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RESUMO

Varias proteinas do litex de borracha natural (LBN) tém sido indicadas como alérgenos
importantes. Sabe-se que quando as proteinas sio submetidas a radiagfio ionizante sofrem
desnatura¢do e modificacdo imunoquimica resultando em baixa reatividade antigénica. O objetivo
deste trabalho foi extrair e comparar as proteinas residuais extraiveis em dgua dos filmes de LBN
vulcanizados pelo processo convencional e pela radiagio ionizante. A eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) e a cromatografia liquida de alta pressio (HPLC) mostraram
uma banda difusa na regifio de proteina de massa molecular em torno de 14 kDa, que acreditamos
ser o fator de elongagio da borracha (REF), nos dois eluatos, sendo menor nos filmes de latex
vulcanizados pela radiacdo ionizante. O REF tem sido citado como o alérgeno mais importante do
Litex. Esses dados sugerem que a utilizacfo da radiagéio ionizante na vulcanizagio do LBN pode ser
um processo Util na produgdo de artefatos de LBN com baixa antigenicidade.

L INTRODUCAO

O litex de borracha natural (LBN) extraido da
arvore Hevea brasiliensis, contendo cerca de 1-2% de
proteinas, provém das células latiferas situadas abaixo da
casca das seringueiras. Durante os tltimos 15 anos tem-se
verificado que usudrios de artefatos de borracha natural,
como luvas, podem tornar-se sensibilizados a essas
proteinas que sdo provenientes dessas arvores € que ainda
continuam presentes no produto final .O processo de
polimerizacio das moléculas de isopreno para obtencdo da
borracha natural depende de uma proteina com massa
molecular em torno de 14 kDa, conhecida como fator de
elongacio da borracha (REF) e que tem sido apresentada
como sendo uma das responsiveis por processos alérgicos a
borracha™®.

Muitas proteinas encontradas no ldtex fresco com
ou sem amonia, assim como nos produtos manufaturados
de LBN tem sido reportados como alérgenos significantes,
sem haver consenso para definigio do qual ¢ mais
importante. Dentre os identificados estdo incluidos
polipeptideos com massa molecular aproximada de 14, 20,
27, 29-30 e 45 kDa. Entretanto é pouco conhecido sobre a
especificidade imunolégica e forma molecular dos
alergenos residuais apdés manufatura por diferentes
processos @ .

Este trabalho teve como objetivo a extragdo e
comparagdo das proteinas residuais extraiveis de filmes de
LBN vulcanizados pelo processo convencional, com
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enxofre ¢ pelo processo alternativo, com radiagdo
ionizante.

IL MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se 0 LBN centrifugado a 60%, tipo HA (alta
concentragio de amonia) e proveniente da Malasia.

Preparacdio dos Filmes de LBN. Foram ?reparados
filmes de LBN vulcanizados por dois processos®:

1- Processo convencional com enxofre. A vulcanizagio foi
realizada na presenca de enxofre, 6xido de zinco e
dietilditiocarbamato de zinco, 3 70 ° C durante 3 horas ¢
sob agitacfio constante. O latex vulcanizado foi resfriado e
diluido para 50% de sélidos totais com solugdo de amonia
1%.

2- Processo alternativo com radiac3o ionizante. Ao LBN
foi adicionado acrilato de n-butila como
radiosensibilizador ¢ solugio de aménia 1% para reducgio
do conteudo de sélidos totais aPa.m 50%. A amostra foi
entdo irradiada numa fonte de ™ Co do tipo panorimica da
Yoshizawa Kiko Co LTD, na presenca de ar, 3 temperatura
ambiente com uma dose de 12 kGy.

Os filmes de LBN vulcanizados pelos dois processos
foram preparados pelo método de derrame seguido de
lixiviagdo com 4gua 2 70 ° C durante 15 minutos e secagem
270 °Cdurante 1 172 h.
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Extracdio de Proteinas. As proteinas foram extraidas de
filmes de LBN vulcanizados pelo processo convencional
(VLBN) ¢ pelo processo alternativo com radiagio y
(RVLBN).

