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Resumo

RESUMO

Tratamento térmico, alta pressdo ou hidrélise enzimatica, utilizados em conjunto
ou separadamente, podem alterar determinantes antigénicos (epitopos) presentes
nas proteinas, e tém sido estudados como estratégia para obtencdo de produtos
com menor potencial alergénico, porém ainda com sucesso limitado. A enzima
transglutaminase (TG), que catalisa a reacdo de ligagdo cruzada inter ou
intramolecular em diversas proteinas, também tem sido utilizada com este
propdsito. A associagdo da hidrélise enzimatica com a polimerizagado por TG é
uma estratégia ainda pouco explorada, mas que oferece boas perspectivas em
relacdo a reducao da antigenicidade de proteinas. Diante disso, o presente estudo
teve como objetivos obter e caracterizar a 3-Lactoglobulina (B-Lg) polimerizada
por TG e a B-Lg polimerizada pré e pés hidrélise enzimatica com as proteases
Alcalase, Neutrase ou bromelina, e avaliar o efeito destes processos na
antigenicidade da proteina. A melhor condi¢ao de hidrélise da -Lg, com cada uma
das proteases estudadas foi definida a partir de um delineamento composto
central rotacional (DCCR), tendo como variaveis independentes a concentragao de
proteina (2,2 -7,8% p/v) e relagdo enzima : substrato (E:S), 6,9 - 28 U g proteina
e, como variavel dependente o grau de hidrélise (GH), determinado pelo método
pH-stat. A condicdo selecionada, 3% de proteina e E:S 25 U g, foi a utilizada
para a hidrolise da B-Lg pré ou pos polimerizagdo com a enzima TG. As condicdes
experimentais foram: (1) hidrolise da B-Lg com as trés enzimas, seguida de
polimerizacdo com TG (10 ou 25 U g™') ou (2) polimerizagdo da B-Lg (7%p/v) com
TG (10U TG g realizada pés tratamento térmico ou na presenca de agente
redutor Cys (0,1 mol L), seguido por hidrélise com as diferentes proteases. As
amostras hidrolisadas e as polimerizadas pré ou pds hidrolise foram
caracterizadas por eletroforese SDS-PAGE/tricina, cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR), cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (MS) e ensaios imunoquimicos (ELISA e Imunoblote).
Os hidrolisados obtidos com Alcalase apresentaram 12,7% de GH e com Neutrase
e bromelina aproximadamente 4%. Os perfis eletroforéticos da 3-Lg polimerizada
pos tratamento térmico (B-Lg TT TG) ou na presenga de Cys (B-Lg Cys TG),
apresentaram bandas de massa molecular (MM) alta, porém a polimerizacao pds
hidrélise, avaliada por eletroforese e cromatografia, nao resultou em aumento da
MM aparente dos hidrolisados. A ligagao isopeptidica €-(y-Gln)Lys, catalisada
pela TG, foi detectada em concentragdo mais elevada no material polimerizado
pds hidrélise com alcalase, seguido do tratamento de polimerizagdo da presenca
de Cys. No estudo da polimerizacao pré hidrolise, a alcalase foi a enzima que
hidrolisou mais eficientemente tanto a B-Lg como seus polimeros. Os
polimerizados pre ou pds hidrélise com neutrase ou bromelina apresentaram B-Lg
residual, observada no perfil eletroforético e cromatogréfico, sendo que para os
hidrolisados com neutrase, a fragao correspondente a B-Lg residual apresentou
maior intensidade. O tratamento isolado de hidrélise, principalmente com alcalase
ou bromelina, ou a associacdo deste processo com a TG foram capazes de
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reduzir significativamente a resposta antigénica da f-Lg. Os hidrolisados da 3-Lg
com neutrase apresentaram reacdo antigeno-anticorpo apenas na regiao
correspondente ao monémero da B-Lg, sendo que a reacdo foi menos intensa
apos a polimerizacao do hidrolisado com a TG. As amostras foram submetidas a
digestdo in vitro e avaliadas por espectrometria de massas (MS/MS) quanto a
identificacdo de epitopos lineares. Verificou-se que tanto a B-Lg polimerizada apds
tratamento térmico ou na presenga de Cys como a amostras polimerizadas pré ou
pds hidrélise com bromelina apresentaram alguns fragmentos correspondentes
aos epitopos, embora em menor numero quando comparados aos epitopos
identificados na B-Lg nativa. Para o tratamento com a alcalase, isolado ou
associado a TG, nao foram identificados fragmentos correspondentes aos
epitopos apds digestdo gastrointestinal das amostras. Os resultados obtidos
indicaram que a hidrélise, principalmente com alcalase, associada ou ndo a
polimerizagdo com TG, foi capaz de reduzir a antigenicidade da 3-Lg, mostrando-
se uma alternativa para a produc¢éo de alimentos hipoalergénicos.
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ABSTRACT

Heat treatment, high pressure and enzymatic hydrolysis have been studied aiming
at obtaining products with low allergenic potential since they can alter antigenic
determinants (epitopes) in the protein. The transglutaminase (TG), an enzyme that
catalyzes inter or intramolecular cross-link in different proteins has also been used
to reduce the protein antigenicity. The association of enzymatic hydrolysis and
polymerization by TG is another strategy for reducing the antigenicity of food
proteins, promising that needs further research. Therefore, the present study
aimed to obtain and characterize the B-Lg polymerized by TG before or after
enzymatic hydrolysis with the proteases alcalase, neutrase or bromelain and
evaluate the effect of these processes on the protein antigenic response. The
optimum conditions for hydrolysis of -Lg, obtained with the three different
enzymes, were defined using a central composite rotatable design (CCRD), where
the independent variables were protein concentration (2.2% -7.8 w / v) and
enzyme: substrate ratio (E:S), 6.9 to 28 U g™' protein, and the dependent variable
(response) was the degree of hydrolysis (DH) determined by the pH-stat method.
The hydrolysis condition defined by CCRD was 3% of protein (w/v) and E:S ratio
25 U g'1. The experimental conditions were: (1) hydrolysis of B-Lg with the three
enzymes used separately, followed by polymerization by TG (10 or 25 U g') or (2)
polymerization of B-Lg (7% w/v) by TG (10U g TG™") after heat-treatment (80 °C/60
min) or in presence of reducing agent Cys (0.1 mol L), followed by hydrolysis. The
samples were characterized by SDS-PAGE/tricine, reverse phase high-
performance liquid chromatography (RP-HPLC), liquid chromatography coupled to
mass spectrometry (HPLC-MS) and by immunochemical assays (ELISA and
Imunoblote). The highest DH of the B-Lg was obtained with alcalase (12.6%), while
with neutrase or bromelain a DH of 4% approximately was achieved. The
electrophoresis profiles of 3-Lg polymerized after heat treatment (3-Lg TT TG) or in
the presence of Cys (B-Lg Cys TG) showed bands with high molecular mass (MM).
On the other hand, the post-hydrolysis polymerization, analyzed by SDS-PAGE
and RP-HPLC, resulted in no increase in the MM of the hydrolysates. The highest
concentration of the cross-link, by formation of the isopeptide bound ¢-(y-Gin) Lys,
was found in the sample polymerized after hydrolysis with alcalase, followed by the
sample B-Lg Cys TG. The polymerized pre or pos hydrolysis with neutrase or with
bromelain showed residual B-Lg, observed in electrophoretic and chromatographic
profiles, and for hydrolysates with neutrase, the band corresponding to B-Lg
showed higher residual intensity. Alcalase was the enzyme which hydrolysed more
efficiently both untreated and polymerized B-Lg. Using neutrase or bromelain to
hydrolyse polymerized B-Lg, a residual B-Lg (18.3 kDa) was observed in the
electrophoretic and chromatographic profiles. The avaluation of antigenicity
showed that hydrolysis treatment used alone, especially with alcalase or
bromelain, or the combination of this process with TG was capable to reduce
significantly the antigenic response of B-Lg. The B-Lg hydrolysed with neutrase
showed antigen-antibody reaction only in the region corresponding to the B-Lg
monomer, and this reaction was less intense after the association of hydrolysis
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with neutrase and polymerization by TG. The samples were submitted to in vitro
digestion and then analyzed by mass spectrometry (MS / MS) to identification of
linear epitopes in the protein. It was verified that the polymerized samples (B-Lg TT
TG or B-Lg Cys TG) as well as those polymerized before or after hydrolysis with
bromelain, retained some fragments corresponding to the epitopes, although to a
lesser extent when compared to the epitopes identified in the untreated B-Lg.
Interestingly that for the treatment with alcalase, associated or not with the TG, no
epitopes were identified after gastrointestinal digestion. These results indicated
that the hydrolysis, especially with alcalase, and the association of hydrolysis with
polymerization, were capable to reduce the (-Lg antigenicity and could be an
alternative for elaboration of hypoallergenic products.
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Introducao

1. INTRODUCAO

A alergia alimentar € uma doenca cada vez mais freqlente nos paises
ocidentais e permanece um campo a ser explorado e compreendido pela ciéncia
(CIANFERONI & SPERGEL, 2009). Trata-se de um importante problema de saude
publica, afetando de 1 a 2% da populagao adulta e até 8% das criancas com idade
abaixo de trés anos (BURKS e BALLMER-WEBER, 2000). Na infancia, o leite
bovino estd no topo da lista dos alimentos considerados potencialmente
alergénicos (MATSUMOTO, 2011).

As alergias alimentares sao normalmente mediadas por imunoglobulinas do
tipo E (IgE) produzidas no sistema imune pelos linfécitos B. As reag¢des envolvidas
na resposta sdo do tipo cutaneas (dermatite atépica, urticaria), respiratérias (rinite,
asma) ou gastrointestinais (vomito, diarréia, cdlica, refluxo gastroesofagico), sendo
que, em casos extremos, pode haver choque anafilatico do individuo alérgico
(MONACI et al., 2006).

A B-Lactoglubulina (B-Lg) € uma das principais proteinas do leite bovino que
causa reacao alérgica. Nao esta presente no leite humano, apresenta estrutura
hidrofébica e estavel em pH acido, o que a torna resistente a digestao,
principalmente a agdo da pepsina (CHICON et al., 2008b). Essa resisténcia resulta
na nao fragmentacdo de algumas sequUéncias especificas de aminoacidos, que
podem sensibilizar individuos e desencadear o processo alérgico, mesmo quando
administrada em baixas concentragcées (MOUECOUCOU et al., 2007; SCHMIDT
et al.,1995).

A alteracdo na conformacédo dos determinantes antigénicos — epitopos -
como resultado da perda da estrutura terciaria, pode reduzir o potencial antigénico
da proteina (MONACI et al., 2006). Varios estudos tém focado a utilizagdo de
diferentes processos fisicos, quimicos ou enzimaticos para reducao do potencial
antigénico das proteinas do soro de leite. Dentre os processos fisicos, o
tratamento térmico € o mais utilizado para redugdo do potencial alergénico.
(KLEBER et al., 2004). Outro tratamento fisico que tem sido estudado € a

eletrélise, que ao reduzir as pontes dissulfeto na proteina e modificar a sua
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estrutura pode atenuar a atividade alergénica da B-Lg (MATSUMOTO, 2011). A
glicacdo, processo quimico que ocorre no processamento de alimentos, inclusive
do leite, pode tanto aumentar o reconhecimento das IgE para os subprodutos
formados na reagdao (CHUNG & CHAMPAGNE, 2006; NAKAMURA et al., 2005),
como reduzir ou ndo afetar o seu reconhecimento (GRUBER et al., 2004;
MONDOULET et al., 2005).

A hidrolise enzimatica € o processo mais utilizado para obtencdo de
produtos hipoalergénicos, principalmente aqueles destinados as criangas e adultos
alérgicos as proteinas do leite. No entanto, além de nao ser muito palatavel, ha
algumas questdes concernentes a questdo nutricional destas formulas
industrializadas. Algumas delas podem apresentam menor conteudo protéico
comparado ao leite materno, o que nas criangcas pode implicar em menor
concentragdo plasmatica de alguns aminoécidos (HERNELL & LONNERDAL,
2003; MAGGIO et al., 2005). Do ponto de vista imunoquimico, podem ainda
apresentar atividade antigénica decorrente de material n&do hidrolisado,
proveniente principalmente da B-Lg (CLARE et al., 2007; RESTANI et al., 1995;
NATALE et al., 2004).

A enzima transglutaminase (TG) também tem sido utilizada com o mesmo
propésito. A TG é a unica enzima utilizada na industria de alimentos que modifica
as proteinas por meio de incorporagdo de aminas, ligagbes cruzadas e-(y-
glutamil)lisil ou desaminacdo (MOTOKI & SEGURO, 1998; JONG & KOPPELMAN,
2002; FORT et al., 2007), convertendo proteinas em polimeros de alta massa
molecular (MM) através de ligagdes cruzadas covalentes (KURAISHI, YAMASAKI,
& SUSA, 2001; RODRIGUEZ-NOGALES, 2006). A capacidade da TG de introduzir
ligagbes cruzadas inter e intraproteinas, além de aumentar o valor e as
propriedades nutricionais e funcionais do material modificado, pode alterar a
resposta antigénica das proteinas provenientes da soja, trigo, amendoim e leite
(BABIKER et al., 1998a; BABIKER et al., 1998b; CLARE et al.,, 2007;
WROBLEWSKA et al., 2008; VILLAS-BOAS et al., 2010).

21



Introducao

As proteinas do soro de leite ndo sdo consideradas bons substratos para
acao desta enzima a menos que haja tratamento prévio com agentes redutores
como o dithiothreitol (DTT) ou desnaturagéo térmica da proteina, que aumentam a
reatividade principalmente da B-Lg (TANG & MA, 2007). Empregando Cys como
desnaturante quimico e substituto do DTT, foi observado que polimerizacéao da B-
Lg pela TG foi facilitada, e houve reducao da antigenicidade da proteina. (VILLAS-
BOAS et al., 2010). A hidrélise enzimatica é outro método que pode facilitar a
acao da TG e implicar em alteracao da resposta antigénica do material modificado.
Wréblewska et al. (2008) observaram reducdo do potencial antigénico de
proteinas do soro do leite combinando hidrélise com alcalase e polimerizagao com
TG, sugerindo que este é um caminho promissor para obtencao de produtos com
baixa atividade antigénica. Além disso, um fator importante a ser considerado, € a
digestibilidade do material modificado. A avaliacdo da digestdo in vitro € um dos
métodos associados aos ensaios imunoquimicos existentes para a determinacao
do potencial alergénico de proteinas (SCHNELL & HERNAM, 2009). Apoés
digestdo da proteina nativa, pode haver liberagcdo de peptideos caracterizados
como epitopos (ADAMS et al., 1991; HEINZMANN et al., 1999, CHICON et al.,
2008b). No entanto, apo6s tratamento da proteina, a digestdo pode liberar
peptideos com caracteristicas distintas daqueles oriundos da digestao in vitro da
proteina nativa, o que poderia implicar em maior ou menor resposta antigénica do

material.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar a polimerizacdo da B-Lg com TG pré ou pds hidrolise com

diferentes proteases e o efeito destes tratamentos, isolado ou combinado, na

antigenicidade da proteina.

2.2. Objetivos especificos

Determinar as condi¢cdes de hidrélise da B-Lg com as enzimas alcalase,
neutrase ou bromelina, utilizando a metodologia de superficie de resposta;
Obter e caracterizar a B-Lg polmerizada pré ou pos hidrélise com as trés
proteases;

Identificacdo e quantificacdo do cross-link no material polimerizado pré ou
pds hidrolise;

Avaliar a antigenicidade das amostras polimerizadas pré ou pds hidrélise,
por determinacao da reatividade para IgE especifica;

Estudar a digestao in vitro das amostras polimerizadas pré ou pos hidrélise
e, caracterizar os peptideos formados apds digestao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Proteinas do leite

O leite de vaca tem aproximadamente 3,5% de proteinas, sendo 2,9%
caseina e 0,6% proteinas de soro. Caseina pode ser definida como a proteina
precipitada por acidificacdo do leite desnatado a pH 4,6 / 20 °C. O liquido
remanescente é o soro, que contém cerca de 20% das proteinas do leite. A a-La e
B-Lg perfazem 70-80% das proteinas totais do soro. As sub-fracdes, presentes em
pequenas concentragdes no soro de leite, sdo compostas por: lactoferrina,
lactoperoxidase, lisozima, lactolina, lactofano, fatores de crescimento IGF-1 e IGF-
2, proteoses-peptonas e aminoacidos livres (HARAGUCHI et al., 2006).

O soro de leite pode ser obtido em laboratério ou na industria
principalmente por trés processos: coagulagdo enzimatica, resultando no coagulo
de caseina; precipitacao acida no pH isoelétrico, resultando na caseina isoelétrica,
que é transformada em caseinatos e no soro acido; separacao fisica das micelas
de caseina por microfiltragcdo, obtendo-se concentrado de micelas e as proteinas
do soro, na forma de concentrado ou isolado protéico (ZINSLY et al., 2001).

Na industria de alimentos as proteinas do soro de leite tém sido utilizadas
em diversas aplicacbes, pois apresentam importantes caracteristicas
tecnofuncionais tais como formagéo de gel, espumas e capacidade emulsificante
(DAUBERT et al.,, 2006). Nutricionalmente, devido ao seu conteudo de
aminoacidos essenciais, o valor biolégico das proteinas do soro € alto se
comparado ao de outras proteinas, com alta concentragdo de aminoacidos de
cadeia ramificada (Leu, lle, Val), que estdo envolvidos na sintese muscular e,
diferente das proteinas de origem vegetal, apresentam os aminoacidos essenciais
Lys, Met, Thr e lle em excesso, podendo ser utilizado em carater suplementar (HA
& ZEMEL, 2003).

Quando utilizadas como suplementos, as proteinas do soro de leite podem
estar na forma integra ou hidrolisada. Na forma hidrolisada estdo presentes em
formulagbes para pacientes com sindromes de ma absorgdo intestinal e com
intolerancia as proteinas do leite (FREITAS et al., 1993; BOZA et al., 1995), para
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idosos e atletas (FROKJAER, 1994). Os hidrolisados ao atingirem o intestino
delgado sao rapidamente digeridos e absorvidos, elevando rapidamente a
concentragdo aminoacidica do plasma e estimulando a sintese de proteinas nos
tecidos (BOIRIE et al., 1997). Além disso, apds hidrélise, pode haver a formacao
de peptideos bioativos capazes de modular respostas fisiologicas no organismo,
como imunoldgica, opidide e ergogénica (GAUTHIER & POULIOT, 2003;
SGARBIERI, 2004; PACHECO et al., 2005).

A B-Lg é a principal proteina do soro de leite em ruminantes, perfaz 50% do
total das proteinas que constituem esta fragdo (MONACI et. al., 2006). E uma
proteina globular, constituida por 162 aminoacidos, contém um grupo sulfidrila
livre (-SH) e duas pontes dissulfeto intramolecular (-S-S-), ligando a Cysgs — CyS160
e Cysios — Cysi19. A estrutura secundaria consiste de folhas-B antiparalelas
formadas por nove cordas-f (B-strands). A estrutura cristalina mostra que o
monémero de MM ~ 18,3 kDa, consiste predominantemente de folhas-B (50%) e
uma pequena porcao de a-hélice (15%), estruturas ao acaso (15%) e estruturas
em volta ou turns (20%) (PAPIZ et al., 1986; MONACO et al., 1987; BROWNLOW
et al., 1997). A B-Lg apresenta polimorfismo genético, sendo que as variantes A e
B sdo mais comuns (KINSELLA & WHITEHEAD, 1989; HARAGUCHI et al., 2006).

Da mesma forma que as demais proteinas do soro de leite, a B-Lg
desnatura a temperaturas superiores a 60 °C. A 95 °C ha completa desnaturacgéo,
com extensa transformacao conformacional, exposicao de grupos nucleofilicos
altamente reativos e de areas hidrofébicas (SGARBIERI, 1996).

A a-La é uma proteina monomérica globular, com MM 142 kDa, e
representa aproximadamente 25% das proteinas do soro de leite. Caracteriza-se
pela tendéncia a formar associacdes em pH abaixo do seu ponto isoelétrico, além
de apresentar alta afinidade de ligagdo com ions calcio, o que leva a maior
estabilidade da estrutura secundaria desta proteina (MONACI et al., 2006).

A BSA, com MM 66,4 kDa, é responsavel por aproximadamente 5% do total
das proteinas do soro de leite. Apresenta um grupo sulfidrila livre na posicédo 34

(N-terminal) e 17 pontes dissulfeto intramoleculares (CARTER, 1994). Muitas das
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ligacdes dissulfeto sdo protegidas no nucleo da proteina e, consequentemente,
nao sao facilmente acessiveis (RESTANI et al., 2004).

3.2 Alergia as proteinas do leite

Alergia ao leite de vaca (ALV) é uma das alergias alimentares mais comuns
em criancas, com uma incidéncia estimada de 2 — 3% para criangas com idade até
4 anos (SAMPSON, 2004). Sintomas de ALV podem surgir imediatamente, horas
ou mesmo dias apds a ingestdo de quantidades moderadas de leite ou de
formulacbes a base de suas proteinas. As reacdes envolvidas na ALV
normalmente sdo mediadas por anticorpos IgE, e o aparecimento dos sinais e
sintomas apds a ingestdo geralmente é agudo ativando principalmente os
mastocitos teciduais e basodfilos sanglineos (SICHERER, 2002), conforme
ilustrado na Figura 1. Quando os antigenos se ligam as moléculas de IgE
especificas ocorre a liberacdo de mediadores que causam 0s sintomas, que
podem ser do tipo cutdneos (urticaria, angioedema), gastrointestinais (vémitos e
diarréia), respiratérios como prurido ocular e lacrimejamento, congestao nasal e
broncoespasmo ou entdo as reag¢des sistémicas como a anafilaxia com hipotensao
e, em casos extremos, o choque anafilatico (NOWAK-WEGRZYN & SAMPSON,
2006).
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Reaces adversas ao leite bovino

Processo Alérgico (ALV) Intolerdncia ao leite
- desordens imunolgicas -intolerdncia a lactose
- dlergia as proteinas do leite - deficiéncia da enzima lactase
Alergia mediada por IgE Alergia ndo mediada por IgE
- aumento de anticorpos IgE - mediados por células Th1 de resposta

- células: mastacitos e basofilos - mecanismos ainda pouco conhecidos

Figura 1. Classificacdo das reacdes adversas ao leite bovino.
(SELO et al., 1999 — adaptado).

O leite é o principal alimento do recém-nascido e sua composi¢ao varia de
acordo com a espécie animal. O leite ndo so6 fornece nutrientes necessarios para o
crescimento, como também funciona como meio de transferéncia de anticorpos de
defesa do organismo (HETTINGA et al., 2011). A Tabela 1 mostra a composicao

centesimal das proteinas do leite bovino em comparacao ao leite humano.
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Tabela 1. Composicao centesimal média do leite humano e bovino.

Parametros Leite
determinados (%)

Humano Bovino

Proteinas 1,85 3,70

Lipideos 1,84 3,68

Carboidratos 7,80 4,90

Cinzas 0,30 0,70
Umidade 87,82 87,02

Fontes: Smithers et al. (1996); Heetinga et al. (2011).

Comparado ao leite humano, o leite bovino apresenta maior teor de
compostos nitrogenados, em grande parte devido ao maior conteido de caseina e
também de B-Lg e albumina sérica bovina, proteinas ausentes no leite humano
(MARTIN et al., 1991). No leite bovino, as quatro fracées da caseina aS1-, aS2-,
B- e k-caseina e as proteinas do soro [-lactoglobulina, a-lactalboumina sao
considerados os principais responsavei por desencadear a resposta alérgica
(WAL, 1998; RUITIER et al., 2007).

A seqUéncia de aminodcidos que se liga aos anticorpos e pode causar
algum tipo de reagédo é chamada determinante antigénico ou epitopo. Existem dois
tipos de epitopos: “continuo” ou ‘linear’, quando os aminoacidos estdo em
sequéncia na estrutura primaria e “conformacional”, quando varios aminoacidos
estdo muito préximos devido a estrutura tridimensional da proteina (BALL et al.,
1994). Para as caseinas, Jarvinen et al. (2001) verificaram que cinco epitopos de
ligacdo com IgE (dois na fracdo a-s1-caseina, um na a-s2-caseina, e dois na k-
caseina) foram reconhecidos em pacientes com alergia persistente, caracterizada
por prevalecer mais de quatro dias por semana e mais de quatro semana por ano
Os anticorpos IgE reconhecem ao menos um entre trés epitopos nestas fracoes,
principalmente as sequiéncias de aminoacidos (AA) (123-132) na a-s1-caseina;
AA(171-180) na a-s2-caseina, e AA(155-164) na k-caseina. (JARVINEN et al.,
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2001; NATALE et al.,, 2004). Quanto as proteinas do soro, a a-lactalbumina
apresenta quatro principais epitopos de ligagédo com a IgE e, a B-Lg sete epitopos
principais, de média e alta reatividade (JARVINEN et al., 2001). Na Figura 2 esta
ilustrada a estrutura da B-Lg e a sua sequéncia primaria, com destaque para

alguns epitopos considerados altamente reativos.

Cordas-f

20 40

LIVITIQTMEKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLR

60 80
VYVEELKPTPEGDLEILLQKWENDECAQEKITAFETEIPA

100 120
VFEIDALNENKVILVLDTDYKKYLL FCMENSAEPEQSLVCQ

140 160
CLVRETPEVDDEALEKFDKATL KATPMHIRLSFNPTQLEEQC
HI

Figura 2. Estrutura tridimensional e seqUéncia primara da B-Lg. Em negrito estao
destacados os epitopos de maior reatividade para IgE. Fonte: RCSB PDBe protein data
bank.

Wal (2001) relatou que os epitopos da B-Lg reconhecidos por mais de 90%
dos pacientes foram os fragmentos AA(41-60), AA(102-124) e AA(149-162).
Empregando a técnica de espectrometria de massas foram identificadas as
sequéncias AA(75-86) e AA(127-146) (JARVINEN et al., 2001; CHICON et al.,
2008b) e AA(102-124) e AA(41-69) (SELO et al., 1999), também caracterizadas
como epitopos da B-Lg. Otani et al. (1985) e Kurisaki et al. (1982) mostraram que
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a estrutura terciaria da B-Lg era necesséria para sua imunorreatividade. Clement
et al. (2002) verificaram que os epitopos estdo distrubuidos na B-Lg tanto na a-

hélice e loops externos, como também nas folhas-p da proteina.

Para as proteinas que apresentam propriedade antigénica, um importante
aspecto a ser estudado é a digestdo in vitro. Embora os mecanismos da
sensibilizacdo alérgica dos individuos ndo estejam totalmente esclarecidos, sabe-
se que a maioria destes mecanismos ocorre no trato gastrointestinal, quando
antigenos s&o absorvidos e distribuidos no organismo (MILLS et al.,, 20083;
BANNON, 2004; SCHNELL & HERMAN, 2009). Além da relacdo com a
antigenicidade, o estudo da digestao in vitro é utilizado para avaliagcao estrutural e
biodisponibilidade de nutrientes (HUR et al., 2011).

A B-Lg na forma nativa apresenta comportamento diferente das demais
proteinas do soro quanto & susceptibilidade as enzimas gastrointestinais. E
resistente a acdo da pepsina em pH 2, condicdo na qual a enzima est4d com
atividade maxima e a proteina esta na forma monomérica (REDDY et al., 1988;
KITABATAKE & KINEKAWA, 1998; KIM et al., 2007). A pepsina é uma
endopeptidase que age essencialmente nas ligacbes que envolvem o grupo
carboxilico dos residuos dos aminoacidos aromaticos Phe, Trp, Tyr (KIM et al.,
2007). A B-Lg contém em sua sequéncia cerca de 50 ligacdes que sdo potenciais
sitios de clivagem para esta enzima, mas a maioria delas esta localizada no centro

hidrofébico da molécula de dificil acesso a pepsina (NACER et al., 2004).

Astwood et al. (1996) verificaram que proteinas consideradas nao
antigénicas foram totalmente digeridas pela pepsina, enquanto que a B-Lg e outras
proteinas antigénicas apresentaram fragmentos estaveis a digestdo, que podem
ser absorvidos e causar reagao alérgica. Assim, a resisténcia a pepsina é um dos
fatores a serem considerados para avaliacdo da antigenicidade de proteinas
alimentares (ASTWOQOD et al., 1996; MORENO, 2007; SCHNELL & HERMAN,
2009).

Apés digestao gastrointestinal, Otte et al. (1997) e Mandalari et al. (2009)

verificaram que a B-Lg foi quase que totalmente digerida. As enzimas
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pancreaticas, tripsina e quimotripsina, clivam as ligagbes peptidicas entre
aminoacidos basicos (Lys e Arg) e aromaticos (Phe, Trp, Try) (KIM et al., 2007).
Considera-se o pH 8,0 como sendo étimo para atuacao destas enzimas, sendo
que nesta faixa a B-Lg sofre alteracdo conformacional ficando em sua forma
monomérica, o0 que torna mais facil o acesso das enzimas as ligacdes peptidicas
(MOUECOUCOU et al., 2003; KIM et al., 2007). No entanto, ha trabalhos que
observaram resisténcia parcial da B-Lg a digestdo com tripsina neste pH, o
resultado que foi relacionado a relacdo E:S utilizada na hidrélise (GUO et
al.,1995) Também na presenga de polissacarideos a B-Lg apresentou-se mais
resistente a agdo da tripsina e quimotripsina (MOUECOUCOU et al., 2003).
Estudo multilaboratorial mostrou que durante simulacdo da digestao
gastrointestinal, a inclusao da fosfatidilcolina (PC) na proporg¢ao fisiolégica de 60:1
(PC : proteina) poderia manter protegida algumas proteinas, incluindo a B-Lg,
tornando-a mais resistente a hidrélise (MORENO et al., 2005; MANDALARI et al.,
2009; MACIERZANKA et al., 2009). Assim, a inclusdo de agentes tensioativos na
analise de digestao in vitro tem sido indicada para fazer parte do protocolo para
avaliacao da digestibilidade protéica (MANDALARI et al., 2009).

3.3 Deteccao e quantificacao da resposta antigénica e epitopos na proteina

Entre os testes imunoquimicos normalmente utilizados na é&rea de
alérgenos alimentares, destacam-se o Radio-Allergosorbent Test (RAST), Enzyme
Allergosorbent Test (EAST), Rocket Immuno-Electrophoresis (RIE), Western
Blotting, Immunoblotting e Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
(BESLER, 2004; POMS, KLEIN & ANKLAM; 2004; KOPPELMAN & HEFLE, 2006;
MONACI et al., 2006).

As analises sao realizadas com anticorpos presentes na fase liquida do
sangue (soro ou plasma), denominados anticorpos circulantes (HUDSON & RAY,
1989). O modelo experimental utilizando camundongos sensibilizados com
diferentes antigenos é o mais indicado para obtencdo de anticorpos especificos
em estudos da avaliagdo de componentes alergénicos em alimentos (ADEL-
PATIENT et al., 2000; BERNARD et al., 2000). Gaudry et al. (2004) verificaram
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que as respostas dos anticorpos das classes IgE e IgG provenientes do de
camundongos BALB/c que foram sensibilizados com as proteinas provenientes do
amendoim, camarao ou castanha de caju foram similares as respostas observadas

quando utilizado ensaios com soros de pacientes alérgicos a estas proteinas.

Camundongos BALB/c sensibilizados com B-Lg e posteriormente
alimentados com IPS produziram IgG anti- B-Lg, indicando que a administragéo
intraperitoneal de B-Lg causou imunoestimulagdo do organismo contra esta
proteina (WROBLEWSKA & JEDRYCHOWSKI, 2005). Este modelo animal
também é utilizado em testes de tolerancia oral de férmulas infantis
hipoalergénicas (FRITSCHE, 2009).

