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RESUMO

Amendoim, gergelim e castanhas sdo alimentos que contém proteinas alergénicas da
classe albumina 2S. A ocorréncia de reacdes cruzadas entre alérgenos de amendoim
e gergelim com alérgenos de mamona foi investigada. O objetivo deste trabalho foi
analisar as estruturas dos alérgenos de amendoim e gergelim, identificar os epitopos
ligantes de IgE e avaliar o uso de aminoacidos livres como bloqueadores de IgE.
Através das ferramentas Blast e Clustal Omega, as sequéncias de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3,
alérgenos de mamona, foram alinhadas com as sequéncias de amendoim, Arah 2 e
Ara h 6, e de gergelim, Ses i 1, levando em conta a conservagdo dos residuos de
cisteinas. O alinhamento mostrou nos epitopos de amendoim e gergelim a
conservacao de residuos de acidos glutamicos, importantes para a interacdo dos
epitopos de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 com a IgE. Para validar estudos “in silico”, proteinas de
gergelim e amendoim foram extraidas com tampé&o citrato de sddio, os extratos
fracionados por cromatografia de exclusdo molecular (Sephadex G50) e obtidos trés
picos: AyG50-F1, AyG50-F2 e AyG50-F3 de amendoim, e SiG50-F1, SiG50-F2 e
SiG50-F3 de gergelim. A homogeneidade das fracdes foi analisada por eletroforese
(SDS-PAGE). A presenca de respostas cruzadas com albuminas 2S de mamona foi
investigada por Western Blotting e por Enzyme Linked Sorbent Assay — ELISA. As
fracbes AyG50-F2 e SiG50-F2 foram imunorreativas com alérgenos de mamona. O
uso de aminoécidos livres como bloqueadores de IgE foi investigado por ELISA. Soros
foram incubados ora com aminoacidos dicarboxilicos (acido aspértico e acido
glutamico), ora com misturas de aminoacidos presentes nos epitopos das oleaginosas
e ora com mistura de 20 aminoacidos. Os aminoacidos dicarboxilicos reduziram a
interacdo dos alérgenos de amendoim e gergelim com a IgE. Em concluséo,
demonstramos a existéncia de respostas cruzadas entre alérgenos de amendoim,
gergelim e mamona, e possivel envolvimento dos aminoacidos dicarboxilicos na
interacdo com a IgE. Estes resultados podem ser utilizados para o desenvolvimento

de novas estratégias para o tratamento de alergias.

Palavras-chave: Albumina 2S. Alergia. Amendoim. Gergelim. Mamona.



ABSTRACT

The peanut, sesame and nuts are food that contain allergenic proteins belonging to the
2S albumin class. The occurrence of cross-reactions between peanut and sesame
allergens with castor seed allergens was investigated. The objective was to analyze
the structures of peanut and sesame allergens, to identify IgE binding epitopes and to
evaluate the use of free amino acids as IgE blockers. Through the Blast and Clustal
Omega tools, the sequences of Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3, castor seed allergens, were aligned
with the peanut sequences, Ara h 2 and Ara h 6, and sesame, Ses i 1, considering the
cysteine residues conservation. The alignment showed the conservation of glutamic
acids residues in the peanut and sesame epitopes, important for the interaction of Ric
c 1 and Ric ¢ 3 epitopes with IgE. To validate "in silico" studies, sesame and peanut
proteins were extracted with sodium citrate buffer, extracts fractionated by exclusion
chromatography (Sephadex G50) and three fraction were obtained: AyG50-F1,
AyG50-F2 and AyG50-F3 from peanut, and SiG50-F1, SiG50-F2 and SiG50-F3
sesame. The fractions homogeneity was analyzed by electrophoresis (SDS-PAGE).
The cross-responses presence with 2S castor seed albumins was investigated by both
Western Blotting and Enzyme Linked Sorbent Assay (ELISA). The AyG50-F2 and
SiG50-F2 fractions were immunoreactive with castor seed allergens. The use of free
amino acids as IgE blockers agents was investigated by ELISA. Serums were then
incubated with dicarboxylic amino acids (aspartic acid and glutamic acid), sometimes
with mixtures containing amino acids present in the oilseeds epitopes and sometimes
with 20 amino acids. The dicarboxylic amino acids reduced the peanut and sesame
allergens interaction with IgE. In conclusion, we demonstrated the cross-responses
existence between peanut and sesame allergens with castor sees allergens and
possible involvement of dicarboxylic amino acid in the interaction with IgE. These

results can be used to develop for new strategies for the allergic diseases treatment.

Keywords: 2S albumin. Allergy. Blockers agents. Peanut. Sesame. Castor seed.
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1. INTRODUCAO

As oleaginosas comestiveis sado importantes fontes de proteinas vegetais,
acido oleico, fibras, vitaminas (B6, E, niacina, acido foélico, dentre outras), lipidios,
minerais (magnésio, zinco, potassio, dentre outros) e aminoacidos. Elas possuem
também componentes fitoquimicos como flavonoides e isoflavonas (DREHER,;
MAHER; KEARNEY, 1996). Entretanto, muitas oleaginosas comestiveis contém
proteinas alergénicas que fazem parte da familia das albuminas 2S e podem
apresentar reacdes cruzadas com outros alérgenos de diversas fontes devido as
semelhancas estruturais (PASTORELLO et al., 2001b).

Quando o homem entra em contato com plantas e seus produtos derivados,
como por exemplo, a ingestdo de alimentos ou a inalacdo do pdélen das plantas, pode
apresentar manifestacbes de hipersensibilidade (NAKAMURA; TESHIMA, 2013).
Pequenas quantidades do alérgeno alimentar sdo capazes de desencadear o
processo alérgico e manifestar rea¢cdes como diarreias, nauseas, urticaria, edemas,
inflamacéo nasal, e em casos mais graves levar a morte (YU; FREELAND; NADEAU,
2016).

Sabe-se que quando os alimentos sofrem processamentos, como por exemplo,
exposicao a altas temperaturas durante o aquecimento e cozimento, a conformacao
da proteina pode ser alterada resultando na alteracao alergénica (VAN BOXTEL et al.,
2008). Essas alteracbes podem levar a desnaturacdo das estruturas proteicas,
podendo alterar a conformacdo dos epitopos alergénicos, e consequentemente, a
perda da atividade alergénica (BESLER; STEINHART; PASCHKE, 2001).

Diversas sdo as alternativas atuais para minimizar os problemas
desencadeados pelos alérgenos. O tratamento classico para alergias é realizado com
o0 uso de anti-histaminicos, blogueadores dos receptores da histamina que sé&o
utilizados apenas para tratar os sintomas da alergia, mas ndao curam a doenca
propriamente dita. A imunoterapia também pode ser utilizada para casos de alergia
sendo administrada através das vias sublingual, oral ou subcutanea. A mesma visa
dessensibilizar o individuo contribuindo positivamente com o tratamento da doenca.
Outra estratégia de tratamento é o uso de anticorpos monoclonais especificos para a

imunoglobulina E (IgE), que age bloqueando a ligacéo da IgE com o receptor FCeRI,



nao ocasionando a ativacéo e desgranulacdo dos mastécitos e consequentemente,
ndo desencadeando o processo alérgico (YU; FREELAND; NADEAU, 2016).
Contudo, considerando o impacto que a alergia alimentar representa para a
sociedade e as opc¢Oes de tratamentos disponiveis no mercado, a proposta deste
trabalho foi estudar a estrutura de alérgenos presentes em oleaginosas comestiveis
(amendoim e gergelim) e verificar a capacidade bloqueadora de IgE através de

aminoacidos livres como uma nova abordagem de tratamento de alergias alimentares.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Alergia alimentar

A alergia alimentar € uma condicdo comum, porém, que pode ser fatal e afeta
negativamente a qualidade de vida dos pacientes e de suas familias, devido as
manifestagdes clinicas, 0 manejo e o cuidado alimentar que é requerido (MURARO et
al., 2014).

Muitas vezes a alergia alimentar € confundida com a intolerancia alimentar,
como exemplo a intolerancia a lactose, devido apresentar alguns sintomas
semelhantes. Porém, a intolerAncia a lactose ndo é decorrente de fatores
imunoldgicos, e esta relacionada com a incapacidade em digerir a lactose devido a
falta da enzima lactase, comprometendo assim a absorcdo da lactose (YU;
FREELAND; NADEAU, 2016). A introducdo de alimentos em criancas pode contribuir
para a inducdo da tolerancia alimentar, ou seja, a ndo ocorréncia de resposta
imunoldgica apés a ingestao do alimento alergénico (SOLE et al., 2018).

Estudos demonstram que alergia alimentar vem aumentando entre a populagéo
de criancas e adultos correspondendo cerca de 5% e 8% respectivamente
(SICHERER; SAMPSON, 2014). As reac¢fes cruzadas entre os alérgenos presentes
nos alimentos com os aeroalérgenos também tem aumentado, o que pode contribuir
com o aumento da alergia alimentar (MURARO et al., 2014). Nos paises em
desenvolvimento, os dados epidemiolégicos demonstram esse aumento da alergia
alimentar e evidenciam que o aumento da economia € um fator que pode influenciar
nas mudancas dos habitos de vida dos individuos e consequentemente, contribuir com
0 desenvolvimento da alergia (LEUNG; WONG; TANG, 2018).

Muitas oleaginosas consumidas, como por exemplo, o amendoim, soja, lentilha
dentre outras, possuem uma potencial acdo alergénica e sao consideradas
responsaveis por causar reacdes alérgicas e anafilaxia (VERMA et al., 2013). As
reacOes alérgicas causadas por ingestdo de alimentos correspondem 30% a 50% dos
casos de anafilaxia em localidades como América do Norte, Australia, Asia e Europa
(CIANFERONI; MURARO, 2012). A anafilaxia induzida por alimentos se manifesta

rapidamente apds a ingestdo do alimento comprometendo os sistemas



cutaneo, respiratdrio e gastrointestinal, destacando-se mais 0s sintomas
respiratérios (PARRISH; KIM, 2018).

O aumento de casos da alergia alimentar esta relacionado a diferentes fatores,
como o momento em que o individuo foi exposto ao alérgeno, fatores genéticos,
obesidade dentre outros (SICHERER; SAMPSON, 2014). Sabe-se também, que
fatores como o pais que o individuo reside, a existéncia de outras doencas alérgicas
e as caracteristicas especificas dos alérgenos, sdo aspectos importantes que podem
contribuir como o desencadeamento de reacdes de hipersensibilidade (CIANFERONI;
MURARO, 2012; MURARO et al., 2014). Os fatores ambientais também devem ser
considerados, pois, podem influenciar no desenvolvimento do sistema imune do
individuo nas fases de pré-natal e infancia. Além disso, o estresse psicossocial possui
interferéncia no desenvolvimento de doencas alérgicas como a asma, e pode estar
relacionado com reacdes de hipersensibilidade (SCHREIER; WRIGHT, 2014).

A atopia € outro fator importante que contribui com o desenvolvimento da
alergia mediada por IgE. Os individuos que séo atdpicos possuem altos niveis de IgE
quando comparados com individuos normais e sdo mais vulneraveis a desenvolver
alergias (MURPHY et al., 2010).

Uma maneira de impedir o desenvolvimento da alergia alimentar consiste em
evitar a ingestdo precocemente dos alimentos alergénicos. Pesquisa realizada nos
Estados Unidos com criangas alérgicas ao amendoim, demonstrou que algumas
criancas menores de 9 meses foram expostas precocemente ao alimento e ja
apresentavam alergia ao amendoim (LEICKLY et al., 2018). Em contra partida, novas
pesquisas discutem que o atraso na introducdo de alimentos alergénicos tende a
aumentar as chances de desenvolver a alergia e a sensibilizacdo ao alimento (PITT
et al., 2017).

No Brasil, com a finalidade de reduzir as doencas alérgicas, € recomendado
pelo Consenso Brasileiro de Alergia Alimentar que se mantenha a amamentacéo da
crianga somente com o leite materno até o 6° més de idade, e a introdugcédo de novos
alimentos deve ser praticada a partir dessa idade (SOLE et al., 2018).

O tempo e a via de introducdo dos alimentos alergénicos podem estar
relacionados com a sensibilizacdo do individuo. Estudo recente evidenciou uma
reducdo da sensibilizacdo ao amendoim mais tardia em criangas, quando as maes

durante o periodo de amamentacéo fizeram o consumo do amendoim e



posteriormente, introduziram este alimento na dieta das criancas antes de 12 meses.
Entretanto, mais estudos tornam-se necessario para estabelecer o momento ideal da
exposicao da mae e da crianca ao alimento, a quantidade e frequéncia, de modo a
obter melhores meios de prevencéo da alergia e sensibilizacdo ao alimento (PITT et
al., 2017).

De acordo com o Consenso Brasileiro sobre Alergia Alimentar, quando se
conhece qual alimento € responsavel por desencadear a alergia, sua exclusao da
alimentacdo € a melhor conduta terapéutica a ser adotada. Para isso, torna-se
necessario o0 acompanhamento com nutricionista para prestar as orientacfes
nutricionais e educacdo a familia e ao paciente, de modo a substituir o alimento
alergénico e suprir todas as necessidades nutricionais necessarias (SOLE et al.,
2018).

E de suma importancia a vigilancia da familia e do paciente quanto a verificagéo
da composicdo dos alimentos que € descrita nos rétulos dos alimentos, ja que, de
acordo com a RDC da Anvisa, n° 26, de 02 de julho de 2015, os possiveis alimentos
alergénicos devem ser rotulados conforme as orientagdes descritas nesta norma. A
inspecao dos rétulos deve ser feita antes de adquirir o produto de modo a identificar a
presenca de substancias alergénicas e evitar a ocorréncia da alergia alimentar (SOLE
et al., 2018).

