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RESUMO

A prevaléncia das doencas alérgicas tem aumentado mundialmente. Atualmente, o
tratamento para alergias em geral é a Imunoterapia alérgeno especifica (AIT),
utilizando extratos naturais alergénicos, no entanto, tem-se observado que 0 uso
desses extratos desencadeia reacfes alérgicas pelos contaminantes ali presentes,
apresentando contra-indicacdes. A mamona (Ricinus communis L.) é uma
oleaginosa que encontra condicbes apropriadas para o seu desenvolvimento no
Brasil e diversos estudos vem sendo realizados para ampliar o seu uso. Os
principais alérgenos presentes na mamoneira sdo isoformas de proteinas
pertencentes a classe das albuminas 2S (Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3). Embasados nos
conhecimentos das estruturas de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 e na determinagcédo de epitopos
ligantes de IgE, neste trabalho produzimos uma proteina mutante recombinante,
mrRic ¢ 3, hipoalergénica, empregando técnicas de DNA recombinante. A
alergenicidade de mrRic ¢ 3 foi avaliada por ensaios de desgranulacdo de
mastdcitos isolados de ratos Wistar e imunizagdo de camundongos Balb/c, avaliando
a producéo de IgE, IgG1 e IgG total. Nossos resultados demonstram que mrRic ¢ 3
apresentou um percentual de desgranulacédo de mastocitos proximo ao verificado no
controle negativo e que a imunizacdo de camundongos com mrRic ¢ 3 apresentou
niveis mais baixos de IgE e IgG1l do que o grupo tratado com a proteina sem
mutacdes. Concluimos assim, que nossos resultados demonstraram que esta
estratégia para a producdo de alérgenos mutantes hipoalergénicos (mrRic ¢ 3) pode

ser um passo importante no desenvolvimento de novas estratégias para AlT.

Palavras-chave: Albuminas 2S, Ric ¢ 3, Recombinante Hipoalergénico, AIT



ABSTRACT

The prevalence of allergic diseases has increased worldwide. Currently, the
treatment for allergies in general is Allergen Specific Immunotherapy (AIT), using
natural allergenic extracts, however, it has been observed that the use of these
extracts triggers allergic reactions by the contaminants present there, presenting
contraindications. Castor bean (Ricinus communis L.) is an oilseed that finds
appropriate conditions for its development in Brazil and several studies have been
carried out to expand its use. The main allergens present in castor bean are isoforms
of proteins belonging to the 2S albumin class (Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3). Based on the
knowledge of the structures of Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3 and on the determination of IgE
binding epitopes, in this work we produced a recombinant mutant protein, mrRic ¢ 3,
hypoallergenic, using recombinant DNA techniques. The allergenicity of mrRic ¢ 3
was evaluated by degranulation assays of mast cells isolated from Wistar rats and
immunization of Balb/c mice, evaluating the production of IgE, IgG1 and total 1gG.
Our results demonstrate that mrRic ¢ 3 presented a percentage of mast cell
degranulation close to that observed in the negative control and that the
immunization of mice with mrRic ¢ 3 presented lower levels of IgE and IgG1 than the
group treated with the protein without mutations. We conclude that our results
demonstrate that this strategy for the production of hypoallergenic mutant allergens
(mrRic ¢ 3) can be an important step in the development of new strategies for AIT.

Keywords: Albumins 2S, Ric ¢ 3, Recombinant Hypoallergenic, AIT
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1. Introducéo

1.1. Albuminas 2S de Ricinus communis

Proteinas de reservas de plantas dicotiledbneas, as Albuminas 2S séao
caracterizadas como o0s principais alérgenos da mamona (Ricinus communis),
podendo ser encontradas no poélen, frutos e sementes. Em sementes, as albuminas
2S sao encontradas em corpos proteicos sendo mobilizadas durante a germinagéo
(Youle & Huang, 1978; Irwin et al., 1990).

A presenca de alérgenos no polen de mamona pode contribuir para o
desencadeamento de reacdes alérgicas nos plantadores e manipuladores desta
oleaginosa através da sua inalagdo, através da inalacdo do p6 durante o preparo da
torta da mamona e pela manipulacdo das sementes durante a extracdo do 6leo. A
populacdo que vive préxima de plantacbes de mamona também é exposta as
proteinas alergénicas e podem desenvolver reacdes alérgicas. A alergia a Albumina
2S de mamona também foi observada em trabalhadores de diversos setores que
utilizavam como matéria-prima o 6leo dessa planta (Garcia-Gonzalez et al., 1999).

As Albuminas 2S séo sintetizadas no reticulo endoplasmético rugoso, como
um precursor proteico de alta massa molecular. Este precursor sofre processamento
pés-traducional, por endopeptidases e carboxipeptidases, perdendo alguns
fragmentos peptidicos para assim dar origem as isoformas. Essas isoformas foram
descritas como Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 e sado sintetizadas em um dnico precursor com 237
residuos de aminoécidos, cerca de 29 kDa (Youle & Huang, 1978; Irwin et al., 1990;
Breiteneder & Mills, 2005).

Ric ¢ 1 apresenta baixa massa molecular, alto teor de glutamina e € composta
por duas cadeias polipeptidicas ligadas por ponte dissulfeto, uma cadeia leve (34
residuos de aminoacidos) e outra cadeia pesada (61 residuos). A isoforma Ric ¢ 3
também apresenta baixa massa molecular, um alto teor de glutamina e duas cadeias
polipeptidicas ligadas por duas pontes dissulfeto, sendo 41 residuos de aminoacidos
na cadeia leve e 67 residuos na cadeia pesada (da Silva et al., 1996).

As isoformas Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 sdo classificadas na superfamilia das
Prolaminas, que tem como caracteristica um esqueleto conservado contendo 8
residuos de cisteinas em sua sequéncia (C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C)

17



formando 4 pontes dissulfeto. A presenca do “motif” CC e CXC no esqueleto
conservado, ndo € comum, facilitando a identificacdo dos membros dessa
superfamilia (Kreis et al., 1985; Shewry et al., 2002).

Nessas isoformas foram identificados seis epitopos responsaveis pelo
desencadeamento da alergia, sendo dois desses encontrados em Ric ¢ 1 e quatro
em Ric ¢ 3. Epitopos sao regibes de interacdo do alérgeno com anticorpos IgEs,
estes podem ser conformacionais, resultantes do arranjo estrutural da molécula ou
continuos (lineares), onde a sequéncia primaria continua pode desencadear a
resposta alergénica no individuo previamente sensibilizado. Apesar da
especificidade de ligacdo entre o epitopo e a IgE, podem ocorrer fenbmenos de
reacdes cruzadas com outros alérgenos que possuem epitopos multivalentes (Bufe,
2001; Felix, 2007; Ivanciuc et al., 2009) (Figura 1).

Epitopo conformacional Epitopo continuo

Determinante
acessivel

A\

Determinante
inacessivel

C

N

Figura 1. Imagem representativa de um epitopo conformacional interagindo com a molécula de IgE (a
esquerda) e de um epitopo continuo também interagindo com a IgE, destacando a regido de
interacdo entre entes (a direita). Extraido e adaptado de Abbas et al., 2015.

O mapeamento de epitopos lineares através de peptideos sintéticos, tem se
mostrado uma ferramenta importante na identificacdo dos sitios de ligacdo do
alérgeno a IgE (Tanabe, 2007).

Os epitopos ligantes de IgE responsaveis pelo desencadeamento da alergia
encontrados nas isoformas Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 foram descritos como epitopos
continuos (ou lineares), pois mesmo apés serem submetidas a desnaturacéo, eles
se mostraram capazes de desencadear a desgranulagdo de mastdcitos (Felix et al.,
2008).
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Além disso, verificou-se nos epitopos dessas duas isoformas, que para
ocorrer a ligacdo com as IgEs presentes na membrana dos mastdcitos e/ou
basdfilos, € necessario que haja 2 residuos de acidos glutamicos (E) a uma distancia
de no maximo 12 residuos entre eles, assim levando ao processo de desgranulacao
destas células e desencadeando os sintomas da alergia, suportando a hipétese de
que os grupamentos carboxilicos laterais destas cadeias podem ser importantes na
interacdo com as moléculas de IgE (Figura 2) (Felix, 2007; Deus-de-Oliveira et al.,
2011).

Ricc1 Ricc 3

Figura 2: Estruturas tridimensionais tedricas dos epitopos alergénicos de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3. Na
estrutura dos epitopos estdo destacados em azul os residuos de acido glutdmico e em verde os
residuos de acido aspartico. Extraido e adaptado de Nascimento (2009).

Diversas plantas possuem albuminas 2S e muitos alérgenos semelhantes aos
da classe das albuminas 2S podem ser encontrados em sementes, tais como no
amendoim, na castanha, no gergelim, no girassol, na mostarda, nas nozes e na soja.
A similaridade estrutural das proteinas pode promover reacdes cruzadas entre
diferentes IgEs e tais alérgenos (H. Breiteneder & Radauer, 2004).

Além das sementes, algumas oleaginosas também apresentam alérgenos da
classe das albuminas 2S no pdlen, com isso, o plantio dessas plantas pode
promover processos alérgicos em individuos atépicos, através da disperséo de seus
alérgenos no ar. Dentre elas estédo: a soja (Glycine max L.), o girassol (Helianthus
annus L.), o algodao (Gossypium spp.), a colza (Brassica napus L.), a mamona

(Ricinus communis L.) e o pinh&o manso (Jatropha curcas L.) (Oliveira et al., 2014).
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Estudo “in vitro” utilizando mastocitos sensibilizados com soro rico em IgE
anti-albuminas 2S de mamona, demonstrou que esses podem desencadear a
desgranulacdo dessas células quando expostos a alérgenos inalaveis, como poeira,
fungos e tabaco e, também quando expostos a componentes alergénicos presentes
em alimentos como camardo, peixe, gluten, trigo, soja, amendoim e milho,
verificando a existéncia de reacdo cruzada entre eles (Felix et al., 2008; Deus-de-
Oliveira et al., 2011a).

