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RESUMO

As doencas alérgicas mediadas por IgE aumentaram nas Ultimas décadas. A alergia alimentar
ao leite constitui um grave problema de saude. Ricinus communis L. € uma oleaginosa cujo
Oleo presente em suas sementes, possui diversas aplicagBes industriais. Alérgenos,
pertencentes a classe das albuminas 2S, sdo encontrados nas sementes desta planta, as
isoformas alergénicas identificadas sé@o Ric cl e Ric c3. Esses alérgenos reagem de forma
cruzada com alérgenos de outras fontes como amendoim, camarao, peixe, milho, gramineas,
poeira doméstica e tabaco. Em geral, os tratamentos para alergia, consiste em terapia anti-lgE
usando anticorpo monoclonal omalizumab (Xolair) e uso de farmacos antihistaminicos. No
entanto, os anti-histaminicos aliviam apenas os sintomas e ndo tratam a causa da alergia.
Além disso, quanto ao uso da terapia anti-lgE, o alto custo do omalizumab limita seu uso para
tratamento continuo. Neste trabalho, propomos uma abordagem imunoterapéutica alternativa,
denominada “bloqueio de IgE” através de acido L-glutamico e o analogo N- (4-nitrobenzoil) -
Acido glutamico. Iniciamos protocolos de imunizag&o por via intraperitoneal em camundongos
BALB/c para obter soro rico em IgE especifica e também sensibilizamos por via oral com
proteinas do leite de vaca (PLV) usando TC ou ricina como adjuvante para andlise de bloqueio
de IgE in vivo. Avaliamos a presenca de IgE, 1gG e IgG1 especifica no soro dos animais
imunizados com albmina 2S de mamona. Verificamos por ensaios ELISA que o &cido L-
glutamico (L-glu) foi capaz de reduzir respostas cruzadas com alérgenos de outras fontes
alimentares e inalantes. Respostas in vivo do modelo animal alérgico para PLV, mostraram
gue a ricina pode ser usada como adjuvante. O tratamento com L-glu (30 mg/kg) foi capaz de
reduzir os sinais clinicos nos animais alérgicos. Para propor o uso de L-glu como um
medicamento, alguns testes farmacolégicos foram realizados. Avaliamos o comportamento
dos animais que receberam 10, 30 e 50 mg/kg deste aminoacido e do analogo N- (4-
nitrobenzoil) L-Acido glutamico. No teste do sono, os grupos que receberam &cido L-glutdmico
nas doses de 10 e 30 mg / kg tiveram um tempo de sono semelhante ao grupo controle
(veiculo). O grupo que recebeu acido L-glutamico na dose de 50 mg/kg teve 0 menor tempo
de sono, isto €, acido L-glutamico 50 mg / kg reduziu significativamente o tempo de sono em
comparagdo com o veiculo. No teste rota-rod, ndo houve diferencas significativas entre os
grupos de animais tratados com acido L-glutamico e os grupos controles, assim como no teste
de locomogédo no campo aberto. Os animais que receberam as doses de 30 mg/kg de L-glu,

ndo apresentaram altera¢cdes comportamentais, sugerindo a possibilidade do uso terapéutico
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deste aminoacido como um possivel farmaco para tratar os sintomas desencadeados pelas

reacdes alérgicas.

Palavras-chave: tratamento de alergias; albumina 2S, agentes bloqueadores de IgE.

ABSTRACT

IgE-mediated allergic diseases have increased in recent decades. Food allergy to milk is a
serious health problem. Ricinus communis L. is an oilseed whose oil present in its seeds has
several industrial applications. Allergens, belonging to the 2S albumin class, are found in the
seeds of this plant, as the identified allergenic isoforms are Ric c1 and Ric ¢3. These allergens
cross-react with other sources such as peanuts, shrimp, fish, corn, grasses, household dust
and tobacco. In general, allergy treatments consist of anti-IgE therapy using monoclonal
antibody omalizumab (Xolair) and use of antihistamine drugs. However, antihistamines only
relieve symptoms and do not address the cause of the allergy. In addition, regarding the use of
anti-lgE therapy, or the high cost of omalizumab limits its use for continuous treatment. In this
work, we propose an alternative immunotherapeutic approach, called “IgE block” through L-
glutamic acid and N- (4-nitrobenzoyl) -glutamic acid. We initiated immunization protocols
intraperitoneally in BALB / ¢ mice to obtain serum rich in specific IgE and we also sensitized
orally with cow's milk proteins (PLV) using CT or ricin as an adjuvant for analysis of IgE block
in vivo. A specific IgE, 1gG and 1gG1 presence is available in the serum of animals immunized
with castor 2S albumin. It was verified by ELISA assays that L-glutamic acid (L-glu) was able
to reduce cross-responses with allergens from other food sources and inhalants. In vivo
responses of the allergic animal model to PLV, showed that ricin can be used as an adjuvant.
Treatment with L-glu (30 mg / kg) was able to reduce the clinical signs in allergic animals. In
order to propose the use of L-glu as a medicine, some pharmacological tests were carried out.
We evaluated the behavior of animals that received 10, 30 and 50 mg / kg of this amino acid
and the N- (4-nitrobenzoyl) Lglutamic acid analogue. In the sleep test, groups that received L-
glutamic acid at doses of 10 and 30 mg / kg had a sleep time similar to the control group
(vehicle). The group that received L-glutamic acid at a dose of 50 mg / kg had the shortest sleep
time, that is, Lglutamic acid 50 mg / kg significantly reduced the sleep time compared to the
vehicle. In the rota-rod test, there were no significant differences between the L-glutamic acid
groups and the control group of the (vehicle), as well as in the locomotion test in the open field.
The animals that received doses of 30 mg / kg of L-glu, did not show behavioral changes,
suggesting the possibility of the therapeutic use of this amino acid as a possible drug to treat

the symptoms triggered by allergic reactions.

Keywords: allergy treatment; 2S albumin, IgE blocking agent
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1. Introducéo

As reac0des de hipersensibilidade mediada por imunoglobulina E (IgE), incluindo
asma e rinite alérgica, dermatite atdpica, alergia alimentar e anafilaxia continuam
aumentando sua prevaléncia em diversas partes do mundo tornando-se um
importante problema de saude publica (Lucae et al., 2016; Asrat et al., 2020). Estima-
se que as manifestacfes respiratérias sdo as mais predominantes, afetando até 30%
da populacdo em geral (Papadopoulos, 2012; Larsen, Broge e Jacobi, 2016). O
aumento progessivo das doencas alérgicas pode estar relacionado ndo s6 a
predisposicao genética e as mudancas no estilo de vida, mas também a modificacdes
ambientais como clima, umidade, poluicdo do ar ou outras condigbes ambientais que
podem afetar na qualidade do ar com relacdo a dispersao de alérgenos presentes no
pélen, levando ao aumento da exposicao e sensibilizacdo em individuos suscetiveis (
Ziello et al., 2012; Reinmuth-Selzle et al., 2017).

A alergia alimentar constitui um grave problema de saide humana acometendo até
6% das criancas e 3% a 4% dos adultos (Wang e Sampson, 2011; Kumar et al., 2012).
A prevaléncia de doencas alérgicas causadas por alimentos tem aumentado nos
altimos anos, principalmente nos paises ocidentais e tem sido um desafio o suporte
necessario para diagnostico e tratamento adequado, devido ao alto custo associado
a estes (Tang e Mullins, 2017). Os sintomas da alergia sdo causados pela exposicdo
a macromoléculas exdgenas conhecidas como antigenos ou alérgenos (Lanser et al.,
2015).

A reacao de hipersensibilidade tem duas fases: sensibilizagdo, quando o individuo é
exposto pela primeira vez ao antigeno, e a reacdo subsequente, quando ocorre
novamente uma exposicao a este mesmo alérgeno (Lanser et al., 2015). As reacdes
alérgicas mediadas por IgE sdo as mais comuns. Inicialmente o alérgeno é
internalizado pelas células apresentadoras de antigeno (em inglés, antigenpresenting
cells [APCs]), incluindo macréfagos, células dendriticas e células B. ApGs sofrer
endocitose, o alérgeno é submetido a clivagem proteolitica e os fragmentos peptidicos
gerados sdo expostos na superficie da APC associada com moléculas do complexo
de histocompatibilidade principal (em inglés, major histocompatibility complex [MHC])
[1.(Ozdemir et al., 2016) .



A inducao das células T auxiliares pode ser influenciada por vérios fatores, tais como
o tipo e a quantidade de alérgenos, a duracéo e a via de exposi¢cao, bem como o tipo
de citocina produzido durante a diferenciacdo linfocitica. A resposta alérgica via Th2
esta associada com a producéo de IL-4, IL-5 e IL-13, que estimula o envolvimento da
IgE e de eosindfilos. No entanto, apenas a IL-4, produzida em abundancia por
basdfilos ativados, é capaz de induzir a diferenciacéo de células ThO em células Th2,
resultando em inflamac@es alérgicas mediadas pela IgE. (D’Amato,

2006a; Ozdemir et al., 2016).

Os anticorpos IgE se ligam ao receptor especifico de alta afinidade FceRI expresso
nos mastoécitos, eosindfilos e basofilos. A ligacao cruzada entre duas IgEs e o receptor
FceRI desencadeada pelos alérgenos, ativa uma série de reacdes intracelulares que
levam a desgranulacdo dessas células e liberacdo de mediadores inflamatorios,
incluindo a histamina, que induzem aos sintomas alérgicos (Wang et al., 2016; Ward,
Dana E. et al., 2018).

A histamina desempenha um papel fundamental na resposta alérgica. A liberagdo de
histamina faz com que os musculos lisos do trato gastrointestinal e respiratdrio se
contraiam, estimula os nervos e dilata os vasos sanguineos (Church e Church, 2013).
Esses efeitos incluem, entre outras manifestagcdes clinicas, eritema, rubor, congestéo
nasal, prurido, dor de cabeca, hipotenséo, taquicardia e broncoconstricdo, e as
manifestacdes sistémicas incluem choque anafilatico e se uma doenca alérgica ndo
for diagnosticada e tratada adequadamente, ela tende a progredir para uma doenca
debilitante grave e crénica. (Iguchi et al., 2016; Wang et al., 2016). A Figura 1 ilustra

0 mecanismo envolvido nas respostas alérgicas mediadas pela IgE
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Figura 1: Mecanismos da resposta alérgica. O antigeno € absorvido pelas APCs e, apés o
Seu processamento, € apresentado para as células Th CD4+ virgens. As APCs e as citocinas
orientam a resposta da célula Th: (IL-12) a Thl, IL-4 a Th2, TGF-R, juntamente com a IL-6
em camundongos ou com a IL-21 em seres humanos para Th17, e TGF-3 para as células T
reguladoras. A produgdo de IFN-y durante a resposta de Thl suprime uma resposta de Th2,
enquanto que a producgéo de IL-4 pelas células Th2 suprime uma resposta de Thl. AIL- 4 e
0 IFN-y suprimem a formacéo de células Th-17. As IL-3 e IL-4 também estimulam as células
B a mudarem a produc¢éo de IgM ou IgC para a producédo de IgE. A sinalizacao através da
CD40 na célula B também é imprescindivel para a mudanga de classe da IgE. Outras
citocinas de Th2, como a IL-3, IL4 e o GM-CSF,resultam no desenvolvimento, na
sobrevivéncia e na ativacdo de eosindfilos e basofilos. A IgE liga-se aos FCeRIs nos
mastocitos e nos basofilos; o alérgeno é capaz de realizar uma ligagdo cruzada com as IgEs
fixadas ao receptor especifico, iniciando a liberagdo do mediador (adaptado de Schwartz et
al., 2015).

A compreensdo dos mecanismos pelos quais o sistema imunoldgico induz e
controla a resposta alérgica, depende do conhecimento da estrutura de varios
alérgenos e da identificacao de epitopos, que sao importantes para o desenvolvimento
de novas estratégias para o tratamento da alergia (Aalberse, 2011; Machado,
Campos-Mesquita e Pacheco-Soares, 2017). Desde a identificagdo do papel crucial
da molécula IgE nas reacfes alérgicas, o controle das respostas mediadas por este
anticorpo tem sido um dos principais objetivos terapéuticos

(Baumann et al., 2010).



Dentre as estratégias para o tratamento da alergia mais utilizadas estéo:
farmacoterapia, imunoterapia e terapia anti-IgE (Blank, Charles e Benhamou, 2016;
Ozdemir et al., 2016). Devido ao papel central da histamina nas respostas alérgicas,
muitas dessas reacdes sdo tratadas com anti-histaminicos, incluindo rinite alérgica e
urticaria, porém esses medicamentos visam apenas aliviar os sintomas. O seu
mecanismo de acdo consiste basicamente em ligar-se aos receptores de histamina
para inibir seus efeitos, porém é eficaz apenas para aliviar os sintomas (Church e
Church, 2011; Wang et al., 2016).

Considerando o cenario atual, faz-se necessario o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para disturbios alérgicos, terapias eficazes e seguras que
previnam o surgimento dessas reacfes, melhorando assim a qualidade de vida dos
individuos atépicos, os quais possuem niveis altos de IgE. A utilizacdo de anticorpo
monoclonal IgE especifico, conhecida como terapia anti-lgE a base de omalizumab
(Xolair), usada em alguns casos graves de asma, tem a funcéo de se ligar a IgE livre,
mas nao é capaz de se ligar a IgE associada ao receptor especifico FceRI presente
nos mastacitos, por exemplo. Além disso, a exigéncia de muitas doses e o alto custo
do medicamento limitam o uso extensivo desse tratamento (Ward, Dana E. et al.,
2018).

No presente trabalho, propomos uma abordagem imunoterapéutica alternativa,
denominada "bloqueio de IgE". Esta proposta é baseada na interacdo de aminoacidos
livres com a porcdo Fab-IgE, bloqueando a interacdo do alérgeno com a IgE
especifica. Estudos anteriores sequenciaram e identificaram aminoacidos presentes
nos epitopos de ligacdo a IgE dos principais alérgenos de mamona, Ric c 1 e Ric ¢ 3
(Deus-de-Oliveira et al., 2011; Felix et al., 2008). Dentre os aminoacidos identificados,
o acido glutamico, presente em todos o0s seis epitopos sequenciados, é responsavel
pela interacdo do alérgeno com a IgE (Deus-de-Oliveira et al., 2011). Aminoacidos
livres, quando incubados com anti-albumina 2S de mamona, funcionam como
blogueadores de ligacdo a IgE, impedindo a desgranulacdo dos mastocitos e a
subsequente liberacdo de histamina dos mastdcitos ativados (Deus-de-Oliveira et al.,
2011).

Nesse sentido, propomos a investigacdo do uso do acido glutamico e compostos
analogos, apresentando modificagbes em suas cadeias laterais, como agentes
bloqueadores de IgE em testes in vivo como uma abordagem alternativa como

abordagem alternativa para o tratamento da alergia.



1.1 - Alérgenos Vegetais

Alérgenos sao antigenos especificos com propriedades que o tornam capazes de
sensibilizar, induzir o sistema imunoldgico a produzir anticorpos de alta afinidade
princialmente da classe IgE e desencadear uma reacdo alérgica no individuo
sensibilizado (Aalberse, 2000). A maioria dos alérgenos identificados até o momento
sao proteinas soluveis em agua com um peso molecular entre 5 kDa e 50 kDa, que
possuem locais especificos denominados epitopos, que podem ser reconhecidos por
anticorpos e provocar resposta imune (Kumar et al., 2012;

Woodfolk et al., 2015).

As proteinas presentes nas plantas podem desempenhar diferentes funcdes, tais
como, reserva energética nas sementes, atividade enzimética, sistema estrutural e
também podem desempenhar fungéo de defesa da planta contra estresses bi6ticos e
abidticos (Nakamura e Teshima, 2013). Os tecidos vegetais, muitas vezes utilizados
na alimentacdo humana, contém milhares de diferentes proteinas, entre elas muitas
capazes de sensibilizar através do trato gastrointestinal e desencadear respostas
imunoldgicas em individuos atépicos, sendo, portanto, classificadas como alérgenos
(Breiteneder e Radauer, 2004). As proteinas de armazenamento de sementes e
proteinas transportadoras de lipideo ndo especifico, geralmente, causam reacdes
anafilaticas com mais frequéncia do que outras. Sado predominantes em praticamente
todas as sementes, inclusive nozes, legumes, cereais, graos e sementes genuinas.
Dentre as proteinas de reserva de plantas, as albuminas 2S constituem um dos
alérgenos mais potentes (Blazowski et al., 2019).

Aproximadamente, 5-10% das criancas em fase pré-escolar em alguns paises
ocidentais € afetada por algum tipo de alergia alimentar. Dentre os tipos de alergia
alimentar com maior prevaléncia estdo a alergia a amendoim 3%; gergelim 0,8%; e
também a algumas fontes animais como ovo 8,8% e leite de vaca 2,7% (Tang e
Mullins, 2017). A maioria dos alérgenos alimentares de plantas pertence a apenas
algumas familias de proteinas, indicando que as estruturas conservadas estejam
envolvidas nas propriedades alergénicas. Os alérgenos inalantes das plantas estao
presentes predominantemente no pélen e podem causar rinoconjuntivite, asma,
edema, urticaria e anafilaxia (Hoffmann-Sommergruber, 2000).

