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Resumo

A mamona (Ricinus communis L.) € uma oleaginosa que encontra condicdes
apropriadas para o seu desenvolvimento no Brasil e diversos estudos vem sendo
realizados para ampliar o seu uso. Porém, apesar das vantagens existentes no uso
do 6leo de ricino, ha uma preocupacdo com o plantio desta oleaginosa, pois em
suas sementes e poélen encontram-se substancias toxicas e alergénicas. Os
principais alérgenos presentes na mamoneira sao isoformas de proteinas
pertencentes a classe das albuminas 2S (Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3) que tém funcdo de
reserva e provavelmente estdo associados a defesa da planta. O cultivo de
mamoneiras pode gerar a sensibilizacdo através do contato ou inalagdo dos seus
dos alérgenos pelos trabalhadores. Atualmente, o tratamento para alergias em geral
€ a Imunoterapia, utilizando extratos naturais alergénicos, no entanto, tem-se
observado que o0 uso desses extratos desencadeia reacdes alérgicas pelos
contaminantes ali presentes, apresentando contra-indicacbes. Embasados nos
conhecimentos das estruturas de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 e na determinagcédo de epitopos
ligantes de IgE, neste trabalho produzimos uma proteina mutante recombinante,
mrRic ¢ 3, hipoalergénica, empregando técnicas de DNA recombinante. Para avaliar
a atividade alergénica, foram realizados testes de desgranulacdo de mastocitos
isolados de ratos Wistar. Observamos uma reducdo na desgranulacédo para niveis
similares ao controle negativo. Sabe-se que as isoformas de albuminas 2S de R.
communis (Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3) sdo inibidoras de a-amilase de insetos, estando
associada a defesa da planta, atividade que deveria ser preservada na proteina
recombinante mutante. Para avaliar a manutenc¢éo da atividade de defesa, mrRic ¢ 3
foi incorporada em sementes artificiais para alimentar larvas de C. maculatus.
Verificamos que as larvas ndo se desenvolveram de forma eficiente nestas
sementes, quando comparadas com aquelas crescidas em sementes artificiais
controles. Espera-se que a producdo de recombinantes hipoalergénicos possa abrir
novas perspectivas para individuos alérgicos ndo somente a mamona, mas também
a componentes como milho, camardo, amendoim, gergelim e outras substancias que

apresentaram respostas cruzadas de alergia com alérgenos da mamona.

Palavras-chave: Albuminas 2S, Ric ¢ 3, Recombinante Hipoalergénico, Inibi¢gdo a-

amilase



Abstract

Castor oil plant (Ricinus communis L.) is an oilseed which is available to
extend its use. However, despite the advantages in the use of castor oil, there is a
concern with the planting of this oilseed, because in its seeds and pollen are toxic
and allergenic substances. The major allergens present in the castor oil plant are
isoforms of proteins belonging to the class of 2S albumins (Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3) that
have a reserve function and are probably associated with plant defense. The
cultivation of castor oil plant can generate sensitization through the contactor
inhalation of their allergens by the workers. Currently, the treatment for allergies in
general is immunotherapy, using natural allergenic extracts, however, it has been
observed that the use of these extracts triggers allergic reactions by the
contaminants present, presenting contraindications. Based on the knowledge of the
Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3 structures and the determination of IgE ligand epitopes, in this
work we produced a recombinant mutant protein, mrRic ¢ 3, hypoallergenic, using
recombinant DNA techniques. To evaluate the allergenic activity, mast cell
degranulation tests isolated from Wistar rats were performed. We observed a
reduction in degranulation to levels similar to the negative control. It is known that 2S
isoforms of R. communis (Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3) are inhibitors of insect a-amylase,
being associated with plant defense, an activity that should be preserved in the
recombinant mutant protein. To evaluate the maintenance of the defense activity,
mrRic ¢ 3 was incorporated in artificial seeds to feed C. maculatus larvae. We verified
that the larvae did not develop efficiently in these seeds, when compared to those
grown in control artificial seeds. Hypoallergenic recombinant production is expected
to open new perspectives for allergic individuals not only to castor oil but also to
components such as corn, shrimp, peanut, sesame, and other substances that have

cross-allergy responses to castor allergens.

Keywords: 2S Albumins, Ric ¢ 3, Hypoallergenic recombinant, a-amylase inhibition



1. Introducéao

1.1. Ricinus communis (Mamoneira)

Pertencente a familia Euphorbiaceae, a mamoneira (Ricinus communis) pode
ser encontrada em todos os paises de clima temperado do mundo e por ser uma
planta de facil cultivo e resistente a escassez de agua, encontra 6timas condi¢des
para o seu desenvolvimento no Brasil, principalmente no extenso semiarido
nordestino (SCHOLZ &DA SILVA, 2008;BELTRAO et al., 2009).

A mamoneira € encontrada na forma de arvore ou arbusto, podendo chegar a
10 metros de altura e a uma idade de 4 anos. Atualmente, as variedades cultivadas
crescem cerca de 60-120 cm de altura/ano e a varios metros em cultivos perenes
(SCHOLZ &DA SILVA, 2008).

A mamona € o fruto da mamoneira e de suas sementes séo extraidos o 6leo,
que possui um mercado internacional crescente por sua extensa aplicabilidade,
incluindo o uso em cosméticos, na fabricacdo de plasticos e lubrificantes. Além
disso, com a diminuicdo dos combustiveis fosseis e as incertezas sobre a sua
disponibilidade, muitas pesquisas sao realizadas com o intuito de tornar viavel o uso
do Oleo de ricino na producdo de Biodiesel (AZAM et al., 2005; AZEVEDO
&BELTRAQ, 2007).

Como coproduto da extracdo do 6leo, temos a torta da mamona, uma massa
organica que fica retida no filtro apds prensagem e que apesar de rica em nitrogénio,
fésforo e potassio, ndo pode ser utilizada como alimento, nem como aditivo proteico
para racdo animal, pois apresenta também substancias téxicas, como a proteina
ricina, o alcaloide ricinina, e um conjunto de proteinas alergénicas (SEVERINO,
2005; AZEVEDO &BELTRAO, 2007).

As substancias alergénicas presentes na torta e no pélen da mamona, séo
isoformas da familia das albumina 2S (Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3), que apresentam funcdes
de reserva e defesa da planta (NASCIMENTO, 2009).

O crescente interesse comercial e, consequentemente o aumento no cultivo
de mamoneiras, pode aumentar a sensibilizacdo, através do contato ou inalacdo dos
alérgenos da mamona pelos trabalhadores e pela populacdo que vive proximo das

plantacdes ou das usinas de extragcdo. Com isso, 0 entendimento a fim de diminuir
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seu potencial alérgico é de grande interesse, visando a saude do grupo populacional

envolvido.

1.2. Processo de desencadeamento da alergia

Alergia é o termo utilizado na medicina clinica para descrever as reacdes de
hipersensibilidade imediata, que € quando o sistema imune sofre alguma alteracédo
com rapido aparecimento de sintomas, devido a presenca de um antigeno ou
alérgeno (EL-AGAMY, 2007; ABBAS et al., 2015).

A hipersensibilidade do tipo | (imediata) ou alergia, € desencadeada por
anticorpos IgE especificos, sendo o tipo mais prevalente de hipersensibilidade
(ABBAS et al., 2015).

Encontrados no ambiente ou nos alimentos, os alérgenos sdo substancias
gue apresentam propriedades moleculares distintas, como a de sensibilizar, isto é,
induzir a producao de anticorpos da classe IgE pelo sistema imune, propriedade de
ligacdo aos anticorpos IgE e de ativacdo da reacdo alérgica em individuos
sensibilizados (AALBERSE, 2000).

As manifestacfes das respostas alérgicas acontecem de forma diferente de
um organismo para outro. Individuos atdpicos apresentam predisposicao genética a
se sensibilizarem mais facilmente, desencadeando maiores titulos de IgEs no
sangue que o0s hao atépicos, aumentando assim o reconhecimento do antigeno pelo
organismo e os sintomas da alergia. Além disso, a dose, o tipo e a via de exposicao
ao alérgeno e apresentacao para o sistema de imune, podem desempenhar o papel
do desencadeamento de reacdes alérgicas (LEUNG et al., 2003; OZDEMIR et al.,
2016).