As oleaginosas estdo sendo utilizadas de uma maneira crescente como aditivos
alimentares e isso pode ocasionar numa exposicao acidental e consequentemente no
desenvolvimento da alergia (DE LEON et al., 2007). Essas reacfes causadas
acidentalmente sdo decorrentes de varios fatores. Limitar o contato acidental com o
alimento alergénico pode contribuir com o controle das reacfes alérgicas graves,
contudo, isso nao significa que implicara na mesma proporc¢éo na reducao de reacoes
alérgicas mais severas (PETTERSSON et al.,, 2018). Assim, torna-se necessario
adequar os meios a fim de se obter um melhor controle e a redugcéo da exposi¢cao
acidental, como também obter melhores tratamentos para alergia alimentar (DE LEON
et al., 2007).

2.2.Reac0Oes alérgicas alimentares mediadas por IgE

A definicao de alergia ou reacéo de hipersensibilidade trata-se de uma resposta

do sistema imune quando o organismo é exposto a antigenos ou



alérgenos, sendo a maioria pequenas proteinas, através de diversas fontes como
alimentos, polens, poeira e medicamentos. Sao classificadas em quatro tipos (I, II, Il
e V), porém, a hipersensibilidade do tipo | € a mais comum e mediada pela IgE
(MURPHY et al., 2010).

As reacoes alérgicas mediadas pela IgE estdo envolvidas na maioria dos casos
de alergias causadas pela ingestdo de alimentos alergénicos. Para confirmar a
alergenicidade do alimento, séo realizados ensaios cutaneos de hipersensibilidade
imediata, ensaios in vitro realizados com o soro do paciente para avaliar a presenca
da IgE e o ensaio Western Blotting para identificar a ligacao da proteina alergénica a
IgE (WOLFF et al., 2003). Também, a avaliacdo da IgE especifica é utilizada por
especialistas como um parametro para avaliar se 0 paciente é sensivel a determinado
alimento, e se 0 mesmo podera ser utilizado no teste de provocacéao oral duplo-cego
placebo controle (DCPC), teste que podera confirmar a alergia alimentar. No geral, o
diagnoéstico de reacdes alérgicas mediadas por IgE € realizado através do teste de
provocacao oral (TPO), que consiste na ingestdo de quantidades crescentes do
alimento a fim de reduzir a possibilidade de desenvolver reacdes graves e identificar
qual a menor dose que foi capaz de estimular os sintomas. Esse teste pode ser
realizado em individuos de qualquer idade, deve ser realizado sob a supervisao
médica e em local apropriado (SOLE et al., 2018).

A IgE é encontrada nos tecidos ligada através de sua regido Fc aos receptores
FCeRI (Figura 1) nos mastécitos e basofilos, e atua na imunidade protetora do
individuo como em respostas a doencas parasitarias causadas por vermes como
também em alergias (MURPHY et al., 2010). Esta imunoglobulina atua como um
receptor do antigeno. Quando a IgE se encontra ligada ao antigeno é estimulado a
secrecdo de histaminas e o aumento da permeabilidade vascular, fazendo com que
as células de defesa do organismo se desloquem para a regido com sinais de
inflamac&o (NELSON; COX, 2014).



Figura 1 - Estrutura da IgE e o sitio de ligagéo do
receptor FCeRI
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Fonte: (Adaptado de UJIIE, 2015)

Existem fatores que induzem diretamente na producao da IgE. Os mastdcitos
e basdfilos podem estimular a producao de IgE pois, quando ocorre a ligagdo cruzada
do antigeno a IgE previamente ligada ao receptor FCeRI € secretada a interleucina IL-
4. As citocinas IL-4 e IL-13 possuem papel importante nas vias de sinalizagéo, pois
promovem 0s primeiros sinais para que ocorra a mudanca na classe da IgE nas
células B (MURPHY et al., 2010).

Sabe-se que os sinais envolvidos na diferenciagdo das células T virgens para
Th2 leva a producdo de IgE, pois, durante a apresentacdo de um antigeno pelas
células apresentadoras de antigenos (APCs) ocorre a exposi¢cao das citocinas, que
estimulam as células TH2, e que consequentemente estimulam as células B a
secretarem a IgE. Quando as células Th2 estdo ativadas, elas também passam a
secretar a IL-10 e o fator de crescimento transformador beta (TGF-B), que por sua vez
inibem a ativacéo e o crescimento das células do perfil Thl (MURPHY et al., 2010). A
IL-10 também possui papel importante no processo de indugéo da tolerancia oral aos
alimentos. Trabalhos realizados com criancas de 5 anos alérgicas ao leite de vaca
mostraram que, uma baixa producao dos niveis de IL-10 e o polimorfismo no gene
que codifica essa citocina podem influenciar na ndo indugéo da tolerancia oral (JACOB
et al., 2010).

A regido do antigeno que é reconhecida pela IgE e onde ocorre a interagéo
antigeno-anticorpo € denominada de epitopo ou determinante antigénico (MURPHY
et al., 2010). A interacdo antigeno e anticorpo é especifica, determinada pelos
residuos de aminoacidos que podem ser variaveis e se localizam na regido variavel
do anticorpo (NELSON; COX, 2014). Quando essa regidao de reconhecimento é
formada por segmentos de proteinas que néo estao dispostos em sequéncia, ou seja,

sao descontinuados, sdo chamados de epitopos conformacionais ou



descontinuos. J4, quando o epitopo possui um Unico segmento proteico € chamado
epitopo continuo ou linear (MURPHY et al., 2010).

As caracteristicas imunoldgicas dos alérgenos presentes nas oleaginosas
comestiveis estdo relacionadas com os epitopos ligantes de IgE, a presenca de
epitopos lineares e a capacidade de ativar as reacdes biolégicas (VERMA et al., 2013).
A capacidade dos epitopos alergénicos se ligarem aos anticorpos pode ser perdida
quando os epitopos s&o tratados com processos fisicos e quimicos (SOLE et al.,
2018).

O processo alérgico se desenvolve quando o individuo é exposto a um antigeno
através das vias aéreas, do sistema cutaneo e parenteral. O antigeno se acopla as
APCs, é internalizado e apresentado aos linfécitos T auxiliares (Th2). Ocorre a
liberacdo de citocinas que consequentemente estimulam a célula B a produzir o
anticorpo IgE (Figura 2). Quando a IgE se liga a superficie de células como mastocitos
e basofilos através de receptores FCeRI o individuo torna-se sensibilizado. Quando o
individuo é exposto novamente ao antigeno, ocorre a ligacdo cruzada deste antigeno
a IgE, os mastocitos e baséfilos sdo ativados e se desgranulam, liberando mediadores
guimicos como histaminas, leucotrienos, prostaglandinas, que sdo responsaveis pela
reacao de hipersensibilidade do tipo imediata (COCCO et al., 2007; ABBAS et al.,
2011).

Figura 2 - Mecanismo da alergia
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As manifestacdes clinicas podem ocorrer brevemente apds a ingestdo dos
alimentos que contém proteinas alergénicas podendo haver casos recorrentes
(NEUGUT; GHATAK; MILLER, 2001). Os sintomas podem se manifestar com menor
gravidade, como por exemplo, na pele (urticaria, eritema), no sistema respiratorio
(rinite, broncoespasmo), cardiovascular (arritmia, hipotensédo e parada cardiaca) e
gastrointestinal (diarreia, vomito e dor abdominal), ou em casos mais graves como a
anafilaxia (VERMA et al., 2013).

A relacdo das reacdes mais graves com a exposicdo a doses elevadas do
alérgeno e com o impacto da restricdo alimentar ndo esta muito bem compreendida,
mas, sabe-se que nas reacfes alérgicas mais graves 0 aparecimento dos sintomas
ocorre rapidamente apos o consumo do alimento alergénico (PETTERSSON et al.,
2018).

2.3.Composic¢do nutricional das oleaginosas comestiveis

O consumo da proteina vegetal tem aumentado pela populacdo e pode ser
substituida pela proteina de origem animal visando a reducdo do impacto no meio
ambiente causado pela criagdo de animais. Com o aumento da populacdo em larga
escala, a tendéncia é que o consumo de proteina vegetal também aumente, tornando-
se esse alimento uma fonte de proteina alternativa para as industrias alimenticias,
pois, apresentam menor impacto ambiental, como também para os consumidores que
buscam produtos saudaveis (DAY, 2013).

As oleaginosas sao alimentos ricos em proteinas vegetais que podem ser
consumidas na sua forma natural, leite e produtos processados. Elas sdo utilizadas
para fabricacdo de 6leo usado na alimentagéo e os subprodutos gerados sao fontes
de varios nutrientes e fibras. Os subprodutos também podem ser consumidos, porém
com restricao, pois por possuirem proteinas alergénicas o seu uso pode desencadear
reacOes alérgicas (DAY, 2013).

As castanhas como as nozes, sdo cultivadas em larga escala e séo
consideradas fontes de fitoesterdis, substancias presentes nos 6leos vegetais e
nozes. Essas substancias possuem acdes benéficas a saude humana e podem atuar
na prevencao de cancer, reducdo nos niveis de colesterol LDL (proteinas de baixa
densidade) dentre outras (COSTA et al., 2010). Pesquisas demonstram que 0 seu

consumo regular das oleaginosas contribui com o sistema cardiovascular e



previne doencgas do coragdo (JONES et al., 2014). Além disso, o consumo de nozes
contribui com a saude vascular cerebral pois ocorre uma melhora do fluxo sanguineo,
melhora da microbiota intestinal, reduz os niveis do colesterol e da inflamacéo
(COATES; HILL; TAN, 2018).

A nova geracao da populacdo busca pelo consumo de alimentos saudaveis e
nutritivos derivados de proteinas de plantas por apresentarem varios beneficios. Com
isso, as industrias alimenticias vém se inovando e desenvolvendo novos produtos a
base de proteinas vegetais presentes em cereais, oleaginosas dentre outras.
Investimentos em novas técnicas estdo sendo empregados para obter produtos com
qualidade, com melhores texturas, sabor e suculéncia, semelhantes a carne e
proteinas em geral (DAY, 2013).

Para que se tenha um menor impacto na saude da populacdo, torna-se
necessario uma visdo com foco num futuro sustentavel, na seguranca alimentar e mais
investimentos em pesquisas voltadas para a reducdo da alergia alimentar causada
pela ingestdo de proteinas vegetais alergénicas, visto que esses alimentos possuem
um bom desempenho nutricional, estédo cada dia mais presentes na alimentacéo das
pessoas, e que mesmo apais o processamento das proteinas, elas se mantém estaveis

e apresentam caracteristicas alergénicas (DAY, 2013).

2.4.Classificacao das proteinas vegetais

2.4.1. Proteinas de reserva

A semente é um 6rgao de grande importancia para a planta por ser responsavel
pela sua propagacao e desenvolvimento. Além disso, as sementes sdo as partes das
plantas mais colhidas e consumidas na alimentagéo humana devido aos diversos tipos
de proteinas que elas contém (SHEWRY; NAPIER; TATHAM, 1995).

Nos alimentos, as proteinas vegetais atuam como macronutrientes, contém
aminoacidos essenciais que atuam na funcao estrutural e funcdes fisicas relacionadas
ao preparo, processamento, estoque e o consumo. Dentre as propriedades funcionais
das proteinas vegetais, destaca-se a solubilidade, propriedade de ligacdo com a agua
e gordura, formacdo de gel e espuma, propriedade emulsionante dentre outras.

Qualquer alteracdo na estrutura da proteina



como, por exemplo, no processamento dos alimentos, podem influenciar nas
funcdes proteicas (DAY, 2013).

Sabe-se que as proteinas de reserva podem ser encontradas nas sementes
maduras, possuem residuos de cisteina e metionina e para a sua sintese, é importante
a presenca do enxofre. Elas sdo sintetizadas no reticulo endoplasmético rugoso,
transportadas para o limem do reticulo onde é realizado a clivagem do peptideo sinal
e posteriormente depositadas no vacuolo. Essas proteinas desenvolvem importantes
funcbes metabodlicas e estruturais, e estdo relacionadas com o fornecimento
energético utilizado na germinacao de embrides, no desenvolvimento da planta, com
a determinacdo do teor protéico das sementes e a qualidade nutricional (SHEWRY;
NAPIER; TATHAM, 1995).

As proteinas de reserva sdo comumente encontradas em oleaginosas
comestiveis, possuem uma estrutura quimica consideravelmente estavel a variadas
temperatura e a acao das proteases (VERMA et al.,, 2013). O padréo de ligagcbes
dissulfeto contribui com a estabilidade e resisténcia dessas proteinas no sistema
digestorio, e consequentemente, com o potencial alergénico (CARBONARO;
MASELLI; NUCARA, 2015).

A principio, a classificagdo das proteinas de reserva se baseava na sua forma
de extracdo e na solubilidade em agua. Nesta classificacdo se encontram as
albuminas, que sao soluveis em agua e em solucéo salina de baixa concentracdo; as
globulinas que sdo soluveis em solugbes salinas com altas concentragfes; as
prolaminas que sao soluveis em solucdo de agua e alcool e as glutelinas que séo
soltveis em solucdes acidas (SHEWRY; NAPIER; TATHAM, 1995).