Mizumachi e Kurisaki (2002) alimentaram camundongos BALB/c por 58 dias
consecutivos com B-Lg e observaram que a ingestdo continua da proteina induziu
a supressao da resposta de citocinas mediadoras da resposta alérgica devido a
tolerancia oral adquirida pelos animais neste periodo. O mecanismo de resposta
alérgica aguda e tardia foi demonstrado por Adel-Pacient et al. (2003).
Camundongos BALB/c foram sensibilizados intraperitonealmente com (-Lg
desnaturada contendo epitopos lineares e tiveram produgdo aumentada de
mediadores inflamatorios (leucotrienos e histamina) e da secrecao de muco, IL-4 e
IL-5 e exsudato de plasma, indicando que a proteina provocou resposta alérgica
aguda e tardia nestes animais.

Por teste ELISA, método imunoquimico comumente utilizado em
laboratérios e na industria de alimentos, a concentragdo do complexo antigeno-
anticorpo pode ser estimada com base em uma curva padrdo gerada com
quantidades conhecidas de anticorpo purificado. Existem dois tipos de ELISA:
competitivo e sanduiche, sendo o ultimo o mais aplicado para a deteccdo de
alérgenos alimentares (POMS et al.,, 2004; KOPPELMAN & HEFLE, 2006;
MONACI et al., 2006). Outro teste empregado, o Imonoblote, é utilizado para a
identificacdo de uma proteina ou fracbes desta que apresentem propriedade
antigénica. Utiliza-se primeiramente a técnica de SDS-PAGE para separar as

proteinas que entao sao transferidas do gel para um suporte estavel, como a
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membrana de nitrocelulose. Proteinas especificas sdao entdo detectadas por
anticorpos capazes de reagir com as mesmas, € a ligacao antigeno-anticorpo é
revelada com anticorpos antiimunoglobulina marcados com radiois6topos ou com
uma enzima (JANEWAY et al., 2002).

Atualmente, aliada as técnicas imunoquimicas, utiliza-se a analise por
espectrometria de massas (MS), que através da protedmica identifica e caracteriza
epitopos nas proteinas. Em linhas gerais, MS € uma técnica capaz de determinar
a relacao entre massa e carga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa
(AEBERSOLD & MANN, 2003). As formas de ionizagao utilizadas em MS aplicada
a protedbmica sao Electrospray (ESI) e MALDI (Matrix-Assisted Laser Desporption
lonization), que ionizam a molécula polipeptidica, preservando-a e transferindo
para a fase gasosa (FENN et al., 1989; KARAS & HILLENKAMP, 1988).

Os resultados relativos a MM dos peptideos, obtida a partir de ions
precursores presentes no espectro de massas, bem como a informacao relativa a
sequéncia de aminoacidos dos peptideos, contida nos espectros de fragmentacéo
(MS/MS), séo utilizados pelos softwares para localizar as proteinas ou fragmentos
destas nos bancos de dados disponiveis (CANTU et al., 2008). Portanto, esta
técnica permite o mapeamento de peptideos presentes na proteina nativa ou
modificada, e conseqlentemente a presenca ou ndo de epitopos lineares na

estrutura na B-Lg e outras proteinas alergénicas.
3.4 Estratégias para reducao da antigenicidade de proteinas

3.4.1 Tratamento térmico

A desnaturacdo térmica pode alterar a conformacdo dos epitopos como
resultado da perda da estrutura terciaria, conseqiientemente reduzindo o potencial
antigénico da proteina (KLEBER et al., 2004; MONACI et al., 2006; RODRIGUEZ-
NOGALES, 2006).

As proteinas do leite diferem quanto a estabilidade durante o tratamento
térmico. Enquanto a a-caseina é a mais termicamente estavel, a 3-Lg é moderada
e a BSA é termolabil (BAHNA & GANDHI, 1983). Portanto, os agregados formados
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apds desnaturacao térmica podem apresentar caracteristicas estruturais distintas
quando diferentes condicoes de aquecimento sao utilizadas, resultando em
diferentes graus de antigenicidade (SPIEGEL et al., 2002).

Tratamento térmico a 120 °C por 15 minutos ndo afetou a antigenicidade da
caseina, no entanto a BSA e Imunoglobulinas presentes no leite apresentaram
reducdo da antigenicidade apds tratamento térmico > 70 °C (FIOCCHI et al.,
1998). Mierzejewska & Kubicka (2006) verificaram que os animais imunizados com
a forma nativa apresentaram niveis séricos de IgE anti- B-Lg superiores aqueles

imunizados com a forma tratada.

Entretanto, Kleber et al. (2004) observaram aumento da antigenicidade da
B-Lg tratada termicamente entre 75 e 90 °C, sendo que o tempo de aquecimento
foi determinante na inducéo da resposta antigénica, que foi mais elevada apéds 35
min de tratamento. Spiegel et al. (2002) também observaram aumento da
antigenicidade da B-Lg com o prolongamento do tempo de aquecimento a 90 °C.
Nesses casos, 0 aumento da antigenicidade esta associado a maior exposicao de
epitopos intramoleculares devido ao desdobramento da cadeia polipeptidica, ou
mesmo a formacao de novos sitios antigénicos (KLEBER et al., 2004). Por outro
lado, o tratamento sob temperatura mais elevada (148 °C) resultou na reducao da
antigenicidade da B-Lg, o que foi associado ao processo de agregacdo com
rearranjo inter e intramolecular, e ocultamento de varios epitopos (KLEBER et al.,
2004).

O leite bovino contém lactose e outros agucares redutores e, portanto esta
sujeito a reacao de Maillard ou glicacao durante o tratamento térmico. A glicacao é
uma das modificagdes quimicas mais freqientemente observadas no
processamento industrial. O processo resulta na formacdo de compostos
intermediarios, denominados produtos de Amadori 0s quais podem tanto aumentar
a atividade de ligacao de IgE (CHUNG & CHAMPAGNE, 2001; NAKAMURA et al.,
2005), como reduzir ou n&o afetar o seu reconhecimento (GRUBER et al., 2004;
MONDOULET et al., 2005; TAHERI-KAFRANI et al., 2009).
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3.4.2 Hidrolise enzimatica

Enzimas proteoliticas ou proteases catalisam a quebra das ligagdes
peptidicas em proteinas. Estas enzimas constituem uma grande familia, dividida
em endopeptidases ou proteinases e exopeptidases, de acordo com a posicao da
ligacédo peptidica a ser clivada na cadeia peptidica (RAO et al., 1998; CLEMENTE,
2000).

As exopeptidases atuam somente nos finais das cadeias polipeptidicas.
Com base em seu sitio de acao, regiao N ou C terminal, sdo classificadas como
amino ou carboxipeptidases, respectivamente. As endopeptidases atuam
preferencialmente nas regides internas da cadeia polipeptidica, entre as regides N
e C terminal sendo que a presenca de grupos amino ou carboxila livres tem um
efeito negativo na atividade da enzima. Estas enzimas sao divididas em quatro
subgrupos de acordo com seu mecanismo catalitico: serina proteases, aspartico

proteases, cisteina proteases, e metaloproteases (RAO et al., 1998).

A hidrdlise enzimatica de proteinas é utilizada para melhorar
propriedades fisicas, quimicas e funcionais dos alimentos, sem prejudicar seu
valor nutritivo (CLEMENTE, 2000). Pode melhorar em particular as caracteristicas
de absorcao das proteinas, reunindo as seguintes propriedades: nutricionalmente
adequado, osmoticamente equilibrado e hipoalergénico (GONZALES-TELLO et
al., 1994). Concernente a questao hipoalergénica, embora as formulacdes
elaboradas com hidrolisados protéicos do soro de leite tenho sido um grande
avango na terapia de individuos alérgicos, estas podem apresentar atividade
antigénica decorrente de material nao hidrolisado, proveniente principalmente da
B-Lg (VAN ESCH et al., 2011; NATALE et al., 2004 RESTANI et al., 1995). Até
entdo, somente a hidrélise extensa das proteinas, até que maioria dos peptideos
formados atinja MM entre 2 e 5 kDa, pode anular alergenicidade das proteinas do
soro de leite (KANANEN et al., 2000).

Dentre os fatores que influenciam a protedlise destacam-se o tratamento
térmico do substrato que ao desnaturar a proteina aumenta a exposicao das
ligacOes peptidicas e impacta no seu grau de hidrélise; a relagdo enzima substrato
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(E:S), que exerce influéncia na velocidade da reagéo e no tamanho dos peptideos
produzidos no final do processo de hidrolise (GAUTHIER et al.,1986) e a natureza
e especificidade das enzimas, uma vez que ira influenciar a composicao final dos
produtos de hidrélise, principalmente com relacdo ao tamanho médio dos
peptideos (GAUTHIER et al., 1986; HAQUE & MOZAFFAR, 1992). A
especificidade da enzima também é um dos fatores determinantes na redugéao da
alergenicidade das proteinas (SVENNING et al., 2000).

Para avaliar estes fatores acima mencionados, Zheng et al. (2008)
utiizaram a metodologia de superficie de resposta com as variaveis
independentes: pH (7,0 - 11,0), temperatura (30 - 60 °C) e relacédo
enzima:substrato (E:S 4000 - 8000 U g de proteina), e variavel dependente a
atividade antigénica residual de proteinas de soro de leite hidrolisadas com
alcalase. A variavel temperatura exerceu o maior efeito sobre a reducédo da
antigenicidade da a-La e, para a B-Lg o fator pH. Ja a relagao E:S foi a variavel

gue menos influenciou na resposta antigénica das proteinas .

Kananen et al. (2000) mostraram que a hidrélise da fragdo precipitada
das proteinas do soro de leite com pepsina por 3 horas, seguido pela tripsina por
30 minutos resultou em peptideos com MM < 5 kDa e praticamente anulou a
antigenicidade das proteinas. Para o mesmo substrato, Svenning et al. (2000)
obtiveram reducdo da antigenicidade da amostra apds hidrélise exaustiva com
Corolase PP. Processos envolvendo a alta pressao, utilizada previamente ao
tratamento enzimatico, podem falicitar a acdo das enzimas na clivagem de
epitopos na proteina (VAN BERESTEIJN et al., 1994; DUMAY et al.,, 1994).
Chicén et al. (2008a) verificaram que o tratamento com alta pressédo (400 MPa)
associado a hidrélise com Corolase PP, promoveu reducédo da antigenicidade da
B-Lg, porém ainda foram detectados fragmentos capazes de promover resposta
antigénica.

Relativo as enzimas utilizadas no presente estudo, a alcalase é uma
serina protease produzida pelo Bacillus licheniformis que tem ampla

especificidade, cliva o lado carboxila de aminoacidos hidrofébicos Phe, Tyr, Trp,
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Leu, lle, Val e Met (MARKLAND & SMITH, 1971; ADLER-NISSEN & OLSEN,
1986). Tecnologicamente, pode ser empregada na modificacao das propriedades
funcionais de diversos substratos protéicos, incluindo isolado de proteina de soja
(ADLER-NISSEN, 1979), proteinas do leite (MIETSCH et al., 1989), gluten
(CHOHOBERT et al., 1996), assim como proteina do gréao de bico (CLEMENTE et
al., 1999), plasma sanguineo (HYUN e SHIN, 2000) e proteina de peixe
(KRISTINSSON & RASCO, 2000).

A neutrase, metalo protease bacteriana produzida por fermentagéo
submersa de cepa selecionada de Bacillus amyloliquefaciens, utilizada na maioria
dos casos onde se deseja degradacdo de proteinas moderada ou extensa
(SIRIPORN et al., 2008), em que cliva preferencialmente aminoacidos aromaticos
(Phe, Tyr, Leu) (SIRIPORN et al., 2008).

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, com um residuo de oligossacarideo
por molécula que estéa covalentemente ligado a cadeia peptidica, com MM prdxima
de 31 kDa (MARTINS et al., 1992). E uma enzima sulfidrilica, ou cisteina protease,
sendo que o grupamento tiol é essencial para a sua atividade proteolitica
(MURACHI, 1976). Sua utilizacdo vai desde as industrias de alimentos e
cervejeira, como também na medicina e industria farmacéutica (FREIMAN &
SRURSABAA, 1999).

3.4.3 Uso da enzima transglutaminase

A reacao com a enzima transglutaminase (TG) também pode alterar a
antigenicidade das proteinas. A TG estd naturalmente presente na maioria dos
tecidos animais e fluidos corporais e tem um papel importante no processo de
coagulacao sanguinea (LORAND, 2002). Foi identificada por Heinrich Waelsch ha
mais de 40 anos como uma enzima com a funcdo de incorporar aminas em
proteinas no figado (LORAND, 2002). A Figura 3 ilustra as reac¢des catalisadas
pela TG, que modifica as proteinas por meio de incorporacdo de aminas, ligacoes
cruzadas ¢-(y-glutamil)lisii ou desaminagcdo, (MOTOKI & SEGURO, 1998;
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SHARMA et al., 2002, JONG & KOPPELMAN, 2002; FORT et al., 2007). Essas
reacdes levam as mudancgas nas propriedades funcionais de proteinas vegetais e
animais e conferem a possibilidade da formagdo de produtos com melhores
propriedades reologicas e sensoriais (NIELSEN, 1995). A incorporacdo de
ligacdes intra ou intermoleculares em alimentos protéicos parece ser viavel para o
melhoramento das propriedades fisicas e de textura de muitos produtos
(RODRIGUEZ-NOGALES, 2006, JAROS et al., 2006).

Com o aumento da disponibilidade da enzima de fonte microbiana, sua
aplicagdo pela industria de alimentos tem sido muito pesquisada. A TG
independente de calcio de Streptoverticilium mobaraense sp, linhagem S-8112
consiste de 331 aminodcidos em uma unica cadeia polipeptidica e contém um
residuo de cisteina com um grupo tiol livre, que é essencial para a atividade
enzimatica (KANAJI et al., 1993). Kanaji et al. (1993) confirmaram a MM da TG
microbiana, 37.869,2 + 8,8 kDa, por espectrometria de massa (MS/ESI).

As condi¢oes 6timas para atividade da da TG microbiana sdao pH 5,0 a
8,0, temperatura em torno de 50 °C (ANDO et al., 1989). Para proteinas do soro
de leite, a polimerizacgto com TG conduzida em pH 8,0, aumentou
significativamente a geleificacdo e forca do gel, melhorando as propriedades
funcionais do substrato (CLARE & DAUBERT, 2011).
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Polimerizacao
transglutaminase
R-GIn(CH,),-CO-NH, + NH;-(CH;)s-Lis-R = R-GIn-(CH;),-CO-NH-(CH,)4-Lis-R + NH3

residuo glutamina residuo lisina e-(y-glutamil)lisil

Incorporagao de animais
transglutaminase

R-GIn-(CH,),-CO-NH, + NH,-R —» |R-Gln-(CH,),-CO-NH-R + NH;

residuo glutamina amina

Desaminagao
transglutaminase
R-GIn-(CH,),-CO-NH, + H,0 — R-GIn-(CH,),-CO-OH + NH;

residuo glutamina

Figura 3. Reagdes catalisadas pela transglutaminase. Fonte: Sharma et al. (2002)
(adaptado).

O efeito da deaminacao quimica e enzimatica de proteinas alimentares nas
propriedades funcionais € de grande interesse na industria alimenticia
(MATSUDOMI et al., 1985). Alguns estudos tém reportado as propriedades
funcionais de hidrolisados de proteinas tratados com transglutaminase. Proteinas
da soja hidrolisadas com quimotripsina (BABIKER et al., 2000), gluten hidrolisado
com quimotripsina, papaina e pepsina (BABIKER et al., 1996) e caseinato de sodio
hidrolisado com Protamex (FLANAGAN & FITZGERALD, 2002), submetidos
posteriormente ao tratamento com TG, apresentaram aumento da solubilidade,
melhora das propriedades de emulsificacdo e de formacéo de espuma.

Agyare et al. (2008) verificaram aumento da solubilidade do glaten
hidrolisado com quimotripsina e polimerizagdo com TG. Walsh et al. (2003)
relataram aumento da solubilidade do isolado protéico de soja apds hidrélise com
alcalase e tratamento com TG. Efeito semelhante também foi observado no
caseinato de sédio tratado com TG pré ou pds hidrélise com Protamex
(FLANAGAN & FITZGERALD, 2002).
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Apesar da ampla utilizacdo da TG na industria de alimentos, os
mecanismos relacionados ao cross-link enzimatico ndo estdo totalmente
esclarecidos, principalmente sobre a especificidade da TG para os residuos
laterais de GiIn e Lys de diferentes proteinas (PARTSCHEFELD et al., 2007).
Experimentos sobre a especificidade da TG para grupos doadores de acila
mostraram que aminoacidos hidrofdbicos localizados no N-terminal dos residuos
de Gln aumentaram a reatividade da TG (OHTSUKA et al., 2000). A regiao onde
estdo localizados os residuos dos aminoacidos AA também influencia a taxa de
polimerizacao, sendo que residuos de Gin situados nas regides flexiveis da cadeia
polipeptidica, principalmente nos loops, sdo preferencialmente modificados pela
TG (DICKINSON, 1997).

A estrutura globular das proteinas do soro de leite, B-Lg e a-La, dificulta o
acesso da TG aos sitios especificos na proteina. Entretanto, alguns processos
podem facilitar a reacéo, sendo comumente utilizado o tratamento térmico superior
a 70 °C (EISSA et al., 2006), a protedlise e também a alta pressao (400 MPa). O
tratamento de alta pressao pode disponibilizar quatro residuos de Gin localizados
nas posicoes 5, 13, 35, e 59 na B-Lg, indicando que ocorre abertura parcial da
molécula para acado da TG (PARTSCHEFELD et al., 2007).

A desnaturacéo dithiothreitol (DTT) altera a estrutura da B-Lg ao clivar as
duas pontes dissulfeto presentes na molécula nativa: (Cysgs — Cysis0) que liga o
arco C — D a regiao carboxi-terminal e (Cysios — Cys119) que liga os filamentos G —
H na molécula, facilitando a acdo da enzima TG para formacdo de polimeros
(EISSA et al.,, 2006). Quando a B-Lg foi incubada com TG sob condigbes
redutoras, observou-se que o residuo de glutamina na posicado 159 era o principal
envolvido na reag¢ao de polimerizagéo, e o Glniss 0 residuo de menor participacao
(COUSSONS et al., 1992). Andlise por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) mostrou que comparado ao tratamento térmico, a
utilizagdo do DTT resultou em maior alteragao da estrutura da 3-Lg, facilitando a
acdo da TG e formacao de cross-linking (EISSA et al., 2006). A Figura 4 ilustra o

possivel mecanismo de acao de agentes redutores.
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Figura 4. Possivel mecanismo de agao catalisada pela transglutaminase apés tratamento
da proteina com agente redutor, na formacao de estruturas protéicas mais compactas
(adaptado de EISSA & KHAN, 2006).

Como o DTT nao pode ser utilizado na produgéo de alimentos, alternativas
para aumentar a reatividade da B-Lg por outros mecanismos tém sido
investigadas. Faergemand et al. (1997) e posteriormente Villas-Boas et al. (2010)
indicaram a Cys como possivel substituto do DTT para modificagao da B-Lg com a

transglutaminase.

Quanto ao efeito da polimerizacao por TG na antigenicidade de proteinas,
Babiker et al. (1998) verificaram que as proteinas de soja tratadas com TG
apresentaram reducdo da antigenicidade devido ao mascaramento de
determinantes antigénicos, efeito também reportado por Watanabe et al. (1994)
para as fragdes protéicas sollveis e insoluveis do trigo tratadas com a TG. Por
outro lado, foi verificado por teste ELISA que proteinas do amendoim tratadas
termicamente foram polimerizadas apenas parcialmente com TG e nao

apresentaram diminuig&do da resposta antigénica (CLARE et al., 2007).

Em estudo conduzido por nosso grupo (VILLAS-BOAS et al.,, 2010),
verificamos que tanto o tratamento térmico prévio como a utilizacdo de Cys
facilitaram a reacdo de polimerizacdo por TG e promoveram a formacado de
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polimeros de MM alta. Estes resultados sdao promissores, em especial para o
tratamento com agente redutor, uma vez que a Cys poderia ser utilizada em
produtos alimentares, ao contrario do DTT. A B-Lg polimerizada nestas condi¢bes
apresentou potencial antigénico reduzido, observado por testes in vivo e in vitro,
sugerindo que nestas condi¢des ocorrem alteracdes nas regides de determinantes

antigénicos na proteina.

Quanto aos alimentos hipoalergénicos a base de hidrolisados protéicos
disponiveis na industria alimenticia e farmacéutica, podem ainda apresentar
atividade antigénica decorrente de proteina intacta residual (CLARE et al., 2007;
NATALE et al., 2004; RESTANI et al., 1995). A associacao da polimerizacao por
TG com a hidrélise enzimatica pode, entdo, ser uma estratégia interessante na
diminuicdo da antigenicidade de proteinas e produgéo de alimentos mais seguros.
Na literatura, estudos relacionados ao efeito da combinacdo destes processos
sobre a digestibilidade e antigenicidade da B-Lg sao limitados. No estudo de
O’Sullivan & FitzGerald (2012), foi verificado que ndo houve diferenga significativa
em relagdo a resposta antigénica entre os hidrolisados de caseinato de sodio
tratados e aqueles nao tratados com TG. Entretanto, Wrdblewska et al. (2008)
observaram reducéo da antigenicidade das proteinas de soro de leite ao combinar
hidrélise com alcalase e polimerizagdo com TG, sugerindo que esta associacédo
seria uma alternativa para obtencao de produtos com baixa atividade antigénica.
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4. MATERIAL E METODOS

A proteina utilizada foi a Bio Pure B-Lg variantes A e B (93,6% de pureza)
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 purificacdo. A enzima foi produzida
por Streptoverticillium sp. (Ca®** independente), e apresenta atividade 6tima na
faixa de pH de 5,0 a 8,0; e temperatura de 50 a 55 °C.

As enzimas neutrase® e alcalase® foram fornecidas pela Novozymes
(Araucéria, PR, Brasil) e a bromelina pela Prozyn (Sdo Paulo, SP, Brasil). As
enzimas pepsina (172 U mg™' proteina), tripsina (tipo I, 10100 U mg™ proteina), a-
quimotripsina  (tipo 1-S, 58,3 U mg™ proteina), lipase pancreatica (Tipo VI-S,
11000 U mg’ proteina), colipase (EC 259-490/1), pronase obtida de
Streptomyces griseus, carboxipeptidase A de pancreas bovino, leucina
aminopeptidase microsomal de rim suino e prolidase obtida de rim suino, o padrao
para determinagao da ligagao isopeptidica e-(-y-glutamil)lisil, e a Fosfatidilcolina

(FC, L-a-phosphatidylcoline), foram provenientes da Sigma Co. (St. Louis, EUA).

Os reagentes utilizados foram: amino&cido L-cisteina 97% (Sigma-Aldrich,
Milwaukee, EUA), acido trifluoracético para sintese (TFA) (Merck, Hohenbrunn,
Alemanha), acido tricloroacético (TCA), B-mercaptoetanol (Merck), dodecil sulfato
de sédio (SDS) (Sigma), tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) (Sigma-
Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha); 2.5% tiopental sédico (Cristalia, Séo
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, San Diego, CA, EUA), Anti-
Rat IgG Whole molecule, peroxidade conjugate (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, EUA).

Para o ensaio biologico, foram utilizados camundongos BALB/c fémeas
procedentes do CEMIB (Centro Multidisciplinar de Investigacdo Biol6gica —
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Unicamp). O Projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagao
Animal da Unicamp (CEEA), protocolo n°1586-1 (Anexo 1).

A Figura 5 ilustra o fluxograma geral do experimento. Todos os materiais
hidrolisados ou polimerizados pré ou pos hidrélise, foram liofilizados para
proceder-se as analises de caracterizacao e simulagao da digestao in vitro. As
amostras foram caracterizadas por eletroforese (SDS-PAGE), cromatografia
liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR) e espectrometria de massas.
A antigenicidade foi determinada por meio de ensaios imunoquimicos. As

numeracbes nas caixas correspondem as respecticas seg¢des descritas na

metodologia.
Blg (93.6%)
DCCR
(4.2) Hidrélise com (4.4) Polimerizacdo com
— alcalase, neutrase ou Controle TG pébs tratamento
bromelina (pH stat, 240 min.) térmico ou na presenga
de Cys
(4.3) Polimerizagdo (4.4) Hidrolise com alcalase,
com TG neutrase ou bromelina
(pH stat, 240 min)
Liofilizacdo
Caracterizacao Avaliacéo da Antigenicidade (4.10) Simulacdo da
(4.5) SDS/PAGE (4.9.2) ELISA digestdo in vitro
(4.6) (4.8) CLAE/FR (4.9.3) Imunoblote (4.10.1) gastrica
(4.7) MS-QTOF/ESI (4.10.2) duodenal

(4.11) LC-ESI-MS ion trap

Figura 5. Fluxograma geral do experimento.
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4.1 Determinacao da atividade enzimatica

A determinacao da atividade enzimatica de cada enzima foi realizada para
padronizar, em unidades (U mg™), a relacdo enzima:substrato a ser utilizada em

cada experimento.

A atividade proteolitica das enzimas foi determinada utilizando-se solucao
1,2% caseina (m/v; Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) em tampao fosfato (0,1 mol L°
", pH 7,5 e foi conduzida a 50, 55 e 60 °C, respectivamente para neutrase,
bromelina e alcalase, por 10 minutos. A reacao foi interrompida pela adigdo de
solucao 30% de TCA, com concentracao final de 15% (m/v). O material foi filtrado
em papel Wathman 42 (Schleicher & Schill, Dassel, Alemanha) e a absorbéncia
do sobrenadante foi determinada em Espectrofotébmetro UV-Vis (DU® - 70
Beckman, Fullerton, CA, EUA) a 275 nm. Uma unidade (U) de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar em 1 min a
proteina soluvel em TCA equivalente a 1 ug de tirosina (EMI et al., 1976). Foi
utilizada uma curva de calibragao (Figura 6) com 10, 20, 30, 40 e 50 ug ml™" de L-

tirosina (Sigma).

0,45 -
0,4 y=0,0076x + 0,0073
0.35 - R2 =0,9989
0,3
0,25
0,2 -
0,15
0,1
0,05
0 . . . . . .
0 10 20 30 40 50 60
Concentracao (ug/ml)

Abs (nm)

Figura 6. Curva padrdo de tirosina para determinacdo da atividade enzimatica da
alcalase, neutrase e bromelina.
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As atividades das enzimas alcalase, neutrase e bromelina, expressas em
unidades por miligrama de enzima, foram 2,63; 1,38 e 0,32 U mg’,

respectivamente.
4.2 Hidrdlise da B-Lg

Para os procedimentos de hidrélise da B-Lg, as enzimas alcalase, neutrase
e bromelina foram utilizadas separadamente. Estabeleceu-se as condicées de
hidrélise por meio de umdelineamento composto central rotacional (DCCR),
contendo 3 pontos centrais (nivel 0), 4 pontos axiais (niveis +1,41 e -1,41) e 4
pontos fatoriais (niveis +1 e -1), totalizando 11 experimentos por enzima. O
planejamento experimental foi realizado para avaliar a influencia das variaveis
dependentes: concentracao de substrato e E:S no grau de hidrélise (GH) da B-Lg
(variavel dependente). Os niveis utilizados no planejamento experimental estao
apresentados na Tabela 2. Cada ensaio foi realizado em duplicata.

Tabela 2. Valores utilizados no DCCR para hidrélise da 3-Lactoglobulina com as enzimas
alcalase, neutrase ou bromelina.

Variaveis -1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentracao de substrato (%) — 2,2 3 5 7 7,8
[S]
Enzima:substrato — E:S 6,9 10 17,5 25 28

A funcado matematica aplicada para a resposta (variavel dependente Y) esta
em funcao das variaveis independentes, conforme a equacéo:

Y=¢@(S, E:S) = Bo + B1 X1+ B2 X2+ B1,2 X1X2

Onde: Bo, B1, B2 e P12 sao os coeficientes constante, lineares, quadraticos e as
interagcOes dos coeficientes, respectivamente, e x1 € Xo representam as variaveis

independentes codificadas para o modelo.
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Durante a hidrélise, utilizou-se o pH 7,5 para todas as reacdes enziméaticas
e temperatura 6tima para cada uma das enzimas,50, 55 e 60 °C, respectivamente,
para a neutrase, bromelina e alcalase, de acordo com as informagdes fornecidas
pelos fabricantes. No procedimento, B-Lg foi dispersa em agua, o pH foi ajustado
em 7,5 com 0,5 mol L' NaOH e equilibrada a temperatura adequada & enzima
utilizada. A enzima previamente dissolvida em agua e adicionada a suspensao. A
reacdo de hidrdlise foi monitorada utilizando-se o método pH-stat, com uso de
titulador automatico modelo Metler DL 21 (Schwerzenbach, Suica) com sistema de
agitacao. A reacao foi interrompida ap6s 240 min por aquecimento a 90 °C por 10
min para a inativacdo da enzima. O GH foi definido pela equacao (ADLER-
NISSEN, 1979):

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

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

Para cada enzima, a condicéao ([S] e E:S) que promoveu o maior GH da
proteina foi aquela utilizada para a reacdo de hidrolise antes ou apds a
polimerizacao com TG.

4.3 Polimerizacao pos hidrolise

Os hidrolisados obtidos de acordo com a condigao selecionada no item 4.2
foram liofilizados para posterior utilizagdo. A polimerizacdo dos hidrolisados foi
realizada nas condi¢cées definidas por Villas-Boas et al. (2010): 7% (p/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 eletroforese
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SDS-PAGE/tricina e cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa
(CLAE-FR), de acordo com o descrito nos itens 4.5 e 4.6, respectivamente.

4.4 Polimerizagao pré hidrdlise

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 concentragéao
de 10 U g proteina; e (2) B-Lg foi dispersa (7% p/v) em solucdo 0,1 mol L™ de
cisteina (Cys), utilizada como agente redutor, e a TG foi entdo adicionada (10U
TG g") (VILLAS-BOAS et al., 2010). A reacdo de polimerizacdo nos dois
experimentos foi conduzida a 50 °C por 180 min em banho termostatizado e
resfriada a 4 °C em banho de gelo. A TG-WM utilizada nos experimentos perde
completamente a atividade ap6s 12 horas (EISSA et al., 2006).

Os polimerizados obtidos foram hidrolisados com as enzimas alcalase,
neutrase ou bromelina nas condigdes estipuladas no item 4.2. A hidrélise foi
conduzida por 240 min, monitorada pelo método de pH-stat. A inativacdo da

hidrélise foi feita elevando-se a temperatura da suspensao a 90 °C por 10 min.

O teor de nitrogénio total nas amostras estudadas foi obtido pelo método de
micro-Kjeldahl, usando o fator de conversao de 6,38 para o calculo da proteina
total (AOAC, 1995). Todo material tratado passou por liofilizacdo previamente as

analises de caracterizagédo e antigenicidade.

