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RESUMO

A B-Lactoglobulina (B-Lg) € uma das proteinas mais antigénicas presentes no leite
bovino.Tratamentos fisicos, quimicos ou enzimaticos podem alterar a
antigenicidade desta proteina. O presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito dos tratamentos combinados de hidrolise, por diferentes proteases, e
polimerizacdo, catalisada pela transglutaminase (TG), realizada pés ou pré
hidrolise, na atividade antigénica da B-Lg. Para a hidrolise da B-Lg foram
utilizadas, separadamente, as enzimas Alcalase, Neutrase e bromelina, utilizando
3% B-Lg e 25 U enzima g”', conforme estabelecido por experimento fatorial 2°. Os
hidrolisados obtidos foram incubados com TG (7% substrato e 10 ou 25 U TG g™).
Para obtencéo dos polimerizados, a B-Lg nativa (B-Lg N) (7%) foi incubada com a
TG (10 U g") apds tratamento térmico (80°C/ 60 min) (B-Lg TT TG) ou na
presenca de agente redutor Cys (0,1 mol L") (B-Lg Cys TG) que foram
posteriormente hidrolisados com as trés enzimas, nas condigbes definidas
anteriormente. A reagéo de hidrolise foi acompanhada pelo método pH-stat. As
amostras foram caracterizadas por eletroforese SDS-PAGE/tricina e cromatografia
liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR). O grau de hidrolise (GH) das
amostras polimerizadas pds hidrélise foi avaliado também pelo método de
trinitrobenzenosulfénico (TNBS). Posteriormente, as amostras foram avaliadas
quanto a antigenicidade, por Imunoblote, quanto a resposta de IgE especifica anti-
B-Lg, utilizando pool de soro de camundongos BALB/c sensibilizados. Os
hidrolisados obtidos com Alcalase apresentaram 12,6% e com Neutrase e
bromelina aproximadamente 4% de GH. A polimerizagéo po6s hidrolise, avaliada
por eletroforese e cromatografia, ndo resultou em aumento da massa molecular
(MM). No entanto, as amostras apresentaram menor GH (determinado pelo
método de TNBS) do que antes da reagdo com a TG, sugerindo que houve
polimerizagdo. Os perfis eletroforéticos da B-Lg polimerizada, B-Lg TT TG e B-Lg
Cys TG, apresentaram bandas de MM alta, sugerindo a formag&o de produtos
polimerizados de diferentes MM. A Alcalase foi a enzima que hidrolisou mais
eficientemente tanto a B-Lg como seus polimeros. Os hidrolisados com Neutrase,
pré e pos polimerizagdo, apresentaram B-Lg residual, observada no perfil
eletroforético e no cromatograma, assim como os hidrolisados pela bromelina,
porém, com maior intensidade. A anélise por Imunoblote mostrou que os
hidrolisados com Alcalase obtidos tanto pré como pés polimerizagdo ndo reagiram
com o soro anti-B-Lg, assim como os hidrolisados por bromelina pré
polimerizagdo. Hidrolisados da B-Lg com Neutrase apresentaram reacao apenas
na regido correspondente ao mondémero da B-Lg, porém esta banda ficou menos
intensa apds a polimerizagdo com TG. Para os hidrolisados com Neutrase pos
polimerizagdo houve marcagdo na fragdo com MM >26 kDa, mais intensa no
hidrolisado da B-Lg Cys TG. O hidrolisado da B-Lg Cys TG com bromelina ndo
reagiu com o soro, porém com o hidrolisado da B-Lg TT TG houve reagdo com o
soro anti-B-Lg ao longo de toda a membrana. O processo de hidrélise na redugao
da antigenicidade mostrou-se um método efetivo independente do uso da
polimerizagao.

Palavras chave: Proteinas do soro do leite, peptideos, proteases, alergia
alimentar.



ABSTRACT

The B-Lactoblobulin (B-Lg) is one of the most antigenic proteins present in bovine
milk. Physical, chemical or enzymatic treatments may alter the antigenicity of this
protein. The present study aimed to evaluate the effect of combined treatments of
hydrolysis and polymerization reactions catalyzed by transglutaminase (TG),
realized post or pre hydrolysis on the antigenic activity of B-Lg. For the B-Lg
hydrolysis were used separately the enzymes Alcalase, Neutrase or bromelain,
using 3% PB-Lg and 25 U enzyme g™, as required by 22 factorial experiment. The
hydrolysates were incubated with TG (7% substrate and 10 U TG g-1). To obtain
the polymerized protein, the native B-Lg (B-Lg N) was incubated with TG (10 U agh
after heat treatment (80°C/ 60 min) (B-Lg HT TG) or in the presence of the
reducing agent Cys (0.1 mol L-1) (B-Lg Cys TG) and subsequently was hydrolyzed
with one of the three enzymes under the conditions previously set. The hydrolysis
reaction was monitored by pH-stat method. The samples were characterized by
electrophoresis SDS-PAGE/tricine and high performance liquid chromatography
reverse phase (RP-HPLC). The degree of hydrolysis (DH) of the hydrolyzed and
polymerized post hydrolysis samples was also evaluated by the trinitrobenzene
sulfonic method (TNBS). Subsequently, the samples antigenicity was tested by
immunoblotting, in relation to the specific IgE response, using sera pool from
BALB/c mice sensitized with B-Lg N. The hydrolysates obtained with Alcalase
showed 12.6% and with Neutrase and bromelain, approximately 4% of DH. The
polymerization post hydrolysis, analyzed by electrophoresis and chromatography,
resulted in no increase in molecular mass (MM). However, the samples showed
lower DH (determined by TNBS method) than before the reaction with TG,
suggesting that polymerization occurred. Electrophoretic profiles of polymerized B-
Lg, B-Lg HT TG and B-Lg Cys TG showed higher MM bands, suggesting the
formation of polymerized products of different MM. Alcalase was the most efficient
enzyme to hydrolyze B-Lg and its polymers. The hydrolysates with Neutrase pre
and post polymerization showed residual B-Lg, observed in the electrophoretic
profile and in the chromatogram, as well as the hydrolyzed by bromelain, but with
greater intensity. Analysis by immunoblotting showed that the hydrolysates
obtained with Alcalase both pre and post polymerization did not react with the anti-
B-Lg sera, as well as the hydrolyzed by bromelain pre polymerization. B-Lg
hydrolysates with Neutrase reacted only in the region corresponding to the
monomer of B-Lg, but this band was less intense after polymerization with TG. The
hydrolysates with Neutrase post polymerization was marked in the fraction with
MM >26 kDa, more intense in the hydrolysates of B-Lg Cys TG. With bromelain,
the hydrolysates of B-Lg Cys TG did not react with the sera, but with the
hydrolysates of B-Lg HT TG reacted with the anti-B-Lg sera throughout the
membrane. The hydrolysis process was shown to be an effective method in the
reduction of antigenicity, independent of the use of polymerization.

Key Words: Whey protein, peptides, proteases, food allergy.
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Introdugao

1. Introducao

Alergia alimentar é caracterizada por resposta imunolégica anormal a um
alimento ou componente nele encontrado (HELM, BURKS, 2000). Dentre os
alimentos que podem causar alergia, o leite bovino € um dos mais comuns e
dentre as proteinas do soro do leite, a B-lactoglobulina (8-Lg) e a a-lactoalbumina

(a-Lg) sd@o as mais alergénicas (MONACI et al., 2006).

Diferentes tratamentos tais como hidrolise enzimatica, fermentacao,
irradiacéo, lactosilagdo e desnaturagdo térmica ou por alta pressdo tém sido
aplicados com a finalidade de reduzir a antigenicidade de proteinas alimentares. A
hidrolise de proteinas € um dos métodos mais comumente empregado para
diminuir o potencial alergénico de produtos derivados do leite (MONACI et al.,
2006), e a combinagao deste processo com tratamento térmico (REDDY, KELLA e
KINSELLA, 1988) ou alta pressdo (BONOMI et al., 2003; PENAS et al., 2005), tem

mostrado resultados satisfatérios na reducéo da antigenicidade da B-Lg.

A transglutaminase (TG) também tem sido estudada para a redugéo da
antigenicidade das proteinas. A TG é uma enzima que catalisa reagdes de ligagao
cruzada covalente inter ou intramolecular em diversas proteinas, convertendo
proteinas solliveis em polimeros insoliveis de alta massa molecular (MM)
(RODRIGUEZ-NOGALES, 2006). Redugao da antigenicidade de proteinas do trigo
(WATANABE et al., 1994) e da soja (BABIKER et al., 1998) foi observada apos
tratamento térmico e modificagdo com a TG. Clare et al. (2008) relataram que a

adicao de TG diminuiu o antigenicidade de farinha de amendoim.

Wroblewska et al (2008) avaliaram a antigenicidade de hidrolisados de
proteinas do soro do leite com Alcalase polimerizados com a TG. Os autores
observaram que a combinagédo destes tratamentos reduziu a imunoreatividade das
proteinas do soro do leite, principalmente da B-Lg, quando comparado com a
proteina somente hidrolisada ou polimerizada (WROBLEWSKA et al., 2008).
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As proteinas do soro de leite ndo s&o consideradas bons substratos para
acdo desta enzima, a menos que haja tratamento prévio com agentes redutores
como o ditiotreitol (DTT) ou desnaturagao térmica da proteina, que aumentam a
reatividade principalmente da B-Lg (TANG e MA, 2007). Villas-Boas et al. (2010)
verificaram que a polimerizagédo da B-Lg na presenca de cisteina (Cys) reduziu o

seu potencial antigénico ao modificar e/ou ocultar regides de epitopos na proteina.

Trabalhos mostraram que a hidrolise em conjunto com tratamento com TG
pode modificar as propriedades funcionais de proteinas alimentares melhorando
essas fungdes de forma diferenciada daquela resultante dos tratamentos feitos em
separado. Hidrolisados de soja (BABIKER, 2000) e gliten (BABIKER et al., 1996)
polimerizados por TG apresentaram aumento da solubilidade, melhora das
propriedades de emulsificagdo e de formagdo de espuma. Ja Flanagan e
FitzGerald (2002) observaram aumento da solubilidade de caseinato de sodio

submetidos a tratamento com TG tanto pré quanto pos hidrélise.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da associagé&o dos
processos de polimerizagdo induzida pela TG e hidrdlise com as enzimas
Alcalase, Neutrase ou bromelina antes e apds a polimerizagdo sobre a atividade

antigénica da B-Lg.
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2. Obijetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a antigenicidade de hidrolisados obtidos pré e pos polimerizagéo da

B-Lactoglobulina com a enzima transglutaminase.

2.2 Objetivos especificos
e Obter e caracterizar:
> Hidrolisados da B-Lg com as enzimas Alcalase, Neutrase ou
bromelina;
> B-Lg polimerizada pela TG pré e pos hidrolise com as enzimas
Alcalase, Neutrase ou bromelina.
e Avaliar a antigenicidade da @-Lg hidrolisada, polimerizada e dos

hidrolisados obtidos pré e pés polimerizagdo da B-Lactoglobulina.



Reviséo bibliografica

3. Revisao bibliografica
3.1 pB-Lactoglobulina

3.1.1 Caracterizagéo

O leite de vaca tem aproximadamente 30 a 35 g L™ de proteinas, divididas
em caseina e proteinas do soro. A caseina representa 80% das proteinas do leite
e pode ser definida como proteina precipitada por acidificacéo do leite desnatado
com enzima renina a pH 4,6/20 °C. O liquido remanescente € o lactosoro, que
contém 20% da proteina total, sendo que a-La e B-Lg perfazem 70 a 80% das
proteinas desta fracdo. Além dessas, sdo encontradas a soroalbumina (BSA),
lactoferrina, imunoglobulinas, protease-peptonas, transferrina e enzimas
(SGARBIERI, 1996; WAL, 2004).

As proteinas do soro de leite bovino cumprem papel importante na nutrigao
por serem uma fonte rica e balanceada de aminoacidos, além de apresentarem
acoes fisioldgicas especificas in vivo, tais como antioxidante, antihipertensiva,
antitumoral, protetora da mucosa gastrica contra agressdo de agentes
ulcerogénicos, virais e bacterianos (SGARBIERI, 2004). Por outro lado, elas
apresentam propriedades funcionais tecnolégicas excelentes que derivam
principalmente da sua elevada solubilidade em ampla faixa de pH. Destacam-se o
poder gelificante, a propriedade formadora de espuma e a capacidade de
emulsificar quantidades significativas de lipideos (MARSHALL e HARPER, 1988).

A B-Lg constitui 50% do total das proteinas do soro do leite (MONACI et al.,
2006). E uma proteina globular que, em pH fisiolégico, encontra-se como dimero
(MOUECOUCOU et al., 2007). O monémero da B-Lg, de MM 18,3 kDa, contém
162 residuos de aminoacidos, um grupo tiol (-SH) Cys'?' e duas pontes dissulfeto
intramolecular (-S-S), ligando a Cys® a Cys'® e a Cys'® a Cys'". Sua estrutura
terciaria & conhecida, consistindo de nove fitas B antiparalelas, oito das quais
formam barreira hidrofobica ao lado de uma a-hélice, o que explica a resisténcia

desta proteina a enzimas digestivas. A B-Lg pertence a familia das lipocalinas e é
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considerada uma proteina ligante de retinol (SGARBIERI, 1996; SELO et al., 1999;
NACER et al., 2004).

Existem sete variantes de B-Lg, sendo que as mais estudadas s&o a A e B.
Elas diferem apenas nas posicdes 64 (Asp-Gly) e 118 (Val-Ala) e ambas séo
conhecidas por apresentarem potencial alergénico (SELO et al., 1999; WAL,
2004). Dentre as proteinas do soro do leite, a B-Lg e a a-La sdo as mais
alergénicas (MONACI et al., 2006).

Embora isolada ha mais de 60 anos, a fungdo desta proteina, segundo
WALZEN et al. (2002), ainda é desconhecida, mas sabe-se que ela se liga ao
célcio, zinco e a uma variedade de pequenas moléculas hidrofébicas. Wit (1998)
atribui a B-Lg a propriedade de transportador de retinol (pré vitamina A). De acordo
com o autor, a estrutura globular da B-Lg é estavel aos acidos e enzimas
proteoliticas do estémago, tornando-a um carreador de retinol materno resistente
para o filhote. Porém, esta fungéo bioldgica parece nao ser importante para bebés,

uma vez que a B-Lg nédo esta presente no leite humano (WIT, 1998).

