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RESUMO

Estudos indicam que cerca de 2,5% dos recém-nascidos sofrem reacoes de
hipersensibilidade ao leite bovino. Os principais componentes alergénicos do soro
do leite bovino sao as proteinas B-Lactoglobulina (B-Lg) e a-Lactoalbumina (a-La).
A enzima transglutaminase (TG) tem sido utilizada para modificar as proteinas do
soro do leite, podendo reduzir o seu potencial antigénico. O objetivo desse
trabalho foi estudar o efeito do pH e relacdo enzima substrato (E:S) na
polimerizacao do Isolado proteico do soro do leite (IPS) com a TG em diferentes
condicoes utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta, e avaliar a redugéo
do potencial antigénico das proteinas pela suscetibilidade dos produtos obtidos a
digestdo com pepsina. O estudo da polimerizagéo do IPS foi realizado por meio de
experimentos fatoriais 22, nos quais as variaveis independentes foram a relacdo
enzima:substrato (E:S) (15,7 — 56,9 U TG /g de proteina) e pH (5,0 — 8,4). A
variavel dependente foi a polimerizagdo das amostras avaliada pela concentragao
relativa das proteinas B-Lg ([B-Lg]) e a-La ([a-La]) ap6s a reacéo de polimerizagéo,
medida por densitometria do gel. Para o estudo da polimerizagdo, foram
realizados dois DCCR(Delineamento Composto Central Rotacional): DCCR 1 no
qual foi utilizado o IPS sem qualquer tratamento e DCCR 2 no qual foi utilizado o
IPS tratado termicamente. Para condicdo do DCCR 2, foi realizado um
experimento preliminar afim de obter as melhores condicbes de tempo e
temperatura de polimerizagdo pela TG. A caracterizacdo das amostras de IPS
polimerizado foi realizada por eletroforese (SDS-PAGE). As amostras que
apresentaram a menor [B-Lg] foram empregadas para o estudo de resisténcia a
pepsina, foram utilizados dois modelos de simulacao da digestao gastrica: o adulto
(182 U de pepsina/g de proteina, pH 2,0) e o infantil (23 U de pepsina/g de
proteina, pH 4,0) seguida por caracterizacdo por eletroforese (SDS-PAGE). A
avaliacdo in vitro da antigenicidade dos digeridos gastricos foi realizada por
ELISA, utilizando soro de camundongos BALB/c sensibilizados com (B-Lg na forma
nativa. A polimerizagdo do IPS pela TG foi mais eficiente quando a proteina foi
previamente desnaturada por tratamento térmico. No DCCR 1 ocorreu maior
polimerizagdo da a-La do que da B-Lg, indicando que esta proteina reage
facilmente com a TG, mesmo sem tratamento térmico prévio. A digestao in vitro do
IPS foi mais eficiente nas condigdes fisioldégicas simulando o0 modelo adulto do
que o infantil. Em ambos os modelos, a amostra tratada termicamente e
polimerizada com TG (IPS/TT-TG) foi mais susceptivel a pepsina e também foi a
que apresentou a menor resposta frente IgE anti- B-Lg. A diminuicdo moderada do
potencial alergénico apds os tratamentos realizados sugerem que houve
modificacao e ou ocultacdo de epitopos da estrutura da proteina.

Palavra chave: Proteinas do soro de leite; Transglutaminase; Digestao in vitro;
Antigenicidade.
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ABSTRACT

Studies indicate that about 2.5% of newborns suffer from hypersensitivity
reactions to cow’s milk. The main allergenic components of bovine whey proteins
are B-lactoglobulin (B-Lg) and a-lactalbumin (a-La). The enzyme transglutaminase
(TG) has been used for modifying whey proteins, and may reduce their antigenic
potential. The present work aimed at studying the effect of pH and enzyme
substrate (E:S) on the polymerization of the IPS with TG under different conditions
using Response Surface Methodology, and evaluate the reduction of potential of
the antigenic proteins using the susceptibility of products to pepsin digestion. The
study of the IPS polymerization was performed by factorial experiments 22 in
which the independent variables were enzyme: substrate ratio (E: S) (15.7 to 56.9
U TG / g of protein (U g') ) and pH (5.0 - 8.4). The dependent variable was
polymerization of the samples evaluated by the relative concentration of the B-Lg
([B-Lg]) and a-La ([La-a]) after the polymerization reaction, evaluated by
densitometry of the gel. To study the polymerization, two CRCD (Central Rotatable
Composite Design) were performed: CRCD 1 in which untreated WPI was used
and CRCD 2 in which WPl denatured by heat treatment was used. The
characterization of the samples was performed by SDS-PAGE. The evaluation of
the polymerization was achieved by the relative concentration of the proteins B-Lg
([B-Lg]) and a-La (([a-La]) after polymerization, determined by densitometry. The
samples with the lowest [B-Lg] were chosen for the study of resistance to pepsin
using two simulation models of gastric digestion, the adult (182 U pepsin / g of
protein and pH 2.0) and infant (23 U pepsin / g of protein, pH 4.0). The resistance
of the proteins to the action of pepsin was evaluated by SDS-PAGE. Evaluation of
the antigenicity of the samples before and after gastric digestion was performed by
ELISA using sera from BALB/c mice sensitized with B-Lg in its native form.
Between the two designs carried out for the polymerization of WPI by TG, the one
in which the WPI has previously been denatured by heat treatment was more
effective. The in vitro digestion of WPl was more efficient under conditions
simulating the physiological adult model than the infant model. In both models the
sample which was heat treated and subsequently polymerized by TG was more
susceptible to pepsin, and showed the lowest anti-IgE response against B-Lg,
indicating that the allergenic potential was decreased after treatment. These results
suggested that there was a modified and/or hidden of the epitopes.

Keyword: Whey Protein, Transglutaminase, Digestion in vitro; Antigenicity.
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INTRODUGCAO

1. Introducao

O leite bovino é a causa mais comum de alergia na infancia e considerada
uma das principais preocupacdoes em relacdo a seguranca dos alimentos
(NOWAK-WEGRZYN et al., 2008; WANG et al., 2009). Estudos indicam que cerca
de 2,5% dos recém-nascidos apresentam reagdes de hipersensibilidade ao leite
bovino, e dentre as doengas alérgicas causadas por alimentos, a alergia ao leite
bovino é responsavel por 60% dos casos (SAMPSON, 1999; WANG et al., 2009).

Os principais alérgenos alimentares identificados sdo de natureza protéica
(TAYLOR, 1992). Os principais componentes alergénicos do soro do leite bovino
sao as proteinas B-Lactoglobulina (B-Lg), a-Lactoalbumina (a-La) e a albumina de
soro bovino (BSA) (SVENNING et al., 2000). Segundo Yoshino et al. (2004), as
proteinas alergénicas apresentam as seguintes caracteristicas: resisténcia as
enzimas digestivas, estabilidade térmica e a presenca de epitopos alergénicos na
sua estrutura. As ligacdes dissulfeto intra moleculares também sao importante
fator na antigenicidade das proteinas, pois aumentam a capacidade de um
alérgeno resistir a desnaturacao (BANON et al., 2002).

As proteinas dos alimentos sdo degradadas pelas enzimas do trato
gastrointestinal formando principalmente peptideos. Algumas delas, no entanto,
resistem ao processo de digestao e podem ser absorvidas pelo epitélio intestinal,
podendo induzir a producdo de anticorpos IgE especificos e causar alergia
(BANON et al., 2002; YOSHINO et al., 2004). O alérgeno pode ser absorvido na
sua forma intacta e imunologicamente ativa, sensibilizando o sistema imune da
mucosa intestinal. Por essa razdo, a digestibilidade e a permeabilidade intestinal
sao fatores importantes a serem considerados, pois podem influenciar no potencial
alergénico das proteinas (MORENO, 2007).

A resisténcia das proteinas a pepsina foi proposta como uma das avali¢gdes
do potencial de antigenicidade, pois parece ser uma caracteristica compartilhada
por muitos dos alérgenos alimentares. Existe controvérsia sobre a validagdo deste
método como um teste de avaliacdo do potencial alergénico das proteinas. No

entanto, a resisténcia a digestdao com pepsina utilizando um fluido similar ao fluido
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INTRODUGCAO

gastrico (FSG) vem sendo considerada um critério relevante para avaliar o
potencial alergénico de novas proteinas (MORENO, 2007). A avaliagcdo desta
caracteristica foi incluida na arvore deciséria de investigacdo para a avaliacao da
antigenicidade dos alimentos geneticamente modificados (IFBC/ILSI Decision
Tree) adotado pela WHO/FAO (POULSEN, 2004).

Uma forma de modificar as proteinas do soro do leite € a utilizagdo da
enzima transglutaminase (TG). Essa enzima reduz o potencial alergénico das
proteinas ao introduzir ligagcbes cruzadas covalentes inter ou intra molecular
promovendo a sua polimerizacdo, ocultando regiées de epitopos (GAUCHE et al.,
2008). Estudos mostram que a B-Lg € resistente a acdo da pepsina, pela sua
estrutura globular e a presenca de epitopos na sua molécula, e que a sua
antigenicidade pode ser reduzida pelo uso de TG (GAUCHE et al., 2008; VILLAS-
BOAS et al., 2010). Estudos realizados anteriormente por nosso grupo avaliaram o
efeito da reacdo de polimerizagdo catalisada pela TG sobre a digestibilidade e
atividade antigénica da -Lg, indicando que houve mudancgas estruturais que
facilitaram a clivagem da B-Lg pelas enzimas digestivas, gerando peptideos com
baixo potencial antigénico comparados aos digeridos da proteina nativa (VILLAS-
BOAS et al., 2012).

Em continuidade a esses estudos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
da acédo da TG no potencial alergénico do isolado protéico de soro do leite bovino
(IPS). Como método de avaliacao foi utilizado a resisténcia das proteinas a acao
da pepsina.



OBJETIVOS

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar efeito da agdo da enzima transglutaminase
no potencial alergénico do isolado protéico de soro do leite bovino (IPS).

2.2 Objetivos Especificos

e Obter e caracterizar o IPS modificado com a enzima TG.

e Estudar o efeito do pH e relagao enzima:substrato na polimerizagéo do IPS
nao tratado ou tratado termicamente com a TG utilizando a Metodologia de
Superficie de Resposta.

e Avaliar a reducdo do potencial antigénico das proteinas pela
suscetibilidade dos produtos obtidos a digestdo com pepsina e pelo teste
imunoquimico Enzyme-linked =~ immunosorbent  assay  (ELISA).



REVISAO BIBLIOGRAFICA

3. Revisao Bibliografica
3.1 Proteinas do soro de leite

O leite bovino tem aproximadamente 3,5% de proteina sendo 2,9%
correspondente as caseinas e 0,6% as proteinas do soro (SGARBIERI, 1996).
Caseina pode ser definida como a proteina precipitada por acidificacdo do leite
desnatado com enzima renina a pH 4,6 a 20 °C. O liquido remanescente é o
lactosoro que contém cerca de 20% das proteinas, sendo que a B-Lg e a a-La
constituem 70-80% desta fracao (SGARBIERI, 1996).

Além dessas, sao encontradas sub-fracdes ou peptideos secundarios,
assim denominados por apresentarem em pequenas concentragées no soro de
leite, compostos por: glicomacropeptideo, imunoglobulinas, soroalbumina,
lactoferrina, lactoperoxidase, lisozima, lactolina, relaxina, lactofano, fatores de
crescimento IGF-1 e IGF-2, proteoses-peptonas e aminoacidos livres
(HARAGUCHI et al., 2006; VAN ESCH et al., 2011).

O soro de leite pode ser obtido em laboratério ou na industria por trés
processos principais: coagulacao enzimatica (enzima quimosina), resultando no
coagulo de caseinas; precipitacdo acida no pH isoelétrico, resultando na caseina
isoelétrica, que é transformada em caseinatos e no soro acido; e por separacéo
fisica das micelas de caseina por microfiltracdo, obtendo-se um concentrado de
micelas e proteinas do soro na forma de concentrado ou isolado protéico (ZINSLY
et al., 2001; BORGES et al., 2001).

A industria tem se interessado pelas proteinas do soro devido a sua alta
qualidade nutricional e por suas propriedades funcionais na sua forma nativa
(HARPER, 1994). Quando ndo desnaturadas, as proteinas do soro do leite séo
altamente soluveis, boas formadoras de espumas e emulsées, além de formar
géis a 85 °C (PELEGRINE e GASPARETTO, 2003). Formado por uma mistura de
proteinas com numerosas e diversas propriedades funcionais, o soro tem um
potencial consideravel de utilizagdes (SILVA; BOLINI; ANTUNES, 2004).
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O valor nutricional das proteinas do soro de leite quando comparado com
outras proteinas alimenticias (ovo, queijo, carne, soja e peixes) apresenta-se
superior por conter aminoacidos indispensaveis em maior concentracdo e
também aminoacidos sulfurados como metionina e cisteina, além de elevada
digestibilidade (SMITHERS, 2008).