As proteinas alergénicas sdo agrupadas na mesma familia quando possuem uma

identidade residual igual ou maior do que 30%; ou se apresentarem menor identidade
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na sua sequéncia, porém apresentam fungdes e estruturas similares. Nesse Ultimo
caso, as familias com caracteristicas estruturais e funcionais semelhantes séo
agrupadas em superfamilias (Breiteneder e Radauer, 2004). Os grandes grupos de
proteinas alergénicas presentes nos vegetais pertencem as superfamilias cupin e
prolamina e as familias de proteinas do sistema de defesa de plantas (Breiteneder e
Mills, 2005).

A superfamilia cupin inclui proteinas alergénicas de armazenamento de sementes do
tipo vicilina e leguminina presentes na soja, no amendoim e nas nozes. Ja a
superfamilia prolamina inclui outros importantes tipos de alérgenos de leguminosas,
nozes, cereais, frutas e vegetais como as proteinas albuminas 2S. A existéncia da
superfamilia da prolamina € baseada na presenca de um esqueleto conservado de 8
residuos de cisteina. Todas as proteinas desta supefamilia possuem baixo peso
molecular e sdo caracterizadas por seu alto teor de prolina e ou glutamina. Nesta
familia estdo incluidas também as proteinas transportadoras de lipideo néo especifico
(nLTPs), inibidores de a-amilase/protease tipo Cereal e a prolamina de cereais. Além
disso, existem outros alérgenos pertencentes aos grupos das “proteinas relacionadas
a patogénese” e profilinas. (Breiteneder e Radauer,

2004).

As albuminas 2S, séo definidas com base no seu coeficiente de sedimentacéo (Youle
e Huang, 1981) e representam um grupo importante presente em diversas plantas
dicotiledbneas, além de serem os principais alérgenos de plantas. Sao proteinas
heterodiméricas, ricas em a-hélices e, apresentam massa molecular de 10.000 -
18.000 Da e altos teores de arginina, serina e glutamina. Algumas delas sao inibidoras
de proteases e outras podem propriedades antifingicas e antimicrobianas (Silva, Da
et al., 1996; Moreno e Clemente, 2008; Oliveira, Lima e Machado, 2010). Muitos
alérgenos presentes nas sementes sdo da classe das albuminas 2S podendo ser
encontrados em diversas plantas, tais como amendoim, Ara h 6 e Ara h 7 (Kleber-
Janke et al., 1999), castanha (Breiteneder e Mills, 2005), gergelim (Wolff, N. et al.,
2003) e girassol, na mostarda, Sina 1 e Braj 1 (MenéndezArias et al., 1988; Monsalve
et al., 1993), em nozes, Jug r 1 (Robotham et al., 2002), e na soja (Lin et al., 2004).
Estas proteinas possuem estruturas semelhantes, o que poderia promover reacdes
cruzadas entre tais alérgenos (Breiteneder e Radauer, 2004). Estudos prévios
elucidaram a estrutura de alguns alérgenos vegetais e seus epitopos alergénicos

foram identificados, como mostrado na Tabela I.






Tabela I: Alérgenos vegetais da classe das albuminas 2S com seus epitopos mapeados

Alérgeno

Arah 2

Sesi2

Jatc1

Ricc 3

Ricc1

Sinal

Jugril

Espécie (nome comum)

Arachis hypogaea
(Amendoim)

Sesamum indicum
(Gergelim)

Jatropha curcas
(Pinhdomanso)

Ricinus communis
(Mamona)

Ricinus communis
(Mamona)

Sinapis alba (Mostarda
amarela)

Juglans regia
(Nozes)

Epitopos
10 (continuos ou
lineares)

9 (continuos ou lineares)

5 (continuos ou lineares)

4 (continuos ou lineares)

2 (continuos ou lineares)

1 (continuo ou linear)

1 (continuo ou linear)

Referéncia

(Lehmann et al., 2003)

(Wolff et al., 2004)

(Maciel et al. 2009;
Crespo et al., 2016)

(Machado e  Silva,
1992; Félix, 2006,
Carrielo Gama 2006)

(Sharief e Li, 1982;
Thorpe et al., 1988;;
Félix, 2006, Carrielo
Gama 2006)

(Wolff et al., 2003)

(Robotham et al.,
2002)

Diversas oleaginosas, apresentam alérgenos pertencentes a classe das
albuminas 2S também no pdlen, dessa forma seu plantio pode promover processos

alérgicos em individuos atépicos, através da dispersédo de alérgenos no ar. Dentre as

oleaginosas, com alérgenos no pélen, esta 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 pinh&o manso (Jatropha curcas L.) (Oliveira, Lima

e Machado, 2010).

1.2 - Mamona - oleaginosa de interesse econémico

A mamona (Ricinus communis L.) € uma oleaginosa considerada uma cultura

importante, com relatos desde a antiguidade do uso do 6leo extraido das suas
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sementes para fins medicinais, por exemplo. Foi utilizada pela primeira vez como uma
pomada ha 4.000 anos no Egito, de onde se espalhou para outras partes do mundo,
incluindo Grécia e Roma, onde foi usada como laxante ha 2.500 anos (Chan et al.,
2010; Hayes, 1990).

Apesar de ser uma planta muito utilizada para diversos fins, sua origem ndo é muito
bem esclarecida, porém alguns autores afirmam que a mamona é nativa da Africa
tropical, tendo se adaptado em praticamente todas as regides tropicais e subtropicais
Uumidas e pode ser encontrada naturalizada e cultivada em todos os paises de clima
temperado do mundo (Figura 2) (Azevedo e Lima, 2001; Scholz e Silva, da, 2008;
Chan et al., 2010; Foster et al., 2010; Xu et al., 2019).

Figura 2: Mamona (Ricinus communis L.) e suas estruturas, folhas e frutos. Disponivel em:
http://www.projetoverdejar.com/2018/03/calda-de-mamona.html em: 21/01/2019.

O crescente cultivo da mamona € incentivado pelas varias aplicacfes,
principalmente, do 6leo extraido das sementes desta planta, o qual é utilizado para
fins industriais. Este componente possui alta concentracédo (~90%) de &cido graxo
ricinoléico, tornando-o uma importante matéria-prima usada para fabricacdo de
cosmeéticos, farmacos, polimeros, lubrificantes e também é viavel para a producéo do
biodiesel (Ogunniyi, 2006; Berman, Nizri e Wiesman, 2011; Chambi et al., 2014).
Considerando seu alto valor econdmico e o seu facil crescimento em ambientes
desfavoraveis, a mamona tem sido amplamente cultivada em paises tropicais e
subtropicais (Xu et al., 2019). Os principais produtores sdo india, China e Brasil. No
Brasil a mamona é cultivada, praticamente, em todas as regifes, no entanto, por ser
uma planta resistente a seca e adaptavel a temperatura elevada, abrange maior area
de cultivo na regido nordeste. Os Estados da Bahia e do Piaui sdo os principais
produtores, sendo que o primeiro contribui com 85,7% e 82% da producdo. (Freitas,
2011; Hani e Mohamed, 2015).



Durante o processamento industrial das sementes da mamona para obtenc¢éo do 6leo
€ gerado um co-produto chamado torta. Cada tonelada de 6leo produzido implica na
formacao de 1,13 toneladas de torta (Lima et al., 2011). O principal uso da torta
residual da extracdo do 6leo de mamoneira € como adubo organico, que se constitui
em um excelente fertilizante. A adicdo de torta de mamona no solo, com dosagens
variando de acordo com a cultura e o tipo de solo e da riqueza ou nao de nutrientes,
além de suprir as necessidades nutricionais das plantas, aumenta o pH do solo, eleva
o conteudo de carbono e promove a melhoria geral na parte fisica do solo (Fornazieri
Junior, 1986; Lima et al., 2011).

Apesar de ser rica em proteinas e fibras, o uso da torta obtida a partir do
processamento das sementes da mamona ndo € recomendado como ra¢do animal
por ser toxica, porgue contém ricina, ricinina e alérgenos denominado de CB-1A
(Castor-bean allergen), proteinas pertencentes a classe das albuminas 2S (Youle e
Huang, 1981). Os trabalhadores que manuseiam a torta, podem ser sensibilizados, ao
entrar em contato com as substancias alergénicas que estao presentes neste produto.
Atualmente sabe-se que o complexo alergénico CB-1A é formado por cerca de 20
isoformas de albuminas 2S com massa molecular entre 10 e 14 kDa. As duas
isoformas alergénicas, predominantes, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 ja foram sequienciadas e
tiveram suas caracteristicas fisicoquimicas e biolégicas determinadas (Youle e Huang,
1981, Silva Jr., et al., 1996; Felix et al., 2008).

1.3 - Componentes alergénicos

Muitos alérgenos vegetais sdo constituintes das sementes que, como
consequéncia, também podem ser encontrados em alguns produtos derivados do
processamento para obtencdo do 6leo contido nessas estruturas. Outro fato a ser
considerado é que alguns desses compostos também podem ser encontrados em
outras partes da planta, como a proteina alergénica albumina 2S da mamona presente
na semente e também no pdlen desta oleaginosa. Desse modo, a presenca de
alérgenos em Ricinus communis limita as aplicacdes econOmicas dessas
oleaginosas, bem como a torta gerada como co-produto, devido ao risco que

representa para os trabalhadores e a populagéo que vive nas proximidades.
1.3.1 - Albumina 2S de mamona

As albuminas 2S sao proteinas de reserva presentes nao apenas nas sementes

de mamona, como também em muitas plantas dicotiledéneas. Embora a maioria das
10



albuminas 2S apresentem somente a fungéo de reserva, a qual é consistente com sua
composicdo de aminoacidos e seu padrdo de acumulacdo auxiliando durante o
processo de germinacdo, algumas delas também s&o descritas com atividades
antifingicas e inibidoras de proteases e, também apresentam propriedades
alergénicas (Machado e Silva, 1992; Pantoja-Uceda et al., 2004).

As albuminas 2S séo sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso, como um
precursor proteico de alto peso molecular. Posteriormente, este precursor sofre
processamento poés-traducional, por endopeptidases e carboxipeptidases, perdendo
alguns fragmentos peptidicos para assim dar origem as isoformas. A glicosilacdo
dessas proteinas pode ocorrer durante a sintese proteica e, o0s carboidratos
incorporados sédo, em sua maioria, manose e glicosamina (Jolliffe et al., 2004).
Historicamente, no ano de 1943, Spies e Coulson isolaram da semente de mamona
uma fragéo 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 de baixo peso molecular e alto “teor” de glutamina das
sementes de Ricinus communis 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
etal. em 1977. Em 1982, Sharief e

Li isolaram e sequenciaram uma proteina das sementes de Ricinus communis L. (Ric
c 1), com coeficiente de sedimentacéo 2S, constituida de duas subunidades unidas
por pontes de enxofre (Sharief e Li, 1982). A menor contendo 34 aminodacidos (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.
No ano de 1992, Machado e Silva isolaram e seqlienciaram 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 (Silva, Da et al., 1996). As
isoformas alergénicas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, sdo sintetizadas em um
anico precursor com 237 residuos de aminoacidos, cerca de 29 kDa. Este alérgeno
teve sua estrutura completamente elucidada no ano de 1996. Em 2003, outras
proteinas alergénicas, minoritarias, pertencentes a classe das albuminas 2S foram
identificadas nas sementes de mamona por Machado e colaboradores (Machado et
al, 2003).
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As propriedades alergénicas das albuminas 2S de mamona sdo resistentes a
desnaturacdo térmica e quimica, podendo, mesmo apdés o0s tratamentos de
desnaturacao, desencadear alergia por contato bem como por inalacdo (Machado e
Silva, 1992; Silva et al., 1996).

1.3.2 - Estrutura das albuminas 2S

A interacdo entre a proteina alergénica e a molécula de anticorpo é especifica
e ocorre atraves da regido presente no alérgeno chamada epitopo ou determinante
antigénico. Os epitopos podem ser divididos em dois tipos, lineares (continuos) e
conformacional (descontinuo). Epitopos lineares compreendem seqiiéncias continuas
de aminoacidos (AA), enquanto os conformacionais séo formados por residuos de AAs
nao sequenciais espacialmente adjacentes na proteina estabelece sua conformacao
enovelada (Wolff, N et al., 2003; Kumar et al., 2012; Matsuo, Yokooji e Taogoshi,
2015). Sabe-se que 0s epitopos continuos sdo mantidos ap6s desnaturacdo, ao
contrario dos epitopos conformacionais (Aalberse e Crameri, 2011; Schein, Ivanciuc e
Braun, 2005). O epitopo presente no alérgeno é reconhecido pela imunoglobulina do
tipo E especificas, desencadeando uma reacgéo alérgica (Matsuo, Yokooji e Taogoshi,
2015a). O mapeamento de epitopos lineares utilizando peptideos sintéticos, tem sido
uma importante ferramenta na identificacdo dos sitios de ligacdo do alérgeno a IgE
(Tanabe, 2007).
Com relacéo ao estudo dos epitopos presentes nas albuminas 2S de mamona (figura
3), Vieira (2002) observou que ambas as isoformas isoladas do “pool” de albuminas
2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, mesmo apds serem submetidas a desnaturagéo, sdo capazes
de desencadear a desgranulacdo de mastocitos, indicando a presenca de epitopos
continuos nas duas isoformas, um resumo da evolucao dos estudos das estruturas
das albuminas 2S é mostrado na Figura 3. Dando prosseguimento aos estudos,
Mayerhoffer (2004) caracterizou um epitopo continuo da cadeia pesada de Ric c 1 das

albuminas 2S de Ricinus communis (Vieira, 2002; Mayerhoffer, 2004).
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Figura 3: Evolucdo do estudo dos epitopos de IgE presentes nas albuminas 2S de mamona.
2002- Vieira demonstra a presenca de epitopos continuos Ric c1 e Ric ¢3; 2004 — Mayerhoffer
identifica 1 epitopo (Desgranulagédo de mastécitos); 2006 — Felix demonstra a participacéo de
residuos de aminodcidos acidos (acido glutamico e aspartico) nos 5 epitopos; 2006 — Carrielo-
Gama confirma a participagdo do glutdmico no epitopo, com o tratamento utilizando WRK;
2008 — Oliveira inicia modificagbes no grupamento lateral deste amino&cido utilizando
compostos de calcio; 2011 - analisaram as estruturas tridimensionais das principais isoformas
alergénicas de mamona, Ric ¢ 1 e ¢ Ric ¢ 3, pela constru¢do de um modelo comparativo de
Ric ¢ 1; 2011 — Deus-de-Oliveira Investiga da reacdo cruzada entre as albuminas 2S de
mamona e alérgenos de outras fontes (adaptado de Deus-de-Olveira, 2013).

Posteriormente, Felix e colaboradores em 2008 identificaram seis epitopos

alergénicos, dois em Ric ¢ 1 e quatro em Ric ¢ 3, como mostrado na Tabela Il.

Tabela II: 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) 1a0 15 ESKGEREGSSSQQCR
P2 Ric ¢ 3 (cadeia leve) 16 ao 31 QEVQRKDLSSCERYLR
P3 Ric ¢ 1 (cadeia leve) 11a024 QEQQNLRQCQEYIK
P4 Ric c 3 (cadeia pesada) 30 ao 39 DECQCEAIKYIAEDQ
P5 Ric c 3 (cadeia pesada) 40 ao 54 LHGEESERVAQRAGE

O trabalho utilizando os peptideos sintéticos realizado por Felix et al. (2008)
identificou quatro epitopos continuos em Ric ¢ 3 e dois em Ric ¢ 1. Nesses epitopos
foram observados a presenca de pelo menos dois residuos de aminoacidos acidos,
acido glutamico ou acido aspartico, a uma distancia de no maximo 6 residuos em cada
epitopo ligante de IgE. Para desencadear o processo de desgranulacdo de mastocitos,
basofilos e consequente liberagdo de mediadores, como a histamina para disparar o
processo alérgico é fundamental a ligacdo do epitopos a duas moléculas de IgE pré-
fixadas aos mastociots ou basofilos (Felix et al., 2008). Portanto, esta caracteristica
suporta a hipétese de que os grupamentos carboxilicos laterais destas cadeias podem
ser importantes na interagdo com as moléculas de IgE. A partir do conhecimento dos
epitopos ligantes de IgE por Felix em 2006 e por Mayerhoffer em 2004, Carriello-Gama
em 2006, tratou as albuminas 2S, bem como peptideos sintéticos correspondentes
aos epitopos identificados, com o reagente Woodward's Reagent K (WRK — N-etil-5-
fenilisoxazolium-3'-sulfonato). Este reagente reage especificamente com o
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grupamento carboxilico presente nestes aminoacidos (Dunn e Anfinsen, 1974).
Carriello-Gama em 2006 mostrou, por espectrometria de massas, a modificacdo dos
residuos de glutamato nos peptideos sintéticos e a inativacéo das atividades ligantes
de IgE. Nascimento e colaboradores 2009, analisaram as estruturas tridimensionais
das principais isoformas de mamona , Ric ¢ 1 e ¢ Ric ¢ 3, pela construgdo de um
modelo comparativo de Ric ¢ 1 com base na estrutura de ressonancia magnética
nuclear (RMN) de Ric ¢ 3. Os epitopos alergénicos foram localizados nesta estrutura
(Nascimento, 2011).

