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E, finalmente, tenho aprendido que...

Quanto menos tempo tenho, mais coisas consigo fazer.
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RESUMO

A alergia alimentar € uma reac&do adversa a alimentos que envolve eventos
imunoldgicos considerada um problema de saude publica. As oleaginosas comestiveis
apresentam na sua composi¢ao proteinas alergénicas da classe das albuminas 2S. O
indice de alergia alimentar esta aumentando e o tratamento farmacoldgico consiste no
uso de antialérgicos, que apenas reduzem os sintomas da doenga, e nas imunoterapias
com extratos padronizados, que por conterem outras proteinas alergénicas, podem
ocasionar reagdes adversas. Para minimizar os impactos da alergia alimentar é
fundamental o desenvolvimento de tratamentos personalizados. Assim, torna-se
necessario a compreensao dos alérgenos e a caracterizagao dos epitopos ligantes de
IgE e de células B e T. Realizamos neste trabalho um estudo in silico dos alérgenos da
classe das albuminas 2S presentes no amendoim, gergelim, nozes, castanha de caju,
castanha do Brasil, avela e pistache. Através do banco de dados PDB obtivemos as
sequéncias dos alérgenos utilizadas para a predicdo do peptideo sinal no software
SignalP 5.0, que posteriormente foram alinhadas no software Clustal Omega,
priorizando o alinhamento dos residuos de cisteina e destacando as regides
conservadas entre os alérgenos. As propriedades fisico-quimicas foram preditas no
software ProtParam, demonstrando proteinas de baixa massa molecular. As estruturas
secundarias foram preditas no software PHD, destacando a predominancia de a-hélices.
Os epitopos de células B foram preditos nos softwares Bepipred-IEDB, BcePred e
BCPreds, e os epitopos de células T no NetMHCII. A partir destas analises, projetamos
um peptideo quimérico que contém epitopos de células T derivados dos alérgenos de
pistache, gergelim, castanha de caju e amendoim. A estrutura secundaria do peptideo
foi predita no software PHD, demonstrando uma estrutura rica em a-hélices, e
determinada por espectrometria de dicroismo circular, que revelou estruturas alfa
helicoidais e estruturas secundarias ndo ordenadas. A antigenicidade foi avaliada pelo
software  ANTIGENpro, apresentando baixo potencial de antigenicidade, e pelo
Predicted Antigenic Peptides, destacando um fragmento na sequéncia com agao
antigénica. O peptideo quimérico foi sintetizado, e definimos entdo que o gergelim e
amendoim, que s&o duas oleaginosas comumente consumidas, prosseguissem com a
extracao, purificagdo e caracterizagao das proteinas. A partir das proteinas albuminas
2S e do peptideo sintético, ensaios in vivo e in vitro de proliferagao de células T foram
realizados. Observamos uma resposta proliferativa um pouco superior nos animais
sensibilizados com amendoim. Ja para os animais tratados in vivo com o peptideo, a
proliferagéo celular foi superior nos animais sensibilizados com gergelim e estimulados
in vitro com o peptideo. O tratamento com o peptideo quimérico reduziu os niveis de
IgG1 e IgE, e a avaliagao do seu efeito sobre a producao de citocinas demonstrou sua
potencial acdo imunomoduladora, considerando ser um bom candidato para
imunoterapia.

Palavras-chave: albumina 2S, alergia, epitopo, imunoterapia, oleaginosas comestiveis.



ABSTRACT

Food allergy is an adverse reaction to food that involves immunological events
and is considered a public health problem. Edible oilseeds contain allergenic proteins
from the 2S albumin class. The rate of food allergy is increasing and pharmacological
treatment consists of the use of antiallergic drugs, which only reduce the symptoms of
the disease, and immunotherapies with standardized extracts, which, as they contain
other allergenic proteins, can cause adverse reactions. To minimize the impacts of food
allergies, it is essential to develop personalized treatments. Therefore, it is necessary to
understand allergens and characterize the IgE binding epitopes and B and T cell
epitopes. In this work, we carried out an in silico study of allergens from the 2S albumin
class present in peanuts, sesame, walnuts, cashew nuts, Brazil nuts, hazelnuts and
pistachios. Using the PDB database, we obtained the allergen sequences used to predict
the signal peptide in the SignalP 5.0 software, which were subsequently aligned in the
Clustal Omega software, prioritizing the alignment of cysteine residues and highlighting
the conserved regions between the allergens. The physicochemical properties were
predicted using the ProtParam software, demonstrating low molecular mass proteins.
The secondary structures were predicted using the PHD software, highlighting the
predominance of a-helices. B cell epitopes were predicted in Bepipred-IEDB, BcePred
and BCPreds software, and T cell epitopes in NetMHCII. From these analyses, we
designed a chimeric peptide that contains T cell epitopes derived from pistachio,
sesame, cashew and peanut allergens. The secondary structure of the peptide was
predicted in the PHD software, demonstrating a structure rich in a-helices, and
determined by circular dichroism spectrometry, which revealed alpha helical structures
and unordered secondary structures. Antigenicity was evaluated by the ANTIGENpro
software, showing low antigenicity potential, and by Predicted Antigenic Peptides,
highlighting a fragment in the sequence with antigenic action. The chimeric peptide was
synthesized, and we then decided to use sesame and peanuts, which are two commonly
consumed oilseeds, to proceed with the extraction, purification and characterization of
the proteins. Using the 2S albumin proteins and the synthetic peptide, in vivo and in vitro
T cell proliferation assays were performed. We observed a slightly higher proliferative
response in animals sensitized with peanuts. For animals treated in vivo with the peptide,
cell proliferation was higher in animals sensitized with sesame and stimulated in vitro
with the peptide. Treatment with the chimeric peptide reduced the levels of IgG1 and IgE,
and the evaluation of its effect on the production of cytokines demonstrated its potential
immunomodulatory action, considering it to be a good candidate for immunotherapy.

Keywords: 2S albumin, allergy, epitope, immunotherapy, edible oilseeds.
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1. Introducao

A alergia alimentar € um problema de saude publica que impacta na qualidade
de vida de pacientes sensibilizados e alérgicos. Apds 0 consumo ou a exposi¢cao
acidental a alimentos alergénicos, inicia-se o desenvolvimento da alergia, com
manifestagdes clinicas como a dor abdominal, diarreia, vomitos e anafilaxia (SOLE et
al., 2018).

A alergia alimentar atinge desde os bebés e estende-se a criangas e adultos,
mas recentemente os dados indicam que as taxas sdo mais elevadas na populagéo
adulta (WARREN; JIANG; GUPTA, 2020). Pais de bebés apontaram que
aproximadamente 23,5% de seus filhos apresentam alergia alimentar, mas esses dados
foram superestimados, pois apds avaliagdo meédica e testes de provocagao oral
confirmou-se apenas 1,9% (VIEIRA et al., 2020).

A prevaléncia da alergia alimentar na populagdo em geral é estimada entre 2 e
10%, destacando-se as nozes, castanhas e amendoim as oleaginosas que mais causam
alergias (OCHFELD; PONGRACIC, 2019). Essa prevaléncia varia entre as regides. Na
Europa, a alergia a avela é predominante, pois ocorre com frequéncia a reagéo cruzada
com polen de bétula. No Reino Unido e Australia a castanha-do-para possui maior
potencial alergénico, e nos Estados Unidos a améndoa e a castanha do caju se
destacaram mais (MCWILLIAM et al., 2020).

No Brasil, pouco se sabe sobre a prevaléncia da alergia alimentar, pois os dados
s&0 escassos, e os estudos se limitam a grupos especificos de alérgenos, os registros
de prevaléncia se baseiam no teste cuténeo, na quantificagdo de IgE especifica ou na
percepcgdo de pacientes, o que implica na superestimacao da prevaléncia, dificultando
assim a analise dos dados reais (GONCALVES et al., 2016).

Na regido central do Brasil, a prevaléncia foi estimada com individuos adultos
entre 18 a 65 anos, empregando um questionario europeu, a fim de reduzir possiveis
erros. Foi observado que 10,8% dos individuos relataram ter alergia alimentar, e os
alimentos mais apontados foram as frutas, leite, camarao e legumes. Destes individuos,
apenas 1% foi considerado com diagndstico médico de alergia alimentar (SILVA et al.,
2016). Em criangas com idade pré-escolar (4 a 59 meses) a prevaléncia foi de 0,61%
(GONGALVES et al., 2016).

Nos paises industrializados as oleaginosas sdao muito consumidas, o que
contribui com o aumento da alergia alimentar. Essas sementes sdo encontradas em
diversos produtos comercializados, e a fim de evitar a deflagragao da alergia, o paciente
deve ter o cuidado ao selecionar o que sera consumido e confiar no contetdo descrito
nos rotulos das embalagens (MENDES et al., 2019).
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Com aumento do numero de casos da alergia alimentar despertou-se uma maior
preocupagao nos servigos de saude, pois nos casos de reagbes anafilaticas graves e
que pode levar o paciente a 6bito, torna-se necessario a procura imediata por hospitais
e servigos de emergéncias (MACDOUGALL; BURKS; KIM, 2021).

Alguns estudos sugerem que para bebés a introdugéo precoce dos potenciais
alimentos alergénicos poderiam evitar a alergia alimentar mediada por IgE, mas isso
deve ser realizado com cautela pois, ndo se estende a todos os tipos de alimentos e
para toda a populacao de bebés (DEVONSHIRE; LIN, 2021).

Inicialmente, os cuidados requeridos para a alergia alimentar é evitar o consumo
do alimento alergénico, e caso tenha iniciado o processo alérgico, recomenda-se para
o tratamento das reagdes o uso de anti-histaminicos e da epinefrina (MACDOUGALL,;
BURKS; KIM, 2021). Entretanto, mesmo evitando certos tipos de alimentos, muitos
pacientes alérgicos relatam ingerir acidentalmente algum tipo de alimento alergénico
(COMMINS et al., 2016).

Atualmente existem varias alternativas para minimizar os problemas
desencadeados pelo consumo de alimentos alergénicos. No geral, o tratamento
convencional para alergias consiste na utilizagdo de farmacos que agem na redugao
temporaria dos sintomas, como os anti-histaminicos, porém eles ndo tém o poder de
cura da doencga. Por outro lado, surge a imunoterapia que atua na dessensibilizagao,
que pode ser administrada por diversas vias e ser utilizada nas doengas alérgicas (YU;
FREELAND; NADEAU, 2016).

A imunoterapia especifica para alérgenos (ASIT) consegue impedir a evolugéo
dos sintomas dos pacientes alérgicos e seus efeitos sdo mantidos mesmo apos a
retirada do tratamento. Através da ASIT, torna-se possivel alterar a resposta imune
especifica para o alérgeno e os efeitos do tratamento podem ser monitorados através
do aumento dos niveis de IgG especificos (VALENTA; CAMPANA; NIEDERBERGER,
2017).

Apesar dos beneficios da imunoterapia, ela possui um agravante por utilizar
extratos alergénicos naturais e conter diversos componentes além do alérgeno
sensibilizante, os quais podem desencadear eventos colaterais graves. Desta forma,
surge a necessidade de isolar, modificar ou substituir os alérgenos naturais, a fim de
melhorar suas caracteristicas, seguranca e eficacia. Isso se torna possivel através do
desenvolvimento de novos métodos alternativos que utilizam ferramentas de biologia
molecular e bioinformatica, os quais contribuem com a identificagdo dos peptideos
candidatos para a imunoterapia (TABESH et al., 2019).

O avango em pesquisas tornou-se possivel o desenvolvimento de farmacos

biolégicos para o tratamento das doengas alérgicas, que sdo mais especificos que os
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tratamentos tradicionais, mas em contrapartida, implicam em custos elevados e
requerem locais especializados e de pessoal qualificado para executar o tratamento
(DANIELL; KULIS; HERZOG, 2019).

Assim, considerando os impactos na saude publica gerados pela alergia
alimentar e nas alternativas disponiveis para o tratamento, nossos estudos se
concentram no isolamento, caracterizacao, identificagdo de epitopos de células B e T,
visando buscar uma estratégia de tratamento para a alergia alimentar baseada numa

imunoterapia com peptideos de epitopos de células T.

2. Revisao bibliografica

2.1. Importancia das oleaginosas comestiveis na alimentagao humana

As oleaginosas sdo alimentos muito consumidos pela populagéo. Dentre elas,
destaca-se o amendoim (Arachis hypogaea L.), devido a sua facilidade de ser
encontrado e de sua acessibilidade, o que o torna uma boa opcéo de consumo. O seu
consumo ocorre na forma natural, ou através de produtos processados como 6leos,
manteigas, amendoins salgados, em produtos de confeitaria dentre outros (BONKU; YU,
2020).

Estudos descreveram que a ingestdao do amendoim pode trazer beneficios a
saude humana, pois possui alto valor nutricional. Ele é capaz de oferecer energia devido
sua composi¢do, baseada em aproximadamente 50% de lipidios, 28% de proteinas e
15% de carboidratos. Todos os seus nutrientes sao importantes, pois estéo relacionados
com a reserva lipidica e muscular, o crescimento e desenvolvimento corpéreo. O
amendoim é fonte de minerais, vitaminas do complexo B e E, importantes no estimulo
do sistema imune e na digestao alimentar, é fonte de fibras, que atuam na reducao do
nivel de colesterol, nas doengas do coragado e na manutencao do peso. O seu consumo
também esta relacionado na redugao de doencas como o calculo biliar, obesidade,
hipertensao e cancer (BONKU; YU, 2020).

A castanha de caju (Anacardium occidentale L.) € uma oleaginosa de importante
valor econdmico sendo composta por proteinas, éleos de triglicerideos e carboidratos,
0 que favorece seu consumo na forma de petisco, como também pode ser encontrada
em farinhas e nos produtos processados. Entretanto, a castanha de caju contém
proteinas alergénicas responsaveis por causar reagdes exacerbadas no nosso sistema
imunoldgico (MENDES et al., 2019).

As castanhas de caju geralmente sdo consumidas apds serem torradas e séo

usadas em diversas preparacdes. Essas sementes além de serem ricas em proteinas
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vegetais, possuem muitos benéficos a saude e ja foram descritas no tratamento de
doengas como diabetes, infecgbes de pele e inflamagbdes (MENDES et al., 2019).

Outros produtos industrializados e derivados das oleaginosas que podem ser
encontrados no mercado sdo as bebidas baseadas em proteinas vegetais, obtidas a
partir das nozes e améndoas. Elas sdo consumidas em substituicdo ao leite de origem
animal, ja que possuem alto valor nutricional, ricas em calcio, fésforo e potassio, além
de possuirem sabor e textura agradaveis (QAMAR et al., 2019).

A avela (Corylus avellana) é amplamente consumida no mundo e sua produgao
dobrou nas ultimas décadas. Cerca de 90% dessa castanha é consumida sem casca e
encontrada em chocolates, biscoitos, cereais e produtos de confeitaria (BEYER et al.,
2002).

O gergelim (Sesamum indicum) é muito consumido na forma de sementes e
normalmente € encontrado em varios produtos como produtos paes, hamburgueres,
biscoitos. A semente de gergelim é composta por aproximadamente 60% de 6leo, que
estd presente em molhos para saladas e pode ser utilizado em preparagdes
(PASTORELLO et al., 2001a). Na regiao do Mediterraneo é recomendado a criancas a
ingestdo de produtos que contém gergelim devido ao seu alto valor nutricional, ja que
esta semente contém proteinas ricas em metionina (WOLFF et al., 2004).

As nozes (Juglans regia L.) também sdo comumente consumidas entre as
pessoas, pois demonstra um habito saudavel. A sua inclusao na dieta esta relacionada
a uma reducdo nos niveis de colesterol, que consequentemente diminui riscos de
desenvolver doencas cardiacas. As nozes também s&o muito utilizadas na area de
confeitaria, podendo ser encontradas na forma de farinhas, paes, bolos dentre outros
(LINACERO et al., 2016).

2.2. Alergia desencadeada pelo consumo de oleaginosas

Os principais alérgenos presentes em quase todas as sementes comestiveis
pertencem a familia das albuminas 2S (PASTORELLO et al., 2001b). As albuminas 2S
sdo proteinas de reserva pertencentes a superfamilia das prolaminas (BREITENEDER,;
MILLS, 2005). O termo albumina 2S esta relacionado com seu coeficiente de
sedimentacao (S2ow), sendo proximo de 2. Essas proteinas apresentam baixa massa
molecular e sdo abundantes em sementes de varias espécies (YOULE; HUANG,
ANTHONY, 1981).

As albuminas 2S apresentam um nivel elevado de polimorfismo, gerando
diversas isoformas que diferem entre si quanto a parte estrutural e suas caracteristicas

bioldgicas. Suas estruturas tridimensionais sdo compactas, consistem em um feixe de
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5 hélices localizadas em regides distintas e um loop C-terminal que se apresenta
dobrado (figura 1). Pode-se observar uma regidao hipervariavel mais exposta,
considerada uma regido passivel de interagao a IgE e desenvolver um processo alérgico
(MORENO; CLEMENTE, 2008).

Figura 1: Estrutura terciaria do alérgeno recombinante de mamona, Ric ¢ 3. Na figura sdo demonstradas as
5 hélices e a regido hipervariavel.
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Fonte: (MORENO; CLEMENTE, 2008).

Os alérgenos da familia albumina 2S podem apresentar semelhangas estruturais
entre si bem como com os de outras fontes, o que permite a ocorréncia de reatividade
cruzada, como por exemplo, o soro de paciente alérgico a mostarda, apresentou-se
imunorreativo com albumina 2S de girassol. Também foi demonstrada a presenga de
reatividade cruzada entre albuminas 2S de gergelim com a papoula (MORENO;
CLEMENTE, 2008).

Sabe-se que as proteinas pertencentes a familia das albuminas 2S apresentam
suas estruturas compactas, com um padrao conservado de residuos de cisteinas, o que
mantem sua estabilidade no trato gastrointestinal mesmo diante da agao pH acido e de
enzimas proteoliticas, e o fato de serem altamente estaveis contribuem com o seu poder
alergénico (MORENO; CLEMENTE, 2008). Durante o processamento térmico dos
alimentos, as albuminas 2S responsaveis pela sensibilizagdo podem sofrer
modificagcbes nas suas estruturas, mas essas alteragbes nao reduzem
significativamente sua imunorreatividade (MENDES et al., 2019).

As oleaginosas comumente comestiveis (amendoim, castanha do Brasil,
pistache, avela, noz, castanha de caju e gergelim) foram caracterizadas, organizadas
em grupos e descritas conforme os parametros bioquimicos, homologia e massa
molecular. A lista oficial do Subcomité de Nomenclatura dos Alérgenos da Unido
Internacional das Sociedades de Imunologia (.U.I.S.) esta representada na tabela 1,

destacando em negrito os alérgenos da classe das albuminas 2S.
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Tabela 1 - Lista oficial dos alérgenos presentes nas oleaginosas. Neste levantamento sete sementes foram
selecionadas (amendoim, castanha do Brasil, pistache, avela, noz, castanha de caju e gergelim) e avaliadas
de acordo com sua composi¢édo bioquimica e massa molecular (kDa), destacado em negrito os alérgenos
pertencentes a classe das albuminas 2S, segundo o Subcomité de Nomenclatura dos Alérgenos.
(Continua)

Fonte alimentar Alérgeno Identidade Bioquimica Massa molecular (kDa)
Arah 1 Cupina (tipo Vicillina, globulina 7S) 64 kDa
Arah 2 Conglutina (albumina 2S) 17 kDa
A Cupina (tipo leguminosa, globulina 11S, | 60 kDa, 37 kDa
rah3 L
Glicinina) (fragmento)
Arah5 Profilina 15 kDa
Arah 6 Conglutina (albumina 2S) 15 kDa
Arah7 Conglutina (albumina 2S) 15 kDa
Proteina relacionada a patogénese, PR-
Arah 8 10, membro da familia Bet v 1 17 kDa
Arah 9 _Protel'na} Qe trangferéncia de lipidios 9.8 kDa
inespecifica do tipo 1
Arah 10 Oleosina 16 kDa
Ara h 11 Oleosina 14 kDa
8 kDa (redutora), 12 kDa
Amendoim - Arah 12 Defensina (n&o redutora), 5,184
Arachis hypogaea kDa (massa)
8 kDa (redutora), 11 kDa
Arah 13 Defensina (ndo redutora), 5,472
kDa (massa)
Arah 14 Oleosina 17 5 kDa
Arah 15 Oleosina 17.5 kDa
Ara h 16 epggfc':,‘f;g?i;fgﬁere”c'a lipidica nao 8,5 kDa por SDS PAGE
reduzindo
A Proteina de transferéncia lipidica ndo 11 kDa por SDS PAGE
rah 17 P ;
especifica tipo 2 reduzindo
Arah 18 _Ciclofilina - peptidil-prolil cis-trans 21 kDa
isomerase
Castanha do Brasil | Bere 1 Albumina 2S 9 kDa
-efceer}‘g:lletla Bere 2 Globulina 118 29 kDa
Pis v 1 Albumina 2S 7 kDa
Pistache — P?s v 2 G_quulina 11S 32 kDa
Pistacia vera Pisv 3 Vicilina 55 kDa
Pisv 4 Manganés superodxido dismutase 25.7 kDa
Pisv 5 Globulina 118 36 kDa
Cora 1 I;’(;otel’na relacionada a patogénese, PR - 17 kDa
Cora?2 Profilina 14 kDa
Corab Homélogo da isoflavona redutase 35 kDa
Coras Froteina} Qe trangferéncia de lipidios 9 kDa
inespecifica do tipo 1
Aveld Cora9 Globu’lina 11$ ~ . 9 kDa
Corylus aveliana Cora 10 Proteina de ligag&do luminal 70 kDa
Cora 11 Globulina 7S 48 kDa
Cora 12 Oleosina 17 kDa
Cora 13 Oleosina 14 — 16 kDa
Cora 14 Albumina 2S 10 kDa
Cora 15 Oleosina 17 kDa
Corate | Globulina 7S contendo peptideos de 6 — 8 kDa e 47.5 kDa
alfa-hairpinina N-terminal (vicilina_N)
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Tabela 1 - Lista oficial dos alérgenos presentes nas oleaginosas. Neste levantamento sete sementes foram
selecionadas (amendoim, castanha do Brasil, pistache, avela, noz, castanha de caju e gergelim) e avaliadas
de acordo com sua composi¢édo bioquimica e massa molecular (kDa), destacado em negrito os alérgenos
pertencentes a classe das albuminas 2S, segundo o Subcomité de Nomenclatura dos Alérgenos.
(Concluséo)

Jugr1 Albumina 28 15-16 kDa
Jugr?2 Globulina 7S 44 kDa
Jugr3 Proteinal Fje tran§feréncia de lipidios 9 kDa
Noz — |nespep|f|ca do tipo 1
Juglans regia Jugr4 Globulina 11S 58.1 kDa
Jugrb PR-10 20 kDa
Jugr6 Globulina 7S 47 kDa
Jugr?7 Profilina 13 kDa
Jug r8 _Protel’na’ Fje tran§feréncia de lipidios 9 kDa
inespecifica do tipo 2
Castanha de caju— | Anao 1 Proteina semelhante a vicilina 50 kDa
Anacardium Anao?2 Proteina tipo leguminosa 55 kDa
occidentale Anao3 Albumina 28 14 kDa
Sesi1 Albumina 28 9 kDa
Sesi2 Albumina 2S 7 kDa
Gergelim - Ses | 3 Globu!ina 78 tipo vicilina 45 kDa
Sesamum indicum Sesi4 Oleosina 17 kDa
Sesib Oleosina 15 kDa
Sesi6 Globulina 118 52 kDa
Sesi7 Globulina 11S 57 kDa

Fonte: Elaborado pela autora. Dados disponiveis em http://www.allergen.org. Acesso em 21/12/2022.

Pudemos observar que varias oleaginosas sao capazes de desencadear
reagdes alérgicas, porém, de acordo com “Food Allergen Labeling and Consumer
Protection Act of 2004 (FALCPA)”, que é a lei de rotulagem de alérgenos alimentares e
protecdo ao consumidor, foram identificados os oito alimentos como fontes dos
principais alérgenos, chamados de “The big 8 allergens” sendo eles: amendoim, nozes,
leite, ovos, peixes, crustaceos, trigo e soja. Em 2021, de acordo com o “Food Allergy
Safety, Treatment, Education, and Research (FASTER)”, que é a Lei de seguranga,
tratamento, educagcdo e pesquisa em alergia alimentar dos Estados Unidos, estes
alimentos foram atualizados e “The big 8 allergens” passou a ser “The big 9 allergens”
incluindo nesta lista o gergelim como o nono alérgeno alimentar (FDA, 2023).

Entre os alérgenos da familia albumina 2S presentes nas oleaginosas,
destacam-se Ana o 3 da castanha de caju (ROBOTHAM et al., 2005), Arah2 e Arah 6
do amendoim (FABER et al., 2016), Ber e 1 da castanha do Brasil (PASTORELLO et
al., 1998), Jug r 1 da noz (TEUBER et al., 1998) e Ses i 2 do gergelim (TEUBER et al.,
1998).

O amendoim é considerado o alimento que mais causa anafilaxia grave, e diante
disso, a alergia ao amendoim requer o estado de alerta dos profissionais de saude, do
paciente e de sua familia (DANIELL; KULIS; HERZOG, 2019). O paciente alérgico ao

amendoim além de ser afetado com o desconforto dos sintomas da alergia, sofre
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também com efeitos psicoldgicos e com os gastos financeiros que impactam no dia a
dia (KIM; PATEL; BURKS, 2020).

O amendoim possui alérgenos muito resistentes, que mesmo apoés o tratamento
a altas temperaturas, as condi¢des acidas e a agdo das proteases no estdmago, eles
ainda permanecem estaveis mantendo suas caracteristicas alergénicas. O amendoim
contém alérgenos que pertencem as superfamilias das cupinas, vicilinas, prolaminas,
dentre outras, mas os alérgenos das prolaminas, mais especificamente da familia das
albuminas 2S sao os mais alergénicos e sao denominados por Ara h 2, Arah 6 e Ara h
7, sendo que o Ara h 2 apresenta prevaléncia de se ligar a IgE de 42 a 100% e o Ara h
6 de 86 a 92% (JOO CHAN; RICHARDO; LIM, 2019).

Embora alguns profissionais recomendam evitar o consumo de amendoim para
impedir a deflagracdo da alergia, estudos sugerem que ao introduzir este alimento
precocemente em criangas previamente selecionadas pode contribuir com a protecéo
contra a alergia, consistindo em uma forma de manejo da alergia alimentar (COMMINS
et al., 2016).

As avelds sdo a causa comum de alergia alimentar em criangas e adultos,
manifestando sintomas leves até a forma mais grave. Ja foi descrito que essa
oleaginosa possui alérgenos que sao proteinas de reserva, sendo eles o Cor a 9 e Cor
a 14, e o conhecimento mais profundo desses alérgenos contribui com o diagnéstico
mais preciso da doenga (NILSSON et al., 2020).

Robotham et al. (2005) identificaram o alérgeno da castanha de caju Ana o 3
com massa molecular de aproximadamente 13 kDa classificado como membro da
familia albumina 2S. Nesse estudo verificou-se que o alérgeno reagiu com 81% de soros
de pacientes.

O pistache (Pistacia vera) também é responsavel por causar reagdes anafilaticas
graves. A partir da semente do pistache foi isolado o principal alérgeno da familia
albumina 2S, denominado Pis v 1 com massa molecular de 7 kDa (AHN et al., 2009).

Estudos com as nozes vem sendo realizado, pois essa oleaginosa possui
proteinas alergénicas e a prevaléncia da alergia alimentar decorrente do seu consumo
tem aumentado em diferentes regides geograficas. Autores mostraram que a maioria
dos pacientes alérgicos apresentaram uma dosagem de IgE especifica elevada para o
alérgeno Jug r 1, o alérgeno majoritario pertencente a familia das albuminas 2S (ELIZUR
et al., 2020).

O gergelim é uma planta de origem indiana, mas comumente cultivada em
diversos paises e seu consumo expandiu para regides da Europa e América do Norte,

impactando no aumento de casos de reagbes alérgicas (WOLFF et al., 2003). O
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alérgeno majoritario do gergelim caracterizado € uma proteina albumina 2S com massa
molecular de 9 kDa (PASTORELLO et al., 2001a).

2.3. Reatividade cruzada entre alérgenos alimentares

A reatividade cruzada entre alérgenos € um fator importante para tratar as
doengas alérgicas, para melhor gerencia-las e avaliar a evolugdo do tratamento.
Geralmente isso ocorre quando um paciente reage a outros alérgenos de forma
inesperada por conterem as sequéncias de proteinas semelhantes, o que impacta
negativamente no diagndstico da doenga (NUGRAHA; KAMATH; JOHNSTON, 2019).

Os niveis altos de similaridade e identidade contribuem com a reagao cruzada
entre alérgenos. Isso foi mostrado num estudo com o alérgeno do pistache, Pis v 1, onde
seus peptideos foram comparados com outras proteinas disponiveis nos bancos de
dados evidenciando a homologia de trés peptideos do pistache com peptideos
presentes no alérgeno Ana o 3, da castanha de caju. Participaram deste estudo 28
pacientes alérgicos ao pistache, sendo que 82% desses pacientes apresentavam
também alergia ao amendoim ou nozes, e 36% dos pacientes manifestaram sintomas
alérgicos ao ingerirem a castanha de caju, concluindo que as similaridades estruturais
favorecem a reatividade cruzada entre os alérgenos (AHN et al., 2009).

O alérgeno da castanha de caju, Ana o 3, possui um epitopo linear com
percentual alto de identidade de sua sequéncia com o alérgeno de noz, Jug r 1, o que
favorece a ocorréncia de reagdo cruzada, e também compartilha epitopos com os
alérgenos de gergelim e mostarda (ROBOTHAM et al., 2005).

