Material e Métodos

4.1 — Métodos

4.1.1 — Extraccédo dos alergénios hidrofobicos do latex de borracha natural

A extraccdo dos alergénios hidrofébicos Hev b 1 e Hev b 3, foi realizada
segundo dois meétodos descritos na literatura (Durauer et al., 2000;Wititsuwannakul et

al., 2008) com a introducgéo de algumas modificacdes.

4.1.1.1 Extraccao do soro C

Pesaram-se 45 gramas de latex amoniado e procedeu-se a uma centrifugacéo de
15500 rpm durante 60 minutos, a 4 °C. Adicionou-se de sulfato de amoénio até se fazer
uma saturacao de 25% de saturacdo, a solucdo foi a agitar durante 30 minutos, a 4 °C.
Centrifugou-se o precipitado a 3500 rpm durante 20 minutos, a 4 °C. As proteinas do
sobrenadante foram precipitadas com adicdo de sulfato de amonio até se obter uma
saturacdo de 50%. O precipitado foi centrifugado a 3500 rpm durante 20 minutos, a 4
°C, foi adicionado sulfato de amonia até se obter uma saturacdo de 75%. A solugdo foi
precipitada novamente a 3500 rpm durante 20 minutos, a 4 °C (Wagner et al., 2007).

4.1.1.2 Extraccao pelo método de Durauer

Pesaram-se 30 gramas de latex amoniado e fez-se uma dilui¢do de 1:2 com uma
solucéo de tampé&o de Tris 50 mM, pH 8,0 contendo 0,01% de Triton X-100. A solugéo
foi homogeneizada e centrifugada durante 50 minutos, a 15500 rpm, a 10 °C, e em
seguida retirou-se a parte aquosa e guardou-se o sobrenadante. Perfez-se a massa inicial
de 30 gramas, adicionando tampao de Tris 50 mM, pH 8,0 ao sobrenadante e realizou-se
outra centrifugacdo nas mesmas condi¢cfes. Retirou-se a parte aquosa e colocou-se 0
sobrenadante numa solucdo de SDS a 2%. Agitou-se durante 30 minutos a temperatura
ambiente, as particulas de borracha existentes foram removidas da solugdo através de

trés centrifugacdes de 15 minutos a 15500 rpm a uma temperatura de 10 °C.

O SDS foi retirado da amostra atraves de uma filtragdo em gel utilizando uma

coluna Sephadex G-25 (97 x 25 mm) utilizando acetato de aménio 0,1M e pH 6.8 como
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eluente. Injectou-se 100 uL de amostra, operou-se a um caudal de 0,5 mL/min e
recolheram-se fracgdes de 2 mL.

Devido a diluigdo associada a este tipo de cromatografia, as fraccGes obtidas
foram concentradas até um volume de 5 mL, usando um concentrador da Amicon de 50
mL, modelo 8050, a pressdo de azoto gasoso de aproximadamente 2 bar e utilizando
membranas de celulose regenerada da Millipore, com um limite nominal de exclusédo
molecular de (NMWL) de 1000 Da.
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4.1.1.3 Extraccao pelo método de Wititsuwannakul

Pesaram-se 30 gramas de latex amoniado, em seguida adicionaram-se 5 volumes
de Triton X-100 a 0,2%. A mistura foi deixada em agitacdo durante a noite a 4° C e
centrifugada a 10.000g durante 10 minutos, a 4° C e guardou-se 0 sobrenadante.
Adicionaram-se 2 volumes de acetona fria e colocou-se a amostra durante 10 minutos
em gelo, depois fez-se uma centrifugacdo a 10.000g durante 10 minutos, a 4° C e
guardou-se o precipitado.

Dissolveu-se o precipitado em 50 mM de Tris-HCI com pH de 7.4 e voltou-se a
centrifugar a 40.000g durante 10 minutos, a 4° C, para se obter o sobrenadante.
Agqueceu-se o0 sobrenadante a 70° C, durante 5 minutos e colocou-se logo em seguida
em gelo durante 10 minutos. Centrifugou-se durante 10 minutos a 40000g a uma

temperatura de 4° C para remover o precipitado e ficar com a amostra final.
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4.1.2 — Caracterizacao dos alergénios do latex de borracha natural

4.1.2.1 — Determinacao da concentracao de proteina

A concentracdo da proteina nas amostras de latex de borracha natural foi
determinada, utilizando o método descrito por Bradford. Esta técnica baseia-se na
interaccdo do corante especifico, Azul de Coomassie G-250, com as ligacdes peptidicas
das proteinas sollveis, originando uma alteracdo na cor do corante, de vermelho
acastanhado (Amax=465 nm) para azul (Anax=595 nm), e promovendo um aumento de
absorvéncia da mistura analitica proporcional a concentracéo de proteina. Este teste tem
uma sensibilidade de 0,1-1,0 mg/mL.