O reconhecimento de varios alérgenos de diferentes fontes dificulta a precisao
do diagnostico clinico para qual alérgeno o individuo foi sensibilizado. Muitas
andlises de proteinas alergénicas identificaram semelhangas estruturais na
sequéncia de aminoacidos reforcando as reacdes cruzadas, porém ainda se faz
necessario obter mais informacdes para estabelecer uma relacdo entre a estrutura
da proteina e os sintomas clinicos (Mueller, 2017).

Para que ocorra reatividade cruzada entre alérgenos é necessério haver de
35% a 70% de similaridade de aminoacidos na sequéncia proteica. Esse dado pode
ser observado na maioria das reacfes desencadeadas por alérgenos 2S, pois estas
ocorrem através dos epitopos lineares compartilhados entre eles (Aalberse, 2000;
Moreno & Clemente, 2008).

Através de um estudo in silico, Nascimento (2009) propds a desativacao
tedrica dos epitopos alergénicos de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3. A pesquisa mostrou a
viabilidade em realizar mutacdes nos residuos de acidos glutamicos (E) dos
epitopos dessas isoformas, trocando por residuos de leucina (L), tornando-as menos
alergénicas e sem que isso alterasse de forma significativa as estruturas dessas
proteinas (Figura 3).

Com base nesses dados, Pacheco-Soares et al.,, (2018), estabeleceram
condicbes para a expressdo da isoforma Ric ¢ 1 em um sistema bacteriano
utilizando Escherichia coli (E. coli), contendo as mutagbes nos fragmentos

especificos dos epitopos alergénicos.
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Figura 3: Estrutura da Ric ¢ 3 antes e ap0s a mutacédo. Os residuos de acido glutdmico estdo em
azul, de acido aspartico em verde e de leucina em preto. Extraido de (Nascimento, 2009).

1.2. Processo de desencadeamento da alergia

Alergia ou hipersensibilidade do tipo | (imediata) configura-se numa reacao
exacerbada do sistema imunoldgico contra determinadas substancias encontradas
no ambiente ou nos alimentos, denominadas de alérgeno. As respostas alérgicas se
manifestam de forma diferente entre os individuos. Como é o caso dos individuos
atopicos, que apresentam predisposicdo genética a se sensibilizarem mais
facilmente, desencadeando maiores titulos de IgEs no sangue, dessa forma,
aumentando o reconhecimento do antigeno pelo organismo e o0s sintomas da
alergia. Além disso, o tipo e a via de exposicdo ao alérgeno e consequente
apresentacdo deste para o sistema de imune, pode desempenhar o papel do
desencadeamento de reacdes alérgicas (Aalberse, 2000; Leung et al.,, 2003;
Ozdemir et al., 2016).

Uma reacdo alérgica acontece quando um individuo entra em contato com
algum alérgeno, através do contato com a pele, inalagdo ou ingestdo, que ativara
células apresentadoras de antigenos (APCSs), incluindo células dendriticas, sofrendo
uma clivagem proteolitica que gera fragmentos peptidicos conhecidos como
epitopos de células T. Essa ativacdo levard& a um fenotipo pré-alérgico
potencializado por citocinas derivadas do epitélio - linfopoietina do estroma timico
(TSLP), interleucina-33 (IL-33), IL-25, IL-4 e IL-13 de células linfoides inatas e
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basdfilos. Pela ativacdo da IL-4, as APCs apresentam o alérgeno as células “naive’
T helper (Ty) para entdo se diferenciarem das células Ty2 (Gunawardana & Durham,
2018; Ozdemir et al., 2016).

Células Ty2 ativadas induzirdo a producédo de anticorpos pelos linfécitos B,
através das citocinas. IL-4 e IL-13 produzidas a partir de células T2 ativadas, induz
a troca de classe nos linfocitos B para produzirem anticorpos IgE especificos (sIgE).
Anticorpos IgE sao entdo liberados pelos plasmaocitos associando-se aos receptores
especificos (FceRI) que estdo presentes na superficie de mastocitos encontrados no
tecido, ou de basofilos circulantes no sangue, ocorrendo assim, a primeira
sensibilizagdo (Gunawardana & Durham, 2018; Holgate & Polosa, 2008).

A resposta alérgica é observada quando houver nova exposicdo a0 mesmo
alérgeno, conhecida como segunda sensibilizacdo ou reestimulacdo. Nessa etapa
ocorre a ligacdo cruzada entre os epitopos presentes no alérgeno com as moléculas
de IgE previamente fixadas na superficie dos mastdcitos e basdfilos, liberando seus
granulos intracelulares e sintetizando mediadores bioativos, como histaminas,
proteases e citocinas. Desse processo, 0s sintomas e sinais de reacdes de
hipersensibilidade do tipo | de fase aguda surgirdo (Akdis, 2006; Ozdemir et al.,
2016) (Figura 4).
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Figura 4: Eventos observados em uma reacéo de Hlpersen5|b|lldade do tipo I. Extraido e
adaptado de Telles-Filho (2022).

1.3. Abordagens terapéuticas para o tratamento da alergia

Fatores epigenéticos, mudancgas no estilo de vida da populagcédo e o aumento
da disseminacdo de alérgenos ocasionado pelas mudancas climaticas, tem levado a
um aumento na prevaléncia das alergias mediadas por IgE mundialmente, atingindo
todas as faixas etarias. De acordo com a Associacdo Brasileira de Alergia e
Imunologia (ASBAI), s6 no Brasil, ha aproximadamente 16 milhfes de pessoas
alérgicas (Stefan et al., 2017; ASBAI, 2022).

Ainda, de acordo com a ASBAI, entre os principais tipos de alergia, as mais
prevalentes sdo as da via respiratdria, como rinites, rinoconjuntivites, sinusites e
asma e as alergias de pele, sendo as principais delas as dermatites atopicas e as
dermatites de contato.
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Com isso, nos ultimos anos estratégias terapéuticas vem sendo estudadas com o
intuito de desenvolver métodos mais eficazes e seguros a fim de contribuir com a
prevencao, melhora ou a cura das doencas alérgicas (Navarro et al., 2019).

A gama de informacdes que se tem a respeito dos diferentes alérgenos vem
contribuindo para uma melhor compreensédo do desencadeamento das alergias,
possibilitando o surgimento de novas abordagens de tratamentos e diagnosticos, e
por isso, as novas tecnologias denominadas de “émicas”, que envolvem estudos
relacionados como a genbmica, metabolébmica, protedmica, epigendmica dentre
outras, tem contribuido positivamente com a descoberta de tratamentos e
diagnosticos, pois sdo capazes de gerar novos dados tornando possivel a
investigacdo a nivel molecular dos alérgenos (Jensen & Canonica, 2017; Breiteneder
et al., 2019).

Dentre as alternativas para o tratamento da alergia podemos destacar:
medicamentos que visam inibir a acdo da histamina, anti-inflamatérios que tem como
objetivo controlar a inflamacéo tecidual local e o desenvolvimento de imunoterapias
alérgeno-especificas (AIT) como uma medida profilatica para as doencas alérgicas.

Os temas em questédo serdo expostos nas sessdes seguintes deste trabalho.

1.3.1. Anti-Histaminicos

Os medicamentos com acédo antialérgica disponivel hoje no mercado visam
inibir da acéo da histamina, bloqueando a interacdo dessas com seus receptores. Os
anti-histaminicos estdo entre os medicamentos mais usados por quem sofre de
algum tipo de alergia. Esses farmacos tém a funcéo de aliviar os sintomas alérgicos,
ou seja, eles agem a partir das consequéncias da reacdo alérgica, ja desencadeada
no individuo (Wang et al., 2016).

Os anti-histaminicos atuam como agonistas inversos, competindo com a
histamina e reduzindo a atividade do receptor. A ligacdo histamina-receptor induz
uma conformacdo completamente ativa, enquanto a ligagdo do anti-histaminico
produz uma conformacao inativa. Dessa forma, tecidos com receptores H1 n&o sao

ativados e ndo produzem uma resposta alérgica (Chavez & Alva, 2022) (Figura 5).
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Figura 5: Mecanismo de A¢&o dos anti-histaminicos. Extraido e adaptado (Chavez & Alva, 2022)

Os antagonistas dos receptores H1 ou os anti-histaminicos de primeira
geracdo podem apresentar efeitos colaterais indesejaveis envolvendo o sistema
nervoso central, mesmo em doses terapéuticas, devido a sua capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica e falhar na sua seletividade. Esses efeitos
colaterais podem incluir sonoléncia, sedacdo e fadiga, levando a uma reducédo
cognitiva, de memoéria e do desempenho psicomotor (Simons & Simons, 2008).

Com o intuito de minimizar os efeitos colaterais desses medicamentos, uma
nova classe de anti-histaminicos foi desenvolvida. Os antagonistas H1 de segunda
geracdo, que ndo sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica com
facilidade e tém maior seletividade aos receptores H1, diminuindo seus efeitos
sedativos em comparagdo com os medicamentos de primeira geracdo (Church &
Church, 2013).

Os medicamentos anti-histaminicos de segunda geracédo incluem: Cetirizina,
Ebastina, Epinastina, Fexofenadina, Loratadina, Desloratadina, Levocetirizina e

Rupatadina. Embora sejam considerados mais seletivos e menos causador de
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efeitos adversos, alguns farmacos ainda podem causar sonoléncia e necessitar de
mais de uma dose diéria (Church & Church, 2013).

No que diz respeito ao tratamento farmacoldgico das alergias, cabe ao
meédico a prescricdo com base num diagndstico preciso e ao quimico farmacéutico a
responsabilidade de garantir a eficacia e a seguranca farmacoterapéutica dos
medicamentos. Contudo, a venda de medicamentos anti-histaminicos em
estabelecimentos farmacéuticos nem sempre € obedecida dentro de padrbes e isto
tem levado a aquisicdo deste medicamento de forma irresponsavel, sendo apenas
uma atividade empresarial diaria (Chavez & Alva, 2022).

Além disso, o tratamento com medicamentos anti-histaminicos apenas alivia
0s sintomas causados pelas reacOes alérgicas, ndo atuando na profilaxia ou

tratamento da alergia (Iguchi et al., 2016).