A homologia entre os alérgenos alimentares foi mostrada também entre
alérgenos do avela com os alérgenos de amendoim e soja, com variagao no percentual
de homologia entre 45 e 50%, destacando um epitopo ligante de IgE presente no
alérgeno de amendoim Ara h 3, que apresenta 67% de homologia com o do alérgeno
Cor a 9 presente no avela (BEYER et al., 2002).

Uma pesquisa com pacientes alérgicos a noz-peca mostrou que eles podem ser
alérgicos também a noz, e essa co-sensibilizagcdo tem se tornado cada vez mais
frequente. Nesta pesquisa evidenciou-se que de 61 pacientes que tinham alergia a noz,
49 deles apresentavam alergia a noz-peca, e isso ocorre devido as semelhancgas
estruturais existentes entre elas (ELIZUR et al., 2020). A co-sensibilizacdo também pode
ser vista num estudo envolvendo alérgenos da classe albumina 2S do amendoim. Neste
estudo investigou-se a reatividade cruzada das isoformas Arah 2, Arah6 e Arah 7 em

pacientes tolerantes e alérgicos ao amendoim. Verificou-se que todos os pacientes que
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foram sensibilizados com as isoformas Ara h 2, 6 ou 7 foram co-sensibilizados a todas
as trés isoformas, que compartilham epitopos de reagao cruzada (BLANKESTIJN et al.,
2018).

A reatividade cruzada pode ocorrer também entre alérgenos de origem alimentar
com aeroalérgenos, como exemplo o podlen de bétula. Estudos mostraram que o
alérgeno majoritario de polen de bétula (Bet v 1) e o alérgeno Cor a 1 de avela possuem
niveis elevados de similaridades nas sequéncias proteicas, € a maioria dos pacientes
alérgicos a avela sao alérgicos a polen de bétula (PASTORELLO et al., 2002).

Através das ferramentas de bioinformatica tornou-se possivel prever a
reatividade cruzada entre alérgenos, o que permite fazer uma analise minuciosa dos
seus epitopos, que sdo importantes na interagdo com os anticorpos, gerando dados que
contribuem com o diagndstico, prevencao e tratamento das doencgas alérgicas
(NUGRAHA; KAMATH; JOHNSTON, 2019).

2.4. Etiopatogénese das doengas alérgicas

Quando um antigeno entra em contato com nosso organismo desenvolvemos as
respostas imunes. Nesse processo, quando ocorre a produgcdo de anticorpos
especificos para um antigeno é chamado de resposta imune adaptativa, ou seja, obtida
durante a vida, porém, acrescida de adaptagbes devido o contato com antigenos.
Diferentemente, a resposta imune inata, que é nossa primeira linha de defesa, consiste
numa resposta imediata contra diversos patégenos, porém, ndo é duradoura e
especifica (MURPHY et al., 2010).

O processo de sensibilizagdo ao alérgeno via alimentar ocorre no trato
gastrointestinal, que evolui com as manifestacdes sistémicas, ou pode ocorrer a
reatividade cruzada com aeroalérgenos por apresentarem homologias nas suas
estruturas primarias. Normalmente os sintomas manifestados na alergia alimentar se
apresentam como prurido, inchago, formigamento na boca, nausea, vomito, dor
abdominal, sibilos, edema e urticaria. Também pode ocorrer hipotensao, hipotermia e
anafilaxia, que é a forma grave da reacéo alérgica (JOO CHAN; RICHARDO; LIM, 2019).

De um modo geral, as reagdes de hipersensibilidade mediada a IgE ocorrem em
duas etapas, conhecidas como a sensibilizagcao e a etapa efetora. Quando o individuo
€ exposto ao alérgeno alimentar, conforme mostrado na figura 2, este é capturado e
internalizado pelas células apresentadoras de antigenos (APC’s), sofre um
processamento e € degradado em pequenos fragmentos que contém os epitopos dos
alérgenos. Esses fragmentos sao apresentados pelas APC’s através do complexo de

histocompatibilidade maior (MHC) da classe Il para as células TCD4+, que se proliferam
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e se diferenciam em células Th2, estimulando assim, as células B a produzirem as IgE’s
especificas do alérgeno, que se fixam na superficie dos mastdcitos através dos
receptores de IgE de alta afinidade (FceRI) sensibilizando o paciente. Ja a etapa efetora
ocorre numa segunda exposicdo do paciente ao alérgeno, que se liga de maneira
cruzada a IgE previamente fixada nos mastocitos, ativando-os a liberar os mediadores

quimicos presentes em seu interior (GUPTA et al., 2016).

Figura 2 - Processo do desenvolvimento da alergia. Alteragdes na barreira epitelial favorecem a entrada de
alérgenos desencadeando a ativagéo de células T e a produgao de citocinas do perfil Th2.
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Fonte: (NEDELKOPOULOU et al., 2020).

O reconhecimento dos antigenos pelas células T e B sdo bastantes diferentes.
Ja foi descrito que as células T sdo capazes de fazer o reconhecimento de peptideos
localizados na parte interna das proteinas, que sdao chamados de epitopos de célula T
€ que se encontram ligados ao complexo de MHC, o que difere do reconhecimento dos
epitopos de superficie das proteinas, que sao reconhecidos pelas células B e chamados
de epitopos de célula B (MURPHY et al., 2010).

Os linfocitos TCD4+ se subdividem em conjuntos de células efetoras
categorizados como T helper 1 (Th1), Th2, Th3, Th17 e células T reguladoras (Trea), €
isso se da apos o organismo ser estimulado por antigenos e dos tipos de citocinas que
séo produzidas (GAO et al., 2020; SOUZA et al., 2010).
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O tipo de resposta Th1 produz as citocinas que estdo envolvidas com a
manutengao das respostas imunoldgicas, sendo elas: interleucina 2 (IL-2), interferon-
gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral beta (TNF-3). Neste padréo de resposta, os
macréfagos séo ativados e atuam contra microrganismos patogénicos presentes no
ambiente intracelular, envolvidos desta forma com a hipersensibilidade tardia. Ja o tipo
Th2 produz as citocinas: IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10. A IL-5 € uma citocina importante
responsavel pelo desenvolvimento dos sintomas da alergia que esta envolvida no
processo de ativacdo, produgcdo e mobilizacdo de eosindfilos para o foco de uma
inflamacao (MUKHERJEE; SEHMI; NAIR, 2014). As citocinas IL-4 e IL-10 atuam como
supressoras dos macréfagos, bloqueando a sua estimulagdo e causando um desvio da
resposta imunolégica. A IL-4 também estimula os linfécitos B a produzirem as
imunoglobulinas (FOSS, 1997).

Nedelkopoulou et al. (2020) descreveram que a IL-10 e o fator de transformagao
de crescimento beta (TGF-B) agem como citocinas inibitérias e potencializam a agao
das células Tregs de indugdo de uma resposta imune com tolerancia ao determinado
antigeno.

De acordo com Souza et al. (2010) o perfil de resposta Th2 atua contra
patégenos de origem extracelular e esta envolvido com a imunidade humoral, ou seja,
€ dependente da produgéo de anticorpos. Breiteneder et al. (2019) descreveram que o
rompimento da barreira epitelial leva a exposi¢cao a proteinas, levando a ativacdo das
citocinas conhecidas como proé-inflamatdérias (TNF-a, IL-13, IL-25 e IL-33) que atuam na
inducéo da inflamagéo e favorecem a resposta do tipo Th2. Pesquisadores mostraram
também que as células Th2 sao capazes de induzir a células Treg a suprimirem a a
acao e/ou ativagao de células que participam do processo inflamatério (MEILER et al.,
2008).

Desta forma, torna-se evidente que séo as citocinas relacionadas ao perfil Th1
ou Th2 é que irdo direcionar o padrao de resposta, como também irdo bloquear o padrao
oposto, visto que, quando a resposta Th1 for ativada consequentemente a resposta Th2
sera inibida (SOUZA et al., 2010). Considerando as citocinas IL-12 e IL-4 como citocinas
chaves para diferenciacdo no padrao Th1 e Th2, respectivamente.

Sendo assim, o0 nosso corpo na condig¢ao fisiolégica normalmente apresenta a
propor¢ao das células Th1/Th2 em niveis ideais. Em contrapartida, nas alergias
alimentares mediadas por IgE sédo produzidas mais citocinas do perfil Th2, destacando
niveis elevados de IgE produzidas pelas células B. Isso também foi demonstrado em
estudos, com o aumento de citocinas do perfil Th1 apds o tratamento com imunoterapia
baseada em peptideos de células T (GAO et al., 2020).
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Os linfécitos Th17 participam da inflamagéao nos tecidos de forma precocemente,
sendo responsaveis pela produgao das citocinas pré-inflamatérias, as interleucinas IL-
17, que agem contra bactérias extracelulares e fungos. Através da produgdo das
citocinas pelas células Th17 é que as células do perfil Th1 serdo ativadas e deslocadas
para o local da inflamagéao (SOUZA et al., 2010).

Meiler et al. (2008) mostraram que as células Treg nao tém apenas a fungao de
suprimirem respostas celulares do tipo Th1 ou Th2. As células Treg através da
regulacdo de algumas subclasses de anticorpos sdo capazes de suprimirem
inflamacdes alérgicas através do estimulo da produgcdo da imunoglobulina G da
subclasse 4 (IgG4), como também de inibir a producédo de IgE. Outras formas das
células Treg de controlar as doencas alérgicas, consistem na supressao das APC’s, o
que impacta na inducao de células do perfil Th1 e Th2; supressao das células efetoras
(Th1 e Th2) e dos mastdcitos e basofilos.

Assim, o estado de homeostase do nosso sistema imune é resultante do
equilibrio entre as células Th1/Th2 e das células reguladoras de citocinas. Quando
ocorrem alteracdes que resultem em exacerbacdes nas respostas das células Th17 e
alteragdes nas respostas das células T reguladoras, o desenvolvimento de alergias pode
ser impactado (WANG et al., 2014).

Em relagédo aos niveis de anticorpos, alguns autores afirmam que normalmente
individuos saudaveis apresentam niveis baixos de IgE especifica. Ja os individuos
atopicos apresentam niveis aumentados de IgE, destacando-se também um aumento
do numero de receptores FceRIl, um dos principais componentes localizados na
superficies dos mastdcitos e basofilos, responsavel por iniciar o processo das reagdes
alérgicas com a liberagédo dos mediadores quimicos (RAVETCHE; KINET, 1991).

Outras subclasses de anticorpos envolvidas nas reagdes alérgicas vém sendo
estudadas por pesquisadores, destacando as subclasses da imunoglobulina G (IgG),
mais precisamente IgG4. Pesquisadores afirmam que em individuos saudaveis ocorre
uma variagao nas respostas de células B, de modo que, pode nao ocorrer a resposta ou
a producao de IgG4 especifica ou da imunoglobulina G da subclasse 1 (IgG1), e baixos
niveis de IgE. Em contrapartida, individuos alérgicos apresentam niveis aumentados de
IgE, porém, anticorpos IgG, e principalmente IgG4 também podem ser encontrados em
niveis aumentados (AKDIS, 2006).

E descrito que a IgG4 age como um anticorpo bloqueador, capaz de competir
com a interagdo do alérgeno a IgE, previamente fixado as células efetoras, evitando
assim a ativagdo delas e a liberagdo de seus mediadores quimicos. Assim, a IgG4

especifica pode ser usada como biomarcador no tratamento com imunoterapias, visto
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que niveis baixos é um indicador negativo, e a adesdo inadequada ao tratamento pode
impactar na indugéo de IgG4 (SHAMJI et al., 2017).

2.5. Alergia molecular e medicina de precisao

Os alimentos contém muitos nutrientes e dentre eles destaca-se as proteinas,
capazes de induzir o sistema imune e desencadear o processo alergénico. Das
proteinas, pequenas por¢cdes sao capazes de estimular o organismo a produzir a IgE,
tornando sua capacidade alergénica complexa. Diante da necessidade da compreensao
desses alérgenos, gerou-se uma nova era dentro do mundo da alergia, chamada de
“Alergia Molecular” (SOLE et al., 2018).

Pesquisas estao sendo realizadas para obter uma melhor compreensao a nivel
molecular dos alérgenos alimentares e dos alimentos modificados geneticamente.
Através do mapeamento dos epitopos e sua caracterizagdo, torna-se possivel
compreender os aspectos relacionados a alergia desencadeada pelas proteinas
(MORENO; CLEMENTE, 2008).

A caracterizacdo dos alérgenos a nivel molecular permite diagnosticar cada
componente especifico com uma melhor precisdo e oferecer um tratamento mais
adequado. Desta forma, torna-se possivel desenvolver uma imunoterapia especifica
para o alérgeno, baseada em alérgenos recombinantes e peptideos sintéticos, a fim de
obter um tratamento personalizado, seguro e com melhor adesdo (VALENTA;
CAMPANA; NIEDERBERGER, 2017).

Com os avangos da alergia molecular podem surgir novos diagnosticos da
doenca e tratativas relacionadas aos riscos da sensibilizacdo do paciente. A avaliacéo
da sensibilizacao é realizada de forma individual, para que se tenha a nivel molecular
uma melhor identificagdo, de modo a substituir gradativamente o uso dos extratos
alergénicos por produtos baseados em novas moléculas (MATRICARDI et al., 2016).

O termo “Medicina de Precisdo” € empregado na alergologia, que visa propor
terapias personalizadas de acordo com o fenétipo da doenga que o paciente apresenta
(MATRICARDI et al., 2016). Desta forma, pacientes com caracteristicas clinicas
semelhantes respondem aos tratamentos de maneiras diferentes, justificando que um
unico tratamento pode nao se adequar a varios pacientes, sendo necessario assim um
tratamento personalizado (COLLINS; VARMUS, 2015).

A medicina de precisdo nas doengas alérgicas, pode ser definida como uma
abordagem de tratamento que envolve o paciente na tomada de decisdo da terapia a
ser empregada. Nessa proposta de tratamento, deve ser considerado os fatores

biolégicos de cada paciente, a genética, o estilo de vida e o ambiente em que vive,
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fatores estes que irdo direcionar qual sera o manejo ideal para aquele paciente
contribuindo com o sucesso terapéutico (AGACHE; AKDIS, 2016).

Como na medicina de precisao é possivel estabelecer os fenétipos das doengas
alérgicas, € considerado também os aspectos que podem ser tratados através do
tratamento personalizado, que consiste num tratamento mais econdémico para o
paciente. Isso contribui também com o aumento dos tipos de tratamentos direcionados,
como exemplo a terapia baseada em produtos biolégicos (EGUILUZ-GRACIA et al.,
2018).

Apods a implementacao da medicina de precisao, deve ser avaliado a sua eficacia
no dia a dia da area médica, através do uso de biomarcadores validos, que sdo capazes
de demonstrar de maneira precisa e quantificavel todos os processos envolvidos nos
fenétipos da doenca (EGUILUZ-GRACIA et al., 2018; UZULMEZ; KALIC;
BREITENEDER, 2020).

Assim, a alergia molecular esta diretamente relacionada com a medicina de
precisao, que buscam uma saude com precisao, um tratamento individualizado para o

paciente e métodos de prevencgéo da doenga (MATRICARDI et al., 2016).

2.6. Epitopos

No cenario imunoldgico, os epitopos sdo pequenas sequéncias presentes nos
alérgenos capazes de gerar uma resposta imunolégica (figura 3), ou seja, eles séo os
sitios de interagdo com os anticorpos e com os receptores das células (GUPTA et al.,
2016). Ja o termo paratopo é utilizado para a regido do anticorpo que reconhece o

epitopo, ou seja, o local onde ocorre a interacao anticorpo-antigeno (DALL et al., 2014).

Figura 3 - Representagdo esquematica do epitopo. O antigeno esta destacado em amarelo. A regido do
antigeno que se liga ao anticorpo é chamada de determinante antigénico ou epitopo.
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Fonte: (MURPHY et al., 2010).
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De acordo com Rubinstein et al. (2008) os epitopos podem ser localizados em
regibes convexas, mais especificamente em locais curvados ou nas superficies do
antigeno, o que os tornam muito acessiveis as regides que formam o sitio de ligagao ao
antigeno-anticorpo. Eles podem ser encontrados como sequenciais, quando os residuos
de aminoacidos sao dispostos de forma linear, ou seja, continua, ou epitopos
conformacionais, quando os residuos dos aminoacidos sao localizados em regides
distintas do alérgeno, ou seja, ndo continua, mas que se agrupam no dobramento da
sequéncia proteica (GUPTA et al., 2016).

Os epitopos conformacionais podem ter suas estruturas comprometidas quando
tratados com altas temperaturas, alta pressao e pela agao da radiacao. Diferentemente,
0s epitopos sequenciais ao passarem por processos de fermentagdo com bactérias e
hidrolise enzimatica podem ser degradados em sequéncias menores, concluindo que
esses fatores podem contribuir com a redug¢ao da alergenicidade (ZHOU et al., 2021).

Estudos mostraram que os epitopos sequenciais que interagem com a IgE
desempenham papel mais importante na deflagragdo da alergia do que os epitopos
conformacionais, ja que estes podem ser desestabilizados durante o processo de
degradagao enzimatica (PEKAR; RET; UNTERSMAYR, 2018).

De acordo com Zhou et al. (2021), os epitopos que interagem com os anticorpos
podem ser considerados como biomarcadores para avaliar casos recorrentes de alergia
alimentar e a sua gravidade, de modo a auxiliar na tomada de decisdo do tratamento.
Desta forma, o mapeamento dos epitopos nos permite uma melhor compreensao das
doengas alérgicas, contribui para o desenvolvimento de tratamentos e de métodos de
processamento dos alimentos que reduzem sua capacidade alergénica.

O avango das pesquisas contribui com o mapeamento de epitopos, sendo
possivel determinar as estruturas dos complexos alérgeno-anticorpo. Para isso, sao
empregadas tecnologias como cristalografia de raios X, ressonancia magnética e
tecnologia recombinante. Atualmente novas tecnologias como o sequenciamento de
anticorpos e hibridoma humano contribuirdo para uma minuciosa compreensdo das
interagées do alérgeno-IgE (POMES; MUELLER; CHRUSZCZ, 2020).

2.6.1.Epitopos de células T

Os epitopos de células T sao pequenos fragmentos que ativam os linfocitos T,
ou seja, sao capazes de interagir com as moléculas do sistema antigeno leucocitario
humano (HLA, do inglés: Human leukocyte antigen) da classe Il (MHC II), de modo que

as células T se proliferam e liberam a citocina IL-2. Toda essa reagdo pode ser
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visualizada apos analise de predigdes nos estudos de proliferagao de linfocitos (XU et
al., 2021).

Esses pequenos fragmentos peptidicos, normalmente compostos por 13
residuos de aminoacidos, sdo reconhecidos pelos receptores de células T (TCR), que
possuem estruturas variaveis, conforme ilustrado na figura 4 a. O TCR possui apenas
um sitio de interagdo com o antigeno, e as suas semelhangas estruturais com o sitio de
ligacdo do antigeno ao anticorpo, favorece o reconhecimento do peptideo estranho
quando ligado a uma molécula de MHC da classe Il, que se da através da interagao por
pontes de hidrogénio com o esqueleto do peptideo (figura 4 b). Assim, o TCR atua como
um ligante entre o MHC Il e o peptideo estranho (MURPHY et al., 2010).

Figura 4 - O receptor de células T é um heterodimero semelhante ao fragmento Fab (do inglés, fragment
antigen-binding, ou seja, fragmento de unido ao antigeno) do anticorpo. Em a, demonstra que o receptor
de células T & um heterodimero ligado por pontes dissulfeto, que apresenta 2 cadeias transmembrana a e
B e possui uma porgdo semelhante ao dominio constante e outra porgdo semelhante ao dominio variavel
presente no anticorpo, para que desta forma o fragmento Fab do anticorpo se encaixe no sitio de
reconhecimento do antigeno. Em b, destaca-se a ligagado do peptideo (esqueleto amarelo) a molécula de

MHC Il que ocorre através de pontes de hidrogénio (azul) que se formam com o esqueleto do peptideo.
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Fonte: (MURPHY et al., 2010).

Os epitopos de células T sado sequencias, ficam localizados na superficie das
células. Quando eles se encontram na parte mais interna dos alérgenos, ao sofrerem
processos de desnaturacao facilita a exposicdo do epitopo para que os anticorpos
possam fazer o reconhecimento (ZHOU et al., 2021).

De acordo com Dall et al. (2014), outras caracteristicas dos epitopos de células

T é que, além de suas sequéncias serem bem curtas, elas podem ser dispostas em
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qualquer parte da sequéncia proteica do alérgeno, podendo estar localizada também na
dobra tridimensional.

Pesquisas apontam que os epitopos de células T s&o capazes de induzir a
tolerancia imunologica através da indugdo das células T reguladoras que fazem a
supressdo das células Th2, diminuindo assim a producéo de IgE. Essas condigdes
favorecem a utilizacdo dos epitopos de células T na imunoterapia oral, e isso foi
demonstrado num estudo de desenvolvimento de uma imunoterapia baseada em
peptideos de células T do ovomucdide, um alérgeno da clara de ovo. Neste estudo
verificou-se baixos niveis de IgE e de liberagao de histamina, sendo alterado o perfil de
resposta para Th1 (RUPA; MINE, 2012).

2.6.2.Epitopos de células B

Um epitopo de célula B constitui a parte de um alérgeno capaz de interagir com
o anticorpo. Alguns autores descrevem que esses epitopos de células B séao
identificados como pequenas porgbes do alérgeno com caracteristicas quimicas
distintas, que s&o expostas favorecendo a interagcdo com as imunoglobulinas
(SANCHEZ-TRINCADO; GOMEZ-PEROSANZ; RECHE, 2017). Ja foi descrito que os
epitopos de células B sdo encontrados na superficie dos alérgenos (DALL et al., 2014).

O reconhecimento dos epitopos de células B é feito pelas imunoglobulinas que
se encontram fixadas a membrana das células B, que atuam como receptores de células
B (BCR). Séo as imunoglobulinas M (IgM) e D (IgD) fixadas a membrana que exercem
o papel de receptores de antigenos nas células B virgens, chamadas de células pré-B,
que juntamente com as imunoglobulinas alfa (Iga) e beta (IgB) formam o complexo de
receptores de células B, que transduzem os sinais a partir do reconhecimento do
antigeno (MURPHY et al., 2010). A interagéo do antigeno aos receptores de células B
induz as células B a se proliferarem, dando a origem a dois tipos de células B: as células
efetoras ou plasmaticas. Essas duas células estimulam a produc¢ao de anticorpos e de
células B de memodria, que em casos de uma nova exposi¢ao ao antigeno sao capazes
de se proliferarem de forma rapida (EL-MANZALAWY; DOBBS; HONAVAR, 2008).

Logo, identificar os epitopos de células B, compreender suas caracteristicas
estruturais consiste num passo relevante para o desenvolvimento de novas terapias e
diagnoésticos (EL-MANZALAWY; DOBBS; HONAVAR, 2008). Alguns autores
descreveram que, normalmente os epitopos de células B sdo conformacionais e nao
sdo apresentados pelas APC’s, pois sao reconhecidos diretamente pelos receptores de

células B localizados na superficie das células B. Desta forma, os epitopos
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conformacionais ao sofrerem desnaturagdo, suas estruturas tridimensionais sao
alteradas, afetando assim a interagdo com o anticorpo (ZHOU et al., 2021).

Por outro lado, a maior parte dos programas de predi¢cado de epitopos de células
B disponiveis sdo para identificar os epitopos lineares ou continuos. Essa limitagédo esta
relacionada com as informacbes limitadas de estruturas terciarias e quaternarias
depositadas nos bancos de dados, que sao necessarias para a predicdo de epitopos
conformacionais. Ainda assim, as pesquisas que buscam novos antigenos para vacinas
a partir de epitopos lineares tém mostrado bons resultados (EL-MANZALAWY; DOBBS;
HONAVAR, 2008; QUIJADA et al., 1996).

2.7. Imunoterapias para o tratamento de doengas alérgicas

A imunoterapia é uma estratégia utilizada no tratamento da alergia alimentar que
tem como objetivo induzir a tolerancia do nosso sistema imunoldgico, para que em
momentos de exposi¢do ao alérgeno nao ocorra o desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria (JOO CHAN; RICHARDO; LIM, 2019).

Nos ultimos anos houve um aumento nas pesquisas de imunoterapia para o
tratamento da alergia e os resultados tém mostrado efeitos positivos na
dessensibilizagdo. Os estudos buscam a padronizacdo das doses para que se tenha
uma boa eficacia com o minimo de efeitos colaterais, para uma protecdo em casos de
exposi¢ao acidental e também uma melhor adesao do paciente ao tratamento (KIM;
PATEL; BURKS, 2020).

2.7.1.Imunoterapia alérgeno especifica (ASIT)

A imunoterapia alérgeno especifica € um tratamento muito estudado para tratar
doencgas alérgicas que pode ser administrada por diversas vias, como subcuténea,
sublingual, oral dentre outras (YU; FREELAND; NADEAU, 2016). Ela visa induzir a
tolerancia do sistema imune, contribuindo assim com a prevencao e o tratamento de
alergias (PEREIRA; AUN; MELLO, 2017). Por ser um tratamento usado como
dessensibilizador, ela é considerada um potente método com agao curativa de alergias,
onde o sistema imune é exposto a pequenas doses do alérgeno de maneira continua e
diaria, com o aumento da dose gradativamente até obter a dose alvo de manutencao
(KULIS et al., 2018).

Alguns autores relataram que no tratamento com a ASIT, inicialmente ocorre um

aumento de IgE especifica do alérgeno considerado transitério, pois com a aderéncia
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ao tratamento prolongado, os niveis destes anticorpos reduzem induzindo a tolerancia
imunoldgica a longo prazo (SCADDING et al., 2017). No geral, a ASIT se baseia na
alteracao da resposta do perfil Th2 para Th1. Com isso, ocorrera a produg¢ao IFN-y, que
consequentemente estimulara a produgao de IgG pelas células B ao invés da IgE, e/ou
indugdo das células T reguladoras, que produzem citocinas como IL- 10 e TGF-B
(CASALE; STOKES, 2011). Com a presenga da IL-10 ocorrera a produgéao de IgG4, que
inibird a apresentacao do antigeno as células do perfil Th2, os mastécitos ndo serao
ativados, reduzindo assim o processo alérgico (JOO CHAN; RICHARDO; LIM, 2019;
LARSEN; BROGE; JACOBI, 2016).

Quanto ao mecanismo de acéo da ASIT, ja foi descrito que a IgG4 tem papel
importantissimo, pois a IgG4 aumentada com o tratamento da ASIT ou decorrente da
exposicao a doses elevadas é capaz de interagir com o alérgeno evitando a interacao
da IgE previamente ligada aos mastdcitos e basdfilos, impedindo assim a ativagao
dessas células. Foi descrito também que a IgG4 alérgeno-especifia compete com os
mesmos epitopos da IgE, o que gera um estado de competicao entre os dois isotipos
de anticorpos e uma ac¢ao de bloqueio da IgE, ou seja, ela é induzida e interage com o
alérgeno antes da IgE, o que impede a ativagéo das células efetoras (GLOBINSKA et
al., 2018; MEILER et al., 2008).

Para avaliar a eficacia e o sucesso da ASIT é empregado a dosagem dos niveis
de IgE, IgG e IgG4, visto que os niveis de IgG1 e IgG4 irdo se apresentar elevados.
Também sao avaliados os scores dos sintomas apresentados pelo paciente e a
percepgao da melhora da sua qualidade de vida (GEHLHAR et al., 1999; SHAMJI et al.,
2017).

Estudos realizados para avaliar a longo prazo o tratamento com a ASIT
mostraram que os niveis de IgE tendem a diminuir com o passar do tempo. Ja em
relacado as subclasses IgG, apds o tratamento com ASIT houve um aumento nos niveis
de 1gG1, e mais especificamente de IgG4. Foi observado também que apds a retirada
do tratamento os niveis de IgG4 foram aumentados, seguido de uma queda de
aproximadamente 90% (SHAMJI et al., 2017).

Vale ressaltar, que os extratos alergénicos utilizados na ASIT devem ser obtidos
por laboratérios com condicbes adequadas para a sua produg¢ao. Porém, além dos
alérgenos necessarios na imunoterapia, os extratos podem conter outros alérgenos
(JENSEN-JAROLIM; JENSEN; CANONICA, 2017). Deste modo, a n&o qualidade dos
extratos pode comprometer a eficacia da imunoterapia e o paciente pode vir a
apresentar efeitos colaterais (VALENTA; CAMPANA; NIEDERBERGER, 2017).

Mesmo sendo a unica terapia com agao modificadora das doengas alérgicas, a

imunoterapia no geral ainda é pouco utilizada, e varias questbes precisam ser



43

melhoradas para que se tenha uma melhor adeséo ao tratamento, ter acdo de cura da
doenga a longo prazo, menos efeitos colaterais e novas terapias preventivas, lembrando
que imunoterapia deve manter nas mesmas proporgcdes as caracteristicas de
alergenicidade e imunogenicidade (BREITENEDER et al., 2019).

2.7.2.Imunoterapia baseada em peptideos (PIT)

A imunoterapia baseada em peptideos (PIT) € uma estratégia inovadora no
tratamento de alergias que apresenta eficacia e seguranga, ja que € composta por
pequenos peptideos, destacando-se neles a presencga de epitopos ligantes de células
T CD4+ que nao ativam as células efetoras e nao desencadeiam o processo alergénico
(WAl et al., 2016). A finalidade da PIT € induzir a tolerancia aos alérgenos, a capacidade
de estimular o sistema imune e de suprimir respostas inflamatdérias desencadeadas
pelos alérgenos. A PIT deve manter a caracteristica imunogénica, pois, deve induzir a
producao de IgG especifico para o alérgeno, e estes anticorpos consequentemente
poderao agir como bloqueadores da interagdo da IgE com o alérgeno, garantindo assim
a protecdo do paciente (LOZANO-OJALVO; LOPEZ-FANDINO, 2017; VALENTA;
CAMPANA; NIEDERBERGER, 2017).

