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_Resumo

A classificacdo das bagas goji como superalimento, devido essencial-
mente a sua composicdo em compostos bioativos, levou a um enorme
aumento do seu consumo nos paises ocidentais. Apesar de todos 0s seus
beneficios, as bagas goji comportam alguns riscos, nomeadamente o de
alergia. Neste estudo pretendemos caracterizar as proteinas (proteoma)
das bagas goji (Lycium barbarum) e identificar aquelas envolvidas na rea-
cao alérgica (aquelas que se ligam as imunoglobulinas de tipo E- IgE).
Assim, primeiramente procedemos a separagao das proteinas das bagas
goji por eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida, seguida da
sua identificagdo por espectrometria de massa. Subsequentemente, tes-
tdmos a reatividade de individuos alérgicos ao tomate e batata (alimentos
da mesma familia das bagas goji, Solanaceae) contra as proteinas das
bagas goji realizando para tal um ensaio de Western blot. Realizamos tam-
bém um ensaio de inibicdo onde a reatividade cruzada entre as bagas goji
e o tomate e a batata foi avaliada. Finalmente, caracterizamos as protei-
nas de ligagdo as IgE realizando para tal um ensaio de Western blot com
plasmas de individuos alérgicos a batata e tomate, apds separagao das
proteinas das bagas goji por eletroforese bidimensional em gel de polia-
crilamida. Foram identificados por espectrometria de massa 93, dos 180,
spots retirados do gel, correspondendo a 29 fun¢des proteicas. Destas,
11 corresponderam a proteinas de ligagado as IgE. Demonstramos igual-
mente, neste estudo, existir reatividade cruzada entre as bagas goji, o
tomate e a batata.

_Abstract

Goji berries’ bioactive compounds, which allowed classifying them as
superfruits, led to an enormous increase of its consumption in western
countries. However, the potential risk of allergy is a concern. In this study,
we aimed to characterize the proteome of goji berries (Lycium barbarum)
and identify proteins with putative role in the allergic reaction (IgE-bind-
ing proteins). We firstly used two dimensional (2D) gel electrophoresis fol-
lowed by mass spectrometry (MS) to characterize goji berries’ proteome,
and then Immunoblot reactivity with plasma from tomato and potato
(same botanical family, Solanaceae) allergic individuals was assessed to
characterize goji berries IgE-binding proteins. An inhibition assay was
further performed to evaluate cross-reactivity among potato, tomato and
goji berries. We significantly identified 93 out of the 180 MS analyzed
spots, corresponding to 29 protein functions. From these, 11 could be
identified as goji berries IgE-binding proteins. We further demonstrated
cross-reactivity between goji berries, tomato and potato.
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_Introducéo

Os frutos da planta Lycium barbarum, também conhecidos
como bagas goji, sdo consumidos em toda a Asia e utiliza-
dos na medicina tradicional chinesa ha mais de 2000 anos.
As alteracOes nos habitos alimentares das populagdes dos
paises ocidentais com um cada vez maior niUmero de pes-
soas a procurarem alimentos tradicionais exoticos, levou a
sua introdugao, e aumento do seu consumo, nestes paises.