4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS/tricina (SDS-
PAGE/Tricina)

O perfil eletroforético das amostras foi obtido em sistema SDS-
PAGE/Tricina (SCHAGGER & VON JAGOW, 1987) em cuba vertical (Mini Protein
Il System, BioRad, EUA) e espacadores de 1,5 mm. Utilizou-se um sistema
descontinuo composto de gel de separagao, 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-
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mercaptoetanol, Coomassie Blue G-250, pH 6,8) e aquecidas a 95 °C / 2 min.
Aplicou-se aliquotas de 10 pyL da solugdo 0,5% de proteina (50 pg de
proteina/pogo) e apds o tempo de corrida os géis foram mantidos por 12 h em
solucao fixadora metanol : acido acético : agua (4 : 1 : 5) e entdo corados por 48 h
em solucdo Coomassie Blue G-250 0,025% (Sigma-Aldrich) em 10% acido
acético. Posteriormente os géis foram descorados em solucdo de 10% &cido
acético. A MM dos peptideos foi estimada utilizando padrdao de baixa MM (Sigma)
contendo as seguintes fragbes protéicas: bradiquinina (1,06 kDa); cadeia B da
insulina bovina oxidada (3,49 kDa); aprotinina de pulmao bovino (6,50 kDa); a-La
de leite bovino (14,20 kDa); mioglobina de coracao de cavalo (17,00 kDa);

isomerase triosefosfato de musculo de coelho (26,60 kDa).
4.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE/FR)

A andlise cromatografica foi realizada em sistema CLAE-FR, consistindo de
uma bomba Varian 9012 (Varian, Walnut Creek, CA, EUA - série 04824), detector
de absorbancia de duplo comprimento de onda Varian 9050, série 02570, coluna
C18 Microsorb-MV™ (250 mm x 4,6 mm DI, 5 um - Raenin Instrument Inc
Company — Woburn, MA, EUA).

A composicao dos solventes foi: (A) 0,03% de acido trifluoracético (TFA)
(Merck, Hohenbrunn, Alemanha) em agua Milli-Q e solvente (B) 0,03% TFA em
metanol grau cromatografico (Merck). As amostras (0,5% de proteina) foram
solubilizadas no solvente B e filtradas em membranas de acetato de celulose 22
pm. A coluna, mantida em temperatura ambiente, foi equilibrada com 80% do
solvente A e 20% do solvente B. Aliquotas de 20 puL/amostra foram injetadas, com
eluicdo em fluxo constante de 1 mL min™' em gradiente linear até 80% do solvente
B em 30 min, detecgdo a 214 nm. Apds término da corrida, a coluna foi mantida
em condic¢ao isocratica por 10 min e reequilibrada nas condig¢des iniciais durante
20 min.

Para obtencdo e analise dos dados, foi utilizado o software Star
Chromatography Workstation (Varian). Os cromatogramas dos hidrolisados e

polimerizados pré ou po6s hidrolise foram divididos em 3 zonas: (I) alta
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hidrofilicidade, até 8 min, com solu¢do B na concentracdo entre 10% e 30%; (ll)
media hidrofilicidade, entre 8 e 18 min, com solugcado B entre 30% e 40% e (lll)
baixa hidrofilicidade, a partir de 18 min, com concentragdo de solugéo B acima de
40%.

4.7 Avaliacao da massa intacta por espectrometria de massas

As amostras foram avaliadas por espectrometria de massas (MS) quanto a
massa molecular (MM) intacta (Da). Solubilizou-se as amostras (0,1 % p/v) em
0,1% de acido férmico em 0,1% &acido férmico (seguido de centrifugagdo a 12000 x
g /5 min. Aliquota de 4,5 uL do sobrenadante da solugdo de cada amostra foi
injetada e separada em coluna C18 (100 um x 100 mm), sistema de cromatografia
de ultraperformance (nanoAcquity UPLC, Waters Corporation, MA, EUA)
acoplado com espectrébmetro de massa nano-eletrospray/Q-TOF (MicroMass,
Waters), operado com fluxo de 600 nl min™. O gradiente utilizado na separacéo foi
0 - 50% Acetonitrila em acido férmico a 0.1%, por 45 min. O instrumento foi
mantido em modo continuo de aquisicado de massas (m/z) 100-3.000, com scan
de 1 s e tempo entre leituras de 0,1 s. Os espectros foram acumulados a partir de
300 scans e os dados de cargas multiplas carregadas gerados pelo espectrdmetro
de massa na escala de m/z foram convertidos para escala de massa (MM)
utilizando o software MassLynx 4.1 baseado em Entropia Maxima (FERRIGE et
al., 1992). Os parametros de processamento dos dados foram: resolugcédo de 0,1
Da/canal, espectro de parédmetro de largura ajustada para 0,2 Da; razdo de
intensidade minima entre picos sucessivos foram de 20% (esquerdo e direito),
com deconvolugdo e suavizagdo dos picos (2 x 3 canais, Savitzky Golay).
Osvalores centrdide de massa (MM) obtida foi determinada a partir de 80% do
topo de pico e uma largura minima de pico a meia altura de 4 canais. As anélises
foram realizadas no Laboratério de Espectrometria de Massas do Laboratério
Nacional de Biociéncias (CPNEM — ABTLus, Campinas, SP).
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4.8 Avaliacao do cross-link - determinacao do dipeptideo (-e-(y-Glu)Lys)

Hidrélise exaustiva

A avaliacdo da ligacado (-e-(y-Glu)Lys) foi realizada segundo o método
descrito por Sakamoto et al. (1995). As amostras polimerizadas com TG foram
hidrolisadas exaustivamente utilizando sequencialmente as proteases Pronase
(0,4 U mg"' de proteina) & 37 °C / 24 h por duas vezes consecutivas; leucina
aminopeptidase (0,4 U mg” de proteina) e prolidase (0,45 U mg™' de proteina) a
37 °C / 24 h; leucina aminopeptidase (0,4 U mg™ de proteina) & 37 °C / 24 h e,
finalmente carboxipeptidase A (0,2 U mg™ de proteina) & 37 °C / 24 h. A digestao
proteolitica exaustiva, utilizando varias enzimas especificas, é fundamental para a
identificagdo do cross-link na proteina, pois a hidrélise incompleta resultaria em
subestimacdo do conteudo do dipeptideo ou nao identificacdo do mesmo
(SCHAFER et al., 1995).

Fracionamento

Para interrupcado da hidrélise, houve o aquecimento das amostras (100
°C/10 min). Aliquotas de cada amostra (1% p/v) foram entdo separadas por
sistema CLAE (Agilent série 1200, CA, EUA) para realizacao do fracionamento e
isolamento da fracdo correpondente ao €-(y-Gln)Lys. Nesta etapa utilizou-se uma
coluna semi preparativa ODS (SB-C18, 9.4 x 250 mm, 5 um), mantida a 25 °C e
como fase movel solucdo aquosa com 0,1% TFA , eluicdo com fluxo de 1 mL min”
'. O tempo de eluicdo do dipeptideo foi estabelecido por meio do padréo sintético
de e-(y-GIn)Lys (1mM) detectado a 210 nm.

Identificacdo do dipeptideo e-(y-GIn)Lys nas amostras

As fracbes coletadas por fracionamento foram derivatizadas com o-
ftalaldeido (OPA) e entdo analisadas por CLAE-FR com coluna C 8 (SB-C8 4.6 x
150 mm). Os solventes utilizados para eluicao das amostras foram: solugédo (A) 20
mM de acetato de potéssio (pH 5,5) com 0,1% tetraidrofurano (THF) e solugéo (B)
metanol com 0,1 % THF. A separacéo foi realizada com gradiente linear de 20%
(A) a 95% (B), com fluxo de 1,2 mL min™', por 20 min. A coluna foi mantida a 40 °C

e, utilizou-se detector de fluorescéncia (Agilent série 1200), excitagdo a 334 nm e
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emissao a 440 nm. O dipetideo sintético €-(y-Gln)Lys foi utilizado como padrao de
referéncia para a estimativa do tempo de eluicdo do mesmo. Para quantificacdo do
dipeptideo nas amostras, fez-se uma curva padrdo a partir de diferentes

concentragdes do padrao e-(y-Gln)Lys.
4.9 Avaliacao da Antigenicidade

As andlises foram conduzidas em colaboracdo com o Laboratério de
Imunologia e Alergia Experimental (LIAE) da Faculdade de Ciéncias Médicas —
FCM, da Universidade Estadual de Campinas — Unicamp.

4.9.1 Obtencédo do anticorpo (IgE anti-BLg)

Anticorpos policlonais (IgE anti- BLg) foram obtidos pela imunizagéo
intraperitoneal de fémeas camundongos da linhagem BALB/c, de acordo com a
metodologia descrita por Villas-Boas et al. (2010). Foram utilizados 20 animais
obtidos do CEMIB da Unicamp, com quatro semanas de vida e mantidos em
gaiolas sob condigcdes livre de patdgenos especificos (SPF), com umidade e
temperatura controladas. Os animais receberam, ad libitum, agua autoclavada e
ragéo isenta de B-Lg (padrao- Nuvilab CR-1) proveniente da Nuvital Nutrients Ltda
(Colombo, PR, Brasil).

Os animais foram divididos em trés grupos. O grupo 1 (N=10) foi
sensibilizado com B-Lg nativa e os outros dois grupos foram os controles: grupo 2
(N=5) sensibilizado com adjuvante alimen (3% AI(OH)s e grupo 3 (N=5) com
solucado salina estéril (0,9% NaCl). Na primeira etapa de sensibilizagdo (tempo 0),
os camundongos do grupo 1 foram sensibilizados via intraperitoneal e subcutanea
com um total de 50 ug de amostra adsorvida em 0,2 mL de alimen por animal.
Nos dias 142 (tempo 1) e 21?2 (tempo 2) os animais receberam individualmente
dose reforco de 20 e 50 ug de amostra adsorvida em 0,1 mL de solucéo salina e
alumen, respectivamente. Os grupos controle foram sensibilizados da mesma
forma, porém apenas com 3% alumen, sem B-Lg (grupo 2), ou somente com
solucéo salina, sem 3-Lg (grupo 3).
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Apbés 30 dias (tempo 3) da sensibilizacdo inicial, os animais foram
anestesiados com injecao intraperitonial de 200 pyL de tiopental sédico 2.5%
(Cristélia, SP, Brasil) para realizacdo da pungédo cardiaca e coleta de sangue.
Depois de coletado, o sangue foi centrifugado a temperatura ambiente a 380 x g/
5 min para obtencdo do soro contendo o anticorpo. Todos os soros foram
armazenados a —20 °C. A Figura 7 representa o protocolo de sensibilizacao dos

animais.
Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3
Grupo B-LgNem B-Lg N em
_ | pLgN Aldmen Salina
(n =10) (50 g — (20 pg -
0,20ml) 0,10ml)
Animais Grupo ) )

6 semanas AlGmen Alimen | Alumen
devida (n=5) (0,20ml) (0,10ml)
(n=20)

|| Grupo Salina  _  Salina
?:“n; (0,20ml) (0,10ml)

Sensibilizagao

Figura 7. Fluxograma do protocolo de sensibiliza¢cdo dos animais.

4.9.2 Ensaio de ELISA — Atividade de ligacao de IgE

Placas de polietileno de alta afinidade (Corning, Cambridge, MA, EUA)
contendo 96 pocos foram adsorvidas com 100 uL de suspenséo da B-Lg nativa ou
das amostras hidrolisadas ou polimerizadas (0,1 mg proteina mL™) preparadas em
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0,05 M de tampéao carbonato-bicarbonato (pH 9,6). Apds lavagem (0,05% Tween
20 em PBS pH 7,4), os sitios inespecificos foram bloqueados (soro bovino fetal
5% em PBS) e, na placa foram adicionados (100 pL/pog¢o) amostras de soro dos
animais sensibilizados (1:250 em PBS). Ap6s periodo de incubacgao (16h /4 °C), foi
adicionado 100 pL de anticorpo secundario 1:1000 em PBS (Rat Anti-mouse IgE)
por 1 hora/25 °C , seguido por lavagem e adicdo de 100 pL do anticorpo
conjugado com peroxidase 1:60.000 em PBS (HRP-conjugated) por 2 h/25 °C. Os
pocos destinados a realizagdo da curva padrao foram adsorvidos com IgE
(Purified Mouse 1gE) com concentracdo inicial de 12800 ng mL™, seguida por
diluicbes seriadas (1:2) em 0,05 M de tampao carbonato-bicarbonato (pH 9,6) até
concentracao final de 25 ng mL™.

Os valores de absorbéancia foram medidos com filtro de 450 nm em
espectrofotdmetro Spectra Max 190 (Molecular Devices, TO, Canada). Os calculos
foram feitos com auxilio do programa SOFT Max PRO 3.0 (Molecular Devices).

4.9.3 Resposta de IgE avaliada por Imunoblote

As analises por Imunoblote foram realizadas de acordo com método
descrito por Villas-Boas et al. (2010). As amostras B-Lg nativa, hidrolisadas e
polimerizadas foram preparadas em tampao de solubilizacdo com agente redutor e
separados por eletroforese SDS-PAGE/tricina (SCHAGGER e VON JAGOW,
1987). Apds o término da corrida, os géis foram embebidos por 30 min em tampao
de transferéncia (20 mM Tris-HCI, 150 mM de glicina, 20% (v/v) de metanol, pH
8,0). 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 foi realizada a 250 mA (amperagem constante) por 20 minutos. Para
bloqueio dos sitios inespecificos, foi utilizada solugdo de albumina sérica bovina —
BSA (3% p/v) em PBS (solugao salina fosfatada tamponada, pH 7,4) por 120 h.

Para a analise de IgE, as membranas foram incubadas com 10 mL de
anticorpo primario (soro) correspondentes a cada grupo de animais, na proporcéao
1:250 em PBS por 16 h sob refrigeracdo em agitador de plataforma (Roquer,
E.U.A.), seguida de incubacao com 10 mL de anticorpo secundario (Purified Rat
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Anti-mouse IgE monoclonal antibody) na propor¢do 1:1000 em PBS durante 60
min. Em seguida as membranas foram incubadas por 120 min com o anticorpo
conjugado com peroxidase (Anti-rat IgG whole molecule) na proporcao 1:50.000
em PBS, seguida por incubagdo de 15 min com tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina (DAB) na concentragdo 0,05% em PBS e entdo com solucao
reveladora (CoCl,. 6H20O + NiSO4) e peréxido de hidrogénio para se verificar os

sitios de ligacao da enzima.
4.10 Digestao in vitro

Os ensaios de digestao in vitro foram realizados com as amostras B-Lg
nativa, os hidrolisados com alcalase ou bromelina e também os polimerizados pré
ou pos hidrélise com estas enzimas. A digestao in vitro das amostras foi realizada
em duas etapas distintas, simulando a digestdo gastrica e duodenal. Esta etapa e
a seguinte (4.11) foram desenvolvidas durante o periodo de doutorado sanduiche
(CNPq) no Instituto de Investigacdo em Ciéncias de Alimentos (CIAL, CSIC, UAM,
Madri, Espanha).

4.10.1 Simulacao da digestao gastrica

A metodologia foi executada de acordo com Martos et al. (2010), adaptada
de Moreno et al. (2005). As amostras (5,9 mg mL™) foram solubilizadas em um
preparado de Fosfatidilcolina (FC) elaborado a partir da solubilizagdo completa da
FC (9,58 mg mL™") em fluido gastrico (SGF, 35 mM NaCl, pH 2,0). As amostras
foram aquecidas por 15 min a 37 °C e entdo submetidas a digestdao com pepsina,
relacdo E:S 1:20 (p/p). Aliquotas foram coletadas nos tempos 0 e 60 min e a
reacdo interrompida com adicdo de 1M NaHCO; até pH 7,0, obtendo a
concentracio final de proteina equivalente a 5 mg mL™.

4.10.2 Simulacao da digestao duodenal

A digestdo duodenal foi realizada em seguida a digestdo géastrica. Apods
ajuste do pH em 7,0, foi adicionada a mistura contendo 20,3 mM Bis—Tris, 7,6 mM

CaCl2, e em seguida 0,125 M de sais biliares, que corresponde a mistura
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equimolar de taurocolato de sédio e acido glicodeoxicolato, e entdo as enzimas
tripsina de pancreas bovino, E:S 1:238 (p/p); a-quimotripsina de pancreas bovino
E:S 1:115 (p/p); lipase pancreética de suino, E:S 1:3895 (p/p); e colipase de
pancreas suino, E:S 1:895 (p/p). O tempo de reagao foi de 30 min a 37 °C,
interrompida pela adi¢cao de inibidor de protease.

Os digeridos gastricos e gastrointestinais foram avaliados por CLAE-FR, em
um sistema Waters 600 (Waters Corporation, MA, EUA), de acordo com a
metodologia descrita por Martos et al. (2010), com adapta¢des. Aliquotas de 50 pL
dos digeridos (3,0 mg mL™") foram separados em coluna Hi-Pore RP-318 (250 mm
x 4,6 mm), com fase moével 0,37% (v/v) acido trifluoracético em agua Milli-q
(solvente A) e 0,27% (v/v) acido trifluoracético em acetonitrila como solvente B. O
gradiente utilizado na separacéo foi de 100% do solvente A passando a 60% do
solvente B em 60 min, sendo mantido de forma isocratica por 10 min e
reequilibrada as condicdes iniciais por 10 min. O fluxo foi de 1 mL min™ e a
deteccdo a 220 nm. Os dados foram processados com auxilio do software
Enpower Pro (Waters). Nas analises dos cromatogramas, considerou-se: regiao
de alta hidrofilicidade (entre 0 e 40 minutos), com maior porcentagem de solugéao
A; média hidrofilicidade (entre 30 e 50 minutos), com solucéo B entre 30% e 50%;
e baixa hidrofilicidade (a partir de 50 minutos de analise), com solugédo B acima de
50%.

4.11 Analise dos digeridos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-ESI-MS ion trap)

As amostras submetidas a digestao in vitro (4.10) foram avaliadas por
cromatografia liquida com detecgdo no ultravioleta acoplada a espectrometria de
massas (MS) de acordo com a metodologia descrita por Chicén et al. (2006). Para
separacao cromatografica, foram utilizadas as condicbes de analise descritas no
tépico anterior, em equipamento Agilent, Série 1100 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemanha), conectado com um Esquire 3000 quadrupolo ion Trap
(Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemanha), com ionizacao por electrospray (LC-
ESI-MS ion trap).
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Os parametros de analise foram: pressdao do nebulizados 60 psi, fluxo
continuo de gas Nz (12 L min™), temperatura 350 °C, capilar mantido a 4 kV. A
faixa de m/z obtida foi 200-2500. A partir da anédlise de MS, os 5 picos mais
intensos foram analisados por MS/MS. O sinal de threshold utilizado para a
analise de MS/MS foi 10.000 Da e os ions precursores foram isolados dentro de
uma faixa de 4 m/z, fragmentados com uma rampa de tensao variando de 0,3 a
2V. Utilizando o software Data Analysis ™ (versao 3.0, Bruker Daltonik) os dados
espectrais de m/z foram processados e transformados em espectros
representando valores de massas. O software Biotools (versao 3.2, Bruker
Daltonik) foi utilizado para processar os dados obtidos dos espectros de MS/MS e
identificacdo das sequéncias peptidicas. O modo de seqienciamento foi
automatico, no entanto as sequéncias identificadas foram validadas manualmente

no espectro de massas correspondentes.
4.12 Analise in silico do grau de antigenicidade versus peptideos da B-Ig

Para ilustracdo do grau de antigenicidade das sequéncias aminoacidicas da
B-Lg, fez-se uma simulagdo da clivagem da proteina com quimotripsina, com
auxilio do programa CLC-bio Main Workbench®, verséo 6.1 (Science Park Aarhus,

Dinamarca).
4.13 Analise Estatistica

Para o DCCR, a analise de variancia (ANOVA), foi feita pelo programa
Statistica 7.0 (Statsoft, Tulsa, EUA). Apenas as variaveis com nivel de confianca =
95% (P < 0,05) foram consideradas significativas.

A andlise estatistica da resposta de IgE, obtida por ensaio ELISA, foi
realizada utilizando o software SPSS Statistics 16.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA),
com testes ndo paramétricos (pOs-teste Kruskall-Wallis, ou Mann-Whitney), e
nivel de confianga = 95% (P < 0,05).
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5.

NOMENCLATURA DAS AMOSTRAS

B-Lg: B-Lactoglobulina;

B-Lg TT TG: 7% B-Lg tratada termicamente (80 °C / 60 min) e polimerizada
com TG (10U TG g™);

B-Lg Cys TG: 7% B-Lg polimerizada com TG (10U TG g ") na presenca de
0,1imol L™ Cys;

B-Lg alcalase: 3% [3-Lg hidrolisada com alcalase (25U TG g'1);

B-Lg TT TG/alcalase: 7% B-Lg tratada termicamente e polimerizada com TG
(10U TG g™ e hidrolisada com alcalase (25 U g7');

B-Lg Cys TGlalcalase: 7% B-Lg polimerizada com TG (10U TG g') na
presenca de 0,1mol L™ Cys e hidrolisada com alcalase (25U g™');

B-Lg alcalase/10TG: 3% B-Lg hidrolisada com alcalase (25U TG g-') e
polimerizada com TG (10U TG g™);

B-Lg alcalase/25TG: 3% PB-Lg hidrolisada com alcalase (25U TG g-') e
polimerizada com TG (25U TG g™);

B-Lg TT TG/neutrase: 7% B-Lg tratada termicamente, polimerizada com TG
(10U TG g™ e hidrolisada com neutrase (25U g™");

B-Lg Cys TG/neutrase: 7% B-Lg polimerizada com TG (10U TG g ') na
presenca de 0,1 mol L™ Cys e hidrolisada com neutrase (25U g');

B-Lg alcalase/10TG: 3% B-Lg hidrolisada com neutrase (25U TG g7) e
polimerizada com TG (10U TG g™);

B-Lg alcalase/25TG: 3% PB-Lg hidrolisada com neutrase (25U ¢7) e
polimerizada com TG (25U TG g™);

B-Lg TT TG/bromelina: 7% B-Lg tratada termicamente e polimerizada com TG
(10U TG g™ e hidrolisada com bromelina (25U g'');

B-Lg Cys TG/bromelina: 7% B-Lg polimerizada com TG (10U TG ¢') na
presenca de 0,1 mol L™ Cys e hidrolisada com bromelina (25U g™');

B-Lg bromelina/10TG: 3% PB-Lg hidrolisada com bromelina (25 U g7) e
polimerizada com TG (10U TG g™");

B-Lg bromelina/25TG: 3% PB-Lg hidrolisada com bromelina (25 U g7) e
polimerizada com TG (25U TG g™").
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencao e Caracterizacao dos Hidrolisados

Para determinagédo das melhores condi¢cdes de hidrdlise da B-Lg, foi realizado
um delineamento composto central rotacional (DCCR) com duas variaveis
independentes, concentracdo de substrato e E:S. A matriz com o0s ensaios
experimentais e os resultados de GH para cada enzima estdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3. Matriz do delineamento e resposta grau de hidrolise (GH %) da B-Lg.

Variaveis independentes Variavel dependente — GH(%)*
Ensalos Cstggts:ﬁl;tt:)a(g;? :i/r i t(el;"ng; alcalase neutrase | bromelina
1 3,0 10,0 9,8 3,0 2,5
2 3,0 25,0 12,7 3,9 4.1
3 7,0 10,0 8,0 2,8 1,7
4 7,0 25,0 10,9 2,5 2,9
5 2,2 17,5 10,7 3,4 3,7
6 7,8 17,5 8,8 2,6 2,0
7 5,0 6,9 8,7 1,5 1,7
8 5,0 28,0 11,7 3,2 3,0
9 5,0 17,5 10,9 1,9 2,0
10 5,0 17,5 11,2 1,8 1,9
11 5,0 17,5 11,8 1,9 2,0

* determinado pelo método do pH-stat; U: unidade de enzima; E:S- relagdo enzima:substrato

O GH variou de 8,0 a 12,5% quando utilizada a alcalase; 1,5 a 3,9% para a
neutrase e 1,7 a 4,1 para a bromelina. Para andlise dos resultados foram
utilizados os valores reais das variaveis independentes, mostrados na Tabela 3.
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Foram considerados significativos os parametros com p-valores menores que 5%
(P<0,05) (Tabelas 4, 5 e 6).

Tabela 4. Coeficientes de regressao para a resposta GH (%) obtida com a enzima

alcalase
Sostientes | _Eio, | w®) | puslor | coni. | coni.
- 95 % + 95 %
Média 3,595259 2,237865 | 1,60656 | 0,169061 |-2,15735 | 9,347873
x1 (L) 1,323950 0,582317 | 2,27359 | 0,072114 | -0,17294 | 2,820843
x1 (Q) -0,171915 0,050559 | -3,40028 | 0,019245 | -0,30188 | -0,041949
x2 (L) 0,446989 0,149236 | 2,99518 | 0,030267 | 0,06336 | 0,830612
x2 (Q) -0,007984 0,003567 | -2,23806 | 0,075398 | -0,01715 | 0,001186
1Lx2L -0,000000 0,015793 | -0,00000 | 1,000000 |-0,04060 | 0,040597

Tabela 5. Coeficientes de regressao

para a resposta GH (%) obtida

com a enzima

neutrase.
Sostientes | Ero | @ | puaor | coni. | coni.
-95 % + 95 %
Média 6,11537 1,774517 | 3,44622 | 0,018312 | 1,55383 | 10,67692
x1 (L) -1,50075 0,461749 | -3,25014 | 0,022692 | -2,68771 |-0,31378
x1 (Q) 0,16790 0,040091 4,18805 | 0,008588 | 0,06485 | 0,27096
x2 (L) -0,05837 0,118337 | -0,49322 | 0,642754 | -0,36256 | 0,24583
x2 (Q) 0,00597 0,002829 | 2,10914 | 0,088718 | -0,00131 | 0,01324
1Lx2L -0,02000 0,012523 | -1,59705 | 0,171144 | -0,05219 | 0,01219

Tabela 6. Coeficientes de regressao

para a resposta GH (%) obtida

com a enzima

bromelina.
Sosttentes | Emo | | puaor | cont. | cont.
-95 % + 95 %
Média 5,85852 0,962801 | 6,08487 | 0,001734 | 3,38356 | 8,333476
x1 (L) -1,40956 0,250531 | -5,62630 | 0,002457 | -2,05357 | -0,765553
x1(Q) 0,12497 0,021752 | 5,74525 | 0,002240 | 0,06906 | 0,180887
x2 (L) -0,04118 0,064206 | -0,64134 | 0,549539 | -0,20623 | 0,123869
x2 (Q) 0,00435 0,001535 | 2,83521 | 0,036451 | 0,00041 | 0,008297
1Lx2L -0,00667 0,006795 | -0,98116 | 0,371571 | -0,02413 | 0,010800
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Os calculos da ANOVA para o GH obtido com cada enzima estdo
apresentados nas Tabelas 7, 8 e 9. Como Fcqc para a regressao, 18,3, 7,11 e
31,73 respectivamente para as enzimas alcalase, neutrase e bromelina foram
significativos e a porcentagem de variacdo explicada (R?) pelo modelo foi alta,
aproximadamente 95% para a alcalase e bromelina e aproximadamente 87% para
a neutrase. Pode-se concluir que o modelo se ajusta bem aos dados
experimentais, principalmente por se tratar da grande variabilidade inerente aos

processos enzimaticos.

Com as superficies de respostas geradas pelo modelo (Figura 8, pagina
63), foi possivel determinar as condicées de concentracdo de substrato e relagéo
E:S em que se obtém maior ou menor grau de hidrélise da B-Lg. Nas condigdes
do estudo, quando utilizada a enzima alcalase (Figura 8a), a faixa 6tima de
concentracdo de substrato é de 2 e 6% e para a relacdo E:S entre 12e 28 U g de
proteina. Para a neutrase e bromelina (Figuras 8b e 8c, respectivamente), a faixa
otima de concentracao de substrato € de 2 e 3% e para a relagcédo E/S entre 18 e
28 U g de proteina.
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Tabela 7. Analise de ANOVA para o grau de hidrélise da B-Lactoglobulina obtido com

alcalase.
Fon_te ge Soma dos Qraus de Quasir_ado Feal P-
Variacao quadrados liberdade médio valor
Regressao 20,559 5 4,111888 18,31772 0,05
Residuo 1,122 5 0,224476
F.ajuste 0,702380 3 0,234127
E. puro 0,420000 2 0,210000
TOTAL 21,681820 10

% variacao explicada (R2)= 94,8%; F 5.5.0,05 = 5,05

Tabela 8. Analise de ANOVA para o grau de hidrélise da B-Lactoglobulina obtido com

neutrase.
Foqte ge Soma dos Qraus de Quaglr?do Feal P-
Variacao quadrados liberdade médio valor
Regressao 5,023 5 1,004674 7,118056 0,05
Residuo 0,706 5 0,141144
F.ajuste 0,699055 3 0,233018
E. puro 0,006667 2 0,003334
TOTAL 5,729091 10

% variacao explicada (R2)= 87,6%; F 5.5:.005 = 5,05

Tabela 9. Analise de ANOVA para o grau de hidrolise da B-Lactoglobulina obtido com

Bromelina.
Fonte ge Soma dos Graus de Quasir_ado Feal P-
Variacao quadrados liberdade médio valor
Regressao 6,592 5 1,318449 31,73118 0,05
Residuo 0,208 5 0,041551
F.ajuste 0,201086 3 0,067029
E. puro 0,006667 2 0,003334
TOTAL 6,800000 10

% variacao explicada (R2)= 96,9%; F 5.5.0,05 = 5,05
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Figura 8. Superficie de resposta para a resposta GH da -Lg em funcéo da concentracao

de Substrato ([S]) e relacdo enzima-substrato (E/S). (a) hidrélise com alcalase; (b)
hidrélise com neutrase; (¢) hidrélise com bromelina.
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Para o estudo da polimerizacao pré ou pés hidrélise, foram selecionadas as
condi¢cdes de hidrélise com a quais se obteve maior GH da B-Lg. Foi verificado
que para as trés enzimas a concentracdo de substrato 3% (p/v) e E:S 25 U g’
resultaram em maior GH da proteina: 12,7% quando utilizado alcalase, 4,1
utilizando bromelina e 3,9% com neutrase, correspondente ao ensaio 2 (Tabela 3,
pagina 59).

6.2 Obtencao e caracterizacao dos hidrolisados e polimerizados pos
hidrélise
Os hidrolisados obtidos foram tratados com a TG, sendo que as condicbes
utilizadas na polimerizacao foram: 7% de substrato e 10 ou 25 U TG g'1 de
proteina. Os perfis eletroforéticos da B-Lg hidrolisada e B-Lg polimerizada pos

hidrdlise estao apresentados na Figura 9.

Alcalase Neutrase bromelina
A A A

14 N\ N A
kDa| 5 '
26,6 e
16,9
14,4/
6,5

o~

Figura 9. Perfil eletroforético (SDS-PAGE/tricina) em meio redutor da B-Lg nativa, B-Lg
hidrolisada com as enzimas alcalase, neutrase ou bromelina e hidrolisados polimerizados
com a TG (10 ou 25 U g™ de proteina). Colunas: (1) Padrdo de MM (6,5 a 26,6 kDa); (2)
B-Lg; (3) B-Lg /alcalase; (4) B-Lg alcalase/10 TG; (5) B-Lg alcalase/25TG; (6) B-
Lg/neutrase; (7) B-Lg neutrase /10 TG; (8) B-Lg neutrase /25 TG; (9) B-Lg/bromelina; (10)
B-Lg bromelina/10 TG; (11) B-Lg bromelina /25 TG.
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Comparando-se os perfis dos hidrolisados obtidos com alcalase ou com
bromelina tratados ou ndo com a TG, nao foi verificado aumento da MM aparente
(Figura 9, colunas 3 — 5 e 9 —11). Apenas o hidrolisado obtido com neutrase
tratado com TG apresentou diminuicdo da intensidade das bandas
correspondentes ao monémero da [(-Lg, sugerindo que com o processo de
polimerizacao, produtos com diferentes massas moleculares, acima de 18 kDa,

foram formados (Figura 9, colunas 7 e 8).

A néao deteccao do aumento da MM pela técnica de eletroforese SDS-PAGE
dos materiais tratados com TG p6s hidrélise ndo significa, necessariamente, que
nao houve cross-link e/ou aumento da MM da proteina, ja que uma concentracdo
baixa de material na regido superior e em toda extensdo do gel de separacéo
pode dificultar a determinacdo da MM por esta técnica, conforme também relatado
por Flanagan & Fitzgerald (2002) e Lorenzen et al. (1998), para hidrolisados do
caseinato tratados com TG. Segundo estes autores, ndo houve aumento da MM
apos tratamento com TG, porém houve diminuicdo do numero de grupamentos
aminicos livres, indicando polimerizagdo. Em concordancia com este estudo,
Sabadin (2010) verificou que a polimerizagao da B-Lg pds hidrélise resultou em
menor GH da amostra (determinado pelo método de trinitrobenzenosulfénico -
TNBS) em comparagédo ao controle ndo tratado com a TG, sugerindo que houve
polimerizacao (SABADIN, 2010).