Estudos apontam que a imunoterapia com o extrato bruto de amendoim pode
causar reagbes graves por conter moléculas inteiras dos alérgenos. Desta forma,
pesquisadores da Australia desenvolveram uma imunoterapia baseada em peptideos
denominada PVX108, composta por pequenos peptideos derivados de alérgenos do
amendoim. Com o tratamento verificou-se que nao houve a ativagdo de baséfilos e os
pacientes nao apresentaram eventos adversos graves (PRICKETT et al., 2019).

Hofer et al. (2017) pesquisaram um tratamento para alergia a pélen e a alergia
alimentar. A fim de alterar as caracteristicas alergénicas, foi realizado a combinagao dos
alérgenos Bet v 1.0201 do pdlen, Mal d 1.0108 da macga e Cor a 1.0401 do avel3, e
obtiveram uma proteina hibrida com mutagao na sequéncia proteica, conforme figura 5.
Como resultado, a proteina hibrida nao se ligou a IgE dos soros de pacientes alérgicos

€ a capacidade de ativar células T permaneceram bloqueadas.

Figura 5 - Sequéncias dos alérgenos (pdlen, Bet v 1.0201, maca, Mal d 1.0108 e avela, Cor a 1.0401).
Destaca-se as sequéncias que compde a proteina hibrida, destacando a mutagéo no alérgeno de pélen.

GTIKKINFPEGFPFKYVKDRYV
DEVDHTNFKYNYSVIEGGPVGDTLEKISNEIKIVAT

PISNKYHTKGNASINEEEIKAGKEKAAGL
FKAVEAYLLAHPDAYS Mutacéo

Fonte: (HOFER et al., 2017).
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Diversos estudos que utilizam epitopos para fins imunoterapicos se baseiam na
juncéo de epitopos de células B e/ou de células T dos alérgenos. Estas terapias sao
vantajosas e a combinacdo dos epitopos é importante para obtencdo de novos
tratamentos. Isso foi demonstrado em uma vacina para asma alérgica, que continha 3
epitopos de células T e 5 epitopos de células B derivados do Der f 3, alérgeno majoritario
do &caro (ZHAN et al., 2015).

Pesquisadores observaram que peptideos que contém epitopos do alérgeno Der
p ,1 presente no acaro da poeira doméstica, sdo capazes de induzir a tolerancia oral ao
alérgeno. Neste estudo, foi observado que a sensibilizagdo de camundongos com
peptideos sintéticos apontou epitopos importantes que sensibilizam as células T
(HOYNE et al., 1994).

Thakur e Shankar (2016), através de analises de bioinformatica mapearam os
epitopos dos alérgenos de Aspergillus fumigatus e selecionaram peptideos capazes de
induzir respostas imunoldgicas de células B e T. Foi mostrado que 5 alérgenos
possuiam uma regido que continham epitopos de células B e T, sendo possivel assim
desenvolver uma imunoterapia com esses alérgenos.

Na imunoterapia baseada em epitopos de células B, deve-se mapear todos os
sitios de interacdo do alérgeno com a IgE, para posteriormente serem projetados os
fragmentos hipoalergénicos recombinantes que terdo diminuida a capacidade de
interagéo a IgE. Com isso, ocorrera uma baixa ativagao dos mastocitos, o que contribui
para obtengdo de um produto mais seguro para o paciente (VALENTA; CAMPANA;
NIEDERBERGER, 2017).

Groot et al. (2020) descreveram a importéncia dos estudos dos epitopos de
células T no desenvolvimento de vacinas, destacando o papel dessas células na
seguranga e eficacia. Sabemos que a memdria das células T tem um papel
importantissimo quanto a prote¢ao das vacinas.

Os epitopos de células T presentes nos peptideos possuem afinidade por varias
moléculas do complexo MHC II. Desta forma, durante a sele¢ao dos peptideos que irdo
compor uma imunoterapia deve-se ter muita atengdo para que se consiga ter uma
cobertura de toda a populagdo de acordo com as caracteristicas de ligagdo dos
peptideos com o MHC Il (LARCHE, 2007).

Assim, para o desenvolvimento de uma vacina sao utilizados os agentes
adjuvantes juntamente com os epitopos de células T, que devem ser imunogénicos, ou
seja, capazes de provocar uma resposta imunoloégica no organismo, e quanto mais
epitopos de células T e de ligantes de HLA maior sera a capacidade da vacina de

estimular uma resposta imunolégica (GROOT et al., 2020).
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A imunoterapia que contém epitopos de células T especificos dos alérgenos
emprega peptideos sintéticos curtos, normalmente com cerca de 20 residuos de
aminoacidos (EL-QUTOB et al., 2015). Ja foi descrito que peptideos curtos sdo menos
alergénicos que um alérgeno inteiro, pois, por ndo possuirem uma estrutura terciaria, o
seu poder de ligagédo cruzada com a IgE é reduzido, e consequentemente, a ativagcao
dos mastécitos e basofilos também séo afetadas (LARCHE, 2007).

Um estudo foi realizado com o alérgeno tropomiosina do camarao, ja que este
alérgeno ¢é altamente reativo. Foram sintetizados peptideos da tropomiosina,
identificados os epitopos de células T, produzida uma proteina recombinante da
tropomiosina e avaliada quais as sequéncias capazes de deflagrar a alergia em
camundongos. Foi demonstrado que a imunoterapia amenizou as respostas alérgicas e
proporcionou um equilibrio nas respostas Th1/Th2, induzindo a producgao de anticorpos
IgG bloqueadores especificos contra a tropomiosina (WAI et al., 2016).

Desta forma, a imunoterapia baseada em peptideos surgiu com o intuito de
reduzir a alergenicidade das imunoterapias, porém a imunogenicidade dos alérgenos
deve ser mantida para que ocorra a indugdo da tolerancia imunoldgica, estimulando

assim as células do perfil Th1 e as células reguladoras (EL-QUTOB et al., 2015).

2.7.3.Tratamento da alergia por bloqueio de IgE

Todas as informagdes geradas sobre os alérgenos influenciam na melhor
compreensdo das doengas alérgicas, contribuindo com a descoberta de novas
tendéncias de diagndsticos e tratamentos (JENSEN-JAROLIM; JENSEN; CANONICA,
2017). Deste modo, € de suma importancia o conhecimento dos epitopos dos alérgenos,
pois, favorece o desenvolvimento de imunoterapicos para as alergias (MORENO;
CLEMENTE, 2008; WOLFF et al., 2004).

Estudos realizados por Robotham et al. (2002) com a noz inglesa demonstraram
que o epitopo (QGLRGEEMEEMV) do alérgeno Jug r 1 era responsavel pela interagéo
com a IgE. Alteragdes nessa sequéncia foram realizadas, e a cada 12 residuos de
aminoacidos foi trocado pela alanina, a fim de avaliar a intensidade dessa interagao. Foi
constatado que o acido glutamico localizado na posicao 42 possuia papel importante
na ligagdo com a IgE.

Deus-de-Oliveira et al. (2011) trabalhando com as isoformas de albumina 2S de
mamona, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, demonstraram a presencga de pelo menos 2 residuos de
acido glutédmico e/ou acido aspartico nas sequéncias dos epitopos e sua importancia na
ligacdo com a IgE. Neste estudo, os mastocitos foram sensibilizados com a IgE e

incubados com o acido glutamico livre, na hipotese da regido variavel da IgE ser
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bloqueada pelo acido glutdmico. Concluiu-se que, apds a incubagao com os alérgenos
da mamona, ndo houve a desgranulacdo dos mastocitos, pois, os sitios de ligagdo da
IgE ja estavam bloqueados.

Nesse sentido, outro estudo com alérgenos de mamona propds um tratamento
alternativo para o bloqueio de IgE utilizando o acido L-glutdmico ou acido glutdmico
modificado. Foi demonstrado neste trabalho que o acido L-glutdmico e acido L-
nitrobenzoil glutdmico apresentaram melhor atividade de bloqueio dos alérgenos de
mamona com a IgE (DE CAMPOS MESQUITA et al., 2023).

2.8. Ferramentas de bioinformatica e suas aplicagées a imunologia

O processo de design de novos tratamentos para as doencas alérgicas requer
primeiramente o mapeamento de epitopos, o que nos permite uma analise prévia do
alérgeno em questao. Para isso, sdo empregadas as ferramentas computacionais que
sdo imprescindiveis no desenvolvimento de vacinas, pois, contribuem com os estudos
in silico tornando possivel prever a resposta imunoldgica (GROOT et al., 2020).

As ferramentas de bioinformatica e a inteligéncia artificial colaboram com a
compreensdo dos dados gerados pelos softwares, para que posteriormente essas
informagbes possam ser utilizadas nos diagnosticos de doengas, desenvolvimento de
terapias e monitoramento do curso das doencas alérgicas (BREITENEDER et al., 2019).

Com o passar dos anos, pesquisadores e empresas dedicaram seus esforgos
para desenvolver ferramentas de imunoinformatica que pudessem ser empregadas no
desenvolvimento de novas vacinas, com o objetivo de investigar toda a participacao dos
epitopos de células T bem como suas “brechas” envolvidas no processo de ativagdo do
sistema imune. Tudo isso somou-se positivamente com as pesquisas, pois novos
algoritmos para a investigacao de epitopos e desenvolvimento vacinas que se baseiam
em peptideos tornaram-se mais acessiveis (GROOT et al., 2020).

Desta forma, as ferramentas de bioinformatica sdo pecas fundamentais no
ambito de pesquisas, pois, nos permite um melhor direcionamento nos dados gerados,
para posteriormente serem selecionados os fragmentos proteicos de interesse no
desenvolvimento de terapias, contribuindo com o tratamento de doencas alérgicas, além
da reducéo de custos e tempo de analises.

O objetivo desse item nao é gerar uma discussao, mas sim, apresentar quais os
métodos selecionados para atingir os objetivos deste trabalho, em que uma parte
combina ferramentas de imunoinformatica para a busca de epitopos presentes nas

oleaginosas comestiveis, com intuito preliminar para a composi¢cao de um protétipo de
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uma terapia para alergia alimentar. Descrevemos abaixo as principais ferramentas de

bioinformatica utilizadas neste estudo in silico.

2.8.1.Ferramentas de identificacdo de epitopos de células B lineares e

descontinuos

Estudos tém mostrado que a identificagdo de epitopos lineares vem
apresentando resultados satisfatérios em pesquisas que buscam a identificacdo de
novos antigenos vacinais e de alérgenos (VAN REGENMORTEL, 2006). O
desenvolvimento de vacinas € um campo promissor que vem sendo estudado por muitos
grupos de pesquisas. Neste sentido, esta pesquisa visou utilizar diferentes combinagdes
de abordagens que envolvem as ferramentas de bioinformatica que contribuissem com
a investigacao de peptideos candidatos a uma imunoterapia. Para isto, nossa primeira
questao foi identificar quais as principais ferramentas que pudessem nos auxiliar no

mapeamento dos epitopos imunogénicos.

2.8.1.1. IEDB - Bepipred

O IEDB (Imune Epitope Data Base) é considerado atualmente o maior banco de
dados disponivel de forma online, de facil consulta no servidor da web, que contém
peptideos de células B imunogénicos. Além da predi¢cao de células B, o IEDB mantém
integrado outras ferramentas de predi¢gdes que contribuem com as pesquisas (SUN et
al., 2013).

Varias abordagens para prever epitopos foram desenvolvidas a partir da
caracteristica linear dos epitopos de células B, e isso foi possivel através do
conhecimento das estruturas das proteinas. Percebeu-se com os estudos que a
predicao de epitopos de células B era mais complexa do que para os epitopos de células
T, pois, foi visto uma complexidade maior na interacdo do epitopo de célula B com o
anticorpo, quando comparado com o epitopo de célula T, que durante o reconhecimento
no complexo MHC ele é degradado em peptideos (DALL et al., 2014).

No processo de predicdo de epitopos de células B, séo utilizadas escalas que
tem o objetivo de avaliar a tendéncia das caracteristicas fisico-quimicas dos residuos
de aminoacidos e a tendéncia média ao longo da sequéncia proteica do antigeno, que
normalmente ocorre com seis residuos de aminoacidos. Entdo, € de acordo com os
maximos das escalas de tendéncia visualizadas é que sdo determinadas as posi¢des

dos possiveis epitopos, gerando assim a predicdo dos epitopos (DALL et al., 2014).
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O método BepiPred que prevé epitopos de células B lineares originou-se da
combinacdo do método oculto de Markov com o método de escala de propensao. O
método oculto de Markov avalia se a posigao central da janela foi anotada como um
pedaco do epitopo, ja o método escala de propensdo determina para cada aminoacido
um valor de propensdo de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas (LARSEN;
LUND; NIELSEN, 2006).

Posteriormente surgiu o Bepipred 2.0, que utiliza algoritmo e é treinado somente
para epitopos com estruturas conhecidas, o que fornece resultados com bom
desempenho e melhor qualidade quando comparado com a versdo anterior. A sua
utilizacao é relativamente simples e rapida, onde o usuario deve inserir no programa a
sequéncia da proteina no formato fasta, e em poucos minutos os resultados sao
apresentados, destacando os epitopos na sequéncia informada (JESPERSEN et al,,
2017).

De posse dos epitopos preditos, o usuario pode realizar seus experimentos de
interacao alérgeno-anticorpo para visualizar melhor os sitios de interagcao, confirmar os

epitopos preditos e avaliar os métodos empregados na predigao (DALL et al., 2014).

2.8.1.2. BcePred

A ferramenta BcePred é utilizada inicialmente para projetar vacinas baseadas
em peptideos, capaz de fazer a predigdo de epitopos continuos de células B presentes
nas sequéncias proteicas, levando em conta as caracteristicas fisico-quimicas dos
residuos de aminoacidos. O software é de facil utilizagdo, sendo possivel combinar as
propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos como a flexibilidade, polaridade,
hidrofobicidade e superficie exposta, podendo o usuario utilizar qualquer uma delas ou
de forma combinada, e por fim submeter os dados (SAHA; RAGHAVA, 2004).

As propriedades fisico-quimicas dos epitopos sdo quantificadas de modo que,
todos os residuos de aminoacidos recebem um determinado valor (SAHA; RAGHAVA,
2007).

Como resultado, o programa gera um grafico destacando os residuos de
aminoacidos, com os scores e cada caracteristica fisico-quimica numa cor especifica,
permitindo a visualizagcdo do epitopo. A precisdo dos epitopos lineares de células B
gerados pelo programa consegue atingir a 58,70% quando as propriedades
hidrofobicidade, flexibilidade, polaridade e superficie exposta sdo combinadas, mas a
sensibilidade foi descrita de 56% e a especificidade de 61% (SAHA; RAGHAVA, 2004).
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2.8.1.3. BCPREDS

O BCPREDS ¢ um software online de predicdo de epitopos de células B o qual
permite ao usuario selecionar o método adequado para seu estudo e prever epitopos
de células B. O software é de simples utilizacdo, sendo necessario informar a sequéncia
da proteina, o que permite inserir o tamanho do epitopo que se deseja, bem como o
limite de especificidade, visto que essas duas informacgdes ndo sado obrigatérias. Este
programa utiliza métodos de aprendizagem de maquina que se baseia em maquina de
suporte de vetores (SMV), capaz de prever epitopos de células B lineares a partir da
sequéncia proteica do antigeno que variam de 12 a 30 residuos de aminoacidos (EL-
MANZALAWY; DOBBS; HONAVAR, 2008).

2.8.2.Ferramentas de identificacao de epitopos de células T

Para iniciar o estudo de design de vacinas que se baseiam em epitopos de
células T sdo empregadas as analises in silico dos epitopos de células T, onde as
sequéncias proteicas dos antigenos podem ser obtidas no banco de dados Uniprot no
formato FASTA para analises posteriores nos programas computacionais. A partir dai,
busca-se identificar os melhores ligantes de HLA da classe | (ou MHC-I) ou HLA da
classe Il (ou MHC-II) (GROOT et al., 2020).

Para a identificagcdo dos melhores ligantes do HLA torna-se necessario
compreender o complexo MHC, que participa da codificagdo dos genes de HLA
considerados os mais polimorficos do nosso genoma e que executam papel importante
na apresentagdo dos peptideos antigénicos aos linfocitos T (GOLDBERG; RIZZO,
2015).

O complexo de MHC se divide em 2 classes: na classe | (figura 6) e Il (figura 7).
A classe | participa da codificagdo das moléculas HLA-A, HLA-B e HLA-C, cuja fungéo
consiste na apresentagao dos peptideos aos linfocitos T citotoxicos (CD8). Ja a classe
Il codifica as moléculas HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DM e HLA-DO que séao
expressos nas superficies das APC’s e responsaveis pela apresentacao dos peptideos
aos linfécitos TCD4+ (GOLDBERG; RIZZO, 2015).
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Figura 6 - Molécula do MHC |. Composta por 1 cadeia transmembrana de glicoproteinas a que juntas
constituem 3 dominios (a1, a2 e a3), associada de forma ndo-covalente a cadeia 32-microglobulina que néo
atravessa a membrana, constituindo o 4° dominio, como mostrado em a. Em b, nos mostra o diagrama em

fitas da molécula.

Sulco de ligacio

Sulco de ligagao
a peptideo

ay B-microgiobulina

By-microgiobulina

Fonte: (MURPHY et al., 2010).

Figura 7 - Molécula do MHC Il. Composta por 2 cadeias transmembrana de glicoproteinas a e 3, onde cada
cadeia possui 2 dominios e as 2 cadeias formam uma estrutura compacta de 4 dominios, como mostrado
no quadro a. O quadro b nos mostra o diagrama do MHC |l em fitas, destacando os dominios que formam
o sulco de ligagdo com o peptideo s&o formados por cadeias diferentes.

Sulco de ligagao
a do peptideo

Fonte: (MURPHY et al., 2010).

Podemos observar nas figuras 6 e 7, que as estruturas das moléculas MHC | e
Il sdo muito semelhantes, porém, algumas diferencas sao apresentadas, como por
exemplo o MHC Il, que possui o sitio de ligacdo com o peptideo composto por 2
dominios de cadeias diferentes (a e ), enquanto no MHC | é formado apenas pelo
dominio de cadeia a (MURPHY et al., 2010).
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O objetivo de prever os epitopos de células T €& rastrear no antigeno quais
peptideos curtos que conseguem estimular as células T, e essa habilidade de estimular
as células T se define em imunogenicidade, que pode ser confirmado em laboratérios
atraves de ensaios com peptideos sintéticos. Assim, as analises in silico de predi¢do de
epitopos de células T se baseia na interagcdo do peptideo a molécula de MHC Il
(SANCHEZ-TRINCADO; GOMEZ-PEROSANZ; RECHE, 2017).

Estudos mostraram que os peptideos que se ligam ao MHC Il podem ter o
comprimento de 9 a 22 residuos de aminoacidos, porém, existe um nucleo de ligagcao
entre o MHC |l e o peptideo que compreende 9 residuos, sendo esta pequena sequéncia
que encaixa no sulco de ligagao da molécula MHC I, e que normalmente é predita pelos
programas de predicdo de epitopos (SANCHEZ-TRINCADO; GOMEZ-PEROSANZ;
RECHE, 2017).

Existem alguns fatores que impactam na predi¢ao de epitopos de células T, bem
como na escolha dos epitopos que irdo fazer parte do design de uma futura vacina,
sendo eles: o alto grau de polimorfismo do MHC |l e os seus diferentes tipos de alelos;
a vasta quantidade de peptideos; a for¢a de interacao do peptideo ao MHC; além do
elevado numero de dados gerados apos a analise do sistema (DESAI; KULKARNI-
KALE, 2014).

Atualmente, existem muitos métodos utilizados para a predi¢cao de epitopos de
células T, que subdividem em métodos de predi¢ao direta, o qual analisa de acordo com
a sequéncia apresentada e a estrutura dos epitopos, levando em conta as
caracteristicas anfipaticas, ou seja, a molécula apresenta regides hidrofilicas e
hidrofébicas, a presenga de motifs dentre outras. Ja os métodos indiretos, realizam a
predi¢cao da interagao do peptideo ao MHC empregando técnicas que se baseiam em
analises estatisticas, como as redes neurais artificiais, matrizes quantitativas, SVM,
simulagdes do encaixe molecular da proteina, relacdo da atividade de estrutura-
atividade quantitativa (QSAR) dentre outras (DESAI; KULKARNI-KALE, 2014).

2.8.2.1. NetMHCII

Sabemos que o complexo MHC Il possui papel importante no nosso sistema
imune, pois, ao apresentar os antigenos as células T, ele é capaz de estimular a
imunidade humoral e celular. Deste modo, diversos pesquisadores tém buscado
desenvolver ferramentas que auxiliam na compreensao de quais peptideos que se ligam
a esse complexo (NIELSEN; LUND OLE, 2009).
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O NetMHCIl é um programa de predigédo de epitopos de células T que se
fundamenta na afinidade de ligagao do peptideo a molécula de MHC. Ele é considerado
um dos melhores métodos de predicdo de epitopos que utiliza algoritmos baseados em
redes neurais artificiais para a predicdo dos epitopos que sao extraidos do IEDB
(JENSEN et al., 2018).

Compreende-se por rede neural artificial, um método capaz de simular os
circuitos dos neurbnios ndo biolégicos, ou seja, o ensino aos computadores a
processarem os dados como o nosso cérebro, de modo a reconhecer padrdes
complexos, para que depois ele seja capaz de reconhecer padrdes semelhantes a estes
a medida que for apresentando novos dados (DESAI; KULKARNI-KALE, 2014).

De acordo com Jensen et al. (2018), a imunogenicidade esta relacionada a forca
de ligacdo dos peptideos a molécula de MHC Il, e isto contribui com os estudos de
identificacao de epitopos de células T para o desenvolvimento de novos tratamentos e

diagnosticos de doengas.

3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Avaliar o uso de um peptideo sintético derivado de epitopos de células T dos
alérgenos da classe albuminas 2S das oleaginosas comestiveis como uma nova

estratégia para o tratamento de alergias alimentares.

3.2. Objetivos Especificos

o Realizagao de estudos in silico através de ferramentas de bioinformatica para
identificacao de epitopos de células B e T das oleaginosas que pertencem a
classe de albuminas 2S (amendoim, castanha do Brasil, pistache, avela, noz,
castanha de caju e gergelim).

e Sintese de um peptideo hibrido de células T a partir de epitopos presentes nos
alérgenos das oleaginosas pertencentes a classe de albuminas 2S.

e Ensaios in vitro com o peptideo hibrido de células T.

e Avaliacdo da resposta imunoldgica desencadeada pelo tratamento com o
peptideo hibrido de células T em camundongos Balb/c.

e Validagado dos estudos in silico empregando o peptideo hibrido de células T

em estudos de proliferacao celular e de citocinas.
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Neste item sera discutida a metodologia empregada na realizagdo deste

trabalho. A figura 8 apresenta um esquema simplificado do estudo in silico realizado

neste trabalho.

Figura 8 - Esquema representativo da metodologia do estudo in silico simplificada.
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4.1.1.0btencao das sequéncias proteicas dos alérgenos

Para iniciar as analises in silico, foi necessario obter as sequéncias proteicas dos
alérgenos da classe das albuminas 2S presentes nas oleaginosas através do banco de
dados de estruturas proteicas denominado PDB — Banco de Dados de Proteina (do
inglés, Protein Data Bank), (disponivel no endereco https://www.rcsb.org/) e salvas no

formato fasta.

4.1.2.Predicao de peptideo sinal

A predigao do peptideo sinal nos indica o local de clivagem para que a sequéncia
correspondente ao peptideo sinal seja retirada para prosseguir com as analises
seguintes. A existéncia de peptideo sinal das sequéncias proteicas dos alérgenos foi
avaliada com o uso do software SignalP 5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
As sequéncias proteicas dos alérgenos que nao apresentaram peptideo sinal também
foram mantidas para as analises posteriores.

O software SignalP 5.0 utiliza um método de rede neural profunda, porém, é
combinado com campo aleatério condicional e aprendizado de transferéncia, o que
contribui com uma previsao de peptideo sinal confiavel e com melhor desempenho
(ARMENTEROS et al., 2019).

4.1.3. Alinhamento multiplo das sequéncias e construcao da arvore filogenética

Os alinhamentos multiplos das sequéncias proteicas sdo importantes para que
seja possivel o processamento dos dados biologicos, bem como estimar a arvore
filogenética. A partir das sequéncias proteicas identificadas, torna-se possivel compara-
las, alinha-las e obter a construgéo da arvore filogenética através do Clustal Omega
1.2.4, disponivel no servidor EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk//Tools/msa/clustalo/).

Para submeter um job no Clustal Omega, foi necessario definir os parametros
que sao obrigatorios, como o formato, que foi definido “ClustalWW” e a inser¢éo das
sequéncias proteicas sem o peptideo sinal no formato fasta, que € um dos formatos
recomendado. Apos a definicdo dos parametros, € possivel submeter o job, que entéo
nos apresenta os alinhamentos multiplos e a arvore filogenética relacionadas as

sequéncias em questao.
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4.1.3.1. Visualizagao do alinhamento das sequéncias no software Jalview

De posse do resultado do alinhamento muiltiplo no Clustal Omega, foi obtida a

URL (http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120220303-

170110-0196-7394389-p1m/aln-clustal) para ser visualizada no programa Jalview.

4.1.4.Avaliagao das propriedades fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas dos alérgenos foram avaliadas pelo programa
ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/). Os parametros analisados dos
alérgenos incluiram composi¢cdo de aminoacidos, massa molecular, ponto isoelétrico
tedrico (pl), niumero total de residuos carregados negativamente (Asp + Glu), nUmero
total de residuos carregados positivamente (Arg + Lys), indice alifatico e indice de

instabilidade.

4.1.5.Predicao da estrutura secundaria dos alérgenos

A predicao da estrutura secundaria dos alérgenos foi realizada pelo software

PHD disponivel em (http://npsa-pbil.ibcp.fr). Este software é de facil utilizacdo online,

que utiliza para as predi¢des redes neurais e apresenta resultados bem precisos quando

comparados com a espectroscopia de dicroismo circular.

4.1.6.Predicao de epitopos de células B

A existéncia de epitopos reconhecidos por células B foi investigada. Os epitopos
foram determinados enviando as sequéncias dos alérgenos aos softwares de predigao
de epitopos imunes IEBD Analyses Resource através do método Bepipred Linear
Epitope Prediction 2.0 (http://tools.iedb.org/bcell/) (JESPERSEN et al., 2017), BcePred
(http://crdd.osdd.net/raghava/bcepred/) (SAHA; RAGHAVA, 2004) e BCPreds
(http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/) (EL-MANZALAWY; DOBBS; HONAVAR, 2008), para

posterior comparacgao e analise.

4.1.7.Predicao de epitopos de células T

As analises computacionais sdo comumente empregadas no meio cientifico,

pois, através dos dados gerados, como por exemplo, na predicao de epitopos de células
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T, ocorre uma redugéo importante no numero dos possiveis ligantes ao MHC que seriam
testados em bancada. Neste trabalho os epitopos de células T foram determinados
enviando as sequéncias dos alérgenos ao software de predi¢ao de epitopos NetMHC Il
2.3 (JENSEN et al., 2018), disponivel em
(http://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetMHCII-2.3). Este software avalia a

afinidade de ligagao dos epitopos quando sao expostas as moléculas de HLA da classe
[l, o MHC 1.

O NetMHC Il € um método de predi¢cao que utiliza rede neural artificial capaz de
identificar de forma simultanea o nucleo de ligagao e afinidade de ligacado aos alelos de
MHC II. Ele é responsavel pela predicao de epitopos de células T compostos por 13 a
18 residuos e a afinidade de interagao foi calculada para alelos HLA-DR, do MHC de
classe Il

Nesse tipo de predigdo foram executados uma variedade de algoritmos, a fim de
gerar uma combinacao de resultados que fossem capazes de prever a qualidade de
peptideos que apresentassem caracteristicas antigénicas ao sistema imunoldgico. De
acordo com Brito (2014) foi parametrizado 14 alelos de humanos de HLA-DR, sendo
eles: HLA-DRB1-0101, HLA-DRB1-0301, HLA-DRB1-0401, HLADRB1-0404, HLA-
DRB1-0405, HLA-DRB1-0701, HLA-DRB1-0802, HLA-DRB1-0901, HLA-DRB1- 1101,
HLA-DRB1-1302, HLA-DRB1-1501, HLA-DRB3-0101, HLA-DRB4-0101, HLA-DRB5-
0101. Os melhores candidatos foram selecionados de acordo com a média de afinidade
com HLA.

4.1.8.Selecao de epitopos para sintese do peptideo hibrido de células T

Apds uma analise minuciosa dos epitopos de células T preditos
computacionalmente pelo método NetMHCII, o proximo passo foi definir um peptideo
hibrido baseado nas sequéncias proteicas das oleaginosas comestiveis para ser

sintetizado. O peptideo hibrido foi sintetizado comercialmente pelo fabricante GenScript.

4.1.9.Avaliacao das propriedades fisico-quimicas do peptideo hibrido de células
T

As propriedades fisico-quimicas do peptideo hibrido de células T foram
avaliadas pelo programa ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/). Os parametros
analisados incluiram composi¢cao de aminoacidos, massa molecular, ponto isoelétrico

tedrico (pl), niumero total de residuos carregados negativamente (Asp + Glu), nUmero
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total de residuos carregados positivamente (Arg + Lys), indice alifatico e indice de

instabilidade.