Conhecendo o envolvimento dos acidos glutamicos na ligacao a IgE, ensaios in vitro
foram propostos utilizando aminoacidos livres como agente bloqueadores de IgE. A
hipotese inicial era que o acido glutamico livre se ligue a porcao Fab da IgE ocupando
o sitio de interacao da IgE com o epitopo, impedindo a ligagédo do alérgeno e, portanto,
a deflagracdo da alergia. Desta forma, Deus-de-Oliveira et al., 2011 demonstrou que
soro de ratos contendo IgEs especificas anti-albumina 2S de mamona, quando
incubados com &acido glutamico livre perdiam a capacidade de disparar a resposta
alérgica. Esta atividade foi avaliada por ensaios de desgranulacdo de mastécitos
isolados de ratos. Alérgenos de mamona apresentam resposta cruzada com
alérgenos de diversas fontes alimentares como peixe, camardo e milho, bem como
alguns aeroalérgenos presentes na poeira e no tabaco (Deus-de-Oliveira et al., 2011).
A incubacdo de soro contendo IgE anti albuminas 2S de mamona, com o &cido

glutamico também bloqueou a resposta cruzada com os alérgenos descritos.

1.4- Aspectos imunolégicos da alergia alimentar

A prevaléncia da alergia alimentar vem aumentando nas ultimas décadas e
tornou-se um importante problema de salde mundial, podendo afetar todas as faixas
etarias e diminuir significativamente a qualidade de vida da populacéo afetada. Apesar
do risco de reaces alérgicas graves, e até mesmo a morte, ndo existe cura para AA,
a doenca pode apenas ser controlada ao se evitar o contato com o alérgeno e pelo
tratamento dos sintomas (Tang e Mullins, 2017). Dentre os alérgenos alimentares mais
comuns estao amendoim, nozes e leite de vaca
(Blazowski et al., 2019).

A maioria das alergias alimentares sdo mediadas por IgE e os principais sintomas
sdo: reacOes cutaneas, urticaria, angioedema, rubor e prurido e sintomas
respiratorios, que ocorrem frequentemente durante reacfes sistémicas e Ssao

importantes para diagnéstico de anafilaxia grave. Outros sintomas incluem congestéo
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nasal, rinorréia, taquipnéia, respiracdo ofegante e tosse. Em casos de
comprometimento grave das vias aéreas, edema laringeo e/ou broncoespasmo,
edema e obstrucdo da mucosa nas vias inferiores, podendo levar ao colapso das vias
aéreas; reacfes oculares também podem ocorrer, tal como, prurido, irritacéo,
lacrimejamento e inchaco. No trato gastrointestinal os principais sintomas sao prurido
oral, desconforto e angiodema nos labios, lingua e orofaringe, também pode ocorrer
émese, nauseas, diarreia e colica (Sicherer e Sampson, 2014).

Os alérgenos alimentares, em geral, incluem proteinas e glicoproteinas que tem a
capacidade de promover a ligacdo cruzada entre as IgEs. A IgE é uma molécula
constituida de duas cadeias polipeptidicas, pesada e duas leve, idénticas. A cadeia
pesada € da IgE contém quatro dominios constantes, Ce1-Ce4, e um dominio variavel,
ja a cadeia leve contém um dominio constante e um dominio variavel como mostrado
na Figura 4A (Niemi et al., 2007).
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Figura 4: Esquema da ligacdo de uma proteina alergénica a IgE (A), formando um dimero
(em cinza), a por¢cdo Fab de duas moléculas de IgE (cadeia leve em azul e cadeia pesada
em verde) ligadas a receptores FceRI na superficie de mastocitos pela porgdo Fc da IgE.
Diferentes dominios da IgE sdo mostrados. Para maior clareza o segundo fragmento Fab da
IgE ndo é mostrado. B - A estrutura cristalogréfica resolvida contendo o dimero da BLG (beta-
lactoglobulina) (cinza) em complexo com dois fragmentos do dominio 1 da por¢do Fab
(D1/Fab) (NIEMI et al., 2007).

Muitos potenciais alérgenos podem ser desnhaturados pela acidez estomacal,
embora algus deles sejam bastante resistentes a estas condi¢cdes. Adicionalmente, o
uso de medicamentos para Ulceras que inibe a digestédo gastrica tem um efeito na fase
de inducéo da sensibilizagao (Knol et al., 2019; Matsuo, Yokooji e Taogoshi, 2015a).
Estudos baseados em desafios alimentares orais indicam que a prevaléncia de alergia
alimentar varia entre 5 e 10% em criancas e adultos em alguns paises ocidentais. O
estudo clinico observando os niveis de IgE especifica em individuos atdpicos, revelou
alergia a ovo 8,8%; alergia a amendoim 3%; gergelim alergia a sementes 0,8%. A
prevaléncia estimada de alergia ao leite de vaca foi 2,7% baseado no histérico clinico

e resultados positivos (Tang e Mullins, 2017).

No Brasil, a distribuicAo de pacientes com IgE especifica para alérgenos
alimentares mostrou a prevaléncia para peixe (30,2%), ovo (24,5%), leite de vaca
(20,3%), trigo (20,1%) e amendoim (14,7%) (Naspitz, 2004). O aumento do numero
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de pessoas que possuem alergia as proteinas alimentares tornou-se uma
preocupacao de saude publica mundial. A alergia as proteinas do leite de vaca (APLV)
€ uma das principais e potencialmente fatal entre as alergias alimentares. A APLV é o
tipo de alergia mais comum em recém-nascidos e criancas afetando de 2% a 8%
dessa populacéo (Fiocchi et al., 2010).
As reacdes imunulogicamente mediadas por IgE sdo desencadeadas por varios
potenciais antigenos presentes no leite de vaca (Mousan e Kamat, 2016). Os efeitos
adversos da APLV sdao resultados de hipersensibilidade a uma ou mais proteinas do
leite (Hill et al., 1986; Vandenplas et al., 2007; Knol et al., 2019). As reacbes
imunomediadas as proteinas, podem ser classificadas como reacdes imediatas, que
sdo tipicamente mediadas por IgE, ou de inicio tardio, geralmente ndo mediada por
IgE ou mediadas por células ( Wal, 1998; Calabria, Dietrich e
Hagan, 2009).
As reacdes alérgicas provocada pelo leite de vaca podem se apresentar como
reacfes sistémicas generalizadas, ou seja, um quadro anafilatico, ou reacdes
gastrointestinais, cutaneas e/ou respiratérias mediadas por IgE. Pacientes que
apresentam sintomas de rea¢des mediadas por IgE normalmente séo positivos para
teste cutdneos e/ou apresentam IgE sérico para proteinas do leite (Hill et al., 1986;
Vandenplas et al., 2007). A anafilaxia induzida pelo leite de vaca € a reacédo alérgica
mais grave a proteinas do leite de vaca. A anafilaxia é uma reacao alérgica sistémica
ou generalizada grave que potencialmente pode levar a morte (Sicherer e Sampson,
2014). Os tratamentos convencionais para a APLV envolvem evitar ou substituir os
alimentos alergénicos e tratar os sintomas das reacdes alérgicas com medicamentos,
contudo, uma eliminacdo prolongada do alimento da dieta pode induzir desnutricao
grave (Boyce et al., 2011; Koletzko et al., 2012; Sicherer e Sampson, 2014). No
entanto, diferentes formas de tratamento vém sendo propostas, por exemplo,
imunoterapia alérgeno especifica, inducédo de tolerancia oral por uso de férmulas
hipoalérgicas, terapia alérgica ndo especifica com anti-Igg e com probiéticos (Skripak
et al., 2007; Vandenplas et al., 2019).

1.4.1 — Alérgenos do leite de vaca

As [-lactoglobulina, a-lactalbumina, e as caseinas (asl-, as2-, 3- e.-caseina)
sao as proteinas que mais induzem a producao de IgE especifica (Lam et al., 2008),
sendo portanto consideradas as mais alergénicas. A reatividade cruzada entre o leite

de vaca,e o leite de cabra, ovelha e bufalo j4 foi comprovada. Assim, individuos
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alérgicos devem ser cuidadosos na ingestdo desses alimentos (Bellioni-Businco et al.,
1999; Restani et al., 2002; Sheehan, Gardynski e Phipatanakul, 2009). Existem 11
alérgenos de leite bovino classificados no site oficial da Organizacdo Mundial da
Saude. Dentre eles, caseina e alpha-lactalbumina séo as principais proteinas
alergénicas do leite de vaca. A caseina constitui aproximadamente 80% das proteinas
presentes no leite de vaca (Fuc e Ztotkowska, 2019). Essas proteinas fosforiladas séo
resistentes ao calor, mas sédo susceptiveis a enzimas digestivas. A fracdo de caseina
€ composta por quatro componentes proteicos majoritarios, Bos d 9 contendo 199
aminoacidos e com o peso molecular de 23,6 kDa, Bos d 10 contendo 207
aminoacidos e peso molecular de 25,2 kDa, Bos d 11 com 209 aminoacidos e com
peso molecular de 24 kDa e Bos d 12 que apresenta 169 aminoacidos em sua
sequéncia e peso molecular de 19 kDa (Manuyakorn e Tanpowpong, 2018). A maior
parte dessas proteinas se encontra em uma particula coloidal chamada de micela de
caseina. A proporgéo de proteinas na fracdo de caseina sdo 37% para asl-caseina,
37% para as2-caseina, 13% para 3-caseina e 13% para k-caseina (Fuc e Zlotkowska,
2019; Manuyakorn e Tanpowpong, 2018). A asl-caseina ndo possui estrutura
molecular ordenada e aproximadamente 50% das amostras de soro de pacientes
diagnosticados para alergia ao leite de vaca reage com a asl-caseina ( Hochwallner
et al., 2014).

Busse e et al. (2002), identificaram 10 epitopos continuos de ligacédo de IgE na as2-
caseina, sendo quatro deles
(83NEINQFYQKFPQYLQYLY100,143STEVFTKKTKLTEE158,157EEKNRLNFLKKIS
QRYQ172, 165KKISQRYQKFALPQYLKTVYQHQK188) reconhecidos por 77% dos
pacientes. Diversos epitopos de ligacdo de IgE foram mapeados para B-Caseina,
inclusive alguns epitopos de célula B, também foram encontrados epitopos de ligacédo
a IgE que sao resistentes a digestao gastrointestinal. A a-Lactalbumina € uma proteina
de ligagdo ao calcio que desempenha um papel fundamental na biossintese de
lactose. Além disso, apresenta alta estabilidade térmica (Busse et al., 2002). Nessa
proteina foram encontrados varios epitopos de ligacédo a IgE, sendo trés localizado
superficie da proteina (Hochwallner et al., 2014). J4 a BLactoglobulina é a proteina
mais abundante no soro do leite, e alguns epitopos de ligacdo a IgE ja foram
mapeados para esta proteina. Alguns deles séo reconhecidos por mais de 75% dos
pacientes com alergia ao leite de vaca (Han et al., 2008; Mousan e Kamat, 2016)

1.5 - Relevancia clinica das reacdes cruzadas entre alérgenos
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A reatividade cruzada ocorre quando a IgE reconhece epitopos de varios
alérgenos. Clinicamente, o reconhecimento de varios alérgenos de diferentes fontes
dificulta o diagnaostico clinico preciso para qual alérgeno o individuo foi sensibilizado
(Mueller, 2017). De fato, muitas analises das proteinas alergénicas tem identificado
semelhancas estruturais na sequéncia de aminoacidos que corroboram com as
reacoes cruzadas. No entanto, ainda ha pouca informacao disponivel para estabelecer
uma relacdo causal entre a estrutura da proteina e os sintomas clinicos (Pastorello et
al., 2001; Mitta et al., 2006; Minkiewicz, Sokolowska e Darewicz, 2015; Mueller, 2017).
O componente alergénico caracterizado de maneira mais abrangente dentre os
alérgenos vegetais (Tabela I) séo as albuminas 2S, assim como outras proteinas, tém
a funcéo de reserva nas sementes de oleaginosas. Esses alérgenos sdo amplamente
distribuidos entre varias plantas e podem provocar reagdes alérgicas em individuos
atopicos, mesmo tendo sido sensibilizado contra alérgenos de fontes diferentes
(Matsuo, Yokooji e Taogoshi, 2015). Os individuos predispostos, podem ser
sensibilizados apés o contato, ingestdo ou inalacdo do alérgeno. Sabe-se que a
sensibilizacdo a alérgenos presentes no pdlen das plantas pode ocorrer de forma
isolada ou associada a sensibilizacdo a outros alérgenos (Minkiewicz, Sokolowska e
Darewicz, 2015; Tanabe, 2007).

A reatividade cruzada pode ocorrer entre alérgenos do poélen e frutas ou vegetais, a
polinose de bétula, por exemplo, esta fortemente associada a alergia alimentar a
certos frutos da familia Rosaceae (como macas, cerejas, e damascos), nozes (como
avelas) e vegetais da familia Apiaceae (como aipo e cenoura). O principal alérgeno
do podlen de bétula, Bet v 1, desempenha um papel substancial no inicio dessas
alergias alimentares (sindrome dos frutos de bétula) (Tanabe, 2007). De acordo com
Aalberse (2000) para que a reatividade cruzada entre alérgenos ocorra € necessario
haver de 35% a 70% de similaridade de aminoacidos na sequéncia proteica (Aalberse,
2000).

A maioria das reacbes desencadeadas por alérgenos 2S, ocorrem através dos
epitopos lineares compartilhados entre eles (Aalberse, 2000; Moreno e Clemente,
2008). Nos dultimos anos, as albuminas 2S tém ganhado maior atencdo de
pesquisadores e consumidores, especialmente apOs relatos de que pacientes
alérgicos a castanha do Brasil reagiram positivamente a extratos de alérgenos da soja
em ensaios “Skin Prick Test” e ensaios de ligagao a IgE (Moreno e Clemente, 2008).
As albuminas 2S, Ara h 2 e Ara h 6, também constituem os principais alérgenos

presentes no amendoim, promovendo uma reatividade clinica, considerando os niveis
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de IgE especifica em relagdo a essas proteinas. Sugere-se que a ligagédo da IgE ao
Ara h 6, resulta essencialmente de reatividade cruzada com outros alérgenos de

amendoim (Blanc et al., 2009; Hazebrouck et al., 2019).

1.6 — Abordagens terapéuticas para o tratamento da alergia

Estratégias terapéuticas vem sendo estudadas nos ultimos anos com o objetivo
de desenvolver métodos eficazes e seguros para aliviar os sintomas desencadeados
pelo organismo em resposta a alérgenos de diversas fontes. O conjunto de
informacbGes obtidas sobre os alérgenos influenciou na melhor compreensdo do
desencadeamento das alergias, com isso surgiram novas tendéncias de diagndsticos
e tratamentos (Jensen-Jarolim, Jensen e Canonica, 2017). A tabela Ill mostra,
resumidamente, as abordagens terapéuticas podem ser alérgeno-especifica ou nao.

. As terapias alérgeno-especifica incluem a imunoterapia oral com extratos dos
alérgenos, e recentemente tem sido utilizadas imunoterapia sublingual e epicutanea
com proteinas modificadas, vacinas de DNA de proteinas de membrana associadas a
lisossomos (do inglés lysosomal-associated membrane protein - DNA LAMP). Além
disso, estudos relacionados ao uso de agentes imunomoduladores, estdo sendo
desenvolvidos e, dependendo dos resultados, também podem se tornar importantes
opcOes de tratamento (Nowak-we e Sampson, 2013; Lanser et al., 2015; Zhang et al.,
2017; Dantzer-Wood, 2019).

As principais op¢des de tratamentos medicamentosos existentes incluem: o uso
de anti-histaminicos e imunoterapias alérgeno-especicifica tais como: vacinas usando
peptideos hipoalergénicos recombinantes e peptideos sintéticos. Outras op¢bes que
tém sido utilizadas, sdo as terapias ndo especificas para alérgenos, entre elas,
anticorpos monoclonais anti-lgg, anti-receptores especicos da IgE (Wang et al.,
2016). A abordagem baseada no bloqueio de IgE, foi proposta pelo nosso grupo de
pesquisa em 2011, esta sendo seguida por Ozdemir et al (Deus-de-

Oliveira et al., 2011; Ozdemir et al., 2016 Wang et al., 2016).

1.6.1 — Anti-histaminicos

Os anti-histaminicos estéo entre os medicamentos mais usados por quem sofre
de algum tipo de alergia. Esses farmacos tém a fungcdo de aliviar os sintomas
alérgicos, ou seja, sdo baseados nas consequéncias da reacdo alérgica, ja

20



desencadeada no individuo (Wang et al., 2016). Os anti-histaminicos de primeira
geracédo, ou antagonistas dos receptores H1, mesmo em doses terapéuticas, podem
apresentar efeitos colaterais indesejaveis envolvendo o sistema nervoso central,
devido a sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e falhar na sua
seletividade. Os efeitos colaterais podem incluir sonoléncia, sedacéo e fadiga que
podem levar a uma reducdo cognitiva, de memoria e do desempenho psicomotor
(Simons e Simons, 2008; Church e Church, 2013).