1.3.2. Anticorpos monoclonais anti-IgE

Outra estratégia que vem sendo estudada é o bloqueio da interacdo IgE-
receptor de alta afinidadade. Nesta opcédo terapéutica a proposta é a utilizacao de
anticorpos monoclonais anti-IgE, conhecido como Omalizumab (nome comercial:
Xolair®, Laboratério Novartis), que possui acdo anti-inflamatéria e diminui as
respostas alérgicas. Esta terapia foi aprovada pelo FDA (Food and Drug
Administration) em 2003 para a o tratamento da asma grave mediada por IgE
(Hamilton et al., 2010).

A estratégia por tras dessa terapia € inibir a interacdo entre a IgE e os seus
receptores especificos FceRI, apresentando algumas vantagens a serem
consideradas, como a prevencao da ligacdo da IgE ao receptor FceRlI, diminuindo
assim 0 numero desses receptores sendo expressos e na baixa reatividade das
células que participam do processo alérgico, como 0os mastoécitos e basofilos (Blank
et al., 2015).

A terapia anti-IgE baseada em Omalizumab (Xolair®), é usada para se ligar a
IgE livre, diminuindo a IgE circulante, porém néo ocorre a ligagéo nas IgEs fixas nas
células, porgque o epitopo da IgE (fragmento especifico) contra o qual o Omalizumab
é direcionado ja esta fixado nos receptores e, portanto, esta oculto. Este tratamento

é indicado, principalmente, no tratamento de doencas brénquicas graves como asma
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e no tratamento da rinoconjuntivite alérgica. E mais recentemente, estudos estdo
sendo realizados para verificar a utlizagdo de Omalizumab no tratamento de
alergias alimentares, mas seu alto custo tem limitado o seu uso para esse fim
(Amato, 2006; Blank et al., 2015).

Outras questdes relevantes sobre este tratamento vem sendo avaliadas, ja
que a interrupcdo do uso deste anticorpo monoclonal pode levar a novas
manifestacdes de reacbes adversas (Loh & Tang, 2018).

A média de vida do anticorpo monoclonal anti-Igg (Omalizumab) é curta,
variando entre 1 a 4 semanas, dessa forma se faz necessaria a administracdo
repetida do medicamento, tornando-o um tratamento caro e pouco acessivel,

limitando seu alcance de aplicacao (Ward et al., 2018).

1.3.3. Imunoterapia alérgeno-especifica

O primeiro estudo propondo a Imunoterapia alérgeno-especifica (AIT — do
inglés allergen specific immunotherapy) foi realizado por Noon (1911), injetando
extrato de pélen de gramineas em pacientes alérgicos. Neste estudo foi observada a
reducdo dos sintomas e uma maior tolerancia ao alérgeno por quase 1 ano. Anos
depois, em 1935, Cooke e sua equipe, ap0s ensaios clinicos bem-sucedidos,
demonstraram que a AlT induz a protecdo através de anticorpos IgG especificos que
podem suprimir a inflamacé&o cuténea induzida pelos alérgenos.

Caracteristicas importantes da AIT sugerem que esta apresenta muitas
vantagens para o tratamento da alergia. Primeiro, por funcionar em um tipo
especifico de alérgeno e dessa forma levar o sistema imunoldgico do paciente a
estabelecer uma resposta imune contra 0os alérgenos causadores da doenca e
segundo, por que as vacinas contra alergia podem ser produzidas com relativa
facilidade e baixo custo, quando comparado a tratamentos com agentes bioldgicos.
Além disso, diferente dos tratamentos com perfil anti-inflamatorio, a AIT pode parar a
progressao tanto da alergia leve (rinite) quanto das formas mais graves de alergia,
como a asma, modificando o curso natural da doenca (Jacobsen et al., 2007,
Valovirta, 2011; Jutel et al., 2015; Valenta et al., 2016).

Os beneficios associados a utilizacdo desse tipo de terapia podem ser vistos

por diversos anos mesmo ap0s o término do tratamento, o0 que nao pode ser
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alcancado no tratamento sintomatico. A imunoterapia alérgeno-especifica € capaz
de modular tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa, levando a uma
tolerancia imunoldgica do organismo, podendo desenvolver-se contra qualquer
substancia que o organismo é exposto. Os mecanismos pelos quais a AlT ira
exercer seus efeitos incluem: a modulacdo de ambas as repostas de células T e de
células B, reduzindo consequentemente, a incidéncia e a gravidade de reacfes
adversas mediadas por IgE (Hamilton et al., 2010; Linhart & Valenta, 2012).

Ao receber uma dose da imunoterapia contendo o alérgeno, ocorre uma
mudanca do perfil inflamatorio Ty2 alergénico para o perfil inflamatorio Tyl e a
geracdo de células imunes regulatdrias. Diminuicdo nos niveis de mastdcitos,
basdfilos e eosindfilos sdo observados e ocorre um aumento na producéo de células
T e B regulatérias (Treg/ Breg) especificas para alérgenos (Shamji & Durham, 2017).

A geracdo de células T regulatérias (Treg) € o evento chave para o
desenvolvimento da tolerancia imunologica. A tolerdncia imunolégica ocorre de
forma periférica e especifica, onde a primeira € iniciada pela secrecdo de IL-10 e
TGF-B por células Treg especificas de alérgeno durante a exposi¢cao continua e a
segunda esta associada ao aumento das células que apresentam marcadores CD3",
CD25" e FOXP3" na mucosa nasal (Sackesen et al., 2013) (Figura 6).

A razdo pela qual os baséfilos e mastécitos sofrem dessensibilizacdo na
presenca de IgE especifica e tornam-se menos suscetivel a desgranulacéo,
diminuindo risco de anafilaxia sistémica, ndo esta clara. Uma explicacdo é que este
mecanismo esta relacionado a exaustdo dos mediadores das células efetoras
durante a administracdo de doses crescentes de alérgeno nas fases iniciais da AlT.
Ja a dessensibilizacéo precoce apés o desafio com alérgeno, pode ser mediada pela
regulacdo positiva do receptor de histamina 2 (H2R) que inibe a ativacdo induzida
pelo “cross-linking” com FceRI e a posterior liberacdo dos mediadores inflamatoérios
(Novak et al., 2012.; Satitsuksanoa et al., 2018).

28



Imunoterapia

Beall .
l / .Y IgE
L4’ \
Exposicao ‘ -
il APC — Th2 Alergia
Natural . E -
‘|L-_5
oo
S

Mastocitos/
Eosindfilos

’TB,I—-- Treg -

IFN-y IL-10 TéF-;s

p , i
v y 9
B cell B cell B cell

Y

1 1

IgG IgG4 IgA
|

/
’

Figura 6: Desenvolvimento de tolerdncia a alérgenos através de imunoterapia alérgeno-
especifica. Extraido e Adaptado de Robinson et al. (2004).

Apbs meses de tratamento com a AlT, € possivel observar a diminui¢cdo no
namero de eosinodfilos e mastdcitos e a liberacao limitada de seus mediadores. Uma
imunoterapia alérgeno-especifica bem-sucedida, tem efeito modificador na doenca
alérgica, melhorando a qualidade de vida do paciente (Akdis & Akdis, 2014).

Mas também existem alguns impeditivos para a ampla aplicagdo da AIT. O
primeiro deles, € que a AIT esta no grupo dos tratamentos da medicina de preciséao,
onde os alérgenos causadores da doenga precisam ser identificados para que a
vacina correta seja administrada. O segundo impeditivo esta na necessidade de
produzir vacinas eficazes e seguras contra diversos alérgenos para serem

coadministradas ocorrendo assim a polissensibilizacdo. E em terceiro, € que a
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administracdo da AIT pode causar efeitos colaterais nos pacientes. Dessa forma,
programas complexos de tratamento, com administraces mdultiplas por exemplo, o
tornam inapropriado, levando a baixa adeséo dos pacientes. E por fim, a qualidade
dos extratos de alergénicos naturais representa um grande obstaculo para a
producdo de vacinas AIT seguras e eficazes (Valenta et al., 2018; Zhernov et al.,
2019).

1.4. Novas abordagens no desenvolvimento de AIT

Apesar do sucesso comprovado da utilizacdo de Imunoterapia alérgeno-
especifica a partir extratos naturais no tratamento das alergias, AIT ainda é um
tratamento comparado a drogas sintomaticas, devido a duracédo do tratamento (entre
3 a 5 anos de injecbes subcutaneas mensais) e o risco de efeitos colaterais
anafilaticos ( Senti et al., 2005; Burks et al., 2013).

A dose administrada na AIT é importante para garantir o sucesso do
tratamento, pois altas doses de alérgenos favorecem a inducdo de células T
regulatorias e modificacdo do perfil Ty2. No entanto, quanto maior a dose
administrada, maior o risco de induzir efeitos colaterais indesejaveis (Cromwell et al.,
2011).

Preocupacdes com a seguranca do paciente e a eficacia do tratamento sédo as
principais razdes para a busca de novas abordagens para AIT, dessa forma, novas
estratégias para aprimorar a eficacia e a seguranca dessas imunoterapias tém sido
propostas e incluem o uso de diferentes adjuvantes e estimuladores da resposta
imune inata, novas rotas de administracdo de vacinas e derivados recombinantes
hipoalergénicos. Vacinas baseadas em alérgenos modificados sao formas altamente
eficazes e convenientes de imunoterapias alérgeno-especifica, pois apresentam
risco reduzido de efeitos colaterais (Jutel & Akdis, 2014; Satitsuksanoa et al., 2018).

As novas propostas para a producdo de AIT contam com a utilizacdo de
proteinas recombinantes, sintéticas ou DNA, ao invés de utilizar extratos naturais de
alérgenos na sua formulacdo. Apds a identificacdo da sequéncia gendmica de
interesse ou 0 alérgeno em si, estes sdo amplamente testados através de ensaios in
vitro e com modelos animais selecionados, a fim de obter informacfes sobre sua
alergenicidade e imunogenicidade (Pfaar et al., 2019).
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A era molecular da AIT iniciou-se com peptideos contendo epitopos de
células T curtos, ndo reativos a IgE, seguidos por peptideos recombinantes
hipoalergénicos, pois as AITs precisavam melhorar imediatamente em dois

aspectos: especificidade e seguranca (Dorofeeva et al., 2021).