O reagente de Coomassie foi preparado dissolvendo 100 mg de azul brilhante de
Coomassie G-250 em 50 ml de etanol e adicionando depois, 100 ml de acido fosférico
85 %. Ap0s diluicdo para um volume final de 1 L, esta solucéo foi filtrada e armazenada
em local escuro.

O método de determinacdo da concentracdo de proteina consistiu na adicao de
2,5 mL do reagente de Bradford a 50 pL de amostra, seguida de homogeneizagdo por
agitacdo. Apos repousar durante cinco minutos, leram-se as amostras a uma absorvéncia
de 595 nm, tomando como branco o tampao fosfato salino (0,01 M e pH=7,4).

As curvas de calibracdo para a quantificacdo da proteina foram obtidas usando
padrdes de diferentes concentragdes de albumina sérica bovina (0,2 mg/mL-1,0
mg/mL), sujeitos ao protocolo anterior.

4.1.2.2 — Preparacdo dos suportes cromatogréaficos

O suporte cromatografico utilizado no trabalho foi o Epdxi-(CH;)4-Sepharose.
Este gel foi preparado por ligacdo covalente do 1,4-bis-(2,3-epOxi-propdxido ) de butilo
a Sepharose CL-6B.

Para a obtencdo de 1g de gel, juntou-se a 1g de Sepharose CL-6B previamente
lavada com agua destilada, 1 mL de 1,4-bis-(2,3-epoxi-propoxido) de butilo e 1ml de
uma solucdo de hidroxido de sodio 0,6 M contendo 2 mg de borohidreto de sédio por

mL. ApOs agitacdo da suspensdo, durante 8 horas num banho, a temperatura de 25°C,
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interrompeu-se a reac¢do por lavagem extensa com largos volumes de agua destilada.
Em seguida deixou-se o gel durante a noite a temperatura ambiente em NaOH 1M e no
dia seguinte lavou-se com largos volumes de agua destilada.

4.1.2.3 — Cromatografia de interaccao hidrofébica

Nos ensaios de cromatografia de interaccdo hidrofobica foi utilizado um gel de
Sepharose CL-6B modificada por ligacdo covalente de 1,4-bis-(2,3-epOxi-propdxido) de
butilo. A coluna com um diametro de 1,6 cm e uma altura de 9,3 cm foi previamente
equilibrada em tampéo PBS 0,01 M, pH=7 com diferentes concentragdes de sulfato de
amonio, dependendo do ensaio. O volume das amostras injectadas na coluna foi de 100
uL de extracto de proteinas do latex. A forca ionica das amostras foi ajustada pela
adicdo de sal em concentracdo igual a do tampdo usado na sua adsorcdo ao suporte. A
eluicdo foi efectuada por diminui¢do da forca i6nica do eluente, sendo usado o PBS
0,01 M, pH=7. Todos os ensaios foram realizados a temperatura ambiente. O caudal
utilizado foi de 0,5 mL/min e foram recolhidas fraccGes de 2 mL que foram analisadas
quanto ao seu conteido em proteina pelo método de Bradford, electroforese SDS-PAGE
e, em alguns casos, por ELISA.

Uma vez que as diferentes fraccOes obtidas apds injeccdo dos 100 pL de
amostra, se encontravam diluidas, foi necessario a realizacdo de séries de 6 ensaios para
cada tipo de amostra a analisar. Posteriormente, estas fraccOes foram concentradas em
unidades Centricom 30 (Millipore) e centrifugadas a 50009, durante 30 min (varios
ciclos) a temperatura de 4°C, obtendo-se um volume final de 100 uL de amostra. Para
recuperar a amostra, colocou-se novamente a centrifugar com o tubo invertido a 700g,

durante 2 min, a temperatura de 4°C.

4.1.2.4 — Electroforese SDS-PAGE

A electroforese SDS-PAGE foi usada na andlise da distribuicdo dos pesos
moleculares das proteinas nas amostras de latex de borracha natural e tambem de
algumas fraccdes obtidas apds HIC.