Atualmente, a classificacdo das proteinas esta relacionada quanto a sua
estrutura e funcdo. Elas podem ser agrupadas em familias e neste caso, devem
apresentar grau de identidade de sequéncias igual ou maior que 30%, porém, as
partes estruturais e funcionais devem apresentar niveis elevados de semelhancas.
Quando apresentarem niveis de identidade de sequéncias baixo porém, com as partes
estruturais e funcionais em comum, elas séo classificadas em superfamilias. Deste
modo, os alérgenos encontrados nas oleaginosas podem fazer parte de familias e
superfamilias de proteinas (BREITENEDER; RADAUER, 2004).

A superfamilia das prolaminas reane um grupo de familias de proteinas de
reserva que sao alergénicas e mantém um padrao conservado residuos de cisteinas.

Seu nome foi definido de acordo com sua solubilidade em agua/alcool e



sua concentracdo de prolina e glutamina (RADAUER; BREITENEDER, 2007). Na
superfamilia das prolaminas estdo inseridas as familias albuminas 2S, proteinas de
transferéncia de lipidios nao-especificas (nsLTPs), a-amilase e inibidores de
proteases, e prolaminas de cereais (BREITENEDER; RADAUER, 2004).

Alguns membros da superfamilia das prolaminas sdo reconhecidos por
participarem de reagdo alérgica mediada a IgE. Essas proteinas alergénicas, apos a
sensibilizacdo através das vias aéreas, da pele e a ingestdo, podem ser encontradas
no sistema digestivo e permanecerem estaveis (JENKINS et al., 2005).

A maioria das oleaginosas disponiveis para 0 consumo possui alérgenos da
classe albumina 2S na sua composicao, que apresentam duas cadeias polipeptidicas,
sdo proteinas de baixo peso molecular com predominio de a-hélices, e suas estruturas
sdo mantidas por pontes dissulfeto (BREITENEDER; RADAUER, 2004).

A superfamilia das cupinas consiste hum grupo de proteinas com funcdes
diversas, que compartilham um dominio estrutural beta-barril e sdo estaveis a altas
temperaturas e a protedlise (RADAUER; BREITENEDER, 2007). A superfamilia das
cupinas € encontrada em proteinas de reserva conhecidas por globulinas 7S ou
vicilinas e globulinas 11S ou leguminas (BREITENEDER; RADAUER, 2004).

A superfamilia das profilinas € um grupo de proteinas de baixo peso molecular
encontradas em células eucaridticas e conhecida como proteina ligante de actina.
Essas proteinas possuem as estruturas tridimensionais similares e as profilinas
alergénicas sao encontradas mais facilmente em plantas que florescem (RADAUER,;
BREITENEDER, 2007).

Por fim, a superfamilia Bet v 1, conhecida também como proteinas relacionadas
a patogénese (PRs), que representam um grupo heterogéneo de familias de proteinas
vegetais, em que se encontram as proteinas do latex que sao responsaveis por
desencadear alergias, e proteinas que estdo envolvidas no processo de
amadurecimento (RADAUER; BREITENEDER, 2007).

2.4.1.1. Albumina 2S
As albuminas 2S sdo proteinas de reserva encontradas em diversas

oleaginosas como castanha do Brasil, nozes, gergelim, amendoim e mostarda. De um

modo geral, representam os principais alérgenos destas oleaginosas. O



consumo das oleaginosas por pacientes sensiveis e a possivel reacao cruzada entre
alérgenos da mesma classe, pode acarretar em sérias reacdes alérgicas
(PASTORELLO et al., 2001b). Possuem baixo peso molecular, entre 10 e 16 kDa,
apresentam a capacidade de atravessar a mucosa do intestino, sensibilizando-a e
causando quadros de alergias (MORENO; CLEMENTE, 2008; SHEWRY et al., 2002).

As albuminas 2S pertencem a superfamilia das prolaminas, que apresentam
um perfil bem conservado dos residuos de cisteina em sua estrutura. Apresentam em
geral oito cisteinas assim distribuidas: CXnCXnCCXnCXCXnCXnC, onde Xn
representa namero variavel de residuos de aminoacidos (MORENO; CLEMENTE,
2008; SHEWRY et al., 2002).

Vérios alérgenos da familia albumina 2S foram identificados como Ber e 1 da
castanha do Brasil (PASTORELLO et al., 1998), Jugr 1 da noz (TEUBER et al., 1998),
Sesi2 do gergelim (TEUBER et al., 1998), Ana o 3 da castanha de caju (ROBOTHAM
et al., 2005), Ara h 2 e Ara h 6 do amendoim, que possuem alto poder alergénico e
similaridade entre si (FABER et al., 2016).

A estabilidade e a abundancia das albuminas 2S sao fatores que podem
contribuir com o desenvolvimento do processo alergénico, fato bem descrito para o
alérgeno Bere 1 (FU; ABBOTT; HATZOS, 2002). Muitos alérgenos alimentares e seus
fragmentos se mostram estaveis e resistentes no trato gastroinstestinal contribuindo
assim com seu potencial alergénico (LEHMANN et al., 2006).

As oleaginosas podem ser consumidas na sua forma natural ou processadas.
Ao processar os alimentos para o consumo, a temperatura pode contribuir com
alteracdo da capacidade alergénica, porém, a eficacia desse tratamento térmico
estara relacionada com as condicbes em que se foi realizado, como a variacao de
temperaturas e as caracteristicas intrinsecas dos alérgenos presentes nas
leguminosas. Aléem da estabilidade térmica, as proteinas alergénicas possuem
também resisténcia a protease e capacidade de se ligar e fazer interagbes com
lipideos (BREITENEDER; MILLS, 2005; CABANILLAS; JAPPE; NOVAK, 2018).

Estudos moleculares foram realizados com os alérgenos homoldgos do
amendoim, Ara h 2 e Ara h 6, que foram tratados com protease. Foi observado que
ambos os alérgenos possuem seus nucleos resistentes a digestdo com a enzima
protease e a temperatura 100°C. O tratamento com a protease conseguiu reduzir um

pouco a capacidade de ligacao do alérgeno a IgE, mas essa reducdo néo implicou



no potencial alergénico, visto que as pontes dissulfeto permaneceram intactas,
mantendo a estabilidade da proteina (LEHMANN et al., 2006). A conservagcédo dos
residuos de cisteinas bem como o padréo das ligacdes do tipo ponte dissulfeto nas
albuminas 2S, contribuem com a manutencdo estrutural proteica, visto que apds o
tratamento com as proteases a proteina mantém seu poder alergénico (MILLS et al.,
2003).

2.5.Principais alérgenos das oleaginosas comestiveis
2.5.1. Bertholletia excelsa

Bertholletia excelsa, popularmente conhecida por castanha do Brasil (Figura 3),
€ uma oleaginosa originaria da Amazo6nia de grande valor econémico e alimentar. O
seu consumo é alto pela populacdo e contém varios nutrientes como aminoacidos
proteicos, porém, a sua ingestdo pode desencadear processos alérgicos (RIDOUT et
al., 2006). Dentre os aminoacidos de sua composicdo, esta castanha apresenta em
abundéancia os aminoacidos como leucina, metionina e valina (DA SILVA; ASCHERI;
DE SOUZA, 2010).

Figura 3 - Castanha do Brasil
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A alergia a castanha do Brasil tem maior probabilidade de ocorrer em individuos
com tendéncia hereditaria de desenvolver outros tipos de alergias (RIDOUT et al.,
2006). Ber e 1 é o alérgeno de maior relevancia de albumina 2S da castanha do Brasil,
possui massa molecular de 9 kDa, sua ligacdo a IgE apos a


http://www.embrapa.br/busca-de-

ingestdo da castanha é capaz de desencadear a reagéo alérgica e em casos mais
graves a anafilaxia (PASTORELLO et al., 1998).

A sequéncia de aminoacidos da parte alergénica da castanha do Brasil foi
descrita previamente sendo composta por: Pro-Arg-Arg-Gli-Met-Glu-Pro-His-Met- Ser-
Glu-X-X-Glu-GIn (AMPE et al., 1986).

2.5.2. Anacardium occidentale

A oleaginosa Anacardium occidentale, conhecida como castanha de caju
(Figura 4), é pertencente da familia das anacardiaceas, de origem do nordeste
brasileiro e muito consumida na forma de castanhas, sucos, doces e outras diversas
preparacdes (RANCE et al., 2003).

Figura 4 - Fruta caju

,

Disponivel em: https://www.embrapa.br/busca-de-i

magens/-/midia/3092002/caju.
Acesso em: 27/08/2018.

A alergia a castanha do caju € o segundo tipo mais comum de alergia a
castanhas nos Estados Unidos. Esta castanha pode ser encontrada em diversos
alimentos processados como também em produtos de padaria e na forma de
manteigas (ROBOTHAM et al., 2005). Na Franca, a alergia a este tipo de castanha é
crescente e preocupante para o pais, pois, acomete com riscos maiores criangas de
pequena idade com sintomas graves (RANCE et al., 2003).

Robotham et al. (2005) em pesquisas com soros de pacientes alérgicos a
castanha de caju, descreveram a sequéncia de DNA que codifica a familia de
albumina 2S identificando o alérgeno Ana o 3. Mostraram o alto grau de homologia
entre a castanha de caju e a noz inglesa, como também, verificaram que o0s

aminoacidos importantes para a ligacéo do epitopo do alérgeno da noz (Jugr 1) a


http://www.embrapa.br/busca-de-i

IgE permaneceram conservados no alérgeno Ana o 3. Com isso, confirmaram a
similaridade entre os alérgenos e que os individuos alérgicos a castanha de caju
também sé&o alérgicos a noz.

Oito epitopos continuos foram mapeados por Robotham et al. (2005) para os
alérgenos da castanha de caju. Dentre esses epitopos 0s que apresentaram maiores
intensidades  foram: SGREQSCQRQFE (33-44  posicdo  aminoacido),
RYVKQEVQRGGR (54-65 posicdo aminoacido), KQEVQRGGRYNQ (57-68 posicdo
aminoacido), SLRECCQELQEV (72-83 posicdo aminoacido) e QEQIKGEEVREL
(102-113 posicdo aminoacido). Em alinhamentos comparativos com alérgenos da
castanha de caju e outros alérgenos mostraram homologias entre eles, sugerindo

reacoes cruzadas e que podem estar relacionadas a alergenicidade.

2.5.3. Juglans regia

A oleaginosa Juglans regia, popularmente conhecida como noz (Figura 5), é
muito consumida nos paises do norte e se encontra presente em diversos tipos de
alimentos. Esta oleaginosa possui 0 alérgeno Jug r 1 responsavel por desencadear

casos de reacg0Oes alérgicas nos individuos (MEW et al., 2016).

Figura 5 - Nozes

Disponivel em: https://wikifarmer.com/pt-br/inform
acoes-sobre-arvore-de-noz/.
Acesso em: 27/08/2018.

O alérgeno Jug r 1, é uma albumina 2S que apresenta uma subunidade maior
com 10 kDa e uma subunidade menor com 5 kDa aproximadamente. E o alérgeno
majoritario da noz inglesa e possui homologias com outras oleaginosas como a

castanha do Brasil, sementes de mamona, algodao e mostarda (TEUBER et al., 1998).



Robotham et al. (2002) identificaram o epitopo continuo no alérgeno Jug r 1
presente na noz inglesa que reage com a IgE: QGLRGEEMEEMV. Testes foram
realizados nesta sequéncia, onde a cada 12 residuos de aminoacidos foi trocado pela
alanina para verificar a intensidade de ligacéo a IgE, e verificaram que a presenca do
residuo acido glutamico localizado na posicéo 42 era essencial para que houvesse a

ligagdo com a IgE.

2.5.4. Arachis hypogea

Arachis hypogea, amendoim (Figura 6), € uma oleaginosa com potencial
alergénico elevado capaz de desenvolver alergias severas em criangas, agravar e
levar a 6bito. Na América do Norte e Reino Unido as taxas de casos de alergias
decorrentes ao consumo do amendoim em criangas esta aumentando e tende a
ocasionar um problema de saude publica (SICHERER; SAMPSON, 2007). Devido ao
aumento dos casos de alergia, estudos vém sendo realizados para identificar
abordagens eficazes e que atuam na prevenc¢ao da alergia ao amendoim (DU TOIT et
al., 2015).

\

Disponivel em: https://ainfo. Cnptia. embrapa.br/digital/bitstrem/itm/157517/1/
Amendoim-BR-1.pdf. Acesso em: 27/08/2018.

Estudos sobre a alergia ao amendoim realizado nos Estados Unidos com

criangas, mostraram que aproximadamente 67% das criancas eram alérgicas ao
amendoim. A pele era a parte do corpo mais afetada pela alergia, com
manifestagcbes como urticaria, angioedema, dermatite e erupcdo cutanea, e
aproximadamente 35% das criancas apresentaram anafilaxia (LEICKLY et al., 2018).
Sao conhecidos e identificados mais de 13 alérgenos do amendoim. Dentre

todos os alérgenos caracterizados desta oleaginosa, o Arah 2, Arah 6 e Arah 7 sao



pertencentes da superfamilia prolamina, familia albumina 2S  (CABANILLAS;
JAPPE; NOVAK, 2018; VAN DER VALK et al., 2016).

O Ara h 2 (Figura 7) é o alérgeno com resposta alérgica mediada por IgE mais
relevante entre os alérgenos de amendoim, sendo reconhecido 90% dos soros de
individuos alérgicos (DE LEON et al., 2007; ZHANG et al.,, 2016). A relevancia
alergénica deste alérgeno ja havia sido descrita por Koppelman et al. (2005) e foi
associada a sua estabilidade, ja que este alérgeno pertence a familia das albuminas

2S, apresenta sua estrutura compacta e sdo mantidas por pontes dissulfeto.

