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RESUMO

As isoformas albuminas 2S de semente mamona, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 sdo proteinas de reserva e de
defesa destas sementes. Entre as fungdes de defesa, incluimos a inibicdo de a-amilase larval de
insetos. Apesar destas importantes funcbes para as sementes, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 apresentam
propriedades alergénicas que promovem riscos a salde dos trabalhadores rurais e distribuidores
de sementes ou de torta de mamona. Recentemente nosso grupo identificou seis epitopos
responsaveis pelo desencadeamento da alergia (epitopos ligantes de IgE). A reacdo cruzada entre
IgE e estas proteinas alergénicas, € mediada por dois residuos de acidos glutamicos presentes
em cada um dos seis epitopos previamente identificados. Estudos teéricos subsequentes em
nosso grupo demonstraram que mutacdes especificas nestes acidos glutamicos, podem reduzir a
alergenicidade e conservar a atividade inibitéria de o-amilase. Verificou-se que somente um
residuo de acido glutamico de um dos epitopos alergénicos € necessario para a interagao entre a-
amilase e o inibidor, tanto em Ric ¢ 1 quanto em Ric ¢ 3. Para validar os estudos de modelagem
realizados anteriormente pelo nosso grupo este trabalho teve como objetivo adequar as condi¢des
para clonagem e expressdo das proteinas alergénicas Ric ¢ 1 e Ric ¢ 1 mutada nas regifes
aminoacido-especificos, em Escherichia coli, a fim de comprovar a teoria proposta pelo grupo. A
extracdo do DNA foi feita usando o kit DNeasy®Plant e DNA submetido a PCR. O produto do PCR
foi inserido no vetor de expressédo pET 32 EK LI e estes usados para transformar E. coli (DE3). A
inducéo da proteina recombinate foi feita por adicdo de IPTG a cultura. A purificacao da proteina
recombinante foi padronizada, utilizando cromatografia de afinidade em coluna de Ni-NTA e
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC coluna C2C18. A confirmacao da purificacéo por
SDS-PAGE e por imunoblot e sequenciamento segundo Edman. Afim de confirmar a preservacao
das funcgBes biolégicas da proteina recombinante foi realizado ensaios de desgranulacdo de
mastocitos e o teste de inibicdo de a-amilase. Apéds a producgdo da proteina Ric ¢ 1 recombinante
biologicamente funcional, elucidamos a producéo através do mesmo sistema Ric ¢ 1 recombinante
contendo as mutagfes em seus residuos de acidos glutdmicos. Para tanto genes sintéticos
usando a ferramenta GeneArt (Invitrogen) foram comercializados, ja inseridos em um vetor de
clonagem pMA. O vetor pMA contendo o gene sintético foi utilizado para transformar uma cepa de
clonagem XL-10. O procedimento de transformacdo e inducdo foi seguido como padronizado
anteriormente. Os estudos moleculares mostraram que foi possivel clonar e expressar Ric ¢ 1
recombinante biologicamente ativa e Ric ¢ 1r recombinante mutante em um sistema bacteriano
E.coli. A melhor condi¢&o de purificdo encontrada foi através de cromatografia de fase reversa em
sistema HPLC, por apresentar menor tempo e mais rendimento da amostra. Os ensaios biologicos
que irdo comprovar a reducdo da alergenicidade e a preservacédo da inibicdo da a-amilase da

variedade mutante deverdo ser realizados em trabalhos seguintes em nosso grupo.

Palavras-chave: Ricinus communis, albuminas 2S, alergia.
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ABSTRACT

The 2S albumin isoforms from castor seed, Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3 are storage and defense proteins of
these seeds. Among the functions of defense, include the inhibition of a-amylase larval insects.
Despite these important functions for seed, Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3 have allergenic properties that
promote health risks to farm workers and distributors of seed or castor bean . Our group recently
identified six epitopes responsible for triggering allergic (IgE -binding epitopes). The cross reaction
between these allergens and IgE proteins, is mediated by two glutamic acid residues present in
each of the six previously identified epitopes. Subsequent theoretical studies in our group
demonstrated that specific mutations in these glutamic acids may reduce the allergenicity and
retain the inhibitory activity of a- amylase. It was found that only a residue of glutamic acid of the
allergen epitopes is required for the interaction between inhibitor and a -amylase in both Ric ¢ 1
and in Ric ¢ 3. To validate the modeling studies carried out previously by our group this study
aimed to suit the conditions for cloning and expression of allergenic proteins Ric ¢ 1 and Ric ¢ 1
mutated at specific amino acid regions in Escherichia coli in order to prove the theory proposed by
the group. DNA extraction was performed using the DNeasy ® Plant DNA kit and subjected to
PCR. The PCR product was inserted into the expression vector pET 32 EK LI and these used to
transform E. coli (DE3). Induction of recombinant protein was performed by addition of IPTG to the
culture. The purification of the recombinant protein was standardized using affinity chromatography
on Ni-NTA column chromatography and a reverse phase HPLC column C2C18 system.
Confirmation of purification by SDS-PAGE and immunoblotting and sequencing by Edman. To
confirmed the preservation of the biological functions of the recombinant protein was performed
testing the degranulation of mast cells and inhibition of a -amylase test. After production of Ric ¢ 1
recombinant protein functional biologically, elucidated by the same production system Ric ¢ 1
recombinant containing mutations in their glutamic acid residues. For both synthetic genes using
the GeneArt (Invitrogen) were marketed tool, already inserted into a cloning vector pMA . The pMA
vector containing the synthetic gene was used to transform a strain XL -10 clone. The
transformation procedure and induction was followed as previously standardized. Molecular
studies showed that it was possible to clone and express biologically active recombinant Ric ¢ 1
and recombinant Ric ¢ 1 mutant in a bacterial system. The best condition was found to purification
by reverse phase chromatography on HPLC system. The biological tests that will demonstrate the
reduction of allergenicity and preservation of inhibition of a - amylase mutant variety should be

conducted on these works in our group.

Keywords: Ricinus communis, 2S Albumins, alergy.
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1- INTRODUCAO
1.1-A MAMONA E SEU POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

A mamoneira (Ricinus Communis) pertence a familia Euphorbiaceae
(Figura 1A) e encontra no Brasil excelentes condicbes para 0 seu
desenvolvimento, ja que é uma planta de clima tropical e sub-tropical, (Azevedo e
Beltrdo 2007). O fruto da mamoneira (Figura 1B) é a mamona e desta, por

processos industriais, sdo extraidos o 6leo.

Figural: Estruturas de R. communis. A) Planta de R. communis; B) Semente de R.

communis

O 6leo de mamona tem como principal acido graxo o &cido ricinoléico ou
12-hidroxi-9-cis-octadecendico, que constitui 90% do 6leo, os outros 10% sao
formados por acidos graxos nao hidroxilados, principalmente os acidos oléicos e
linoléicos (Ogunniyi, 2006). O 6leo extraido das sementes de mamona possui um
mercado internacional crescente, garantido por extenso numero de aplicacbes
que incluem o uso medicinal e em cosméticos, e a substituicdo do petréleo na
fabricacdo de plasticos e lubrificantes. Ele tem ampla utilizacdo na fabricacédo de
tintas, sabdes, vernizes, detergentes, papel carbono, velas, nylon, produtos
sintéticos, plasticos, desinfetantes, adesivos, resinas isolantes (como as usadas
em cabos telefénicos), colas especiais, tubos especiais para irrigacao,
cosméticos, lentes de contato, entre outras (Fornazieri Junior, 1986; Ogunniyi,
2006). Na medicina o 6leo de mamona também apresenta ampla aplicacao,
sendo utilizado na fabricacdo de grande parte dos filtros hospitalares de
hemodialise, bombas corpéreas e extracorpéreas, protese 6ssea de resina de
mamona (material mais leve que a platina e que nao apresenta o problema de

rejeicdo), etc. O O0leo de mamona tem como aspecto particular ndo mudar suas
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caracteristicas fisicas em altas ou baixas temperaturas e mesmo em variacdes
bruscas de temperaturas, razdo de sua imprescindivel aplicagdo na aviagao,
como lubrificante de alta precisdo, aditivos para tanques de combustiveis, sem o
qual as aeronaves ndo decolariam (Aboissa, 2005).

Uma série de estudos vem sendo realizados para tornar viavel o uso da
mamona para a producdo de Biodiesel. A producéo de biodiesel a partir do éleo
de mamona tornaria o plantio desta euforbidcea uma forma de gerar recursos e
emprego em diversas regides do Brasil. Porém apesar das vantagens referentes
ao uso do 6leo de mamona na industria, ocorre uma preocupacado com 0 aumento
do plantio. Quando o 6leo € extraido resta um coproduto proteico conhecido como
torta da mamona que apesar de rica em nitrogénio, fosforo, potassio e proteinas
nao pode ser utilizada como alimento, nem como aditivo em racdo animal, pois
suas sementes contém substancias toxicas e alergénicas que ndo sao extraidas
ou inativadas pelos processos convencionais de extracdo do 6leo. Os
constituintes téxicos da torta séo a ricina, uma proteina, a ricinina, um alcaléide, e
um conjunto de proteinas alergénicas muito ativas e resistentes aos processos
térmicos de desintoxicacdo (Azevedo e Beltrdo, 2007). Entre as proteinas
alergénicas presentes na torta, encontra-se as isoformas de albuminas 2S (Ric c
1 e Ric ¢ 3) as quais possuem baixo peso molecular e apresentam funcdes de
reserva e de defesa. Além dos alérgenos encontrados na semente, recentemente
foi descrito a presenca das proteinas Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 no pdélen da mamoneira
(Nascimento 2013). Com o aumento do cultivo da mamoneira visando seu uso
comercial, aumentaria a sensibilizacdo, por contato ou inalacdo, com os alérgenos
de mamona, por parte dos trabalhadores rurais, distribuidores da torta e da
populacao que vive ao redor da plantagédo ou em torno das usinas de extracao de

Oleo.

1.2-AS ALBUMINAS 2S

As albuminas 2S sao proteinas de reserva de dicotileddneas, encontradas
em sementes, frutos e polen destas plantas. Elas sdo caracterizadas como 0s
principais alérgenos de castanha do Pard, nozes, mostarda, gergelim e mamona
(Breiteneder e Mills, 2005).

As albuminas 2S séo, em algumas espécies de plantas, proteinas ricas em

metionina (Kortt et al., 1991; Beyer et al., 2002; Hagan et al., 2003), enquanto em
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outras apresentam alto teor de glutamina (Odani et al., 1983; Barciszewski et al.,
2000). Elas apresentam massa molecular de 12-15 kDa, e geralmente sé&o
compostas de duas cadeias polipeptidicas ligadas por duas pontes dissulfeto. Em
sementes, as albuminas sdo encontradas em corpos protéicos e mobilizadas
durante a germinacéo, sendo descritas como doadoras de nitrogénio e enxofre
para este processo (Youle e Huang, 1978).

Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 estdo classificados na superfamilia das prolaminas. Desta
superfamilia fazem parte também os principais alérgenos de plantas, que
possuem baixo peso molecular, sdo estaveis a altas temperaturas e a protedlise,
devido a sua estrutura estabilizada por pontes dissulfeto (Breiteneder e Radauer,
2004; Mills et al., 2004).0s alérgenos membros da superfamilia das prolaminas
apresentam um esqueleto conservado de 8 residuos de cisteinas (C-X,-C-X,-CC-
Xp-CXC-Xp-C-X,-C), que formam 4 pontes dissulfeto (Kreis et al., 1985). A
presenca do “motif” CC e CXC ndo € comum em proteinas, o que facilita a
identificacdo dos membros da superfamilia das prolaminas, que possuem as a-
hélices como principais componentes de estrutura secundaria, apresentando um

enovelamento conservado (Shewry et al., 2002) (Figura 2).

Figura 2: Estutura terciaria de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3. A) Ric ¢ 3 RMN ; B) Ric ¢ 1 model.
Extraido e modificado de Nascimento et al., 2009

As isoformas de albuminas 2S de mamona foram primeiro descritas por
Spies e Coulson em 1943. No ano de 1947 a hipersensibilidade desencadeada
por mamona foi descrita pela primeira vez. Em 1977, Li e colaboradores isolaram
e caracterizaram uma proteina das sementes de R. communis de baixo peso
molecular com alto “teor” de glutamina. Em 1974 Spies isolou uma fracdo

denominada CB-1A, com baixo peso molecular e estavel em altas temperaturas
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(Spies, 1974). Em 1978, Youle e Huang mostraram que CB-1A, era o alérgeno
descrito por Li e colaboradores em 1977, e que estas proteinas estavam
presentes em corpos proteicos nas sementes de mamona.