Para a realizacdo das electroforeses utilizou-se um sistema vertical descontinuo,

constituido por uma placa de vidro e uma placa de alamina, separadas por espacadores,
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0s quais permitem que o gel seja obtido. Este gel é constituido por duas camadas, uma
inferior, o gel de migragdo (12,5 (p/v)), e uma superior, o gel de concentracdo a 4%,
estando a sua constituicdo resumida na tabela 4.4. A composi¢do das solucgdes de
acrilamida e dos tampdes Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 e Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 estdo
descritas nas tabelas 4.4.1 e 4.4.2, respectivamente.

Posteriormente, a adicdo do gel de migracdo entre as placas até uma altura de 3-
4 ¢cm do topo, adicionou-se &gua, para controlar a polimerizagdo e evitar que o gel fique
rugoso. Apds a polimerizacdo do gel a temperatura ambiente durante cerca de 30
minutos, a agua foi escorrida, colocou-se o pente para a formacdo dos pocos, e
finalmente foi adicionado o gel de concentracdo. Depois da polimerizacdo deste gel a
temperatura ambiente durante 30 minutos, retirou-se o pente. As placas contendo o gel
foram colocadas no sistema de electroforese e imersas em tampdo de migracéo (tabela
4.5).

As amostras a adicionar aos pogos, foram preparadas por adicdo de 5 pl de
tampao de redugdo (tabela 4.6) a 15 pl de amostra e colocadas num banho, a 100°C,
durante 5 min. Para além das amostras, também se aplicou nos géis de poliacrilamida
um marcador, com padrfes de massas moleculares conhecidas (tabela 4.7), para a
comparacao e identificacdo das amostras em analise.

Das amostras tratadas, foram injectados 10 pl em cada pogo, e iniciou-Se a
electroforese com uma corrente de 150 V e 40 mA. Quando se analisou somente um gel,
a corrente aplicada foi de 150 V e 20 mA e colocou-se uma placa de vidro do lado
oposto, com o sistema de refrigeracdo ligado. Apos a electroforese retirou-se o gel e este
foi sujeito a coloragdo pelo método de Coomassie (tabela 4.8). Primeiro, o gel foi
colocado em solucdo de coloracdo, durante 30 min, com agitacdo suave. Depois foi
transferido para a solucdo de descoloracdo I, onde ficou durante 30 min em agitacédo
suave. Por ultimo, foi colocado numa solucdo de descoloracdo Il, onde permaneceu

durante a noite sem agitacao.
4.1.2.5 — Quantificacdo dos Alergénios do Latex por ELISA Fitkit®
Para a determinacéo quantitativa do alergénio Hev b 3 foi usado o Fitkit® da Fit

Biotech. Este meétodo de ELISA, utiliza alergenios purificados e anticorpos

monoclonais especificos, sendo por isso de uma sensibilidade elevada. Foram seguidas
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as especificacdes de utilizacdo do kit, que incluiam uma fase preparativa e uma fase de
testes.

Na fase preparativa, foram reconstituidos os reagentes de teste, de acordo com as
especificacOes incluidas no Kit. Seguiram-se os testes com a utilizacdo dos padrdes de
alergénios e extractos do latex de borracha natural, aos quais foi adicionado tampéo de
ensaio, seguido de incubacgdo durante uma hora, a temperatura ambiente com agitacao
constante.

Procedeu-se a lavagem das placas, por quatro passos sucessivos, e de seguida foi
adicionado o conjugado enzimatico, seguido de incubacdo durante trinta minutos, a
temperatura ambiente e com agitagédo constante.

Novamente as placas foram lavadas e posteriormente foi adicionado o substrato,
e incubado durante quinze minutos, a temperatura ambiente com agitacao constante.

A reaccao foi interrompida com uma solucdo de paragem fornecida no kit, e
foram realizadas leituras a 414 nm. Com o tragado da curva de calibragdo, procedeu-se a
determinacdo quantitativa do alergénio Hev b 3dos extractos de latex de borracha

natural.

4.2 — Material e Equipamento:

Para a realizacdo do trabalho experimental foi usado, além do material de uso

corrente no laboratério, o equipamento descrito em seguida.

4.2.1 — Extraccdo das proteinas do latex de borracha natural

A extraccdo dos alergénios do latex foi realizada a partir de NRL:
@ Latex natural (preparado comercial) 500 mL

Para a realizacdo da extraccéo de proteinas foi utilizado o seguinte material:

< Ultracentrifuga da marca Beckman coulter Optima L-100 Xp
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4.2.2 — Caracterizacao dos alergénios do latex de borracha natural

4.2.2.1 — Determinacdo da concentracgdo de proteina

A concentracdo de proteina nos extractos da face interior, exterior e total das
luvas de latex foi determinada pelo método descrito por Bradford, utilizando um
espectofotometro Ultrospec 300 Pharmacia Biotech, e células com um percurso éptico

de 1 cm.

