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Alves SP. Avaliacédo da resposta imune celular em individuos alérgicos a mandioca com
o alérgeno recombinante Man e 5 [dissertacdo]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2023.

RESUMO

A alergia alimentar (AA) é caracterizada como uma reacdo adversa do sistema imune
apos exposicdo a um determinado alimento, geralmente desencadeada por uma proteina.
Sua prevaléncia tem aumentado consideravelmente nas ultimas duas décadas,
principalmente em paises desenvolvidos. Estima-se que mais de 220 milhdes de pessoas
no mundo sofrem com alguma AA. Foram descritas reacdes alérgicas a mandioca, mas
até o0 momento apenas Man e 5 € reconhecida como um alérgeno. Sabe-se que esta
proteina possui reatividade cruzada com um dos principais alérgenos do latex, o Hev b
5. A mandioca € um alimento amplamente consumido em diversos lugares do mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento devido a sua facilidade de cultivo e
diversidade de consumo. Estudos anteriores avaliaram a resposta IgE de individuos com
alergia a mandioca, mas até o momento nenhum relacionado a resposta celular.
Portanto, o objetivo deste estudo foi produzir na forma de proteina recombinante o
alérgeno Man e 5 (rMan e 5) e avaliar a resposta celular dos individuos alérgicos a
mandioca apds estimulo com essa proteina em cultura. Utilizamos células de oito
individuos com alergia confirmada & mandioca e as testamos contra células de seis
individuos ndo alérgicos, que serviram como grupo controle para os testes com rMan e
5 produzida em células HEK293. Além disso, foi avaliada a producdo e expressao
génica de IFN- vy, IL-10 e IL-13 por ensaio imunoenzimatico e PCR em tempo real,
respectivamente. Com os resultados obtidos, observamos maior producdo de IFN-y no
grupo controle em relagdo ao grupo alérgico. Também foi visto que a rMan e 5 em
concentracdo de 50 pg/ml aumenta a produgédo de IFN-y no grupo alérgico em relagéo
ao estimulo com 10 pg/ml. Visto isso, podemos concluir que na presenca de rMan e 5
ha um aumento significativo na produgdo de IFN-y, que ja se mostrou importante na
inducdo da tolerancia em AAs. Entretanto, novos testes com um nimero maior de
individuos sdo necessarios para elucidar melhor a resposta imune celular de alérgicos a
mandioca.

Palavras-chave: Hipersensibilidade alimentar. Manihot. Alérgenos. Proteinas
recombinantes. Linfocitos T. Interferon-gama.



Alves SP. Evaluation of cellular immune response in individuals allergic to cassava
with recombinant allergen Man e 5 [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo”; 2023.

ABSTRACT

Food allergy (FA) is characterized as an adverse reaction of the immune system after
exposure to a certain food, usually triggered by a protein. Its prevalence has increased
considerably in the last two decades, especially in developed countries. It is estimated
that more than 220 million people worldwide suffers with FA. Allergic reactions against
cassava have been described, with only one recognized allergen, Man e 5. It is known
that this protein has cross-reactivity with one of the main latex allergens, Hev b 5.
Cassava is a food widely consumed in different parts of the world, mainly in developing
countries due to its easy cultivation and diversity of consumption. Previous studies have
evaluated the IgE response of individuals with cassava allergy, but so far none related to
the cellular immune response. Thus, the objective of this study was to produce the
recombinant protein form of the Man e 5 allergen (rMan e 5), and evaluate the cellular
response of individuals allergic to cassava after stimulation with this protein in culture.
We used cells from eight individuals with confirmed cassava allergy and tested them
against six non-allergic individuals, used as a control group for tests with rMan e 5
produced in HEK293 cells. Furthermore, we evaluated the production and gene
expression of IFN-y, IL-10 and IL-13 by enzyme-linked immunosorbent assay and real-
time PCR, respectively. In our results, we observed increase production of IFN-y in the
control group compared to the allergic group. It was also seen that rMan e 5 at a
concentration of 50 pg/ml increases the production of IFN-y in the allergic group in
relation to the stimulus with 10 pg/ml. Therefore, we can conclude that in the presence
of rMan e 5 there is a significant increase in the production of IFN-y, which has already
been shown to be important in inducing tolerance in FAs. However, new tests with a
larger number of individuals are needed to better elucidate the cellular immune response
of those allergic to cassava.

Keywords: Food hypersensitivity. Manihot. Allergens. Recombinant proteins. T-
lymphocytes. Interferon-gamma.



1. INTRODUCAO
1.1.  Alergia

A palavra alergia vem do grego “allos” e “ergo”, que significa “diferente” e
“atividade”, respectivamente. Foi utilizada pela primeira vez em 1906 para se referir a
uma reacdo alterada no sistema imunologico. Atualmente, a alergia € definida como
uma reacdo exacerbada do sistema imune frente a antigenos inicialmente inofensivos,
denominados de alérgenos®. A maioria dos alérgenos sdo proteinas com baixa massa
molecular, comumente presentes em acaros de poeira doméstica, epitélio e saliva de

animais, alimentos, polen e substancias quimicas ligadas a proteinas?.

Exposicdes recorrentes a alérgenos podem causar doencas alérgicas crénicas e
danos teciduais. As doencas alérgicas podem se desenvolver em pessoas de todas as
idades, afetando aproximadamente 25% da populacdo em paises desenvolvidos. As
alergias mais comuns sdo rinite, asma, dermatite atdpica e alergia alimentar (AA)3.
Estima-se que cerca de 500 milhdes individuos da populacdo global tenham rinite ou
asma, com um nimero crescente de casos a cada ano*. De acordo com a Academia
Europeia de Alergologia e Imunologia Clinica (EAACI), mais de 150 milhdes de
europeus sofrem de doencas alérgicas cronicas e estima-se que até 2025 mais de 50% da
populacdo europeia desenvolvera pelo menos um tipo de alergia®. Estudos
demonstraram que o agravamento da poluicdo atmosférica e das alteracdes climaticas,
bem como aumento de agucares e gorduras saturadas na dieta e migracdo de areas rurais
para um ambiente mais urbanizado, podem aumentar o risco de desenvolvimento de
doencas alérgicas®. Além disso, segundo a hipdtese da higiene, acredita-se que a falta de
exposicdo a microrganismos e patdgenos ambientais suprima o desenvolvimento da

tolerancia imunoldgica, aumentando assim a suscetibilidade as alergias®.

Embora possam ser desencadeadas em diversos tecidos, as reacGes alérgicas sao
mais frequentes na pele e mucosas, uma vez que sdo as primeiras barreiras entre o
individuo e o ambiente®’. Sabe-se que criangas com dermatite atopica, condi¢do na qual
a barreira epidérmica do individuo é disfuncional, possuem risco elevado para
sensibilizacdo a alérgenos, uma vez que esta doenca causa inflamacdo e maior
permeabilidade na pele, facilitando a entrada de alérgenos®. Assim como na pele, a
mucosa intestinal aumenta a absorcdo de alérgenos quando ha aumento de
permeabilidade nessa barreira, podendo ser provenientes de danos epiteliais ou

inflamag&o (como exposicao a toxinas ou trauma)®.



Essa reacdo exacerbada do sistema imune contra alérgenos é denominada como
hipersensibilidade. As reacOes de hipersensibilidade sdo classificadas em quatro tipos:
tipo I, reagdo imediata e mediada por imunoglobulina E (IgE), comumente relacionada a
asma, rinite, dermatite atopica e AA; tipo I, reacdo citotdxica mediada por 1gG ou IgM,
relacionada a reacfes a medicamentos e doencas autoimunes; tipo 11, reacdo mediada
por imunocomplexos, relacionada a patologias como doenca do soro, reacdo de Arthus e
lUpus eritematoso sistémico; e tipo 1V, reacdo tardia mediada por células T, relacionada
a dermatite de contato, doenca celiaca e hipersensibilidade a drogas'®. Os trés primeiros
tipos de hipersensibilidade sdo considerados rea¢des imediatas, pois ocorrem em até 24
horas ap6s contato com o alérgeno, enquanto a hipersensibilidade do tipo IV é
considerada uma reacdo tardia, podendo ocorrer 24 horas apds a exposi¢cdo ao

alérgeno®!.