A reacdo alérgica se inicia quando um individuo entra em contato com o
alérgeno, atraves da inalagcéo, ingestdo ou contato com a pele e este € reconhecido
pelas células apresentadoras de antigenos (APCs) que endocitam este alérgeno
sofrendo clivagem proteolitica. Os fragmentos peptidicos que serdo gerados sao
conhecidos como epitopos de células T. Esses epitopos sdo direcionados para a
membrana externa das APCs e apresentados via MHC de classe Il as células T
CD4*, que se diferenciardo em células num padrdo Tu2 (ABBAS et al., 2015;
OZDEMIR et al., 2016).
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As células Tu2 ativadas irdo induzir, através das citocinas, a producédo de
anticorpos pelos linfocitos B, dando inicio a uma resposta alérgica. As citocinas sao
responsaveis por muitas caracteristicas da hipersensibilidade imediata, a alta
producdo de interleucinas 4 (IL-4) pelos linfécitos T CD4* (Th2) induz a troca de
classe nos linfécitos B para produzirem IgE especifica. Por sua vez, estes anticorpos
IgE séo liberados pelos plasmécitos se associando aos receptores especificos
(FceRlI) presentes na superficie de mastécitos encontrados no tecido, ou de basofilos
circulantes no sangue. Assim, ocorre a primeira sensibilizacdo (ABBAS et al., 2015;
HOLGATE & POLOSA, 2008).

A resposta alérgica € observada apdés uma nova exposicdo ao mesmo
alérgeno, conhecida como segunda sensibilizacdo ou reestimulacdo. Nessa etapa
ocorrerd ligacdo cruzada entre 0s epitopos presentes no alérgeno com as moléculas
de IgE previamente fixadas na superficie dos mastocitos e basofilos. Nesta etapa, os
mastécitos e basofilos sensibilizados liberam seus mediadores localizados nos
granulos intracelulares e também sintetizam novos mediadores bioativos, como
histaminas, proteases e citocinas, causando sintomas e sinais de reacdes de
hipersensibilidade de tipo | de fase aguda alérgica (AKDIS, 2006; OZDEMIR et al.,
2016) (Figura 1).

A IgE é capaz de reconhecer regides especificas presentes no alérgeno,
denominada epitopo. Epitopos sdo regides de interacdo do alérgeno com as IgEs,
podendo ser conformacionais, resultantes do arranjo estrutural da molécula ou
continuos, onde a sequéncia primaria continua pode desencadear a resposta
alergénica no individuo previamente sensibilizado (IVANCIUC et al., 2009). Apesar
desta especificidade de ligacdo, alérgeno-IgE especifica, pode ocorrer fenbmenos
de reacdes cruzadas entre a IgE e outras substancias que possuem epitopos
multivalentes (BUFE, 2001; FELIX, 2006).
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Figura 1:Sequéncia de eventos observados numa resposta alérgica. (A) Primeiro o alérgeno é
apresentado pelas células dendriticas (DC), as células T ndo primadas ou “naive” precursoras que se
diferenciam para o fenotipo Tu2. (B) Células Tu2 sdo induzidas devido a presenca de IL-4. Estas
células produzem citocinas do padrdo de resposta Th2. (C) Os linfécitos B sdo induzidos a trocarem
de classe e produzirem IgE, que se ligam aos receptores especificos (FceRI) presentes na superficie
dos mastdcitos e basofilos, fase denominada de sensibiliza¢do. (D) A exposi¢éo repetida ao alérgeno
leva a uma segunda sensibilizagdo do organismo e ligacao-cruzada, ocorrendo a desgranulacao dos
mastocitos e basdfilos, conduzindo aos sintomas da hipersensibilidade imediata. Extraido e adaptado
de Ozdemir et al., (2016).

1.3. O Potencial alergénico das albuminas 2S de Ricinus communis

As albuminas 2S séo caracterizadas como principais alérgenos da castanha
do Para, nozes, mostarda, gergelim e da mamona, podendo ser encontradas nas
sementes, frutos e pélen (BREITENEDER & MILLS, 2005).

Em sementes, as albuminas 2S sdo encontradas em corpos proteicos e sao
mobilizadas durante a germinacédo. Sua massa molecular varia de 12-15 kDa sendo
geralmente composta por duas cadeias polipeptidicas (isoformas) ligadas por duas
pontes dissulfeto. Essas isoformas foram descritas como Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 e séo
originadas a partir de processamento poés-traducional de um dnico precursor,
contendo 237 residuos de aminoacidos (YOULE &HUANG, 1978; IRWIN et al.,
1990).
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A isoforma Ric ¢ 1 apresenta baixo peso molecular, com alto teor de
glutamina e composta por duas cadeias polipeptidicas ligadas por ponte dissulfeto,
uma cadeia leve (34 residuos de aminoacidos) e outra cadeia pesada (61 residuos).
A isoformas Ric ¢ 3 também tem baixo peso molecular, alto teor de glutamina e com
duas cadeias polipeptidicas, sendo a cadeia leve composta por 41 residuos de
aminoacidos e a cadeia pesada por 67 residuos, ligadas por duas pontes dissulfeto
(DA SILVA et al., 1996).

Os alérgenos de origem vegetal sdo classificados com base na sua estrutura
e funcdo, sendo os mais abundantes encontrados nas superfamilias Cupin e
Prolamina. As isoformas Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 séo classificadas na superfamilia das
prolaminas, que apresentam um esqueleto conservado de 8 residuos de cisteinas
(C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C) em sua sequéncia, formando 4 pontes
dissulfeto. A presenca do “motif” CC e CXC no esqueleto conservado, nao é comum
em proteinas, o que facilita a identificacdo dos membros dessa superfamilia (KREIS
et al., 1985; SHEWRY et al., 2002).

Epitopos responséaveis pelo desencadeamento da alergia (Figura 2) foram
identificados nos alérgenos de R.communis, sendo dois em Ric ¢ 1 e quatro em Ric
¢ 3. Nos epitopos ligantes de IgE dessas isoformas € importante que haja 2 residuos
de acidos glutamicos (E) a uma distancia de no maximo 12 residuos para que ocorra
a ligacdo com as IgEs presentes na membrana dos mastocitos e/ou basofilos. Esta
interacdo dispara o processo de desgranulacdo destas células, desencadeando os
sintomas da alergia (FELIX, 2007; DEUS-DE-OLIVEIRA et al., 2011).

Além das diversas plantas possuirem albuminas 2S, muitos alérgenos
semelhantes aos da classe das albuminas 2S estdo presentes em algumas fontes
animais como peixe e camardo. A similaridade estrutural das proteinas pode
promover reacdes cruzadas entre diferentes IgEs e tais alérgenos. Estudo “in vitro”
utilizando mastocitos sensibilizados com IgE anti-albouminas 2S de mamona,
demonstrou que esses podem sofrer desgranulagdo quando expostos a alérgenos
inalaveis, como poeira, fungos e tabaco e, também quando expostos a componentes
alergénicos presentes em alimentos como camardo, peixe, gluten, trigo, soja,
amendoim e milho (FELIX, 2008).
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Ricc1

Cadeia leve:

1 10 20 30

PSQQGCRGQIQEQQNLEQCQEY IEQOVSGIGEPER
P3 (Epitopo 1)

Cadeia pesada:

1 10 20 30 40

QERSLRGCCDHLEQMOSQCRCEGLRQATEQQQSQGULOGQDVFEAFRTARNLPSMCGVSPTECRE
PO (Epitopo 2)

0 ol

n

Ricc 3

Cadeia leve:

1 10 20 30 40
ESKGEREGSSS00CROEVOREDLSSCERYLROSSSRRSEGE
F1 (Epitopo 3) P2 (Epitopo 4)

Cadeia pesada:

1 10 20 30 40 50 60
QQCQESQOLQQCCHOVEQVRDECCCEATEY IREDQTQOGOLHGEE SERVAQRRAGETVSSCGVRCMROT
P4 PS5
(Epitopo 3) (Epitopo 6)

Figura 2:Estrutura primaria das isoformas de Albuminas 2S de Ricinus communis, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3,
destacando as cadeias leve e pesada e os epitopos alergénicos. Extraido de Nascimento (2009).