Os perfis cromatograficos (CLAE-FR) das amostras polimerizadas pés
hidrélise com as enzimas alcalase, neutrase ou bromelina estdo apresentados na
Figura 10, pagina 67. No cromatograma do hidrolisado obtido com alcalase (Figura
10 - A) observa-se grande numero de picos distribuidos nas regides do
cromatograma de alta, média e baixa hidrofilicidade. Este perfil sugere que, devido
a ampla especificidade da alcalase, pequenos peptideos hidrofilicos foram
formados. Os cromatogramas da amostra polimerizada (10U TG g™') pés hidrélise
com alcalase (Figura 10 - B) ou 25 U TG g (Figura 10 - C) apresentam-se
semelhantes ao da amostra somente hidrolisada (Figura 10 - A). O hidrolisado
com a neutrase (Figura 10 - D) apresentou carater menos hidrofilico do que o
obtido com alcalase (Figura 10 - A). Estes resultados devem-se possivelmente a
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maior especificidade da neutrase, com sitios de clivagem que abrangem
preferencialmente ligacdes envolvendo aminoacidos hidrofébicos (PENAS et al.,
2006). Ap6s a reacdo de polimerizagdo, houve diminuicdo da intensidade dos
picos da regido Il e aumento na regido Illl dos cromatogramas (Figura 10 -E e F)
em relacdo a amostra somente hidrolisada (Figura 10 - D), sugerindo que fracoes
mais hidrofébicas e/ou peptideos de maior MM foram formados apés o tratamento

coma TG.

O hidrolisado com bromelina apresentou picos predominantemente na
regiao de hidrofilicidade baixa (Figura 10 - G), indicando a presenca de peptideos
de maior MM e/ou mais hidrofébicos que os obtidos com alcalase ou neutrase.
Nao foram observadas diferencas quanto ao perfil do hidrolisado com bromelina
(Figura 10 - G) em relagéo aos perfis dos polimeros obtidos p6s hidrolise com esta
enzima (Figura 10, H - I).

Nos cromatogramas dos hidrolisados com neutrase tratados ou ndo com
TG (Figura 10, D - F), néo foi observado pico referente a B-Lg, ao contrario do que
foi observado no perfil eletroforético (Figura 9), que mostrou a presencga de B-Lg
na forma monomérica, no perfil do hidrolisado com neutrase (Figura 9, coluna 6).
Possivelmente, na preparacao destas amostras para a analise cromatografica, a
B-Lg residual n&o foi solubilizada ou entao formou agregado, ndo sendo detectada

em seu tempo de eluicdo.
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Figura 10. Cromatogramas de CLAE-FR com detec¢do UV a 214 nm de hidrolisados da
B-Lg nativa, hidrolisados com alcalase, neutrase ou bromelina e hidrolisados submetidos
submetidos a polimerizacao com TG (polimerizagao pos hidrolise). (A) B-Lg/alcalase; (B)
B-Lg alcalase/10TG; (C) B-Lg alcalase/ 25 TG; (D) B-Lg/neutrase; (E) B-Lg neutrase/10
TG; (F) B-Lg neutrase/25TG; (G) B-Lg/bromelina; (H) B-Lg bromelina/10TG; (I) B-Lg
bromelina/25TG. Regido |: alta hidrofilicidade, regido Il: média hidrofilicidade, regiao Il
baixa hidrofilicidade.
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A B-Lg nativa e as amostras polimerizadas po6s hidrélise foram
caracterizadas por MS, quanto as massas intactas (Da) correspondentes. A
analise de massa intacta tem sido utilizada devido a capacidade de deteccéo,
identificacdo e caracterizagcdo de uma determinanda proteina presente na forma
isolada, modificada ou como parte de uma mistura (DURBIN et al., 2010). Ha
estudos sobre a determinagao da MM, por exemplo, da melitina (2.846,4 Da),
oligonucleotideos sintéticos (4.262,8 Da), mioglobina (16.950,4 Da) e de
subunidades de B-Lg (18.277,1 Da) (FENN et al., 1989), ou ainda a anélise de
biopolimeros (oligonucleotideos e proteinas), com MM média de 130.000 Da,
podendo ser superior (COVEY et al., 1988). Para se obter a precisao de 1,0 Da na
determinacao da MM, necessita-se apenas 1pmol do material a ser analisado
(COVEY et al., 1988).

Na Figura 11 estd apresentado o espectro de massas (m/z) obtido para a
B-Lg nativa (Figura 11 - A), correspondente a MM de 18.362,08 Da (B-Lg variante
A) e 18.274,64 Da (B-Lg variante B), identificados como sendo os picos de maior
intensidade apds tratamento dos dados do espetro por entropia maxima (Figura 11
- B). A diferenga de massas entre as variantes A e B da B-Lg € atribuida as
substituicdes dos aminoacidos nas posi¢des 64 (Asp por Gly) e 118 (Val por Ala)
(SAKURAI & GOTO, 2002). Além disso, a B-Lg-A exibiu maior intensidade do que
a B-Lg-B, indicando maior proporcao de primeira variante na amostra utilizada no
presente estudo. Estes resultados sdo consistentes com os obtidos por Quin et al.
(1999) e Hemung et al. (2009), que relataram que 60% da B-Lg corresponde a
variante A e o restante (40%) a variante B.
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Figura 11. (A) Espectro de massas da B-Lg nativa detectado por MS-QTOF/ESI; (B)
Deconvolugéo do espectro de massas (A) com identificagdo da massa molecular da 3-Lg
variantes A e B.
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A andlise de massa intacta dos hidrolisados da B-Lg polimerizados com TG
mostrou que, dependendo do tipo de tratamento utilizado, diferentes MM sao
detectadas (Tabela 10).

Tabela 10. Andlise da massa intacta (MM), por espectrometria de massas (MS-
QTOF/ESI), das amostras polimerizadas po6s hidrélise com alcalase, bromelina ou
neutrase.

Amostras avaliadas MM1 (Da)* MM2 (Da)*
B-Lg alcalase/10TG 9.181,82 30.602,88
B-Lg alcalase/25TG 9.181,38 30.632,05
B-Lg bromelina/10TG 61.052,94 69.757,84
B-Lg bromelina/25TG 45.654,72 61.803,37
B-Lg neutrase/10TG 54.808,46 69.664,02
B-Lg neutrase/25TG 49.571,46 68.942,48

* MM= massas moleculares com maiores intensidades detectadas nos espectros de
massas.

A amostra de B-Lg tratada com TG (10 ou 25 Ug™) pés-hidrélise com
alcalase apresentou peptideos de MM menor em comparacgao as outras amostras,
9.181,82 Da, e outras de MM média, de aproximadamente 30.600 Da.

A amostra B-Lg bromelina/10TG apresentou polimeros com MM= 61.052,94
Da. Para a amostra p-Lg bromelina/25 TG, além dessa faixa de MM, também
houve deteccdo de outros produtos, com MM 45.654,72 Da. Nos polimerizados
pds hidrolise com neutrase foram detectadas fragcées com MM de 54.808,46 Da e
49.571,46 Da na amostra B-Lg neutrase/10TG e B-Lg neutrase/25TG,
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respectivamente; além da presenca de produtos com MM de aproximadamente
69.000 Da para ambas as amostras. As diferencas de MM intacta dos polimeros
foi dependente da protease utilizada, a polimerizagdo pds-hidrolise com neutrase
ou bromelina levou a formagao de polimeros de MM mais elevada, comparados
aos polimeros obtidos po6s hidrélise com alcalase. Em concondéancia com estes
resultados, a analise por CLAE-FR mostrou que a hidrélise com bromelina ou
neutrase seguida de polimerizacao com TG resultou na formagao de produtos com
caracter mais hidrofobico (Figura 10, pagina 67), comparados aos obtidos pds
hidrélise com alcalase, indicativo de MM mais elevada.

Quanto a concentragdo de TG, os resultados indicaram que ndo houve
diferenca importante em relagdo a MM detectada quando utilizado maior ou menor
concentragdo de TG (10 ou 25 U TG g"'). Alguns autores relataram que a
polimerizagao da a-La e B-Lg atinge uma taxa limite quando a concentracao de TG
chegaa 10 U g (GAUCHE et al., 2008; EISSA et al., 2004).

6.3 Obtencao e caracterizacao dos polimerizados pré-hidrélise

Os perfis eletroforéticos da B-Lg polimerizada com TG e das amostras
polimerizadas com TG e hidrolisadas com alcalase, neutrase ou bromelina estéao

apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Perfil eletroforético SDS-PAGE/tricina em meio redutor da B-Lg nativa, B-Lg
polimerizada com TG (B-Lg TT TG e B-Lg Cys TG) e polimeros hidrolisados com as
diferentes proteases (polimerizacao pré hidrolise). Colunas (1) padréao de MM (6,5 a 26,6
kDa); (2) B-Lg nativa; A — (3) B-Lg TT TG/alcalase; (4) B-Lg Cys TG /alcalase; B - (3) B-Lg
TT TG/neutrase; (4) B-Lg Cys TG/neutrase; C - (3) B-Lg TT TG/ bromelina; (4) B-Lg Cys
TG/bromelina; polimerizados nao hidrolisados (5) B-Lg TT TG e (6) B-Lg Cys TG.

As amostras B-Lg TT TG e B-Lg Cys TG (Figura 12 C, colunas 5 e 6)
apresentaram diminuicdo da intensidade da banda referente ao mondémero da [3-
Lg e o aparecimento de material que n&o conseguiu penetrar no gel de
empilhamento, além de outras bandas localizadas no inicio do gel de separacao, o
que indica a formagao de polimeros de MM alta. As bandas largas e difusas em
toda a extensdo do gel de separacdo sugerem a formacao de polimeros de MM

distintas.

Apés a hidrolise dos polimerizados B-Lg TT TG ou B-Lg Cys TG com
alcalase, houve o quase completo desaparecimento dos produtos de MM alta
(Figura 12 - A, colunas 3 e 4), resultando na prevaléncia de peptideos menores
que 6,5 kDa. Estas mesmas amostras polimerizadas submetidas a hidrélise com

bromelina ou neutrase apresentaram produtos de distribuicdo de MM ampla. A
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permanéncia de bandas na parte superior do gel sugere que alguns de alta MM
foram resistentes a protedlise. (Figuras 12 - Be 12 - C, colunas 3 e 4).

Na Figura 13 estao apresentados os perfis dos cromatograficos (CLAE-FR)
das amostras polimerizadas com TG pré-hidrélise com as enzimas alcalase,
neutrase ou bromelina. Os cromatogramas dos polimerizados hidrolisados com a
alcalase (Figura 13 - A e B) apresentaram varios picos nas regides de
hidrofilicidade alta e média, confirmando o observado por SDS-PAGE, que houve
hidrélise dos polimeros B-Lg TT TG e B-Lg Cys TG (Figura 12 - A, colunas 4 e 5,
pagina 72). Nao foi observado nos cromatogramas pico referente a B-Lg, assim
como no cromatograma da amostra somente hidrolisada pela alcalase (Figura 10 -

A, pagina 67).

Os polimeros hidrolisados com neutrase apresentaram pico correspondente
a B-Lg em seus perfis cromatogréficos (Figura 13 - C e D), e menor quantidade de
picos nas regides | e Il, comparado ao perfil dos polimerizados hidrolisados com

alcalase, indicando hidrélise menos eficiente.
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Figura 13. Cromatogramas de CLAE-FR com detec¢do UV a 214 nm de polimerizados da
B-Lg submetidos a hidrédlise com alcalase, neutrase ou bromelina (polimerizagdo pré
hidrélise). (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.
Regido [: alta hidrofilicidade, regidao |l: média hidrofilicidade, regido Ill: baixa
hidrofilicidade.
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Os cromatogramas dos polimeros hidrolisados com bromelina (Figura 13 E
- F) apresentaram pico referente a B-Lg e maior numero e intensidade de picos na
regiao hidrofébica do cromatograma do que o perfil obtido para a amostra somente
hidrolisada com esta enzima (Figura 10 - G, pagina 67).

As amostras somente polimerizadas e aquelas polimerizadas e hidrélisadas
foram caracterizadas por espectrometria de massas quanto as MM
correspondentes. Na Figura 14 estdo apresentados os espectros de massas para
as amostras polimerizadas -Lg TT TG e B-Lg Cys TG.
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Figura 14. Identificacdo da massa molecular das amostras (A) B-Lg tratada termicamente e
polimerizada com TG (B-Lg TT TG) e (B) B-Lg polimerizada com TG na presenga de Cys (B-Lg Cys
TG) obtidas ap6s deconvolugédo dos espectros de massas correspondentes, por MS-QTOF/ESI.
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As amostras polimerizadas pB-Lg TT TG e B-Lg Cys TG, apresentaram
materiais de MM alta, com picos de maiores intensidades correspondentes a MM
de aproximadamente 119.000 Da, corroborando os resultados de eletroforese
SDS-PAGE (Figura 12, colunas 6 e 7, pagina 72) que mostrou a presenga de
polimeros na regido superior do gel de separacao.

No tratamento térmico (80 °C / 60 min) as pontes de hidrogénio que
estabilizam a estrutura da B-Lg sdo rompidas, reduzindo a estrutura de a-hélices e
folhas B (EISSA et al., 2006) e expondo sitios ativos da proteina para a acao da
TG (SHARMA et al., 2002). No caso da Cys, a sua utilizagcdo como agente redutor,
também promoveu maior exposicao de residuos de Lys e GIn e aumento da
polimerizacao em proteinas globulares, incluindo a B-Lg (Villas-Boas et al., 2010) e
as do plasma (FORT et al., 2007), levando a formagéo de polimeros de MM alta.
Hemung et al. (2009) observaram que para a -Lg, ap6s 4 h de reacdo com TG na
presenga agente redutor DTT, houve formagéo de polimeros com MM em torno de
116 kDa. Tang & Ma (2007) verificaram formacao de polimeros de MM alta, >200
kDa, apds 6 h de tratamento com TG.

A Tabela 11 mostra os valores de massa intacta das amostras B-Lg TT TG e
B-Lg Cys TG antes e apds hidrolise com alcalase, neutrase ou bromelina.Os
polimeros hidrolisados com a alcalase apresentaram produtos de MM baixa, com
presenca de peptideos menores que 3.000 Da para a amostra B-Lg TT

TG/alcalase.

Para o tratamento com TG pré hidrolise com bromelina, a p-Lg TT
TG/bromelina apresentou produtos com MM de 9.432,25 Da, e outros de MM
superior (aproximadamente 40.000 Da), enquanto que para a B-Lg
CysTG/bromelina, houve deteccdo de materiais com 29.711,98 e 52.949,44 Da.
Para o tratamento com neutrase, as amostras B-Lg TT TG/neutrase e B-Lg TT
TG/neutrase apresentaram produtos de MM 9.131,33 e 14.065,19 Da,
respectivamente, e outros com MM mais elevada, de aproximadamente 27.000
Da.
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Tabela 11. Andlise da massa intacta (MM), obtida por espectrometria de massas (MS-
QTOF/ESI), das amostras polimerizadas pré hidrolise e aquelas somente polimerizadas.

Amostras avaliadas MM1(Da)* MM2(Da)*
2.623,36 9.181,50
B-Lg TT TG/alcalase
6.121,20 9.121,80
B-Lg CysTG/alcalase
9.432,25 39.673,36
B-Lg TT TG/bromelina
29.711,98 52.949,44
B-Lg CysTG/bromelina
9.131,33 27.398,00
B-Lg TT TG/neutrase
14.065,19 27.754,80
B-Lg CysTG/neutrase
119.370,66 91.391,96
B-Lg TTTG
119.366,08 108.860,76
B-Lg CysTG

* MM = massas intactas de maiores intensidades detectadas no espectro de massas.

Os resultados obtidos por analise de massa intacta confirmaram os
verificados por SDS-PAGE (Figura 12, pagina 72) e CLAE-FR (Figura 13, pagina
74). A utilizagdo da alcalase pés polimerizacao resultou na formacao de peptideos
de MM baixa, indicando que a polimerizacdo ndo impede o0 acesso da enzima aos
sitios especificos de clivagem na proteina. A hidrélise p6s polimerizacao com a
neutrase e principalmente com a bromelina revelou a presenca de fracbes com
MM média, entre 27.000 Da e 52.000 Da, respectivamente, confirmando que a
hidrélise dos polimeros foi parcial. Sharma et al. (2002) observaram diminuicao de
20-30% no numero de grupamento aminico livre ap6s o tratamento do leite com

TG seguido de hidrélise, em comparagdo a amostra somente hidrolisada.
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Lorenzen et al. (1998) demonstraram que o caseinato de sédio somente
hidrolisado com tripsina apresentou peptideos com MM abaixo de 15 kDa, ja a
fracdo polimerizada pré hidrolise apresentou materiais que foram parcialmente
hidrolisados e outros resistentes a hidrolise com tripsina.

6.4 Avaliacao do cross-link

A Figura 15-A mostra o cromatograma correspondente ao padrao do
dipetideo e-(y-GIn)Lys, utilizado como referéncia para identificacdo da ligacao
isopetidica nas demais amostras. Na Figura 15-B e 15-C estdo apresentados os
cromatogramas obtidos para as amostras polimerizadas pés tratamento térmico ou
na presenca de Cys, as quais apresentam pico referente ao dipeptideo e-( y-
GlIn)Lys, eluido no no tempo de retencao de 11,8 minutos. O dipetideo também foi
identificado nas amostras polimerizadas pré ou poés hidrélise, conforme
apresentado na Figura 16.
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Figura 15. Cromatograma de CLAE-FR com detecc¢éao por flourescéncia (excitagdo a 334
nm e emissdo a 440 nm). Padrdo de referéncia para o dipeptideo e-(y-Gin)Lys (A) e
identificacdo da ligagéo e-(y-GlIn)Lys nas amostras polimerizadas com TG: Blg TT TG (B)
e Blg Cys TG (C). A flecha indica o pico correspondente ao dipeptideo ¢-(y-Gin)Lys.
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Figura 16. Cromatograma de CLAE (detecc¢ao por fluorescéncia, Ex 334 nm / Em 440 nm)
amostras tratadas com TG. (A) B-Lg alcalase /10 TG; (B) B-Lg alcalase /25 TG; (C) B-Lg TT TG/alcalase; (D) p-Lg Cys TG/alcalase; (E) B-
Lg bromelina/10 TG (F) B-Lg bromelina/25 TG; (G) B-Lg TT TG/bromelina; (H) B-Lg Cys TG/bromelina; (I) B-Lg neutrase/10TG (J) B-Lg
neutrase/25 TG; (K) B-Lg TT TG/neutrase; (L) B-Lg Cys TG/neutrase. A flecha indica o pico correspondente ao dipeptideo.
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Dependendo do tratamento realizado, o pico correspondente ao dipeptideo
apresentou diferente intensidade. A Tabela 12 mostra a concentracdo do
dipeptideo nestas amostras, calculada a partir de equacdo da reta (R® = 0,99)
obtida com diferentes concentragdes do padrao do dipeptideo e-(y-GlIn)Lys.

Tabela 12. Quantificacdo do dipeptideo &-(y-GIn)Lys nas amostras polimerizadas com
transglutaminase pré ou pds hidrélise com as enzima alcalase, neutrase ou bromelina.

Amostra e-(y-Glu)Lys
(umol g de proteina)*

B-Lg alcalase /10TG 1,034
B-Lg alcalase /25TG 0,778
B-Lg bromelina/10TG 0,151
B-Lg bromelina/25TG 0,146
B-Lg neutrase/10TG 0,254
B-Lg neutrase/25TG 0,268
B-Lg TT TG 0,277

B-Lg Cys TG 0,476
B-Lg TT TG/alcalase 0,232
B-Lg Cys TG/alcalase 0,173
B-Lg TT TG/bromelina 0,291
B-Lg Cys TG/bromelina 0,417
B-Lg TT TG/neutrase 0,254
B-Lg Cys TG/neutrase 0,405

* Os valores sdao médias de duas determinagées do dipeptideo e-(y-GIn)Lys /amostra.
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Para os tratamentos de polimerizacao pds-hidrélise, a alcalase foi a enzima
que mais favoreceu a formacdo do dipeptideo, 0,778 e 1,034 umol g quando
utilizado 10 U e 25 U TG g, respectivamente, indicando que tratamento prévio de
hidrélise com esta enzima aumentou a exposi¢ao de grupos reativos na proteina,
facilitando a acao da TG. Na B-Lg, os residuos Gins e Glnsg hormalmente nao
estdo disponiveis para acao da TG, isto porque préximo ao C-terminal estao os
residuos Lysg e Lysgy carregados positivamente, que causam repulséo
eletrostatica, impedindo a acdo da TG (COUSSONS et al., 1992). No entanto, a
alcalase ao clivar a sequéncia linear da -Lg na posi¢ao Thrs, pode disponibilizar o
residuo Gins e, consequentemente, facilitar a formacao de cross-link a partir deste
sitio.

Os polimerizados obtidos pds-hidrélise com neutrase, apresentaram
concentracdes do dipeptideo 0,254 e 0,268 umol g™ quando utilizado 10 e 25U TG
g, respectivamente. A polimerizagao pés-hidrélise com bromelina foi o tratamento
que promoveu a menor formacao do dipeptideo €-(y-Gin)Lys, com concentracao
aproximada de 0,150 pmol g™ de proteina, independente da concentracdo de TG
utilizada. A menor concentracdo do dipeptideo sugere algumas hipdteses: a
hidrélise com bromelina expds poucos sitios especificos para acédo da TG; o cross-
link foi formado e parte das ligacées posteriormente hidrolisadas em glutamato e
Lys; ocorréncia da reacao de deaminacao em alguns residuos de Gin (MOTOKI &
SEGURO, 1998) ou entdo que alguns residuos de GIn foram hidrolisados
diretamente em glutamato (BIN MD YASIR et al., 2007). Além disso, os resultados
indicaram que maior concentragdo da TG nao implicou necessariamente em maior
formagéo da ligacdo isopeptida na proteina. Em concordéncia, os dados obtidos
por eletroforese SDS-PAGE (Figura 9, pagina 64) e MS (Tabela 10, pagina 70)
mostraram que n&o houve diferengca importante em relacdo ao perfil e MM dos

polimeros quando utilizado menor ou maior concentragéo de TG.

A polimerizacdo com TG na presenca de Cys promoveu quase o dobro da
formacao da ligacao isopeptidica €-(y-GIn)Lys comparado ao tratamento com TG
pos tratamento térmico. A Cys ao romper as ligacoes dissulfeto (Cyses-Cysieo €

Cysi106-Cysi09) promove a abertura da molécula e maior exposicdo dos sitios
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cataliticos a acao da TG (PAPIZ et al., 1986; FAERGEMAND et al., 1997). Além
disso, pode haver a formacgao de cistina, que ao evitar o intercambio tiol-dissulfeto
e reagregacao via pontes dissulfeto, aumenta a exposi¢céo dos residuos de Lys e
GIn e, consequentemente, a formacao do cross-link na proteina (VILLAS-BOAS et
al., 2012).

Para os polimeros que foram hidrolisados, espera-se que a concentragao
do dipeptideo nédo se altere ja que as proteases utilizadas no presente estudo nao
sdo capazes de quebrar a ligacao isopeptidica. Por se tratar de uma ligacao
cruzada covalente, inter ou intramolecular, além de estavel é irreversivel (MOTOKI
& SEGURO, 1998; JONG & KOPPELMAN, 2002; FORT et al., 2007).

Os polimerizados hidrolisados com neutrase ou bromelina apresentaram
concentragcdo do dipeptideo préxima a obtida para as amostras somente
polimerizadas, B-Lg TT TG ou B-Lg Cys TG, comportamento também verificado
para a amostra B-Lg TT TG/alcalase, para a qual a concentracdo do dipetideo,
0,219 umol g, foi préxima ao observado para o polimerizado de origem (B-Lg TT
TG). No entanto, a concentracao do dipeptideo na amostra B-Lg Cys TG/alcalase,
foi quase 3 vezes inferior ao da amostra 3-Lg Cys TG, o que pode estar associado
a coeluicao dos picos entre 11,7 - 12,0 min, impossibilitando a exata identificacao

e/ou quantificacao da ligagéao isopeptidica.

Em uma variedade de 96 diferentes alimentos, Sakamoto et al. (1995)
verificaram que o dipeptideo €-(y-GIn)Lys estava presente na concentracdo de
0,002 a 1,35 umol g proteina, dependendo da amostra analisada. Niveis mais
elevados de ¢-(y-GIn)Lys foram relacionados aos alimentos com atividade
enddgena da transglutaminase. Nas amostras analisadas, maior concentracao de
e-(y-GlIn)Lys foi encontrado em tecido proveniente do célon de ruminates, e dentre
as fontes alimentares analisadas, observou-se concentracdo mais elevada na
farinha de soja torrada, 0,503 pmol g de proteina (SAKAMOTO et al., 1995) Para
proteinas tratadas com a TG, n&o foram encontrados dados na literatura sobre a
quantificacdo do cross-link especificamente para a B-Lg. Schafer et al. (2005)

verificaram a concentracdo de 2,2; 3,3 € 2,9 umol de e-(y-Gln)Lys por grama do
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isolado proteico de soja, ervilha ou de tremoco, respectivamente, tratados com a

transglutaminase por 120 minutos.

6.5 Avaliacao da antigenicidade

6.5.1 Ensaio de ELISA — Atividade de ligacao de IgE

As amostras B-Lg nativa (controle positivo), os polimeros B-Lg TT TG e B-Lg
Cys TG, e os polimerizados pds ou pré-hidrélise foram avaliados por ELISA
quanto a resposta de IgE especifica anti-B-Lg (IgE anti- B-Lg). Os soros dos
animais sensibilizados com alumen (adjuvante) ou solucao salina estéreis foram

utilizados como controle negativo da reacao.

Na Tabela 13 estdo apresentados os resultados da analise de IgE anti- -
Lg frente as amostras B-Lg nativa, B-Lg hidrolisada com alcalase, neutrase ou
bromelina, e B-Lg polimerizada p6s hidrolise com as diferentes proteases.

Tabela 13. Resposta de IgE anti- B-Lg (ug mL™") para da B-Lg nativa, B-Lg hidrolisada com
alcalase, bromelina ou neutrase e polimerizados com TG p6s hidrélise.

IgE (ug mL")
Tratamento ] ] ]
controle [0 U TGg™'] [TG10Ug'] [TG25Ug']
B-Lg nativa 216,20 + 27,58* nd nd
B-Lg /alcalase 8,99 + 2,33 %A 35,75+ 4,49 @8 25,61 + 5,29 A8
B-Lg /bromelina 22,82 + 6,56 ** 48,75 + 11,12 208 39,99 + 7,702 A8
-Lg /neutrase ,73+784" ,06 £6,73 "™ ,84 +11,64 >
B-Lg/ 55,73 + 7,84 *A 50,06 + 6,73 ** 48,84 + 11,64 >4

Letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas diferentes na mesma linha
indicam diferenca estatistica (P<0,05 - Kruskall-Wallis). *Mann-Whitney como pos-teste (P<0,05).
Os valores sdo médias de 6 determinacdes/amostra. nd: ndo determinado.
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A resposta de IgE especifica frente a B-Lg nativa, 216,20 + 27,58 pgmL™,
foi significativamente maior comparada a verificada frente as amostras
hidrolisadas com alcalase, neutrase ou bromelina e também frente aos

polimerizados pés hidrolise com estas enzimas (P < 0,05).

Entre os hidrolisados, a resposta de IgE anti B-Lg foi praticamente nula
(IgE< 9,0 pg mL™") frente & amostra B-Lg/alcalase, ja4 que ndo houve diferenca
estatistica em relagédo a resposta observada para esta mesma amostra analisada
frente aos soros controles, procedentes dos animais sensibilizados apenas com
alumen ou salina (dados nado mostrados). A atividade de IgE frente a este
hidrolisado (B-Lg/alcalase) foi significativamente reduzida em comparacdo ao
hidrolisado com neutrase (IgE 55,73 ug mL™ + 7,84) (P < 0,05).

A associagao dos tratamentos de hidrélise com a neutrase e polimerizagéo
com a TG foi menos efetiva na reducdo da antigenicidade em comparacao aos
tratamentos com alcalase ou bromelina, seguido da TG. Para as amostras 3-Lg
alcalase/25TG ou B-Lg bromelina/25TG n&o foram observadas diferencas
significativas quanto a resposta de IgE anti-B-Lg quando comparadas aos seus
respectivos hidrolisados. No entanto, quando a polimerizacéo foi realizada com 10
U TG g' houve diferenca da resposta de IgE anti-B-Lg, aumentada em
comparacao aos respectivos hidrolisados (P < 0,05).

Os resultados da analise de IgE anti- B-Lg frente aos polimerizados B-Lg
TT TG e B-Lg Cys TG e aos polimeros hidrolisados com a alcalase, bromelina ou
neutrase, estao apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Resposta de IgE anti- B-Lg (ug mL™) frente aos polimeros B-Lg TT TG e B-Lg
Cys TG e polimerizados hidrolisados com alcalase, bromelina ou neutrase.

IgE (ug mL")
Amostras /alcalase /bromelina /neutrase
B-Lg nativa 216,20 + 27,58* nd nd nd

B-Lg TTTG 65,07 +4,52%* 2233+281%° 19,65 +2,45 % 4581 +6,25%3®

B-Lg Cys TG 76,46 +7,53%"  23.86+3,9428 2526 +1,88°% 36,68 +9,12P48

Letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas diferentes na mesma linha
indicam diferencga estatistica (P<0,05 - Kruskall-Wallis). * Mann-Whitney como pés-teste (P<0,05).
Os valores sao médias de 6 determinagdes/amostra. nd: nao determinado.

A resposta de IgE frente a B-Lg nativa, 216,20 + 27.58 ug mL"', foi
significativamente superior que a observada frente as amostras 3-Lg TT TG e B-Lg
Cys TG ou frente aos polimerizados hidrolisados com alcalase, bromelina ou
neutrase (P<0,05) (Tabela 14). Os polimerizados B-Lg TT TG e B-Lg Cys TG
submetidos a hidrélise com alcalase ou bromelina apresentaram reducao
significativa da resposta de ligacdo com IgE comparados aos respectivos
polimeros nao hidrolisados (P <0,05).

6.5.2. Analise de IgE por Imunoblote

As amostras também foram avaliadas por Imunoblote (Figura 17) quanto a
resposta de IgE anti- B-Lg. Dentre os polimerizados pés-hidrélise, foram
selecionados os tratados com 10 U TG g™', pois apresentaram diferenca estatistica
(por teste ELISA) em relacao aos materiais somente hidrolisados (Tabela 14).

Assim como observado por ELISA, as amostras estudadas ndo reagiram
frente aos soros dos grupos controles, sensibilizados com solugdo alumen ou

salina (dados n&do mostrados).
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Figura 17. Reatividade de IgE especifica de pool dos soros dos animais sensibilizados
com B-Lg nativa frente as amostras hidrolisadas com alcalase, neutrase ou bromelina pré
e poés polimerizagdo com TG. A - (1) B-Lg; (2) B-Lg/alcalase; (3) B-Lg alcalase/ 10TG; (4)
B-Lg TT TG/alcalase; (5) B-Lg Cys TG/alcalase, (6) B-Lg TT TG; (7) B-Lg Cys TG. B - (1)
B-Lg; (2) B-Lg/neutrase; (3) B-Lg neutrase/10TG; (4) B-Lg TT TG/neutrase; (5) B-Lg Cys
TG/neutrase; (6) B-Lg/bromelina; (7) B-Lg bromelina/10TG; (8) B-Lg TT TG/bromelina; (9)
B-Lg Cys TG/bromelina.

