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RESUMO

O leite bovino contém varias proteinas capazes de induzir resposta alérgica, sendo que a
B-lactoglobulina (B-Lg) e a a-lactalbumina (a-La), proteinas mais abundantes do soro,
estdo entre as principais proteinas antigénicas. A homogeneizacao a alta pressao (HAP) é
uma tecnologia emergente que pode alterar a estrutura das proteinas do soro de leite
(IPS) e, portanto, seu carater alergénico. Estudos anteriores apontam que a polimerizacao
com a enzima transglutaminase (TG) reduziu o potencial antigénico da B-Lg. O presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito da HAP associada a polimerizagao por TG na
suscetibilidade a digestdo gastrica e gastrointestinal e na resposta antigénica da B-Lg e a-
La antes e apds a digestao gastrica. Solucdes de IPS (1% m/v), tratadas termicamente
(72 °C/22 min) ou nado, foram homogeneizadas a diferentes niveis de pressao (0, 100, 180
MPa) ou multiprocessadas por 3 ciclos consecutivos a 180 MPa. As amostras foram
caracterizadas por turbidez, pelo teor de grupos sulfidrila reativos e livres e por
eletroforese em sistema nativo e em SDS-PAGE em condi¢cdes redutoras e nao-redutoras.
As amostras processadas foram polimerizadas com TG (25 U g"' de proteina) e
caracterizadas por eletroforese SDS-PAGE em sistema redutor e densitometria dos géis.
Foi avaliada a suscetibilidade da B-Lg e da a-La a digestdo géstrica e gastrointestinal
apos tratamento térmico, HAP e polimerizagdo, associados ou ndo. As condicbes de
digestao foram: 182 U de pepsina g' de proteina e a relagdo 1:25 (enzima:proteina) para
a pancreatina. A caracterizagcdo dos digeridos foi realizada por eletroforese SDS-
PAGE/Tricina e cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR). A
antigenicidade das proteinas foi avaliada pelo método ELISA, utilizando soro anti-B-Lg ou
anti-a-La de camundongos BALB/c imunizados com as proteinas nativas. A
homogeneizagdo das solugbes de IPS, previamente tratadas termicamente ou nao,
resultou na diminuicdo da turbidez e do teor de grupos sulfidrila reativos e livres com o
aumento dos niveis de pressdo. A polimerizacdo com TG resultou na formacao de
polimeros com massa molecular (MM) acima de 97,4 kDa, principalmente nas amostras
tratadas termicamente e homogeneizadas a 180 MPa por 1 e 3 ciclos, alcangcando
aproximadamente 20% de polimeros de alta MM. As amostras pré-tratadas e
polimerizadas foram mais suscetiveis a digestdo gastrica e gastrointestinal, resultando em
menor residual de proteina intacta em relagdo as amostras homogeneizadas pré-tratadas
termicamente ou ndo. Foi observado aumento (P< 0,05) da capacidade de ligacao a IgE
anti-a-La para a amostra de IPS tratado termicamente e homogeneizado a 180 MPa (IPS-
TT-180, 27,88 pg IgE mL™"), em relagdo ao IPS nativo (IPS-N, 12,80 pg IgE mL™),
sugerindo que a associac¢ao do tratamento térmico e HAP aumentou a exposicéo de seus
epitopos. Apos a digestao gastrica, ndo foi observada reducdo da atividade antigénica da
a-La em nenhuma das amostras analisadas. Ja para a B-Lg verificou-se que apoés a
digestao gastrica a amostra de IPS tratado termicamente, homogeneizado a 180 MPa e
polimerizado (IPS-TT-180 TG) apresentou diminuicdo (P< 0,05) da resposta antigénica
para IgE anti-B-Lg (13,59 pg IgE mL™") em relagdo ao IPS-N (34,21 ug IgE mL"). Em
conclusao, os tratamentos utilizados alteraram a estrutura das principais proteinas do IPS,
resultando na diminuicdo moderada da resposta antigénica da B-Lg e no aumento da
antigenicidade da a-La.

Palavras-chave: proteinas do soro de leite; homogeneizagcdo a alta pressao;
transglutaminase; digestao in vitro; antigenicidade.
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ABSTRACT

Bovine milk contains several proteins, which can induce allergic response. The most
abundant whey proteins, B-lactoglobulin (8-Lg) and a-lactaloumin (a-La) are among the
major antigenic proteins of cow’s milk. High pressure homogenization (HPH) is an
emergent technology which can alter whey proteins (WPI) structures and possibly WPI
antigenicity. Previous studies indicated that polymerization with transglutaminase enzyme
(TG) reduced the antigenic potential of B-Lg. The objective of the present study was to
evaluate the effect of HPH associated to polymerization by TG on the susceptibility to
simulated gastric and gastrointestinal digestion and on antigenic response of 3-Lg and a-
La before and after gastric digestion. Solutions of WPI (1% w/v) previously heat treated
(72 °C/22 min) or without heat treatment were homogenized at several pressure levels (0,
100 and 180 MPa) or at 180 MPa for three consecutive cycles. The samples were
characterized by turbidity, content of exposed and free sulfhydryl groups and by
electrophoresis on native system and SDS-PAGE under non-reducing and reducing
conditions. The processed samples were polymerized with TG enzyme (25 U g™ of
protein) and characterized by SDS-PAGE under reducing conditions followed by
densitometry of gels. The susceptibility of B-Lg and a-La to gastric and gastrointestinal
digestion was evaluated after heat treatment, HPH and polymerization, associated or not
with each other. The digestion conditions were: 182 U pepsin g protein and
pancreatin:protein ratio of 1:25. Characterization of the digests was carried out by SDS-
PAGE/Tricine and reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC).
Protein antigenicity was evaluated by ELISA assay, using serum from BALB/c mouse
immunized with native B-Lg and a-La. The homogenization of the WPI solutions, previously
heat treated or without heat treatment, resulted in reducing both turbidity and exposed and
free sulfhydryl group content as the pressure levels increased. The polymerization with TG
enzyme resulted in polymers with molecular mass (MM) above 97.4 kDa, mainly in the
samples heat treated and homogenized at 180 MPa for 1 or 3 cycles, forming around 20%
of high MM polymers. Either polymerized samples previously treated with heat and/or HPH
were more susceptible to gastric and gastrointestinal digestion, resulting in less residual
intact protein as compared to the homogenized samples previously heat treated or without
heat treatment. It was observed higher (P< 0.05) binding capacity to anti-a-La IgE for the
sample heat treated and homogenized at 180 MPa WPI (WPI-TT-180, 27.88 ug IgE mL™)
than for native WPl (WPI-N, 12.80 pg IgE mL™) suggesting that the association of heat
treatment and HPH increased the exposition of a-La epitopes. After gastric digestion it was
not observed a reduction of a-La antigenic activity. In relation to p-Lg antigenicity, after
gastric digestion, the WPI sample heat treated, homogenized at 180 MPa and polymerized
(WPI-TT-180 TG) showed reduction (P< 0.05) of anti-B-Lg IgE response (13.59 ug IgE mL"
') as compared to WPI-N (34.21 pg IgE mL™). In conclusion, the treatments studied altered
the structure of major protein of WPI, resulting in moderate reduction of B-Lg antigenic
response and increased a-La antigenicity.

Key words: whey protein; high pressure homogenization; transglutaminase; in vitro
digestion; antigenicity.
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Introducéo

1. Introducao

Embora centenas de diferentes alimentos sejam incluidas na dieta humana, um
namero relativamente pequeno é responsavel pela maioria das reacbes alérgicas
alimentares. Os principais alimentos que estdo associados com reagao alérgica sdo: ovos,

peixes, crustaceos, leite, amendoim, soja, nozes e trigo (FOEGEDING; DAVIS, 2011).

O leite de vaca € uma das principais causas de alergia alimentar em criangas
(VAN ESCH et al,, 2011; MONACI et al., 2006). A prevaléncia desta manifestacao alérgica
em criangas abaixo de 3 anos de idade encontra-se na faixa de 0,1 a 4,2% (SACKESEN
et al., 2011). Cerca de 10% dos casos de alergia ao leite permanecem até a idade adulta
(HOST, 2002). A alergia ao leite é uma reagcdo de hipersensibilidade iniciada por
mecanismos imunolégicos especificos, sendo 0 mais comum mediado por imunoglobina
do isotipo E (IgE) (FIOCCHI et al., 2010; EL-AGAMY, 2007). Nesta reacdo ocorre
interag@o entre estes anticorpos e os epitopos correspondentes resultando em sintomas
adversos, como alteracées gastrointestinais, respiratérias, dermatite atépica e anafilaxia
(FIOCCHI et al., 2010; NATALE et al., 2004). Epitopo é a parte da proteina que se liga ao
anticorpo. Os epitopos sdo formados por uma sequéncia linear de aminoacidos ou por
uma porcdao da estrutura tridimensional da proteina, classificados como linear ou

conformacional, respectivamente (FOEGEDING; DAVIS, 2011).

O papel de diferentes proteinas do leite de vaca na patogénese da alergia ainda é
controverso. Estudos apontam que as proteinas presentes em maior quantidade no leite
sao as principais responsaveis por desencadear reagao alérgica, sendo elas: as caseinas
e as proteinas do soro, B-lactoglobulina (B-Lg) e a-lactalbumina (a-La) (MONACI et al.,
2006; BESLER; EIGENMANN; SCHWARTZ, 2000). Natale et al. (2004) encontraram IgE
especificas para B-Lg em 45% dos pacientes alérgicos ao leite de vaca. A B-Lg possui
epitopos conformacionais e lineares distribuidos ao longo de sua cadeia polipeptidica

(SELO et al., 1999). Os epitopos conformacionais sdo os principais responsaveis pela
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alergenicidade da a-La, embora esta proteina também apresente epitopos lineares

(JARVINEN et al., 2001).

A resisténcia as enzimas digestivas € um dos parametros de avaliagdo da
antigenicidade de proteinas (YOSHINO et al., 2004; ASTWOQOD; LEACH; FUCHS, 1996).
As proteinas dos alimentos nao digeridas ou fragmentos formados durante a digestao
podem ter capacidade de ligacdo com IgE e induzir uma resposta alérgica (YOSHINO et
al., 2004; MARTOS et al., 2010). A B-Lg é resistente a acao da pepsina, ao contrario da a-
La, que é hidrolisada pela enzima sem tratamento prévio (KIM et al., 2007; NIK; WRIGHT;
CORREDIG, 2010; TAKAGI et al., 2003).

Diferentes processos tém sido utilizados para modificar a estrutura de proteinas do
leite, com o objetivo de diminuir sua antigenicidade, dentre eles, tratamento térmico
(MIERZEJEWSKA; KUBICKA, 2006; BU et al., 2009), enzimatico (LASKMAN et al., 2011;
KIM et al., 2007; KANANEN et al., 2000), e de alta pressdo (PENAS et al., 2006; BERAN
et al., 2009). Outro tratamento que tem sido estudado para a reducdo da antigenicidade
de proteinas é a utilizagao da enzima transglutaminase (TG). Esta enzima catalisa reagao
cruzada covalente inter e intramolecular em diferentes proteinas, principalmente entre
residuos de glutamina e lisina, dando origem a polimeros de massa molecular alta
(LAUBER et al.,, 2001a; PARTSCHEFELD et al., 2007). As proteinas do soro de leite,
devido a sua estrutura globular e compacta, sdo pouco acessiveis a acao da enzima TG,
sendo necessario que sejam desnaturadas previamente (EISSA et al., 2006). Villas-Boas
et al. (2010) observaram que a reducao da antigenicidade da B-Lg foi mais eficaz apos
sua polimerizagao com TG na presenga de agente redutor cisteina (Cys), do que quando

desnaturada termicamente e polimerizada.

A homogeneizacdo do leite a alta pressdo leva a alteracdo da estrutura de
proteinas do soro, sendo que foi observada cerca de 42% de desnaturacao da B-Lg a 200
MPa (HAYES; FOX; KELLY, 2005; DATTA et al., 2005; DESRUMAUX; MARCAND, 2002).

As alteracgdes induzidas por este processo sdo decorrentes de forcas de cisalhamento,
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cavitacao, turbuléncia e aumento de temperatura simultaneamente em um curto periodo

de tempo (ZAMORA et al., 2007; DESRUMAUX; MARCAND, 2002).

Como o efeito do tratamento térmico isolado na antigenicidade das proteinas do
soro é contraditério e a polimerizagdo pela TG da B-Lg apds condicées desnaturantes
pode reduzir a resposta antigénica desta proteina, como verificado em trabalhos
anteriores (VILLAS-BOAS et al., 2010; VILLAS-BOAS et al., 2012), a utilizacao da HAP
para a desnaturacado das proteinas do soro de leite pode ser um meio interessante de
alterar suas estruturas. Desta forma, pode-se aumentar a suscetibilidade das proteinas do
soro a modificacdo com a TG, as enzimas digestivas e consequentemente a alteracao de
sua antigenicidade. Até o momento ndo foram encontrados estudos sobre o efeito dos
tratamentos de homogeneizacao a alta pressdo com tratamento prévio ou ndo associado

a polimerizacdo com TG na antigenicidade das proteinas do soro de leite.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento de homogeneizagao a alta presséo associado a
polimerizagdo por transglutaminase na antigenicidade do isolado proteico do soro de

leite bovino.

2.2. Objetivos Especificos

e Obter e caracterizar o isolado proteico do soro de leite tratado
termicamente ou ndo, homogeneizado a alta pressao, polimerizado com a
enzima transglutaminase e sem polimerizar;

e Estudar a digestédo gastrica e gastrointestinal in vitro do isolado proteico do
soro de leite tratado e ndo-tratado;

e Estudar o efeito dos tratamentos realizados no potencial antigénico do
isolado proteico do soro de leite antes e apds a digestdo gastrica simulada

in vitro.
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3. Revisao Bibliografica

3.1. Proteinas do leite

O leite bovino contém de 3 a 3,5% de proteinas, compostas de duas classes
principais: caseinas (80%) e proteinas do soro (20%) (MONACI et al., 2006). Caseina
pode ser definida, de maneira simplificada, como a proteina precipitada por acidificagéo
do leite desnatado a pH 4,6 a 20 °C (SGARBIERI, 1996). O liquido remanescente é
chamado de soro de leite e tem como principais fragées proteicas a B-lactoglobulina (-
Lg), a a-lactalbumina (a-La) e a soroalbumina bovina (BSA) (VAN ESCH et al., 2011).
Além dessas fragdes, sdo encontradas lactoferrina, imunoglobulinas, proteose-peptonas,

transferrina e enzimas (SGARBIERI, 1996).

O soro de leite pode ser obtido em laboratério ou na industria por trés processos
principais: coagulacdo enzimatica, resultando no coagulo de caseinas, matéria-prima para
a producao de queijos; precipitacdo acida no pH isoelétrico (pH 4,6 a 20 °C), resultando
na caseina isoelétrica, que é transformada em caseinatos € no soro acido; separagao
fisica das micelas de caseina por microfiltracdo, obtendo-se um concentrado de micelas e
as proteinas do soro, na forma de concentrado ou isolado proteico (SAGARBIERI, 2004;

BORGES et al., 2001).

Do ponto de vista nutricional, as proteinas do soro de leite apresentam todos os
aminodacidos essenciais e suas qualidades funcionais sdo de interesse para a industria de

alimentos (SGARBIERI, 2004; SMITHERS, 2008).

A B-Lg é a proteina mais abundante no soro de leite bovino, correspondendo a
cerca de 50% do total de proteinas desta fracdo (MONACI et al., 2006). E uma proteina
globular, constituida por 162 residuos de aminoacidos e que contém uma sulfidrila livre e
duas pontes dissulfeto intramolecular, ligando a Cys66 — Cys160 e Cys106 — Cys119,
com ponto isoelétrico em pH 5,2 (SAWYER et al., 2002; BROWNLOW et al., 1997; FOX,



Revisao Bibliografica

2003). Em pH fisiologico e temperatura ambiente, a B-Lg se apresenta como dimero,
devido a interacao eletrostatica entre aspartato (Asp130) e acido glutamico (Glu134) de
um determinado monémero e o residuo lisina de outro monémero (SAWYER et al., 2002).
Em pH abaixo de 3,5 ou acima de 7,5, esta proteina se dissocia em monémeros, cuja
massa molecular (MM) é 18,3 kDa (FOX; McSWEENEY, 1998). Na faixa de pH entre 5,1
e 3,8 (abaixo do ponto isoelétrico) a B-Lg tende a formar octameros, o que é atribuido a
ionizacao de grupos carboxilicos nos pontos de interagcao (SGARBIERI, 1996). A estrutura
cristalina mostra que seu mondmero consiste predominantemente de folhas-g (50%) e
uma pequena porgao de a-hélice (15%), estruturas ao acaso (15%) e estruturas em volta
ou turns (20%) (BROWNLOW et al., 1997). Sua estrutura terciaria consiste em oito fitas 3
antiparalelas formando uma espécie de calice ou barril capaz de ligar pequenas
moléculas hidrofébicas em seu interior (BROWNLOW et al., 1997). Este tipo de estrutura
caracteriza uma familia de proteinas chamada de lipocalinas, que compreende as
proteinas com fungéo de transporte (SGARBIERI, 2005). Sao 12 as variantes genéticas
da B-Lg que ja foram identificadas no soro de leite bovino, sendo as duas principais A e B,
as quais se diferenciam pelos aminoacidos das posicoes 64 e 118, Aspg, € Vali1g para B-

Lg A e Glygs e Alayss para p-Lg B (SGARBIERI, 2005).