Além de sua caracteristica alergénica, as albuminas 2S também apresentam
funcbes de inibicdo de proteases serinicas (GENOV et al., 1997), antifingica
(AGIZZIO et al., 2003) e inibicao de a-amilases (NASCIMENTO et al., 2011).

1.4. Albuminas 2S como inibidoras de a-amilase

As a-amilases (a-1,4 glucano-4-glucanohidrolases) séo enzimas que
catalisam a hidrélise de ligagbes glicosidicas a-1,4 do amido, glicogénio e outros
carboidratos. Com papel importante no metabolismo de carboidratos, elas séo

amplamente encontradas em plantas, animais e microrganismos (PAYAN, 2004).
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Como forma de defesa contra a acdo e o ataque de insetos, as plantas
desenvolveram estratégias produzindo inibidores de enzimas digestivas, entre eles
os inibidores de a-amilases (MELLO &SILVA-FILHO, 2002).

Os inibidores de a-amilase apresentam especificidade pela enzima alvo,
sendo assim, alguns inibidores apresentam alta afinidade por a-amilase de insetos e
mamiferos. A forma como esses inibidores interagem com os residuos cataliticos da
enzima apresenta enormes variagdes. A interacdo entre o inibidor e o sitio catalitico
da enzima pode ser via ligacdo de hidrogénio direta, ou via uma molécula de agua,
ou envolvendo uma molécula de Ca*? hidratado, ou ainda, alguns inibidores
apresentam interagcfes que mimetizam a interacdo do substrato com a enzima
(SILVA et al., 1999; FRANCO et al., 2002; SVENSSON et al., 2004).

Estudos revelaram que as albuminas 2S de Ricinus communis contém um
dominio caracteristico ao dos pertencentes a familia de inibidores de tripsina/ a-
amilase, sugerindo seu papel de resisténcia contra insetos (MELLO & SILVA-FILHO,
2002).

Modelo in silico da interagcdo entre a a-amilase de Tenebrio molitor e as
isoformas Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, desenvolvido por Nascimento (2011), demonstrou a
associagao direta entre as isoformas e o sitio ativo da enzima, o que promove a
inibicdo da enzima por competicdo com o substrato (amido). Além disso, essas
isoformas foram caracterizadas como inibidores de a-amilases dos besouros T.
molitor, Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus (NASCIMENTO et al.,
2011).

1.5. A Tecnologia Recombinante no tratamento de alergias

A prevaléncia das alergias mediadas por IgE tem aumentado mundialmente
devido a mudancas no estilo de vida, epigenética e 0 aumento na disseminacéo de
alérgenos devido a mudangas climéticas (STEFAN et al., 2017).

De acordo com o Livro Branco da Organizagdo Mundial de Alergia (WAO -
2013), cerca de 30 a 40% da populagdo mundial sofre com um ou mais tipos de
alergia. Tanto a gravidade quanto a complexidade das doencas alérgicas,

particularmente em criancas e adultos jovens, tem aumentado, gerando problemas
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sociais e econdmicos significativos para os individuos e a sociedade (CANONICA et
al., 2013).

Diversas estratégias sdo utilizadas no tratamento de doencas alérgicas.
Atualmente, a opcdo de terapia estabelecida para o tratamento de alergias é a
Imunoterapia alérgeno-especifica, conhecida como AIT (Allergen-specific
immunotherapy), onde se utiliza extratos naturais de alérgenos (STEFAN et al.,
2017).

O primeiro estudo de Imunoterapia alérgeno-especifica foi realizado por
Leonard Noon (1911), injetando extrato de pdlen de gramineas em pacientes
alérgicos. Neste estudo pode-se observar a reducao dos sintomas e maior tolerancia
ao alérgeno por quase 1 ano. Posteriormente, em 1935, baseado nas pesquisas de
Noon, Cooke e sua equipe, apds ensaios clinicos bem-sucedidos nos Estados
Unidos, publicaram um trabalho demostrando que as imunoterapias alérgeno-
especificas (AIT) induzem a protecdo ao alérgeno especifico (apud VALENTA et al.,
2011).

No entanto, a utilizacdo destas imunoterapias ndo tem se mostrado
conveniente pois, apresenta baixa qualidade, um regime de tratamento de varios
anos e efeitos colaterais alérgicos graves (STEFAN et al., 2017).

Estratégias imunoterapicas a fim de melhorar o tratamento de doencas
alérgicas estdo sendo estudadas. Estas incluem o uso de diferentes adjuvantes,
peptideos derivados de alérgenos que combinam reatividade de células T
preservadas com capacidade reduzida para ativar células B, e alérgenos
recombinantes mais bem definidos ou derivados hipoalergénicos (JUTEL &AKDIS,
2014).

Com o advento da tecnologia de DNA recombinante, estudos oferecendo a
oportunidade de modificar moléculas alergénicas em derivados hipoalergénicos vem
sendo feitos e, cada vez mais recombinantes estdo sendo produzidos para ouso em
imunoterapias especificas (GERALDINI et al., 2008; ZUIDMEER-JONGEJAN et al.,
2015).

Estudo de AIT subcutanea em pacientes alérgicos ao polen de Bétula
utilizando o alérgeno recombinante (rBet v 1), demonstrou ser igualmente eficaz ao
extrato natural (nBet v 1). Porém, o recombinante mantinha as propriedades

alergénicas, e 0s pacientes precisavam ser tratados com pequenas doses de
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injecbes mensais (PAULI et al., 2008). Apesar de oferecem a vantagem de atender
as exigéncias farmacéuticas de producdo de imunoterapicos, os efeitos colaterais
permaneceram semelhantes ao dos extratos alergénicos naturais, tornando
necessarias pequenas doses mensais para o tratamento (VALENTA et al., 2016).

De acordo com Linhart & Valenta (2012), uma estratégia para reduzir os
efeitos colaterais no decorrer das imunoterapias € usar a engenharia genética para
transformar alérgenos em derivados hipoalergénicos recombinantes. A ideia basica
por tras da construcdo de derivados hipoalergénicos recombinantes é que esse
apresente reatividade a IgE reduzida e mantenha atividade alergénica que seja
capaz de modular o sistema imune. Essa reducdo pode ser obtida através de
mutacdo dos residuos de aminoacidos envolvidos na interacdo do epitopo com a IgE
(VRTALA et al., 2000; VALENTA et al., 2010;).

Estudo de modelagem molecular in silico, demonstrou ser viavel realizar
mutacdes nos residuos de acidos glutamicos (E) dos epitopos alergénicos das
isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, por residuos de leucina (L). De acordo
com Nascimento (2009), essas mutacdes tornariam as isoformas menos alergénicas,
mantendo preservada sua atividade de inibicdo de a-amilase.

A partir desse estudo, Pacheco-Soares et al., (2018) estabeleceram
condicBes que possibilitaram a expressdo em sistema bacteriano com Escherichia
coli da isoforma alergénica Ric ¢ 1 e também da Ric ¢ 1 mutante, como proposto por
Nascimento (2009).

A producao de recombinante expressando mutacdes especificas na isoforma
Ric ¢ 3 das albuminas 2S de mamona, € o objetivo principal deste trabalho e
permitird abrir o caminho para novas abordagens terapéuticas de imunizacao para

individuos que sofrem com alergia.
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2. Objetivo Geral

Produzir Ric ¢ 3 recombinante contendo mutagdes em aminoacidos pontuais,

em um sistema de expressdo com Escherichia coli, a fim de minimizar a

alergenicidade e conservar a atividade inibitéria da a-amilase.