As proteinas do soro contém varias sequéncias de aminoacidos com
propriedades bioativas e sua hidrélise pode liberar peptideos capazes de modular
respostas fisiolégicas no organismo. Muitos ja foram isolados e caracterizados,
tendo sido observadas atividades: imunomoduladora, antimicrobiana e antiviral,
antitumoral, antitlcera, antihipertensiva, anticoagulante, opidide, ergogénica,
anticolesterdlemica e fatores de crescimento celular (PIHLANTO-LAPPALLA,
2001; GAUTHIER e POULIOT, 2003; SGARBIERI, 2004; PACHECO et al., 2005).

A B-Lg € uma proteina globular de massa molecular de 18,3 kDa e pl 5,2.
Representa cerca de 50% do total das proteinas do soro do leite bovino. Pertence
a familia lipocalina e possui a capacidade de ligar e transportar pequenas
moléculas hidrofébicas (SGARBIERI, 1996; CHEISON et al.,, 2010). A sua
estrutura primaria é composta de 162 aminoacidos, contém um grupo sulfidrila
livie (-SH) e duas pontes dissulfeto intra moleculares (-S-S-), ligando a Cys®®-
Cys'® e a Cys'®-Cys''®. A estrutura secundaria da B-Lg consiste em folhas B
antiparalelas (50%), formando nove cordas B (B-strands), em a-hélice (15%),
estruturas ao acaso (15%) e estruturas em curvas (turn structures) (20%) (PAPIZ
et al., 1986; MONACO et al., 1987). Sua estrutura terciaria consiste em nove fitas
B antiparalelas, oito das quais formam uma barreira hidrofébica ao lado de uma a-
hélice, o que explica a resisténcia desta proteina as enzimas digestivas
(SGARBIERI, 1996; SELO et al.,1999). J4 foram identificadas 11 variantes da B-
Lg, sendo as mais estudadas as A e B, que diferem apenas nas posi¢coes 64 (Asp-
Gly) e 118 (Val-Ala) e ambas apresentam potencial antigénico (SELO et al., 1999;
WAL, 2004).

Em pH 5,1 a 6,7 a B-Lg se apresenta como um dimero estavel constituido
de duas unidades esféricas, devido a interacdo eletrostatica entre aspartato
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(Asp'™®) e acido glutamico (Glu™* de um determinado monémero e o residuo
lisina de outro mondédmero (SGARBIERI, 1996; SAWYER et al., 2002). Em pH
menor que 3,0 ou maior que 8,0, os dimeros se dissociam em mondmeros. A 3-Lg
sofre desnaturagéo térmica pelo aquecimento a temperaturas superiores a 60 °C.
A 95 °C ha completa desnaturacdo da B-Lg, que sofre extensa transformacao
conformacional, com exposicao de grupos nucleofilicos altamente reativos e de
areas hidrofébicas (SGARBIERI, 1996).

Wit (1998) atribui a B-Lg a propriedade de transportador de retinol. A
estrutura globular da B-Lg é estavel aos acidos e enzimas proteoliticas do
estbmago, tornando-a um resistente carreador de retinol materno para o filhote.
Porém, esta funcao biol6gica parece nao ser importante para bebés humanos,
uma vez que a B-Lg n&o esta presente no leite humano (WIT, 1998).

A oa-La é uma proteina monomérica globular, representando
aproximadamente 25% das proteinas do soro do leite bovino. Ja foram
identificadas duas variantes genéticas (A e B), porém somente a variante B tem
sido encontrada em leite das racas bovinas ocidentais. A variante B contém 123
residuos de aminoacidos e massa molecular 14,2 kDa, apresentando quatro
pontes dissulfeto. Caracteriza-se pela tendéncia de formar associa¢cdes em pH
abaixo do seu ponto isoelétrico (pl). No pH natural do leite, 6,6, e acima, a a-La
apresenta-se como monémero com sua estrutura terciaria, além de apresentar alta
afinidade para ligacdo com ions calcio, levando a maior estabilidade da estrutura
secundaria desta proteina (MONACI et al., 2006, SGARBIERI, 2005). Possui um
perfil excelente de amino&cidos indispensaveis, sendo rica em lisina, leucina,
treonina, triptofano e cisteina (KINSELLA e WHITEHEAD, 1989; SGARBIERI,
1996) e similaridade estrutural e composicional em relagdo a principal proteina do
leite materno humano. E também utilizada em alimentos protéicos para
esportistas, pois constitui uma boa fonte de aminoacidos de cadeia ramificada, os
quais estao envolvidos no fornecimento de energia e sintese protéica muscular
(WALZEN et al., 2002; HA e ZEMEL, 2003).
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A soro albumina bovina (BSA) é solluvel em agua, tem conformacao nativa
globular formada por uma cadeia polipeptidica com cerca de 580 residuos de
aminoacidos e apresenta massa molecular 66,2 kDa e pl 4,7. E responsavel por
aproximadamente 5% do total das proteinas do soro de leite (SGARBIERI, 2005).
Apresenta um grupo sulfidrila livre na posicdo 34 (N-terminal) e 17 pontes
dissulfeto intra moleculares (CARTER, 1994). Muitas dessas ligacdes dissulfeto
estdo protegidas no nucleo da proteina e, consequentemente, nao sao facilmente
acessiveis (RESTANI et al., 2004).

A lactoferrina (LF) € uma metaloproteina com massa molecular de 86,1
kDa, que se liga fortemente a dois atomos de ferro por mole de proteina. Tem
caracteristica basica, com pl ao redor de pH 8,0. Com o contetdo normal de ferro
esta proteina é bastante resistente a desnaturagdo térmica, quimica e a acgéo
enzimatica (SGARBIERI, 1996).

3.2. Modificacao de proteinas com a enzima transglutaminase (TG)

A TG (EC 2.3.2.13) € uma enzima existente na maioria dos tecidos
biolégicos e fluidos corporais, exerce papel importante na coagulacdo sanguinea,
€ a Unica enzima utilizada comercialmente na industria de alimentos que catalisa
reacao de acil transferéncia, introduzindo uma ligacdo covalente entre os residuos
de glutamina e uma grande variedade de aminas primarias (GAUCHE, 2008;
MOTOKI e SEGURO,1998).

A TG catalisa trés reagdes diferentes como mostradas na Figura 1. ATG é
capaz de introduzir ligagbes cruzadas covalentes em sistemas protéicos por
catalisar reacoes de acil transferéncia entre o grupo y-carboxilamida de peptideos
ou glutamina ligada a peptideos (doador de acil) e aminas primarias (receptores
de acil), incluindo o grupo €-amino de residuos de lisina. Quando grupo €-amino da
lisina ligada a proteina age como um acil receptor, ligagées cruzadas covalentes
intra e/ou inter moleculares sdo formadas (ligacdo isopeptidica e-(y-glutamil)

lisina), resultando na polimerizacdo de proteinas. Na auséncia de aminas
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primarias, a agua pode agir como um receptor de acil, levando a desaminagéao dos
residuos de glutamina, formando acido glutdmico e amoénia (LORENZEN et al.,
1998; JAROS et al., 2006). A reacado de transferéncia de grupos acil pode ser
usada para introduzir peptideos ou aminoacidos em uma proteina. Assim, 0 uso
da TG representa um instrumento importante para modificar as propriedades
nutricionais de proteina dos alimentos (ZHU et al, 1995; MOTOKI e
SEGURO,1998; JAROS et al., 2006; GAUCHE et al., 2008).

Polimericacio

lrums gluiminase

R-GIn(CHz)»=CO-NHz + NH=(CHs}-LE-R - R-Gln-{CHap-CONH-{CHz }-Lis-R + NIz

rez idvo glulaming resudue h=ma e={-glulbmil}lizma

Incorporacio de aminas
s plubsminasse

R-GIn-(CHy-CO-NH; + NHxR - |R-GIn{CH,)»CO-NH-R + NH;

res oo glulaming amma

Desamimcio

bz gl b s

B-Gin-(CHzp-CONH: + HeD) = R-Glne{CHz)e-O0-0OH + NI

res idvo plilamins

Figura 1. Reacdes catalisadas pela transglutaminase. Fonte: Sharma, Lorenzen e
Quist, 2001 (adaptado).

A legislacao Brasileira permite a utilizagdo da TG de origem microbiana na
industria de alimentos em concentragdo suficiente para o efeito desejado, sem
especificar o limite maximo permitido (BRASIL, 2003). A comunidade cientifica
reconhece a TG como uma substancia segura para a ingestdo humana
(KURAISHI et al., 2001). Pedersen et al (2004) relataram que a TG derivada da
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Streptoverticillium morabense, nao apresenta potencial alergénico, sendo
considerada, componente seguro na modificacdo e producao de alimentos.

O tratamento com a TG parece favorecer aspectos sensoriais tais como:
aroma, sabor, aparéncia e textura, e também o aumento da vida de prateleira,
absorcao de minerais e reducdo dos efeitos alérgicos de certos alimentos
(SANTOS e KOBLITZ, 2008). O uso da TG esta em crescimento na industria
alimenticia, pois pode melhorar as propriedades fisico-quimicas dos alimentos,
tais como solubilidade, viscosidade, elasticidade, gelificacdo, capacidade
emulsificante e espumante (JAROS et al., 2006). Na industria de laticinios, a TG
pode ser utilizada para aumentar a firmeza, viscosidade e cremosidade de

iogurtes e sorvetes, além de reduzir a sinerese em queijos (JAROS et al., 2006).

A ligagao e-((y-glutamil) lisina) catalisada pela TG é resistente a hidrolise
das enzimas digestivas dos mamiferos podendo ser absorvida no intestino na
forma intacta. Porém, a enzima y-glutamiltransferase, presente nos rins, cliva essa
ligacéo e libera para os tecidos corporais 0 aminoacido indispenséavel lisina e o
acido glutamico (SEGURO et al., 1995).

A quantidade de ligacdes cruzadas induzidas pela adicao da TG depende
da estrutura da proteina que é utilizada como substrato. As proteinas do soro de
leite, B-Lg e a-La, tendem a formar reagdes cruzadas menos efetivas com a TG
por apresentarem estrutura globular (GAUCHE et. al., 2008).

De acordo com Sharma et al. (2001), o pré-aquecimento do leite afeta a
estabilidade e leva ao desdobramento e maior flexibilidade da estrutura protéica,
aumentando a suscetibilidade das proteinas a reacdo catalisada pela TG e,
subsequentemente, a formagao de polimeros. No entanto, a a-La reage tanto no
leite ndo tratado como no tratado termicamente, enquanto a B-Lg mostrou-se
bom substrato apenas quando o leite foi submetido ao tratamento térmico
(SHARMA et al., 2001).

Eissa et al. (2004) avaliaram o efeito do pH (6, 7 e 8) no tratamento
enzimatico de proteinas isoladas de soro de leite incubando as amostra a 50 °C
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por 5 horas, com 100 U TG/g de proteina. O perfil eletroforético (SDS-PAGE)
mostrou que banda de B-Lg permaneceu inalterada apds o tratamento enzimatico
em pH 6 e 7, enquanto que em pH 8 mostrou-se muito fraca, isso porque a B-Lg
requer condigbes fracamente alcalina para que ocorresse a polimerizagao. No
entanto, a a-La reagiu com a TG em todos os pH, indicando que pode ser
rapidamente polimerizada em diferentes condi¢des de pHs (EISSA et al., 2004).

3.3 Alergia alimentar

Alergia alimentar € caracterizada por resposta imunoldgica anormal a um
alimento ou componente nele encontrado (HELM e BURKS; 2000). A capacidade
de um antigeno estimular a producdo de anticorpos € denominada
imunogenicidade, enquanto que a capacidade de um antigeno interagir com um
anticorpo ou células do sistema imune é denominada antigenicidade (CORDLE et
al., 1994).

A alergia é resultado da acédo de varios mecanismos, entre eles, o0s
mediados pela imunoglobulina E (IgE) por meio de dois tipos de sensibilizacao:
aferente e eferente. Na fase aferente ocorre um primeiro contato com o alérgeno
no qual o sistema imune é sensibilizado. Ja na fase eferente, ocorre um segundo
contato com esse alérgeno, que ird resultar na reacdo alérgica e em algumas
manifestacdes clinicas, tais como: reacdes cutaneas (dermatite atopica, urticaria),
respiratérias (rinite, asma), gastrointestinais (vémito, diarréia, célica) e em casos
extremos, choque anafilatico (MORENO, 2007; BUCK, HATTERSLEY e KIMBER,
2010).