Figura 7 - Alérgeno Ara h 2

Fonte: (Adaptado de HAYEN et al., 2018)

Com peso molecular de 17 kDa, o alérgeno Ara h 2 é rico em aminoacidos como
arginina, glicina, acido aspartico e acido glutamico (BURKS et al., 1992). Para este
alérgeno, 10 epitopos continuos foram localizados, porém o0s epitopos 3
(DRRCQSQCER), 6 (RDPYSP) e o epitopo 7 (SQDPYSPS) apresentaram mais
ligagbes a imunoglobulina IgE e tiveram reconhecimento por todos os individuos
testados (STANLEY et al., 1997).

O Ara h 6 (Figura 8), proteina com peso molecular de 15 kDa também é
considerado um alérgeno relevante sendo reconhecido por IgE em soros de pacientes
alérgicos (KOPPELMAN et al., 2005).

Figura 8 - Alérgeno Ara h 6

\Fonte: (Adaptado de HAYEN et al., 2018) .



Pesquisas prévias indicam que as proteinas alergénicas Ara h 2 e Ara h 6,
pertencentes a classe das albumina 2S, apresentam alto grau de homologia entre si
e a composicdo de aminoacidos similares, e isso pode favorecer a reagcao cruzada
entre os epitopos desses alérgenos (HAYEN et al., 2018; KOPPELMAN et al., 2005).

Dados importantes obtidos em pesquisas sobre alergia ao amendoim
demonstraram que no geral, a idade em que comeca aparecer as primeiras reacoes
alérgicas ao amendoim € com 1 ano de idade. Também, criangas que apresentaram
reacoes de anafilaxia com a ingestdo do amendoim sdo mais passiveis de ter asma e
outros tipos de alergias alimentares do que criangas que nunca apresentaram
anafilaxia ao amendoim (LEICKLY et al., 2018).

2.5.5. Sesamum indicum
Sesamum indicum, conhecido como gergelim (Figura 9), possui alérgenos
alimentares responsaveis por causar um numero elevado de casos de anafilaxia no

Oriente Médio em criancas e adultos (ADATIA et al., 2017).

Figura 9 - Cultivo de gergelim. A) Flor de gergelim e B) Semente de gergelim

Disponivel em: https://www.embrapa.br/busca-de-projetos/-/projeto/204683/melho
ramento-do-amendoim-e-gergelim-para-competitividade-do-agronegocio.
Acesso em: 27/08/2018.

A exposicao acidental ao gergelim vem sendo estudada de modo a avaliar a
ocorréncia, 0 manejo dos pacientes quando expostos a esse alimento, 0s riscos e
casos de anafilaxia. Um estudo norte-americano apontou a probabilidade de criancas
apresentarem uma exposi¢cdo acidental ao gergelim. Estas criancas apresentaram
reacOes alérgicas moderadas a graves e ndo procuraram um atendimento médico
para fazer o tratamento adequado, e a maioria se trataram em casa (SEGAL et al.,
2017).


http://www.embrapa.br/busca-de-projetos/-/projeto/204683/melho

O desenvolvimento da anafilaxia com a ingestédo do gergelim tende a ser maior
em criangas com idade maior pois elas experimentam novos alimentos em sua dieta.
Durante a ingestdo do alimento, as criancas mais velhas mastigam melhor e com isso
favorece uma melhor absorcdo do alimento. Se a reacdo alérgica ao gergelim for
tratada no inicio e corretamente a probabilidade de ndo se desenvolver a anafilaxia €
menor (SEGAL et al., 2017).

Estudos realizado por Pastorello et al. (2001a) mostraram que o alérgeno
principal do gergelim é uma albumina 2S com peso molecular de 9 kDa. Os individuos
deste estudo apresentaram IgE especifica ao gergelim e reacdes adversas como
urticaria, angioedema, hipotensdo, alteracdes gastrointestinais, asma e choque
anafilatico (PASTORELLO et al., 2001a).

O alérgeno Ses i 1, alérgeno majoritario do gergelim, tem demonstrado seu
potencial alergénico através da sua ligacao com a IgE de soros de pacientes alérgicos
(MORENO; CLEMENTE, 2008). O alérgeno Ses i 2 também pertence a classe das
albumina 2S e possui homologia com o alérgeno de nozes (Jug r 1), castanha do Brasil
(Ber e 1) e amendoim (Ara h 2), correspondendo a 38%, 40% e 34% respectivamente
(BEYER et al., 2002).

De acordo com as oleaginosas comestiveis descritas nos itens acima, epitopos
presentes nos principais alérgenos da classe das albuminas 2S foram previamente

identificados conforme quadro 1.



Quadro 1 - Levantamento dos epitopos presentes nos principais alérgenos da classe albumina 2S das
oleaginosas amendoim, gergelim, castanha de caju, noz e castanha do Brasil

Nome

cientifico

Oleaginosa Alérgeno Epitopo Referéncia

DRRCQSQLER
Arah 2 YERDPYSPSQ
SQDPYSPSPY

(BARRE; BORGES;
ROUG, 2005)

Arachis MRRERGRGGDSSSS

Amendoim | 13 KPCEQHIMQRI
Ipogea YDSYDIR

Arah6 CDELNEMENTQR

CEALQQIMENQCD

KRELRMLPQQ

CNFRAPQRCDLDV

(OTSU; GUO; DRESKIN,
2014)

Sesamum

Gergelim | i gicum

Sesil QMQQEYGMEQE (BEYER et al., 2002)

SGREQSCQRQFE
CQRQFEEQQRFR
QFEEQQRFRNCQ
EQQRFRNCQRYV
RFRNCQRYVKQE
RYVKQEVQRGGR
KQEVQRGGRYNQ
Castanha Anacardium Ana o 3 YNQRQESLRECC
de caju occidentale RQESLRECCQEL
SLRECCQELQEV
ECCQELQEVDRR
QELQEVDRRCRC
LQQQEQIKGEEV
QEQIKGEEVREL

IKGEEVRELYET

ICSISPSQGCQF

Noz Juglansregia | Jugrl QGLRGEEMEEMV (ROBOTHAM et al., 2002)

Castanha Bertholletia
do Brasil excelsa Berel QMQRQOMLSHCRMY | (ALCOCER et al., 2004)

(ROBOTHAM et al., 2005)

Neste trabalho foram selecionados dois tipos de oleaginosas comestiveis, 0
amendoim e o gergelim. O amendoim pode ser consumido na sua forma natural ou
processado, ambas sementes podem ser encontradas em diversos tipos de
preparacdes, como também existe a possibilidade de conter tragos dessas sementes
em alimentos industrializados e ocorrer a contaminagao na linha de produgéo com

outros tipos de alimentos.

2.6.Principais alérgenos de oleaginosas ndo comestiveis

2.6.1. Ricinus communis

Ricinus communis, popularmente conhecido como mamona (Figura 10), é uma

oleaginosa ndo comestivel de facil cultivo e adaptagéo, resistente a regides e



climas secos e muito utilizado para producéo de biodiesel (GUI; LEE; BHATIA, 2008).
Esta planta € cultivada em paises como América do Sul, Africa e india, porém, o Brasil,
india e China s&o considerados os maiores produtores do 6leo de mamona (PATEL
et al., 2016).

Figura 10 - Mamoneira e seu fruto
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Disponivel em: http://www.agencia.Cnptia.em
brapa.br/gestor/mamona/arvore/CONT000h4r
b0y9002wx7halawymty4dm52beo.html.
Acesso em: 16/10/2018.

As sementes da mamona sao cultivadas em grande escala e com baixo custo.
Através da prensagem das sementes se obtém o 6leo que é utilizado como matéria-
prima em industrias de diversos segmentos (GUI; LEE; BHATIA, 2008). Como
subproduto da extracdo do 6leo da mamona, obtém-se a casca e a farinha rica em
nitrogénio que pode ser utilizada como fertilizante organico (LIMA et al., 2011). Além
do biodiesel e do uso como fertilizante, o 6leo da mamona pode ser utilizado em
industrias quimicas e farmacéuticas, sintese de polimeros, fabricacdo de cosméticos,
lubrificantes em industrias automotivas dentre outras (PATEL et al., 2016).

O 6leo da mamona e a maioria dos 6leos vegetais possuem uma caracteristica
em comum de ser altamente viscoso (CONCEICAO et al., 2005). O 6leo de mamona
apresenta também outras caracteristicas elevadas em relacdo aos padrdes de
referéncia como densidade, condutividade térmica e ponto de fluidez (PATEL et al.,
2016). O principal componente do 6leo de mamona é o acido ricinoleico chegando a
atingir niveis de 90%. Este Oleo pode ser utilizado na fabricacdo de cosméticos, na
industria alimenticia e na producdo de biodiesel (INOUE; SHOJI; ASO, 1998;
SANCHEZ-HERRERO et al., 2018).

As propriedades alergénicas da mamona foram identificadas e caracterizadas.

Os principais alérgenos, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, sdo pertencentes a classe albumina 2S


http://www.agencia.cnptia.em/

(SHARIEF; LI, 1982; THORPE et al., 1988; MACHADO; SILVA, 1992). Thorpe et al.
(1988) avaliou a alergenicidade das proteinas presentes na mamona. Apés a
separacédo das proteinas, por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), os
autores verificaram a capacidade de ligacéo a IgE no soro de individuos residentes
em Marcele, Franca. Trés alérgenos foram identificados, sendo eles a albumina 2S,
proteinas cristaldides e outra proteina com peso molecular aproximadamente de 47
kDa. A prevaléncia da imunorreatividade foi para as proteinas pertencentes a classe
das albumina 2S, sendo considerada portanto, como o principal alérgeno desta
oleaginosa.

A presenca de alérgenos no pélen de mamona foi demonstrada por Singh et al.
(1997), podendo contribuir para o desencadeamento de reagbes alérgicas nos
plantadores e manipuladores desta oleaginosa através da inalacéo do pdlen, inalacao
do po durante o preparo da torta da mamona e através da manipulacao das sementes
durante a extracdo do 6leo. Os habitantes que residem préximo das plantacdes de
mamona também sdo expostos as proteinas alergénicas da mamona e podem
desenvolver reacfes alérgicas. A alergia também foi observada em trabalhores de
diversos segmentos que utilizavam como matéria-prima o 6leo da mamona utilizado
no processo produtivo (GARCIA-GONZALEZ et al., 1999).

Nos principais alérgenos da mamona, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, 6 epitopos ligantes de
IgE foram mapeados (Figura 11), sendo 4 em Ric ¢ 3 e 2 em Ric ¢ 1 (FELIX et al.,
2008).



Figura 11 - Epitopos ligantes de IgE das isoformas de albumina 2S de Ricinus
communis, RiccleRicc3
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Fonte: (FELIX et al., 2008)

O potencial alergénico desses epitopos foi avaliado através de ensaio de

anafilaxia cutanea passiva em ratos. Os 6 epitopos foram sintetizados e realizado
também ensaios de desgranulacdo de mastocitos para avaliacao da alergenicidade,
demonstrando a inducdo da desgranulacdo dessas células. Posteriormente, a
confirmagcdo da alergenicidade foi realizada atravées de ensaio de dot blot

apresentando resultado positivo os 6 epitopos que levaram a desgranulagdo dos

mastoécitos (FELIX et al., 2008).

Deus-de-Oliveira et al. (2011) mostraram o envolvimento de aminoacidos

dicarboxilicos com a interacédo a IgE. Para isso, foram sintetizados os 6 epitopos
ligantes de IgE identificados por Felix et al. (2008) e realizado o ensaio de

desgranulacdo dos mastocitos. Foi avaliado que todos os epitopos de Ric ¢ 1 e de Ric

¢ 3 apresentavam 2 residuos de acido glutamico. Através do tratamento dos



epitopos sintetizados com o reagente Woodward’s Reagent K (WRK), reagente que
faz modificagbes em aminoécidos dicarboxilicos, foi demonstrado que os residuos de
acido glutdmico sao fundamentais para a ligagéo a IgE.

A estratégia para tratamento da alergia desencadeada pelos alérgenos
presentes na mamona foi avaliada através do ensaio ELISA, utilizando soro de
pacientes alérgicos e o aminoacido acido glutamico livre como um agente bloqueador
nos sitios de interagdo da IgE, resultando na inibicdo da ligacdo a IgE (DEUS-DE-
OLIVEIRA et al., 2011).

A reacgdo cruzada entre albumina 2S de mamona com varios alérgenos
alimentares obtidos comercialmente como amendoim, gergelim, soja, camaréo,
gluten, trigo e alérgenos presentes no ar foi também demonstrada através de ensaios
de desgranulacdo de mastécitos. Esses resultados obtidos podem contribuir com a
prevencédo de alergias e com o desenvolvimento de novos tratamentos (DEUS-DE-
OLIVEIRA et al., 2011).

Com a finalidade de obter uma proteina hipoalergénica, estudos in silico foram
realizados inserindo mutac6es em pontos especificos no DNA que codifica os
aminoacidos que sdo importantes na ligacdo do alérgeno a IgE, obtendo assim uma
proteina com acgao hipoalergénica com capacidade de reter a inibicdo da a-amilase
(NASCIMENTO et al., 2011).