2.1. Objetivos especificos

Produzir uma proteina recombinante, derivada de Ric ¢ 3, contendo mutagfes

em seus epitopos alergénicos (mrRic ¢ 3);

Avaliar a atividade alergénica de mrRic ¢ 3;

Avaliar efeito de mrRic ¢ 3 sobre o desenvolvimento larval do inseto

Callosobruchus maculatus;
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3. Materiais e Métodos

3.1. Material Biologico

] Vetor de clonagem pMA contendo o gene sintético de Ric ¢ 3 com as

mutacBes em aminoacidos especificos, adquirido comercialmente (Invitrogen).

o Cepa ultracompetente E. coli - XL-10, gendtipo: TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F° proAB

laclgZDM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr], adquirida comercialmente (Stratagene).

o Cepa de E. coli - Rosetta-gamiz (DE3) pLysS, genotipo: D (ara—
leu)7697DlacX74 DphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3)
F’[lactlaclq pro]gor522::Tn10 trxBpLysSRARE23 (Camr, Strr, Tetr)4)], adquirida

comercialmente (Novagen).

o Ratos Wistar, obtidos do Biotério da Universidade Estadual do Norte
Fluminense— UENF, sob aprovacdo do Comissdo de Etica de Uso de Animais
(CEUA — UENF), protocolo n° 297.

o Besouros C. maculatus, cedido pelo grupo colaborador do Laboratério de
Quimica e Funcdo de Proteina e Peptideo — LQFPP, Universidade Estadual do

Norte Fluminense — UENF.

3.2. Desenho do Gene Sintético

A sequéncia codificante de Ric ¢ 3 desenhada para conter as mutacdes nos
epitopos alergénicos, troca de residuos de acido glutamico (E) por leucina (L), como
sugerido por modelagem molecular descrita por Nascimento (2009), foi sintetizado
pela ferramenta GeneArt (Invitrogen) (Figura 3).

A empresa apos a sintese da sequéncia codificante mutante de Ric ¢ 3 (mRic
c 3) fez a ligacdo desta no vetor pMA verificando se a sequéncia estava correta, por
sequenciamento de nucleotideo. Assim, a empresa fornece a sequéncia codificante
de mRic c 3 ligada ao vetor pMA (construgdo mRic ¢ 3-pMA) (Figura 4).
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As etapas de transformacéo bacteriana, clonagem em vetor e indugéo da
expressdo da proteina recombinante (itens 3.3 a 3.8) foram realizadas em
colaboracdo com o Dr. André de Oliveira Carvalho, no Laboratorio de Fisiologia e

Bioquimica de Microorganismos (LFBM) — UENF.

Ric C©3

Cadeia leve

5 GAGTCANGGETGAMGGGANGGATCGAGCTCOCAGCAAT GCCGCCAGGAMAITTCAGACGGAAGGACTTGACC TCC TECGAGCEATACC TGAGGCAATCAASTTCA

3 T AR T T AT T T OO T T OO TAGC T GAGC O T O G T TACGGC G T C U T T CAAG T C T LT TC CT GAAC T COAGGACGCT OGCTAT GGAC TCCOT TAGT TCAAGT
E 8 K 0 E R E G 58 8 8 Q QCRQEVQRIRKDULSSCERYTLMROQGQS®S TS s

Cadeia pesada

5" CAGCAGCAGGAGAGCCAGCAACTCCAGCAATGC TOCAATCAGGTAAAGCAAGTAAGAGA TGAA TGCCAATGT UAAGCAATCAAA TATATCOCALAG

3 GTCATCOTCCTCTCRGTCOTTRAGGTCAT TACGACOT TAGTCCATT TCOTTCATTCTCTACTTACGGTTACAC TTCOTTAGT TTATATAGCOTCTC
Q Q Q E 8 Q Q LQQCC NG QVIEXKQVHRDUECQT CHTEA ATIZREKTYTINAMNSHTE:E

D QI Q Q @ QL B 06 FEGE 8 E RV AMQRAMGSGETIUVS S COV RC HNR

Figura 3: Sequéncia génica e proteica de mRic ¢ 3, em vermelho estdo destacados os residuos de
Acido glutdmico (E) que serdo trocados por leucina (L).

Sil(361)

~—~Ascl(382)
Sacl(420)
“Sacl(462)

~Ric_c_3_new

Xmnl(2413) —,
Scal(2294)

Pyui(2184)
AmpR ~

13AB2I6C_Ric_c_3_new_pMA-T

2728 bp

Pacl{743)
\Sfil(768)

Col E1 origin

Figura 4: Mapa do vetor pMA fornecido pela Invitrogen.

3.3. Producéo de células competentes de E. coli (linhagem XL-10)

A construcdo mRic ¢ 3-pMA foi usada para transformar cepa de E. coli

competente, linhagem XL-10, para manutencéo e propagacao da construcao.
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Para tanto, cultura fresca contendo col6nias de E. coli, linhagem XL-10, foi
inoculada em um tubo contendo 20 mL de meio LB liquido, ficando incubado por 16
h a 37°C a 250 rpm. Apds este periodo de incubacéo, foram retiradas aliquotas de
150 pL e transferidas para 100 mL de novo meio LB liquido e, uma nova incubacéo a
37°C por 2 h a 250 rpm foi realizada para que a cultura alcancasse a densidade
Otica (D.O.s00) entre 0,5 — 0,7, necessaria para o preparo das células competentes.
Ao alcancar a D.O., o tubo foi transferido para um banho de gelo por 10 minutos e
centrifugado a 2.500 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento contendo células foi ressuspendido em 20 mL de solucéo salina (10 mM
de PIPES, pH 6,7, 55 mM de MgClz, 15 mM de CaClz e 250 mM KCI) e, essa
suspensdo foi novamente centrifugada nas mesmas condicbes descritas
anteriormente. O sobrenadante foi mais uma vez descartado e o sedimento de
células foi suspenso em 10 mL da solucdo salina acrescido de 375 pL de
dimetilsulféxido (DMSO) a 100%. As células foram homogeneizadas levemente e
incubadas por 10 minutos no gelo. Apds essa incubacgao, mais 375 yL de DMSO
100% foram adicionados e, a suspenséao de células foi novamente homogeneizada.
Aliquotas de 200 uL foram transferidas para tubos de microcentrifuga autoclavados
e imediatamente congelados em nitrogénio liquido, antes de serem armazenadas

em freezer a - 70 °C.

3.4. Transformacéo da cepa de clonagem com vetor pMA contendo Ric ¢ 3

mutante em sistema de clonagem XL-10

Para a transformacéo da cepa XL-10 competente, foi utilizada a construcao
mRic ¢ 3-pMA anteriormente descrita na Figura 4. Para isso, 4 ug do vetor
(constru¢do mRic ¢ 3-pMA) foram incubados em 200ul de células competentes onde
permaneceram por 10 minutos no gelo. Posteriormente este material foi transferido
para 42 °C por 90 segundos e, novamente, foram transferidas para o gelo por mais
10 minutos. Esse processo foi feito rapidamente para ocorrer o choque térmico e a
construcdo fosse capaz de ser inserida na célula por desestabilizacdo da membrana
plasmatica da célula bacteriana. Posteriormente, foram adicionados 800 pL de meio
LB liguido as células sendo incubadas por 1 h a 37°C sob agitacdo de 200 rpm.
Apds a fase de crescimento, as células foram centrifugadas, o sobrenadante
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descartado e o precipitado de células ressuspendido e plaqueados com auxilio da
alca de Drigalsky em meio LB solido contendo 100 pg/ mL de ampicilina. Estas
placas de Petri foram mantidas a 37 °C por 16 h e, ap0s esse periodo foram
avaliadas afim de identificar a presenca de colbnias transformadas. As col6nias
transformadas foram selecionadas e inoculadas em 20 mL de meio LB liquido
contendo ampicilina por 16h a 37 °C.