Alguns anti-histaminicos de primeira geracdo como doxepina, difenidramina,
pirilamina, clorfeniramina, hidroxizina, prometazina e ciproheptadina sdo comumente
usados para combater os sintomas alérgicos (A.M. e N.R., 2008). Uma nova classe
de anti-histaminicos foi desenvolvida, a fim de minimizar os efeitos colaterias. Os
antagonistas H1 de segunda geracao ndo atravessam a barreira hematoencefalica tdo
facilmente e apresentam uma maior seletividade para os receptores H1, diminuindo
seus efeitos sedativos em comparacdo com os medicamentos de primeira geracao
(Church e Church, 2011). Os medicamentos anti-histaminicos de segunda geracao
incluem cetirizina, ebastina, epinastina, fexofenadina, loratadina, desloratadina,
levocetirizina, e rupatadina. Embora estes farmacos sejam considerados mais
seletivos e menos causador de efeitos adversos, alguns medicamentos, por exemplo,
levocetirizina, podem causar sonoléncia, e a fexofenadina também pode causar esse
efeito, além disso pode ser necessaria mais de uma dose diaria. No entanto o
tratamento com medicamentos anti-histaminicos ndo aborda a causa das respostas
alérgicas, mas apenas alivia seus sintomas, ou seja, as consequéncias da reacéo
imune geradas pela alérgeno ( Holm et al., 2011; Church e Church, 2013; Iguchi et al.,
2016).

1.6.2 — Imunoterapia alérgeno-especifica

A imunoterapia foi concebida em 1911, a partir da qual um tipo de terapia foi
desenvolvido utilizando alérgenos como ferramenta para o desenvolvimento de
tolerancia imunoldgica nos individuos alégicos (Geraldini et al., 2008). O termo
"dessensibilizacéo" foi substituido por "hipossensibilizacdo" , "imunoterapia” , tornouse
popular apenas na década de 1980, e "imunoterapia especifica", é um termo
comumente usado. Quando a imunoterapia envolve o uso direto de alérgenos como
imunoterapéuticos, o termo apropriado € ASIT (do inglés Allergen-specific

immunotherapy) (Ring e Gutermuth, 2011).
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A ASIT é utilizada ha mais de um século e continua sendo um dos poucos
tratamentos especificos para antigenos que provocam doencas inflamatorias. Este
tipo de terapia consiste na administracédo gradual de doses de um alérgeno especifico
ou parte desse alérgeno, com o0 objetivo de reduzir a sensibilidade e,
consequentemente, diminuir as reac¢des sintomaticas apds uma exposicao futura do
individuo alérgico ao agente natural causador (Meadows et al., 2013; Lanser et al.,
2015). A ASIT é uma estratégia terapéutica amplamente utilizada para o tratamento
de rinite alérgica, hipersensibilidade induzida por veneno, alergias a alguns
medicamentos e asma bronquica leve (Holgate e Polosa, 2008).

Os mecanismos de acéo da ASIT ainda ndo sdo completamente conhecidos, o
que se sabe é que esta pode modular as respostas das células T e B, reduzindo assim
a incidéncia e gravidade de reacdes adversas mediadas por IgE (Linhart e Valenta,
2012). Algumas das alteracdes imunoldgicas que ocorrem durante a ASIT foram
elucidados (Lanser et al., 2015). A ASIT aumenta o nivel de anticorpos IgA e 1gG4
alérgeno-especificos e diminui o nivel de IgE especifica. Imunoterapias oral,
sublingual e subcutaneas sao as mais utilizadas no tratamento da hipossensibilizagéo
em varios tipos de alergias. Esses trés mecanismos de imunoterapias, no entanto, séo
especificos para determinados alérgenos, limitando sua eficacia a apenas um tipo de
alérgeno (Meadows et al., 2013).

As estratégias que visam melhorar a imunoterapia alérgeno-especifica, incluem
0 uso de alérgenos recombinantes modificados, novos adjuvantes e vias alternativas
de administracdo. Os alérgenos recombinantes sdo semelhantes aos alérgenos
nativos, geralmente equivalentes em estrutura e propriedades, mas com modificacdes
nos seus epitopos que inibem a sua capacidade de desencadear uma resposta
alérgica (Valenta e Kraft, 1991; Campana et al., 2011, Valenta et al., 2016). Alérgenos
recombinantes derivados de hipoalergénicos foram usados como estratégia
imunoterapéutica e observou-se a inducdo da producdo de IgG alérgenoespecifico
bloqueando anticorpos como um dos principais mecanismos da ASIT (Valenta et al.,
2016). No entanto, o bloqueio de 1gG, também pode inibir a apresentacdo de antigeno
pelas APCs para células T e, portanto, suprimir a ativacdo de células T induzidas
(Wollmann et al., 2015). ASIT também pode alterar o equilibrio de células T auxiliares
especificas de um perfil Th2 para um perfil de imunidade Th1 especifico de alérgenos
e pode induzir a secrecao de citocinas imunorreguladoras, como interleucina 10, e
células T reguladoras (Campana et al., 2011). Sabe-se que a inducéo de tolerancia

especifica a alérgenos €, portanto, 0 mecanismo imune essencial da ASIT.
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Recombinantes hipoalergénicas derivadas de variantes tem sido produzidas.
Linhart e Valenta (2012), por exemplo, produziu, purificou, e caracterizou duas
proteinas recombinantes hipoalergénicas hibridas de alérgenos de Brassica rapa, Der
p2(ordemp?2)/1Ceordemp2/1S (Linhart e Valenta, 2012). Mutacdes em residuos
de &cido aspéartico nesses alérgenos diminuiram a ligacdo cruzada a IgE fixada na
membrana dos mastocitos sensibilizados diminuindo o potencial alergénico da
proteina (Wald et al.,, 2012). O tratamento de pacientes imunizados com um
hipoalergénico variante Bet v1 (alérgeno de bétula) ndo desenvolveu uma resposta
alérgica local, como observado por testes histopatolégicos de contato com a pele. Em
testes utilizando esta mesma proteina hipoalergénica recombinate em ratos, foi
demonstrado um perfil de resposta de tolerancia com a producdo de citocinas
proinflamatérias (Campana et al., 2016).

Outra estratégia utilizada é a imunoterapia baseada em peptideos, a qual vem
sendo estudada recentemente. Este tipo de terapia € composta por pequenos
peptideos, destacando-se neles a presenca de epitopos ligantes de células T CD4+
que nédo ativam as células efetoras, ndo desencadeando assim o processo alergénico,
tornando-a uma estratégia segura e eficaz (WAI et al., 2016). Geralmente, extratos
alergénicos sado produzidos e utilizados em imunoterapias, porém, eles contém
também outros alérgenos e proteinas ndo alergénicas, ndo sendo, portanto, um
tratamento preciso (Jensen-Jarolim, Jensen e Canonica, 2017).

A imunoterapia usando peptideos tem algumas vantagens em relacdo as
imunoterapias que usam alérgenos recombinantes. As vacinas que utilizam peptideos
com epitopos de células T podem induzir células T reguladoras. O uso de peptideos
sintéticos derivados de alérgenos contendo epitopos de células T é uma alternativa
para a estimulacdo de células T especificas de alérgenos em ASIT. Esses peptideos
sao formados a partir de sequéncias lineares representando fragmentos de pequenos
alérgenos que se ligam ao receptor alérgeno-especifico de células T e ndo reagem
com anticorpos IgE, o que lhes da uma vantagem porque eles ndo desencadeiam o0s
sintomas alérgicos classicos mediados pela Ige. O tratamento pode induzir a
tolerancia das células T pela secrecdo da citocina imunoregulatoria de células T, IL -
10. Uma possivel desvantagem de vacinas baseadas em epitopos de células T, é a
diversidade desses epitopos existentes, dificultando o tratamento com apenas um ou
alguns peptideos. Outro fator € que este tratamento pode causar sintomas sistémicos

secundarios e reduzir a capacidade de induzir bloqueio de IgG (D’Amato, 2006).
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As vacinas para alergias baseadas em epitopos de células B de
aproximadamente 20 a 40 aminoacidos usam peptideos que ndo possuem a
capacidade de se ligar a IgE. Os peptideos devem estar ligados covalentemente a
uma proteina transportadora ndo relacionado aos alérgenos T, a fim de tornar esses
peptideos imunogénicos, capaz de induzir a producgéo de IgG, que bloqueia a ligacao
de IgE ao alérgeno correspondente. Valenta et al.(2016), demonstraram que o uso de
peptideos alergénicos pode induzir anticorpos 1gG para o principal alérgeno do poélen
de gramineas tomilho, Phl p 1, e para os principais alérgenos do poélen de bétula, Bet
v 1, diminuindo ainda mais a atividade alergénica dos hipoalérgicos recombinantes
(Valenta et al., 2016).

1.6.3 — Terapias alérgeno nao especificas

As doencas alérgicas, como asma e a alergia a multiplos alimentos, impactam
significativamente na qualidade de vida das pessoas, tornando-se um desafio social e
econdmico que nao pode ser efetivamente gerenciado com os tratamentos atualmente
disponiveis. Sabe-se que as respostas imunes mediadas por IgE sdo centrais para o
desenvolvimento da alergia. Anticorpos IgE se ligam ao seu receptor de alta afinidade
(FceRl) expresso nos mastocitos, eosindfilos e basofilos. A ligacdo cruzada entre as
IgEs pré-fixadas e FceRI provocada por alérgenos desencadeia a degranulacdo e
liberacdo de substancias inflamatorias mediadoras que induzem reacdes de
hipersensibilidade e sintomas alérgicos. A IgE é, portanto, um alvo importante para

intervencéo terapéutica (Ward, Dana E et al., 2018).

1.6.4 - Uso de anticorpos anti-IgE

A estratégia de inibicdo da interacdo entre a IgE e 0s seus receptores
especificos FceRI, apresenta algumas vantagens a serem consideradas, dentre elas
a prevencéao da vinculacdo de IgE ao receptor FceRI diminuindo o numero de FceRI
expresso por célula resultando em baixa reatividade das células ativadas como
mastoécitos e basofilos, que participam do processo alérgico (Blank, Charles e
Benhamou, 2016). A interacdo das moléculas de IgE com receptores de alta e baixa
afinidade podem ser inibidos pelo uso de anticorpos monoclonais anti-Igg, com o
objetivo de reduzir a indugéo de respostas alérgicas (D’Amato, 2006).

Apoés a exposicdo ao alérgeno, na fase de sensibilizacdo, a IgE sintetizada

pelos plasmaocitos pode ser detectada no soro, mas a maior parte encontra-se fixada
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aos basdfilos e aos mastécitos pelos receptores de alta afinidade (FceRl). Esses
receptores aprisionam a IgE através do terceiro dominio da regido constante da cadeia
pesada (CH3). Quando ocorre novo contato com o alérgeno especifico, inicia-se a
fase efetora, com a formacédo de uma ponte que permite a ligacao bivalente de duas
moléculas da imunoglobulina E com o alérgeno. Esse processo desencadeia a
degranulacdo celular, com liberacdo de inumeros mediadores e citocinas
responsaveis pelo processo alérgico (Sarinho e Cruz, 2006).

A terapia com anticorpos anti-lgE (Omalizumab, nome comercial Xolair) foi
aprovado pelo FDA dos EUA em 2003 para o tratamento da asma grave mediada por
IgE. O célculo da dose de omalizumab a ser administrada € baseado na concentracéo
sérica total de IgE e o peso corporal do paciente. Estima-se, que a dose deve ser
administrada em excesso molar aos niveis circulantes de IgE a fim de reduzir o
chamado nivel de IgE livre em circulagdo, que constitui moléculas de IgE
descomplexadas e, portanto, sdo capazes de sensibilizar mastécitos, basofilos e
células dendriticas ligando-se ao receptor de alta afinidade a IgE (Hamilton,
MacGlashan e Saini, 2010).

O tratamento com omalizumab anti-IgE, é indicado quando o paciente
apresente um nivel de IgE total no soro, entre 30 e 700 kU / L, porém ha relatos de
maior eficacia da terapia com omalizumab tem sido pacientes que apresentam niveis
totais de IgE acima de 75 kU/L. A terapia anti-lgE baseada em omalizumab (Xolair), é
usada para ligar-se a IgE livre, para diminuir a IgE circulante, porém nédo se liga a IgE
fixa nas células, porque o epitopo da IgE (fragmento especifico) contra o qual o
omalizumab é direcionado ja estéa fixado nos receptores e, portanto, esta oculto. Esta
terapia é usada, principalmente, no tratamento de doencas brénquicas graves como
asma e também para tratar a rinoconjuntivite alérgica. Atualmente, estd sendo
estudada a aplicacdo de omalizumab para o tratamento de alegias alimentares, mas
0 alto custo tem limitado o seu uso para esse fim (D’Amato, 2006b; Lanser et al., 2015;
Blank, Charles e Benhamou, 2016).

A média de vida do anticorpo monoclonal anti IgE (omalizumab) é relativamente
curta, variando de 1 a 4 semanas, portanto ha uma necessidade de administracéo
repetida do medicamento, tornando um tratamento caro e pouco acessivel. Dessa
forma, a exigéncia de muitas doses e 0 alto custo caro desse medicamento limitam
seu alcance de aplicacdo. Uma abordagem que pode suprimir persistentemente o
nivel de IgE a longo prazo com um Uunico tratamento seria, portanto, altamente

desejavel (Ward, Dana E et al., 2018).
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1.6.5 - Uso de pequenos peptideos

Outra estratégia consiste no uso de pequeno peptideos para marcar a IgE ou
FceRI para prevenir eventos adversos e a interacdo entre IgE e FceRI. Para a IgE
foram designados alguns peptideos ge se assemelham a regido extracelular de
interacdo com IgE da FceRla cadeia (Sandomenico et al., 2009; Offermann et al.,
2012).

Sandomenico et al., 2009 identificou os subdominios do polipeptideo
envolvidos na ligacdo de IgE ao receptor de alta afinidade e demontrou que os
peptideos que realizam a interacdo sdo capazes de deslocar a ligacdo da IgE ao
receptor, confirmando a afinidade e especificidade desses ligantes e sugerindo uma
potencial aplicagdo como moduladores de disturbios associados com producao
inadequada de IgE. Um estudo demonstrou que o peptideo denominado D-PAM
poderia se ligar especificamente a IgE e inibir a ativacdo dos mastdcitos e evitar a
anafilaxia em ratos. No entanto, o seu modo de acao foi questionado porque este
componente ndo é capaz de impedir nem a ligacéo da IgE ao FceRI, e nem a ligacédo

do antigeno a IgE (Sandomenico et al., 2009).

1.7 — Tratamento da alergia por bloqueio de IgE

A proposta de blogueio da interacdo do alérgeno e as IgEs presentes nos
mastoécitos, teve como ponto de partida a identificacdo dos seis epitopos alergénicos
continuos nas isoformas de albumina 2S de mamona, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, onde sédo
encontrados pelo menos dois residuos de aminoacidos acidos dicarboxilicos, o &cido
aspartico e/ou o acido glutamico (Asp ou Glu) em suas sequéncias. Esta caracteristica
€ responsavel por promover uma interacao entre as IgEs, pré-fixadas nos mastacitos,
formando uma ligacdo cruzada entre as mesmas (Felix et al., 2008,

Deus de Oliveira et al ,2011).

Ensaios in vitro foram realizados, nos quais 0s mastocitos foram sensibilizados com
a IgE especifica e posteriormente incubados com o acido glutamico livre. Na hipo6tese,
a regido variavel da IgE fixada nos mastdcitos seria bloqueada pelo acido glutamico,
esses mastocidos sensibilizados com a IgE bloqueada pelo acido glutamico foram
incubados com os alérgenos da mamona e verificou-se com isso a reducdo da
desgranulacdo dos mastocitos (Deus-de-Oliveira et al., 2011). Outra proposta foi a

utilizagdo de compostos derivados ou analagos ao acido L-glutdmico livre como uma

26



abordagem alternativa que poderia atuar apenas como bloqueador de IgE, ndo sendo
reconhecido pelas vias sinapticas no processo de neurotransmissao no SNC. Ensaios
in vitro realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que dos cinco
compostos analogos testados no bloqueio de IgE, um aminoacido foi identificado com
possivel acdo bloqueadora: o acido - N- (4nitrobenzoil)-L- glutdmico (Campos-
Mesquita, 2016).