A estrutura primaria de uma das proteinas presentes no complexo
alergénico CB-1A foi determinada por Sharief e Li (1982). Esta proteina, de baixo
peso molecular, possuia alto teor de glutamina, e era composta por duas cadeias
polipeptidicas, uma menor com 34 residuos de aminoacidos (cadeia leve) e outra,
com 61 residuos (cadeia pesada), ligadas por duas pontes dissulfeto. A proteina
descrita por Sharief e Li é conhecida como Ric ¢ 1, obedecendo a nomenclatura
indicada pelo Comité Internacional de Alergia.Uma outra proteina alergénica,
também com baixo peso molecular e alto teor de glutamina foi identificada em R.
communis (Machado e Silva, 1992; Silva et al., 1996). Esta proteina denominada
inicialmente ASP-Ib, é hoje conhecida como Ric ¢ 3, e assim como Ric ¢ 1,
apresenta duas cadeias polipeptidicas, cadeia leve com 41 residuos de
aminoacidos e a cadeia pesada com 67 residuos, ligadas por duas pontes
dissulfeto.

, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, sdo oriundas de um mesmo gene, sintetizadas como um
anico precursor, com 237 residuos de aminoacidos (Fifura 3). O precursor sofre
processamento poés-traducional, por endopetidases e carboxipeptidases,
perdendo alguns fragmentos peptidicos para assim dar origem as isoformas, Ric ¢
1 e Ric ¢ 3 (Figura 4) (Irwin et al., 1990).
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ggacagctacatggagaagagtctgaaagagtggcgcagagagcaggtgaaattgtatct
G 9 L H G E E S E R V A Q R A G E I V S
tcttgcggtgtgcgttgcatgcgccaaactcgaacaaacccaagccagcaggggtgtegt
s ¢ G VvV R CMUR QTR TN P S Q Q G C R
gggcagattcaagagcaacaaaatctcaggcaatgccaggaatatatcaaacaacaagtt
G 9 I 9 E Q Q N L R Q C Q E Y I K Q Q V
tccggacagggaccaagaagaagtgacaatcaagaacggtctcttcecgtgggtgectgtgac
s G Q G P R R S DINOQIE R S L R G C C D
catctcaagcagatgcagtcacagtgcagatgcgagggtctgaggcaggctattgagecag
H L K 0 M 0 s 9 ¢C R CE G L R Q A I E Q
caacagagccaggggcaacttcaaggtcaggatgtttttgaggctttcaggacagctgeg
o ¢ s ¢ G o L. 0 G Q DV F E A F R T A A
Aatttgccatcaatgtgcggcgtctcaccaaccgaatgccggtt—
N L P S M C G V s p T E C R F
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Figura 3: Fragmento da sequencia génica e sequéncia de aminoacidos correspondentes.

Azul refere-se a sequencia de Ric ¢ 3; vermelho a sequéncia de Ric ¢ 1; preto peptideos de

ligacdo de Ric ¢ 3 e Ric ¢ 1 rspectivamente.

Figura 4: Processamento pds traducional de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 em seu sistema natural de

expressdo (na planta R. communis). A) Precursor intacto; B) perda do peptideo sinal; C) perda

do peptideo de ligagdo (Gomes da Silva, L- comunicagéo pessoal). Em branco esté identificado o

peptideo sinal; azul os peptideos de ligagdo; vermelho a cadeia leve; roxo a cadeia pesada;

amarelo as pontes dissulfetos.

Nos ultimos anos, diversas fungdes de defesa para a planta vém sendo

descritas para as albuminas 2S incluindo a atividade antifingica (Agizzio et al.,

2003; Terras et al., 1992, 1993), a inibicdo de proteases serinicas (Genov et al.,

1997) e atividade inibitéria contra a enzima a-amilase salivar humana e dos
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besouros Tenebrio molitor, Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus.

(Nascimento et al., 2011)

1.3-O DESENCADEAMENTO DA ALERGIA POR ALERGENOS DE RICINUS
COMMUNIS

Define-se um alérgeno como uma substancia normalmente inofensiva,
encontrada no ambiente ou nos alimentos, capaz de produzir asma, febre,
eczema e desconforto gastrintestinal ao ser posta em contato com uma pessoa
previamente sensibilizada. Essencialmente existem trés tipos de alergia: atopica,
retardada e anafilatica, sendo que as rea¢des causadas pela torta de mamona se
caracterizam como atdpica, na qual os sintomas aparecem em no maximo 60
minutos apis a exposicao.

A alergia é comumente definida como uma reacdo de hipersensibilidade
imediata ou do tipo I, onde os sintomas aparecem rapidamente e sdo causados
pela exposicdo a macromoléculas exdgenas, conhecidas como antigenos ou
alérgenos, geralmente de origem proteica. A resposta alérgica é mediada por uma
classe especifica de anticorpos, conhecida como imunoglobulina E (IgE) (Gould e
Sutton 2008). A reacdo de hipersensibilidade apresenta duas fases: a
sensibilizacdo, quando o individuo € exposto pela primeira vez ao antigeno e a
reacdo subsequente, quando o individuo € novamente exposto ao antigeno (Mills
et al., 2003).

Os anticorpos IgE, sado capazes de se ligar a receptores Fce presentes na
membrana de mastocitos e basdfilos. Esta ligacdo se caracteriza como
sensibilizacdo, ou seja, o primeiro contato do individuo com o alérgeno. No
segundo e nos demais contatos do individuo com o mesmo alérgeno, ocorrera
uma ligacdo entre segmentos especificos do alérgeno e duas moléculas de IgEs
presentes na membrana dos mastocitos e basdfilos. Esta ligacdo, dispara
mudancas fisiolégicas e anatdmicas que desencadeardo a ruptura da membrana
destas células, liberando mediadores inflamatérios que levardo aos sintomas da
alergia (Abbas et al., 2003). A regido de interacdo do alérgeno com as IgEs é
conhecida como epitopo ligante de IgE. Estes epitopos podem ser
conformacionais, resultantes do arranjo estrutural da molécula ou continuos, onde

a sequéncia primaria continua pode desencadear a resposta alergénica no
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individuo previamente sensibilizado. Epitopos continuos foram relacionados a
processos de reacfes cruzadas entre alérgenos (Ivanciuc et al., 2009; Felix et al.,
2008).

Como descrito anteriormente Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, foram descritas como
proteinas alergénicas e foram identificados seis epitopos, 2 em Ric ¢ 1 e 4 em Ric
c 3, responsaveis pelo desencadeamento da alergia (Felix et al., 2008) (Figura 6).
Como representado no esquema 1, nos epitopos ligantes de IgE das moléculas
Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 é importante que haja 2 residuos de acidos glutamicos (Oliveira
et al., 2011) para ligarem as IgEs presentes na membrana dos mastocitos e/ou
basofilos para assim, dispararem o processo de desgranulacéo destas células, ou

seja, liberacdo de mediadores que levam aos sintomas da alergia.

Contato com
alérgeno

Gl W &

@ Liberagéo de
mediadores%7=

|
S |
de IgE Ligagdo de IgE 2
== em receptores eé jo
@ ~s. Mo mastécito Seoe
= i '
. & .

Figura 5: Esquema ilustrativo da reagdo de Hipersensibilidade do tipo |. A reacdo alérgica
envolve uma série de eventos que se inicia com o reconhecimento da estrutura do alérgeno por
células apresentadoras de antigenos (APC), os macrofagos (MC) internalizam o alérgeno que a
seguir sofre protedlise, gerando fragmentos peptidicos. Estes peptideos, denominados epitopos de
célula T, sdo expostos na membrana das APCs e reconhecidos pelos linfocitos T auxiliares (TH1
elou TH2) que juntamente com os linfocitos B, iniciardo a resposta imunolégica. As células TH2
sdo ativadas apds este primeiro contato com as APCs e produzem grandes quantidades de
interleucinas 4 e 5 (IL-4 e IL-5, respectivamente). Estas por sua vez atuam como citocinas e levam

a biossintese de IgE por linfécitos B ( extraido e meodificado de Shakib et al., 2000)
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Ric c 1l

Cadeia leve:

1 10 20 30
PSQOGCRGQIQEQONLRQCQEYIKQQVSGQGPRR
(Epitopo 1)

Cadeia pesada:

1 10 20 30 40 50 60

QERSLRGCCDHLKQOMQOSQCRCEGLRQAIEQQQSQGQLOGQDVFEAFRTAANLPSMCGVSPTECRF
(Epitopo 2)

Ric c 3

Cadeia leve:

1 10 20 30 40
ESKGEREGSSSQQCRQEVQRKDLSSCERYLRQSSSRRSPGE
(Epitopo 3) (Epitopo 4)
Cadeia pesada:
1 10 20 30 40 50 60
QOQESQQLOQCCNQVKQVRDECQCEAIKYIAEDQIQQGQLHGEESERVAQRAGEIVSSCGVRCMRQT
(Epitopo 5) (Epitopo 6)

Figura 6: Estrutura priméria das isoformas de albuminas 2S de R. communis, Ricc 1 e Ric ¢
3, destacando as cadeias leve e pesada e 0s epitopos alergénicos. Estdo destacados em

negrito os epitopos 1, 2, 3, 5 e sublinhado os epitopos 4, 6 para facilitar a visualizagao.

1.4- AS ALBUMINAS 2S COMO INIBIDORES DE a-AMILASES

As a-amilases (a-1,4 glucano-4-glucanohidrolases) sao enzimas
monomericas que constituem uma familia de endoamilases e catalisam a hidrélise
de ligagGes glicosidicas a-1,4 do amido, glicogénio e outros carboidratos. Essas
enzimas sdo amplamente distribuidas em plantas, animais e microrganismos,
tendo um importante papel no metabolismo de carboidratos desses organismos.

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos no intuito de desvendar o
funcionamento das amilases e de descobrir proteinas com funcéo inibitéria a
essas enzimas digestivas (Da Silva et al., 2000; Oliveira-Neto et al., 2003; Zhi-Fei
et al., 2008). As plantas desenvolveram estratégias de defesa contra a acdo de
insetos, produzindo inibidores de enzimas digestivas, os chamados inibidores de
a-amilases e proteinases, que impedem estas enzimas de exercer sua funcdo
(Mello e Silva-Filho, 2002; Sivakumar et al., 2006; Farias et al., 2007). Os
inibidores de a-amilase vém sendo isolados de plantas, animais e
microrganismos, podendo ser de natureza protéica ou ndo. Os inibidores
protéicos de a-amilase encontrados na natureza foram divididos em sete familias
de acordo com sua similaridade de sequéncia primaria e estrutura tridimensional

(Svensson et al., 2004; Payan, 2004). A forma como os diferentes inibidores
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interagem com 0s residuos cataliticos da enzima apresenta enormes variacoes. A
interacdo entre o inibidor e o sitio catalitico da enzima pode ser via ligacdo de
hidrogénio direta, ou via uma molécula de 4gua, ou envolvendo uma molécula de
Ca'? hidratado, ou ainda, alguns inibidores apresentam interacées que mimetizam
a interacdo do substrato com a enzima (Svensson et al., 2004). Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3,
foram caracterizados como inibidores de a- amilase dos besouros Tenebrio
molitor, Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus. (Nascimento et al.,
2011). Neste mesmo trabalho foi realizado um modelo in silico da interagéo entre
a a- amilase de T. molitor e os inibidores Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, demonstrando que Ric
c 1 e Ric ¢ 3 se associam diretamente ao sitio ativo da enzima promovendo uma
inibicdo por competigdo com o substrato

Estudos tedricos foram elaborados, também por modelagem molecular, e
mostraram que € viavel realizar mutacdes nos residuos de acidos glutamicos dos
epitopos alergénicos, por residuos de leucina. Estas mutagfes tornariam estas
isoformas menos alergénicas preservando sua atividade de inibicdo de a-amilase,
possivelmente uma importante funcdo de defesa contra predadores, associadas a
estas proteinas alergénicas. Os autores demonstraram que as mutacfes nos
epitopos alergénicos nédo alterariam significativamente a estrutura destas
proteinas, porém as mesmas perderiam sua capacidade de interacdo com a IgE
e, assim, ndo desencadeariam a degranulacdo dos mastdcitos e por conseguinte,
a resposta alérgica (Nascimento 2009). Neste trabalho procuramos estabelecer
condicBes para a expressao de Ric ¢ 1 para subsidiar estudos posteriores de

validacéo do modelo proposto por Nascimento e colaboradores em 2009.
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2- OBJETIVO GERAL

Expressar a proteina alergénica de Ricinus communis Ric ¢ 1 em um
sistema de expressdo bacteriano com Escherichia coli conservando suas
atividades alergénicas e inibitérias de a-amilase, e realizar mutacfes especificas
nos epitopos alergénicos de Ric ¢ 1 como estratégia para diminuir a
alergenicidade e conservar a atividade inibitéria de a-amilase, pois esta

representa uma importante fungéo de defesa da planta.