Para a B-Lg hidrolisada com alcalase (Figura 17-A, coluna 2) nao foi
observada reacao antigeno-anticorpo na membrana, confirmando os resultados
obtidos por ELISA. O hidrolisado com bromelina também nao apresentou reacéo
para IgE anti-B-Lg ao longo de toda a extensdo da membrana (Figura 17-B, coluna
6). Essa amostra, assim como o hidrolisado com neutrase, apresentaram
peptideos de MM alta (> 18.3 kDa) e outros com MM < 6,5 kDa (Figura 9, colunas
6 e 9, pagina 64) que também nao foram reconhecidos como antigenos.
Quantitativamente, a analise por ELISA também mostrou que a B-Lg hidrolisada
com bromelina apresentou baixa antigenicidade. Isso sugere que essas enzimas,
mesmo nao clivando extensivamente a proteina, modificaram algumas regides
correpondentes aos epitopos. Embora alguns estudos indiguem que peptideos
com MM < 5 kDa sejam menos antigénicos (VAN BERESTEIJN et al., 1994;
SVENNING et al, 2000), outros fatores estdo envolvidos na resposta como

estrutura molecular, seqiéncia aminoacidica e rearranjo molecular decorrente de
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algum processo de modificagdo da molécula (CHICON et al., 2008a; CHICON et
al., 2008b). Penas et al. (2006) observaram baixa antigenicidade para proteinas da
soja submetidas a tratamento combinado de alta pressao e hidrolise com neutrase
ou alcalase, apesar da presenca de peptideos com ampla e alta MM, 14 a 66 kDa.

Para o hidrolisado com neutrase, foi verificado por Imunoblote que a banda
na posic¢ao referente ao monémero da B-Lg foi marcada na membrana (Figura 17-
B, coluna 2). Os valores de ELISA para esta amostra mostraram que a resposta
antigéncia foi quantitativamente superior & do hidrolisado com alcalase. Estes
resultados sugerem que a antigenicidade nesta amostra se deve, principalmente,
a fragado intacta remanescente da B-Lg. Svenning et al. (2000) observaram que
quanto maior a quantidade de B-Lg residual presente no soro de leite hidrolisado
com Corolase PP, maior a resposta antigénica do produto.

Os hidrolisados com alcalase ou bromelina submetidos a polimerizacao
com a TG (Figuras 17-A, coluna 3; Figura 17-B, coluna 7) ndo apresentaram
diferencas em relacdo as amostras somente hidrolisadas quanto a reatividade
frente a IgE anti-B-Lg, ou seja, sem reacdo antigeno-anticorpo na membrana. No
entanto, a analise por ELISA mostrou diferencas entre as amostras quanto a
resposta antigénica.

A amostra hidrolisada com neutrase e polimerizada com TG (Figura 17-B,
coluna 3) teve a intensidade de reacdo antigeno anticorpo diminuida na fracéo
correspondente a B-Lg quando comparada a amostra somente hidrolisada (Figura
17-B, coluna 2). Neste caso, a polimerizacdo pds hidrélise parece resultar em
menor concentragao residual de B-Lg (18,3 kDa) e os produtos oriundos da reagcéao

nao foram reconhecidos como antigenos.

Wréblewska et al. (2008) verificaram que enquanto a hidrdlise do isolado
protéico do soro de leite resultou em reducdo parcial da imunoreatividade das
proteinas desta fracdo, apos o tratamento dos hidrolisados com a TG a reducgao
da imunoreatividade foi maior, avaliada quanto a resposta de IgE-antia-La e anti -
Lg. No entanto, para caseinato de sédio, O’Sullivan & FitzGerald (2012)

89



Resultados e Discussao

verificaram que nao houve diferenca quanto a antigenicidade dos materiais

somente hidrolisados e dos hidrolisados tratados com a TG.

As amostras polimerizadas pés tratamento térmico ou na presenca de Cys
(Figura 17-A, colunas 6 e 7) apresentaram reatividade para IgE na regido de MM >
26 kDa, onde se observa marcacdo de banda. E importante ressaltar que a
resposta de IgE anti-B-Lg determinada pelo teste ELISA para ambas as amostras
foi significativamente menor que para a B-Lg nativa, o que sugere que as fragdes
marcadas na membrana, que reagiram frente a IgE, podem apresentar alguns
sitios de ligagbes inespecificas. Em trabalhos anteriores foi verificado que a
polimerizacdo da [B-Lg na presenca de agente redutor Cys reduziu a
antigenicidade da proteina (VILLAS-BOAS et al., 2010), porém quando a B-Lg foi
tratada termicamente e polimerizada com TG (25 U g'1) houve aumento da
resposta antigénica, associada a mudancas estruturais e exposicao de epitopos
na proteina (VILLAS-BOAS et al., 2010). Babiker et al. (1998) verificaram que a
modificacao das proteinas de soja pela reacdo com TG resultou no mascaramento
de determinantes antigénicos e reducdo da antigenicidade da amostra.
Resultados similares foram observados por Watanabe et al. (1994) para as
fracdes protéicas sollveis e insoluveis do trigo tratadas com a TG. Para proteinas
do amendoim tratadas termicamente e polimerizadas com TG, nao foi verificado
reducéo da antigenicidade (CLARE et al., 2007).

A B-Lg polimerizada e hidrolisada com alcalase ndo apresentou reacao
frente a IgE anti-B-Lg (Figura 17-A, colunas 4 e 5), indicando que esta protease
clivou as sequéncias correspondentes aos epitopos presentes na proteina
polimerizada. Os polimerizados hidrolisados com neutrase (Figura 17-B, colunas 4
e 5) apresentaram reatividade a IgE anti-B-Lg principalmente nas fracées com MM
> 26 kDa. No entanto, a marcacao foi menos intensa para a BLg TT TG/neutrase
do que para a B-Lg Cys TG. Como os polimeros hidrolisados com a neutrase
apresentarem perfis eletroforéticos semelhantes (Figura 12-B, colunas 4 e 5,
pagina 72) e MM préximas, identificadas por MS (Tabela 11, pagina 78),
possivelmente foram clivados de maneira distinta por essa enzima, o que leva a

maior ou menor exposicao de epitopos capazes de se ligar a IgE.
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O polimerizado B-Lg Cys TG hidrolisado com bromelina (Figura 17-B,
coluna 9) nao reagiu frente a IgE anti-B-Lg, nem mesmo as fracbes de maior MM,
mostradas na regiao superior do gel na eletroforese (Figura 12-C, coluna 5, pagina
72), cuja massa intacta avaliada por EM foi ~ 52,9 kDa (Tabela 11, pagina 78).
Para a B-Lg TT TG hidrolisada com bromelina (Figura 17-B, coluna 8), a leve
marcacao na membrana decorrente da reacao antigeno-anticorpo pode ser em
parte decorrente de ligagdes inespecificas, ja que por teste ELISA a resposta de
IgE frete a esta amostra apresentou-se significativamente reduzida (Tabela 14,
pagina 87).

6.6 Simulacao da digestao gastrointestinal

A digestao in vitro foi realizada para as amostras 3-Lg, B-Lg TT TG e B-Lg
Cys TG e também foram avaliados os hidrolisados com alcalase ou com
bromelina, e os polimerizados pré ou pds hidrolise com estas enzimas. A alcalase
e bromelina, por apresentarem diferentes especificidades, quando associadas a
TG originaram produtos com caracteristicas bastante distintas e, principalmente,
com menor concentragdo de B-Lg na forma intacta. Além disso, essas amostras
apresentaram atividade antigénica reduzida quando comparadas aos hidrolisados

e polimerizados pré ou p6s-hidrélise com neutrase.

As proteinas de soro de leite apresentam alta digestibilidade (WAITZBERG,
2000), exceto a B-Lg, que é resistente a pepsina e parcialmente resistente as
enzimas pancreaticas (KIM et al., 2007). O perfil por CLAE-FR dos digeridos
gastricos e gastrointestinais das amostras B-Lg nativa e B-Lg polimerizada pés
tratamento térmico ou na presencga de Cys, estao apresentados da Figura 18.

O pico referente a B-Lg nativa, no controle pré-digestdo, eluiu em
aproximadamente 63 min (Figura 18-A). Os controles pré-digestdo das amostras
polimerizadas B-Lg TT TG e B-Lg Cys TG apresentaram baixa solubilidade nos
condigbes de analise cromatografica, sem identificacdo de picos nas escalas

utilizadas nos cromatogramas.
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Figura 18. Cromatograma de CLAE-FR com deteccao a 220 nm dos digeridos gastricos e
duodenais da (A) B-Lg nativa; (B) B-Lg TT TG; (C) B-Lg Cys TG. Regiao de hidrofilicidade
alta: 0 — 40 min; Regido de hidrofilicidade média: 40 — 50 min; Regiao de hidrofilicidade
baixa: ap6s 50 minutos.
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Apoés digestao gastrica, a B-Lg apresentou pico no mesmo tempo de eluicdo
que o controle nao digerido, indicando a presenca de proteina intacta, resistente a
acao da pepsina. Os sitios de clivagem para a pepsina, correspondentes as
cadeias laterais de aminoacidos hidrofobicos ou aromaticos, formam um nudcleo de
dificil acesso no interior da estrutura da B-Lg (DALGALARRONDO et al., 1995),
tornando-a altamente resistente a digestdo gastrica em pH baixo (GUO et al.,
1995; DALGALARRONDO et al.,, 1995). Em concordancia com estudos
anteriores, apo0s digestdo gastrointestinal, a B-Lg foi quase que totalmente
hidrolisada (PICARIELLO et al., 2010; CHICON et al., 2008b).

A digestao in vitro com pepsina aumentou a solubilidade dos polimerizados
B-Lg TT TG e B-Lg Cys TG (Figura 18 - B e C). A distribuicdo dos picos nos
cromatogramas indicou a presenca predominante de peptideos de hidrofilicidade
média, eluidos entre 35 - 45 minutos. Além disso, ndo foi detectado pico referente
a B-Lg intacta. Apds digestao gastrointestinal, os polimerizados apresentaram
aumento no numero e intensidade dos picos que eluiram em até 40 minutos, de
maior hidrofilicidade, indicando susceptibilidade destas amostras a digestao
gastrointestinal e formagao de peptideos menores e/ou mais hidrofilicos.

Os perfis por CLAE-FR dos controles pré digestdao e dos digeridos gastricos
e duodenais das amostras 3-Lg hidrolisada com alcalase e B-Lg polimerizada pré

ou pos hidrolise com esta enzima, estdo apresentados na Figura 19.

O digerido gastrico da B-Lg hidrolisada com alcalase (Figura 19-A), nao
apresentou diferencas em relacdo ao controle pré digestao, quanto ao perfil dos
peptideos, sugerindo que a pepsina pouco degradou os peptideos ja pré-formados
na hidrélise. Resultados semelhantes foram observados para a B-Lg TT
TG/alcalase (Figura 19-B), ndo sendo observadas diferengas importantes quanto
ao perfil do controle pré digestao e do digerido gastrico.

Comparada a amostra B-Lg TT TG/alcalase, a amostra B-Lg Cys
TG/alcalase (Figura 19-C) mostrou maior susceptibilidade a acdo da pepsina,
evidenciada principalmente pela reducdo do pico de alta intensidade eluido em

aproximadamente 53 min.
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Para a amostra B-Lg alcalase/10TG (Figura 19-D), ap6s digestao gastrica
houve diminuicdo na intensidade dos picos detectados em aproximadamente 50
minutos e o concominante aumento da intensidade de picos na regido de
hidrofilicidade média, indicando agédo da pepsina que liberou peptideos menores
e/ou mais hidrofilicos. Apés digestao gastrointestinal, tanto a proteina somente
hidrolisada como os polimerizados pré ou pdés hidrélise com alcalase,
apresentaram aumento na intensidade dos picos na regido mais hidrofilica (30
minutos de euluicdo), indicativo de digestao enzimatica e formacgéo de peptideos

menores.
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Os perfis cromatograficos dos controles pré-digestao e dos digeridos
gastricos e gastrointestinais das amostras 3-Lg/bromelina e B-Lg polimerizada pré
ou poés hidrolise com esta enzima, estdo apresentados na Figura 20. Como
caracteristica comum a estas amostras, foi detectado, embora com baixa

intensidade, o pico correspondente a B-Lg na forma intacta (eluida aos 63 min).

A B-Lg hidrolisada com bromelina (Figura 20-A) apresentou picos eluidos
entre 30 — 65 min, indicando a formagdo de peptideos com caracteristicas
distintas. Pico de maior intensidade foi detectado em aproximadamente 37 min de
eluicdo, que teve sua intensidade diminuida apds digestdo gastrica. A digestao
com pepsina também levou ao aumento do ndmero e intensidade de picos que
eluiram até 40 minutos, indicando a presenca de peptideos de hidrofilicidade alta.
ApoOs digestdo gastrointestinal, houve um aumentou no numero de picos
correspondentes aos peptideos altamente hidrofilicos, aluidos em até 32 minutos.

O controle pré-digestdao da amostra B-Lg TT TG/bromelina (Figura 20-B),
apresentou picos eluidos entre 30 — 70 min, com pico de alta intensidade eluido
aos 50 minutos. Apds digestdo gastrica e principalmente apds a gastrointestinal,
houve reducdo da intensidade deste pico, além do aumento da intensidade dos
picos eluidos na regido mais hidrofilica, indicativo de protedlise.
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A B-Lg Cys TG/bromelina (Figura 20-C) apresentou perfil cromatografico
distinto do obtido para a B-Lg TT TG/bromelina (Figura 20-B). No perfil
cromatografico da B-Lg CysTG/bromelina os picos se concentraram na regido
entre 30-50 minutos, indicando produtos mais hidrofilicos que os obtidos com o
tratamento B-Lg TT TG/ bromelina. Apo6s digestdo gastrica e principalmente,
gastrointestinal, houve aumento no nimero e intensidade de picos na regidao mais
hidrofilica, 30-40 minutos, indicando susceptibilidade da amostra B-Lg
CysTG/bromelina a agdo das enzimas digestivas.

A amostra 3-Lg bromelina/10TG (Figura 20-D) apresentou picos distribuidos
entre 30 — 70 min. Apds digestao gastrica, houve aumento no niumero de picos
eluidos na regido de média e alta hidrofilicidade e apds digestdo gastrointestinal,
houve o0 aumento no numero de picos eluidos até 30 minutos, altamente

hidrofilicos.

Conforme descrito anteriormente, a B-Lg nativa é resistente a digestao
gastrica. A hidrélise, ao quebrar ligagdes especificas na proteina, e a
polimerizacdo, ao induzir rearranjo estrutural na molécula, aumentaram a
exposicao dos sitios de clivagem da proteina para a acao das enzimas digestivas,

conforme mostrado nas analises anteriores de caracterizacgao.

Apesar do crescente uso da TG, existem poucos estudos sobre a
qualidade nutricional de proteinas polimerizadas. A digestibilidade é a medida da
porcentagem das proteinas que sao hidrolisadas pelas enzimas digestivas e
absorvidas pelo organismo na forma de aminoacidos ou de qualquer outro
composto nitrogenado, sendo considerado um determinante na avaliagdo da
qualidade nutricional de uma mistura protéica (PIRES et al., 2006) . Estudos
realizados com caseina e caseinato de sddio mostraram que a polimerizagdo nao
afetou a digestibilidade destas proteinas (SEGURO et al., 1996; ROOS et al.,
2003). Tang, Li & Yang (2006) avaliaram o efeito da TG na digestibilidade in vitro
do isolado protéico de soja (IPS) utilizando pepsina e tripsina e verificaram
diminuicdo da digestibilidade das proteinas ap6s polimerizagdo. Marinello et al.

(2007) observaram que a faseolina, principal proteina de estocagem do feijao, foi
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parcialmente resistente a digestdo com pepsina e tripsina ap6s ser tratada com
TG. No entanto, em concordancia com o presente estudo, Tang et al. (2008)
observaram aumento da digestibilidade da vicilina, proteina também extraida do
feijao, apds polimerizagdo com a TG. Para a B-Lg, estudo recente (VILLAS-BOAS
et al, 2012) verificou o aumento da digestibilidade utilizando a pepsina e
pancreatina da proteina polimerizada com TG (10 ou 25 U g'') na presenca de Cys
(0,1 e 0,2 mol L), sugerindo que os tratamentos atuaram no desdobramento e
rearranjo estrutural da proteina, expondo sitios especificos para a agdo das

enzimas digestivas.

6.7 Analise dos peptideos e identificacao de epitopos nos digeridos
gastricos e gastrointestinais

A digestao in vitro, além de ser utilizado para avaliar a qualidade
nutricional de proteinas alimentares € um método de avaliacdo do potencial
alergénico que uma determinada proteina pode apresentar (CLEMENTE, 2000).
Embora os mecanismos pelos quais os individuos sejam sensibilizados por
produtos alergénicos sdo estejam totalmente esclarecidos, sabe-se que a maioria
destes mecanismos ocorre no trato gastrointestinal, quando determinantes
antigénicos e/ou a proteina na forma intacta, estaveis a digestao, sdo absorvidos e
entdo distribuidos no organismo, causando reacao alérgica (ASTWOOQOD et al.,
1996; MILLS et al., 2003; BANNON, 2004; SCHNELL & HERMAN, 2009).

A Figura 21 ilustra a analise in silico do grau de antigenicidade dos
peptideos liberados apds simulagéo da hidrolise da B-Lg com quimotripsina (CLC-
bio software).
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Figura 21. Analise in silico referente ao grau de antigenicidade dos peptideos liberados
apébs hidrélise da B-Lg (CLC-bio software).

Diferentes trabalhos analisaram por testes in vivo e in vitro os principais
epitopos lineares encontrados na B-Lg. De acordo com Adams et al. (1991), o
principal epitopo corresponde ao peptideo Argias-Alaizs. Ball et al. (1994)
apontaram a sequéncia peptidica Thrg7-Gluigs como sendo o principal fragmento
de unidao com a IgE. Os fragmentos Vals1-Lysgo, Tyri102-Argi24, Leuqao-1le62 € Leugs-
Pro11s, foram posteriormente classificados como epitopos da B-Lg por Heinzmann
et al. (1999). As sequéncias Leugs-Leuips € Aspes-Pheios que fazem parte do
peptideo Leugs-Proiis e Thrg7-Gluios, também foram caracterizados como
determinantes antigénicos (BALL et al., 1994; HEINZMANN et al., 1999; CHICON
et al., 2008b). No estudo conduzido por Sélo et al. (1999) foram confirmados os
resultados observados por Heinzmann et al. (1999) para os fragmentos Vals1-Lysgo
e Lysiao-lletsp, além da identificacdo de outros epitopos Leui-Lyss, Alaszs-Argao,
lleag-Valsr € Tyrso-Leuss, sendo que todas as sequéncias avaliadas reagiram, no
minimo, com 72% dos soros dos pacientes alérgicos. Jarvinen et al. (2001)
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encontraram sete epitopos na B-Lg, apresentados em ordem crescente de

reatividade frente a IgE: Leu1-AIa16, Leu31-Pro48, AIa67-IIe78, Ly347-Ly56o, LyS141-

Asnisp,

Glu127-Pro144 € Lysys-Alasgs.

Na Figura 22 esta exemplificado a detecdo do ion molecular com m/z

1618,7

(Figura 22-A) e o seu espectro de MS/MS (Figura 22-B), detectado no

digerido gastrico da B-Lg nativa. Com estes dados obteve-se a sequéncia Tyrs—

Gluss, também verificada em outras amostras, conforme os dados que serdo

apresentados abaixo.

+MS, 31.6-31.7min #477-#480

Intens. {55.
x10 1+
1326.6
(A) ion precursor [M+H]*, m/z 1618,7
B 1"
15 1618.7
1.0 4
1+
1735.7
0.5 -
1+
753.4 15]8‘7 l 2140.9
00 e IR OO vt | DR PR " Lo, I o
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 miz
+MS2(1618.7), 31.7-31.8min #479-#481
Intens.
55. 1+ b12
1359.7
1500 - (B)
1000 1+
16Q1.7
b13
500 - 14716
15T,5
0 - l. | Il ‘ | 1S ’ \ I: | .
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 miz

Figura

fons da série b

12 13

YVEquﬂﬁﬂﬁeDLE

ions da série y

22. Espectro de MS (A) e MS/MS (B) correspondente ao peptideo Tyrso—Leusy

identificado apo6s digestao péptica da B-Lg nativa.
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As Tabelas 15 a 25 trazem as informagdes referentes a massa
experimental, massa teérica e os peptideos obtidos apds digestdo gastrica das
amostras B-Lg, B-Lg TT TG, B-Lg Cys TG, hidrolisados com alcalase ou bromelina,
e polimerizados pré ou poés hidrélise com estas enzimas. A Figura 23 ilustra a
sequéncia primaria da B-Lg proveniente do software utilizado para identificacao
dos peptideos apo6s digestdo. As sequéncias identificadas pelo software foram

validadas manualmente nos espectros de massas correspondentes.

18 28 38 48 58 68
LIUTG THMKGL DIQKU AGIWY SLAMA ASDIS LLDAQ SAPLR VUYUEE LKPTP EGDLE ILLOK

78 e %8 1688 118 128
WENDE CAQKK IIAEK TKIPA VUFKID ALNEN KULUL DITDYK KYLLF CMENS AEPEQ SLUCQ

138 148 158 168
CLURT PEUDD EALEK FDKAL KALPM HIRLS FNPTQ LEEQC HI

Figura 23. Sequéncia primaria da B-Lg variante A. A substituicdo do aminoacido Asp por
Gly (posicao 54) e Val por Ala (posigao 118) caracteriza a 3-Lg variante B. (Fonte Biotools
software, versao 3.2, Bruker Daltonik).

Os peptideos destacados em cinza nas tabelas correspondem ou contém
epitopos em suas sequéncias. Dependendo do tipo de tratamento utilizado para
modificacao da B-Lg, diferentes peptideos foram liberados apds digestdo gastrica,
corroborando com os resultados anteriores de caracterizagdo dos digeridos por
CLAE-FR (Figuras 18-20).

Os digeridos gastricos da B-Lg (Tabela 15) apresentaram peptideos
contendo 6 aminoacidos e outros contendo até 33 aminodacidos, correspondente a
MM de aproximadamente 3,5 kDa. Foram identificados os fragmentos Leui-Asp11,
que contém o epitopo Leuy-Glys; além dos epitopos Leugs-Leuips € Aspgs-Pheqps,
lleog-Valgs e Tyrso—Leuss. Os peptideos Pheqog-Aspisz, Leusg-LySes, Trpsi-Valgo,
Glui12-Projss também sdo provaveis sitios antigénicos ja que contém,
respectivamente, os epitopos Proios-Gluiss, Valsi-Glngg, Alag-Glnzg, Glui27-Proqaa,
identificados respectivamente por Ball et al. (1994), Sélo et al. (1999) e Jarvinen et
al. (2001).
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Tabela 15. LC-ESI-MS" — Peptideos gerados a partir da digestdo péptica da B-Lg.

Massa experimental

Massa teorica

Tempo de

[M=H]" [M+H]" retengao (min) Posigao Sequéncia peptidica
684,47 684.45 35,26 90 -95 NEWLWVL

769.43 769.45 29,61 /-4 QSAPLRV

801.39 801.42 27,16 83 -89 KIDALNE

805.40 805,40 34.26 150 - 156 SFNPTQL

876.47 878.52 37.10 143 - 149 LPMHIRL

901.48 901.50 31.19 12-19 [QKVAGTW

902.51 902.56 34.93 75 -82 KTKIPAVF

919.50 919,55 26,23 135 - 142 KFDKALKA

929 44 929.45 24 85 123 -130 VRTPEVDD

931.44 93143 22,81 96 - 102 DTDYKKY

955,54 955,61 30.03 33-4 DAQSAPLRY

968.52 968.52 29,35 46 - 54 LKPTPEGDL

1031,61 1031,60 35,07 74 - 82 EKTKIPAVF

104857 1048.59 26,99 134 - 142 EKFDKALKA

105847 1058.49 25,25 123 - 131 VRTPEVDDE

1068,60 1068.59 3242 J2-4 LDAQSAPLRV

1097,56 1097.56 27,84 46 - 55 LKPTPEGDLE

1104,56 1104.59 30,05 2-1 WTQTMKGLD

120,57 1120.43 2548 107 - 116 MENSAEPEQS

112948 1129.53 25,98 123-132 VRTPEVDDEA

157,57 1157.60 34,82 96 - 104 DTDYKIKYLL

121761 1217.67 34,74 1-11 LIMTQTMKGLD

1270,56 1270.68 36.44 95 - 104 LDTDYKKYLL

1304.,64 130467 40,41 96 - 105 DTDYKKYLLF

132356 1323.69 28,34 48 - 59 PTPEGDLEILLQ

1325,62 1325,67 31,52 43-54 VEELKPTPEGDL

138175 1381.79 39.03 29-41 ISLLDAQSAPLRY

140570 1405.63 313 126 - 137 PEVDDEALEKFD

146779 1467.87 38.36 83-95 KIDALNENKVLVL

1488,67 1488,74 33,08 42-54 YVEELKPTPEGDL

150277 150285 36.68 133-145 LEKFDKALKALPM

1513.68 1513.85 38.02 37 -49 APLRVYVEELKPT

1526,76 1526.83 322 134 - 146 EKFDKALKALPMH

1573,84 1573,81 37T 147 - 159 IRLSFMNPTQLEEQ

161769 1617.78 31.69 42 - 55 YVEELKPTPEGDLE

2620,26 2620.24 37.29 93 - 114 LVLDTDYKKYLLFCMENSAEPE
3684.71 368487 35.68 39-69 LRVYVEELKPTPEGDLEILLQKWENDECAQK
362673 362695 35,58 61-92 WENG ECAQKKIAEKTKIPAVFKIDALNENKY
3684,71 368484 35,68 112 - 144 EPEQSLACQCLVRTPEVDDEALEKFDKALKALP

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;

BLg: BLg na forma nativa.
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Apés digestao gastrica, as amostras B-Lg TT TG e B-Lg Cys TG (Tabelas
16 e 17) apresentaram peptideos contendo 5 aminoacidos e outros com 24 a 29
aminoacidos (MM entre 2,1 a 3,4 kDa aproximadamente). Na B-Lg TT TG foram
identificados os epitopos Leui-Asp11, Leugs-Leu1os, Aspes-Pheos € Tyrso—Leuss, 0s
quais também foram identificados nos digeridos gastricos da B-Lg (Tabela 15). Os
digeridos da B-Lg TT TG também apresentaram os peptideos Serpi-Valsy, Leus-
Leuss e Gluyi4-Serya3, que contém epitopos nas suas sequéncias. Os digeridos
gastricos do polimerizado B-Lg Cys TG (Tabela 16) apresentaram cinco
fragmentos caracterizados como epitopos, sendo que quatro deles também foram
identificados nos digeridos gastricos da p-Lg nativa (Tabela 15) e o peptideo

Gluq14-Seri43, que contém o epitopo Leuio4-Alaiz4 em sua sequéncia.
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Tabela 16. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestdo péptica da amostra B-Lg TT TG.

Massa experimental Massa tedrica Tempo de Posicio Sequéncia peptidica
[M-+H]" [M-+H]" retengao (min)
665,35 665,34 20,72 134 -138 EKFDK
684,41 684.45 35,08 90-95 NKVLVL
769.44 769,45 29,68 35-4 QSAPLRV
801,39 801.42 27.25 83-89 KIDALNE
805,34 805,40 A7 150 - 156 SFNPTQL
619,38 819.45 24,26 2-8 IVTQTME
855,36 85543 26,74 47-54 KPTPEGDL
676.42 876.47 24,60 2-9 INTQTMKG
678,52 878.52 37.08 143-149 LPMHIRL
901.47 901,50 327 12-19 IQKVAGTW
902,52 902,56 34,76 75 -82 KTKIPAVF
929,44 929,45 24,94 123-130 VRTPEVDD
931.41 931.43 23,07 96 - 102 DTDYKKY
968,46 968,52 29.26 46 - 54 LKPTPEGDL
977,55 977.56 25,52 134 - 141 EKFDKALK
1031.57 1031.60 3523 74 -82 EKTKIPAVF
1040.40 1040.49 19,34 20-29 Y SLAMAASDI
105847 1068.49 25,29 123 -1 VRTPEVDDE
1080,61 1090,64 28,27 133 - 144 LEKFDKALK
1087 52 1097.56 27,83 46 - 55 LKPTPEGDLE
109753 1097.56 30,29 47 - 56 KPTPEGDLEI
1104,53 1104.59 30,04 2-11 INTQTMKGLD
112947 1129.53 26,08 123-132 VRTPEVDDEA
114255 1142.63 2817 83-92 KIDALNENKY
157,57 1167.60 34,92 96 - 104 DTDYKKYLL
1161.62 1161.68 29.43 132 - 141 ALEKFDKALK
118760 1187.67 39,96 147 - 156 IRLSFNPTQL
1217 64 121767 34,74 1-11 LIVTQTMKGLD
122655 1226.60 28.67 45-55 ELKPTPEGDLE
123263 1232.71 30,44 132 - 142 ALEKFDKALKA
1242 58 124261 3137 123-133 VRTPEVDDEAL
125568 1265.71 32,57 83-93 KIDALNENKWVL
1260,70 1260,73 34,42 135 - 145 KFDKALKALPM
1290,64 1290,72 31,04 131 - 144 EALEKFDKALK
1304,63 1304.67 40,44 96 - 105 DTDYKKYLLF
131147 1311.68 23.69 144 - 154 PMHIRLSFNPT
132562 132567 31.61 43-54 VEELKPTPEGDL
1328.73 1328.81 3714 71-82 IAEKTKIPAVF
1375,54 1375.65 2817 42-53 YVEELKPTPEGD
1389,68 138977 34,98 134 - 145 EKFDKALKALPM
1456,84 1456,90 36,15 70 - 82 KIAEKTKIPAVF
14458 66 1458,85 5349 73-85 AEKTKIPAVFKID
146780 1467.87 3812 83-95 KIDALNENKVLVL
1488.66 1488.74 33,02 42 -54 YVEELKPTPEGDL
150276 1502.85 36,65 133-145 LEKFDKALKALPM
1816,75 1516,82 41,90 94 - 105 VLDTDYKKYLLF
1526,71 1526,83 32,08 134 - 146 EKFDKALKALPMH
1573,80 1573,89 37,64 132 - 145 ALEKFDKALKALPM
1617 68 1617.78 31,75 42-55 YVEELKPTPEGDLE
170286 1702.93 39.27 131-145 EALEKFDKALKALPM
184384 1843.95 40,21 42 -57 YVEELKPTPEGDLEIL
212789 2128.12 42.99 21-41 SLAMAASDISLLDAQSAPLRV
278294 2782.48 39,12 25-50 AASDISLLDAQSAPLRVYVEELKPTP
332384 3323.75 52,33 1-31 LIVTQTMKGLDIQKVAGTWY SLAMAASDISL
3361,69 3361,69 50,80 114 - 143 EQSLA"CQCLVRTPEVDDEALEKFDKALKAL

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;

As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
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BLg TT TG: BLg tratada termicamente e polimerizada com TG (10 U g").
Tabela 17. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestdo péptica da amostra B-Lg CysTG.

