraido com Tampao fosfato de sodio 0,2 M pH 7,0.

De acordo com os resultados apresentados na figura 36 acima, o tampao
carbonato/bicarbonato foi o0 mais eficiente para extracdo de albumina 2S do papel de
filtro, barra denominada EF2. Desta forma, este solvente foi escolhido para ser
empregado na extracdo de proteinas retidas nos filtros coletados na regido de
plantio de pinhdo-manso.

4.6.2- Quantificacao de albumina 2S nos extratos de filtros:

Os papéis de filtro contendo amostra de proteinas coletados na auséncia e na
presenga de inflorescéncia na plantacdo de pinhdo-manso foram submetidas a
ensaio imuno-enzimatico. Neste ensaio utilizamos o anticorpo policlonal anti-
albumina 2S de pinhdo-manso (1:500) produzido em coelho a fim de determinar a
presencga da proteina alergénica retida nos filtros.

A figura 37 apresenta o resultado da quantificacdo de albumina 2S a partir
das amostras extraidas do papel de filtro e um esquema representativo do papel de
filtro que apresenta area total de 50,24 cm® O esquema foi montado para
demonstrar duas regides presentes no papel de filtro que foram extraidas
separadamente. Uma regido denominada halo central (H.C.), correspondendo a uma
area de 3,14 cm? e outra regido denominada filtro (F), correspondendo a uma area
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de 47,1 cm?. As duas regides foram separadas, pois observamos que o halo central
(H.C.) apresentou maior concentragdao de pigmentos apds a exposicao do papel ao

periodo da coleta.
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Figura 37: Quantificacao de albumina 2S de pinhdo-manso em amostras de papel de filtro
coletado no municipio de Viana-ES utilizando ensaio imuno-enzimatico (ELISA). (Br1):
Branco da amostra; (Br2): Branco do tampao; (Pré): Soro pré-imune; (Ct+): Controle
positivo com 0,01 ug/ul de albumina 2S de pinhdo-manso; (100 pg/ul): concentragdo de
albumina 2S de pinhdo-manso; (F.S.): Filtro coletado sem inflorescéncia; (F.C.): Filtro
coletado na presenca de inflorescéncia; (F.): Somente o papel de filtro. Recuperados: liquido
obtido apés a prensagem da amostra do filtro apdés a extragdo com tampéao
carbonato/bicarbonato.

As amostras extraidas do filtro com o tampao carbonato/bicarbonato, halo
central (H.C.) e o restante da area do filtro (F.), foram separadas e, posteriormente
extraidas e submetidas a ensaios imuno-enzimaticos para verificarmos a presenca
de proteinas da classe das albuminas 2S de pinhdo-manso neste material. O teste
imuno-enzimatico com os extratos obtidos, foi realizado na auséncia e na presenca
de anticorpos primario (1:500) e secundario (1:2000), como demonstrado pela linha
vermelha apresentada na figura 37 acima.

A partir deste ensaio observamos que somente as amostras provenientes de
extratos de filtros coletados na presenga da inflorescéncia (F.C.) de pinhdo-manso
apresentaram-se positivas para a presenca de albumina 2S de pinh&o-manso.
Nenhuma marcagéo para albumina 2S foi observada em extratos de filtros coletados

sem inflorescéncia (F.S.) ou somente no extrato do filtro (F).
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Extratos obtidos de amostras de inflorescéncia de pinhdo-manso ainda
fechadas ou inflorescéncia com flores abertas foram testadas quanto a presenca de
albuminas 2S. Estas amostras foram obtidas da mesma plantacdo onde as amostras
aerobioldgicas foram coletadas. Apesar de obtermos resultados positivos quanto a
quantificacdo de albumina 2S coletadas de amostras aerobiolégicas, néao
detectamos a presenca de albuminas 2S a partir dos extratos das inflorescéncias de

pinhdo-manso.

4.7- Avaliacao da resposta imunolégica no modelo animal:

No primeiro protocolo de imunizagao, inje¢cdes intraperitoneais com 50 pg de
albumina 2S de mamona na presenca de adjuvante (2,0 mg de hidréxido de
aluminio), observamos que os animais (n=3) imunizados morreram antes do periodo
previsto para o refor¢co. A morte foi detectada ap6s 15 dias apds a primeira dose do
antigeno. Desta forma, o soro destes animais ndo foi avaliado e, um novo protocolo

de imunizacéo, com concentragdes de antigenos alteradas, foi iniciado.

4.7.1- Imunizacao com 10 pg de albumina 2S de mamona:

Para o segundo protocolo de imunizagao realizamos algumas alteractes, a
concentragdo de proteina foi reduzida para 10 pg de albumina 2S de mamona e a
quantidade de adjuvante utilizada foi de 5,0 mg de hidroxido de aluminio/inoculacéo.
Neste protocolo também utilizamos camundongos Balb/c (n= 3 fémeas de 5 a 6
semanas) imunizados em intervalos de, aproximadamente, 20 dias, como mostra o
modelo experimental apresentado no item 3.9.1.

Os animais submetidos a este novo protocolo de imunizacdo apresentavam-
se saudaveis e, 0s soros pré-imune, apos a segunda e terceira imunizagdes foram
avaliados quanto a producéao de IgG/IgM especifica, padrdao de resposta Th1 ou Th2
e producao de anticorpos IgE especificos no decorrer do experimento.

4.7.1.1- Resposta humoral (IgG/IgM) especifica:

A producao de IgG/IgM especifica nos soros obtidos dos animais imunizados
com 10 pg de albumina 2S de mamona/inoculacédo foi acompanhada por ensaios
imuno-enzimaticos utilizando anticorpo secundario anti-lgG/IgM de camundogo. O
resultado da avaliagdo do estimulo humoral pode ser observado na figura 38.
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Figura 38: Producado de IgG/IgM especifica nos camundongos submetidos a imunizagao
com 10 pg de albumina 2S de mamona. C1, C2, C3= camundongos.

Este resultado demonstra que animais imunizados com 10 pg de albumina 2S
de mamona estdo sendo estimulados para a producao de anticorpos IgG/IgM anti-
albumina 2S de mamona ao longo da procedimento experimental.

Apo6s a verificagcdo do estimulo humoral desencadeado nos camundongos
pela dose de 10 pg albumina 2S, o tipo de padrdo de resposta humoral decorrente
da participacao de linfécitos T helper (auxiliares), ou seja, do tipo Th1 ou do tipo Th2,
desencadeado nestes animais ap0s a terceira dose do antigeno, também foi

avaliado.