2.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Clonar a regido génica que codifica a proteina Ric ¢ 1;

- Expressar Ric ¢ 1 em células bacterianas;

- Purificar Ric ¢ 1 recombinante (Ric c 1r);

- Testar a alergenicidade da Ric c 1r;

- Testar a inibicdo pela Ric ¢ 1r da atividade da a-amilase salivar humana e da o-

amilase intestinal do besouro C. maculatus;

- Realizar mutagénese em residuos de acido glutdamico nos epitopos
alergénicos de Ric c 1r;

- Expressar Ric ¢ 1r mutada em células bacterianas.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1-MATERIAL BIOLOGICO
> As sementes de Ricinus communis (cultivar IAC-226) foi obtido do instituto

Agronémico de Campinas, Sao Paulo, Brazil,

> As cepas de E. coli Rosetta-gami 2 (DE3) pLysS, genotipo: D (ara—
leu)7697DlacX74 DphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DES3)
F[lactlaclg pro]gor522::Tn10 trxBpLysSRARE23 (Camg, Strg, Tetg)4)] foi
adquirida comercialmente (Novagen).

> A cepa de E. coli JIM109, gendtipo: endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17
(rkmk+), relAl, supE44, A(lac-proAB), [F', traD36, proAB, laglqZAM15] foi

adquirida comercialmente (Promega).

> O Besouro C. maculatus foi cedido pelo grupo colaborador do Laboratorio
de Quimica e Funcédo de Proteina e Peptideo — LQFPP na Universidade Estadual

do Norte Fluminense — UENF
> Os ratos wistar obtidos pela Universidade Estadual do Norte Fluminense.

3.2- OBTENCAO DA PROTEINA RIC C 1 DE SEMENTES DE MAMONA

A proteina Ric c 1 foi extraida de sementes de Ricinus communis L. cultivar
IAC-226 segundo a metodologia descrita por Thorpe et al. (1988), com
adaptacdes propostas por Machado et al (2003). Cerca de 100 g de sementes
foram descascadas e, apés a retirada das casacas, a massa livre do tegumento
foi registrada. Esta massa foi macerada com grau e pistilo e, posteriormente
embebida em 400 ml de hexano visando a extracdo do oOleo. Esta suspensao foi
mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente, durante 2 h. Apds a agitacado, a
amostra foi centrifugada a 2.500 x g por 30 min a 25°C os lipideos que formaram
uma camada na superficie do liquido foram removidos. Essa metodologia foi
repetida por duas vezes. ApOs a extragdo do Oleo, as proteinas foram
solubilizadas em 400 ml de tampé&o fosfato de sddio 0,2 M (pH 7,0) e a mistura
mantida sob agitagcdo por 3 h. Os residuos insoluveis foram eliminados por
centrifugacdo a 30.000 x g durante 15 min. a 4°C. O material foi filtrado para

retirada do sedimento e lipidios, as proteinas do sobrenadante foram precipitadas
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com sulfato de amonio até atingir a saturacdo de 90%. O material foi armazenado
por 18 h sob agitacdo. ApGs a precipitacdo, a amostra foi centrifugada a 15.000 x
g durante 20 min (todas as centrifugacfes seguiram em temperatura ambiente,
aproximadamente 25°C). e o precipitado, contendo as proteinas, foi recolhido e o
sobrenadante descartado. O material recolhido foi fervido durante 15 min., em
banho-maria, visando flocular a ricina, posteriormente submetido a uma nova
centrifugacéo por 10 min. a 2.500 x g, e o sobrenadante recolhido. Para separar
a Ric ¢ 1 das outras proteinas presentes na amostra, a mesma foi submetida a
cromatografia de filtracdo em gel utilizando resina Sephadex-G-50 previamente
equilibrada em TFA (&cido trifluoracético) 0,1%. A amostra foi eluida com TFA
0,1% sob um fluxo de 1,0 ml/min e fracdes de 1ml foram coletadas e detectadas
a 280 nm. As fracdes correspondentes as albuminas 2S, foram acumuladas, e
submetidas a uma cromatografia de fase reversa em sistema HPLC, para a
separacao das isoformas Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3. Para tanto foi utilizada uma coluna
C2/C18 e para eluicdo das proteinas foi utilizado um gradiente das solucdes (A):
2% de ACN e 0,1 de TFA (B): ACN 80% e TFA 0,1%. O fluxo de eluicao foi de
0,7ml/minuto. Opicos equivalente as fracdo de Ric ¢ 1 foi coletado, liofilizado e

guardado a 4 °C, em pequenas aliquotas até o uso.
3.3- CLONAGEM DO FRAGMENTO GENICO CODIFICANTE DE Ric c 1

3.3.1-DESENHO DOS INICIADORES PARA O FRAGMENTO GENICO DE
Riccl

Inicialmente foi feita uma busca no banco de dados NCBI/Gene
(ID:8280730), obtendo-se assim a regido codificante de Ric ¢ 1. Baseado nesta
regido foram desenhados os iniciadores correspondentes a regido codificante de
Ric 1 c, sendo a regido de anelamento dos iniciadores indicada na figura 7. Suas
temperaturas de anelamento, assim como sua capacidade de auto-
complementaridade e porcentagem de C/G foram analisadas no sitio NCBI

(primer blast).
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Ric c 1

5’ CCAAGCCAGCAGGGGTGTCGTGGGCAGATTCAAGAGCAACAAAATCTCAGGCAATGCCAGGAATATATCAA
ACAACAAGTTTCCGGACAGGGACCAAGAAGAAGTGACAATCAAGAACGGTCTCTTCGTGGGTGCTGTGACCAT
CTCAAGCAGATGCAGTCACAGTGCAGATGCGAGGGTCTGAGGCAGGCTATTGAGCAGCAACAGAGCCAGGGGC
AACTTCAAGGTCAGGATGTTTTTGAGGCTTTCAGGACAGCTGCGAATTTGCCATCAATGTGCGGCGTCTCACC
AACCGAATGCCGGTTC3'

Iniciador Senso (ricls): 5’ CCAAGCCAGCAGGGGTG3’ Tm = 64 °C
Iniciador Anti-senso (riclas): 5’/ TTAGAACCGGCATTCGGTTG3’ Tm 63 °C

Figura 7: Sequéncia de DNA da regido codificante de Ric 1 ¢ de Ricinus communis,
representadas pelas fitas 5’ e 3’ obtido do sitio NCBI. Os iniciadores foram desenhados a partir
desta sequéncia de DNA de Ric ¢ 1. A regido sublinhada indica o peptideo de ligacdo entre as
cadeias leve e pesada. Abaixo das sequéncias sdo mostrados os iniciadores e suas respectivas
temperaturas de anelamento (Tm).

3.3.2- EXTRACAO DE DNA

A extragdo do DNA foi realizada utilizando o kit “DNeasy Plant Mini Kit”
(Qiagen) e o procedimento feito de acordo com o manual fornecido. Inicialmente
100 mg de folha de R. communis foram maceradas em nitrogénio liquido
cuidadosamente para que ndo haja a degradacdo do DNA. Posteriormente foram
adicionados 400 pl de tampédo AP1* e 4 pl de RNase A a uma concentracao de
100mg/ml, a solugéo foi incubada por 10 min. a 65 °C, homogeneizando o tubo
gentiimente de 2 a 3 vezes durante a incubacdo. Posteriormente foram
adicionados 130 pl do tampédo AP2*, incubado por 5 min no gelo e centrifugado
por 5 min. a 20.000 x g (todas as centrifugacdes seguiram a temperatura
ambiente, aproximadamente 25°C; o sobrenadante foi transferido para a coluna
QIAshredder* (lilds) e a coluna colocada em um tubo de 2 ml para a coleta do
material, sequentemente foi realizada uma centrifugagao por 2 min a 20.000 x g.
O liquido que passou pela coluna foi transferido para um novo tubo sem perturbar
o sedimento; ao lisado, foi adicionado 1,5 ml de de tampé&o AP3* e desta mistura
foram pipetados 650 ul para a coluna DNeasy* (branca). A coluna foi colocada em
um tubo de 2 ml e levada a centrifugacdo por 1 min a 6.000 x g, o liquido eluido
foi entdo descartado cuidadosamente; a coluna transferida para um novo tubo de
coleta e adicionado 500 pl de tampao AW* e centrifugada por 2 min a 20.000 x g.
A coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5 ml e adicionado 100 pl de

tampéo AE* diretamente sobre a membrana, incubando por 5 min. a temperatura
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ambiente, posteriormente foi centrifugado por 1 min a 6.000 x g para a eluicdo. O
DNA obtido foi armazenado a -20°C. * fornecido pelo fabricante.

3.3.3- QUANTIFICACOES DO DNA POR ESPECTROFOTOMETRIA

A concentracdo de DNA foi determinada por medi¢cdo da absorbancia das
amostras a 230, 260 e 280 nm no espectrofotdmetro (Nanodrop). A concentracao
e pureza das amostras de DNA foram estimadas pelas seguintes razdes:
A[260]/A[280] e A[260]/A[230], no qual um DNA bem puro é considerado estar
proximo dos valores de 1,8 e 1,2, respectivamente. Para a quantificacdo de
acidos nucleicos, a equacdo de Beer-Lambert € modificada para usar um fator
com unidades de ng-cm/ul. A equacdo modificada utilizada para os calculos de

acido nucleico é a seguinte:

c=(A*¢)/bonde

¢ = concentracdo de acido nucleico em ng / l
A = a absorvancia em AU
€ = comprimento de onda em cm

b = 0 caminho 6ptico em cm

3.3.4- AMPLIFICACAO GENICA DE Ric ¢ 1 POR REACAO EM CADEIA
DA POLIMERASE

A partir do DNA gendmico extraido das folhas foram realizadas reacdes em
cadeia da polimerase (PCRs, do inglés polymerase chain reaction) a fim de
amplificar o locus correspondente ao gene que codifica a proteina Ric ¢ 1. Apés a
obtencao dos iniciadores foram realizadas PCRs onde se testou uma variedade
de temperaturas de anelamento e propor¢cdes dos iniciadores ricls e riclas. A

reacao foi realizada da seguinte forma:
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Proporcdo | Tampa | dNTP sense Anti- DNA Taq MgCl; H20 Total
Iniciador o 10x sense
[final] [final] [final] [final] [final] [final] [final] volume | volume

1:1 1x 1,25mM | 10pmol/ul 10pmol/ul | 20nguL | 0,03u/pl | 1,5mM 8,24uL | 20uL
1:2 1x 1,25mM | 10pmol/ul 20pmol/pl | 20ngpL | 0,03u/pl | 1,5mM 6,32uL | 20pL
2:1 1x 1,25mM | 20omol/ul 10pmol/ul | 20ngl | 0,03u/pl | 1,5mM 6,32uL | 20pL

Condicéo:

95°C 1min30s %b 1X

95°C 45 s

Gradiente

57°C

59°C >

61°C 45 s 40X

63°C

65°C

72°C 3 min Y,

4°C 1h

A visualizacdo da amplificacdo foi realizada em gel de agarose 1% corado

com brometo de etideo 5 pg/mil.