1.2.  Fisiopatologia da alergia

As hipersensibilidades envolvem mecanismos da resposta imune inata e adaptativa
com um perfil de resposta inflamatoria tipo 2. Esse tipo de resposta é mediado por
células T auxiliares do tipo 2 (Th2, do inglés T Helper Cell Type 2), que produzem
citocinas e interleucinas (IL) IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, além de promover a proliferacdo
e troca de classe de isotipo para IgE em células B. Também estdo envolvidas células T
auxiliares foliculares (Tfh, do inglés T Follicular Helper Cells), células linfoides inatas
do tipo 2 (ILC2, do inglés Type 2 Innate Lymphoid Cells) e células efetoras da resposta

imune, como basoéfilos, mastocitos e eosin6filos'?,

A hipersensibilidade tipo | IgE mediada pode ser dividida em duas fases:
sensibilizacdo e efetora, representadas na Figura 1. A fase de sensibilizacdo pode
ocorrer ap0s 0 primeiro ou enésimo contato do sistema imune com um determinado
alérgeno. O alérgeno depositado nas células epiteliais da pele, trato respiratorio ou
intestino é capturado e processado pelas células dendriticas (DC), que entdo migram
para os linfonodos, onde apresentam o antigeno para o receptor de célula T (TCR, do
inglés T-cell Receptor) das células T CD4+ imaturas através de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex)
de classe 1l. Estas celulas T entéo se diferenciam em um perfil de células Th2 alérgeno-
especificas e secretam altos niveis de IL-4 e IL-13. No centro germinativo, células Tth

também secretam IL-4 e IL-13, promovendo a troca de classe das células B e tornando-



as células plasmaticas secretoras de IgE™. Essa IgE-especifica se liga a receptores de
alta afinidade para IgE (FceRI) presentes na superficie de mastocitos e basofilos (células
efetoras), tornando o individuo sensibilizado para aquele alérgeno®’. A ILC2 também é
ativada ap0Os exposicdo ao alérgeno, através de citocinas secretadas pelas células
epiteliais (chamadas alarminas), como IL-25, IL-33 e linfopoietina estromal timica
(TSLP, do inglés — Thymic Stromal Lymphopoietin). Por sua vez, a ILC2 produz
grandes quantidades de IL-5, IL-9 e IL-13, amplificando ainda mais a resposta das
células Th2% Um conjunto de células Th2 e células B de memoria alérgeno

especificas também sdo geradas nesta fase!*

i
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Figura 1. Esquema representativo da fase de sensibilizacdo e efetora da alergia. Na fase de
sensibilizacdo ocorre a primeira exposicdo ao alérgeno, que é capturado pelas células dendriticas (DC) e
apresentado as células T CD4+ imaturas (naive T cell) nos linfonodos. Essas células se diferenciam em
células Th2 e juntamente com células Tfh estimulam, através de IL-4 e IL-13, a troca de classe de células
B para células produtoras de IgE. As IgEs ligam-se aos receptores FceRI presentes em mastdcitos e
basdéfilos. A fase efetora ocorre ap6s uma exposicao subsequente ao alérgeno previamente sensibilizado.
Mastocitos e basofilos sdo ativados e liberam mediadores inflamatérios como histamina, triptase e
prostaglandinas (PGs), além de ativar células Th2 e ILC2 que contribuem para inflamacéo, causando o0s
sintomas clinicos da alergia. Fonte: Adaptado de Jutel, Marek, et al. (2023)%°.



A fase efetora ocorre ap06s uma nova exposicdo ao alérgeno. A ligacdo do
alérgeno em pelo menos um sitio de duas moléculas de IgE adjacentes leva a formagéo
do complexo alérgeno-IgE-FceRI, e a consecutiva ativacdo e degranulagdo dos
mastocitos e basofilos, que liberam mediadores inflamatérios pre-formados
responsaveis pelos sintomas que ocorrem imediatamente apos contato com o alérgeno e
pela inflamacdo aguda. Dentre esses mediadores estdo a triptase, quimase e histamina,
que ocasionam contragdo na musculatura ao redor dos bronquios, vasodilatacéo,
aumento da permeabilidade vascular e producdo de muco, podendo levar a edema,
urticaria e anafilaxia’. Também ocorre a sintese de metaboélitos lipidicos do acido
araquidénico como prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador plaquetério, além da
sintese de citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e fator de necrose tumoral. A combinacao de
todos esses mediadores amplifica a inflamacdo do tecido afetado, recrutando leucdcitos
para o local. Em uma resposta clinica tardia, eosinofilos ativados liberam citocinas e
substancias toxicas que promovem, principalmente, danos teciduais'®. Resumidamente,
€ necessario que haja uma exposicéo prévia ao alérgeno para que ocorra a mudanga de
classe para IgE e sensibilizacdo dos mastdcitos, para quando houver um novo contato

com o alérgeno, ocorra de fato uma reac3o alérgica com sintomas clinicos®"%°,

A hipersensibilidade tipo Il se da pela reatividade de anticorpos contra antigenos
ligados a superficie celular, levando a citdlise pela ativacdo da via classica do sistema
complemento, ou pelo mecanismo de citotoxicidade mediada por células dependentes
de anticorpos (ADCC, do inglés Antibody-dependent Cellular Cytotoxicity), onde
células efetoras destroem células alvo que estdo recobertas por esses anticorpos?’.

A hipersensibilidade tipo I11 é mediada por anticorpos, IgM e IgG, que se ligam a
antigenos soldveis, como medicamentos ou venenos, formando complexos antigeno-

anticorpo que ativam o sistema complemento, levando a inflamagéo e danos teciduais®®.

A hipersensibilidade 1V é mediada por células T CD4+ e CD8+ sensibilizadas
contra algum antigeno. Essas células ativam ILCs, células Natural Killer (NK),
eosinofilos e macréfagos, que por sua vez liberam citocinas e quimiocinas, causando

leses teciduais e potencial formagao de granulomas’°.

As hipersensibilidades ocorrem pela falha do sistema imune em desenvolver
tolerancia a um alérgeno especifico. As células T regulatérias (Treg) sdo essenciais para

essa tolerancia e prevencao de reagdes alérgicas, exercendo fungdes imunossupressoras



em células Th2, blogueando a degranulacdo de mastécitos, além de aumentar a
producio de IgA e IgG4 e diminuir a producio de IgE*®. Devido sua alta afinidade pelo
FceRI, a maior parte da IgE presente no organismo esta ligada as células efetoras. A
concentracdo da IgE no plasma chega a ser 105 vezes menor quando comparada a 19G
circulante'’. Sabe-se que a diminuicdo dos niveis de IgE e o0 aumento da 1gG4 especifica
podem ocorrer como parte da resposta adaptativa apds exposicdo repetitiva a altas
concentragOes de alérgenos, como na imunoterapia alérgeno especifica. Assim como a
IgE, a 1gG4 é induzida durante a resposta das células Th2, porém em um cenéario de
tolerancia, onde a troca e producao de classe 1gG4 é estimulada ao invés da IgE. A 19G4
pode competir com a IgE pela ligagdo ao alérgeno, como um anticorpo bloqueador, sem
causar ativagdo de células efetoras. A IgA presente nas secrecdes das mucosas também
é capaz de se ligar a alérgenos formando imunocomplexos, blogueando sua passagem
pela barreira da mucosa e consequentemente da circulacdo, assim impedindo uma

resposta imune mediada por IgE”Y’.

As manifestacdes clinicas da alergia variam de acordo com o sistema afetado. No
sistema gastrointestinal podem ocorrer dores abdominais, voémitos e/ou diarreia. No
sistema tegumentar sdo observadas erupcdes cutaneas, prurido e/ou angioedema e nos
sistemas respiratério e cardiovascular pode haver broncoconstricdo, dispneia, rinorreia,
edema, vasodilatacdo, hipotensdo e, em casos graves, choque anafilatico'®. A anafilaxia

ocorre quando dois ou mais desses sistemas s3o afetados®®.

1.3.  Alergia alimentar

A AA ¢ caracterizada como uma reacdo adversa do sistema imune apds
exposicdo a um determinado alimento, geralmente desencadeada por uma proteina, que
resulta em uma resposta IgE-mediada, ndo IgE-mediada ou mista. Os principais
alimentos alergénicos, conhecidos como “the big 97, sdo leite de vaca, ovo de galinha,
amendoim, nozes, soja, trigo, peixe, frutos do mar e gergelim®. A importancia de cada
um deles varia de acordo com o pais ou regizo?’.

E importante ressaltar que a AA é diferente da intolerancia alimentar, uma vez
gue a intolerancia nao esta relacionada a uma resposta imune e sim outros mecanismos,
como fatores inerentes do alimento (presenca de toxinas) e disturbios metabolicos do

individuo (por exemplo, deficiéncia da enzima lactase)?®.