3.5. Extrac&do e digestdo plasmidial de E. coli — XL-10 transformada com

mRic c 3

ApGs o periodo de crescimento das células transformadas em meio LB (etapa
3.4), foi feita a extracédo plasmidial de cada col6nia. Para a extracdo plasmidial, um
volume de 750 pL de cultura celular foi transferida para tubos. Esta suspenséao foi
centrifugada por 30 segundos a 15.000 g. Todas as centrifugacbes foram em
temperatura ambiente, aproximadamente 25°C. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e, as células foram ressuspendidas pela adicdo de 300 pL de solucdo
TENS (10 mM de Tris-HCI pH 8,0, 1 mM de EDTA, 100 mM de NaOH, 25 mM de
SDS) sob agitacdo vigorosa por 10 segundos. Em sequéncia, foi adicionado 150 uL
de acetato de sodio (1,5 M), seguido de centrifugacdo por 3 minutos a 15.000 g. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo, onde foi adicionado 1 mL de etanol
(100%) gelado e este foi centrifugado por 1 minuto a 15.000 g. O sobrenadante foi
descartado e ao precipitado foi adicionado 1 mL de etanol (70%) gelado e
centrifugado nas mesmas condi¢cbes anteriores. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi seco e, posteriormente, ressuspendido com 40 uL de tampéo TE (10
mM de Tris-HCI pH 8,0, 1 mM de EDTA) contendo RNase a 40 ng/pL e incubado a
37 °Cpor1lh.

3.6. Amplificacdo génica e clonagem em vetor de expressao pET-32 EK-LIC

Para clonar a sequéncia génica de mRic ¢ 3 em um sistema de expressao
bacteriano, foi necessario primeiro ligar esta sequéncia em um vetor de expressao.
Foi utilizado o vetor de expressdo pET-32 EK-LIC (Novagem). Este vetor possui

caracteristicas particulares importantes para que ocorra a producédo da proteina de
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interesse, dentre elas: o0 gene lac 1, que codifica a proteina repressora lac; um
promotor T7 especifico para a enzima T7 RNA polimerase; um operador lac,
responsavel pelo bloqueio da transcricdo; um sitio de policlonagem; uma origem de
replicacdo e um gene de resisténcia a um antibiético.

Além dessas caracteristicas, este vetor possui uma sequéncia de
nucleotideos que adiciona a proteina expressa uma sequéncia de histidinas
consecutivas, que facilita o reconhecimento da mesma. As proteinas recombinantes
expressas neste vetor sdo ainda fusionadas a tioredoxina, que ajuda na solubilidade
da proteina recombinante e ajuda a evitar a formacéo de corpos de incluséo.

Para a clonagem no vetor pET, foram desenhados manualmente os
iniciadores com a sequéncia de nucleotideos especifica e necesséria para a ligacao
de mRic ¢ 3 ao vetor. Suas propriedades fisicas como, temperaturas de anelamento,
assim como sua capacidade de auto-complementaridade e porcentagem de C/G

foram analisadas utilizando a ferramenta online OligoCalc (Figura 5).

mRicc 3

Sense

5 GACGACGACAAGATGTTGTCAAAGGGTGAAAGGTTGG 3
Tm: 49 °C, CG: 40%

Anti- sense

3' CACACGCAACGTACGCGTCATGGCCCGAAGAGGAG &

Tm: 70.19 °C, CG: 65, 62%

Figura 5: Sequéncia dos iniciadores usados para a ligagao ao vetor pET-32 EK/LIC. Em vermelho é
mostrado em ambos os iniciadores, a sequéncia que anela com o vetor e em preto é mostrada a
sequéncia que anela com a regido codificante de mRic ¢ 3. Abaixo de cada iniciador é mostrada a
Temperatura (Tm) e a porcentagem de CG.

O PCR (pET) foi realizado de acordo com o quadro 1, abaixo. As quantidades
apresentadas referem-se a 1 reacdo em cadeia da polimerase, resultando num

volume total de 20 pL.

Quadro 1: Quantidade e ordem dos materiais utilizados para o PCR (pET)

Tampéo 5x dNTP sense | Anti-sense | MgCl2 | DMSO Taq H20 DNA Volume
Phusion Total
4 pl 0,4 ul 2ul 2ul 0,4 ul 0,6 ul 0,2 ul 10,4pl 1yl 20pl

27




Condicéo:

98°C 30s

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

75 °C

70°C 30s 35x
65 °C

72 °C 10m 1x
4°C o

A verificagdo da amplificagéo foi realizada por meio de gel de agarose 1%
corado com GelRed™ (proporgao 1:4).

Apos a PCR foi realizado um tratamento do produto amplificado com a Ta
DNA polimerase da seguinte forma: 2 yuL do produto amplificado, Tampao T4 DNA
polimerase 1x, ATP 25 mM, DTT 1 mM, T4 DNA polimerase 0,1 u/uL, completando o
volume para 10 pL com agua ultrapura. A reacao foi incubada a uma temperatura de
22 °C por 15 minutos e inativada a 72 °C por 20 minutos. Apés o tratamento, o
fragmento se encontra pronto para o anelamento ao vetor peT-32 EK-LIC.

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

estas etapas obtivemos, portanto, a constru¢do mRic ¢ 3-pET.

3.7. Transformacdo bacteriana em cepa de superexpressdao - E. coli

linhagem Rosetta-gami

A célula hospedeira que foi utilizada para a superexpressao da sequéncia é a
E. coli linhagem Rosetta-gamiz (DEs) pLysS, pois ela possui caracteristica
necessaria para a ativacao da transcricao pela T7 RNA polimerase.

O processo de transformagao seguiu 0 mesmo utilizado para a transformacgao
da E. coli — XL-10 (item 3.4), porém o vetor utilizado na transformacédo foi a

construgéo obtida, mRic ¢ 3-pET (item 3.6).
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3.8. Inducédo da superexpressdo de Ric ¢ 3 mutante recombinante (mrRic ¢
3)

Primeiramente, foram inoculadas 2 colonias isoladas de E. coli linhagem
Rosetta-gami> (DEs) pLysS transformadas com a construgao mRic ¢ 3-pET em 250
mL de meio LB liquido contendo ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34 pug/mL).
As cepas foram mantidas a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm por 3 horas, até atingir a
D.O.s00 de aproximadamente 0,5. ApGs o crescimento, foi retirado 1 mL de cada
amostra para o controle no Tempo 0. Depois, foi adicionado 1 mM de IPTG
(isopropill-B-D-1-tiogalactopiranosida) as culturas, para ativar o processo de indugao
da traducéo de mRic ¢ 3 recombinante (mrRic ¢ 3). A cultura que néo teve adicao de
IPTG foi avaliada como controle negativo. Todas as culturas foram agitadas a 200

rom e mantidas a 37 °C por 16 horas.

3.9. Avaliacdo da expresséao da proteina mrRic ¢ 3

A fim de confirmar a expressédo de mrRic ¢ 3 pela E. coli, foram realizadas
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 15% e Western Blotting com anticorpo
policlonal anti-albuminas 2S.

Inicialmente, foi realizado eletroforese (SDS-PAGE 15%) conforme descrito
por Laemmli (1970). Foi aplicado ao gel uma aliquota (30 puL do precipitado da
inducdo) das amostras que foram submetidas a indugéo por IPTG e sem adicao de
IPTG. A corrida foi realizada a 120 V e 400 mA.

Apos a corrida, o gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose para
realizacdo da técnica de Western Blotting (TOWBIN et al., 1979). A transferéncia foi
realizada em sistema semi-seco em um “sanduiche” de papel filtro embebido em
tampéo de transferéncia (20 mM de Tris, 145 mM de glicina e metanol 20%) sob
uma corrente de 1 mA para cada cm?® da membrana, por 2 horas.