Existem varios estudos que comprovam as propriedades
benéficas das bagas goji, nomeadamente hipoglicemiantes,
antilipidémicas, protetoras das células da retina, imunoes-
timuladoras, anticarcinogénicas e antioxidantes (1-5). Estas
propriedades tém sido atribuidas a uma elevada concen-
tracdo de nutrientes com uma alta atividade biolégica tais
como polissacéaridos complexos, carotenoides e fenilpropa-
noides (6). As bagas goji contém também outros nutrientes
importantes, tais como vitaminas C, B1 e B2 e pelo menos
16 aminoécidos diferentes (7). Sao também muito ricas em
minerais como o potéssio, sédio, fésforo, magnésio (8) e,
embora em quantidades mais pequenas, também con-
tém cobre e ferro (9). As suas propriedades promotoras de
saude levaram a que muitos as classificassem de superali-
mento. No entanto, o consumo destas bagas também acar-
reta alguns riscos, nomeadamente a potencial interacéo
com anticoagulantes (19), a hepatotoxicidade (1), a promo-
cdo de fotossensibilidade sistémica (12) e a potencial aler-
genicidade (13). Embora ndo existam muitos estudos acerca
da potencial alergenicidade das bagas goji, alguns autores
relatam reagdes positivas apds testes cutaneos com extra-
tos proteicos de bagas goji, reatividade cruzada entre as
proteinas das bagas goji e anticorpos de individuos alérgi-
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cos a péssego, tomate, tabaco e ao polen de Artemisia sp.,
e uma proteina de transporte de lipidos (lipid transfer pro-
tein - LTP) como o alergénio principal envolvido na sensibi-
lizacdo e reatividade cruzada (14:15),

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo ndo so6 caracterizar o pro-
teoma das bagas goji (Lycium barbarum), mas também con-
tribuir para o conhecimento das proteinas que estao envol-
vidas na reagao alérgica a este superalimento.

_Materiais e métodos

Este trabalho comportou diferentes fases:

1% fase - Otimizacdo da extracdo proteica

Nesta fase testdmos 6 métodos diferentes para a extragao
das proteinas das bagas goji.

2° fase - Caracterizacdo do proteoma das bagas goji

Utilizamos o método de extracdo proteica escolhido na pri-
meira fase (precipitacao direta em acido tricloroacético/ace-
tona, seguida de uma extracao fendlica e limpeza do extrato
obtido com o “2D clean-up kit" da GE Healthcare), separa-
mos, as proteinas extraidas, por eletroforese bidimensional
em gel de poliacrilamida e caracterizdmos o proteoma das
bagas goji por espectrometria de massa (180 spots analisa-
dos).

3% fase - Prova da reatividade cruzada entre o tomate e
a batata, e as bagas goji

Como nao existem, em comercializacado, plasmas de indi-
viduos com alergia comprovada as bagas goji, nesta fase,
pretendemos saber se individuos alérgicos a alimentos da
mesma familia (tomate e batata- familia das Solanaceae)
reagiriam também contra as bagas goji. S6 assim poderia-
mos avancar para a fase seguinte. Realizamos assim um
ensaio de Western blot, apds separacao das proteinas das
bagas goji por eletroforese unidimensional em gel de polia-
crilamida, com plasmas de 4 individuos com alergia com-
provada ao tomate e batata. Nesta fase fizemos também
um ensaio de inibicdo para comprovar a reatividade cru-
zada entre o tomate e a batata, e as bagas goji.
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4% fase - Caracterizacdo das proteinas envolvidas na re-
acdo alérgica as bagas goji

Realizamos um ensaio de western blot apds separagao das
proteinas das bagas goji por eletroforese bidimensional em
gel de poliacrilamida com os mesmos plasmas utilizados na
fase anterior. As proteinas que se ligaram as Imunoglobuli-
nas de tipo E (IgE) dos individuos em teste foram identifica-
das por espectrometria de massa.

_Resultados e discusséo

Caracterizacdo do proteoma das bagas goji

Tanto no caso da separacéo proteica por electroforese unidi-
mensional em gel de poliacrilamida, como no caso da elec-
troforese bidimensional verifica-se uma distribuigao das pro-
teinas ao longo dos véarios pesos moleculares. No entanto, as
bandas (gel unidimensional)/ spots (gel bidimensional) mais
intensos estdo concentrados maioritariamente nas regides
de 20, 34, 42-48 e 54-70 kDa.

Dos 180 spots analisados por espectrometria de massa
(figura 1), 93 apresentaram identificacao significativa, cor-
respondendo a 29 fungdes proteicas diferentes.