3.3.5- TRANSFORMACAO BACTERIANA - E. Coli (JM 109)

Para a clonagem da sequencia codificante de Ric ¢ 1 amplificada por PCR
em bactérias E. coli, primeiramente foi realizada a ligacdo dos produtos de PCR
ao vetor pJET 1.2/blunt. Para tanto 75 ng do produto de cada PCR foram
incubados com 1,25ng/ul do vetor a e 0,05u/pl de enzima ligase, completando o
volume de 10 pl com &gua ultra pura; a reacado foi mantida a 22 °C por 5 min.
Para a transformacéo da cepa JM109 competente foi usado 4,5 ul da reacao de
ligacdo do vetor ao fragmento amplificado. Apds a adicdo da ligacdo as células
ficaram por 10 min. no gelo e sequentemente transferidas para 42 °C por 90 s., e
novamente transferidas para o gelo por 10 min. Todo processo deu-se
rapidamente para que ocorra choque térmico e o vetor seja capaz de ser inserido
na célula. Foram adicionados 800 pl de meio LB liquido as células que foram
incubadas por 1 h a 37 °C sob agitagdo de 200 rpm. Apos a fase de crescimento,
as células foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e as células
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ressuspendidas e plagueadas em meio LB sélido contendo 100 pg/ml de
ampicilina. As placas foram mantidas a 37 °C por 16 h. Apés as 16 h as placas
foram avaliadas a fim de identificar as colonias transformadas as quais foram

submetidas a extracao plasmidial.

3.3.6- EXTRACAO DO PLASMIDEO

Das colbnias que foram visualizadas na placa apés 16 h de incubacao
(tem 3.3.5), 15 aleatoriamente foram coletadas e inoculadas em 5 ml de meio LB
a 37 °C por 16 h. Apds esse periodo foi feita a extracdo plasmidial de cada
colonia. Para a extracdo do plasmideo foram transferidos 1,5 ml da cultura celular
para tubos de 1,5 ml. Esta suspensao foi centrifugada por 30 s a 15.000 x g
(todas as centrifugacbes seguiram em temperatura ambiente, aproximadamente
25°C). Posteriormente, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu as células
pela adicdo de 300 pL de solugdo TENS (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM,
NaOH 100 mM, SDS 25 mM) e agitacao vigorosa por 10 s. Foi adicionado acetato
de sodio 1,5M, seguido de centrifugacao por 3 min. a 14.000 x g. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo, e a este sobrenadante adicionado 1 ml de etanol
100% gelado, e centrifugado por 1 min a 14.000 x g, o sobrenadante foi
descartado e ao precipitado adicionado 1 ml etanol 70% gelado e centrifugado
nas mesmas condi¢des anteriores. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi seco para entdo ser ressuspendido em 40 pL de TE (Tris-HCI 10mM pH= 8,0,
EDTA 1 mM) contendo RNase A 40 ng/uL. Para verificar se o fragmento foi
devidamente clonado, o plasmidio extraido foi submetido a uma digestdo com a
enzima Bgl Il. Para tanto 0,5u/ul u da enzima Bgl II, 2uL de tamp&o tango 1x (33
mM de Tris-acetato pH 7,9, 10 mM de acetato de magnésio; 66 mM de acetato de
potassio; 0,1 mg/mL de BSA), 5 uL do plasmidio extraido e 11 pyL de agua ultra
pura completando um volume final de 20 pL. A reacao procedeu a 37 °C por 1 h.
A digestao foi visualizada em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo

nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.

3.4- EXPRESSAO FUNCIONAL DE Ric ¢ 1

3.4.1- CLONAGEM NO VETOR DE EXPRESSAO pET-32 EK/LIC
Para expressar Ric ¢ 1 em um sistema de expressdo bacteriano, €

necessario primeiro ligar sua regido codificante em um vetor de expressao. Para
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tanto foi utilizado o vetor de expressado pET-32 EK/LIC (Novagem) (Figura 8). Este
vetor possui caracteristicas particulares importantes para que ocorra a produgao
da proteina de interesse: gene lac 1 que codifica a proteina repressora lac; um
promotor T7 especifico para a enzima T7 RNA polimerase; um operador lac
responsavel pelo bloqueio da transcricdo; um sitio de policlonagem; uma origem
de replicagdo e um gene de resisténcia a um antibidtico; além dessas
caracteristicas o vetor possui uma sequéncia de nucleotideos que adicionard a
proteina expressa uma sequéncia de histidinas consecutivas, que dara a proteina
recombinante uma distincdo entre as outras proteinas expressas, em uma forma
de “etiqueta” que podera facilitar o reconhecimento da mesma além de ser
necessario para o processo de purificacdo por cromatografia em coluna de Ni-
NTA, dada pela afinidade das histidinas ao ion metalico Ni. As proteinas
recombinantes neste vetor sdo ainda fusionadas a tioredoxina, que ajuda na
solubilidade da proteina recombinante e ajuda a evitar a formacdo de corpos de
incluséo.

O sistema independente de clonagem (LIC) facilita ao processo de
clonagem, pois ndo ha a necessidade de digestdo com enzima de restricdo ou de
reacdo de ligacdo. Para a clonagem no vetor pET foram desenhados
manualmente os iniciadores, inserindo aos iniciadores previamente descritos
(3.3.1) uma sequéncia de nucleotideos necesséria para a ligacdo do gene ao
vetor pET. Foi realizado entdo um PCR afim de amplificar a regido génica de Ric ¢
1 contendo sequéncias em suas extremidades que facilitaréo a ligagéo ao vetor
pPET. Suas temperaturas de anelamento, assim como sua capacidade de auto-
complementaridade e porcentagem de C/G foram analisadas no sitio NCBI

(primer blast) (Figura 9).
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Xho l(158)
A Eag I(166)
Not I(166)
Hind li(173)
Sal I(179)
Sac I(190)
EcoR I(192)

BamH I(198)
EcoR V(206)
Nco l211)
Sma (230)
Srf 1(230)
BseR (234)
Kpn 1(255)
Dra 111(5675) sgs:)"\(/i(’ggg)

Sca I(5012)
Pvu I(4902) Sph (1013)

Pst 1(4777) EcoN 1(1073)

Bsa 1(4593)
G i pET-32 EK/LIC
(5917bp) Miu I(1538)

Bcl 1(1552)

BstE 1l(1719)

AlwN |(4055) Apa (1749)

BssH li(1949)
Hpa 1(2044)

BsplLU11 I(3639)
Sap 1(3523)

Bst1107 I(3410)

Tth111 1(3384)

PshA 1(2383)

Psp5 11(2645)
Bpu10 1(2745)

pET upstream primer #69214-3
- T7 promoter

lac operator Xbal ths
TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
TreeTag - -» TxeTag primer #69031-3 pyr | His*Tag

TATACATATGAGC. . .315bp. . .CTGGCCGGTTCTGGTTCTGGCCATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGRTTCT

MetSer  105a0.. .LeuAlaGlySerGlySerGlyHisMetHisHisHIsHIsHIsHIsSerSerGlyLeuValProArgGlySer

. thrombin
S+Tag primer #69945-3 LiCsite  gpa|
STag  NspV Balll  Kpnl ‘ Sl BseRl  Neol
GGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGATGACGACGACAAGAGCCCGGGCTTCTCCTCAACCATG
GlyMetLysGluThrAloAloAlaLysPheGluArgGinHisMetAspSerProAspleuGlyThrAspAspAspAspLysSerProGlyPheSerSerThriet
Eag| "
_ EcoRVBamH| EcoR| Sacl  Sall Hindlll _Notl  Xhol His*Tag enterokinase

GCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA
AlalleSerAspProAsnSerSerSerValAspLysLeuAlaAloAlaLeuGluHisHisHisHisHIsHIsEnd
Bput102 | T7 terminator
CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
T7 terminator primer #69337-3
Regiao de clonagem e expressao do vetor
pET-32 EKI/LIC

Figura 8: Vetor pET-32EK/LIC. A) Mapa do vetor pET-32EK/LIC; B) Detalhamento da regiéo do

sitio de policlonagem e expressao.
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Ricc 1l

Senso (pET s)
5’ GACGACGACAAGATGCCAAGCCAGCAGGGGTG3'
Tm: 69,73 °C, CG: 64%

Anti- senso (pET as)

3’ GTTGGCTTACGGCCAAGATTTGGCCCGAAGAGGAGS’

Tm: 68,89 °C, CG: 58,33%

Figura 9: Sequencia dos iniciadores usados para a ligacdo da sequencia codificante de Ric
1 ¢ ao plamidio pET-32 EK/LIC. Em negrito € mostrado em ambos os iniciadores a sequencia
que anela com o vetor e em caixa normal € mostrada a sequencia que anela com a regido
codificante de Ric ¢ 1. O ATG destacado em italico e sublinhado no inciador pET s foi adicionado
como um requerimento para se clonar no vetor pET-32 EK/LIC. Abaixo de cada iniciador é

mostrada a Tm e a porcentagem de CG.

A PCR foi feita do seguinte modo:

Tampéo dNTP sense Anti-sense | DNA PFU MgCl, H,0 Total
10x
[final] [final] [final] [final] [final] [final] [final] volume | volume
1x 1,25mM 10pmols/ul | 10 pmols/ul | 20nghl 0,03u/pl | 1,0mM 8,24yl 20ul
Condigéo:
95°C 1 min Foax
95°C 30s
40X

74°C 45s

72°C 3 min 1X

4°C 1h

Apos a PCR foi feito o anelamento do produto amplificado com o vetor pET-32
EK/LIC da seguinte forma: 1 pg de produto de PCR foram incubados com tampao
T4 DNA plimerase 1x, ATP 25mM, DTT 1 mM, T4 DNA polimerase 0,1u/ul e o
volume de 10 pl foi completado com agua ultrapura. Toda reacao foi incubada a
22 °C por 30 min. e inativada a 72 °C por 20 min. Depois do tratamento com a T4
polimerase o fragmento encontra-se pronto para anelamento ao vetor. Para a
reacdo de anelamento 12ng/ul do vetor pET-32 EK/LIC e 2 pL do produto de

reacao do fragmento tratado com a T4 polimerase equivalente a 100 ng/ul, foram
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incubados por 5 min a 22 °C, em seguida adicionado 25mM EDTA, 1 pl de agua
ultrapura e uma nova incubacé&o nas mesmas condi¢des anteriores.

O vetor ligado ao fragmento génico foi utilizado para transformar um
sistema bacteriano (E. coli JM 109) para sua manutengdo. A transformacéo e a
extracdo do plasmideo seguiram como descritas no item 3.2.6 e 3.2.7
respectivamente. Para verificar se o fragmento foi devidamente clonado, o
plasmidio extraido foi submetido a uma digestdo com as enzimas Bgl Il e Eco R I.
Para tanto adicionou-se 0,5u/pl de cada enzima, tampéo tango [2x], 0,5 pg/ul do
plasmidio extraido e 11 ul de agua ultra pura até um volume final de 20 ul. A
reacao foi incubada a 37 °C por 1 h, e posteriormente a digestéo foi visualizada
em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Ap6s comprovar que o
fragmento foi devidamente clonado, o plasmidio extraido esta pronto para

transformar uma cepa de superexpressao.

3.4.2-TRANSFORMACAO BACTERIANA EM CEPA DE
SUPEREXPRESSAO - E. Coli linhagem Rosetta-gami2 (DE3) pLysS

A célula hospedeira E. coli Rosetta gami2 (DE3) pLysS usada para
expressao possui o gene da T7 RNA polimerase, e o operon lac em seu genoma.
Desta forma, quando a molécula de IPTG (Isopropil-B-D-galactosideo) esta
presente dentro da célula, a transcricdo da T7 RNA polimerase € ativada.
Adicionalmente esta linhagem possui um vetor (pRARE) que pode interferir no
processo de producdo recombinante por interrupcdo prematura da traducdo. O

processo de transformagao seguiu como descrito anteriormente (3.3.5).

3.4.3- INDUCAO DA SUPEREXPRESSAO DE RIC ¢ 1r

Primeiramente foram inoculados 3 colonias isoladas da Rosetta-gami
transformada com o vetor pET em 5 ml de meio LB contendo ampicilina (100
pg/ml) e cloranfenicol (34 pg/ml). As cepas foram mantidas a 37 °C sob agitacao
de 200 rpm até atingir uma DOggo de aproximadamente 0,5. Apds o0 crescimento
foi retirado 300 pl da cultura e adicionadol0 ml de meio LB contendo os
antibioticos. As culturas foram igualmente divididas (5ml) e em uma da duplicata
foi adicionado 1 mM IPTG (isopropil-B-D-galactosideo) para ativar o processo de
inducdo da traducdo de Ric ¢ 1r,e as culturas que ndo possuiam IPTG foram
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avaliadas como controles. Todas as culturas foram agitadas a 200 rpm e mantidas
a 37 °C por 16 h.