ApoOs a transferéncia, a membrana foi embebida em tampéo blogueador (0,1
M de NazHPO4, 0,15 M de NaCl e 2% de leite em pd desnatado) por um periodo de
1 h. Posteriormente, foi diluido no tampé&o bloqueador o anticorpo primario policlonal
anti-aloumina2S de mamona gerado em coelho e incubado por 18 h a 4 °C. Em
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seguida a membrana foi lavada 10 vezes em PBS (0,1 M de Na2HPO4, 0,15 M de
NaCl), com duracdo de 5 minutos por lavagem. Apds, a membrana foi incubada por
2 h com anticorpo secundario anti-coelho conjugado a peroxidase diluido no tampé&o
bloqueador. A revelacdo foi feita utilizando solucdo contendo DAB
(Diaminobenzidina 99% - Aldrich®), 2 M de Tris/HCI pH 7,5, 0,1 M de Imidazol,
perdxido de hidrogénio e 4gua ultrapura. A reacdo ocorreu sob o abrigo de luz.

3.10. Extracdo da proteina mutante expressa

A extracdo da fracdo expressa (mrRic ¢ 3) apos a inducao e confirmacgéo por
Western Blotting, foi feita utilizando o reagente CelLytic B 10x — Sigma-Aldrich®.
Este método foi escolhido por resultar numa extracao rapida e eficiente de proteinas
recombinantes a partir de E. coli. Foram utilizados 500 pL de CelLytic B 10x para
cada 5 mL de amostra de célula. Posteriormente, foram adicionados benzonase e
coquetel de inibidores de proteases. A suspensdo foi incubada em temperatura
ambiente por 15 minutos sob agitacdo de 200 rpm para a total extracdo das
proteinas das células. Apos esse periodo, a amostra foi centrifugada a 16.000g por
10 minutos para que o material insollvel fosse para o precipitado. O sobrenadante,
contendo as proteinas soluveis, foi submetido a purificacdo por Cromatografia de
Fase Reversa em sistema HPLC (High Performance Liquid Chromatography).

3.11. Obtencdo da proteina expressa por Cromatografia de Fase

Reversa em sistema HPLC

Para o isolamento da proteina superexpressa, produto da extracdo descrita
anteriormente (item 3.10), foi empregado a Cromatografia de Fase Reversa em
Coluna C18 em sistema HPLC. Para o processo cromatografico, 500 uL de amostra
induzida e n&o induzida com IPTG, foi aplicado e o fracionamento acompanhado por
leituras de absorbancia a 220 nm em um detector de arranjo de iodos (Diodo array
entre 200 a 300 nm). Os eluentes empregados foram: Solucdo A (2% de Acetonitrila
— ACN, 0,1% de Acido Trifluoracético — TFA) e Solugdo B (ACN 80%, TFA 0,1%). O

gradiente de eluicéo foi de 0 a 100% de solugéo B em 50 minutos e o fluxo foi de 0,7
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ml/ minutos. Os espectros de absorcdo dos picos foram acompanhados e o pico
majoritario foi coletado.

3.12. Isolamento de Ric ¢ 3 mutante recombinante (mrRic ¢ 3) por

Cromatografia de Fase Reversa em Sistema HPLC

A amostra contendo picos majoritarios obtidos anteriormente por
Cromatografia de Fase Reversa em sistema HPLC foram liofilizados e,
posteriormente, submetidos a clivagem Enzimatica com Endoproteinase
Enteroquinase (EK) a fim de separar a cauda de histidina presente na proteina
recombinante. Para isso, as amostras liofilizadas foram ressuspendidas em Tampao
de Clivagem (5 mM de Tris-HCI pH 8,0, 22,2 mM de NaCl, Twen 20 a 0,1% e 1 mM
de CaCl2) e, posteriormente, foi adicionado 0,02 u/puL da EK. Estas amostras foram
incubadas a 23 °C por 16 h sob leve agitacdo. Apos hidrolise, 500 yuL desse material
foi submetido a Cromatografia de Fase Reversa em sistema HPLC sob as mesmas
condi¢cbes descritas acima (item 3.11). Foi feito o0 acompanhamento dos espectros
de absorcédo e, o pico correspondente ao padrdo de albuminas 2S de mamona,

contendo mrRic ¢ 3, foi coletado.

3.13. Avaliacdo da alergenicidade de mrRic ¢ 3

Para avaliar o potencial alergénico da isoforma de albuminas 2S de mamona
mutante recombinante (mrRic ¢ 3), foi realizado ensaio “in vitro” de desgranulacao

de mastdcitos de ratos.

3.13.1. Obtencado de mastocitos

Mastdcitos de Ratos Wistar FEmea foram obtidos no Biotério da Universidade
Estadual do Norte Fluminense — UENF, sob aprovacdo do Comisséo de Etica de
Uso de Animais (CEUA — UENF), protocolo n° 297.

3 fémeas de aproximadamente 250 g foram sacrificadas por asfixia em CO2

(Di6éxido de Carbono) e a cavidade peritoneal lavada com 20 mL de Meio DMEM
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(Dulbecco Modification of Minimum Essential Media) gelado contendo 12 u/ mL de
Heparina. O lavado retirado do peritonio do animal (cerca de 15 mL), foi colocado
em placa de Petri e incubado por 30 minutos a 37 °C para separar os mastocitos dos
macrofagos. Apos este periodo, 2/3 do sobrenadante foi retirado cuidadosamente e
descartado. O volume restante, do meio enriquecido com mastécitos, foi dividido em
aliquotas de 100 pL.

3.13.2. Ensaio de Desgranulacao de Mastécitos

Aliquotas de 100 puL do meio enriquecido com mastocitos foram incubadas
com 2 L de soro total anti-albumina 2S de mamona e 10 pL de mrRic ¢ 3 (teste) na
concentracéo final de 10 pug/ mL, durante 1 h a 37 °C. Para o controle positivo, as
células foram incubadas com 2 L de soro total anti-albumina 2S de mamona e 10
puL do pool de Albuminas 2S (Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3) e para o controle negativo, a
incubacéo do meio foi apenas contendo 2 pL de soro.

ApoOs o periodo de incubacéo, foi feita a contagem diferencial dos mastoécitos

por microscopia otica.

3.13.3. Avaliacado do percentual de desgranulacédo por microscopia o6tica

A contagem diferencial entre células integras e desgranuladas foi realizada
em camara de Neubauer, nos quatro quadrantes, através da observacdo em
microscopio 6ptico Zeiss Axioplan. A suspensdo de células incubadas (controle
positivo, negativo e teste) foram adicionados 10 pL de solucdo aquosa contendo azul
de toluidina 0,1%, formaldeido 10% e acido acético 1%, pH 2,8, para evidenciar a

observacédo dos granulos celulares.

3.14. Avaliacao efeito de mrRic ¢ 3 sobre desenvolvimento larval

Para avaliar a manutencgéo do efeito biolégico contra a-amilase em mrRic ¢ 3
produzida, foi realizado ensaio “in vivo” com larvas de Callosobruchus maculatus

crescidas em sementes artificiais. Este ensaio foi realizado em colaboragédo com a
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Dr2. Antonia Elenir Amancio Oliveira, no Laboratério de Quimica e Funcdo de
Proteinas e Peptideos (LQFPP) - UENF.

As sementes artificiais (massa total de 400 mg) foram preparadas conforme
descrito por Nascimento (2009), contendo farinha de Vigna unguiculatae 2 % de
mrRic ¢ 3. As sementes foram infestadas com fémeas do inseto C. maculatus (2 dias
de idade) e incubadas por 24 h a 28 °C. Apés este periodo, as sementes foram
desinfestadas, o excesso de ovos postos removidos com o auxilio de uma agulha
fina, deixando apenas 3 ovos por semente. As sementes contendo 0s ovos foram
novamente incubadas a 28 °C por 20 dias. Passado o tempo de incubacao, as
sementes foram abertas, as larvas retiradas, contadas e pesadas. Sementes
controle foram preparadas com farinha de Vigna unguiculata isentas de mrRic c 3 e

seguiram as mesmas condices descritas para as sementes tratadas.