1.4.1. Derivados recombinantes hipoalergénicos

Os derivados recombinantes hipoalergénicos sao caracterizados por
apresentarem uma reatividade a IgE reduzida. Diversas técnicas de engenharia
genética foram desenvolvidas com o objetivo de reduzir a reatividade de IgE,
incluindo fragmentacdo, oligomerizacdo, mutacdo e remontagem de sequéncias
(Spertini et al., 2016).

Para a obtencéo de derivados recombinantes hipoalergénicos, sdo utilizados
diversos procedimentos: a proteina pode ser fragmentada trocando suas sequéncias
de aminoé&cidos; mutacées na estrutura da proteina podem ser realizadas; podem
ser criadas proteinas hibridas a partir de fragmentos de outras diferentes proteinas;
a orientacdo espacial da molécula de proteina pode ser alterada; e fragmentos do
alérgeno podem ser reagrupados na forma de um mosaico (Rudolf Valenta et al.,
2010; Marth et al., 2014; Petrova et al., 2021).

O uso desse tipo de abordagem na AIT faz com que a ligacdo do antigeno as
reaginas diminua, preservando a formacdo de IgG aos peptideos inalterados na
superficie da proteina. Isso se deve ao sistema imunoldgico que conta com uma
grande variedade de receptores de células B, permitindo o reconhecimento natural
de todos os patdgenos. No decorrer da imunizacéo, a especificidade e a afinidade
dos anticorpos produzidos pelo organismo aumentam. Como resultado, durante a
resposta imune, 1gGs bloqueadoras, que impedem a ligacdo do alérgeno a IgE dos
pacientes com alergias sédo obtidas, levando a auséncia ou reducdo das reacdes
mediadas por IgE do tipo imediato ao longo da imunoterapia (Petrova et al., 2021).

Devido a presenca de reacdo cruzada entre as albuminas 2S de mamona
com alérgenos de diversas fontes, a preocupacdo com a sensibilizacdo da
populacdo por parte dos alérgenos dessa planta, que € encontrada por todo territério

brasileiro, tem aumentado. Dessa forma, objetivamos produzir uma proteina
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recombinante expressando mutagdes especificas na isoforma Ric ¢ 3 das albuminas
2S de mamona e confirmar sua hipoalergenicidade, permitindo assim, que o

caminho para essa abordagem terapéutica de AIT seja aberto.
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2. Objetivo

Produzir uma proteina recombinante hipoalergénica, derivada de um dos
principais alérgenos de mamona (Ricinus communis), Ric ¢ 3, com potencial

biotecnolégico para Imunoterapia.

2.1. Objetivos especificos

A) Producédo de uma proteina hipoalergénica derivada de Ric ¢ 3

e Meta A.1 — Expressar e isolar nrRic ¢ 3 e mrRic ¢ 3

e Meta A.2 — Avaliar a homogeneidade da proteina isolada por eletroforese e
por Western Blotting

B) Avaliar a resposta imunoldgica desencadeada por Ric ¢ 3 recombinante
natural e mutante

e Meta C.1 — Analisar a resposta imune especifica através de Ensaio de ELISA
e por desgranulacédo de mastdécitos.

3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais Bioldgicos

e Vetor de clonagem pMA contendo o gene sintético de Ric ¢ 3 com as
mutacdes em aminoacidos especificos, adquirido comercialmente (Invitrogen)
(Anexo A).

e Cepa ultracompetente Escherichia coli (E. coli) Nova Blue, genotipo: endAl
hsdR17 (rk12~ Mk12') SUPE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac F'[proA™B” lacl9ZAM15::Tn10] (Tet?), adquirida comercialmente
(Stratagene).
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3.2.

Cepa de E. coli - Rosetta-gami, (DE3) pLysS, genétipo: D (ara—
leu)7697DlacX74 DphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3)
F[lactlaclg pro]gor522::Tn10 trxBpLysSRARE23 (Camg, Strgr, Tetr)4)],
adquirida comercialmente (Novagen).

Camundongos Black-C57 (C57/BL6) e Ratos Wistar, obtidos do Biotério setor
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parand — UFPR sob
aprovacdo da Comisséo de Etica de Uso de Animais (CEUA/BIO — UFRJ),
protocolo n° 1425 (Anexo B).

O pool de proteinas alergénicas de mamona, Albuminas 2S, isolados das
sementes (conforme descrito por Campos-Mesquita, 2020) foram cedidos

pela mesma.

DNA gendmico codificante da proteina Ric ¢ 3 foi extraido e cedido por

Pacheco-Soares (conforme descrito em Pacheco-Soares, 2018).

Desenho do gene sintético de Ric ¢ 3 mutante

A sequéncia codificante de Ric ¢ 3 foi desenhada contendo as mutagdes nos

epitopos alergénicos, troca de residuos de acido glutamico (E) por leucina (L), como

sugerido por modelagem molecular descrita por Nascimento (2009). Além dessas, foi

feita a troca de um residuo de &cido aspartico (D) por leucina, no peptideo de

ligacdo entre as cadeias leve e pesada. O gene foi sintetizado pela ferramenta

GeneArt (Invitrogen) (Figura 7).

Apos a sintese da sequéncia codificante mutante de Ric ¢ 3 (mRic ¢ 3) a

empresa fez a ligagao desta no vetor pMA verificando se a sequéncia estava correta,

por sequenciamento de nucleotideo, fornecendo a sequéncia codificante de mRic ¢ 3

ligada ao vetor pMA (construgao mRic ¢ 3-pMA).
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Cadeia leve

-

AACAACCACAATTCCTACGGACCTAACARCTT

- - - ——— - o o =
- -

TGGATCAGATTCAGCAGGGACAGCTACATGGATTGTITIGTICTT

Cadeia pesada

101 103 10S 107 109 111 113 11s

Figura 7: Sequéncia génica e proteica de mRic ¢ 3. Os circulos vermelhos sinalizam os residuos
de leucina (L) que substituiram os residuos de acido glutamico (E), como proposto por Nascimento
(2009) anteriormente. Os circulos verdes indicam as novas muta¢des (Glu-Leu) realizadas e o circulo
amarelo sinaliza uma troca no residuo de acido aspartico (D) por um residuo de leucina (L) dentro do
peptideo de ligacdo entre as cadeias leve e pesada. Fonte: Invitrogen (com marcacgfes da autora).

3.2.1. Sequéncia codificante de Ric ¢ 3 nativa

A extragdo do DNA foi realizada conforme descrito por Pacheco-Soares et al
(2018). O DNA genbdmico foi utilizado para a producdo recombinante da proteina
nativa (nRic ¢ 3). O mesmo foi clonado em uma cepa de clonagem E. coli - JM 109
para manutencdo e amplificacdo da sequéncia codificante de nRic c¢ 3.
Posteriormente, foi realizada a extracdo plasmidial, mantendo esses plasmideos
conservados em freezer -20 °C. O plasmideo contendo o DNA genémico da regido
génica que codifica a proteina Ric ¢ 3 foi cedido por Pacheco-Soares para utilizacao
neste trabalho (construcdo nRic ¢ 3-JM 109).

As etapas a sequir (itens 3.3 a 3.6) foram realizadas sob a supervisdo e
colaboragdo do Dr. André de Oliveira Carvalho, no Laboratorio de Fisiologia e

Bioquimica de Microrganismos (LFBM) — UENF.
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3.3. Producéao de células competentes de E. coli (linhagem Nova Blue)

Para a manutencdo e propagacdo da constru¢cdo mRic ¢ 3-pMA utilizou-se
cepa de E. coli competente da linhagem Nova Blue, preparadas na seguinte forma:
Cultura fresca contendo col6nias de E. coli, linhagem Nova Blue, foi inoculada em
tubo Falcon contendo 20 mL de meio LB (Luria Bertani) liquido e incubado por 16h a
uma temperatura de 37 °C sob agitacdo a 250 rotacdes por minuto (rpm).

Apébs o periodo de incubacéo, aliquotas de 150 pyL foram adicionadas a 100
mL de novo meio LB liquido contido em frasco Erlenmeyer, ficando incubado por 3h,
a 37 °C e agitacdo de 175 rpm, para que a cultura alcancasse a densidade Optica
(D.O.600) entre 0,5 — 1,0 necesséria para o preparo das células competentes.

Ao alcancar a D.O. gop desejada, o frasco foi incubado em um banho de gelo
por 10 minutos e apos, o conteudo foi transferido para tubos Falcon e centrifugados
por 10 minutos a 620 g a 4 °C. No final do processo, o sobrenadante foi descartado
e o sedimento contendo células foi ressuspendido em 5 mL de solucdo TB (PIPES
10 mM pH 6,7; CaCl, 15 mM; KCI 250 mM; KOH; MnCl,; 55 mM) sendo novamente
centrifugado nas mesmas condigbes descritas anteriormente. O sobrenadante foi
mais uma vez descartado e o sedimento de células foi novamente suspenso em 5
mL de solucéo TB.

Foram adicionados 62,5 yL de DMSO 100% (dimetilsulféxido) as células e
estas foram homogeneizadas delicadamente e incubadas por 10 minutos no gelo.
ApOs esse periodo, mais 62,5 yL de DMSO 100% foram adicionados e a suspenséo
de células foi novamente homogeneizada.

Ao final do processo, aliquotas de 200 yL foram transferidas para tubos de
microcentrifuga autoclavados, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e

armazenados em freezer a - 70 °C.

3.4. Transformacao da cepa de clonagem Nova Blue com vetor pMA
contendo mRic ¢ 3

Para a transformacéo da cepa E. coli Nova Blue competente, foi utilizada a

construgcdo mRic ¢ 3-pMA.
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4 ug do vetor (construgdo mRic ¢ 3-pMA) foi incubado em 200 pL de células
competentes onde permaneceram por 10 minutos no gelo. Em seguida, o material
foi transferido para banho-maria a 42 °C por 90 segundos e novamente transferido
para o gelo permanecendo incubado por mais 10 minutos. Essa etapa de incubacéo
com choque-térmico € necessaria para que a membrana plasmatica da bactéria se
desestabilize e o vetor seja capaz de ser inserido na célula.

Posteriormente, foram adicionados 800 pL de meio LB liquido as células,
ficando essas incubadas sob agitacdo de 200 rpm por 1 hora a 37 °C. Terminado o
periodo de incubacéo, as células foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e
o precipitado de células foi ressuspendido e plagueado com auxilio de alca de
Drigalsky em placa de Petri com meio LB sélido contendo 100 pg/mL de ampicilina.