3.5- EXTRACAO DE RIC ¢ 1r E PADRONIZACAO DE SUA PURIFICACAO

A extracdo da fracdo superexpressa recombinante (Ric ¢ 1r) apos a
inducéo foi feita por sonicacdo em 5 pulsos de 30 s na poténcia méxima. Foram
centrifugadas a 10.000 x g por 10 min a 25° C. O sobrenadante foi submetido a
purificacdo. Para a purificacdo Ric ¢ 1r duas estratégias foram testadas: 1)
Cromatografia de afinidade a Niquel em coluna de Ni-NTA- Agarose (&cido
nitrotriacético) (20 cm x 1 cm) (Quiagen) (Figura 5 e 6) e 2) cromatografia de fase
reversa em coluna uPPCC2/C18 ST 4.6/100.

3.5.1- CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

As proteinas recombinantes produzidas pelo sistema pET-32 EK/LIC
possuem uma sequéncia de 6 histidinas (His) originadas do vetor de
superexpressdao que é inserida na posicdo C ou N-terminal da proteina de
interesse. A etiqueta de His é pequena, ndo imunogénica e em pH= 8,0 ndo
possui carga e, portanto, geralmente ndo afeta a secrecdo, compartimentalizacao
ou enovelamento da proteina. As histidinas representam um marcador de
afinidade que facilita a ligacdo com a coluna de Ni-NTA (Figura 5 e 6) e a sua
vantagem € que a sequéncia de His torna a proteina imével em superficie metal-
quelante. Para a purificacdo empregando a cromatografia de afinidade, 5 ml da
resina NI-NTA Agarose (Quiagen) foi lavada com 20 ml imidazol 50 mM para que
as proteinas sem a cauda de histidina fossem eliminadas. Em seguida, a eluicdo
do material retido foi feita empregando um gradiente de imidazol de 100-250 mM.
O fluxo usado nesta cromatografia foi de 1 ml/min e foram coletados 32 fracdes
de 2 ml. A eluicédo foi acompanhada por dosagem de proteinas no material eluido
com o reagente Bradford. Para tanto 50 pl de cada um dos 32 tubos foi incubada
com 50 pl de Bradford por 30 min ao abrigo da luz. O pico retido foi coletado e
submetido a dialise em 2| de agua por 3 dias com trocas periodicas de agua 3
vezes ao dia. Apos a dialise a amostra foi liofilizada e submetida a uma clivagem
enzimatica com endoproteinase enteroquinase (EK) a fim de separar a cauda de
histidina da Ric ¢ 1r. As amostras liofilizadas foram ressuspensas em tampéao de
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clivagem (Tris-HCI pH 8,0 5mM, NaCl 22,2 mM, Twen 20 0,1% e CaCl, 1mM) e
entdo foi retirada uma aliquota imediatamente antes da adi¢do de 0,02u/pl da EK,
para servir de controle da clivagem. Estas amostras foram incubadas a 22 °C por
16 h sob leve agitacdo. Apds a clivagem a amostra foi novamente submetida a
cromatografia de afinidade, porém o pico de interesse agora seria 0 nao retido
(eluido com 50 mM de imidazol). As proteinas remanescentes, com afinidade ao
Ni, foram eluidas com 20 mL da solucdo de imidazol 500 mM. A amostra coletada

foi novamente dialisada e liofilizada nas mesmas condicdes descritas acima.

~ -
- ' Condigdo nativa
woteina normal de

E. coli \ +

Tampéo Tris ou fosfato

proteina ey y pH= 8.0, 300mM
recombinante MaCl,10-20 mM de
‘L imidazol
|: Coluna de Mi-NTA
Lavagem

v

20-50mM de imidazol

v

Eluigao

Proteinas com cauda W 100-250mM de imidazol
de histidina.

Figura 10: Esquema das etapas da cromatografia de afinidade em coluna de Ni-NTA, para
purificacdo de proteinas contendo cauda de histidina.
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Figura 11: Esquema representando a interacdo entre a cauda de histidinas consecutivas de
proteinas recombinantes produzidas pelo vetor pET-32 Ek/LIC ao Ni da coluna de Ni-NTA
agarose.

3.5.2 CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA

Como segunda estratégia, Para aperfeicoar o processo de purificacdo de
Ric c 1r foi realizada cromatografia de fase reversa em sistema HPLC em coluna
MPPC C2/C18 ST 4.6/100. Inicialmente, amostras de Ric ¢ 1 (ndo recombinante),
isoladas como descrito no item 3.2 foram utilizadas para padronizagédo da coluna.
Os eluentes empregados foram a solucdo A: 2% de acetonitrila (ACN) contendo
0,1 % de &cido trifluor acético (TFA) e a solucdo B: ACN 80% contendo TFA
0,1%. O gradiente de eluicdo foi de 0 a 100% de solugcdo B em 50 minutos e o
fluxo foi de 0,7ml/min. ApGs a determinacdo do tempo de retencdo de Ric ¢ 1
(utilizando amostra padrdo conhecida), 500ul do extrato total da inducédo foi
submetido ao proceso cromatografico e o fracionamento foi acompanhado por
leituras de absorvancia a 220 nm empregando um detector de feixe de iodos
(Diodo array entre 200 a 300 nm).

O material resultante da indugdo contém a cauda de histidina e, portanto,
deveria eluir com tempo de retencédo diferente daquele isolado diretamente da
semente. Foi feito um acompanhamento dos espectros de absor¢cdo dos picos
obtidos e todos os picos protéicos foram coletados e analisados por SDS-PAGE.
O pico majoritario foi coletado, concentrado por liofilizagdo e submetido a
clivagem enzimatica com endoproteinase EK. Apds a clivagem, 500uL deste
hidrolisado foram novamente aplicados a coluna C2/C18 de fase reversa e o pico
com o tempo de retencéo correspondente ao do padréo de Ric ¢ 1, foi coletado e

liofilizado.
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3.6-CARACTERIZACAO DA FRACAO RECOMBINANTE

Para comprovarmos que a fragao superexpressa que apresenta 29 kDa era
a proteina de interesse deste trabalho, a Ric c 1r, foram realizadas analises
diferentes para cada técnica de purificacdo aplicada. Como explanado acima,
para este trabalho foram utilizadas duas técnicas de purificacdo da fracéo
recombinante. A primeira técnica trata-se de cromatografia de afinidade em
comuna de Ni-NAT e para analisar a fragdo recombinante desta técnica foram
realizadas eletroforese em gel de acrilamida 15% e Western Blotting com
anticorpo policlonal anti-albumina 2s. Ja a segunda técnica de purificacdo, por
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC com coluna C2/C18 foi realizado
eletroforese em gel de acrilamida 15% e sequenciamento da regidao N-terminal da

proteina superexpressa.

3.6.1- AVALIACAO DA HOMOGENEIDADE, DETERMINACAO DA
MASSA MOLECULAR E IMUNODETECCAO

Para analisar a fracdo recombinante superexpressa foi realizado
eletroforese em gel de acrilamida SDS-PAGE 15% contendo 5 pocos, conforme
descrito por Laemmli (1970). A corrida foi realizada a 120 V e 400 mA. Para
estabelecer um parametro comparativo foi aplicado ao gel uma aliquota de cada
passo do processo de purificacdo. Dessa forma, o SDS-PAGE do processo de
purificacdo por cromatografia de afinidade seguiu de seguinte modo: no primeiro
poco foi aplicado 15ul do total da inducdo, ou seja o extrato total do lisado
bacteriano, antes do processo de purificagdo, contendo tanto a proteina
superexpressa quanto todas as proteinas da E. coli; no segundo poco foi aplicado
15ul de da fracdo coletada na cromatografia de afinidade eluida com 50 mM de
imidazol (fracdo onde possivelmente estaria Ric ¢ 1r ainda com a cauda de His);
no terceiro poco 15ul da fragcdo superexpressa recombinante (possivelmente Ric ¢
1r) pos clivagem enzimatica com EK, e consequentemente livre da cauda de His;
no quarto poco uma fragao de albumina 2S (Ric ¢ 1 + Ric ¢ 3) de mamona, para
comparar o peso molecular (12 kDa). J& o SDS-PAGE realizado para a
purificacdo por cromatografia de fase reversa seguiu do seguinte modo: no
primeiro poco o total da inducdo; no segundo po¢o a proteina recombinante

superexpressa antes da clivagem enzimatica (pico em 33 minutos); no terceiro
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poco a proteina recombinante pés clivagem enzimatica (pico em 26 min); no
quarto pogo albumina 2S (Ric ¢ 1 + Ric ¢ 3) de mamona.

Para confirmar a presenca de Ric ¢ 1r na primeira estratégia de purificagdo
(cromatografia de afinidade), foi realizado um Western Blotting (Towben et al.,
1979). Inicialmente foi realizado um SDS-PAGE como descrito anteriormente e o
mesmo foi transferido para uma membrana de nitrocelulose, a transferéncia foi
realizada em sistema semi-seco em um “sanduiche” de papel de filtro embebido
em tampao de transferéncia (Tris 20mM, glicina 145mM e metanol 20%) sob uma
corrente de 1mA para cada cm3 da membrana, por 2 h. Apés a transferéncia a
membrana foi embebida em tampé&o bloqueador (Na,HPO, 0,1 M, NaCl 0,15 M e
leite em p6 desnatado 2%) por um periodo de 1 h. Posteriormente foi diluido no
tampéo bloqueador o anticorpo primario policlonal anti-albumina 2S de mamona
gerado em coelho e incubado por 18 h a 4 °C. Em seguida a membrana foi lavada
10 vezes em PBS (Na;HPO, 0,1 M, NaCl 0,15 M), cada lavagem com duragéo de
5 min. Apos foi encubado o anticorpo secundario anti-coelho conjugado a

peroxidase diluido no tampé&o bloqueador.

3.6.2- DETERMINACAO DA SEQUENCIA N-TERMINAL PARCIAL

Foi realizado o sequenciamento da sequéncia N-terminal parcial de Ric ¢ 1r
apos a clivagem enzimatica com EK, purificada pela segunda estratégia de
purificacdo (cromatografia de fase reversa). O sequenciamento foi realizado
segundo a metodologia de Edman, a qual compreende ciclos de reacdo com 3
etapas: 1) Reacdo da proteina com PITC (Fenillisotiocianato), que se acopla ao
grupo amino NH; livre do aminoéacido 1; 2) Hidrdlise acida da proteina conjugada
com PITC libera a feniltiohidantoina (PTH) do aminoacido 1 e o restante da
proteina, tornando o aminoacido 2 o novo residuo N-terminal e 3) Analise
cromatrografica do PTH-amino&cido, e novo ciclo de reacdo com o novo N-

terminal da proteina.

3.7- AVALIACAO DA ALERGENICIDADE DA Ric 1 e Ric ¢ 1r

Para avaliacdo se Ric c¢ 1r mantém sua atividade biologica apds seu
processo de produgcdo recombinante, foi usado ensaios de degranulacdo de
mastdécitos obtidos de lavado peritoneal de rato. Este procedimento foi comparado
com Ric c 1 obtida da semente de R. communis.
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3.7.1-OBTENCAO DOS MASTOCITOS DE RATO

Ratos Wistar (ndo imunizados), de aproximadamente 250 g foram
utilizados como fonte de mastécitos. Os ratos foram sacrificados por asfixia em
CO; e a cavidade peritoneal foi lavada com 20 mL de DMEM contendo 12 u/ml de
heparina. O lavado foi retirado do peritbneo do animal (15 ml), e colocado em
placa de Petri por 30 min a 37 °C para separacao dos mastécitos dos macréfagos.
ApOs este periodo, 2/3 do meio de cultura presente na placa de Petri foi retirado
cuidadosamente e descartado. O liqguido remanescente contendo 0os mastocitos

foi dividido em aliquotas de 100 pl.

3.7.2- ENSAIO DE DESGRANULACAO

Aliquotas de 100 pl da preparagdo enriquecida em mastocitos foram
incubadas com 1 pl de soro total anti-albumina 2S de mamona e 10 pl da amostra
(Ric ¢ 1r) na concentracéo final de 10 pg/ml foi incubada durante 1 h a 37 °C. Nos
controles de ativacao inespecifica, o soro foi omitido do ensaio.

Para avaliacdo da degranulacdo, uma aliquota de 10 pL foi retirada do

meio e utilizada para contagem de mastdcitos por microscopia 6tica.