A a-La representa cerca de 25% das proteinas do soro de leite (MONACI et al.,
2006). Duas variantes genéticas (A e B) da a-La foram identificadas, mas somente a
variante B tem sido observada em leites das racas bovinas ocidentais (SGARBIERI, 2005;
FOX; McSWEENEY, 1998). E uma proteina monomérica globular, composta por 123
residuos de aminoacidos, com MM de 14,2 kDa, possui quatro pontes dissulfeto por
molécula e ndo apresenta grupo sulfidrila livre (MONACI et al.,, 2006; FOX, 2003;
SGARBIERI, 1996). A a-La possui um sitio de ligacdo ao célcio de alta afinidade, o que
contribui para a estabilidade da estrutura secundaria desta proteina (MONACI et al.,
2006). Sua estrutura secundaria é composta de 60% de estruturas ao acaso, 26% de a-
hélice e 14% de folhas-B (FOX, 2003). Esta proteina tende a formar associa¢cées em pH

abaixo de seu ponto isoelétrico (pH 4,8) e apresenta-se como monémero no pH natural do
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leite (pH 6,6) e acima deste (SGARBIERI, 2005; FOX, 2003). Possui um excelente perfil
de aminoacidos indispensaveis, sendo rica em lisina, leucina, treonina e triptofano
(KINSELLA; WHITEHEAD, 1989). Apresenta 72% de identidade sequencial aminoacidica
com a a-La humana (MONACI et al., 2006). A a-La tem funcao biolégica na sintese da
lactose, sendo um componente da enzima lactose sintetase, a qual catalisa a reacgao final
da biossintese da lactose. A presenga da a-La na enzima a torna altamente especifica,
transferindo galactose de UDP-galactose apenas para glicose, formando lactose (FOX,
2003). Enquanto, na auséncia da a-La a enzima age como galactosil transferase néo-
especifica, transferindo galactose da UDP-galactose para diferentes aceptores (FOX,

2003).

A BSA corresponde a cerca de 5% do total de proteinas do soro de leite,
constituida por 582 residuos de aminoacidos, MM de 66,4 kDa (MONACI et al., 2006;
SGARBIERI, 1996) e ponto isoelétrico de 4,72 (POLIS; SCHMUCKLER; CUSTER, 1950).
Esta proteina apresenta um grupo sulfidrila livre na posigao 34 (N-terminal) (SGARBIERI,
1996) e tem sua estrutura organizada em 3 dominios homélogos, formada por 9 loops
conectados por 17 pontes dissulfeto (HSIA et al., 1984). Muitas destas pontes dissulfetos
estdo protegidas no nucleo da proteina, o que dificulta seu acesso (RESTANI et al.,
2004). A estrutura secundaria da BSA é predominantemente (68%) formada por alfa-
hélice (REED et al. 1975). Pesquisas estruturais permitiram determinar os dominios
homologos que caracterizam a estrutura da BSA, sendo eles entre os aminoéacidos: 1-190,
191-382 e 383-581 (BROWN JR, 1977 apud RESTANI et al., 1998; TANABE et al., 2002).
A BSA e a soroalbumina humana apresentam 76% de identidade sequencial de
aminoacidos (HUANG; KIM; DASS, 2004), sendo que uma das principais diferengas é que
a BSA possui dois residuos de triptofano (posi¢cdes 131 e 214), enquanto a soroalbumina

humana possui apenas um na posi¢cao 214 (GELAMO et al., 2002).

A lactoferrina (LF) € uma metaloproteina, de MM 76,1 kDa, cuja cadeia

polipeptidica é estruturada em dois lobos globulares, sendo que cada um deles possui
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sitio de ligacdo de alta afinidade para o ferro (MONACI et al., 2006). Esta proteina, de

acordo com Smithers et al. (1996), apresenta atividade antimicrobiana.

A fracao de imunoglobulinas (Ig) corresponde a cerca de 6% das proteinas do soro
de leite (MONACI et al., 2006). A molécula de Ig € composta de quatro subunidades de
peptideos, incluindo duas cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves idénticas
ligadas por pontes dissulfeto que conferem a molécula um formato de Y (MONACI et al.,
2006; FOX, 2003). As imunoglobulinas apresentam classes, e as presentes no leite sdo
IgA, IgG e IgM, com fungéo biolégica vinculada a fun¢do imune de protecdo contra

agentes microbianos (FOX, 2003).

A fracdo de proteose-peptona representa 1,1% do total de proteinas do leite, é
derivada principalmente da protedlise da caseina e é caracterizada por apresentar
estabilidade térmica e importantes propriedades funcionais (MONACI et al., 2006; FOX,
2003).

3.2. Alergenicidade das proteinas do soro de leite

A hipersensibilidade ou alergia ao leite de vaca é um dos tipos mais comuns de
alergia alimentar em criangas, com incidéncia de 2 a 3% em criangas com até 1 ano de

idade (HOST, 2002).

Do ponto de vista imunolégico, a alergia ao leite de vaca € uma reacao adversa as
proteinas do leite mediada por IgE e pode induzir reagdes cutédneas (dermatite atopica,
urticaria, angioedema), respiratoria (rinite, asma, tosse), gastrointestinais (vémito, diarreia,

célica, refluxo gastroesofagico) e em casos extremos anafilaxia (MONACI et al., 2006).

A regido da proteina responsavel pela ligagdo as IgE é chamada epitopo. Existem
dois tipos de epitopos, o linear (sequencial) e o conformacional. O primeiro é
caracterizado por uma sequéncia continua (linear) de residuos de aminoacidos e o

segundo por uma sequéncia nao-linear, gerada pela proximidade dos aminoacidos que o
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formam, devido a estrutura tridimensional da proteina (SATHE; SHARMA, 2009;
FOEGEDING; DAVIS, 2011).

Uma unica proteina pode desencadear alergia e um Unico alimento pode conter
mais de uma proteina antigénica ou alergénica (SATHE; SHARMA, 2009). O leite de vaca
contém varias proteinas que sao consideradas antigénicas. Estudos realizados com
populagdes de pacientes alérgicos tém indicado que as proteinas mais abundantes no
leite de vaca sdo os alergenos mais importantes, especialmente B-Lg, caseinas e a-La
(MONACI et al.,, 2006). Entretanto, proteinas que estdo presentes em pequenas
quantidades no leite, como BSA, lactoferrina e imunoglobulinas também podem induzir

alergia (MONACI et al., 2006, NATALE et al., 2004).

A B-Lg apresenta epitopos conformacionais e lineares, que se encontram
amplamente distribuidos por toda sua estrutura, sendo que alguns estao localizados nas
partes hidrofébicas da molécula, inacessiveis para as IgE na conformagédo nativa da
proteina, porém, acessiveis apds a digestdo no trato gastrointestinal (SELO et al., 1999).
Wal (2001) verificou que os epitopos da B-Lg reconhecidos por mais de 90% dos
pacientes alérgicos ao leite foram entre os aminoacidos (AA) AA41-60, AA102-124 e
AA149-162, cada um contribuindo com aproximadamente 10 —15% da imunorreatividade
da proteina intacta. A antigenicidade destes fragmentos também havia sido reportada por
Sélo et al. (1999), que identificaram outros peptideos que apresentaram 58-72% de
reatividade com soro humano, sendo eles AA1-8, AA25-40 e AA92-100. Peptideos com
12 a 14 residuos de aminoacidos contribuem significativamente para a alergenicidade da
B-Lg em alguns pacientes (SELO et al., 1999). Esta proteina pode desencadear reacgéo
alérgica mesmo quando presente em concentracdes baixas (PUERTA; DIEZ-MASA;

FRUTOS, 2006).

A a-La nativa apresenta capacidade de ligagao a IgE em pacientes alérgicos ao
leite, confirmando a presenca de epitopos conformacionais (WAL, 2004). O mesmo autor

observou que em varios pacientes, peptideos pequenos exibiram a mesma ou maior
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capacidade de ligagdo com IgE, sugerindo a existéncia de epitopos sequenciais (WAL,
2004). Em mapeamento da a-La, foram identificados quatro epitopos lineares, no entanto,
nenhum desses epitopos foi reconhecido pelo soro de criangas com suspeita de alergia
ao leite bovino (JARVINEN et al., 2001). Como a maioria dos pacientes alérgicos ao leite
respondem a a-La nativa, infere-se que os epitopos conformacionais desta proteina séo
0s principais responsaveis por sua alergenicidade (JARVINEN et al., 2001). Hochwallner
et al. (2010) verificaram ainda, que a reatividade da a-La a IgE pode ser reduzida com a
deplecéao do célcio ligante a esta molécula, o que foi observado em soro de pacientes

alérgicos.

Natale et al. (2004) avaliaram os principais alergenos do leite e encontraram IgE
especificas para p-Lg e BSA em 45% dos pacientes alérgicos ao leite. A alergenicidade
da BSA é provocada tanto por epitopos sequenciais quanto conformacionais (RESTANI et
al., 2004). Estes epitopos, por sua vez, localizam-se em sequéncias de aminoacidos que
diferem da soroalbumina humana (TANABE et al., 2002). Ha relatos de que a presenca
das pontes dissulfeto na BSA seja um importante fator na manutengéo dos determinantes
antigénicos desta molécula (BERETTA et al.,, 2001; RESTANI et al., 1998). Habeeb e
Borella (1966) afirmam que alteracdes conformacionais associadas a reducao das pontes
dissulfeto, anulam a reagdo de BSA com anticorpos anti-BSA. Todavia, resultados
contraditérios indicam que a antigenicidade da BSA esta apenas parcialmente associada
a sua estrutura tercidria, uma vez que nao houve alteragdo de alergenicidade apés
tratamento térmico (100 °C/10 min) e desnaturacdo quimica (tratamento com SDS)
(RESTANI et al.,, 1998). No mesmo estudo, os autores verificaram diminuicao da
alergenicidade desta proteina, mas nao sua eliminacao, por tratamento com agente
redutor (B-mercaptoetanol). A desnaturagdo da BSA pode ndo anular seu carater
alergénico, uma vez que esta proteina possui no minimo um epitopo sequencial,

localizado entre os aminodacidos 524 a 542 (BERETTA et al., 2001).

10
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Além da presenca de epitopos, a resisténcia as enzimas digestivas € outra
caracteristica apresentada pelas proteinas, que as caracterizam como alergénicas
(YOSHINO et al., 2004; ASTWOOD; LEACH; FUCHS, 1996). As proteinas dos alimentos
quando nao digeridas pelas enzimas do trato gastrointestinal podem ser absorvidas pelo
epitélio intestinal, podendo induzir a producao de IgE especificas e causar processo
alérgico (YOSHINO et al., 2004). Mesmo na auséncia da proteina intacta, fragmentos
formados durante a digestdo podem ter capacidade de ligacdo a IgE e induzir uma
resposta alérgica (MARTOS et al., 2010). A antigenicidade ou alergenicidade de
hidrolisados dependem da massa molecular dos peptideos obtidos (VAN HOEYVELD et
al. 1998). Van Beresteijn et al. (1994) verificaram que peptideos com MM< 3 kDa néao
provocam imunogenicidade e alergenicidade. Van Hoeyveld et al. (1998) relataram que
peptideos com MM< 1,4 kDa nao foram capazes de se complexarem com as IgE presente

nos soros de pacientes sensibilizados por proteinas do leite bovino.

A resisténcia a pepsina € um dos parametros para avaliar a antigenicidade de
proteinas alimentares (ASTWOOD; LEACH; FUCHS, 1996). Astwood, Leach e Fuchs
(1996) utilizaram a digestao com fluido similar ao gastrico para comparar a estabilidade a
digestdao de alimentos alergénicos e nao-alergénicos e encontraram que proteinas
consideradas nao-antigénicas foram totalmente digeridas in vitro, enquanto que outras
proteinas consideradas antigénicas, inclusive proteinas do soro de leite, apresentaram
fragmentos estaveis a digestao, que podem ser absorvidos e causar reacao alérgica.
Outros estudos também apontam que a resisténcia a digestdo estd associada ao
potencial alergénico de uma proteina (THOMAS et al.,, 2004; TAKAGI et al., 20083;
BESLER; STEINHART; PASCHKE, 2001). Asselin, Hébert e Amiot (1989) ressaltam a
importdncia da enzima pepsina e da secregcao gastrica do sistema digestivo na
desnaturagdo e/ou degradagdo das proteinas do soro de leite e na redugdo da

alergenicidade provocada por estas proteinas.

11
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Entretanto, Fu, Abbott e Hatzos (2002) observaram que proteinas reconhecidas
como principais alergenos de um alimento n&o, necessariamente, apresentam maior
resisténcia a digestdo por fluido similar ao gastrico ou por fluido similar ao intestinal
quando comparadas aos alergenos minoritarios do mesmo alimento. A falta de correlagéo
entre a digestibilidade in vitro e alergenicidade relatada por alguns autores (MARTOS et
al., 2010; MORENO, 2007; FU; ABBOTT; HATZOS, 2002) ocorre porque a digestibilidade
de uma proteina, avaliada em teste in vitro, € altamente influenciada pelas condi¢des
utilizadas, como relacdo enzima:substrato, que pode ser maior do que a encontrada in
vivo, além de haver a interagdo das proteinas alimentares com outros componentes da
digestao in vivo (MARTOS et al.,, 2010). Apesar das controvérsias, a resisténcia a
digestdo é usada como um dos critérios para avaliar o potencial alergénico de
neoproteinas, como em alimentos geneticamente modificados (MARTOS et al., 2010).
Além deste critério, sdo considerados os seguintes fatores: a fonte de proteinas, a
similaridade da sequéncia de aminoacidos da proteina de interesse em relacao a
alergenos conhecidos e, quando necessério, teste com soro humano in vitro ou teste

clinico in vivo (THOMAS et al., 2004).

Astwood, Leach e Fuchs (1996) afirmam que a alergenicidade potencial das
proteinas do leite pode ocorrer em parte pela resisténcia a protedlise no estbmago. A
pepsina é uma endopeptidase que hidrolisa as ligacbes envolvendo aminoacidos
aromaticos (tirosina e fenilalanina) (NACER et al., 2004). A sequéncia primaria da B-Lg
possui cerca de 50 ligacbes que sao potenciais sitios de clivagem pela pepsina,
entretanto, a maior parte destas ligagdes esta localizada no nucleo hidrofébico da
molécula e ndo estd acessivel a pepsina (CHOBERT et al., 1995). A B-Lg quando
submetida a agdo da pepsina tem demonstrado ser resistente por até 60 minutos, sem
formar peptideos, confirmando sua resisténcia a esta enzima (TAKAGI et al., 2003;
ASTWOOD; LEACH; FUCHS, 1996). A resisténcia relativa da B-Lg a hidrélise acida assim

como as proteases permite que parte da proteina permaneca intacta apés a digestao, seja
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absorvida na mucosa intestinal e apresentada as células do sistema imunoldgico (WAL,

2001; JARVINEN et al., 2001).

As principais proteinas do soro de leite, B-Lg, a-La e BSA, foram quase totalmente
degradadas pela pepsina quando pré-tratadas a 80 °C/60 min (KITABATAKE;
KINEKAWA, 1998). O pré-aquecimento (100 °C/10 min) de solugdo de concentrado
proteico do soro de leite e a utilizagdo das enzimas pepsina e tripsina resultaram na
digestado da B-Lg, a-La e BSA, o que resultou na reducao do carater alergénico do soro de

leite submetido a estas condigdes (KIM et al., 2007).

Ao contrario da B-Lg, estudos sugerem que a a-La é suscetivel a hidrélise por

pepsina sob condi¢cbes gastricas (KIM et al., 2007; NIK; WRIGHT; CORREDIG, 2010).

Astwood, Leach e Fuchs (1996) relataram que a BSA quando submetida a
digestao gastrica in vitro forma fragmentos peptidicos que resistem por 15 min, enquanto
proteinas nao alergénicas se degradam dentro de 15 segundos. Resultado semelhante foi
obtido por Takagi et al. (2003), que encontraram resisténcia de um fragmento formado na
hidrélise da BSA por pepsina, o qual permaneceu intacto até o fim do experimento (60
min). Contudo, neste mesmo estudo, observou-se hidrélise total de todos os fragmentos
formados a partir da BSA, quando esta foi pré-aquecida (100 °C/5 min) os fragmentos
desapareceram em até 5 min. Outros estudos verificaram que embora a BSA seja
relativamente labil a digestao gastrica in vitro, ela é resistente por até 120 min a condicao
de digestao intestinal, sem digestao gastrica prévia (FU; ABBOTT; HATZOS 2002;
TAKAGI et al., 2003).

Diversos métodos imunoquimicos sao utilizados para identificar alergenos e suas
propriedades imunoldgicas, dentre eles, os mais comuns séo: o radio-allergosorbent tests
(RAST), enzyme allergosorbent tests (EAST), rocket immuno-electrophoresis (RIE),
immunoblotting, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) e radioimunoensaio (RI)
(MONACI et al.,, 2006; POMS; KLEIN; ANKLAM, 2004). A técnica de ELISA é usada

rotineiramente em laboratérios e industrias de alimentos para detectar e quantificar
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alergenos em alimentos, devido a sua alta preciséo, facilidade de manuseio e potencial
para padronizacdo (MONACI et al., 2006; POMS; KLEIN; ANKLAM, 2004). Este método
permite a deteccdo da ligacdo antigeno-anticorpo por reacdo colorimétrica. A
concentragcao do complexo antigeno-anticorpo pode ser estimada com base em uma
curva padrao gerada com quantidades conhecidas de anticorpo purificado (POMS; KLEIN;

ANKLAM, 2004).

