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Este projeto d4 continuidade a um estudo sobre a caracterizagdo imunoldgica da
globulina principal de tremocgo-doce, grao-de-bico, lentilha e soja, em andamento em nosso
laboratério (OLIVEIRA et al., 2004). O projeto conta com o apoio do laboratério de Bioquimica
de Alimentos, que realiza o isolamento da globulina principal destas leguminosas. A partir do
isolamento, foram feitos os ensaios imunoldgicos para andlise das globulinas das leguminosas
mencionadas.

Os efeitos de tratamentos enzimadticos sobre a antigenicidade das globulinas estudadas
foram analisados através do teste ELISA. Para averiguar uma possivel reatividade cruzada entre
essas proteinas, foi utilizado um soro de coelho anti-globulina principal de tremogo-doce, obtido
em nosso laboratdrio.

Modificacdes enziméticas sdo ferramentas tteis no estudo das relacdes entre estrutura e
funcdo das proteinas. Vdrios pesquisadores avaliaram a imunogenicidade e/ou alergenicidade de
proteinas hidrolisadas enzimaticamente para uso potencial em fdérmulas para alimentar
individuos alérgicos a alimentos (CORDLE, 1994; PENAS et al., 2006), isso porque, a
resisténcia das proteinas das leguminosas as enzimas digestivas estd intimamente associada com
o aumento do risco de reagdes de hipersensibilidade sistémicas e sensibilizacdo oral
(ASTWOOD et al., 1996; YAGAMI et al., 2000).

Anticorpos monoclonais podem ser usados para detectar mudancas estruturais ocorridas
na molécula de proteina apds os diferentes processos aos quais esta ¢ submetida. Quando uma
proteina nativa é submetida a algum tratamento fisico-quimico ou enzimatico, pode—se criar em
sua estrutura novos epitopos que ndo reagem com Os mesmos anticorpos que se ligam a
molécula nativa. Entretanto, alguns epitopos que estdo ocultos no interior da molécula nativa, se
tornam suscetiveis aos anticorpos apenas quando a estrutura da molécula nativa é modificada
(MAHANA et al, 1991).

Embora nio possamos predizer a alergenicidade de uma dada proteina, o entendimento
dos atributos estruturais de proteinas que as predisponham a se tornarem alergé€nicas é muito
importante.

A identificacdo de epitopos comuns a elas poderd ser util em futuros estudos sobre
alergenicidade e digestibilidade destas globulinas.

Para a realizacdo do ensaio imunoenzimatico, técnica indireta (MEDEIROS et al.,
1991), microplacas com 96 cavidades, fundo em U, foram sensibilizadas com 100uL das
globulinas nativas ou tratadas, em concentra¢des padronizadas de 1,25ug/mL e incubadas a 4°C
durante 18 horas. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 0,05% de
Tween 20 (PBS/T). O soro de coelho anti-globulina principal de tremoco-doce foi diluido em
PBS/T contendo 1% de soro albumina bovina (PBS/T/BSA) e adicionado as cavidades das
placas (100uL), em diluigdes sucessivas (fator 2), a partir de 1/250 até 1/512000, seguido de
incubag@o a 37°C durante 1 hora. As placas foram lavadas novamente com PBS/T e foram
adicionados 100pL de um conjugado anti-IgG de coelho marcado com peroxidase (PIERCE®),
diluido em PBS/T/BSA, em dilui¢do padronizada 1/2000, e incubadas a 37°C durante 1 hora.
Terminada a incubacdo foi feita nova lavagem das placas com PBS/T. Foram realizados os
controles do antigeno e conjugado e, simultaneamente, foi ensaiado um soro normal de coelho
como controle negativo. Para o desenvolvimento da reacdo imunoenzimadtica foi adicionado
100pL de solucdo de substrato (1mg/mL de orto-fenilenodiamina em tampao citrato 0,1M, pH
5,0, contendo 0,03% de peréxido de hidrogénio) seguido de incubagdo das placas durante 15
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A reacdo foi bloqueada com 100ul de HCl
3N. A leitura das placas foi feita por meio de medidas de absorbancia a 492nm (‘“Microplate
reader”’, modelo 550, BIORAD®).



