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RESUMO

O processo de sensibilizagéo as proteinas alergénicas presentes nas sementes de mamona, se inicia
com o primeiro contato do alérgeno, que ao penetrar no organismo encontra as chamadas células
apresentadoras de antigenos, tais como os macréfagos. Essas células englobam a substancia
estranha, processando-a e apresentando-a em sua superficie, na forma de um complexo peptideo-
MHC II. Os linfocitos T reconhecem os fragmentos apresentados e passam a secretar substancias que
proporcionam a maturagdo dos linfécitos B, tornando-os células secretoras de anticorpos. Neste
momento, ocorre 0 “switching” dos anticorpos IgM para a produgéo de anticorpos IgE. Moléculas de IgE
se ligam a receptores presentes na superficie de mastécitos e basdfilos. Em uma segunda exposicéo
ao alérgeno, expressiva resposta alérgica é observada. O alérgeno se liga aos anticorpos IgE nos
mastdcitos e basdfilos, promovendo a desgranulacéo e liberagdo de substancias responsaveis pelo
processo alergénico. Neste trabalho apresentamos o isolamento, e a caracterizagdo de diversas
isoformas de albuminas 2S, os principais alérgenos da torta. Foram investigadas alguns epitopos que
foram apresentados por macrofagos no contexto MHC de classe Il e bem como, quatro epitopos, IgE
ligantes. Foi constatado também a existéncia de reacdes cruzadas entre alérgenos de mamona e
alérgenos de fontes alimentares e inalantes.

INTRODUGAO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de mamona. O uso desta euforbidcea é
crescente com mais de 700 aplicagbes industrias. A mamona esta sendo cogitada como a principal
fonte para a producgao de Biodiesel no Brasil € no exterior. Tal emprego sem ddvida acarretara em um
aumento exagerado na producéo da torta, 0 mais tradicional e importante subproduto da mamona apo6s
a extracédo do 6leo. Do processamento industrial das bagas (sementes) de mamona, cada tonelada de
6leo extraido corresponde a 1,28 tonelada de torta. O principal uso da torta de mamoneira é como
adubo orgénico, que se constitui em um excelente fertilizante, possibilitando as inumeras fungdes da
matéria organica no solo. Apesar de apresentar um alto teor de proteinas, ndo se recomenda o uso da
torta para ragéo pois € toxica devido a presenca da proteina ricina, e alergénica devido a existéncia do
complexo alergénico, denominado nas décadas passadas de CB-1A (Castor-bean allergen) que é uma

mistura de proteinas de baixo peso molecular e polissacarideos. Hoje sabemos que o complexo
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aIergénic representa cerca de 12,5% do peso da torta, como determinado pelo teste de
precipitagdo de antigenos diluidos. Este complexo é formado por cerca de 20 isoformas de proteinas
com massa molecular entre 10 e 14 kDa pertencentes a classe das albuminas 2S (Machado et al,
2003) . Duas isoformas alergénicas, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 ja se encontram seqlenciadas com
caracteristicas bioldgicas bem determinadas (Sharief & Li, 1982, Machado & Silva Jr., 1992, Silva Jr. et
al 1996). Existem tratamentos para a desintoxicagdo da torta, no entanto, apesar da presenga de
proteinas alergénicas em sementes de mamona j& ser conhecida ha muitos anos, os tratamentos que
sdo aplicados hoje para a torta de mamona se referem a desintoxicagdo mas sao ineficientes para a
desalergenizagdo da torta. Os estudos que avaliem os problemas provocados pela manipulagéo da
torta séo insuficientes para a prevengdo de doengas de hipersensibilidade. As proteinas alergénicas, as
albuminas 2S, sdo resistentes a desnaturagdo térmica e quimica, podendo, mesmo ap6s aos
tratamentos de desintoxicagdo, desencadear alergia por contato bem como por inalagdo. Sabemos que
com 0 uso crescente da mamona é mister que nos preocupemos com 0s agravantes relacionados ao
processo alérgico. Assim, nosso grupo de pesquisa vem, ha cerca de 15 anos, avaliando a natureza
quimica destas proteinas, buscando elucidar os mecanismos que levam ao desencadeamento da
alergia provocada elas. Para tanto, alguns projetos, listados a seguir, estdo associados a nossa linha
de pesquisa: 1) Isolamento e caracterizagao quimica e biolégica de albuminas 2S de diversos cultivares
de mamona; 2) Isolamento e caracterizagdo de peptideos apresentados por macréfagos no contexto
MHC de classe Il ; 3) Isolamento e caracterizagdo de peptideos apresentados por células dendriticas
no contexto MHC de classe Il ; 4) Identificagdo de epitopos ligantes de IgE e avaliagdo de reacgbes
cruzadas entre albuminas 2S de R. communis e extratos alergénicos de origem alimentar e inalantes;
5) Determinagéo da estrutura tridimensional de isoformas de albuminas 2S por estudos de RMN e por
modelagem comparativa tomando como base a estrutura de isoforma, Ric ¢ 3, ja elucidada; 6)
Desenvolvimento de técnicas imunoterapicas: hipossensibilizacdo, bloqueio por ligacdes
monocovalentes de peptideos a IgE . 7) Desenvolvimento de uma droga que se associe a IgE no sitio
de ligagéo dos epitopos predominantes identificados em diversos alérgenos, protegendo os mastdcitos
da desgranulagdo. 8) Avaliacdo das fungbes de defesa das albuminas 2S. Neste trabalho