4.2.2.2 — Cromatografia de interaccao hidrofdbica

A HIC foi realizada num sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)

da Amersham Pharmacia Biotech, constituido pelos seguintes elementos:

- Colector de fracgdes, modelo FRAC-100;

- Coluna da marca Pharmacia, contendo gel de epdxi-(CH;)4-Sepharose
- Controlador LCC-500;

- Detector de ultravioleta, modelo UV-1 (280nm);

- Duas bombas P-500;

- Registador, modelo REC-112;

4.2.2.3 — Electroforese SDS-PAGE

O sistema de electroforese utilizado nos ensaios experimentais foi uma unidade
vertical Hoefer, modelo SE 250 Mighty Small 1, com uma fonte de alimentacdo da
Amersham Pharmacia Biotech e modelo EPS 600. O marcador utilizado na
electroforese, com padrdes de massas moleculares conhecidas, s&o da marca Amersham

Pharmacia Biotech.
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- Agitador de vortice, Heidolph, modelo Reax 2000.

- Balanca analitica Metler Toledo, modelo AG 204;

- Funil com membrana da marca Pall life Sciences, de 0,2 um e diametro de

90mm;

- Medidor de pH Metrohm, modelo 620, com eléctrodo combinado de vidro

Metrohm:;

- Micropipetas automaticas da Eppendorf;

- Placas de aquecimento com sistema de agitacdo magnética (60 a 1600

rotagdes/min e temperatura méxima de 350°C), P. Seleta, modelo agimatic-E.

4.2.2.5 — Reagentes

Tabela 4.4 — Preparacao dos géis de poliacrilamida para electroforese SDS-PAGE.

Solucdes Gel de migracéo 12,5% Gel de concentracéo 4% (p/v)
(p/v)

Acrilamida 15 mL 1,25 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 7,5mL .
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 - 2,5mL
Agua destilada 7.1 mL 5,5 mL
SDS 10% 0,3mL 90 uL
Tetrametiletilenodiamina 10 uL 8 ulL
(TEMED)
Persulfato de amonio 150 uL 20 uL
(PSA)10 %
Volume final 30 mL 5SmL
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Tabela 4.4.1 — Preparacao da solucdo de acrilamida

Solucéo Reagentes Quantidades
Acrilamida 60,0 g
Acrilamida Bis-acrilamida 1649
Agua destilada até 200 mL

Nota: Uma vez que este composto é neurotoxico, deve-se trabalhar de luvas e méascara

na sua preparagao.

Tabela 4.4.2 — Preparacéo da solugéo Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 e Tris-HCI 0,5 M pH 6,8
anteriores.

Solucéo Reagentes Quantidades
Tris 36,3 mg
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 HCI (4N) até pH 8,8
Agua destilada até 200 mL
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 Tris 3,0 mg
HCI (4N) até pH 6,8
Agua destilada até 50 mL

Tabela 4.5 — Composicao do tampdo de migragéo.

Tampao Tris 0,025 M pH 8,3
Reagentes Quantidades
Tris 6,059
Glicina 28,89
SDS 2,09
H,O destilada Perfazer até 2000 mL
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Tampéo de reducéo

Tris-HCI pH 6,8
SDS 10%
B-Mercaptoetanol
Glicerol
Azul de Bromofenol 0,2%

H,0 destilada

2,5mL
4,0 mL
0,2 mL
2,0 mL
0,2 mg
até 10,0 mL

Tabela 4.7 — Coloracdo do marcador de altos pesos moleculares.

Peso molecular Cor
250000 Azul
160000 Roxo
105000 Verde

75000 Laranja
50000 Roxo
35000 Azul
30000 Verde
25000 Laranja
15000 Amarelo
10000 Azul
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Tabela 4.8 — Solucgdes para coloracgéo e revelacédo de geis de SDS-PAGE.

Reagentes Quantidades
Azul de Coomassie R 250 250 mg
Metanol 400 mL
Solucéo de coloracao Agitar até dissolver

Acido Acético glacial 99% 70 mL
H,O destilada até perfazer 1000 mL

Metanol 400 mL

Solucéo de descoloracéo | Acido Acético glacial 99% 70 mL
H,O destilada até perfazer 1000 ml

Metanol 50 mL

Solucéo de conservacéao Il Acido Acético glacial 99% 70 mL

H,O destilada

até perfazer 1000 mL
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