3.1.2 Antigenicidade

Um antigeno é qualquer substancia que pode ser especificamente ligada
por um anticorpo. Os anticorpos podem reconhecer como antigenos praticamente
qualquer tipo de molécula bioldgica, incluindo simples metabolitos intermediarios
como agcucares, lipideos e horménios, assim como macromoléculas como
carboidratos complexos, fosfolipideos, acidos nucléicos e proteinas. Somente
macromoléculas sdo capazes de estimular os linfécitos B para que iniciem a
resposta humoral. As moléculas que estimulam as respostas imunolégicas sao
chamadas de imunégenos. As macromoléculas sdo geralmente muito maiores do
que a regido de ligagdo de antigenos de um anticorpo. Consequentemente,
qualquer anticorpo se liga somente a uma parte da macromolécula, que é

chamada de determinante ou epitopo (ABBAS, 2005).
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Existem dois tipos de epitopos: “continuo” ou ‘“linear’, quando os
aminoacidos estdo em seqliéncia na estrutura primaria ou “conformacional”, na
qual varios aminoacidos estdo muito proximos devido a estrutura tridimensional da
proteina (BALL et al., 1994). A estrutura complexa e estavel de algumas proteinas
do leite, incluindo a B-Lg e a o-La, é importante para a manutenc¢do dos epitopos
conformacionais (MONACI et al., 2006). Segundo Ball et al. (1994), moléculas
complexas como a B-Lg apresentam epitopos continuos e conformacionais. Selo
et al. (1999) utilizaram digestdo com tripsina para investigar a alergenicidade da -
Lg e observaram a presenga de grande quantidade de epitopos alergénicos em

toda extensdo da estrutura da B-Lg.

Clément et al. (2002) mostraram que a estrutura terciaria da -Lg € um fator
importante para sua antigenicidade, pois ao utilizarem anticorpos monoclonais
contra B-Lg, verificaram na estrutura terciaria da B-Lg regi6es antigénicas néo so
na a-hélice e loops externos, mas também nas fitas-B. No entanto, segundo Sélo,
Clément e Bernard (1999), nenhuma forma estrutural em particular € responsavel
pela antigenicidade da B-Lg, pois os epitopos s&o numerosos e amplamente
difundidos ao longo da proteina, podendo estar localizados nas partes hidrofobicas
da molécula, sendo inacessiveis para as IgE na conformacéo nativa da proteina,
porém, acessiveis depois da digestao no trato gastrintestinal. Wal (2001) verificou
que mais de 90% dos pacientes sensibilizados por B-Lg reconheceram os
peptideos Val*'-Lis®®, Tyr'®-Arg'® e Leu'*-Cys'®, cada um contribuindo com

aproximadamente 10-15% da imunorreatividade desta proteina.

Wal et al. (1995) verificaram que 60 a 80% dos pacientes alérgicos ao leite
bovino tinham Imunoglobulina E (IgE) especifica para f-Lg. Wal (2001) verificou
que mais de 90% dos pacientes sensibilizados por B-Lg reconheceram os
fragmentos f(41-60), f(102-124) e f(149-162), cada um contribuindo com

aproximadamente 10-15% da imunorreatividade desta proteina intacta.

Os métodos imunoquimicos podem ser utilizados para monitorar e verificar

a ruptura dos epitopos especificos ocasionados pela hidrolise enzimatica e
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processos associados. Entre eles os mais utilizados encontram-se o Radio-
Allergosorbent Test (RAST), Enzyme Allergosorbent Test (EAST), Rocket
Immuno-Electrophoresis (RIE), Western Blotting, Imunoblote e Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (BESLER, 2004; POMS, KLEIN e ANKLAM, 2004,
KOPPELMAN e HEFLE, 2006; MONACI et al., 2006).

A analise de Imunoblote € um procedimento padrédo para separagéo e
identificacdo de proteinas/alérgenos (POMS, KLEIN e ANKLAM, 2004). Esta
analise envolve inicialmente a separagdo das proteinas em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) e posteriormente, a transferéncia destas para um suporte de
nitrocelulose. A posicdo dos antigenos na membrana &€ uma reprodugéo de sua
posicdo no gel. Proteinas especificas podem ser detectadas por anticorpos
capazes de reagir com proteinas solubilizadas por dodecil sulfato de sédio (SDS),
e os anticorpos ligados s&o revelados com anticorpos anti-imunoglobulina

marcados com radioisotopos ou uma enzima (JANEWAY et al., 2002).

3.2 Modificagdo da antigenicidade da B-Lactoglobulina por diferentes
processos

Diversos processos tecnologicos tém sido usados para diminuir o potencial
alergénico do leite bovino, ja que a remogao total dos alérgenos do leite € inviavel
(MONACI et al., 2006). Uma estratégia que & comumente empregada para
diminuir o potencial alergénico de produtos derivados do leite € a hidrélise das
proteinas (MONACI et al., 2006). Os hidrolisados protéicos enzimaticos com
cadeia curta e MM definida sdo importantes complementos para a alimentagéo de
individuos que apresentam alergia efou intolerdncia a proteinas alimentares,
dificuldade na digestdo de proteinas ou a outras patologias associadas ao
metabolismo de aminoacidos, como nos casos de doengas crénicas do figado
(faléncia hepatica) e fenilcetontria (CLEMENTE, 2000).

A especificidade enzimatica, além do grau de hidrolise (GH) ou da
distribuicdo da MM dos hidrolisados parece determinar a antigenicidade residual
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das proteinas do soro do leite. Pela agdo enzimatica alguns epitopos podem ser
rapidamente degradados, enquanto outros podem permanecer até o final da
hidrélise (JOST et al, 1987). A hidrélise de proteinas ndo deve ir além do que o
necessario para a eliminagdo da resposta antigénica, pois a hidrélise extensiva
torna o produto pouco palatavel (amargo) e, além disso, aminoacidos livres s&o
menos absorvidos do que peptideos pequenos, portanto, o grau de hidrolise deve
ser controlado (VAN BERESTEIJN et al., 1994; ENA et al., 1995; VAN WILLIGE e
FITZGERALD, 1995).

Kananen et al. (2000) mostraram que pela hidrélise da fragao precipitada
das proteinas do soro do leite com pepsina por 180 min e com a tripsina por 30
min, obtendo-se a maioria dos peptideos com MM <5 kDa, foi possivel quase
eliminar a antigenicidade destas proteinas. Svenning et al. (2000) obtiveram a
menor resposta antigénica com hidrolisados de proteinas do soro do leite de alto
grau de hidrélise obtidos com Corolase PP, devido, segundo os autores, as

menores quantidades de B-Lg residual.

Além da hidrolise, o tratamento térmico também é utilizado para redugédo da
antigenicidade de proteinas. O tratamento térmico € o método mais comum para
reduzir patogenos e pode ser considerado como o fator mais efetivo em induzir
mudancas estruturais intensas na B-Lg, podendo alterar a conformacgéo dos
epitopos e conseqiientemente reduzir o potencial alergénico (MONACI et al.,
2006: PEYRON et al., 2006). Mierzejewska e Kubicka (2006) verificaram
diminuicdo da imunorreatividade da B-Lg quando submetida a tratamento térmico
entre 65 e 80 °C. Kleber et al. (2004), ao contrario, relataram que a B-Lg, quando
previamente tratada a temperaturas entre 75 e 90 °C por 15 min, apresentou
aumento da antigenicidade e quando tratada a 148 °C por 15 min, a B-Lg
apresentou a menor resposta antigénica.

De acordo com Kleber et al. (2004), temperaturas acima de 65 °C podem
promover a formag&o de agregados protéicos de B-Lg estabilizados por ligagdes

covalentes, como pontes dissulfeto, que podem esconder alguns epitopos da B-Lg.
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Assim, os anticorpos podem ter acesso somente aos epitopos localizados nas
superficies desta proteina agregada, o que pode levar a reducao da
alergenicidade (KLEBER et al., 2004).

A fermentacdo acido-lactica também tem sido estudada visando a redugéo
da antigenicidade da B-Lg. Jedrychowski e Wroblewska (1999), utilizando
diferentes espécies de bactérias acido-lacticas (meso e termofilicas), reduziram a
antigenicidade da B-Lg em 99%. Ehn et al. (2005), ao contrario, verificaram, que a
fermentacdo com bactérias lacticas ndo diminuiu a capacidade de ligagéo da B-Lg

a lgE.

A reacdo de Maillard entre a B-Lg e aglcares redutores como glicose,
galactose ou lactose também pode modificar as regides dos epitopos, contribuindo
para reducdo da antigenicidade da proteina (MORGAN et al., 1998). Jost, Monti e
Pahud (1987) relataram resposta antigénica reduzida quando a B-Lg foi

lactosilada.

A utilizacdo da TG pode também reduzir o potencial antigénico das
proteinas do soro do leite, pois esta enzima, ao introduzir ligagbes cruzadas
covalentes inter ou intramoleculares, promove a polimerizagéo das proteinas,
ocultando regides de epitopos (VILLAS-BOAS et al., 2010). Villas-Boas et al.
(2010) verificaram que a polimerizagdo da B-Lg na presenca de agente redutor
Cys promoveu menor produgdo de niveis séricos de IgE e IgG em camundongos
Balb/c, comparada aos grupos que receberam (-Lg nativa.

A modificagdo da soja com TG levou ao mascaramento de determinantes
antigénicos e redugdo da alergenicidade da fragdo proteica menor que 34 kDa
(BABIKER et al., 1998). Estudo de Wréblewska et al (2008) mostrou que o
tratamento combinado de hidrélise com Alcalase e polimerizagdo com TG reduziu
significativamente a imunoreatividade das proteinas do soro do leite,
principalmente da B-Lg. Fernandes (2009) concluiu que a polimerizagao com TG

provocou mudangas estruturais que facilitaram a clivagem da B-Lg pelas enzimas
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digestivas, e geraram peptideos com baixo potencial antigénico, comparados aos

digeridos da proteina nativa, quando avaliada por Imunoblote.

3.3 Transglutaminase e propriedades de proteinas polimerizadas

TG (EC 2.3.2.13) € uma enzima que pode ser encontrada em diversas
fontes, como tecidos e fluidos animais (FOLK, 1980) e em microrganismos (ANDO
et al., 1989). A TG tem estrutura monomérica, com 331 aminoacidos (KANAJI et
al., 1993). De acordo com Ando et al. (1989), a MM da TG, avaliada por SDS-
PAGE, é em torno de 40 kDa, seu ponto isoelétrico € 8,9, com faixa de pH étimo
entre 6 e 7. A TG de origem microbiana € amplamente utilizada como enzima
funcional em varios setores da industria de alimentos devido a baixa
especificidade de substrato e possibilidade de obtengdo em massa por um baixo
custo, através do processo de fermentagao (JAROS et al., 2006).

A TG é a uUnica enzima utilizada para fins comerciais na industria de
alimentos que catalisa reacbes de ligagdo cruzada inter ou intramolecular em
proteinas. Ela catalisa reagdo de acil transferéncia entre o grupo y-carboxilamida
da glutamina ligada a peptideos (doador de acil) e aminas primarias (receptores
de acil), incluindo o grupo g-amino de residuos de lisina em proteina. Quando o
grupo e-amino de lisina ligada a proteina age como um acil receptor, ligagdes
cruzadas covalentes, chamadas de cross-linking, intra efou intermoleculares s&o
formadas (ligacdo isopeptidica e-(y-glutamil) lisina), resultando na polimerizagéo de
proteinas (LORENZEN et al., 1998; JAROS et al., 2006).

A capacidade da TG de introduzir ligagdes cruzadas inter e intra proteinas
tem sido aplicada para aumentar o valor e as propriedades nutricionais e
funcionais de proteinas de alimentos (CHISTENSEN et al., 1996; JAROS et al.,
2006). As proteinas mais comumente modificadas pela TG s&o as provenientes do
leite bovino (O’SULLIVAX et al., 2002; YILDIRIM e HETTIARACHCHY, 1998;
FLANAGAN e FITZGERALD; 2002; WROBLEWSKA et al., 2008) da soja (WALSH
et al., 2003: BABIKER, 2000) e do gluten (AGYARE et al., 2008). Através dessas

10
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reagbes, a TG pode modificar as propriedades de solubilidade, hidratacéo,
gelificacdo, coagulagéo, estabilidade ao calor, e propriedades reoloégicas de
proteinas (DICKINSON, 1997; LORENZEN, SCHLIMME, 1998; MOTOKI,
SEGURO, 1998; LORENZEN, 2000). Existem patentes sobre a aplicagéo da TG
na modificagdo de produtos carneos, pescados, de panificacdo, derivados de soja
e laticinios (DE JONG, KOPPELMAN, 2002; YOKOYAMA et al., 2004; JAROS et
al., 2008).

Na area de laticinios, a TG tem sido aplicada em iogurtes, queijos e
sorvetes (KURAISHI et al., 2001; JAROS et al., 2006). Lorenzen et al. (2002)
verificaram que iogurte tratado com TG apresentou aumento de firmeza,
viscosidade e cremosidade em relagdo as amostras n&o tratadas com a enzima,
além de maior capacidade de ligagdo com a agua, que resultou em redugéo da
sinerese. Com relagdo as propriedades sensoriais, os iogurtes tratados com TG
apresentaram menor acidez, além de sabor e odor menos intensos que das
amostras controle. O uso da TG reduziu a sinerese e melhorou a estabilidade
térmica de queijos processados e de sorvetes, além de conferir maior maciez,
principalmente em produtos de baixa caloria e sem aglcar (KURAISHI et al., 2001;
JAROS et al., 2006).

Segundo O’Sullivax et al. (2002), o tratamento do leite com TG previne a
dissociacdo de micelas de caseina sob condigdes que normalmente teriam sua
integridade destruida. O tratamento com alta press&o do leite cru previamente
tratado com TG foi incapaz de romper a ligagdo cruzada intra-micelar e as micelas
ndo foram rompidas na mesma extensdo da amostra controle (O’'SULLIVAX et al.,
2002).