Neste sentido, uma proteina recombinante hipoalergénica de Ric c¢ 1
denominada rRic c 1 foi produzida. Muta¢gdes pontuais foram realizadas nos epitopos
responsaveis por desencadear a alergia, alterando a capacidade de ligacdo a IgE e
impedindo o desenvolvimento do processo alérgico. As mutacdes realizadas nos
epitopos alergénicos podem contribuir com o desenvolvimento de tratamentos
imunoterapicos. Também foi demonstrado que as caracteristicas bioldgicas como a
alergenicidade e inibigdo da a-amilase podem ser mantidas contribuindo assim com
pesquisas futuras relacionadas aos alérgenos presentes na mamona e alérgenos que
possuem reatividade cruzada a esta semente (PACHECO-SOARES et al., 2018).

2.6.2. Jatrophacurcas

Jatropha curcas, conhecida por pinhdo manso (Figura 12), € uma oleaginosa

ndo comestivel comumente cultivada em terras secas. O 6leo extraido de suas



sementes é uma fonte potencial para a producao do biodiesel (PRUEKSAKORN;
GHEEWALA, 2008).

s ~ ¢ - -
Disponivel ~ em:  https://www.embrapa.br/rondonia/
busca-de-projetos/-/projeto/34469/pesquisa-desenvolvi
mento-e-inovacao-pdi-em-pinhao-manso-ijatropha-curc
asi-l-para-a-producao-de-biodiesel.

Acesso em: 16/10/2018.

Jatropha curcas possui a proteina alergénica da classe albumina 2S,
denominada Jat ¢ 1, que é capaz de desencadear reac¢des de hipersensibilidade do
tipo 1. Como a producgéo de biodisel é crescente, torna-se necessario o cuidado dos
manipuladores ao manusear essas sementes devido o seu poder alergénico, visto
também que essa semente pode apresentar resposta cruzada com outros alérgenos
(MACIEL et al., 2009).

Ensaios foram realizados com Jat ¢ 1 e verificou-se que este alérgeno
apresentou reacdo cruzada com a albumina 2S da mamona devido a semelhanca
estrutural entre si. Em alinhamentos das sequéncias proteicas foi demonstrado que
Jat ¢ 1 possui em sua sequéncia residuos conservados de cisteinas e de acidos
glutdmico ou &cidos aspartico (CRESPO et al., 2016; MACIEL et al., 2009).

A fim de compreender melhor as caracteristicas alergénicas desta oleaginosa,
5 epitopos continuos ligantes de IgE de Jat ¢ 1 foram identificados e através de ensaio
de desgranulacdo demonstrou sua capacidade alergénica. Nesses epitopos destaca-
se a presenca de 2 residuos de acido glutamico e a sua importancia na ligagdo com a

IgE, e o desencadeamento do processo alérgico (CRESPO et al., 2016).


http://www.embrapa.br/rondonia/

2.7.Reacdao cruzada entre alérgenos de oleaginosas

As proteinas alergénicas com semelhancas estruturais podem contribuir para
as reacOes alérgicas cruzadas, que podem ser influenciadas pela resposta
imunoldgica contra o alérgeno, a exposicdo ao alérgeno e ao proprio alérgeno
(FERREIRA et al., 2004). Altos niveis de similaridades de sequéncias preconizam que
um individuo sensibilizado a uma determinada proteina ao se expor a outra proteina
semelhante (Tabela 1) pode desencadear quadros de reacfes alérgicas (COCCO et
al., 2007).

Tabela 1 - Possibilidade de reacdes cruzadas entre alimentos

Alérgeno Risco de reagdo cruzada com
Amendoim Ervilha, lentilha, feijdo

MNozes Castanha-do-para, avela
Salmao Peixe-espada, linguado
Camaréo Caranguejo, lagosta

Trigo Centeio, cevada

Leite de vaca Carne (bovina), leite de cabra
Palen Maca, péssego, melédo

Latex Kiwi, banana, abacate

Fonte: (Adaptado de COCCO et al., 2007)

Existem determinados alérgenos que por serem encontrados em varias
espécies sdo mais possiveis de desenvolver a reatividade cruzada, como exemplo a
tropomiosina presente no camardo e as profilinas presentes nas plantas, e séo
chamadas assim de pan-alérgenos (SOLE et al., 2018).

Para que haja a reacao cruzada entre diferentes tipos de alérgenos, deve haver
a presenca de epitopos que sejam idénticos ou similares, visto que esses epitopos
devem ser reconhecidos pela mesma IgE (ROUGE et al., 2011). O Ara h 2, o principal
alérgeno de amendoim, possui semelhancas estruturais com epitopos ligantes de IgE
presentes na améndoa e castanha do Brasil, favorecendo assim a reacdo cruzada
entre esses alérgenos (DE LEON et al., 2007). Estudos também demostraram que
existe a reatividade cruzada imunologica de individuos que sao sensiveis ao
amendoim com outros tipos de leguminosas (BALLABIO et al., 2010).

Lehmann et al. (2006) demonstraram a estrutura secundaria do alérgeno de
amendoim, Ara h 6, destacando suas pontes dissulfeto intactas mostradas em

amarelo, como pode ser observado na figura 13. Nascimento et al. (2011)



demonstraram as estruturas dos alérgenos da mamona, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, conforme
figura 14. Destaca-se nas imagens o padrao de conservacao dos residuos de cisteinas

e as pontes dissulfeto presentes nesses alérgenos.

Figura 13 - Estrutura terciaria de Arah 6

Fonte: (Adaptado de LEHMANN et al., 2006)

Figura 14 - Estrutura terciaria dos alérgenos de Ricinus
communis. A) Ricc 1. B) Ricc 3

Fonte: (Adaptado de NASCIMENTO et al., 2011)

A possibilidade de reagfes cruzadas da albumina 2S presente na mamona com
diversos tipos de sementes e polens vem sendo estudada. Com a producdo de
biodiesel, aumenta o plantio de mamona, a exposi¢ao a esta semente e a inalagao do
polen, que sao reativos com o amendoim e gergelim e podem ocasionar reagdes de
hipersensibilidade em pessoas que teve o contato ou ingeriu o alimento (GARCIA-
GONZALEZ et al., 1999).

A reatividade cruzada entre aeroalérgenos também pode ocorrer, como por
exemplo os polens, que € a primeira fonte de sensibilizacdo, com os alérgenos dos
alimentos ingeridos. Os individuos alérgicos ao alimento quando sdo expostos ao
polen, podem apresentar prurido na boca e garganta e edema local, caracterizando a
sindrome da alergia oral, OAS (FERREIRA et al., 2004).



A identificacdo e o mapeamento dos alérgenos alimentares, a determinacéo e
compreensao da sua estrutura, as possibilidades de reacdes cruzadas entre
alérgenos alimentares, alérgenos de origem nédo alimentar e aeroalérgenos, se torna
importante para contribuir com pesquisas, a prevencéo da alergia e desenvolvimento
de novos métodos de diagnésticos da doenca e novas terapias (FERREIRA et al.,
2004; MURARO et al., 2014).

2.8. Estratégias de tratamento para doencas alérgicas

Muitos especialistas em alergia tentam se adaptar ao aumento de casos de
alergia alimentar mais especificamente ao amendoim. Alguns preferem aceitar que a
alergia a oleaginosas sao casos que tendem a permanecer e que sao nao trataveis, e
a melhor maneira de conduzir € prestar orientacbes adequadas ao paciente e a
importancia de se prevenir. J4 outros especialistas, avaliam o historico do paciente
com os testes realizados para confirmar a alergia, e existe uma pequena minoria de
especialistas que buscam terapias mais recentes para tratar um grupo menor de
pacientes (TILLES; PETRONI, 2018).

O uso de biomarcadores esta sendo utilizado para avaliar as questdes
relacionadas a genética e determinar os riscos ambientais que podem desencadear a
alergia alimentar. Os biomarcadores podem contribuir com o diagnostico da alergia
alimentar e delimitar as melhores opcées para o tratamento (SOLE et al., 2018).

Com o desenvolvimento das pesquisas evidenciou-se que o conhecimento dos
epitopos dos alérgenos que se ligam a IgE contribuem para o avanco de diagndsticos
e terapias das alergias, pois com as informacdes das regifes do alérgeno ligantes a
IgE favorecem o desenvolvimento imunoterapico para alérgenos especificos
(MORENO; CLEMENTE, 2008; WOLFF et al., 2004).

As estratégias de tratamento de alergias alimentares sdo variadas como
medicamentos antialérgicos, imunoterapias e anticorpos monoclonais anti-IgE, e com
0O avangco em pesquisas a tendéncia € de se obter o sucesso terapéutico
(KLUCZKOVSKI; SCUSSEL, 2015).

Na maioria dos casos de alergia alimentar o tratamento consiste em suspender
a 0 consumo/contato com o alimento alergénico e tratar os sintomas. Em casos mais

urgentes o paciente deve permanecer sob a supervisdo médica. Caso 0s



sintomas evoluirem para mais grave como edema de glote e choque anafilatico,
deve-se fazer o uso de epinefrina intra-muscular (SOLE et al., 2018).

Para aliviar e tratar as manifestacfes cutaneas como urticaria e angioedema,
podem ser prescritos os anti-histaminicos orais, como também os corticosteréides
orais por prazo curto (SOLE et al., 2018). Os anti-histaminicos sdo considerados
opcoes classicas para o tratamento de alergias. A histamina, amina que esta presente
em Vvarios tecidos que participa de processos fisiologicos como em respostas a
alergias, atua sobre os receptores H1R, H2R, H3R e H4R (KISS; KESERU, 2009).

Os anti-histaminicos de primeira geracdo sdo medicamentos eficazes porém,
apresentam muitos efeitos colaterais para os individuos que fazem o uso (HOLGATE;
POLOSA, 2008). Dentre os medicamentos desta classe, podemos citar como exemplo
a Dexclorfeniramina. Estes medicamentos atravessam a barreira hematoenceféalica e
nado sdo seletivos como antagonista do receptor de histamina, 0 que ocasiona
sonoléncia e sedagdo (PASTORINO, 2010). Os medicamentos anti- histaminicos de
primeira geragao, quando administrados via oral, possuem contraindicagdo de uso
para individuos que executam atividades que requeiram estado em alerta e tarefas
sensorias (SIMONS; SIMONS, 2011).

Com o desenvolvimento dos anti-histaminicos de segunda gerag&do, como por
exemplo, a Loratadina, os efeitos colaterais foram sanados, pois estes apresentam
menores efeitos colaterais e melhor seletividade (HOLGATE; POLOSA, 2008). No
entanto, um dos fatores limitantes do uso de anti-histaminicos para tratar alergias esta
relacionado apenas na reducao dos sintomas da doenca e nao sua cura por completo
(DATTA et al., 2016).

A imunoterapia especifica para alérgenos é um método de tratamento muito
estudado atualmente com estratégia para tratar alergias. Este tratamento especifico
tem sido usado como dessensibilizador em alergias e é considerado um potente
método com acao curativa de alergias (AKDIS; AKDIS, 2010; DATTA et al., 2016). A
dessensibilizacdo esta relacionada com a capacidade do individuo consumir de forma
continua o alimento alergénico e ndo desenvolver reatividade clinica, de modo a obter
um uma tolerancia imunolégica (SOLE et al., 2018).

Durante o tratamento com a imunoterapia, o sistema imune do individuo é
exposto a pequenas doses do referido alérgeno de maneira continua e diaria, e

gradativamente ocorre o aumento da dose até obter a dose alvo de manutencéo.



Durante o tratamento os ajustes nas doses sdo necessarios pois, os individuos podem
apresentar reacdes alérgicas leve a moderada devido a exposi¢ao ao alérgeno (KULIS
et al., 2018).

Os tratamentos imunoterapicos comumente utilizados em alergias sé@o a
imunoterapia oral, sublingual e epicutanea, visto que devido a sua especificidade, uma
terapia escolhida € eficaz somente para o determinado alérgeno (LANSER et al.,
2015). Por ser um tratamento relativamente novo, ndo esta muito bem descrito por
gquanto tempo o individuo permanecera protegido, mas acredita-se que seja
necessario manter o tratamento para considerar-se protegido. Sabe-se também que
a imunoterapia sublingual e epicutanea sdo as opg¢Oes mais seguras devido as
reacbes serem manifestadas na regido da boca e no tecido cutaneo (SOLE et al.,
2018). Para a escolha do melhor tipo de imunoterapia para o paciente, torna-se
necessario a avaliacdo do médico considerando todas as particularidades de cada
tipo, dosagem, possiveis reacdes adversas, como também fatores do paciente como
hébitos de vida (PARRISH; KIM; BIRD, 2018).

Estudo realizado por Datta et al. (2016) mostrou que para o tratamento da
asma, a imunoterapia conseguiu reduzir os sinais da inflamacao, reduziu os niveis de
interleucina 4 que contribui com o desencadeamento das alergias e possui efeitos
mais prolongados.

Diante de varios beneficios que o tratamento imunoterapico possui, ainda existe
grande interesse em pesquisas sobre a imunoterapia, de modo a obter uma melhor
compreensao da doenca, melhores diagnosticos e tratamentos eficazes. Alguns
aspectos relacionados a este tratamento devem ser avaliados e compreendidos
guanto a sua seguranca, eficacia, a aceitacdo da imunoterapia sublingual e o uso da
dessenbilizac&o oral na alergia alimentar (PASSALACQUA et al., 2018). Mais testes
in vitro devem ser realizados para se ter um tratamento imunoterapico seguro e evitar
qualquer risco de desenvolver reagbes alérgicas graves e fatais (YU; FREELAND;
NADEAU, 2016).