3.3. Tratamentos utilizados para reduzir alergenicidade das proteinas do soro

de leite

A industria de alimentos, além de buscar a estabilidade prolongada dos alimentos
e manutencdo de seu valor nutritivo, tem desenvolvido tecnologias para reduzir o
potencial antigénico de produtos derivados do leite (MONACI et al.,, 2006). Dentre as
técnicas mais comuns utilizadas pela industria de alimentos, estdo a desnaturacao

térmica e a hidrolise parcial (MONACI et al., 2006; KLEBER et al., 2004).

O tratamento térmico, método mais comum de eliminagdo de patdégenos em
produtos lacteos, apresenta resultados controversos em relagao a diminuigdo da resposta
alergénica do leite. Alteragdes na alergenicidade das proteinas do leite dependem néo
apenas da temperatura e do tempo de aquecimento, mas também da possivel interagao
com outras proteinas ou componentes da matriz do alimento (MONACI et al., 2006). A
desnaturagdo térmica pode alterar os epitopos conformacionais devido a alteragdo da
estrutura terciaria da proteina, o que leva a diminuicao do potencial alergénico (BESLER;

EIGENMANN; SCHWARTZ, 2000).

Mierzejewska e Kubicka (2006) verificaram a diminui¢cdo da antigenicidade da B-Lg
quando submetida a temperatura acima de 80 °C/30 min. Entretanto, resultados
contraditérios foram relatados por Kleber et al. (2004), em que tratamentos térmicos entre
75 e 90 °C por 15 min resultaram em aumento da resposta antigénica da pB-Lg,

possivelmente devido a exposigcdo de epitopos antes ocultos (KLEBER et al., 2004). Os
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mesmos autores verificaram que houve reducdo da resposta antigénica da B-Lg apds
tratamento a 148 °C, devido a desnaturacdo da proteina e encobrimento dos epitopos
sequenciais durante a formagao de agregados. Assim, 0s anticorpos tém acesso somente
aos epitopos localizados nas superficies desta proteina agregada, o que pode levar a

reducao da antigenicidade (KLEBER et al., 2004).

Bu et al. (2009) relataram que a antigenicidade da B-Lg e da a-La em solugéo de
IPS aumentou gradualmente com o aumento de temperatura de 50 a 90 °C, entretanto
apresentou um declinio com temperatura de 90 a 120 °C, especialmente para a a-La. A B-
Lg ainda apresentou resposta antigénica mais elevada quando aquecida a 120 °C em
relacdo a amostra nado tratada. O efeito do tratamento térmico na a-La consiste da
desnaturagdo da proteina assim como de sua agregagao, o que leva a diminuicdo da
imunorreatividade como um resultado da diminuicdo da ligacao anticorpo-antigeno

(MONACI et al., 2006).

Além do tratamento térmico, uma estratégia comumente utilizada para reduzir o
potencial alergénico de alimentos € a hidrolise enzimatica. Os hidrolisados proteicos sao
utilizados pela industria de alimentos em formulacdes hipoalergénicas ou ingredientes
como complemento importante na alimentacao de individuos que apresentam dificuldade
na digestdo de proteinas ou doengas associadas ao metabolismo de aminoécidos, como
em casos de doencas cronicas do figado (faléncia hepéatica) e fenilcetonuria (CLEMENTE,
2000). Os tratamentos proteoliticos afetam tanto a estrutura conformacional quanto a
sequéncia linear de aminoéacidos, o que pode destruir epitopos sequenciais que se ligam
a IgE (BESLER; EIGENMANN; SCHWARTZ, 2000). Contudo, a redugdo na
antigenicidade depende fortemente da especificidade da enzima e da estrutura molecular
dos epitopos (VAN BERESTEIJN; MEIJER; SCHMIDT, 1995). As limitacoes da hidrélise
enzimatica ou quimica das proteinas sdo as alteragbes sensoriais, principalmente
amargor, resultante das proteinas extensamente hidrolisadas (KLEBER et al., 2004).

Kananen et al. (2000) mostraram que a hidrélise sequencial com pepsina por 180 min e
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com tripsina por 90 min resultou na redugédo da antigenicidade da 3-Lg. Kim et al. (2007)
verificaram que a associacao de tratamento térmico e hidrélise sequencial com enzimas
pepsina e tripsina reduziram a antigenicidade da B-Lg e da a-La. A hidrélise com pepsina
e posteriormente com quimotripsina foi apontada como a combinagdo enzimatica mais
efetiva para reduzir a alergenicidade da B-Lg e da a-La do que as enzimas tripsina ou

pancreatina apés a pepsina (ASSELIN; HEBERT; AMIOT, 1989).

Lakshman et al. (2011) avaliaram o efeito da hidrélise com duas proteinases
acidas de fungos Monascus na antigenicidade de concentrado proteico do soro de leite e
verificaram que estas enzimas hidrolisam a-La, mas nao a B-Lg. Entretanto, os autores
reportaram que a associa¢ao destas enzimas fungicas com a tripsina hidrolisa o soro de
leite mais eficientemente do que a utilizacdo de uma Unica enzima ou da combinacao
pepsina-tripsina, sugerindo que essa associagao possa ser um meio de produzir formulas

hipoalergénicas.

Restani et al. (1995) verificaram, pelos métodos Imunoblote e ELISA, que férmulas
infantis comerciais contendo proteinas de leite bovino parcialmente ou extensivamente
hidrolisadas, apresentaram atividade antigénica residual, pois foram reconhecidas pelas
IgE presentes no soro de pacientes alérgicos as proteinas do leite bovino. Este
reconhecimento foi devido a presenca de proteinas intactas, desnaturadas ou nao, e por

peptideos que continham epitopos lineares integros (RESTANI et al., 1995).

Estudos tém demonstrado que o tratamento de alta presséo isostatica aumenta a
hidrélise enzimatica das proteinas do soro de leite (BERAN et al., 2009; CHICON et al.,
2009; PENAS et al., 2006). Esta combinagao de tratamentos reduz a imunorreatividade
das proteinas do soro de leite em maior propor¢do do que quando realizados
isoladamente (PENAS et al., 2006). A alta presséo isostatica provoca desnaturacdo das
proteinas do soro de leite, podendo expor epitopos a agdo de proteases, facilitando a
hidrélise e reduzindo a antigenicidade da proteina (BERAN et al., 2009; PENAS et al.,

2006). Foi observado diminuicao da imunorreatividade dos hidrolisados das proteinas do
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soro de leite obtidos por associagdo de enzimas tripsina e pepsina a pressdes de 200 e
300 MPa, respectivamente (PENAS et al. 2006). Chicén et al. (2009) observaram
diminuicao da capacidade de ligagédo dos hidrolisados do soro de leite obtidos a 400 MPa
associado a hidrolise por pepsina as IgE de soro de pacientes alérgicos ao leite bovino.
Entretanto, estes mesmos autores afirmam que apesar de ndo haver proteina intacta
residual, apds o tratamento enzimatico a 400 MPa, os hidrolisados mantiveram baixa, mas
detectavel capacidade de ligacao a IgE. Esta observacdo sugere que os peptideos

formados contém epitopos (CHICON et al., 2009).

A polimerizacdo com TG também pode reduzir a antigenicidade das proteinas do
soro de leite. Villas-Boas et al. (2010) verificaram que houve redugéo da antigenicidade da
B-Lg polimerizada com TG na presencga de agente redutor cisteina (Cys), sugerindo que
sitios antigénicos podem ter se mantido ocultos no rearranjo molecular ocasionado pela
polimerizagdo. Olivier et al. (2012a) confirmaram a reducdo da resposta antigénica da -
Lg polimerizada com TG na presencga de agente redutor Cys por meio de teste cutaneo

em criancgas alérgicas ao leite.

O tratamento de amostras de proteinas do soro de leite com irradiacdo micro-
ondas a 300 e 400 Watt por 20 min ou a 600 e 700 Watt por 10 min reduziu a sua
antigenicidade (KADDOURI et al., 2006). A hidrélise pelas enzimas pronase ou papaina
durante o tratamento de irradiacdo micro-ondas reduziu a resposta antigénica de

concentrado proteico do soro de leite (IZQUIERDO et al., 2008).

Reacdo de glicacdo, envolvida na formagdo de muitos produtos da reagdo de
Maillard, tem sido proposta como um meio efetivo de alterar a antigenicidade destas
proteinas. Li, Luo e Feng (2011) verificaram que a conjugacao de IPS com maltose foi

eficaz em reduzir a resposta antigénica da B-Lg e da a-La.
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3.4. Tratamentos de alta pressao das proteinas do soro de leite

O tratamento de alta pressdao tem sido descrito como uma alternativa a
pasteurizagdo térmica convencional por promover a inativagdo de micro-organismos,
manter as propriedades nutricionais e a qualidade sensorial (ADAPA; SCHMIDT,;
TOLEDO, 1997). Dois diferentes métodos de processamento de alimentos a alta pressao
tém sido investigados: o método hidrostatico ou isostatico (UAP — Ultra Alta Presséo) e o
método de homogeneizacao ou alta pressao dinamica (HAP — Homogeneizacédo a Alta
Pressao) (CAMPOS; DOSUALDO; CRISTIANINI, 2003). Entretanto, estes métodos
apresentam dinamicas diferentes (GUERZONI et al., 1999).

O processamento de UAP consiste em submeter o produto a alta pressao dentro
de um vaso pressurizado, utilizando um meio que transfere a pressdo de maneira
uniforme ao produto (para alimentos tem-se utilizado agua potavel como meio) (CAMPQOS;
DOSUALDO; CRISTIANINI, 2003). O efeito do tratamento de alta pressao € governado
pelo principio de Le Chatelier: um sistema em equilibrio, submetido a uma forga, tende a
se reajustar visando a minimizar os efeitos da forga aplicada (HUPPERTZ; KELLY; FOX,
2002; MOZHAEV et al., 1996; BALNY; MOZHAEV; LANGE, 1997). O aumento na pressao
favorece a reducdo do volume de um sistema e como a alta pressdo induz a
desnaturagao da proteina, infere-se que o volume ocupado pela conformacao da proteina

nativa € maior do que da forma desnaturada (MOZHAEV et al., 1996).

A estrutura primaria da proteina permanece intacta quando submetida a UAP, pois
as ligacoes covalentes praticamente nao sao afetadas (MOZHAEV et al.,, 1996).
Modificagbes na estrutura secundaria ocorrem a niveis muito altos de pressdo por
rompimento das pontes de hidrogénio (HENDRICKZ et al., 1998). Alteracdes significativas
na estrutura terciaria, mantida principalmente por interagdes idnicas e hidrofébicas, sao
observadas em pressdes superiores a 200 MPa (HENDRICKZ et al., 1998). Proteinas
oligoméricas com estrutura quaternaria mantida por interacbes hidrofébicas e

eletrostaticas sado dissociadas sob pressbes moderadas (150 MPa), j& que estas
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interagdes sao fracas (HENDRICKZ et al., 1998; MOZHAEV et al., 1996). Logo, a UAP
afeta a estrutura da proteina em sua estrutura quaternéria, terciaria e secundaria,

ocasionando sua desnaturacao (SILVA; WEBER, 1993).

Por sua vez, a HAP é um processo continuo, no qual o produto € bombeado
através de um intensificador de pressao, fazendo-o fluir através de uma valvula de
homogeneizagdo (CAMPOS; DOSUALDO; CRISTIANINI, 2003). A pressdo a que o
liguido é submetido ao passar pela valvula em curto periodo de tempo gera intensa forca
de cisalhamento, cavitacdo, turbuléncia e aumento de temperatura simultaneamente
(GRACIA—JULIA et al., 2008; BOUAOUINA et al., 2006; PAQUIN, 1999). Apés passar pela
valvula de homogeneizacgao, o liquido é sujeito a rapida despressurizagdo, 0 que ocasiona
o fendmeno de cavitagao, caracterizado pela formagéao de bolhas de ar na solugéo ou no
interior de cavidades presentes na solugao, levando ao colapso destas (GUERZONI et al.,
1999). Durante o tratamento de alta pressédo ocorre 0 aumento da temperatura da solugéo
processada, uma vez que a temperatura é diretamente proporcional a pressdao de
homogeneizacdo (DESRUMAUX; MARCAND, 2002). Mesmo sendo por curto periodo de
tempo, este aumento de temperatura contribui para as alteracdes estruturais observadas
nas solugdes homogeneizadas (PAQUIN, 1999). Contudo, a acdo do aquecimento na
HAP difere dos tratamentos térmicos convencionais utilizados na industria alimenticia,
pois nestes a desnaturacao de macromoléculas € obtida pela combinacao de elevagao de
temperatura por maiores periodos de tempo do que na HAP (PAQUIN, 1999). A acao das
diferentes forcas - cisalhamento, cavitagdo, turbuléncia - e o aumento da temperatura
neste método sdo responsaveis pela inativagdo microbiana e enzimatica (DATTA et al.,
2005; GUERZONI et al., 1999) e pela modificagdo das propriedades funcionais de
proteinas, como coagulacdo e emulsdo (GRACIA-JULIA et al., 2008; HAYES; KELLY,
2003). Poucos estudos focaram nas caracteristicas fisico-quimicas do leite tratado por
HAP (ADAPA; SCHMIDT; TOLEDO, 1997; SANDRA; DALGLEISH, 2005) e na avaliacao
da alteragao de antigenicidade do leite submetido a este tratamento (ZHONG et al., 2011;

ZHONG et al., 2012).
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Como os tratamentos a alta pressdo - UAP e HAP - atuam de maneira diferente,
as alteragdes nas solugdes podem nao ser semelhantes. O método UAP tem sido mais
explorado, com maior quantidade de dados disponivel na literatura. Estudos indicam que
este tipo de tratamento resulta em modificagdes estruturais das proteinas do leite
(HUPPERTZ; FOX; KELLY, 2004; NEEDS et al., 2000). As proteinas do soro de leite
apresentam comportamento diferenciado a pressfes elevadas. A B-Lg se desnatura a
pressdes superiores a 100 MPa (HUPPERTZ; FOX; KELLY, 2004; GAUCHERON et al,
1997; LOPEZ-FANDINO; CARRASCOSA; OLANO, 1996); pressdes altas (400-800 MPa)
resultam em desnaturacao consideravel desta proteina, cerca de 80% do total de $-Lg no

leite tratado (HUPPERTZ; FOX; KELLY, 2004).

A ao-La tem maior resisténcia a UAP que a B-Lg, desnaturando-se a pressodes
maiores que 400 MPa (HUPPERTZ; FOX; KELLY, 2004; LOPEZ-FANDINO;
CARRASCOSA; OLANO, 1996). Huppertz, Fox e Kelly (2004) verificaram
aproximadamente 72% de desnaturacdo da a-La em amostra de leite submetido a
pressdao de 800 MPa por 30 min. A maior estabilidade da a-La tem sido relacionada a
forma mais rigida de sua estrutura molecular, estabilizada por maior nimero de pontes
dissulfeto intramoleculares, a a-La possui 4 pontes, enquanto a 3-Lg, 2 (GAUCHERON et

al., 1997).

A HAP também pode induzir alteracdes estruturais das proteinas do soro de leite.
Hayes, Fox e Kelly (2005), ap6s homogeneizar o leite em diferentes pressdes, analisaram
a desnaturacao das proteinas do soro de leite pela proporcao de proteinas sollveis em
pH 4,6 obtida por CLAE-FR. Os autores verificaram que a B-Lg apresentou maior
desnaturagdo com o aumento da pressao, sendo os percentuais de desnaturagéo de 10,2,
42,5 e 56,1% em 150, 200 e 250 MPa respectivamente. Ja a a-La, neste mesmo estudo,
apresentou menos de 10% de desnaturacao em até 250 MPa. Resultado semelhante para
a desnaturacéo da B-Lg no leite tratado por HAP foi obtido por Datta et al. (2005). Estes

autores verificaram que a desnaturagéo da B-Lg € maior por HAP do que por tratamento
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térmico convencional, possivelmente pode haver sinergismo entre a temperatura e as
forcas de cisalhamento aumentando a desnaturagdo desta proteina. Outros autores
corroboram que ndo apenas o aquecimento, mas também as forcas de homogeneizagéao
induzem a desnaturacao das proteinas do soro de leite (DESRUMAUX; MARCAND, 2002;
ZAMORA et al., 2007). Zamora et al. (2007) observaram maior desnaturacao da 3-Lg do
que da a-La em leite homogeneizado a 300 MPa, sendo os niveis de desnaturagéo
obtidos de 35% para B-Lg e 12% para a a-La, pela proporcéao destas proteinas na fragao
soluvel em pH 4,6, avaliada por CLAE-FR. Desrumaux e Marcand (2002) também
verificaram desnaturacao das proteinas do soro de leite ap6s homogeneizacao a 300 MPa
por calorimetria diferencial de varredura. Os autores verificaram por eletroforese que néao
houve mudancas na massa molecular das proteinas, logo a homogeneizagdo nao

provocou hidrélise, apenas alteracao na estrutura das proteinas.

Estudo realizado com o leite homogeneizado apontou que houve redugéo do teor
de nitrogénio do soro de leite, com residual de B-Lg e a-La no soro menores do que no
leite ndo tratado, devido a dois fatores: (a) as proteinas do soro de leite desnaturadas pela
HAP se associaram a superficie das micelas de caseina e (b) ocorreu incorporagao das
proteinas do soro desnaturada e fragmentos de micelas de caseina nas membranas dos
glébulos de gordura (ZAMORA et al., 2007). O nivel de desnaturagdo ou agregagéao obtido
depende da intensidade das forcas mecanicas e/ou temperatura (GRACIA-JULIA et al.,

2008).