Dentre as duas principais fragbes protéicas do leite, a caseina pode
facilmente sofrer reacdes de ligagdo cruzada pela agdo da TG, enquanto que as
proteinas globulares do soro do leite sdo menos susceptiveis as reagoes induzidas
por esta enzima (DE JONG e KOPPELMAN, 2002). Porém, a acessibilidade da B-
Lg e da a-La & acdo da TG pode ser melhorada pelo tratamento com agentes

redutores como DTT, capazes de quebrar pontes dissulfidicas, levando ao

11
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desdobramento das proteinas e resultando em uma exposigdo maior de varios
lados da proteina para a acdo da TG (DE JONG e KOPPELMAN, 2002; LEE et al.,
2001). O desdobramento da B-Lg ainda pode ser induzido pelo tratamento a
temperaturas superiores a 70 °C (EISSA et al., 2006).

A estrutura protéica € afetada quando o leite é pré-aquecido a 85 °C/15 min,
0 que parece aumentar a susceptibilidade das proteinas do leite a TG com
subseqiente formacédo de polimeros (SHARMA, LORENZEN e OVIST, 2001).
Rodriguez-Nogales (20086) verificou o efeito do tratamento de pré-aquecimento do
leite de ovelha em diferentes condigdes de temperatura (70-90 °C) e tempo (15-60
min) antes da incubagédo com TG. As melhores condigbes de pré-tratamento para
formacao de ligagbes cruzadas covalentes e formagéo de novos polimeros a partir
da a-La e B-Lg foram 90 °C/6 min e 83,4 °C/55,7 min, respectivamente. O
tratamento térmico leva a exposigdo de residuos de lisina e glutamina na cadeia
peptidica das proteinas de soro de leite, aumentando sua susceptibilidade a
formacdo de ligagdes cruzadas pela TG (JONG E KOPPELMAN, 2002;
RODRIGUEZ-NOGALES, 2006: SILVA et al., 2002) . Apds o tratamento térmico
(80 °C/60 min), as pontes de hidrogénio que estabilizam a estrutura da B-Lg sao
rompidas, diminuindo as estruturas de a-hélice e folhas B (EISSA et al., 2006).

No estudo conduzido por Villas-Boas (2008) avaliou-se a B-Lg tratada
termicamente (80 °C/60 min/pH 8) em diferentes concentragdes (3, 5 ou 7%) e
polimerizada com a TG (E:S de 5, 10, 25 e 50 U g™ de proteina). O maior grau de
polimerizag&o foi obtido na concentragéo de proteina a 7%, com 25 U de TG g
indicando que esta relagado enzima:substrato foi a que promoveu a maior formagao

de polimeros de MM elevada.

Como DTT néo pode ser utilizado na produgéo de alimentos, alternativas
para aumentar a reatividade da B-Lg foram investigadas. Faergemand et al. (1997)
verificaram que a concentragdo de 0,4 mol/L de Cys resultou na polimerizagao da
B-Lg quando incubada com TG de Streptomyces lydicus. Os autores concluiram

que a TG pode polimerizar extensivamente proteinas do soro do leite em pH mais
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alcalino (8,5-9,0), sendo que a polimerizagédo de isolado de proteinas do soro do
leite ou da B-Lg resultou na formagéo de géis transparentes apds algumas horas a
40 °C. Foi comprovado dessa forma que a reacéo catalisada pela TG € um método
enzimatico potencial para a produgdo de géis de ligagbes cruzadas covalentes
nestas proteinas (FAERGEMAND et al., 1997). Villas-Boas (2008) avaliou a
polimerizagédo da B-Lg nativa, tratada termicamente e na presenca de cisteina,
verificando polimerizagdo mais acentuada na presencga da Cys, com formagao de
polimeros de maior MM, quando comparadas as amostras de B-Lg nativa e tratada

termicamente.

3.4 Hidrdlise de proteinas polimerizadas ou ndo com transglutaminase

A hidrolise enzimatica de proteinas é acompanhada por trés diferentes
efeitos: redugdo da MM, aumento no nimero de grupos ionizaveis e exposi¢éo de
grupos hidrofobicos (PENYAN e KILARA, 1996). Origina produtos de MM menor,
com menos estrutura secundaria e, em alguns casos, com melhores propriedades
funcionais que as proteinas intactas (ADLER-NISSEN e OLSEN, 1979). A hidrolise
esta geralmente associada com melhora da solubilidade (CHOBERT et al., 1996).
Proteinas do soro do leite apresentam alta solubilidade em uma extensa faixa de
pH, que tende a diminuir em baixo pH, como resultado da desnaturagao e
agregacao (MUTILANGI et al., 1996).

A concentragdo de enzima e de substrato s&o fatores importantes na
cinética da reacdo. A especificidade da enzima determina principalmente a
natureza do produto, podendo resultar em fragdes com diferentes MM e,
conseqiientemente, diferentes caracteristicas funcionais (WHITAKER, 1994). A
hidrolise enzimatica, realizada em condigdes brandas e controladas, garante a
manutencdo da qualidade nutricional dos hidrolisados e perfil peptidico definido. O
GH ¢é o parametro utilizado para comparar os hidrolisados entre si. O
conhecimento da relacdo entre GH e alguma caracteristica funcional especifica do
hidrolisado permite elaborar produtos com propriedades funcionais previamente
definidas (KRISTINSSON, 2000).
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A B-Lg nativa nao é facilmente hidrolisada pela pepsina, mas & susceptivel
a hidrélise pela quimotripsina e pela tripsina (PHILIIPS et al., 1994). A baixa
digestibilidade da B-Lg é considerada como uma das causas de sua
alergenicidade (KANANEN et al., 2000). A resisténcia relativa a protedlise é
geralmente explicada pela estrutura terciaria compacta da proteina que protege
muitas das ligacdes peptidicas susceptiveis as enzimas. A desnaturagao por
processos fisicos e/ou quimicos da B-Lg geralmente leva a melhora do acesso das
enzimas aos sitios de especificidade das proteinas (KANANEN et al., 2000). Apos
a desnaturagéo, a B-Lg pode representar o substrato ideal para as proteases, pois
amplas regides hidrofbicas do nucleo da proteina sdo desenroladas e acessiveis
as enzimas, ao contrario do que acontece com a forma nativa ou de agregados
devido & desnaturagdo provocada pelo tratamento térmico (IAMETTI et al., 2002).

Estudos tém mostrado que a hidrolise em conjunto com tratamento com TG
pode modificar as propriedades funcionais de proteinas alimentares, melhorando-
as de forma diferenciada daquela que seria resultante dos tratamentos em
separado. Hidrolisados de soja (BABIKER et al., 2000), gluten (BABIKER et al.,
1996) e caseinato de sédio (FLANAGAN e FITZGERALD, 2002) com pronase,
papaina, pepsina que foram submetidos a tratamento com TG apresentaram
melhora das propriedades de emulsificagdo e de formagao de espuma.

Agyare et al. (2008) mostraram que o tratamento do gluten hidrolisado pela
quimotripsina com TG de origem microbiana aumentou a solubilidade da proteina
em ampla variedade de condig¢tes (pH 4,0 — 7,0, NaCl 0 ou 0,6 mol/L, incubagao a
5 °C por 18 horas ou a 55 °C por uma hora). O aumento da solubilidade foi
atribuido a deaminagao ou formagéo de grupos carboxilicos ionizaveis e redugao
na hidrofobicidade superficial das moléculas (AGYRE et al., 2008).

Em estudo de Flanagan e FitzGerald (2002), o caseinato de sodio
hidrolisado com Protamex (protease de Bacilus, assim como a subtilisina) a baixo
GH e tratado com TG, pré e pos hidrélise, apresentou aumento da solubilidade em

torno do ponto isoelétrico. Walsh et al (2003) relataram aumento do indice de
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solubilidade do isolado protéico de soja entre pH 3,0 e 5,0, usando uma
combinacgéo de formacéo de ligagdo cruzada com TG e hidrolise com Alcalase.

Alguns estudos avaliaram também as propriedades de emulsificacdo e
gelificagdo de proteinas hidrolisadas que polimerizagéo pela TG. Resultados
obtidos por Babiker (2000) mostraram que a polimerizag@o da proteina da soja e
seus hidrolisados com a TG foi efetiva no melhoramento das propriedades de
emulsificacdo. As propriedades de formagdo de espuma da proteina de soja e
seus digeridos também aumentaram apés a polimerizagdo com a TG (BABIKER,
2000).

Pinterits e Arntfield (2007) observaram que a protedlise limitada da proteina
de canola com tripsina, ficina ou bromelina foi um pré-tratamento adequado para a
polimerizacdo com TG. O tratamento combinado da protease e TG antes do
aquecimento resultou na formacgdo de géis mais fortes do que somente com o
tratamento com a TG. Ja o tratamento somente com proteases causou impacto
negativo na gelificagdo da proteina, diminuindo a forga do gel, sugerindo que o
uso das proteases sozinhas néo é favoravel para a melhora da gelificagéo da
proteina da canola (PINTERITS e ARNTFIELD, 2006).

3.5 Enzimas proteoliticas

A escolha da enzima proteolitica € muito importante, uma vez que sua agao
especifica ira influenciar a composi¢do final dos produtos de hidrdlise,
principalmente com relagéo ao tamanho médio dos peptideos (GAUTHIER et al.,
1986: CHATAUD et al., 1988; HAQUE e MOZAFFAR, 1992).

Enzimas proteoliticas podem ser classificadas como exopeptidases e
endopeptidades. As exopeptidases atuam somente nos finais das cadeias
polipeptidicas. Com base em seu sitio de ag&o, regido N ou C terminal, sé@o
classificadas como amino ou carboxipeptidases, respectivamente. As

endopeptidases atuam preferencialmente nas regides internas da cadeia
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polipeptidica, entre as regiées N e C terminal sendo que a presenga de grupos
amino ou carboxila livres tem um efeito negativo na atividade da enzima. Estas
enzimas sdo divididas em quatro subgrupos de acordo com seu mecanismo
catalitico: serina proteases, aspartico proteases, cisteina proteases, e
metaloproteases (RAO et al., 1998).

Algumas proteases sdo produzidas por microorganismos, oS quais sao
comuns entre os géneros Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Proteus,
Aspergillus, Streptomyces e Rhizopus (DINIZ, MARTIN, 1999). Aproximadamente
60% do total das enzimas industriais sdo proteases, amplamente empregadas na
produgdo de couro e na industria de alimentos. Na industria alimenticia, as
proteases s&o utilizadas como adjuvantes no processamento de cerveja, vinho,
cereais, leite, produtos lacteos, chocolate, ovos, produtos a base de ovos,
produtos a base de carne e de peixe, legumes e na produgéo de proteina
hidrolisada e flavorizantes (FURLAN e OETTERER, 2002).

A Alcalase é uma serina protease produzida pelo Bacillus licheniformis que
tem ampla especificidade, mas cliva principalmente o lado carboxila de
aminoacidos hidrofébicos (ADLER-NISSEN, 1986). A Alcalase pode ser
empregada na modificagdo das propriedades funcionais de diversos substratos
protéicos, incluindo isolado de proteina de soja (ADLER-NISSEN e OLSEN, 1979),
proteinas do leite (MIETSCH et al., 1989), gliten (CHOHOBERT et al., 1996),
assim como proteina do gréo de bico (CLEMENTE et al., 1998), plasma sanguineo
(HYUN e SHIN, 2000) e proteina de peixe (KRISTINSSON e RASCO, 2000).

A Neutrase, metalo protease bacteriana produzida por fermentagao
submersa de cepa selecionada de Bacillus amyloliquefaciens, cliva
preferencialmente ligagdes envolvendo aminoacidos hidrofébicos. E uma
endoprotease que pode ser utilizada na maioria dos casos onde se deseja
degradacao de proteinas moderada ou extensa (NOVOZYMES, 2002).

Bromelina é o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nos vegetais da familia Bromeliaceae, da qual o abacaxi € o mais

conhecido. A bromelina & uma glicoproteina, tendo um residuo de oligossacarideo
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por molécula, que esta covalentemente ligado a cadeia peptidica. E uma enzima
sulfidrilica, ou cisteina protease, e este grupamento é essencial para a sua
atividade proteolitica. E uma proteina acida e seu ponto isoelétrico foi determinado
por focalizagéo isoelétrica como pH 4,6 e mudangas conformacionais irreversiveis
ocorrem em valores de pH maiores que 10,3 (MURACHI, 1976). A bromelina cliva
ligagbes contendo tanto residuos aromaticos (fenilalanina e tirosina) quanto
basicos (lisina e arginina) (ADLER-NISSEN, 1986).

A bromelina tem diversos usos na industria alimenticia e farmacéutica,
todos baseados em sua atividade proteolitica. Pode-se mencionar sua utilizagao
no amaciamento de carnes, na clarificagdo de cervejas, na fabricagdo de queijos,
no preparo de alimentos infantis e dietéticos, no pré-tratamento de soja, no
tratamento do couro, na industria téxtil, no tratamento da 1& e da seda, no
tratamento de disturbios digestivos, feridas e inflamagdes, preparo de colageno
hidrolisado, entre outros (BORRACINI, 2006).
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4. Material e Métodos

4.1 Material

Utilizou-se B-Lg Bio Betalactoglobulin (variantes A e B) doada pela Davisco
Foods International Inc. (Le Sueur, MN, EUA). A enzima transglutaminase Activa
WM (atividade declarada de aproximadamente 100 U g™"), doada pela Ajinomoto
Interamericana Industria e Comércio Ltda. (Sao Paulo, SP, Brasil), foi utilizada na
sua forma original, sem qualquer purificagdo. E produzida por Streptoverticillium
sp. (Ca** independente), tem atividade étima na faixa de pH de 5,0 a 8,0;
temperatura 6tima de reagéo de 50 a 55 °C e. As enzimas Neutrase® e Alcalase®
foram fornecidas pela Novozymes (Araucéria, Parand, Brasil) e a bromelina pela

Prozyn (Séao Paulo, SP, Brasil).

Os reagentes utilizados foram: aminoacido L-cisteina 97% (Aldrich,
Milwaukee, EUA, cod. 32630-5, lote: 03809KD316), acido trifluoracético para
sintese (TFA) (Merck, Hohenbrunn, Alemanha), acido tricloroacético (TCA), B-
mercaptoetanol (Merck, Hohenbrunn, Alemanha), dodecil sulfato de sédio (SDS)
(Sigma-Aldrich), tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Alemanha); 2.5% tiopental sédico (Cristalia, Sdo Paulo, SP,

Brasil); Tween 20 (Merck, Darmstald, Alemanha).