Massa experimental Massa tedrica Tempo de

[M=HT" [M+H]" retengao (min) Posicao Sequéncia peptidica
769,41 769,45 29,59 ;-4 QSAPLRV

801,37 801,42 27117 83 -89 KIDALME

805,36 505,40 34,18 150 - 156 SFMNPTQL

855,40 855,43 26,65 47 - 54 KPTPEGDL

876,30 876,47 21,60 03-10 VTQTMKGL

876,46 876,47 24,57 02-09 IVTQTMKG

878.51 G78.52 37,00 143 - 149 LPMHIRL

901,49 901,50 31,19 12-19 IQKVAGTW

902,53 902,56 34,59 75 -82 KTKIPAVF

929,44 929 45 24,90 123-130 VRTPEVDD

931,40 931,43 22,87 96 - 102 DTDYKKY

955,51 955,51 29,93 33-41 DAQSAPLRV

968,47 968,52 29,23 46 - 54 LKPTPEGDL

973,38 973,44 26,42 109 - 117 NSAEPEQSL
1016.,48 1016,53 32,1 11-19 DIQKVAGTW

104854 104859 26,90 134 -142 EKFDKALKA

105847 1058.,49 2523 123-131 VRTPEVDDE

106041 106048 26,48 58 - 65 LQKWENDE
1068,57 1068,59 32,33 32-4 LDAQSAPLRV
107760 1077.65 35,39 141-149 KALPMHIRL

109752 1097.56 27,92 46 - 55 LKPTPEGDLE
1104,55 1104,59 30,01 0iz-1 IVTQTMKGLD
112949 112953 25,98 123-132 VRTPEVDDEA

1157 58 115760 34,66 96 - 104 DTDYKKYLL

1171,52 171,57 27,40 122 -131 LVRTPEWDDE
1190,68 1180,73 37.83 140 - 149 LKALPMHIRL
1226,56 1226,60 28,56 45-55 ELKPTPEGDLE
123160 1231,66 33.32 34-44 AQSAPLRVYVE
123267 1232711 30,56 132 - 142 ALEKFDKALKA
1233.43 1233,52 27,90 107 - 117 MENSAEPEQSL
1242 57 124261 31,25 123-133 VRTPEVDDEAL
127065 127068 36,42 95 - 104 LDTDYKKYLL
128955 128961 23,55 5T -67 LLQKWENG®*ECA
1304,63 130467 40,46 96 - 105 DTDYKKYLLF
132474 1324,73 38,45 146 - 156 HIRLSFNPTQL
1325,62 132567 31,67 43-54 VEELKPTPEGDL
134166 134171 44,33 85 - 96 DALNENKVLVLD
1369,62 1369.75 3247 93 -103 LVLDTDYKKYL
137558 137565 28,15 42-453 YVEELKPTPEGD
1381.75 1381.79 38,87 29-41 ISLLDAQSAPLRV
138972 1389,77 34,90 134 - 145 EKFDKALKALPM
145543 145577 27,65 145 - 156 MHIRLSFNPTQL

1454 58 1454,71 3017 43-55 VEELKPTPEGDLE
146779 146787 38,45 83-95 KIDALNENKVLWVL
1454 58 1454,71 3017 43 - 55 VEELKPTPEGDLE
148865 148874 33,03 42 -54 YVEELKPTPEGDL
150278 1502,85 36,69 133-145 LEKFDKALKALPM
1573,82 1573,89 37,66 132 -145 ALEKFDKALKALPM
161768 161778 31,63 42 -55 YVEELKPTPEGDLE
1639,83 1639.91 33,82 133 - 146 LEKFDKALKALPMH
170287 1702,93 39,20 131-145 EALEKFDKALKALPM
1710,88 1710,95 35,16 132 - 146 ALEKFDKALKALPMH
1909,02 190910 38,00 134 - 149 EKFDKALKALPMHIRL
2093.04 2093,22 40,19 132 -149 ALEKFDKALKALPMHIRL
301047 3010,55 47,40 01-28 LIVTATMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASD
347472 347470 53.30 112 - 142 EPEQSLACQCLVRTPEVDDEALEKFDKALKA

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
BLg Cys TG: BLg polimerizada com TG (10 U g) na presenca de agente redutor Cys (0,1 mol L™).
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Os peptideos provenientes da digestdo gastrica da amostra (3-Lg/ alcalase
(Tabela 18) e das amostras polimerizadas pds ou pré hidrélise com esta enzima
(Tabelas 19 - 21), apresentaram-se menores (média de 2 a 10 aminoacidos) que
os obtidos apds digestao gastrica da proteina nativa ou das amostras B-Lg TT TG
e B-Lg Cys TG. Quanto a presenga de epitopos, para a amostra B-Lg/alcalase
(Tabela 18), apenas o epitopo llexs-Valsy, inserido na sequéncia Sera7-Tyrgo, foi

identificado.
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Tabela 18. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestéo péptica da B-Lg / alcalase.

Massa experimental Massa tedrica Tempo de Posicio Sequéncia peptidica
[M-+H]" [M-=+H]" retengao (min)
42406 424 26 17.26 146 - 148 HIR
436,09 436,24 21,95 40-42 RVY
45917 45927 19,66 72-75 |AEK
558,18 558,32 28,55 141 - 145 KALPM
5h8.27 558,34 29,56 83-87 KIDAL
573,33 573,35 18,11 137 - 141 DKALK
640,23 640,27 1777 86 - 100 DTDYK
645,24 645,30 19,92 185 - 159 QLEEQ
656,34 656,42 23,22 75 -80 KTKIPA
672,37 672,38 23,48 11-16 DIQKVA
715,33 715,39 26,09 88 - 93 MNEMKVL
902,56 902 .56 34,83 75-82 KTKIPAVF
929.40 929,45 24,81 123 - 130 VRTPEVDD
931,33 931.43 22 86 96 - 102 DTDYKKY
959 42 959 42 22 69 124 - 131 RTPEVDDE
968,52 968,52 29.31 46 - 54 LKPTPEGDL
1031.61 1031,60 35,25 74-82 EKTKIPAVF
1042,51 104253 2710 122 - 130 LVRTPEVDD
1058.49 1058,49 26,23 123 - 131 VRTPEVDDE
1097.52 109756 30,17 45 -54 ELKPTPEGDL
1097.54 1097 56 27,88 45-54 ELKPTPEGDL
110244 1102,48 26,66 108 - 117 ENSAEPEQSL
1171.56 171,57 27,32 122 - 131 LVRTPEVDDE
1212.53 121259 250 43-53 VEELKPTPEGD
1226.55 1226,60 28,74 45 - 55 ELKPTPEGDLE
132564 132567 31,59 43-54 VEELKPTPEGDL
1343.57 134382 2255 72-83 IAEKTKIPAVFK
1346.68 1346,68 4212 33-44 DAQSAPLRVYVE
1454 65 145471 30,24 43 -55 VEELKPTPEGDLE
147273 147288 45,88 66 -78 CAQKKIAEKTKI
1614,61 1514,76 30,50 53-64 DLEILLQKWEND *
1622 55 152284 20,85 141 - 1563 KALPMHIRLSFNP
1646.22 1545,86 86.15 64 -77 GPECAQKKIAEKTK
1665,18 1564,83 83,02 08 -21 KGLDIQKVAGTWYS
167276 1572,85 41,87 31-44 LLDAQSAPLRVYVE
1689.62 1589,81 31.09 63-76 MND*ECAQKKIAEKT
1689,62 1589,85 31,09 04 -18 TATMKGLDIQKVAGT
1643.61 1643,93 18.45 28 -43 ISLLDAQSAPLRVYV
1756.63 1757,01 2405 73-88 AEKTKIPAVFKIDALM
1800,71 1800,84 33,66 100 - 114 KKYLLFCMENSAEPE

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqliéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;

BLg/alcalase: BLg hidrolisada com alcalase (25U g™).
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Os digeridos gastricos das amostras polimerizadas pré hidrolise com
alcalase apresentaram apenas um peptideo que contém epitopo em sua

sequéncia (llexe-Valss € Glui27-Pro44), destacados nas Tabelas 19 e 20.

Tabela 19. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestédo péptica da amostra B-Lg TT TG/
alcalase.

Massa experimental Massa tedrica TemPo de_ Posigio Sequéncia peptidica
[M-+H]" [M-+H]" retengao (min)
373.90 374,22 16,03 83-85 KID
424,05 424,26 16,82 146 - 148 HIR
436,04 436,24 21,66 40-42 RVY
44512 445 25 211 137 - 140 DKAL
548,25 548.30 27,70 06-10 TMKGL
558.23 558,32 28,42 141 - 145 KALPM
573.29 573.35 17.82 137 - 141 DKALK
624,35 624,37 25 57 146 - 150 HIRLS
672,40 672,38 23.38 11-16 DIQKVA
673,39 673,42 36,26 T7-82 KIPAVF
715,33 715,42 250 12-18  1QKVAGT
715,33 715,39 25 M 88-93 MNENKVL
855,41 855,43 26,48 47-54 KPTPEGDL
860,30 860,35 17.27 109 - 116 NSAEPEQS
901,50 901.50 31,16 12-19  IQKVAGTW
901.50 901.51 31.16 91-98 KVLVLDTD
902,55 902,56 34,75 75-82 KTKIPAVF
929.40 929,45 247 123 -130 VRTPEWVDD
931.40 931.43 22,68 96 - 102 DTDYKKY
968,51 968,52 29.36 46-54 LKPTPEGDL
973,34 973.44 26,42 109 - 117 NSAEPEQSL
1031,58 1031.60 35,19 74-82 EKTKIPAVF
1040,52 1040,54 26,14 43-51 VEELKPTPE
104252 1042 53 21.m 122 -130 LVRTPEWVDD
104450 104451 30,60 96 -103 DTDYKKYL
1058.48 1058.49 2515 123 -131 VRTPEVDDE
109753 1097 .56 3013 45-54 ELKPTPEGDL
1097 54 1097 .56 27,74 46 -55 LKPTPEGDLE
110455 1104,59 29.97 0211  INTQTMKGLD
1126.40 1126.62 28.16 29-39 ISLLDAQSAPL
117153 171,57 2741 122 -131 LVRTPEVDDE
171,53 171,57 27,05 122 -131 LVRTPEVDDE
1226,59 1226,60 28 58 45-55 ELKPTPEGDLE
1325.63 132567 31.50 43-54 VEELKPTPEGDL
137161 1371.65 29.60 123 - 134 VRTPEVDDEALE
143252 1432.68 20,70 58-69 LQKWENG"ECAQK
143252 1432.61 20,73 108 - 120 ENSAEPEQSLVCQ
14564 63 145471 30,01 43-55 VEELKPTPEGDLE
1514.61 151476 30,26 63-64 DLEILLQKWEND?
156768 1567.80 2.2 43-56 VEELKPTPEGDLEI
1589.57 1589.81 30,95 63-76 ND*ECAQKKIAEKT
164364 1643,80 30,37 53-65 DLEILLQKWENDE
174667 1746,92 24,38 27 -42 SDISLLDAQSAPLREVY
1800,68 1800.81 33.56 101-115 KYLLFCMENSAEPEQ

n - Valores de massa monoisotdpica calculada a partir da sequéncia de aminoacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqliéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
BLg TT TG alcalase: BLg polimerizada com TG (10 U g”') e hidrolisada com alcalase (25U g™).
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Tabela 20. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestéo péptica da B-Lg Cys TG/ alcalase.

Massa experimental  Massa tedrica Tempo de Posigao Sequéncia peptidica
[M-=+H]" [M+H]" retengéo (min)
309,03 30917 16.41 101-102 KY
374,08 374,22 15,78 83-85 KID
424 04 424 26 16,90 146- 148 HIR
44507 445 25 2097 83-86 KIDA
445 07 445 25 20,97 137 - 140 DKAL
673,26 573,35 17.75 137 - 141 DKALK
607,22 607,33 20,78 135- 139 KFDKA
624,33 624 37 25 59 146 - 150 HIRLS
640,21 640,27 17,58 96 - 100 DTDYK
645,18 645 30 19.61 165 - 158 QLEEQ
67233 672,38 23,40 11-16  DIQKVA
673,38 673,42 36,12 TT-82 KIPAVF
716,34 715,39 25,87 88-93  MNENKVL
774,40 774,46 36,37 T6-82  TKIPAVF
860,25 860,35 17,26 109-116 MNSAEPEQS
802,52 902 56 34 68 T5-82 KTKIPAVF
929 41 929,45 24 67 123-130 VRTPEVDD
931,37 931,43 2273 96 - 102 DTDYKKY
968,49 968,52 23,31 46 -54  LKPTPEGDL
873,39 973,56 26,46 99-105 YKKYLLF
103158 103160 3494 74-82 EKTKIPAVF
104249 104253 26,95 122-130 LVRTPEVDD
1044 47 104451 30.79 96 - 103 DTDYKKYL
105844 1058 .49 2528 123-131 VRTPEVDDE
1058 47 105849 2476 123-131 VRTPEVDDE
1097 .54 1097 56 2778 46-55 LKPTPEGDLE
1097 54 1097 56 3014 45-54  ELKPTPEGDL
1102.41 1102,56 26,61 117-126 LA"CQCLVRTP
1120,38 1120.43 20,10 107-116 MEMNSAEPEQS
1144 65 1144.60 36.63 89-98 ENKVLVLDTD
1161,66 1161.68 321 133-142 LEKFDKALKA
1171.52 1171.57 27.20 122-131 LVRTPEVDDE
1210,56 1210,65 35,04 47 -57  KPTPEGDLEIL
122653 1226.60 28.52 45-55 ELKPTPEGDLE
1231,54 1231.66 3521 32-42 LDAGQSAPLRVY
123340 123352 2764 107 - 117 MEMSAEPEQSL
125966 1259.69 36,90 06-17 TMKGLDIQKVAG
126449 126451 28,07 110-121 SAEPEQSLA"CQC
127452 127476 40,09 133-143 LEKFDKALKAL
132561 132567 31,66 43-54 VEELKPTPEGDL
134473 134474 36,73 31-42 LLDAQSAPLRVY
1371,54 137165 29.62 123-134 VRTPEVDDEALE
145463 1454 71 3012 43-55 VEELKPTPEGDLE
1585,80 1585,80 3B.82 53-65 DLEILLQKWENGPE
1689,59 1589.85 30,96 04-18 TQTMKGLDIQKVAGT
170452 1704,89 2247 129-143 DDEALEKFDKALKAL
266217 265236 43.25 124 - 146 RTPEVDDEALEKFDKALKALPMH

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
BLg Cys TG alcalase: BLg polimerizada com TG (10 U g™') na presenga de Cys e hidrolisada com alcalase (25U g™).
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Nos digeridos gastricos do material polimerizado pés hidrélise com alcalase

(Tabela 21) foi identificado o peptideo llexo-Tyrso, que contém o epitopo llesg-Valas.

Tabela 21. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestdo péptica da B-Lg alcalase/10TG.

Massa experimental Massa teorica Tempo de Posigio Sequéncia peptidica
[M-+H]" [M=+H]" retengao (min)
374,03 374,22 16,01 83-85 KID
436,08 436,24 21,62 40-42  RVY
44504 445 25 21,03 137 -140 DKAL
459 14 45927 19,63 02-05 NTQ
558,12 558,32 28,25 141-145 KALPM
573,33 573,35 17.80 137 - 141 DKALK
607,27 607.33 20,71 135 -139 KFDKA
640,18 64027 17.46 96-100 DTDYK
645,27 645,30 18,70 155 -159 QLEEQ
672,29 672,38 2332 11-16  DIQKVA
673,41 673,42 36,20 T7-82 KIPAVF
715,33 715,39 2587 88 -93  NENKVL
902,54 902,56 34,68 T5-82 KTKIPAVF
929,37 929 45 24 68 123 -130 VRTPEVDD
931,36 931.43 22 56 96 - 102 DTDYKKY
959,35 959,42 2258 124 -131 RTPEVDDE
968,49 968,52 2917 46 - 54  LKPTPEGDL
973,42 873,44 26,38 109 - 117 NSAEPEQSL
1031.55 1031,60 35,02 T4-82 EKTKIPAVF
1040.46 1040,54 26,10 43-51 VEELKPTPE
104249 1042,53 26,96 122 -130 LVRTPEVDD
104249 1042.57 26,96 88 -96 DIQKVA
1044 48 104455 30,60 100 - 107 KKYLLFCM
105847 1058 .49 2510 123 -131 VRTPEVDDE
1087.50 1097 56 27,74 46 - 55 LKPTPEGDLE
1097 .51 1087 56 30,04 45-54 ELKPTPEGDL
1171.52 171,67 27,03 122-131 LVRTPEVDDE
1226.52 1226,60 28,58 45 -85 ELKPTPEGDLE
127463 127476 40,03 133 -143 LEKFDKALKAL
132561 132567 .52 43-54  VEELKPTPEGDL
1346.66 1346,63 4211 33-44 DAQSAPLRVYVE
1454 63 145471 30,02 43-55 VEELKPTPEGDLE
1460.63 1460,70 35,88 56 - 67  ILLQKWENDECA
151461 151476 30,28 53-64 DLEILLQKWEND?
154510 1544 86 86,63 29-42  ISLLDAQSAPLRVY
158957 1589.85 30,93 04-18 TATMKGLDIQKVAGT
1671.80 1671,96 43,76 80 - 94 AVFKIDALNENKNVLY

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqliéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
BLg alcalase/10 TG: BLg hidrolisada com alcalase (25 U g™') e polimerizada com TG (10U g™).
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A B-Lg hidrolisada com bromelina e submetida a digestdo com pepsina
(Tabela 22) apresentou os epitopos Tyrso—Leuss €, Leus-Glyg este Ultimo inserido
na sequéncia Leus-Asp11. Os digeridos gastricos das amostras polimerizadas pré
hidrélise com bromelina (Tabelas 23 e 24) apresentaram em comum o0 epitopo
Tyrso—Leuss, que também foi identificado no digerido gastrico da B-Lg (Tabela 15).
Além desse determinante, a amostra B-Lg TT TG/bromelina (Tabela 23)
apresentou o peptideo AA64-78, que contém o epitopo Alasr-llezs em sua
sequéncia. A amostra p-Lg CysTG/bromelina (Tabela 24) apresentou o epitopo
Leugs-Leuips € 0 fragmento Aspi-lley, que contém o epitopo Leui-Alaig em sua

sequéncia.
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Tabela 22. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestdo péptica da B-Lg/ bromelina.

Massa experimental Massa tedrica Tempo de PosicBo  Sequéncia peptidica
[M+H]" [M-+H]" retencgéo (min)
455 31 45529 20,59 37T-40 APLR
665,30 665,34 20,33 134 -138 EKFDK
672,39 672,38 23,33 11-16  DIQKVA
673,38 673.42 36,19 77-82  KIPAVF
684,42 684,45 35,01 90-95  NKVLVL
801,40 801,42 26,97 §3-89  KIDALNE
848 48 848.51 24,35 135-141  KFDKALK
849,50 849,46 25,70 132-138 ALEKFDK
865 46 866,43 26,55 46-563  LKPTPEGD
878,52 878,52 36,95 143-149  LPMHIRL
901,48 901,50 320 12-18  IQKVAGTW
927 52 927.42 35,52 17-24  GTWYSLAM
927 52 927,54 35,52 68-95  NENKVLVL
929,43 929,45 2477 123-130 VRTPEVDD
931,42 931.43 22,73 96-102 DTDYKKY
968,51 968,52 29,26 46-54  LKPTPEGDL
977,59 977 56 25,27 134 - 141 EKFDKALK
1016.52 1016,53 32,74 11-18  DIQKVAGTW
1030.45 1030,46 2367 124 -132 RTPEVDDEA
104447 104451 26,21 95-102  LDTDYKKY
1048.56 104859 26,72 134 - 142 EKFDKALKA
1058 .47 105849 251 123-131  VRTPEVDDE
1090.66 103064 28.07 133- 141  LEKFDKALK
1097.56 1097 56 30 45-564  ELKPTPEGDL
1097.57 109756 27,82 46-55  LKPTPEGDLE
1129.51 1129563 25,96 123-132 VRTPEVDDEA
1129,63 112961 36,97 10-1%  LDIQKVAGTW
1157.60 115760 34,76 96-104 DTDYKKYLL
1171.56 171,587 2731 122-131 LVRTPEVDDE
121573 121565 35,77 79-89  PAVFKIDALNE
121769 1217 .67 34,60 01-1 LINTQTMKGLD
1226.58 122660 28,58 45-55  ELKPTPEGDLE
1226.58 1226,60 30,34 44 -54  EELKPTPEGDL
123277 1232,71 30,44 132-142  ALEKFDKALKA
1325,66 1325,67 31,48 43-54  VEELKPTPEGDL
1328.83 1328.81 3712 71-82  IAEKTKIPAVF
1355.60 135565 28,94 44 -55  EELKPTPEGDLE
1436.69 1436.67 33,68 127-138 EVDDEALEKFDK
1454 67 1454 71 30,01 43-55  VEELKPTPEGDLE
1456.89 1456,90 35,94 70-82  KIAEKTKIPAVE
1467.83 146767 397 63-95  KIDALMENKVLVL
1488.70 1488,74 32,99 42 -84  YVEELKPTPEGDL
167387 157376 45 51 111-124 AEPEQSLV*CQCLVR
157387 1573.81 4551 147 - 159 IRLSFNPTQLEEQ
1617.75 161778 31,66 42-55  YVEELKPTPEGDLE
1738.71 1738.,99 31,03 137 - 151 DKALKALPMHIRLSF

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;
As sequéncias destacadas em cinza correspondem aos epltopos
BLg / bromelina: BLg hidrolisada com bromelina (25 U g™)
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Tabela 23. LC-ESI-MS"- Peptideos gerados a partir da digestdo péptica da B-Lg TT TG /bromelina.

Me?‘r"r’a Massa tedrica Tempo de e .. .y
experimental n o ., Posicao Sequéncia peptidica

[M=H]" [M-+H] retengao (min)

45517 45529 2077 37 -40 APLR

665,32 665,34 20.69 134 - 138 EKFDK

673.38 673,42 36,24 77 -82 KIPAVE

674,14 674,35 21.74 93-98 LVLDTD

654,40 684 45 3525 90 - 95 MEVLVL

736,35 736,38 22,25 134 - 139 EKFDKA

801.37 801,42 27.23 83 -89 KIDALNE

805,31 805,40 34.24 150 - 156 SFNPTAL

845,46 848,51 24 62 135 - 141 KFDKALK

855,36 855,43 26.74 47 - 54 KPTPEGDL

878,49 878,52 37.00 143 - 149 LPMHIRL

901.45 901.50 31.33 12-19 [QKVAGTW

902,52 302,56 34,81 75 -82 KTKIPAVE

927.29 927,54 35,67 88 -95 MEMNKWLVL

929 41 929 45 24 97 123 -130 VRTPEVDD

931,37 931,43 23,00 96 - 102 DTDYKKY

968,45 968,52 29,33 46 - 54 LKPTPEGDL

977.52 977.51 25.56 42 -49 YVEELKPT

104448 104451 26.47 95 - 102 LDTDYKKY

1048 53 1048,59 27.08 134 - 142 EKFDKALKA

1058 45 105849 2520 123 -131 VRTPEVDDE

1068,56 1065.59 32.38 32-4 LDAQSAPLRY

1090.58 109064 28.24 133 - 141 LEKFDKALK

1097.51 1097.,56 30.27 45 - 54 ELKPTPEGDL

109751 1097 .56 279 46 - 55 LKPTPEGDLE

1104 52 110459 30,02 02-1 NTQTMKGLD

1129.45 112953 25,96 123 -132 VRTPEVDDEA

1143,53 114358 28,01 94 - 102 VLDTDYKKY

1157.57 1157.,60 34.98 96 - 104 DTDYKKYLL

1171.55 171,57 27.48 122 - 131 LVRTPEVDDE

1215.66 121572 35,80 72-82 IAEKTKIPAVE

122652 122660 30,60 44 - 54 EELKPTPEGDL

1226.,54 1226.60 28,77 45 - 55 ELKPTPEGDLE

1232,68 123264 30.66 03-13 VTATMKGLDIQ

123268 1232,71 30,66 132 - 142 ALEKFDEALKA

1242 58 1242 .61 31.16 123 -133 VRTPEVDDEAL

132562 1325 67 31,73 43-54 VEELKPTPEGDL

132873 1328.81 37 A7 71-82 NAEKTKIPAVEF

1328.73 132873 TAT 78 -89 IPAVFKIDALNE

1375.51 1375.,65 28.18 42 -53 YWVEELKPTPEGD

1454 61 145471 30,08 43-55 VEELKFTPEGDLE

1456.83 1456,90 22,25 134 - 139 EKFDKA

1467 81 146787 38.01 83-95 KIDALMNENKNVLWL

1468.,76 1468.82 38.52 92 -103 VLVLDTDYRKYL

1488.63 1488.74 3313 42 - 54 YVEELKPTPEGDL

1510.57 151057 33.07 106 - 119 CMENSAEPEQSLARC

1587.71 1587.80 34,64 41-54 VYVEELKPTRPEGDL

160577 1605,83 37,67 86 - 99 ALNENKVLVLDTDY

1617 66 161778 31,71 42 - 55 YVEELKPTPEGDLE

1716,71 1716,91 33.46 33-47 DAQSAPLRVYVEELK

1716,71 1716.94 33.46 64 - 78 DPECAQKKIAEKTKI

n - Valores de massa monoisotdpica calculada a partir da sequéncia de aminoacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
BLg TT TG/ bromelina: BLg polimerizada com TG (10 U g”) e hidrolisada com bromelina (25U g™).
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Resultados e Discussao

Tabela 24. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestao péptica da amostra B-Lg Cys TG
/bromelina.

Massa experimental Massa tedrica Tempo de Posiciio Sequéncia peptidica
[M+H]" [M-+H]" retengao (min)
384,04 384,25 19,24 38-40 PLR
386,04 386,26 19,65 122-124  LVR
673,33 673,42 36,31 79 -84 PAVFKI
801,37 801,42 27,25 83 -89 KIDALNE
805,33 805,40 34,22 160 - 156 SFNPTQL
830,25 830,38 22,24 124 -130 RTPEVDD
855,36 855,43 26,76 47 - 54 KPTPEGDL
874,31 874,36 23,60 1256-132 TPEVDDEA
876,26 876,41 21,82 63-70 NGPECAQKK
876,40 876,47 24,63 02-09 IVTQTMKG
878.48 878,52 3r.o7 143-149  LPMHIRL
901.49 901,50 31,34 12-19 IQKVAGTW
902,50 902,56 34,90 75 -82 KTKIPAVF
92747 927,54 35,72 88 - 95 NEMKWVLVL
929 38 929,45 2488 123-130 VRTPEWVDD
931,35 931,43 23,01 96-102 DTDYKKY
949 49 949,55 3774 142 - 149 ALPMHIRL
959 35 959,42 22,86 124 -131 RTPEVDDE
963,46 968,52 29,37 46 - 54 LKPTPEGDL
977 53 977,56 2547 134 - 141 EKFDKALK
989,34 989,56 25,05 02-10 IVTQTMKGL
103041 1030,46 23,94 124 - 132 RTPEVDDEA
1068 45 1058,49 2522 123-131 VRTPEWVDDE
1097 .61 1097.56 27,93 46 - 55 LKPTPEGDLE
1097 .54 1097.56 30.23 45 - 54 ELKPTPEGDL
110467 1104.59 30.07 02-1 IVTQTMKGLD
1120.38 1120.43 20,30 107-116 MENSAEPEQS
1129.45 1129,53 25,98 123-132 VRTPEVDDEA
1167 .55 1157.60 34,96 96 - 104  DTDYKKYLL
121256 1212.59 42,73 43-53  VEELKPTPEGD
1217 .58 1217.58 340 113-123 PEQSLV*CQCLV
1217 .58 1217.67 341N 01-1 LIVTQTMKGLD
1226.52 1226,60 28,80 45 - 55 ELKPTPEGDLE
1226.54 1226,60 30,52 44 - 54 EELKPTPEGDL
1242 58 124261 31.36 123-133 VRTPEWVDDEAL
1270.61 1270.68 36.65 95-104  LDTDYKKYLL
1292 63 1292.68 36.58 10 -20 LDIQKVAGTWY
132559 132567 31.70 43-54  VEELKPTPEGDL
1328.75 1328.81 37.26 71-82 IAEKTKIPAWVF
134235 1342.59 20,81 16-28  AGTWYSLAMAASD
135557 1355,65 29,03 44 - 55 EELKPTPEGDLE
1377.51 1377.60 29,14 59 -69 QKWENDECAQK
1454 59 145471 30,13 43-55  VEELKPTPEGDLE
1456.81 1456,90 36,14 70 -82 KIAEKTKIPAVF
1467.70 146787 38,25 83-95 KIDALNENKWLVL
1488.66 148874 3319 42-54  YVEELKPTPEGDL
1510.60 1510,57 3313 106-119 CMENSAEPEQSLAC
1547 11 1546,62 83,79 06-13  TMKGLDIQKVAGTW
1587.69 1587.80 34,73 41-54  VYVEELKPTPEGDL
15691.56 1591,78 39,46 21-36 SLAMAASDISLLDAQS
1617 68 1617.78 31,76 42-55  YVEELKPTPEGDLE
1709.85 1709.88 38,93 06-20  TMKGLDIQKVAGTWY
202887 2029.05 40,73 21-40 SLAMAASDISLLDAQSAPLR
226414 2264 22 41,99 01-20 LIVTATMKGLDIQKWVAGTWY

n - Valores de massa monoisotdpica calculada a partir da sequéncia de aminoacidos; b - variante B; a - variante A;

As seqliéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;

BLg Cys TG/ bromelina: BLg polimerizada com TG (10 U g™') na presenca de Cys (0,1 mol L) e hidrolisada com
bromelina (25U g™).
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Resultados e Discussao

Nos digeridos gastricos do material polimerizado p6s hidrolise com

bromelina (Tabela 25) foi identificado o epitopo Tyrso—Leuss, € 0 peptideo Leu;-

Asp11, que contém o epitopo Leu-Glys.

Tabela 25. LC-ESI-MS"

bromelina/10TG

Peptideos gerados a partir da digestao

péptica da amostra B-Lg

Massa experimental Massa teorica Tempo de Posigao Sequéncia
[M-+H]" [M+H]" retengao (min) peptidica
665,30 665.34 20,74 134-138  EKFDK
672,34 672,38 23.59 11-16 DICKVA
673,30 673.42 36.28 77-82 KIPAVF
684,42 684.45 35,03 90 - 95 NKVLVL
801,35 801.42 27,31 83-89 KIDALNE
855,37 855.43 26.89 47-54 KPTPEGDL
878,44 878.52 372 143 - 149 LPMHIRL
901,42 901.50 31,36 12-19 IQKVAGTW
927 44 927.54 35,60 88-95 NENKVLVL
929,35 929 45 24,95 123 -130 VRTPEVDD
931,36 931.43 2317 96-102  DTDYKKY
949 .48 949,55 N 142-149  ALPMHIRL
959,32 959,42 2293 124-131 RTPEVDDE
968,42 968,52 29,44 46 - 54 LKPTPEGDL
1016.43 1016.53 3285 11-19 DIQKVAGTW
1030,36 103046 2395 124-132 RTPEVDDEA
105842 1055.,49 2537 123-131 VRTPEVDDE
1068.49 1068.59 3232 32-41 LDAQSAPLRV
1090,53 1090,64 28,33 133-141  LEKFDKALK
1097.46 1097 .56 28,01 46 - 55 LKPTPEGDLE
1097 49 1097.56 30.21 45-54 ELKPTPEGDL
110449 1104.59 30,04 02-11 IWTQTMKGLD
1129 47 1128,53 26,13 123 -132 VRTPEVDDEA
157,52 1157.60 35.01 96-104  DTDYKKYLL
1191.65 1191.54 41,583 150-159  SFNPTQLEEQ
120765 1207.52 37.64 151-160  FNPTQLEEQC
1212,52 1212.59 25,98 43-53 VEELKPTPEGD
1215,65 121572 35,85 72-82 IAEKTKIPAVF
121760 1217.67 34,68 01-11 LIVTAQTMKGLD
1226,50 1226,60 28,75 45-55 ELKFTPEGDLE
1226.51 1226,60 30,52 44 - 54 EELKPTPEGDL
1232,60 123271 30,70 132-142  ALEKFDKALKA
1270,61 1270,68 39,18 95 - 104 LDTDYKKYLL
1325,58 132567 32,34 43-54 VEELKPTPEGDL
1339,63 133977 32,83 84 -95 IDALNENKWLWL
1344 50 1344 58 38,93 151-161  FNPTQLEEQCH
13585,53 135565 291 44 - 55 EELKPTPEGDLE
1369,66 1369,75 37,46 94 - 104 VLDTDYKKYLL
1454,60 145471 30,10 43-55 VEELKFTPEGDLE
1488,62 1488,74 33,16 42-54 YWVEELKPTPEGDL
1510,53 151057 33 106 - 119 CMENSAEPEQSLA"C
161764 161778 3,75 42-55 YVEELKPTPEGDLE
170467 1704,89 40,26 129-143 DDEALEKFDKALKAL

n - Valores de massa monoisotdpica calculada a partir da sequéncia de aminoacidos; b - variante B; a - variante A;

As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epnopos
BLg bromelina/ 10TG: BLg hirolisada com bromelina (25U g)
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Resultados e Discussao

Nas Tabelas 26 a 36 estdo apresentados massa experimental, massa
tedrica e os peptideos obtidos apo6s digestdo gastrointestinal das amostras. Os
peptideos obtidos apds digestdo gastrointestinal da B-Lg nativa (Tabela 26)
apresentaram peptideos com menor nimero de aminoacidos na sequéncia, ou
seja, de MM menor, em comparacao aos peptideos do digerido gastrico. O
resultado é indicativo de hidrolise dos peptideos provenientes da pepsindlise,
confirmando os dados obtidos por CLAE-FR (Figura 18, pagina 92). Quanto aos
epitopos, verificou-se que o peptideo Tyrso—Leuss foi resistente a digestdo
gastrointestinal e outros trés foram liberados apés esta etapa de digestao.
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Resultados e Discussao

Tabela 26. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digest&o triptica da B-Lg.