Entretanto, outros estudos apontam que a HAP em pressbes de 186 a 300 MPa
ndo resultou em desnaturagdo das proteinas do soro de leite, verificada por diferentes
metodologias, dentre elas calorimetria diferencial de varredura, eletroforese em sistema
redutor e ndo-redutor (SANDRA; DALGLEISH, 2005; BOUAOUINA et al., 2006; HAYES;
KELLY, 2003). Bouaouina et al. (2006), ao avaliar as propriedades fisico-quimicas do
isolado proteico do soro de leite submetido a homogeneizagdo com pressao de até 300

MPa, ndo observaram alteragdes estruturais nas proteinas do soro, B-Lg, a-La e BSA. Os
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autores verificaram apenas que houve dissociagao de agregados proteicos que estavam

presentes na solugao.

A influéncia da HAP na redugéo da antigenicidade das proteinas do soro de leite €
pouco conhecida. Zhong et al. (2011) avaliaram a resposta antigénica da p-Lg pré-tratada
termicamente (60-90 °C/30 min) e submetida a HAP. Os autores relataram que esta
combinacéo de tratamentos aumentou a resposta antigénica da B-Lg, possivelmente pela
indugdo na mudanga conformacional da proteina, resultando em maior acessibilidade dos
anticorpos aos epitopos. Os autores sugerem que € necessario avaliar diferentes
combinacbes de tratamentos a HAP para avaliar a alteracdo de alergenicidade de

proteinas.

3.5. Polimerizacao das proteinas do soro de leite pela transglutaminase

A TG (EC 2.3.2.13) é uma enzima encontrada em tecidos e fluidos animais
(MOTOKI; SEGURO, 1998), peixes, plantas e micro-organismos, sendo purificada a partir
de fonte microbiana para uso em industrias alimenticias (ANDO et al., 1989). Esta enzima
apresenta estrutura monomeérica composta por 331 aminoacidos (KANAJI et al., 1993),
com MM de 38 kDa (MOTOKI; SEGURO, 1998). Possui um residuo de cisteina com um
grupo tiol livre, essencial para sua atividade enzimatica (KANAJI et al., 1993). Seu ponto
isoelétrico é de 8,9, sua faixa de pH 6timo é de 5 a 8 e temperatura 6tima de atividade
enzimatica de 50 °C (MOTOKI; SEGURO, 1998). Temperaturas acima de 70 °C
ocasionam perda rapida de atividade desta enzima (MOTOKI; SEGURO, 1998).

A TG catalisa trés diferentes reagdes: incorporagdo de grupo amina, reagao
cruzada e desaminagdo em proteinas e peptideos conforme Figura 1 (pagina 23)
(MOTOKI; SEGURO, 1998). Ela catalisa reacao de acil transferéncia entre o grupo y-
carboxilamida do residuo de glutamina de uma proteina (doador de acil) para uma amina
primaria (receptor de acil), preferencialmente do grupo €-amina de residuos de lisina

(PARTSCHEFELD et al., 2007; JAROS et al., 2006). Quando o grupo g-amina de lisina de
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uma proteina age como acil receptor, ligagdes cruzadas covalentes intra e/ou
intermoleculares sao formadas (ligacdo isopeptidica €-(y-glutamil) lisina) resultando na
polimerizagdo de proteinas (JAROS et al., 2006). Na auséncia de aminas primarias, a
agua pode agir como um receptor de acil, resultando na desaminacédo dos residuos de

glutamina, formando acido glutdmico e aménia (JAROS et al., 2006).

% 6
(a) fln—CHD—NHz + HN—R — ‘gGIn—(HJ—NH—R + NH,

e A
(b) GIn—ﬁ)—NH2 + H,N—Lys —™ ;Gln—C”)—NH—Lys + NH,

&

(c) GIn—C”)—NH2 + H,O — GIn—ﬁ—OH + NH;3
(0] ‘g( @)
Figura 1. Reacbes catalisadas pela transglutaminase. (a) Reagbes de acil transferéncia, (b)

formacao de ligagbes cruzadas entre residuos de glutamina e lisina de proteinas e peptideos, (c)
desaminacéo (adaptado de JAROS et al., 2006).

A capacidade da TG de introduzir ligacao cruzada intra ou intermolecular nas
proteinas tem sido aplicada como um meio de melhorar as propriedades funcionais e o
valor nutricional de proteinas, pela ligacao covalente de aminoacidos essenciais limitantes
(CHRISTENSEN et al., 1996; IKURA et al., 1981). A introdugdo de metionina em caseina
e proteina da soja e de lisina no gluten de trigo pela TG ja foi relatada (IKURA et al.,

1981).

A polimerizacédo pode provocar alteragdes significativas no tamanho, conformacao
e estabilidade de uma proteina, podendo alterar sua funcionalidade (ANURADHA;
PRAKASH, 2009). Propriedades funcionais como solubilidade, capacidade emulsificante,
formacao de espuma, viscosidade, elasticidade e formacao de géis de proteinas podem
ser melhoradas pela introducdo de ligacbes cruzadas pela TG (LI-CHAN, 2004). A

alteracao da funcionalidade pela TG ja foi verificada para varias proteinas, como caseinas
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e proteinas do soro de leite (JAROS et al., 2006), soja, gergelim (ANURADHA;
PRAKASH, 2009) e produtos carneos (TRESPALACIOS; PLA, 2007).

Um pré-requisito para a polimerizacao pela TG é a exposi¢cao de residuos de lisina
e glutamina da proteina. Algumas proteinas como caseina e gelatina sao facilmente
polimerizadas pela TG, uma vez que seus residuos de lisina e glutamina estao expostos.
Em contraste, outras proteinas possuem uma estrutura rigida e € indicada a aplicagéo de
métodos que desestabilizem sua estrutura, tornando os aminoacidos mais acessiveis a
enzima (DE JONG; KOPPELMAN, 2002). As proteinas do soro de leite, devido a sua
estrutura compacta, dificultam a acdo da TG, sendo indicado que estas sejam
previamente desnaturadas para expor os residuos de glutamina e lisina e possibilitar a

reacao entre eles (EISSA et al., 2006).

A B-Lg possui 9 residuos de glutamina e 15 de lisina em sua estrutura (EISSA et
al.,, 2006) e a a-La possui 6 residuos de glutamina e 12 de lisina (BREW, 2003). A
desnaturacao parcial ou completa da B-Lg facilita a acdo da TG. A desnaturacao pode ser
induzida por tratamento térmico com temperaturas superiores a 70 °C ou pela adigao de
agentes redutores como dithiotreitol (DTT) ou B-mercaptoetanol (EISSA et al., 2006). Por
sua vez, foi relatado que a a-La é suscetivel a acdo da TG sem tratamento desnaturante

prévio (SHARMA; LORENZEN; QVIST, 2001; FAERGEMAND; OTTE; QVIST, 1997).

Sharma, Lorenzen e Quist (2001) analisaram a influéncia do pré-tratamento
térmico na polimerizagéo pela TG das proteinas do leite e verificaram que a B-Lg sem
tratamento nao foi suscetivel a acao da TG. Apos tratamento térmico (85 °C/15 min), esta
proteina foi polimerizada, enquanto a a-La foi polimerizada com ou sem tratamento
térmico prévio. J& Rodriguez-Nogales (2006) verificou que as melhores condi¢des para
formacgao de ligacdes cruzadas covalentes pela TG para a-La e 3-Lg foram 90 °C/60 min

e 83,4 °C/55,7 min, respectivamente.

Faergemand, Otte e Qvist (1997) relataram que pela acdo da TG nao houve

reducdo do teor de B-Lg monomérica e dimérica sem a presenga de agente redutor,
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enquanto para a a-La foi observado reducdo em seu teor e aumento da formagao de
produtos de MM alta. No entanto, 0 mesmo estudo apontou que na presenca de agente

redutor DTT houve extensa polimerizagédo da B-Lg e aumento da polimerizacdo da a-La.

Anuradha e Prakash (2009) verificaram a agao da TG na polimerizagdo da B-Lg e
da globulina da soja. Foi observado que parte da B-Lg ndo sofreu acdo da enzima,
enquanto a globulina de soja foi totalmente polimerizada. Os autores verificaram ainda
que a polimerizacao resultou em aumento de estabilidade térmica, devido a formagao de

estrutura mais compacta das proteinas.

Villas-Boas et al. (2010) relataram que houve aumento da polimerizacdao com TG
da B-Lg quando esta foi pré-tratada termicamente (80 °C/60 min) ou com agente redutor
Cys. Entretanto, a redugao da antigenicidade da B-Lg foi mais eficaz apds a polimerizagao
desta proteina pela TG com agente redutor Cys, do que quando desnaturada
termicamente (VILLAS-BOAS et al., 2010). A modificagdo da B-Lg isolada na presenga de
Cys promove mudangas na antigenicidade da proteina, possivelmente encobrindo os
determinantes antigénicos da molécula, os quais ndo foram reconhecidos como sitios
antigénicos (VILLAS-BOAS et al., 2010). Para Olivier et al. (2012b), a polimerizacao da -
Lg isolada na presenca de Cys altera a distribuicdo espacial dos epitopos, resultando na
diminuicdo da reatividade cutdnea em pacientes alérgicos. Os autores sugeriram que a
polimerizacdo enzimatica é uma ferramenta que pode diminuir a alergenicidade in vivo da

B-Lg (OLIVIER et al., 2012b).

A associacao do tratamento de UAP a acdo da TG tem sido utilizada para a
polimerizacdo de proteinas. Esta enzima apresenta alta estabilidade a temperatura
ambiente, sendo necessario pressao de 600 MPa por 100 min para reducao de 50% de
sua atividade, porém a 60 °C com a mesma pressao, foram necessarios menos de 10 min
para obter o mesmo percentual de redugcdo (LAUBER et al., 2001b). Lauber et al. (2001a)
relataram que pressdes superiores a 400 MPa sao eficientes para a ocorréncia da

polimerizacdo da B-Lg na presenca de TG e que este efeito € mais pronunciado se a
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enzima estiver presente no momento do tratamento de alta pressédo e ndo apds este.
Contudo, a pressao de 600 MPa a polimerizacdo da B-Lg foi menos pronunciada,
possivelmente devido a uma inativacdo desta enzima a esta pressdao (LAUBER et al.,
2001b). Nao foram encontrados estudos que avaliassem o efeito da associagcado de HAP e
polimerizagao por TG na suscetibilidade as enzimas gastrointestinais e na antigenicidade

das proteinas do soro de leite bovino.
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4. Material e Métodos

4.1. Material

Foi utilizado isolado proteico do soro de leite bovino (IPS) PROVON® (Glanbia
Nutritionals, Kilkenny, Irlanda), B-Lg (variantes A e B, 93% de proteina) e a-La (90% de
proteina) foram doadas pela Davisco Food International Inc. (Le Sueur, MN, EUA). As
enzimas utilizadas foram: enzima transglutaminase (Activa WM), fornecida pela Ajinomoto
Interamericana Industria e Comércio Ltda. (Sdo Paulo, SP, Brasil), produzida por micro-
organismos (Ca* independente), pepsina de mucosa de estémago suino (2500 — 3500 U
mg” de proteina, c6d. P7012) e enzima pancreatina de pancreas suino (cod. P1625)

adquiridas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Os reagentes utilizados foram: acrilamida, tris, glicina, (Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA); bis-acrilamida (Amresco, Solon, Ohio, EUA); B-mercaptoetanol (Merck,
Hohenbrunn, Alemanha); tricina, dodecil sulfato de sédio (SDS), acido 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoico (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA); tetrametilbenzidina (TMB) (BD —
Biosciences San Diego, CA, EUA), Tween 20, uréia, acido trifluoroacético (Merck,
Darmstald, Alemanha); acetonitrila (J.T. Baker, Center Valley, PA, EUA). Os anticorpos
utilizados foram: Purified Mouse IgE antibody, Purified 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). Os demais reagentes utilizados

eram de grau de analitico ou cromatografico.

A Figura 2 (pagina 28) ilustra o fluxograma geral do experimento. Como controles,

foram utilizados IPS e IPS tratado termicamente, ndo processados por alta pressao.
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Figura 2. Fluxograma geral do experimento

O material homogeneizado foi caracterizado por eletroforese (item 4.5) em sistema
nativo e em SDS-PAGE em sistema redutor e nao-redutor, por turbidez (item 4.4) e pelo
teor de grupos sulfidrila reativos e livres (item 4.6), e, entdo, liofilizado para as analises

posteriores.

Apos a polimerizagao por TG, as amostras foram caracterizadas por SDS-PAGE
(tem 4.5) em sistema redutor e densitometria. Posteriormente as amostras foram

avaliadas quanto a digestao in vitro (item 4.7) e caracterizadas por SDS-PAGE/Tricina
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(item 4.8) e cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR) (item 4.9).
As amostras que apresentaram alteracao apds os tratamentos realizados — tratamento
térmico, homogeneizacdo a alta pressdo e polimerizagdo com TG — foram avaliadas

quanto a antigenicidade por ensaio imunoquimico ELISA (item 4.10).

4.2. Determinacao de proteina total

O teor de nitrogénio total do IPS foi determinado pelo método semi-micro de
Kjeldahl e o teor de proteina total calculado multiplicando-se o conteudo de nitrogénio
total pelo fator 6,38 (AOAC, 2006). O valor obtido foi utilizado como referéncia para o

preparo das solugoes.

4.3. Homogeneizacao a alta pressao

Solugdes de IPS (1% m/v), tratadas termicamente ou ndo, foram homogeneizadas
com diferentes niveis de pressao (0, 100, 180 MPa) e multiprocessadas por 3 ciclos
consecutivos a 180 MPa em homogeneizador Panda Plus 2000 (GEA Niro Soavi S.p.A.,
Parma, Itdlia) no Laboratério de Processos Térmicos e Nao Térmicos do Departamento de
Tecnologia de Alimentos (Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP, SP). Os
niveis de pressao utilizados foram baseados nos niveis estudados por Zhong et al. (2011).
As condigOes do pré-tratamento térmico utilizadas foram: temperatura de 72 °C por 22 min
em banho-maria, com resfriamento em banho de gelo até atingir temperatura ambiente
(25 °C). Segundo trabalho de Franca (2012), estas condigdes de pré-tratamento térmico
foram as mais adequadas para propiciarem a polimerizacao do IPS pela TG. Na Tabela 1
(pagina 30) visualiza-se as condigbes experimentais utilizadas antes e durante
processamento a alta pressao das solugdes de IPS bem como a nomenclatura utilizada

para as amostras.
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Tabela 1. Condi¢des experimentais da homogeneizacdo das amostras de isolado proteico
do soro de leite (IPS) a alta pressédo e nomenclatura das amostras.

IPS (%) Pré-tratamento ~HAP Nomenclatura das
(nivel de pressao) amostras
- IPS-N
0 MPa IPS-0
- 100 MPa IPS-100
180 MPa IPS-180
1,0 180 MPa - 3 ciclos IPS-180-3
- IPS-TT
Tratamento térmico 0 MPa IPS-TT-0
72 °C/22 min 100 MPa IPS-TT-100
180 MPa IPS-TT-180
180 MPa — 3 ciclos IPS-TT-180-3

Nota: TT=tratada termicamente

4.4. Obtencao e caracterizacao do IPS polimerizado

As amostras de IPS pré-tratado termicamente ou nao e processado por HAP foram
liofilizadas. Posteriormente solugdes com 7% de proteina (m/v), preparadas a partir
dessas amostras, foram polimerizadas com TG na concentragdo de 25 U g™ de proteina

(VILLAS-BOAS et al., 2010).

A reacao com a TG foi realizada a 50 °C em pH 6,5 por 180 min sob agitagéo a
300 rpm com temperatura controlada (Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha) e interrompida por aquecimento a 80 °C por 5 min. A polimerizagdo das
amostras foi avaliada por SDS-PAGE em sistema redutor (item 4.5) e densitometria dos

géis de eletroforese pelo software livre ImagedJ (v1.45s).

Para as amostras polimerizadas foi acrescentada a sigla TG em sua nomenclatura.
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A atividade da TG era de 60 U g' e foi determinada pela técnica colorimétrica de
formacdo de acido hidroxamico utilizando-se o substrato N-carbobenzoxi-L-glutaminil-
glicina (CBZ-glutaminil-glicina), conforme descrito por Folk e Cole (1966). A unidade de
atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a formagéao de

1 pmol min™ de &cido hidroxamico (FOLK; COLE, 1966).

4,5. Turbidez

A turbidez das amostras com 1% de proteina (m/v) foi determinada por leitura em
espectrofotébmetro (Agilent 8453, Xangai, China) a 600 nm apds o0 processamento por
HAP. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente (25 °C) em ftriplicata de

cada amostra.

4.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As andlises de SDS-PAGE foram realizadas como descrito por Laemmli (1970)
utilizando equipamento Mini Protein Il (BioRad, Hercules, CA, EUA) e espacadores de
0,75 mm. Os géis de separagdo e empilhamento utilizados continham 12% e 4% de
acrilamida, respectivamente. Em sistema redutor, as amostras foram diluidas em tampéao
redutor (0,0625 mol L™ Tris-HCI, 2,0% SDS, 20% glicerol, 5,0% B-mercaptoetanol e azul
de bromofenol, pH 6,8) na concentracao de 0,4% proteina e aquecida a 96 °C/5 min. Para
a eletroforese em sistema nao-redutor, foi excluido o B-mercaptoetanol do tampao da
amostra. Para o sistema nativo foram excluidos o agente redutor e desnaturante, [3-
mercaptoetanol e SDS, respectivamente. Foram aplicadas aliquotas de 10 puL de amostra.
Apoés a corrida, os géis foram corados com Comassie Blue R-250 na concentragdo de
0,1% em solugéo de acido acético/metanol/agua (1:4:5) e descorados por meio de varias
lavagens em solugcdo de &cido acético/metanol/adgua (1:4:5). Utilizou-se de kits de

marcadores padrao de MM de 14,4 a 97,0 kDa (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) para
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estimar a MM das fragdes proteicas obtidas nos sistemas redutor e ndo-redutor e para

sistema nativo utilizou-se de B-Lg e a-La isoladas.