Os anticorpos utilizados foram: Purified Mouse IgE antibody, Purified Rat
Anti-mouse IgE monoclonal antibody (BD Biosciences), Anti-Rat IgG Whole
molecule, peroxidade conjugate (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).

Para o ensaio biolégico, foram utilizados camundongos BALB/c fémeas
adquiridos do CEMIB (Centro Multidisciplinar de Investigagao Biolégica -
Unicamp). O Projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentagdo
Animal da Unicamp (CEEA), protocolo n°1586-1 (Anexo 1).
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4.2 Hidrolise da B-Lg

Para a hidrolise da B-Lg, foram utilizadas, separadamente, as enzimas
Alcalase, Neutrase e bromelina. Para determinar as melhores condigbes de
hidrolise com cada enzima, foram realizados experimentos fatoriais utilizando
delineamento inteiramente casualizado com dois fatores independentes
(concentragéo de substrato e relagdo enzima:substrato). A variavel dependente foi
o GH obtido apds 240 min de reacdo. Na Tabela 1 sdo mostradas as condigGes

utilizadas no estudo. Cada ensaio foi realizado em duplicata.

Tabela 1. Ensaios de hidrolise com as respectivas concentracdes de substrato e
relacdes enzima:substrato utilizadas.

Ensaio Concentragao Relacéao
Substrato (%) E:S(Ug"
1 3 10
2 7 10
3 3 25
4 T 25

E:S: enzima/substrato

Para cada enzima, o delineamento experimental foi realizado com a B-Lg
em sua forma nativa e com a proteina tratada termicamente. O tratamento térmico
foi realizado com a B-Lg dispersa em &gua destilada na concentragéo de cada
ensaio, em banho termostatizado a 80°C por 60 min.

O pH da reacdo de hidrolise foi fixado em 7,5 para todas as enzimas, pois a
B-Lg, quando dispersa em agua apresenta alteragéo de sua estrutura em fungao
do pH da solugdo. Segundo Walstra (2006), em pH 5,5 a B-Lg se associa para
formar octamero, j4 em pH acima de 7,5 ela ocorre apenas na forma de
mondmero. A reacgao foi conduzida na temperatura 6tima de cada enzima, 50, 55 e
60 °C, respectivamente, para a Neutrase, bromelina e Alcalase, de acordo com

informacéo fornecida pelos fabricantes.
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Para os ensaios de hidrélise, a 3-Lg foi dispersa em agua, o pH foi ajustado
em 7,5 com 0,5 mol L' NaOH e equilibrada a temperatura adequada a enzima
utilizada. A enzima previamente dissolvida em agua e adicionada a suspensao. A
reacdo de hidrolise foi monitorada utilizando-se o método pH-stat, com uso de
titulador automatico modelo Metler DL 21 (Schwerzenbach, Suiga) com sistema de
agitacdo. A reacao foi interrompida ap6s 240 min por aquecimento a 90 °C por 10
min para a inativagdo da enzima. O GH foi definido pela equagcdo (ADLER-
NISSEN, 1986):

GH (%) = BNy(1/a)(1/MP)(1/hr) X 100 (1)

onde: B = consumo de base em mL; Ny = normalidade da base; 1/a = média de
grau de dissociagédo do grupo a-NH,; MP = massa da proteina em g; hit = nimero
total de ligagbes peptidicas no substrato protéico, cujo valor & de 8,8 mMol/g de
proteina para a B-Lg (STANCIUC et al., 2008).

A condigdo selecionada foi utilizada para obtengdo dos hidrolisados

utilizados na realizacdo dos experimentos de polimerizagéo pos e pré hidrolise.

4.3 Determinacgao da atividade enzimatica

A determinacédo da atividade enzimatica de cada enzima foi realizada para

padronizar em unidades a quantidade a ser utilizada em cada experimento.

A atividade proteolitica das enzimas foi determinada utilizando-se solugéo
1,2% caseina (m/v; Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) em tampé&o fosfato (0,1 mol L°
Y, pH 7,5 e foi conduzida a 50, 55 e 60°C, respectivamente para Neutrase,
bromelina e Alcalase, por 10 minutos. A reagéo foi interrompida pela adigdo de
solugao 30% de TCA, com concentragéo final de 15% (m/v). O material foi filtrado
em papel Wathman 42 (Schleicher & Schiill, Dassel, Dassel, Alemanha) e a
absorbancia do sobrenadante foi determinada em Espectrofotémetro UV-Vis (DU®
- 70 Beckman, Fullerton, CA, EUA) a 275 nm. Uma unidade (U) de atividade
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enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar, em 1 min a

proteina sollivel em TCA equivalente a 1 pg de tirosina (EMI et al., 1976).

Foi construida uma curva de calibragao (Figura 1) com L-Tirosina (Sigma)
com 10, 20, 30, 40 e 50 pg/ml de tirosina. As determinacdes foram feitas em

triplicata.

0,45 -
0.4 y=0,0076x+ 0,0073
0,35 R2=0,9989
0,3 A
0,25 A1
0,2
0,15
0,1 A
0,05 A
0 T | T T T :
0 10 20 30 40 50 60
Concentragao (ug/ml)

Abs (nm)

Figura 1. Curva padrao de tirosina para determinagéo da atividade enzimatica da
Alcalase, Neutrase e bromelina.

A atividade das enzimas Alcalase, Neutrase e bromelina, expressa em

unidades por miligrama de enzima foi 2,63; 1,38 e 0,32 U/mg, respectivamente.

4.4 Polimerizagdo pos hidrdlise

Os hidrolisados obtidos de acordo com a condi¢do selecionada no item 4.2,
foram liofilizados para posterior utilizagdo. A polimerizagdo dos hidrolisados foi
realizada nas condicdes definidas por Villas-Boas et al. (2010): 7% (m/v) de
substrato 10 ou 25 U TG g, em pH 8 (VILLAS-BOAS et al., 2010), 50 °C, por 180
min e interrompida por resfriamento das amostras a 4 °C e liofilizados. Os

hidrolisados e os polimerizados pés hidrélise foram avaliados por SDS-
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PAGE!/tricina e cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR),
de acordo com o descrito nos itens 4.7 e 4.8, respectivamente.

O teor de nitrogénio total das amostras foi determinado pelo método de
micro-Kjeldahl. Para conversdo do teor de nitrogénio em proteina, utilizou-se o
fator 6,38 (AOAC, 1995).

4.5 Polimerizagao pré hidrélise

A B-Lg polimerizada foi obtida de duas maneiras: (1) B-Lg dispersa em agua
destilada (7% p/v) foi tratada termicamente a 80 °C por 60 min em banho
termostatizado, resfriada a 50°C e a enzima TG foi adicionada na propor¢ao de 10
U g™ proteina; e (2) B-Lg foi dispersa (7% p/v) em solugdo 0,1 mol L' Cys e a TG
foi adicionada (10 U/g de proteina) (VILLAS-BOAS et al., 2010). As condi¢Ges de
polimerizagéo (relagéo E:S e concentragdo de Cys) foram as descritas por Villas-
Boas et al. (2010) e Fernandes (2009). A reacao de polimerizagdo, nos dois
experimentos, foi conduzida a 50 °C por 180 min em banho termostatizado e
resfriada a 4 °C em banho de gelo. O material foi liofilizado para posterior

utilizagao.

Os polimerizados obtidos foram hidrolisados com as enzimas Alcalase,
Neutrase ou bromelina nas condicées estipuladas no item 4.3 A hidrélise foi
conduzida por 240 min, monitorada pelo método de pH-stat. A reagéo de hidrdlise
foi interrompida com a elevacéo da temperatura a 90 °C por 10 min.

Os polimerizados e os hidrolisados obtidos a partir da B-Lg polimerizada
foram avaliados por SDS-PAGE/tricina e CLAE-FR, conforme descrito nos itens
4.7 e 4.8, respectivamente.

Para as amostras que continham Cys, o nitrogénio proveniente da adigao
deste aminoacido foi descontado do nitrogénio total para o calculo do teor

protéico.
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4.6 Determinacgado do grau de hidrolise pelo método de TNBS

O GH das amostras hidrolisadas e polimerizadas p6s hidrélise, também foi
determinado pelo método do acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) (ADLER-
NISSEN, 1979). Este método fundamenta-se na reacao colorimétrica do TNBS
com os grupos a-amino terminais das proteinas e peptideos formados durante a

reagdo de hidrélise.

O GH foi calculado utilizando a seguinte expresséo:

GH = mmolLeu X100 (1)
htot

onde: mmol Leu = grupamentos aminicos livres, calculados a partir da curva
padrao de leucina;
htot = nimero de equivalente de pontes peptidicas por unidade de massa protéica,
cujo valor é de 8,8 mMol/g de proteina para a B-Lg (STANCIUC et al., 2008).

Para avaliagdo de um eventul efeito das condigcbes de polimerizac¢éo, foi
determinado o GH dos hidrolisados submetidos as condi¢des utilizadas na reagao

de polimerizagdo, porém sem adi¢éo da TG.

4.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presengca de SDS e tricina
(SDS-PAGE/Tricina)

O perfil eletroforético da B-Lg nativa (B-Lg N) e da B-Lg submetida a
hidrolise, polimerizacdo pré e pos hidrolise ou somente polimerizagdo foi obtido
em sistema SDS-PAGE/Tricina (SCHAGGER e VON JAGOW, 1987) em cuba
vertical (Mini Protein Il System, BioRad Laboratories) e espagadores de 1,5 mm.
Utilizou-se um sistema descontinuo composto de gel de separacao, gel espagador
e gel de empilhamento com 15,5, 10 e 4% de acrilamida, respectivamente. As
amostras foram diluidas em tampao redutor (0,0625 mol L™ de Tris-HCI, 2% SDS,
20% glicerol, 5% B-mercaptoetanol, Coomassie Blue G-250, pH 6,8) e aquecidas a
95 °C/10 min. Foram aplicadas aliquotas de 10 pL da solugéo 1% de proteina (100
ug de proteina), com excegdo da amostra de B-Lg N, que continha 0,1% de
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proteina (10 ug de proteina). Apos as corridas, os géis foram mantidos por 12 h
em solucao fixadora metanol/ acido acético/ agua (4:1:5) e corados por 48 h em
solugdo de 0,025% de Coomassie Blue G-250 (Sigma-Aldrich) em 10% de acido
acético. Posteriormente os géis foram descorados em solugdo de 10% acido

acetico.

A MM dos peptideos foi estimada utilizando padréo de baixa MM (Sigma-
Aldrich - cod. M3548) contendo as seguintes fragbes protéicas: bradiquinina (1,06
kDa); cadeia B da insulina bovina oxidada (3,496 kDa); aprotinina de pulm&o
bovino (6,5 kDa); a-La de leite bovino (14,2 kDa); mioglobina de coragao de cavalo
(17,0 kDa); isomerase triosefosfato de musculo de coelho (26,6 kDa).

4.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR)

A analise cromatografica foi realizada em sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia de fase reversa, consistindo de uma bomba Varian 9012,
(Varian, Walnut Creek, CA, EUA - série 04824), um detector de absorbancia de
duplo comprimento de onda Varian 9050, série 02570 e munido de coluna C18
Microsorb-MV™ (250 mm x 4,6 mm DI, 5 ym - Raenin Instrument Inc Company —
Woburn, MA, EUA).

A composicdo dos solventes foi: solvente A: 0,03% de acido trifluoracético
(TFA) (Merck, Hohenbrunn, Alemanha) em agua Milli-Q, solvente B: 0,03% TFA
em metanol (Merck, Hohenbrunn, Alemanha) de grau HPLC (High Performance
Liquid Chromatography), filtrados em membrana 0,45 ym (Schleicher e Schiill,
Dassel, Alemanha). A coluna foi mantida em temperatura ambiente, com fluxo de
1 mL min™', detector fixado em 214 nm, volume de inje¢ao de 20 pL. A coluna foi
equilibrada com 80% do solvente A e 20% do solvente B e as amostras foram
eluidas em gradiente linear até 80% do solvente B em 30 min, sendo mantida de
forma isocratica por 10 min e reequilibrada as condigdes iniciais durante 10 min.

As amostras, com concentragdo de 0,5% de proteina foram solubilizadas em
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0,03% TFA e filtradas em membranas de acetato de celulose 22 pm (Schleicher &
Schill, Dassel, Dassel, Alemanha).

Para obtencdo e andlise dos dados, foi utilizado o software Star
Chromatography Workstation (Varian). Os cromatogramas dos hidrolisados e
hidrolisados pré e poés polimerizagdo foram divididos em 3 zonas: (l) alta
hidrofilicidade, até 8 min, com solugdo B na concentragéo entre 10% e 30%; (II)
media hidrofilicidade, entre 8 e 18 min, com solugéo B entre 30% e 40% e (lll)
baixa hidrofilicidade, a partir de 18 min, com concentragdo de solugdo B acima de
40%.

4.9 Ensaios bioldgicos e imunoquimicos

A antigenicidade da B-Lg e B-Lg hidrolisada pré e p6s polimerizag&o, assim
como a B-Lg tratada termicamente polimerizada com TG ou polimerizada com TG
na presenga de Cys foi avaliada frente aos soros de animais sensibilizados com a
B-Lg nativa por meio de Imunoblote. O fluxograma dos experimentos é

apresentado na Figura 2.
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B-Lg N Alumen Soro Fisiolégico

| | |

Imunizagao dos animais

l

Coleta do sangue

Centrifugacéo e separagao do soro

|

Imunoblote |

[
v J J J

B-Lg N* Hidrolisados ‘ Polimeros Hidrolisados preé/
pds polimerizacéo

Figura 2. Fluxograma geral do ensaio biolégico e imunoquimico. (* B-
Lactoglobulina Nativa)

4.9.1 Animais

Foram utilizados 20 camundongos fémeas da linhagem BALB/c obtidos do
CEMIB da Unicamp, com quatro semanas de vida e mantidos em gaiolas sob
condigdes livre de patogenos (SPF) no Laboratério de Imunologia e Alergia
Experimental (LIAE) da Faculdade de Ciéncias Médicas — FCM, da Universidade
Estadual de Campinas — Unicamp, com umidade e temperatura controlados. Os
animais receberam, ad libitum, agua autoclavada e ragéo isenta de B-Lg (padréo-
Nuvilab CR-1 (Nuvital Nutrients Ltda, Colombo, PR, Brasil) até a sexta semana de
vida.