Foram cortados, em pedagos de 1xlcm, 45 g de
cada filme, adicionados em cerca de 300 ml de agua
destilada e deixados em agitagdio por cerca de 24 hs na
temperatura ambiente. Os extratos aquosos foram
liofilizados ¢ os residuos foram dissolvidos em 4 ml H,O
destilada e as proteinas precipitadas com acetona, na
proporgio de 1:5, separadas por centrifugagdo e dissolvidos
em 2 ml de H;O.

As concentragdes de proteinas nos extratos aquosos
foram determinadas pelo método de Lowry modificado™
utilizando-se como padrdo a soroalbumina (BSA).

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE).
Foi realizada SDS-PAGE dos extratos aquosos de acordo
com Laemmli, UK®. Os géis foram corados com
Coomassie Blue ¢ Prata.

Cromatografia Liguida de Alta Pressio (HPLC). Os
extratos aquosos foram injetados em coluna de exclusdo
molecular (7,5x600mm) da Toso-Haas TSK-2000 para
cromatografia liquida de alta pressdo e eluidos com soluglio
de bicarbonato de amdnio 25 mM, pH 7, fluxo de 1 ml/min
e leitura a 220 nm.

III. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apcsar da quantidade de proteinas extraidas em
4gua ser muito pequena pode ser suficiente para causar
reagdes de hipersensibilidade em usudrios de artefatos de
borracha nau(g_,a)l conforme obscrvagdes de varios grupos
de pesquisas

Opromsodevulmnizaﬁouﬁlizadomnltouem
diferencas de extratibilidade: a quantidade de proteinas
extraidas de filmes de ldtex vulcanizados pela radiagio y ¢
menor que nos vulcanizados pelo processo convencional,
como se pode verificar na Tabela 1.

TABELA 1. Proteinas Extraiveis em Agua

/g filme litex

LBN vulcanizado pelo 108

processo convencional

LBN wvulcanizado pela 3
radiagdo y

Nas figuras 1 ¢ 2 pode-se verificar que a proteina
predominante no RVLBN ¢ a de cerca de 14 kDa, que
acreditamos ser o Fator de Elongagiio da Borracha (REF)"
No perfil cromatografico do extrato de VLBN em SDS-
PAGE aparece uma banda difusa na zona de 14 kD3, 0 que
pode explicar os dois picos neoformados nesta zona no
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perfil do HPLC. Em ambos os extratos foi observado um
arraste difuso tanto no SDS-PAGE como no HPLC,
indicando formagdo de produtos de alto PM. Foi observado
também peptideos de aproximadamente 7 kDa ¢ menores
ainda no perfil cromatografico do extrato de filmes
vulcanizados pela radiacgo v.

Virios grupos de pesquisadores tem observado que
a radiagdo ionizante provoca desnaturagio e modificagdes
imunoquimicas nas proteinas, principalmente mudancas na
imunoreatividade pela destruigio dos epitopos, regides da
proteina responssveis pelo reconhecimento do anticorpo’™

PM. (KDa)

66
45
29

24

14,3 ;

Figura 1: SDS-PAGE dos extratos de filme de litex.
1-Padrido de peso molecular, 2-VLBN. 3-RVLBN

Pt

Figura 2. Perfil cromatografico em HPLC dos
extratos de filmes de latex.

Segundo Puig!®, a destruicio das proteinas
presentes no LBN durante a madlado torna o crosslinking
mais eficiente



Os resultados obtidos mostram que a irradiagio
modifica efetivamente a estrutura e a extratibilidade das
proteinas do LBN podendo ser um processo util para
obtengio de artefatos de borracha natural hipoalergénicos.

Estudos posteriores serdo desenvolvidos para
caracterizacdo do comportamento imunolégico das
proteinas do LBN vulcanizados pela radiagdo ionizante.
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ABSTRACT

Several proteins in natural rubber latex (NRL)
have been assigned to be significant allergens. It is known
that proteins submitted to ionizing radiation suffer
denaturation and immunochemical modification resulting
in low antigenic reactivity. The aim of this study was to
extract and compare water extractable proteins from NRL
films vulcanized by conventional and by ionizing radiation
methods. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) and high pressure liquid chromatography (HPLC)
showed a diffuse protein band of about 14 kDa, which we
believe is rubber elongation factor (REF), in both eluates,
but smaller in latex film vulcanized by ionizing radiation.
REF has been suggested to be a major latex allergen. These
data suggest that ionizing radiation vulcanization could be
an useful method for the production of NRL goods with
low antigenicity.
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