3.7.3- AVALIAC}AO DO PERCENTUAL DE DESGRANULACAO POR
MICROSCOPIA OTICA

A contagem diferencial das células integras e coradas foi realizada em
camara de Neubauer, nos quatro quadrantes, através da observacdo em
microscopio 6ptico Zeiss Axioplan. A suspensédo de células incubadas com Ric ¢
1r (5 pl), foi misturada com 5 pL de solugdo aquosa contendo azul de toluidina
0,1 %, formaldeido 10 % e acido acético 1%, pH 2,8 para evidenciar a
degranulacdo. Como controle negativo de sensibilizacdo induzida, mastocitos sem
tratamento prévio foram incubados com o corante nas mesmas condi¢des citadas
acima e foram observados em microscopio Otico para contagem das células

integras e desgranuladas.
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3.8.-DETERMINACAO DA INIBI(;AO DA ATIVIDADE a-AMILASICA PELA Ric
1r

3.8.1- OBTENCAO DAS a-AMILASES

As larvas do besouro Callosobruchus maculatus foram dissecadas e seus
intestinos, juntamente com o conteddo luminal, extraidos. Os intestinos dos
insetos foram macerados em salina e submetidos a centrifugacdo por 10 min a
12.000 x g a 25°C , e o0 sobrenadante contendo a a-amilase foi reservado para as
analises posteriores. A a-amilase salivar humana foi obtida da Sigma. Para
quantificacdo protéica de cada uma das amostras foi utilizada a metodologia de
Bradford (1976).

3.8.2- ENSAIOS DE INIBIQAO DA ATIVIDADE DA a-AMILASE SALIVAR
HUMANA E INTESTINAL DO BESOURO C. maculatus

Ric ¢ 1r na concentracdo de 4 ug/ul foi dissolvida em agua ultra pura e
incubada com 10 pl de cada oa-amilase (salivar humana e intestinal de C.
maculatus) e a mistura foi incubada em banho-maria a 37 °C por 15 min. Apés
este periodo foram adicionados 25 pL de solucdo de amido 1 % e novamente as
amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 15 min (a-amilase salivar)
e por 30 min (a-amilase intestinal). As amostras foram retiradas do banho e ap6s
o resfriamento foram adicionados 400 pL de 3,5 acido dinitrossalicilico (DNS). O
material foi entdo fervido por 5 min e 400 uL de agua foi adicionada a cada
amostra. A hidrélise do substrato pela enzima foi determinada apds leitura da
absorvancia a 540 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata. Uma
unidade de a-amilase foi definida como uma variacao de 0,1 de ABS a 540 nm por

30 min de reacéo (Franco et al.,2000).

3.9- SINTESE DE Ric ¢ 1r CONTENDO MUTA(;()ES

As mutagdes em Ric c 1r, constituiram da troca de alguns residuos de
acido glutamico por residuos de leucina. O gene sintético foi desenhado pela
ferramenta GeneArt (Invitrogen). As mutacdes foram realizadas nos epitopos
alergénicos como sugerido por modelagem molecular descrita por Nascimento
(2009), onde apenas um dos dois residuos de acido glutamico presente em cada
epitopo envolvidos no processo alergénico seja alterado, e nao alterando nenhum

residuo que esteja envolvido na inibi¢cdo contra a-amilase (Figura 12) (Nascimento
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et al., 2009). O gene sintético foi encomendado e sua sintese sequenciamento e
clonagem no vetor de clonagem pMA foi um procedimento realizado pela
Invitroge) (Figura 13). O vetor pMA contendo o gene sintético foi utilizado para
transformar uma cepa de clonagem XL-10 a qual foi escolhida por ser uma cepa
ultracompetente. O procedimento de transformacdo foi seguido como descrito
anteriormente. O vetror pMA foi utilizado como molde para uma PCR afim de
amplificar o gene mutante contendo as regifes necessarias para se ligar ao vetor
de expressédo pET e posteriormente foi realizada a transformacéo de uma cepa de
expressdo Rosetta gami como descrito anteriormente. Todos 0s processos de

inducéo seguiram os protocolos ja descritos ao longo deste trabalho
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Ric ¢ 1 Natural e sua sequéncia génica

+
PSQQGCRGQIQE QONLRQCQEYIKQQVSGOQ

GPRRSDNQERSLRGCCDHLEKQMQSQCRCE G

LROATIE 0Q0QQSQGQLQGQDVFEAFRTAANTLTP
SMCGVSPTETCRTF

5/ CCAAGCCAGCAGGGGTGTCGTGGGCAGATTCAAGAGCAACAAAATCTCAGGCAATGCCAGGAGTIATAT

CAAACAACAAGTTTCCGGACAGGGACCAAGAAGAAGTGACAATCAAGAACGGTCTCTTCGTGGGTGCTGTGAC

CATCTCAAGCAGATGCAGTCACAGTGCAGATGCGAGGGTCTGAGGCAGGCTATTGAGCAGCAACAGAGCC

AGGGGCAACTTCAAGGTCAGGATGTTTTTGAGGCTTTCAGGACAGCTGCGAATTTGCCATCAATGTGCGGCGT
CTCACCAACCGAATGCCGGTTC3’

Ric ¢ 1 mutante e sua sequéncia génica mutante (gene sintético)

+
PSQQGCRGQIQLOQONLRQCQEYIKOQQVSGDOQ

GPRRSDNQERSLRGCCDHLEKOQMOQSOQCRTCEG

LRQAILOQOQSQGQLQGQDVFEAFRTAANTILP
SMCGVSPTETCRE

5/ CCAAGCCAGCAGGGGTGTCGTGGGCAGATTCAATTGCAACAAAATCTCAGGCAATGCCAG GAATATAT

CAAACAACAAGTTTCCGGACAGGGACCAAGAAGAAGTGACAATCAAGAACGGTCTCTTCGTGGGTGCTGTGAC

CATCTCAAGCAGATGCAGTCACAGTGCAGATGCGAGGGTCTGAGGCAGGCTATT T TGCAGCAACAGAGCC

AGGGGCAACTTCAAGGTCAGGATGTTTTTGAGGCTTTCAGGACAGCTGCGAATTTGCCATCAATGTGCGGCGT
CTCACCAACCGAATGCCGGTTC3'

Fifura 12: Sequencias proteicas e génicas comparativas de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 1 mutante. A)
Sequencia de Ric ¢ 1 e do gene natural sem muta¢des, destacando em negrito os residuos de E,
que estao dentro dos epitopos alergénicos, e com (+) o residuo de E que interage com a a-amilase
em seu sitio ativo, inibindo-a. B) Sequencia de Ric ¢ 1 e do gene sintético destacado em negrito 0s
residuos mutados de E- L; destacados em negrito e italico os residuos de E preservados;
destacado com (+) o residuo de E que néo pode ser alterado por esta envolvidos na inibicdo de a-
amilase. Destacado por sublimacédo os epitopos alergénicos e caixa cinza os residuos de ligagdo
preservados.



40

Xmnl{2361) ISM(BGU
=~ Ascl(370)

S¢al(2242) — \Saci(383)

Pvul(2132) — —Ric_c_1_new

AmpR 7
13AB2I7C_Ric_c_1_new_pMA

2676 bp

Npacizo3)
'Sil(716)
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Figura 13: Mapa do vetor pMA fornecido pela Invitrogen.

4- RESULTADOS

4.1- OBTENCAO DAS ISOFORMAS DE Ric ¢ 1ALBUMINAS 2S DE
SEMENTES DE MAMONA
A partir do extrato total de proteinas de mamona, as isoformas de

albuminas 2S foram inicialmente isoladas por cromatografia de filtragcdo em gel
em resina Sephadex-G-50. A Figura 14 mostra o perfil do fracionamento obtido.
Trés picos foram obtidos e a fracdo Il (tubos 33 a 57) corresponde as albuminas
2S. Esta fracdo foi submetida a uma cromatografia de fase reversa, uma coluna
C2/C18 em sistema HPLC, onde foi possivel obter as dois picos majoritarios que
correpondem as isoformas, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, (Figura 15).
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Figura 14: Cromatograma do extrato protéico de R. communis, ap6s Sephadex G-50.
Dimensdes da coluna: Sephadex G-50 50 cm. Volume de extrato aplicado 5ml . Eluente TFA
0,1%; fluxo 0,7 mL/min; volume coletato /tubo 1 mL. |- fracdo rica em ricina; Il- fracdo rica em
albumina 2S e llI- fracdo de baixo peso molecular
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Figura 15: Cromatograma de fase reversa em coluna C2/C18 da frac&o Il da cromatografia
de filtracdo em gel, rica em albumina 2S. Eluicéo feita com solucdo A (ACN 2% em TFA 0,1%) e
solucdo B (ACN 80% contendo 0,1% de TFA). O picos equivalentes a Ric ¢ 1 encontra-se
nomeado no grafico

4.2- EXTRACAO DE DNA
Foi possivel realizar a extracdo de DNA de folhas de R. communis
utilizando o kit comercial DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) (Figura 16)

pM DNA

e

10.000 pb —

Figura 16: Visualizacdo eletroforética da extragdo de DNA de folhas de R. communis. A
extragdo de DNA da folha da mamona foi realizado com o kit “DNeasy Plant Mini Kit”. A seta indica
a banda correspondente ao DNA extraido.

4.3- PCR GRADIENTE PARA Ric c1
Para amplificar o gene Ric ¢ 1 foram realizadas PCRs em gradientes de
temperatura e concentracdo de iniciadores, afim de identificar a melhor condicéo

de amplificagdo (Figura 17). Em todas as condi¢bes ocorreu a amplificacdo de
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uma unica banda de aproximadamente 300 pb, com pequena variacdo na
intensidade. A propor¢cdo de 1:1 de iniciadores e temperatura de 63 °C foram
escolhidas como as melhores condicdes.

Proporc¢éao de iniciadores
1:1 12 2:1

s 344 A 'ﬂ 5
w \ "

B 57- 59- 61- 63- 65 B 57- 50- 61- 63- 65: B 57- 59- 61- 63 65

Temperatura de anelamento

Figura 17: Visualizacéo eletroforética das amostras amplificadas por PCR gradiente usando
os iniciadores ricls e riclas especificos para a o gene Ric ¢ 1. As proporcdes de iniciadores,
assim como as temperaturas de anelamento encontram-se destacadas na imagem; a letra B indica
as amostras controles, sem DNA.

4.4- EXTRACAO E DIGESTAO PLASMIDIAL DE E. COLI - IM109
TRANSFORMADA COM O GENERICC 1

A partir das colbnias de E. coli JM 109 transformadas com o vetor pJET
contendo o gene Ric ¢ 1 foram extraidos os plasmideos de 15 colbnias. A Figura
12 mostra o perfil eletroforético dos produtos das digestfes dos plasmideos com a
enzima Bgl Il. A digestdo dos fragmentos correspondentes ao gene de interesse
(300 pb) indica que a insercdo do gene Ric ¢ 1 ocorreu para todos os plasmideos
analisados . O produto da PCR pode também pode ser observado na ultima
canaleta da figura 12, conforme indicado pela seta. Dessa forma podemos inferir
que gene foi clonado no vetor, pois o produto da digestdo (sequencia liberada
com aproximadamente 300 pb) tem o mesmo tamanho do produto de PCR.
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300 pb

Figura 18: Visualizacéo eletroforética da digestao dos plasmideos extraidos das colbninas
de JM 109 transformada com o vetor pJET contendo o gene Ric ¢ 1 e digeridos com enzima
Bgl Il. Na primeira canaleta encontra-se o perfil do plasmideo sem digerir; na segunda o padrao
de peso molecular, seguindo dos 15 plasmideos digeridos. Houve a liberacdo de um fragmento de
aproximadamente 300 pb em vérios plasmideos. Na Ultima canaleta encontra-se o produto de
PCR (seta) para Ric c 1.

4.5- PCR PARA CLONAR NO VETOR DE EXPRESSAO PET-32 EK/LIC

A patrtir dos plasmideos extraidos e confirmados, por digestdo enzimética,
a insercdo da regido codificante de Ric ¢ 1, foi escolhido um plasmideo
aleatoriamente entre os que apresentaram fragmentos de 300 pb para ser o
molde de DNA na realizacdo da PCR para a amplificacdo da regido codificante
para clonar no vetor pET-32 Ek/LIC. Para tal, foi realizado uma PCR gradiente de
temperatura (Figura 19), a fim de buscar a melhor condicdo de amplificacdo; a
temperatura escolhida foi de 72 °C.