apresentamos alguns resultados obtidos até o momento.

MATERIAL E METODOS
Para o isolamento de albuminas 2S de diversos cultivares de mamona empregarmos a
metodologia desenvolvida por Thorpe e colaboradores (Thorpe, 1988) com as otimizagdes

estabelecidas por nosso grupo de pesquisa. (Machado et al, 2003). O conjunto de proteinas
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alergénicas foi submetido ao fracionamento por eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes ndo
desnaturante, em sistema preparativo. As fragdes isoladas foram submetidas ao fracionamento por
cromatografia de fase reversa (C4-HPLC) (Machado et. al, 2003). Para a caracterizacdo de epitopos
lineares de albuminas 2S ligantes de IgE e avaliagdo de respostas cruzadas entre alérgenos de
diversas fontes e albuminas 2s de R. communis avaliamos a desgranulagdo de mastocitos. Ratos
Wistar, de aproximadamente 250 g cada, foram sacrificados por asfixia em CO; e a cavidade peritoneal
foi lavada com 20 mL de DMEM contendo 12 u/mL de heparina. O lavado foi retirado da cavidade
peritoneal e colocado em placa de Petri por 30 minutos a 37° C. Ap6s esse tempo, 2/3 do meio de
cultura foi retirado cuidadosamente da superficie com auxilio de pipeta Pasteur e descartado. O liquido
remanescente contendo os mastocitos foi transferido para um tubo Falcon. A suspensdo final de
células foi dividida em aliquotas de 100 uL. Os Mastécitos obtidos foram tratados com 2 uL de soro
antialbuminas 2S de mamona diluidos 1:100 e com 10 pL da amostra (1ug/mL) a serem testadas.
Apds incubagdo durante 1 hora em estufa a 37° C. As células (10 uL) foram coradas por 15 min com
10 uL solugdo aquosa contendo 0,1% de azul de toluidina, 10% de formaldeido e 1% de acido acético,
pH 2,8 para evidenciar a desgranulagdo. A contagem das células e a avaliagdo da desgranulagéo
foram feitas em cdmara de Neubauer através da observagdo em microscopio dptico Zeiss Axioplan.

Controles adequados foram utilizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamos e elucidamos a estrutura primaria de um dos principais alérgenos das sementes de
mamona, o qual foi denominado Ric ¢ 3, o qual é constituido por duas cadeias polipeptidicas, ligadas
por pontes de enxofre, cujas seqliéncias em aminoacidos sdo para a cadeia leve: ESKGEREGSSSQ
QCRQRVQRKDLSSCERYLRQSSS e, para a cadeia pesada
QQQESQQLQQCCNQVKQVEDECQCEAIK  YIAEDQIQQGQLHGEESERVAQRAGEIVSSCGYRCMR.
Esta proteina ¢ sintetizada a partir de um mesmo precursor que produz também o isoalérgeno, Ric ¢ 1.
A complexidade das diversas isoformas purificadas por PAGE-Preparativa, bem como os tempos de
retencdo em coluna C4 e as estruturas primarias parciais destas proteinas sdo apresentados na tabela
1. Na tabela 2 apresentamos o percentual de desgranulagdo de mastdcitos promovidos pelo conjunto
de albuminas 2S , pelas isoformas principais e pelos peptideos que foram identificados como epitopos
ligantes de IgE. Na tabela 3 apresentamos o percentual de desgranulagdo de mastdcitos, incubados

com IgE antialbuminas 2S de R. communis, provocado por alérgenos de fontes alimentares e inalantes.
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Tabela 1. Caracteristicas de isoformas de albuminas 2S de R. communis isoladas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE-Preparativa) e por cromatografia de fase reversa (C4-HPLC)