4.7.1.2- Padrao de resposta Th1 ou Th2:

Para a caracterizacdo do padrdo de resposta Th1 ou Th2 realizamos a
dosagem de imunoglobulinas caracteristicas de cada padrdo de resposta, IgG2a
para o padrao Th1 e IgG1 e IgE para o padrao Th2. Esta pesquisa foi realizada por
ensaios de ELISA utilizando anticorpos secundarios contra cada uma das
imunoglobulinas a ser pesquisada. O resultado do ensaio pode ser observado na

figura 39.
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Figura 39: Perfil de imunoglobulinas ap6s a 32 imunizagdo nos camundongos sensibilizados
contra albumina 2S de mamona. Br: Branco. Os titulos indicados abaixo de cada anticorpo
referem-se ao anticorpo primario (soro do camundongo).

Observamos através da andlise da figura 40 que o soro dos camundongos
imunizados apresentam altos titulos de IgG1 especifica (O.D.>= 2,0), caracterizando
um padrao do tipo Th2 porém, ndo conseguimos observar altos niveis de IgE
especifica ou total no soro desses animais.

Com a finalidade de detectar IgE especifica e total no soro dos animais
imunizados com a dose de 10 pg albumina 2S de mamona ensaios de

imunoadsorcao utilizando proteina A foram realizados.

4.7.1.3- Imunoadsorcao do soro com proteina A:

A cromatografia de afinidade em batelada utilizando proteina A-agarose 6MB
foi utilizada como estratégia para separar IgG e IgE presentes no soros dos animais
imunizados. A figura 40 apresenta o resultado obtido apds a imunoadsor¢ao do soro
do camundongo T3G1C1 utilizando a proteina A-agarose.
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Figura 40: Ensaio imuno-enzimatico do soro submetido a cromatografia de afinidade com
proteina A-agarose 6MB. (Br): Branco do ensaio. (+): Controle positivo, soro antes da
imunoadsorgao. (S): Sobrenadante obtido apds a imunoadsorgao. (E): Eluido da resina apos
a imunoadsorcao. (Pré): Soro pré-imune. Titulo dos soros/anticorpo a ser detectado: IgG1=
1:1000; IgE= 1:30.

A partir da observagao dos resultados apresentado na figura acima, podemos
verificar a presenca de IgG1 especifica, absorbancia acima de 1,0, tanto no
sobrenadante quanto no precipitado/eluido obtido apds a cromatografia de afinidade.
Ja para a pesquisa da presenca de IgE epecifica ou total nas fracoes obtidas do
soro pds-cromatografia verificamos pequenos valores de absorbancia, menor que

0,5, ap6s a leitura do ensaio a 485 nm.

4.7.2- Imunizacao com 0,01 ug, 0,1 pg ou 1,0 pg de albumina 2S de

mamona:

Avaliamos a produgcdo humoral em animais imunizados com outras
concentracbes do antigeno na presenca de 4 mg de hidréxido de
aluminio/inoculacdo, caracterizando o terceiro protocolo de imunizacdes. Utilizamos
0,01 pg, 0,1 pug ou a 1,0 pug de albumina 2S de mamona para imunizar animais
organizamos em grupos denominados T1, T2 e T3, respectivamente. As
concentracdes do antigeno empregados neste protocolo de imunizacdo séao
menores se comparadas aos protocolos experimentais descritos anteriormente, que
utilizaram 50 pg ou 10 pg de albumina 2S de mamona.

Os soros de todos 0s animais de cada grupo submetidos a cada uma das

doses descritas foram coletados e, guardados para analises futuras. Para
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acompanharmos a resposta imune induzida nos camundongos, submetidos a estes
novos protocolos de imunizagdo, realizamos um ensaio imuno-enzimatico com
alguns soros dos animais escolhidos aleatoriamente.

Primeiramente, avaliamos a producdo de IgG1 especifica nos animais
sensibilizados com 0,01 ug, 0,1 ug ou a 1,0 ug de albumina 2S de mamona. A
microplaca foi sensibilizada com 1 pg/100 pl de albumina 2S de mamona e,
posteriormente utilizamos como anticorpo 1° (1:500) o soro dos animais imunizados,
seguido do anticorpo secundario anti-lgG1 de camundongo HRP (1:5000).

A figura 41 mostra os resultados do acompanhamento da producéo de IgG1
apds as doses de imunizagdo nos animais imunizados por tratamento. A figura 42A
representa o perfil da producdo de IgG1 nos animais inoculados com somente PBS,
ja as figuras 39B, 39C e 39D representam os resultados referentes a producéo de
IgG1 nos animais que receberam inoculagées com 0,01 ug, 0,1 ug ou a 1,0 ug de

albumina 2S de mamona, respectivamente.
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Figura 41: Producdo de IgG1 especifica em camundongos Balb/c apos intervalos de
imunizagdes (i.p.) com PBS (A), 0,01 ug (B), 0,1 pg (C) ou 1,0 ug (D) de albumina 2S de
mamona. Legenda: T= Tratamento; G= Grupo; C= Camundongo.

A partir da observacdo dos graficos podemos observar uma elevagcao na

producdo de IgG1 apds a ultima dose do antigeno, nos animais imunizados com 1,0
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Hg de albumina 2S de mamona (Figura 41D), enquanto nenhuma alteracéo
significativa na producao deste anticorpo pode ser visualizada no soro dos animais
que foram inoculados com PBS, 0,01 ug ou 0,1 ug do antigeno (Figuras 41A, B e C,
respectivamente).

Posteriormente a avaliacdo da producdo de IgG1 especifica nos animais
sensibilizados, partimos entdo para a detectagao da presenca de IgE total no soro
desses camundongos. Para avaliarmos a presenca de IgE total, realizamos um
ELISA de captura no qual a microplaca foi sensibilizada com 2 ug/mL do anticorpo
monoclonal anti-IgE de camundongo. Neste ensaio, utilizamos o soro dos animais
imunizados (1:50), seguido do anticorpo secundario anti-lgE de camundongo
biotinilado (1:5000). O resultado para avaliacdo da produgcdo de IgE total nos
animais estimulados com 0,01 pg, 0,1 pg ou a 1,0 ug de albumina 2S de mamona,

até o 28° dia de sangria, pode ser observado na figura 42 abaixo.
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Figura 42: Producao de IgE total em camundongos Balb/c apéds intervalos de imunizagdes
(i.p.) com PBS (A), 0,01 pg (B), 0,1 pug (C) ou 1,0 ug (D) de albumina 2S de mamona.
Legenda: T= Tratamento; G= Grupo; C= Camundongo.