4.1.10. Predicao e determinag¢ao da estrutura secundaria do peptideo hibrido de

células T

Apdés a identificaggo do  peptideo hibrido de células T
(IRQAVRQQQAQMVQQISPSQGCAQF), a sua estrutura secundaria foi predita usando o
software PHD disponivel em (http://npsa-pbil.ibcp.fr) através do método SIMPA96.

A estrutura secundaria do peptideo hibrido de células T foi determinada pela
espectrometria de dicroismo circular, em espectropolarimetro modelo J-815 (Jasco
Corporation, Tokyo, Japan), de acordo com as instru¢des do fabricante. O peptideo foi
dissolvido em agua destilada, colocado em cubeta de quartzo com caminho ético de 1
mm de comprimento a 20 °C. O espectro obtido foi uma média de seis varreduras
consecutivas, adquiridas a uma velocidade de varredura de 100 nm/min, largura de

banda de 1 nm e resposta de 1 s.

4.1.11. Predicao da antigenicidade do peptideo hibrido de epitopos de células T

A predicdo da antigenicidade é uma etapa importante para ser realizada antes
da sintese de peptideos, pois ela busca reconhecer se o peptideo possui a capacidade
de estimular uma resposta imunolégica protetora. Para verificar o potencial antigénico
do peptideo hibrido, utilizamos primeiramente o software ANTIGENpro, disponivel em

http://scratch.proteomics.ics.uci.edu. Este software através de microarray nos permite

medir a antigenicidade através de andlises da sequéncia com limiar de 0,5 (MAGNAN
et al., 2010).
Em seguida, avaliamos a antigenicidade pelo software Predicted Antigenic

Peptides, disponivel em (http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl). Este software é

capaz de prever dentro da sequéncia do peptideo analisada quais segmentos estao
mais envolvidos na indugdo de resposta imunoldgica, fornecendo como resultado

fragmentos com tamanho minimo de 8 residuos com uma precisao de 75%.
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4.2. ETAPA Il — Caracterizagdo dos alérgenos

4.2.1.Extragao, purificacao e caracterizagao de albumina 2S das oleaginosas

Apods a analise de todo o estudo tedrico realizado in silico, definimos entdo 2
tipos de oleaginosas que sdo comumente consumidas para seguir com as préximas
analises experimentais, sendo elas: o gergelim e amendoim.

A extracgao, purificagao e caracterizagao de alérgenos pertencentes a classe de
albuminas 2S presentes nestas oleaginosas foram realizadas conforme descrito por
Hummel et al., (2015). As sementes foram maceradas e desengorduradas com hexano.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento recolhido foi seco em capela de exaustao.
As proteinas foram extraidas com tampao citrato de sdédio, centrifugadas e o
sobrenadante rico em proteinas foi utilizado para obter as fragdes proteicas conforme

subitem abaixo.

4.2.2. Separagao das fragoes proteicas por cromatografia liquida de exclusao

molecular

Os extratos proteicos foram submetidos a cromatografia liquida de exclusao
molecular, empregando a resina Sephadex G-50 para a separagao das fragbes como
proposto por (MACIEL et al., 2009). Inicialmente, foi empregada a fase moével acido
trifluoracético (TFA) 0,1% e as proteinas foram detectadas por absorbancia a 220 e 280

nm. As fragdes de interesse foram secas no liofilizador.

4.2.3. Eletroforese SDS-PAGE

Apods a obtencao das fragbes proteicas foi realizada a analise de homogeneidade
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%), segundo (LAEMMLLI, 1970).

4.2.4. Analise in vitro e in vivo

4.2.4.1. Animais e delineamento do ensaio de sensibilizagao

Este ensaio foi realizado de acordo com Mine e Yang (2009) com adaptacoes,
em colaboragcdo com a Dr? Giliane da Silva de Souza, do Laboratério de Biologia do
Reconhecer da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso

de Animais (CEUA-UENF), protocolo n® 297. Todos os camundongos utilizados nos
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ensaios deste trabalho foram fémeas de 6 a 8 semanas da linhagem BALB/c e obtidos
na unidade de criagao de animais da UENF. Os animais foram divididos aleatoriamente
em grupos (n=5/grupo) e imunizados de acordo com Deus-de-Oliveira et al. (2011) com
modificagdes. O grupo 1 (controle negativo) recebeu 100 uL de tampéao fosfato-salino
(PBS); grupos 2 e 3 receberam 50 ug de albumina 2S de amendoim e 50 ug de albumina
2S de gergelim respectivamente na presenca de 4 mg de hidroxido de
aluminio/inoculagédo, administrados por via intraperitoneal (ip) nos dias 0, 7 e 14.
Amostras de sangue do seio retro-orbital foram coletadas nos dias 0 (pré-imune) e 21
para avaliacao soroldgica de anticorpos IgE, IgG e IgG1 séricos conforme item 4.2.4.2.

O cronograma da sensibilizagao pode ser visualizado na figura 9.

Figura 9 - Cronograma esquematico da sensibilizacdo de camundongos.

* Andlise * Andlise
anticorpo anticorpo
Dias 0 7 14 21

Sensibilizacgéo intraperitoneal

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.4.2. Avaliagao sorolégica por ensaio imunoenzimatico de ELISA

O ensaio ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) foi realizado de acordo
com Deus-de-Oliveira et al. (2011) com modificagdes; e utilizado para a detecgéo de
anticorpos séricos especificos para as subclasses IgG, IgG1 e IgE. Utilizando placas de
96 pocos de poliestireno (Nunc-Immuno Plate | F), os pogos foram sensibilizados com
60 uL/poco de albuminas 2S de amendoim e gergelim (0,33 ug/uL) diluidas em tampao
carbonato-bicarbonato de sédio 50 mM, pH 9,6 a 4°C durante a noite (18 h). Apds a
lavagem com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T), os pogos foram bloqueados
com PBS-T contendo 1% de gelatina durante 1 h a temperatura ambiente, e entéo
lavados com PBS-T e incubados com as amostras de soros (1:5 para IgE e 1:100 para
IgG1 e IgG) diluidas em tampao bloqueador a 37°C por 1 h. Posteriormente, os pogos
foram lavados com PBS-T e tratados com anticorpos secundarios (SouthernBiotech)
anti-lgG, anti-lIgG1 e anti-IgE conjugados a peroxidase, diluidos (1:500, 1:500, 1:2000
respectivamente) em PBS-T contendo gelatina 1% e mantidos por 1 h a 37°C. Apos
novas etapas de lavagem foi iniciada a revelagéo do ensaio. Foi adicionada uma solugao
reveladora, contendo 10 mg de OPD, 10 uL de peréxido de hidrogénio 30% (H202), 6,5
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mL de acido citrico 0,1 M, 7,0 mL de fosfato de sédio monobasico 0,2 M e 11,5 mL de
agua (H20) destilada, por 10 min na auséncia de luz. A reagao foi interrompida
adicionando-se 60 pL de acido sulfurico 3N (H2SO.) por pogo. A leitura da absorbancia

foi realizada a 492 nm em leitor de microplacas (Thermo Plate Reader).

4.2.4.3. Investigacao dos epitopos de células T

A investigacao dos epitopos de células T foi realizada de acordo com a
proliferacdo das células, conforme Mine e Yang (2009) com adaptacbes, e em
colaboragao em colaboracdo com a Dr? Rebeka da Conceigdo Souza e Dr Fabricio
Moreira Almeida do Laboratdrio de Biologia do Reconhecer da UENF. Os animais foram
divididos aleatoriamente em trés grupos (n = 6/grupo), onde o grupo 1 (controle) recebeu
200 yL de PBS, e os grupos 2 e 3 receberam respectivamente 40 ug de albumina 2S de
gergelim e amendoim, emulsionados em 100 yL de adjuvante. As amostras foram
administradas (200 pL/inoculagao) via intraperitoneal (ip) nos dias 0, 9, 15, 22 e 29,
totalizando cinco imunizagbes, sendo que, nos dias 0 e 9 foi utilizado 100 pyL de
adjuvante completo de Freund; nos dias 15 e 22 foi utilizado 50 pyL de adjuvante
incompleto de Freund, e no dia 29 foi administrado somente as proteinas albuminas 2S
de amendoim e gergelim. O cronograma da sensibilizagao dos animais e investigagao
dos epitopos de células T pode ser visualizado na figura 10. Amostras de sangue do
seio retro-orbital foram coletadas para avaliagao sorolégica de anticorpos IgE, 1gG e
IgG1 séricos nos dias 0 (pré-imune) e 36. O ensaio imunoenzimatico de ELISA foi

realizado conforme item 4.2.4.2.

Figura 10 - Cronograma esquematico da sensibilizacdo e investigagdo de epitopos de células T.

* Analise *Anadlise Avaliagao proliferagéo
anticorpo anticorpo de céls.
Dias 0 9 15 22 29 36 40 43
Sensibilizag&o intraperitoneal Sacrificio animal ~ Citocinas

Cultura de céls.

Fonte: Elaborado pela autora.

Apos a sensibilizagdo dos animais, cada grupo foi dividido em 2 subgrupos. Os
animais do primeiro subgrupo foram eutanasiados para prosseguir com 0s ensaios de

cultura de células e estimulagao antigénica, proliferagao de esplendcitos e producéo de
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citocinas. Os animais do segundo subgrupo permaneceram vivos para serem tratados
com o peptideo hibrido e realizado posteriormente as analises de cultura de células e

estimulagao antigénica, proliferagao de esplendcitos e produgéo de citocinas.

4.2.4.3.1. Cultura de células e estimulagao antigénica

Apobs onze dias da ultima imunizagao (dia 29), 3 animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical, os bagos foram retirados assepticamente e pressionados sobre
coador de células de 40 uym, posicionado sobre um tubo de 50 mL estéril, com auxilio
de um émbolo de uma seringa de 5 mL. Apés, foi adicionado 10 mL de meio RPMI 1640
(Gibco) para obtencéo da suspensao de células esplénicas, que foram submetidas a
centrifugacao por 5 minutos a 400 g. Apdés a centrifugagdo, o sobrenadante das
suspensoes celulares foi descartado e os precipitados de células foram ressuspendidos
com 2 mL de tampao de lise de eritrocitos, tampao ACK (Ammonium-Chloride-
Potassium), e deixado no tampao durante dois minutos. Apds decorrido este tempo, foi
adicionado 10 mL de PBS 1x contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco) e
centrifugado novamente por 5 minutos a 400 x g. Apds a centrifugagéo, os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados de células foram ressuspendidos
com 1 mL de meio RPMI 1640 acrescido de 10% SFB, 1 mM de piruvato de sdédio, 2
mM de L-glutamina e 1% de solugéo de penicilina/estreptamicina (LGC). Uma aliquota
de 10 yL de cada amostra foi retirada para contagem de células em céamara de
Neubauer, para determinar a concentracdo de esplendcitos por mililitro. Apds a
contagem, 5x10* de esplendcitos foram adicionados por poco de placa de cultura celular
de 96 pocos. Os esplendcitos foram cultivados por 72 horas, em estufa imida a 37° C
com 5% de CO,, na presencga ou nao de 2 mg/mL de proteinas albuminas 2S de gergelim
e de amendoim, e com o peptideo hibrido de células T (200 ug/mL), totalizando o volume
de 100 pL de meio de cultivo por pogo, para avaliagdo quanto a capacidade proliferativa

de células e de produgao de citocinas do baco.

4.2.4.3.2. Avaliagao da proliferagao dos esplenécitos

A avaliagcéo da proliferagcao dos esplendcitos oriundas do baco de camundongos
Balb/c foi realizada pelo método de MTT ((3-(4,5-dimeThyl)-2,5 diphenyl tetrazolium
bromide)), também chamado de sal de tetrazodlio. Os esplendcitos dos camundongos
imunizados com proteinas albuminas 2S de amendoim e gergelim foram cultivados por
72 horas, como descrito no item anterior. Apds as 72 horas, foi adicionado 10 pL de

solugdo de MTT, na concentragédo de 10 mg/mL, por pogo na placa de cultivo, e incubado
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em estufa umida a 37° C com 5% de CO; por 3 horas. Apds decorrido o tempo de
incubagao, a placa foi centrifugada por 5 minutos a 600 x g, o sobrenadante foi
descartado e adicionado 100 uL de solugéo de Isopropanol com acido cloridrico (HCI)
para dissolver os cristais de formazan, gerado com a redugdo do MTT pelas
mitocdndrias. A densidade 6tica da coloragao dos pogos da placa foi analisada em leitor
de microplacas (Epoch) com filtro de 570 nm, para determinar as intensidades relativas

de proliferagao.

4.2.4.3.3. Avaliagcao da producao de citocinas das células do bago

O ensaio de dosagem de citocinas foi realizado em colaboragao com a Dr.2
Rebeka da Concei¢ao Souza e Dr. Fabricio Moreira Almeida, e a Msc. Juliana Azevedo
da Silva do Laboratério de Biologia do Reconhecer da UENF. Os esplendcitos dos
camundongos imunizados com proteinas albuminas 2S de amendoim e gergelim foram
cultivados por 72 horas, como descrito no item 4.2.4.3.1. Apds as 72 h a 37°C, os
sobrenadantes da cultura celular foram coletados para avaliar o perfil de resposta
Th1/Th2. Foi utilizado o kit Cytometric Beads Array (CBA, marca — BD) para a dosagem
das citocinas: IL-2, INFy, TNF-qa, IL-4 e IL-5. Resumidamente, os padrdes de citocinas
foram reconstituidos com o diluente do ensaio. Apds, os padrdes foram diluidos através
de diluicbes seriadas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32; 1:64; 1:128 e 1:256) para obter a curva
padrdo. Posteriormente, foram preparadas as esferas (beads) de captura para as
citocinas, adicionando em um tubo 5 uL de cada bead de captura por amostra, obtendo
assim o mix com as beads de captura. As amostras foram descongeladas e adicionado
25 uL de cada amostra em seu respectivo tubo, 25 uL do mix contendo as beads de
captura e 25 L do reagente de detecgao PE, e em seguida os tubos foram levados para
a incubagdo por 2 h a temperatura ambiente protegidos da luz. Apds o tempo de
incubagao, as amostras foram lavadas utilizando 500 pyL de tampao de lavagem e
submetidas a centrifugagéo a 200 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e
adicionado 300 pL de tamp&o de lavagem nas amostras para ressuspender os granulos
de esferas. As amostras foram analisadas no citdbmetro de fluxo FACSCalibur

(BectonDickinson).
4.2.4.3.4. Tratamento com o peptideo hibrido de células T
Apods a sintese e confirmagado do peptideo hibrido de células T foi avaliado o

perfil de resposta e a capacidade de induzir a produgido de anticorpos. O peptideo

hibrido de células T foi preparado em tampao PBS junto com o adjuvante hidroxido de
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aluminio. De posse dos camundongos sensibilizados previamente (subitem 4.2.4.3), o

tratamento com o peptideo hibrido de células T foi realizado conforme figura 11.

Figura 11 - Cronograma esquematico da sensibilizagdo de camundongos e do tratamento com o peptideo
hibrido de células T.

* Andlise *Analise *Andlise  *Analise
anticorno anticorno anticorpo  anticorpo
Dias 0 9 15 22 29 36 42 46 50 54 61 63
Sensibilizagéo Tratamento peptideo Desafio  Citocinas
intraperitoneal hibrido intraperitoneal

Fonte: Elaborado pela autora.

Apos treze dias da ultima imunizagao (dia 29) os camundongos foram tratados
via intraperitoneal com 200 pg de peptideo hibrido de células T na presenca do
adjuvante hidréxido de aluminio nos dias 42, 46, 50 e 54. Uma semana apds o ultimo
tratamento (dia 61) os camundongos receberam o desafio com 100 ug de albumina 2S
de amendoim ou gergelim. Amostras de sangue do seio retro-orbital foram coletadas
nos dias 61 e 63 para avaliagao sorolégica de anticorpos IgG, IgG1e IgE séricos, e
também no dia 63 para analise de citocinas produzidas. As etapas de cultura de células
e estimulagéo antigénica, avaliagdo da proliferagédo dos esplendcitos e avaliagao da
producao de citocinas foram realizadas de acordo com os subitens 4.2.4.3.1, 4.2.4.3.2
e 4.2.4.3.3.

4.2.4.3.5. Analise estatistica

As comparagdes multiplas foram realizadas por ANOVA one-way seguido pelo
pos-teste de Tukey. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando Graph
Pad Prism 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA),

considerando-se valores de p menores que 0,05 como significativos.

5. Resultados
5.1. ETAPA - Analise in silico
5.1.1.Predicao de peptideo sinal

Sabemos que o peptideo sinal € uma pequena sequéncia de aminoacidos
presente na maioria das proteinas que direciona sua passagem pela membrana do

reticulo endoplasmatico (em eucariotos) e pela membrana plasmatica (em procariotos).
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Com o processo de translocagdo da membrana, o peptideo sinal sofre uma clivagem
pela peptidase sinal, sendo entdo removidos (ARMENTEROS et al., 2019). Desta forma,
podemos considerar uma proteina madura quando ela ndo apresenta o peptideo sinal
(PETERSEN et al., 2011). Apés a submissao das sequéncias dos alérgenos a analise

pelo programa SignalP-5.0, foram obtidas as seguintes predigdes conforme a figura 12:

Figura 12 - Predicdo de peptideo sinal. A — Auséncia de peptideo sinal no alérgeno Ara h 6, ndo havendo
pico acima do limiar. B - Presenca de peptideo sinal no alérgeno Ara h 2, onde X corresponde a sequéncia
de peptideo sinal e Y corresponde ao sitio de clivagem. C - Auséncia de peptideo sinal no alérgeno Ber e
1, ndo havendo pico acima do limiar. D - Presenca de peptideo sinal no alérgeno Pis v 1, onde X
corresponde a sequéncia de peptideo sinal e Y corresponde ao sitio de clivagem. E - Presenga de peptideo
sinal no alérgeno Cor a 14, onde X corresponde a sequéncia de peptideo sinal e Y corresponde ao sitio de
clivagem. F - Presenga de peptideo sinal no alérgeno Jug r 1, onde X corresponde a sequéncia de peptideo
sinal e Y corresponde ao sitio de clivagem. G - Presencga de peptideo sinal no alérgeno Ana o 3, onde X
corresponde a sequéncia de peptideo sinal e Y corresponde ao sitio de clivagem. H - Presenca de peptideo
sinal no alérgeno Ses i 1, onde X corresponde a sequéncia de peptideo sinal e Y corresponde ao sitio de
clivagem.

AlArah® Bt s aea BlArah2 l T ——
X
-y
ClBere1 s S it ‘ pre——
X
- Y
E) Cora 14 .'- F}w’grli
- Y
-y
G)Anao3 ', S ———— oy l,
X : . X
- Y -y

Fonte: Elaborado pelo autor, predi¢cdes realizadas pelo software SignalP-5.0.
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De acordo com a previsédo pelo programa SignalP-5.0 e posterior analise,
podemos observar que os alérgenos Ara h 6 e Ber e 1 ndo possuem peptideo sinal. Isso
se deve ao fato de que as sequéncias dos alérgenos depositadas no PDB séao
sequéncias parciais das proteinas que carecem de aminoacidos na regido do peptideo
sinal.

Todos os outros alérgenos apresentaram o peptideo sinal conforme indicado
com “X” na figura 12. Ja os fragmentos identificados com “Y” demonstram a regido da
sequéncia do alérgeno que foi clivada para retirada do peptideo sinal.

A partir da avaliagao da existéncia de peptideo sinal nas sequéncias proteicas
pelo software SignalP-5.0, foi compilado na tabela 2 abaixo as sequéncias dos
alérgenos sem os respectivos peptideos sinais, que foram utilizadas nas analises

seguintes.

Tabela 2 - Sequéncias proteicas dos alérgenos sem o peptideo sinal.

Ara h 6 | GPMRRERGRQGDSSSCERQVDRVNLKPCEQHIMQRIMGEQEQYDSYDIRSTRSSDQ
QQRCCDELNEMENTQGCMCEALQQIMENQCDRLQDRQMVQQFKRELMSLPQQCNF
RAPQRCDLDVSGGRCS
Arah 2 | QWELQGDRRCQSQLERANLRPCEQHLMQKIQRDEDSYERDPYSPSQDPYSPSPYDR
RGAGSSQHQERCCNELNEFENNQRCMCEALQQIMENQSDRLQGRQQEQQFKRELRN
LPQQCGLRAPQRCDLDVESGGRDRY
Ber e 1 | EAEAQEECREQMQRQQMLSHCRMYMRQQMEESTYQTMPRRGMEPHMSECCEQLE
GMDESCRCEGLRMMMRMMQQKEMQPRGEQMRRMMRLAENIPSRCNLSPMRCPMG
GSIAGF
Pisv1 | IYRATVEVEGENLSSGQSCQKQFEEQQKFKHCQMYVQQEVQKSQDGHSLTARINQRQ
QCFKQCCQELQEVDKKCRCQNLEQMVKRQQQQGQFRGEKLQELYETASELPRMCNI
SPSQGCQFSSPYWSY
Cora | RTTITTVDVDEDIVNQQGRRGESCREQAQRQQNLNQCQRYMRQQSQYGSYDGSNQQ

14 QQQELEQCCQQLRQMDERCRCEGLRQAVMQQQGEMRGEEMREVMETARDLPNQC
RLSPQRCEIRSARF
Jugr1 | RTTITTMEIDEDIDNPRRRGEGCREQIQRQQNLNHCQYYLRQQSRSGGYDEDNQRQH
FRQCCQQLSQMDEQCQCEGLRQVVRRQQQQQGLRGEEMEEMVQSARDLPNECGIS
SQRCEIRRSWF
Anao | YRAIVEVEEDSGREQSCQRQFEEQQRFRNCQRYVKQEVQRGGRYNQRQESLRECCQ

3 ELQEVDRRCRCQNLEQMVRQLQQQEQIKGEEVRELYETASELPRICSISPSQGCQFQS
SY
Sesi1 | YTTTVITTAIDDEANQQSQQCRQQLQGRQFRSCQRYLSQGRSPYGGEEDEVLEMSTG
NQQSEQSLRDCCQQLRNVDERCRCEAIRQAVRQQQQEGGYQEGQSQQVYQRARDL
PRRCNMRPQQCQFRVIFV

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2. Alinhamento das sequéncias e construgao da arvore filogenética

O alinhamento multiplo das sequéncias proteicas é uma ferramenta importante
para o processamento dos dados bioldgicos, que nos permite estimar a arvore
filogenética e nos indica de maneira critica os residuos de aminoacidos que compde a

sequéncia dos alérgenos.
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O Clustal Omega é um programa que consiste no método progressivo de
alinhamento baseado na criagdo de uma arvore guia, que tem o objetivo de guiar o
alinhamento, e na utilizagdo do algoritmo mBed, o que permite o processamento de
muitos dados. Isto o difere das versdes anteriores, visto que, a criagcdo de arvores
filogenéticas € uma etapa que requer mais trabalho, sendo calculada pelas distancias
pareadas das sequéncias. Para melhorar o refinamento do alinhamento, o programa
sofreu algumas melhorias como a utilizagao do algoritmo HHalign, que € um alinhador
perfil-perfil, que permite as sequéncias serem alinhadas em maiores grupos (SIEVERS;
HIGGINS, 2014).

O Clustal O®mega pode ser utilizado de forma gratuita e online, o que nos permite
o processamento de grandes quantidades de sequéncias proteicas apresentando
resultados rapidos e precisos (SIEVERS; HIGGINS, 2018). Neste trabalho, o Clustal
Omega apresentou o alinhamento multiplo das sequéncias mostrado na figura 13.
Figura 13 - Alinhamento multiplo das sequéncias primarias dos alérgenos de amendoim (Ara h 2 e 6),

pistache (Pis v 1), castanha de caju (Ana o 3), gergelim (Ses i 1), castanha do Brasil (Ber € 1), avela (Cor a
14) e noz (Jugr 1).

Results for job clustalo-120230320-180137-0796-37008050-p1m

Result Summary ' Guide Tree = Phylogenetic Tree ' Results Viewers = Submission Details
Download Alignment File ' Hide Colors

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Arah6 ~ ----ee-ee- GPMRRERGRQGDSSSCERQVDRY-NLKPCEQHIMQRIMGEQEQYD- - - -- 44

Arah2 seemeeeeeeeeae- QELQGDRRCQSQLERA-NLRPCEQHLMQKIQRDEDSYERDPYS 43

Pisvl IYRATVE------- VEGENL SSGQSCQKQF EEQQKFKHCQMYVQQEVQK -S--QDGHSL - 49

Anao3 -YRAIVE------~ VEE-DSGREQSCQRQF EEQQRFRNCQRYVKQEVQR -G == ===~ 41

Sesil -YTTTVTTTAID- - - -DEANQQSQQCRQQLQGRQ- FRSCQRYLSQGRSP - YGGEEDEVL - 52

Berel —  ----eesceccneeeeo. EAEAQEECREQMQRQQMLSHCRMYMRQQM-E-ESTYQT -~ -~ 36

Coralé --RTTITTVDVDEDIVNQQGRRGESCREQAQROQNLNQCQRYVMRQQS -Q- YGSYDG- - - - 52

Jugrl --RTTITTMEIDEDIDN-PRRRGEGCREQIQRQQNLNHCQYYLRQQS-R-SGGYDE---- 51

Arah6 --------- SYDIRSTRSSDQQQRCCDELNEMENTQGCMCEALQQIMENQC---DRLQDR 92

Arah2 PSQDPYSPSPYDRRGAGSSQHQERCCNELNEF ENNQRCMCEALQQIMENQS- - -DRLQGR 100

Pisvl -------e- T--ARINQRQQCFKQCCQELQ -XKCRCQNLEQMVKRQQ-QQGQFRGE 95

Anao3 -----eee---- GRYNQRQESLRECCQELQEVD--RRCRCONLEQMVRQLQ-QQEQIKGE 86

Sesil = -mm------ EMSTGNQQSEQSLRDCCQQLRNVD- - ERCRCEAIRQAVRQQQ-QEGGYQEG 100

Berel ~  -e--ee-ee-e- MPRRGMEPHMSECCEQLEGMD--ESCRCEGLRIY! QQKEMQPRGE 82

Coral4  ------------ SNQ-QQQQELEQCCQQLRQMD- - ERCRCEGLRQAVMQ- - -QQGEMRGE 94

N R DNQ- - -RQHFRQCCQQLSQMD- - EQCQCEGLRQVVRRQQ-QQQGLRGE

Arah6 QMVQQFKRELMSLPQQCNFRAPQRCDLDVSGGRCS-- 127

Arah2 QQEQQFKRELRNLPQQCGLRAPQRCDLDVESGGRDRY 137

Pisvl KL-QELYETASELPRMCNISPSQGCQF SSPYHSY--- 128

Anao3 EV-RELYETASELPRICSISPSQGCQFQSSY------ 116

Sesil 0S-0QVYQRARDLPRRCNMRPQ-QCQFRY ---- 130

Berel QM-RRMMRLAENIPSRCNLSPM-RCPMGGSIAGF - -- 114

Corals EM-REVMETARDLPNQCRLSPQ-RCEIRSARF - -~~~ 124

Jugrl EM-EEMVQSARDLPNECGISSQ-RCEIRRSWF - -~~~ 123

Fonte: Elaborado pela autora, alinhamento realizado pelo programa Clustal Omega (1.2.4).
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O alinhamento das sequéncias proteicas permitiu identificar algumas regides
conservadas entre os alérgenos, demonstrando que os residuos de cisteinas se
alinharam e destacando em azul os residuos de acido glutdmico, um aminoacido
importante para a interagdo com a IgE. Todas essas informagdes e o padrao de regides
conservadas contribuem para a selegao e sintese de peptideos alvos para criagao de
uma possivel terapia para o tratamento de alergias.

Em seguida, este alinhamento pbde ser visualizado no programa Jalview,

conforme figura 14, destacando em azul a similaridade entre as sequéncias.
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Figura 14 - Visualizagao no programa Jalview do multiplo alinhamento das sequéncias proteicas dos alérgenos das oleaginosas realizado no software Clustal Omega. Destaca-
se em azul a similaridade dos residuos de aminoacidos.
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ARYIIIT v viin i QWELQODRR N EONL K IQRODEDS NEFENNO IMENQS - OILO 00!001KIILIN CROLRAPORBOLOVESOORDRY
Moy 18 IYRATVE . <« v v VEOENLSSO0OS KF KM VOREVOK.S. L .« KK KR 00'l QELYETASERER | SQOROTSSPYWSY. . .
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Fonte: Alinhamento visualizado no programa Jalview.
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Ap6s o alinhamento, o Clustal Omega por padrdo nos fornece um cladograma
representando a arvore filogenética, que foi construida através do método Neighbor-
joining sem corregdes de distancia, conforme os parametros definidos previamente.

O estudo da arvore filogenética iniciou desde a época de Charles Darwin, no
século 19, e se estende até hoje por pesquisadores. A arvore filogenética nos permite
compreender a evolugao das espécies, as transicdes das espécies e como elas estao
relacionadas entre si (KAPLI; YANG; TELFORD, 2020).

A representagdo da arvore filogenética demonstrada na figura 15, nos permite

avaliar que existem relagbes de ancestralidades entre os oito alérgenos deste estudo.

Figura 15 - Arvore filogenética resultante do método Neighbor-joining obtida pelo CLUSTAL OMEGA. (1.2.4).

Results for job clustalo-120230320-180137-0796-37008050-p1m

Alignments ' Result Summary Guide Tree R esERETEIEEY Results Viewers | Submission Details

Download Phylogenetic Tree Data

Phylogenetic Tree

This is a Neighbour-joining tree without distance corrections.

Branch length: @ Cladogram Real

[ — Arah6 0.21821
L———  Arah20.18675

Pisv1 0.16217
—{—‘: Anao3 0.15679
Sesi1 0.30566
Bere1 0.33361

—‘_{: Cora14 0.16274
Jugr1 0.1761

Fonte: Obtida pelo programa Clustal Omega (1.2.4).