Dessa forma o blogueio de IgE por compostos derivados de acido glutamico pode ser
uma abordagem para o tratamento da alergia, porém ensaios pré-clinicos em animais
modelos para alergia sédo necessarios para validar esse método (Campos-Mesquita,
2016).
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Tabela lll:Resumo das estratégias para o tratamento de alergias.

alérgicos colaterais indesejaveis
como: sonoléncia, sedagéo
- Eficaz e seguro e fadiga

Imunoterapia alérgeno- - Dessensibilizacdo - Funciona somente para os especifica
alérgenos especificos
- Diminui reacdes
sintomaticas

Terapia Alérgeno nao Reduz as respostas - N&o se liga a IgE fixa nos
especifica (anticorpos alérgicas induzidas mastocitos
anti - IgE) impedindo a ativagao de

- SA0 necessarias muitas
doses para o tratamento
e apresenta um alto custo

mastocitos e
consequentemente a
liberacdo de alérgicos

mediadores
Bloqueador de IgE Bloqueio do sitio da IggE - Seu mecanismo ainda
nao envolvidos na é totalmente conhecido
interacdo com epitopos - Método em alergénicos

desenvolvimento

Apesar das vantagens atribuidas ao uso de bloqueadores de IgE como
abordagem terapéutica para o tratamento da alergia, estudos sobre o mecanismo de

acdo e possiveis efeitos adversos sao necessarios (Ozdemir et al., 2016).
1.8 — O acido glutamico e sua funcéo neurolégica

O glutamato (L-Glu) é o principal e mais abundante neurotransmissor excitatorio do
sistema nervoso central (SNC) dos mamiferos (Figura 5) exercendo um papel
importante em mecanismos subjacentes a plasticidade sinaptica que fazem parte da
base fisiologica de processos comportamentais como cognicdo e memoria
(Prybylowski e Wenthold, 2004). A sintese do glutamato ocorre a partir de glutamina,
através da enzima glutaminase, e também pode ser sintetizado a partir do a-
cetoglutarato, um intermediario do ciclo de Krebs, através da enzima GABA

transaminase, que o0 converte em glutamato. Esse aminoacido encontra-se
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amplamente distribuido no cérebro e demais regides do SNC, sendo armazenado em
vesiculas sinapticas (Ruggiero et al., 2011)

O glutamato pode se ligar a dois grupos de receptores glutamatérgicos: 0s
ionotrépicos (iIGIuRs) e os metabotrépicos (MGIuRs). Os iGIuRs podem ser de trés
tipos:  N-metil-D-aspartato  (NMDA), acido-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-
propibnico (AMPA) e cainato (KA). Os receptores ionotropicos (iGIuR), apresentam
acao rapida, pois afeta diretamente o fluxo de ifons (principalmente Na* e Ca?*),
gerando modificages no estado eletroquimico da membrana pos-sinaptica. Enquanto
0s receptores metabotropicos (MGIuRs), precisam estar acoplados a proteina G e
participam dos mecanismos de resposta intracelular através da ativagéo de segundos
mensageiros. O efeito de excitacdo ou inibicdo induzido por essa forma de recepcéao
indireta dos neurotransmissores pode gerar um fluxo mais lento e de maior duragao

(Jayanarayanan et al., 2013; Ruggiero et al., 2011).
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Presynaptic
Neuron

Postsynaptic
Neuron

Figura 5: Esquema da neurotransmissédo glutamatérgica. Neurdnios liberam glutamato
(Glu) na fenda sinaptica, o qual interage com seus receptores de membrana (NMDA, AMPA,
KA,e mGIuR). A retirada do glutamato do espaco extracelular ocorre pela atividade dos
transportadores de glutamato na membrana de astrécitos (EAAT1 e EAAT2) ou de neurbnios
(EAAC1 e EAAT3). O sitema Xc contribui para a reciclagem do glutamato. Apds a entrada do
glutamato nos astrécitos, este pode ser convertido a glutamina (GIn), pela acdo da glutamina
sintetase, aglutamina por sua vez, é exportada para 0 espago extracelular onde pode ser
captada pelos neurbnios, onde é convertida a glutamato. Este pode ser vesiculado, atraves
da atividade de vGLUT, para ser liberado de forma dependente de voltagem, pela interacdo
vesicular com proteinas do complexo SNARE. NMDA-R, receptor N-metil D- aspartato; AMPA-
R, a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-acido isoxazol propidnico; KA, kainato; mGIuR, receptor
metabotrépico de glutamato; EAAT-1, transportador de aminoacido excitatorio tipo 1. EAAT-
2, transportador de aminoacido excitatério tipo 2; sitema Xc-, trocador de cistinaglutamato;
VvGLUT , transportadores vesiculares de glutamato; SNARE, proteina de ancoragem vesicular;
BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo (adaptado de Niciu, Kelmendi e Sanacora,
2012).

A investigacdo do uso do acido glutamico livre como agente bloqueador de IgE € uma
proposta baseada nos resultados positivos obtidos através de ensaios in vitro (Deus-
de-Oliveira et al., 2011; Felix et al., 2008). Associado a isso, 0 uso de um analogo
deste aminoacido, o composto N-4 nitrobenzoil foi também avaliado positivamente
como uma abordagem terapéutica alternativa de bloqueio de IgE (Campos-Mesquita,
2016). Os efeitos do uso destes dois compostos, sobre o0 comportamento, efeito sobre
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a potencializagéo do sono e da atividade locomotora, devem ser investigados, como
parte das exigéncias referentes a um protétipo a farmaco para a liberacdo do uso

destes compostos como medicamento para o tratamento de doengas alérgicas.

2. Objetivo Geral:
Investigar o uso de agentes bloqueadores de IgE em teste in vivo como terapia para
tratamento de doencgas alérgicas.

2.1. Objetivos especificos

- Acompanhar a inducdo da resposta imune nos animais imunizados com
Albumina 2S de mamona e alérgenos do leite de vaca
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- Verificar se existe interferéncia do uso dos agentes bloqueadores nos testes in

Vivo para os sintomas alérgicos;

- Avaliar algumas alteracbes comportamentais nos animais submetidos aos

compostos bloqueadores.

3- Material e Métodos

3.1- Obtencé&o de albumina 2S e ricina das sementes de mamona

As albuminas 2S foram extraidas de sementes de Ricinus communis L. cultivar
IAC-226 segundo a metodologia descrita por Thorpe et al. (1988), com adaptacdes
propostas por Felix e colaboradores, em 2008. A ricina foi extraida e purificada
conforme previamente descrito por (Meneguelli de Souza et al., 2018). Inicialmente, a
torta de mamona (500 g) foi embebida em 2,5 L de agua destilada acidificada com HCI
a um pH de 3,8 e foi agitada durante 6 h a 30 °C. Apoés a fase de sedimentacéo dos
sélidos, o sobrenadante foi filtrado através de papel de filtro Whatman N° 1. O
precipitado foi ressuspenso em 1,5 L de agua destilada (sem HCI), agitada por 3 he
fitrada novamente. Esta etapa foi repetida mais uma vez. Este filtrado,
aproximadamente 5L contendo toda a ricina e um pouco de ricinina, foi evaporada
para 300 mL em uma centrifuga a vacuo (Christ, Wertheim, Alemanha). O filtrado foi
saturado com cloreto de sodio e centrifugado a 2.000 g durante 20 min para precipitar
a ricina. O precipitado foi dissolvido em 200 mL de solugcéo desionizada e precipitado

novamente com sulfato de amonio (90% de saturacéo). Depois da precipitacdo por
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mais duas vezes com 0 mesmo sal, o precipitado foi dissolvido em 200 mL de agua e
dialisado a 4 °C durante 72 h com tampao Tris, pH 6,8. O tampédo de troca foi
preparado a cada 2 horas durante as primeiras 12 horas e, posteriormente, a cada 6
horas para o restante da dialise. Apés 72 h, o dialisado foi centrifugado a 2.000g por
10 min para separar a matéria insoluvel do sobrenadante contendo a ricina. A solugéo
foi concentrada a vacuo.

O “pool” de albumina 2S das sementes de mamona foram obtidos apds as seguintes
etapas de extracdo: as proteinas passaram por um processo de solubilizacdo em
tampao fosfato pH 7,0, e precipitacdo com sulfato de aménio. As sementes (100 g) de
R. communis, apds retirada do tegumento, foram maceradas, e os lipideos extraidos
com 150 mL de hexano. ApGs agitacdo por duas horas o material foi centrifugado por
10 minutos a 3000 x g. O sobrenadante foi descartado e o procedimento de extracao
repetido até que ndo se observasse mais a presenca de lipideos (2 ou 3 vezes). Ao
sedimento, isento de gorduras, foi adicionado 100 mL de tampéao fosfato 1M, pH 7,0 e
a mistura foi mantida sob agitacdo por 1 hora a 4 °C, e em repouso por 2 horas. O
homogenato obtido foi novamente centrifugado a 3000 x g, por 15 minutos, o
sedimento foi descartado, ao sobrenadante foi adicionado sulfato de amonio até atingir
a saturacao de 90 % com agitacao posterior por 1 hora. O material foi armazenado
por 18 h a 4 °C e apds este periodo, a suspensao foi centrifugada a 3000 x g, por 20
minutos, e 0 sobrenadante foi descartado. A suspenséo obtida foi entdo centrifugada
por 5 minutos a 4100 x g e o0 sobrenadante obtido, rico em proteinas, foi utilizado para
purificacdo das albuminas 2S e obtencao da fracdo contendo a ricina.

A etapa de purificacdo das proteinas, foi realizada por cromatografia de excluséo
molecular (Sephadex G-50). Por esta metodologia, separa-se uma fracao rica em
ricina, outra em albuminas 2S e uma com peptideos de menor massa molecular.
Utilizou-se como fase mével acido trifluoracético (TFA) 0,1% num fluxo de 1,0 mL/min
e, fracdes de 1 mL foram coletadas e detectadas a 280 nm no espectrofotdmetro (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. 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 eluicéo foi de 0-80% de solvente B durante 55 min. O perfil de elui¢éo foi
monitorado por medi¢do da absorvancia a 220 nm. Os espectros de UV (ultravioleta)

foram obtidos utilizando um foto-diodo detector e as fracdes que continham os
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principais picos foram reunidas num sistema speed-Vac. As proteinas deste material
foram determinadas pelo método do acido bicincroninico (BCA) (Smith et al., 1985) e

foram liofilizadas e guardadas a -20°C, em pequenas aliquotas.

3.2 — Experimentacao animal:

Utilizou-se camundongos fémeas da linhagem BALB/c com idade entre seis e
oito semanas, os quais foram adquiridos do Biotério central da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Todos os experimentos com animais
(protocolo n°® 297) foram aprovados e autorizados pelo CEUA/UENF (Comissao de
Etica de Uso Animal/Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro) anexo
1. Os camundongos foram mantidos em instalacdes apropriadas de cuidados com
animais convencionais, separados em grupos de 4 a 6 animais em caixas de
polipropileno tampadas com grade de aco inoxidavel nas dimensdes 49 cm X 32 cm
X 17 cm forradas com maravalha (Figura 7). Receberam agua filtrada fornecida em
garrafas de vidro com bico de aco inoxidavel acopladas as tampas das caixas e racao
Nuvilab ® ad libitum (a vontade), exceto nos dias dos experimentos pelo tempo exigido
pelo protocolo. A maravalha e a 4gua foram trocadas duas vezes por semana e a
reposicao de racao foi feita sempre que necessario (Taborda, Mehnert e Silva, 2004;
CNCA, 2013).

Figura 6: Caixas dormitorio para manutencao dos animais Fonte: arquivo pessoal.

3.2.1- Protocolos de imunizagdes

Etapas de imunizacdes foram iniciadas para obtencdo de soro imune
antialboumina 2S, em colaboragédo com a Dr2 Giliane da Silva de Souza Cabral, sob

supervisao da Dr2, Elena Lassunskaia do Laboratério de Biologia do Reconhecer da
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UENF. Ao todo dois protocolos diferentes de imunizagcdo foram empregados no
mesmo modelo animal, BALB /c (6 fémeas de 5 a 6 semanas). A escolha dos
camundongos BALB /c, foi devido a ampla utilizacdo desses animais, em diversos
estudos, para o desenvolvimento de modelos de alergia obtendo respostas positivas
para producao de IgE especifica ap0s exposicao intraperitoneal a ovalbumina (OVA).
Esse modelo animal também foi utilizado para sensibilizacdo contra alérgenos como
proteinas do soro de leite e nozes (Chen et al., 2013; Moronta et al., 2016). Utilizou-
se, dois protocolos de imunizacdo, no primeiro protocolo de imunizacéo,
camundongos BALB/c fémeas de 6 semanas de idade foram sensibilizados com 1 e
10 pg de com albumina 2S de mamona e 4 mg de hidréxido de aluminio (4 mg /mL)
como adjuvante. As amostras foram injetadas (200 ul/inoculagcdo) por via
intraperitoneal, sendo ao todo cinco imuniza¢cdes nos dias 0, 7, 14, 21 e 28,
respectivamente (Figura 8). Apdés a terceira imunizacdo (dia 21), os animais
receberam um reforco do antigeno nas mesmas concentracdes (1 e 10 ug) na
presenca de 2,5 mg de gel de hidréxido de aluminio (4 mg/ mL), e esse procedimento
foi repetido no dia 28 sem adjuvante usando apenas a proteina albumina 2S nas
concentracfes descritas acima. O soro pré-imune, foi coletado no (dia 0) e sete dias
apos a dUltima imunizacdo (dia 35). Para realizacdo deste procedimento o0s
camundongos foram anestesiados com ANESTALCON® 5,0 mg / mL (cloridrato de
Proximetil a 0,5%) minutos antes da coleta de sangue pelo plexo retro-orbital. As

amostras foram armazenadas em freezer a -20C°.

* * * *
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Figura 7: Cronograma do protocolo experimental de imunizagdo. As setas representam as
imunizacdes, e 0s asteriscos as coletas de sangue.

3.3 - Deteccdo de imunoglobulinas séricas por ELISA

As placas de 96 pocos de poliestireno (Nunc-Immuno Plate IF) foram revestidas
com albumina 2S purificada a 60 pL/poco (1 ug/pL em tampéo de carbonato de
sédio-bicarbonato de sdédio 50 mM pH 9,6) a 4 ° C durante a noite. Apos lavagem

com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T), as placas foram bloqueadas com
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PBS-T contendo gelatina a 1% por uma hora a temperatura ambiente, lavadas com
PBS-T. Lavado com PBS-T e incubado com amostras de soro obtidas dos
camundongos, diluidas em gelatina PBS-T a 0,1% a 37 °C por uma hora, na
proporcéo 1:5 para IgE e 1:500 para IgG1. Posteriormente, os pogos foram lavados
com PBS-T e tratados com anticorpos anti-IgE ou IgG ou IgG1 de camundongos,
conjugados com peroxidase (Southern Biotech) (diluidos de acordo com as
instrucdes do fabricante) em gelatina PBS-T 0,1% por uma hora a 37 °C. Foi
adicionada uma solucado de substrato de o-fenilenodiamina (OPD) peroxidase
(Sigma) e o desenvolvimento da cor por 15 minutos. A reac¢édo foi parada com acido
sulfrico 3M, e a intensidade colorimétrica foi medida por absorbancia 492 nm,

utilizando um Microplate Reader (Thermo Plate).

3.4 - Ensaio de desgranulacdo de mastdcitos e reagéo cruzada
Para investigar a reatividade cruzada entre o soro imune anti-albumina 2S e outros
alérgenos, empregamos ensaio de desgranulacéo de mastdcitos obtidos de lavado
peritoneal de ratos Wistar, o qual foi avaliado por analise da morfologia celular por
microscopia Optica, segundo metodologia descrita por Felix et al., 2008. Os ratos
Wistar (250 g), criados no Biotério da Universidade Estadual do Norte
Fluminense,foram sacrificados com CO? e a lavagem peritoneal realizada com a
injecdo de 20 mL de DMEM (Gibco) contendo 12 U/ mL de heparina. O abdémen
foi suavemente massageado por cerca de 90s. A cavidade peritoneal foi
cuidadosamente aberta e o fluido contendo células peritoneais foi coletado com
uma pipeta Pasteur. Depois disso, as células foram transferidas para Placas de
Petri e incubadas por 30 minutos a 37 °C. Dois tercos da camada superior foi
aspirada e descartada. O sobrenadante enriquecido com mastécitos (1,8 x 10°
mastoécitos/mL) foi separado em aliquotas de 100 mL em tubos eppendorf.
Mastacitos (100 mL) foram incubados com soro pré-imune de rato, como controle
e, foram inicialmente ativados por 60 minutos a 37 °C usando soro policlonal anti-
albumina 2S produzido em rato. Depois da sensibilizacdo com IgE, as células
foram lavadas duas vezes com DMEM. Cada um desses experimentos foi
realizado na presenca ou auséncia do pool de albumina 2S (100 ng). Em seguida,
as células foram coradas por 15 minutos com 10 mL de uma solugcdo contendo
0,1% de azul de toluidina, 10% de formaldeido e acido acético a 1%, pH 2,8,
permitindo a visualiza¢do dos mastdcitos desgranulados. Mastdcitos granulados e

desgranulados foram contados sob um microscépio de luz usando a objetiva de
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40X em uma camara Neubauer. Para investigar a reatividade cruzada entre a
albumina 2S de R. communis e alérgenos usados para diagnostico de alergia, 0s
mastocitos foram previamente sensibilizados por IgE anti-albumina 2S e em
seguida, foram incubados com aeroalérgenos (FDAPRICKIT lote 04AK00001) ou
alimentares (FDA-FOOD KIT lote 04AK00004). Os alérgenos aéreos testados
foram os da poeira doméstica, gramineas e tabaco. Os alérgenos alimentares
foram de amendoim, milho e peixe. A quantificacdo de proteina das soluc¢des de
alérgenos do kit FDA foram realizadas usando o método de Bradford usando
ovoalbumina como padrédo. Solugcbes estoque contendo 10 mg/mL foram
preparadas e em cada teste utilizou-se 10 mL dessas solucBes alergénicas. A
ativacdo dos mastdcitos foi avaliada pela porcentagem de células granuladas e
desgranuladas.

A reatividade cruzada também foi avaliada por ELISA, as placas foram
previamente sensibilizadas com 60 pg dos respectivos alérgenos, ambas as
solugdes contendo solucao (10 mg/mL). A placa previamente sensibilizada com os
alérgenos, foi incubada com o soro imune de camundongo anti-albumina 2S (etapa
do anticorpo primario) e , posteriormente, foi incubada com os anticorpos anti-IgE
de camundongo conjugado com peroxidase (Southern Biotech). Apos a etapa de
revelacdo, a intensidade colorimétrica foi detectada por absorbancia 492 nm,

utilizando um Microplate Reader (Thermo Plate).
3.4.1 - Ensaios de bloqueio de IgE

Além do teste de reacdo cruzada, realizou-se também o ensaio de bloqueio de
IgE para albumina 2S de mamona e os demais alérgenos testados, conforme
descrito anteriormente. O soro imune de camundongo foi pré-incubado por 1h com
acido glutamico (concentracéo final de 10 ug/ mL).As etapas realizadas para
quantificar perfil de bloqueio de IgE, seguindo as etapas gerais previamente
descritas no item 3.3. A porcentagem de bloqueio da ligacéo a IgE foi definida
através da férmula: (A-B) x 100/A, onde A e B séo os valores das absorbancias do

controle (sem tratamento) e amostra tratada, respectivamente.