Podemos observar a partir da figura 42 que valores abaixo de 0,3 de

absorbancia foram quantificados pelo ELISA de captura utlizado para detec¢do da
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presenca de IgE total nos soros dos animais sensibilizados com PBS, 0,01 g, 0,1
ug ou 1,0 ug de albumina 2S de mamona.

Apéds a realizagdo do ensaio para quantificar IgE total, realizamos outro
ensaio imuno-enzimatico com a finalidade de detectar a presenca de IgE especifica
no soros dos animais imunizados com albumina 2S. A microplaca foi sensibilizanda
com 1 pg/100 pl de albumina 2S de mamona e, utilizamos como anticorpo 1° (1:50)
0 soro dos animais imunizados, seguido do anticorpo secundario anti-IgE de
camundongo biotinilado (1:5000). O resultado deste ensaio pode ser observado na

figura 43 abaixo que apresenta o perfil de producéao desta imunoglobulina até a 42

imunizagao.
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Figura 43: Producdo de IgE especifica em camundongos Balb/c apds intervalos de
imunizagdes (i.p.) com PBS (A), 0,01 ug (B), 0,1 ug (C) ou 1,0 ug (D) de albumina 2S de
mamona. Legenda: T= Tratamento; G= Grupo; C= Camundongo.

Os resultados do perfil de producéao de IgE especifica nos animais imunizados
mostram valores baixos, absorbancia menor que 0,5, para as amostras dos soros
dos animais organizamos nos grupos T0, T1, T2 e T3, figura 43A, B, C e D.

Outros fatores também foram observados e documentados nos animais que
participaram deste terceiro protocolo de imunizagdes. Dentre os fatores observados,
o0 comportamento e algumas caracteristicas corporais foram avaliados, além do

registro dos ébitos ocorridos ao longo das imunizacdes realizadas.
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Sobre o comportamento de alguns animais imunizados notamos que alguns
aparentavam uma apatia ndo condizente com o comportamento de camundongos
Balb/c sadios e nao imunizados. Com relacdo as caracteristicas corporais,
observamos que alguns animais apresentaram inchago do periténio, caracterizando
uma ascite, perda de pelos, além do ndo desenvolvimento/ganho de peso com o
passar dos dias. As caracteristicas morfolégicas dos animais podem ser observadas

na figura 44 abaixo.

T1G3C4

Figura 44: Caracteristicas morfolégicas documentadas nos camundongos submetidos ao
terceiro protocolo de imunizagées. (A) Grupo TO, animais imunizados com PBS; (B)
Comparacao entre um animal imunizado e, aparentemente, normal, com um animal
imunizado e com inchago do peritbneo; (C) Animal com inchaco do peritbneo, imunizado
com 0,01 ug de proteina; (D) Retirada de dois animais que vieram a Obito; (E) Liquido
extravasado apds incisdo no peritdbnio do camundongo com inchago abdominal; (F)
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Comparacao entre érgaos de animais imunizados com o alérgeno (superior) e 6rgaos de
animais imunizados com PBS (inferior).

Ao todo, foram utilizados 50 camundongos Balb/c neste protocolo
experimental e, para determinar a relacdo de morte dos animais/amostra inoculada
um esquema representativo, tabela IV, foi construido. Nesta tabela constam os
Obitos de cada animal/grupo, marcados com preenchimento em cinza, registrados

apos o periodo do experimento.

Tabela IV: Esquema representativo dos Obitos dos animais/grupos TO, T1, T2 e T3
observado apés o terceiro protocolo experimental.

PBS (T0) 0,01 pg (T1) 0,1 g (T2) 1 g (T3)
G1 G2 G3 Gi G2 G3 G1 G2 G3
C1 C1 C1 C1 C1 C1 C1 o o} Ci
c2 c2 c2 c2 c2 c2 c2 c2 c2 c2
Cc3 Cc3 Cc3 Cc3 Cc3 Cc3 Cc3 Cc3 Cc3 Cc3
c4 C4 Cc4 c4 c4 c4 c4 c4 o] c4
Cc5 C5 C5 Cc5 C5 Cc5 Cc5 C5 C5 C5

Legenda: T= Tratamento/inoculagao; G= Grupo; C= Camundongo;
Preenchimento cinza= animal morto

O percentual de ébito dos animais registrado/calculado apds 26 dias da ultima
inoculagao foi de 20% para o grupo de animais que recebeu inoculagdes com PBS
(TO), de 66,66% para o grupo T1, de 73,33% para o grupo T2 e de 73,33% para o
grupo T3 que receberam doses de 0,01 pg, 0,1 pg ou a 1,0 ug de albumina 2S de
mamona, respectivamente.

Além da quantificacdo do percentual dos ébitos dos animais submetidos a
este protocolo experimental, o tamanho (da base do rabo até o focinho) e o peso dos
camundongos que sobreviveram também foram registrados (tabela V).
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Tabela V: Relagao de tamanho e peso dos animais/grupos T0, T1, T2 e T3 observado apdés

o terceiro protocolo experimental.

TO (PBS)
P. (9) T. (cm)
C1 241
c2 26,1
C3 31,8 10
C4 X
C5 26,8 10
T1 (0,01 ug de albumina 2s de mamona)
G1 G2 G3
P. (9) T.(cm) P.(g) T. (cm) P. (9) T. (cm)
C1 X X C1 X X C1 28,4 10
Cc2 25,5 9 c2 X X c2 X X
C3 X X C3 X X C3 X X
C4 27,9 9,5 C4 X X C4 38,4 9
C5 X X C5 18,34 8 C5 X X
T2 (0,1 ug de albumina 2s de mamona)
G1 G2 G3
P. (9) T.(cm) P.(g) T. (cm) P. (9) T. (cm)
C1 X X C1 26,1 9,5 C1 X X
c2 X X Cc2 X X Cc2 X X
C3 X X C3 24 9 C3 29,7 10
C4 X X C4 35,2 9 C4 X X
C5 X X C5 X X C5 X X
T3 (1,0 ug de albumina 2s de mamona)
G1 G2 G3
P. (9) T.(cm) P.(g) T. (cm) P. (9) T. (cm)
C1 X X C1 26,1 9,5 C1 X X
c2 X X Cc2 X X Cc2 X X
C3 X X C3 24 9 C3 29,7 10
C4 X X C4 35,2 9 C4 X X
C5 X X C5 X X C5 X X
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4.7.3- Ensaios de bloqueio com aminoacidos livres:

Para avaliarmos a eficacia do bloqueio de IgG1 desencadeado pela
incubagé@o do soro imune do camundongo com os aminodcidos livres descritos no
item 3.9.2 realizamos ensaio imuno-enzimatico. A figura 45 abaixo apresenta os
resultados observados ap6s o ensaio de ELISA utilizando o soro (camundongo
T3G2C1) apbs a terceira imunizacao na presenca do agente bloqueador.