As manifestacdes clinicas da AA variam de acordo com o tecido afetado e a
resposta imune envolvida®®. Na alergia IgE-mediada os principais sintomas clinicos sdo
presenca de prurido, urticaria e angioedema, nas ndo IgE-mediadas sdo vOmitos,
diarreias e presenca de sangue nas fezes, e nas alergias de mecanismo misto Ssdo
regurgitacéo, vomitos e disfagia®.

A resposta IgE-mediada na AA esté associada a rea¢fes graves e potencialmente
fatais. Em individuos previamente sensibilizados os sintomas clinicos podem ser
desencadeados minutos ap6s contato com o alimento. Apds ingestdo e absorcdo pelo
epitélio intestinal, os antigenos derivados dos alimentos ligam-se a IgE presente em
mastacitos e basofilos, ativando essas celulas efetoras via complexo antigeno-1gE-FceRI
e assim liberando mediadores inflamatdrios. No trato gastrointestinal esses mediadores
provocam vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, causando angioedema e
hiperemia da mucosa intestinal, contracdo do musculo liso e a producdo de muco,
resultando em vomitos e diarreia?®. A detecgdo de IgE-especifica no plasma para um
determinado alimento ndo estd necessariamente atrelada a AA, a ndo ser que venha
acompanhada de sintomas clinicos apos a ingestdo do alimento. Um fator importante
para a tolerancia e resolucao desse tipo de hipersensibilidade € a forca de ligacdo da 19gG
e IgE para o mesmo alérgeno, uma vez que a ligagdo do alérgeno com a IgG impede que
0 mesmo se ligue ao complexo IgE- FceR1, impedindo a ativacdo das células efetoras e

assim, as manifestacdes clinicas da alergial’%.

As respostas independentes de IgE afetam, principalmente, o trato gastrointestinal.
Trata-se de uma resposta tardia, geralmente crbnica, com os sintomas clinicos se
manifestando horas ou dias ap6s contato com o alérgeno alimentar®®. As células T
parecem desempenhar um papel importante na fisiopatologia da sindrome de
enterocolite induzida por proteina alimentar (FPIES, do inglés Food Protein-Induced
Enterocolitis Syndrome), protocolite induzida por proteina alimentar (FPIAP, do inglés
Food Protein-Induced Allergic Proctocolitis) e enteropatia induzida por proteina
alimentar (FPE, do inglés Food Protein-Induced Enteropathy), porém os mecanismos
envolvidos ainda sdo pouco caracterizados. Sdo sindromes que afetam bebés entre o
primeiro ao nono més de vida e o desenvolvimento espontaneo de toleréncia oral ocorre
apos 1 a 5 anos. Os principais alimentos alergénicos associados a esse grupo sao leite de

vaca, soja, arroz e aveia. Por falta de testes laboratoriais especificos, o diagnostico se da



através da histdria clinica e teste de provocacgéo oral (TPO), e o tratamento consiste na

eliminagio completa do alérgeno da dieta®,

Uma terceira classe de fisiopatologia na AA é a mista, que envolve uma
combinacdo de vias dependentes e independentes de IgE (resposta celular). As
manifestagdes clinicas estdo associadas a distdrbios gastrointestinais eosinofilicos,
como esofagite eosinofilica, geralmente desencadeada por proteinas presentes no leite
de vaca e subsequente infiltracdo de eosinofilos nos tecidos afetados, além de disturbios

dermatoldgicos, como dermatite atopica com envolvimento de células Th22225,

Outro fator importante a ser levado em consideracdo na AA é a reatividade cruzada
entre alimentos. A reatividade cruzada ocorre quando a IgE reconhece, se liga e induz
uma resposta imune contra moléculas alergénicas semelhantes (homdlogas). A
reatividade cruzada de IgE ocorre frequentemente entre proteinas que possuem
sequéncias de aminoacidos similares e é relevante no contexto imunoldgico podendo

ocasionar sensibilizages contra novos alimentos?’.

1.3.1. Epidemiologia

Dados epidemioldgicos sobre a prevaléncia da AA sdo conflitantes, pois variam de
acordo com idade, caracteristicas populacionais, mecanismos imunoldgicos envolvidos,
método de diagnostico, tipo de alimento e regibes geograficas. O consenso é que a
prevaléncia aumentou drasticamente nas ultimas duas décadas, se tornando um grande
problema de salide plblica nos paises desenvolvidos?®2°. Esse aumento exponencial é

resultado de fatores ambientais, estilo de vida e predisposicio genética.

O que torna tdo dificil estimar a prevaléncia é que para o diagnéstico confirmatorio
da AA, o teste padrdo-ouro é o TPO, que consiste em ingerir o alimento suspeito de
causar alergia, para monitoramento de possiveis rea¢es. Devido ao seu grande risco de
desencadear respostas alérgicas exacerbadas, como anafilaxia, esse procedimento s
pode ser realizado em ambiente hospitalar ou centros especializados, sob superviséo
médica3l. Uma pesquisa global sobre AA em criancas realizada em 2013 constatou que
apenas 10% de 89 paises apresentavam dados precisos de prevaléncia baseados em
TPO%*. Atualmente a maioria dos dados se baseia em taxas de internacdes hospitalares

por anafilaxia e autorrelatos da doencga, que tendem a superestimar a prevaléncia da AA,



uma vez que outras patologias podem estar envolvidas, como intolerancias ou

intoxicacoes>3.

Estima-se que a AA afete mais de 220 milhes de pessoas mundialmente®°, com
taxas mais altas em criancas do que em adultos, sendo 6% em menores de trés anos e
3,5% em adultos®**. Na maioria dos casos reportados, o mecanismo imunoldgico
envolvido sdo reacBes mediadas por IgE. A Austréalia apresenta a maior prevaléncia
nesta categoria, com 10% de lactentes com AA confirmada por TPO a alimentos
alergénicos comuns na infancia, como ovo, amendoim e/ou gergelim®. Taxas de AA
confirmada por TPO em criangas variam de 1% na Tailandia a 3% na China e até 5% no
Reino Unido®®. Na Europa e Estados Unidos, as estimativas de prevaléncia sio de 1% a
5%. Nos Estados Unidos, entre 1997 e 2011 houve um aumento de 3,4% para 5,1% de
AA em criangas®?. Existem poucos relatos na literatura confirmados por TPO sobre a
prevaléncia em adultos, mas um estudo demonstrou prevaléncia de 3,2% em uma

populacdo dinamarquesa®’.

Com a maioria dos dados sendo provenientes dos Estados Unidos e Europa, pouco
se sabe sobre a prevaléncia da AA na América Latina, onde habitos alimentares sdo
diferentes, desde a variacdo ao preparo dos alimentos consumidos. Nos Estados Unidos,
os alimentos mais frequentemente associados a alergias em criancas sdo leite de vaca,
ovo, trigo, frutos do mar, amendoim, nozes e soja, enquanto no México reacdes de
hipersensibilidade alimentar sdo mais frequentes ao chocolate, morango, frutos do mar e
ovo, no Chile a nozes e amendoim, em El Salvador a pimenta, nozes, chocolate, leite e
camarao, e na Coldmbia a frutas, vegetais e frutos do mar®°. No Ambulatorio de Alergia
e Imunologia Clinica do HCFMUSP o quinto alimento mais implicado em AA é o

milho, que ndo costuma aparecer em listas de outros paises.

O Brasil é o pais da América Latina com maior indice de artigos publicados
relacionados a AA®, mas apenas trés deles sio sobre epidemiologia. Em 2004, Naspitz
et al. avaliaram os niveis de IgE total e especifico em 457 criangas que faziam
acompanhamento em centros de alergia pediatrica em cinco regides do Brasil, e de 62
criangas controle. A presenca de IgE total foi maior entre os individuos alérgicos (79%)
do que nos controles, sendo a principal fonte de alimento alergénico o peixe, seguido
por ovo, leite de vaca, amendoim, soja e milho®. Em 2007, Tassi et al. descreveram que
23,6% de pacientes com dermatite atopica relataram exacerbacdo dos sintomas apds

consumo de algum alimento®. Em 2015, em uma populacdo de Uberlandia, Gongalves



et al. observaram prevaléncia de sintomas relacionados a AA relatada por pais de 17,6%
em criancas de 4 meses a 5 anos. Os principais alimentos citados foram leite de vaca,
carne suina, frutas, chocolate e ovo. Apds avaliacdo clinica e laboratorial, a prevaléncia
de alergia alimentar encontrada foi de apenas 4%, com o ovo sendo o principal alérgeno

alimentar, seguido pelo leite de vaca e trigo*.