5.3. Avaliacao das propriedades fisico-quimicas

As caracteristicas fisico-quimicas dos alérgenos séo importantes nos estudos
pois, elas podem influenciar na interagéo antigeno-anticorpo, interagéo esta que pode
ser desestabilizada por concentracbes elevadas de sal, alteragdes extremas de pH e
acao de detergentes (MURPHY et al., 2010).

Apobs a submisséo das sequéncias proteicas a analise pelo programa ProtParam,

foram obtidas algumas caracteristicas fisico-quimicas dos alérgenos conforme tabela 3:
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Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas dos alérgenos obtidas in silico pelo programa ProtParam.
(kDa = kilodaltons).

Caracteristicas Alérgenos

Ara h 6 Ara h 2 Bere1 Pisv 1 Cora14 | Jugr1 Anao 3 Sesi1
Numero de
aminoacidos 127 160 114 149 147 139 138 153
Massa molecular | ~15kDa | ~19kDa | ~14kDa | ~18kDa | ~17kDa | ~16kDa | ~16 kDa | ~17 kDa
Ponto
isoelétrico 5.24 5.96 6.20 8.06 6.59 5.75 5.68 8.47
tedrico
N°  total de
residuos
carregados 21 24 17 15 19 20 20 16
negativamente
(Asp + Glu)
N°  total de
residuos
carregados 18 22 16 17 19 18 19 19
positivamente
(Arg +Lys)
Indice de 68.66 72.41 77.74 53.07 51.26 77.89 66.04 68
Instabilidade (instavel) | (instavel) | (instavel) | (instavel) | (instavel) | (instavel) | (instavel) | (instavel)
Indice alifatico 44.49 59.25 22.46 53.07 61.16 77.89 74.86 63.14

Fonte: Elaborada pela autora, dados obtidos pelo programa ProtParam.

Os dados descritos na tabela 3 referem-se as caracteristicas fisico-quimicas dos
alérgenos selecionados. Sao dados importantes para uma melhor compreensao das
fungbes bioquimicas dos alérgenos. Os oito alérgenos utilizados nesta analise
apresentam sequéncias que compreendem de 114 a 160 residuos de aminoacidos. Sao
alérgenos de massa molecular baixa, que variam de 14 (Ber e 1) a 19 kDa (Ara h 2).

Quanto ao ponto isoelétrico (pl), somente os alérgenos Pis v 1 e Ses i 1 foram
preditos com carga elétrica liquida positiva, ou seja, indicam uma natureza basica. Ja
os alérgenos Arah 6, Arah 2, Bere 1, Cor a 14, Jug r 1 e Ana o 3 indicam uma natureza
acida.

O Ara h 2 foi o alérgeno que apresentou mais residuos carregados
negativamente (Asp + Glu), e em contrapartida, o Pis v 1 apresentou menos residuos.
Quanto ao numero de residuos carregados positivamente (Arg + Lys) o Ara h 2
apresentou mais residuos e o Ara h 6 e Jug r 1 apresentaram menos residuos.

Em relagao ao indice de instabilidade, todos os oitos alérgenos do nosso estudo
foram preditos como instaveis pelo servidor apresentando valor calculado superior a 40.
Ja o indice alifatico dos oito alérgenos variam de 22.46 para o alérgeno Bere 1 a 77.89

para o alérgeno Jugr 1.
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5.4. Predicao da estrutura secundaria

As estruturas secundarias dos epitopos imunodominantes preditas pelo software
PHD mostram uma predominancia do tipo alfa hélice (a-hélice), seguida numa
propor¢gdo mediana da estrutura do tipo randémica para os alérgenos Ara h 6, de
amendoim, e Ses i 1, de gergelim, conforme figura 16. As predicbes dos outros

alérgenos estdo demonstradas no apéndice A.

Figura 16 - Estruturas secundarias dos alérgenos preditas pelo software PHD. Em A) Alérgeno de
amendoim Ara h 6. Em B) Alérgeno de gergelim Ses i 1.

[a]

Ara h 6]3 20 3T 4? ST 69 ?? Ses i iT 26 37 4@ 5T 5@ 7T
GPMRRERGRQGDSSSCERQVDRVNLKPCEQHIMQRIMGEQEQYDSYDIRSTRSSDQQQRCCDELNEMENT YTTTVTTTAIDDEANQQSQQCRQOLQGRQFRSCQRYLSQGRS PYGGEEDEVLEMSTGNQQS EQSLRDCCO
HHHHHHRh HHHHHHHHHH hHHHHHHHHHHH eEEEee -0 hHH- - hRHHHHHHHH. hHHHHHHhhh cEes hhHHHHHH

QGCMCEALQQIMENQCDRLQDRQMVQQFKRELMS L PQQCNFRAPQRCDLDVSGGRCS QLRNVDERCRCEAIRQAVRQQQQEGGYQEGQSQQVYQRARDL PRRCNMRPQQCQFRVIFY
HHHHHHHHHHHHHHHRHHR HHHHHHHHHHHEhHHR HriHh c hhHHHHHHHHHHHHHHHHD hHHHHHHHHHR =EESEE
Sequence length : 127 Sequence length : 13a
PHD : PHD :

[alpha helix (Hh) : 64 is 59.39_9;_| [FTeha Pelix () + 64 Iz 49.2% |

310 helix (Gg) : @ 1s  @.0e o NEILX (GET * g iz ©.90%

Pi helix (Ti) : 8 iz 9.00% Pi helix (Ii) = 8 is  ©9.00%

Beta bridge (Bb) : 8 iz 9.00% Beta bridge (Bb) : @ is ©0.08%

Extended strand (Ee) : e is  o.eek Extended strand (Ee) 16 is 123;;'

Beta turn RS @ is  9.00% Bets turn (TE) @ 1z 0.0

Bend region (55) = e iz .00k Bend region (55): 8 is  9.9e%

Random coil fEc: 63 iz 49.61% |Ra'=d01' coil (Cc) 5@ is 384;:;

Ambiguous states (?) @ is ©9.ee¥ Ambiguous states (7] ¢ ® iz O.

Other states - 8 is 2.08% Other states : 9 is 2.08%

Fonte: Elaborado pela autora.

Com base nas predi¢cdes das estruturas secundarias, a figura 17 ilustra a
frequéncia dos tipos de estrutura secundaria predita para os alérgenos em questéao,

destacando nas barras em azul a predominancia da estrutura do tipo a-hélice.
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Figura 17 - Frequéncia dos tipos de estrutura secundaria predita pelo software PHD. Alérgenos de
amendoim (Ara h 6 e Ara h 2), castanha do Brasil (Ber e 1), gergelim (Ses i 1), castanha de caju (Ana o 3),
pistache (Pis v 1), avela (Cor a 14) e noz inglesa (Jug r 1).

ma-hélice mfita estendida randdémica

70,00%

60,00%

50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
o T

Arah6 Arah2 Bere1 Sesi1 Anao3 Pisv1 Cora 14 Jugr 1

Frequéncia dos tipos de estrutura secundaria

Alérgenos

Fonte: Elaborado pela autora.

Os alérgenos Ses i 1, Anao 3, Pisv 1, Cor a 14 e Jug r 1 apresentaram em baixa
porcentagem a estrutura do tipo fita estendida. Para os oito alérgenos ndo houve

predicao de folha beta.

5.5. Predicdo de epitopos de células B

Durante muito tempo diversas pesquisas foram realizadas a fim de descobrir
peptideos que fossem capazes de mimetizarem os epitopos das proteinas com
caracteristicas antigénicas e/ou imunogénicas. Para isso foram empregadas técnicas
de predicdo de epitopos que possibilita o design de moléculas e que possam vir a
substituir o papel dos antigenos na indugdo da produgdo de anticorpos (VAN
REGENMORTEL, 2006).

A identificagdo de epitopos de células B em proteinas alergénicas vem sendo
realizada através de ferramentas de bioinformatica a fim de compreender as interagdes
antigeno-anticorpo. Neste estudo, foram empregados trés métodos de predigao:
Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0, BcePred e BCPreds, para os oito alérgenos

citados. Uma analise comparativa dos trés métodos utilizados foi realizada.
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As predigdes para os alérgenos Ara h 6 (amendoim) e Ses i 1 (gergelim) séao
apresentadas nas figuras 18, 19 e 20. A figura 18, empregando o método Bepipred
mostra as predicbes destacando as escalas de propensdes de epitopos ao longo das
sequéncias completas dos alérgenos Ara h 6 e Ses i 1. As predigbes para os demais

alérgenos por esta ferramenta sao apresentadas nos apéndices de B ao G.

Figura 18 - Epitopos de células B preditos pelo método Bepipred demonstrando o grafico da escala de
propensao. Em A) Alérgeno de amendoim Ara h 6, considerando os valores: (Minimo - 0,284; Maximo
0,676; Limiar 0,535). Em B) Alérgeno de gergelim Ses i 1, considerando os valores: (Minimo - 0,200;
Maximo 0,724; Limiar 0,538). O eixo horizontal (score 0.50) indica o nUmero de aminoacidos da sequéncia
completa dos alérgenos. O eixo vertical indica as regides preditas para os epitopos, destacando as regides
em amarelo os aminoacidos que formam os epitopos lineares e na cor verde os aminoacidos que nao
formam epitopos.

No. Start End Peptide Length No. Start End Peptide Length
1 4 2 RRERGRQGDSSSCERQVDRVNLKPC 2 1 9 32 AIDDEANQQSQOCROQLQGRQFRS 24
2 35 35 1
2 30 30 1
3 38 66 SQGRSPYGGEEDEVLEMSTGNQQSEQSLR 29
3 36 2 37
4 74 74 1
Kl 86 123 8
5 % T £ 2
Conter posmon: & Theeshold: § 500 Recakuiate Mre 6 90 126 RCNM R 37
Conter posison: & Threshold: 0 500 Recakculate seii1
0es
a0 07
0ss o
¢ 030
os
&
4 043 3
A
o 04
03 o
030
02
° 0 ® © © 100 1o ° 2 © © © 100 120
Position Position
Average e 4 Masmmen O Average Meremum Maremom 4

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0.

As figuras 19 e apéndices H ao M, mostram as predi¢des pelo método BecePred,

e as figuras 20 e apéndices N ao S mostram as predi¢des pelo método BCPreds.
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Figura 19 - Epitopos de células B preditos pelo método BcePred. Em A) Alérgeno de amendoim Ara h 6.
Em B) Alérgeno de gergelim Ses i 1. Em vermelho esta descrito a sequéncia completa do alérgeno, e em
azul destaca-se as predicdes realizadas de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas dos
aminoacidos.

A

s ' GPMRRERGRQGDSSSCERQVDRVNLKPC EQHIMQRIMGEQEQYDSYDIRSTRSSDQQQRCCDELNEMENTQGCMCEALQQIM
FLELEE ENQCDRLQDRQMVQQFKRELMSLPQACNFRAPQRCDLDVSGGRCS ™

Hvdrophilici ' GPMRRERGRQGDSSSCERQVDRVNLKPC EQHIMARIMGEQEQYDSYDIRSTRSSDQQQRCCDEL NEMENTQGCMC EALQQIM
RTEETIEY ENQCDRLQDRQMVQQFKRELMSLPQQCNFRAPQRCDLDVSGGRCS ™’

Flexibilit ! GEMRRERGRQGDSSSCERQVDRVNLKPC EQHIMQRIMGEQEQYDSYDIRSTRSSDQQQRCCDELNEMENTQGCMCEALQQIM
B ENQCDRLQDRAMVQQFKRELMSLPQQCNFRAPQRCDLDVSGGRCS™

Exposed Surf ' GPMRRERGRQGDSSSCERQVDRVNLKPC EQHIMQRIMGEQEQYDSYDIRSTRSSDQQQRCCDELNEMENTQGCMCEALQQIM
SED urtace | ENQCDRLADRAMYQQFKRELMSLPQQCNFRAPQRCDLDVSGGRCS

'GPMRRERGRQGDSSSCERQVDRVNLKPC EQHIMARIMGEQEQYDSYDIRSTRSSDQQQRCCDELNEMENT QGCMC EALQQIM

Polarity ENGCDRLADRAMVOAFKRELMSLPQACNFRAPQRCDLDVSGGRCS ™
B

s YTTTVTTTAIDDEANQQSQQCRQALQGRAFRSCAR YLSQGRSPYGGEEDEVLEMST GNQQSEQSL RDCCQALRNVDERCRCE
ELELEE ARQAVRQQQQEGGYQREGQSQQVYQRARDLPRRCNMRPQACQFRVIFY'

Hvdrophilici TTTVTITAIDDEANQQSQQCROAI QGRAFRSCAR YLSQGRSPYGGEEDEYL EMST GNQQSEQSL RDCCQQLRNVDERCRCE
ydrophilicity | yRoAVROOQOEGGYQEGASAAVYQRARDLPRRCNMRPQACAFRVIFV @

YTTTVTTTAIDDEANQQSQQCRQALAGRAFRSCAR YL SQGRSPYGGEEDEVLEMST GNQQSEQSL RDCCQALRNVDERCRCE

Flexibility ARQAVRQQQAEGGYQEGQSQAVYQRARDLPRRCNMRPQQCQFRVIFY'™

Exposed "YTTTVTTTAIDDEANQQSQQCRQALQGRAFRSCAR YLSQGRSPYGGEEDEVLEMST GNQQSEQS, RDCCQALRNVDERCRCE

Surface ARQAVRQQQAEGGYQEGQSQQVYQRARDLPRRCNMRPQACQFRVIFV'®

Polari YTTTVTTTAIDDEANQQSQQCRQALQGRAFRSCAR YLSQGRSPYGGEEDEVL EMSTGNQQSEQSLRDCCQALRNVDERCRCE
olanty ARQAVRQQQQEGGYQEGQSQQVYQRARDLPRRCNMRPQQACQFRVIFV'™

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcePred.

Figura 20 - Previsdes de epitopos de células B através do método BCPred. Em A) Alérgeno do amendoim
Ara h 6. Em B) alérgeno do gergelim Ses i 1. Destaca-se em “E” na cor vermelha os residuos de
aminoacidos correspondentes aos epitopos de células B preditos, visto que acima encontra-se a
sequéncia completa do alérgeno.

A B
GPMRRERGRQGDSSSCERQV 0.992 88 VRQOQQEGGYQEGQSQQVYQ
51 TRSSDQQQRCCDELNEMENT 0828 45 GGEEDEVLEMSTGNQQSEQS 0.983
78 LQQIMENQCDRLQDRQMVQQ 058 1 YTTTVTTTAIDDEANQQSQQ 0.937
67 DCCQQLRNVDERCRCEAIRQ 0.842
1 11 21 31 41 51 60 109 ARDLPRRCNMRPQQCQFRVI 0.758
| | | | | | |
GPMRRERGRQGDSSSCERQVDRVNLKPCEQHIMQRIMGEQEQYDSYDIRSTRSSDQQQRC 60
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE . .« ¢« 2 2 eevennnennenneeennnns EEEEEEEEEE i 7 a4, 5 " &5 b
CDELNEMENTQGCMCEALQOTMENQCDRLQDROMVOQFKRELMSLPQQCNFRAPQRCDLD 120 | | | ‘ | | |
:Ihs:;(“;;{;:sh 1;7 """ CRARERERRERRARETS ki es SR daSHaiand Sies YTTTVTTTAIDDEANQQSQOCRQQLOGROFRSCQRYLSQGRSPYGGEEDEVLEMSTGNQQ 60
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE . . « « ¢ 2 v evveennennnenns EEEEEEEEEEEEEEEE
SEQSLRDCCQQLRNVDERCRCEATRQAVRQQQQEGGYQEGQSQQVYQRARDLPRRCNMRP 120
EEEE. . EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE . EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE . EEEEEEEEEEEE
QQCQFRVIFV 130
EEEEEEEE. .

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BCPred.

Apods a predigdo dos epitopos de células B pelos softwares Bepipred, BcePred
(através dos métodos Hidrofobicidade, Flexibilidade, Superficie Exposta e Polaridade)
e BCPred demonstramos na figura 21 o numero total de epitopos preditos para os

alérgenos de acordo com cada software de predigao.
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Figura 21 — Numero de epitopos de células B preditos para os alérgenos de acordo com os métodos de
predicdo Bepipred, BcePred — Hidrofobicidade, BcePred - Flexibilidade, BcePred — Superficie Exposta,
BcePred — Polaridade e BCPred.

mArah6 mArah2 mBere1 mPisv1 mCora14 mJugr1 ®mAnao3 m®Sesil

.||||||| i O

Bepriped BcePred - Mét. BcePred Mét. BcePred Mét. Superf. BcePred Mét BCPred
Hidrofobicidade Flexibilidade Exposta Polaridade

o

w

N° de epitopos preditos de células B
N B

=Y

Métodos de predigao

Fonte: Elaborado pela autora.

Usando os trés programas de predi¢cdes foi possivel prever um total de 204
epitopos de células B a partir dos 8 alérgenos. Apos analise de todos os epitopos
preditos, compilamos na tabela 4 as 27 provaveis regides epitdpicas dos alérgenos que

foram comuns nos trés programas de predicao.



Tabela 4 — Compilado de epitopos de células B preditos e comuns nos trés softwares Bepipred,
BcePred e BCPred.

Alérgeno Epitopos de células B
RRERGRQGDSSSCERQV
RSSDQQQ
NEMENT
CDRLQDRQMVQQ
QKIQRDEDSYERDPYSPSQDPYSP
QQFKRELRN
QEECREQMQRQ

Bere1 MPRRGMEPH
QQKEMQPRGEQMR
EGENLSSGQSCQKQFEEQQKFKH
QQEVQKSQDG
Pisv 1 NQRQQ
KRQQQQGQFRGEKLQELYE
SPSQGCQ
DIVNQQGRRGESCREQAQR
Cora14 GSYDGSNQQQQQELE
QGEMRGEEMREVME
IDNPRRRGEGCREQIQRQQ
RQQSRSGGYDEDNQRQHF
RRQQQQQGLRGEEMEEMVQ
ECGISSQRCEIRR
EEDSGREQSCQRQFEE
Ana o 3 GEEDEVLEMSTGNQQSEQ

QQQQEGGYQEGQSQQVYQRARDLPRRCN
MRP

AIDDEANQQSQQ
Ses i1 GEEDEVLEMSTGNQQSEQ

QQQQEGGYQEGQSQQVYQRARDLPRRCN
MRP
Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelos métodos Bepipred, BcPred e BCPred.

Ara h 6

Ara h 2

Jugr1

5.6. Predicao de epitopos de células T

Para selecionar peptideos com potencial antigénico torna-se necessario analisar
a afinidade entre as sequéncias proteicas e as moléculas de HLA. Existem alguns
antigenos que sdo chamados de promiscuos, visto que eles sdo reconhecidos por varias
moléculas de HLA. Caso esses antigenos sejam selecionados, a possibilidade de
reconhecimento a um numero elevado de individuos pode ser aumentada, e isso
consequentemente aumenta as possibilidade de inducdo do sistema imune, pois
sabemos que o HLA dos individuos pode sofrer modificagbes por ser uma molécula
polimérfica (WIENS et al., 2013).

Neste trabalho utilizamos o programa NetMHCII para prever a capacidade de
ligagdo dos peptideos presentes nos alérgenos das oleaginosas a molécula de MHC,
levando em conta a cobertura de 14 moléculas DR do MHC da classe || de humano.

O programa NetMHCII previu um total de 204 epitopos de células T. Destes, 17

foram classificados como fortes ligantes, conforme mostrado na tabela 5.
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Tabela 5 - Afinidade de ligagdo dos alérgenos das oleaginosas aos diferentes tipos de alelos de HLA
calculado pelo método de redes neurais NetMHCII classificados como fortes ligantes. As colunas na tabela
indicam o alérgeno, a posigao do alérgeno, os epitopos preditos, o nucleo de ligagédo dos epitopos preditos
determinado a partir da estrutura da proteina, a restrigdo dos alelos, a afinidade de ligagdo e o nivel de
ligacdo, onde o SB indica um epitopo de forte ligacao.

Nucleo de 1-log50k Nivel
. . . . . = Tipo de (afinidade
Alérgeno | Posicao Epitopo predito ligagédo do HLA de de
epitopo ligagéo) ligagao

63 | EGLRMMMRMMQQKEM | GLRMMMRMM 0.7263 SB

83 QMRRMMRLAENIPSR | MMRLAENIP | PRB1.0404 (5934 SB

85 RRMMRLAENIPSRCN | MRLAENIPS | prg1 0802 | 0.5999 SB

Bere 1 32 STYQTMPRRGMEPHM | YQTMPRRGM 0.8069 SB
63 | EGLRMMMRMMQQKEM | LRMMMRMMQ | prg1 1101 | 0.8333 SB

81 GEQMRRMMRLAENIP | MRRMMRLAE 0.7830 SB

109 RMCNISPSQGCQFSS ISPSQGCQF | prRB1_0901 0.7131 SB

Pisv1 30 KHCQMYVQQEVQKSQ | MYVQQEVQK | prga 0101 | 0.7006 SB
78 EGLRQAVMQQQGEMR | GLRQAVMQQ 0.7060 SB

Corat4 5 | LROAVMQQQGEMRGE | AVMQQQGEM | PRB4_0101 =4 5501 SB
Jugr1 35 HCQYYLRQQSRSGGY | YLRQQSRSG | prB4 0101 0.6619 SB
100 RICSISPSQGCQFQS | ISPSQGCQF | pre1_0g01 | 0.7145 SB

Anao3 70 LEQMVRQLQQQEQIK | MVRQLQQQE | pre4_ 0101 | 0.7074 SB
80 RCEAIRQAVRQQQQE | IRQAVRQQQ | pre1 0802 | 0.6410 SB

27 GRQFRSCQRYLSQGR | FRSCQRYLS | pRrpt 1101 | 0.7761 SB

Sesi1 81 CEAIRQAVRQQQQEG | AIRQAVRQQ 0.6734 SB
83 AIRQAVRQQQQEGGY | AVRQQQQEG | PRB4-0101 14 5508 SB

Fonte: Elaborado pela autora.

Vale ressaltar, que para os alérgenos de amendoim (Ara h 6 e Ara h 2) ndo foram

preditos nenhum epitopo classificados como fortes ligantes, assim, eles ndao foram

mencionados no quadro acima. Outra informagao importante, € que para alguns alelos
como DRB1_0101, DRB1_0301, DRB1_0401, DRB1_0405, DRB1_0701, DRB1_1302,
DRB1_1501, DRB3_ 0101 e DRB5 0101 nao foram preditos nenhum epitopo

classificado como forte ligante conforme mostrado na figura 22.

77
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Figura 22 - Numero de epitopos de células T classificados como fortes ligantes preditos de acordo com a
afinidade dos alérgenos aos 14 tipos de alelos de HLA - DR calculado pelo método de redes neurais
NetMHCII (referente ao MHC da classe II).

BArah6 ®mArah2 mBere1 ®mAnao3 mPisv1 mCora14 mJugr1 Sesi1
3,5
3
2,5

2

N° de epitopos de céls. T - fortes ligantes
w

Tipos de alelos

Fonte: Elaborado pela autora.

Outros 43 epitopos preditos foram classificados como fracos ligantes, como

mostrado na tabela 6.
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Tabela 6 - Afinidade de ligagdo dos alérgenos aos diferentes tipos de alelos de HLA calculado pelo método de
redes neurais NetMHCII classificados como fracos ligantes. WB indica um epitopo de fraca ligagao.

] o ] _ r:ll]clgo de Tipo de 1-!0_950k Nivel

Alérgeno | Posigao Epitopo predito Ilga?ao do HLA (afl_nldasje _ de~
epitopo de ligacdo) | ligacido

95 VQQFKRELMSLPQQC | FKRELMSLP | prB1 0405 | 06282 WB

93 QMVQQFKRELMSLPQ FKRELMSLP | DRB3_0101 0.5035 WB

Arah6 28 CEQHIMQRIMGEQEQ | QHIMQRIMG 0.5634 WB

92 RQMVQQFKRELMSLP | MVQQFKREL | prRB4 0101 | 0.5919 WB

96 QQFKRELMSLPQQCN | ELMSLPQQC 0.5553 WB

102 QEQQFKRELRNLPQQ | FKRELRNLP | pRB1 0401 | 0.5503 WB

Arah 2 84 EALQQIMENQSDRLQ | IMENQSDRL | prB1 1302 | 0.6374 WB

23 EQHLMQKIQRDEDSY | QHLMQKIQR | prB4 0101 | 0.6049 WB

85 RRMMRLAENIPSRCN | MRLAENIPS | pRB1 0401 | 0.6284 WB

97 RCNLSPMRCPMGGS| | NLSPMRCPM | DRB1 0404 | 0.6431 WB

83 QVMRRMMRLAENIPSR | MRLAENIPS | pRB1 0405 | 0.6085 WB

83 QVMRRMMRLAENIPSR | MRLAENIPS | prB1 0901 | 0.5662 WB

84 MRRMMRLAENIPSRC | MRLAENIPS | pRB1 1101 | 0.6423 WB

14 RQQMLSHCRMYMRQQ | MLSHCRMYM | prg1_1501 | 0.5830 WB

Bere 1 8 CREQMQRQQMLSHCR | QMQRQQMLS 0.5870 WB

20 HCRMYMRQQMEESTY | YMRQQMEES 0.6377 WB

59 SCRCEGLRMMMRMMQ | GLRMMMRMM | DRB4-010T 4 5979 WB

82 EQMRRMMRLAENIPS | MMRLAENIP 0.6161 WB

12 MQRQQMLSHCRMYMR | RQQMLSHCR 0.7274 WB

61 RCEGLRMMMRMMQQK | CEGLRMMMR | PRBS_0101 =549 WB

26 QQKFKHCQMYVQQEV | KFKHCQMYV 0.5481 WB

Pis v1 79 | LEQUVKRQQQQGQFR | MVKRQQQQgG | PRBA-0101 =4 551 WB

3 TITTVDVDEDIVNQQ VDVDEDIVN 0.5381 WB

31 QQNLNQCQRYMRQQS | LNQCQRYMR | PRB1_0301 =4 5759 WB

Corai4 36 QCQRYMRQQSQYGSY | YMRQQSQYG | pRB1 0401 | 0.5624 WB

36 QCQRYMRQQSQYGSY | YMRQQSQYG | pRB4 0101 | 0.6015 WB

4 ITTMEIDEDIDNPRR MEIDEDIDN | pRB1 0301 | 0.5081 WB

24 REQIQRQQNLNHCQY | IQRQQNLNH 0.5595 WB

36 CQYYLRQQSRSGGYD | YLRQQSRSG | PRB10401 14 5303 WB

75 EGLRQVVRRQQQQQG | LRQVVRRQQ | pRrB1 0802 | 05791 WB

Jugr1 35 HCQYYLRQQSRSGGY | YLRQQSRSG 0.6129 WB

76 | EGLRQVVRRQQQQQG | LRQWRRQQ | PRBI1101 (6347 WB

23 CREQIQRQQNLNHCQ | QIQRQQNLN 0.5912 WB

73 QCEGLRQVVRRQQQQ | GLRQVVRRQ | DRB4 0101 | 0.5368 WB

77 LRQVVRRQQQQQGLR | VWRRQQQQQ 0.6566 WB

68 QNLEQMVRQLQQQEQ | LEQMVRQLQ | prB1 0802 | 0.5037 WB

24 QQRFRNCQRYVKQEV | FRNCQRYVK | pRB1 1101 | 0.6417 WB

Ana o 3 30 CQRYVKQEVQRGGRY | YVKQEVQR 0.5676 WB

73 MVRQLQQQEQIKGEE | aLaQQeqik | PRBA-010T 4 5537 WB

24 QQRFRNCQRYVKQEV | FRNCQRYVK | pRB5 0101 | 06115 WB

Ses i1 25 LQGRQFRSCQRYLSQ | QFRSCQRYL | pRB1 0901 | 0.6156 WB

28 RQFRSCQRYLSQGRS | CQRYLSQGR 0.6100 WB

103 QQVYQRARDLPRRCN | YQRARDLPR | DRBS_0101 45474 WB

Fonte: Elaborado pela autora.
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A figura 23 ilustra a distribuicao dos epitopos preditos classificados como fracos
ligantes de acordo com sua afinidade com os alelos, porém, podemos observar também

a ocorréncia dos alelos DRB1_0101 e DRB1_0701 que nao foi possivel prever epitopos.

Figura 23 - Numero de epitopos de células T classificados como fracos ligantes preditos de acordo com a
afinidade dos alérgenos aos 14 tipos de alelos de HLA - DR calculado pelo método de redes neurais NetMHCII
(referente ao MHC da classe II).

mArah6 =Arah2 mBere1 mAnao3 mPisv1l mCora14 wmJugr1 Sesi1
45
g, 4
s
B 35
"
S 3
£
o 25
1]
s 2
Q
3
S 15
o
o
5 1
a
)
©
Z o0
N N N N H N 9 N N Q9 N N N N
Q N Q Q Q Q \) O Q ) ) Q Q Q
T s F F T L & LT P S S L8
) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) & o &
& & S & S & & & & & & & & &

Tipos de alelos

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota-se que o NetMHC Il além da capacidade de gerar as predigcbes dos
epitopos de células T, ele calcula os valores de afinidade da ligagao de cada epitopo de
células T aos diferentes alelos HLA-DR, de MHC II. O programa nos mostra os valores
de afinidade de ligagao transformada em log50K, ou seja, 1 - log50k (aff nM), o que
permite classificar os epitopos em ligantes ou nao ligantes, sendo usado o limite 500
nM. Desta forma, os epitopos com valores de afinidade de ligagao transformados em
log50K maiores que 0,426 foram classificados como epitopos ligantes. Os epitopos
também recebem do programa uma classificagcao de forte (SB) ou fraco ligante (WB).