4.9.2 Fase de sensibilizagdo com -Lg nativa
A sensibilizagdo dos animais foi realizada segundo o descrito por Copeland

(1993) com adaptagdes de Villas-Boas et al. (2010). Os animais foram divididos
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em trés grupos. Um grupo 1 foi sensibilizado com B-Lg N (n=10) e os outros dois
grupos foram controles, um sensibilizado com adjuvante alumen (Al(OH); 3%
)(n=5) (2) e outro com solugdo salina estéril (0,9% NaCl) (=5) (3). O protocolo de
sensibilizagdo esta ilustrado na Figura 3. Na primeira etapa de sensibilizagao
(tempo 0), os camundongos do grupo 1 foram sensibilizados via intraperitoneal
(i.p.) e subcutanea (s.c.) com um total de 50 pg de amostra adsorvida em 0,2 mL
de alimen por animal. Nos dias 14° (tempo 1) e 21° (tempo 2) os animais
receberam individualmente dose reforgo de 20 e 50 pg de amostra adsorvida em
0,1 mL de solugéo salina e alimen, respectivamente. Os grupos controle foram
sensibilizados da mesma forma, porém apenas com alimen 3% ou com solugdo

salina.

Apés 30 dias (tempo 3) da sensibilizagdo inicial, os animais foram
anestesiados com injegdo intraperitonial de 200 pL de tiopental sédico 2.5%
(Cristalia, SP, Brasil) para realizagdo da pung&o cardiaca e coleta de sangue.
Depois de retirado o sangue, este foi centrifugado a temperatura ambiente 380 x

g/5 min para obtencgé&o do soro.
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Tempo 0 Tempo 1 Tempo 3
Grupo B-Lg N em B-Lg N em
] B_Lg N | Alimen _ Salina
(n=10) (50 pg — (20 ug —
0,20ml) 0,10ml)
Animais Grupo
6 sdem:;;as Altimen Alimen _ Alimen
evida - (0,20ml) (0,10mt)
(n =20) (n=95)
| | Grupo Salina _ Salina
?:'_'“56; (0,20ml) (0,10mi)

Sensibilizagao
Figura 3. Fluxograma do protocolo de sensibilizag&o dos animais.

4.9.3 Ensaios imunoquimicos - Imunoblote

As analises por imunoblote foram realizadas de acordo com metodo
descrito por Copeland (1993). As amostras hidrolisadas ou polimerizadas, assim
como as amostras hidrolisadas pré e pos polimerizagdo foram preparadas em
tampao de solubilizagdo com agente redutor e separados por eletroforese SDS-
PAGE/tricina (SCHAGGER e VON JAGOW, 1987). Apos o término da corrida, os
géis foram embebidos por 30 min em tampé&o de transferéncia (20 mM Tris-HCI,
150 mM de glicina, pH 8,0 e 20% (v/v) de metanol). Para montagem do sistema
sanduiche utilizou-se membrana de nitrocelulose e folhas de papel de filtro
Whatman®. A transferéncia das amostras dos géis para a membrana de

nitrocelulose foi realizada a 50 mA (amperagem constante) por 120 min. Para
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bloqueio dos sitios inespecificos, foi utilizada solugéo de albumina sérica bovina —
BSA (3% p/v) em PBS (solugéo salina fosfatada tamponada, pH 7,4) por 120 min.
Para a andlise de IgE, as membranas foram incubadas com 10 mL de
anticorpo primario (soro) correspondentes a cada grupo de animais, na proporgao
1:250 em PBS por 16 horas sob refrigeracdo em agitador de plataforma (Roquer,
E.U.A.), seguida de incubagdo com 10 mL de anticorpo secundario (Purified Rat
Anti-mouse IgE monoclonal anibody, BD Biosciences, EUA) em PBS. As
membranas foram incubadas por 120 min com o anticorpo conjugado com
peroxidase na proporgao 1:50.000 (Anti-Rat IgG Whole molecule) em PBS seguida
por incubacgédo de 15 min com DAB ja foi definido? (0,05%) em PBS. Utilizou-se
solucéo reveladora (CoCl, . 6H,O + NiSO4) e perdxido de hidrogénio para se

verificar sitios de ligagédo da enzima.

4.10 Analise estatistica

Os valores de GH foram expressos como média * desvio padréo. Os
resultados foram submetidos a analise de teste t, ANOVA e teste de Tukey para a
andlise das diferencas entre as médias. Os valores de p <0,05 foram considerados

significativos.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacao

A B-Lg utilizada no experimento contém 89,8 + 0,3% de proteina. Este valor
foi utilizado como referéncia para os célculos da relagdo E:S nas etapas de
hidrolise e polimerizacdo. O perfil eletroforético obtido em sistema SDS-PAGE
tricina em meio redutor e o perfil cromatografico obtido por CLAE-FR da B-Lg
estdo apresentados na Figura 4. No sistema SDS-PAGE tricina (Figura 4 - A)
observou-se uma banda Unica correspondente a B-Lg na forma monomérica, com
MM de 18,4 kDa. As principais variantes da B-Lg, A e B, apresentam MM de
18,362 kDa e 18,276 kDa, respectivamente, por causa de diferengas nos
aminoacidos na posicdo 64 e 118 (DOUCET e FOEGEDING, 2005). No entanto,
na eletroforese em condicées desnaturantes, as cargas das variantes se igualam e
originam uma Unica banda. Observou-se, também, uma banda com MM de
aproximadamente 36,8 kDa, de intensidade baixa, que pode corresponder ao
dimero de B-Lg. O perfil cromatogréafico obtido por CLAE-FR (Figura 4 - B) mostrou

apenas um pico, referente a B-Lg, com eluigao em aproximadamente 30 min.

(A) (B)
kDa -
o B-Lg —>
266 e 0 e
16,9 g | ;
14,4 W E 20000
=+
6.5 M | o
- % 0000 1

Figura 4. Perfil da B-Lg: (A) em SDS-PAGE tricina. Coluna 1: padréao de massa
molecular (1 - 26 kDa), coluna 2: B-Lg. (B) em CLAE-FR, na concentragado de 0,1%
de proteina.
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5.2 Hidrolise Enzimatica

A Figura 5 mostra as curvas de hidroélise enzimatica da p-Lg tratada (TT) ou
nao termicamente, hidrolisada com as enzimas Alcalase, Neutrase ou bromelina,
durante 240 min, nas diferentes condi¢cbes estudadas. Observou-se taxa alta de
reacdo no inicio da hidrélise, quando grande nimero de ligagdes & quebrado,
seguida de diminuigdo da taxa até alcangar um patamar onde n&o mais foi

observado aumento do GH.

As curvas de hidrélise com Alcalase (Figura 5 - A) e bromelina (Figura 5 - C)
mostraram diminuicdo da velocidade da reagdo a partir dos 50 minutos,
permanencendo praticamente constante até o final dos 240 min de reagéo. As
curvas de hidrolise obtidas com a Neutrase (Figura 5 - B) mostraram aumento do
GH até aproximadamente 20 min, permanecendo, entdo, estavel até os 240
minutos de reacgdo. Esse perfil da curva de hidrélise pode estar associado a
diversos fatores, tais como: (1) diminui¢cdo da concentragéo de ligagdes peptidicas
disponiveis para clivagem; (2) competicéo entre o substrato original e os peptideos
formados durante a reacéo; (3) diminuicdo da atividade enzimatica, devido a sua
desnaturacdo (ADLER-NISSEN, 1986; GONZALEZ-TELLO et al., 1994;
GUERRARD et al., 2002).

Kong et al. (2007) hidrolisaram gliten com Alcalase e Neutrase e obtiveram
curvas de hidrolise semelhantes as do presente estudo, com a clivagem maxima
observada aos primeiros 30 min de hidrolise. Trabalho de Mutilangi et al. (1995)
também mostrou curva de hidrélise para proteina do soro do leite com

comportamento muito semelhante ao obtido no presente trabalho.
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Figura 5. Curva de hidrolise da pB-Lactoglobulina nativa (B-Lg) ou tratada
termicamente (B-Lg TT) hidrolisada pela Alcalase (A), Neutrase (B) ou bromelina
(C) em quatro condlgoes diferentes de concentragdo de substrato (%) e relagéo
enzima:substrato (U g ) Simbolos vazios: B-Lg natlva simbolos cheios: B-Lg TT
(-A-) 3% B-Lge 10U g, (A)B%BLQTTe‘IOUg (o)?%BLge10Ug (-
o )?%BLgTTe1OUg1,(- )3%5L9925Ug (m )3% B-LgTTe25Ug", (-
¢-)7% B-Lge 25U g™, (-0-) 7% B-LgTTe 25U g™
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Na Tabela 2 estdo apresentados os valores finais de GH, obtidos apds 240
min de reagdo, da B-Lg tratada ou ndo termicamente e hidrolisada com as enzimas
Alcalase, Neutrase ou bromelina, em quatro condigbes diferentes de concentragao

de substrato e relacédo E:S, de acordo cm o delineameto fatorial utilizado.

Tabela 2. Grau de hidrélise (GH%) final da B-Lg tratada (TT) ou ndo termicamente
hidrolisada com as enzimas Alcalase, Neutrase ou bromelina em quatro condigbes
diferentes de reacéo (concentracéo de B-Lg e relagéo enzima:substrato).

Alcalase Neutrase Bromelina

nao tratada nao tratada nao tratada
tratada termicamente tratada termicamete tratada termicamete

3% B-L%] 9,88 + 11,10 £ 3,00 + 2,43 + 2,48 + 2,86 +
10Ug”’ 046" 0,57% 0,13 0,39% 0,257 0,217
7%PB-lg 737+ 8,89 + 2,80 + 1,80 + 1712 2,00 +
10Ug"' 052% 0,27 % 0,28 0,42% 018 0,14
3% B-Lg{; 12,64 13,65 £ 3,90 + 3,10 £ 4,05 + 442 +
25Ug" 076% 0,78 028" 0,28 n.ag” 0,4
7% B-Lgl] 10,04 + 10,31 3.7 % 2,65 * 2,86 2,80
25U¢g" 0217 0,28 % 0,18" 0,35/ 0,22% 0,28

Letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas diferentes na mesma linha
indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os resultados obtidos por cada enzima. A diferenca
entre as amostras tratadas ou ndo termicamente foi avaliada por teste t e a diferenga entre as
quatro condi¢des de hidrélise utilizadas foi avaliada por Anova seguido por teste de

Observa-se que para as trés enzimas, o maior valor de GH foi obtido
utilizando 3% B-Lg e 25 U enzima g”' e o menor com 7% B-Lg e 10 U enzima g™
Independente da condicdo estudada, o maior grau de hidrolise foi obtido com
Alcalase, entre 7,27 e 13,55% (Tabela 2). Esses valores foram similares aos
encontrados por outros autores (WROBLEWSKA et al., 2008; SEVERIN e XIA,
2006: SPELLMAN et al, 2003). O GH obtido com Neutrase ou bromelina variou de
1,71 a 4,05%. Kong et al. (2007) obteve GH proximo de 6% apds 240 min de

reacéo de hidrolise do gliten utilizando a Neutrase.
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De forma geral, apesar de haver ligeiro aumento no GH quando a B-Lg foi
tratada termicamente, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
resultados (p > 0,05) (Tabela 2). O pré-tratamento do substrato pelo calor pode
influenciar no grau de hidrélise, devido a desnaturagao protéica. Por um lado pode
alterar a estrutura tridimensional, expondo ligagbes e aumentando a acessibilidade
do substrato as enzimas (KATO et al., 1985; SCHMIDT e MARKWIJK, 1993), por
outro lado a formagdo de agregados em decorréncia da desnaturacao pode ter
efeito oposto (ROEFS e DE KRUIF, 1994). O tratamento térmico da [-Lg com
temperaturas acima de 70 °C leva a exposi¢do de grupos hidrofobicos e grupos
sulfidrila livres (SH), que podem se associar formando agregados (IAMETTI et al.,
1996; HOFFMANN et al., 1997). A formacgéo de agregados por ligagbes dissulfeto
elou interagbes hidrofébicas pode, entdo, dificultar o acesso de enzimas aos sitios

de especificidade da proteina.

Schmidt e Markwijk (1993) verificaram que o tratamento (82 °C/ 8 min) nao
teve influéncia significativa no tempo de protedlise da a-La e da B-Lg tratadas com

pepsina, porém, com a papaina, a B-Lg foi mais rapidamente hidrolisada.

Para definicdo da condigdo de hidrélise para cada enzima, foram avaliados
os efeitos da concentracdo de substrato e da relagéo E:S, assim como o efeito da
interacéo entre esses fatores no GH obtido apés 240 min de reagéo. Essa analise
foi realizada somente para as amostras ndo tratadas termicamente, ja que n&o
houve diferenca estatistica entre as amostras tratadas ou n&o termicamente. A
significancia de cada um dos fatores esta apresentada na Tabela 3. E possivel
observar que a concentragdo de substrato teve efeito significativo no GH tanto
com Alcalase quanto com bromelina, ndo sendo significativa, no entanto, quando a
hidrélise foi realizada com a Neutrase. O efeito observado foi negativo, pois ao
aumentar a concentracdo de 3 para 7% de substrato, houve redugdo no GH para
as trés enzimas. Ja& o aumento da relagdo E:S de 10 para 25 U g” teve efeito
significativo positivo no GH da B-Lg para as trés enzimas. A interagdo entre os

dois fatores (concentracdo de substrato e relagdo E:S) ndo apresentou efeito
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significativo no GH para nenhuma das trés enzimas. Os quadros com as andlises

estatisticas estao apresentados no Anexo 2.

Tabela 3. Andlise de significAncia estatistica dos fatores de concentracao de
substrato, relagéo enzima:substrato (E:S) e da interagéo entre estes dois fatores
para a Alcalase, Neutrase ou bromelina.