As placas foram mantidas incubadas a 37 °C por 16 horas e posteriormente
foi feita a identificacdo da presenca de colonias transformadas. As colGnias foram
selecionadas e inoculadas em 20 mL de meio LB liquido com ampicilina por 16h a
37 °C.

3.5. Extragcao e digestao plasmidial de E. coli — Nova Blue transformadas

com mRicc 3

Para a extracao plasmidial, 750 pL de cultura celular foi transferida para tubos
e centrifugada por 30 segundos a 10.000 rpm em temperatura ambiente. Em
seguida o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas pela adicdo de
300 pL de solucdo TENS (10 mM de Tris-HCI pH 8,0, 1 mM de EDTA, 100 mM de
NaOH, 25 mM de SDS) sob agitacdo vigorosa por 10 segundos. Apos, foi adicionado
150 pL de acetado de sédio (1,5 M), seguido de centrifugacdo por 3 minutos a
12.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, onde 1 mL de etanol
(100%) gelado foi adicionado e foi feita a centrifugagdao por 1 minuto a 12.000 rpm.
Foi feito o descarte do sobrenadante e ao precipitado foi adicionado 1 mL de etanol
(70%) gelado e novamente uma centrifugagdo nas mesmas condigbes anteriores.
Novamente o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco, e apos,
ressuspendido em 40 pL de tampéo TE (10 mM de Tris-HCI pH 8,0, 1 mM de EDTA)
contendo RNase a 40 ng/uL e incubado a 37°C por 1 hora.
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3.6. Amplificacdo génica e clonagem em vetor de expressao pET-32 EK-LIC

Para a clonagem no vetor de expressdao pET-32 EK-LIC (Novagem),
primeiramente foram desenhados manualmente iniciadores com a sequéncia de
nucleotideos especifica e necessaria para a ligacao de nRic ¢ 3 e mRic ¢ 3 ao vetor.
As propriedades fisicas, bem como temperatura de anelamento e porcentagem de
C/G (conteudo de citosina-guanina) foram analisadas utilizando a ferramenta do sitio
NCBI (primer blast) (Figura 8).

nRic ¢ 3

Sense

5" GACGACGACAAGATGGAGTCAAAGGGTGAAAGGGAAG ¥
Tm: 62,5° C, CG: 51,35%

Anti- sense

3’ CACACGCAACGTACGCGTCATGGCCCGAAGAGGAG 5’
Tm: 70,19° C, CG: 65, 62%

mRic ¢ 3

Sense

5’ GACGACGACAAGATGTTGTCAAAGGGTGAAAGGTTGG ¥
Tm: 64,1° C, CG: 48,65%

Anti- sense

3' CACACGCAACGTACGCGTCATGGCCCGAAGAGGAG 5

Tm: 70,19° C, CG: 65, 62%

Figura 8: Sequéncia dos iniciadores usados para a ligacéo ao vetor pET-32 EK/LIC. Destacado
em azul esti a sequéncia que anela ao vetor e em preto indica a sequéncia que anela com a regido
codificante de nRic ¢ 3 e mRic ¢ 3. Abaixo de cada iniciador é mostrada a Temperatura (Tm) e a
porcentagem de CG. Fonte: prépria autoria.

A escolha por este vetor foi devido suas caracteristicas particulares e
importantes para o0 processo de producdo da proteina de interesse. Essas
caracteristicas sao: a presenca do gene lac 1, que codifica a proteina repressora lac;
um promotor T7 especifico para a enzima T7 RNA polimerase; um operador lac,
responsavel pelo bloqueio da transcricdo; um sitio de policlonagem; uma origem de
replicagdo e um gene de resisténcia a um antibiotico. Somada as estas
caracteristicas, o vetor pET também possui uma sequéncia de histidinas
consecutivas (cauda poli-His) que é adicionada a proteina expressa facilitando o seu

reconhecimento. Além disso, as proteinas recombinantes expressas neste vetor sao
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ainda fusionadas a tioredoxina, que ajuda na solubilidade da proteina recombinante
e ajuda a evitar a formacao de corpos de inclusao.

O vetor também conta com um sistema independente de ligacdo (LIC - do
inglés ligation independent cloning) que facilita o processo de clonagem, pois nao é

necesséria a digestdo com enzima de restricdo ou de reacédo de ligacao (Figura 9).

pET upstream primer #65214-3
T7 promoter lac operator xbal s
TroTag - - TneTag :rmer=6?331-3‘ Msc! His*Tag
Q . P thrombin
S+Tag prmer #69345-3 LICsite  goma)
STag  NspV Bolll_ Kol y_Sf_ BsRl Mool
Eagl : —
_ EcoRVBamH| EcoR| Sacl  Sal Hndlll _Notl  Xhol His*Tag enterokinase

Bput02 | T7 terminator
———
T7 terminator primer #69337-3

Figura 9: Detalhamento da regido do sitio de policlonagem do vetor pET-32 EK/LIC onde a
sequencia codificante do gene de interesse € inserida no sitio LIC. Fonte: Novagem pET system
manual.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR — do inglés polymerase chain
reaction) para a amplificacdo génica foi realizada com as seguintes quantidades: 4 ul
de Tampé&o 5x, 0,4 pl dNTP, 2 pl de primer sense e 2 pl de primer anti-sense, 0,4 pl
MgCl,, 0,6 pl de DMSO, 0,2 ul da Taq Phusion, 9,4 ul de H,O e 1 pl de DNA. As
guantidades apresentadas referem-se a uma (1) reacdo em cadeia da polimerase,
resultando num volume total de 20 pL.
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Condicéo:

98 °C 30s

98 °C 10s } 1x
Gradiente de Temperatura:

75 °C

70°C 30s 35x
65 °C

72 °C 10m 1x
4°C o0

A verificacdo do resultado da PCR foi realizada por meio de gel de agarose
1% corado com GelRed™ (proporgéo 1:4).

Apos a PCR, foi feito o tratamento do produto amplificado com a T, DNA
polimerase. O tratamento foi feito da seguinte forma: 2 yL do produto amplificado,
tampao T4, DNA polimerase 1x, ATP 25 mM, DTT 1 mM, T, DNA polimerase 0,1
u/pL, completando o volume para 10 pL com &gua ultrapura. A reacao foi incubada
por 15 minutos a uma temperatura de 22 °C e inativada a 72 °C por 20 minutos.
Dessa forma, o fragmento se encontra pronto para o anelamento ao vetor pET-32
EK-LIC.

A reacdo de anelamento ao vetor pET-32 EK-LIC, ocorreu na seguinte
sequéncia experimental: 0,5 pL do vetor pET-32 EK-LIC e 2 uL do produto de reacéo
do fragmento tratado com a T4, DNA polimerase equivalente a 100 ng/ uL, foram
incubados por 5 minutos a 22 °C. Em seguida foi adicionado 1 uL de EDTA e 0,5 pL
de agua ultrapura e uma nova incubacdo nas mesmas condi¢cdes anteriores. Apéds

estas etapas obtivemos a construc¢des nRic ¢ 3-pET e mRic ¢ 3-pET.

3.7. Transformacao bacteriana em cepa de superexpresséo — E. coli
linhagem Rosetta-gami

As proximas etapas (itens 3.7 a 3.13) foram realizadas sob a supervisao e
colaboragédo do Dr. Breno Castello Branco Beirdo, no Laboratdrio de Imunologia
Comparada (LIC) do Setor de Patologia Basica da Universidade Federal do Parana -
UFPR.
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A célula hospedeira utilizada para a superexpressao das sequéncias natural e
mutante de Ric ¢ 3, foi a E. coli linhagem Rosetta-gami, (DE3) pLysS, pois esta
possui caracteristicas necessarias para a ativacdo da transcricdo pela T7 RNA
polimerase.

Para isso, 1 pyL do vetor (construgcdes nRic ¢ 3-pET e mRic ¢ 3-pET) foi
incubado em 100 pL de células sendo transferidos para cubeta gelada. Com as
amostras na cubeta, o material fei levado para o eletroporador (Bio-render gene
pulser X cell).

A amostra foi retirada da cubeta e colocada em tubo Falcon contendo 1 mL de
meio LB liquido. Este foi incubado por 1 hora a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm

Terminado o periodo de incubacdo, as células foram centrifugadas, o
sobrenadante descartado e o precipitado de células foi ressuspendido e plaqueado
com auxilio de alga de Drigalsky em placa de Petri com meio LB sélido contendo 100
pHg/mL de ampicilina e 34 pug/mL de cloranfericol.

As placas foram mantidas incubadas a 37 °C por 16 horas e posteriormente

foi feita a identificacdo da presenca de colbnias transformadas.

3.8. Inducao da superexpressao de Ric ¢ 3 nativa e mutante recombinante (nr
Ric ¢ 3 e mrRic c 3)

Primeiramente, foram inoculadas col6nias isoladas de E. coli linhagem
Rosetta-gami, (DE3) pLysS transformadas com a constru¢des nRic ¢ 3-pET e mRic ¢
3-pET em 10 mL de meio LB liquido contendo ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol
(34 pg/mL). As cepas foram mantidas a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm por 16 horas.
Esses inéculos foram entdo transferidos para Erlenmeyer contendo meio LB liquido
e 0s antibiéticos ampicilina e cloranfenicol (1% do volume da inducéo) e deixados
sob agitacdo por aproximadamente 3 horas e meia até atingir a D.O.gp0 de 0,3 — 0,6.
Apés o0 crescimento, foi adicionado 1 mM de IPTG (isopropill-3-D-1-
tiogalactopiranosida) para ativar o processo de indugcdo da traducéo de Ric ¢ 3
nativa recombinante (nrRic ¢ 3) e Ric ¢ 3 mutante recombinante (mrRic ¢ 3). As
culturas que nao tiveram adicdo de IPTG foram avaliadas como controle “ndo
induzido”. Todas as culturas foram agitadas a 200 rpm e mantidas a 37 °C por 16

horas.
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3.9. Avaliacdo da expressao das proteinas recombinantes

A fim de confirmar a expressdo das proteinas recombinantes nrRic ¢ 3 e
mrRic ¢ 3 pela E. coli, foram realizadas Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 15% e
Western Blotting com anticorpo monoclonal anti- 6x-His Tag.