De posse dos epitopos preditos de células B e T, juntamente com epitopos
ligantes de IgE obtidos com dados da literatura, compilamos na tabela 7 destacando

informacgdes dos alérgenos abordados neste trabalho.
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Tabela 7 — Nucleo de ligagao de epitopos de células T, epitopos de células B e epitopos ligantes de IgE de
alérgenos de pistache (Pis v 1), gergelim (Ses i 1), castanha de caju (Ana o 3).

Nucleo de
i ligacéo de i 3 } .
Alérgeno ] Epitopos de células B Epitopos ligantes de IgE
epitopos de
células T
QRQQCFKQCCQELQEVDKKCRCQNLE
EGENLSSGQSCQKQFEEQQKFKH
(BARRE et al., 2021)
KLQELYETASELPRM
. MYVQQEVQK | QQEVQKSQDG
Pis v 1 (BARRE et al., 2021)
- NQRQQ SGQSCQKQFEEQQKFKHCQMY
(BARRE et al., 2021)
- KRQQQQGQFRGEKLQELYE CCQELQEVDKKCRCQNLEQM
(BARRE et al., 2021)
SGREQSCQRQFE
_ GEEDEVLEMSTGNQQSEQ
(ROBOTHAM et al., 2005)
QQQQEGGYQEGQSQQVYQRARDLPRRC | KQEVQRGGRYNQ
MVRQLQQQE
NMRP (ROBOTHAM et al., 2005)
Anao3
SLRECCQELQEV
(ROBOTHAM et al., 2005)
QEQIKGEEVREL
(ROBOTHAM et al., 2005)
AIDDEANQQSQQ GQFEHFRECCNELRDVKSHCRCEALR
IRQAVR
QAVRAQQ (DRESKIN et al., 2021)
FRSCQRYLS GEEDEVLEMSTGNQQSEQ -
Sesi1
AIRQAVRQQ QQQQEGGYQEGQSQQVYQRARDLPRRC i
NMRP
AVRQQQQEG | - -

5.7. Sintese do peptideo hibrido de células T

Baseado

nas

predigdes de epitopos,

Fonte: Elaborado pela autora.

o] peptideo hibrido

MVQQISPSQGCQF” foi projetado considerando a imunodominéancia e a

alergenicidade das regides dos alérgenos Ses i 1, Arah 6, Pisv 1 e Ana o 3 (figura 24).

Figura 24 - Diagrama esquematico do peptideo hibrido de células T composto por regides imunogénicas
dos alérgenos de gergelim (Ses i 1), amendoim (Ara h 6), pistache (Pis v 1) e castanha de caju (Ana o 3).

MvQQ ISPSQGCQF
1 | Ses i1 Arah 6 Pisv1/ |92
Anao3

Fonte: Elaborado pela autora.
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O peptideo hibrido foi sintetizado comercialmente no fabricante GenScript apos
passar pelas andlises de avaliagdo das propriedades fisico-quimicas, predigcdo e
determinagdo da estrutura secundaria e predicdo da antigenicidade. Apds a sintese, o
peptideo hibrido teve sua sequéncia e homogeneidade analisada por espectrometria de

massas, obtendo-se uma pureza maior que 85%, conforme informado pelo fabricante.

5.8. Avaliacao das propriedades fisico-quimicas do peptideo hibrido de células T

O reconhecimento do antigeno pelo anticorpo ocorre através de ligagdo nao
covalente nao reversivel, ou seja, para manter unido o complexo antigeno-anticorpo,
conta-se com a participagao de forgas eletrostaticas, pontes de hidrogénio, forgas de
van der Waals e interagbes hidrofdbicas. Sabe-se que a especificidade da interagéo
antigeno-anticorpo € alta, e ela pode ser influenciada pelas caracteristicas fisico-
quimicas do sitio de ligacdo e dos epitopos presentes no antigeno (MURPHY et al.,
2010).

Para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do peptideo hibrido de células T,
submetemos sua sequéncia proteica a analise pelo programa ProtParam e foram

obtidas as seguintes informagdes conforme tabela 8:

Tabela 8 — Caracteristicas fisico-quimicas do peptideo hibrido de células T obtidas in silico pelo programa
ProtParam. (kDa = kilodaltons).

Caracteristicas IRQAVRQQQMVQQISPSQGCQF

Numero de aminoacidos 22

Massa molecular 2560.93

Ponto isoelétrico teérico 10.35

N° total de residuos carregados negativamente 0

(Asp + Glu)

N° total de residuos carregados positivamente

(Arg +Lys) ?

indice de Instabilidade 8395
(instavel)

indice alifatico 66.36

Fonte: Elaborada pela autora.

Podemos constatar que o peptideo hibrido de células T
(IRQAVRQQQMVQQISPSQGCAQF) é composto por: 2 isoleucinas (l) residuos alifaticos,
apolares e hidrofébicos; 2 argininas (R), residuos carregados positivamente; 8

glutaminas (Q) residuos polares, ndo carregados hidrofilicos; 1 alanina (A), residuo
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alifatico, apolar e hidrofébico; 2 valinas (V) residuos alifaticos, apolares e hidrofébicos;
1 metionina (M) residuo alifatico, apolar e hidrofébico; 2 serinas (S) residuos polares,
nao carregados hidrofilicos; 1 prolina (P), residuo apolar e hidrofébico; 1 glicina (G)
residuo polar, nao carregado e hidrofilico; 1 cisteina (C) residuo polar, ndo carregado e
hidrofilico; 1 fenilalanina (F) residuo aromatico apolar e hidrofébico.

Ja foi descrito que no sitio de ligagdo dos anticorpos com os antigenos séo
encontrados muitos residuos de aminoacidos aromaticos, os quais estao envolvidos em
interacoes através de forgcas de van der Waals, interagdes hidrofébicas e até mesmo por
pontes de hidrogénio. Aminoacidos como a tirosina participa de interagées hidrofdbicas
como também por pontes de hidrogénio, e normalmente ela é encontrada no sitio de
interacdo antigeno-anticorpo. Aminoacidos com cadeias laterais carregadas sao mais
susceptiveis a interagdes eletrostaticas entre suas cadeias laterais e pontes de
hidrogénio. Isso ocorre com a arginina, destacando também sua presencga na interacao

do antigeno-anticorpo, contribuindo com uma forte ligacao (MURPHY et al., 2010).

5.9. Predicdo e determinacdao da estrutura secundaria do peptideo hibrido de

células T

Para o peptideo hibrido de células T foram preditas estruturas secundarias com

cerca de 56% em a-hélices e 39% do tipo randémica, conforme mostrado na figura 25.

Figura 25 - Predicao da estrutura secundaria do peptideo hibrido de células T através do software PHD.

IRQAVRQQQMVQQISPSQGCQF
1@ 28
| |
TROAVROQOMVQQISPSQGCOR
hHHHHHhHHHHhh
Sequence length : 22
5IMPA96 :
Alpha helix (Hh) : 13 is 56.52%
318 helix (Gg) : 8 is 0.00%
Pi helix (Ii) = @ is 0.00%
Beta bridge (Bb) : @ is  ©0.00%
Extended strand (Ee) : @ is  0.00%
Beta turn (Tt) = 0 is  0.08%
Bend region (55} = B is B.08%
Random coil (Cc) : 9 is 39.13% |
Ambiguous states (?) @ is 2.00%
Other states : 1is 4.35%

Fonte: Elaborado pela autora.

A estrutura secundaria do peptideo hibrido de células T determinada por

dicroismo circular € mostrada na figura 26.
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Figura 26 - Determinagéo da estrutura secundaria do peptideo hibrido de células T por espectrometria de
dicroismo circular.

CD (mdeg)

-20 , T T . T :
200 220 240 260
Wavelength (nm)

Fonte: Elaborado pela autora, com dados obtidos do equipamento Jasco Corporation.

A analise do espectro de dicroismo circular revela uma combinacao de estruturas
alfa helicoidais (caracterizadas por picos negativos em torno de 222 nm e 208 nm), que
sao estruturas predominantes para proteinas albuminas 2S, e de estruturas secundarias

ndo ordenadas (pico negativo em torno de 200 nm), confirmando assim os dados de

predicao.
5.10. Predigao da antigenicidade do peptideo hibrido de epitopos de células T

Sabemos que para um peptideo ser considerado um candidato a possiveis
vacinas, € necessario que ele possua um potencial imunogénico, ou seja, capacidade
de induzir uma resposta imune protetora.

De posse da sequéncia de aminoacidos do peptideo hibrido foi possivel através
do software ANTIGENpro avaliar o potencial antigénico, que apresenta valor limite de
predicdo igual a 0,4. Ao submeter a sequéncia do peptideo hibrido ao programa
ANTIGENpro podemos verificar que o peptideo apresenta baixo potencial de

antigenicidade, como demonstrado na tabela 9.

Tabela 9 - Verificagéo do grau de antigenicidade do peptideo hibrido no software ANTIGENpro.
Peptideo hibrido Predicted Probability of Antigenicity

IRQAVRQQQMVQQISPSQGCQF 0.118593

Fonte: Elaborado pela autora.

Em seguida, avaliamos também a antigenicidade pelo programa Predicted

Antigenic Peptides, a fim de avaliar qual segmento dentro da sequéncia do peptideo
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hibrido estava mais relacionado com o potencial antigénico, ou seja, de estimular a

sintese de anticorpos.

Figura 27 - Previsédo de antigenicidade para o peptideo hibrido de células T obtido pelo software Predicted

Antigenic Peptides.

1.1

Your sequence is 22 residues long

Average antigenic propensity for this protein is 1.0587

Antigenic plot for sequence

AC: (22 bases)

1.09

1.08

1.97

1.96

1.85

1.94

1.83

Auerage antigenic propensity

1.02

T T

Span_7

Tue 21 Mar 2023 at 19:43

There are 1

18 12
Sequence Number

in your

3

Start Position

Sequence

End Position

=

4

AVRQQQMVQQISPSQ

18

Fonte: Elaborado pela autora, com dados obtidos pelo software Predicted Antigenic Peptides.

Podemos observar na figura 27 na previsdo de antigenicidade pelo software

Predicted Antigenic Peptides que o peptideo hibrido possui um fragmento na sequéncia

na posicao 4 - 18 que apresenta uma tendéncia de agao antigénica.

5.11. ETAPA Il - Caracterizagao dos alérgenos

5.12. Extracao, purificagao e caracterizagao de albumina 2S das oleaginosas

5.12.1. Separacao das fragdes proteicas por cromatografia liquida de exclusao

molecular

O perfil cromatografico para o extrato bruto obtido das sementes de amendoim

e gergelim apresentou trés picos representados abaixo (Figuras 28 e 29). As fragdes

foram denominadas: F1- fragdo de massa molecular superior a 30.000 Dalton; fracédo

F2 com massa molecular entre 10.000 e 30.000 Dalton; F3 fracdo de massa molecular

menor que 10.0000.
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Figura 28 - Perfil cromatografico da cromatografia liquida de exclusdo molecular (Sephadex G50) do extrato
bruto de sementes de amendoim. Eluente utilizado Acido Trifluoroacético (TFA) 0,1%, fluxo 1 mL/min e
coletadas fragdes de 1mL.

2,5

1,5

S, 220 Am

0,5

20 40 60 80 100

o

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 29 - Perfil cromatografico da cromatografia liquida de exclusdo molecular (Sephadex G50) do extrato
bruto de sementes de gergelim. Eluente utilizado Acido Trifluoroacético (TFA) 0,1%, fluxo 1 mL/min e
coletadas fragdes de 1mL.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As fragbes F2 de ambas as sementes sao as regides previstas com os perfis
cromatograficos das proteinas albuminas 2S, que apresentam massas moleculares

préximas de 12 KDa.
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5.12.2. Eletroforese SDS-PAGE

A homogeneidade das fragbes obtidas apos a cromatografia liquida de excluséo
molecular foi analisada por SDS-PAGE. A analise eletroforética do gel de poliacrilamida
15% permitiu-nos observar o perfil protéico das fragdes de gergelim e amendoim.

As fragbes F2 de gergelim e amendoim que correspodem a albumina 2S
apresentaram massas moleculares proximas de 12 kDa estdo destacadas pela seta,
conforme ilustrado na figura 30. As bandas visualizadas proximo a 24 kDa

correspondem aos dimeros formados e previstos para as albuminas 2S.

Figura 30 - Perfil proteico das fracdes de gergelim e amendoim. 1) marcador de massa molecular; 2) F1 —
fracdo de massa molecular alta de amendoim; 3) F2 — fracdo de massa molecular intermediaria de
amendoim; 4) F3 — fragdo de massa molecular baixa de amendoim; 5) tamp&o de amostra; 6) F1 — fragéo
de massa molecular alta de gergelim; 7) F2 — fragdo de massa molecular intermediaria de gergelim; 8) F3
— fragdo de massa molecular baixa de gergelim.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.12.3. Niveis séricos de imunoglobulinas de animais sensibilizados com

alérgenos de gergelim e amendoim

Os resultados do estimulo humoral nos camundongos sensibilizados com
gergelim (G1 a G5) pode ser visualizado na figura 31, e dos camundongos
sensibilizados com amendoim (A1 a A5) na figura 32.
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Figura 31 — Produgéo de IgG, IgG1 e IgE especifica anti-albumina 2S de gergelim obtidos nos soros de
camundongos sensibilizados com 50 pg de albumina 2S de gergelim. G1, G2, G3, G4 e G5 = camundongos;
pré = pré imune; C = controle.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 32 — Producao de IgG, 1gG1 e IgE especifica anti-albumina 2S de amendoim obtidos nos soros de
camundongos sensibilizados com 50 pg de albumina 2S de amendoim. A1, A2, A3, A4 e A5 =
camundongos; pré = pré imune; C = controle.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Para todos os camundongos observamos, além da produgao de IgG, o aumento
nos niveis de 1IgG1 e IgE confirmando um perfil de resposta Th2 nestes animais
desencadeado pelas albuminas 2S de amendoim e de gergelim.
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5.13. Investigacao dos epitopos de células T

Apods o término das imunizagbes, os animais foram eutanasiados, os bacos
foram retirados assepticamente e os esplendcitos cultivados in vitro na presenga ou nao
de proteinas albuminas 2S de gergelim (PG) e de amendoim (PA), e com o peptideo
hibrido de células T (Pp) para avaliagdo quanto a capacidade proliferativa de células e
de producéo de citocinas. Além disso, para avaliagao do tratamento in vivo com peptideo
hibrido, camundongos que receberam a imunizacao citada acima, receberam quatro
doses do tratamento contendo 200 ug de peptideo hibrido de células T na presenga do
adjuvante hidréxido de aluminio por via intraperitoneal. Apds sete dias do ultimo
tratamento, os camundongos receberam uma dose desafio de 100 ug de albumina 2S

de amendoim ou gergelim.
5.13.1. Avaliagao da proliferagdao dos esplendcitos

Ap6s o periodo de incubagao por 72 horas a 37°C, as células em cultura foram
avaliadas quanto a atividade proliferativa frente aos diferentes estimulos. Podemos
observar na figura 33 - A as respostas proliferativas das células de animais
sensibilizados ou ndo com PG in vivo e apds os estimulos recebidos in vitro. Nao houve
uma proliferagdo de células estatisticamente significante quando os animais
sensibilizados com PG in vivo foram estimulados com PG em relagdo aos animais ndo

sensibilizados e estimulados com PG.

Figura 33 — Resposta proliferativa das células do bago as proteinas albuminas 2S de gergelim (PG) e ao
peptideo hibrido de células T (Pp). A) Animais ndo sensibilizados e animais sensibilizados com PG in vivo.
B) Animais ndo sensibilizados e animais sensibilizados com PG e tratados com Pp in vivo. As respostas
proliferativas, avaliadas pelo método MTT, s&o indicadas como porcentagem em comparagéo as células
nao estimuladas in vitro. Os dados séo representados como média mais desvio padrao.
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A figura 33 - B nos mostra a resposta proliferativa das células dos animais nao
sensibilizados com PG, sensibilizados com PG e tratados com Pp in vivo, e apés
receberem os estimulos com PG e Pp in vitro. Semelhante a figura A, em B néao foi
possivel observar uma proliferagdo celular estatisticamente significante dos animais
sensibilizados com PG, tratados com Pp e estimulados com o Pp.

Na figura 34 - A observamos uma resposta proliferativa celular maior quando os
animais foram sensibilizados com a PA in vivo. Quando os animais sensibilizados com
PA foram estimulados in vitro com o peptideo hibrido apresentou maior proliferagédo
quando comparado com os animais nao sensibilizados e estimulados com o peptideo
hibrido (p = 0,0295). Observamos também uma maior proliferagdo celular nos animais
sensibilizados com PA e estimulados com PA em comparagdo com 0s animais n&o
sensibilizados e estimulados com PA. Em B, foi possivel avaliar uma discreta resposta
proliferativa das células dos animais nao sensibilizados com PA, sensibilizados com PA
e tratados com Pp in vivo, e apds receberem os estimulos in vitro com PA e Pp, porém,

essa resposta nao foi estatisticamente significante.

Figura 34 — Resposta proliferativa das células do bago as proteinas albuminas 2S de amendoim (PA) e ao
peptideo hibrido de células T (Pp). A) Animais ndo sensibilizados e animais sensibilizados com PA in vivo.
B) Animais ndo sensibilizados e animais sensibilizados com PA e tratados com Pp. As respostas
proliferativas, avaliadas pelo método MTT, s&o indicadas como porcentagem em comparagéo as células
nao estimuladas in vitro. Os dados séo representados como média mais desvio padrao.
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5.13.2. Avaliagao da producgao de citocinas das células do bacgo

Apoés a incubagdo de 72 horas, os sobrenadantes da cultura celular foram
coletados para avaliar o padrdo de resposta Th1/Th2, através da quantificacdo das
citocinas IL-2, INFy, TNF-q, IL-4 e IL-5. As dosagens das citocinas IL2, IL4 e IL5 foram

inconclusivas para os tratamentos realizados in vitro.
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Na figura 35 - A observamos um aumento na producédo de TNF-a pelas células
do bago sensibilizadas in vivo e estimuladas com as proteinas de gergelim (PG) in vitro,
porém, essa resposta nao foi estatisticamente significante. Em B, quando os animais
receberam o peptideo hibrido (Pp) como tratamento in vivo e foram estimulados com
PG os niveis de TNF-a se aproximaram dos valores dos animais n&o sensibilizados e
estimulados com PG.

Figura 35 — Produgdo de TNF-a das células do bago estimuladas as proteinas albuminas 2S de gergelim
(PG) e ao peptideo hibrido de células T (Pp). A) Animais ndo sensibilizados e animais sensibilizados com

PG in vivo. B) Animais nao sensibilizados e animais sensibilizados com PG e tratados com Pp in vivo. Os
dados sao representados como média mais desvio padréo.
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Na figura 36, observamos em A uma maior produgcado de TNF-a pelas células do
baco sensibilizadas e estimuladas com as proteinas de amendoim (PA), porém, essa
producao nao foi estatisticamente significante. Em B, observamos no grupo dos animais
sensibilizados com PA e tratados com Pp uma produgao maior de TNF-a quando os
animais foram estimulados com a proteina em relagcao aos animais nio estimulados in
vitro (p = 0,0496).
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Figura 36 — Produgéo de TNF-a das células do bago estimuladas as proteinas albuminas 2S de amendoim
(PA) e ao peptideo hibrido de células T (Pp). A) Animais ndo sensibilizados e animais sensibilizados com
PA in vivo. B) Animais ndo sensibilizados e animais sensibilizados com PA e tratados com Pp in vivo. Os
dados sao representados como média mais desvio padréo.
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Interferon gama € um marcador classico de resposta Th1. A figura 37 evidencia
a producédo desta citocina para os camundongos sensibilizados in vivo e estimulados
com a proteina de gergelim (PG) in vitro, apresentando a concentragéo de IFN-y de 37,4
pg/mL, e os animais estimulados com o peptideo hibrido (Pp) a produgao de IFN-y foi
de 15,43 pg/mL (Figura 37-A). Quando os animais tratados com o peptideo hibrido in
vivo foram estimulados com a proteina de gergelim houve uma maior produgao de IFN-
Yy, tendo atingido a concentragéo de 342,6 pg/ml para o estimulo in vitro com PG (Figura
37-B).
Figura 37 — Producao de INF-y das células do bago estimuladas as proteinas albuminas 2S de gergelim
(PG) e ao peptideo hibrido de células T (Pp). A) Animais n&o sensibilizados e animais sensibilizados com
PG in vivo. B) Animais ndo sensibilizados e animais sensibilizados com PG e tratados com Pp in vivo.
C — Corresponde aos animais do grupo controle nao sensibilizados PG in vivo; G - corresponde aos animais
sensibilizados PG in vivo; sem estimulo: animal ndo recebeu estimulo in vitro; estimulo PG: animal

recebeu estimulo com proteina de gergelim in vitro; estimulo Pp: animal recebeu estimulo do peptideo
hibrido in vitro. Os dados s&o representados como média.
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A figura 38 demonstra em A, a producdo de IFN-y para os camundongos
sensibilizados in vivo e estimulados com a proteina de amendoim (PA) in vitro. Quando
os animais foram estimulados com a PA houve uma alta produgao de IFN-y (1113,79
pg/mL), e os estimulos com o peptideo hibrido (Pp) induziram uma produgao IFN-y de
136,6 pg/mL. Ja para os animais tratados com o peptideo hibrido in vivo, uma maior
producao de IFN-y pode ser visualizada quando os animais receberam estimulos com
a proteina de amendoim.

Figura 38 - Produgéo de INF-y das células do bago estimuladas as proteinas albuminas 2S de amendoim
(PA) e ao peptideo hibrido de células T (Pp). A) Animais ndo sensibilizados e animais sensibilizados com
PA in vivo. B) Animais n&o sensibilizados e animais sensibilizados com PA e tratados com Pp in vivo.

C — Corresponde aos animais do grupo controle ndo sensibilizados PA in vivo; G - corresponde aos animais
sensibilizados PA in vivo; sem estimulo: animal ndo recebeu estimulo in vitro; estimulo PA: animal recebeu
estimulo com proteina de amendoim in vitro; estimulo Pp: animal recebeu estimulo do peptideo hibrido in
vitro. Os dados séo representados como média.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.14. Tratamento com o peptideo hibrido de células T

Para avaliar o tratamento in vivo com o peptideo hibrido de células T, os
camundongos previamente imunizados com as proteinas de gergelim e amendoim
receberam cinco doses do tratamento com o peptideo hibrido de células T na presenca
do adjuvante hidroxido de aluminio, e apds sete dias do ultimo tratamento, foram
desafiados com uma dose das proteinas. Neste tratamento, a redugdo nao foi
significante nos niveis de IgG1 e IgE nos animais G4, G5 e G6 quando comparado as
imunizacdes (IM) com proteinas de gergelim, tratamentos (TR) e os desafios realizados

apos o tratamento, conforme demonstrado na figura 39.
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Figura 39 — Comparagédo da producgéo de IgG, IgG1 e IgE especifica anti-albumina 2S de gergelim obtidos
nos soros de camundongos sensibilizados com 40 ug de albumina 2S de gergelim. G4, G5 e G6=
camundongos; pré = pré imune; IM = imunizado; TR = tratado; DS = desafiado.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para o amendoim, a producao de IgG, IgG1 e IgE foi observada nos animais A4,
A5 e A6 conforme demonstrado na figura 40. Os resultados mostram uma redug¢ao nos

niveis de IgG1 e IgE, semelhante ao que foi demonstrado para o gergelim.

Figura 40 — Comparagéo da produgéo de IgG, IgG1 e IgE especifica anti-albumina 2S de amendoim obtidos
nos soros de camundongos sensibilizados com 40 yg de albumina 2S de gergelim. A4, A5 e A6 =
camundongos; pré = pré imune; IM = imunizado; TR = tratado; DS = desafiado.

0,5 -
0,45 -
04 -
0,35 -
0,3 -
0,25 - migG
0,2 - 1gG1
0,15 - = IgE
0,1 -
0,05 -

O .

Abs. 492 nm

PREIM TR DS PREIM TR DS PREIM TR DS
A4 A5 A6

Fonte: Elaborado pela autora.



95

6. Discussao

Os alérgenos presentes nas castanhas e oleaginosas constituem um dos mais
importantes desencadeadores de alergias alimentares mediadas por IgE, que afeta
milhares de individuos alérgicos pelo mundo. Desta forma, a compreensao dos epitopos
dos alérgenos é um requisito imprescindivel para avaliar como que ocorre as interagdes
entre o antigeno e o anticorpo. Para isso, torna-se necessario o emprego de diversas
técnicas como cristalografia de raio-x, sobreposi¢cao de peptideos sintéticos, mutacao
no sitio de interagdo do epitopo com anticorpo dentre outras, porém, sao técnicas que
requerem mais tempo e experimentos de bancada (SHARMA; GAUR; ARORA, 2013).

Sabemos que algumas proteinas sao sintetizadas em determinados
compartimentos das células, mas, as suas fungdes bioldgicas podem ser executadas
em outros locais, 0 que requer que elas sejam direcionadas para o local correto de
atuacgao, papel esse realizado pelo peptideo sinal. O peptideo sinal presente em uma
proteina € composto de 15 a 60 residuos de aminoacidos, que normalmente estao
dispostos na regidao N-terminal. Em estudos in silico € de grande relevancia avaliar a
presencga de peptideo sinal, pois isso gera informagdes mais confiaveis, visto que essa
sequéncia deve ser retirada da proteina de modo a ndo gerar resultados errdbneos
impactando nas analises futuras (DE OLIVEIRA LOPES et al., 2013).

Ao prever o peptideo sinal nos € mostrado o local onde a proteina foi clivada
através da modificacdo pods-traducido. Esse é um dado importante na selecdo das
proteinas alvos para possiveis tratamentos, pois essas sequéncias que fazem parte do
peptideo sinal devem ser descartadas, ja que elas ndo fazem parte da proteina final
madura (BLECHA et al., 2018). Neste estudo in silico, os alérgenos Ara h 2, Pisv 1, Cor
a 14, Jug r 1, Ana o 3 e Ses i 1 apresentaram o peptideo sinal que foram removidos
para analises posteriores. Somente os alérgenos Ara h 6 e Ber e 1 ndo possuiam
peptideo sinal nas suas sequéncias. Resultado semelhante ao do nosso trabalho foi
mostrado numa pesquisa que utilizou programas de bioinformatica para identificacdo de
epitopos de Schistosoma mansonie com potencial imunogénico. Os autores reforcam a
importancia da predicao de peptideo sinal durante as analises que visam a identificagédo
de epitopos (ZHANG et al., 2014).

De posse das sequéncias proteicas dos alérgenos, realizamos o alinhamento
multiplo através do Clustal Omega. O Clustal Omega é um programa que consiste no
meétodo progressivo de alinhamento baseado na criacao de uma arvore guia, que tem o
objetivo de guiar o alinhamento, e na utilizagdo do algoritmo mBed, 0 que permite o

processamento de muitos dados. Isso o difere das versdes anteriores, visto que a
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criagao de arvores filogenéticas € uma etapa que requer mais trabalho, sendo calculada
pelas distancias pareadas das sequéncias. Para melhorar o refinamento do
alinhamento, o programa sofreu algumas melhorias como a utilizagdo do algoritmo
HHalign, que é um alinhador perfil-perfil, que permite as sequéncias serem alinhadas
em maiores grupos (SIEVERS; HIGGINS, 2014).

Através do alinhamento multiplo pudemos observar a presenca de regides
conservadas entre os alérgenos. Destacamos também que os residuos de cisteinas se
alinharam, bem como a presenca nas sequéncias de aminoacidos acido glutdmico, um
residuo importante para a interagcao com a IgE. Todas essas informagdes e o padrao de
regides conservadas contribuem para a selecao e sintese de peptideos alvos para
criacao de uma possivel terapia para o tratamento de alergias.

A partir do alinhamento foi construida a arvore filogenética, através do método
Neighbor-joining sem corre¢des de distancia. O estudo da arvore filogenética iniciou
desde a época de Charles Darwin, no século 19, e se estende até hoje por
pesquisadores. A arvore filogenética nos permite compreender a evolugdo e as
transicdes das espécies, e como elas estdo relacionadas entre si (KAPLI; YANG;
TELFORD, 2020). Pudemos visualizar através da construgado da arvore filogenética que
entre os oito alérgenos do nosso trabalho existem relagdes de ancestralidades, o que
confirma as similaridades entre eles.

Estudar as caracteristicas fisico-quimicas dos alérgenos nos permite entender
melhor como ocorre a interagdo antigeno-anticorpo e quais os fatores que podem
impactar nessa interacdo. Através do programa ProtParam, avaliamos as seguintes
caracteristicas fisico-quimicas: numero de aminoacidos, massa molecular, ponto
isoelétrico, n° de residuos carregados positivamente e negativamente, indice de
estabilidade e indice alifatico. Para os oito alérgenos estudados, observamos que sao
compostos por 114 a 160 residuos de aminoacidos e apresentam baixa massa
molecular (14 a 19 kDa).

O ponto isoelétrico (pl) corresponde ao valor de pH em que uma proteina
apresenta sua carga liquida igual a zero, ou seja, eletricamente neutra. Através da
relagdo do pH e do pl, torna-se possivel reconhecer a carga liquida da proteina, visto
que, quando o pH for menor que o pl apresentara carga liquida positiva, e quando o pH
for maior que o pl a carga liquida sera negativa (PIHLASALO et al., 2012). Desta forma,
em pH fisiolégico (pH = 7) é esperado que proteinas com pl acima de 7, apresentem
carga elétrica liquida positiva. Neste estudo, somente os alérgenos Pisv 1 e Ses i 1
foram preditos com carga elétrica liquida positiva, ou seja, indicam uma natureza basica.
Ja os alérgenos Ara h 6, Ara h 2, Ber e 1, Cor a 14, Jug r 1 e Ana o 3 indicam uma

natureza acida.