Massa experimental Massa tedrica TemPo de_ Posiio Sequéncia peptidica
[M+H]" [M-+H]" retengao (min)
42400 42420 17.29 98 - 100 DYK
424,00 42426 17.29 146-148  HIR
461,10 461.23 4312 60-62 KWE
461,10 461.23 4312 120-123 QcLv
537.28 537.34 2949 146-149  HIRL
572,22 572,35 2719 01-05 LuvTQ
57227 572,35 21,73 71-75 IAEK
665,32 665,34 20,62 134-138  EKFDK
672,32 672,38 2641 09-14 GLDIOK
672,32 672,38 2641 07-14 GLDIOK
700,40 700,45 22,83 J0-75 KIIAEK
774,42 T74.46 36,32 76-382 TKIPAVF
819,42 819,45 2413 02-08 IVTOQTMEK
852 34 852,42 2574 94 - 100 VLDTDYK
856,44 656,44 23,09 33-40 DAQSAPLR
92943 929,45 2479 123-130 VRTPEVDD
932,50 932 54 2991 01-08 LIVTQTMK
968,46 968.52 29.24 46- 54 LKPTPEGDL
980,46 980,52 2423 94 - 101 VLDTDYKK
1030.52 1030.46 43,75 124 -132 RTPEVDDEA
1040.40 1040.54 19.26 43-51 WVEELKPTPE
1043.53 1043.56 25,20 83-91 KIDALNENK
105842 1058,49 2524 123-131 VRTPEVDDE
1064.56 1064.58 3372 92 - 100 VLVLDTDYK
1097.51 1097.56 27,80 46 - 55 LKPTPEGDLE
1097.54 1097.56 30,16 45-54 ELKPTPEGDL
1127.57 1127.62 33.31 84-93 IDALNENKVL
1190.56 1190.62 43,36 21-32 SLAMAASDISLL
1192.64 1192.67 31,85 92 -101 VLVLDTDYKK
1242.55 1242.61 31.25 123-133  VRTPEVDDEAL
1244 52 1244 58 27,68 125-135  TPEVDDEALEK
125567 125571 3244 83-93 KIDALNENKVL
1289.52 1289.66 23,60 35-45 QSAPLRVYVEE
131470 131473 37,34 08-19 KGLDIQKVAGTW
1315,66 1318,59 40,19 112-123  EPEQSLACQCLY
132562 132567 3151 43-54 VEELKPTPEGDL
1328.76 1328.81 38,25 71-382 IIAEKTKIPAVF
133238 133267 20,28 148-158  RLSFNPTQLEE
1346.68 1346.68 40,69 33-44 DAQSAPLRVYVE
1349.56 1349.70 39,96 09- 20 GLDIQKVAGTWY
13583.67 1353.69 4513 20-32 YSLAMAASDISLL
1369,60 1369,75 4409 93 -103 LVLDTDYKKYL
1375.61 1375.65 4512 42-53 YVEELKPTPEGD
1391.56 1391.65 3513 125-136 TPEVDDEALEKF
142476 1424 83 48,13 140 - 151 LKALPMHIRLSF
1450.75 1450.75 45,88 11-23 DIQKVAGTWYSLA
1477.70 1477.79 38,75 08 - 20 KGLDIOKVAGTWY
1488.64 1488.74 32,90 42 -54 YVEELKPTPEGDL
1499.62 1499.75 28,83 123-135 VRTPEVDDEALEK
154670 1546.82 38,68 06-19 TMKGLDIQKVAGTW
1634.66 1634,77 32,52 125-138 TPEVDDEALEKFDK
1646,70 1646,82 3515 123-136 VRTPEVDDEALEKF
1669.66 1669.94 39,49 79-93 PAVFKIDALNENKVL
1672,63 1672,79 2232 113-127  PEQSLACOCLVRTPE
1680.81 1680.88 39,86 43 -57 VEELKPTPEGDLEIL
1680,82 1680,88 3941 43 -57 VEELKPTPEGDLEIL
1709.78 1709.88 4012 06 - 20 TMEKGLDIOKVAGTWY
1889.81 1859.94 34,07 123-138 VRTPEVDDEALEKFDK
1889.81 1889.94 32,76 123 -138 VRTPEVDDEALEKFDK
1921,95 192203 42 44 43 -59 VEELKPTPEGDLEILLO
194293 1943.01 41,79 41 -57 VYWEELKPTPEGDLEIL
2049.,95 205012 41,94 43 - 60 VEELKPTPEGDLEILLQK
205593 2056,10 44 67 41 -58 VYWVEELKPTPEGDLEILL
223609 2236.20 47,06 43 -61 VEELKPTPEGDLEILLOKW
231219 2312.25 4279 41 - 60 VYVEELKPTPEGDLEILLOK
2373.89 237426 27.03 62-82 END*ECAQKKIIAEKTKIPAVF
2498.25 2498.,33 47,54 41-61 VYVEELKPTPEGDLEILLOKW
297518 297562 35,80 74 -99 EKTKIPAVFKIDALNENKVLVLDTDY

n - Valores de massa monoisotdpica calculada a partir da sequéncia de aminoacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;

BLg: BLg na forma nao tratada.
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Resultados e Discussao

Os peptideos liberados na digestdo gastrointestinal das amostras p-Lg TT
TG e B-Lg Cys TG (Tabela 27 e 28) apresentaram menor tamanho, em relacéo ao
namero de aminoacidos, que os resultantes da pepsindlise, confirmando os
resultados obtidos por CLAE-FR (Figura 18, pagina 92). Os digeridos
gastrointestinais de ambas as amostras apresentaram os epitopos Leus-Lyss,
proveniente da hidrélise do peptideo Leui-Aspi1 presente nos digeridos gastricos
(Tabelas 16 e 17) e Tyrso—Leuss, que foi resistente a acdo das enzimas
gastrointestinais.
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Resultados e Discussao

Tabela 27. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digest&o triptica da B-Lg TT TG.

Massa experimental Massa tedrica Tempo de - < . L
[M+H]" [M+H]" retengao (min) * N FEE
424,09 424,26 17,45 146- 148 HIR
537.26 537.34 29,54 146-149 HIRL
54430 544,29 19,04 09-13 GLDIQ
545,13 545,32 37,00 78-82 IPAVF
572,30 572,35 21,81 71-75  lIAEK
640,25 640,27 17,77 96-100 DTDYK
665,32 665,34 20,70 134-138 EKFDK
700,46 700,45 22,94 70-75  KIAEK
768,34 768.37 17,43 96-101 DTDYKK
778,39 778,42 24,62 133-138 LEKFDK
801,39 801,42 27,22 83-89 KIDALNE
803,23 803,32 2241 125-131 TPEVDDE
805,34 805,40 34.24 150- 156 SFNPTOL
519,43 519,45 2419 02-08 IVTQTMK
836,43 836.47 30,64 142 - 148 ALPMHIR
849,49 849,46 25,89 132-138 ALEKFDK
929,42 929,45 2487 123-130 VRTPEVDD
931.40 931.43 23,00 96-102 DTDYKKY
932,50 932,54 29,96 01-08 LIVTQTMK
965,52 965,51 34,99 93-100 LVLDTDYK
968,50 968,52 29,29 46-54  LKPTPEGDL
1043,53 1043,56 25,22 83-91  KIDALNENK
105847 1058,49 2528 123-131 VRTPEVDDE
1064,58 1064,58 33,80 92-100 WLVLDTDYK
109754 1097.56 30,24 45-54  ELKPTPEGDL
109755 109756 27,90 46-55  LKPTPEGDLE
1129,49 1129,53 26,04 123-132 VRTPEVDDEA
114258 1142,63 2841 83-92  KIDALNENKV
1226,54 1226,60 3047 44-54  EELKPTPEGDL
1226,58 1226,60 28,76 45-55  ELKPTPEGDLE
1242 57 124261 31.42 123-133 VRTPEVDDEAL
1244 54 1244 53 27,64 125-135 TPEVDDEALEK
1260,58 1260,62 28,39 42-52  YVEELKPTPEG
1283,60 128348 32,14 105-115 FCMENSAEPEQ
1289,54 128970 23,60 81-91 VFKIDALNENK
130763 130766 29,31 89-99 ENKVLVLDTDY
1325,64 1325,67 31,66 43-54  VEELKPTPEGDL
1328.72 1328.81 38.09 71-82  IAEKTKIPAVF
132872 1328,73 38,09 78-89 IPAVFKIDALNE
1341.67 1341.71 44,40 85-96 DALMENKVLVLD
1360,55 1360,74 41,89 06-18 TMKGLDIQKVAGT
137557 1375.65 28,15 42-53  YVEELKPTPEGD
1391,60 139165 3531 125-136 TPEVDDEALEKF
139755 1397.79 2817 135- 146 KFDKALKALPMH
145464 145471 30,13 43-55 VEELKPTPEGDLE
1467.70 146787 39,1 83-95 KIDALMENKVLVL
477,71 1477.79 38,60 08-20 KGLDIQKVAGTWY
1488.64 1488,74 33,57 42-54  YVEELKPTPEGDL
1488,67 1488,71 33.01 24-38 MAASDISLLDAQSAP
1488.67 1488.74 33,0 42-54  YVEELKPTPEGDL
1530,65 1630,84 35,90 03-16 VTQTMKGLDIQKVA
1585.83 1585,80 40,03 53-65 DLEILLOKWENGE
1601,75 1601,80 36,24 24-39 MAASDISLLDAQSAPL
1617.69 1617.78 32,16 42-55 YVEELKPTPEGDLE
1634,67 163477 32,65 125-138 TPEVDDEALEKFDK
1646,66 1646,82 35,06 123-136 VRTPEVDDEALEKF
1669,66 1669,94 39,55 79-93  PAVFKIDALNENKVL
1680,82 1680,88 39,36 43-57 VEELKPTPEGDLEIL
1843,83 1843,95 40,62 42-57  YVEELKPTPEGDLEIL
223617 2236,20 47,04 43-61 VEELKPTPEGDLEILLOKW

n - Valores de massa monoisotdpica calculada a partir da sequéncia de aminoacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
BLg TT TG: BLg tratada termicamente e polimerizada com TG (10 U g™).
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Resultados e Discussao

Tabela 28. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digest&o triptica da B-Lg CysTG.

Massa experimental Massa tedrica TemPo de_ Posicao Sequéncia peptidica
[M+H]" [M+H]" retengao (min)
272 96 27318 14,42 40-41 RV
424 08 424 26 17.38 146-148 HIR
461,09 461,23 4340 120-123  QCLV
54527 545 32 715 78-82 IPAVF
573,24 573,35 18,26 137 - 141 DKALK
640,25 640,27 18,00 96 -100 DTDYK
665,28 665,34 20,81 134 -138 EKFDK
700,37 700,45 2292 T0-75 KIAEK
736,36 736,38 2243 134 - 139 EKFDKA
801.40 801,42 2722 §3-89 KIDALNE
805,38 805,40 34,29 150 - 156 SFNPTQL
819,42 819,45 2418 02-08 INTQTMK
849 44 849,46 2595 132 -138 ALEKFDK
876,26 876,47 21,98 03-10  VTQTMKGL
929,44 929,45 25,03 123-130 VRTPEVDD
932,51 932,54 0.0 01-08 LINTQTMK
968,48 968,52 2942 46-54 LKPTPEGDL
973,39 973,44 26,63 109 - 117 NSAEPEQSL
1031,56 1031,60 35,29 74-82 EKTKIPAVF
1043,55 1043 .56 2530 83-91  KIDALNEMNK
1058,45 105849 2545 123 -131 VRTPEVDDE
1064,55 106458 33,85 92-100 VLVLDTDYK
1087 52 109756 3027 45-54  ELKPTPEGDL
1087 52 109756 27,98 46-55 LKPTPEGDLE
1099,51 1099.50 38,65 18-27  TWYSLAMAAS
112948 129,53 26,14 123-132 VRTPEVDDEA
1226,52 122660 30,60 44 -54 EELKPTPEGDL
1226,55 122660 28,84 45-55 ELKPTPEGDLE
123348 1233 .52 28,24 107 - 117 MENSAEPEQSL
124259 1242 61 31,46 123-133 VRTPEVDDEAL
1244 52 1244 58 2772 125 - 135 TPEVDDEALEK
125568 1255,71 32,62 §3-93  KIDALNEMKVL
1260,57 126062 2847 42-52 YVEELKPTPEG
1272,70 1272 58 487 124 - 134 RTPEVDDEALE
1289.,53 128965 23,60 22-34  LAMAASDISLLDA
131045 1310,59 2113 152 - 162 NPTQLEEQCHI
1325,63 132567 nn 43-54 VEELKPTPEGDL
134237 134259 20,88 16-28 AGTWYSLAMAASD
1349,63 1349.70 39,75 09-20 GLDIQKVAGTWY
1360,58 1360,74 41,69 06-18 TMKGLDIQKVAGT
1381,66 1381.59 39,16 103 - 114 LLFCMENSAEPE
1391,62 1391,65 35,36 125 - 136 TPEVDDEALEKF
1454 63 145471 30,29 43-55 VEELKPTPEGDLE
1455 43 148577 2T 145 - 156 MHIRLSFNPTGQL
145589 148577 46,98 145 - 156 MHIRLSFNPTGQL
1458,81 145885 40,11 73-85 AEKTKIPAVFKID
1470,69 1470,76 40,45 25-39  AASDISLLDAQSAPL
1477,72 477,79 38,39 08-20 KGLDIQKVAGTWY
148867 1488,74 3319 42-54  YVEELKPTPEGDL
1610,61 1510,57 3312 106 - 119 CMEMNSAEPEQSLA®C
1630,64 15630,75 35,95 56-68 ILLQKWENG"ECAQ
1601,69 1601,80 37,30 24 -39 MAASDISLLDAQSAPL
163468 1634,77 2 125 -138 TPEVDDEALEKFDK
1646,74 164682 kL al 123-136 VRTPEVDDEALEKF
1680,85 168088 9.4 43-57 VEELKPTPEGDLEIL
1737,72 173781 24 55 99-112 YKKYLLFCMENSAE
1776.,73 1776,80 36,28 116 - 131 SLA"CQCLVRTPEVDDE
1872,88 1872,95 4281 21-39  SLAMAASDISLLDAQSAPL
2049,97 205012 4127 43-60 VEELKPTPEGDLEILLQK

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;

As seqliéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;

BLg Cys TG: BLg polimerizada com TG (10 U g) na presenca de agente redutor Cys (0,1 mol L™).
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Resultados e Discussao

Os peptideos provenientes da simulacao da digestao gastrointestinal da [3-
Lg/alcalase (Tabela 29) e dos polimerizados pré ou po6s hidrélise com alcalase
(Tabelas 30 - 32) apresentaram varias sequéncias peptidicas analogas aquelas
provenientes da digestdo gastrica (Tabelas 18 — 21, respectivamente), enquanto
outros, com menor niumero de aminoacidos e, portanto, de MM menor que aqueles
procedentes da digestao gastrica, foram identificados. Estes resultados estdo em
concordancia com os obtidos por CLAE-FR (Figura 19, pagina 95), que mostrou
aumento na intensidade dos picos na regidao mais hidrofilica apds simulacdo da
digestdao gastrointestinal destas amostras, indicativo de que houve formacéo de
peptideos menores. Nestas amostras, os epitopos foram clivados ap6s digestao

gastrointestinal.
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Tabela 29. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestao triptica da B-Lg /alcalase.

Massa experimental Massa tedrica Tempo de Bosicao Sequéncia peptidica
[M+H]" [M+H]" retengéao (min)
378.03 378,19 14.05 06-08 TMK
366,17 386,26 19.55 122 -124 VR
424 04 424 26 17.07 146 - 148 HIR
436,04 436,24 21,85 40-42  RVY
444 11 444 26 23,82 71-74 lIAE
445 12 445 25 21,36 137 -140 DKAL
463.09 463.28 48.53 80-83 AVFK
502,14 502,28 17.33 11-14  DIQK
54523 545 32 3712 78-82 IPAVF
572,21 572,35 2719 01-05  LNVTQ
a72.21 57235 2719 71-75 lIAEK
57324 573,35 18.01 137 - 141 DKALK
607,21 607,33 20,94 135-139 KFDKA
640,22 640,27 17.67 96-100 DTDYK
645,32 645,30 19.81 155 - 158 QLEEQ
673,41 67342 36.28 77-82 KIPAVF
715,39 715,42 26,19 11-18  IQKVAGT
174,43 774,46 36,53 76-82 TKIPAVF
803,29 803,32 2227 125-131 TPEVDDE
92941 929,49 24,82 97-103 TDYKKYL
929,41 929,45 24,82 123 -130 VRTPEVDD
959,39 959 42 22,78 124 -131 RTPEVDDE
968,52 968,52 29,30 46-54  LKPTPEGDL
989,32 989,39 17.84 108 - 116 ENSAEPEQS
998,59 998,49 49,01 44 -52  EELKPTPEG
1044 .43 1044 47 2574 109 - 118 NSAEPEQSLA®
1058 48 1058.49 2524 123 -131 VRTPEVDDE
1097 .52 1097 56 3047 45 -54  ELKPTPEGDL
1097 .55 1097 56 27,86 46 -55 LKPTPEGDLE
1103,55 1103.59 34,69 22-32  LAMAASDISLL
1126.43 1126,62 28,37 29-39  ISLLDAQSAPL
1210.61 1210,65 3510 46-56 LKPTPEGDLEI
1226.57 1226,60 28,62 45 -55  ELKPTPEGDLE
132561 132567 31,95 43-54 VEELKPTPEGDL
134357 1343,82 2272 72-83 |AEKTKIPAVFK
1344 57 134458 39,42 151-161 FNPTQLEEQCH
1360,60 136074 41,63 65-76 ECAQKKIAEKT
1360,60 1360,65 41,63 118 - 129 VFCQCLVRTPEVD
1360.60 1360,74 41,63 06-18 TMKGLDIQKVAGT
139965 1399,74 29,63 53-63 DLEILLQKWEN
1432 52 1432,68 20.83 55 -69 LQKWENG"ECAQK
1454 .65 1454 71 30.23 43-55 VEELKPTPEGDLE
1460,66 1460,73 3367 148 - 159 RLSFNPTQLEEQ
1567.71 1567,80 32,29 43-56 VEELKPTPEGDLEI
157276 157285 42,06 31-44  LLDAQSAPLRVYVE
1669,71 1669,94 39.35 78 -92  IPAVFEKIDALNENKY
1864.87 1865,04 4.4 140 - 155 LKALPMHIRLSFNPTQ

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;

BLg/alcalase: BLg hidrolisada com alcalase (25U g'1).
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Tabela 30. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestao triptica da B-Lg TT TG/ alcalase.

Massa experimental

Massa tedrica

Tempo de

[M+H]" [M+H]" retengéo (min) Posigao Sequéncia peptidica
445 11 445 25 21.19 137-140 DKAL

424 04 424 26 16,93 146-148 HIR

436.01 436.24 21,78 40 - 42 RWY

463.08 463.28 48.12 a0 -83 AVFK

463.10 463.21 48.72 160 - 1583  SFNP

h45 25 545 32 37.09 78 - 82 IPAVF

558,25 558,32 28,39 141-145  KALPM

573.28 573.35 17.87 137 -141 DKALK

640,21 640,27 17.61 96 - 100 DTDYK

645 27 645,30 19,83 1585-159  QLEEQ

673,35 673,42 36.24 77 -82 KIPAVF

676,73 676,32 56,89 115-120 QSLVECQ

715,35 715,39 26.04 88 - 93 MNEMKVL

803,26 803,42 22,29 07-13 MKGLDICQ

803,26 803,32 22,29 125-131 TPEVDDE

860,28 860,35 17.38 109-116 MNSAEPEQS
929.40 929.59 2475 69 - 76 KKIAEKT

929,40 929,45 24,75 123-130 VRTPEVDD

959,36 959,42 22M 124 -131  RTPEVDDE

968,48 968,52 29.23 46 - 54 LKPTRPEGDL
998,56 998 45 48,06 185 -162 QLEEQCHI
104443 1044 47 2568 109-118  NSAEPEQSLA®
1058.46 1058.,49 2517 123-131 VRTPEVDDE
109752 1097.56 27.80 46 - 55 LKPTPEGDLE
1097.52 1097 56 30,19 45 - 54 ELKPTPEGDL
1126.,38 1126,62 2822 29-39 ISLLDAQSAPL
1210.54 1210,65 3523 47 - &7 KPTPEGDLEIL
121251 1212.59 25,85 43 -53 VEELKPTPEGD
1226.,54 1226,60 28,64 45 - 85 ELKPTPEGDLE
1242 59 1242 61 42,42 123-133 VRTPEVDDEAL
1325,61 1325,67 31.66 43 -54 WVEELKPTPEGDL
134461 134458 39.48 151 -161 FMPTQLEEQCH
1360.,59 1360,74 4157 06 -18 TMKGLDIQKVAGT
1367.60 1367,69 3345 14 - 26 KWVAGTWY SLAMAA
1432.49 1432,68 20,79 58 - B9 LAQKWENG"ECAQK
1442 43 144276 19.00 85 - 497 DALMNENKVLVLDT
1454 61 145471 30,07 43 -85 VEELKPTPEGDLE
1672,72 1572,89 41,93 02-15 WTQTMKGLDIQKY

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqliéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
BLg TT TG alcalase: BLg polimerizada com TG (10 U g”') e hidrolisada com alcalase (25U g™).
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Tabela 31. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digest&o triptica da B-Lg Cys TG/alcalase

Massa experimental Massa tedrica Tempo de Posicio Sequéncia peptidica
[M+H]" [M+H]" retencgéo (min)
273,01 273,18 13.85 40 - 41 RV
374,00 374 23 16,45 148 -150 RLS
386,16 386,26 19,55 122-124  LVR
42410 424 26 17,05 146-148 HIR
436,04 436,24 21,85 40 - 42 RVY
444 9% 445 24 21,26 137-140 DKAL
445 91 446,24 32,61 28 -3 DISL
463,16 463,21 48,08 150 -153  SFMNP
h36,18 536,30 19,20 135-138  KFDK
607,30 607,33 20,92 135-13%  KFDKA
640,25 640,27 17.73 96-100  DTDYK
715,35 715,39 26,08 g8 - 93 MNEMKWL
803,25 803,32 22 37 125-131  TPEVDDE
860,29 860,35 17.50 109-116  MNSAEPEQS
929 445 929 445 24,80 123-130  VRTPEVDD
959 41 959 42 22,1 124-131  RTPEVDDE
968,51 968,52 29,32 46 - 54 LKPFTPEGDL
873,40 973,56 26,49 99-105  YKKYLLF
873,40 973,44 26,49 109 - 117 MSAEPEQSL
989,34 989,39 17,99 108 - 116  ENSAEPEQS
998,58 998,49 48,59 44 - 52 EELKFTPEG
1058.45 1058 49 2547 123-131  VRTPEVDDE
1097 .43 1097 56 30,19 45 - 54 ELKPTPEGDL
1097 .43 1097 56 30,19 47 - 56 KPTPEGDLEI
1097 .56 1097 56 27,82 46 - 55 LKPTPEGDLE
1102.42 1102 48 26,85 108 - 117 ENSAEPEQSL
1120.37 112043 20,23 107-116  MEMNSAEPEQS
119148 1191.43 3212 B0 - 69 KWENG ECAQK
1226 .57 122660 28,64 45 - 55 ELKPTPEGDLE
1231,63 1231.62 35,44 B2 -T2 ENG ECAQKKII
1231,63 1231.66 35,44 32-42 LDAQSAPLREVY
1253,55 125369 3827 50 - 60 PEGDLEILLQK
1325 64 1325 67 31,60 43 -54 VEELKFTPEGDL
1344 59 1344 58 38,61 181-161  FNPTQLEEQCH
1367 .67 136769 33,65 14 - 26 KVAGTWYSLAMAA
1454 66 1454 71 30,27 43 - 55 VEELKFTPEGDLE

n - Valores de massa monoisotodpica calculada a partir da sequéncia de aminoacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqliéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
BLg Cys TG alcalase: BLg polimerizada com TG (10 U g”) na presenca de Cys e hidrolisada com alcalase (25U g™).
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Tabela 32. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digest&o triptica da B-Lg alcalase/10TG.

Massa experimental Massa teorica Tempo de Posigio Sequéncia
[M-+H]" [M+H]" retengao (min) peptidica
373.98 374.23 15,98 148-150 RLS
386.05 386.26 19.48 122-124 VR
424 11 424,26 16.92 146- 148 HIR
44509 44522 21.18 32-35 LDAQ
44509 445 25 2118 137-140 DKAL
463.13 463.28 47.75 80-83 AVFK
463,15 463.21 48.32 150-153 SFNP
502,15 502,28 17.26 11-14 DIOK
536.24 536.30 19.16 135-138 KFDK
54524 54532 37.07 78-82  IPAVF
558,29 558,34 2948 83-87 KIDAL
572,19 572,35 2712 01-05  LIVTQ
607.28 607.33 20,86 135- 139 KFDKA
640,24 640,27 17.69 96-100 DTDYK
645,23 645,30 19,84 155-159 QLEEQ
673.40 673.42 36.23 77-82  KIPAVF
715,36 715,42 26,02 12-18  IQKVAGT
715,36 715,39 26,02 88-93  NENKVL
715,36 715,34 26,02 153-158 PTOQLEE
803.27 803,32 2237 125-131 TPEVDDE
865,34 856543 26,62 47-54  KPTPEGDL
860,31 860,35 17.45 109- 116 NSAEPEQS
929.42 929.45 24,83 123-130 VRTPEVDD
959,38 959 42 2279 124-131 RTPEVDDE
968,52 968,52 29.33 46- 54 LKPTPEGDL
973.36 973.44 26.60 109-117 MNSAEPEQSL
998.57 998.49 4769 44-52  EELKPTPEG
1058,51 1058.49 25,25 123-131 VRTPEVDDE
1097.55 1097.56 30,16 45-54  ELKPTPEGDL
1097.60 1097 .56 27.79 46 - 55 LKPTPEGDLE
110242 1102, 48 26,86 108- 117 ENSAEPEQSL
1126.41 1126.62 28,30 29-39  ISLLDAQSAPL
1210.54 121065 3513 46 - 56 LKPTPEGDLE]
121257 1212,59 25,92 43-53 VEELKPFTPEGD
1213.42 1213.74 32,10 77-87 KIPAVFKIDAL
1218,65 1218,62 44,73 22-33 LAMAASDISLLD
1226.64 1226.60 26.64 45-55 ELKFTPEGDLE
1325,71 132567 31.53 43-54 VEELKFTPEGDL
1344 57 1344 58 39,37 151-161 FNPTQOLEEQCH
1346.71 1346.67 42,33 116-127 SLV'CQCLVRTPE
1347.51 1347.61 31.34 57-67 LLOKWENDECA
1432.50 143261 20,76 108-120 ENSAEPEQSLV*CQ
145472 1454.71 30.23 43-55 VEELKPTPEGDLE
1460.67 1460.73 33.62 148- 159 RLSFNPTOLEEQ
1476,58 1476,90 30.00 138- 150 KALKALPMHIRLS
1488.65 1488.76 42,84 63-73 ND’ECAQKKIIAEK
165244 155282 30,65 144-156 PMHIRLSFNPTQL
1614,67 1614.,93 37.43 82-95 FKIDALNENKWLVL
1643.54 1643.80 18.29 33-65 DLEILLQKWEND’E
1669.67 1669,94 39,54 79-93 PAVFKIDALNENKWVL

n - Valores de massa monoisotdpica calculada a partir da sequéncia de aminoacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
BLg alcalase/10 TG: BLg hidrolisada com alcalase (25 U g™) e polimerizada com TG (10U g™).
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Em relacdo aos peptideos provenientes da digestdo gastrointestinal da f3-
Lg /bromelina (Tabela 33) e dos polimerizados p6s ou pré hidrélise com esta
enzima (Tabelas 34 - 36), varias sequéncias peptidicas identificadas foram
semelhantes aquelas presentes nos digeridos gastricos (Tabelas 22 - 25,
respectivamente), inclusive o epitopo Tyrso—Leuss, indicando resisténcia deste
fragmento a agdo das enzimas digestivas gastricas e intestinais. Para a B-Lg
bromelina/10TG, além deste determinante antigénico, foi identificado o epitopo
lleog-Valsq, inserido na sequéncia Alages-Valss.
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Tabela 33. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestdo péptica da amostra B-Lg/

bromelina

Massa experimental Massa tedrica TEH‘IPD de. Posicio Sequéncia peptidica
[M+H]" [M+H]" retengao (min)
273.00 273,13 8,05 36-38 SAP
273.00 27318 8,05 123-124 VR
367,07 367,25 15,69 85-60 LQK
387,07 387,29 15,69 63-71 KKl
424,06 424,26 16,83 146 - 148 HIR
502,14 502,28 17,16 1114 DIakK
506,15 506,25 16,03 5-8 QTMK
545,26 b45,32 36,98 78-82 IPAVF
571.20 571.30 25,62 162 - 156 MPTQL
606,37 606,34 29,51 132 - 136 ALEKF
640,24 640,27 17,59 96-100 DTDYK
665,37 665,34 20.23 134 - 138 EKFDK
673,35 673,42 36,13 T7-82 KIPAVF
801,37 801,50 26,97 T70-76  KIAEKT
801,37 801,42 26,97 83-89 KIDALME
805,36 805,40 341 150 - 156 SFMNPTQL
830,34 830,45 22,03 11-18  DIQKVAGT
855,38 855,43 26,45 47 -84 KPTPEGDL
929.43 929.45 24,75 123-130 VRTPEVDD
968,50 968,52 2917 46 - 54  LKFTPEGDL
1030.56 1030.65 43,33 75-83  KTKIPAVFK
1058.45 1058.49 25.09 123-131 VRTPEVDDE
1097,52 1097.56 27,73 46 - 55  LKPTPEGDLE
1097,53 1097.56 30,03 45-54  ELKPTPEGDL
1119.44 1119.55 27 67 115 - 124 QSLACQCLVR
1129.46 1129.53 25,86 123-132 VRTFPEVDDEA
1226.53 1226.60 28,60 45-55 ELKPTPEGDLE
1226.56 1226.60 30,32 44 - 54  EELKFTPEGDL
1325.63 1325.67 31.52 43 -54 VEELKPTPEGDL
1436.67 1436.67 33.50 127 -138 EVDDEALEKFDK
1454 66 145471 29,93 43-55 VEELKPTPEGDLE
1488,65 1488.74 32,99 42 -54  YVEELKPTPEGDL
1510,61 1510.67 32,93 106 - 119 CMENSAEPEQSLAC
1581.80 1581.81 38.67 44 - 57  EELKPTPEGDLEIL
161466 1614.93 3742 82 - 95  FKIDALMENKWVLVL
1617,70 1617.78 31,66 42 -85  YWVEELKPTPEGDLE
1680.79 1680.88 3918 43-57 VEELKPTPEGDLEIL
1710,51 1710.87 21,00 146 - 159 HIRLSFMNPTALEEQ
1916.86 1916.97 44 52 126 - 142 PEVDDEALEKFDKALKA

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epnopos
BLg / bromelina: BLg hidrolisada com bromelina (25U g)
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Tabela 34. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestao triptica da B-Lg TT TG /bromelina.

