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Expresséao heterdloga, isolamento, caracterizacéo estrutural e
imunoldgica de Ric ¢ 3 mutante, proteina derivada de um importante
alérgeno de Ricinus communis

Mariana Giarola Benedito Bartholazzil, André Oliveira Carvalho?, Olga Lima Tavares Machado?
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Encontrados no ambiente ou nos alimentos, os alérgenos tém sido amplamente estudados, e
cada vez mais proteinas recombinantes sdo produzidas para 0 uso em imunoterapias
especificas. Os derivados recombinantes hipoalergénicos ganham destaque pois minimizam 0s
efeitos adversos durante a imunoterapia. Além disso, a caracterizagdo de complexos antigeno-
anticorpo pela técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tem se mostrado util,
principalmente no “design” de vacinas. Os principais alérgenos de mamona ja foram
caracterizados e 0s possiveis epitopos ligantes de IgE foram identificados e demonstramos a
presenca de reacao cruzada entre os alérgenos de mamona, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, com alérgenos
de diversas fontes. A producado de hipoalérgenos derivados de Ric ¢ 3, é, portanto, promissora
para a Imunoterapia. Embasados nisso, nosso objetivo é produzir uma mutante hipoalergénica
derivada de Ric ¢ 3 (mrRic ¢ 3) tanto em meios que permitam caracterizacdes bioquimicas e de
hipoalergenicidade, bem como em condi¢cbes que permitam a determinagdo da estrutura
tridimensional por RMN. Recombinantes para caracterizacdo de atividade alergénica foram
produzidas e mutacBes em residuos de acido glutamico presentes em epitopos ligantes de IgE
reduziram a alergenicidade, onde observamos através de ensaio de desgranulacdo de
mastocitos, que as células isoladas de ratos Wistar incubados com mrRic ¢ 3, desencadearam
apenas 22% de desgranulacdo celular, valor proximo ao controle negativo, contra 70% de
desgranulacéo observada no controle positivo (pool de Albuminas 2S — Ric ¢ 1 + Ric ¢ 3). Para
a caracterizacdo por RMN, o gene sintético contendo a regido codificante de Ric ¢ 3 com
mutacOes pontuais foi construido e ligado a um vetor de clonagem por técnicas de PCR,
obtendo como produto o plasmideo denominado mRic ¢ 3-pET. Colbnias de E. coli Rosetta-
gami B (DE3) seréo transformadas com mRic ¢ 3-pET, incubadas em meio Minimo M9 marcado
e posteriormente tratadas com IPTG para a tradugdo da proteina. Dados de RMN serdo
adquiridos através dos espectrometros Bruker Avance DRX 800 MHz em parceria com o Centro
Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear Jiri Jonas do Instituto de Bioquimica Médica da
UFRJ em colaboragdo com a Dr2 Ana Paula Canedo Valente. Pretende-se ainda isolar IgE
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humana e estudar o complexo intermolecular antigeno/anticorpo por técnicas de RMN para
mapear os sitios IgE-binding antes e apdés mutacao.
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