3.5 - Sensibilizagdo dos Camundongos por via oral

Camundongos Balb/C foram sensibilizados conforme previamente descrito

(Smaldini et al., 2014). Os ensaios de sensibilizagcdo e tratamento dos animais
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foram feitos em colaboragé&o com Dr. Guillermo Docena e Dr2 Paola L. Smaldini do
Laboratorio do Instituto de Estudios Inmunolégicos y Fisiopatologicos
(Universidade Nacional de La Plata,UNLP, Argentina). No total dez animais
receberam seis doses intragastricas semanais (i.g.) de 20 mg de Proteinas do Leite
de Vaca (PLV), obtida comercialmente como leite em p6 desnatado, mais 10 pg
de toxina do célera (TC) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) homogeneizados em
um volume final de 200 pL de tampéao bicarbonato. Adicionalmente, outros dois
protocolos de sensibilizacdo foram empregados, o primeiro utilizando PLV e no
segundo utilizou-se “pool” de Albuminas 2S de mamona. A ricina, obtida das
sementes de mamona, foi utilizada em ambos os protocolos para verificar a sua
funcdo como adjuvante. A metodologia foi adaptada de Adel-Patient et al., 2005;
Li et al.,, 1999 e Menezes et al.,, 2012, para este ensaio foram utilizados
camundongos machos BALB/c com idade entre 4 e 6 semanas, foram
administrados por via gastrica, através de gavagem, 20 mg de

PLV (n=5) e 4 mg de albumina 2S com 0,04 ug de Ricina (n=5) nos dias 1, 7, 14,
21,28 e 35. No dia 45, foi realizado o desafio oral (DO) com 10 mg PLV e

albuminas 2S, sem adjuvante, nos grupos de animais imunizados.
3.5.1 — Tratamento com os aminoacidos livres

Para avaliar o tratamento dos animais sensibilizados, foram utilizados os
aminoacidos livres que apresentaram melhor desempenho nos ensaios de
“bloqueio de IgE” in vitro, previamente descrito por Deus-de-Oliveira (2011) e
Campos-Mesquita (2016), sendo os acido L-glutamico e o N-(4-Nitrobenzoil)-L-
acido glutamico e suas respectivas estruturas apresentadas na tabela IV, estes

aminoéacidos foram adquiridos comercialmente da Sigma-Aldrich.

Tabela IV: : Relagdo dos compostos que serdo utilizados nos ensaios de bloqueio.
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Acidos glutamicos Sigla Formula Estrutural Massa

Modificados Molecular
o L ] O
Acido L-glutamico (kg 147.13
HO OH
NH,

0 OVOH
N-(4-Nitrobenzoil)  (AGN) 5 oH 305.24
L — acido glutédmico

O,N

Para selecdo das possiveis doses terapéuticas, tendo em vista a proposta de
bloqueio de IgE especifica, utilizamos o calculo da dose a ser administrada baseado
na concentracdo seérica total de IgE e o peso corporal do animal. No entanto,
administramos a dose em excesso molar aos niveis circulantes de IgE (Ward, Dana
E. et al., 2018).

Apés sete dias da Ultima imunizacdo, os animais ja sensibilizados (n=5), contra
os alérgenos do leite (PLV), receberam 10 ou 30 mg/Kg dos aminoacidos (acido L-
gutamico (E) e N-(4-Nitrobenzoil) L-acido glutamico (E4), respectivamente, pela via
intraperitoneal trinta minutos antes do desafio oral. O grupo controle (n=5) recebeu
apenas PBS. Antes da administracdo oral, os camundongos foram submetidos a jejum
(1 h) e foi administrada uma solucéo de bicarbonato de amonio 0,140 M para reduzir
a acidez gastrica (30 min). Os animais foram desafiados oralmente com 20 mg de PLV
e os sintomas foram avaliados por dois pesquisadores de forma independente e
aleat6ria. Amostras de sangue foram coletadas durante todo o protocolo e 0s soros

foram armazenados a -20 °C para analises futuras.

o 0 e

0 7 14 21 28 35,42 49 56

T
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Figura 8: Desenho esquematico do protocolo experimental em camundongos Balb/c (n = 5/
grupo). Ig: administragao intragastrica; PLV: proteinas do leite de vaca; TC: toxina de cdlera,
DO: desafio oral. As setas indicam os dias em que 0s animais receberam as doses de cada
imunizacao.

3.5.2 - Avaliacéo in vivo de sinais clinicos da reacao alérgica

Foram observados sintomas entre 30 e 60 minutos apds a administracao oral.
Realizou-se a avaliacdo de forma cega por dois pesquisadores independentes. Os
escores clinicos foram atribuidos de acordo com o seguinte intervalo: 0 = sem
sintomas; 1 = cocar e esfregar ao redor do nariz e cabeca; 2 = inchaco ao redor dos
olhos e boca, diarréia, piloerecéo, atividade reduzida e / ou atividade reduzida com
aumento da frequéncia respiratéria; 3 = chiado, cianose ao redor a boca e a cauda; 4
= nenhuma atividade apés estimulo ou tremor e convulsédo; e 5 = morte (Quadro 1).

Pontos Sinais clinicos observados
0 Sem sintomas
1 Cocar e esfregar ao redor do nariz e cabeca
2 Inchago ao redor dos olhos e boca, diarréia,

piloerecdo, atividade reduzida e /ou atividade
reduzida com aumento da frequéncia respiratéria

3 Respiracdo dificultosa, chiado, cianose ao
redor a boca e a cauda

4 Inatividade, convulsao

5 Morte

Quadro 1: Descri¢do dos sinais clinicos observados no modelo animal para
alergia alimentar (adaptado de Smaldini et al., 2014)

3.5.3 - Teste cutaneo

Para verificar se o tratamento dos animais com os aminoacidos reduziria 0s sintomas
alérgicos, o teste cutaneo foi proposto, seguindo protocolo previamente descrito por
(Smaldini et al., 2014). Neste experimento, 0s camundongos receberam injecao
intradérmica com 20 pg de PLV em 20 pl de solucédo salina estéril um das patas e na
outra pata contralateral receberam apenas solucédo salina (controle negativo) e,
posteriormente foram injetados por via intravenosa (iv) com 100 pL de 0,1% de corante

azul de Evan (Anedra, Buenos Aires, Argentina). Os animais foram divididos em
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grupos: tratados com os agentes bloqueadores de IgE (item 3.6.1) e n&o tratados.
Nesse sentido, os camundongos sensibilizados receberam as doses de 10 e 30 mg/kg

por via intraperitoneal trinta minutos antes de iniciar o teste cutaneo.

3.6 — Avaliacdo comportamental

Para caracterizacdo da existéncia de acdo depressora ou estimulante do Sistema
Nervoso Central (SNC) desencadeada pelos aminoacidos usados como agentes
bloqueadores de IgE, de forma aguda, foram realizados os testes de
ambulacdo/movimentacdo espontanea e de potencializagcdo do tempo de sono
induzido por barbitdrico. Os experimentos comportamentais foram realizados em
colaboracdo com o Dr. Arthur Giraldi Guimaraes, do Laboratério de Biologia Celular e
Tecidual (LBCT/UENF) e Dr2 Marinete Pinheiro Carrera, do Laboratério de Morfologia
e Patologia Animal (LMPA/UENF).

3.6.1 - Teste de potencializagdo do tempo de sono

Este teste investiga se os aminoacidos nas doses terapéuticas propostas, possuem
um efeito depressor sobre o SNC prolongando o tempo de sono dos animais por efeito
somatorio com outra droga depressora (ALMEIDA, 2006). Neste protocolo os animais
foram divididos entre oito grupos experimentais contendo seis animais em cada grupo
que receberam um dos tratamentos a seguir: acido Lglutdamico (AG) e N-(4-
nitrobenzoil)-L-acido glutamico (AGN) nas doses de 10, 30 e 50 mg / kg (ip), enquanto
0 grupo controle positivo foi tratado com diazepam (5 mg/kg; ip) e grupo controle
negativo com veiculo (0,9% solucéo salina fisiologica; ip), 0,2 ml/kg administrados por
via intraperitoneal (Ip). Trinta minutos depois, tiopental sédico (40 mg / kg; i.p.) foi
administrado a cada camundongo para induzir o sono. Imediatamente apés a
aplicacao do tiopental o cronémetro foi acionado e o animal foi colocado sozinho em
uma bandeja de polipropileno previamente higienizada com alcool 70%. O animal foi
observado até ficar cambaleante ou imével, entdo foi colocado na posi¢cao de decubito
dorsal até perder seu reflexo de endireitamento, ou seja, quando perdesse a
capacidade de voltar para a posi¢cao natural colocando as 4 patas no fundo da
bandeja. O animal foi observado até que recuperasse o reflexo de endireitamento por
3 vezes consecutivas, quando foi considerado o tempo final do sono. Sendo assim o
tempo de laténcia para o inicio do sono foi considerado o tempo entre a aplicacao do

tiopental sodico e a perda do reflexo de endireitamento e o tempo total de duragéo do
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sono foi considerado o tempo entre a perda e a recuperacdo do reflexo de
endireitamento (ALMEIDA, 2006).

Durante todo o tempo de aplicacdo dos testes os animais foram diretamente
observados e fixou-se um tempo méaximo de observacao de 3 horas de sono para
cada animal, quando o animal ndo acordou dentro deste periodo foi considerado que

dormiu por 3 horas.

3.6.2 - Teste de coordenacédo motora (Rota rod)

A avaliacdo do efeito sobre a coordenacdo motora foi feita usando um aparelho
Rotarod (Rotarod EFF 411, Insight®), como mostrado na Figura 10. Os animais foram
submetidos a um periodo de treinamento para habituacao no aparelho dois dias antes
do experimento. Apenas 0s animais que demonstraram capacidade de permanecer
na haste rotativa foram utilizados para o teste. No dia do experimento, 0os grupos de
teste receberam os tratamentos AG e AGN nas doses de 10, 30 e 50 mg / kg (i.p.),
enquanto o grupo controle recebeu veiculo 0,2 mi/kg (solucdo salina fisiol6gica a
0,9%; i.p.). O outro grupo controle recebeu diazepam (5 mg/kg; i.p.). Trinta minutos
apos a administracdo dos medicamentos, cada camundongo foi colocado na haste
rotativa (velocidade de rotacdo de 20 RPM) durante cinco minutos (300s). O tempo

gasto no aparelho foi observado por 5 minutos de duragéo (300 s).

Figura 9: Aparelho rota-rod para teste de locomoc&o.Fonte: arquivo pessoal.

3.6.3 — Teste de movimentacdo espontanea (Campo aberto)

O teste utilizando o campo aberto como objetivo principal avaliar a locomoc¢éao ou a
reatividade emocional doa animais tratados com a substancia de interesse nesse
estudo. O ambiente experimental consistiu em uma sala contendo uma arena

guadrada medindo 40x40x40 cm, onde foi utilizado apenas uma luz vermelha voltada
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para a arena. Para o registro do comportamento locomotor, foram utilizadas cameras
(IKEGAMI, modelo ICD - 49 e Panasonic, modelo WV — BP334), posicionadas 60 cm
acima das arenas experimentais (Figura 11).

Os registros em formato de videos feitos durante o experimento foram analisados
através de um computador PC compativel, contendo um programa de analise de
imagens, EthoVision (NOLDUS, Holanda), cujo o sistema quantificara a atividade
locomotora em distancia percorrida (metros).

Os experimentos foram conduzidos segundo o protocolo experimental de Carrera e
colaboradores (2013), com modificacfes. O procedimento experimental foi

constituido das seguintes fases:

a) Fase de Habituacdo (1-3 dias): Os animais receberam 0,2 ml de solucdo
salina (Nacl 0,9%) e retornaram para a gaiola-viveiro e 30 minutos apds a
administracdo foram colocados na arena experimental por 15 minutos onde a
locomogéo foi registrada. A fase de habituacdo foi realizada durante 3 dias

consecutivos.

b) Teste de locomocdo (1 dia): No dia seguinte ao término da fase de
habituacao, os animais foram divididos nos grupos experimentais, 0s quais receberam
0S seus respectivos tratamentos farmacologicos AG e AGN nas doses de 10, 30 e 50
mg / kg (i.p.), enquanto os grupos controles receberam veiculo (solugédo salina
fisiologica a 0,9%; i.p.) e Diazepam (5 mg/kg; i.p.). Ap6s administracdo dos
medicamentos os camundongos retornaram para a gaiola-viveiro por 30 minutos e em
seguida o animal foi posicionado no centro da arena experimental (campo aberto) por
15 minutos onde a locomocao foi registrada, para posterior observacao sistematica

pelo pesquisador.
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Figura 10: Arena utilizada no teste de movimentagdo espontanea. Fonte: arquivo pessoal.

3.6.4 — Andalise Estatistica

Os resultados dos testes comportamentais foram analisados utilizando a Andlise de
Variancia (ANOVA) de um fator. Para a andlise da fase de tratamento farmacolégico
(fase de Inducéo), foi utilizada ANOVA de dois fatores, sendo os dias de administracao
usados como componentes dentro do grupo, enquanto que 0S grupos experimentais
foram utilizados como componentes entre todos os grupos. Nas analises onde foram
obtidos valores de F de acordo com os critérios estatisticos de p<0,05, as possiveis
diferencas entre os grupos foram testadas através do teste de comparagdes multiplas

de Duncan.

4.Resultados

4.1- Purificacdo de albuminas 2S de sementes:

O perfil cromatografico para o fracionamento do extrato bruto obtido de sementes de
R. communis e fracionado por cromatografia de gel filtracdo (Sephadex G-50 é
mostrado na Figura 12 trés fragcdes bem resolvidos, denominados F1, F2 e F3 foram
obtidos.

44



Absorvancia 280 nm

o 20 40 60 80 100 120

Volume (mL)

Figura 11: Perfil cromatografico da cromatografia liquida de exclusdo molecular (Sephadex
G-50) do extrato bruto de sementes de mamona; coluna (50 x 1.5 cm). Eluente: Acido
Trifluoracético 0,1%; Fluxo: ImL/min. F1: Fracdo peso molecular >30.000 Da; F2: Fracao de
peso molecular entre 3.000 e 30.000 da; F3: Fracdo de baixo peso molecular (<3.000 da).

A fracdo F2, regido prevista para eluicdo da albuminas 2S (massa molecular entre 10
a 18 KDa), foi agrupada e posteriormente submetida a etapa de purificacdo. O perfil
cromatografico da repurificacao desta fracdo em coluna C18/HPLC é apresentado na
Figura 13. Dois picos majoritarios, foram visualizados e de acordo com
caracterizacdes prévias (Silva et al., 1996) correspondem aos alérgenos Ric cl1 e Ric
c3.

Das fracbes proteicas obtidas da cromatografia das sementes, a fracdo F2, regido
prevista o perfil cromatogréafico das albuminas 2S com massa molecular (10 a 18 KDa),
foi agrupada e posteriormente submetida a etapa de purificacdo. A purificacdo das
fracOes F2 obtidas a partir da cromatografia liquida de exclusdo molecular realizada a
partir de extratos brutos de sementes de mamona foi realizada utilizando a

cromatografia de fase reversa em coluna C18, sistema HPLC.
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Figura 12: Perfil cromatogréfico da albumina 2S (Ric ¢ 3 e Ric ¢ 1) de mamona apés
cromatografia de fase reversa em coluna C-18, sistema HPLC (Pharmacia Biotech C18
5u 4,6 X 250 mm). 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%
(solucéo B). O fluxo de eluigdo empregado foi de 0,7 mL/min, e o gradiente utilizado foi:
10 minutos de solugéo A; de 0 a 80% de solucdo B de 10 a 40 minutos; nos 5 minutos
finais com solugéo A.

4.2 — Deteccdo de imunoglobulinas nos soros policlonais

O perfil de imunoglobulinas do soro policlonal obtido ap6s a imunizacdo de
camundongos Balb/c com o pool das albumina 2S (Ric ¢ 1 + Ric ¢ 3), foi quantificado
atraves do teste ELISA, e o resultado € apresentado na Figura 14. A presenga de IgG1

e IgE caracteriza o padrao de resposta humoral induzido pelos linfocitos Th2.
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Figura 13: Detecgdo de imunoglobulinas no soro de camundongos sensibilizados com
albumina 2S, 1 e 10 pg / 200 pL. Anticorpo primério: 1:5 (IgE); 1: 500 (IgG e IgG1). Anticorpos
secundarios: 1: 2000 (anti-IgE); 1: 5000 (anti-lgG e IgG1). As médias dos valores de
absorbancia obtidos dos soros dos seis animais por grupo sao mostradas.

Verificamos que os niveis de cada imunoglobulina foram ligeiramente maiores quando
a imunizacao foi realizada com 10 pg de proteina em comparagdo com imunizacdes
com 1 ug e que os niveis das imunoglobulinas associadas a uma resposta Th2, IgG1
e IgE foram elevados.

4.2 — Ensaio de reatividade cruzada e bloqueio com acido glutamico

A Tabela IV apresenta a reatividade cruzada entre 0os componentes

alergénicos, presentes nos kits FDA-Allergenic, e o soro anti-lbumina 2S de mamona.