Fracdes Ur (mobilidade relativa) Tempo de retengdo  Sequiéncia N-terminal parcial
apds C4-HPLC

Il 0,68 Muitas fracdes N.D. (fragdo impura)

1l 0,54 9 DSKEEREGQQ

vV 0,52 10 ESKGEREGSSSQQCR

v 0,40 10e12 ESKGEREGQQQQQCR

VI 0,39 10 GEREGSSSQQCR

VI 0,27 10e22 SKEESEGGQQXQQQQERQSQ

GEREGSSSQQCRQEVQRK?

VIl 0,26 15 N.D. (N-terminal bloqueado)
IX 0,14 5 N.D. (fragdo impura)

X 0,14 5 PSSQQGCRGQIQEQQNLR

Tabela 2. Identificagdo de Epitopos IgE ligantes — Peptideos sintéticos presentes nas cadeias leves e pesadas
de Ric ¢1 e de Ric ¢ 3 que desgranularam mastécitos

Amostras % desgranulacéo % de desgranulagdo
Ric 1 Cadeia leve QEQQNLRQCQEYIK 65,0
Ric 1 Cadeia pesada EGLRQAIEQQQSQGQ 73,6
Ric 3 Cadeia leve ESKGEREGSSSQQCR 63,7
Ric 3 Cadeia leve QEVQRKDLSSCERYLR 69,6
Ric 3 Cadeia pesada DECQCEAIKYIAEDQ 66,6
Ric 3 Cadeia pesada LHGEESERVAQRAGE 53,9
“pool” de Albumina 2S Ricc1+Ricc3 73,0
Controle de desgranulagdo Mastécitos + soro pré-imune 25,8

Tabela 3. Alérgenos que sdo reconhecidos por IgE antialbuminas 2s de R. communis

Alérgenos alimentares % de desgranulagdo  Alérgenos Inalantes % de desgranulagéo

Soja 62,5 Macela 65,9
Peixes 57,6 Tabaco 55,0
Camarao 53,8 Poeira domiciliar 51,4
Amendoim 51,4 Fungos do ar 46,7
Leite 470 Graminea 471
Trigo 46,7 Gluten 437
Milho 46,0
CONCLUSAO

A imunoterapia padrdo para a alergia do tipo | estd baseada nas consequéncias da
desgranulacdo dos mastécitos, consistindo o bloqueio da produgéo ou da liberagdo de mediadores ou
em antagonizar as agoes destes sobre as células alvos. Existem tratamentos destinados a reduzir a
quantidade de IgE especifica circulante no individuo como por ex. na terapia por hipossensibilizagao.
Neste caso, extratos preparados diretamente das fontes de alérgenos séo injetados por via subcuténea

nos pacientes em quantidades pequenas porém crescentes, em intervalos determinados de tempo.
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Entretanto, este tipo de tratamento apresenta um ponto fraco. Os extratos injetados contém, além do
alérgeno conhecido, outros potenciais alérgenos € componentes ndo alergénicos. Assim, tem se
observado que pacientes alérgicos sdo freqlientemente co-sensibilizados contra diferentes alérgenos
durante a hipossensibilizacdo. A desgranulagdo dos mastdcitos, por alérgenos de diversas fontes,
mediadas por IgE antialbuminas 2S de R.communis, € indicativa de similaridades entre os epitopos
destas fontes. Assim, nossos resultados podem contribuir para a selegéo de alérgenos recombinantes
carreando os principais epitopos de IgE focando a terapia de hipossensibilizagdo. Isto preveniria 0s
efeitos colaterais negativos durante a imunoterapia, pois evitaria a sensibilizagdo de novo, contra
componentes ndo desejaveis. Além disto, a identificagdo de epitopos de ligagéo de IgE das albuminas
2S de R. communis é uma das etapas iniciais para o desenvolvimento de uma droga capaz de ocupar
este sitio, impedindo a ligagao da proteina alergénica quando um individuo, ja& sensibilizado, entre

novamente em contato com a mesma.
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