4. Resultados

4.1. Avaliacdo da clonagem em vetor de expresséao pET-32 EK/LIC (produto
da PCR)

A partir da regido codificante de Ric ¢ 3 contendo muta¢des (mRic ¢ 3-pMA)
foi realizada a clonagem em vetor de expressédo pET-32 Ek/LIC. Primeiramente, foi
realizada uma PCR em gradiente de temperatura a fim de identificar a melhor
condicao de amplificagdo (Figura 6).

Para a PCR foram utilizados os iniciadores “pET Ric ¢ 3 mut” e “Azul pET AS”

e, a reacdo obedeceu as condi¢cfes informadas anteriormente (item 3.6).
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Figura 6: Gel de agarose 1% corado com GelRed™ (proporgéo de 1:4) demonstrando o resultado de
PCRs realizadas em diferentes condicdes de temperatura. As temperaturas de anelamento
encontram-se identificadas.

Observa-se que em todas as condi¢cdes ocorreram amplificacdo, porém a
banda aparente em 65°C esta ligeiramente abaixo do marcador de 500 pb, altura
esperada do fragmento. Posteriormente, o produto amplificado foi tratado com a T4
DNA polimerase para ocorrer o anelamento do produto da PCR no vetor de
expressao pET-32 EK-LIC.

4.2. Avaliacdo dainducédo da superexpressao de mrRic ¢ 3

A construcdo mRic ¢ 3-pET foi utilizada para transformar E. coli linhagem
Rosetta-gamiz (DE3s) pLysS. Apos o processo de transformacgédo bacteriana, foi entéo
realizada a inducdo da expresséo da Ric ¢ 3 mutante adicionando 1 mM de IPTG.

Através da analise eletroforética em Gel de Poliacrilamida 15%, foi possivel
observar que as células de E. coli - Rosetta-gami submetidas a inducéo (I)
expressaram um perfil proteico com banda de aproximadamente 26 kDa, nao
visualizada nas células que ndo foram induzidas (NI) (Figura 7 A). A confirmacédo de
gue a proteina superexpressa € de fato mrRic ¢ 3, foi por Western Blotting utilizando

anticorpo primario anti-albumina 2S gerado em coelho (Figura 7 B).
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Figura 7: Andlise da superexpressédo de mrRic ¢ 3 por (A) SDS-PAGE 15% da indu¢éo da expresséo
da proteina mutante recombinante (mrRic ¢ 3) com IPTG e (B) Western Blotting tendo como espelho
0 SDS-PAGE da Indugéo. la, Ib e Ic: culturas induzidas com IPTG. NI: cultura ndo induzida. Oh:
cultura no tempo 0 de inducéo. PM: padréo de peso molecular. C+: controle positivo (rRic ¢ 1). A seta
indica a banda de interesse.

4.3. Purificacdo de mrRic ¢ 3 por Cromatografia de Fase Reversa (HPLC)

A purificacdo da fracdo recombinante foi realizada por Cromatografia de Fase
Reversa em coluna C18 em sistema HPLC como desenvolvido no item 3.11.

O perfil de eluicdo dos extratos induzidos e ndo induzidos sobrepostos €&
apresentado na figura 8. Em preto, observamos o cromatograma para o extrato ndo
induzido. Ha um pico “Sharp”, majoritario em 36 minutos. Para o extrato induzido
observamos um pico majoritario com um ombro, eluido em 34 minutos (tracado

rosa).
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Figura 8: Cromatograma de fase reversa em coluna C18 em sistema HPLC — Sobreposi¢cdo dos

cromatogramas obtidos para o extrato bacteriano néo induzido (tracado preto) e induzido (tracado
rosa) com IPTG.

A fragcdo recombinante majoritaria, pico com tempo de retencdo de 34
minutos, foi coletada e submetida a clivagem com EK para a liberacdo da cauda de
histidina, como descrito no item 3.12.

O perfil cromatografico empregando o pool de albumina 2S contendo Ricc 1 e
Ric ¢ 3 isoladas de sementes, é apresentado na Figura 9, tracado vermelho. Em
preto € mostrado o perfil de eluicdo da proteina recombinante mutante (mrRic c 3),

apos a liberacdo da cauda de histidina, no qual observa-se que o tempo de retencdo
€ similar ao tempo de Ric ¢ 3 nativa.
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Figura 9: Sobreposicdo dos cromatogramas de fase reversa em coluna C18 em sistema HPLC.
Tracado vermelho: Pool de albumina 2S (Ric ¢ 1 + Ric ¢ 3); Tracado preto: Fracdo mutante
recombinante apds clivagem com EK (sem cauda de Histidina).

A amostra eluida (mrRic ¢ 3) foi coletada para realizacdo da avaliacdo da

atividade biolégica.

4.4. Avaliacdo da Atividade Biologica de mrRic ¢ 3

Para verificarmos se mrRic ¢ 3 mantinha atividade biolégica, foram realizados

testes alergénicos e de inibicdo de a-amilase.

4.4.1. Anadlise da atividade alergénica

Inicialmente foi observada a diminuicdo na capacidade de desgranulacéo de
mastécitos, como proposto pelas mutacdes realizadas na sequéncia génica. A
porcentagem de desgranulacdo de mastocitos de ratos foi observada como descrita
no item 3.13.2. Por meio deste ensaio, pode-se observar que o controle negativo,
contendo somente as células na presenca do soro, desencadeou 9% de
desgranulacdo celular. Ao contréario, 70% de desgranulacdo foi observada no
controle positivo, onde as células foram incubadas na presenca de soro anti-
albumina 2S e do pool de albuminas 2S (Ric ¢ 1 + Ric ¢ 3). Para a amostra mrRic ¢ 3
produzida, observamos apenas 22% de desgranulacao celular (Figura 10).
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Figura 10: Ensaio de desgranulacéo de mastdcitos. Controle negativo (mastdcitos incubados apenas
com soro anti-albumina 2S); Albuminas 2S/ controle positivo (mastécitos + soro anti-albumina 2S +
Pool de Albuminas 2S - Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3); mrRic ¢ 3 (mastécitos + soro anti-albumina 2S + Ric ¢ 3
mutante recombinante).

4.4.2. Anélise do efeito sobre o desenvolvimento larval

Ensaios “in vivo”, utilizando sementes artificiais contendo a proteina 2% de
mrRic ¢ 3, foram realizados para avaliar o potencial da proteina recombinante sobre
o desenvolvimento das larvas Callosobruchus maculatus.

Na figura 11 pode-se observar o resultado obtido das massas das larvas dos
insetos C. maculatus crescidas em sementes contendo a proteina mutada
recombinante. Larvas que cresceram em sementes controle, contendo apenas
farinha de Vigna unguiculata, apresentaram 8,6 mg de massa corporal média. Com
relacdo a massa média das larvas crescidas na presenca de mrRic ¢ 3, obtivemos

um resultado de 2 mg.
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Figura 11: Média da massa corporal das larvas do inseto C. maculatus, alimentadas com sementes
artificiais. Controle: sementes preparadas apenas com farinha de V. unguiculata; Tratada: sementes
preparadas com farinha de V. unguiculata e 2% de mrRic c 3.

A figura 12 compara a diferenca de tamanho entre as larvas alimentadas com
a semente controle e a semente tratada (contendo mrRic ¢ 3 em sua composicao).
Pode-se observar que a larva crescida na semente controle apresentou um tamanho
significativamente maior que as larvas crescidas na semente tratada. Outro dado
importante a ser destacado, é que na semente tratada, as larvas morreram, sendo

contada apenas duas larvas (dados ndo mostrados).

Figura 12: Comparacdo entre larvas do inseto C. maculatus submetidas & alimentacdo com
sementes artificiais contendo mrRic ¢ 3 (a direita) e crescidas em sementes controle — livres de mrRic
¢ 3 (a esquerda). E possivel observar a diferenca no desenvolvimento das duas larvas.
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5. Discussao

Baseado nos estudos obtidos sobre os epitopos alergénicos das isoformas de
albuminas 2S (Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3) de mamona (FELIX et al., 2008) e quais residuos de
aminoacidos estédo envolvidos no processo de desencadeamento da alergia (DEUS-
DE-OLIVEIRA et al., 2011), caminhos para novas pesquisas foram abertos. Assim,
esta pesquisa deu prosseguimento aos estudos envolvendo os principais alérgenos
encontrados na mamona (Ricinus communis).