0,9
0,8

0,7 ] T
0,6 T

0,5 -

0,4 -

Abs (492 nm)

0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 T T T T T
Br2 Ab2S Glu Asp Pool E1 E2 E3 E4 E5

Figura 45: Ensaio imuno-enzimatico para avaliar o blogueio de 1IgG1 pelos aminacidos
livres. (Br2): Branco do ensaio/tampao carbonato-bicarbonato. (Alb 2S): Controle positivo:
Albumina 2S + soro de camundongo SEM bloqueador. (Glu): Soro bloqueado com L-acido
glutamico. (Asp): Soro bloqueado com L-acido aspartico. (Pool): Soro bloqueado com pool
de aminoécidos. (E1): Soro bloqueado com D- &cido glutamico. (E2): Soro bloqueado com
N-metil-L-acido glutamico. (E3): Soro bloqueado com N-acetil-L-acido glutdmico. (E4): Soro
bloqueado com N-(4-nitrobenzoil)-L- acido glutamico. (E5): Soro bloqueado com N-carbamil-
L- acido glutamico. Sensibilizacdo da microplaca= 0,2 ug/uL de albumina 2S de mamona;
Anticorpo primario= 1:5000; Anticorpo secundario= 1:5000.

Podemos notar, através da figura 45 acima, nenhum bloqueio desencadeado
pelos aminoacidos no sitio da IgG1, visto que alteragdes entre a ligacao entre o
antigeno (albumina 2S) e o anticorpo (IgG1) presente no soro ndo foram detectadas.
Observamos valores acima de 0,6 de absorbancia para todos os soros previamente
bloqueados e, em comparacdo ao controle positivo (Albumina 2S + Soro sem
bloqueio) podemos inferir que o bloqueio do sitio da IgG1 nao foi ocupado pelos

agentes bloqueadores propostos.
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5- Discussao:

A primeira proposta deste trabalho foi baseada no tratamento quimico do
alérgeno isolado e do alérgeno presente na torta de mamona, utilizando compostos
de calcio (hidréxido, carbonato ou éxido de cacio) a 4 e a 8% com o objetivo de
promover modificacées quimicas nos residuos de acidos glutamicos e, desta forma,
reduzir e/ou impedir a capacidade destes epitopos de se ligarem as moléculas de
IgE.

Primeiramente, avaliamos as alteracbes promovidas pelo tratamento na
estrutura da albumina 2S por cromatografia de fase reversa (sistema HPLC-C18) e
por espectrometria de massas (Synapt G2-S MS). Os resultados das alteragdes
podem ser acompanhados nas figuras 25 e 26. Na figura 25, os perfis obtidos
demonstram que a cromatografia da albumina 2S nativa resulta em dois picos
majoritarios, correspondendo as isoformas Ric ¢ 3 e Ric ¢ 1, respectivamente.
Quando a amostra de albumina 2S apéds o tratamento com hidréxido de calcio a 4%
foi submetida a cromatografia, quatro fragdes foram geradas, indicando alteracdes
na estrutura da proteina. Resultados similares também foram observados apds a
comparacao dos cromatogramas das amostras de torta de mamona nativa e tratada
com hidroxido de calcio a 4%, figura 26.

As alteracbes na proteina também foram avaliadas por espectrometria de
massas, figuras 27, 28 e 29. Na figura 27, podemos 0s picos com massas de
11127,1807 e 11484,4404 Da obtidos a partir da amostra da proteina nativa. Em
contraste, na amostra tratada quimicamente com o6xido de calcio (solu¢cao a 8%)
varios fragmentos peptidicos sdo gerados, figura 28 e 29, picos com massas
variando de 683,3227 a 7196,6729 Da. Podemos sugerir, através deste resultado,
que houve hidrélise alcalina da proteina, mas, ndo sabemos se, somente houve a
hidrolise da proteina ou se, ocorreu a hidrolise e, concomitante interagdo
eletrostatica do ligacdo do cation (Ca'™) aos aminoéacidos &acidos dicarboxilicos
presentes nos epitopos de Ric ¢ 1 e de Ric ¢ 3, como era nossa hipotese, figura 46.
Esta interagdo promoveria a ocupagao dos radicais dos acidos carboxilicos e, desta
forma, impediria a ligagdo-cruzada entre o alérgeno e as moléculas de IgE
especificas pré-fixadas e, assim, protegeria a ativacdo e desgranulacdo de
mastécitos e basofilos. No entanto, esta hipbétese precisa de mais dados

experimentais para ser validada.
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Figura 46: Esquema da interag@o eletrostatica entre o célcio e as carboxilas dos acidos
glutamicos (epitopo) presentes na estrutura da albumina 2S de mamona.

Para realizar a caracterizagdo bioldgica do material tratado a fim de verificar
se as alteragbes promoveram reducao do potencial alergénico da albumina 2S de
mamona, ensaios biologicos utilizando mastécitos isolados do peritbneo de rato
foram realizados. Nestes ensaios, 0s mastdcitos foram submetidos a incubacao
com as amostras tratadas com hidréxido, carbonato ou éxido de célcio, em duas
concentragdes (4 ou 8%) na presenca de soro anti-albumina 2S de mamona. O
resultado da avaliacao da alergenicidade foi obtido por microscopia éptica através
de contagem diferencial entre células integras e desgranuladas, figura 32 e 33.
Desta forma, observamos que as amostras do alérgeno isolado ou presente na torta
de mamona, apds os tratamentos com os compostos de calcio, quando incubados
com mastdcitos de rato, apresentaram reducao na desgranulacao destas células de
70% para valores observados no controle negativo, aproximadamente 30%.
Podemos concluir que todos os tratamentos com compostos de célcio, promoveram
a reducéo da alergenicidade das amostras de albumina 2S, mostrando-se eficazes.