1.3.2. Diagnostico e tratamento

Na avaliacdo diagnostica de AA a historia clinica possui um papel fundamental,
associado ao exame clinico, para auxiliar na caracterizagdo do tipo de reacéo,
diferenciando a hipersensibilidade de outras condi¢Bes. Além disso, as caracteristicas
relacionadas ao alimento consumido, como a quantidade e os tipos de sintomas
apresentados no momento de ingestio também devem ser considerados?.

Uma vez estabelecida a suspeita de AA, a dosagem dos niveis séricos de IgE (total
e alérgeno-especifico) e testes cutdneos (prick test e prick to prick) com o alimento
suspeito ou com extratos comerciais sdo recomendados, embora sozinhos né&o
confirmem o diagnostico. No prick test aplica-se uma gota de extrato alergénico sobre a
pele, que é picada com uma lanceta. No prick to prick € aplicado um puntor no alimento
e em seguida na pele do antebraco do individuo. O resultado se da pela formacéo, ou
n&o, de papulas na pele*.

A presenca de IgE seérica ndo significa necessariamente alergia, apenas
sensibilizacdo do individuo, podendo nunca apresentar manifestagdes clinicas. A
dosagem sérica de IgE e os testes cutaneos estdo associados a uma alta taxa de falsos
positivos, com especificidade inferior a 50%%, devido a reatividade cruzada entre
proteinas homologas e a natureza dos extratos. Os extratos comerciais utilizados nos
testes cutdneos ndo sdo padronizados entre as empresas que 0s comercializam. Eles séo
obtidos a partir do alimento alergénico e geralmente sdo compostos por uma mistura de
substancias alergénicas, como proteinas, glicoproteinas, polissacarideos, e néo
alergénicas, incluindo lipideos, sais e metabodlitos®*. Idealmente os extratos deveriam
conter apenas moléculas alergénicas purificadas para melhor especificidade dos testes*.

Até o momento, o Unico teste confirmatorio para o diagnostico da AA é o TPO, em
que doses crescentes do potencial alimento alergénico séo ingeridas até que ocorra ou
ndo uma reacdo alérgica. Quando nao ocorrem manifestacdes clinicas até a finalizacédo
do teste, o alimento pode ser incorporado na dieta. Quando sintomas clinicos ocorrem

durante o teste, é confirmado o diagnodstico de AA*. Entretanto, deve ser feita uma
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avaliacdo cuidadosa para determinar se ha necessidade de realizar o teste, pois existem
grandes riscos de anafilaxia, além de que o mesmo sé pode ser conduzido em ambientes
hospitalares ou centros especializados, o0 que acaba aumentando o custo do
procedimento®®. Novas avalia¢des diagnosticas, como testes de ativacio de basofilos e
IgE especifica contra epitopos alergénicos parecem promissoras, porém com
disponibilidade limitada, sendo feito em poucos lugares do mundo e ainda sem
padronizacéo entre os laboratdrios que o realizam®,

O diagnostico preciso € essencial para o tratamento personalizado de individuos
com AA. Atualmente, o tratamento das alergias alimentares consiste na retirada do
alimento da dieta, imunoterapias e administragdo de adrenalina em casos de anafilaxia
ap0s exposicao acidental??.

A imunoterapia é um tratamento capaz de reduzir a sensibilizacdo e até mesmo
dessensibilizar o individuo, através da administracdo de doses graduais do alérgeno.
Tem como objetivo induzir a tolerancia a longo prazo e subsequentemente reduzir os
sintomas caracteristicos da alergia. Por imunomodulagdo, promove o desenvolvimento
de células Tregs, suprime respostas do tipo Th2, promove reducdo na ativacdo de
mastocitos e basofilos, reduz os niveis de IgE, além de induzir aumento continuo de
IgG4 especifica para o alérgeno em questdo*>4°.

A imunoterapia pode ser realizada por via oral (OIT), sublingual ou subcutéanea,
embora a Ultima seja menos utilizada em AA e mais comum no tratamento de rinite
alérgica*’. A OIT consiste na ingestdo de doses crescentes do alérgeno em extratos
liguidos ou em forma de comprimidos, quando a administracdo € via sublingual. O
tratamento geralmente dura entre 3 a 5 anos e medicamentos associados, como o
Omalizumab (anticorpo monoclonal anti-IgE), podem reduzir as reacdes adversas e
melhorar a eficacia da OIT*C.

Em 2020, o primeiro medicamento para o tratamento de AA foi aprovado pela
FDA (Food and Drug Administration) dos EUA. Palforzia, composto por p6 de
amendoim padronizado, € um medicamento de OIT para alergia ao amendoim em

individuos a partir dos 4 anos de idade, podendo ser administrado em casa*.

1.4.  Alergia a mandioca
A mandioca (Manihot esculenta Crantz), € um arbusto pertencente a familia
Euphorbiacea, nativa da América do Sul e amplamente cultivada na Africa, Asia e

América Latina. A raiz da mandioca, conhecida popularmente como aipim, macaxeira,
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tapioca ou yucca, possui apenas 1-2% de proteinas e é composta principalmente por
amido, além de calcio, ferro, riboflavina, tiamina e é&cido nicotinico*. Suas raizes
tuberosas séo importante fonte de carboidratos e alimentam mais de 800 milhdes de
pessoas, principalmente em paises em desenvolvimento. Pode ser preparada cozida, frita
ou em forma de farinha, além de ser utilizada no preparo de racbes e aplicacdes

industriais, como na producéo de etanol e biocombustivel®*°L,

Apesar da variedade de produtos derivados da mandioca, seu consumo pode
induzir reatividade cruzada com latex, levando a reacdes alérgicas. Em 2003, Gaspar et
al. relataram o primeiro caso de anafilaxia apds ingestdo de mandioca e constataram
reatividade cruzada entre o alérgeno Hev b 7 do latex e mandioca por um teste de
inibicdo de 1gE>2. Em 2004, nosso grupo relatou o caso de duas mulheres sensibilizadas
ao latex que apresentaram reacio anafilatica logo apds consumir mandioca cozida®. Na
Espanha, em 2007, Ibero et. al. descreveram o caso de uma mulher de 27 anos com
sindrome latex-fruta que desenvolveu broncoespasmo, prurido nasal e rinorreia apos
descascar mandioca crua, e constataram reatividade cruzada de IgE entre o alérgeno
Hev b 6 do latex e mandioca®. Em 2012, Antolin-Amerigo et al. relatou o caso de uma
mulher colombiana de 47 anos, residente na Espanha, que apresentou anafilaxia apos
ingestdo de mandioca cozida, e constataram reatividade cruzada de IgE entre o alérgeno
Hev b 5 do latex e mandioca®®. Em 2019, Deschampheleire relatou o caso de uma
mulher de 23 anos, de Madagascar, com alergia a mandioca sem sensibilizacdo ao

latex>8,

A proteina Man e 5, com massa molecular de 30 kilodalton (kDa), até 0 momento é
0 Unico alérgeno da mandioca reconhecido pela IUIS (Unido Internacional das
Sociedades Imunologicas). Trata-se de uma proteina rica em acido glutdmico,
extremamente 1abil a acdo da pepsina e ao baixo pH do suco gastrico, sendo degradada
em segundos. Possui sequéncia de 42% de identidade com Hev b 5, que esta entre os
alérgenos mais importantes da Hevea brasiliensis (latex), afetando 1-2% da populagéo
mundial, com alta prevaléncia em profissionais da saide. Em 2013 nosso grupo de
pesquisa demonstrou que mais de 70% de individuos alérgicos a mandioca e ao latex
sdo IgE reativos para Man e 5, e que esse alérgeno possui reatividade cruzada de IgE
com a molécula homdéloga Hev b 5, sugerindo que a reatividade de IgE para a mandioca
pode ocorrer em consequéncia da sensibilizagdo prévia ao Hev b 5°7. Recentemente, em