97

O Ara h 2 foi o alérgeno que apresentou mais residuos carregados
negativamente (Asp + Glu), e em contrapartida, o Pis v 1 apresentou menos residuos.
Quanto ao numero de residuos carregados positivamente (Arg + Lys), o Ara h 2
apresentou mais residuos e o Ara h 6 e Jug r 1 apresentaram menos residuos.

Em relagdo ao indice de instabilidade, ja foi descrito que ele se refere a
estabilidade de uma proteina em um tubo de ensaio, visto que uma proteina é
considerada estavel quando apresenta um indice de instabilidade menor que 40
(GURUPRASAD; REDDY; PANDIT, 1990). Todos os oitos alérgenos do nosso estudo
foram preditos como instaveis pelo servidor devido ao valor calculado ter sido superior
a 40.

O indice alifatico de proteinas esta relacionado como o volume relativo que as
cadeias laterais alifaticas (alanina, valina, isoleucina e leucina) ocupam, sendo um fator
importante para o aumento da estabilidade de proteinas globulares (IKAI, 1980). Desta
forma, se a proteina apresenta um valor elevado de indice alifatico melhor sera a sua
termoestabilidade. O indice alifatico dos oito alérgenos variam de 22.46 para o alérgeno
Ber e 1 a 77.89 para o alérgeno Jug r 1. Diante disso, torna-se possivel supor que o
alérgeno Jug r 1 possui uma razoavel estabilidade térmica. O alérgeno Ana o 3 também
apresenta essa caracteristica, visto que apresenta o indice alifatico de 74.86.

Uma caracteristica importante dos epitopos relacionada a sua parte estrutural e
que deve ser levado em conta para diferencia-lo de fragmentos nao-epitopos presentes
na superficie do antigeno é a sua composi¢ao de estrutura secundaria (RUBINSTEIN
et al., 2008). Nosso estudo revelou que todos os alérgenos sao significativamente
enriquecidos com a estrutura do tipo a-hélices (alfa-hélices), apresentando uma maior
porcentagem (65,42%) no alérgeno Cor a 14, e uma menor porcentagem em Ara h 2
(45,26%). Outro tipo de estrutura que compde todos os alérgenos numa proporgao
mediana foi a do tipo randémica, que variam de 54,74% no alérgeno Ara h 2 e 31,45%
no alérgeno Cor a 14. Ja a estrutura do tipo fita estendida aparece em propor¢des mais
baixas (12,31% - 4,03%), sendo que a mesma nao esta presente nos alérgenos Ara h
6, Ara h 2 e Ber e 1. Somente a estrutura de folha beta nao foi predita para os oito
alérgenos.

A busca por predicbes de epitopos lineares se baseia na hipétese de que os
peptideos sintéticos derivados dos fragmentos lineares presentes nas proteinas podem
ser capazes de induzir a producéo de anticorpos contra os peptideos, que por sua vez
reagem de maneira cruzada com o antigeno presente na proteina nativa (QUIJADA et
al., 1996). A analise de epitopos lineares conservados é importante para estudos de
vacinas compostas por multiepitopos, pois estudos mostram que a incorporagao desses

epitopos a uma proteina sintética foi capaz de manter a imunorreatividade. Por outro
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lado, se epitopos conformacionais fossem utilizados para obter um antigeno sintético,
existiia uma probabilidade alta de ndo conseguirem manter sua integridade
conformacional, e consequentemente sua imunorreatividade (DIPTI; JAIN; NAVIN,
2006).

Um estudo realizado com finalidade de obter uma molécula candidata para o
diagnostico de Schistosoma mansoni também selecionou um epitopo linear que
apresentou reconhecimento por IgG em soro de pacientes infectados (DE SOUZA et al.,
2018). Outro estudo realizado com Leishmania chagasi com a finalidade de identificar
novos antigenos utilizou o programa Bepipred para a predicdo de epitopos de células
B. Neste trabalho foram identificadas 41 proteinas para epitopos de células B, sendo
que o programa resultou em 180 peptideos preditos, que foram sintetizados e testados
com soros de animais, e destes, 25 peptideos mostraram resultados interessantes para
uso em diagnostico de leishmaniose visceral (COSTA et al., 2011).

El-Manzalawy et al., (2008) utilizaram o programa BCPred para prever 0s
epitopos de células B presentes na proteina SARS-CoV S, mais especificamente,
presentes na regiao do dominio de ligagédo ao receptor (RBD), a fim de bloquear o
receptor. Uma busca na literatura foi realizada para levantar os epitopos ja identificados
para a regidao RBD, totalizando cinco epitopos. Apds a submissao da sequéncia proteica
ao BCPred, os autores observaram resultado satisfatorio, visto que quatro epitopos
preditos foram os mesmos ja identificados para a regiao RBD.

A préatica de combinagao de programas de predicdo de epitopos de células B
também vem sendo empregada, pois os resultados podem ser comparados,
apresentando dados mais precisos e confiaveis. Neste estudo, combinamos trés
métodos de predicao de epitopos de células B: Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0,
BcePred e BCPreds. Como resultado das predi¢cdes nos trés métodos, obtivemos 204
epitopos de células B preditos para os 8 alérgenos. Apds analisar todos os epitopos, foi
possivel identificar 27 epitopos preditos que foram comuns nos trés métodos de
predicdo. Esses resultados mostram que usar mais de um programa de predi¢éo pode
apresentar resultados melhores do que um unico programa. Resultado semelhante foi
mostrado por pesquisadores, que utilizaram a combinacado de trés programas para
mapear epitopos de células B de Leishmania infantum sendo eles: ABCPred, Bepipred
e BCPred. De posse dos epitopos preditos, 360 foram sintetizados para realizar as
analises e identificar os mais imunorreativos, destacando 10 peptideos que foram
preditos pelos trés programas. Os resultados das predi¢des foram significativos pois, os
10 peptideos preditos apresentaram excelente taxas de sensibilidade e especificidade
no diagnostico da doenga (FARIA et al., 2011).
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Sharma et al., (2013) utilizaram a combinagdo de quatro programas para
identificar epitopos de células B presentes na osmotina, uma proteina alergénica
presente na Nicotiana tabacum, a fim de avaliar a redugéo da alergenicidade através de
mutacgdes nos residuos. Os autores observaram que trés epitopos de células B preditos
nos estudos in silico apresentaram boa correlagdo com os estudos experimentais, e os
epitopos modificados apresentaram perfil hipoalergénico.

Diversos trabalhos analisaram as caracteristicas fisico-quimicas dos epitopos de
células B. Ja foram descritos e mostraram que pode haver uma correlagdo entre os
aminoacidos hidrofilicos carregados e o potencial de antigenicidade (HOPP; WOODS,
1981). A partir disso, pesquisadores propuseram diversos parametros fisico-quimicos
para avaliar a localizagao dos epitopos de células B, sugerindo que eles sdao compostos
por aproximadamente 10 a 20 residuos de aminoacidos (KRINGELUM et al., 2013).
Seguindo nesse contexto e de acordo com as predi¢coes realizadas neste trabalho,
observamos que os epitopos de células B dos oito alérgenos estudados apresentam
sequéncias que variam de 4 a 24 residuos de aminoacidos.

Murphy et al. (2010) descreveram que no sitio de ligagcao dos anticorpos com os
antigenos sdo encontrados muitos residuos de aminoacidos aromaticos, os quais estdo
envolvidos em interagbes através de forcas de van der Waals, interagdes hidrofobicas
e até mesmo por pontes de hidrogénio. Outros autores estudaram as propriedades que
caracterizassem os epitopos de células B, e demonstraram que, normalmente eles séo
compostos pelos residuos de aminoacidos tirosina, triptofano e aminoacidos carregados
e polares, o que os permitem formar mdltiplas interagées. E importante lembrar que os
epitopos de células B sédo de superficie, o que os tornam mais acessiveis, destacando
a presencga de aminoacidos que apresentam as cadeias laterais expostas, sugerindo a
participacdo desses residuos na formagdo do complexo antigeno-anticorpo, o que
contribui com essa interacdo. Em relagdo a localizagdo, estudos mostram que os
epitopos de células B sdo encontrados em “loops”, estruturas aleatérias que se
apresentam em formas de voltas, o que os conferem mais flexibilidade favorecendo sua
interacao com os anticorpos (RUBINSTEIN et al., 2008).

Para a pesquisa de possiveis peptideos com alvos antigénicos sao empregadas
analises que calculam a afinidade de sequéncias proteicas com as moléculas de HLA.
Sabe-se que certos antigenos podem ser reconhecidos por distintas moléculas de HLA.
Desta forma, ao utilizar esses antigenos contribui com a amplificacao de individuos que
seriam capazes de reconhecé-los, o que implica no aumento da capacidade de estimular
o sistema imunoldgico, visto que as moléculas de HLA das pessoas se modificam devido
ao polimorfismo (WIENS et al., 2013).
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Abbas et al. (2011) descreveram como afinidade do anticorpo a forga de ligagéao
de um fragmento do anticorpo a um epitopo, sendo representada pela constante de
dissociagdo (K4), que demonstra a facilidade da separagédo da interagdo antigeno-
anticorpo. Para a predigao de epitopos de células T nés utilizamos o programa NetMHC
II, que é treinado em um amplo conjunto de dados de ligagdo dos peptideos a molécula
de MHC. O programa foi capaz de gerar valores de afinidade dos peptideos, que neste
trabalho teve a cobertura de 14 moléculas DR do MHC da classe Il de humano.

Apods o envio das sequéncias proteicas ao programa NetMHCII obtivemos a
predicdo de um total de 204 epitopos de células T, onde apenas 17 foram classificados
como epitopos de forte ligacdo e 43 epitopos classificados como epitopos de fraca
ligacdo. Os alérgenos de amendoim, Ara h 2 e Ara h 6, ndo apresentaram nenhum
epitopo de forte ligacdo. Observamos que para os alelos DRB1_0101, DRB1_0301,
DRB1_0401, DRB1_0405, DRB1_0701, DRB1_1302, DRB1_1501, DRB3 0101 e
DRB5 0101 nao foram preditos epitopos de forte ligacdo, e apenas os alelos
DRB1_0101 e DRB1_0701 n&o houve predicbes de epitopos de fraca ligacao.

Observamos também que os peptideos foram codificados pelo programa
NetMHCII de acordo com o nucleo de ligagao dos peptideos, que normalmente sao
compostos por nove aminoacidos. Quanto ao restante dos epitopos preditos, 144 foram
classificados apenas como ligantes.

Alguns autores mencionaram que existem fatores que podem dificultar na
predi¢cao dos peptideos de ligagdo ao complexo MHC I, como por exemplo o alto grau
de polimorfismo da molécula MHC Il, o tamanho do peptideo, a previsdo do nucleo de
ligagdo de peptideos e as regides de flanqueamento dos peptideos (JENSEN et al.,
2018). Isso pdde ser visto durante a predigdo de epitopos de células T realizada no
programa NetMHC I, pois percebemos que a identificacdo in silico de epitopos de
células T demanda um certo trabalho diante da diversidade de epitopos que foram
gerados, mas que apds uma analise minuciosa nos mostrou a previsao de potenciais
peptideos de ligacdo a molécula de MHC |l presentes nos alérgenos estudados.

Na estratégia de imunoterapia como tratamento da alergia alimentar sao
utilizados os extratos brutos derivados dos alimentos, o que consiste numa estratégia
de facil manuseio, porém, os efeitos colaterais acontecem na maioria dos casos. Ja a
imunoterapia que utiliza epitopos presentes nos peptideos apresenta a vantagem pelo
fato de ser altamente especifica, e isso contribui para que n&o ocorra os efeitos
colaterais, pois os epitopos utilizados sao sintetizados de forma isolada do alérgeno,
eliminando assim os fragmentos que poderiam causar efeitos nao desejados.

Desta forma, é importante utilizar peptideos sintéticos como candidatos a futuras

vacinas, tendo em vista que sao os fragmentos presentes nos epitopos dos alérgenos
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que sdo empregados, o que difere das vacinas tradicionais. Diversos estudos mostraram
que as vacinas com peptideos sao consideradas mais seguras, capazes de induzir uma
melhor resposta imunolégica, além de serem produzidas em escala, com alto grau de
pureza e reprodutibilidade (WANG et al., 2003).

A literatura recente apresenta o uso de peptideos sintéticos como alternativa
valida para o tratamento das doengas alérgicas, observando nos imunoensaios a
reducao dos niveis de IgE e da produgéo de citocinas inflamatérias que predominam no
perfil de resposta Th2. A tabela 7 apresenta um resumo de epitopos de células T, células
B e ligantes de IgE para os alérgenos estudados. O peptideo sintetizado contém regides
epitopos de células T sem sobreposi¢cao com epitopos de células B ou ligantes de IgE.
A partir disso, através da analise dos dados gerados pelo NetMHCII, construimos uma
imunoterapia de peptideo sintético hibrido baseada em epitopos de células T,
objetivando o tratamento de alergias desencadeadas pelo consumo das castanhas.
Composta por uma sequéncia de 22 residuos de aminoacidos
(IRQAVRQQQAQMVQQISPSQGCQF) derivados dos alérgenos amendoim (Ara h 6),
gergelim (Ses i 1), pistache (Pis v 1) e castanha de caju (Ana o 3), que passou por
analises in silico de antigenicidade.

As caracteristicas fisico-quimicas do peptideo hibrido de células T foram
avaliadas pelo programa ProtParam, que nos apontou as informagdes: apresenta uma
massa molecular de 2560.93 kDa; carga elétrica liquida positiva, o que nos indica uma
natureza basica (possui dois residuos carregados positivamente (Arg + Lys) e seu ponto
isoelétrico tedrico foi de 10.35. O peptideo hibrido ndo possui residuos carregados
negativamente (Asp + Glu) importantes nas interacées com IgE e desencadeamento da
resposta alergénica. De acordo com o indice de instabilidade, vimos na literatura que
uma proteina é considerada estavel quando seu indice de instabilidade € menor que 40
(GURUPRASAD; REDDY; PANDIT, 1990). Nosso peptideo hibrido de células T foi
considerado instavel, pois apresentou indice de instabilidade de 83.95. O peptideo
hibrido de células T apresentou de indice alifatico 66.36, considerado uma razoavel
estabilidade térmica. Estes dados justificam a estabilidade e resisténcia a clivagens
enzimaticas no trato digestivo das albuminas 2S.

A composicao da estrutura secundaria do peptideo hibrido de células T foi
aproximadamente de 56% de a-hélices e 39% de estrutura randémica. Rubinstein et al.,
(2008) descreveu que os epitopos sao compostos por estruturas irregulares, ou seja,
estruturas secundarias ndo organizadas conhecidas como “loops”, e sabemos que os
loops sdo considerados mais flexiveis quando comparados com os outros tipos de

estruturas. Desta forma, podemos sugerir que, o nosso peptideo hibrido de células T
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por apresentar aproximadamente 39% de estrutura randémica com caracteristica de
estrutura irregular é relativamente flexivel.

Sabemos que a imunoterapia com alérgenos inteiros, que é a forma mais
praticada na area médica, apresenta riscos de desenvolver efeitos colaterais graves, ja
que apresentam epitopos de células B que induzem a reticulagdo da IgE encontradas
na superficie das células efetoras da resposta alérgica. Desta forma, surge a estratégia
de imunoterapia baseada em peptideos, que visa identificar e reter os epitopos de
células T, desviando assim da reticulagao da IgE através da eliminagao dos epitopos de
células B (YANG; MINE, 2009).

Em contrapartida, os tratamentos com peptideos sintéticos sao considerados
potenciais candidatos a vacinas por serem compostos por pequenos fragmentos
presentes nos epitopos de proteinas antigénicas, caracteristica esta que diverge das
vacinas tradicionais. Além disso, as vacinas derivadas de peptideos apresentam
vantagens por serem seguras, induzem uma resposta imunolégica bem definida, podem
ser produzidas em alta escala e com 6timo grau de pureza (WANG et al., 2003).

Mas para que um peptideo seja considerado um possivel candidato a uma vacina
€ necessario que ele possua um potencial imunogénico, ou seja, capacidade de induzir
uma resposta imune protetora. E importante ressaltar também que o potencial
alergénico deve ser reduzido, e assim, pode ser alcangado o sucesso do tratamento
atingindo o estado de tolerancia imunolégica (SATITSUKSANOA et al., 2018).

Desta forma, torna-se necessario avaliar a antigenicidade do peptideo hibrido de
células T, no qual avaliamos primeiramente pelo software ANTIGENpro, que apresenta
valor limite de predigao igual a 0,4. O software ANTIGENpro € um modelo de predigao
de antigenicidade que se baseia em sequéncia, apresenta precisao de 76% e é capaz
de classificar assertivamente 82% dos antigenos protetores conhecidos. Através do
ANTIGENpro é possivel prever as chances de uma proteina atuar como antigeno
protetor (MAGNAN et al., 2010). Apds enviar a sequéncia do peptideo de células T ao
ANTIGENpro observamos que ele apresentou como probabilidade de antigenicidade de
0.118593, que foi considerado baixo potencial. Apds, resolvemos avaliar também pelo
programa Predicted Antigenic Peptides qual segmento da sequéncia do peptideo que
estava mais relacionado com a capacidade de estimular a sintese de anticorpos.
Observamos que o peptideo hibrido possui um fragmento na posicdo 4-18
(AVRQQQMVQQISPSQ) que apresenta agao antigénica.

Através de estudos in silico mostramos a importancia das ferramentas de
bioinformatica de predicdo de epitopos de células B e T para prospecgao de novas
vacinas, o que viabiliza os custos e tempos com experimentos laboratoriais.

Demonstramos que o estudo in silico nos permitiu analisar e selecionar peptideos para
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a prospeccao de uma imunoterapia hibrida baseada em peptideos como uma nova
abordagem terapéutica para a alergia alimentar.

A segunda etapa deste trabalho foi caracterizar os alérgenos para prosseguir
com os ensaios in vitro e in vivo. Apos a analise in silico, definimos entao extrair, purificar
e caracterizar as proteinas albuminas 2S de gergelim e amendoim, que séo oleaginosas
comumente consumida no mundo todo. Apds a extragdo de proteinas das oleaginosas,
foi possivel extrair e purificar em matriz G-50 (figuras 28 e 29). As fragcdes foram
analisadas por eletroforese SDS-PAGE (figura 30). De acordo com Subcomité de
Nomenclatura dos Alérgenos da Unido Internacional das Sociedades de Imunologia, as
proteinas albuminas 2S das oleaginosas apresentam massas moleculares que variam
entre 7 a 17 kDa, e em nossos resultados vimos proteinas de gergelim e amendoim que
apresentaram massas moleculares proximas de 12 kDa.

De posse das proteinas purificadas de albuminas 2S de gergelim e amendoim,
investigamos a alergenicidade dessas proteinas no modelo animal de camundongos
BALB/c, linhagem comumente utilizada em estudos de asma (KUMAR; HERBERT;
FOSTER, 2008). Avaliamos as respostas das imunoglobulinas 1gG, IgG1 e IgE, com o
protocolo de sensibilizagdo com intervalo de 7 dias, sendo 3 administragbes de 50 pg
de proteinas albumina 2S de amendoim e gergelim (figuras 32 e 33). Observamos a
produgéo das imunoglobulinas IgG, IgG1 e IgE nos soros dos animais imunizados com
as duas proteinas. Niveis altos de IgG1 foram detectados, indicando assim, que houve
a sensibilizagdo alérgica, pois, ja foi descrito que as imunoglobulinas IgG1 também
estao associadas as células Th2 (ABBAS; MURPHY; SHER, 1996). Niveis altos de IgE
também sao esperados para o padréo de resposta nas doencgas alérgicas, porém, os
resultados indicam que as proteinas albuminas 2S nao induziram altas respostas de IgE
nos camundongos. Estes achados podem ser explicados pelo tempo das imunizagdes
dos animais, ja que no estudo foi empregado uma imunizagcado semanal durante 14 dias,
como também a baixa quantidade das proteinas administradas (50 ug), o que torna dificil
a deteccao e quantificagdo dos niveis de anticorpos através do ELISA convencional.

Um trabalho com alérgenos de fontes distintas também demonstrou a indugao
de altos niveis de IgG1, porém, diferentemente do protocolo empregado neste estudo,
a imunizacao foi continua por um periodo de 27 semanas administrando 5 mg de
alérgenos recombinantes. Também foi relatado que a poténcia alergénica da proteina
em questao influencia na imunogenicidade (VRTALA et al., 1998).

Estudos empregando peptideos para o tratamento de doencgas alérgicas vém
sendo realizado por diversos grupos de pesquisas. Nesse sentido, 0 nosso proximo
passo foi investigar a agéo do peptideo sintético hibrido de células T através de estudos

de proliferagéo de células do bago, pois, ja foi descrito que elas podem ser utilizadas
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como um bom modelo de imunogenicidade para avaliar a capacidade de proliferagéo
das células (GLASPOLE et al., 2005; MIZUMACHI; KURISAKI, 2003).

Em estudos de proliferagédo de células T do alérgeno do ovo, pesquisadores
conseguiram identificar quatro sequéncias com potencial imunogénico, e esses dados
contribuiram com o desenvolvimento de imunoterapias baseadas em peptideos (YANG;
MINE, 2009). Outro estudo com peptideo derivado do alérgeno de cedro japonés, Cry j
2, demonstrou que o peptideo administrado oralmente induziu a tolerancia oral em
respostas de células T contra o alérgeno, atuando na reducao de citocinas do perfil Th1
e Th2 (HIRAHARA et al., 1998).

Desta forma, a partir de animais previamente sensibilizados 5 vezes ao longo de
29 dias, sendo 1 vez na semana, com 40 ug de albumina 2S de amendoim e de gergelim
na presenca e auséncia de adjuvante, avaliamos a capacidade proliferativa e as
respostas de citocinas das células do bago, que foram submetidas a estimulagcdo com
as proteinas albuminas 2S de amendoim e gergelim (2 mg/mL), e ao peptideo hibrido
de células T (200 pg/mL). O resultado apresentado na figura 33 nos mostra a
proliferagéo celular dos animais sensibilizados/ou ndo com as proteinas de gergelim, e
apos receberem o tratamento com peptideo hibrido. No grupo dos animais nao tratados
(A) e no grupo dos animais tratados (B) com o peptideo hibrido in vivo nao foi possivel
observar uma proliferacdo celular estatisticamente significante. Ja a figura 34 nos
mostra a proliferagao celular dos animais sensibilizados/ou ndo com as proteinas de
amendoim, e apds receberem o tratamento com peptideo hibrido. No grupo dos animais
nao tratados (A), observamos uma resposta proliferativa celular maior nos animais
sensibilizados com a proteina de amendoim e estimulados com o peptideo hibrido. No
grupo dos animais tratados (B) foi observado uma discreta proliferagao celular nos
animais nos animais sensibilizados com PA e tratados com Pp apds receberem os
estimulos, porém, essa resposta nao foi estatisticamente significante. A partir destes
dados, nos torna evidente que animais sensibilizados e ndo sensibilizados tiveram uma
resposta proliferativa celular muito semelhante, exceto os animais sensibilizados com
amendoim que apresentaram proliferacao celular um pouco superior. E quanto a
proliferagéo celular apés o tratamento in vivo com o peptideo hibrido, os animais
sensibilizados com gergelim e estimulados com o peptideo hibrido apresentaram maior
proliferagao celular.

De acordo com a sensibilizacao que o organismo é exposto sdo definidos os
tipos de citocinas que irdo desempenhar suas fungdes no sistema imune. No padrao de
resposta Th2 sdo produzidas as citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, e o perfil Th1 sdo
produzidas a IL-12 e IFN-y, e quando um perfii de resposta esta ativo,

consequentemente ele suprime o perfil oposto (RAMALINGAM et al., 2016). Sabe-se
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também que o IFN-y esta relacionado com respostas inflamatérias (BAE et al., 2016).
Avaliamos os niveis de citocinas a partir do meio de cultura de células do bago apéds a
estimulagdo com as proteinas albuminas 2S de gergelim e amendoim e com peptideo
hibrido de células T. A figura 35 nos mostra a produgédo de TNF-a das células dos bagos
dos animais sensibilizados/ou ndo com as proteinas de gergelim, e apds receberem o
tratamento com peptideo hibrido. Para as células dos bagos dos animais sensibilizados
com proteinas de gergelim in vivo, foi possivel detectar niveis mais elevados da
producao de TNF-a quando as células foram estimuladas in vitro com a proteina de
gergelim, porém, essa resposta nao foi estatisticamente significante. Ja para as células
dos bacos dos animais tratados com o peptideo hibrido in vivo e estimuladas in vitro
com a proteina de gergelim os niveis de TNF-a se aproximaram dos valores dos animais
nao sensibilizados e estimulados com PG. Nao foi possivel detectar niveis IL-2 e IL-4.

A baixa detecgcdo da IL-5 e a n&o detecgdo de IL-4, citocinas do padrdo de
resposta Th2, pode estar relacionada a estabilidade dessas citocinas nas culturas de
células. Apesar disso, verificamos na figura 37 a presenca de um nivel maior de IFN-y
tanto nas células dos animais sensibilizados in vivo ao serem estimuladas com a
proteina de gergelim, quanto nos animais tratados com o peptideo hibrido in vivo
também estimulados com a proteina de gergelim. O IFN-y € uma citocina do perfil Th1
indispensavel para restaurar o equilibrio das respostas Th1/Th2 apés o tratamento com
imunoterapias (CAMPBELL et al., 2009; SUAREZ-FUEYO et al., 2014). Sabemos que
o IFN-y é capaz de suprimir a producgéo de IgE, e em contrapartida, atua na indugdo da
produgédo de IgG, um anticorpo com agéao protetora (SEHRA et al., 2003; TEIXEIRA et
al., 2005).

Quando as células do bago dos animais sensibilizados/ou ndo com as proteinas
de amendoim in vivo (figura 36), foi possivel detectar niveis mais altos de TNF-a quando
as células receberam estimulos in vitro com a proteina de amendoim. A maior producao
de TNF-a também foi demonstrada nas células que receberam o tratamento in vivo com
o peptideo hibrido e estimulada com a proteina de amendoim in vitro. Em relagao a
citocina IFN-y, a figura 38 nos mostra um nivel elevado de IFN-y nas células estimuladas
com a proteina de amendoim, e nas células dos animais tratados com o peptideo hibrido
in vivo quando estimuladas com a proteina de amendoim. Nao houve producao de IL-5,
IL-4 e IL-2.

Ao realizarmos uma busca na literatura sobre protocolos de sensibilizagbes e de
tratamentos com peptideos, pudemos constatar que diversos autores sensibilizam os
animais com uma quantidade de alérgenos alimentares superior ao que empregamos

neste estudo, e no tratamento com peptideos de células T sao utilizadas doses mais
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altas, e em alguns casos, administradas mais de uma vez por semana, o que pode
influenciar nos resultados de proliferacdo de células e produgao de citocinas.

Wai et al. (2016) induziram a alergia ao camar&o em animais administrando 4
doses de 100 pg do alérgeno de camarao recombinante na presenca do adjuvante de
toxina de colera, seguido do desafio de 500 ug. Os animais foram tratados 2 vezes por
semana por 4 semanas com uma mistura de 200 ug de 6 peptideos de células T,
totalizando 1200 pg, € uma semana apos o ultimo dia do tratamento os animais foram
desafiados com 500 uyg do alérgeno recombinante. Os autores observaram que na
cultura dos esplendcitos dos animais tratados apresentaram baixos niveis de citocinas
IL-4 e IL-5, e altos niveis de IFN-y, restaurando o equilibrio da resposta Th1/Th2. Misra
et al. (2010), sensibilizaram previamente os animais com 100 ug de proteinas,
realizaram a cultura de células estimulada com 100 ug de proteinas, para
posteriormente avaliarem no sobrenadante os niveis de IL-4 e IL-10. Os autores
observaram uma regulagédo importante nos niveis de citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) e
uma regulacao negativa de IFN-y, citocina do padrao de reposta Th1. No nosso estudo,
as células foram estimuladas com 200 pg de proteinas, porém, devido as sensibilizagdes
dos animais terem sido realizadas com 40 ug e por um curto prazo, as células nao
responderam muito bem aos estimulos realizados. Shamji et al. (2017) também
apontam que a baixa ocorréncia de células T especificas para os alérgenos pode
comprometer em diluicao do sinal de citocinas presentes no pool de citocinas produzidas
pelas células T.

Jutel et al. (2003) desenvolveram uma ASIT para o tratamento de alergias
decorrentes de aeroalérgenos. Os pacientes do estudo receberam trés doses
crescentes da ASIT, com intervalo de 30 minutos e aplicados semanalmente. Doses de
manutencdo mensalmente foram administradas e analisado os soros dos pacientes
antes e apods o tratamento, e o desvio da resposta imune foi avaliado em testes de
proliferacao de células T e do perfil de citocinas. Observou-se que apds o tratamento, a
proliferacdo especifica foi suprimida nos pacientes e a proliferacdo induzida pelo
antigeno controle nao alterou. Apds 28 dias do tratamento houve um aumento de IL-10
e TGF-B, observando uma diminui¢ao de IL-5, IL-13 e IFN-y. Um ponto que nos chamou
atencdo e diverge do protocolo deste estudo de cultura de células foi que, os
sobrenadantes foram coletados no 5° dia para avaliar os niveis de citocinas, e a
proliferacéo de células T foi determinada através de estimulos com os alérgenos por 6
dias. Na cultura de células realizada neste trabalho, as células do bago foram
estimuladas por 3 dias com as proteinas e o peptideo hibrido de células T, para que
assim o sobrenadante fosse coletado e avaliado a capacidade proliferativa e a produgao

de citocinas. Talvez o tempo do estimulo das células possa também estar relacionado
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com a baixa resposta de proliferacédo das células, além da baixa quantidade de proteinas
utilizadas nas sensibilizagdes dos animais e o curto prazo empregado nas
sensibilizagbes.