Os resultados obtidos mostraram que o soro anti-globulina principal de tremoco-doce
também reage com as globulinas de grao-de-bico, lentilha e soja na forma nativa e submetidas a
tratamentos enzimaticos. A reacdo homoéloga ocorreu até a diluicdo 1/32000 do soro. O
tratamento da lentilha com tripsina anulou a antigenicidade desta globulina, enquanto que o
tratamento com pepsina expds novos epitopos. Na diluicdo 1/4000 do soro, a reatividade da
lentilha nativa frente ao soro anti-globulina de tremogo-doce é de 50%, e nessa mesma dilui¢do
ha 100% de reatividade da globulina tratada com pepsina nos tempos 1 a 30 min.

No tratamento com tripsina, na dilui¢do 1/1000 do soro, em todos os tempos, nota-se
aproximadamente 50% de reatividade, comparando-se com a globulina de grao-de-bico nativa
(que é de 98%). Entretanto, o tratamento com pepsina parece exercer acio gradual na queda da
reatividade dessa globulina, pois na dilui¢do 1/1000 do soro, em 1 minuto de tratamento a
reatividade é de 93%, seguida de 77% no tempo 5 min, e aproximadamente 20% nos tempos 15
e 30min. A antigenicidade da soja nao ¢é alterada pela tripsina. No tratamento com pepsina, a
partir de 5 min, na dilui¢do 1/4000 do soro, a reatividade é de aproximadamente 50%, (sendo
que a soja nativa apresenta 93% de reatividade), e chega, no tempo 30 min, a 37%.
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Figura 1 — Reatividade do soro de coelho anti-globulina de tremogo-doce com as globulinas de
tremoco-doce nativo e tratado com tripsina nos tempos assinalados. A placa foi sensibilizada
com 1,25ug/mL das globulinas. O soro de coelho anti-globulina de tremogo-doce foi adicionado
em dilui¢des seriadas a partir de 1/250. O conjugado anti-IgG de coelho foi diluido a 1/2000.

ELISA - Tremogo-doce nativo e apds hidrélise enzimatica com
pepsina nos tempos assinalados
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Figura 2 — Reatividade do soro de coelho anti-globulina de tremogo-doce com as globulinas de
tremogo-doce nativo e tratado com tripsina nos tempos assinalados. A placa foi sensibilizada
com 1,25ng/mL das globulinas. O soro de coelho anti-globulina de tremogo-doce foi adicionado
em dilui¢Oes seriadas a partir de 1/250. O conjugado anti-IgG de coelho foi diluido a 1/2000.



ELISA - Lentilha nativa e apds hidrdlise enzimatica com tripsina nos tempos assinalados
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Figura 3 — Reatividade do soro de coelho anti-globulina de tremogo-doce com as globulinas de
lentilha nativa e tratada com tripsina nos tempos assinalados. A placa foi sensibilizada com
1,25ug/mL das globulinas. O soro de coelho anti-globulina de tremoco-doce foi adicionado em
dilui¢des seriadas a partir de 1/250. O conjugado anti-IgG de coelho foi diluido a 1/2000.
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ELISA - Lentilha nativa e apds hidrolise com pepsina nos tempos assinalados
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Figura 4 — Reatividade do soro de coelho anti-globulina de tremogo-doce com as globulinas de
lentilha nativa e tratada com pepsina nos tempos assinalados. A placa foi sensibilizada com
1,25pg/mL das globulinas. O soro de coelho anti-globulina de tremogo-doce foi adicionado em
dilui¢des seriadas a partir de 1/250. O conjugado anti-IgG de coelho foi diluido a 1/2000.

Concluimos que as globulinas de leguminosas, quando tratadas com pepsina e tripsina, sio
lisadas em fragmentos polipeptidicos menores e isso, na maioria dos casos, diminui a
reatividade dessas proteinas.
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