Primeiramente foi realizada a eletroforese (SDS-PAGE 15%) conforme
descrito por Laemmli (1970). Foi aplicado ao gel uma aliquota (20 pL do precipitado
da inducado) das amostras que foram submetidas a inducdo por IPTG e sem adicéo
de IPTG. A corrida foi realizada a 120 V e 400 mA.

ApGs esta etapa, o gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose
para realizagdo da técnica de Western Blotting (TOWBIN et al., 1979). A
transferéncia foi realizada em sistema semi-seco em um “sanduiche” de papel filtro
embebido em tampéao de transferéncia (20 mM de Tris, 145 mM de glicina e metanol
20%) sob uma corrente de 400 mA/ 100 V constantes, por 1 hora.

Apos a transferéncia, a membrana foi embebida em tampéao blogueador (PBS
Tween 0,05% e 3% de leite em po desnhatado) por um periodo de 1 hora.
Posteriormente, foi diluido no tampéao bloqueador o anticorpo primario anti His-Tag e
incubado por 18 horas a 4° C. Em seguida a membrana foi lavada 3 vezes em PBS
Tween 0,05% (PBST), com duracdo de 5 minutos por lavagem. Apos, a membrana
foi incubada por 1 hora com anticorpo secundario anti-mouse conjugado com HPR
(Horseradish Peroxidase) diluido em tampdo bloqueador. Apdos o periodo de
incubacéo foi realizada novamente 3 lavagens de 5 minutos cada em PBST. A
revelacao foi feita utilizando o Kit - ECL™ Western Blotting Detection Reagent, que

faz a deteccédo por quimiluminescéncia.

3.10. Obtencéo das proteinas expressas

3.10.1. Lise celular

Apés as etapas de inducdo e confirmagédo através de W. Blotting, seguimos
para a etapa de lise celular. Extratos bacterianos induzidos foram selecionados e

transferidos para tubos de centrifuga. Estes foram centrifugados por 30 minutos a
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5.000 g. Posteriormente o sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi
adicionado Tampao de Uréia 8 M, ficando no orbital por no minimo 15 minutos até o
gue todo o material fosse resssupendido.

O material seguiu entdo para etapas na French® Press, que através de alta
pressdo, rompe a parede celular das bactérias. E ap0s a lise celular, foi realizada
uma nova centrifugacdo por 10 minutos a 5000 g. O sobrenadante foi utilizado na

etapa seguinte.

3.10.2. Cromatografia de afinidade (niquel-agarose)

Ao final da etapa de lise celular na French® Press, seguimos para a
purificacdo das proteinas recombinantes através da cromatografia de afinidade a
niquel. A escolha do método de purificacdo da proteina expressa com vetor pET-32
EK-LIC foi pela expressdo das proteinas recombinantes estarem fusionadas a 6
histidinas.

A coluna foi carregada com 400 pL de resina agarose contendo niquel (Ni**) e
equilibrada com 4 mL de Tampéao de Ligacdo pH 8,5 (Tris 50 mM, NaCl 100 mM,
Uréia 8M). Posteriormente, foi adicionado 1 mL do extrato bacteriano e esse foi
misturado a resina. Essa resina foi colocada no tubo Falcon com o restante do
extrato e levada para agitacéo no orbital por cerca de 30 minutos.

Terminado esse periodo, a resina junto com o0 extrato bacteriano foi
recolocada na coluna e entdo foram realizadas duas lavagens de 4 mL (total de 8
mL) com Tampao de Lavagem pH 6,3 (citrato de sodio dihidratado, acido citrico,
Uréia 8 M, NaCl 100 mM).

A eluicao das proteinas foi feita com 400 uL de Tampéao de Eluicdo pH 4,5
(citrato de sédio dihidratado, acido citrico, Uréia 8 M, NaCl 100 mM). Foram

coletadas 8 fracdes de 400 pL cada.

3.10.3. Didlise

Apoés a obtencdo das amostras purificadas na cromatografia de afinidade —
niquel agarose, o material passou por uma etapa de dialise para a separacao

segundo o gradiente de concentracdes. Foram utilizadas as amostras purificadas
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que apresentaram valor maior que 0,1 mg/ml apés leitura em espectofotbmetro
NanoDrop ™2000.

A membrana da didlise foi cortada e hidratada com agua destilada. As
proteinas recombinantes obtidas foram entdo dialisadas extensivamente contra
Tampéo Fosfato Salino — PBS 1x, durante 24 horas a 4 °C com 3 trocas de tampé&o.

Ao término desse periodo, os materiais foram recolhidos, dosados novamente

e armazenado em freezer -20 °C para utilizacdo nas etapas seguintes.

3.11. Ensaios Biolégicos

Ensaios biolégicos foram realizados para verificar a presenca de atividade nas
proteinas recombinantes expressas assim como confirmar a hipoalergenicidade de

mrRic ¢ 3.

3.11.1. Imunizag&o dos animais

Inicialmente, camundongos Black-C57 (C57/BL6) (n = 6/ grupo) foram
tratados duas vezes com 100 pL das proteinas nrRic ¢ 3 e mrRic ¢ 3 na
concentracédo final de 1mg/ml conjugada a 100 uL de adjuvante completo de Freund

por via subcutédnea com intervalo de 21 dias para cada imunizagdo (Esquema 1).

3.11.2. Obtencéao do soro

Sete dias ap6s a segunda imunizacdo, o sangue dos animais tratados foi
coletado via puncao do plexo retro-orbital. Para isso, os animais foram anestesiados
com 0,5 mL de mix de anestésico (Cetamina + Xilasina) e a coleta foi feita com
auxilio de um tubo capilar. Apds a coleta, o sangue coletado foi centrifugado por 10
minutos a 7.000 rpm para a obtencdo do soro. Estes soros foram utilizados nas

etapas seguintes.
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Esquema 1: Protocolo de imunizacdo. As setas representam os dias de imunizacdo e o ponto
representa o dia da coleta de sangue. Fonte: prépria autoria.

3.12. Ensaio de Imunoabsorcao enzimética (ELISA)

Foi realizado um ensaio de ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) para analise dos niveis de IgE, IgG e IgG1 especificos no soro dos animais
tratados. Uma placa de 96 pocos foi sensibilizada com 500 ng das proteinas
recombinantes, nrRic ¢ 3 e mrRic ¢ 3, em 50uL de Tampéao carbonato pH 9,6 e
incubada por 1 hora a 37 °C. Em seguida, foi adicionado 200 pyL de solugcéo de
bloqueio, composta por PBS contendo Soro Fetal Bovino (SFB), ficando incubada
por 1 hora. Apos o periodo de incubacéo, foi realizada uma lavagem com PBS.

Posteriormente, foi adicionado aos pog¢os 50 pL dos soros dos camundongos
imunizados (anticorpo primario) diluidos nas proporc¢des de 1: 10 em PBS contendo
10% de SFB e 5% de extrato bacteriano, ficando incubados durante 1 hora a 4 °C,
seguidas de 6 passos de lavagem com PBS.

Seguindo, foi realizada a incubagcdo com o anticorpo secundario nas
propor¢des: IgE - 1: 2000; IgG - 1: 5000; IgG1 - 1: 5000, durante 1 hora a 4 °C,
seguidas de mais 6 passos de lavagem com PBS.

A deteccao foi realizada utilizando TMB (Tetrametilbenzidina) e 50 uL de
acido sulfarico (H.SO4) 1M adicionado apos a reacao ficar azul. A densidade otica foi

analisada em leitor de microplacas 450 nm.

3.13. Ensaio de Desgranulacdo de mastocitos

O ensaio de desgranulacdo de mastocitos foi realizado como proposto por

(Deus-de-Oliveira et al., 2011b). Inicialmente, para obtencéo de mastocitos, 3 Ratos
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Wistar com aproximadamente 250 gramas foram sacrificados por asfixia em CO»
(Diéxido de Carbono) e a cavidade peritoneal lavada com 20 mL de Meio DMEM
(Dulbecco Modification of Minimum Essential Media) gelado contendo 12 u/ mL de
Heparina.

Cerca de 15 mL do lavado retirado do peritdnio do animal, foi colocado em
placa de Petri e incubado por 30 minutos a 37 °C para separar os mastocitos dos
macrofagos. Apos este periodo, 2/3 do sobrenadante foi retirado cuidadosamente e
descartado. O volume restante, do meio enriquecido com mastocitos, foi dividido em
aliquotas de 100 pL (aproximadamente 1.0 x 10* células).

Essas aliquotas de meio enriquecido com mastocitos foram incubadas com 2
uL de soro total anti-albumina 2S de mamona e 10 pL de nrRic ¢ 3 ou mrRic ¢ 3 na
concentracédo final de 10 pug/ mL, durante 1 h a 37 °C. Para o controle positivo, as
células foram incubadas com 2 L de soro total anti-albumina 2S de mamona e 10
puL do pool de Albuminas 2S (Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3) e para o controle negativo, a
incubacédo do meio foi apenas contendo 2 pL de soro.

ApoOs o periodo de incubacéo, foi feita a contagem diferencial dos mastoécitos
por microscopia otica. A suspenséo de células incubadas (controle positivo, negativo
e teste) foram adicionados 10 pL de solugdo aquosa contendo azul de toluidina
0,1%, formaldeido 10% e &cido acético 1%, pH 2,8, para evidenciar a observacao
dos granulos celulares.

A contagem diferencial entre células integras e desgranuladas foi realizada
utilizando camara de Neubauer, com contagem nos quatro quadrantes, através da

observacdo em microscopio 6ptico Zeiss Axioplan.

4. Resultados

4.1. Inducéo da expressao de nrRicc 3emrRicc 3

As construgdes nRic ¢ 3-pET e mRic ¢ 3-pET foram utlizadas para
transformacdo da cepa E. coli linhagem Rosetta-gami, (DE3z) pLysS. Apds o
processo de transformacao bacteriana, foi entdo realizada a inducdo da expressao

das proteinas adicionando 1 mM de IPTG.
46



Através da analise eletroforética em Gel de Poliacrilamida 15%, foi possivel
observar que as células de E. coli - Rosetta-gami submetidas a inducédo
expressaram um perfil proteico com banda de aproximadamente 29 kDa, né&o

visualizada nas células que néo foram induzidas (Figura 10).