Nas doengas mediadas pelas IgE, o aparecimento dos sinais e sintomas
apds a ingestdo de um alimento alergénico é, em geral, agudo. Apds exposicao
subsequente, os alérgenos alimentares ligam-se as moléculas de IgE especificas
e liberam os mediadores que causam os sintomas alérgicos (FERREIRA e
SEIDMAN, 2005). A IgE é a que estd mais associada as reacgdes alérgicas
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(BOWMAN e SELGRADE, 2007), e as proteinas sdo os alérgenos naturalmente
mais encontrados nos alimentos (TAYLOR, 1992).

Diversos alimentos podem causar algum tipo de reacao alérgica, sendo 0os mais
citados a soja, o trigo, 0 ovo, o0 peixe, alguns cereais e o leite bovino (CLARE,
GHARST e SANDERS, 2007).

Segundo Yoshino et al. (2004), as proteinas alimentares consideradas
alergénicas apresentam as seguintes caracteristicas: resisténcia as enzimas
digestivas, estabilidade térmica e a presenga de epitopos alergénicos na sua

estrutura.

Epitopo pode ser definido como parte da estruturacao da superficie de uma
proteina (MORENO, 2007). Sao a uma sequéncia de aminoacidos que se liga
especificamente aos anticorpos (KOPPELMAN e HEFLE; 2006). Existem dois
tipos de epitopos: continuo ou linear e conformacional. No continuo ou linear os
aminodcidos estdao em sequéncia na estrutura primaria e no conformacional, os
aminodacidos estao muito préximos devido a estrutura tridimensional da proteina. O
sitio de ligacdo do anticorpo-antigeno pode acomodar um epitopo formado por
cerca de seis aminoacidos (BALL et al., 1994). Segundo Van Beresteijn et al.
(1994), a proteina para ser alergénica deve ter massa molecular de 3 a 5 kDa,
porém, outros autores consideram que a maioria dos alérgenos alimentares
apresentam massa molecular na faixa de 10 a 36 kDa (TAYLOR et al., 1987;
FERGUSON, 1984). Segundo Dupont (2010), para a ligacdo com o anticorpo ser
possivel, o alérgeno deve conter pelo menos dois epitopos que se liguem com a
IgE, e cada epitopo com no minimo 15 residuos de aminoacidos. Os peptideos
das proteinas do soro do leite bovino gerados no processo de digestao precisam
ter um peso molecular maior que 3 kDa (cerca de 25 residuos de aminoacidos)
para estimular o sistema imune e causar reagao alérgica (DUPONT, 2010).

As proteinas dos alimentos sdo degradadas pelas enzimas do trato
gastrointestinal formando principalmente peptideos. Algumas delas, no entanto,
resistem ao processo de digestao e podem ser absorvidas pelo epitélio intestinal,
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podendo induzir a producao de IgE especificas e causar alergia (YOSHINO et al.,
2004, BANON et al., 2002). Entre os alimentos potencialmente alergénicos, o leite
bovino é um dos mais comuns (MONACI et al., 2006).

Clement et al. (2002), utilizando anticorpos monoclonais, verificaram na
estrutura terciaria da B-Lg regides antigénicas ndo sé na a-hélice, loops externos
mas também nas fitas- . No entanto, nenhuma forma estrutural em particular foi
responsavel pela maior antigenicidade da -Lg, pois os epitopos sdo numerosos e
amplamente difundidos ao longo da proteina, podendo estar localizados nas
partes hidrofébicas da molécula, inacessiveis para as IgE na conformacao nativa
da proteina, porém, acessiveis depois da digestao no trato gastrointestinal (SELO
et al., 1999).

Monaci et al. (2006) realizaram estudos com pacientes alérgicos ao leite
bovino e mostraram que houve ligacdo de IgE sérica destes pacientes com a a-
La nativa, confirmando a presenca de epitopos conformacionais na estrutura
desta proteina, esse mesmo estudo os autores verificaram que apés a digestao,
os peptideos da a-La foram igual ou de maior capacidade de ligagdo com IgE,
sugerindo a existéncia de epitopos lineares, localizados possivelmente em

regides hidrofébicas, que podem ser expostos pela desnaturacao da proteina.

Em mapeamento dos epitopos da a-La, foram identificados quatro epitopos
lineares em peptideos ligantes de IgE. No entanto, nenhuns desses epitopos
foram reconhecidos pelo soro de criangas com suspeita de alergia ao leite bovino.
Os autores verificaram que 72% da sequéncia aminoacidica da a-La do leite
bovino € similar a a-La do leite humano, essa similaridade torna o seu uso
possivel para a alimentacado de bebés, pela sua baixa antigenicidade (MONACI
et al., 2006).

12
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3.4 Estratégias que podem reduzir antigenicidade das proteinas do soro de
leite

Varios processos para reduzir a antigenicidade das proteinas do leite
bovino vém sendo estudados e utilizados. Entre eles estao: hidrolise enzimatica,
0s processos térmicos, polimerizagdo com a enzima TG, o uso de agentes

redutores, desnaturagao por alta pressao entre outros processos.

As proteinas do soro sdo amplamente utilizadas na industria de alimentos
por apresentarem o6timas propriedades funcionais, nutracéuticas e tecnoldgicas.
Sao capazes de nutrir e proteger o organismo de enfermidades; sdao boas
formadoras de espumas, emulsdes e géis (KULMYRZAEV e SCHUBERT, 2004).

A hidrélise das proteinas do leite € uma estratégia comumente empregada
na reducdo da antigenicidade e na prevengdo da sensibilizacdo por alguns
produtos alimenticios considerados alergénicos (PENG et al., 2003; IAMETTI et
al., 2002; PAHUD et al, 1985). Uma desvantagem do processo de hidrdlise
enzimatica € o desenvolvimento de gosto amargo, relacionado a liberacao de
grupamentos hidrofébicos que se encontram no interior das moléculas protéicas.
Esta caracteristica representa um dos principais obstaculos na aplicacao
generalizada dos hidrolisados (MINAGAWA et al., 1989; SAHA e HAYASHI, 2001).

A especificidade enzimatica € um fator importante do processo de hidrélise
que influi na degradacédo dos epitopos responsaveis pelas reacées imunolégicas
(VAN BERESTEIJN et al., 1994). Kananen et al. (2000) mostraram que pela
hidrélise da proteina do soro do leite com pepsina por 3 h e com a tripsina por 30
min resultaram em peptideos com massa molecular < 5 kDa e foi possivel
alcancar um nivel quase nulo de antigenicidade. A protedlise com pepsina seguida
pela a-quimotripsina foi indicada como a combinagdo de enzimas mais eficientes
na reducdo a antigenicidade da a-La e da B-Lg e indicando que o hidrolisado
obtido poderia ser considerado um ingrediente adequado para ser aplicado as
férmulas infantis de baixa antigenicidade (ASSELIN et al., 1989; EI-AGAMY et al.,
2006).

13
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A desnaturacdo térmica ou quimica pode alterar a conformacao dos
epitopos, resultando na perda da estrutura terciaria, consequentemente reduzindo
o potencial alergénico (MONACI et al., 2006). Geralmente, o efeito desnaturante
€ provocado pela combinacdo de varios fatores, os quais modificam a
conformacao original da proteina, estes incluem temperatura, pH, forga ibnica
entre outros (MONACI et al., 2006; ARAUJO, 2004). O tratamento térmico,
comumente utilizado para reducdo de patdgenos, foi proposto como um
procedimento para reduzir a antigenicidade de proteinas do leite (PEYRON et al.,
2006; ZEECE et al, 2008).

As proteinas do leite diferem marcadamente em sua resisténcia ao
tratamento térmico, a a- caseina € mais estavel enquanto a BSA é mais instavel,
ja a B-Lg é relativamente estavel ao calor (EL-AGAMY, 2006). A B-Lg sofre
desnaturacao térmica em temperaturas superiores a 60 °C. Porém, a 95 °C ocorre
desnaturacdo completa, e a [(-Lg passa por extensa transformacgao
conformacional, com exposi¢do do seu nucleo, que séao altamente reativos, e de
suas areas hidrofébicas (SGARBIERI, 1996).

Temperaturas acima de 65 °C podem promover a formacao de agregados
da B-Lg, com a formacgéo de pontes dissulfeto que podem esconder seus epitopos.
Desse modo, os anticorpos somente tém acesso aos epitopos localizados na
superficie da proteina agregada, podendo levar a diminuicdo da antigenicidade
(KLEBER et al., 2004). Zeece et al (2008) e Kleber et al. (2004) relataram que a
B-Lg tratada a 90 °C por 15 min teve sua capacidade de ligacdo com IgE reduzida
significativamente, pois ocorreram modificacdes nas estruturas terciarias e
quaternarias da proteina, com formagédo de pontes dissulfeto entre B-Lg e
caseina. Como consequéncia, a disponibilidade ou exposi¢ao de epitopos da B-Lg
ficou menor, levando a reducéo da resposta alergénica. Ja a BSA e Ig perde sua
antigenicidade em temperaturas de 70 — 80 °C e 100 °C respectivamente (EL-
AGAMY, 2006).

Penas et al., (2005) avaliaram o tratamento com alta pressdo em conjunto

com hidrdlise enzimatica, e consideraram como sendo a combinacdo uma
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alternativa viavel para a substituicdo do tratamento térmico na reducdo da
antigenicidade. Segundo Dumay et al. (1994), a desnaturacdo das proteinas do
soro do leite induzidas pela aplicacao de alta pressao pode favorecer a exposicao
dos epitopos para a agdo das proteases, uma vez que a pressurizagao altera a
estrutura da molécula, facilitando a hidrolise e reduzindo a antigenicidade da
proteina. A B-Lg é particularmente sensivel a desnaturagdo por alta presséo,
quando comparadas com as outras proteinas do soro do leite (KNUDSEN et al.,
2002).

A polimerizacdo com TG também tem sido utilizada para redugdo da
antigenicidade das proteinas alimentares. A TG pode reduzir o potencial
antigénico das proteinas do soro do leite, pois estas enzimas, ao introduzir
ligagdes cruzadas covalentes inter ou intramolecular, promovem a polimerizacao
das proteinas, ocultando regides de epitopos (GAUCHE et al., 2008). Segundo
Villas Boas et al. (2010), a B-Lg polimerizada com TG apresentou potencial
antigénico reduzido, sugerindo que nestas condi¢gdes ocorreram alteragdes nos
epitopos desta proteina, avaliados por ELISA.

Wrébleswska et al. (2004) relataram que a hidrélise do concentrado protéico
do soro de leite com enzima Alcalase causou diminuicdo significativa na
imunorreatividade das proteinas do soro. No entanto, o hidrolisado permanecia
alergénico, mesmo com o0s peptideos apresentando baixa massa molecular.
Wrébleswska et al. (2008) avaliaram a imunorreatividade dos principais alérgenos
(a-La e B-Lg) do concentrado protéico de leite modificada pelas enzimas TG e
Alcalase, e observaram que houve reducdo na imunorreatividade e
antigenicidade dessas proteinas devido a alteracdo de sua estrutura,
principalmente na area de epitopos responsaveis pela reagcao com IgE.

3.5. Avaliacao do potencial alergénico de proteinas

A resisténcia a degradacdo proteolitica € descrita como uma das
propriedades de diversas proteinas alergénicas (POULSEN, 2004). Astwood et al.
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(1996) foram os primeiros a utilizarem o método da digestdao com Fluido Similar
ao Gastrico (FSG) para avaliar o potencial alergénico de proteinas. Neste estudo
foi demonstrado que a resisténcia a digestao pela pepsina estava relacionada a
antigenicidade de proteinas. No entanto, trabalhos como o de Fu et al. (2002)
mostraram que apenas algumas dentre as proteinas alergénicas avaliadas eram
resistentes ao FSG. Martos et al. (2010) verificaram falta de correlacdo entre a
digestibilidade in vitro e a antigenicidade de proteina. Os autores sugerem que a
falta de correlacao pode ser devido as condicdes de avaliacao.