Existem pesquisas que investigaram qual mecanismo envolvido na diminui¢ao
da proliferacao de células T, e foi demonstrado através de ensaio de bloqueio dos efeitos
da IL-10 e de TGF-B que essas duas citocinas que atuam como supressoras.
Pesquisadores mostraram que com a indugcdo da tolerdncia nas células T e a
neutralizacao da IL-10 e TGF-B pode haver um aumento das respostas da proliferacao
de células T aos alérgenos Der p 1 e Bet v 1 (JUTEL et al., 2003). A IL-10 é uma
citocina com acao regulatéria imunomoduladora através da supressdo da resposta
inflamatéria a fim de atingir a homeostasia. Ela age como uma citocina reguladora,
capaz de suprimir a agao das citocinas do perfil Th1 e Th2, diminuir a produgéo de IgE
e reduzir os sintomas das doencas alérgicas e inflamatérias (NEDELKOPOULOU et al.,
2020). Outros pesquisadores descreveram que a apresentagao de antigenos as células
APC’s é suprimida pela acao da IL-10, o que consequentemente impacta no estimulo
das células T (KABBUR et al., 2006).

Ha outras pesquisas que relatam que a indugdo local das células T reguladoras
através da entrega de terapia baseada em peptideos de células T é fundamental para
atingir o estado de tolerancia as células T e assim melhorar os aspectos da alergia (WA
et al., 2016).

Nao podemos deixar de levar em conta o processamento do peptideo hibrido
pelas células APC’s, pois, durante o processamento do peptideo, a apresentagao dos
fragmentos pelas APC’s via MHCII pode nao ter sido tao eficaz, impactando assim na
atividade estimuladora das células T. Pesquisadores também apontaram que os
residuos de cisteinas podem influenciar sobre as respostas de proliferagdo de células
T, visto que, eles participam da formacao de pontes dissulfeto nos alérgenos. Quando
os residuos de cisteinas de um peptideo foram substituidos pela serina foi confirmada
a atividade estimuladora sobre a proliferagéo das células T (MIZUMACHI; KURISAKI,
2003). Vale a pena lembrar que o0 nosso peptideo  hibrido
(IRQAVRQQQAQMVQQISPSQGCQF) contém um residuo de cisteina, e mais analises
seriam necessarias para avaliar o efeito da substituicido deste residuo no peptideo e a
sua influéncia na estimulagao da proliferacao de células.

Por fim, apds investigar a agdo do peptideo hibrido de células T através de
estudos de proliferagdo em células e da produgao de citocinas, avaliamos o tratamento
in vivo com o peptideo hibrido nos camundongos previamente sensibilizados (figura 11).
Os animais receberam 4 doses de 200 pg do tratamento via intraperitoneal, e apés uma

semana receberam uma dose de desafio com 100 yg de proteinas de gergelim e
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amendoim. Nos animais previamente sensibilizados com gergelim, foi possivel observar
no tratamento com o peptideo hibrido uma redugéo nos niveis das imunoglobulinas IgG1
e IgE, quando comparado as dosagens das imunizagdes, com os tratamentos e os
desafios com as proteinas.

Diante disso, observamos que, para atingir a tolerdncia imunolégica com o
tratamento da imunoterapia é esperado a alteracdo da resposta do perfil Th2 para Th1.
Assim, é previsto uma regulagéo negativa das citocinas produzidas na resposta Th2 (IL-
4, 1L-13 e IL-9) e de citocinas inflamatdrias (IL-17 ou TNF- a), e a regulagao positiva das
citocinas Th1 (IL-12 e IFN-y) e das citocinas reguladoras (IL-10 e TGF-B) (SHAMJI et
al., 2017).

Pudemos relatar neste estudo a importancia de identificar regides de epitopos
de células T imunodominantes para a prospecg¢do de uma possivel imunoterapia
baseada em peptideos de células T. Acreditamos que o peptideo hibrido de células T
derivado das oleaginosas identificados neste estudo € de interesse e que apds mais
estudos possa a ser no futuro traduzido para uso clinico. Estudos avaliando qual a
melhor dosagem do peptideo hibrido a ser empregada, o tempo de tratamento,
examinando o perfil das imunoglobulinas e a expressdo de citocinas em culturas
estimuladas pelo peptideo hibrido serdo necessarios para a sua validagao.

Por fim, com base nas caracteristicas do peptideo sintético hibrido de células T
e do seu efeito sobre a produgao de citocinas, torna-se necessario mais estudos in vitro
e in vivo a fim de comprovar o seu potencial efeito imunomodulador e assim, poder ser

utilizada na alergia alimentar.
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Conclusao

e Os estudos in silico forneceram suporte para a prospeccgao do peptideo hibrido
de células T (IRQAVRQQQMVQQISPSQGCQF).

e Na predicdo de epitopos, varios métodos devem ser combinados para obter
resultados com maior fidelidade.

e O peptideo hibrido IRQAVRQQQMVQQISPSQGCQF que contém epitopos de
células T dos alérgenos de gergelim (Ses i 1), amendoim (Ara h 6), pistache (Pis
v 1) e castanha de caju (Ana o 3), empregado no tratamento de animais
sensibilizados com alérgenos de amendoim e de gergelim reduziu os niveis
séricos de IgE e de IgG1, demonstrando a sua potencial agao imunomoduladora,
sendo um possivel candidato para vacinas baseadas em peptideos.

e O peptideo hibrido possui o fragmento AVRQQQMVQQISPSQ que apresenta
acao antigénica, que €& uma caracteristica importante para que ela seja
considerado um possivel candidato a uma vacina.

e Mais estudos in vivo, complementares sao necessarios para ajustes da
quantidade do alérgeno e do tempo de sensibilizagdo, bem como as doses € 0

tempo de tratamento com o peptideo hibrido.
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APENDICE A - Estruturas secundarias dos alérgenos preditas pelo software PHD.
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Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo software PHD.
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APENDICE B - Epitopos de células B de Ara h 2 preditos pelo método Bepipred e
grafico da escala de propensdo. O eixo horizontal (score 0.50) indica o numero de
aminoacidos da sequéncia completa do alérgeno. O eixo vertical indica as regides
preditas para os epitopos, destacando as regides em amarelo os aminoacidos que
formam os epitopos lineares e na cor verde os aminoacidos que nao formam epitopos.
Considerando os valores: (Minimo - 0,294; Maximo 0,699; Limiar 0,544).

No. Start End Peptide Length
et S EEmmEEE R
1 5 24 QGDRECQSQLERANLRPCEQ 20
2 27 67 MOKIQRDEDSYERDPYSPSQDPYSPSPYDRRGAGSSQHQER 41
3 70 80 NELNEFENNQR 11
4 a5 134 DRLOGROOEQQFKRELRNLPQOCGLRAPQRCDLDVESGGR 40
Center I)l:.lslll[)ﬂ‘.-! Threshold: 0.500 ‘ Recalculate ; Arah2 .
0.70 4
0.65
0.60
0.55 A
£ 050+
o
"
0.45 A
0.40 A
0.35 4
0.30 A
0 20 40 60 80 w0 | 120 140
Position

Average: 0.544 Minimum: 0.294 Maximum: 0.699

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo Bepipred Linear Epitope
Prediction 2.0.
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APENDICE C - Epitopos de células B de Ber e 1 preditos pelo método Bepipred e grafico
da escala de propenséo. O eixo horizontal (score 0.50) indica o numero de aminoacidos
da sequéncia completa do alérgeno. O eixo vertical indica as regides preditas para os
epitopos, destacando as regides em amarelo os aminoacidos que formam os epitopos
lineares e na cor verde os aminoacidos que nao formam epitopos. Considerando os
valores: (Minimo - 0,264; Maximo 0,614; Limiar 0,493).

No. Start End Peptide Length
i
1 5 7 QEE 3
2 9 16 REQMORQQ 8
3 30 45 EESTYQTMPRRGMEPH 16
4 55 61 GMDESCR 7
5 73 85 QOKEMQOPRGEQMR 13
99 110 NLSPMRCPMGGS 12
Center position: 4  Theeshold: 0 500 Recakulate Berel
060 4
055
050 4
© 0454
o
A
040 4
0.35 4
0.30 1
0.25 4 :
0 20 0 @ ) 100
Position

Average: 0493 Minimum: 0 264 Maxmum: 0614

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo Bepipred Linear Epitope
Prediction 2.0.
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APENDICE D - Epitopos de células B de Pis v 1 preditos pelo método Bepipred e grafico
da escala de propenséo. O eixo horizontal (score 0.50) indica o numero de aminoacidos
da sequéncia completa do alérgeno. O eixo vertical indica as regides preditas para os
epitopos, destacando as regides em amarelo os aminoacidos que formam os epitopos
lineares e na cor verde os aminoacidos que nao formam epitopos. Considerando os
valores: (Minimo - 0,251; Maximo 0,712; Limiar 0,541).

e

1 8 3 VEGENLSSGQSCQKQFEEQOKFKH 24
2 34 34 M 1
3 37 61 QQEVOKSQODGHSLTARINQRQOCFK 25
4 68 69 OF 2
5 82 102 MVKRQOOOGOFRGEKLQELYE 21
6 105 106 £ 2
7 108 124 PRMCNISPSQGCQFSSP 17
Conter postion: & Thesshola 400 Hecavare Pavl
07 4
oe
&os
3
by
044
034
8 ~ «© “w - wo x.:o
Positon

Avecage: 3 547 Mawmann 0 290 Maswen 0 702

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo Bepipred Linear Epitope
Prediction 2.0.
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APENDICE E - Epitopos de células B de Cor a 14 preditos pelo método Bepipred e
grafico da escala de propensdo. O eixo horizontal (score 0.50) indica o numero de
aminoacidos da sequéncia completa do alérgeno. O eixo vertical indica as regides
preditas para os epitopos, destacando as regides em amarelo os aminoacidos que
formam os epitopos lineares e na cor verde os aminoacidos que nao formam epitopos.
Considerando os valores: (Minimo - 0,197; Maximo 0,693; Limiar 0,529).

No. Start End Peptide Length
1 9 36 VDEDIVNQOGRRGESCREQAQRQONLNQ 28
2 39 62 RYMROOSQYGSYDGSNQQOOQELE 24
3 69 74 ROMDER 6
4 88 101 QGEMRGEEMREVME 14
5 104 105 RD 2
6 107 120 PNQCRLSPQRCEIR 14
Conter poalion & Thoeshodd O W00 Recalcviate Corain
ord
o
oS
&
3
v
o4
03
02
o Pl © «w w 100 120
Posstion
Average 0329 Mawman 0 Y37 Masmsem ) 03)

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo Bepipred Linear Epitope
Prediction 2.0.



125

APENDICE F - Epitopos de células B de Jug r 1 preditos pelo método Bepipred e gréafico
da escala de propenséo. O eixo horizontal (score 0.50) indica o numero de aminoacidos
da sequéncia completa do alérgeno. O eixo vertical indica as regides preditas para os
epitopos, destacando as regides em amarelo os aminoacidos que formam os epitopos
lineares e na cor verde os aminoacidos que nao formam epitopos. Considerando os
valores: (Minimo - 0,197; Maximo 0,693; Limiar 0,529).

No. Start End Peptide Length
1 9 35 IDEDIDNPRRRGEGCREQIQRQOONLNH 27
2 41 59 RQQSRSGGYDEDNQRQHFR 19
3 66 75 SOMDEQCQCE 10
4 82 100 RRQQQQO v 19
5 103 104 RD 2
6 106 120 PNECGISSQRCEIRR 15
Conter poalion: 4 Thesshold: § 500 Recalcuiate i
s
oS
2
S
& o4
o)
02
° s P @ a 100 120
Position
Average: 05)7 Mvmen: © Y98 Maxman: § 04)

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo Bepipred Linear Epitope
Prediction 2.0.
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APENDICE G - Epitopos de células B de Ana o 3 preditos pelo método Bepipred e
grafico da escala de propensdo. O eixo horizontal (score 0.50) indica o numero de
aminoacidos da sequéncia completa do alérgeno. O eixo vertical indica as regides
preditas para os epitopos, destacando as regides em amarelo os aminoacidos que
formam os epitopos lineares e na cor verde os aminoacidos que nao formam epitopos.
Considerando os valores: (Minimo - 0,243; Maximo 0,643; Limiar 0,530).

No. Start End Peptide Length
1 8 52 EEDSGREQSCQRQFEE 45
2 59 93 QEVDRRCRCONLEQMVRQLOOQEQIKGEEVRELYE 35
3 96 97 SE 2
4 100 112 RICSISPSQGCQF 13
Conter poalion: 4 Theeahold: 0 500 Recakuiate Awo)d
0es
060
0ss
0%0
>
5 043
A
040
03
030
02s
o 2 P @ ) 100 120
Position

Average: 0530 Munimem: 0 24) Masimam: 0 64)

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo Bepipred Linear Epitope
Prediction 2.0.
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APENDICE H - Epitopos de células B do alérgeno Ara h 2 preditos pelo método
BcePred. Em vermelho esta descrito a sequéncia completa do alérgeno, e em azul
destaca-se as predi¢oes realizadas de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas
dos aminoacidos.

Sequence

Hydrophili
city

Flexibility

Exposed
Surface

Polarity

TQWELQGDRRCQSQLERANLRPCEQHLMQKIQRDEDSYERDPYSPSQDPYSF
SPYDRRGAGSSQHQERCCNELNEFENNQRCMCEALQQIMENQSDRLQGRQC
EQQFKRELRNLPQQCGLRAPQRCDLDVESGGRDRY%7

'QWELQGDRRCQSQLERANLRPCEQHLMQKIQRDEDSYERDPYSPSQDPYSF
SPYDRRGAGSSQHQERCCNELNEFENNQRCMCEALQQIMENQSDRLQGRQC
EQQFKRELRNLPQQCGLRAPQRCDLDVESGGRDRY 37

'QWELQGDRRCQSQLERANLRPCEQHLMQKIQRDEDSYERDPYSPSQDPYSF
SPYDRRGAGSSQHQERCCNELNEFENNQRCMCEALQQIMENQSDRLQGRQC
EQQFKRELRNLPQQCGLRAPQRCDLDVESGGRDRY"37

'QWELQGDRRCQSQLERANLRPCEQHLMQKIQRDEDSYERDPYSPSQDPYSE
SPYDRRGAGSSQHQERCCNELNEFENNQRCMCEALQQIMENQSDRLQGRQC
EQQFKRELRNLPQQCGLRAPQRCDLDVESGGRDRY 37

'QWELQGDRRCQSQLERANLRPCEQHLMQKIQRDEDSYERDPYSPSQDPYSF
SPYDRRGAGSSQHQERCCNELNEFENNQRCMCEALQQIMENQSDRLQGRQ(C
EQQFKRELRNLPQQCGLRAPQRCDLDVESGGRDRY'37

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcePred.
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APENDICE | - Epitopos de células B do alérgeno Ber e 1 preditos pelo método
BcePred. Em vermelho esta descrito a sequéncia completa do alérgeno, e em azul
destaca-se as predi¢oes realizadas de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas
dos aminoacidos.

Sequence

Hydrophili
city

Flexibility

Exposed
Surface

Polarity

'EAEAQEECREQMQRQQMLSHCRMYMRQQMEESTYQTMPRRGMEPHMS
ECCEQLEGMDESCRCEGLRMMMRMMQQKEMQPRGEQMRRMMRLAENIP
SRCNLSPMRCPMGGSIAGF'4

'EAEAQEECREQMQRQQMLSHCRMYMRQQMEESTYQTMPRRGMEPHMS
ECCEQLEGMDESCRCEGILRMMMRMMQQKEMQPRGEQMRRMMRLAENIP
SRCNLSPMRCPMGGSIAGF 14

'EAEAQEECREQMQRQQMLSHCRMYMRQQMEESTYQTMPRRGMEPHMS
ECCEQLEGMDESCRCEGLRMMMRMMQQKEMQPRGEQMRRMMRLAENIP
SRCNLSPMRCPMGGSIAGF 14

'EAEAQEECREQMQRQQMLSHCRMYMRQQMEESTYQTMPRRGMEPHMS
ECCEQLEGMDESCRCEGLRMMMRMMQQKEMQPRGEQMRRMMRLAENIP
SRCNLSPMRCPMGGSIAGF 14

'EAEAQEECREQMQRQQMLSHCRMYMRQQMEESTYQTMPRRGMEPHMS
ECCEQLEGMDESCRCEGLRMMMRMMQQKEMQPRGEQMRRMMRLAENIP

SRCNLSPMRCPMGGSIAGF 14

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcePred.
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APENDICE J - Epitopos de células B do alérgeno Pis v 1 preditos pelo método
BcePred. Em vermelho esta descrito a sequéncia completa do alérgeno, e em azul

destaca-se as predi¢oes realizadas de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas
dos aminoacidos.

Sequence

Hydrophili
city

Flexibility

Exposed
Surface

Polarity

"TYRATVEVEGENLSSGQSCQKQFEEQQKFKHCQMYVQQEVQKSQDGHSL
TARINQRQQCFKQCCQELQEVDKKCRCQNLEQMVKRQQQQGQFRGEKLQ
ELYETASELPRMCNISPSQGCQFSSPYWSY128

TYRATVEVEGENLSSGQSCQKQFEEQQKFKHCQMYVQQEVQKSQDGHSL
TARINQRQQCFKQCCQELQEVDKKCRCQNLEQMVKRQQQQGQFRGEKLQ
ELYETASELPRMCNISPSQGCQFSSPYWSY128

TYRATVEVEGENLSSGQSCQKQFEEQQKFKHCQMYVQQEVQKSQDGHSL
TARINQRQQCFKQCCQELQEVDKKCRCQNLEQMVKRQQQQGQFRGEKLQ
ELYETASELPRMCNISPSQGCQFSSPYWSY128

TYRATVEVEGENLSSGQSCQKQFEEQQKFKHCQMYVQQEVQKSQDGHSL
TARINQRQQCFKQCCQELQEVDKKCRCQNLEQMVKRQQQQGQFRGEKLQ
ELYETASELPRMCNISPSQGCQFSSPYWSY128

TYRATVEVEGENLSSGQSCQKQFEEQQKFKHCQMYVQQEVQKSQDGHSL
TARINQRQQCFKQCCQELQEVDKKCRCQNLEQMVKRQQQQGQFRGEKLQ
ELYETASELPRMCNISPSQGCQFSSPYWSY128

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcePred.
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APENDICE K - Epitopos de células B do alérgeno Cor a 14 preditos pelo método
BcePred. Em vermelho esta descrito a sequéncia completa do alérgeno, e em azul
destaca-se as predi¢oes realizadas de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas
dos aminoacidos.

'RTTITTVDVDEDIVNQQGRRGESCREQAQRQQNLNQCQRYMRQQSQYGS
Sequence |YDGSNQQQQQELEQCCQQLRQMDERCRCEGLRQAVMQQQGEMRGEEM
REVMETARDLPNQCRLSPQRCEIRSARF 124

'RTTITTVDVDEDIVNQQGRRGESCREQAQRQQNLNQCQRYMRQQSQYGS
YDGSNQQQQQELEQCCQQLRQMDERCRCEGILRQAVMQQQGEMRGEEM
REVMETARDLPNQCRLSPQRCEIRSARF124

'RTTITTVDVDEDIVNQQGRRGESCREQAQRQQNLNQCQRYMRQQSQYGS
Flexibility |YDGSNQQQQQELEQCCQQLRQMDERCRCEGLRQAVMQQQGEMRGEEM
REVMETARDLPNQCRLSPQRCEIRSARF'24

'RTTITTVDVDEDIVNQQGRRGESCREQAQRQQNLNQCQRYMRQQSQYGS
YDGSNQQQQQELEQCCQQLRQMDERCRCEGLRQAVMQQQGEMRGEEM
REVMETARDLPNQCRLSPQRCEIRSARF 24

'RTTITTVDVDEDIVNQQGRRGESCREQAQRQQNLNQCQRYMRQQSQYGS
Polarity YDGSNQQQQQELEQCCQQLRQMDERCRCEGLRQAVMQQQGEMRGEEM
REVMETARDLPNQCRLSPQRCEIRSARF'24

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcePred.

Hydrophili
city

Exposed
Surface
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APENDICE L - Epitopos de células B do alérgeno Jug r 1 preditos pelo método
BcePred. Em vermelho esta descrito a sequéncia completa do alérgeno, e em azul
destaca-se as predi¢oes realizadas de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas
dos aminoacidos.

'RTTITTMEIDEDIDNPRRRGEGCREQIQRQQNLNHCQYYLRQQSRSGGYD
Sequence |[EDNQRQHFRQCCQQLSQMDEQCQCEGLRQVVRRQQQQQGLRGEEMEE
MVQSARDLPNECGISSQRCEIRRSWF123

Tl i 'RTTITTMEIDEDIDNPRRRGEGCREQIQRQQNLNHCQYYLRQQSRSGGYD
ci’? 2 EDNQRQHFRQCCQQLSQMDEQCQCEGLRQVVRRQQQQQGLRGEEMEE
¥ MVQSARDLPNECGISSQRCEIRRSWF'23

'RTTITTMEIDEDIDNPRRRGEGCREQIQRQQNLNHCQYYLRQQSRSGGYD
Flexibility |EDNQRQHFRQCCQQLSQMDEQCQCEGLRQVVRRQQQQQGLRGEEMEE
MVQSARDLPNECGISSQRCEIRRSWF'23

S 'RTTITTMEIDEDIDNPRRRGEGCREQIQRQQNLNHCQYYLRQQSRSGGYD
Su?face EDNQRQHFRQCCQQLSQMDEQCQCEGLRQVVRRQQQAQQGLRGEEMEE
MVQSARDLPNECGISSQRCEIRRSWF'23

'RTTITTMEIDEDIDNPRRRGEGCREQIQRQQNLNHCQYYLRQQSRSGGYD
Polarity EDNQRQHFRQCCQQLSQMDEQCQCEGLRQVVRRQQQQQGLRGEEMEE
MVQSARDLPNECGISSQRCEIRRSWFE'23

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcePred.
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APENDICE M - Epitopos de células B do alérgeno Ana o 3 preditos pelo método
BcePred. Em vermelho esta descrito a sequéncia completa do alérgeno, e em azul
destaca-se as predi¢oes realizadas de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas
dos aminoacidos.

Sequence

Hydrophili
city

Flexibility

Exposed
Surface

Polarity

"YRAIVEVEEDSGREQSCQRQFEEQQRFRNCQRYVKQEVQRGGRYNQRQ
ESLRECCQELQEVDRRCRCQNLEQMVRQLQQQEQIKGEEVRELYETASEL
PRICSISPSQGCQFQSSY'6

"YRAIVEVEEDSGREQSCQRQFEEQQRFRNCQRYVKQEVQRGGRYNQRQ
ESLRECCQELQEVDRRCRCQNLEQMVRQLQQQEQIKGEEVRELYETASEL
PRICSISPSQGCQFQSSY116

"YRAIVEVEEDSGREQSCQRQFEEQQRFRNCQRYVKQEVQRGGRYNQRQ
ESLRECCQELQEVDRRCRCQNLEQMVRQLQQQEQIKGEEVRELYETASEL
PRICSISPSQGCQFQSSY'6

"YRAIVEVEEDSGREQSCQRQFEEQQRFRNCQRYVKQEVQRGGRYNQRQ
ESLRECCQELQEVDRRCRCQNLEQMVRAQLQQQEQIKGEEVRELYETASEL
PRICSISPSQGCQFQSSY'6

"YRAIVEVEEDSGREQSCQRQFEEQQRFRNCQRYVKQEVQRGGRYNQRQ
ESLRECCQELQEVDRRCRCQNLEQMVRQLQQQEQIKGEEVRELYETASEL
PRICSISPSQGCQFQSSY'6

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcePred.
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APENDICE N - Previsdes de epitopos de células B do alérgeno Ara h 2 através do
método BCPred. Destaca-se em “E” na cor vermelha os residuos de aminoacidos
correspondentes aos epitopos de células B preditos, visto que acima encontra-se a
sequéncia completa do alérgeno.

Croiion | Goiope | Soore |

48 PYSPSPYDRRGAGSSQHQER 0.987
98 QGROQEQQFKRELRNLPQQC 0.971
27 MOKIQRDEDSYERDPYSPSQ 0.966
11 21 31 41 51 6

1
0
| | | | | | |
OWELQGDRRCQSQLERANLRPCEQHLMOKIQRDEDSYERDPYSPSQDPYSPSPYDRRGAG
60

.......................... EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE . EEEEEEEEEEEEE
SSQHQERCCNELNEFENNQRCMCEALQQIMENQSDRLOGRQOEQQFKRELRNLPQQCGLR
120

D ) EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. . .
APQRCDLDVESGGRDRY 137

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcPred.
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APENDICE O - Previsées de epitopos de células B do alérgeno Ber e 1 através do
método BCPred. Destaca-se em “E” na cor vermelha os residuos de aminoacidos
correspondentes aos epitopos de células B preditos, visto que acima encontra-se a
sequéncia completa do alérgeno.

Croiion | Goiope | Soore |

1 EAEAQEECREQMORQQOMLSH 0.999
72 MOOKEMQPRGEQMRRMMRLA 0.99
35 QTMPRRGMEPHMSECCEQLE 0.899
1 11 21 31 41 51 6

0

| | | | | | |
EAEAQEECREQMQOROOMLSHCRMYMROOMEESTYQTMPRRGMEPHMSECCEQLEGMDESC
60

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. . ... ... ... ... EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. ... ..
RCEGLRMMMRMMQQOKEMQPRGEQMRRMMRLAENIPSRCNLSPMRCPMGGSTIAGE 114
........... EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. . .. ... oo i i oo

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método
BcPred.
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APENDICE P - Previsdes de epitopos de células B do alérgeno Pis v 1 através do
método BCPred. Destaca-se em “E” na cor vermelha os residuos de aminoacidos
correspondentes aos epitopos de células B preditos, visto que acima encontra-se a
sequéncia completa do alérgeno.

Croiion | Goiope | Soore |

83 VKRQQOQOGQFRGEKLQELYE 0.995
27 QKFKHCOMYVQQEVQKSQDG 0.984
6 VEVEGENLSSGQSCQOKQFEE 0.91
109 RMCNISPSQGCQEFSSPYWSY 0.887
54 NORQQCFKQCCQELQEVDKK 0.863
11 21 31 41 51 6

1
0
| | | | | | |
IYRATVEVEGENLSSGQSCQKQFEEQQKFKHCQOMYVQQEVQKSQDGHSLTARINQRQQCFE

60

..... EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE . EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. ... .. .EEEEEEE
KQCCQELQEVDKKCRCONLEQMVKRQOQQOGOFRGEKLQELYETASELPRMCNISPSQGCQ
120

EEEEEEEEEEEEE......... EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. ... .. EEEEEEEEEEEE
FSSPYWSY 128

EEEEEEEE

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcPred.



136

APENDICE Q - Previsdes de epitopos de células B do alérgeno Cor a 14 através do
método BCPred. Destaca-se em “E” na cor vermelha os residuos de aminoacidos
correspondentes aos epitopos de células B preditos, visto que acima encontra-se a
sequéncia completa do alérgeno.

Croiion | Goiope | Soore |

48 GSYDGSNQQQOQOQELEQCCQQ 1
11 EDIVNQQGRRGESCREQAQR 0.996
82 QAVMQOQOGEMRGEEMREVME 0.981
11 21 31 41 51 6

1
0
| | | | | | |
RTTITTVDVDEDIVNQQGRRGESCREQAQROONLNQCQORYMROQOSQYGSYDGSNQOQQOE

60

.......... EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE.................EEEEEEEEEEEEE
LEQCCQOLROMDERCRCEGLRQAVMOQQGEMRGEEMREVMETARDLPNQCRLSPQRCEIR
120

EEEEEEE. ... .......... EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. . ... .o i i i ot
SARF 124

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcPred.
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APENDICE R - Previsdes de epitopos de células B do alérgeno Jug r 1 através do
método BCPred. Destaca-se em “E” na cor vermelha os residuos de aminoacidos
correspondentes aos epitopos de células B preditos, visto que acima encontra-se a
sequéncia completa do alérgeno.

Croiion | Goiope | Soore |

80 VVRRQOOQQOGLRGEEMEEMV 0.993
13 IDNPRRRGEGCREQIQROQON 0.987
41 ROOSRSGGYDEDNQRQHERQ 0919
103 RDLPNECGISSQRCEIRRSW 0.869
11 21 31 41 51 6

1
0
| | | | | | |
RTTITTMEIDEDIDNPRRRGEGCREQIQRQONLNHCQYYLRQQOSRSGGYDEDNQRQHEFRQ

60

............ EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE........EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
CCQQOLSQOMDEQCQCEGLRQVVRRQQOOQOQOGLRGEEMEEMVQSARDLPNECGISSQRCEIRR
120

................... EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. . .EEEEEEEEEEEEEEEEEE
SWE 123

EE.

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcPred.
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APENDICE S - Previsdes de epitopos de células B do alérgeno Ana o 3 através do
método BCPred. Destaca-se em “E” na cor vermelha os residuos de aminoacidos
correspondentes aos epitopos de células B preditos, visto que acima encontra-se a
sequéncia completa do alérgeno.

Croiion | Goiope | Soore |

74 VROLOQOEQIKGEEVRELYE 1
3 AIVEVEEDSGREQSCQRQFE 0.996
31 ORYVKQEVQRGGRYNQRQES 0.99
11 21 31 41 51 6

1
0
| | | | | | |
YRATIVEVEEDSGREQSCQRQFEEQQORFRNCORYVKQEVORGGRYNQRQESLRECCQELQE
60

. .EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. ....... EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE..........
VDRRCRCONLEQMVROLOQQOEQIKGEEVRELYETASELPRICSISPSQGCQFQSSY 116
............. EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. . .. ..o i i ii i i ot

Fonte: Elaborado pela autora, dados obtidos pelo método BcPred.