Figura 10: Visualizacédo eletroforética da inducédo da expressédo de nrRic ¢ 3 e mrRic ¢ 3com
1mM de IPTG por SDS-PAGE. PM: Padrdo de massa molecular; aN e aM: representam os extratos
controle “Nao Induzido” de nrRic ¢ 3 e mrRic ¢ 3 respectivamente; bN e bM: representam os extratos
Induzidos de nrRic ¢ 3 e mrRic ¢ 3 respectivamente. Fonte: Dados da pesquisa.

As proteinas expressas passaram entdo pelas etapas de lise celular e
purificacdo por cromatografia de afinidade a niquel e a confirmacdo se deu pelo
ensaio de Western Blotting utilizando anticorpo primério anti-6x-His Tag (Figura 11).

Figura 11: Analise da inducao da expressédo por Western Blotting apos etapa de purificacdo em
coluna Ni-NTA utilizando anticorpo primario anti-His (1: 4000). A: expresséo de mrRic ¢ 3; B:
expressdo de nrRic ¢ 3. Fonte: Dados da pesquisa.
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4.2. Avaliacao do perfil de anticorpos produzidos no processo de Imunizacao
em camundongos Black-C57

Um ELISA foi realizado a partir do soro obtido de cada animal imunizado (6
animais por grupo) seguindo o protocolo de 21 dias entre as imunizagfes. Através
da avaliacéo do perfil de producéo de anticorpos IgE, IgG total e IgG1, foi observado
que na razao IgE/IgG total do grupo tratado com a proteina recombinante natural
(nrRic ¢ 3), a producdo de IgE foi maior do que no grupo tratado com a proteina
mutante (mrRic ¢ 3). Além disso, quando observamos a razdo 1gG1/IgG total, o
grupo tratado com nrRic ¢ 3 também apresentou niveis altos de IgG1 em relacdo a
IgG total, diferente do grupo tratado com a mutante, que teve valores menores
(Figura 12). Tanto IgE quanto 1gG1l sao anticorpos produzidos em reagbes de
hipersensibilidade do tipo | (reacdes alérgicas), dessa forma consideramos que a
proteina recombinante natural (nrRic ¢ 3) manteve sua capacidade de ligacdo a IgE
especifica e que as mutacOes realizadas na regido codificante de Ric ¢ 3,
diminuiram a capacidade de ligacdo da proteina recombinante mutante (mrRic c 3),

assim como objetivamos.
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Figura 12: Perfil de anticorpos produzidos apés imunizagao com nrRic ¢ 3 e mrRic ¢ 3. A:
Razéao IgE/ IgG total e B: Razado IgG1/ IgG dos grupos tratados com as proteinas natural e mutante
respectivamente. O ensaio foi realizado em duplicata. Fonte: Dados da pesquisa — GraphPad Prism
8.
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4.3. Analise da atividade alergénica

A andlise da atividade alergénica das proteinas recombinantes foi observada

através do ensaio de desgranulacdo de mastdcitos realizado em triplicata.

Inicialmente foi observada a diminuicAo na capacidade de desgranulacdo de

mastoécitos, como proposto pelas mutacdes realizadas na sequéncia génica. Por

meio deste ensaio, pode-se observar que mrRic ¢ 3 (recombinante mutante) induziu

20% de desgranulacgéo, valor bem préximo ao controle negativo, 12%. Ja a proteina

recombinante sem mutagcbes (nrRic ¢ 3) induziu 62% de desgranulacdo dos

mastécitos e o extrato contendo Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 (pool de albuminas 2S de

mamona) — controle positivo, induziu 70%. (Figura 13).
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Figura 13: Ensaio de desgranulacdo de mastdcitos. nrRic ¢ 3 (mastdcitos + soro anti-albumina 2S

+ Ric ¢ 3 recombinante); mrRic ¢ 3 (mastdcitos + soro anti-albumina 2S + Ric ¢ 3 mutante
recombinante). Albuminas 2S/ controle positivo (mastécitos + soro anti-albumina 2S + Pool de
Albuminas 2S - Ric c 1 e Ric ¢ 3); Controle negativo (mastdcitos incubados apenas com soro anti-

albumina 2S). O ensaio foi realizado em triplicata. Fonte: Dados da pesquisa.
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5. Discussao

Sabe-se que a prevaléncia das alergias mediadas por IgE tem crescido ao
redor do mundo e no Brasil, ha cerca de 16 milhdes de pessoas alérgicas (ASBAI,
2022). A preocupacao em relacdo ao nosso pais aumenta quando observamos o
crescimento do cultivo da mamona (Ricinus communis), pois esta apresenta um
grande potencial téxico e alergénico dado pelas proteinas presentes em suas
sementes e polen. A situacdo se agrava pela presenca de respostas cruzadas entre
alérgenos da mamona com alérgenos de fontes alimentares e aeroalérgenos.

Su et al. (2016) projetaram uma imunoterapia a partir do alérgeno Cry j 2 do
pélen do cedro vermelho japonés. Os resultados indicaram que a vacina é segura e
tem potencial terapéutico para individuos sensiveis ao polen do cedro japonés e ao
Montain cedar (MC). MC reage de forma cruzada com o alérgeno do poélen do cedro
japonés. Os pesquisadores entdo verificaram que as proteinas Jun a 1 e Jun a 2 de
MC compartilham 80% e 71% de identidade com Cry j 1 e Cy j 2 respectivamente,
sendo essa uma terapia eficaz para os dois grupos.

Estudos visando conhecer melhor os mecanismos alérgicos e buscando
estratégias para profilaxia de doencas alérgicas tem sido de grande importancia,
pois, reduziriam os casos de alergia e consequentemente os gastos da saude
publica com medicamentos que tratam apenas os sintomas (van Zelm et al., 2021).

Tratamentos convencionais contra doencas alérgicas se baseiam em uso de
anti-histaminicos, que aliviam os sintomas da alergia, mas ndo curam nem previnem
a doenca. A producdo de mutantes hipoalergénicos € uma das abordagens
promissoras na protecao contra o desenvolvimento de respostas alérgicas (Jongejan
et al., 2016). E € com base nessa probleméatica que o presente estudo foi
desenvolvido.

O objetivo principal dessa pesquisa foi o desenvolvimento de um
hipoalérgeno, uma proteina recombinante desenvolvida a partir de Ricinus
communis, contendo mutacbes em residuos de aminoacidos especificos e
estratégicos, para utilizacdo como uma imunoterapia alérgeno-especifica.

Essa pesquisa teve inicio baseada no estudo “in silico” de modelagem
molecular por homologia de Nascimento (2009). A proposta era que mutagdes
tedricas trocando aminoacidos especificos e importantes no desencadeamento da

alergia, reduziriam o potencial alergénico da proteina. Analisamos a sequéncia
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génica que codifica a isoforma Ric ¢ 3 e desenhamos o gene sintético, contendo
outras trocas de aminodcidos, além das propostas, que julgamos importantes nessa
interacdo com a IgE.

Foram substituidos ao todo, nos 4 epitopos ligantes de IgE, dez residuos
especificos de acidos glutamicos (E) por residuos de leucina (L) e 1 residuo de &cido
aspartico (D) por residuo de leucina dentro do peptideo de ligacdo entre as cadeias
leve e pesada da isoforma (Figura 7).

Um estudo in silico realizado com o aeroalergeno Zea M 1, alérgeno do poélen
de milho, apresentou potencial significativo para a producdo de uma vacina. Os
pesquisadores avaliaram 0s epitopos importantes para compor uma vacina baseada
na combinacao de epitopos de células B e T e concluiram que o epitopo de célula T
apresentou um ajuste ideal e estavel ao sulco de ligacdo do complexo MHC I, sendo
um forte promissor para a criagdo de uma imunoterapia (Basu et al., 2018).

Outro estudo in silico mais recente projetou variantes mutantes do alérgeno
do acaro da poeira domeéstica, Der p 21 (Dermatophagoides pteronyssinus).
Simulagdes de dinamica molecular demonstraram os efeitos globais dessas
mutacdes na estabilidade estrutural do alérgeno (Santos et al., 2022).

A regido codificante foi entdo sintetizada comercialmente e toda etapa de
clonagem, transformacéao, inducéo e purificagdo seguiu como descrito nos itens 3.3
a 3.10.3.

E importante destacar que em sua forma natural, na planta, as isoformas
alergénicas das albuminas 2S séo formadas por duas cadeias polipeptidicas unidas
por pontes de enxofre. Estas isoformas sdo produzidas a partir de um dnico
precursor que sofre processamento pos-traducional por endopeptidases e
carboxipeptidases, liberando as duas isoformas, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, ambas
constituidas de duas cadeias polipeptidicas (Irwin et al., 1990). No entanto, este
processamento poderia ndo ocorrer um sistema bacteriano de producdo de
proteinas recombinantes. Nossa abordagem de produzir Ric ¢ 3 mutante
recombinante como uma Unica cadeia polipeptidica foi também adotada por Pantoja-
Uceda et al. (2003) que produziu Ric ¢ 3 recombinante para estudos estruturais de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Pantoja-Uceda et al. (2003) elucidou a

estrutura tridimensional de Ric ¢ 3, mas nao avaliou suas propriedades bioldgicas.
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J& a producao da proteina recombinante sem mutagfes (nrRic ¢ 3) se deu a
partir da extracdo do DNA da folha de R. communis seguido por um PCR a fim de
amplificar a regido genémica correspondente a Ric ¢ 3. Este gene foi clonado em um
vetor de clonagem e utilizado para transformar uma cepa de E. coli para a sua
replicacdo e manutencdo em um sistema biologico. O plasmideo produzido por
Pacheco-Soares et al. (2018) foi extraido e armazenado em freezer -70°C e cedido a
esta pesquisa para sua utilizacao.