Para avaliar o efeito do tratamento térmico e da homogeneizagédo a alta presséao
na reagado de polimerizagéo, utilizou-se a concentragédo relativa dos polimeros formados
([polimeros]) e dos residuais das proteinas B-Lg ([B-Lg]) e a-La ([a-La]). As concentragdes
de B-Lg e a-La diminuem com a participagdo destas proteinas na polimerizagdo e
consequente formacao de polimeros. A concentracao relativa de cada uma das proteinas
foi obtida pela densitometria dos géis de eletroforese, que foram analisados utilizando o
software livre Image J (v1.45s). Os resultados foram expressos como % da area de cada
pico relativo em relagdo a somatéria da area de todos os picos das proteinas detectados

em cada amostra.

4.7. Grupos sulfidrila reativos e livres

Os grupos sulfidrila livres foram determinados de acordo com a metodologia
descrita por Beveridge, Toma e Nakai (1974), com adaptacdes sugeridas por Beveridge,
Jones e Tung (1984). Aliquotas de 0,5 mL de solugéo proteica (1% m/v) foram dissolvidas
em 2,5 mL de tamp&o 0,086 mol L Tris-HCI, contendo 0,09 mol L™ glicina, 0,004 mol L™
EDTA e 8 mol L uréia, pH 8,0. Ap6és 60 min foram adicionados 20 uL do reagente de
Ellman (4 mg mL" de &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico em tampao Tris-HCI-Glicina-
EDTA, pH 8,0). Decorridos 15 min, os tubos foram centrifugados a 27000x g, a 15 °C por
20 min (Centrifuga RC5C Sorval Instruments Dupont, Wilmingtin, EUA) e a absorbancia
do sobrenadante foi lida em espectrofotdmetro a 412 nm (Agilent 8453). As amostras
foram analisadas em triplicata. Para a determinagao de grupo sulfidrila reativo foi excluida

a uréia do tampao. Para o calculo utilizou-se a seguinte equacao:

pmol SH g™ proteina = (73,53 . A4 . D)/ C
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onde: SH= concentragdo de sulfidrilas na amostra em pmol g proteina; Ag=
absorbancia medida a 412 nm; C= concentragdo da amostra em mg de proteina mL™"; D=
fator de diluigao; 73,53 = é derivado de 10%(1,36 x 10%); 1,36 x 10* é a absortividade molar
do reagente de Ellman e 10° é devido a conversdo de mol L para pmol mL" e de

miligrama para grama de proteina (BEVERIDGE; TOMA; NAKAI, 1974).

4.8. Digestao in vitro

A digestao foi realizada segundo Martos et al. (2010) com algumas adaptacées. As
amostras com concentracdo inicial de 5,9 mg de proteina mL™ de fluido géstrico (35 mmol
L™ NaCl) foram digeridas com pepsina (182 U mg™ proteina), em pH 2, para simular as
condicdes de digestao gastrica de adulto (DUPONT et al., 2010). A reacao foi realizada
em agitador (Thermomixer comfort) sob temperatura controlada de 37 °C e agitacao de
300 rpm. Decorridos 60 min, foi recolhida uma aliquota (700 pL) de cada amostra,
neutralizadas pela adicdo de 1 mol L' NaHCO; a pH de 7,0 — 7,5 e seu volume final
ajustado com agua destilada para 1 mL. O volume restante das amostras digeridas pela
pepsina teve seu pH ajustado em 6,5 — 6,8 com 1 mol L' NaHCO;. Foi adicionado 245 pL
de tampao 0,25 mol L™ Bis-Tris, 25 pL de 1 mol L™ CaCl, e 30 pL de sais biliares (9,0 mg
mL"), mantendo temperatura controlada e agitacdo por 15 min. Apds este tempo foi
adicionado pancreatina na relacado de 1:25 (enzima : substrato), deixando reagir por 60

min. A reagéo foi interrompida por aquecimento a 90 °C por 5 min.

4.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS e tricina (SDS-

PAGE/Tricina)

O perfil eletroforético das amostras digeridas in vitro foi determinado em sistema
SDS-PAGE/Tricina (SCHAGGER; VON JAGOW, 1987). Foi utilizada uma cuba vertical

(Mini Protein Il System, BioRad) e espacadores de 1,5 mm com um sistema descontinuo
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composto de gel de separagao, gel espagador e gel de empilhamento com 16,5, 10 e 4%
de acrilamida, respectivamente. Os digeridos foram diluidos em tampéao redutor (0,0625
mol L™ Tris-HCI, 2% SDS, 20% glicerol, 5% B-mercaptoetanol, Coomassie Blue G-250, pH
6,8), aquecidos a 96 °C/5 min. Foram aplicadas aliquotas de 10 yL da solugéo de cada
digerido, contendo 0,2% de proteina. Apds a corrida, os géis foram mantidos por 24 h em
solugao fixadora metanol/acido acético/agua (5:1:4) e corados por 48 h em solugédo de
0,025% Coomassie Blue G-250 (Sigma-Aldrich) em 10% acido acético. Posteriormente os
géis foram descorados em solugdo de 10% acido acético. A MM dos peptideos foi

estimada utilizando padrao de 6,5 a 26 kDa (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

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

A andlise cromatografica foi realizada em sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa com injetor automatico e detector de absorbéancia de arranjo de
diodos (Agilent, 1200 Series, Waldbronn, Alemanha). Foi utilizada coluna C18 Microsorb-
MVTM (250 mm x 4,6 mm DI, 5 ym - Raenin Instrument Inc Company - Woburn, MA,
EUA). As condi¢oes de corrida foram baseadas em Chicon et al. (2006), com algumas
modificagdes. A composicdo dos solventes foi: solvente A: 0,04% acido trifluoracético
(TFA) em agua Milli-Q, solvente B: 0,03% TFA em acetonitrila de grau cromatografico, e
foram filtrados através de membrana 0,45 uym (Schleicher e Schilll, Dassel, Alemanha). A
coluna foi mantida em temperatura ambiente, com fluxo de 1 mL min™", volume de injecdo
de 50 pL e detector fixado em 214 nm. As amostras, com concentracdo de 0,3% de
proteina, foram filtradas em membranas de acetato de celulose 0,45 ym (Schleicher e
Schill, Dassel, Alemanha). A coluna foi equilibrada com 100% do solvente A e as
amostras foram eluidas em gradiente até 70% do solvente B em 40 min, atingindo 90% do
solvente B em 50 min e recondicionada as condic¢oes iniciais durante 15 min.

Para obtencdo e analise dos dados foi utilizado o software ChemStation para

cromatografia liquida sistemas 3D (Agilent Technologies). Os cromatogramas dos
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digeridos foram divididos em 3 zonas, de acordo com a porcentagem de acetonitrila na
fase movel: (I) alta hidrofilicidade, até 17 min, com solugdo B na concentragédo entre 0 e
30%; (Il) média hidrofilicidade, entre 17 e 23 min, com solugéo B entre 30% e 40% e (lll)

baixa hidrofilicidade, a partir de 23 min, com concentragao de solugéo B acima de 40%.

4.11. Ensaio imunoquimico - ELISA

A antigenicidade das amostras de IPS pré-tratado termicamente, processado por
HAP, polimerizado ou ndo com a TG, assim como os produtos da simulagado da digestao
in vitro foi avaliada por teste ELISA quanto a reatividade para IgE especifica (IgE anti-B-Lg

e IgE anti-a-La). Como controle, foi utilizado o IPS n&o tratado.

A IgE especifica foi obtida de soro de camundongo e o protocolo foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Unicamp, com nimero 2481-1 (A)
(Anexo). Neste estudo foram utilizados 24 camundongos fémeas da linhagem BALB/c
obtidos do CEMIB da UNICAMP, com 2 semanas de vida e mantidos em gaiolas coletivas
com 6 animais cada, sob condigdes livre de patégenos especificos (SPF) no biotério
experimental do Laboratério de Imunologia e Alergia Experimental da Faculdade de
Ciéncias Médicas — FCM/UNICAMP, com controle da umidade e temperatura, recebendo

agua e racao autoclavadas ad libitum.

Para obtencao dos anticorpos especificos (IgE anti-B-Lg e IgE anti-a-La), realizou-
se a sensibilizagdo inicial (primeiro dia) em todos os animais segundo o procedimento
descrito por Villas-Boas et al. (2010). Os animais foram divididos em 4 grupos e, com seis
semanas de vida, receberam, por via intraperitonial e subcutédnea, um total de 50 ug de
amostra suspensa em solugdo contendo adjuvante 3% AI(OH)s; (alimen), com volume
total de 200 L por animal. O grupo 1 recebeu B-Lg, o grupo 2 a-La, o grupo 3 (controle)
solugdo 3% AI(OH); e grupo 4 (controle) solugéo salina (NaCl 0,9%) estéril. No 14° e no
212 dia ap6s a sensibilizacao inicial, os animais receberam, por via intraperitonial, dose

reforco (20 ug e 50 pg de amostra, respectivamente) suspensa em 200 pL de solugao
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salina estéril no 14° dia e em 3% AI(OH); na segunda dose refor¢o. Apdés 30 dias da
sensibilizacdo inicial, os animais foram anestesiados com injecao intraperitonial de 200 uL
de 2,5% tiopental sdédico em solugao salina estéril para realizacdo da pungéo cardiaca e
coleta de sangue. Depois de retirado, o sangue foi centrifugado a 900x g/5 min a 20 °C
para obtengdo do soro. Do grupo de soros anti-B-Lg e anti-a-La obtidos deste estudo
foram selecionados 4 soros de cada grupo que apresentaram maior reatividade contra as

respectivas proteinas nativas para utilizagao no teste imunoquimico das amostras.

A analise dos niveis séricos de imunoglobulina foi realizada segundo Villas-Boas et
al. (2010) com algumas modificacbes. Para analise de IgE especifica, placas de
polietileno contendo 96 pogos foram adsorvidas com 100 pL de solugao proteica (10 pg
de proteina por pogo) em tampdo 0,05 mol L' carbonato-bicarbonato (pH 9,6) e

incubadas por 16 h a 4 °C em camara Uumida.

As placas foram lavadas por 3 ciclos com solucdo 0,05% Tween 20 em solucao
0,01 mol L salina fosfatada tamponada pH 7,4 (PBS) usando lavadora de placas (Nunc,
Roskilde, Dinamarca). Para bloqueio dos sitios inespecificos, utilizou-se solugcdo de
Tween 20 (2,5%) em PBS por 2 h em temperatura ambiente. Apés 3 lavagens, foram
adicionados 100 pL de soro anti-B-Lg ou anti-a-La, previamente diluidos, na proporgao de
1:100 em solucao de 0,05% Tween 20 em PBS. Os pocos destinados a realizacao da
curva padrao foram adsorvidos com IgE (Purified Mouse IgE) com concentragao inicial de
2000 ng mL", seguida por diluicées seriadas (1:1) em tamp&o 0,05 mol L™ carbonato-

bicarbonato (pH 9,6) até a concentragdo de 7,8 ng mL™.

ApoOs incubagado de 16 h em camara umida, as placas foram lavadas e incubadas
com 100 uL de anticorpo (Purified Anti-mouse IgE) diluido 1:500 em solu¢do de Tween 20
(0,05%) em PBS e mantidas em camara umida por 2 h em temperatura ambiente. Apds
as lavagens, adicionou-se 100 pL de anticorpo conjugado com peroxidase (Anti Rat IgG
whole molecule) na diluicdo 1:50000 em solucéo de 0,05% Tween 20 em PBS. Apos

incubagdo de 1 h em temperatura ambiente, as placas foram lavadas novamente,
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seguindo-se a adi¢cao de tetrametiloenzidina (TMB), e a reagéo foi bloqueada ap6s 10 min
com 1N H,SO,. Os valores de absorbancia foram medidos a 450 nm, em

espectrofotémetro Spectra Max 190 (Molecular Devices, Toronto, Canada).

4.12. Analise Estatistica

Para as analises de caracterizagdo do IPS expressas em valores numéricos, 0s
resultados foram expostos em média + desvio padrao, submetidos a analise de variancia
ANOVA e teste de Tukey utilizando o software STATISTICA versao 7.0 (Stat Soft, Tulsa,

EUA). Os valores de P< 0,05 foram considerados significativos.

Para andlise estatistica do teste ELISA, utilizou-se o programa computacional
INSTAT (versdo 3.05, 2000). Os valores encontrados foram expressos em média com +
desvio padrao, utilizando testes Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico- 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 isolado proteico do soro de leite e da transglutaminase

O IPS apresentou 87,6 + 0,4% de proteina. O perfil eletroforético do IPS obtido em
sistema SDS-PAGE em meio redutor estd apresentado na Figura 3. Identificou-se as
bandas de B-Lg, a-La e BSA, de acordo com suas MM, 18,3 kDa, 14,2 kDa e 66 kDa,
respectivamente. Também com base em suas MM, foram identificadas as bandas de
cadeia pesada de imunoglobulina (lg) e lactoferrina (LF), com 55 kDa e 86 kDa

respectivamente (BASCH et al., 1985; KINGHORN et al., 1995).

MM | \ ‘
(kDa) |
\
97,4 == LF
662  ww - < BSA
<Ig
450 & |
31,0 | e
215
S
14,4 | <“«—a-La
1 2

Figura 3. Perfil eletroforético SDS-PAGE (gel de poliacrilamida — 12%), em meio redutor, do
isolado proteico do soro de leite. Coluna 1: padrdo de MM (14,4-97,4 kDa), coluna 2: isolado
proteico do soro de leite.

O perfil eletroforético da preparacao comercial de TG Activa WM (Figura 4, pagina
39) apresentou duas bandas nas regides de aproximadamente 40 e 10 kDa. O perfil
encontrado difere do reportado por Kanaji et al. (1993), o qual apresentou uma Unica

banda para TG com MM de 38 kDa por SDS-PAGE e cromatografia de permeacao em
gel.
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Figura 4. Perfil eletroforético SDS-PAGE (gel de poliacrilamida — 12%), em meio redutor, de

transglutaminase comercial Activa WM. Coluna 1: padrao de MM (14,4-97,4 kDa), coluna 2:
transglutaminase comercial Activa WM (TG).

5.2. Tratamento térmico e homogeneizacao a alta pressao do isolado proteico

do soro de leite

As solugbes de IPS (1% m/v) homogeneizadas a 0, 100, 180 MPa ou
multiprocessadas em 180 MPa por 3 ciclos consecutivos, pré-tratadas termicamente (72
°C/22 min) ou ndo, foram caracterizadas quanto a turbidez, teor de grupos sulfidrila

reativos e livres e perfil eletroforético nos sistemas nativo, ndo-redutor e redutor.

5.2.1. Turbidez

A turbidez das amostras, avaliada como % de transmitancia, foi realizada para
estimar o efeito da alta pressdo no grau de agregacao das proteinas. A agregacao de
moléculas de proteina conduz a formacao de particulas que dispersam a luz e fazem a
solugao parecer turva (HERMANSSON, 1979). Logo, quanto mais turva a solugdo, mais
dispersa é a luz e menor é a transmitdncia apresentada. Entretanto, a transmitancia
fornece uma indicacdo qualitativa da extensdo da agregacao proteica, pois a

concentracdo de agregados nao pode ser determinada precisamente porque a turbidez
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depende tanto do tamanho e efeito do espalhamento dos agregados como da sua

concentracao (McCLEMENTS; KEOGH, 1995).
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Figura 5. Percentual de transmitancia das solucdes de isolado proteico do soro de leite (IPS)
homogeneizadas a alta pressdo com e sem tratamento térmico prévio. IPS nao tratado (IPS-N),
IPS homogeneizado a 0, 100, 180 e 180 MPa por 3 ciclos (IPS-0, IPS-100, IPS-180, IPS-180-3,
respectivamente), IPS tratado termicamente (72 °C/22 min) e IPS tratado termicamente
homogeneizado a 0, 100, 180 e 180 MPa por 3 ciclos (IPS-TT-0, IPS-TT-100, IPS-TT-180, IPS-TT-
180-3, respectivamente). Letras minlsculas diferentes e mailsculas diferentes indicam diferenca
estatistica (P< 0,05). Os valores sdo médias de trés determinacoes.

Para as amostras apenas homogeneizadas houve reducéao significativa (P< 0,05)
da turbidez em todos os niveis de pressao analisados, sendo a amostra IPS-180-3 a que
apresentou o maior valor de transmitancia, 86,3%, quase trés vezes superior ao IPS nao
tratado, 32,1% (Figura 5). O tratamento térmico resultou no aumento da turbidez,
verificado pela transmitancia de 9,8% da amostra IPS-TT, correspondente a 30% do valor
da amostra nao tratada (IPS-N). Todavia, ap6s a homogeneizagdo das amostras tratadas
termicamente, houve diminuigéo significativa (P< 0,05) da turbidez para as amostras IPS-
TT-180 e IPS-TT-180-3, que apresentaram valor de transmitancia mais de duas vezes

superior (22,1% e 23,8% respectivamente) ao verificado para a amostra nao-
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homogeneizada, IPS-TT (9,8% de transmitancia) (Figura 5, pagina 40). O tratamento
térmico causa a desnaturacdo das proteinas, incluindo perda de estrutura terciaria e
secundaria, com exposicao de grupos hidrofébicos, podendo resultar em agregacgao
(GOETZ; KOEHLER, 2005). No presente estudo, a reduc¢ao da turbidez apos o tratamento
nos niveis mais altos de pressao pode ser resultante da diminuicdo do numero ou do

tamanho dos agregados proteicos nas solugdes.