Varios fatores, tais como: caracteristicas da amostra, atividade enzimatica,
composi¢do ibnica, tensbes mecanicas aplicadas e digestdo tém influéncias
significativas nos resultados da digestédo in vitro. Portanto, as condi¢des in vivo
nunca podem ser simuladas completamente nas condi¢des in vitro (HUR et al.,
2010). Fatores fisiolégicos e componentes das estruturas alimentares podem
proteger as proteinas no ambiente digestivo, essa variagdo da estabilidade
digestiva dos alérgenos alimentares devem ser avaliadas e assim simular o
ambiente do sistema digestivo humano (MORENO, 2007).

Mesmo tendo em conta estas controvérsias, a resisténcia das proteinas a
pepsina foi proposta como um potencial marcador para a antigenicidade. A
resisténcia a digestdo com pepsina utilizando FSG vem sendo considerada um
critério relevante para avaliar o potencial alergénico de novas proteinas
(MORENO, 2007). O método foi desenvolvido baseado em um fluido gastrico
padrao (FGP) utilizado em ensaios pré-clinicos de farmacos, como a descrita pela
United States Pharmacopeia (USP) (MANDALARI et al., 2009). A avaliacao desta
caracteristica foi incluida na arvore decisoria de investigacao para a avaliacdo da
antigenicidade dos alimentos geneticamente modificados (IFBC/ILSI Decision
Tree) adotado pela WHO/FAO (POULSEN, 2004).

A abordagem central recomendada pela FAO/OMS para avaliacdo do
potencial antigénico sdo as seguintes: conhecer a fonte de proteina estudada,
identificacdo de similaridade da sequéncia entre os peptideos e proteinas
alergénicas conhecidas e a resisténcia das proteinas a hidrélise pela pepsina. As
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principais etapas de recomendagcdo da FAO/OMS foram interpretadas e
utilizadas como orientagdo e como parte de uma avaliacao global da probabilidade
de antigenicidade para novas proteinas (BADERSCHNEIDER et al., 2002).

Os protocolos utilizados para avaliacao da resisténcia das proteinas a
pepsina utilizando FSG tem grande influéncia nos resultados obtidos (THOMAS et
al., 2004) mas, mesmo sem um protocolo padronizado, a resisténcia a digestao
com pepsina utilizando o FSG tem sido empregada para avaliar a antigenicidade
de novas proteinas (MORENO, 2007).

Dupont et al. (2010) desenvolveram modelo de digestdo gastrointestinal
infantil a partir de analises realizadas in vivo. A andlise foi realizada por meio da
aspiracao gastrica e duodenal de pacientes ileostomizados. Através dessa
aspiracdo, o0s autores obtiveram informagbes que possibilitaram o0
desenvolvimento da simulagdo nas condigdes que imitavam o modelo gastrico

infantil, fase da vida, no qual sdo mais comuns ocorrerem as alergias alimentares.

A digestédo insuficiente das proteinas do soro é considerada uma das
razdes da sua alergenicidade, pois algumas delas em sua forma nativa nao sao
facilmente hidrolisadas pelas enzimas digestivas, pepsina e tripsina
(UNTERSMAYR e JENSEN-JAROLIM, 2008; KANANEN et al., 2000). Nos recém-
nascidos, cuja acidez estomacal € menor que a dos adultos, as proteinas do soro
de leite ndo sdo completamente hidrolisadas pela pepsina, limitando a protedlise
gastrica no estdbmago da criangca (SCHNELL e HERMAN, 2009; DUNKER et al.,
2008; MONACI et al.,, 2006; UNTERSMAYR e JENSEN-JAROLIM, 2006;
YOSHINO et al., 2004).

A B-Lg, principal proteina do soro de leite, em sua forma nativa, apresenta
comportamento diferente das demais proteinas do soro quanto a susceptibilidade
as enzimas gastrointestinais, sendo resistente a acao da pepsina (KITABATAKE e
KINEKAWA, 1998; KIM et al., 2007). Esta resisténcia é importante e explica em

parte porque as proteinas do soro de leite bovino podem causar reacao alérgica
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em bebés e em individuos que apresentam a funcdo gastrica reduzida
(UNTERSMAYR e JENSEN-JAROLIM, 2008; MORENO, 2007).

A B-Lg contém em sua estrutura primaria cerca de 50 ligacdes que sao
potenciais sitios de clivagem da pepsina, porém, grandes partes destas ligacoes
estao localizadas no centro hidrofébico da molécula ndo sendo acessivel a enzima
(NACER et al., 2004). A resisténcia da B-Lg a pepsina pode ser atribuida a sua
estrutura em célice, onde os residuos de aminoacidos ficam escondidos no nucleo
da proteina (NIK et al., 2010).

A a-La quando na forma nativa também é muito suscetivel a hidrélise pela

pepsina, gerando peptideos pequenos apds a digestdo (NIK et al., 2010).

Outras proteinas consideradas alergénicas sdao as caseinas e a
ovoalbumina (MARTOS et al., 2010; YOSHINO et al., 2004; SAKAI et al., 2000).
Sakai et al. (2000), em estudo sobre a resisténcia da caseina do leite bovino a
pepsina, relataram que esta proteina foi facilmente degradada em pH entre 1,5 e
3,5 enquanto que em pH 4,0 a degradagdo ocorreu lentamente. Segundo os
autores, esses resultados sdo importantes e explicam o desenvolvimento da

alergia ao leite bovino em criangas.

Martos et al. (2010) avaliaram o potencial alergénico da proteina da clara
ovo (ovoalbumina) e observaram que esta proteina resiste a hidrolise com
pepsina, como outros alérgenos alimentares, pois mantém a integridade dos
epitopos que ocasionam a reacao. Yoshino et al. (2004) avaliaram por SDS-PAGE
a proteina da clara do ovo em diferentes pH (1,5 - 4,0) e observaram que a
ovoalbumina foi digerida pela pepsina em pH de 1,5 e 2,0, e resistente a enzima
em pH de 2,5 ou maior podendo ter potencial ligacdo com IgE e causar reagéao

alérgica.
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4. Material e Métodos

4.1- Material

Utilizou-se isolado proteico do soro de leite bovino (IPS) e B-Lg (variantes A
e B, ~ 95% de proteina) doados pela Davisco Food International Inc. (Le Sueur,
MN, EUA). As enzimas utilizadas foram: transglutaminase (Activa WM), fornecida
pela Ajinomoto Interamericana Industria e Comércio Ltda. (Sdo Paulo, SP, Brasil),
produzida por Streptoverticillium sp. (Ca®* independente), atividade na faixa de pH
de 5,0 a 8,0, temperatura 6tima de reacao de 50 a 55 °C e atividade declarada de
100 U/g de produto, segundo informacdes da empresa. A pepsina utilizada foi a de
mucosa de estdmago de suino (2500 — 3500 U mg ~',Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, EUA).

Os anticorpos utilizados foram: Purified Mouse IgE antibody, Purified Rat
Anti mouse IgE monoclonal antibody (BD Biosciences San Diego, CA, EUA).

Para o ensaio biolégico, foram utilizados camundongos BALB/c fémeas
adquiridas do CEMIB (Centro Multidisciplinar de Investigacao Bioldgica -
UNICAMP). Os demais reagentes utilizados para as andlises foram de grau

analitico.

A Figura 2 ilustra o fluxograma geral do experimento. O IPS foi submetido a
polimerizacdo com a TG na sua forma nativa (IPS-TG) e ap6s desnaturacéo
térmica (IPS/TT-TG). As amostras polimerizadas com TG foram caracterizadas por
SDS-PAGE (item 4.2.2.1) e as amostras polimerizadas com TG e depois digeridas
foram caracterizadas pela mesma técnica. Posteriormente, as amostras foram
avaliadas quanto a antigenicidade da proteina por meio de ensaios biolégico e
imunoquimicos (item 4.2.8).
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Figura 2: Fluxograma geral do experimento.

4.2. Métodos

4.2.1 Planejamento Experimental

Para o estudo da polimerizagdo do IPS, foram realizados experimentos

fatoriais do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR) 22, nos quais as

variaveis independentes foram relacao enzima: substrato (E:S) (15,7 - 56,9 U TG

/g de proteina (U g-")) e pH (5,0 — 8,4). A variavel dependente foi a polimerizagao

das amostras avaliada pela concentracao relativa das proteinas 3-Lg ([B-Lg]) e a-

La ([o-La]) apds a reacdo de polimerizag&o, avaliada pela densitometria do gel

(item 4.2.2.2).

O estudo da polimerizacao foi realizado utilizando o IPS na forma nao
tratada (DCCR 1) e o IPS desnaturado por tratamento térmico (DCCR 2).
Na Tabela 1 estao as condicoes estabelecidas para cada um dos DCCR.
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Tabela 1: Matriz do planejamento fatorial 22 com as variaveis independentes pH e

relacdo enzima:substrato, respectivamente, no modelo codificado e real

Codificado Real
Ensaios

pH E:S pH E:S
1 -1 -1 55 26
2 1 -1 7,9 26
3 -1 1 55 46,6
4 1 1 7,9 46,6
5 -1,41 0 5 36,3
6 1,41 0 8,4 36,3
7 0 -1,41 6,7 15,7
8 0 1,41 6,7 56,9
9 0 0 6,7 36,3
10 0 0 6,7 36,3
11 0 0 6,7 36,3

Pelo fato das andlises realizadas serem referentes a processos enzimaticos
(possuirem grande variagao), foi considerado estatisticamente significativo o nivel
de confianga 80% com a finalidade de assegurar a validade dos coeficientes. Para
a elaboracao dos modelos do planejamento experimental, foi utilizado o software
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Statistica 7.0 (Statsoft, Tulsa, EUA). Também foram realizadas analises de
variancia (ANOVA), que consiste na avaliacdo do coeficiente de determinagao
(R%, verificando se o modelo apresenta um ajuste adequado aos dados

experimentais.

Para a avaliagdo das respostas [B-Lg] e [a-La] foram geradas pelo
programa Statistica 7,0 a descricdo grafica dos modelos (superficies de
respostas), bem como, a projegcdo de seus cortes sobre o plano dos fatores

gerando as curvas de contorno.

Em todos os experimentos foram realizados com 7% de proteina (m/v em
agua destilada) e a reacao conduzida a 50 °C (EISSA et al., 2006) por 180 min,
em banho termostatizado e interrompida por aquecimento das amostras a 80 °C
por 2 min, seguido de resfriamento em banho de agua gelada. As amostras foram
liofilizadas e armazenadas para utilizagcdo posterior. Todos os ensaios foram
realizados em duplicata.

4.2.1.1 DCCR-1: Influéncia do pH e relacao E:S na polimerizacao do IPS com
a TG

Os ensaios foram realizados de acordo com os valores apresentados na
Tabela 1 da matriz do delineamento experimental. O IPS foi disperso em agua
destilada e a reagdo foi conduzida de acordo com descrito anteriormente, nas
condicoes de pH e E:S de cada ensaio.
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4.2.1.2 DCCR 2: Influéncia do pH e relacao E:S na polimerizacao do IPS
tratado termicamente com a TG

Para o desenvolvimento deste delineamento, foi realizado um estudo
preliminar a fim de se obter a melhor condigdo do tratamento térmico
(tempo/temperatura) a ser aplicado as proteinas (IPS) antes da sua polimerizacao
com a TG. Para este estudo foi realizado um planejamento fatorial Box-Behnken
designs 3%, com as variaveis independentes: temperatura (x1) (70 - 90 °C) e tempo
(x2) (15,0 - 60,0 min). O IPS foi disperso em agua destilada (7% m/v) e apds o
tratamento térmico, nas condi¢cdes de cada ensaio, as amostras foram resfriadas e
tratadas com 15,7 U g'1 TG a 50 °C por 180 min, definindo-se, entdo, a melhor
condicao de tempo e temperatura (variavel dependente) para ser utilizada na
polimerizacao do IPS com TG e realizagdo do DCCR 2. Para o desenvolvimento
do DCCR 2, o IPS foi previamente desnaturado em condigdes de
tempo/temperatura obtidos do DCCR descrito anteriormente (72 °C / 22 min).
Apéds o tratamento térmico, a TG foi adicionada e a reagao ocorreu conforme as
condicoes de ensaio do delineamento (Tabela 1).

4.2.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-
PAGE)

As amostras de IPS e IPS polimerizado com a TG foram caracterizadas
pelo perfil eletroforético determinado em sistema SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970),
utilizando equipamento Mini Protean Il System, Bio Rad Laboratories (BioRad
Laboratories, CA, EUA) e espacadores de 1Tmm. O gel de separacédo foi 12% e o
gel de empilhamento 4% acrilamida. As amostras (0,4% proteina m/v) foram
diluidas em tampao redutor (0,0625 mol L™ Tris- HCI, 2,0% SDS, 20% glicerol, 5,0
% B- mercaptoetanol e azul de bromofenol, pH 6,8) e aquecidas a 96 °C/10 min.
Foram aplicadas aliquotas de 10 uL por poco. Apds a corrida, os géis foram
corados com 0,1% Coomassie Blue R-250 (BioRad Laboratories, CA, EUA) e
descorados por meio de varias lavagens em solucao de &cido acético/ metanol/
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agua (1:4:5). Utilizou-se Kits de marcadores de massa molecular entre 14,4 a 97,4

kDa (Amersham, Upsala, Suécia).