A estratégia de bloquear a interacdo da IgE ao receptor de alta afinidadade
também vem sendo avaliada. Nesta opc¢ao terapéutica sdo utilizados anticorpos
monoclonais anti-IgE, conhecido como Omalizumabe (Xolair, Laboratorio Novartis),
que possui acdo anti-inflamatéria e diminui as respostas alérgicas. Ele pode ser
utilizado no tratamento da asma e outras doencas alérgicas, sendo capaz de inibir
com eficacia a ligagao da IgE ao receptor FCeRI (HOLGATE et al., 2005). A



aplicacdo do Omalizumabe no tratamento de alergias alimentares foi avaliada e
verificou-se que o mesmo pode ser utilizado em alergias alimentares mediada por IgE,
contribuindo com a reducéo dos sintomas da alergia durante o periodo do tratamento
(RAFI et al., 2010). Estudos demostraram que a terapia com Omalizumabe pode atuar
como um dessensibilizador oral, visto que os pacientes alérgicos ao amendoim com
altos niveis de IgE especifica, apresentaram tolerancia rapidamente as doses da
farinha de amendoim utilizadas na dessensibilizacdo (SCHNEIDER et al., 2013).

Os anticorpos monoclonais anti-IgE também vem sendo utilizados para reduzir
as reacoes adversas causadas pela imunoterapia oral, e verificou-se que o0 uso do
Omalizumabe como adjuvante apresentou resultados satisfatorios. Contudo, algumas
guestbes relevantes sobre este tratamento devem ser avaliadas pois, com a
interrupcdo do uso deste anticorpo monoclonal, as reacbes adversas podem
manifestar novamente, e o uso a longo prazo deste tratamento pode tornar-se inviavel
devido o alto custo que ele apresenta para o consumidor (LOH; TANG, 2018).

Tecnologias para producdo de vacinas como DNA recombinante e peptideos
sintéticos também estdo sendo utilizadas para obter vacinas para o tratamento e
prevencao de alergias. Os alérgenos recombinantes e sintéticos induzem a IgG do
alérgeno-especifico que inibe a reacdo cruzada do alérgeno a IgE, ndo havendo assim
0 processo alérgico. Este tipo de tratamento € considerado eficaz com baixo risco de
efeitos colaterais (VALENTA et al., 2016).

Algumas terapias com a modificacdo genética dos alérgenos alimentares vem
sendo pesquisadas, e esta estratégia visa alterar as sequéncias proteicas do alérgeno,
de modo que o sistema imune ndo reconheca este alérgeno e que as reacdes sejam
menos agravantes (SITTON; TEMPLES, 2018).

Alguns estudos descrevem sobre o uso de probibticos para prevenir ou tratar
alergias alimentares, visto que alteracdes na microbiota intestinal poderia propiciar o
desenvolvimento de alergias. Este tratamento depende de quais cepas sao
empregadas, porém, mais estudos sdo necessarios para evidenciar a acdo dos
probidticos e sua relagdo com a microbiota intestinal (SOLE et al., 2018).

Estudos realizados no nosso grupo de pesquisa apontaram o papel do L- acido
glutdmico na interacdo de alérgenos a IgE para que ndo ocorra o processo alérgico.

Deus-de-Oliveira et al. (2011) demonstraram em trabalhos envolvendo as



isoformas de albumina 2S de mamona que, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 apresentam pelo menos
2 residuos de aminoacidos acidos dicarboxilicos, como acido glutamico (Glu) e/ou
acido aspartico (Asp) nas sequéncias de seus epitopos, e estes aminoacidos
contribuem com a ligacdo cruzada a IgE. Ensaios in vitro foram realizados, onde os
mastocitos foram sensibilizados com a IgE e posteriormente incubados com o acido
glutdmico livre. Na hipétese deste trabalho, a regido variavel da IgE seria bloqueada
pelo acido glutdmico, os mastocitos sensibilizados pela IgE, “bloqueados” pelo acido
glutamico e em seguida, incubados com os alérgenos da mamona. Verificou-se com
isso que a desgranulacdo dos mastdcitos nao ocorreu.
E evidente que os fatores genéticos, ambientais e imunoldgicos contribuem
para a evolucdo da alergia. Através do aprimoramento no conhecimento sobre a
doenca, torna-se possivel fornecer uma melhor educacéo ao paciente. Muitos
estudos estdo sendo realizados com a finalidade de se obter melhores diagnésticos,
educacdo, prevencdo da doenca e métodos alternativos de tratamento de modo a
contribuir com a qualidade de vida dos pacientes (SICHERER; SAMPSON, 2007).
Mesmo diante do avanco de pesquisas voltadas para a alergia alimentar,
ainda existe a necessidade de novos tratamentos adicionais para contribuir com a
saude dos pacientes alérgicos (TILLES; PETRONI, 2018).



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Identificar os epitopos ligantes de IgE em alérgenos de oleaginosas
comestiveis, amendoim e gergelim, validar os estudos tedricos realizando testes in
vitro e testar o uso de compostos bloqueadores de IgE como base para abordagens

terapéuticas.

3.2.Objetivos especificos

3.2.1.Realizar um levantamento dos epitopos ligantes de IgE de amendoim e
gergelim.

3.2.2.Realizar o alinhamento das estruturas proteicas para posteriormente
comparar as homologias através de ferramentas de bioinformatica.

3.2.3.Investigar e avaliar a importancia da resposta cruzada entre os alérgenos
do amendoim e gergelim com alérgenos da mamona, para verificar se o
agente bloqueador conseguira inibir a ligacdo a IgE e impedir o
desenvolvimento do processo alérgico.

3.2.4.Realizar ensaios de bloqueio de IgE in vitro com os aminoacidos livres.
Tipos de bloqueio:
A) blogueio com aminoacidos dicarboxilicos (D-Glu, L-Glu, L-Asp);
B) bloqueio com aminoacidos dicarboxilicos (D-Glu, L-Glu, L-Asp) + (L-Trp,
L-Pro e L-Leu, aminoacidos presentes nos principais epitopos);

C) blogueio com a mistura de 20 aminoacidos.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Obtencé&o das sementes

As sementes de amendoim e gergelim utilizadas neste trabalho foram obtidas

comerciamente.

4.2.1dentificacdo e alinhamento de epitopos

Foi realizado um levantamento das estruturas dos alérgenos do amendoim e
gergelim empregando o banco de dados do Centro Nacional de Informagdes
Biotecnoldgicas - NCBI. A partir das estruturas primarias dos principais alérgenos de
mamona, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, de amendoim, Ara h 2 e Ara h 6 e de gergelim, Ses i 1, foi
realizado o alinhamento das sequéncias proteicas através de ferramentas de

bioinformatica como “Clustal Omega” e “Blast”.

4.3. Extracao e isolamento de alérgenos das sementes de amendoim e gergelim

A extracao e isolamento de alérgenos pertencentes a classe de albuminas 2S
de amendoim e gergelim foi realizado conforme descrito por Hummel et al., (2015):

As sementes (100 g) de amendoim e gergelim foram maceradas em gral e
pistilo com auxilio de nitrogénio, até se obter uma farinha grossa. Em seguida, a
farinha foi desengordurada 2 vezes com n-pentano (1000 mL) sob agitacdo continua,
por 2 horas a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
recolhido. Posteriormente, este permaneceu na capela por 18 horas para secagem e
obtencdo da farinha seca. Apos, foi realizada a extracdo das proteinas. Uma
suspensao com a proteina foi preparada (150 mg de farinha/1,5 mL de tampao citrato
de sddio) e levada para um agitador por 2 horas a temperatura ambiente. A suspenséo
foi centrifugada por 30 minutos a 9000 g e o sobrenadante rico em proteinas obtido
foi utilizado para obtencéo das fracbes proteicas.



4.4. Separacao das fracdes proteicas das sementes de amendoim e gergelim

por cromatografia liquida de exclusdo molecular

Apéds a obtencao dos extratos proteicos de amendoim e gergelim, foi realizado
a cromatografia liquida de exclusdo molecular para a separacdo das proteinas
(MACIEL et al., 2009). Uma coluna de 53 cm x 1,5 cm foi empacotada com a resina
Sephadex G-50 e embebida com a fase mével acido trifluoracético (TFA) 0,1%. Apos
0 empacotamento a coluna foi equilibrada com TFA 0,1%.

Aproximadamente 1 mL do extrato proteico foi adicionado a coluna sob um fluxo
de 1,0 mL/min. Fragdes de 1 mL foram obtidas, acondicionadas em tubos, analisadas
no espectrofotbmetro (T70 UV/VIS Spectrometer PG Instruments Ltd.), sendo
detectadas a 220 e 280 nm, e posteriormente secas através dos métodos descritos no

item a seguir.

4.5. Secagem das fracdes

As fracdes proteicas obtidas foram secas através de dois métodos para

comparacao do melhor método de secagem para essas sementes.

4.5.1. Secagem no Liofilizador

Neste método de secagem, as fracdes protéicas foram previamente dialisadas
e posteriormente secas no equipamento Liofilizador L101 da Liotop. Ap6s a secagem

as amostras foram armazenadas a - 20°C para serem analisadas posteriormente.

4.5.2. Secagem no Speed-Vac

As fracbes protéicas foram acondicionadas em tubos de polipropileno
eppendorf e secas diretamente no equipamento Speed-Vac por centrifugacdo a
vacuo, sem serem previamente dialisadas. Apdés a secagem as amostras foram

armazenadas a - 20°C para serem analisadas posteriormente.



4.6.Eletroforese SDS-PAGE

Apoés a obtencdo das fracOes através de cromatografia liquida de exclusao
molecular, foi realizada a analise de homogeneidade por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Foi preparado o gel SDS-poliacrilamida a 15% com 1 mm
de espessura (LAEMMLI, 1970). 30 pL (cerca de 20 pg) de cada fragdo foram
aplicados por poco. Com o término da corrida, o gel foi corado com o corante
Coomassie Brilliant Blue, permanecendo na solucdo por 30 minutos ou até que as
bandas aparecessem. O gel foi descorado com uma solucéo descorante (metanol 40%
/ acido acético glacial 10% / 4gua 50%).

4.7.Avaliacdo da reacao cruzada através do ensaio Western Blotting

Para avaliar a reacao cruzada entre os alérgenos do amendoim e gergelim com
albumina 2S de mamona, foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) a 15% e a seguir foi feita a imunodeteccdo (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON,
1979). O gel foi transferido para a membrana de nitrocelulose utilizando o papel filtro
embebido previamente em tampao de transferéncia (20 mM de Tris, 145 mM de glicina
e metanol 20%) e formado um sistema “sanduiche”. A transferéncia foi realizada com
uma corrente de 1 mA/cm? da membrana por um periodo de 2 horas.

Finalizada a transferéncia, a membrana foi retirada do sistema “sanduiche” e
corada com corante Ponceau. Ap0Os a visualizacdo das proteinas, a membrana foi
lavada com agua mili Q e embebida no tampao bloqueador (PBS - tampéo fosfato
salino pH 7,6 e 2% de leite em p6 desnatado) por 2 horas sob agitacdo. Em seguida
a membrana foi lavada com PBS por 5 vezes, trocando o tampao a cada 1 minuto.
Apoés, a membrana foi incubada com o anticorpo primario policlonal anti-albumina 2S
de mamona produzido em coelho (diluido 1:500 em tamp&o blogueador) por 18 horas
a temperatura de 4°C. Posteriormente a membrana de nitrocelulose foi lavada com
tampdao PBS por 5 vezes, trocando o tampéo a cada 1 minuto, e a seguir incubada por
2 horas com anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase diluido
1:1000 no tampéao bloqueador.

A revelacao foi feita utilizando solugao contendo DAB (Diaminobenzidina 99%
- Aldrich®), 2 M de Tris/HCI pH 7,5, 0,1 M de Imidazol, peréxido de hidrogénio 30% e

agua ultrapura. A reacao ocorreu sob o abrigo de luz por 15 minutos.



4.8. Avaliacdo de imunorreatividade através do ensaio imunoenzimético (ELISA
- 1gG1)

Para a avaliacdo da imunorreatividade entre albumina 2S de mamona e
alérgenos de amendoim e gergelim, foi realizado o ensaio ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay). Foram realizados controles como o branco da amostra (Brl1=
proteina + revelacdo) para avaliar se a amostra possui atividade da peroxidase
intrinseca, e branco do tampéao (Br2= tampao carbonato/bicarbonato + anticorpos +
revelacdo) para avaliar a pureza do tampéo utilizado. As etapas realizadas neste
ensaio foram: a microplaca (Nunc MaxiSorp®) foi sensibilizada com um volume de 60
puL/poco das fracbes AyG50-F2 extraidas de amendoim e SiG50- F2 extraidas de
gergelim (0,33 pg/pL) diluidas em tampéo carbonato/bicarbonato 0,05M, pH 9,6 por
18 horas, a 4°C.

ApOs esse tempo, a placa foi lavada 2 vezes com tampéo PBS (200 pL/poco).
Em seguida, foram adicionados 200 pL de tampdo bloqueador (gelatina 1% em
tampéo PBS contendo Tween 0,05%), durante 1 hora a temperatura ambiente (~25°
C). Apos, a placa foi lavada novamente 2 vezes com tampé&o PBS (200 pL/poco). Em
seguida foi adicionado 60 pL/poco do soro anti-albumina 2S de mamona produzido
em camundongo na diluicdo de 1:500 (a diluicdo foi feita em tampao blogueador),
permanecendo na microplaca por 2 horas a 37°C. Posteriormente a placa foi lavada 4
vezes com tampao PBS com Tween 0,05% e adicionado o anticorpo secundario anti-
IgG1 de camundongo acoplado a peroxidase na diluicdo de 1:1000, permanecendo
na microplaca durante 1 hora a 37°C. A placa foi lavada com PBS contendo Tween
0,05%, por 3 vezes de 5 minutos.