Em niveis de pressdo semelhantes ao utilizado no presente estudo, Gracia-Julia et
al. (2008) também verificaram diminuicdo do tamanho das particulas de solugcéo de IPS
(6% m/m) homogeneizadas a pressao de 100-200 MPa devido ao efeito dispersivo da
HAP nos agregados proteicos. Utilizando homogeneizagdo a 100-300 MPa, Bouaouina et
al. (2006) também relataram dissociagdo de agregados proteicos em solugao de IPS (3%
m/m). Zhong et al. (2012) observaram diminuigdo do tamanho das particulas em solugéo
de B-Lg homogeneizada por 3 ciclos consecutivos em 80 MPa e aumento do tamanho
quando a solucdo de B-Lg foi homogeneizada em pressdes mais elevadas, de 160 MPa.
Os autores afirmam que a HAP até 80 MPa tenha induzido a desagregacao de proteinas

e em niveis superiores ocorreu a reagregacao das proteinas.

5.2.2. Grupos sulfidrila reativos e livres

A Tabela 2 (pagina 42) mostra os teores de grupos sulfidrila (SH) reativos e livres
de IPS homogeneizado a alta pressao pré-tratado termicamente ou ndo. Grupos sulfidrila
reativos correspondem aos residuos SH presente na superficie da proteina e os grupos
sulfidrila livres sdo todos os grupos SH da proteina, seja presente na superficie ou no

interior da molécula (VAN DER PLANCKEN; VAN LOEY; HENDRICKX, 2005).

O teor de grupos SH reativos diminuiu com o aumento do nivel de pressao utilizado
(Tabela 2, pagina 42). Entre as amostras apenas homogeneizadas, foi observada

diminuicao significativa (P< 0,05) de cerca de 11% do teor de grupos SH reativos para a
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amostra IPS-180-3 em relagdo ao IPS-N. Entre as amostras tratadas termicamente e
homogeneizadas, IPS-TT-180-3 e IPS-TT-180 apresentaram diminuicdo (P< 0,05) de
aproximadamente 16% e 13% de grupos SH reativos respectivamente, em relagdo a
amostra nao-homogeneizada (IPS-TT). A diminuicdo de grupos SH reativos pode ter
ocorrido por formacdo de pontes dissulfeto intermoleculares ou por alteracao

conformacional da proteina que resultou no encobrimento desses grupos.

Tabela 2. Grupos sulfidrila reativos e livres (umol SH g proteina) apds homogeneizacéo
a alta pressao de solucao de isolado proteico do soro de leite (IPS) e IPS pré-tratado
termicamente (IPS-TT).

IPS IPS-TT
Nivel de SH reativos SH livres SH reativos SH livres
pressao (MPa) pmol SH g™ pmol SH g™ umol SH g™ pmol SH g™
proteina proteina proteina proteina
- 24,95+ 0,33% 33,010,192 26,08+ 0,772 29,73+0,83%

0 25,61+ 0,702 32,450,312 23,68+ 0,37” 28,95+0,60%
100 24,81+0,25%® 30,85+0,39° 25,03+0,90° 29,03+0,69%
180 24,70+0,42° 30,48+0,30° 22,83+0,83%  2597+1,09%

180-3 22,25+0,54° 26,47+0,28° 21,92+0,67° 25,68+0,51°

Letras minlsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P< 0,05).

*

indica

diferenca significativa no teor de SH reativa (P< 0,05) para amostras tratadas com o mesmo nivel
de pressdao. # indica diferenca significativa no teor de SH livre (P< 0,05) para amostras tratadas
com o mesmo nivel de presséo. Os valores sdo médias de trés determinagdes.

Os grupamentos SH livres também tiveram seu teor diminuido com o aumento do
nivel de pressao (Tabela 2, pagina 42). As amostras IPS-100, IPS-180 e IPS-180-3
apresentaram diminuicao (P< 0,05) de 7, 8 e 20%, respectivamente, dos teores de grupos

SH livres em relagdo ao IPS-N. A amostra IPS-180-3 também apresentou diminuigao
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significativa (P< 0,05) de mais de 10% de grupos SH livres em relacdo a IPS-100 e IPS-
180 (Tabela 2, pagina 42). Para as solucoes tratadas termicamente e homogeneizadas,
as amostras IPS-TT-180 e IPS-TT-180-3 apresentaram diminuicao significativa (P< 0,05)
de 13% e 14% de grupos SH livres respectivamente em relagdo a amostra néo-
homogeneizada (IPS-TT). A diminuicdo dos grupos SH livres das solugdes de IPS com e
sem tratamento térmico prévio com o aumento da pressao de homogeneizagao pode ser
devido a interacao entre as moléculas proteicas que favoreceram a formacao de pontes
dissulfeto. Embora tenha havido diminui¢cdo significativa de grupos SH reativos e livres
nas amostras de IPS homogeneizado a alta pressdao com tratamento térmico prévio ou
ndo, as alteracbes foram pequenas, portanto, pontes dissulfeto formadas foram em
pequeno numero. A formagao de pontes dissulfeto nao resultou em agregados de niumero
e tamanho suficientes para dissipar a luz e aumentar a turbidez das amostras (Figura 5,

pagina 40).

A diminuigédo do teor de sulfidrila livre nas amostras de IPS tratadas termicamente
e homogeneizadas em relagdo as amostras apenas homogeneizadas (Tabela 2, pagina
42) é decorrente da desnaturagcdo das proteinas do soro de leite que, dependendo da
temperatura e tempo de tratamento, podem se agregar via ponte dissulfeto
(PHOTCHANACHAI; KITABAKE, 2001). A B-Lg sofre desnaturacdo parcial com
modificacdes estruturais irreversiveis acima de 60-70 °C (DE WIT, 2009), enquanto a a-La
inicia sua desnaturagédo em torno de 59 °C (GOETZ; KOEHLER, 2005), desnaturando-se
reversivelmente até 64 °C, se isolada, e irreversivelmente se aquecida em mistura com -
Lg (SGARBIERI et al., 2005). Photchanachai e Kitabake (2001) verificaram por SDS-
PAGE a formagcdo de agregados de [-Lg estabilizados por pontes dissulfeto
intermoleculares apods tratamento térmico acima de 80 °C. Resultado semelhante foi
relatado por Palazolo et al. (2000) que verificaram que tratamento térmico da B-Lg a 85
°C/60 min resulta na formacdo de agregados por meio de pontes dissulfeto
intermoleculares, enquanto temperatura de 65 °C inicia a desnaturagdo, mas ainda

mantém residual de proteina em sua forma nativa.
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5.2.3. Perfil eletroforético das amostras de IPS

As amostras foram analisadas por eletroforese em trés diferentes sistemas para
avaliar se houve alteracao estrutural das proteinas devido aos tratamentos realizados. Em
sistema nativo, a separacdo é baseada na carga, tamanho e formato das diferentes
proteinas e/ou peptideos presentes na amostra (GRACIA-JULIA et al., 2008; KINGHORN
et al.,, 1995). Logo, se houver formacdo de agregados ou alteracdo estrutural que
modifique o formato ou carga das proteinas, pode haver diferenca no deslocamento dessa
proteina no gel. Em sistema ndo-redutor utiliza-se SDS como agente desnaturante, mas
nao se faz uso de agente redutor, portanto, neste sistema, agregados formados por
pontes dissulfeto mantém-se intactos (GALANI; APENTEN, 1999). Em sistema redutor,
além de SDS, um agente redutor é empregado para quebrar as pontes dissulfeto

(HAMES, 1998).

Os perfis eletroforéticos das amostras de IPS pré-tratadas termicamente ou nao,
homogeneizadas a alta pressdo nos diferentes sistemas utilizados encontram-se na

Figura 6 (pagina 45).
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Figura 6. Perfis eletroforéticos (gel de poliacrilamida — 12%) de isolado proteico do soro de leite
(IPS) homogeneizado a alta pressao (A, B e C) e IPS tratado termicamente (72 °C/22 min) e
homogeneizado a alta presséao (D, E e F). (A) e (D) Sistema nativo. Coluna 1A e 1D: a-La, coluna
2A e 2D: B-Lg, coluna 3A: IPS-N, coluna 4A: IPS-0, coluna 5A: IPS-100, coluna 6A: IPS-180 e
coluna 7A: IPS-180-3; coluna 3D: IPS-TT, coluna 4D: IPS-TT-0, coluna 5D: IPS-TT-100, coluna 6D:
IPS-TT-180 e coluna 7D: IPS-TT-180-3. (B) e (E) Sistema nao-redutor; (C) e (F) Sistema redutor.
Coluna 1B e 1C: padrao de MM (14,4-97,4 kDa), coluna 2B e 2C: IPS-N, coluna 3B e 3C: IPS-0,
coluna 4B e 4C: IPS-100, coluna 5B e 5C: IPS-180, coluna 6B e 6C: IPS-180-3, coluna 1E e 1F:
padrao de MM (14,4-97 4 kDa), coluna 2E e 2F: IPS-TT, coluna 3E e 3F: IPS-TT-0, coluna 4E e 4F:
IPS-TT-100, coluna 5E e 5F: IPS-TT-180, coluna 6E e 6F: IPS-TT-180-3.

Em sistema nativo, observa-se a separagao das principais proteinas presentes no
IPS néao tratado, B-Lg (variantes A e B) e a-La (Figura 6A) e a inversdo das bandas destas
proteinas em relacdo ao sistema redutor e nao-redutor (Figuras 6B e 6C). Esta inversao
ocorre, pois neste sistema a separacao é baseada na carga e no tamanho das diferentes
moléculas proteicas, assim as duas variantes da B-Lg (A e B) separam-se € a a-La
mantém-se acima da B-Lg apesar de ter menor MM (KINGHORN et al., 1995). Os perfis

das amostras homogeneizadas previamente tratadas termicamente ou nao (Figuras 6D e
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6A) mostraram-se semelhantes em relagdo as amostras ndo-homogeneizadas (IPS-TT e
IPS-N, coluna 3 das Figuras 6D e 6A, respectivamente), independente do nivel de
pressdo (0 a 180 MPa) utilizado. Também n&o foram observadas diferencas entre as
amostras tratadas termicamente antes da HAP das n&o tratadas (Figuras 6A e 6D, pagina
45). Este resultado sugere que a HAP nao provocou alteracées nas proteinas quanto a

carga superficial e/ou alteracdo de tamanho nos niveis de pressao analisados.

Em sistema nao-redutor, as amostras apenas homogeneizadas (Figura 6B, pagina
45) apresentaram perfil similar ao da amostra ndo tratada (IPS-N). A excecdo foi a
amostra IPS-180-3, que apresentou uma banda larga e difusa de coloracdo mais intensa
na faixa entre 31 e 45 kDa, que pode ter sido resultado de agregacédo de duas moléculas
de B-Lg e/ou B-Lg e a-La. Esta amostra apresentou também diminuicdo significativa do
teor de sulfidrila livre em relagdo as demais (Tabela 2, pagina 42), o que pode sugerir a
formacdo agregados por pontes dissulfeto. Nos perfis das amostras tratadas
termicamente e homogeneizadas (Figura 6E, pagina 45) também observou-se uma banda
entre 31 e 45 kDa, mais intensa que no perfil da amostra ndo-homogeneizada (IPS-TT).
Esta banda pode ter resultado da interacao entre moléculas de B-Lg ou de B-Lg e a-La por
ponte dissulfeto, uma vez que em sistema redutor as amostras ndo apresentaram esta

banda com coloragéo acentuada (Figuras 6C e 6F, pagina 45).

Em sistema n&o-redutor, observou-se ainda a presenca de banda de MM acima de
97,4 kDa nos perfis de todas as amostras homogeneizadas (Figuras 6B e 6E, pagina 45)
e também nos das amostras ndo-homogeneizadas (IPS-N e IPS-TT, coluna 2 das Figuras
6B e 6E, respectivamente, pagina 45). Estas bandas possivelmente correspondem a
agregados formados por pontes dissulfeto intermoleculares, ja que em sistema redutor

estas bandas néo apareceram (Figuras 6C e 6F, pagina 45).

Em sistema redutor tanto as amostras homogeneizadas (Figura 6C, pagina 45),
quanto as tratadas termicamente e homogeneizadas (Figura 6F, pagina 45) apresentaram

perfil semelhante ao das amostras ndo-homogeneizadas (IPS-N e IPS-TT, coluna 2 das
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Figuras 6C e 6F respectivamente, pagina 45), sugerindo que altera¢gdes como protedlise

ou formacao de ligacdes isopeptidicas nao ocorreram.

Em niveis de pressédo proximos ao utilizado no atual estudo, Gracia-Julia et al.
(2008) também nao observaram alteragdes do perfil eletroforético em sistema nativo de
dispersdes de IPS homogeneizadas até 200 MPa. Em sistema nativo, os autores
observaram a presenga de banda de alta MM em IPS, que se acentuou com aumento da
pressao, acima de 250 MPa, possivelmente devido a agregados formados principalmente
por interagdes hidrofébicas, pois ndo estavam presentes em sistema SDS-PAGE né&o-
redutor (GRACIA-JULIA et al., 2008). Em sistema nao-redutor, Bouaouina et al. (2006)
também observaram em solugdes de IPS homogeneizados até 300 MPa, banda de alta
MM, as quais ndo apareceram em sistema redutor, indicando a formagao de agregados
por ponte dissulfeto. Em concordancia ao presente estudo, Desrumaux e Marcand (2002)
também n&do verificaram alteragcdo do perfil eletroforético em sistema redutor das

proteinas do leite processadas em pressao de 300 MPa.

5.3. Polimerizacao do IPS pela enzima transglutaminase

Os perfis eletroforéticos do IPS-N e das amostras homogeneizadas com ou sem
pré-tratamento térmico e posteriormente polimerizadas pela TG (25 U g’ de proteina) séo
mostrados na Figura 7 (pagina 48).

Os perfis das amostras submetidas a reagdo com a TG apresentaram bandas no
inicio do gel de separacado, que indicam a formacdo de polimeros de alta MM. As
amostras IPS-TT-180 TG e IPS-TT-180-3 TG apresentaram bandas que nao conseguiram
penetrar no gel de empilhamento indicando a presenga de polimeros de MM maior,

diferenciando-as das demais.
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Figura 7. Perfil eletroforético SDS-PAGE (gel de poliacrilamida — 12%), em meio redutor, de
isolado proteico do soro de leite (IPS) homogeneizado a alta pressdo, com e sem tratamento
térmico prévio, polimerizados pela TG. Colunas: (1) padrdao de MM (14,4 — 97,4 kDa); (2) IPS-N
TG; (3) IPS-0 TG; (4) IPS-100 TG; (5) IPS-180 TG; (6) IPS-180-3 TG; (7) IPS-TT TG (8) IPS-TT-0
TG; (9) IPS-TT-100 TG; (10) IPS-TT-180 TG; (11) IPS-TT-180-3 TG; (12) IPS-N.

Pela analise densitométrica, verificou-se que a concentragao relativa de polimeros
de alta MM variou em fungédo do pré-tratamento realizado (Tabela 3, pagina 49). A HAP
antes da polimeriza¢ao resultou na formacao de aproximadamente 16% de produtos com
MM> 97,4 kDa, exceto para a amostra IPS-180-3 TG, que apresentou percentual de
formacao de polimeros menor (~7%), semelhante ao da amostra apenas polimerizada,

IPS-N TG.

Quando a HAP foi realizada ap6s o tratamento térmico, houve aumento da
polimerizacao principalmente das amostras tratadas a 180 MPa. As amostras IPS-TT-180
TG e IPS-TT-180-3 TG apresentaram maior concentragcao de polimeros ([polimeros]) em
relagdo as demais amostras (P< 0,05) (Tabela 3, pagina 49). A polimerizacdo pode ter
sido favorecida pela ruptura dos agregados proteicos apés HAP neste nivel de pressao,
verificado pela diminuicdo da turbidez (Figura 5, péagina 40). Essas amostras
apresentaram [a-La] menor que a amostra apenas polimerizada (IPS-N TG) e estéo

dentre as que apresentaram menor [B-Lg] (P< 0,05). Esses resultados juntamente com o
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aumento na [polimeros] sugerem que a associagdo do tratamento térmico a HAP tenha

tornado o substrato mais suscetivel a acao da TG (Tabela 3).

Tabela 3. Concentragdo relativa de pB-lactoglobulina [B-Lg], a-lactalbumina [a-La] e
polimeros [polimeros] formados nas amostras de isolado proteico do soro de leite (IPS)
submetidas a polimerizagcao com a enzima transglutaminase (TG).

[polimeros] [B-Lg] [a- La]
Amostras
(%) (%) (%)

IPS-N 1,9+0,19 62,6 +1,0° 32,2+1,02
IPS-N TG 8,7+0,2 62,4 +0,2° 271 +0,5°
IPS-0 TG 17,0 + 0,4 69,4 + 1,02 10,6 +0,5°
IPS-100 TG 16,9 +0,8° 71,0 +1,32 10,6 £0,1°
IPS-180 TG 16,0 +1,0° 71,3+0,72 11,5+0,1°
IPS-180-3 TG 7,0+0,3 68,8 + 0,92 225+1,1°
IPS-TT TG 17,3 +1,4> 69,7 +0,9° 11,8 £ 0,4°
IPS-TT-0 TG 13,8 +0,7% 62,4 +1,4° 225+0,7°
IPS-TT-100 TG 12,6 +0,5° 62,8+1,3° 23,0 +0,8°
IPS-TT-180 TG 22,5 +0,8° 59,1 +1,7° 17,1 +0,7¢
IPS-TT-180-3 TG 19,7 +1,6% 59,6 +1,7° 19,4 +0,1¢

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (P< 0,05). Os valores
correspondem a médias + desvio padrdo de 3 repetigdes.