Massa experimental Massa tedrica Tempo de Posicio Sequéncia peptidica

[M-=+H]" [M=+H]" retengac (min)

387,03 387.29 16,00 63-71 KKl

387,03 387.25 16,00 12-14  1QK

424,08 424 26 17.23 146 - 148 HIR

461,04 461,23 43,34 120 - 123 QCLV

537,19 537,34 28,56 146 - 149 HIRL

567,28 567,27 371 19-22  WYSL

640,21 640,27 17.87 96 -100 DTDYK

670,22 670.38 2229 35-40 QSAPLR

676,47 676,36 56.89 05-10 QTMKGL

676,47 676,32 56,89 116 -120 QSLVECQ

801,35 801,50 27,20 TO-76  KIAEKT

801,35 801,42 27,20 83-89 KIDALME

805,34 805.40 34,32 150 - 156 SFMPTAL

874,30 874,36 23,81 125 - 132 TPEVDDEA

929,41 929,45 24 92 123 -130 VRTPEWVDD

968,45 968.52 29,33 46 -54 LKPTPEGDL

1030,53 1030.51 43,24 121-128 CLVRTPEVD

1042,76 104257 77.00 97 - 104 TDYKKYLL

1058.43 10558.49 25,25 123 -131 VRTPEVDDE

1097,51 1097.56 27,88 46 - 55 LKPTPEGDLE
1097.53 1097.56 30,15 45 -54  ELKPTPEGDL
112944 1129,53 26,02 123 - 132 VRTPEVDDEA
121352 121374 322 77 -87 KIPAVFKIDAL
122653 1226,60 30,48 44 - 54 EELKPTPEGDL
1226.57 1226.60 28,64 45-55 ELKPTPEGDLE
1255,66 1255.71 32,55 83-93 KIDALMENKVL
1325.61 1325.67 31,65 43-54 VEELKPTPEGDL
134455 134474 39,28 31-42 LLDAQSAPLRVY
1355.57 1355.65 28,99 44 - 55 EELKPTPEGDLE
1360,57 1360,74 41,80 B5-76 ECAQKKIAEKT
1384.58 1384.63 24 41 17-29  GTWYSLAMAASDI
1391,56 1391,65 3N 125 -136 TPEVDDEALEKF
14258.,49 1428.83 38,62 T6-88 TKIPAVFKIDALN
1436.,64 1436.67 33,71 127 - 138 EVDDEALEKFDK
145465 1454.71 3017 43-55 VEELKPTPEGDLE
1488.65 1488.74 33,03 42 -54  YVEELKPTPEGDL
1510.59 1510.57 33.05 106 - 119 CMEMNSAEPEQSLAC
1687.71 1687.80 3472 41 -84 VWYVEELKPTPEGDL
169215 1691,78 83,61 21-36  SLAMAASDISLLDAQS
1617 .68 1617.78 NV 42 - 55  YVEELKPTPEGDLE
1646,78 1646.82 35,08 123 - 136 VRTPEVDDEALEKF
1760,64 1760.81 21,88 118 - 133 ACQCLVRTPEVDDEAL
1775.80 1775.,82 42 58 115 - 130 QSLACQCLVRTFEVDD
1818.63 1818.81 22,03 119 - 134 CQCLVRTPEVDDEALE

n - Valores de massa monoisotdpica calculada a partir da sequéncia de aminoacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
BLg TT TG/ bromelina: BLg polimerizada com TG (10 U g”) e hidrolisada com bromelina (25U g™).
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Tabela 35. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digestao triptica da B-Lg Cys TG
/bromelina.

Massa experimental Massa tedrica Tempo de Posigio  Sequéncia peptidica
[M=+H]" [M+H]" retengao (min)
42405 424 26 17.15 146 - 148 HIR
45520 455,29 20,67 37-40  APLR
536,13 536,30 19,36 135-138  KFDK
640.22 640,27 17.64 96-100 DTDYK
665,30 665,34 2048 134 - 138 EKFDK
672,28 672,38 26,41 09-14 GLDIQK
801.33 801,42 277 83 -89 KIDALNE
803.27 803,32 2233 125-131  TPEVDDE
855,37 855,43 26,58 47 - 54 KPTPEGDL
856.42 856,44 23,01 33-40 DAQSAPLR
874.32 874,36 2353 126 -132 TPEVDDEA
929,37 929 .45 24,89 123-130 VRTPEVDD
959,38 959,42 2276 124 -131  RTPEVDDE
968.47 968,52 29.29 46 - 54 LKPTPEGDL
989.32 989,56 2497 02-10 VTATMKGL
989,32 989,50 24,97 63-71 NG"ECAQKKI
969,32 969,48 24,97 118 -126  A*CQCLVRTP
1030.33 1030.46 2372 124 - 132 RTPEVDDEA
1030,50 1030,65 4317 75-83 KTKIPAVFK
1030.50 1030.46 4317 124 -132  RTPEVDDEA
1030.53 1030.51 43.83 121-129  CLVRTPEVD
1043.47 104356 25,08 83 -9 KIDALNENK
105843 1058.49 25,22 123-131  VRTPEVDDE
1097.51 109756 27.85 46 - 55 LKPTPEGDLE
1097.54 1097.56 30,16 45 -54 ELKFTPEGDL
112946 112953 2599 123-132  VRTPEVDDEA
1161.36 1161,60 16,91 36 -45 SAPLRVYVEE
1179.49 1179.59 34,98 11-20 DIQKVAGTWY
1226,54 1226,60 3047 44 - 54 EELKPTPEGDOL
1226,54 1226,69 3047 84 - 94 IDALNENKVLY
1226.55 1226.60 28.70 45 - 55 ELKPTPEGDLE
1255,65 1265,71 3253 83-93 KIDALNENKVL
1325,61 1325.67 3,73 43-54  VEELKPTPEGDL
1338.57 1338.86 41.85 69 - 80 KKIAEKTKIPA
134456 1344 .58 39,40 151-161 FNPTQLEEQCH
1349,64 1349.70 39,80 09-20 GLDIQKVAGTWY
1355,56 1365,65 28,96 44 - 55 EELKPTPEGDLE
1360.56 1360,74 41.83 06-18  TMKGLDIQKVAGT
1375,64 1375,65 45,09 42-53  YVEELKFTPEGD
145463 1464.,71 30,06 43-55  VEELKPTPEGDLE
1476.55 1476.78 29.99 130 - 142 DEALEKFDKALKA
477,67 1477.79 38,53 08-20 KGLDIQRVAGTWY
1488.64 1468,74 3312 42-54  YVEELKPTPEGDL
1510.63 1810.67 33.06 106 - 119 CMENSAEPEQSLAC
1530.64 1530,84 35,93 03-16  VTQTMKGLDIQKWA
1587,71 1587,80 34,64 41-54  VYVEELKPTPEGODL
1617.65 1617.78 31,69 42 -85  YVEELKPTPEGDLE
1657.73 1657 .64 46,62 105 -119 FCMENSAEPEQSLA®C
1916,78 1916,97 44,58 126 - 142 PEVDDEALEKFDKALKA

n - Valores de massa monoisotopica calculada a partir da sequéncia de aminoéacidos; b - variante B; a - variante A;

As seqliéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;

BLg Cys TG/ bromelina: BLg polimerizada com TG (10 U g™) na presenca de Cys (0,1 mol L) e hidrolisada com
bromelina (25U g™).
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Tabela 36. LC-ESI-MS" - Peptideos gerados a partir da digest&o triptica da B-Lg bromelina/10TG.

Massa experimental Massa tedrica TemPo de_ Posigio  Sequéncia peptidica
[M=+H]" [M=+H]" retengéo (min)
272,84 27318 10,23 40-41 RV
42407 424,26 17,44 146 - 148 HIR
461,10 461,23 43,41 120 -123 QCLV
536,18 536,30 19,68 135-138 KFDK
537.23 537.34 29.79 146 - 149 HIRL
54222 542,32 21,55 36-40 SAPLR
54523 54532 37,07 78-82 IPAVF
640,20 640,27 17.96 96-100 DTDYK
665,31 665,34 20,84 134 - 138 EKFDK
718,30 718,37 33.87 151 -156 FNPTQL
801,38 801,50 27,29 70-76 KIAEKT
601,38 801,42 27,29 83-83 KIDALNE
603.28 803.32 22,54 125 -131 TPEVDDE
826,31 826,50 56.69 99-104  YKKYLL
85533 85543 26,87 47 -54  KPTPEGDL
929.40 929,45 25,00 123-130 VRTPEVDD
959,39 959 42 22,91 124 -131 RTPEVDDE
968,47 968,52 29,36 46 -54  LKPTPEGDL
1058.44 105849 2543 123-131 VRTPEVDDE
109749 1097 .56 26,28 43-52 VEELKPTPEG
1087.50 1097.56 30,23 47-56 KPTPEGDLE
109752 1097.56 27,95 46 -55 LKPTPEGDLE
112946 1129,53 26,21 123-132 VRTPEVDDEA
1179.53 1179,59 35,29 11-20 DIQKVAGTWY
1226.56 1226.60 28,78 45 -85  ELKPTPEGDLE
122657 122660 30,54 44 -54  EELKPTPEGDL
124258 1242 61 31.48 123-133 VRTPEVDDEAL
1260,56 1260,62 28,44 42-52  YVEELKPTPEG
1325.61 1325,67 nn 43-54 VEELKPTPEGDL
1344 56 134474 39.53 31-42  LLDAQSAPLRVY
1355,58 135565 29,05 44 -55 EELKPTPEGDLE
1360.61 1360,74 42,05 06-18 TMKGLDIQKVAGT
1428.55 1428.83 38.69 76-88  TKIPAVFKIDALN
1454 63 145471 30.21 43-585 VEELKPTPEGDLE
148866 1488,74 33.09 42 -54  YVEELKPTPEGDL
154513 1644 69 85,77 150 - 162 SFNPTQLEEQCHI
1545.60 154586 34.89 64 -77 G'ECAQKKIAEKTK
1576.41 1576.69 21.44 118 - 131 A*CQCLVRTPEVDDE
1587.70 168787 34.70 03-17  VIQTMKGLDIQKVAG
1617.68 161778 31,83 42 -55  YVEELKPTPEGDLE
1646.72 1646.,82 3512 123-136 VRTPEVDDEALEKF
1657.75 1657.64 46,67 105 - 119 FCMENSAEPEQSLAC
1669,64 1669,94 39.78 79-93 PAVFKIDALNENKVL
1680,79 1680,88 39,85 43-57 VEELKPTPEGDLEIL
1716.72 1716.85 33.43 41-585  VYVEELKPTPEGDLE
1738.64 1738.99 31.29 136 - 150 FDKALKALPMHIRLS
1783,55 1783,90 3312 49-63 TPEGDLEILLQKWEN
1916,79 1917,02 44 64 26 -43  ASDISLLDAQSAPLRVYW
1922.05 1922,03 42,39 43-589 VEELKPTPEGDLEILLQ
1946.71 1946.91 25,76 119 -135 CQCLVRTPEVDDEALEK

n - Valores de massa monoisotdpica calculada a partir da sequéncia de aminoacidos; b - variante B; a - variante A;
As seqiiéncias destacadas em cinza correspondem aos epitopos;
BLg bromelina/ 10TG: BLg hirolisada com bromelina (25 U g”) e polimerizada com TG (10U g™).
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Na literatura ndo foram encontrados estudos relacionados a identificacéo de
epitopos apos digestao gastrointestinal in vitro da B-Lg polimerizada com TG ou B-
Lg polimerizada pré ou pos hidrolise. Nesse contexto, os dados até entdo
reportados se referem aos peptideos oriundos da (B-Lg tratada por alta pressao ou
glicagcao. Zeece et al. (2008) observaram que embora o tratamento com alta
pressdo (= 400 MPa) tenha aumentado a digestibilidade da (3-Lg pela pepsina,
liberando predominantemente peptideos pequenos (7 a 10 residuos de
aminodcidos) e de menor potencial antigénico, foram identificados alguns
peptideos (Leusz-Leuss, Phego-Leuqps € Leus-Leusp) que contém epitopos que se
ligam a IgE. Chicén et al. (2008b) verificaram que apds tratamento com presséo =
200 MPa e digestdo com pepsina, a B-Lg apresentou menor baixo potencial
antigénico, o que foi atribuido principalmente a remocao da proteina intacta, no
entanto ainda foram detectados epitopos estaveis a digestdo, Leugs-Leu1ps, ASpos-

Phe1o5, ||egg-Va|41 e Tyr42—Leu54,

As proteinas do soro de leite bovino tratadas com alta presséo (400 MPa) e
submetidas a digestdo com pepsina ndo apresentaram diferencas quanto a
resposta antigénica comparadas aos digeridos nao tratados (CHICON et al.,
2008a). Em ambos os casos houve liberacao de epitopos da B-Lg considerados
altamente reativos, Leui—Lysg, Valgo—Tyrigo, Leuiso—llets2, Argsi—Lyseo, Leuipo—
Argi24, Alags—Argao (Sélo et al., 1999; Jarvinen et al., 2001), sendo que os trés
ultimos fragmentos também foram também estaveis a hidrélise com pepsina em

associacdo com a Corolase PP (CHICON et al., 2008a).

No estudo conduzido por Corso-Martinez et al. (2008), foi verificado que
apds processo de glicacdo e digestdo gastrointestinal in vitro da B-Lg, alguns
epitopos ou peptideos que continham epitopos foram identificados, Leui-Lyss,
Serz1-Argao, Argao-Glnsg, Argao-Lyseo € Glngs-lle-7s, 0s quais foram resistentes a
hidrélise com pepsina e tripsina.

As Tabelas 37 e 38 mostram um panorama dos epitopos identificados apds
digestdo in vitro das amostras avaliadas no presente estudo. Os digeridos

gastricos e gastrointestinais da B-Lg nativa apresentaram maior numero de
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epitopos do que as amostras hidrolisadas e polimerizadas com TG pré ou pés
hidrolise. Todos os cinco epitopos identificados no digerido gastrico da amostra [3-
Lg Cys TG foram também encontrados no digerido da amostra B-Lg TT TG. Apés
digestao gastrointestinal destes polimerizados, foram identificados, em comum, os
epitopos Leuy-Lysg e Tyrso-Leuss. Os digeridos gastricos da B-Lg hidrolisada com
alcalase ou os polimerizados pré ou pés hidrélise com esta enzima apresentaram
em comum O epitopo llesg -Valss, com excegdo para o tratamento B-Lg Cys
TG/alcalase. Apds digestdo gastrointestinal, o epitopo Tyrso-Leuss foi ©
predominante no conjunto de amostras estudadas, com exceg¢dao daquelas
tratadas com Alcalase, para as quais nao foram identificados epitopos apds a
digestdo completa. Os resultados apontam que dentre os epitopos identificados,
os fragmentos llexg -Vals1 ¢ Tyrso-Leuss parecem apresentar maior estabilidade a

digestao gastrica e gastrointestinal, respectivamente.
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Tabela 37. Peptideos correspondentes aos epitopos identificados apos digestao

péptica das amostras.

Epitopos

B-lg

BlgTTTG

B-Lg Cys TG |B-Lg/Alcalase

B-Lg Alcalase/ 10TG

B-Lg TT TG/Alcalase

B-Lg Cys TG/Alcalase

B-Lg/bromeli

B-Lg bromeli

1 10TG

B-Lg Cys TG/bromelina

B-Lg TT TG/bromelina

Leus-Lyss

X

X

X

X

Leus-Alas

X

X

X

Leuz-Progs

Alazs-Argay

llezs-Valgy

Tyu;-Leug.;

Valss-Lyszy

Lyssr-Lysen

A|a.57-|\875

| [ x>

Lysrs-Alags

LeussProqqa

Leuss-Leuspg

Aspzz-Pheqgs

Thrar-Gluygs

Tyrioz-Argizs

Argize-Alagay

Gluyzr-Proqas

Lysi4s-Asnszs

Leusaz-llesz

Tabela 38. Peptideos correspondentes aos epitopos identificados apos digestao triptica das amostras.

Epitopos

B-Lg

BLlg TTTG

B-Lg Cys TG

B-Lg/Alcalase

B-Lg Alcalase/ 10TG

B-Lg TT TG/Alcalase

B-Lg Cys TG/AI

B-Lg/br

F10TG

li B-Lg br

B-Lg Cys TG/bromelina

B-Lg TT TG/bromelina

Leus-Lyss

X

X

X

Leus-Alas

Leuss-Progg

Alazs-Argen

||82;-Va|4-

Tyraz-Leusy

Vala-Lysen

Lysar-Lysso

Alagrlers

Lyst=-Alazs

Leuss-Progsa

Leugs-Leuqgs

Aspzz-Pheqgs

Thrsr-Gluses

Tyrigz-Argizs

Argize-Alaizg

Gluyzr-Proas

Lysi4s-Asnss

Leuysslles;
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As proteinas do leite bovino sdo um dos principais alérgenos alimentares
gue causam reagdes imunoldgicas mediadas por IgE, isto devido a alta resisténcia
ao processo de digestao pelas enzimas gastrointestinais (ASTWOQOD et al., 1996)
ou ainda aos os peptideos provenientes da digestdo que podem ter mais de 10
residuos de aminoacidos, podendo desta forma reter fragmentos com capacidade
de se ligar a IgE e estimular as células T de resposta (SEN et al., 2002;
LEHMANN et al., 2006). Varios processos tecnolégicos tém sido utilizados na
tentativa de reduzir ao maximo a alergenicidade das proteinas do leite (EL-
AGAMY, 2007). Dentre eles, o processo enzimatico € um dos métodos mais
estudados e aplicados para este fim, principalmente na elaboracdo de formulas
infantis hipoalergénicas (EL-AGAMY, 2007; FRITSCHE, 2009; VAN ESCH et al.,
2011). A hidrdlise extensa das proteinas, até que maioria dos peptideos formados
atinja MM entre 2 e 5 kDa, é citado como o tratamento mais eficaz na redugéo da
alergenicidade das proteinas do soro de leite (KANANEN et al. 2000; EL-AGAMY,
2007). Entretanto, os produtos provenientes da hidrélise podem apresentar
algumas caracteristicas indesejaveis, como por exemplo, a presenca de proteina
antigénica residual na sua forma intacta, resistente a hidrélise (DIBBERN et
al.,2003; NATALE et al., 2004; NOWAK-WEGRZYN et al., 2009) ou liberacdo de
determinantes antigénicos apods clivagem da proteina (EL-AGAMY, 2007; VAN
ESCH et al., 2011). Além disso, a formacéo de peptideos menores que 6 kDa e
liberacdo de alguns aminoacidos como a Leu, Ala, Phe e Tyr ap6s a hidrdlise,
pode conferir sabor indesejavel ao alimento, relativo ao amargor (ALTING et al.,
1998; EL-AGAMY, 2007).

Os resultados aqui apresentados mostraram que a hidrolise com alcalase,
neutrase ou bromelina clivou de forma distinta a B-Lg. A alcalase promoveu a
formagéo de peptideos de menor MM e carater mais hidrofilico que os obtidos com
neutrase ou bromelina. Embora a hidrélise com bromelina tenha resultado em
produtos de MM maior e menos hidrofilicos, foi capaz de reduzir a antigenicidade
da proteina, assim como a alcalase, corroborando os resultados de outros estudos
que indicam que outros fatores estdo envolvidos na resposta antigénica da

proteina como estrutura molecular e sequéncia aminoacidica que compde o
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peptideo liberado na hidrélise (JARVINEN et al., 2001; ADEL-PATIENT et al.,
2003; CHICON et al., 2008).

O tratamento com TG também tem sido relatado como meio de modificar as
propriedades antigénicas de proteinas alimentares (BABIKER et al., 1998; CLARE
et al., 2007; WROBLEWSKA et al., 2008; VILLAS-BOAS et al., 2010; O’SULLIVAN
& FITZGERALD, 2012). A B-Lg apresenta estrutura globular e estavel, que dificulta
0 acesso aos residuos de GIn, doadores de acila para a reacado de cross-link
catalisada pela TG (PARTSCHEFELD et al.,, 2007). Estes sitios podem ser
disponibilizados com tratamento prévio da proteina como a desnaturagédo térmica
(MOTOKI & SEGURO, 2006; EISSA et al., 2006; BAEZ et al., 2011), agentes
redutores DTT ou Cys (FAERGEMAND et al., 1997; EISSA et al., 2006; VILLAS-
BOAS et al.,, 2010; VILLAS-BOAS et al.,, 2012), ou hidrélise com diferentes
proteases (WROBLEWSKA et al., 2008).

O tratamento térmico e principalmente, a utilizacdo do agente redutor Cys
facilitaram a acédo da TG na B-Lg, com formacao de polimeros de MM alta (Figuras
12 e 14) e formagao do dipeptideo €-(y-GiIn)Lys decorrente do cross-link (Tabela
12). O tratamento térmico causa a desnaturacdo da [B-Lg e formacédo de
agregados via intercambio tiol-dissulfeto e/ou interacbes ndo covalentes
(MUDGAL et al., 2011), que podem dificultar o acesso a alguns dos residuos de
Lys e GIn na molécula, limitando a taxa de cross-link na proteina. A polimerizacao
com TG na presenca de Cys promoveu quase o dobro da formacao da ligacao
isopeptidica €-(y-Gln)Lys comparado ao tratamento com TG pés tratamento
térmico. Em cada subunidade de B-Lg ha nove residuos Gin, porém nem todos
estdo expostos para agdo da TG (COUSSON et al., 1992). Segundo Hemung et
al. (2009), aqueles identificados como sendo potenciais doadoras de acila para
acao da TG, estao localizados nas posicao Ginis, Glngs, Glny1s , Glniz, Glnyss ou
Glnyse. O residuo Glngg, por exemplo, esta localizado em uma das cordas-f e os
residuos Ginyz e Glnyss encontram-se na a-hélice. O residuo Glnqz esta numa
regido de dificil acesso a TG, devido a proximidade da ligacdo dissulfeto entre os
residuos Cysios - Cys119 (HEMUNG et al., 2009). No entanto, os agentes redutores

como o DTT ou Cys, ao romper a ligagdo Cys1os - Cysi19, facilitam o acesso da TG
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ao residuo Ginyoo (HEMUNG et al., 2009). Em trabalho recente, Villas-Boas et al.
(2012) propuseram que a utilizacdo da Cys poderia resultar na formacdo da
cistina, que ao evitar o intercambio tiol-dissulfeto e reagregagcédo via pontes
dissulfeto, aumentaria a exposicdo dos residuos de Lys e GIn e,

consequentemente, a formagdo do cross-link na proteina.

Em comparacédo aos tratamentos de polimerizacao pés tratamento térmico
da B-Lg ou na presenga de Cys, o processo de hidrélise com a alcalase, neutrase
ou bromelina previamente ao tratamento com TG, pouco alterou a MM da
proteina, no entanto, houve formacdo da ligagdo isopeptidica e-(y-GIn)Lys,
detectada em concentracdo mais elevada no material polimerizado pés hidrélise
com alcalase, confirmando que a formacgao do cross-link nao implica no aumento
da MM, embora possa alterar a estrutura da molécula (FLANAGAN &
FITZGERALD 2002). O tratamento isolado de hidrélise com alcalase ou bromelina
ou a polimerizacao pds hidrélise com estas enzimas reduziram significativamente
a antigenicidade da B-Lg, sendo que para a amostra hidrolisada com alcalase a
resposta de IgE anti- B-Lg foi praticamente anulada.

No tratamento de polimerizacdo pré hidrélise, a alcalase promoveu a
protedlise praticamente completa dos polimeros de MM alta, resultando em
peptideos de MM entre 2,6 a 9,2 kDa. Os resultados podem ser explicados pela
ampla especificidade da alcalase, que cliva o lado carboxila de aminoacidos
hidrofébicos Phe, Tyr, Trp, Leu, lle, Val e Met (MARKLAND E SMITH, 1971;
ADLER-NISSEN, 1986) que, para B-Lg, pode resultar em mais de 40
possibilidades de clivagem e gerar peptideos predominantemente hidrofilicos, de
MM baixa e, consequentemente, de baixo potencial antigénico. A hidrélise dos
polimeros com bromelina ou neutrase foi parcial, pois foram detectados produtos
de MM alta, possivelmente resistentes a acdo destas proteases. No entanto, a
resposta antigénica destes produtos foi menor que a das amostras que sofreram
apenas polimerizacao.

Além das diferencas quanto as carateristicas dos produtos formados, o

tratamento de polimerizacdo da B-Lg pré ou pods hidrélise também alterou a
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susceptibilidade da proteina a digestdo gastrointestinal. No estado nativo, os sitios
de clivagem para a pepsina, correspondentes as cadeias laterais de aminoacidos
hidrofébicos ou aromaticos, formam um nucleo de dificil acesso no interior da
estrutura da B-Lg, tornando-a altamente resistente a  digestéo
(DALGALARRONDO et al., 1995; GUO et al., 1995; FU et al., 2002). No entanto,
0s processos de hidrélise, ao quebrar ligacdes especificas na proteina, e de
polimerizacao, ao induzir rearranjo estrutural na molécula, aumentaram a
exposicao dos sitios de clivagem da proteina para a agao das enzimas digestivas,

principalmente para a pepsina.

Dependendo do tratamento, diferentes peptideos e epitopos foram
liberados ap6s digestéo in vitro das amostras. Conforme apresentado nas Tabelas
37 e 38 (pagina 134), a B-Lg apresentou 14 possiveis fragmentos de ligagdo com
IgE que foram estaveis a digestdo, nove destes presentes no digerido gastrico e
quatro no digerido gastrointestinal. As amostras pB-Lg TT TG e B-Lg Cys TG e
aquelas polimerizadas pré ou pds hidrélise com bromelina também apresentaram,
embora em menor numero, fragmentos correspondentes aos epitopos estaveis a
digestdo gastrica e gastrointestinal. O tratamento com alcalase, isolado ou
associado a TG, resultou em um produto que apds digestao gastrointestinal nao
mais apresentou epitopos. Os determinantes antigénicos estaveis a digestao
podem atravessar a barreira e a mucosa intestinal e, consequentemente,
sensibilizar o sistema imunolégico e desencadear a resposta alérgica (MORENO,
2007; PICARIELLO et al.,, 2010). Assim, a alteracao ou eliminacdo destes
fragmentos é um dos objetivos chave na redugdo do potencial alergénico das

proteinas alimentares.

A associacao da hidrélise enzimatica e a polimerizacdao com a TG pode
também modificar algumas importantes propriedades tecnolégicas e funcionais de
proteinas alimentares. Na polimerizagdo poshidrélise foi reportado que
hidrolisados da soja tratados com TG apresentaram géis mais resistentes,
termicamente estaveis e com maior capacidade emulsificante (BABIKER, 2000).
Estas propriedades também foram melhoradas em hidrolisados de caseinato de
sodio (FLANAGAN & FITZGERALD, 2002; O’'SULLIVAN & FITZGERALD, 2012) e
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hidrolisados do gliten (AGYARE et al.,, 2008) tratados com a TG. Para a
polimerizacao pos hidrélise, foi verificado aumento significativo na solubilidade de
polimeros de caseinato de sddio hidrolisados com Protamex (FLANAGAN &
FITZGERALD, 2002). Portanto, além de hipoalérgenico, ha indicativos de que o
produto resultante da associacdo dos processos de hidrélise e polimerizacao

podera apresentar importantes propriedades tecnofuncionais.
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7. CONCLUSOES

Com a metodologia de superficie de resposta foi definida que a condigcéao
3% de substrato e 25 U enzima g foi aquela com qual se obteve maior GH da B-
Lg com as trés enzimas, sendo que com a alcalase obteve-se GH pelo menos

duas vezes superior ao obtido com a neutrase ou a bromelina.

Apo6s a polimerizagdo dos hidrolisados, a andlise por espectrometria de
massas mostrou que houve aumento da MM nestas amostras. A formacao do
dipeptideo ¢-(y-GlIn)Lys, caracteristico da reacao de cross-link, foi detectada em
todas as amostras polimerizadas pés hidrélise, porém em maior concentracéo na
amostra tratada com a alcalase, indicando que o pré tratamento com esta enzima

disponibilizou maior numero de sitios especificos, favorecendo a agédo da TG.

A polimerizagdo da B-Lg apds tratamento térmico ou na presenca de Cys
levou a formacgéo de produtos de MM alta (> 100 kDa). Os polimeros, assim como
obervado para a B-Lg, foram mais eficientemente hidrolisados com a alcalase, do

que com a bromelina ou a neutrase.

Tanto o processo de hidrélise como o tratamento com a TG pré ou pds
hidrélise foram capazes de reduzir o potencial antigénico da B-Lg. Dentre os
tratamentos estudados, o mais eficaz foi a hidrolise com alcalase que

praticamente anulou a antigenicidade da proteina.

Apo6s simulacdo da digestdo gastrointestinal, ndo foram identificados
peptideos correspondentes aos epitopos no hidrolisado com alcalase ou nos
polimerizados pré ou pdés hidrélise com esta enzima. Com a bromelina foram
identificados alguns epitopos, embora em menor nimero do que o observado para
a proteina nao tratada.

Embora o tratamento de hidrélise, por si sO, tenha sido capaz de reduzir
significativamente a antigenicidade da B-Lg, o processo associado de hidrolise e
polimerizacdo n&o deve ser descartado, pois tem o potencial de modificar as
propriedades tecnologicas e funcionais de proteinas alimentares, de forma
diferenciada daquela que seria resultante dos tratamentos em separado. Portanto,

para a aplicacao em sistemas alimentares, além do aspecto antigénico, sugere-se
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como objetivo de futuros estudos a avaliagcdo das propriedades tecnofuncionais
dos materiais modificados.
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CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1586-1, sobre "Efeitos da hidrdlise pré e pés

polimerizacdo catalisada pela transglutaminase na antigenicidade da (-

lactoglobulina”, sob a responsabilidade de Profa. Dra. Flavia Maria Netto /

Isabele Serimarco Sabadin, estd de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo 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 protocol n® 1586-1, entitied "Effect of hidrolyses pre and post

polimerization catalized by transglutaminase on _antigenicity of f-

lactoglobulin”, is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Experimentation (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 agostolde 2008.

1
|
\
\

\ o/ LA \:\ |
Lo~ V¥ jaiug v 1 leocotat \ U

A\

Profa. Dra. Aha Maria A. Guaraldo Fétimé Alonso

Presidente Secretaria Executiva

CEEA — Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
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