4.2.2.1 Densitometria dos géis de eletroforese

Para avaliar o efeito do pH e da relagcdo E:S na reagédo de polimerizagéo,
utilizou-se a concentragéao relativa das proteinas B-Lg ([B-Lg]) e a-La ([a-La]), que
deve diminuir caso participem da formacao dos polimeros. A concentracao relativa
das proteinas foi obtida pela densitometria dos géis de eletroforese. Para tanto, os
geéis foram escaneados (Lexmark X644 - China) e as imagens obtidas foram
analisadas utilizando o software Image J (v1.46h). Os resultados foram expressos
como % da area de cada pico em relacao a somatéria da area de todos os picos
detectados em cada amostra. Os valores obtidos pela densitometria foram
utilizados como resposta dos delineamentos experimentais realizados neste

trabalho.

4.2.3 Digestao in vitro

Como as condicbes gastricas de adultos e criancas sdo diferentes
(DUPONT et al., 2010), a digestdo gastrica in vitro foi realizada simulando a
suscetibilidade das proteinas do soro a pepsina nos diferentes estagios da vida
(MARTOS et al, 2010). Foram realizados dois experimentos:

1- Simulacao das condigdes fisiologicas da digestdo gastrica em adultos:

foi utilizado 182 U de pepsina/g de proteina e o pH ajustado para 2,0.

Para avaliar o tempo em que a amostra leva para ser digerida, foram

retiradas aliquotas nos tempo 15, 30, 45,60 min apds o inicio da
digestéo.

2- Simulacao das condigbes fisioldégicas da digestdo gastrica em criangas:

realizada como descrita no experimento anterior, porém utilizou-se 23 U de
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pepsina/g de proteina e o pH ajustado para 4,0.Também foram retiradas aliquotas
para avaliar o tempo que a amostra leva para ser digerida.

Em ambos os experimentos a digestao in vitro com pepsina foi realizada de
acordo com Martos et al. (2010) com adaptagdes. As amostras foram diluidas em
fluido similar ao gastrico (FSG) (35 mM NaCl, ajustando o pH 2 com 1N HCI). A
pepsina foi diluida no FSG na concentracdo para cada uma das simulacdes
(adulto e infantil) e a concentracao final da proteina foi de 5 mg/mL. A digestao
foi realizada sob agitacdo a 37 °C por 60 min. A reagao foi interrompida
adicionando 1 M NaHCOs;, elevando o pH para 7-7,5. Os digeridos foram
congelados e armazenados a -18 °C para posterior utilizacdo. A avaliagdo da
suscetibilidade das proteinas a pepsina foi feita por eletroforese em SDS-PAGE.

As amostras avaliadas foram as obtidas nas condi¢cdes dos ensaios 6 (pH
8,4 e E:S 36,3 U TG g ') dos dois DCCR realizados neste trabalho. O critério
utilizado para a escolha foram as amostras que apresentaram maior polimerizacao
representada pela diminuicdo da [B-Lg] e da [a-La]. Aléem dessas amostras, foi
avaliado o IPS na sua forma nativa. A nomenclatura das amostras utilizadas na

digestao gastrica tanto em adultos com em criangas estao a seguir:

IPS- TG: IPS sem tratamento, polimerizado com TG nas condicdes indicadas pelo
DCCR 1;

IPS/TT-TG: IPS tratado termicamente, polimerizado com TG nas condigdes
indicadas pelo DCCR 2;

IPS- N (IPS na forma nativa).

4.2.4 Ensaios bioldgicos e imunoquimicos.

Os ensaios biolégicos e imunoquimicos foram realizados com soro de
animais sensibilizados com a proteina isolada B-Lg na forma nativa. A imunizacéo
dos animais foi realizada no Laboratorio de Imunologia e Alergia Experimental
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(LIAE) da Faculdade de Ciéncias Médicas — FCM da Universidade Estadual de
Campinas — Unicamp. O fluxograma dos experimentos encontra-se na Figura 3.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal
da UNICAMP (CEEA), protocolo de numero 2481-1 (Anexo 1).

[ B-||_g ] [All]r|nen ] [ Sc—roFis‘ioIégico ]
!

[ Imunizacdo dos animais ]

[ Coleta de sangue ]

[ Centrifugacdo e separacdo do soro ]

ELISA

Figura 3: Fluxograma geral do ensaio bioldégico e imunoquimico, aprovado pelo

Comité de Etica da Unicamp.

4.2.5 Animais

O ensaio biolégico foi realizado utilizando 24 fémeas de camundongos da
linhagem BALB-c com 4 semanas de vida obtidas do CEMIB da Unicamp. Os
animais forma mantidos em gaiolas coletivas com 4 em cada, sob condigdes livre
de patégenos (SPF) com umidade e temperatura controladas, no biotério do
Laboratério de Imunologia e Alergia Experimental (LIAE) da Faculdade de
Ciéncias Médicas — FCM da Universidade Estadual de Campinas — Unicamp. Os
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animais receberam agua e racao autoclavadas ad libitum (padrao — Nuvilab CR-1)
(Nuvital Nutrients Ltda, Colombo — PR, Brasil).

4.2.5.1 Fase de sensibilizacao dos animais

A sensibilizacao foi realizada de acordo com Villas-Boas et al. (2010). A
primeira imunizagdo realizada nos animais foi na quinta semana de vida. Os
animais foram divididos em 3 grupos, e receberam por via intraperitonial (ip) e
subcuténea (sc), um total de 50 ug da proteina (B-Lg) suspensa em solugao
contendo adjuvante 3% AI(OH); (alumen). O grupo 1 recebeu B-Lg, o grupo 2
(controle) solugédo 3% Al(OH)s (alumen) e grupo 3 (controle) solugéo salina (NaCl

09%) estéril; com volume total de 200 pL por animal.

No 14°% e no 21° dia apds a sensibilizagédo inicial, os animais receberam
dose de reforco via intraperitoneal. As doses foram de 20 e 50 ug
respectivamente, em 200 pL de solugéao fisioldgica estéril no 14° dia e solugéo 3%
Al(OH)3 no 21° dia.

Apoés o 302 dia da sensibilizag&o inicial, os animais foram anestesiados com
injecdo intraperitonial de 70 yL com cloridrato de ketamina ( Dopalen — Diviséo
Vetbrands Saude Animal, Paulinia- SP Brasil) diluidos em 225 yL de soro
fisiolégico. Aplicou-se 0,3 pL de anestésico em cada animal para a realizagao da
puncao cardiaca e coleta de sangue. Depois de retirado, o sangue foi centrifugado
a temperatura ambiente 380 x g por 5 min para obtencao do soro.

O protocolo de sensibilizagao esta esquematizado na Figura 4.
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[ BALB/C — 5 semanas de vida, n= 24. ]

[ Sensibilizacdo ]

12 dia: Injecdo sc e ip — 50

2° dia Injecdo ip— 20 pg

3 dia Injecdo ip - 50 pg

B-Lg [Alumen ] [ Soro Fisioldgico ]

|

[ 30° Sacrificio ]

)

Figura 4: Fluxograma do protocolo de sensibiliza¢gdo dos animais.

4.2.6. ELISA — Analise dos niveis séricos de imunoglobulinas

A andlise dos niveis séricos de imunoglobulina foi realizada segundo Brito
(2006) com algumas modificagdes. Para andlise de IgE, placas de polietileno
contendo 96 pogos foram adsorvidas com 100 pL das proteinas (polimerizadas e
digeridas), (10 ug por pog¢o), em 0,05 M de tampao carbonato-bicarbonato (pH 9,6)

e incubadas por 16 horas a 4 © C em camara umida.

As placas foram lavadas por 3 ciclos de 10 min cada, com solu¢do 0,05%
de Tween 20 em solucao salina fosfatada tamponada 0,1 M pH 7,4. Para bloqueio
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dos sitios inespecificos, utilizou-se solugdo de PBS e Tween 20 2,5% por 2 horas
em temperatura ambiente. Apds as lavagens, foram adicionados 100 pL das
amostras de soro correspondentes a cada animal imunizado, previamente diluidas
(1:250) em solucéao de PBS e Tween 20 a 0,5%. Os pocos destinados a realizacao
da curva padrdo foram adsorvidos com |IgE (Purified Mouse IgE) com
concentracao inicial de 2000 ng/mL, seguida por diluicbes seriadas (1:2) em
tampao carbonato-bicarbonato 0,05 M (pH 9,6) até a concentracao de 3,9 ng/mL.

Apés incubagéo de 16 horas, as placas foram lavadas e incubadas com 100
ML de anticorpo (Anti-Rat IgG Whole molecule — Sigma) diluido 1:500 em solucéo
de PBS e Tween 20 0,5% e mantidas em camara Umida por 1 hora em
temperatura ambiente. Apds as lavagens, adicionou-se 100 yL de anticorpo
conjugado com peroxidase (Anti Rat IgG Whole molecule) na diluicao 1:60000 em
PSB e Tween 20 0,5%. Apéds incubacdo de 1 hora, as placas foram lavadas
novamente, seguindo-se a adicdo de tetrametilbenzidina (TMB), e a reacao foi
bloqueada ap6s 15 min com HSO4s 1 N. Os valores de absorbancia foram
medidos a 450 nm, em espectrofotometro Spectra Max 190 ( Molecular Devices,

Toronto, Canada).

4.3 Analise Estatistica

Para analise do DCCR foi utilizado o software STATISTICA versao 7.0 (Stat
Soft, Tulsa, EUA). Devido a grande variabilidade inerente aos processos que
envolvem enzimas, foram considerados significativos os parametros com p-valor
menor que 20% (p < 0,20) para analise de efeitos e para calculo da andlise de
variancia (ANOVA).

Para analise estatistica do teste ELISA, utilizou-se o programa
computacional InSTAT (versdao 3.05, 2000). Os valores encontrados foram
expressos em média com  desvio padrdo, utilizando testes Kruskal-Wallis (ndo-
parameétrico- ANOVA) com post-test Dunn ou teste T-student bicaudal. Os valores

de p < 0,05 foram considerados significativos.
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5. Resultados e Discussao
5.1 Caracterizacao do IPS

O IPS apresentou 97,8 + 0,8 % de proteinas. O perfil eletroforético obtido
pelo sistema SDS-PAGE 12% de acrilamida em meio redutor e por densitometria
estdo apresentados na Figura 5. Verificou-se que as principais fracées presentes
no IPS sdo a B-Lg, que representa 79,2% do total e a a-La, 12,8% (Tabela 2).
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Figura 5: Perfil eletroforético (A): SDS-PAGE. Coluna 1: padrao massa molar 97,4
-14,4 kDa, coluna 2: IPS- (a) LF, (b) BSA, (c) Imunoglobulina, (d) Caseina, (e)
Caseina, (f) B-Lg e (g) a-La. Densitograma (B) Quadro 1: padrao de massa molar
97,4 14,4 kDa, quadro 2 IPS: (a) Imunoglobulina, (b) BSA, (c), LF (d) Caseina, (e)
Caseina, (f), B-Lge g)a-La.
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Tabela 2: Concentracao relativa das principais fracdes das proteinas do soro,
avaliadas pela densitometria dos géis.