2023, nosso grupo de pesquisa caracterizou outra proteina alergénica da mandioca, a
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FBA (frutose-bifosfato aldolase), com massa molecular 36 kDa, que demonstrou ser
reconhecida por 80% dos individuos alérgicos a mandioca do estudo, além de sugerir
possivel reatividade cruzada com latex. Outras cinco proteinas da mandioca foram
identificadas como IgE reativas nesse estudo, GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), com massa molecular de 36 kDa, alfa 1,4 glucano fosforilase, com
massa molecular de 100 kDa, peptidase S9, com massa molecular de 72 kDa, citosol
AP, com massa molecular de 60 kDa e ATP sintase, com massa molecular de 55 kDa>®,
Até 0 momento a maioria dos estudos relacionados a alergia a mandioca sdo voltados
para analises protedmicas, ndo havendo descricdo na literatura sobre a resposta imune

celular desse tipo de alergia, tornando nosso estudo pioneiro nesse quesito.
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2. JUSTIFICATIVA

Diversos trabalhos demonstraram a participagdo de IgE e linfdcitos Th2 em reacdes
alérgicas. Embora a presenca de IgE especifica contra alérgenos da mandioca tenha sido
descrita, inclusive pelo nosso grupo de pesquisa, ainda ndo ha informacdes na literatura
sobre resposta de células T contra esses mesmos alérgenos. Sabe-se que existem
diferengas de imunodominancia de alguns alérgenos entre reatividade de IgE e
reatividade de células T, ou seja, alguns alérgenos que sdo predominantemente
reconhecidos por células T foram relatados como alvos menos reativos a IgE e vice-
versa®®® Dessa maneira, avaliamos a resposta celular de individuos alérgicos a
mandioca apds estimulo com a proteina recombinante Man e 5, afim de melhorar a
caracterizacdo desse alérgeno, além de obter um melhor entendimento a respeito do
mecanismo alérgico envolvendo células T na alergia @ mandioca e na alergia alimentar

em geral.
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3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo geral
Produzir a proteina Man e 5 na forma recombinante e avaliar a resposta celular de

individuos com alergia confirmada a mandioca.

3.2.  Objetivos especificos
e Utilizar a proteina Man e 5 recombinante como estimulo em cultura celular de
individuos alérgicos a mandioca;
e Avaliar a producéo intracelular das citocinas IL-10, IL-13 e IFN-y;
e Avaliar a expressao génica de IL-13 e IFN- v;
e Auvaliar a producdo das citocinas 1L-13 e IFN-y em sobrenadante de celulas

estimuladas com a proteina Man e 5 recombinante.
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4. METODOS

4.1.  Selecdo de individuos

Os individuos com alergia a mandioca selecionados para este estudo sdo 0s
mesmos participantes no projeto intitulado “Imunoterapia oral com mandioca em
pacientes alérgicos a mandioca e ao latex” aprovado pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) (CAAE: 10420619.6.0000.0068),
conduzido por Roberta Castro Araujo, sob supervisdo do Prof. Dr. Fabio Castro, no
Servico de Imunologia Clinica e Alergia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP). A partir deste estudo prévio
foram selecionados oito individuos do sexo feminino, com faixa etaria media de 53 anos
e com alergia confirmada a mandioca (por teste cutaneo, IgE sérica e avaliacdo clinica)
(Tabela 1). O soro e células mononucleares do sangue periférico (CMSP) desses
individuos encontravam-se armazenados em freezer a -20°C e em nitrogénio liquido,

respectivamente. Esse material foi utilizado para realizagdo dos experimentos in vitro.

Os individuos do grupo controle estdo incluidos no estudo “Identificagdo e
caracterizagdo dos alérgenos da mandioca” (CAAE: 30801420.7.0000.0068) e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para coleta de sangue
e obtencdo de soro e CMSP, nimero do parecer: 4.975.492 (Anexo A). Foram
selecionados seis individuos do sexo feminino, com faixa etaria média de 50 anos, ndo
alérgicos a mandioca, sem AA em geral e ndo profissionais da saude, para reduzir as
chances de reatividade cruzada entre proteinas da mandioca e latex (Tabela 2).

Tabela 1. Dados clinicos e demogréaficos dos individuos alérgicos a mandioca utilizados neste estudo.

Grupo de risco Primeiros sintomas Prick to prick
Individuo Idade Sexo C;:ZC?JSS Pg;ﬁ:asli]%';al Latex  Mandioca Mir;(ljji:ca Latex
1 72 F 9 Né&o X 19x10mm 6x7mm
2 55 F 1 Sim X 10x9mm Omm
3 61 F 3 Sim X 6x7mm 3x3mm
4 55 F 1 Sim X 5x4mm 4x4mm
5 31 F 0 Sim X 4x3mm Omm
6 37 F 5 Sim X 16x9mm 9x6mm
7 52 F 1 Sim X 6x5mm 8x5mm
8 63 F 4 Sim X 12x6mm 6x5mm

Grupo de risco: contato prévio com latex. Prick to prick: positivo > 3x3mm.
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Tabela 2. Dados demogréaficos dos individuos do grupo controle sem alergia alimentar.

Individuo Idade Sexo Profissional da satde
9 63 F Né&o
10 35 F Néo
11 51 F Né&o
12 38 F Néo
13 71 F Né&o
14 47 F Néo

4.2.  Plasmideo para expressdo da proteina Man e 5 recombinante

O gene de interesse Man e 5 (664 pb) foi desenhado e otimizado com cddons
preferencialmente utilizados por mamiferos e uma sequéncia de Kozak foi incluida na
terminagdo 5°, a fim de favorecer a expressdo proteica, além de um peptideo sinal IgE
(enderecamento proteico para exocitose) e uma cauda de histidina, para posterior
purificacdo em coluna de niquel. A sequéncia génica foi obtida a partir da transcri¢do da
sequéncia proteica disponivel no banco de dados UNIPROT (www.uniprot.org). O gene
desenhado foi sintetizado (GenOne Biotech©) e clonado no vetor de expressdo
pcDNA3.1 (Thermo Fisher), utilizando-se as enzimas de restricdo Hindlll e Xho |

(Invitrogen).

4.3.  Transformacdo de bactérias TOP10 E. coli por choque térmico

Para a transformacdo, aproximadamente 200 ng do DNA plasmidial foram
adicionados em tubos de microcentrifuga contendo aliquotas de 100 pL de bactérias
TOP10 E. coli competentes (Thermo Fisher). Apos incubacdo em gelo por 15 minutos,
0s tubos foram colocados a 42°C por 45 segundos e recolocados em gelo por 5 minutos.
Em seguida, acrescentaram-se 1 mL de meio LB liquido e os tubos foram incubados a
37°C por 1 hora, sob agitacdo. O volume total da mistura foi semeado em placas de LB
solido contendo 100 pg/mL de ampicilina (Sigma) e estas foram incubadas a 37°C
durante 14-16h para selecéo dos clones resistentes ao antibiotico.

4.4.  Extracgéo e purificagdo do DNA plasmidial
A purificagdo do plasmideo foi feita utilizando o kit PureLink™ HiPure Plasmid
Maxiprep (Invitrogen). Inicialmente foi realizada a cultura de bactérias TOP10 E.coli

transformadas em 200 mL de meio LB liquido (Invitrogen) contendo ampicilina
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(100ug/mL). A cultura de bactérias transformadas com o plasmideo foi incubada a 37°C
sob agitacdo (200 rpm) durante 16 horas. Apds esse periodo, o material foi centrifugado
a 4.000 g por 10 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet de bactérias foi ressuspendido em 40 mL de Ressuspension Buffer (Tris-HCI 50
mM pH 8.0, EDTA 10 mM e RNAse). Em seguida, adicionou-se 40 mL de Lysis Buffer
(NaOH 0,2 M e SDS 1%) para a completa lise da parede bacteriana. Apo6s incubacgao
por 5 minutos em temperatura ambiente, acrescentou-se 40 mL de Preceptation Buffer
(acetato de potassio 3,1 M pH 5.5) para neutralizacdo da reacdo. A solucdo com as
bactérias lisadas foi transferida para uma coluna com filtro previamente equilibrada com
Equilibration Buffer (acetato de sodio 0,1 M pH 5.0, NaCl 0,6 M e Triton® X-100
0,15%). A solucdo foi lavada duas vezes com Wash Buffer (acetato de sodio 0,1 M pH
5.0 e NaCl 825 mM). Em seguida, 10 mL de Elution Buffer (Tris-HCI 100 mM pH 8.5 e
NaCl 1,25 M) foram aplicados a coluna e o DNA plasmidial foi coletado em tubo
esteril. O DNA eluido foi precipitado com 7 mL de isopropanol por 1 hora a -20°C. Em
seguida foi centrifugado a 15.000 g por 30 minutos a 4°C. Posteriormente o DNA foi
lavado com 5 mL de etanol 70% (em agua estéril, livre de endotoxinas) e centrifugado a
15.000 g por 5 minutos a 4°C. Apds secagem do pellet ao ar livre, 0 mesmo foi
ressuspendido em 300pl de agua estéril livre de endotoxinas.