Reatividade cruzada entre o tomate e a batata, e as
bagas goji

Todos os plasmas em teste, correspondentes a individuos
com alergia comprovada ao tomate e batata apresentaram
IgE contra proteinas das bagas goji. A inibicdo da ligagao
entre as IgE existentes no plasma do individuo 1 e as pro-
teinas das bagas goji transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, apos pré incubagao com extratos proteicos de
tomate ou batata contendo 1mg de proteinas, provou a exis-
téncia de reatividade cruzada entre as bagas goji e estes ali-
mentos. Isto significa que existem proteinas nas bagas goji
com estrutura e/ou conformacgao semelhantes aquelas exis-
tentes no tomate e batata que s@o responséaveis pela reagao
alérgica dos individuos em teste (contra as quais os indivi-
duos em teste produziram IgE especificas) (figura 2).
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Figura 1: Eletroforese unidimensional (1D) e bidimensional das proteinas das bagas goji.

No gel bidimensional estdo identificados os
spots enviados para identificagdo por espec-
trometria de massa (180 spots).

kDa - Quilodaltons; M - Marcador de pesos
moleculares. Géis com 11% de poliacrilamida.

Figura 2: [ Western blot e Ensaio de inibigcdo que provam existir reatividade cruzada entre as bagas goji e o tomate e batata
(exemplo para o individuo 1, com alergia comprovada ao tomate (33,2 kU IgE/L) e batata (30,8 kU IgE/L)).

) Transferido para
— membrana de -
nitrocelulose -
-
Bagas goji (G) © =
- L =
o N IS} =
S ° . =
< Q
B 5 » 2 Géis Membrana corada (Serva Purple)
E '§ kDa M GG TT BB - Filme de quimioluminescén-
= Tomate (T) = 2 Incubacdo com plasma cia (reacdo das IgE do indi-
i Corado E 20 anticor+o anti-1aE viduo em teste as proteinas
52 humana corE)‘u ado gom transferidas para a membra-
42 Jugs na de nitrocelulose)
— 34 fosfatase alcanina (AP)
J 26 +
i ) Substrato
17
Batata (B) [ Zonas correspondentes aos sinais de quimioluminescéncia
Gel corado (Azul de Coomassie)
Ct Gb Tm
i . Ct -Sem pré incubacdo
[e] 4 5 ¢
S 5 Tfa“Sbe'dO Padfa Pré incubacao (Ct, Gb, Tm, Bt) (sem inibicao)
a ‘© mgm fana de - + . Gb - Pré incubacao com
2 = nitrocelulose Incubagag com plasma pré 1mg de proteinas de
© S incubado bagas goji
© 2 1 Gel + Tm - Pré incubacao com
2 < 2° anticorpo anti-Igk humana 1mg de proteinas de
B = conivaad tomate
< jugado com AP e
uc_' Bagas goji (G) ] + Bt - Pré incubacdo com
925 90) Substrato 1mg de proteinas de

batata

M - Marcador de pesos moleculares; G - Extrato proteico de bagas goji; T - Extrato proteico de tomate; B - Extrato proteico de batata; kDa - Quilodaltons.
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Caracterizacdo das proteinas envolvidas na reacéo alér- que alguns foram identificados no pélen e no latex, o que po-
gica as bagas goji dera indicar uma possivel reatividade cruzada entre as pro-
teinas das bagas goji e anticorpos presentes no plasma de

No ensaio de Western Blot realizado para a caracterizagao

, Lo ] . o individuos com alergia ao latex (sindrome latex-alimento) (16)
das proteinas das bagas goji foi possivel relacionar os sinais

i 4 i i (17)
de quimioluminescéncia obtidos, com 40 spots do gel, 21 e/ou com alergia ao polen (Sindrome de alergia oral) A

dos quais com identificagao significativa por espectrometria possivel reatividade cruzada entre os alergénios das bagas

de massa. As identificagdes significativas obtidas correspon- goji e anticorpos presentes no plasma de individuos alérgi-

stex 14 foi (18)
dem a proteinas com 11 funcdes diferentes, sete das quais ja c0s ao latex ja foi reportada por outros 2.