P = |
S——
e — A/
300 pb EEE—— e—— - e— ———— —
S —
70- 72- 74 76 78 80°C

Temperatura de anelamento

Figura 19: PCR em gradiente de temperatura requerido como pré-requisito para ligar o
fragmento génico codante para Ric ¢ 1 ao vetor pET-32 EK/LIC. As temperaturas de
anelamento das amostras encontram-se identificadas.

4.6- PADRONIZA(;AO DA INDU(;AO DA SUPEREXPRESSAO DE Ric ¢
1r

A confirmacédo da clonagem do vetor pET-32 EK/LIC contendo a regido
codificante de Ric ¢ 1 foi feita diretamente testando a inducédo da expressao da
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proteina recombinante Ric ¢ 1r com 1 mM de IPTG (Figura 20). Na analise
eletroforética destas amostras é possivel observar que as células de E. coli
Rosetta-gami submetidas a inducdo (I) apresentam uma banda de
aproximadamente 29 kDa que ndo é visualizada nas células que ndo foram
induzidas (NI)

PM NI NI | NI

& oy
&.-‘A . 3
15:

29kDa & , .
> ‘ ¢

e T

Figura 20: Visualizagdo eletroforética da inducdo da expressado da proteina recombinante
Ric ¢ 1 com 1 mM de IPTG. Em | estdo representadas as culturas induzidas. Em NI estédo
representadas as culturas nado induzidas. PM representa o padrdo de peso molecular. Nas
amostras induzidas é possivel visualizar uma banda de aproximadamente 29 kDa que nao esta
presente nas amostras ndo induzidas.

4.7- PURIFIACAO DE Ric c1r POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

O perfil de fracionamento do extrato bruto da inducdo obtido apos
cromatografia de afinidade em coluna de Ni-NTA é apresentado na Figura 21. As
proteinas ligadas a resina foram eluidas com imidazol 500 mM e o fracionamento
foi acompanhado por leitura de absorvancia a 220 nm. As fragbes 20-26 foram
coletadas e submetidas ao processo de dialise contra agua. Apos o processo de
didlise para retirada das solugbes salinas presentes no tampédo de eluicdo a
fracdo foi concentrada por liofilizagdo e teve sua homogeneidade analisada por
SDS-PAGE (Figura 22 A). Para acompanhar o processo de purificagdo o extrato
bruto da inducdo foi analisado por SDS-PAGE. Para verificar se a proteina
expressa e purificada era de fato Ric ¢ 1r foi feito uma analise por Western

Blotting com anticorpo primario anti- albumina 2S gerado em coelho (Figura 22 B).
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Os resultados apresentados na Figura 16 B demonstram que o anticorpo anti-

albumina 2S reconheceu a fragdo recombinante.

0,12

0,1 Fracdo recombinante

0,08

0,06

0,04

Absorbancia

0,02

0 T 1 17T
1 3 5 7 9 1113151719 212325272931

Amostras

Figura 21: Cromatografico do estrato bruto induzido em coluna de afinidade Ni-NTA
agarose. Amostras 1-17 proteinas eluidas com 50 mM de imidazol. Amostras 18-31 proteinas

eluidas com 500 mM de imidazol.

A B

PM Fragé&o (exB) Fracgéo (r) PM Fracéo (exB) Fracé&o (r)
e —

Figura 22: SDS-PAGE corado com azul de comassie e Western Blotting da purificacdo de
Ric ¢ 1r por cromatografia de afinidade em coluna NI-NTA. PM indica o padrdo de peso
molecular; Fracao (exB) indica o extrato bacteriano obtido apds a cromatografia de afinidade em
coluna de Ni-NTA agarose; Fracao (r) indica a fragdo recombinante originada p6s indugéo obtida
apo6s purificacdo na coluna de NI-NAT. A) SDS-PAGE 12,5 % 20ul/raia. B) Western Blotting
utilizando anticorpo primario anti- aloumina 2S produzido em coelho.
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4.8- PURIFICACAO DE Ric ¢ 1r POR CROMATOGRAFIA DE FASE
REVERSA

Uma segunda metodologia para a purificacdo da fracdo recombinante,
empregando a cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 em sistema
HPLC foi utilizada. A padronizagdo da coluna, empregando Ric c 1 e Ric ¢ 3
isoladas de semente € apresentada na Figura 23. O tempo de retencédo (TR) de
Ric ¢ 1 é 26 min (Figura 17, tracado vermelho); o perfil de eluicdo do extrato bruto
de inducao esti também apresentado na Figura 23, no tragcado em rosa, onde as
proteinas bacterianas nativas foram eluidas entre 20 e 30 minutos minutos, nesta
mesma amostra (tracado rosa) foram observados dois picos majoritarios, TR 33 e
36 minutos 0 que representam um contaminante bacteriano e a fracdo
recombinante respectivamente. A fragcdo recombinante (com cauda de Histidina)
com o tempo de retencdo de 36 minutos foi coletada e submetidas a clivagem
com EK. Apds a clivagem enzimatica para a liberagdo das caudas, esta amostra
foi novamente aplicada na coluna e pode-se observar que a fracdo recombinante
livre das caudas teve o0 mesmo tempo de retencdo do padréo, Ric ¢ 1 aplicado
anteriormente (perfil de eluicdo preto) (Figura 23). A homogeneidade das fracdes
foi investigada por SDS- PAGE e os resultados sdo apresentados na Figura 24,).
A confirmacdo de que a proteina purificada era Ric ¢ 1r foi feita por
sequenciamento da proteina apos clivagem usando a metodologia de Edman.
Pode ser observado na comparacdo da sequencias que os 15 residuos da
sequencia N-terminal-parcial de Ric ¢ 1r séo idénticos ao de Ric ¢ 1. A Unica
excecdo € a metionina que Ric ¢ 1r possui, sendo este inserido como um

requerimento para a clongem no vetor pET-32 EK/LIC (Figura 25).
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Figura 23: Sobreposicdo dos cromatogramas de fase reversa em colunas C2/C8 em sistema
HPLC. Tragado vermelho: Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3; tragcado rosa: Ric ¢ 1r antes da clivagem enzimatica
(com cauda de Histidina); tracado preto: fracdo recombinante apés clivagem (sem cauda de

Histidina)

PM 1 2 3 4

29%kDa----

-—--12kDa

Figura 24: Visualizac&o eletroforética dos picos obtidos da cromatografia de fase reversa
em gel de poliacrilamida. PM: padrao de peso molecular; 1) extrato bruto da indugéo aplicado a
coluna C2/C18; 2): Fracéo recombinante com cauda de histidina referente ao pico coletado em 36
min com 29 kDa; 3): Fragdo recombinante sem cauda de histidina referente ao pico coletado em

26 min com 12 kDa. 4): albuminas 2S referentes aos picos de 24 e 26 min
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Ricclr|1 MP|S|QIQ|G|C/IR|G|IQ|TI|Q|/E|Q|Q|N|16

Ric c 1 1 -/P|SIQ|Q|G|IC|R|G|Q|I|Q|E|Q|Q|N|15

Figura 25: Comparacado da sequéncia N-terminal parcial de Ric ¢ 1r, obtida por degradacéo
de Edman da proteina superexpressa e purificada com Ric ¢ 1, obtida do NCBI. O ndmeros
que flanqueiam as seqiiéncias indicam a posi¢cao dos aminoacidos a partir do residuo N-terminal.

4.9-AVALIACAO DA ATIVIDADE ALERGENICA DE Ric ¢ 1r
RECOMBINANTE

Para verificarmos que a Ric ¢ 1r tinha a sua atividade biolégica preservada
apos o processo de producdo recombinante, foram realizados testes alergénicos
e de inibicdo da atividade de a-amilase.

Inicialmente foi comparado o potencial de degranulacdo de mastocitos,
tanto de Ric ¢ 1 quanto de Ric ¢ 1r, assim como foi feito um controle da reagao na
auséncia do alérgeno (Figura 26). A partir deste ensaio foi possivel observar que

a Ric ¢ 1r manteve potencial alergénico similar a Ric ¢ 1 obtida da semente.
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Figura 26: Ensaio de desgranulacdo de mastécitos. |: controle negativo (mastocitos sem
alérgenos; II: pool de albumina 2S (Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3); lll: Ric ¢ 1 natural; IV: Ricc 1r
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4.10- ENSAIO DE INIBICAO CONTRA a-AMILASE PELA RIC C 1r
A acéo inibitéria da Ric ¢ 1r contra a atividade da enzima a-amilase foi
analisada, a fim de verificar se a mesma mantinha essa importante funcéo de defesa
para a planta assim como a proteina natural. Foram analisados os potenciais de
inibicdo contra a- amilase salivar humana (Figura 27 A) e do intestino de C.

maculatus (Figura 27 B).
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Figura 27: Ensaio de inibi¢do da Ric ¢ 1r contra atividade de a-amilase. A) a- amilase salivar
humana; B) a- amilase intestinal de C. maculatus. Controle: reagdo sem inibidor; Ric ¢ 1: reacdo
com o inibidor natural obtido de semente de mamona; Ric ¢ 1r: reacdo na presenca de Ric ¢ 1r
gerado em um sistema bacteriano.
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4.11- PCR PARA CLONAR Ric ¢ 1 RECOMBINANTE MUTADA (Ric c
1rm) NO VETOR DE EXPRESSAO pET-32 EK/LIC

Foram realizadas mutacbes especificas, a fim de trocar residuos
envolvidos no processo alergénico por residuos que nao teriam esse potencial
(Figura 12 item 3.9), para tanto foi encomendado genes sintéticos de Ric ¢ 1,
onde continham a troca dos residuos de interesse. Apos a obtencdo dos genes
sintéticos, foi necessario clona-lo no vetos de expressdo pET-32 EkK/LIC, logo
primeiramente foi realizado amplificacdo por PCR do gene sintético (Ric ¢ 1rm)
contendo as mutagOes . Para a PCR foi utilizado os iniciadores pETs e pETas

(Figura 9) a reacao obedeceu as condi¢des ja padronizadas anteriormente (intem
3.4.1).

| (pb) I 1l \Y Vv

Figura 28: Visualizagdo eletroforética do produto da PRC feito com os iniciadores
especificos para ligar Ric ¢ 1rm ao vetor pET-32 EK/LIC. |: padrdo de pares de base; Il lll, IV,V:
repeticdo da reacao de PCR.

4.12- INDUCAO DA SUPEREXPRESSAO DE RIC C 1rm

O fragmento génico codificante de Ric ¢ 1m, amplificado com as
sequencias necessarias para ligar ao pET-32 EK/LIC, foi ligado a este vetor e o
mesmo usado para transformar E. coli Rosetta-gami. Foi realizada a inducao da
expressdo da Ric ¢ 1 m contendo as mutagbes especificas com 1 mM de IPTG.
Sendo possivel observar que as células de E. coli Rosetta-gami submetidas a
inducao (I) expressaram um perfil proteico com uma banda de aproximadamente

29 KDa néo visualizada nas células que nao foram induzidas (NI) (Figura 29 A). A
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confirmacédo de que a proteina superexpressa se trata de Ric ¢ 1rm, foi feita por

western blotting com anticorpo primario anti-aloumina 2S gerado em coelho
(Figura 29 B).