4.5.  Quantificacdo e avaliacdo do plasmideo purificado

Apos purificacdo foi realizada a quantificagdo e a avaliagdo do plasmideo
purificado. A quantificacdo do plasmideo foi realizada por método espectrofotométrico
(NanoDrop, Thermo Fisher). A avaliacdo da integridade do plasmideo foi realizada
utilizando as enzimas de restricdo Hindlll e Xhol. Aproximadamente 500 ng do
plasmideo foi incubado a 37°C por 1 hora com as enzimas de restricdo e tampao React
I1 1x. Em seguida, o produto da digestdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1 %. Para isso, as amostras foram ressuspensas em tampao de eletroforese 1x (0,25%
azul de bromofenol; 40% de sacarose em agua) e o material foi submetido a eletroforese
em tampd TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM pH 8) a 120V por
aproximadamente 1 hora. O Ready-load 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen) foi utilizado
como marcador de peso molecular. O gel foi corado com 0,5 mg/mL de brometo de
etidio (Invitrogen) e a visualizacdo das bandas foi feita em luz ultravioleta no aparelho
Multilmage Light Cabinet (Alpha Innotech).
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4.6. Expressdo da Man e 5 recombinante em células Expi293F

As células Expi293F (ThermoFisher) foram mantidas em meio de expressao a
temperatura de 37°C, sob agitacdo constante de 125 rpm em shaker com orbita de 19
mm (ThermoFisher) em atmosfera de 8% de CO2, até atingirem a densidade necessaria
para transfeccdo. O protocolo seguido para cultivo, manutencao e expressao da proteina
recombinante é o recomendado pelo fabricante®?. No momento da transfeccéo as células
Expi293F, ajustadas para a densidade de 3x10° células/mL, foram suspensas em um
novo Erlenmeyer contendo 100 mL de meio de expressdo (Expi293™ Expression
Medium, A1435101). Para o preparo de 100 ml de meio utilizamos 300x10° células.
Apbs preparo das células na densidade recomendada, foi preparado o mix de
transfeccdo adicionando 6 mL de OptMen em dois tubos de fundo cénico de 50 mL. No
primeiro tubo foi acrescentado 320 ul de Expi Fectamine Transfection Reagent
(ThermoFisher) e no segundo tubo foi adicionado 100 pg do DNA plasmidial da
proteina de interesse. Ambos os tubos foram homogeneizados delicadamente e deixados
a temperatura ambiente por 5 minutos. Ao final do tempo, o contedo dos tubos foi
misturado e incubado a temperatura ambiente por mais 10 minutos. Em seguida, 0 mix
de transfeccdo foi gotejado cuidadosamente sobre as células, realizando agitacdo
manual do Erlenmeyer. Ap6s 20 horas da transfecgdo, adicionamos os reagentes
Transfection Enhancer 1 (600 ul) e Transfection Enhancer 2 (6 mL). O tempo para
expressdao da proteina de interesse foi de cinco dias em cultura. Apés esse periodo, o
meio de cultura contendo a proteina recombinante foi coletado e centrifugado a 3200 g
por 30 minutos para remocao das células. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em
filtro de 0,45 um e submetido a purificacdo de proteinas em coluna de cromatografia
por afinidade a metais (IMAC).

4.7.  Purificacdo da Man e 5 em coluna de cromatografia por afinidade a metais
Devido a presenca da cauda de histidina na proteina, a purificacdo do sobrenadante
foi realizada por IMAC. O sobrenadante contendo as proteinas foi diluido 1:1 em PBS
1x (Tampéo Fosfato Salino) pH 7,4, onde foi adicionado 4 mL de resina Ni Sepharose 6
Fast Flow (Cytivia) e 1 mL de imidazol 500 mM para cada 100 mL de sobrenadante
diluido. Essa mistura foi deixada sob agitacédo leve por 1 hora e 30 minutos a 4°C. Em
seguida, o material foi adicionado em uma coluna de plastico de 20 mL para
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cromatografia, onde ocorreu 0 empacotamento da resina. Essa resina foi lavada com 200
mL de imidazol 5 mM em PBS 1x pH 7,4. Apos a lavagem foi adicionado 1 mL de
imidazol em diferentes concentracdes (50 mM, 250 mM e 500 mM) e as fracdes foram
coletadas, afim de favorecer o desligamento da histidina da proteina da resina. Todas as
fragdes coletadas foram dosadas no espectrofotometro ND 1000 Nanodrop (Uniscience)
para confirmac&o de que a proteina estava eluida nas fragOes coletadas. Em seguida, foi
feita uma didlise para troca de tampdo da proteina purificada com 4L de PBS 1x pH 7,4
com 5% de glicina por 2 horas a 4°C e em sequéncia essa solucdo foi filtrada em filtro
de 0,22 um. A concentracdo da proteina apos dialise e filtragem foi novamente dosada
no espectrofotdmetro ND 1000 Nanodrop (Uniscience).

4.8. Eletroforese 1D e Western blotting com a proteina Man e 5 recombinante

Para visualizacdo da Man e 5 recombinante (rMan e 5) produzida foi feito um
ensaio de eletroforese de primeira dimensdo (1D) em diferentes concentracdes da
proteina. A separacdo da proteina foi realizada em gel de poliacrilamida 12%. As
amostras foram previamente aquecidas a 95°C na presenca de SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate) e de um reagente thiol (2-mercaptoetanol), para desnhaturacdo e quebra das
pontes dissulfeto. A corrente aplicada foi de 15 mA/gel durante 15 minutos (até a
entrada da amostra no gel de resolucgdo) e de 35 mA/gel até o fim da corrida. Diferentes
concentracdes da rMan e 5 (3, 7, 10 e 15 pg) foram aplicadas em cada poco do gel. O
marcador molecular utilizado foi BenchMark Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen).
O gel foi corado com Coommassie Blue Coloidal (CBC), como descrito por Candiano et
al. (2004)%2. A imagem do gel foi capturada utilizando o fotodocumentador LAS 4000
(GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Suécia).

A proteina separada em gel de poliacrilamida 12% foi eletrotransferida do gel para
membrana de nitrocelulose em um sistema de eletrotransferéncia Trans-Blot Turbo
Transfer System (Bio-Rad Califérnia, USA) para realizar Western Blotting (WB). No
ensaio de WB para deteccdo de IgE especifica para rMan e 5 foi utilizado um pool de
soro de dois individuos (2 e 7), com alergia a mandioca e com prévia reatividade IgE
especifica contra a Man e 5 confirmada, e o soro de um individuo ndo alérgico a

mandioca como controle negativo. O anticorpo secundario utilizado foi Anti-IgE
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humano produzido em camundongos (e-especifica) e conjugado a Horseradish
Peroxidase (HRP) (Invitrogen).

A membrana de nitrocelulose foi blogueada com TBS-Tween 20 a 0,1% (v/v) e
leite em pd desnatado 5% (m/v) por 1 hora a 4°C. Os soros foram solubilizados em
TBS-Tween 20 a 0,1 % (v/v) e leite em p6 desnatado 5% (m/v), diluidos na propor¢édo
1:5. A membrana foi incubada com o soro a 4°C por aproximadamente 16 horas sob
leve agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes com TBS-Tween 20 a 0,1
% (v/v), cada lavagem durando 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, a
membrana foi incubada com o anticorpo secundério (anti-IgE) diluido em TBS-Tween
20 a 0,1 % (v/v) na proporcdo 1:5000 por 2 horas em temperatura ambiente. A
membrana foi lavada trés vezes com TBS-Tween 20 a 0,1 % (v/v), cada lavagem
durando 10 minutos em temperatura ambiente. Para detec¢do por quimioluminescéncia
foi utilizado kit Enhanced Chemi Luminescence (ECL) (GE Healthcare Biosciences,
Uppsala, Suécia), segundo recomendagdes do fabricante. Foi aplicada quantidade
suficiente para cobrir a membrana e incubada protegida da luz por 1 minuto antes da
leitura. A membrana foi revelada utilizando o fotodocumentador LAS 4000 (GE

Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Suécia).