identificadas como potenciais alergénios noutros organismos De realcar que nenhuma das 11 proteinas que se ligaram as
(base de dados Allergome) e quatro pela primeira vez repor- IgE dos individuos em teste, foi, até a data, reportada como
tadas como potenciais alergénios (figura 3). Relativamente potencial alergénio na familia das Solanaceae e, consequen-
aos alergénios com sequéncias proteicas semelhantes aque- temente, nenhuma foi alguma vez reportada como potencial

las ja reportadas na base de dados Allergome, verificamos alergénio de Lycium barbarum. Na base de dados Allergome

Figura 3: [1 Ensaio de Western blot para caracterizacdo das proteinas envolvidas na reacéo alérgica
(exemplo para o individuo 1).

kDa

95
72

52

42
34

26

17

Filme de quimioluminescéncia (individuo 1) Filme de quimioluminescéncia sobre membrana corada
com Serva Purple

- 40 spots correspondentes a potenciais alergénios Spot 31- Proteasome subunit
= 21 com identificacdo significativa Spots 36, 37- Light-induced protein
2= 11 proteinas diferentes Spots 61, 72- Fructose-bisphosphate aldolase

Spots 62, 84, 85, 87- Alpha-1,4-glucan-protein synthase
A vermelho - proteinas com funcoes e sequéncias similares a Spots 66, 68- Malate dehydrogenase
outras ja identificadas como alergénios noutros organismos. Spot 79- GOP-mannose 3,5-epimerase
Spot 97- Actin
Spot 108- Serine-glyoxylate aminotransferase
Spot 110- P-loop containing Nucleoside Triphosphate
Spots 154, 155, 156- Vacuolar ATP synthase

160, 161, 163- Polyphenol oxi
KDa - Quilodaltons Spots 160, 161, 163- Polyphenol oxidase
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estdo, no entanto, reportados 37 potenciais alergénios para
a familia das Solanaceae, 3 dos quais de Lycium barbarum:
uma proteina de transporte de lipidos (Lyc ba 3); uma enolase
(Lyc ba Enolase) e uma glucosidase (Lyc ba Glucosidase).
Como ja referido o alergénio Lyc ba 3, que corresponde a
uma proteina de transporte de lipidos (LTP- lipid transfer
protein) com 7-9 kDa de peso molecular foi descrita como o
alergénio principal de Lycium barbarum, (13-15) no entanto
nenhum dos individuos testados neste estudo reagiu contra
esta proteina. Como utilizamos neste estudo géis com 11%
de acrilamida, por verificarmos serem 0s mais indicados
para a visualizagao dos spots na area de pesos moleculares
onde os alergénios estdo mais concentrados (30-52 kDa),
pensamos que provavelmente teriamos perdido esta proteina
durante a separacao por eletroforese. No entanto repetimos
0 ensaio de Western apresentado na figura 2, utilizando géis
com 15% de acrilamida e continudmos a ndo detetar qual-
quer tipo de sinal na zona dos 7-9 kDa, o que mostrou que,
ou os individuos em teste nao reagiram contra esta proteina
ou 0 método de extragao utilizado néo foi eficiente para a sua
extragao.

_Concluséao

Este estudo contribuiu para a caracterizagdo do proteoma
das bagas goji, com a identificacdo de 93 dos 180 spots
separados por eletroforese bidimensional em gel de polia-
crilamida, correspondendo a 29 fungdes proteicas. Para
além disso, foram identificados, na familia das Solanaceae,
pela primeira vez, 11 novos potenciais alergénios, quatro
dos quais nunca reportados na base de dados Allergome.
Provamos também, com este estudo, existir reatividade
cruzada entre os alergénios das bagas goji e anticorpos
existentes no plasma de individuos com alergia ao tomate
e/ou batata.

Os resultados pormenorizados deste trabalho estdo compi-
lados num artigo publicado em 2019 (19),
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