IPS MM (kDa) % de area’
Lactoferrina 86,1 1,8+0,3
Soro albumina bovina 66,2 51+0,8
Imunoglobulina 50,0 1,5+04
B- Lactoglobulina 18,3 79,2120
a-Lactoalbumina 14,2 12,8 £1,8
Total 100

1 Os valores sao médias de trés determinagdes.

5.2 Polimerizacao do IPS

5.2.1 Influéncia do pH e relacdo E:S na polimerizacdao do IPS com a TG
(DCCR 1)

O perfil eletroforético e o densitograma das amostras obtidas no DCCR-1
estdo apresentados na Figura 6. Nos perfis de todas as amostras foi observada
uma banda no topo do gel de separagéo, possivelmente polimeros de alta MM
formados pela acado da TG. Foi também observada banda referente a B-Lg, que
aparece com intensidade menor no perfil da amostra do ensaio 6 (pH 8,4 e
relacdo E:S 36,3 U TG g ). A banda referente a a-La néo foi observada nos perfis
das amostras dos ensaios 3,4,5e 6 (pH 5,5,7,9,5 e 8,4 e E:S 46,6, 46,6, 36,3
36,3 U TG g’ respectivamente), sugerindo que esta proteina participou
efetivamente da formacao dos polimeros. A amostra do ensaio 7 (pH 6,7 e E:S
15,7 U g) apresentou intensidade da banda da a-La mais forte que as outras
amostras, sugerindo que nestas condi¢des, com a menor E:S dentre as condigbes
estudadas, a polimerizagdo n&o ocorreu de forma efetiva. Estes resultados
sugerem que quanto maior a relacdo E:S (46,6 e 36,3 TG g'), mais efetiva é a
polimerizacdo da a-La pela TG. Faergemand et al. (1997) observaram, por

eletroforese, que quanto maior a concentracdo da enzima e do substrato
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disponivel, maior a formacao de polimeros de alta MM (>100 kDa) e que a a-La
era mais eficientemente polimerizada que a B-Lg. Segundo os autores, a a-La
apresenta residuos de glutamina e lisina disponiveis para a acdo com a TG,
enquanto esses residuos estdo menos disponiveis na (B-Lg (FAERGEMAND et
al.,1997).
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Figura 6: Perfil eletroforético (SDS-PAGE em meio redutor) e densitograma dos
ensaios do DCCR 1.

A Tabela 3 apresenta a matriz do delineamento experimental do IPS
polimerizado com TG e as respostas [B-Lg] e [a-La]. A [B-Lg] variou de 24,8 a
86,5% enquanto a [a-La] variou de 0 (ndo detectada) a 11,4%. O menor e 0 maior
valores da [B-Lg] foram obtidos nas mesmas condicdes em que houve o total
desaparecimento da a-La (ensaios 5 e 6) sugerindo que a a-La participa da
formagdo dos polimeros em condigdes de pH mais amplas do que as que

propiciam a polimerizag&o da B-Lg.

Quando a reacao se deu em pH 8,4, foi observado menor [B-Lg], 24,8%,
que em pH 5,0, 86,5%, 0 que sugere que a polimerizagéo da B-Lg pela TG é
menos efetiva em pH &cido. Estes resultados estdo em concordancia com o obtido
por Eissa, Bisram e Khan, (2004) que relataram que a menor concentragao de B-
Lg residual apos a polimerizagéo de IPS com TG realizada em pH 8 que em pH 6
e 7. Nos valores de pH 5,1 a 6,7 a B-Lg se apresenta como um dimero estavel
constituido de duas unidades esféricas. Esta conformacdo ocorre devido a

130) 1) de um

interacao eletrostatica entre aspartato (Asp e acido glutamico (Glu
determinado mondémero e o residuo lisina de outro monémero) e em pH menor
que 3,0 ou maior que 8,0, os dimeros se dissociam em mondmeros(SAWYER et

al., 2002; SGARBIERI, 1996).

Para a resposta [B-Lg] observa-se que o parametro considerado
estatisticamente significativo (p < 0,20) foi o pH linear. Os demais parametros nao
foram considerados estatisticamente significativos, sendo excluidos do modelo
matematico apresentado a seguir (Equagéo 1):

[B-Lg] = 61,3 — 16,5 pH; (Equacéaol)

33



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 3: Matriz do DCCR 1 e as respostas da concentragado relativa de -
Lactoglobulina ([B-Lg]) e a-Lactoalbumina ([a-La]

[B-Lg]' [a-La]’
Ensaios pH E:S

(%) (%)
1 5,5 26 79,310,2 25+14
2 7,9 26 58,4+ 1,7 5021
3 5,5 46,6 67,6 £5,5 ND
4 7,9 46,6 43,6 +1,0 ND
5 5 36,3 86,5 + 5,1 ND
6 8,4 36,3 248 +27 ND
7 6,7 15,7 64,7 +0,8 11,4 £3,3
8 6,7 56,9 59,0 £4,0 4,7+1,0
9 6,7 36,3 62,8 £ 3,0 6,0 +2,7
10 6,7 36,3 58,3+2,3 43+15
11 6,7 36,3 62,9 +6,4 2,9 +2.0

' Os valores de[B-Lg] e [a-La] sdo médias dos ensaios realizados em duplicata do
experimento e da eletroforese; ND: N&o detectado pela densitometria.
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Apoés eliminagcao dos fatores néo significativos, verificou-se a significancia
da regressao ao nivel de confianga 80% através de analise de variancia (ANOVA).
Na Tabela 4 esta apresentada a ANOVA para resposta [B-Lg]. A porcentagem de
variagao explicada pelo modelo foi de 86,98%, satisfazendo os requisitos para a

construgao do grafico de superficie de resposta e curvas de contorno.

Tabela 4: ANOVA para a resposta da concentragao relativa da B-Lactoglobulina
apds a reacao com a transglutaminase ([3-Lg]) .

o Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de Variagao _ o R2
Quadrados  Liberdade Médio

Regresséo 2329,17 2 1164,59
Residuos 348,80 8 43,60 90,1
Total 2677,98 10

A influéncia das variaveis independentes sobre a resposta [B-Lg] esta
apresentada nos gréaficos de superficie de resposta e curvas de contorno (Figura
7). Observa-se que as melhores condigdes de polimerizagdo do IPS sem
tratamento seria acima do pH 84 e da E:S 56,9 U TG g, que foram as
condigbes extremas utilizadas. Como n&do se obteve o valor maximo pela curva,
os resultados observados sugerem que as melhores condi¢cdes de polimerizagéo
do IPS seriam acima dos maiores valores de pH e da relagédo E:S utilizados neste

trabalho.
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Figura 7: Superficie de resposta e curvas de contorno para a resposta
concentragao relativa [(-Lactoglobulina ([B-Lg]) em funcdo do pH e da relagao
enzima: substrato do DCCR 1

Para a resposta [a-La] ndo foi possivel realizar a analise estatistica, pois
houve o desaparecimento total das bandas referentes a essa proteina no gel da
eletroforese (ensaios 3 a 6), ndo sendo detectado pela densitometria e, dessa
forma, ndo houve a geracdo de dados numéricos.
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5.2.2 Influéncia do pH e relacao E:S na polimerizagcao do IPS tratado
termicamente com a TG (DCCR 2)

Avaliacao do tratamento térmico das proteinas do IPS

Para a avaliacao do efeito do pH e relagdo E:S na polimerizagao do IPS
desnaturado termicamente, foi realizado um estudo prévio para avaliar a melhor
condicao de tempo (15,0 - 60,0 min) e temperatura (70 - 90 °C) do tratamento
térmico para a polimerizacdo do IPS com a TG. A avaliacao eletroforética e o
densitograma dos polimerizados obtidos estdo apresentados na Figura 8. Houve
a formacéo de polimeros de alta MM, que podem ser vistos no topo do gel de
separacdo. A intensidade da banda referente a a-La foi menor nas amostras
referentes aos ensaios 1 a 4 que nos demais ensaios, com formacao de
polimeros de alta MM. Nos ensaios 5 al1, realizados em temperatura 80 - 90 °C,
a banda da B-Lg foi menos intensa que nos demais, indicando que esta proteina
participou da formacao dos polimeros.
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Figura 8: Perfil eletroforético (SDS-PAGE em meio redutor) e densitograma das

amostras do delineamento experimental tempo versus temperatura.
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As respostas [B-Lg] e [a-La] obtidas para o delineamento experimental
para definicdo das condi¢des de tempo e temperatura do tratamento térmico e a
matriz experimental estdo apresentadas na Tabela 5.

Os resultados mostraram que a [B-Lg] variou de 44,6 a 73,7 % enquanto a
[a-La] variou de 7,1 a 16,1%. A menor [B-Lg] foi observada nos ensaios 4 (15 min,
80 °C), 1 e 2 com concentracao relativa de 49,7 e 49,0 (15 — 37,5 min e 70 °C)
respectivamente. A maior [B-Lg] ocorreu nos ensaios de 7-11, nos quais as
temperaturas de tratamento foram de 80 a 90 °C, sendo que o tempo néo interferiu
nestas respostas. O mesmo comportamento foi observado para a resposta [a-La],
onde a menor concentracao relativa ocorreu em temperatura de 70 °C, e a maior
nas temperaturas 80-90 °C. A [B-Lg é desnaturada pelo aquecimento a
temperaturas superiores a 60 °C. A 95 °C, ocorre completa desnaturagao da 3-Lg,
refletindo em extensa transformacao conformacional, com exposicado de grupos
nucleofilicos altamente reativos e de areas hidrofébicas (SGARBIERI, 1996) o que
pode ter facilitado a acdo da TG, pela abertura da molécula de proteina.
Faergemand, Otte e Qvist (1997) observaram que a-La participou mais
efetivamente na formacdo dos polimeros do que na B-Lg. A a-La apresenta
residuos de glutamina e lisina disponiveis para a reacao cruzada com a TG,

enquanto que na 3-Lg esses residuos estdo menos disponiveis a reagao.
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Tabela 5: Matriz do DCCR e as respostas concentragao relativa de

Lactoglobulina ([B-Lg]) e a-Lactoalbumina ([a-La])

Tempo Temperatura [a- La] %
Ensaios [ B-Lg] % (X1)'
Min °C (X2)'

1 15 70 49,7 +0,8 7,1+05
2 37,5 70 49,0 +1,1 74104
3 60 70 51,6 £0,05 9,4+0,5
4 15 80 44,6 0,5 8,4+0,3
5 37,5 80 65,5+ 4,4 15,0+£1,5
6 60 80 49,1 +1,9 11,1 +£0,1
7 15 90 70,7+ 0,7 16,1 £ 0,1
8 37,5 90 71,7104 10,3 £ 0,02
9 60 90 70,7 +1,7 15,9+0,8
10 37,5 80 70,5127 14,7 £ 0,9
11 37,5 80 73,728 15,0+ 0,5

' Os valores de [B-Lg] e [a-La] sdo médias dos ensaios realizados em duplicata do

experimento e da eletroforese
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O parametro considerado estatisticamente significativo (p < 0,10) pelo
modelo matematico foi a temperatura linear, tempo quadratico e a interacao
temperatura quadratica e tempo quadratico, os demais parametros nao foram
considerados estatisticamente significativos, sendo excluidos do modelo

matematico apresentado a seguir:

[B-Lg] = 69,9+11,3T-23,0t,+23,4T+%,° (Equacdo 2) onde, T= temperatura e t=
tempo.

A ANOVA para a resposta [B-Lg] estd apresentada na Tabela 6. A
porcentagem de variagdo explicada foi 90,1% para a resposta [B-Lg], o que
satisfaz os requisitos para a construgdo dos gréaficos das superficie de respostas e
curvas de contorno (Figura 8).

O modelo de segunda ordem com as variaveis codificadas, incluindo os
parametros estatisticamente significativos (p < 0,10) esta apresentado na Equacéao
3. A ANOVA do modelo esta apresentada na Tabela 7. Os parametros lineares e
quadraticos e a interacdes entre eles foram considerados estatisticamente
significativos. O modelo matematico para todos os parametros esta apresentado a

seguir:

[G-La] = 14,9+1 ,4T1+1 ,3t2-6,0T12-5,4t22_0,6T1t2+ 2,4T1t22-0,7T12t2 +8,3 T12t22

(Equacao 3) onde, T= temperatura e t= tempo.
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Tabela 6: ANOVA para a resposta concentragao relativa da 3-Lactoglobulina ([B-
Lal)

Soma dos Graus de  Quadrado
Fonte de Variacao . o R
Quadrados Liberdade Médio
Regresséo 1211,27 3 403,75
Residuos 133,20 8 16,65 90,1
Total 1344,48 11

A ANOVA (Tabela 7) da resposta [o-La] mostra que a porcentagem de
variacdo do modelo pode ser explicada por 99,9%, com o0s parametros
estatisticamente significativos (p>0,10) satisfazendo o0s requisitos para a
construgdo dos graficos da superficie de respostas e curvas de contorno (Figura
9).