A B

Figura 29: Visualizacao eletroforética das amostras induzidas e ndo induzidas de Ric ¢ 1rm
e da membrana de Western Blotting contendo as mesmas amostras visualizadas no gel. (A)
Inducdo da expressdo da proteina recombinante mutante (Ric ¢ 1rm) com 1 mM de IPTG. (B)
Western Blotting tendo como espelho o SDS-PAGE da inducdo. Em | estdo representadas as

culturas induzidas. Em NI estdo representadas as culturas ndo induzidas. PM representa o padrédo
de peso molecular.
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5- DISCUSSAO

A proposta deste trabalho foi fundamentada em uma linha de estudos
envolvendo as isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 de R. communis, 0s
principais alérgenos dessa planta. Em 2008 Félix e colaboradores descobriram
qual seria a sequéncia de aminoacidos, ou seja, 0s epitopos alergénicos que
estariam envolvidos no processo da alergia. A partir destas andlises, Oliveira e
colaboradores em 2008 comprovaram que os residuos de aminoécidos acidos,
especificamente acidos glutamicos, estdo diretamente envolvidos na interacdo do
epitopo alergénico e a IgE, imunoglobulina presente na membrana dos mastdcitos
e basofilos(Deus- de Oliveira et al., 2011). Sabendo quais os residuos especificos
de amino&cidos que estariam envolvidos na resposta alergénica, Nascimento em
2009 propds, por modelagem molecular, mutacfes tedricas, onde seriam
substituidos os residuos “alergénicos” por residuos de aminoacidos que nao
fossem capaz de interagir com a IgE. Foi proposto entédo a troca de residuos de
acido glutamicos por residuos de leucinas, por apresentarem volume molecular
similares. Por outro lado, os residuos de Leucina ndo possuem o grupamento
carboxilico e, portanto, ndo teriam a capacidade de se ligar a IgE. O propésito do
presente trabalho foi validar o modelo proposto por Nascimento e colaboradores
em 2009. Para tanto inicialmente buscamos um sistema viavel de superexpressao
da proteina Ric ¢ 1 de forma que ficasse preservada suas atividades biologicas
(de atuar como alergeno e de inibir a-amilases), para entdo, a partir desse
sistema confidvel, propor a producdo da mesma proteina s6 que mutada em
residuos de acidos glutamicos especificos. O modelo escolhido para iniciar este
trabalho foi a isoforma Ric ¢ 1 pois esta apresenta apenas 2 epitopos alergénicos
e, portanto, dois residuos de acidos glutamicos a serem trocados. Sendo Ricc 1 e
Ric ¢ 3 proteinas homodlogas, o modelo desenvolvido para mutagfes em Ric ¢ 1
poderia, em principio, ser aplicado para Ric ¢ 3.Trabalhos de super-expresséo de
Ric ¢ 3 em um sistema bacteriano realizados por Fernandez e colaboradores em
2002 deram suporte aos nossos estudos, conforme descrito a seguir.

Para iniciar o trabalho, foi necessaria a extracdo de DNA da folha da R.
communis. Foi possivel utilizar DNA tendo em vista que a regido gendmica de
interesse referente a Ric ¢ 1 ndo possui introns, ndo sendo necessario assim, a
extracdo de RNA da semente, seguindo da realizacdo de RT-PCR. esta

abordagem seria mais elaborada e temporalmente desvantajosa. A partir do DNA
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extraido da folha de mamona foi entdo realizado um PCR a fim de amplificar a
regido gendmica correspondente a Ric ¢ 1. Este gene foi clonado em um vetor de
clonagem, o plasmideo pJET, e utilizado para transformar um cepa de E. coli
JM109 para a sua replicacdo e manutencdo em um sistema biolégico. Este
sistema permite a multiplicacdo da sequéncia génica clonada de forma melhor
conservada do que pela técnica de PRC, ja que a bactéria possui um sistema de
reparo que permite corrigir mutagdes inseridas. O plasmideo foi entdo extraido do
sistema bacteriano e submetido a novo PRC, desta vez com a finalidade de inserir
a regido codificante de Ric ¢ 1 uma sequéncia de nucleotideos necessaria para a
ligacdo ao vetor de expressao, O vetor escolhido para esta etapa foi o pET-32
EK/LIC. A producdo de proteinas recombinantes em bactérias as vezes é
dificultada devido a insolubilidade e ndo formacdo de pontes dissulfeto na
proteina recém sintetizada. Estes problemas geralmente levam a formacéo de
agregados protéicos chamados de corpos de inclusdo e também faz com que a
proteina recombinante ndo apresente a atividade biolégica da proteina
naturalmente expressa. Outro problema apresentado é o uso de cddons
especificos em bactérias para alguns RNA transportadores que tém como efeito a
nao transcricdo do RNA da proteina recombinante ou sua terminacao prematura
(Graslund et al., 2008). Para resolver estes problemas foi escolhido um sistema
composto pelo vetor pET-32 EK/LIC que insere, na proteina recombinante, a
tireoredoxina (Trx) que ajuda na solubilidade da proteina recombinante e
contribuiu para a formacdo de pontes dissulfeto nas proteinas, no citoplasma.
Estas alteragcdes ja mostraram ser eficientes em sistema bacteriano para
producdo de proteinas recombinantes (Baca et al., 2000, Derman et al., 1993, e
por Souza et al., 2013).

A principio a técnica utilizada para a purificacdo da proteina recombinante
foi por cromatografia de afinidade ao ion metalico Ni, em coluna de Ni-NTA.
Porém apesar da técnica ser uma das mais aplicadas em trabalhos da area
(Crowe et al., 1994; Brown et al., 2014), nos nossos experimento ela apresentou
um baixo rendimento de recuperacdo da proteina. Buscando métodos
alternativos, empregamos a cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 em
sistema HPLC. Para tanto foi necessario verificar o perfil cromatogréafico da Ric ¢
1, observando principalmente o tempo de retencdo, em seguida aplicada a
amostra referente a Ric clr, ainda contendo a cauda de histidina. Esta por sua
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vez apresentou um tempo de retencao tardio quando comparado a Ric ¢ 1; um
perfil esperado ja que a presenca das caudas de tioredoxina e histidina inseridas
a Ric c 1r pelo vetor pET muda a hidrofobicidade desta. Apos a clivagem
enzimatica foi possivel visualizar um pico com tempo de retencéo de Ric ¢ 1r igual
ao da Ric ¢ 1 (Figura 24). Assim, esta técnica, com um rendimento maior, passou
a ser utilizada para os experimentos posteriores. Adicionalmente a quantificacéo
da Ric ¢ 1r pbde ser realizada a cada corrida cromatogréfica, utilizando Ric ¢ 1
como um padrdo externo, sem a necessidade de utilizar técnicas de quantificacédo
de proteinas destrutivas, como BCA ou Bradford. Apds obtermos a proteina
recombinante purificada, a mesma foi submetida ao Western Blotting e ao
sequenciamento da regido N-terminal pela metodologia de Edman. A certificacédo
de que a proteina super-expressa era de fato Ric ¢ 1 foi obtida pelo
reconhecimento com o anticorpo anti-alboumina 2S e por homologia com a
proteina Ric ¢ 1. Assim, a proteina isolada foi empregada nos ensaios bioldgicos
de alergenicidade e inibicdo de a-amilase.

Um fato importante a ser ressaltado é que naturalmente na planta, tanto
Ric ¢ 1 quanto Ric ¢ 3 sofrem processamentos pos-traducionais, onde sao
liberados os peptideos de ligacdo (Figura). Este fato, no entanto, ndo ocorre em
um sistema bacteriano, portanto, como no caso dessas albuminas 2S, as
proteinas expressas em sistema bacteriano séo sintetizadas em uma Unica cadeia
e ndo mais em duas cadeias (cadeia leve e cadeia pesada) como na planta. Logo
seria necessario investigar se o peptideo de ligacdo, mantido neste sistema de
expressao, nao iria influenciar nas atividades biolégicas.

Para avaliarmos a atividade alergénica da Ric c 1r, investigamos a
capacidade da mesma em degranular mastécitos. Neste teste foi possivel
comprovar que o potencial alergénico da Ric ¢ 1r se manteve como o da Ric ¢ 1
(Figura 26). Resultados similares foram obtidos por Bonura et al., 2013. Estes
pesquisadores demonstraram que foi possivel clonar e superexpressar uma
proteina alergénica do polen de Parietaria judaica em E. coli. Eles observaram,
por imunobloting, usando o soro de pacientes alérgicos (rico em IgE) e anticorpo
policlonal anti-IgE que, apdés 0 processo de superexpressdo, a proteina
recombinante manteve seu potencial alergénico (Bonura et al., 2013).

Para analisar a preservacao da atividade de defesa, em geral associada ao

correto enovelamento da proteina, testes de inibicdo contra atividade da a-
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amilase salivar humana e do intestino de C. maulatus foram realizados. Para
ambos os testes foi possivel observar que Ric ¢ 1r manteve sua caracteristica
inibitéria da enzima a-amilase. Nossos resultados se assemelham com outros
trabalhos dispostos na literatura, que confirmam que a super-expressao em
sistema bacteriano de inibidores de a-amilase pode preservar a sua funcéo
inibitéria (Dias et al., 2005). Resultados similares também foram obtidos por
Santos em 2010. Neste caso, uma defensina de Vigna unguiculata, expressa no
mesmo sistema de expressao heterdlogo aplicado no presente estudo manteve a
atividade inibitéria contra a-amilase dos besouros C. maculatus e Z. subfasciatus.

Uma vez que as condi¢cOes de superexpressao foram estabelecidas e as
atividades biolégicas das proteinas isoladas foram confirmadas, iniciamos o
processo de obtencdo das proteinas modificadas. A realizacdo das mutacdes se
iniciou com o desenho da regido génica codificante de modo sintético o qual, por
sua vez, foi desenhado trocando residuos especificos de acidos glutamicos por
residuos de leucina (Figura 12). Dois residuos de &cidos glutdmicos séao
caracteristicos dos epitopos alergénicos de Ric ¢ 1, pois sdo esses residuos que
interagem com as IgEs presentes nos mastécitos sensibilizados (Oliveira et al.,
2011). No entanto, foi trocado apenas um residuo de acido glutdmico dentro de
cada um dos dois epitopos alergénicos de Ric ¢ 1. Era de nosso entendimento
que, se trocassemos apenas um residuo de acido glutamico, o outro isolado néo
teria a capacidade de realizar a reacdo cruzada com a IgE e, portanto, nao
dispararia o processo da alergia.

Uma analise importante a ser observada neste processo de mutacdo da
regido génica codificante de Ric ¢ 1 é preservar os residuos de acidos glutamicos
que estao envolvidos no sitio de interagdo com a a-amilase. Caso estes fossem
trocados, possivelmente a proteina perderia sua atividade de defesa, ou seja, a
atividade inibitoria contra a- amilase.

A regido codificante foi entdo sintetizada comercialmente e toda etapa de
clonagem, transformacéo, inducdo e purificacdo seguiu com ja padronizado no
modelo Ric ¢ 1r, para desta forma ndo sofrer qualquer alteracdo de sintese por
mudanca em protocolo ja estabelecido. A Unica modificacdo realizada foi referente
a cepa de clonagem, que para Ric ¢ 1rm foi utilizado a cepa XL-10, mais nova,

adquirida pelo nosso laboratério, por se tratar de uma cepa ultracompetente. Foi
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possivel comprovar a super-expressdo de Ric ¢ 1rm pela técnica de Western
Blotting (Figura 29).

A proteina superexpressa esta em processo de isolamento. Mas
acreditamos que, apoiados nos estudos de modelagem molecular (Nascimento et
al 2011) e nos resultados de Garmatiuk et al., 2013, possamos obter uma proteina
hipoalergénica e com atividade de defesa. Estudos recentesdemonstraram que
mutacfes em residuos de acidos asparticos nos alérgenos de Brassica rapa
contribui para uma reducéo na ligacédo cruzada com a IgE, presente na membrana
dos mastacitos sensibilizados, diminuindo o potencial alergénico desta proteina
(Garmatiuk et al., 2013).

Em sintese, acreditamos que este trabalho apresentou uma opc¢do para
estudos de outros alérgenos, que também sofrem processamento intramolecular
pos-traducional, passando a ser constituido por duas cadeias polipeptidicas
unidas por pontes de enxofre, um processo que ocorre para albuminas 2S de
diversas fontes. Por outro lado, a obtencdo de uma proteina hipoalergénica abre
caminhos para novas abordagens terapéuticas de imunizacéo para individuos que

sofrem com 0s processos alérgicos.
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6- CONCLUSAO
Com o trabalho realizado podemos concluir que foi possivel:

» Clonar e superexpressar Ric ¢ 1, em forma de cadeia Unica, em um sistema
bacteriano;

» Padronizar uma estratégia de purificacdo e quantificacdo de Ric ¢ 1r utilizando
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC;

» Realizar testes de degranulacdo de mastocitos, demonstrando que Ric ¢ 1r
mantem sua caracteristica alergénica, assim como Ric ¢ 1;

» Realizar testes de inibicdo de a-amilase salivar humana e intestinal de C.
maculatus, comprovando que Ric ¢ 1r mantem sua caracteristica de defesa,
ou seja, a capacidade de inibir a enzima a- amilase assim como a Ric ¢ 1;

» Desenhar e sintetizar o fragmento génico correspondente a Ric ¢ 1r contendo
as mutacdes especificas (Ric ¢ 1rm) visto qua a Ric ¢ 1r em sistema
bacteriano de expressdo mantém sua atividade bioldgica,

» Clonar e superexpressar Ric ¢ 1rm em cadeia Unica em sistema bacteriano.
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