Nas amostras polimerizadas, a concentragao relativa de B-Lg ([B-Lg]) variou de
59,1 a 71,3%, enquanto a concentracao de a-La ([a-La]) variou de 10,6 a 27,1%. A menor
[B-Lg] (P< 0,05) foi observada nas amostras IPS-N TG, IPS-TT-0 TG, IPS-TT-100 TG,
IPS-TT-180 TG e IPS-TT-180-3 TG. Entretanto, quando as amostras de IPS foram apenas
homogeneizadas (IPS-0 TG, IPS-100 TG, IPS-180 TG e IPS-180-3 TG) ou apenas tratada
termicamente (IPS-TT TG) houve aumento da [B-Lg] em relacdo a amostra ndo-tratada,
apenas polimerizada (IPS-N TG), sugerindo que a utilizagdo destes tratamentos isolados
foi desfavoravel a participacdo da B-Lg na formacdo de polimeros. Contudo, a

homogeneizacéo e o tratamento térmico aplicados isoladamente resultaram na diminuicao
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da [o-La]. As amostras IPS-0 TG, IPS-100 TG, IPS-180 TG e IPS-TT TG apresentaram
diminuicao significativa (P< 0,05) da [a-La] (Tabela 3, pagina 49).

Logo, os tratamentos utilizados previamente a polimerizagcado - homogeneizacao a
alta pressao isolada ou apo6s tratamento térmico - contribuiram para o aumento
significativo (P< 0,05) da polimerizagdo do IPS, em relagdo ao IPS nao tratado

previamente (Tabela 3, pagina 49).

Assim como a HAP pode ter provocado alteragdes estruturais na a-La que
intensificaram sua polimerizagdo pela TG, estudos apontam que a presengca de SDS
aumentou sua polimerizagdo, embora a a-La seja polimerizada pela TG sem tratamento
prévio (SHARMA; LORENZEN; QVIST, 2001). Ja a B-Lg necessita de tratamento térmico
prévio ou da presenca de agente redutor para ser polimerizada pela TG (SHARMA;

LORENZEN; QVIST, 2001).

Assim como no presente estudo, Rodriguez-Nogales (2006) também observou que
o tratamento térmico resultou no aumento da polimerizacao pela TG das proteinas do
soro de leite. No entanto, os autores relataram que temperaturas mais altas do que a
utilizada no atual estudo, 90 °C/60 min e 83,4 °C/55,7 min, para a a-La e B-Lg,
respectivamente, foram as melhores condicdes de pré-tratamento para formacao de

ligagbes cruzadas covalentes e formacao de polimeros (RODRIGUEZ-NOGALES 2006).

Resultado semelhante ao presente trabalho também foi observado por Villas-Boas
et al. (2010), que relataram que a B-Lg isolada tratada termicamente (80 °C/60 min) foi
polimerizada pela TG formando polimeros de alta MM. Entretanto, os autores observaram
que na presenca do agente redutor Cys, a banda de B-Lg apresentou-se menos intensa
do que nas amostras tratadas termicamente, indicando uma polimerizagdo mais eficiente,

pois alterou a estrutura da proteina, facilitando a acao da TG.
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5.4. Efeito dos tratamentos nas solucoes de IPS na digestao gastrica e

gastrointestinal simulada in vitro

As proteinas, de acordo com sua estrutura, sdo degradadas diferentemente pelas
enzimas digestivas e absorvidas na forma de di ou tripeptideo (TOME; DEBABBI, 1998;
PICARIELLO et al., 2010). Entretanto, polipeptideos ou mesmo proteinas resistentes a
digestdao podem ser absorvidos em pequena quantidade (GARDNER et al., 1988). Estes
fragmentos grandes, assim como proteinas intactas quando absorvidos tem o potencial de
provocar sensibilizagdo ou desencadear uma resposta alérgica em individuos suscetiveis

(DUPONT et al., 2010; MARTOS et al., 2010; YOSHINO et al., 2004).

Como a resisténcia as enzimas digestivas € um dos parametros para avaliar o
potencial alergénico de proteinas (YOSHINO et al., 2004; ASTWOOD; LEACH; FUCHS,
1996), foi realizada a digestdo das amostras tratadas por HAP com tratamento térmico
prévio ou ndo e das amostras tratadas e polimerizadas, assim como do IPS n&o tratado,

IPS-N, como controle.

Os perfis eletroforéticos dos digeridos gastrico e gastrointestinal das amostras de
IPS tratadas termicamente ou ndo e processadas por HAP, assim como das amostras

polimerizadas por TG encontram-se na Figura 8 (pagina 52).
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Figura 8. Perfil eletroforético SDS-PAGE/tricina em meio redutor de digeridos gastricos (A,B,C,D)
e gastrointestinais (E,F,G,H) de (A,E) IPS homogeneizado a alta pressao (HAP), (B,F) IPS tratado
termicamente (TT) e HAP, (C,G) IPS HAP polimerizado com TG e (D,H) IPS TT HAP polimerizado
com TG. As colunas referem-se aos diferentes niveis de pressao utilizados: (1) padrao de MM (6,5-
26 kDa); (2A,B,C,D) Pepsina; (2E,F,G,H) Pancreatina; (3) IPS; (4) IPS 0 MPa; (5) IPS 100 MPa; (6)
IPS 180 MPa; (7) IPS 180 MPa por 3 ciclos; (8) IPS antes da digestao.
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Os perfis dos digeridos géastricos das amostras tratadas por HAP foram
semelhantes entre si, independente do nivel de presséao utilizado, e diferiram do digerido
da amostra ndo tratada (IPS-N), pois nesta observa-se a formagéao de peptideos com MM
entre 17 e 6,5 kDa, ausentes nas amostras homogeneizadas (Figura 8A, pagina 52).
Possivelmente, a HAP influenciou a suscetibilidade do IPS a pepsina, alterando os
produtos formados. Os perfis dos digeridos gastricos das amostras homogeneizadas apds
tratamento térmico (Figura 8B, pagina 52) nao diferiram em fungédo da pressao utilizada.
Apoés a digestdo gastrica das amostras homogeneizadas com e sem tratamento térmico
prévio, a banda correspondente a a-La nao foi detectada em nenhuma das amostras,
indicando que esta proteina foi totalmente hidrolisada pela pepsina (Figuras 8A e 8B,
pagina 52). Nestas mesmas amostras, a banda de B-Lg permaneceu visivel, indicando
resisténcia parcial a acao da pepsina (Figuras 8A e 8B, pagina 52). O tratamento térmico
prévio a HAP parece néo ter efeito sobre o padrao de digestdo com a pepsina (Figura 8B,
pagina 52), pois os perfis dos seus digeridos mostraram-se semelhantes aos das
amostras apenas homogeneizadas (Figura 8A, pagina 52). Entretanto, ao contrario do
observado no atual estudo, Nik, Wright e Corredig (2010) relataram que houve diminuicao
da banda de B-Lg em amostras de IPS tratadas termicamente (85 °C/15 min) antes da
HAP a 69 MPa, apds simulacdo da digestao gastrica. Para os autores este resultado &
decorrente das alteracdes estruturais ocorridas durante o aquecimento, aumentando a
suscetibilidade da B-Lg a pepsina. A hidrélise parcial da B-Lg pela pepsina foi observada
mesmo apds pré-tratamento térmico a temperaturas mais altas (100 °C/5 min) e

decorridos 60 min de reagdo ainda havia proteina intacta (TAKAGI et al., 2003).

Os digeridos gastricos das amostras polimerizadas pela TG ap6s homogeneizagao
sem ou com tratamento térmico prévio (Figuras 8C e 8D, pagina 52) ndo apresentaram
diferencas em funcdo do nivel de pressdo da homogeneizagdo. Os digeridos das
amostras homogeneizadas e polimerizadas (Figura 8C, pagina 52) apresentaram bandas
de MM> 18,3 kDa mais resolvidas e intensas que as observadas nos perfis dos digeridos

das amostras que também sofreram tratamento térmico (Figura 8D, pagina 52). Estes
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resultados podem ser em fungéo dos diferentes produtos de polimerizagéo obtidos a partir
dos diferentes tratamentos, como observado nas amostras homogeneizadas que
apresentaram maior concentragao relativa de B-Lg em relacdo as tratadas termicamente
antes da homogeneizacéo (Tabela 3, pagina 49). Assim como observado nos perfis dos
digeridos gastricos das amostras nao polimerizadas (Figuras 8A e 8B, pagina 52), a
banda da a-La desapareceu, indicando hidrdlise pela pepsina, independente dos

tratamentos realizados (Figuras 8C e 8D, pagina 52).

Nos digeridos das amostras polimerizadas (Figuras 8C e 8D, pagina 52) a banda
da B-Lg ficou menos intensa, sugerindo maior suscetibilidade a hidrélise pela pepsina que
as amostras que sofreram os mesmos tratamentos, mas ndo foram polimerizadas
(Figuras 8A e 8B, pagina 52). Este resultado sugere que a polimerizagdo pode ter
facilitado a hidrélise da B-Lg pela pepsina (Figuras 8C e 8D, pagina 52). Contudo, nao
houve diferengca entre as amostras pré-tratadas e polimerizadas da amostra apenas
polimerizada (IPS-N-TG, Figura 8C, coluna 3, pagina 52). Aparentemente, a
polimerizacdo foi o tratamento que mais influiu no perfil da digestdo géstrica das
amostras. Como observado no presente estudo, o0 aumento da hidrélise por pepsina da 3-
Lg tratada termicamente (80 °C/60 min) e polimerizada pela TG foi relatado por Villas-

Boas et al. (2012).

A a-La é hidrolisada pela pepsina em pH 2 sem receber tratamento prévio de
acordo com Kim et al. (2007), Nik, Wright e Corredig (2010) e Kitabatake e Kinekawa
(1998). A resisténcia da B-Lg a acdo da pepsina tem sido relatada com frequéncia na
literatura (MANDALARI, et al., 2009; TAKAGI et al., 2003; ASTWOOD; LEACH; FUCHS,
1996; KITABATAKE; KINEKAWA, 1998). A resisténcia apresentada pela B-Lg a acéo da
pepsina deve-se a sua conformacdo estavel em pH 2, que pode ser resultante do
aumento das pontes de hidrogénio internas entre 2 grupos carboxilas ou entre 1 grupo

amida e 1 carboxila (KELLA; KINSELLA, 1988).
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A formacgéo de peptideos de MM< 6,5 kDa foi observada nos digeridos géastricos
de todas as amostras, tratadas e polimerizadas ou nao polimerizadas (Figuras 8A, 8B, 8C
e 8D, pagina 52). Estes peptideos podem ser produtos de hidrélise de qualquer uma das
proteinas do IPS, mas em menor propor¢do da B-Lg, ja que esta € mais dificilmente
hidrolisada pela pepsina. Nik, Wright e Corredig (2010) observaram a formagéo de uma
banda de aproximadamente 15 kDa pela hidrolise da (-Lg nativa com pepsina e o
aparecimento de duas bandas proximas a MM de 15 kDa, pela hidrélise do IPS
previamente tratado a 85 °C/15 min. A formagao de peptideos também foi observada por
Penas et al. (2006). Com a aplicacao de pressao isostatica de 200 MPa por 15 min
durante a hidrélise de IPS com pepsina, Pefias et al. (2006) observaram a auséncia de -

Lg e a-La e 2 bandas de peptideos de 6,4 e 4,1 kDa.

Apés digestao gastrointestinal, os perfis eletroforéticos (Figuras 8E e 8F, pagina
52) das amostras de IPS homogeneizadas com ou sem tratamento térmico prévio também
foram similares as amostras nao-homogeneizadas (IPS-N e IPS-TT, coluna 3 das Figuras
8E e 8F, respectivamente, pagina 52). A banda correspondente a p-Lg, embora menos
intensa que no digerido gastrico, ainda era perceptivel em todas as amostras, indicando
que a hidrélise nao foi total para esta proteina nas condigdes utilizadas (Figuras 8E e 8F,
pagina 52). Contudo, houve uma discreta atenuagéo da intensidade da banda de B-Lg e
aumento da intensidade das bandas de peptideos formados no digerido da amostra IPS-
180-3 (Figura 8E, coluna 7, pagina 52) em relacdo as demais. Possivelmente a
homogeneizacdo a 180 MPa por 3 ciclos consecutivos expbs sitios especificos para as
proteases da pancreatina, aumentando a hidrélise. Villas-Boas et al. (2012) também
observaram resisténcia da B-Lg nativa e da B-Lg tratada termicamente (80 °C/60 min) as
enzimas gastrointestinais. Kim et al. (2007) observaram que ap6s tratamento térmico (100
°C/10 min) do concentrado proteico de soro de leite, a ao-La nativa ou tratada
termicamente foi totalmente hidrolisada pela pepsina e tripsina apés 30 min, enquanto a
banda de B-Lg ainda era visivel no perfil eletroforético ao final da reagdo com pepsina e

mesmo apds 60 min de reacao com tripsina, a B-Lg ndo havia sido totalmente hidrolisada.
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Ao contrario do observado no presente estudo, Kitabatake e Kinekawa (1998) reportaram
que tanto a B-Lg nativa quanto a B-Lg tratada termicamente (80 °C/60 min) foram
hidrolisadas por pancreatina comercial, sendo que o tratamento térmico acelerou a
hidrolise desta proteina. A diferenga encontrada possivelmente decorre das diferentes

condicbes utilizadas para simulagao da digestao in vitro.

Observa-se nos perfis dos digeridos gastrointestinais das amostras néo-
polimerizadas a formacdo de bandas de peptideos de MM< 14 kDa e MM< 6,5 kDa
independente do tratamento prévio a digestao (Figuras 8E e 8F, pagina 52). Nos perfis
eletroforéticos dos digeridos gastrointestinais de todas as amostras polimerizadas
(Figuras 8G e 8H, pagina 52), a banda correspondente a B-Lg desapareceu quase
completamente e ndo se observa bandas definidas de peptideos como nas amostras nao-
polimerizadas (Figuras 8E e 8F, pagina 52). Este resultado indica que a hidrélise da B-Lg
e das demais proteinas do IPS foi quase completa, mais extensa do que observado para
as amostras nao-polimerizadas (Figuras 8E e 8F, pagina 52), formando peptideos de
baixa MM, que nao foram identificados na eletroforese (Figuras 8G e 8H, pagina 52). A
polimerizacao parece contribuir para exposicao dos sitios de clivagem das proteinas as
enzimas, principalmente da B-Lg, uma vez que nos digeridos gastrointestinais
praticamente ndo se observa a presenca de proteina intacta como nos digeridos das
amostras nao-polimerizadas (Figuras 8E e 8F, pagina 52). Villas-Boas et al. (2012)
também relataram que os produtos da digestdo gastrointestinal de B-Lg isolada tratada
termicamente (80 °C/60 min) e polimerizada ndo apresentaram banda de B-Lg. No
entanto, os autores relataram a presenca de bandas difusas com MM< 14 kDa e também
MM> 26 kDa, indicando que os polimeros formados por esta proteina nao foram

eficientemente hidrolisados pelas enzimas gastrointestinais.

Diferindo do observado para as proteinas do soro de leite no presente trabalho, a
polimerizacdo por TG pode dificultar a digestdo de outras proteinas. A ovoalbumina

apresentou aumento da resisténcia a acao da pepsina, tripsina e quimotripsina apo6s ser
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polimerizada por TG, que foi visualizada principalmente pela persisténcia de banda no gel

de eletroforese dos digeridos gastrointestinais (GIOSAFATTO et al., 2012).

Como as amostras de IPS polimerizadas e digeridas (Figuras 8C, 8D, 8G e 8H,
pagina 52) ndo apresentaram diferengas perceptiveis em seus perfis eletroforéticos, as
amostras que apresentaram maior polimerizacao pela TG (P< 0,05) — IPS-TT-180 TG e
IPS-TT-180-3 TG foram selecionadas para obtencdo do perfil cromatografico de seus
digeridos. Considerou-se que estas amostras sofreram maior alteracdo apo6s os
tratamentos utilizados e poderiam apresentar diferenca no perfil dos peptideos dos
digeridos, ja que a alteracdo da estrutura da proteina pode aumentar ou diminuir a

exposicao dos sitios especificos a acao das enzimas digestivas.

Na Figura 9 (pagina 59) estao apresentados os perfis cromatograficos (CLAE-FR)
dos digeridos gastricos das amostras de IPS que apresentaram maior polimerizacao pela
TG (P< 0,05), sendo elas: IPS-TT-180 TG e IPS-TT-180-3 TG e das amostras tratadas no
mesmo nivel de pressdao sem o tratamento térmico prévio IPS-180 TG, IPS-180-3 TG,
para analise do efeito dos diferentes pré-tratamentos utilizados na suscetibilidade a
digestao gastrica. Além dessas amostras, os mesmos tratamentos, mas sem a etapa de
polimerizagdo, foram estudados. O perfil de elui¢cao foi dividido em trés zonas de acordo
com a porcentagem de acetonitrila na fase movel. O IPS antes da digestdo apresentou
picos correspondentes a a-La e B-Lg nos tempos de retencdo de 37 e 40 min,

respectivamente, ou seja, na regido mais hidrofdbica (regiao Ill).