Tabela IV: Porcentagem de degranulacédo dos mastdcitos de rato desencadeada por reacao

cruzada entre albumina 2S de Ricinus communis L. e alérgenos alimentares ou
aeroalérgenos.
Amostras Desgranulacédo na Desgranulacao
ausénciatotal do soro  na presenca total do
(xSD) soro (xSD)
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Controle 27.6 (x1.2) 30.0 (£1.0)

negativo

Albumina 2S 32.6 (+1.3) 70.0 (£1.0)

Poeira 36.7 (x0.2) 51.4 (x0.4)

doméstica

Gramineas 38.8 (x0.2) 56.0 (£0.9)
Tabaco 34.8 (x0.2) 55.0 (x0.9)
Amendoim 30.2 (x0.3) 51.4 (x0.3)
Milho 34.4 (+1.0) 54.4 (+1.5)
Peixe 38.8 (+1.0) 57.6 (£0.3)

Podemos observar que os mastocitos sensibilizados, ao serem incubados com
alérgenos de diferentes fontes como: poeira doméstica, gramineas, tabaco,
amendoim, milho e peixe, dos apresentaram perfil de desgranulagédo acima de 40%
na presenca do soro anti-albumina 2S de mamona indicando reatividade cruzada entre

eles.

A figura 15 apresenta o percentual de blogueio da reatividade cruzada quando

0 soro anti albuminas 2S de mamona foi incubado com acido glutamico.

120 -

100 - | I
0' T I T I T T
1 2 3 4

Figura 14: Ensaio imuno-enziméatico de bloqueio da ligacéo de IgE aos alérgenos.

1. albumina 2S 2. alérgenos de poeira domeéstica, 3. gramineas,

4 tabaco,5.amendoim, 6. milho e 7. Peixe. O soro imune 2S anti-albumina diluido (1:5) foi

tratado com 4cido L-glutdmico antes do ensaio imune. Sensibilizacdo da microplaca com
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10 pg/mL dos alérgenos. Anticorpo secundario: anti-Igg (1:2000). Os valores médios de 3
ensaios + DP sdo apresentados.

A partir dos dados apresentados na figura 15 podemos inferir que a
préincubacdo do soro com &cido glutdmico reduziu a reatividade da IgE com a
albumina 2S e os demais epitopos ligantes de IgE semelhantespresentes em todos os
outros alérgenos testados. Os resultados indicam um percentual de bloqueio da
ligacdo de IgE aos alérgenos, confirmando que o grupo carboxila desses aminoacidos
pode ser significativo nas interagdes entre o epitopo alergénico reconhecido pela IgE.
Foram observados bloqueios de 90% para alérgenos da poeira e 100% para tabaco e
peixe. Neste ensaio, bloqueios inferiores foram observados para gramineas e

amendoim (Figura 15).

4.3 — Respostas in vivo da administracdo oral de PLV e albumina 2S

Para o estudo da capacidade das albuminas 2S de provocar reacdes alérgicas e a
participacdo da proteina ricina como adjuvante, utilizamos o modelo animal para
alergia alimentar as Proteinas do Leite de Vaca (PLV). Dessa forma, foi realizado um
desafio oral apds a etapa sensibilizacdo para evidenciar a inducdo de reacdes de
hipersensibilidade imediatamente apds a exposicdo ao alérgeno e os sinais clinicos

foram pontuados (Figura 16-A).
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Figura 15: Respostas in vivo do modelo animal para alergia alimentar. (A) Escores clinicos: 0
= sem sintomas; 1 = cocar e esfregar ao redor do nariz e cabeca; 2 = inchaco ao redor dos
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olhos e boca, diarréia, piloerecao, atividade reduzida e / ou atividade reduzida com aumento
da frequéncia respiratéria; 3 = chiado, cianose ao redor a boca e a cauda; 4 = nenhuma
atividade apds estimulo ou tremor e convulsdo; e 5 = morte, correspondentes aos sintomas
desencadeados apds os desafios orais com 10 mg proteinas do leite (PLV) ou 4 mg de
albumina 2S de mamona, ambos utilizando ricina como adjuvante. (B) Inchagco da pata
quantificado em mm. Os dados sdo expressos como 0s valores médios + SEM.

Nesse resultado, observamos que os animais sensibilizados com PLV apresentaram
leves sintomas clinicos como inchaco ao redor dos olhos e boca, ja os animais que
receberam o “pool” de albumina 2S de mamona apresentaram menos escore clinico.

Em ambos os protocolos de imunizacgdo utilizou-se a ricina como adjuvante.

Para obter informacdes mais completas da sensibilizacdo dos animais foi realizado o
teste cutaneo. A Figura 16-B mostra a quantificacdo do inchaco da pata dos
camundongos. Como pode ser visto, os camundongos que receberam albumina 2S
mostraram um menor inchaco em comparacdo com camundongos sensibilizados com
PLV (0,05 + 0,08 vs. 0,38 £ 0,06, respectivamente), demonstrando assim que
utilizando este protocolo de sensibilizacao contra albumina 2S de mamona, ndo houve
inducdo das reacgOes imediatas de hipersensibilidade. Nesse sentido, supdese que
aumentar a dose da proteina albumina 2S usada na sensibilizacdo. Os animais que
receberam PLV + Ricina como adjuvante apresentaram sinais clinicos indicativos da
sensibilizacao alérgica, sugerindo que a ricina na concentracao testada nesse ensaio,
pode ser usado como adjuvante na sensibilizacdo de modelo animal para alergia

alimentar.
4.4 — Tratamento dos animais sensibilizados contra alérgenos do leite

Para avaliar o tratamento in vivo com o acido L-glutamico e N-(4-nitrobenzoil)L-acido
glutdmico administramos as doses de 10 e 30 mg/kg por via intraperitoneal em
camundongos Balb / c. Inicialmente, os animais foram sensibilizados contra os
alérgenos do leite (PLV) e ap0s esta etapa foi realizada uma etapa de desafio oral
animais previamente sensibilizados e que n&o receberam tratamento, evidenciando
gue os animais estdo alérgicos (com escore clinico entre 3 e 4), como mostrado na
Figura 17-A.
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Figura 16: Respostas in vivo do modelo animal apds inducdo de alergia alimentar as Proteinas
do Leite de Vaca (PLV). (A) Escores clinicos correspondentes aos sintomas desencadeados
apos os desafios orais com PLV, Grupo Pré-tratamento do glutamico (GPTGLU) e PBS (GPT-
PBS). (B) Grupo de Tratamento com 10 mg/kg de acido L-glutamico (GT10-GLU) (C) Grupo
de Tratamento com 30 mg/kg de acido L-glutamico (GT30-GLU) . (D)

Tratamento com 10 mg/kg de N-(4-nitrobenzoil)-L-acido glutdmico (GT10-AGN). (E)
Tratamento com 30 mg/kg de N-(4-nitrobenzoil)-L-acido glutamico (GT30-AGN). Os dados
SA0 expressos como os valores médios + SEM. PBS: tampao fosfato salino.

Apos verificarmos que 0s animais estavam sensibilizados contra os alérgenos
(Figura 17-A), iniciamos um protocolo de tratamento com o 0 acido L-glutdmico
(20 mg/kg e 30 mg/kg), como mostrado na Figura 17-B e C, respectivamente.
Nestes ensaios, administramos o aminoacido por via intraperitoneal, trinta
minutos antes do desafio oral (DO) com o alérgeno.

Outro protocolo de tratamento consistiu no uso do analogo N-(4-nitrobenzoil)L-
acido glutamico nas doses 10 mg/kg e 30 mg/kg por via intraperitoneal. De
acordo com os resultados mostrados na Figura 17-D e E, respectivamente.
Observamos que o tratamento com o analogo ndo promoveu a reducéo dos

sintomas alérgicos. No entanto, os camundongos que receberam tratamentos
52



como

com 30 mg/kg do &cido L-glutamico, trinta minutos antes do desafio oral com
10 mg de PLV, apresentaram uma reducao significativa dos sinais clinicos da

alergia observados nos animais (Figura 17-C).

4.5 — Respostas in vivo da administracdo de acido L-glutamico
bloqueador de IgE

Para obter uma compreensdo mais ampla do efeito do tratamento com &cido
L-glutdmico no modelo animal de alergia alimentar, analisamos a presenca de
mastdécitos sensibilizados na pele, através do teste cutaneo.

Nos animais alérgicos e tratados com PBS ou acido L-glutamico 30 mg/kg
(dose reduziu os sinais da alergia no escore clinico), foi realizado um teste
cutaneo com injecao pela via subcutanea na parte superior da pata do
camundongo (almofada plantar), a solucéo salina ou PLV e, em seguida foi
injetadado o corante por via intravenosa. Observamos um extravasamento
menor do corante azul nos camundongos tratados com L-glu em comparacéo
com os camundongos sensibilizados que receberam apenas a solugdo de
PBS, sugerindo que a administracdo de L-glu (30 mg/kg), diminuiu a
permeabilidade vascular e extravasamento do plasma, edema (Figura 18-A).
A Figura 18-B mostra As medidas obtidas do inchaco da pata dos
camundongos. Como pode ser visto, os camundongos tratados com L-glu
mostraram um inchaco significativamente menor inchaco em comparag¢ao com
camundongos sensibilizados (PBS) (0,23 + 0,08 vs 0,61 *= 0,06,
respectivamente), demonstrando assim uma redugcdo da permeabilidade

vascular apés a administracdo do alérgeno.
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Figura 17: Respostas in vivo do modelo animal para alergia alimentar (Teste cutaneo) (A)
Testes cutdneos em camundongos sensibilizados tratados com PBS e controle (B) Inchaco
da pata quantificado nos animais controle (salina) e tratados com L-Glu 30 mg/kg. Os dados
SA0 expressos como os valores médios + SEM.

4.6 - Teste de potencializacdo do tempo de sono

Neste teste foram analisados os parametros de sono induzido por tiopental sédico 40
mg/Kg. O grupo que recebeu 50 mg/kg do &cido L-glutamico (AG-50MG) apresentou
0 menor tempo de sono que todos os outros grupos (p<0,05).Enquanto que o grupo
experimental que recebeu 10 e 30 mg/kg (AG-10 e AG-30) ndo apresentaram
diferencas significativas em comparacao ao veiculo (p>0.05). Os grupos de animais
tratados com o analogo AGN (10, 30 e 50 mg) apresentaram maior tempo de sono
que o veiculo, demonstrando assim que esses compostos podem potencializar o

tempo de sono induzido por barbitdrico (Figura 19).
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Figura 18: Avaliacdo do efeito de potencializagdo do tempo de sono induzido por tiopental de
sédio (TPT). VEH = Veiculo (solucéo fisiologica 0,9%)+TPT; DZP=Diazepam (5 mg/kg)+TPT;
AG=Acido L-glutamico (10, 30 e 50 mg/kg)+TPT; AGN=N-4-Nitrobenzoil-Lacido glutamico (10,
30 e 50 mg/kg)+TPT. A andlise estatistica foi realizada usando ANOVA de uma fator seguida
pelo pés-teste de Duncan. * P <0,05 e * * P >0,05.

De acordo com estes resultados, verificamos que as doses de 10 e 30 mg/kg de acido
L-glutdmico n&o induziram a potencializagdo do tempo de sono dos animais,
apresentando valores similares ao veiculo, sendo que o tratamento com Diazepam (5

mg/kg) prolongou significativamente o tempo de sono dos animais (Figura 19).
4.7 - Teste de coordenacao motora (rota-rod)

Para avaliar o efeito do uso dos agentes bloqueadores como tratamento da alergia,
sobre a coordenacdo motora, foi realizado o teste motor que avaliou o tempo de
permanéncia no aparelho Rota-Rod apds a administracéo de o acido glutamico (AG)
e 0 analogo N-4-nitrobenzoil-L-acido glutamico (AGN) (10, 30 ou 50 mg/ kg).

LT

55



350 - VEICULO

DIAZEPAM
* * * * AG-10MG
_ 300 4 AG-30MG
0 AG-50MG
< AGN-10MG
O 250 A AGN-30MG
S AGN-50MG
Z =
<D 200
=
o +
w .S
o ]
o J 150
o=
€  100- T
m
= /
50 /
. Y

GRUPOS

Figura 19: Avaliacdo do tempo de permanéncia no aparelho Rota-Rod apés tratamentos com o
acido glutamico e N-4-nitrobenzoil-L-&cido glutamico. Veiculo (solugéo fisioldgica 0,9%); Diazepam
(5 mg/kg); AG=Acido L-glutamico (10, 30 e 50 mg/kg); AGN=N-4 Nitrobenzoil-L-acido glutamico (10,
30 e 50 mg/kg). A andlise estatistica foi realizada usando ANOVA de uma fator seguida pelo pos-
teste de Duncan. * P <0,05 e ** P >0,05.
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Os resultados mostraram que o grupo tratado com Acido L-glutamico 30 mg/kg
apresentou tempo de permanéncia no aparelho Rota-Rod igual ao veiculo (300 s),
sendo que o grupo que recebeu Diazepam (5 mg/kg) apresentou tempo reduzido de
permanéncia na barra giratoria (150 s). Os camundongos que receberam o analogo
AGN (10, 30 e 50 mg/kg) também apresentaram diminuicdo desse tempo, atingindo

valores menores que o Diazepam (Figura 20).

4.8 — Avaliacdo da movimentacao espontanea

No teste do campo aberto foi avaliada a atividade de locomocé&o dos animais tratados.
Antes do teste de locomocdo, os animais foram submetidos a um periodo de
habituacdo de 3 dias consecutivos na arena experimental. O objetivo desse
procedimento é eliminar o efeito da novidade assegurando que os resultados do teste

sdo em decorréncia dos tratamentos administrados.
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Avaliagéo da atividade locomotora dos camundongos apos tratamentos com o acido glutamico
e N-4-nitrobenzoil-L-acido glutamico. VEI=Veiculo (solucao fisiologica 0,9%); DZP=Diazepam
(5 mg/kg); AG=Acido L-glutdmico; AGN=N-(-4-nitrobenzoil)-L-4cido glutamico (1) 10 mg/kg,
(2) 30 mg/kg e (3) 50 mg/kg. Média e Erro Padrdo da Média do teste da atividade locomotora.
* indica atividade locomotora menor que todos os outros grupos, exceto os grupos AGN-2 e
AGN-3. + indica atividade locomotora menor que o grupo VEI (ANOVA de um fator seguida
pelo teste de Duncan; p>0.05).

A figura 21 apresenta os resultados da atividade locomotora dos animais tratados com

veiculo, diazepam e trés concentracoes diferentes do AG e do AGN. A ANOVA de um
fator mostrou que houve diferenca entre os grupos [F (7, 40) = 2,22; p=0,05] e o teste
de comparac¢es multiplas de Duncan mostrou que o grupo DZP apresentou atividade
locomotora menor que os demais grupos (p<0,05), exceto os grupos AGN-2 e AGN-
3. N&o houve diferenca entre os grupos DZP, AGN-2 e AGN-3 (p>0.05). A atividade
locomotora do grupo AGN-2 né&o foi diferente estatisticamente dos demais grupos
(p>0,05). Ja o grupo AGN-3 apresentou atividade locomotora menor que 0 grupo
veiculo (p<0,05).

5. Discussao
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Desde o entendimento da importancia clinica da atividade especifica da IgE no
desencadeamento das reacdes alérgicas, novas estratégias terapéuticas para a
prevencado e tratamento dessas reacgfes, vem sendo desenvolvidas. Além disso, a
frequéncia de doencas alérgicas mediadas por IgE aumentou significativamente nas
tltimas décadas, ampliando a preocupacdo sobre como desenvolver abordagens
preventivas alternativas para a implementacdo de novos tratamentos, a fim de
controlar os disturbios causados pela alergia (Ozdemir et al., 2016) .

Estudos realizados pelo nosso grupo, demonstraram através de ensaios de
desgranulacdo de mastécitos, que pode haver reatividade cruzada entre as albuminas
2S de mamona e alérgenos de amendoim e soja, que sdo amplamente consumidos
na alimentacdo humana (Deus-de-Oliveira et al., 2011). Dessa forma, elucidar os
epitopos presentes nestas e outras proteinas alergénicas € crucial para
desenvolvimentos de estratégias terapéuticas especificas e abrangente para diversos
tipos de alergia.

Dentre as terapias alérgeno néo-especificas para o tratamento de doencas alérgicas,
duas estratégias principais, tem sido abordadas: a primeira baseia-se no bloqueio da
Interacdo IgE aos seus receptores de alta afinidade (FceRl), e a segunda estratégia é
interferir na sinalizacéo gerada pela ligacéo da IgE ao receptor (FceRl) (Blank, Charles
e Benhamou, 2016). O conhecimento do papel fisiopatoldégico dos anticorpos IgE
permitiu o desenvolvimento de novas estratégias contra diversas doencas alérgicas.
O objetivo do estudo apresentado foi avaliar o uso de acido glutamico livre e o analogo
N-(4-nitrobenzoil)-L-acido glutamico como agentes bloqueadores de IgE em ensaios
in vivo para desenvolver uma nova estratégia para o tratamento da alergia, baseada
no bloqueio da interacéo do alérgeno com a IgE. Estudos anteriores realizados pelo
NOSSO grupo investigaram a importancia dos acidos glutamicos na formacao de
epitopos de ligacdo a IgE, a sua presenca foi identificada nas duas isoformas
alergénicas, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, ambas da albumina 2S de mamona (Ricinus communis)
(Felix et al., 2008; Deus-de-Oliveira et al., 2011).