4.9. Marcacdo intracelular de citocinas

As CMSP de oito individuos com alergia a mandioca e de seis individuos controles
foram descongeladas e estimuladas, em triplicata, na presenca ou auséncia de PMA (do
inglés, Phorbol 12-myristate 13-acetate; Sigma-Aldrich, P8139) 50 ng/mL e
ionomicina 500 ng/mL (Sigma-Aldrich, 13909), juntamente com Brefeldina A
(BioLegend, 420601) 1x. O PMA ativa a proteina quinase C enquanto a ionomicina é
um agente mobilizador de célcio, ambos induzem a ativacdo de células T e a producgdo
de citocinas®®. As células foram cultivadas em placas de 96 pocos de fundo U na
concentragdo de 5x10° em volume final de 200uL de RMPI completo por pogo, em
estufa a 37°C por 5 horas. Ap6s o tempo de estimulo as células foram transferidas para
uma placa de fundo V e centrifugadas a 400 g por 5 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em volume final de 50uL
de PBS 1x pH 7,4, contendo os anticorpos anti-CD3-Percp Cy5.5 (BD Pharmingen™),
anti-CD4-BV421 (BD Horizon™) e anti-CD8-APC-H7 (BD Pharmingen™), ao abrigo

da luz por 30 minutos a 4°C. Em seguida, as células foram lavadas com 100uL de PBS
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1x pH 7,4 e incubadas em 50puL de BD Cytofix/Cytoperm™ por poc¢o, ao abrigo da luz
durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente as células foram lavadas com 100uL de BD
Perm/Wash™ buffer e foram marcadas, ao abrigo da luz, em volume final de 50uL de
BD Perm/Wash™ puffer, contendo o0s anticorpos anti-IFN-y-PECy7 (BD
Pharmingen™) e anti-IL-13-PE (BD Pharmingen™) por 30 minutos a 4°C. As células
foram lavadas com 100uL de BD Perm/Wash™ buffer e ressuspensas em volume final
de 200uL de PBS 1x pH 7,4. As amostras foram adquiridas com o citdmetro
FACSCanto Il (BD Biosciences) e analisadas com o auxilio do software FlowJo (versao
8.7.1, Tree Star).

4.10. Cultura celular com Man e 5 recombinante

As CMSP de oito individuos com alergia a mandioca e seis individuos controle
foram cultivadas na concentracdo 5x10® em volume final de 200uL RMPI completo por
poco, na presenca ou auséncia de 10ug/ml ou 50ug/ml de rMan e 5. Os controles
positivos foram estimulados com PMA (P8139, Sigma-Aldrich) 50 ng/mL e ionomicina
500 ng/mL (13909, Sigma-Aldrich) 48 horas antes do final da cultura. Os controles
negativos para PMA e ionomicina foram incubados com RPMI completo, e os controles
negativos da Man e 5 foram incubados com PBS 1x pH 7,4 5% glicina (tamp&o em qual
a rMan e 5 esté eluida). As células foram mantidas em cultura por 3 ou 6 dias, a 37°C.
Apbs cada periodo, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C até 0 momento

da sua utilizacdo, e as células foram coletadas para extracdo de RNA.

4.11. PCR em tempo real

Foi realizada PCR em tempo real (qQPCR) para determinar a expressdo génica de
IL-13, IFN-y e GAPDH. A extracdo de RNA total foi feita utilizando TRIzol™ Reagent
(Invitrogen). Resumidamente, 500uL de Trizol foram adicionados juntamente com as
ceélulas e homogeneizados em tubos de 1,5 mL livres de DNAse e RNAse (Axigen).
Apo0s incubacdo de 5 minutos para completa dissociagdo do complexo nucleoproteina,
foram adicionados 200 pL de cloroférmio a 4°C em cada tubo. Os tubos foram
vortexados e, apds 3 minutos, centrifugados a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. A fase
superior aquosa contendo o RNA foi transferida para novos tubos livres de DNAse e
RNAse, contendo 1 mL de isopropanol a 4°C, para precipitagdo do RNA. As amostras

foram homogeneizadas por inversdo e incubadas por 10 minutos. Em seguida, foram
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centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente
aspirado e descartado, e o pellet de RNA foi ressuspenso em 500 pL de etanol 75% a
4°C, para lavagem do pellet. Apds centrifugacdo a 7.600g por 5 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o excesso de etanol presente nos tubos foi seco em
temperatura ambiente durante 5 a 10 minutos. O RNA foi eluido em &gua tratada com
DEPC (dicarbonato de dietila). Em seguida, o RNA total obtido foi tratado para
remover qualquer traco de DNA contaminante. Para isso foi adicionado 0,1 do volume
da amostra de DNase | Buffer 10x e 1 pl de rDNase | ao tubo contendo o RNA, para
digestdo do DNA. Apds incubacdo de 20 minutos a 37°C foi adicionado o DNase
Inactivation Reagent para parar a digestdo, e a solugéo foi incubada durante 2 minutos
em temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada a 10.000 g por 15 minutos e em
seguida o RNA foi transferido para um novo tubo. A concentracdo de RNA foi
determinada por método espectrofotométrico (NanoDrop, Thermo Fisher).

O cDNA foi obtido a partir da transcricdo reversa do RNA extraido, utilizando
Superscript 1l Reverse Transcriptase (Thermo Fisher). Resumidamente, 1ug de RNA
total foi incubado com Oligo(dT)12-18 e dNTP (Thermo Fisher) a 65°C por 5 minutos,
nas concentragdes recomendadas pelo fabricante. Uma solugdo contendo DTT, a enzima
Superscript I, o tampéo First-Strand buffer (5x) e RNAse OUT foi adicionada a cada
tubo e 0s mesmos foram incubados a 42°C por 50 minutos e a 70°C por 15 minutos em
um termociclador Veriti (Applied Biosystems). A gPCR foi realizada utilizando Power
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) e o termociclador QuantiStudio 12k
(Applied Biosystems). A amplificacdo foi realizada com os seguintes parametros: 95°C
por 15 minutos; 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. O GAPDH foi
utilizado como controle enddgeno. As sequéncias dos primers utilizados estdo no
Apéndice A. Para o desenho dos primers foi utilizado o banco de dados GenBank da
NCBI e as ferramentas Primer-BLAST e OligoAnalyzer™., Para genes com mais de

uma variacdo foi considerada a sequéncia preservada entre as variantes.

4.12. ELISA para detecgéo de citocinas do sobrenadante

Foi realizado o ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA) para detecgédo
das citocinas IL-13 (DY213, R&D Systems) e IFN-y (DY285B, R&D Systems) no
sobrenadante da cultura celular estimulada com rMan e 5, de acordo com as instrugdes

do fabricante. Resumidamente, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com o anticorpo
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de captura (IL-13 ou IFN-y) na concentragdo 2ug/mL em volume final de 50uL por
poco e incubado por 18 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as placas
foram lavadas trés vezes com PBS-T 0,01% e bloqueadas com 100 uL de Reagente
Diluente (R&D Systems) 1x por poco. Em seguida, apds trés lavagens com tampao
PBS-T 0,01%, foram adicionadas as amostras e as dilui¢cGes seriadas da curva padréo.
As placas foram incubadas por duas horas em temperatura ambiente e ap6s o término
deste periodo, os respectivos anticorpos de detec¢do foram adicionados as placas na
concentracdo de 200 ng/mL e incubados por duas horas em temperatura ambiente. A
seguir, apés trés lavagens, foi adicionada estreptavidina-HRP (R&D Systems) durante
20 minutos em temperatura ambiente. Seguida de trés lavagens, a solucdo de substrato
foi adicionada as placas e ap6s 20 minutos a reacdo foi interrompida pela adicdo de
acido sulfarico 1 M. A leitura foi feita em espectrofotémetro com comprimento de onda

em 450 nm.

4.13. Andlise estatistica
Os resultados foram analisados pelo software GraphPad Prism 9. Comparag6es
entre dois grupos foram feitas utilizando o teste de Mann-Whitney. Um valor de p <0,05

foi considerado como estatisticamente significativo para todas as analises.
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5. RESULTADOS
5.1. Producédo da proteina Man e 5 recombinante (rMan e 5)

5.1.1. Anélise do plasmideo codificador de Man e 5

A sequéncia do gene da proteina Man e 5 foi sintetizada e clonada no vetor de
expressdao pcDNA3.1 com as enzimas de restricdo Hindlll e Xho I, além da sequéncia
de Kozak e uma cauda de histidina (Figura 2). O plasmideo foi transformado em
bactéria E. coli e, apds a transformacdo foram selecionados dois clones resistentes a
ampicilina para posterior extragcdo e purificacdo do DNA plasmidial. Cada clone

extraido foi submetido a digestdo enzimatica especifica para linearizacdo do plasmideo.