Além da caracterizacdo da atividade alergénica, também avaliamos as
alteragbes promovidas na toxicidade da torta de mamona pelo tratamento quimico
com os compostos de célcio. Desta forma, realizamos a caracterizagao da atividade
téxica da ricina por ensaio de citotoxicidade usando células Vero. Neste ensaio, a
viabilidade celular e a dosagem da enzima LDH foram realizadas, como pode ser
observado nos resultados apresentados nas figuras 34 e 35, respectivamente.
Observamos que as células quando incubadas com as amostras tratadas com
carbonato de célcio, nas duas concentracbes, morriam e liberavam,

consequentemente a enzima LDH, representanto um tratamento n&o eficaz para
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destoxificar a ricina presente neste material. Em contrapartida, células incubadas
com torta de mamona tratada com éxido ou com hidroxido de célcio, ambos a 8%,
proliferavam e, a LDH n&o pode ser detectada no sobrenadante celular, mostrando-
se um tratamento eficaz para destoxificar este material. Comprovando os resultados
in vitro dos ensaios de toxicidade do material apds o tratamento com os compostos
de calcio, Almagro em 2013 realizou um trabalho in vivo com lambari (Astyanax
bimaculatus) com o objetivo de avaliar o uso da torta de mamona tratada como
componente da racdo. Para isso, foram testados racdées contendo 7, 14, 21 ou 28%
de torta de mamona tratada com 8% de 6xido de calcio. Realizou-se o pré-teste,
seguido de validagcdo em viveiros, no qual, apés 70 dias, alguns animais foram
retirados para determinacdes gravimétricas (peso e tamanho), dosagens das
enzimas transaminases (TGP e TGO e creatino quinase), além da analise
morfolégica de tecidos hepatico, adiposo e intestinal. Como resultados, observou-se
que os alevinos alimentados com ragdes contendo torta de mamona cresceram de
forma similar aos alevinos alimentados com ragdo padrdo (controle), atingindo
tamanho e pesos adequados para o abate apds 70 dias. Observou-se também que
nao houve alteragdes nos valores das enzimas investigadas e, no aspecto dos
tecidos hepaticos, adiposo e intestinais. Esses resultados indicam que a torta de
mamona destoxificada pode ser incluida na alimentagéo de lambaris sem prejuizo
para o seu cultivo em sistema semi- intensivo de produgéao.

De maneira geral, estratégias que agreguem valor a torta e aumentem o
namero de aplicacées tém sido propostas na literatura. Muitas pesquisas estédo
sendo realizadas em todas as partes do mundo visando eliminar fatores, como a
toxina ricina e o alérgeno CB-1A, que impedem a sua plena utilizagdo. Alguns
trabalhos apresentam (Perrone e colaboradores em 1966 e Kling em 1974)
metodologias, j4 testadas e patenteadas em diversos paises, demonstrando a
possibilidade de destoxificar a torta de mamona pelo seu cozimento. Em 1940,
Pertrozyan e Ponomarev (citados por Kling, 1974) apontaram um processo de
destoxificacdo que consistia em ferver a torta repetidamente, por curtos periodos de
tempo, com mudanca de agua apds cada fervura. Do mesmo ano até 1942 algumas
patentes foram concedidas para processos de destoxificagdo da torta de mamona
em diferentes partes do mundo.

Em 1960, Gardner e colaboradores testaram diferentes processos para
destoxificacdo da torta de mamona combinando diferentes temperaturas, adicao de
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produtos quimicos e outros processos, desde a adicdo de produtos alcalinos a
fermentacdo aerdbia, ndo levando em consideracdo a viabilidade industrial nem
econdmica e tampouco as caracteristicas nutricionais e a palatabilidade do produto
obtido. Este foi um primeiro relato sobre a tentativa de desenvolver um método para
destoxificacdo e, a0 mesmo tempo, a desalergenizacao da torta de mamona. As
metodologias desenvolvidas por estes pesquisadores foram eficazes, mas ainda
precisavam de avaliagdo quanto ao custo e a palatividade do produto obtido. De
maneira analoga, Freitas, em 1974, avaliou a destoxificagdo e desalergenizacao da
torta de mamona pelo uso de radiagc&do ionizante, concluindo que o processo foi
capaz de eliminar ambos os fatores antinutricionais.

Gandhi e colaboradores em 1994 propuseram um novo método para
destoxificacdo que consistia na mistura da torta de mamona com a torta da planta
Shorea robusta que também é tdxica devido ao alto teor de tanino o qual precipita a
ricina.

N&o existem processos industriais viaveis de destoxificacdo da torta de
mamona, porém em processos experimentais de pequena escala, como na area
académica, a destoxificacao é obtida por tratamento térmico, como a autoclavagem
(FREIRE et al., 2007). Poucas metodologias visando a desativacdo dos alérgenos
presentes na torta de mamona foram propostas, e nenhuma delas realmente atingiu
resultados satisfatorios que possibilitasse o emprego industrial.

Em 2006, a inativacdo do alérgeno de mamona (CB-1A) foi descrita por KIM,
pela da utilizacdo de aquecimento conjugado a tratamentos quimicos (NaOH e
NaOCl). Segundo o autor, o alérgenos demostrou um decréscimo drastico em sua
atividade alergénica, desaparecimento de bandas na eletroforese, quando a
temperatura (70°C) foi associada aos compostos quimicos. No ano de 2008,
GODQOY promoveu estudos experimentais das condicdes de cultivo do fungo
Penicillium simplicissimum para producédo de lipases em rejeito de mamona e, de
forma indireta, obteve, apos a fermentagcdo em estado sélido submetida ao rejeito,
um produto destoxicado, ou seja, sem a presenca da ricina.