Eator Alcalase Neutrase Bromelina
Concentragao de p <0,05 p >0,05 p <0,05
Substrato (p = 0,0216) (p = 0,3745) (p = 0,0052)
Relagao E:S p <0,05 p <0,05 p <0,05
(p =0,0017) (p = 0,0045) (p = 0,0015)
Interagao concentracao p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
e relagao E:S (p = 0,9489) (p = 0,8514) (p = 0,2976)

Quando Alcalase foi utilizada, o aumento da concentragéo de substrato de 3
para 7% levou a diminuigdo de aproximadamente 22% no GH, ja o aumento de 10
para 25 U de enzima g™ levou ao aumento de aproximadamente 30% do GH. Na
hidrélise com a Neutrase também houve aumento de aproximadamente 30% do
GH quando a relagéo E:S passou de 10 para 25 U g”. No entanto, o GH teve
reducdo de aproximadamente 4%, quando a concentragdo de substrato passou de
3 para 7%. Com a bromelina foi observado resultado semelhante ao obtido com
Alcalase, o aumento da concentracdo de 3 para 7% levou a diminuigdo de
aproximadamente 30% no grau de hidrdlise, ja o aumento de 10 para 25 U de
enzima g levou ao aumento de 65% no grau de hidrolise. Ao aumentar a
concentracdo de substrato de 3 para 7% de B-Lg na hidrolise com Neutrase, nao
houve aumento significativo no GH, por isso o efeito substrato nao foi significativo

para essa enzima (Tabela 3).
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Centenaro e Mellado (2008) ao realizar analise fatorial de hidrolise de
proteina de pescado com Alcalase observaram que a concentragdo de enzima
influi positivamente no GH, enquanto a concentragdo de substrato influi

negativamente no GH, assim como o observado no presente estudo.

5.3 Avaliagdo dos hidrolisados por eletroforese

O perfil eletroforético (SDS-PAGE/tricina) das amostras de B-Lg na
concentracdo de 3 ou 7%, tratada ou ndo termicamente hidrolisada com as
enzimas Alcalase, Neutrase ou bromelina com 10 ou 25 U enzima g’ esta

apresentado na Figura 6.
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B-Lg + B-LgTT + p-Lg+ B-LgTT + B-Lg+ B-LgTT +
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Figura 6. Perfil eletroforético SDS-PAGE/tricina em meio redutor, de B-Lg N, B-Lg
N ou TT hidrolisada com as enzimas Alcalase (B-Lg Alcalase), Neutrase (B-Lg
Neutrase) ou bromelina (B-Lg bromelina). Colunas: (1) e (15) Padréo de MM (6 5a
26,6 kDa); (2) e (16) B-Lg N; Hldrollsados com Alcalase: (3) 3% B-Lg 10 U g™; (4)
7%[3Lg 10Ug™; (5)3%[3Lg25Ug (B)T%BLQZSUQ (7)3%[3LgTT10U

(8)?%[3LgTT 10U g™ (9)3%[3LgTT25Ug (10)7%BLgTT25Ug :
Hldrollsados com Neutrase (11) 3% [3 Lg10Ug™"; 12) 7% B- Lg 10U g"; (13) 3%
BLg25Ug (14)7%[3Lg25Ug (17)3%BLgTT 10Ug 18)7%[3LgTT
10U §7; (19) 3% B-Lg TT 25 U1g (20) 7% B-Lg TT 25 U g™'; Hidrolisados com
bromelina (21) 3% B Lg 1M0Ug; (22) 7% B- Lg 10 U g™ (23) 3% B-Lg 25 U g’;
(24) 7% B-Lg 25 U g ; (25) 3% B-Lg TT 10 U g (26) 7% B-Lg TT 10 U g7; (27)

3%B-LgTT25U g™ (28)7%[3 LgTT25Ug™".

Nos perfis dos hidrolisados com Alcalase, observa-se produtos de MM
baixa (< 6,5 kDa) e o quase completo desaparecimento de bandas com MM acima
desta regido, exceto para a condi¢do 7% B-Lg tratada ou n&o termicamente e 10 U
enzima g (Figura 6, colunas 4 e 8), que apresentou peptideos de MM maior ao
longo do gel. Este perfil esta de acordo com os valores de GH obtidos para essa
condigdo de experimento, que foram os menores valores obtidos dentre as quatro

condigbes para Alcalase (Tabela 2).

Os hidrolisados com Neutrase apresentaram bandas correspondentes ao

mondmero da B-Lg, e também ao que parece corresponder ao seu dimero (Figura
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6, colunas 11 - 14). Bandas de MM alta, que nao penetraram no gel espacador,
foram observadas nos hidrolisados obtidos da B-Lg tratada termicamente antes da
hidrolise (Figura 6, colunas 17 - 20), sugerindo que agregados formados no

tratamento térmico foram resistentes a agéo desta enzima.

Nos perfis dos hidrolisados com bromelina, foi observada uma mancha
difusa por toda a extensdo do gel e uma banda possivelmente correspondente ao
dimero da B-Lg visualizada nas amostras que nao foram tratadas termicamente
antes da hidrélise (Figura 6, colunas 21 - 24). Assim como para a Neutrase, foi
observado material de MM alta que n&o penetrou no gel espagador nos
hidrolisados obtidos da B-Lg tratada termicamente antes da hidrélise (Figura 6,
colunas 25 — 28).

Schimidt e Poll (1991) verificaram fragmentos em torno de 15 kDa em
hidrolisados de B-Lg com bromelina. Otte et al. (1997), ao contrario, relataram que
a B-Lg é resistente a bromelina, pois ndo observaram bandas com MM menor que

a da B-Lg no perfil eletroforético dos hidrolisado com esta enzima.

Para realizacdo dos experimentos de polimerizagdo pos e pré hidrélise da
B-Lg, apenas uma condigdo de hidrélise foi selecionada, tendo em vista tanto o
maior GH assim como o perfil eletroforético. Assim, para o estudo da
polimerizacdo pos hidrolise, optou-se por utlizar 3% de p-Lg, nédo tratada
termicamente, e 25 U enzima g™ de proteina, que foi a condigdo que apresentou,
para todas as enzimas, menor quantidade de proteina ndo hidrolisada (avaliada
pelo perfil eletroforético) e maior GH final (p < 0,05) para as enzimas Alcalase e

bromelina (Tabela 2), dentre as condi¢des avaliadas no estudo.
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5.4 Obtengao e caracterizagado dos polimeros poés hidrolise

Os hidrolisados da B-Lg com as enzimas Alcalase (3-Lg Alcalase), Neutrase
(B-Lg Neutrase) ou bromelina (B-Lg bromelina), obtidos sob a condigédo
selecionada anteriormente, 3% de substrato e 25 U de enzima g‘1, foram tratados
com a enzima TG. As condicbes utilizadas na polimerizagcao foram: 7% de
substrato e 10 ou 25 U TG g‘1. Os perfis eletroforéticos da B-Lg polimerizada p6s

hidrolise com Alcalase, Neutrase ou bromelina estdo apresentados na Figura 7.

Alcalase Neutrase bromelina

kDa

26,6

16,9
14,4

6.5 &

T 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Figura 7. Perfil eletroforético SDS-PAGE/tricina em meio redutor da B-Lg nativa
(B-Lg N) e B-Lg hidrolisada com as enzimas Alcalase (B-Lg Alcalase), Neutrase (B-
Lg Neutrase) ou bromelina (B-Lg bromelina) e polimerizada pela TG com 10 ou 25
U g™ de proteina. Colunas: (1) Padrao de MM (6,5 a 26,6 kDa); (2) B-Lg N; (3) B-
Lg Alcalase; (4) B-Lg Alcalase e 10 U TG g’; (5) B-Lg Alcalase e 25 U TG g; (6)
B-Lg Neutrase; (7) B-Lg Neutrase e 10 U TG g’; (8) B Lg Neutrase e 25 U TG g
(9) B- Lg bromelina; (10) B-Lg bromelinae 10 U TG g'; (11) B-Lg bromelina e 25 U

TGg

Comparando-se os perfis dos hidrolisados com Alcalase ou bromelina antes

e apos a polimerizagdo com a TG, ndo foi observado aumento da MM (Figura 7,
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colunas 3 — 5 e 9 — 11). No entanto, no perfil do hidrolisado com Neutrase apoés
polimerizacdo com a TG, observou-se diminuicdo da intensidade das bandas
correspondentes ao mondémero da (-Lg, sugerindo que apesar de grande parte da
B-Lg que restou ndo ter sido modificada pela TG, possivelmente houve a formagao
de produtos polimerizados com diferentes massas moleculares (Figura 7, colunas
6 - 8).

Estes resultados estdo em concordancia com o descrito por Flanagan e
Fitzgerald (2002), que ndo observaram aumento da MM ao submeterem
hidrolisado de caseinato de sédio com a enzima Protamex a polimerizagao com a
TG. Os autores, porém, ndo descartaram a possibilidade de ter havido formagao
de ligacdo cruzada entre os produtos de baixa MM, que continuaram dentro da
faixa de MM dos hidrolisados. Lorenzen et al. (1998) verificaram aumento discreto
na MM de hidrolisados de caseinato de sodio com tripsina, submetidos a

polimerizagado com TG.

Os perfis cromatograficos (CLAE-FR) das amostras polimerizadas pos
hidrolise com as enzimas Alcalase, Neutrase ou bromelina estdo apresentados na

Figura 8.
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Figura 8: Perfil cromatografico de B-Lg hidrolisada com as enzimas Alcalase (B-Lg
Alcalase), Neutrase (B-Lg Neutrase) ou bromelina (B-Lg bromellna) e polimerizada
p6s hidrolise: (A) B-Lg Alcalase; (B) B-Lg Alcalase e 10 U TG g’ (C) B- Lg Alcalase
e 25 U TG g"; (D) B- Lg Neutrase; (E) B-Lg Neutrase e 10 U TG g7 (F) B Lg
Neutrase e 25 U TG g™'; (G) B- Lg bromelina; (H) B-Lg bromelinae 10 U TG g’ ()
B-Lg bromelina e 25 U TG g'. Regido I: alta hidrofilicidade, regiao |I: medla
hidrofilicidade, regiao lll: baixa hidrofilicidade.

No cromatograma do hidrolisado com Alcalase observa-se grande numero
de picos distribuidos nas trés regides do cromatograma, de alta, média e baixa
hidrofilicidade (Figura 8 - A). Este perfil deve-se a ampla especificidade da

Alcalase, que cliva ligagdes peptidicas nas regides correspondentes aos residuos
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de serina, glicina e aminoacidos aromaticos (PENAS et al., 2006). A B-Lg possui
21 possibilidades de clivagem pela Alcalase, sete serinas, quatro glicinas e dez
aminoacidos aromaticos, podendo gerar peptideos de diversos tamanhos, com

maior hidrofilicidade, no caso de peptideos menores.

Os cromatogramas do hidrolisado com Alcalase polimerizado com 10 U TG
g™ (Figura 8 - B) ou 25 U TG g™ (Figura 8 - C) apresentam-se semelhantes ao da
amostra ndo polimerizada, sugerindo que a TG teve pouca ou nenhuma agé&o
sobre a B-Lg hidrolisada com a Alcalase para formagéo de produtos de MM maior.
Os hidrolisados da B-Lg com a Neutrase (Figura 8 — D) apresentaram carater
menos hidrofilico do que o obtido pela agdo da Alcalase (Figura 8 — A). Estes
resultados devem-se possivelmente a maior especificidade da Neutrase, com
sitios de clivagem que abrangem preferencialmente ligagdes envolvendo
aminoacidos hidrofébicos (PENAS et al., 20086). Apdés a polimerizagdo do
hidrolisado pela Neutrase com a TG, houve diminuigdo da intensidade dos picos
da regido Il dos cromatogramas (Figura 8 — E e F) em relagdo a amostra somente

hidrolisada (Figura 8 — D), indicando polimerizagéo.

O hidrolisado com bromelina apresentou picos somente nas regibes de
baixa hidrofilicidade (Figura 8 - G), indicando a presenga de peptideos de maior
MM e/ou mais hidrofébicos que os obtidos com Alcalase ou Neutrase. A bromelina
cliva ligacées contendo tanto residuos aromaticos (fenilalanina e tirosina) quanto
basicos (lisina e arginina) (ADLER-NISSEN, 1986), que somam um total de 26
residuos na B-Lg. No entanto, estes sitios possivelmente ndo estavam todos
acessiveis para a agdo da bromelina, visto que a hidrolise gerou poucos picos
(Figura 8 — G) se comparada a hidrolise com Alcalase (Figura 8 — A). Os perfis
cromatograficos dos polimeros do hidrolisado com bromelina sdo semelhantes ao

perfil da amostra somente hidrolisada (Figura 8 — H e l).

Nos cromatogramas dos hidrolisados com Neutase tratados ou ndo com TG
(Figura 8 - D, E e F), ndo foi observado pico referente a B-Lg, ao contrario do que

foi observado no perfil eletroforético (Figura 7), que mostrou a presenga de B-Lg
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na forma monomérica, no perfil do hidrolisado com Neutrase (Figura 7, coluna 6).
Possivelmente, na preparagdo destas amostras para a analise cromatogréfica, a

B-Lg residual nao foi solubilizada ou formou agregados, n&o eluindo na posi¢ao da
B-Lg.

Como apenas pequenas ou nenhuma altera¢cdes foram observadas nos
perfis eletroforéticos e cromatograficos dos hidrolisados com Alcalase, Neutrase
ou bromelina devido a acdo da TG (10 ou 25 U TG g™"), decidiu-se avaliar se
houve alteracdo do GH dessas amostras pela determinagdo dos grupos amino
livres (método TNBS), pois com a polimerizagdo deveria ocorrer a diminuigao

destes grupos, e consequentemente do valor de GH.

Os resultados (Tabela 4) mostram que houve diminui¢cdo significativa (p <
0,05) do GH de todas as amostras hidrolisadas tratadas com TG, quando
comparadas com as amostras somente hidrolisadas, indicando que houve
polimerizacéo. Estes resultados foram mais evidentes para as amostras tratadas
com bromelina, que tiveram o GH diminuido em 63 e 53% quando as amostras
foram polimerizadas com 10 ou 25 U TG g™, respectivamente. A diferenca no GH
foi significativa (p < 0,05) apenas para as amostras hidrolisadas com Alcalase pré

polimerizagdo com 10 ou 25 U TG g’ (Tabela 4).
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Tabela 4. Grau de hidrélise (GH%), determinado pelo método de TNBS, da p-Lg
hidrolisada pelas enzimas Alcalase, Neutrase ou bromelina e polimerizada pos
hidrolise com a enzima transglutaminase (TG).

GH (%)
Tratamento
Alcalase Neutrase Bromelina
Hidrolise 34,34 #1,47* 9,73+0,37® 3,7+0,89°

Polimerizagdo pés hidrolise a a a
OUTGg") 33,17 £ 1,23 8,51 £ 0,63 3,9+0,38

Polimerizagdo pos hidrélise b b b
(10U TG g™ 25,9+ 0,02 55+ 0,52 1,36 £ 0,07

Polimerizagdo pods hidrolise

[+ b b
(25U TG g") 31,02+091° 557+0,22° 1,73+0,36

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p < 0,05), avaliado
por teste de Tukey. (TG) transglutamuinase.