Apés a obtencdo dos plasmideos contendo as regides codificantes das
proteinas natural e mutante, realizou-se a clonagem em vetor de expressao pET-32
EK/LIC. Este vetor foi escolhido por inserir as proteinas recombinantes a tioredoxina
(Trx), que auxilia na solubilidade e contribuiu para a formacéo de pontes dissulfeto
nas proteinas. E conhecido que a producio de proteinas recombinantes em
bactérias as vezes se torna dificil devido a sua insolubilidade e pela ndo formacéo
de pontes dissulfeto na proteina recém-sintetizada. Geralmente, problemas como
esses fazem com que a proteina recombinante produzida ndo apresente a mesma
atividade biologica da proteina naturalmente expressa (GRASLUND et al., 2008).

Para a sintese de Ric ¢ 3 natural e mutante, estas alteragfes, fornecidas pelo
uso do vetor de expressao pET-32 EkK/LIC, se mostraram eficientes na producdo da
proteina recombinante, como pode ser observado pela técnica de Western Blotting
utilizando anticorpo primario monoclonal anti-6x-His Tag e nos ensaios realizados.

Trabalhos recentes corroboram com a nossa proposta de producdo de
hipoalérgenos a partir de mutagées em aminoéacidos pontuais. Como nesse estudo
de Raith et al., (2019) em que foi produzida uma variante hipoalergénica do pélen de
graminea (Phl p 7), importante alérgeno respiratério, cuja capacidade de ligacédo a
IgE depende da presenca de calcio. Os pesquisadores realizaram mutacdes
pontuais especificas nas regides de ligacdo ao calcio do alérgeno e os resultados de
ensaios de Dot Blot realizados com soros de pacientes sensibilizados com Phl p 7
mostraram uma reatividade de IgE drasticamente reduzida do mutante em
comparacao a proteina selvagem, e os ensaios de ativacdo de basdfilos indicaram
uma atividade alergénica significativamente reduzida.

No trabalho de Santos et al. (2022) foram selecionadas quatro substituicoes
principais (D82P, K110G, E77G e E87S) para construir variantes mutantes do

alérgeno Der p 21. Estas variantes foram entdo expressas de forma recombinante
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em bactérias e testadas para suas reatividades de IgE, onde duas dessas variantes
mostraram reatividade reduzida com IgE.

Iniciamos nossas analises de atividade biologica das proteinas recombinantes
idealizando um protocolo de imunizagcdo em camundongo Black-C57 (C57/BL6) com
a finalidade de observar o perfil de anticorpos produzidos durante a imunizagdo com
nrRic ¢ 3 (proteina natural recombinante) e mrRic ¢ 3 (proteina mutante
recombinante). Esta analise comprovou que 0s animais que foram imunizados com
nrRic ¢ 3, a producédo de IgE e IgG1 foi maior do que no grupo tratado com mrRic ¢ 3
(proteina mutante). Sabe-se que tanto IgE quanto IgG1l sdo anticorpos produzidos
em reacdes de hipersensibilidade e esta diretamente relacionada com o perfil Th2
alergénico (Focke-Tejkl et al., 2015).

Um estudo clinico foi realizado com pacientes ndo alérgicos ao polen de
bétula (Bet v 1) por 2 anos, onde foram administradas 3 doses da vacina contendo
recombinantes hipoalergénicos com intervalo de 1 més entre as doses por via
subcutanea. Os pesquisadores observaram que a maioria dos pacientes imunizados
com a vacina hipoalergénica recombinante induziu niveis de anticorpos IgG contra o
alérgeno Bet v 1, sugerindo que esses anticorpos agem bloqueando a interacao da
IgE com o alérgeno (Campana et al., 2019).

Continuando nossas andlises sobre o potencial alergénico das proteinas
recombinantes, realizamos o ensaio de desgranulacdo de mastocitos. Aqui foi
possivel verificar que o potencial alergénico da proteina recombinante sem mutacao
(nrRic ¢ 3) se manteve proximo ao controle positivo (pool de Albuminas 2S). No
entanto, esta capacidade foi reduzida quando as células pré sensibilizadas foram
incubadas com mrRic ¢ 3, 0 que comprova que a alteracdo dos residuos de
aminoéacidos impediu a ligacdo entre a IgE presente na membrana das células e a
proteina mutada.

Nossos resultados contribuem para o estudo da eficacia da producdo de
proteinas recombinantes hipoalergénicas a partir de mutacbes em aminoacidos
pontuais para o desenvolvimento de imunoterapia alérgeno-especifica. Ha ainda a
necessidade de novas analises, como utilizando soro de pacientes que sejam
alérgicos a algumas das fontes que apresentem reacdo cruzada com os alérgenos

de R. communis.
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Com isso é importante ressaltar que todo estudo de alergia baseia-se na
importdncia do alérgeno para uma determinada populacdo, sendo assim é
fundamental a criacdo de banco de soros de pacientes sensibilizados para que se
forneca um painel dos alérgenos predominantes no Brasil. Na Europa foram criadas
redes integradoras que visam desde o controle e monitoramento do ar, como a rede
europeia de aerobiologia, até a criagdo de banco de soros de pacientes alérgicos,
com a finalidade de detectar as prevaléncias das respostas alérgicas (Chapman et
al., 2008; Lupinek et al., 2015). Projetos como esses Sao escass0s na pesquisa
brasileira, porém possui grande relevancia, pois visam o0 entendimento da
sazonalidade dos aeroalérgenos e através do conhecimento do perfil da populacéo
alergénica haveria uma maior facilidade no direcionamento do desenvolvimento de
vacinas imunomoduladoras para o tratamento e prevencdo da doenca alérgica
(Pacheco-Soares et al., 2018).

Em sintese, perante a problematica das doencas alérgicas no Brasil,
acreditamos que este trabalho contribuiu para elucidar mecanismos para novas

abordagens terapéuticas a partir da producédo de um hipoalérgeno.
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6. Conclusao

Com o trabalho realizado podemos concluir que foi possivel:

e Clonar e superexpressar Ric ¢ 3 em forma de cadeia Unica, em um sistema de
expressao bacteriano;

e Desenhar e sintetizar o fragmento génico correspondente a Ric ¢ 3 contendo
mutacOes especificas (mrRic ¢ 3) também em um sistema de expressao

bacteriano;

e mrRic ¢ 3 pode ser considerada um hipoalérgeno pois impediu a resposta Th2,

induziu resposta Thl e reduziu a desgranulacédo de mastécitos mediada por IgE.

Ric ¢ 3 recombinante mutante apresenta potencial para a producdo de
vacinas para tratamento de pacientes alérgicos a mamona e a alérgenos que
apresentam repostas cruzadas. Em sua totalidade, os resultados demonstraram que
mrRic ¢ 3 € uma proteina hipoalergénica que pode ser usada no desenvolvimento de

AIT mais eficaz e segura.
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7. Anexos

A. Sequéncia do gene sintético (constru¢cdo n° 18AC5XNC) — Invitrogen by

Thermo Fisher Scientific

Your GeneOptimizer Assisted invitrogen
Sequence Analysis e i St

cusiomer  Universidade Estadual do Norte Fluminense, André Corstruct Ho:  1BACSXNC

Carvalho Gene ength: 348 bp
Gene name: RiC_c3_mut_mari_2018 Rl K BT
scentist  HailQuyen Arenskoetter e Ll CETITE-01

Anatyzed ior expression in:  INon optimized
Anatysis created: BIZ4P2018 | 527 PM)

Analyzed with GeneOplimizer

GC Content

Average GC content: 48 4%
The phats show the GC content in a 40 bp window centered at the Indicated nuckeotide position.

Gamafurt™'s s oplim aton promss & certhed acooeding i the stamdands of IS0 5001 (regisiration o 12 100 24371 2) Our internal
quality managemenl system covers all aspeds from gene optimization io gene syninesis, DA sequencing 25 wol as sales and senioe

| cerafy fo e best ol vy knowdedge that: (1) no special salety precautions are needed for the producSon of e below menSioned DRNA and
[2) trar bezlow meenRoned DMNA sequence will B2 uEed inaocondancs with applicable lows and regulations.
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| agree that the following sequence 1BACSXMNC shall be synthesized by Thermo Fishar Scientific
according to the conditions described in the quotation.

date signature
Sequence

cusmer  Universidade Estadual do Norte Fluminenss, André Carvalho
Gene name: Ric_c3_mul_mari_2018

Construct Hee TRACSXMC

Gene lergi: 348 bp
Optimized for espeession in: Mo i
Araiysis oreated: BI2412018 | 5:27 PM)

SacT
TTGTCAARGGETGAAAGG TTGEGATOGAGC TOGCAGCAATGCCGCCAGTTGGTTCAGAGS
] e T +

SacI

21 23 25 27 29 I 33 L 37 3%

TG T TGETG T TARGGATGCCTGEAT TG T TGARCCAGCAGC AGGRAGAGCCAGCARC TCCRG
1?2 -————-——————— N - +

PEI1MT
CRAATGC T CRATCAGETAARAGC ARG TAAGAGATGARTGCCAATGTTTGLGCAATCARRTAT
18] e e e S +
T TACGAC G T TAG T CCRT I TG T T AT ICTCTAC TTAC GG TTACARRCCGTTRGTTTATA
@ C C W g v KE @ v R Ob E C @ C L A I K ¥

EspMI
Aarl Sphr
CRGAGAGCAGGTGAAAT TG TAT CTTICT TR GETE TGO GTTECATGIGEC
01 - e R T
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@ R A G E I ¥ 8 8 C @3 ¥ R C H R
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B. Aprovagdo no Comité de Etica no Uso de Animais do setor de Ciéncias

Bioldgicas da Universidade Federal do Parand (CEUA/BIO — UFPR)

e MINISTERIO DA EDUCACAD
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8. Apéndices

Abaixo, as publicaces que foram produzidas durante o desenvolvimento desta tese:

e Capitulo de livro: Current developments in Allergen-Specific Immunotherapy:
A brief review. IntechOpen. DOI: 10.5772/intechopen.106280

Autores: Mariana Giarola Benedito Bartholazzi, Tatiana de Morais Lodi e Olga Lima

Tavares Machado

e Artigo submetido ao periédico Clinical & Experimental allergy.

Titulo: Production of a Ric ¢3 hypo-allergen with no IgE binding or anaphylactogenic

activity.

Autores: Mariana Giarola Benedito Bartholazzi, Tatiana de Morais Lodi, Eloise de
Souza Mello, André de Oliveira Carvalho, Breno Castello Branco Beirdo e Olga Lima
Tavares Machado.
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