Nos cromatogramas dos digeridos gastricos das amostras homogeneizadas com
ou sem tratamento térmico prévio, observa-se o pico da B-Lg bem definido (Figuras 9B-G,
pagina 59), porém nao o pico referente a a-La, confirmando o resultado encontrado no
perfil eletroforético (Figuras 8A e 8B pagina 52), de que esta proteina foi hidrolisada pela
pepsina. As amostras homogeneizadas, IPS-180 e IPS-180-3 (Figuras 9C e 9D, pagina
59), assim como a amostra apenas tratada termicamente, IPS-TT (Figura 9E, pagina 59) e

as tratadas termicamente antes da HAP, IPS-TT-180 e IPS-TT180-3 (Figuras 9F e 9G,
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pagina 59) apresentaram pico de B-Lg intacta menor em relagdo a amostra ndo tratada
(IPS-N, Figura 9B, pagina 59). Este resultado sugere que a HAP a 180 MPa por 1 ou 3
ciclos, assim como o tratamento térmico podem aumentar a hidrélise da B-Lg pela
pepsina, possivelmente por alterarem a estrutura e exporem sitios especificos de
clivagem. Entretanto, o tratamento térmico realizado antes da HAP ndo aumentou a
hidrélise, ja que o pico de B-Lg nestas amostras (Figuras 9F e 9G, pagina 59) manteve-se
com area semelhante ao encontrado nos perfis das amostras apenas homogeneizadas

(Figuras 9C e 9D, pagina 59).
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Pela andlise dos perfis cromatograficos das amostras tratadas com TG, verificou-
se que houve aumento da altura dos picos na regiao de média hidrofilicidade apés a
simulacdo da digestao gastrica (Figuras 9H-N, pagina 59), em relacado as amostras nao-
polimerizadas (Figuras 9B-G, pagina 59), sugerindo o aumento da hidrélise das proteinas
pela pepsina. Entretanto, ndo houve diferenga no perfil das amostras com diferentes pré-
tratamentos, sendo que os principais picos da regido de média hidrofilicidade, eluidos em
18, 19 e 21 min, estdo presentes em todas as amostras (Figuras 9H-N, pagina 59). A
polimerizacdo parece aumentar a agdo da pepsina no IPS, aumentando a formagao de
peptideos e diminuindo o residual de proteina intacta independente dos tratamentos
prévios realizados. Em nenhum dos perfis dos digeridos géastricos das amostras
polimerizadas foi observado pico referente a B-Lg (Figuras 9H-N, pagina 59), ao contrario
do que foi observado nos perfis eletroforéticos (Figuras 8C e 8D, pagina 52), nos quais é
visivel a banda de B-Lg. Possivelmente, na preparagdo para a andlise cromatografica,
parte das amostras pode ter ficado nas membranas, dentre elas a B-Lg residual, ndo
sendo, entdo, detectada. Ressalta-se que embora os resultados de CLAE-FR e
eletroforese tenham divergéncias em relagdo a presenga de B-Lg residual nos digeridos
gastricos de amostras polimerizadas, estas técnicas sdo complementares para
caracterizagdo destes digeridos. Por outro lado, em concordancia com os perfis
eletroforéticos (Figuras 8A e 8B, pagina 52), nas amostras tratadas que nao foram
polimerizadas observa-se o pico de B-Lg residual. Logo, a reacdo de polimerizagao
parece alterar a solubilidade da B-Lg nas condicbes de preparo da amostra para

cromatografia.

Na Figura 10 (pagina 62) estao apresentados os perfis cromatograficos (CLAE-FR)
dos digeridos gastrointestinais das amostras polimerizadas que foram selecionadas para
o perfil de digerido gastrico. Os perfis dos digeridos gastrointestinais de IPS polimerizados
(Figuras 10B-G, pagina 62) sao similares ao do IPS-N (Figura 10A, pagina 62). Os picos
concentram-se nas areas de alta e média hidrofilicidade (regiées | e ll), indicando o

aumento da hidrélise das proteinas em relacdo aos digeridos gastricos (Figuras 9H-N,
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pagina 59). Estes resultados estdo em concordancia com o observado por Villas-Boas et
al. (2012) para o digerido gastrointestinal de B-Lg pré-tratada termicamente ou com

agente redutor e polimerizada por TG comparados aos seus digeridos gastricos.

Embora a polimerizagdo aumente a hidrolise das proteinas do IPS pelas enzimas
gastrointestinais, conforme observado no perfil eletroforético (Figuras 8G e 8H, pagina
52), ndo foram observadas diferencas entre os perfis cromatograficos dos digeridos
gastrointestinais das amostras polimerizadas (Figuras 10B-G, pagina 62) em relacao a

nao tratada (IPS-N) (Figura 10A, pagina 62).
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Figura 10. Cromatograma de CLAE-FR com detecgao a 214 nm de digeridos gastrointestinais de
IPS nao tratado (A) e IPS processado por HAP, pré-tratado termicamente ou nédo, e polimerizado
com TG, IPS-N TG (B), IPS-180 TG (C), IPS-180-3 TG (D), IPS-TT TG (E), IPS-TT-180 TG (F),
IPS-TT-180-3 TG (G). Regido I: Alta hidrofilicidade, Regiao Il: Média hidrofilicidade, Regido Il
Baixa hidrofilicidade.
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5.5. Efeitos dos tratamentos na antigenicidade do IPS

A antigenicidade das amostras foi avaliada por ELISA quanto a resposta de IgE
especifica, utilizando soros de animais sensibilizados com B-Lg ou a-La e com os soros
controles de animais sensibilizados com solugcdo salina ou alimen. Como nao houve
diferenca significativa (P< 0,05) de polimerizacao entre as amostras IPS-TT-180 TG e
IPS-TT-180-3 TG, para esta etapa do trabalho selecionou-se a amostra IPS-TT-180 TG,

devido ao custo-beneficio da homogeneizacao a alta pressao por somente um ciclo.

Para comparacdo entre os efeitos dos diferentes tratamentos utilizados na
resposta antigénica antes e apos a digestdao gastrica, avaliou-se também as amostras:
IPS-TT TG, IPS-TT-180, IPS-TT e IPS-N. Além dessas amostras, a amostra IPS-TT-180
foi submetida as condigbes de polimerizagcado (50 °C/180 min), porém sem a adi¢do da
enzima TG, para verificar se esta condicdo ndo teria influéncia na antigenicidade da

amostra. A sigla dada a esta amostra foi IPS-TT-180 STG.

As respostas de IgE especifica de soro de animais sensibilizados com -Lg ou a-
La frente as amostras antes e apos digestao gastrica estdo apresentadas na Tabela 4
(pagina 64). Nao foi observada diferenca significativa (P< 0,05) para a amostra IPS-N

antes e apés digestao por pepsina quando analisada frente ao soro anti-B-Lg.

Verificou-se que independente do tratamento utilizado nas amostras - tratamento
térmico, HAP associados ou ndo e polimerizacao por TG - ndo houve reducao da resposta

antigénica da 3-Lg em relagédo ao IPS nativo (Tabela 4, pagina 64).
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Tabela 4. Andlise da resposta de IgE (ug mL™") de soro anti-B-Lg e anti-a-La frente as
amostras selecionadas de isolado proteico do soro de leite (IPS), antes e apés a digestao
gastrica.

Anti-g-Lg IgE (ug mL™) Anti-a-La IgE (ug mL™)

Amostras Antes da Digerido Antes da Digerido
digestao Gastrico digestao Gastrico
IPS-TT-180 TG 31,7045,51%" 13,59+2,61°° 11,93+1,05%" 8,54+2,65%°
IPS-TT TG 40,49+9,01%* 14,9342,13°%  18,15+4,14*" 10,08+2,72°"
IPS-TT-180 48,16+5,43* 46,47+6,24*" 27,88+4,12% 30,54+4,20**
IPS-TT-180 STG 21,9343,01%" 14,99+2.42°%  13,34+1,07°" 7,85+1,18%
IPS-TT 29,77+2,25%4 30,86+2,48*°"  18,86%2,93*" 20,19+3,30°*"
IPS-N 34,96+7,74%" 34,21+4,72°%  12,80+2,21%° 15,60+2,54%°°

Para os grupos controle salina ou alimen, todas as amostras analisadas apresentaram capacidade
de ligacéo a IgE abaixo do valor minimo detectado pela curva padréo.

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferengca estatistica (P< 0,05). Letras
maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (P< 0,05) entre os grupos anti-
B-Lg ou entre os grupos anti-a-La.

Embora as amostras IPS-TT e IPS-TT-180 ndo tenham se diferenciado
significativamente (P< 0,05) da amostra ndo tratada, IPS-N, o tratamento térmico e a
subsequente homogeneizagao a 180 MPa (IPS-TT-180) resultou no aumento (P< 0,05) de
62% na antigenicidade da B-Lg em relagdo a amostra ndao homogeneizada, IPS-TT.
Zhong et al. (2011), utilizando pré-tratamento térmico (70 °C/30 min), semelhante ao
utilizado no presente estudo, e homogeneizagao por 3 ciclos a 160 MPa observaram que

a antigenicidade da -Lg manteve-se proxima aos valores da amostra n&o-tratada.

ApoOs a digestdo géstrica, a amostra IPS-TT-180 TG apresentou diminui¢do
significativa (P< 0,05) da antigenicidade da B-Lg, com resposta correspondente a cerca de
40% do valor apresentado pelo digerido da amostra ndo tratada, IPS-N (Tabela 4, pagina
64). A combinacao de tratamento térmico, HAP e polimerizacdo pode ter influenciado na
reducéo da capacidade de ligacao a IgE, uma vez que, apos a digestao gastrica, esta foi a
Unica amostra com resposta antigénica reduzida em relacdo ao IPS nao tratado. Além

disso, a amostra pré-tratada nas mesmas condigdes, mas nao polimerizada, IPS-TT-180,
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manteve sua capacidade de ligacdo a IgE anti-B-Lg semelhante ao IPS nao tratado
mesmo apos a digestao gastrica (Tabela 4, pagina 64). Logo, a polimerizacdo associada
aos demais tratamentos utilizados contribuiram para a redugéo da resposta antigénica da
B-Lg. Contudo, deve-se considerar que diferentes quantidades de (B-Lg ndo-polimerizada
mantém-se apos os tratamentos e, mesmo em pequenas quantidades, a proteina pode
ser parcialmente responsavel pela formagdo de complexo antigeno-anticorpo (VILLAS-

BOAS et al., 2010).

A reducdo da resposta antigénica observada apdés a digestdo gastrica €
importante, ja que a resisténcia ou limitacao da digestdo de um alérgeno pode provocar a
sensibilizacdo ou sintomas alérgicos (SCHNELL; HERMAN, 2009). A diminuicdo da
antigenicidade apos a digestao gastrica € um indicativo de que os tratamentos realizados
em associacao contribuiram para exposicdo de epitopos que foram hidrolisados pela

pepsina.

Para a a-La, os tratamentos utilizados resultaram em poucas alteracbes de sua
antigenicidade, mesmo apds a digestdo gastrica (Tabela 4, pagina 64). Foi observado
aumento (P< 0,05) de aproximadamente 120% da capacidade de ligagcéo a IgE anti-a-La
para a amostra IPS-TT-180 em relacdo ao IPS-N, indicando que a associagdo de
tratamento térmico e HAP provocaram alteragdes estruturais na a-La que podem ter
aumentado a exposicdo de epitopos. Bu et al. (2009) relataram aumento da
antigenicidade da a-La em solucao de IPS ap6s o tratamento térmico de 50 a 90 °C por

20 min.

ApGs a digestdo gastrica nao foi observada reducao (P< 0,05) da capacidade de
ligacdo a IgE anti-a-La em nenhuma das amostras analisadas (Tabela 4, pagina 64).
Ainda que a a-La tenha sido hidrolisada pela pepsina, conforme observado nos perfis
eletroforético (Figura 8, pagina 52) e cromatografico (Figuras 9B, 9E-G, 9L-N, pagina 59),
os peptideos liberados durante a digestdo podem manter epitopos, que apresentam

capacidade de se ligar a IgE, induzindo resposta alérgica (MARTOS et al., 2010).
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Embora as amostras pré-tratadas e polimerizadas IPS-TT TG e IPS-TT-180 TG
tenham se mostrado suscetiveis a polimerizacao pela TG, com diminuicdo significativa
(P< 0,05) da concentragéao relativa de a-La (Tabela 3, pagina 49), a alteragdo estrutural
decorrente dos tratamentos n&o propiciou a hidrolise de epitopos da a-La pela pepsina,
mantendo a antigenicidade destas amostras semelhante a do IPS-N (Tabela 4, pagina

64).

Para avaliacdo da antigenicidade dos digeridos gastrointestinais, foi selecionada a
amostra IPS-TT-180 TG e a tratada nas mesmas condi¢cdes, mas nao polimerizada, IPS-
TT-180, para comparacao. As respostas de IgE anti-B-Lg foram 14,03+£1,88 e 30,25%£2,99
ug IgE mL" e de IgE anti-a-La, 8,45+1,11 e 21,36+2,62 para os digeridos gastrointestinais
das amostras IPS-TT-180 TG e IPS-TT-180, respectivamente. Nao houve alteragéo da
capacidade de ligacdo a IgE anti-B-Lg e anti-a-La (P< 0,05) entre o digerido
gastrointestinal da amostra IPS-TT-180 TG e seu digerido gastrico. Estes resultados
indicam que as enzimas pancreaticas ndao foram capazes de quebrar epitopos, 0 que
diminuiria a resposta antigénica. Entretanto, a resposta antigénica tanto para -Lg quanto
para a-La dessa amostra foi menor (P< 0,05) do que da amostra ndo-polimerizada IPS-
TT-180. A polimerizacao pode ter levado a exposicao dos epitopos as enzimas digestivas.
Villas-Boas et. al (2012) relataram que os digeridos gastrointestinais de B-Lg isolada
tratada termicamente (80 °C/60 min) ou com agente redutor Cys e polimerizada por TG
ndao mostraram reatividade contra IgE anti-B-Lg. Os autores sugeriram que os tratamentos
associados a polimerizagao resultaram na maior suscetibilidade da proteina as enzimas
digestivas, diminuindo o potencial antigénico da B-Lg (VILLAS-BOAS et al., 2012). A
diferenca da resposta antigénica da 3-Lg dos digeridos gastrointestinais encontrada entre
este e o atual estudo pode advir da utilizacdo de matérias-primas e condi¢des de

tratamento térmico diferentes.

Assim como a associacao dos tratamentos utilizados - tratamento térmico, HAP e

polimerizacdo — resultou em alteracao estrutural das proteinas do soro, com diminui¢éo
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do teor de grupos SH reativos e livres (Tabela 2, pagina 42) e aumento da polimerizagéao
pela TG (Tabela 3, pagina 49), esta associacao também reduziu a resposta antigénica da
B-Lg apds a digestao gastrica. Possivelmente as alteragbes estruturais provocadas por
estes tratamentos nesta proteina tornaram-na mais suscetivel a hidrélise pela pepsina,
podendo, portanto, ter ocorrido a hidrolise de epitopos, diminuindo a capacidade de
ligagao as IgE especificas. Ja a a-La ndo apresentou diminuigdo da antigenicidade apesar
de ter sido totalmente hidrolisada pelas enzimas gastrointestinais (Figuras 8A-H, pagina
52). Além disso, esta proteina mostrou-se suscetivel a polimerizacdo independente do
tratamento utilizado, com reducdo de sua concentracdo relativa nas amostras
polimerizadas (Tabela 3, pagina 49). Comparativamente, a a-La apresentou maior
alteracao apés os tratamentos do que a B-Lg, mas estas alteragées nao resultaram na

diminuicao de sua antigenicidade.
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6. Conclusoes

A homogeneizagao em niveis de pressao de até 180 MPa, com tratamento térmico
prévio ou nao, alterou a estrutura das proteinas do soro de leite, conforme verificado pela

diminui¢do da turbidez e grupos sulfidrila reativos e livres.

A polimerizacao do IPS pela TG apds os pré-tratamentos utilizados - tratamento
térmico, homogeneizacdo a alta presséo, associados ou nao - resultou na formagéao de
polimeros de alta massa molecular (MM > 97,4 kDa). Maior concentracao de polimeros foi

observada apés tratamento térmico e homogeneizacao a 180 MPa.

A polimerizagdo aumentou a suscetibilidade das proteinas do IPS a hidrélise pelas
enzimas digestivas observada ap6s simulacdo da digestdo gastrica e gastrointestinal em

relacao as amostras tratadas e ndo-polimerizadas.

A associacdao dos tratamentos - térmico, homogeneizacdo a 180 MPa e
polimerizagdo - pode ter alterado a estrutura da B-Lg, aumentando a suscetibilidade das
regides de epitopos a pepsina, o que levou ao menor reconhecimento das IgE especificas

apos a digestao gastrica.

A associacao de tratamento térmico e homogeneizagdo a 180 MPa aumentou a
capacidade de ligacao da a-La a IgE especifica. A combinacao dos tratamentos pode ter
aumentado a exposicao dos epitopos da a-La, que foram reconhecidos pelas IgE anti-a-

La.
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7. Consideracoes Finais

As condicbes utilizadas no presente trabalho ndo resultaram em reducao
adequada da antigenicidade das proteinas do soro de leite para serem consideradas uma

possibilidade de aplicagdo em produtos hipoalergénicos.

Entretanto, outras técnicas associadas a homogeneizacao devem ser investigadas
como hidrolise enzimética. Esta combinagdo de tratamentos pode ser um meio de

alcancar a reducao do potencial antigénico das proteinas do soro de leite.
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