Estes resultados mostram que apesar dos perfis eletroforéticos e
cromatograficos das amostras polimerizadas pés hidrolise néo apresentarem
diferencas em relagdo as amostras hidrolisadas, a diminuicédo do GH sugere que

houve a formacéo de ligagao cruzada catalisada pela TG.

Em vista dos resultados obtidos no presente estudo e do estudo de
Fernandes (2009), que também observou que o aumento da concentragéo de TG
de 10 para 25 U g' ndo resultou em aumento significativo do grau de
polimerizagdo da B-Lg, nas etapas/de hidrolise pos polimerizagéo (item 5,2’), e

avaliacdo da antigenicidade (item 5/5) optou-se pela utilizagdo de 10 U de TG g

5.5 Obtengado e caracterizagdo dos hidrolisados p6s polimerizagao

Algumas proteinas como a B-Lg, que é compacta e globular, precisam de
um pré-tratamento para abrir a estrutura e facilitar a ligagao cruzada (DE JONG E
KOPPELMAN, 2002). A desnaturagéo térmica ou quimica da B-Lg pode facilitar a
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atuagao da TG (EISSA et al., 2006). Portanto, no presente estudo, para obtengao
da B-Lg polimerizada, a B-Lg foi desnaturada previamente por tratamento térmico
(80 °C/60 min) ou pela agéo da Cys (0,1 mol L"), condigdes ja utilizadas por Villas-
Boas (2008) e Fernandes (2009). As amostras polimerizadas foram
posteriormente submetidas a hidrolise pelas enzimas Alcalase, Neutrase ou
bromelina na mesma condigao escolhida anteriormente, 3% de substrato e 25 U

enzima g™

O GH das amostras hidrolisadas pos polimerizagdo com as enzimas

Alcalase, Neutrase ou bromelina esta apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Grau de hidrolise (GH%) das amostras de B-Lg tratada termicamente e
polimerizada com TG (B-Lg TT TG) e B-Lg polimerizada com TG na presenca de
cisteina (B-Lg Cys TG) hidrolisados pelas enzimas Alcalase, Neutrase ou
bromelina.

GH (%)
Polimeros —

Alcalase Neutrase Bromelina

B-Lg TTTG 11,12 +0,17° 3,35+0,78* 4,12+0,12°

B-LgCys TG  16,05:064° 28+0,14°  6,09+0,41°

Letras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (p < 0,05), avaliado
por teste t.

O maior GH foi obtido com a B-Lg polimerizada com TG na presenga de
Cys (B-Lg Cys TG) com Alcalase, 16,05%, que foi significativamente maior (p <
0,05) que o obtido com a B-Lg tratada termicamente polimerizada (B-Lg TT Tk
11,12% (Tabela 5). Possivelmente, isso ocorreu devido ao diferente acesso da
enzima aos sitios expostos pelo tratamento térmico ou adigéo de Cys. O GH da f-
Lg Cys TG com Alcalase ou bromelina foi maior do que o obtido com a B-Lg néo

polimerizada (Tabela ;r)a
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Os perfis eletroforéticos da B-Lg TT TG, ou da B-Lg Cys TG, assim como
os das amostras hidrolisadas pods polimerizagao com Alcalase, Neutrase ou

bromelina estao apresentados na Figura 9.

kDa kDa

kDa
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169 15,9 16‘9 <
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65 W 65 & 6.5
123 45 67 1 2 3 4 5 87

Figura 9. Perfil eletroforético SDS-PAGE/tricina em meio redutor, de B-Lg N, B-Lg
polimerizada com TG e hidrolisada com as enzimas Alcalase, Neutrase ou
bromelina: colunas (1) padrdo de massa molar (6,5 a 26,6 kDa); (2) B-Lg N; (6) B-
Lg TT TG; (7) B-Lg Cys TG. A — (3) B-Lg Alcalase; (4) B-Lg TT TG Alcalase; (5) B-
Lg Cys TG Alcalase. B - (3) B-Lg Neutrase; (4) B-Lg TT TG Neutrase; (5) B-Lg Cys
TG Neutrase. C - (3) B-Lg bromelina; (4) B-Lg TT TG bromelina; (5) B-Lg Cys TG
bromelina.

As amostras polimerizadas por ambos os processos - B-Lg TT TG e B-Lg
Cys TG (Figura 9, colunas 6 e 7) - apresentaram diminui¢&o da intensidade da
banda referente ao mondmero da B-Lg e o aparecimento de material que néo
conseguiu penetrar no gel de empilhamento, além de outras bandas localizadas
no inicio do gel de separagéo, que indicam a formagéo de polimeros de MM alta.
Em toda a extensdo do gel de separagéo, observou-se a presenga de bandas
largas e difusas, indicando produtos polimerizados com MM diferentes (Figura 9,

colunas 6 e 7). Estes resultados estdo em concordéncia com os obtidos por Villas-
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Boas et al. (2010) e Fernandes (2009), que polimerizaram a 3-Lg nestas mesmas
condicoes. Fort et al. (2007) verificaram também que o aminoécido Cys foi efetivo
para aumentar a acdo da TG em proteinas globulares como as do plasma,
levando a formagao de polimeros de MM alta por ligagdes cruzadas covalentes. A
desnaturagdo por agente redutor altera a estrutura da B-Lg ao clivar as duas
pontes dissulfeto presentes na molécula nativa: (Cyses — Cys1e0) que liga o arco C
— D a regido carboxi-terminal e, (Cysios — Cys119) que liga os filamentos G — H na
molécula, facilitando a acdo da enzima TG para formag&o de polimeros (EISSA et
al., 2006).

Quando a B-Lg polimerizada foi hidrolisada com Alcalase, houve o completo
desaparecimento de produtos de MM alta (Figura 9 - A, colunas 4 e 5). A hidrélise
desses polimeros com Alcalase resultou na formag&o de peptideos menores que
17 kDa. As amostras de B-Lg polimerizadas submetidas a hidrélise com Neutrase
ou bromelina continuaram apresentando material de MM alta, principalmente
quando hidrolisadas com Neutrase, que mostraram ainda grande quantidade de
produtos no inicio do gel espagador (Figura 9 - B, colunas 4 e 5) além de produtos

de MM menor que 17 kDa.

No presente estudo amostras polimerizadas pré ou poés hidrolise
apresentaram perfis eletroforéticos diferentes. Lorenzen et al. (1998) relataram a
presenca de material de MM alta, indicando residual de polimeros n&o hidrolisados
ou parcialmente hidrolisados nos cromatogramas de hidrolisados com tripsina de
polimerizados de caseinato de sédio com TG, mostrando que a protedlise de
produtos polimerizados com TG foi apenas parcial. O mesmo foi observado no
presente estudo no caso dos polimeros hidrolisados com Neutrase ou bromelina.
Flanagan e Fitzgerald (2002), ao contrario, observaram que a polimerizagdo com
TG, pré ou pos hidrolise, de caseinato de sddio resultou em peptideos de MM
aparentemente semelhantes, avaliado por eletroforese. Os autores atribuiram

essa semelhanca ao fato de que a ligag&o isopeptidica e-(y-glutamil)lisina formada
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nas amostras polimerizadas ndo dificultou a atividade proteolitica das enzimas

utilizadas, no caso de hidrélise pos polimerizagéo.

Na Figura 10 estdo apresentados os perfis dos cromatograficos (CLAE-FR)
das amostras hidrolisadas pos polimerizagdo com as enzimas Alcalase, Neutrase

ou bromelina.
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Figura 10: Perfil cromatografico de B-Lg hidrolisada com as enzimas Alcalase,
Neutrase ou bromelina pos polimerizagdo com TG. (A) B-Lg TT TG Alcalase; (B)
B-Lg Cys TG Alcalase; (C) B-Lg TT TG Neutrase; (D) B-Lg Cys TG Neutrase; (E)

B-Lg TT TG bromelina; (F) B-Lg Cys TG bromelina. Regigo I: alta hidrofilicidade,
regido Il: média hidrofilicidade, regido llI: baixa hidrofilicidade.

Os cromatogramas dos hidrolisados com Alcalase pds polimerizagao

(Figura 10 — A e B) apresentaram inumeros picos nas regioes de hidrofilicidade
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alta e média, indicando que houve hidrélise extensa dos polimeros, tanto da (B-Lg
TT TG, quanto da B-Lg Cys TG. Nao foi observado em nenhum dos dois
cromatogramas (Figura 10 — A e B) pico referente a -Lg, assim como no

cromatograma da amostra somente hidrolisada pela Alcalase (Figura 8 — A).

Os polimeros hidrolisados com Neutrase apresentaram pico bem definido
da B-Lg em seus perfis cromatograficos (Figura 10 - C e D), com menor
quantidade de picos nas regides | e Il, comparado ao perfil obtido com Alcalase,

indicando hidrolise menos eficiente.

Os cromatogramas das amostras polimerizadas e hidrolisadas com a
bromelina (Figura 10 — E e F) apresentam maior nimero de picos na porgao
menos hidrofilica e com maior intensidade e mais bem resolvidos do que o perfil
da amostra somente hidrolisada com esta enzima (Figura 8 - G). Os hidrolisados
pods polimerizacéo, tanto na presenga de Cys quanto apos tratamento térmico,

apresentam pico referente a B-Lg (Figura 10 —E e F).

Os cromatogramas das amostras hidrolisadas pré polimerizagao
apresentaram perfis diferentes em relagdo as amostras que sofreram hidrolise pos
polimerizacdo. Flanagan e FitzGerald (2002) observaram que a hidrdlise do
caseinato de sédio pré ou pés incubagdo com TG resultou em picos que eluiram
mais rapidamente, indicando diminuigao na hidrofobicidade das amostras. Como
mostrado anteriormente, a polimerizagédo pos hidrolise nao resultou em produtos
com perfis eletroforéticos e cromatograficos diferentes do hidrolisado. Ja a
hidrélise pos polimerizagéo levou a formagao de peptideos com perfis diferentes

daqueles da B-Lg somente hidrolisada.

5.6 Avaliacdo da antigenicidade por Imunoblote

A antigenicidade das amostras B-Lg N, hidrolisados, polimerizados pré ou
pos hidrélise e somente polimerizados foi avaliada por Imunoblote quanto a

resposta de IgE especifica anti-B-Lg, utilizando pool de soro de animais
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sensibilizados com B-Lg N. Os soros dos animais sensibilizados com alimen ou
solucdo salina estéreis foram utilizados como controle. O reconhecimento das
amostras pelas IgE especificas foi avaliado visualmente pela intensidade das

bandas marcadas na membrana de nitrocelulose (JANEWAY et al., 2002).

A resposta dos anticorpos dos soros dos animais sensibilizados com
alimen ou solugdo salina frente as amostras citadas no paragrafo anterior estéo
apresentadas na Figura 11. Observou-se que nenhuma banda foi marcada nas
membranas, indicando que os pool de soro dos grupos controle ndo mostraram

resposta contra as amostras testadas (Figura 11).
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Amostras tratadas com Neutrase

Amostras tratadas com Alcalase :
ou bromelina
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Figura 11. Reatividade de IgE especifica do pool de soro dos animais
sensibilizados com: Alumen (A e B); Solugado salina (C e D), frente as amostras
hidrolisadas com Alcalase (B-Lg Alcalase), Neutrase (B-Lg Neutrase) ou bromelina
(B-Lg bromelina) pré e pos polimerizagdo com TG, assim como a B-Lg TT
polimerizada e polimerizada na presenga de Cys. Fi%;ura A e C - colunas: (1) B-Lg
N; (2) B-Lg Alcalase; (3) B-Lg Alcalase e 10 U TG g™ (4) B-Lg TT TG Alcalase; (5)
B-Lg Cys TG Alcalase (6) B-Lg TT TG; (7) B-Lg Cys TG. Figuras Be D — colunas:
(1) B-Lg N; (2) B-Lg Neutrase; (3) B-Lg Neutrase e 10 U TG g’ (4) B-Lg TT TG
Neutrase; (5) B-Lg Cys TG Neutrase; (6) B-Lg bromelina; (7) B-Lg bromelina e 10
UTGg"; (8) B-Lg TT TG bromelina; (9) B-Lg Cys TG bromelina (10) B-Lg TT TG;
(11) B-Lg Cys TG.
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A analise de IgE especifica proveniente do soro dos animais sensibilizados com §-
Lg N (anti- B-Lg) frente as amostras hidrolisadas com as enzimas Alcalase,
Neutrase ou bromelina e polimerizadas pré e pos hidrolise com TG, assim como

as amostras somente polimerizadas esta apresentada na Figura 12.
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Figura 12. Reatividade de IgE especifica de pool dos soros dos animais
sensibilizados com B-Lg N frente as amostras hidrolisadas com Alcalase (B-Lg
Alcalase), Neutrase (B-Lg Neutrase) ou bromelina (B-Lg bromelina) pré e poés
polimerizacdo com TG, assim como a B-Lg TT polimerizada e polimerizada na
presenca de Cys pré e pos polimerizagdo com TG. A - (1) B-Lg N; (2) B-Lg
Alcalase; (3) B-Lg Alcalase e 10 U TG g’: (4) B-Lg TT TG Alcalase; (5) B-Lg Cys
TG Alcalase. B - (1) B-Lg N; (2) B-Lg Neutrase; (3) B-Lg Neutrase e 10 U TG g
(4) B-Lg TT TG Neutrase; (5) B-Lg Cys TG Neutrase; (6) B-Lg bromelina; (7) B-Lg
bromelina e 10 U TG g™; (8) B-Lg TT TG bromelina; (9) B-Lg Cys TG bromelina;
(10) B-Lg TT TG; (11) B-Lg Cys TG.

Para a B-Lg hidrolisada com Alcalase (Figura 12A, coluna 2) nao foi
observada marcagdo de banda na membrana, indicando que essa amostra nao
reagiu com o soro anti-B-Lg, sugerindo baixa antigenicidade. Possivelmente a
formacdo de peptideos de MM baixa levou a clivagem dos epitopos. Wréblewska

et al. (2004) também verificaram diminuicdo na imunoreatividade tanto da a-La
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como da B-Lg com hidrolise das proteinas do soro de leite realizada
sequencialmente com Alcalase e papaina, avaliada por Imunoblote e ELISA, com
utilizagdo de anticorpos anti-a-La e anti-B-Lg. Porém os autores observaram que,
embora a antigenicidade tivesse diminuido, epitopos alergénicos ainda estavam

presentes em todas as fragdes analisadas.