A revelacéo foi feita com 60 pL/poco da solugéo de revelagéao (10 mg de OPD
(O-Ortofenilediamina); 10 uL de H20:2 (peroxido de hidrogénio) 30%; 6,5 mL de acido
citrico 0,1M; 7,0 mL de fosfato de sodio 0,2 M e 9,0 mL de H20 destilada). A reagéo foi
interrompida ao ser adicionado 60 uL de H2SO4 (&cido sulfurico) por poco. A leitura da
microplaca foi feita a 492 nm utilizando o leitor de microplacas Thermo Plate-TP

Reader. Este ensaio foi realizado em triplicata.



4.9. Ensaio de bloqueio de IgE

Apos a identificagcdo de reagfes cruzadas entre albumina 2S de mamona com
alérgenos de amendoim e gergelim, foi realizado o ensaio de bloqueio de IgE através
de ELISA, previamente descritos para alérgenos de mamona, conforme proposto por
Deus-de-Oliveira et al. (2011) e por Mesquita (2016).

Para realizacdo do ensaio foram utlizados 3 tipos de bloqueios com
aminoécidos livres nas concentracdes de 2 mg/mL e uma solucdo sem bloqueio:

A) blogueio com aminoacidos dicarboxilicos (D-Glu, L-Glu, L-Asp);

B) bloqueio com aminoacidos dicarboxilicos (D-Glu, L-Glu, L-Asp) + (L-Trp, L-Pro e
L-Leu, aminoacidos presentes nos principais epitopos);

C) blogueio com mistura de 20 aminoacidos livres.

Um pool de soro de 3 pacientes alérgicos foram usados diretamente como fonte
de IgE e foram incubados com aminodcidos livres para avaliar o bloqueio do sitio de
interacao da IgE ao antigeno. A diluicao do soro foi de 1:50 em tampé&o PBS (pH 7,2).
O soro foi incubado com cada um dos tipos de bloqueio e solugdo sem bloqueio, na
proporcao (1:10), sendo (bloqueios/solucdo sem bloqueio: soro), mantido sob
agitacdo, a temperatura ambiente (~25° C) por 30 minutos. A etapa de sensibilizacao
da microplaca foi feita com 100 yL de uma solugéo 0,2 pg/uL das fragdes AyG50-F2
de amendoim e SiG50-F2 de gergelim, em tampéao carbonato/bicarbonato (pH 9,6),
permanecendo na microplaca por aproximadamente 18 horas a 4° C. Apés a
sensibilizagdo, a placa foi lavada com 280 pL de PBS contendo Tween 0,05% por 5
vezes de 10 minutos cada lavagem. Em seguida, foram adicionados 300 pL de tampéao
bloqueador (gelatina 1% em tampao PBS contendo Tween 0,05%), durante 2 horas a
temperatura ambiente (~25° C). Posteriormente, aliquotas de 50 pyL dos soros
previamente incubados com os 3 tipos de bloqueios e a solugédo sem bloqueio foram
adicionados nos pocos (anticorpo primario), permanecendo na microplaca por 18
horas a 4° C. A placa foi lavada com 280 pL de PBS contendo Tween 0,05% por 5
vezes de 10 minutos cada lavagem. Para a avaliacdo do bloqueio da IgE com os 3
tipos de blogueios foi utilizado o anticorpo secundario anti-lgg de humano complexado
a biotina (1:1000), permanecendo na microplaca durante 1 hora a temperatura
ambiente (~25° C). Apds, a placa foi lavada 5 vezes por 10 minutos cada lavagem
com 280 puL PBS contendo Tween 0,05%. Em seguida foi preparada a solucdo de
streptavidina



(1:1000) em tampédo bloqueador (gelatina 1% em tamp&do PBS contendo Tween
0,05%) e adicionado 50 pL nos pocos por 45 minutos a temperatura ambiente (~25°
C). Posteriormente a placa foi lavada com 280 uL de PBS contendo Tween 0,05% por
5 vezes de 10 minutos cada lavagem.

A revelacao foi feita com 50 pL/poco da solucéo de revelacdo (10 mg de OPD
(O-Ortofenilediamina); 10 puL de H202 (peroxido de hidrogénio) 30%; 6,5 mL de acido
citrico 0,1M; 7,0 mL de fosfato de sédio 0,2 M e 9,0 mL de H20 destilada). A reacéo foi
interrompida ao ser adicionado 60 pL de H2SO4 (acido sulfurico) por poco. A leitura da
microplaca foi feita a 492 nm utilizando o leitor de microplacas Thermo Plate-TP
Reader.

Para obter a porcentagem de reacdo e de bloqueio da interacdo com a IgE
através dos tratamentos com os aminoacidos livres, foi calculado conforme foi
proposto por Deus-de-Oliveira et al. (2011):

Porcentagem de bloqueio da IgE = 100 — (ODI / ODT x 100), onde:

ODI representa a absorvancia do soro de pacientes apds incubado com 0s
bloqueios;

ODT representa a absorvancia dos soros de pacientes sem os bloqueios.



5. RESULTADOS

5.1.Identificacéo e alinhamento de epitopos

O alinhamento das sequéncias proteicas foi realizado apds isolar as cadeias
leves das cadeias pesadas dos alérgenos de mamona, como demonstrado na figura
15. Através do alinhamento das sequéncias proteicas de mamona, Ric ¢ 3 e Ric ¢ 1,
de amendoim, Ara h 2 e Ara h 6 e de gergelim, Ses i 1, foi demonstrado o padréo
conservado dos residuos de cisteinas (C), aminoacidos que formam as pontes
dissulfeto. Este padrdo conservado de residuos de cisteinas sdo encontrados nas
proteinas presentes na superfamilia das prolaminas, e contribuem com a manutencéo
das estruturas dessas proteinas. Os residuos de &cido glutamico (E) dos epitopos
previamente identificados de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 também séo conservados nos alérgenos

de amendoim e gergelim.



Figura 15 -
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Alinhamento entre alérgenos de Ricinus communis (Ric c 1 e Ric c 3) e alérgenos de amendoim (Arah 2 e Arah
6) e gergelim (Ses i 1). Em cinza e amarelo estéo destacados os epitopos alergénicos, 4 presentesem Ricc 3 e 2
presentes em Ric ¢ 1. Os residuos de cisteinas estdo destacados em vermelho e os residuos de acido glutamico
em verde
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5.2.Separacéao das fracOes proteicas das sementes de amendoim e gergelim

por cromatografia liquida de exclusdo molecular

A cromatografia liquida de exclusdo molecular (Sephadex G50) foi utilizada
para separar as fracdes presentes no extrato bruto das sementes de amendoim e
gergelim. O perfil cromatografico para o extrato bruto obtido das sementes apresentou
trés picos representados abaixo (Figuras 16 e 17). As fracdes foram denominadas:
Amendoim: 12 - AyG50-F1, 22 - AyG50-F2 e 32 - AyG50-F3 e Gergelim: 12 - SiG50-F1,
22 - SiIG50-F2 e 32 - SiG50-F3.

Figura 16 - Perfil cromatografico da cromatografia liquida de exclusao molecular (Sephadex G50) do
extrato bruto de sementes de amendoim. Eluente utilizado Acido Trifluoroacético (TFA)
0,1%, fluxo 1 mL/min e coletadas fragbes de 1mL
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Figura 17 - Perfil cromatografico da cromatografia liquida de exclusdo molecular (Sephadex G50) do
extrato bruto de sementes de gergelim. Eluente utilizado Acido Trifluoroacético (TFA) 0,1%,
fluxo 1 mL/min e coletadas fracdes de 1mL
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Das trés fragOes obtidas por cromatografia, as fracdes AyG50-F1 e SiG50-F1
sao fracoes de alto peso molecular. As fracdes AyG50-F3 e SiG50-F3 sao fracdes de
baixo peso molecular. Ja as fragcdes AyG50-F2 e SiG50-F2 séo as regifes previstas
com os perfis cromatogréaficos das proteinas albuminas 2S, que apresentam massas

moleculares proximas de 12 KDa.

5.3.Eletroforese SDS-PAGE

A homogeneidade das fracdes obtidas apd6s a cromatografia liquida de
exclusdo molecular foi analisada por SDS-PAGE. A analise eletroforética do gel de
poliacrilamida 15% permitiu-nos observar o perfil protéico das fragbes G-50 de
amendoim e gergelim.

Na figura 18, as fragbes que previamente foram dialisadas e liofilizadas,
apresentaram massas moleculares proximas de 12 kDa. Também pode ser
visualizado que as fracoes AyG50-F3 e SiG50-F3 apresentaram massas moleculares

elevadas.



Figura 18 - Perfil proteico das fragBes G-50 dialisadas e secas no Liofilizador. 1) marcador de peso
molecular; 2) extrato bruto de amendoim; Fra¢gdes G-50 amendoim: 3) AyG50-F1; 4)
AyG50-F2; 5) AyG50-F3; 6) extrato bruto de gergelim; Frac8es G-50 gergelim: 7) SiG50-
F1, 8) SiG50-F2; 9) SiG50-F3; 10) albumina 2S de mamona
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Na figura 19 é possivel observar o perfil proteico das fracbes G-50 de
amendoim e gergelim secas no equipamento Speed-Vac apés transferéncia para a
membrana de nitrocelulose. As fracdes sdo apresentadas com massas moleculares
proximas de 12 kDa, e diferentemente como apontado na figura 18, as fracdes AyG50-
F3 e SiG50-F3 ndo apresentaram massas moleculares elevadas quando o processo

de secagem foi realizado por centrifugacdo a vacuo.



Figura 19 - Perfil proteico das fragcdes G-50 secas no Speed-Vac ap6és transferéncia das proteinas para
a membrana de nitrocelulose e coradas com Ponceau. 1) marcador de peso molecular; 2)
extrato bruto de amendoim; Fraces G-50 amendoim: 3) AyG50-F1; 4) AyG50-F2; 5)
AyG50-F3; 6) extrato bruto de gergelim; Frac6es G-50 gergelim: 7) SiG50-F1, 8) SiG50-
F2; 9) SiG50-F3; 10) albumina 2S de mamona
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5.4.Avaliacdo da reacdo cruzada através do ensaio Western Blotting

A deteccdo de proteinas imunorreativas de amendoim e gergelim com a
albumina 2S de mamona foi visualizada através do ensaio Western Blotting. Na figura
20, onde as fracdes protéicas foram dialisadas e liofilizadas previamente, pode-se
observar que houve imunorreacéo das fragbes AyG50-F3 de amendoim, SiG50-F3 de

gergelim e albumina 2S de mamona.



Figura 20 - Western Blotting — fracdes dialisadas e secas no Liofilizador. 1) marcador de peso molecular;
2) extrato bruto de amendoim; Fra¢c8es G-50 amendoim: 3) AyG50-F1; 4) AyG50-F2; 5)
AyG50-F3; 6) extrato bruto de gergelim; Frac6es G-50 gergelim: 7) SiG50-F1, 8) SiG50-
F2; 9) SiG50-F3; 10) albumina 2S de mamona
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Na figura 21, sdo demonstradas as fracoes das oleaginosas que foram secas
no equipamento Speed-Vac sem passar pelo processo de dialise. Em A, demonstra
gue houve imunorreacdo com a fracdo AyG50-F2 de amendoim e albumina 2S de
mamona. Em B, aimunorreagao ocorreu com o extrato bruto de gergelim, com a fracéo
SiG50-F2 de gergelim e albumina 2S de mamona. As massas moleculares das
proteinas reativas foram proximas de 12 kDa. Nesta figura pode-se observar também
que as fragbes AyG50-F3 e SiG50-F3 ndo foram imunorreativas, diferentemente das
fragcOes que foram dialisadas e liofilizadas, que apresentaram imunorreatividade como

foi demonstrado anteriormente na figura 20.



Figura 21 - Western Blotting — fracdes secas no Speed-Vac. A - 1) marcador de peso molecular; 2)
extrato bruto de amendoim; frac6es de amendoim: 3) AyG50-F1; 4) AyG50-F2; 5) AyG50-
F3; 6) albumina 2S de mamona. B — 1) marcador de peso molecular; 2) extrato bruto de
gergelim; frac6es de gergelim: 3) SiG50-F1; 4) SiG50-F2; 5) SiG50-F3; 6) albumina 2S de

mamona
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5.5. Avaliacdo da imunorreatividade através do ensaio imunoenziméatico
(ELISA -1gG1)

A avaliacdo da imunorreatividade entre os alérgenos das oleaginosas
comestiveis, amendoim e gergelim, e ndo comestivel, mamona, é demonstrada nas
figuras 22 e 23. Neste ensaio foi utilizado soro anti-albumina 2S de mamona produzido
em camundongo na diluicdo de 1:500 em tampé&o bloqueador. Pode-se observar
através das figuras maior imunorreatividade para as fracdes AyG50-F2 de amendoim

e SiG50-F2 de gergelim com a mamona.