Por fim, podemos citar algumas vantagens da utilizagdo dos compostos de
célcio para modificarn alérgenos e toxinas: esses compostos sdo amplamente
utilizados como suplementos alimentares (Guéguen et al., 2000; Water et al., 2000)
e, se constituem reagentes economicamente viaveis para serem utilizados em

escala industrial.
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Sabendo da importancia de pesquisar a dispersdao de alérgenos pelo ar,
realizamos a coleta material aerobioldgico em regides de cultivo de oleaginosas para
verificar a presenga/dispersao de alérgenos da classe das albuminas 2S. Para tanto,
equipamento de coleta de material particulado para pequenos volumes foi mantido
na plantacao de pinhdo-manso, funcionando por 6 horas diarias durante cinco dias,
na auséncia ou na presenca de inflorescéncia. Podemos notar que somente as
amostras provenientes de extratos de filtros coletados na presenca da inflorescéncia
(F.C.) de pinh&o-manso apresentaram-se positivas para a presenga de albumina 2S
de pinh&o-manso, figura 37. Podemos ainda discutir que, quando comparado ao
controle positivo, contendo 100 pg/uL de albumina 2S (O.D. = 1,5 nm) de pinhao-
manso, as amostras extraidas do filtro na presengca de inflorescéncia (F.C.)
apresentaram valores de absorbancia (O.D. = 1,084 nm) que indicam uma
quantidade maior que 50 pg/uL de albumina 2S extraida deste material. Este
resultado comprova que proteinas alergénicas da classe das albuminas 2S estédo
sendo dispersas no ar e, podem ser deflagradoras de sensibilizacdo da populagéo.

A exposicao ao alérgeno determina a sensibilizacdo e os sintomas alérgicos
desencadeados pelo contato com o alérgeno. Entendendo que o estudo
aerobiologico consiste de pesquisas que possibilitem a adogdo de estratégias de
prevencdo/tratamento da populacdo, varias pesquisas aerobiolégicas a fim de
quantificar/identificar a distrituicdo e prevaléncia de pdlens séo realizadas em paises
da Europa (BUTERS et al., 2013; ZIELLO et al., 2012; FERNANDEZ-LLAMAZARES
et al., 2012), da Asia (XIAO et al., 2013; HAO et al., al., 2013; MANDAL et al., 2012),
da Oceania (ERBAS et al, 2013.) e das Américas (DARROW et al, 2012;
EFSTATHIOU et al., 2011; MURRAY et al., 2010).

Nesse sentido, o estudo publicado em 2013 por Buters e colaboradores,
apresenta a exposi¢ao ao pélen do principal componente alergénio de bétula - Bet v
1 (Betula verrucosa). Neste trabalho, os autores demonstram a pesquisa realizada
em cinco paises europeus (Franca, Reino Unido, Alemanha, Italia e Finlandia)
monitorando as concentracdes atmosféricas de graos de pdélen e do alérgeno de
bétula através do projeto financiado pela Unidao Européia, denominado HIALINE
(Health Impacts of Airborne Allergen Information Network). A média de disperséo do
polen de bétula foi de 3,2 pg de Bet v 1/pdlen e, esta concentracdo ndo variou muito

entre os paises europeus. Como conclusdo, os autores afirmam que monitorar os
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alérgenos em associacdo ao pdélen disperso no ambiente poderia ser uma melhor
estratégia para avaliacdo de exposicao ao alérgeno.

O trabalho de Ziello e colaboradores (2012) que apresenta a avaliacdo das
alteracdes a contagem de pdlen presente na atmosfera em toda a Europa. Os
autores analisaram 1221 tipos diferentes de pélens, em 97 locais, distribuidos em 13
paises europeus em um periodo de 10 a 28 anos entre 1977 a 2009. Este estudo
realizou uma analise em escala continental e revelou uma tendéncia ao aumento no
valor anual das taxas de pélen no ar na Europa, sendo mais acentuada nas areas
urbanas do que nas areas semi-rural/rural. Nao foram identificados motivos/relacdes
claras para o aumento na distribuicdo de pdélen na atmosfera. Desta forma, os
autores apontam a necessidade de mais pesquisas aerobiolégicas visto que, as
alteracdes climaticas podem resultar em aumentos das quantidades de pdlens que
conduzem a uma maior exposicao de seres humanos a alérgenos presentes nos
mesmos, com consequéncias potencialmente graves para a saude publica.

Efstathiou e colaboradores em 2011 apresentam um sistema de modelagem
utilizado para estimar a dindmica de emissdes e de transporte de pblen nos Estados
Unidos. Este estudo incluiu a simulagdo de niveis de polen no ar da planta Betula
verrucosa (Bet v 1) durante o més de abril de 2002 e, dos niveis do pdlen de ervas
durante o0 més de setembro de 2002, de acordo com o0s correspondentes periodos
de polinizacdo. Este estudo apresentou o desenvolvimento de um novo sistema de
modelagem para investigar a dinamica de emissao e transporte de pélen. Sabendo
que o aeroalérgeno Bet v 1 é a principal causa de alergias do tipo | observado no
inicio da primavera na Europa e América do Norte, pesquisas que avaliam o grau de
dispersado sédo de extrema importancia pois, permitem estimar de forma simultanea a
distribuicdo de varios alérgenos e outros poluentes do ar.

Com relacao a sensibilizacao frente as albuminas 2S presentes em sementes
e pbélen de mamona sabe-se que o primeiro relato de alergia causada em uma
comunidade por uma industria de extracdo de mamona foi feito no ano de 1928 em
Toledo, Ohio, EUA. Apoés este caso, diversos relatos foram feitos: Alemanha (1942),
Figline Valdarno, ltalia (1949), Tchecoslovaquia (1949), Hungria (1950), Bauru, no
estado de Sao Paulo (1953), Africa do Sul (1953) e outros (ICOA, 1989).

Na tentativa de caracterizar albuminas 2S no pdlen de pinhdo-manso, nos
propomos neste trabalho a determinar a presenca de proteinas alergénicas em

extratos de inflorescéncias de pinhdo-manso. Porém, ao realizarmos a extracao
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proteica de toda a inflorescéncia, aberta ou fechada, ndo obtivemos sucesso na
deteccdo desta classe de proteinas no material, nem por SDS-PAGE 15% corado
por comassie ou por prata, nem por ensaios especificos como ELISA-IgG e dot-
blotting. Com relacéo a este fato, podemos discutir que a etapa de extracdo nao foi
satisfatoria, a concentracdo das proteinas alergénicas em relacdo ao montante de
todas as outras proteinas presentes na inflorescéncia € muito pequena e, mais
material deveria ser acumulado para a deteccdo destas proteinas neste material.
Além disso, outras técnicas, mais eficientes, para isolamento e extracdo devem ser
empregadas para resolver este problema, como a imunolocalizagao, visto que o grao
de pdlen é bem pequeno.