Para o hidrolisado com Neutrase, observou-se que embora os peptideos
estejam distribuidos em uma ampla faixa de MM, com predominéncia na faixa
menor que 18,4 (Figura 9B, coluna 3), apenas a banda na posigéo referente ao
mondmero da B-Lg foi marcada (Figura 12B, coluna 2). Peptideos com MM alta
nao foram reconhecidos, indicando que os epitopos foram modificados e/ou
mascarados. Embora alguns estudos indiqguem que peptideos com MM < 5 kDa
sejam menos antigénicos (VAN BERESTEIIN et al., 1994; SVINNENG et al,
2000), outros fatores estdo envolvidos na resposta como estrutura molecular,
sequencia aminoacidica e rearranjo molecular decorrente de algum processo
(CHICON et al., 2008a; CHICON et al., 2008b).

Resultados semelhantes ao presente estudo foram relatados em outros
trabalhos com proteinas hidrolisadas com Alcalase ou Neutrase. Pefias et al.
(2006) verificaram redug&o da antigenicidade das proteinas do soro do leite com a
hidrolise com Alcalase e Corolase PN-L em todas as condigbes utilizadas no
estudo, ja com a Neutrase, a maior redugéo na antigenicidade foi obtida quando
utilizada juntamente press@o de 300 MPa. Pefias et al. (2006), ao avaliarem a
antigenicidade por Imunoblote, de soja submetida a tratamento combinado de alta
pressdo e hidrélise com Neutrase, Alcalase ou Corolase PN-L, mostraram que os
hidrolisados com Alcalase e os com Neutrase nado apresentavam reacao
antigénica, sendo que os Ultimos apresentavam peptideos com ampla faixa de MM
(14 a 66 kDa).

O hidrolisado com bromelina ndo apresentou reagdo com o soro anti-B-Lg
ao longo de toda a extensé&o da membrana (Figura 12B, coluna 6). Essa amostra,

assim como a hidrolisada com Neutrase, apresentou peptideos de MM alta (> 16
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kDa) que nao foram reconhecidos como antigenos. Hindi-Tamelikecht et al. (1997)
relataram que a protedlise das proteinas de grdo de bico com bromelina levou a
reducdo de aproximadamente 50% da reagdo antigeno-anticorpo, avaliada pelo
método ELISA utilizando soro de coelho, devido a destruicdo de epitopos pela

agao da enzima.

As amostras de B-Lg hidrolisada tanto pela Neutrase quanto pela bromelina
liberaram peptideos com ampla faixa de MM (Figuras 9 B e C, coluna 3) que n&o
foram reconhecidos pelas IgEs especificas, pois nao reagiram com o soro anti-B-
Lg (Figura 12 B e C, coluna 3). Isso sugere que essas enzimas, mesmo nao
clivando extensivamente a proteina, levaram a alteragao estrutural, modificando as

regides dos determinates antigénicos.

Os hidrolisados com Alcalase, Neutrase ou bromelina e submetidos a
polimerizagdo com a TG ndo apresentaram diferencas em relagdo as amostras
somente hidrolisadas quanto a reatividade ao soro anti-B-Lg (Figuras 12A, coluna
3: 12B, colunas 3 e 7). A excecédo foi a amostra hidrolisada com Neutrase que teve
a intensidade de reagdo com o soro anti-B-Lg diminuida em relagdo a amostra
somente hidrolisada (Figura 12B, coluna 3). Este fato pode ser explicado pela
formagdo de ligagbes cruzadas com a B-Lg pela TG, resultando em menor
concentracdo residual de B-Lg N e os produtos formados por esta reagao nao

foram reconhecidos como antigenos.

Para as amostras polimerizadas (B-Lg TT TG e B-Lg Cys TG) observou-se
reacdo com anticorpos anti-B-Lg na regido de MM > 26 kDa, porém a reacgao foi
inespecifica, ja que ndo ha marcagao de bandas (Figuras 12A, colunas 6 e 7; 12B,
colunas 10 e 11). Villas-Boas et al. (2010) e Fernandes (2009) observaram que a
polimerizagéo da B-Lg (7% p/v) com TG (25 U g') apos tratamento térmico (80 °C)
ndo reduziu a antigenicidade da proteina, porém quando polimerizada na
presenca de Cys (0,25 mol L"), foi observada diminuigao da resposta antigénica,

avaliada por imunoblote e ELISA.
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Quanto as amostras hidrolisadas pos polimerizagéo, as tratadas com
Alcalase (Figura 12 A, colunas 4 e 5) ndo apresentaram nenhuma marcacao na
membrana de imunoblote, indicando que os hidrolisados néo reagiram com 0 Soro
anti-B-Lg. A Alcalase foi eficiente na redugédo da antigenicidade isoladamente ou

como tratamento pré ou pos polimerizag&o.

Nos perfis dos hidrolisados com Neutrase pés polimerizagéo (Figura 12B,
colunas 4 e 5), observa-se que as amostras continuam reagindo com o soro anti-
B-Lg, principalmente na porgao correspondentes a MM > 26 kDa. No entanto, a
marcagédo foi menos intensa com o hidrolisado da B-Lg TT TG do que com o
hidrolisado da B-Lg Cys TG (Figura 12B, colunas 4 e 5). Isso sugere que, apesar
dos hidrolisados dos polimeros com Neutrase apresentarem perfis eletroforéticos
semelhantes (Figura 9B, colunas 4 e 5), os polimeros foram clivados
diferentemente por essa enzima, sendo que a hidrélise da B-Lg TT TG resultou em

material menos antigénico que a hidrélise da 3-Lg Cys TG.

O hidrolisado da B-Lg Cys TG com bromelina (Figura 12 B, coluna 9) nao
reagiu com o soro anti-B-Lg, nem mesmo as fragdes retidas no topo do gel de
eletroforese (Figura 9, coluna 4), sugerindo a redugéo da antigenicidade desta
amostra. No entanto o hidrolisado da B-Lg TT TG mostrou reagéo ao longo de todo
o comprimento da membrana, sugerindo que os tratamentos realizados nao
modificaram ou expuseram os epitopos responsaveis pela reagdo com as IgEs

especificas.
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6. Conclusoes

Ao hidrolisar a B-Lg com as enzimas Alcalase, Neutrase ou bromelina em
diferentes condicdes, a que resultou em maior GH, para as trés enzimas, foi 3%
de substrato e 25 U enzima g'1. O maior GH foi obtido com a Alcalase, 12,6%,

enquanto que com a Neutrase foi obtido 3,9% e com bromelina, 4,1%.

A polimerizacédo pds hidrélise com a TG néo levou ao aumento da MM dos
hidrolisados observada por eletroforese e HPLC, embora estas amostras tenham
apresentado menor GH (determinado pelo método de TNBS) do que antes da

reacdo com a TG, sugerindo que houve polimerizagao.

A Alcalase foi a enzima que hidrolisou mais eficientemente tanto a B-Lg
como seus polimeros. Os hidrolisados com Neutrase, pré e pds polimerizagao,
apresentaram B-Lg residual, observada no perfil eletroforético e no cromatograma,

assim como os hidrolisados pela bromelina, porém com maior intensidade.

A hidrolise com Alcalase gerou peptideos que ndo foram reconhecidos
como antigénicos, assim como os obtidos pela bromelina, mesmo estes
apresentando maior MM que os obtidos pela Alcalase. A polimerizacao nao
reduziu a antigenicidade da B-Lg, no entanto, quando as amostras polimerizadas
foram submetidas a hidrélise, a antigenicidade foi diminuida. A redugé&o na
antigenicidade, neste caso, foi maior com a utilizagao da Alcalase, seguida pela
bromelina e Neutrase, devido principalmente, a menor quantidade de f-Lg

residual.

O processo de hidrolise com as trés enzimas resultou na redugdo da
antigenicidade, independente do uso da polimerizagéo. Estudos complementares
sao interessantes, para melhor caracterizagao dos materiais obtidos e avaliacao
da viabilidade da utilizagdo do processo de hidrolise, associado ou nao a

polimerizagédo em diferentes matrizes alimentares.
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8. Anexo

8.1

Anexo 1: Certificado da Comissao de ética na experimentagao animal
CEEA/Unicamp

N
Y 3

CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagao Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Cerlificamas que o Protocolo n® 1586-1, sobre “Efeitos da hidrélise pré e pos

polimerizagao catalisada pela transglutaminase na antigenicidade da 0i-
lactoglobulina®, sob 2 responsabilidade de Profa. Dra. Flavia Maria Netto [

Isabele Serimarco Sabadin, esta de acerdo com os Principios Eticos na

Experimentagao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentagao Animal — CEEA/Unicamp em 05 de agosto de 2008,

CERTIFICATE

We certify that the profocol n® 1686-1, entitied “Effect of hidrolyses pre and post

polimerization _catalized by transglutaminase on antigenicity of 0-
lactoglobulin”, is in agreement with {he Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Experimentalion (COBEA). This
project was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research

{State University of Campinas - Unicamp) on August 5, 2008.

Campinas, 05 de agosto de 2008.

Profa. Dra. Ana Maria A Guaraldo Fatima Alonso

Presidente Secretaria Executiva

CEEA — Unicat Telefone (19) 3!
Canxa Postal 6108 E-mail

1% Fis) rpinan, 5F - Brag it haiew i
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8.2 Anexo 2: Tabelas de experimento fatorial de hidréolise da B-Lg com as
enzimas Alcalase, Neutrase ou bromelina.

Tabela 1. Grau de hidrolise (GH%) da B-Lg com Alcalase, segundo concentragdo de
substrato e relagao enzima:substrato.

Fatores Repeticoes
Tratame Médi
Conc. S E:S (U 1 2 Totais
a nto as
(%) g’)
3 10 1 9,6 10,2 19,8 9,9
74 10 T 7,0 14,73 f& v
3 25 B 12,1 13,2 25,28 12,64
7 25 ab 9,9 10,2 20,08 10,04

Conc.: concentragédo; S: substrato; E:S: relagdo enzima:substrato; U g”: unidade por

grama de substrato

Tabela 2. Médias de Grau de hidrélise (GH%) da B-Lg com Alcalase, segundo a
concentracdo de substrato e a relacdo enzima:substrato.

Niveis de conc. S Médias marginais Efeito da

Relagéo E:S 3 7 segundo E:S Conc. S
10 9.9 7,37 8,635
25 12,64 10,04 11,34

-2,565
Médias
marginais 11,27 8,705 9,9875
segundo a conc.
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Tabela 3. Médias de Grau de hidrélise (GH%) da B-Lg com Alcalase, segundo a relacéo
enzima:substrato e a concentracao de substrato

Niveis de relagédo E:S Médias marginais
Conc. S 10 25 segundo[ ] |Efeito daE:S
3 9,9 12,64 11.27
pi Far 10,04 8,7
Médias marginais
segundo relagao E:S 8,635 11,34 9,9875 2,705

Tabela 4. Grau de hidrolise (GH%) da B-Lg com Neutrase, segundo concentragao de
substrato e relagdo enzima:substrato.

Fatores Repeticoes
Tratame Meédi
Conc. S E:S (U 1 2 Totais
4 nto as
(%) g’)
3 10 1 3,1 2,9 6,0 3,0
7 10 A 2,6 3 5,6 2,8
3 25 B 3,7 4,1 7.8 3,9
7 25 ab 3,6 3,9 7,5 3,8

Tabela 5. Médias de Grau de hidrolise (GH%) da B-Lg com Neutrase, segundo a

concentracdo de substrato e a relacado enzima:substrato

e Niyeis fe anc. o Médias marginais | Efeito da
3 7 segundo E:S conc. S
10 3 2,8 2,9
25 3:9 3,8 3,85
Médias marginais
segundo a conc. S 3,4475 3,285 3,36625 -0,1625
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Tabela 6. Médias de Grau de hidrolise (GH%) da 3-Lg com Neutrase, segundo a relagdo
enzima:substrato e a concentracdo de substrato

Niveis de E:S Médias marginais
Conc. S 10 25 segundo conc. S Efeito da E:S
3 3 3.9 3,45
7 2,8 3,8 3,3
Médias marginais
segundo a relagao
ES 2,8975 3,835 3,36625 0,9375

Tabela 7. Grau de hidrélise (GH%) da B-Lg com bromelina, segundo concentragédo de
substrato e relacéo enzima:substrato.

Fatores Repeticoes
Conc. S (%) E:S Tratamento 1 2 Totais Medias
3 10 1 27 23 5,0 2,5
v 10 a 1,6 1,8 3,4 1,7
3 25 b 4,3 3,8 8,1 4.1
7 25 ab 3,0 2.0 5.l 2,9

Tabela 8. Médias de Grau de hidrolise (GH%) da B-Lg com bromelina, segundo a
concentracdo de substrato e a relacdo enzima:substrato

Niveis de conc. S Médias marginais
Efeito da
E:S 3 T segundo E:S conc. S
10 2.5 1,7 2,1
25 4,1 2.9 3.5
Médias marginais
segundo a conc. S 3,2625 2,28 2,77125 -0,9825
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Tabela 9. Médias de Grau de hidrolise (GH%) da -Lg com bromelina, segundo a relagao
enzima:substrato e a concentragéo de substrato

Niveis de E:S Médias marginais
Conc. S
10 25 segundo conc. S Efeito da E:S
2 25 4,1 3,3
T 1,7 2,9 2,3
Médias marginais
segundo a relagdo E:S 2,09 3,4525 2,77125 13625

Tabela 10. Analise de significancia de cada um dos fatores para a Alcalase, Neutrase ou
bromelina.

Etelto Alcalase Neutrase bromelina

Conc. S p <0,05 p > 0,05 p <0,05

(p =0,0216) (p = 0,3745) (p = 0,0052)
Relagédo E:S p <0,05 p <0,05 p <0,05

(p =0,0017) (p = 0,0045) (p = 0,0015)
Interagdo conc. S e p > 0,05 p > 0,05 p>0,05

relagdo E:3 (p = 0,9489) (p=0,8514) (b = 0,2976)
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