Para B-Lg, a regido 6tima para polimerizagdo com a TG corresponde as
condicoes de tratamento térmico entre 70 e 80 °C por 15 a 22 min, ou por 45 a 60
min. Para a a-La, a regido 6tima para a polimerizagao foi entre 70 a 75 °C por 15
a 22 min. Combinando-se as condi¢des 6timas obtidas para as repostas [B-Lg] e
[a-La], a melhor condi¢cao do tratamento térmico possivelmente ocorre entre 70 a
75 °C por 15 a 22 min, na qual as menores concentragées das proteinas indicam

gue ocorreu maior polimerizagéo.
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Tabela 7: ANOVA para a resposta concentracao relativa da a-Lactoalbumina ([a-

La)]
_ Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de Variagédo . o
Quadrados Liberdade Médio
Regressao 124,23 8 15,53
Residuos 0,08 2 0,04 99,9
Total 124,31 10
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Figura 9: (A, B) Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta da
concentracao relativa da B-Lactoglobulina ([B-Lg]). (C,D) Superficie de resposta
para a resposta e curva de contornos da concentracdo relativa da a-
Lactoalbumina ([a-La]) em funcao do pH e relagdo enzima:substrato.
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Influéncia do pH e da relacao E:S na polimerizacao do IPS pela TG

Utilizando a resposta do delineamento para definicdo das condicdes do
tratamento (tempo /temperatura), foi realizado o DCCR 2 para avaliar o efeito do
pH e da relagédo E:S na polimerizagdo do IPS tratado termicamente. Desta forma,
as amostras foram tratadas a 72 °C/ 22 min e, em seguida foi realizada a reacao
de polimerizacdo com TG nas condicoes especificas de cada ensaio do

delineamento experimental.

O perfil eletroforético das amostras do delineamento experimental e os
densitogramas estdo apresentados na Figura 10. Nas amostras obtidas nos
ensaios 2, 4 e 6 (pH 7,9, 79 e 84 e E:S 26, 466 e 36,3 U TG g
respectivamente) a intensidade da banda referente a B-Lg foi menor que a dos
demais ensaios indicando que nestas condi¢cdes a polimerizagdo com a TG foi
mais efetiva. O pH alcalino facilitou a acdo da TG, mesmo considerando-se
diferentes E:S. Nos ensaios com pH acido e neutro (5 — 55 e 6,7), a
polimerizagado ocorreu de forma parcial, com a banda da B-Lg aparecendo de
forma mais intensa na eletroforese.

Os resultados do presente trabalho, em concordancia com os obtidos por
Eissa, Bisran e Khan (2004), sugerem que em pH alcalinos (7,9 -8,4) a
polimerizagao com a TG é mais eficiente. Estes autores avaliaram o efeito do pH
entre 6 e 8 sobre a polimerizagédo de proteinas do soro de leite por TG com a
reacdo ocorrendo a 50 °C/ 5h, com 100 U de TG g™, concluiram que o pH 8 é
ideal para ocorrer a reacao de polimerizacao das proteinas do soro de leite pela
TG.
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O perfil eletroforético das amostras dos ensaios 1,3 e 5 (pH 5,5,55¢e 5
e E:S 26, 46,6 e 36,3 U TG g ' respectivamente) apresentaram a banda referente
a a-La mais intensa que dos demais. Foi possivel observar que houve formacgéo
de polimeros de alta MM (>97 kDa), indicada pelo aparecimento de bandas que
ndo conseguiram penetrar no gel de separagéo. Estes fatos sugerem que nestas
condicoes a reacdo com a TG ocorreu, porém de forma parcial.

A Tabela 8 apresenta a matriz do delineamento experimental e as respostas
[B-Lg] e [a-La]. A [B-Lg] variou de 33,6 a 55,5 % enquanto a [a-La] variou de 5,5 a
17,9 %. A menor [B-Lg] foi obtida nos ensaios 2,4 € 6, em pH entre 7,9 - 8,4, e
em diferentes E:S (26, 46,6 e 33,3 U g' de proteina), o que sugere que a E:S ndo
interferiu na polimerizagéo da 3-Lg com a TG. Contudo, a maior [B-Lg], sugerindo
menor participacdo desta proteina na formacao de polimeros, foi obtida em pH 5
(ensaio 5) préximo ao pl desta proteinas (pl 5,2). Os demais ensaios
apresentaram concentragao relativa menor que 53% e foram obtidas em pH neutro
(7,0).

A menor [a-La] foi obtida quando o IPS foi polimerizado com a maior
relacdo E:S foi referente ao ensaio 8 (56,9 Ug'de proteina e em pH 6,7). A maior
[a-La] foi obtida no ensaio 5 (36,3 Ug'de proteina e em pH 5,0), indicando que
tanto a E:S quanto o pH sdo fatores interferente para os resultados obtidos.
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Tabela 8: Matriz do delineamento e as respostas da concentragao relativa de -
Lactoglobulina ([B-Lg]) e a-Lactoalbumina ([a-La])

Ensaios pH E:S(Ug™) [B-Lg] (%) [a- La] (%)’
1 5,5 26 54,4 +0,3 20,9 +2,0
2 7.9 26 33,8+2,7 6,1+0,1
3 5,5 46,6 46,7 +3,9 12,1 41,2
4 7.9 46,6 33,6 +0,5 8,5+ 1,7
5 5 36,3 59,0 + 0,4 17,9 £0,05
6 8,4 36,3 33,9 +4,2 8,5+22
7 6,7 15,7 48,4 +0,6 6,9 +0,5
8 6,7 56,9 55,5 + 3,2 5,5+0,6
9 6,7 36,3 46,8 +0,7 6,62 0,2
10 6,7 36,3 53,4+ 1,9 7,9 + 0,04
11 6,7 36,3 53,1+0,8 7,2 40,3

" Os valores de[B-Lg] e [ao-La] foram obtidos de sdo de ensaios realizados em duplicata e da
eletroforese também realizada em duplicata
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Para resposta [B-Lg], as variaveis estudadas (pH e a E:S) ndo exercem
efeitos sobre a resposta (p>0,20). Dessa forma, ndo foi possivel estabelecer um

modelo matematico em funcéo destas variaveis.

Para a resposta da [a-La] os parametros considerados estatisticamente
significativos foram: pH linear, pH quadratico e a interagdo entre pH e E:S. O
parametro E:S quadratico ndo foi considerado estatisticamente significativo.

A ANOVA para a resposta [a-La] estd apresentada na Tabela 9. Os
parametros considerados estatisticamente significativos (p > 0,20) foram utilizados
para se obter o modelo matematico. A porcentagem de variacao explicada & de
90,14%, satisfazendo os requisitos para a constru¢ao da superficie de respostas e

curvas de contorno (Figura 11). O modelo matematico esta a seguir:

[a-La] = 7,2 - 3,9pH; - 3,5pH+? + 2,7pH1E:S, ( Equacéo 4)

Tabela 9: ANOVA para a resposta concentracao relativa da a-Lactoalbumina ([a-
La))

o Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de Variacéo _ o
Quadrados Liberdade Médio
Regresséao 225,35 2 112,67
Residuos 24,64 8 3,08 90,14
Total 250,00 10

Nos gréficos da superficie de resposta e da curva de contorno geradas
pelo modelo, observou-se que a menor [a-La] foi obtida em pHs acima de 7,9 e
E:S menor que 26 U TG g"'. Esta faixa de pH e E:S foi a melhor condicdo de
polimerizacdo dessa proteina quando o IPS foi tratado termicamente antes da
reacdo com a TG. O tratamento térmico (80 °C/60 min) expde residuos de lisina e
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glutamina das proteinas do soro de leite aumentando a suscetibilidade para
formacao de ligagbes cruzadas com a TG (JONG e KOPPELMAN, 2002:
SHARMA, et al.,, 2002; EISSA et al., 2006; RODRIGUEZ- NOGALES, 2006).
Lauber et al. (2001) reportaram maior da polimerizacdo com a TG quando a 3-Lg e
outras proteinas globulares foram previamente desnaturadas por tratamento

térmico.

[
=
gL
O
E w0
84 E

Figura 11: Superficie de resposta e curvas de contorno para a resposta da
concentragéo relativa [-Lactoglobulina ([B-Lg]) em funcdo do pH e da relagéo
enzima: substrato.

Comparando-se os resultados dos dois DCCR realizados neste trabalho
observa-se que no DCCR 2 no qual o IPS foi tratado termicamente antes da
polimerizagao com a TG, ocorreu maior formagéo de polimeros do que no DCCR
realizado com o IPS ndo tratado, sugerindo que a desnaturagéo térmica facilitou a
acao da enzima na formacao de polimeros. No DCCR 1, no qual o IPS foi utilizado
sem tratamento prévio, ocorreu maior polimerizagdo da a-La do que da B-Lg,

indicando que esta proteina reage facilmente com a TG, mesmo sem tratamento
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térmico prévio. A [a-La] neste experimento variou de 2,5 a 11,4% enquanto que
no DCCR 2 variou de 5,5 a 20,9%.

A [B-Lg] no DCCR 1 variou de 24,8 a 86,5% e no DCCR 2 de 33,6 a 59,0%
sugerindo que a desnaturacao térmica facilitou a acdo da TG. Segundo De Jong
e Koppelman (2002), algumas proteinas, como a B-Lg, precisam do pré-tratamento
térmico para melhor agdo da TG.

5.3 Avaliacao da suscetibilidade do IPS modificado ou nao a pepsina
utilizando os modelos de digestao gastrico adulto e infantil

As proteinas dos alimentos sofrem alteracdes significativas a medida que
passam pelo trato gastrointestinal. A hidrélise de proteinas inicia-se no estbmago
com a pepsina e continua no intestino através da acao de proteases pancreaticas,
incluindo tripsina, quimotripsina, e peptidases. A a-La nativa em solucao é
suscetivel a hidrélise por varias proteases, incluindo a pepsina, em contraste, a -
Lg nativa é resistente as enzimas proteoliticas presentes no tratogastrointestinal
(NIK et al. 2010).

Uma proteina resistente a digestdo no trato gastrointestinal mantém a
integridade da sua estrutura e possui potencial maior de estimular reagdes no
sistema imunolégico. Pequenas quantidades de proteinas intactas ou parcialmente
digeridas quando absorvidas pelo intestino podem entrar no sistema circulatério
em circunstancias normais do processo fisiologico. Por isso, a capacidade de
alérgenos alimentares alcangar a mucosa intestinal intactos € considerada um dos
requisitos para sua antigenicidade (FUCHS e ASTWOOD, 1996; NIK et al., 2010).

Outro fator importante a ser considerado é a quantidade de pepsina
secretada no processo de digestdo nas diferentes fases da vida. Nas criangas, o
pH estomacal é mais alto e a secrecao de pepsina € menor que em adultos, por
essa razdo as proteinas do soro de leite apresentam resisténcia a acdo da
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pepsina, principalmente quando consumidos por criancas (UNTERSMAYR e
JENSEN-JAROLIM, 2006; YOSHINO et al., 2004).

O potencial alergénico das proteinas do soro de leite modificadas foi
avaliado pela suscetibilidade da B-Lg e da a-La a pepsina. As amostras
selecionadas para esta avaliacdo foram as que apresentaram maior
polimerizacao, ou seja, as que apresentaram as menores [3-Lg] e [a-La] nos dois
delineamentos realizados neste trabalho. As amostras analisadas foram, entdo, as
obtidas nas condicbes do ensaio 6 dos delineamentos DCCR 1 e DCCR 2,
denominadas IPS-TG e IPS/TT-TG, respectivamente. Também nesta fase do
estudo foi analisado como controle o IPS néo tratado (IPS-N).

Os perfis eletroforéticos dos digeridos da simulagao da digestao gastrica de
adultos e criancas, por até 60 min, das amostras polimerizadas ou nao pela TG
estdo mostrados nas Figuras 12 e 13.

ApoOs a digestdo nas condigdes de adulto, o perfil da amostra IPS-N
mostrou que banda da a-La desapareceu ap6s 15 min de digestédo, indicando que
esta proteina ndo apresentou resisténcia a pepsina. Porém, a banda da B-Lg
permaneceu inalterada, indicando que é resistente a digestdo nas condicoes
avaliadas por até 60 min. Resultados semelhantes foram encontrados por Dupont
et al. (2010) que relataram que a B-Lg foi altamente resistente a pepsina,
mantendo-se inalterada depois de 60 min de digestao em pH 2,0. A B-Lg em pH
acido tem em seu nucleo formado por folhas-B altamente ordenadas, no entanto,
o restante da molécula possui estrutura mais flexivel e desordenada, que permite
maior acessibilidade da pepsina, porém, a maior parte da proteina ainda continua
resistente a pepsina (DUPONT et al., 2010).