Considerando que o conhecimento da estrutura dos alérgenos concomitante
com a elucidacdo dos epitopos alergénicos é um passo fundamental para o
tratamento imunoterapico, diversos grupos tém se envolvido neste desafio utilizando
varias estratégias metodoldgicas. Desta forma, 0 nosso grupo de pesquisa estuda,
h&a alguns anos, a estrutura da albumina 2S de mamona demonstrando a
importancia de acidos glutdmicos na formacao dos epitopos de ligacdo a IgE. A
metodologia empregada para comprovar esta teoria foi a utilizagdo do bloqueio do
sitio de ligacado da IgE ao antigeno usando aminodcidos livres, acido glutamico ou
acido aspartico, como agentes bloqueadores. Esta hip6tese foi confirmada através
do trabalho realizado por Deus-de-Oliveira et al., 2011 (Apéndice), que demonstrou
por ensaios de bloqueio in vitro, resultados positivos quando incubava-se a IgE anti-
alboumina 2S com estes agentes blogueadores. Sendo assim, a ultima proposta
deste trabalho foi verificar a funcionalidade do bloqueio da molécula de IgE com os
agentes bloqueadores em ensaios in vivo.

Neste sentido, testes preliminares com animais a fim de estabelecer
estratégias de imunizagdes que permitiriam a realizacdo dos ensaios de bloqueio,
com os aminoacidos livres anteriormente descritos foram realizados. Para
alcancarmos esta meta, trés diferentes protocolos de imunizagcdes foram
empregados com consequente acompanhamento da resposta imunolégica dos
animais. No primeiro protocolo de imunizagéo, ao estimularmos camundongos com
50 ug de albumina 2S purificada de sementes de mamona na presenca de adjuvante
(2,0 mg de hidréxido de aluminio) observamos que os animais morreram antes da
dose de reforco. A partir deste fato, alteracées na dose do antigeno a ser aplicada

nos proximos ensaios in vivo foram propostas, além de novas alternativas para
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melhorar as imunizagdes. Desta forma, um segundo protocolo de imunizagdo, com
concentragcdes de antigenos alteradas, foi iniciado. Neste protocolo utilizamos 10 ug
de albumina 2S de mamona com 5,0 mg de hidroxido de aluminio como adjuvante.
Observamos que nestas condicbes 0s animais apresentavam-se saudaveis. Os
soros foram, primeiramente, avaliados quanto a producado de IgG/IgM especifica,
nos quais, observamos que o0s animais submetidos a este protocolo experimental
estavam sendo estimulados ao longo do protocolo de imunizagbes (Figura 39).
Desta forma, nosso proximo passo foi avaliar o padrdo de resposta para
detectarmos a presenca de IgE especifica, visto que, todo nosso conhecimento com
relagdo ao bloqueio usando aminécidos livres era realizado com epitopos de IgE.
Nesse sentido, o padrdo de resposta foi avaliado através da pesquisa de
imunoglobulinas caracteristicas de cada padrdo. Podemos observar através da
analise da figura 39 que o soro dos camundongos imunizados com 10 pg do
antigeno apresentam altos titulos de 1gG1 especifica, caracterizando um padréao do
tipo Th2 porém, ndo conseguimos observar altos niveis de IgE especifica ou total no
soro desses animais através deste ensaio. Desta forma, acreditamos que os niveis
de IgG1 eram tdo elevados no soro destes animais que estariam
mascarando/inibindo a ligacdo da IgE especifica, impossibilitando assim a sua
deteccdo. Para tentar comprovar esta hipdtese e solucionar nossos problemas de
deteccédo de IgE especifica, realizamos ensaios de imunoadsor¢ao do soro utilizando
proteina A-agarose 6MB. A realizacao da separacdo da IgE da IgG foi um etapa
importante pois, o principio dos ensaios de bloqueio com albumina 2S5 de mamona
se baseiam no conhecimento dos epitopos de IgE. Podemos observar através da
figura 38, os resultados do ensaio imunoenzimatico realizado na material obtido
apos a imunoadsorcdo. Nesta figura, notamos que ndo houve a separacao da IgG1
presente no soro a partir desta técnica, sendo detectada tanto no sobrenadante
quanto no precipitado/eluido obtido ap6s a cromatografia de afinidade. Quando
pesquisamos a presenca de IgE especifica ou total no material obtido apos
cromatografia observamos pequenos valores de absorbancia < que 0,5, apds a
leitura do ensaio a 485 nm. Estes resultados indicam que os animais submetidos a
este segundo protocolo de imunizagdo nao estavam produzindo IgE anti-albumina
2S mas, outras classes de imunoglobulinas. Sabendo que o switching de classe

somente ocorre uma vez, decidimos coletar o sangue desses animais para obtermos
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o soro rico em IgG1 anti-albumina 2S e, posteriomente sacrifica-los, além de iniciar
um novo protocolo de imunizagao.

Os resultados do segundo protocolo de imunizacdo demonstraram que 0s
animais submetidos a imunizagdo néao foram estimulados para produgéo de IgE
especifica. Desta forma, buscamos na literatura dados que dirigissem alteracées no
nosso protocolo de imunizagdo e, encontramos um trabalho de 2010 intitulado
“Antigen dose-dependent suppression of murine IgE responses is mediated by CD4"
CD8" double-negative T cells.” (Barwig et al., 2010). Neste trabalho, os autores
evidenciam a importancia da dose do antigeno para producgéo de IgE especifica, ou
seja, observou-se que 0 uso de pequenas concentracdes do antigeno induzem
maior producéao de IgE especifica quando comparada a doses elevadas.

Partindo dos resultados apresentados por Barwig e colaboradores em 2010,
elaboramos uma nova estratégia para as imunizacées dos camundongos com 0O
intuito de reduzir a concentracdo do antigeno e, acompanhar a resposta imune
indizida nos animais. Nesse sentido, o terceiro, e ultimo, protocolo de imunizagao
aplicado neste trabalho consistiu da utilizacdo de maior numero de animais
separados em grupos, como pode ser observado na tabela 2. Cada animal do grupo,
denominado T1, T2 e T3, recebeu a concentracao de 0,01 pg, 0,1 ug ou com 1,0 ug
de albumina 2S de mamona na presenca de 4 mg de de hidréxido de aluminio como
adjuvante, respectivamente. Utilizamos também animais controle negativo que
receberam somente injecoes contendo PBS, enquadrados no grupo TO. Neste
protocolo realizamos cinco imunizagbes em intervalos de 14 dias, com coletas de
sangue realizadas antes da primeira imunizacdo (pré-imune) e apoOs cada
inoculagao, com intervalos de 7 dias apds cada inoculacao.