Com base na pesquisa de Deus-de-Oliveira et al. (2011), de que residuos de
aminoacidos acidos, especificamente acidos glutamicos, estdo diretamente
envolvidos na interacdo do epitopo alergénico e a IgE, Nascimento et al. (2011)
propbs, através de estudo “in silico” de modelagem molecular por homologia,
mutacdes tedricas, substituindo os residuos de acidos glutamicos por residuos de
aminoacidos que ndo fariam interacdo com a IgE e, consequentemente, nédo
desencadearia 0 processo alérgico, obtendo resultados positivos.

A proposta de mutacéo do estudo de Nascimento et al., (2011) foi substituir os
residuos de acido glutamicos por residuos de leucinas, por esse apresentar volume
molecular similar e, por ndo possuir o grupamento carboxilico, impedindo a ligacédo a
IgE. O foco deste trabalho entéo, foi produzir uma mutante recombinante, derivada
de Ric ¢ 3, uma das isoformas alergénica majoritaria, presentes nas sementes e no
pélen da planta Ricinus communis (mamoneira) a fim de validar ou ndo os estudos
“in silico” propostos por Nascimento.

Visando realizar modificacfes na estrutura da proteina que minimizem sua
atividade alergénica, inicialmente foi desenhada a regido génica codificante de Ric c
3 contendo mutacdes nos 4 epitopos ligantes de IgE, previamente descritos por Felix
(2007), trocando ao todo, oito residuos especificos de acidos glutamicos (E) por
residuos de leucina (L) (Figura 3).

Sabe-se que as isoformas de albuminas 2S de R. communis (Ric ¢ 1 e Ric ¢
3) apresentam acao inibitéria contra de a-amilase (Nascimento et al., 2011) e, um
ponto importante no desenho regido génica codificante de Ric ¢ 3 contendo
mutac0des, foi 0 de manter preservados os residuos de acidos glutamicos envolvidos
no sitio de interagdo com a a-amilase. A alteracdo desses aminoacidos poderia

resultar na perda da atividade de defesa da proteina, ou seja, a atividade inibitoria
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contra a-amilase. Sendo assim, o desenho da regido génica preservou esses
aminoécidos.

Apés a obtencdo da construcdo mutante (construgdo mRic ¢ 3-pMA) em E.
coli linhagem XL-10, realizou-se a clonagem em vetor de expresséo pET-32 Ek/LIC.
Assim, o vetor pET-32 EKI/LIC foi escolhido por inserir a proteina recombinante a
tioredoxina (Trx), que auxilia na solubilidade e contribuiu para a formacgéo de pontes
dissulfeto nas proteinas.

Sabe-se que a producao de proteinas recombinantes em bactérias as vezes é
dificultada devido a insolubilidade e pela ndo formacdo de pontes dissulfeto na
proteina recém sintetizada. Estes tipos de problemas geralmente fazem com que a
proteina recombinante ndo apresente a atividade bioldgica da proteina naturalmente
expressa (GRASLUND et al.,, 2008). Para a sintese de Ric ¢ 3 mutante, estas
alteracOes, fornecidas pelo uso do vetor de expresséo pET-32 EK/LIC, se mostraram
eficientes na produgédo da proteina recombinante, como pode ser observado na
figura 6.

A amostra referente a mrRic ¢ 3, ainda contendo a cauda de histidina, foi
aplicada a coluna. O tempo de retencéo (TR) foi observado e quando comparado a
Ric ¢ 3 (natural) o mesmo se apresentou tardio. Esse perfil para o tempo ja era
esperado, pois a presenca das caudas de tioredoxina e histidina inseridas a mrRic ¢
3 pelo vetor, muda a hidrofobicidade da proteina heteréloga. Os mesmos dados
também foram observados por Pacheco-Soares et al., (2018), durante a producéo
da proteina Ric ¢ 1 mutante recombinante.

A mrRic ¢ 3 obtida apds hidrélise da cauda de histidina com Endoproteinase
Enteroquinase (EK), foi também purificada, de forma eficiente, por cromatografia de
Fase Reversa em coluna C18 em sistema HPLC. Os resultados obtidos demonstram
TR igual ao de Ric ¢ 3 natural, como pode ser observado na figura 9.

E importante destacar que em sua forma natural, na planta, as isoformas
alergénicas das albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, sdo formadas por duas cadeias
polipeptidicas unidas por pontes de enxofre. Estas isoformas sdo produzidas a partir
de um Unico precursor que sofre processamento pos-traducional por endopeptidases
e carboxipeptidases, liberando as duas isoformas, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, ambas
constituidas de duas cadeias polipeptidicas (IRWIN et al., 1990). No entanto, este

processamento poderia ndo ocorrerem um sistema bacteriano de producdo de

41



proteinas recombinantes. Nossa abordagem de produzir Ric ¢ 3 mutante
recombinante como uma Unica cadeia polipeptidica foi também adotada por Pantoja-
Uceda et al. (2003) que produziu Ric ¢ 3 recombinante para estudos estruturais de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Pantoja-Uceda et al. (2003) elucidou a
estrutura tridimensional de Ric ¢ 3, mas ndo avaliou propriedades biologicas.

As propriedades biologicas de mrRic ¢ 3 obtida por meio deste trabalho, foi
avaliada quanto a sua atividade alergénica e também quanto sua acao inibitéria de
a-amilases. Quando mrRic ¢ 3 foi testada em ensaios de desgranulacdo de
mastocitos, observamos que ocorreu apenas 22% de desgranulacao celular contra
70% de desgranulacdo no controle positivo, onde as células foram incubadas na
presenca de soro anti-albumina 2S e do pool de albuminas 2S (Ric ¢ 1 + Ric ¢ 3)
(Figura 10), confirmando assim o estudo “in silico”, realizado por Nascimento (2009).

Estudo semelhante feito com alérgenos de Brassica rapa (GARMATIUK et al.,
2013), demonstraram que mutacBes em residuos de acidos aspéarticos reduziram a
ligacdo cruzada do alérgeno mutante com a IgE, presente na membrana dos
mastoécitos sensibilizados, diminuindo assim o seu potencial alergénico.

Para analisar a preservacdo da atividade de defesa e verificar a eficacia da
proteina mutante recombinante sobre o crescimento de larvas do inseto C.
maculatus, foram preparadas sementes artificiais com farinha de Vigna unguiculata
contendo 2 % de mrRic ¢ 3. O tamanho e o peso das larvas crescidas em sementes
contendo mrRic ¢ 3 foram menores do que os das larvas crescidas em sementes
controle (Figuras 11 e 12). Comportamento similar foi verificado por Nascimento
(2009) através de sementes artificiais contendo o pool de albumina 2S.

Através desses ensaios, foi possivel verificar que as mutacfes nos epitopos
alergénicos da isoforma Ric ¢ 3 e sua producdo em sistema bacteriano a partir de
um gene sintético, apresentou atividades hipoalergénicas e preservacao da inibicao
de a-amilase como esperadas.

Em sintese, acreditamos que este trabalho apresentou uma opc¢do para
estudos com outros alérgenos, e que a obtencdo de uma proteina mutante
recombinante hipoalergénica abre caminhos para novas abordagens terapéuticas de

imunizacao para individuos que sofrem de diferentes alergias.
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6. Concluséao

Ao realizar este trabalho concluimos que:
e Foi possivel clonar e superexpressar Ric ¢ 3 mutante recombinante (mrRic ¢ 3),

em sistema de expressao bacteriano;

e Testes de desgranulacdo de mastocitos demonstraram que, mrRic ¢ 3 tem
potencial alergénico reduzido, podendo ser caracterizada como uma proteina

hipoalergénica;

e A incorporacdo de mrRic ¢ 3 a sementes artificiais na concentracdo de 2 %

reduziu drasticamente o crescimento das larvas do inseto C. maculatus
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