No perfil da amostra IPS-TG observa-se que apds 15 min de digestao, nao
foi detectada a banda da a-La, sugerindo que esta proteina nao foi resistente a
acao da pepsina. A banda da B-Lg permaneceu mesmo apés 60 min de digestéo,
indicando a resisténcia dessa proteina a pepsina quando polimerizada com a TG.
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Para a amostra IPS/TT-TG, as bandas de B-Lg e a-La apresentaram bem
definidas, no inicio da digestdo. Apdés 15 min de digestdo houve o
desaparecimento da banda referente a a-La. A banda referente a B-Lg
permaneceu em todos os tempos de digestdo avaliados, indicando sua
resisténcia a pepsina mesmo apoés o tratamento térmico e polimerizacdo com a
TG.
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Figura 12: Perfil eletroforético SDS-PAGE em meio redutor das amostras
digeridas em condigbes simulando o modelo adulto. Isolado protéico do soro de
leite sem tratamento (IPS-N) (A); isolado protéico do soro de leite polimerizado
com a trasglutaminase (TG) IPS-TG (B) e isolado protéico do soro de leite tratado
termicamente e polimerizado com a transglutaminase (TG) IPS/TT-TG (C).
Colunal padrdao de MM (97- 14 kDa), coluna 2 IPS sem digestao( controle, para a
o IPS-N a amostra nao sofreu nenhum tipo de tratamento, as demais amostras
foram tratadas, porém, sem a digestao), coluna 3 amostra digerida ap6s 15 min do
inicio da digestao; coluna 4 apdés 30 min do inicio da digestao; coluna 5 apéds 45
min do inicio da digestao; coluna 6 apds 60 min do inicio da digestao.
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Os perfis eletroforéticos em sistema SDS-PAGE dos digeridos gastrico
simulando as condi¢des fisioldgicas em criangas estdo apresentados na Figura 13.

Ap6s a digestdo da amostra IPS-N, observa-se (Figura 13-A) que as
bandas de a-La e de B-Lg permaneceram intactas ap6s 60 min de digestéo,
indicando que estas proteinas sao resistentes a acao da pepsina nas condi¢des
que simulam a digestao gastrica de criancas (pH 4,0 e 23 U de pepsina/g de
proteina). Cabe ressaltar que o pH utilizado para a realizagdo desta analise
encontra-se acima da faixa étima de agéao da pepsina (pH 1,5 -2,5), mostrando a
ineficacia da enzima no pH utilizado como simulacao das condigdes gastricas em
criancas (YOSHINO et al., 2004).

No perfil eletroforético do digerido da amostra IPS-TG (Figura 13- B)
observa-se que a acdo da pepsina sobre a amostra foi parcial, pela permanéncia
de banda referente a proteina B-Lg, indicando que esta proteina é resistente a
pepsina mesmo depois de 60 min de reacgéo.

Ap6s a digestdo da amostra IPS/TT-TG (Figura 13-C), observou-se o
desaparecimento da a-La apés 30 min de digestdo, assim como diminuicdo da
intensidade das bandas referentes aos polimeros formados pela reacdo com a TG.
Os resultados sugerem que os produtos formados pela reacdo com a TG apds o
tratamento térmico foram parcialmente digeridos pela pepsina. A B-Lg, porém,
permaneceu em todos os tempos de digestao.

No modelo de digestao gastrica infantil, a banda da B-Lg, mesmo apés
tratamento térmico e polimerizacdo com a TG, permaneceu intacta. Resultados
semelhantes foram reportados por Kitabatake e Kinekawa (1998) e Nik et al.
(2010) onde que apds o tratamento de proteinas do leite com pepsina em pH 3,5 -
4,0, as bandas referentes a a-La e BSA desapareceram, enquanto que a banda
referente a 3-Lg permaneceu intacta.
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Figura 13: Perfil eletroforético SDS-PAGE em meio redutor das amostras
digeridas em condi¢des simulando o modelo infantil. Isolado protéico do soro de
leite sem tratamento (IPS-N) (A); isolado protéico do soro de leite polimerizado
com a trasglutaminase (TG) IPS-TG (B) e isolado protéico do soro de leite tratado
termicamente e polimerizado com a transglutaminase (TG) IPS/TT-TG (C).
Coluna1l padrdao de MM (97- 14 kDa), coluna 2 IPS sem digestao (controle, para a
o IPS-N a amostra ndo sofreu nenhum tipo de tratamento, as demais amostras
foram tratadas, porém, sem a digestao), coluna 3 amostra digerida ap6s 15 min do
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inicio da digestao; coluna 4 apés 30 min do inicio da digestao; coluna 5 apéds 45
min do inicio da digestao; coluna 6 apds 60 min do inicio da digestéo.

Em ambos os modelos de digestdo estudados, a banda da B-Lg da amostra
IPS-N permaneceu, indicando que esta proteina é resistente a digestdo com
pepsina nos diferentes pHs e concentragdes de pepsina utilizadas. A a-La, nas
condigbes do modelo adulto, ndo apresentou resisténcia a pepsina, porem foi
constatada sua presenca nas condicées do modelo infantil, indicando certo grau

de resisténcia a enzima.

Quando comparada a digestdo das amostras IPS-TG dos modelos adulto e
infantil, os resultados mostraram que no modelo adulto ocorreu a diminuicdo da
intensidade da banda da B-Lg e o desaparecimento da banda referente a a-La.
Todavia, nas condi¢gées do modelo infantil, ocorreu a permanéncia da banda de B-
Lg, indicando a sua resisténcia a pepsina em pH mais elevado. Comportamento
semelhante foram encontrados por Sakai et al. (2000) para a caseina bovina, que
foi rapidamente degradada pela pepsina em pH entre 1,5 e 3,5 enquanto que em
pH 4,0 foi lentamente degradada. Segundo os autores, esses resultados explicam
o desenvolvimento da alergia ao leite bovino em criangas, cujo pH estomacal é
mais elevado que o de adulto e a secrecdo da pepsina € menor, assim as
proteinas sofrem menor digestao possibilitando a sensibilizagdo e potencial reacéo

alérgica.

Para a amostra tratada termicamente e polimerizada com a TG (IPS/TT-TG)
digerida nas condicbes de ambos os modelos, a a-La ndo apresentou resisténcia
a acao da enzima, porém a [(-Lg apresentou resisténcia parcial a pepsina nos
dois modelos estudados. Villas-Boas et al. (2012) observaram que n&o ocorreu
degradacdo da B-Lg na forma nativa pela pepsina, enquanto que a B-Lg
polimerizada com TG, embora ainda nao totalmente degradada, foi
completamente hidrolisada.
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5.4 Avaliacao do potencial alergénico por ELISA

As amostras analisadas quanto a capacidade de ligacao com IgE anti-BLg
foram IPS-TG, IPS/TT-TG e IPS-N antes e apds a simulacdo da digestdao com
pepsina utilizando os modelos de digestao géastrica de adultos ou infantil.

Para esta analise foi utilizado o soro de animais imunizados com a B-Lg. A
B-Lg foi empregada na imunizagéo por ser a proteina majoritaria no IPS e a mais
alergénicas encontradas no leite (WAL, 2001) e por ser a fragdo mais resistentes
ao processo de digestao utilizando dois modelos adulto e infantil.

Os soros dos animais sensibilizados com alumen ou solugéo salina frente
as amostras digeridas ndo apresentaram resposta quando comparadas as
amostras testadas, quando avaliados frente a IgE-anti BLg.

Os niveis séricos de IgE anti B-Lg frente as amostras IPS-TG, IPS/TT-TG
e IPS-N e os seus digeridos do modelo gastrico de adulto (182 U pepsina/mg,
pH 2,0), do modelo infantil (23 U pepsina/mg, pH 4,00 e também das amostras
nao digeridas (controle) estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10: Niveis séricos de IgE (ug/mL) no soro de animais imunizados com a
proteina nativa B-Lg (IgE-anti B-Lg) frente as amostras antes e apds digestdo com
pepsina: IPS sem tratamento (IPS-N); IPS polimerizado com a transglutaminase
(TG) (IPS-TG) e IPS tratado termicamente e polimerizado com a transglutaminase
(TG) (IPS/TT-TG).

IgE (pg/mL)

Amostra

Controle (ndo Digerido modelo Digerido modelo
digerido) Adulto Infantil
] 43,32 +517 &A 18,46 +2,93%F 120,80 + 8,4%C
IPS- N

IPS-TG 33,67 +3,25%A 17,57 +4,60*® 95,31 + 14,60*C
IPS/TT-TG 20,53 + 3,69°4 14,87 +2,54%A 86,44 + 17,688

Os valores sdo médias de ensaios realizados com soro de seis animais, e avaliados em duplicata.
Letras mindsculas diferentes na mesma coluna e letras mailusculas diferentes na mesma linha
indicam diferenca estatistica, pos-teste Kruskall-Wallis, p <0.05

A concentracao de IgE anti- B-Lg variou de 14,87 pg/mL a 120,80 ug/mL,
sendo a menor concentracao frente ao digerido com o modelo adulto da amostra
IPS/TT-TG e a maior concentracdo ao digerido com modelo infantil da amostra
IPS-N.

As amostras digeridas utilizando o modelo infantil foram as que
apresentaram maior resposta frente a IgE-anti B-Lg, quando comparadas ao
digerido no modelo adulto e controle (ndo digerido). A pepsina € uma enzima
proteolitica ativa em meio altamente acido (pH étimo de 1,8 a 3,5). Entretanto, em
pH acima de 4,0 apresenta pouca atividade proteolitica e é totalmente inativada
em pouco tempo (REMACLE e LAWSON; 2006). A especificidade enzimética &
um fator importante na hidrolise, pois a posicdo de clivagem das ligagdes
peptidicas resulta em fragmentos protéicos com diferentes sequéncias
aminoacidicas. Esta especificidade influi na degradacdo dos epitopos
responsaveis pelas reacdes imunologicas (VAN BERESTEIJN et al.,, 1994). As
condicoes de pH (4,0) e a relacdo E:S (23 U/mg de proteina) da digestao
simulando o modelo infantil ndo foram eficientes para a quebra da B-Lg. Epitopos
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presentes na estrutura da B-Lg podem ter sido expostos ou e/criados e/ou levado
a criacao de novos epitopos mantendo assim a antigenicidade das proteinas. As
condicoes do modelo adulto, pH 2,0 e 182 U/mg de proteina, foram mais
eficientes na clivagem dos epitopos existentes e estes estavam menos
disponiveis apds a digestao, sugerindo este processo de digestao foi mais eficaz
na diminuicdo da antigenicidade das proteinas do soro.

Asselin et al. (1989) destacaram a importancia da pepsina e da secreg¢ao
acida do sistema digestério na desnaturacdo e/ou degradagcdo das proteinas do
soro do leite na reducdo da antigenicidade. Possivelmente os sitios de clivagem
da proteina podem ter sido ocultados pela a polimerizacdo. Alguns autores
sugerem que as ligagdes cruzadas formadas pela TG podem reduzir a acao da
pepsina (TANG et al., 2006; STANIC et al.,2010). Villas-Boas et al (2012)
concluiram que a polimerizacdo com TG provocou mudangas estruturais que
facilitaram a clivagem da B-Lg pelas enzimas digestivas, e geraram peptideos com
baixo potencial antigénico, comparados aos da proteina nativa, quando avaliada
por Imunoblote. Stanic et al. (2010) observaram que os digeridos com pepsina da
B-caseina tratada com TG ndo apresentaram diminuicdo da imunogenicidade
(ELISA) em relagdo a B-caseina nativa digerida. Os autores consideraram que a

polimerizacao por TG né&o foi capaz de alterar os epitopos existentes na proteina.
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6. Conclusoes

A polimerizagdo das proteinas do soro de leite com a TG foi efetiva e
promoveu a formacao de polimeros de elevada MM >97 kDa, conforme avaliado
por eletroforese (SDS-PAGE) e pela densitometria dos géis. A avaliagdo das
concentragdes relativas das proteinas a-La e B-Lg permitiu concluir que ambas
participaram da formacéao de polimeros, sendo a a-La foi a que mais participou.

De acordo com o obtido pela utilizagdo da Metodologia de Superficie de
resposta a melhor condicdo de polimerizacao ocorreu quando o IPS foi tratado
termicamente (DCCRZ2), nas condi¢des de pH 8,4 e E:S36,3U g™

A digestao in vitro do IPS, foi mais eficiente com a simulagdo com o modelo
adulto do que com o modelo infantil. Em ambos os modelos a amostra tratada
termicamente e polimerizada com TG (IPS/TT-TG) foi mais digerida e também foi
a que apresentou menor resposta de ligacdo com a IgE, que as amostras IPS-N e
IPS-TG. Estes resultados indicam que o potencial antigénico foi diminuido por
modificar e ou ocultar regides de epitopos na proteina.

Os tratamentos realizados no IPS foram capazes de modificar a estrutura
da proteina devido a sua polimerizacdo, e foram capazes de diminuir

moderadamente o seu potencial antigénico.
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