Primeiramente observamos neste terceiro protocolo de imunizacdes a
producdo de IgG1 especifica nestes animais. O acompanhamento da producao
deste anticorpo foi necessario, pois a concentracdo desta imunoglobulina
apresentou-se majoritaria nos protocolos de imunizacdées aplicados anteriormente.
Desta forma, podemos observar através da andlise dos graficos apresentados na
figura 41 uma elevagao na producao de IgG1 apds a ultima dose do antigeno, nos
animais imunizados com 1,0 ug de albumina 2S de mamona (Figura 41D), enquanto
nenhuma alteracéo significativa na producéao deste anticorpo pode ser detectada no
soro dos animais que foram imunizados com PBS, 0,01 ug ou 0,1 pg do antigeno
(Figuras 41A, B e C, respectivamente). Estes resultados nos incentivaram a
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continuar a pesquisa de IgE total e especifica no soro dos animais que estavam
sendo submetidos a este terceiro protocolo de imunizagdo, visto que, a néao
producédo de IgG1 especifica em alguns grupos (TO, T1 e T2) sugere a producéo de
outras classes de imunoglobulinas. A figura 42 apresenta os resultados observados
para a producao de IgE total. Pudemos observar que valores abaixo de 0,3 de
absorbancia foram detetados para a presenca de IgE total nos soros dos animais
sensibilizados com PBS, 0,01 pg, 0,1 pug ou 1,0 ug de albumina 2S de mamona
através de ensaios de ELISA. Resultados similares foram observados quando
pesquisamos IgE especifica no soros dos animais, figura 43. Observamos valores de
absorbancia menor que 0,5, para a pesquisa de IgE especifica nas amostras dos
soros dos animais organizamos nos grupos T0, T1, T2 e T3, figura 43A, B, C e D.
Além da nao indugdo da producéo de IgE especifica nesses animais, observamos
alteracbes comportamentais (apatia, inchaco peritbneo, etc.) e, alta porcentagem
(acima de 60%) de Obitos entre os grupos de animais que receberam as doses do
alérgeno.

Por fim, o soro imune dos animais, contendo IgG1 anti-albumina 2S de
mamona, foi incubado com agentes bloqueadores a fim de verificar o bloqueio do
sitio de ligacao da IgE ao antigeno usando aminodcidos livres. Realizamos ensaios
de blogueio utilizando o soro incubado, separadamente, com oito diferentes
aminodcidos livres [L-acido glutamico, L-acido aspartico, pool de aminoacidos, D-
acido glutamico, N-metil-L-acido glutdmico, N-acetil-L-acido glutamico, N-(4-
nitrobenzoil)-L- acido glutdmico ou com N-carbamil-L- acido glutamico]. Observamos
através da figura 45 que nenhum bloqueio pode ser detectado apds a incubacéo do
soro com o0s agentes bloqueadores e, em comparagdo ao controle positivo
(Albumina 2S + Soro sem bloqueio) podemos inferir que o bloqueio do sitio da IgG1
nao foi ocupado pelos agentes bloqueadores propostos. Este resultado sugere que a
eficacia da nossa proposta de terapia utilizando aminoécidos livres s6 funciona para
bloquear epitopos de IgE, ndo funcionando para a classe de IgG1.

Sabemos que vérios trabalhos experimentais utilizam camundongos Balb/c
como modelo animal em ensaios de alergia, pois 0s mesmos desenvolvem resposta
do tipo Th2 e producdo de IgE (OEFNER et al, 2012, BAILON et al., 2012,
SHIBAMORI et al.,2006, KIMBER et al., 2003, ADEL-PATIENT et al., 2000). Porém,
os resultados obtidos com os protocolos experimentais aplicados neste trabalho néo

foram condizentes com a literatura, ou seja, ndo observamos indugcao de producéo



87

de IgE. De acordo com dados obtidos neste trabalho, podemos discutir que as
estratégias de imunizacées dos animais, etapa preliminar para a realizacdo dos
ensaios de bloqueio in vivo, precisam ser melhor estudadas/conduzidos. Varios
fatores podem interferir na producao de IgE especifica num organismo imunizado e,
desta forma, precisamos aprimorar os ensaios com relacdo a inducao de IgE
especifica em camundongos utlizando como antigeno albumina 2S. Algumas
mudancas no protocolo experimental de imunizagdo devem ser realizadas para
melhorar os resultados de producédo de IgE, por exemplo, alteragcdes na via de
inoculacao, na dose do antigeno e/ou nos adjuvantes empregados.
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6- Conclusao:

Modificacdes nos epitopos alergénicos das albuminas 2S foram observadas apés
o tratamento com os compostos de calcio. Este tratamento também promoveu
alteracdes na atividade biolégica da proteina toxica de mamona. Essas
alteracdes foram confirmadas por ensaios de atividade biologica que revelaram a
redugcdo da alergenicidade e da toxicidade dos materiais tratados. Através da
desativacdo de alérgenos e toxinas por tratamento quimico com compostos de
célcio um produto mais seguro para a manipulacdo humana e, com maiores

aplicacdes econdmica (alimentacédo animal) pode ser obtido.

Proteinas da classe das albuminas 2S de pinhdo-manso estdo sendo dispersas
pelo ar e, estes alérgenos podem ser deflagradores de sensibilizacdo da

populacao.

Animais imunizados com albumina 2S de mamona apresentaram padrdo de
resposta Th2 (altos titulos de IgG1 anti-albumina 2S). Alteracbes nos protocolos
de imunizacdes precisam ser realizadas, pois observamos baixos titulo de IgE
total ou especifica e, alta porcentagem (60%) de 6bito dos animais. Aminoacidos
livres ndo bloguearam a molécula de IgG1, sugerindo que a eficacia da nossa
proposta de terapia utilizando aminoéacidos livres sé funciona para bloquear
epitopos de IgE.
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CERTIFICATION

Ne cerify that the Protocol ne 112, entitied "CHARACTERIZATION OF ALLERGENIC PROTEINS FROM
JLEAGINOUS" under the responsibility of Dr Olga Lima Tavares Machado, Center for Bioscience and
Siotechnology [UENF is consistent with the ethical principles for animal experimentation adopted by Brazilian
Society of Laboratory Animal Science / Brazilian College of Animal Experimentation (SBCAL / COBEA) and
Federal law number 11,794, It is therefore approved and authorized. This program is licensed in this format
and is valid until 21/12/2014.

Chairman of the Ipstitutional Animal Gare and Use Committee
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Tel.: (22) 2739-7180 - Fax: (22) 2739-9178 - correio eletrdnico: ceua@uenf.br
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