Figura 22 - Avaliacdo da imunorreatividade entre alérgenos de amendoim e mamona. Fragfes AyG50-
F1, AyG50-F2 e AyG50-F3 de amendoim. Anticorpo primario: Soro anti-albumina 2S de
mamona produzido em camundongo (1:500); Anticorpo secundario: Anti-lgGl de
camundongo complexado a peroxidase (1:1000)
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Figura 23 - Avaliacdo da imunorreatividade entre alérgenos de gergelim e mamona. Fracdes SiG50-
F1, SiG50-F2 e SiG50-F3 de gergelim. Anticorpo primério: Soro anti-albumina 2S de
mamona produzido em camundongo (1:500); Anticorpo secundario: Anti-IgGl de
camundongo complexado a peroxidase (1:1000)
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5.6.Ensaio de bloqueio de IgE

A avaliagéo do bloqueio de IgE é demonstrada na tabela 2. Pode-se observar
que, para as placas sensibilizadas com SiG50-F2 de gergelim, quando a incubagé&o
do soro foi realizada com todos os aminoéacidos livres houve um bloqueio de 100%.
Quando o soro foi incubado com os aminoacidos D-Glu, L-Glu + L-Asp, L-Leu, L-Trp,
L-Pro houve um bloqueio de 89%.

Para as placas sensibilizados com AyG50-F2 de amendoim, os aminoacidos
dicarboxilicos permitiram um blogueio de 70% da imunorreatividade quando soro
anti-albuminas 2S foi incubado previamente com D-Glu, L-Glu + L-Asp. Quando
foram utilizados os aminoécidos livres D-Glu, L-Glu + L-Asp, L-Leu, L-Trp, L-Pro a
porcentagem de bloqueio foi de 76%. Quando uma mistura de todos os
aminoacidos proteicos foi empregada, o bloqueio aumentou para 80%, tornando-

se este o0 bloqueio mais efetivo para o amendoim.



Tabela 2 - Ensaio ELISA para avaliagao do bloqueio da IgE. Pool de soro de pacientes alérgicos foram
usados diretamente como fonte de IgE e incubados com aminoé&cidos livres para avaliar
o bloqueio. Tipos de bloqueio: 1°) D-Glu, L-Glu + L-Asp; 2°) D-Glu, L-Glu + L- Asp, L-Leu,
L-Trp, L-Pro e 3°)Todos aminoacidos. Sensibilizacdo da placa: 20 ug/pogo das fragbes
AyG50-F2 de amendoim e SiG50-F2 de gergelim; Anticorpo primario: (pool de soro de
pacientes (1:50); Anticorpo secundario: Anti-IgE humano complexado a biotina (1:1000)

Amostras Abs Abs -Branco % Reacdo % Bloqueio
Branco 0,555
Gergelim sem bloqueio 0,600 0,045 100 Zero
Gergelim com bloqueio

0,565 0,010 22 78
Gergelim com bloqueio

0,560 0,005 11 89
(D-Glu, L-Glu + L-Asp, L-Leu, L-Trp, L-Pro)
Gergelim com bloqueio

0,517 0,000 zero 100
Amendoim sem bloqueio 0,643 0,088 100 Zero
Amendoim com bloqueio

0,582 0,027 30 70
(D-Glu, L-Glu, +L-Asp)
Amendoim com bloqueio

0,576 0,021 24 76
Amendoim com bloqueio

0,573 0,018 20 80

Todos aminoéacidos




6. DISCUSSAO

O consumo de alimentos considerados saudaveis e de origem vegetal, como
as oleaginosas comestiveis, se faz presente cada dia mais na alimentacdo das
pessoas, por serem alimentos ricos em proteinas vegetais e fontes de diversos
nutrientes. Apesar desses alimentos possuirem diversos beneficios para a saude, eles
contém proteinas alergénicas que sdo capazes de desencadear o processo alérgico
em pessoas que fazem o seu consumo (DAY, 2013).

O objetivo deste trabalho foi identificar os epitopos ligantes de IgE em alérgenos
de amendoim e gergelim, validar os estudos tedricos através de ensaios in vitro e
testar o uso de compostos blogueadores de IgE como base para novas abordagens
terapéuticas. Este trabalho esta fundamentado em trabalhos realizados pelo nosso
grupo de pesquisa, que vem desenvolvendo pesquisas e estudando os alérgenos da
mamona e abordagens de tratamento da alergia através do bloqueio da IgE com o uso
de acidos glutamicos.

Através do alinhamento das estruturas primarias dos principais alérgenos de
mamona, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, de amendoim, Arah 2 e Ara h 6 e de gergelim, Ses i 1, foi
possivel avaliar as similaridades elevada entre as sequéncias desses alérgenos.

Deus-de-Oliveira et al. (2011) identificou previamente os residuos de acido
glutdmico presentes nos epitopos dos alérgenos de mamona e destacou sua
importancia na interacdo com a IgE e o desencadeamento da alergia. Podemos
visualizar nas estruturas primarias dos alérgenos de amendoim e gergelim a
conservacao de pelo menos dois residuos de &cidos glutamicos, possibilitando a
ocorréncia de reacfes cruzadas esses alérgenos alimentares com os alérgenos da
mamona. O alinhamento também nos mostrou a conservacdo dos residuos de
cisteinas, que permite a formacao das pontes dissulfeto inter e intra-cadeia, visto que
as pontes dissulfeto contribuem com a manutencdo das estruturas dessas proteinas
e sao conservadas na superfamilia das prolaminas (MORENO; CLEMENTE, 2008;
SHEWRY et al., 2002).

A partir do extrato proteico das sementes de amendoim e gergelim, obtivemos
a separacdo de trés frages proteicas (Amendoim: AyG50-F1, AyG50-F2 e AyG50- F3
e Gergelim: SiG50-F1, SiG50-F2 e SiG50-F3). A regidao das fracdes AyG50-F2
(amendoim) e SiG50-F2 (gergelim) é correspondente a albumina 2S. O perfil

cromatografico das fracdes AyG50-F2 e SiG50-F2 € semelhante ao perfil conforme



ja descrito por Da Silva et al., (1996) para mamona e por Maciel et al. (2009) para
pinhdo manso.

Atraves da analise eletroforese SDS-PAGE, observou-se no extrato bruto e nas
fracbes AyG50-F2 de amendoim e SiG50-F2 de gergelim, a predominancia de
proteinas com massas moleculares proximas a 12 kDa, similar as massas moleculares
das albuminas 2S de mamona.

A reatividade cruzada entre as proteinas alergénicas de amendoim e gergelim
com a albumina 2S de mamona foi investigada através do ensaio Western Blotting.
Inicialmente foram utilizadas fracdes proteicas dialisadas e secas no Liofilizador.
Observamos neste ensaio que somente as fragcdes AyG50-F3 de amendoim e SiG50-
F3 de gergelim e a albumina 2S de mamona foram imunorreativas. Essas fracdes
comportaram-se como fragdes de baixo peso molecular na coluna de filtragcdo em gel
- Sephadex G-50, no entanto mostraram-se massas moleculares aparentemente
elevadas por SDS-PAGE. Elas deveriam ter massas moleculares inferiores a 5 kDa.
A principio, este resultado nos levou a pensar na possibilidade da adsorcdo das
proteinas das fracdes AyG50-F3 de amendoim e SiG50-F3 de gergelim, fenébmeno
atribuido a presenca de glicideos associados a glicoproteinas, pois o grupamento OH-
dos glicidios interagem com a matriz Sephadex (ARLIAN; MORGAN, 2003; FOTISCH;
VIETHS, 2001). Outra possibilidade seria a formacdo de agregados decorrentes do
processo de liofilizacdo. Ou ainda, uma atividade peroxidasica associada as fracées
AyG50-F3 de amendoim e SiG50-F3 de gergelim. Na tentativa de elucidar estas
guestdes, as fracBes foram secas novamente através de centrifugacdo a vacuo no
equipamento Speed-Vac, sem passar previamente pelo processo de dialise, e
realizado novamente o ensaio. Pudemos observar neste ensaio que as fracbes
AyG50-F2 de amendoim e SiG50-F2 de gergelim e albumina 2S de mamona foram
imunorreativas, apresentando massas moleculares proxima de 12 kDa. Nestas
condicdes ndo observamos bandas imunorreativas associadas as fragbes AyG50-F3
de amendoim e SiG50-F3 de gergelim, demonstrando entdo que para a secagem das
fracbes de amendoim e gergelim, o melhor método foi a secagem por centrifugacao a
vacuo através do equipamento Speed-Vac sem serem previamente dialisadas.

Deus-de-Oliveira et al. (2011) demonstrou a reagao cruzada entre extratos
alimentares comerciais com a albumina 2S de mamona por ELISA-IgE empregando

soro humano. Assim investigamos a imunorreatividade entre os alérgenos de



amendoim e gergelim com os alérgenos da mamona através do ensaio
imunoenzimético (ELISA — IgG1), mais adequado para soro de camundongos. NosSsos
resultados nos mostram que as fracbes AyG50-F2 de amendoim e SiG50-F2 de
gergelim foram imunorreativas com os alérgenos de albumina 2S de mamona, Ric ¢ 1
e Ric ¢ 3. Isso nos indica que pessoas sensiveis aos alérgenos da classe albumina
2S de amendoim e gergelim possam vir a se tornarem sensiveis também aos
alérgenos Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 de mamona.

Os meios para impedir a alergia alimentar ainda sdo muito discutidos e
limitantes. Evitar o consumo de alimentos alergénicos consiste em um dos meios,
porém, a exposicdo acidental pode ocorrer, visto que as oleaginosas sdo utilizadas
em varias preparacdes e este tipo de alimento e seus subprodutos sao utilizados pelas
industrias alimenticias. Assim, torna-se necessario monitorar os rotulos dos alimentos
e manter os medicamentos de emergéncia disponiveis, como a adrenalina. Todos
esses fatores afetam negativamente a qualidade de vida do individuo alérgico e de
suas familias, que devem permanecer em estado de alerta, gerando assim a
ansiedade, stress fisico e mental (KOBERNICK; BURKS, 2016).

A imunoterapia, uma opcao de tratamento que pode ser utilizada, tem o
mecanismo de acdo de dessensibilizacdo do individuo alérgico, porém, ainda
necessita de mais testes quanto a sua seguranca e eficacia (KOBERNICK; BURKS,
2016). Os anticorpos monoclonais anti-lgg, como exemplo o Omalizumabe, também
podem ser utilizados no tratamento de alergias alimentares, atuando na
dessensibilizacdo oral, aumentando a tolerancia do paciente ao alimento alergénico e
na reducdo das reacfes alérgicas (SCHNEIDER et al., 2013). Porém, apesar dos
beneficios apresentados no tratamento com anticorpos monoclonais anti-IgE, o alto
custo do tratamento o torna inviavel e inacessivel ao paciente (LOH; TANG, 2018).

Com base em trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, Felix et al.
(2008) mapearam os seis epitopos alergénicos da mamona. Posteriormente Deus- de-
Oliveira et al. (2011) realizou a estratégia de bloqueio da IgE com o acido glutamico
impedindo a desgranulacdo dos mastocitos. Nesses ensaios, as IgEs foram tratadas
com o acido glutamico atuando como um bloqueador de IgE. Como resultado néo
houve a ligagéo cruzada da IgE com o alérgeno e consequentemente a desgranulacao
dos mastoécitos. Assim, neste trabalho o bloqueio da IgE também foi avaliado
utilizando aminoacidos livres para o bloqueio. As fracbes AyG50-F2 de amendoim e

SiG50-F2 de gergelim com massas moleculares proximas de 12 kDa,



regido de massa molecular das albuminas 2S foram selecionadas para este ensaio.
Um pool de soros de pacientes alérgicos foi utilizado como fonte de IgE, que
posteriormente foi incubado com os aminoacidos livres para verificar o bloqueio do
sitio de interacdo da IgE com o antigeno. Realizamos o ensaio de bloqueio utilizando
0 soro incubado, separadamente, com os trés tipos de bloqueio com aminoacidos
livres nas concentracdes de 2 mg/mL: bloqueio com aminoécidos dicarboxilicos (D-
Glu, L-Glu, L-Asp); bloqueio com aminoacidos dicarboxilicos (D-Glu, L-Glu, L-Asp) +
(L-Trp, L-Pro e L-Leu); e blogueio com mistura de 20 aminoacidos livres. Também foi
utilizada uma solugdo sem bloqueio para avaliacdo. Todos os bloqueios mostraram-
se efetivos, porém, o blogueio de gergelim apresentou porcentagens de bloqueio
maiores que amendoim. Para o gergelim, o blogueio com o0s aminoacidos
dicarboxilicos (D-Glu, L-Glu + L-Asp) foi de 78%. Quando os aminoacidos L-Leu, L-
Pro e L-Trp foram adicionados este bloqueio foi de 89%. A inclusdo destes
aminoécidos foi realizada levando em conta os aminoacidos presentes no epitopo- IgE
conforme proposto por (KING et al., 2005). Resultados similares (76%) foram
observados para alérgenos de amendoim, quando o “pool” de aminoacidos D-Glu, L-
Glu + L-Asp, L-Leu, L-Trp, L-Pro foi utilizado. Apesar deste ensaio de bloqueio nos
mostrar muito promissor, mais ensaios devem ser realizados para avaliacao da acéo
desses bloqueios in vivo, para que 0s mesmos possam futuramente serem utilizados

com eficcia e seguranca exigida para o tratamento de alergias alimentares.



CONCLUSAO

e Os alérgenos de amendoim e gergelim apresentaram similaridades com os
alérgenos de mamona.

e Os residuos de acido glutamico dos epitopos previamente identificados de Ric
¢ 1 e Ric ¢ 3 sdo conservados nos alérgenos de amendoim e de gergelim.

e As fracdes F2 de amendoim e gergelim foram imunorreativas com albumina 2S
de mamona.

e O blogueio de IgE do pool de soro de pacientes com aminoacidos livres foi
efetivo, porém mais ensaios devem ser realizados para avaliacdo desses

bloqueios in vivo.
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