Robotham et al. (2002) também identificaram um epitopo continuo
(QGLRGEEMEEMV) no alérgeno Jug r 1 presente na noz inglesa que reage com a
IgE. Neste epitopo, a presenga do &acido glutdmico numa distancia minima de 12

residuos de aminoéacidos foi fundamental para que houvesse a ligacdo com a IgE
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(Robotham et al.,2002). Ensaios in vitro demonstraram que a utilizacdo de analogos
do acido L-glutamico poderia ser uma abordagem alternativa para bloqueio de IgE
(Campos-Mesquita, 2016).

Primeiramente, extraimos as albuminas 2S das sementes de mamona, através da
metodologia iniciamente descrita por (Thorpe, Kemeny e Panzani, 1988) com algumas
adaptacdes, empregamos a cromatografia de fase reversa (sistema HPLC-C18) para
obtermos as isoformas, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, caracterizadas como alergénicas (Felix et
al., 2008). Apos etapas de purificacdo separamos trés fracdes proteicas (F1, F2 e F3),
a fracdo F1 consiste numa fracéo de alto peso molecular, onde esté contida a proteina
ricina (Figura 12 e 13). A ricina é uma proteina encontrada exclusivamente no
endosperma das sementes de mamona, € 0 seu principal componente toxico
(Carvalho, Souza e Machado, 2018). Nos protocolos de imunizagdo com o “pool” de
albuminas 2S, utilizamos camundongos BALBI/c, pois, esta linhagem é conhecida por
desenvolver resposta positivas para alérgenos, ou seja, perfil de resposta Th2
(Jyonouchi et al., 2001). Os animais foram imunizados por via intraperitoneal com 1
e 10 pg de albumina 2S. O intervalo entre cada imunizacéo foi de sete dias, apds cinco
injecbes da proteina (Dia 35), o soro dos animais foi avaliado quanto a producéo de
imunoglobulinas IgG, IgG1 e IgE especificas.

No resultado apresentado na figura 14, observamos que os animais imunizados com
10 pg da proteina apresentaram niveis maiores dos anticorpos avaliados, a
absorbéancia para IgE foi ligeiramente mais alta em comparacao ao protocolo usando
1 ug de proteina (0,550 vs 0,430, respectivamente). De acordo com Chen et al. (2013),
para sensibilizacdo a ovalbumina (OVA) em camundongos BALB / ¢, os maiores niveis
de IgE especifica foram obtidos ap6s cinco imuniza¢cdes com uma dose de 0,05 mg
de proteina (Chen et al.,, 2013). Nesse sentido, novas imuniza¢gbes poderiam ser
realizadas a fim de obter soros com niveis mais altos de

IgE especifica.
Com relacdo ao anticorpo IgG1l, observou-se que 0s niveis apresentados para o

protocolo que utilizou 10 pg/imunizacdo, sdo mais altos em comparacao ao que utiliza
apenas 1 pg (0,758 vs 0,437). No modelo animal usado neste estudo as

imunoglobulinas IgG1, que assim como a IgE também sao caracteristicas de um perfil

de resposta TH2, podem ser responsaveis pela mediacdo de hipersensibilidade
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imediata em camundongos, como demonstrado em estudos anteriores. Sabe-se que
em camundongos a IgG1 se liga a receptores Fc na superficie de mastocitos e
promovem desgranulacdo quando expostos a um alergeno especifico, aumentando a
liberacdo de histaminas (Li, Xui Min et al.,

2001)..

Os alérgenos de mamona, pertencentes a classe das albuminas 2S, apresentaram
reatividade cruzada com alérgenos de fontes alimentares ou aeroalérgenos, como
camarédo, peixe, milho, trigo, soja, amendoim, poeira doméstica, tabaco e fungos
presentes no ar (Deus-de-Oliveira et al., 2011). Sabe-se também que a exposicdo aos
alérgenos presentes no pélen ou nas sementes de mamona pode tornar o individuo
atopico sensibilizado e desencadear uma resposta alérgica ao ser exposto a outras
fontes alergénicas. Verificamos através de ensaio imuno-enziméatico, que o acido L-
glutamico é capaz de bloquear a reacéo cruzada entre os alérgenos de mamona e 0s
de outra fonte como: amendoim, camardo, peixe, milho, gramineas, poeira doméstica
e tabaco. Neste trabalho mostramos que o &cido glutamico promoveu um bloqueio de
IgE, de 100% para os alérgenos de: mamona, tabaco e milho, superior a 75% para
alérgenos da poeira doméstica e peixe. e uma inibicdo acima de 50% para alérgenos
de gramineas e de amendoim (Figura 15), mostrando o potencial do uso deste
aminoacido para inibir ou reduzir a ligacdo de IgE a alérgenos, desde que sejam
conhecidos os epitopos de afinidade com a IgE. Baseado nesta constatacdo o
bloqueio de IgE por L-Glu talvez possa ser extrapolado para outros alérgenos.
Considerando que nos ensaio de ELISA para bloqueio de IgE, o pH foi mantido
proximo do fisiolégico (7,0), condicbes em que a IgE funciona normalmente no
organismo, podemos inferir que houve uma interacdo eletrostatica. Nesse pH, o
aminoacido acido glutamico livre, carrega cargas negativas dos grupos carboxila,
podendo formar pares de ions com os residuos de aminoacidos carregados
positivamente presentes nas moléculas de IgE (Chung e Reed, 2015). Outra forma de
reconhecimento molecular entre anticorpo e antigeno pode envolver algumas
alteracdes conformacionais do antigeno ou anticorpo antes da formac¢ao do complexo
de ligagéo, tendo em vista que as suas superficies moleculares estdo em constante
movimento (Hubbard et al., 2013).

Véarios modelos para alergia alimentar ja foram descritos na literatura utilizando toxina
de colera (TC) como adjuvante Li et al., 1999. No presente trabalho, adaptamos a

61



metodologia de Li et al., 1999; Adel-Patient et al., 2005 e Menezes et al., 2012,
utilizando a ricina (0,04 ug) como adjuvante. A TC e a ricina sdo proteinas inibidoras
de ribossomas que podem provocar morte quando ingeridas (Carvalho, Souza e
Machado, 2018; Wernick et al., 2010). Estima-se que a dose oral letal por ingestao de
ricina em humanos é de um a vinte miligramas por quilograma (Hayon, Smith e King,
2020). Um estudo realizado em camungos relatou que a dose de 25 pg/kg foi capaz
de provocar intoxicagdo(Kumar, Sugendran e Vijayaraghavan, 2003). A concentragéo
de ricina utilizada neste experimento foi de 0,04 ug , cerca de vinte vezes inferior a
dose considerada letal. Estas toxinas, em dose sub-letal podem melhorar a
permeabilidade das proteinas alergénicas, favorecendo uma resposta Th2, necessaria
para conduzir testes in vivo de drogas para o tratamento da alergia. O modelo de
imunizacao (n=5) empregando ricina como adjuvante para

alergia alimentar a alérgenos do leite de vaca, apresentou uma resposta positiva. Os
escores clinicos de aproximadamente 0,3 e a média do aumento do inchaco na pata
(teste cutaneo) de 0,4 observados sé&o indicativos de resposta alérgica. Estes
resultados sugerem que assim como a toxina de colera, amplamente utilizada nas
imunizages intragastricas, a ricina, uma toxina bem mais facil de ser manipulada e
isolada em laboratérios de pesquisa, possa representar um novo adjuvante a ser
utilizado no modelo de alergia alimentar (Adel-Patient et al., 2005; Diesner et al., 2008;
Ganeshan et al., 2009; Verhasselt, 2010). Todavia ainda sdo necessarios estudos
para ajustar a dose minima a ser empregada nos processos de sensibilizacéo.

Nas condicfes testadas, as albuminas 2S de mamona demonstraram baixa inducéo
dos sinais clinicos de alergia, de acordo com o escore clinico (Figura 16-A). Sabe-se
que as proteinas presentes nas sementes de mamona ndo fazem parte da
alimentagcdo humana, porém realizamos a sua administragdo oral nos camundongos
para obter modelos animais para 0s testes comportamentais. Por outro lado,
alérgenos presentes na mostarda amarela (Sinapis alba, Sin a 1) e mostarda oriental
(Brassica juncea, Bra j 1), nozes (Ber e 1) e gergelim (Sesamum indicum, Ses i 1),
séo classificadas classificados como albuminas 2S (Moreno e Clemente, 2008), assim,
ajustar condicdes de imunizagdes por via oral, empregando ricina pra este grupo de
proteinas, pode ser uma contribuicdo importante para estudo de alergia alimentar

contra alérgenos destas fontes.

62



Os tratamentos convencionais para a APLV consistem em evitar ou substituir os
alimentos alergénicos e tratar os sintomas das reacdes alérgicas (Sicherer e
Sampson, 2014). Contudo, diferentes formas de tratamento vém sendo propostas,
por exemplo, imunoterapia alérgeno especifica, inducéo de tolerancia oral por uso de
formulas hipoalergénicas, terapia alérgica ndo especifica com anticorpos anti-IgE e
com probidticos (Skripak, J. M. et al., 2008). Em busca de um nova abordagem
terapéutica para o tratamento da alergia baseada no bloqueio de IgE, mostramos que
a administracdo intraperitoneal do &cido L-glutdmico in vivo reduziu os sintomas da
hipersensibilidade mediada por IgE (Figura 19-C) no modelo animal para alergia
alimentar usando como adjuvante toxina de colera. Ja os animais que foram tratados
com N-(4-nitrobenzoil)-L-acido glutdmico (AGN), na mesma dose terapéutica
administrada por via intraperitoneal, ndo apresentaram reducdo dos sintomas
alérgicos, sugerindo a especificidade da interacdo do acido L-glutamico livre com a
regido de reconhecimento dos epitopos alergénicos na molécula e IgE.

Neste mesmo modelo animal (n=5), foi realizado o teste cutaneo, apos injecéo local
de PLV (alérgeno), na pata dos camundongos sensibilizados, a resposta alérgica
aguda foi induzida levando a liberacéo de histamina dos mastécitos, proteoglicanos e
outros mediadores inflamatérios, essa reacdo foi evidenciada pela marcacdo com
corante azul e edema local (Figura 18 A). Nos animais alérgicos (n=5) tratados com
30 mg/kg, i.p., do acido L-glutdmico (AG), observou-se significativa reducdo da
coloracdo azul e do inchaco da pata, indicando a diminuicdo da ativacdo dos
mastoécitos e da permeabilidade vascular (Figura 18 B).

O estudo realizado por Aswar et al., 2015, avaliou o efeito da administracéo de 40
mg/kg de Piperina (PIP) um composto organico, alcaléide, presente na pimenta preta
(Piperis Nigrium), nos animais sensibilizados contra Ova-albumina (OVA) e observou
gue o tratamento inibiu o edema da pata desses animais, indicando sua eficacia na
reducdo da liberagdo da histamina (Aswar et al., 2015). No presente estudo, 0s
animais foram sensibilizados com o leite completo, ou seja, contendo varias proteinas,
entre elas a alphaS1-caseina e alphaS2-caseina, as quais também contém inimeros
residuos de acidos glutamicos e acido aspartico em seus epitopos ligantes de IgE
como descrito por Chatchatee et al., 2001, Spuergin et al., 1996 e Busse et al., 2002.

A hipotese é de que a administracdo intraperitoneal de L-glu tenha blogueado
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parcialmente a interagdo da IgE com os alérgenos prevenindo assim a ativagédo dos
mastoécitos e consequentemente reduzindo os sinais clinicos da reacao alérgica.

O &cido glutamico € o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso
central e a estimulagdo excessiva dos receptores de glutamato pode causar efeitos
neurotéxicos, também conhecidos como excitagcdo neurotdxica (Jayanarayanan et al.,
2013). Sabe-se que o glutamato monossodico (MSG) estd amplamente disponivel
como produto quimico intensificador do sabor em diversos alimentos. Estudos relatam
que exposicdo ao MSG em pacientes asmaticos pode potencializar os sintomas da
asma (Woessner, Simon e Stevenson, 1999). Alguns estudos associam a ingestédo de
MSG como possivel causa de dor de cabeca (Obayashi e Nagamura, 2016). Neste
trabalho, investigamos o uso de concentracfes de L-Glu 10, 30 e 50 mg/kg),superiores
as doses terapéuticas. Aswar et al., 2015, utilizaram doses similares: 10, 20 e 40
mg/kg do composto PIP para tratamento dos sintomas da alergia induzida por OVA e
obteve resultados promissores (Aswar et al., 2015).

O teste de potencializacdo do tempo de sono induzido por barbitdrico, o teste motor
com aparelho Rota-rod e o teste que mede movimentacdo espontdnea em campo
aberto foram realizados para uma avaliagdo comportamental nos animais tratados
para verificar os possiveis efeitos adversos das doses dos compostos proposto nesse
trabalho. Estes testes comportamentais sdo recomendados para uma triagem
farmacoldgica de protétipos a farmaco (Naghibi e Rayatnia, 2011; Bocca, Resende e
Ko, 2012; Sharmen et al., 2014). O diazepan promove uma diminui¢ao significativa no
escore locomotor indicando um efeito sedativo (Thakur e Mengi, 2005) e foi usado
como controle. O aminoé&cido L-Glu ndo apresentou este efeito .No entanto, as doses
10, 30 e 50 mg/kg do analogo N-(4-nitrobenzoil)-L-acido glutdmico mostrou uma
diminuicdo no escore locomotor (Figura 20) e na avaliacdo da movimentacdo
espontanea na arena a dose de 50 mg/kg apresentou atividade locomotora menor que
0 grupo controle do veiculo (Figura 21). O composto N-(4nitrobenzoil)-L-acido
glutamico produziu um aumento significativo no nivel do efeito hipnético induzido pelo
tiopental de sodio (figura 19).

O tiopental é basicamente um agente hipnotico, dado em dose apropriada, a hipnose
induzida por tiopental potencializa a Inibicdo pds-sinaptica mediada por GABA através

de modificacdes alostéricos dos receptores gabaérgicos. Substancias que possuem
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atividade depressora do SNC pode diminuir o tempo de inicio do sono, prolongar a
duracdo do sono ou ambos (Hasan et al., 2009). Esses resultados séo indicativos de
um efeito sedativo notavel que foi ainda mais intensificado pela potencializacdo da
hipnose induzida por barbitirico apés a administracdo i.p do analogo N-(4-
nitrobenzoil)-L-acido glutamico.

Os resultados deste estudo mostram que o acido L-glutdmico produz efeitos
diferenciados de acordo com a dose avaliada. No tratamento com as doses 10 e 30
mg/kg do L-Glu, os animais ndo apresentaram diferencas significativas no tempo de
sono quando comparados com o controle (veiculo), porém os animais que receberam
a dose de 50 mg/kg produziram um menor tempo de sono, mostrando uma relacdo
dose-dependente e podendo também indicar um efeito estimulante do L-Glu sobre o
SNC (Figura 19). Novos experimentos deverdo ser realizados para melhor
entendimento da atividade depressora ou estimulante desses compostos. A atividade
locomotora € considerada um indice de alerta, onde também pode ser avaliado o efeito
sobre o equilibrio motor, tdnus muscular no caso do uso do modelo rota rod, e caso
seja diminuida pode indicar efeito sedativo. Neste estudo, verificamos que as doses
testadas do acido L-glutamico ndo afetam a atividade locomotora (figura 21) e ndo
causam efeito sobre a coordenacdo motora e tbnus muscular, como indicado pelos
resultados relativos ao modelo rotarod (figura

20).

As estratégias de imunizacdes dos animais, etapa preliminar para a realizacao dos
ensaios de bloqueio in vivo, para modelo animal alérgico as albuminas 2S, mostraram
éxito. A ricina foi um potencial adjuvante para imunizagéo por gavagem, quando PLV
foi usada como antigeno. No entanto, novas imunizac¢des utilizando ricina como
adjuvante devem ser conduzidas para ajuste da dose. Algumas mudancas no
protocolo experimental de imunizacdo, devem ser realizadas para melhorar os
resultados de producdo de IgE, incluindo cronograma das injecdes, vias de
administracéo e doses do antigeno. O nosso trabalho mostra que é possivel utilizar o
acido L-glutdamico como abordagem alternativa para o tratamento das alergias, porém
o efeito estimulante ou depressor do tratamento com acido L-glutamico, bem como a
ativacado de receptores glutamatérgicos especificos, devem ser melhor investigadas.

Portanto, novos estudos devem ser realizados buscando investigar as doses
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terapéuticas com maior eficicia e seguranca para sua utilizacdo futuramente como
um farmaco.

6- Concluséao

* O &cido L-glutamico atua como bloqueador de IgE especifica contra alérgenos
de mamona e apresenta potencial farmacoldgico para o tratamento de doencas
envolvendo alérgenos de mamona, proteinas do leite de vaca e outros

alérgenos com resposta cruzada.
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* A administracdo do acido L-glutamico foi capaz de bloquear a IgE especifica
nos animais sensibilizados contra alérgenos do leite, reduzindo os sinais

clinicos observados in vivo..

* O acido gluthmico nao provocou alteragbes comportamentais nos

camundongos que receberam doses até 30 mg/kg.

* A ricina apresentou potencial como adjuvante para induzir resposta alérgica,
podendo ser um aliado para a formacdo de modelos animais experimentais

para testes farmacolégicos.
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