AAGCTTGCCACCATGGACTGGACCTGGATTCTETTTCTEGTGGCCECTGCTACCAGAGTGCACAGCSCTh

CAGCCGAGGTGGTCACCGCCCAGACCGCCCTGCCTGAAGAGAAACCTGCTGAGGAGGTGAAGGTGTCC
GAGATCGTGACCGAGGAGGLTGCTCCAGCCGTGGAACCAGTGGCCGAGGAACCCAAGGAAGCCGAGC
CCGTGGCCGTCAGCGAGGAACCCAAGGGCGGAGATGACGCCCCTGCCGAGGTGGCCGTGGAAACCAA
GGAAGTTGTGGAAGTGGAAGAGGCAAAGACCGTGACCGAGGAACCCACCGTGGAAAAGACCGAGGAA
GAGGAAGAGACACCTAAAGAGGAAACCCCTGAGCCCGTGGTGGTGAAGGAGACACCTAAGGAAGAGC
CTACCGCCGAGACAGTGGTGGAAGAGGCCCCTAAGGAAACAACCGAGGCCGCCACAGAGGCCGAGGC
CCCTGCCCCTGAGAGCGCCCCAGCTTCTGCCCCTGAGACCCCTGCCGAGGAAGAGGTCCCCAAGGAAGA
GGAAGGCGACGAGAAGAAAAGCGAGGCCGAGGTGGAAGCTGAGAAGACAGAG

EACHEA cTcoa

AAGCTT = sitio Hindlll

BECACEATEE — sequéncia de Kozak
ATGGACTGGACCTGGATTCTGTTTCTEGTGGCCECTGCTACCAGAGTGCACAGL — peptideo sinal 126
TCACORTOABEABERE - 2. de histidina

- —codon de parada

CTCGAG - sitio Xhol

HindIII
Kozak
Ampicilina Peptideo sinal IgE

Mane5

His-tag

ol

Figura 2. Construcéo do plasmideo produtor da proteina Man e 5. Sequéncia nucleotidica do gene da
proteina Man e 5 com otimizacdo de c6dons para expressdo em células de mamiferos, além da sequéncia
de Kozak, peptideo sinal IgE, cauda de histidina, cédon de parada e os sitios das enzimas de restri¢do
Hindlll e Xhol. Esta também representado o mapa do vetor pcDNA 3.1 utilizado.
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A eletroforese em gel de agarose 1% realizada para visualizacdo da efetividade da
digestdo do plasmideo contendo o gene da proteina Man e 5, com as enzimas de
restricdo Hindlll e Xho I, mostrou que houve a liberacdo do inserto com o tamanho
préximo ao esperado de 664 pb (Figura 3). Estes dados sugerem que a sequéncia da
Man e 5 desenhada foi inserida de forma correta no plasmideo pcDNA3.1 e possui 0
tamanho esperado de pares de bases.

1000 pb —

650 pb —
500 pb —

300 pb —

100 pb —

Figura 3. Analise do gene Man e 5 clonado no vetor de expressdo pcDNA3.1. Apds amplificacdo e
purificacdo, dois clones (CL1 e CL2) do plasmideo contendo o gene da proteina Man e 5 foram digeridos
com as enzimas de restricdo Hindlll e Xho I. Para visualizagdo da liberacdo do inserto foi feita uma
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio. O vetor pcDNA3.1 possui 5428 pares
de base (pb) e o gene da proteina Man e 5 664 pbh. Estdo representados o produto da digestdo do
plasmideo (D) assim como o plasmideo ndo digerido (ND). O marcador molecular (MM) utilizado foi o
Ready-load 1Kb plus DNA ladder.

O DNA plasmidial extraido, purificado e digerido de um dos clones foi utilizado
para transfeccdo em células eucaridticas Expi293 para producdo da proteina
recombinante. Ap6s cinco dias de cultura houve a expressdo da rMan e 5, que em
seguida foi purificada em coluna de niquel com diferentes concentra¢es de imidazol
(50 mM, 250 mM e 500 mM) para recuperar 0 maximo possivel de proteina. Apds
purificacdo, a concentragdo de rMan e 5 obtida foi de 2,27 mg/mL. Foi feita a dialise
para troca de tampdo da proteina, de imidazol para PBS e em seguida a solucdo foi
filtrada. Apds dialise a concentracdo de rMan e 5 era de 1,87 mg/mL e apos filtragem a

concentracgéo final de rMan e 5 obtida foi de 1,09 mg/mL.
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5.1.2. Anélise da reatividade IgE com a proteina rMan e 5

Para visualizar a proteina recombinante produzida, foi realizada uma eletroforese
SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12% com quatro concentracdes distintas da rMan
e 5 (3,7, 10 e 15 pg) para visualizacdo da proteina. Pode-se observar uma proteina mais
proeminente proximo de 37 kDa, pouco acima de 30 kDa, que é a massa esperada para
proteina Man e 5 em um gel SDS-PAGE®,

Apesar de ja ser possivel visualizar de forma bem expressiva a rMan e 5 com 15
pg, utilizamos a concentracdo de 30 pg de rMan e 5 para o WB, a fim de favorecer a
ligacdo da proteina com as IgEs dos individuos. Foi utilizado o pool com soros de dois
individuos alérgicos a mandioca (2 e 7), que ja haviam demonstrado reatividade IgE
especifica para a Man e 5 em estudo anterior®”. E possivel observar a presenca de uma
proteina reativa na regido de 37 kDa no grupo alérgico e uma reatividade mais fraca na
mesma regido no controle. Interessantemente, tanto no grupo alérgico como no controle

podemos visualizar uma reatividade IgE na regido entre 64 e 82 kDa (Figura 4B).
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Figura 4. Eletroforese SDS-PAGE e Western Blotting com a proteina Man e 5 recombinante. A.
Eletroforese 1D SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12% com a proteina recombinante Man e 5 (rMan e
5) em diferentes concentraces (3, 7, 10 e 15 pg). O marcador molecular (MM) utilizado foi BenchMark
Pre-Stained Protein Ladder. B. Western Blotting (WB) com pool de soro de alérgicos a mandioca
(individuos 2 e 8) e um controle negativo. E possivel observar uma proteina IgE reativa no grupo alérgico
na regido de 37 kDa (kiloDalton), correspondente a rMan e 5, e também uma reatividade na regido entre
64 e 82 kDa em ambos os grupos. AL: alérgicos; CT: controle negativo.
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5.2.  Andlise da resposta celular do grupo alérgico a mandioca apds estimulo
inespecifico e na presenca da proteina rMan e 5

5.2.1. Marcagdo intracelular de citocinas

A fim de avaliar se havia diferenca na resposta celular inespecifica de individuos
alérgicos e ndo alérgicos, as células do grupo alérgico e grupo controle foram
estimuladas com PMA e ionomicina, para comparacdo da producao das citocinas IFN-y
e IL-13 entre os grupos. Embora o grupo alérgico tenha apresentado discreto aumento
na producédo de IL-13 em relagdo ao controle, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos, tanto para citocina com perfil Thl (IFN-y) como para citocina do perfil Th2 (IL-
13) (Figura 5).
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Figura 5. Frequéncia de células T CD4+ produtoras de IFN-y e IL-13 ap0s estimulo inespecifico
com PMA e ionomicina. As células mononucleares de sangue periférico do grupo alérgico (AL) e grupo
controle (CT) foram estimuladas com PMA e ionomicina durante 5 horas em cultura. Em seguida, as
células foram marcadas e adquiridas por citometria de fluxo para andlise de produgdo de citocinas.
Anédlise pelo teste de Mann-Whitney.

5.2.2. Deteccéo de IFN-y por ELISA

Para deteccdo de citocinas no sobrenadante de células pelo teste ELISA, foi
possivel somente analisar a producdo de IFN-y, pois ndo houve producdo de IL-13
suficiente para deteccdo em ambos os grupos, tanto com estimulo inespecifico (PMA e

ionomicina) quanto com estimulo especifico de rMan e 5.

Avaliamos se as células estimuladas com estimulo inespecifico (PMA e
ionomicina), durante trés e seis dias, poderiam influenciar na producéo de IFN-y (Figura
6). Observamos que ndo houve diferenca significativa de producédo da citocina entre os

grupos em nenhum dos tempos.
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Figura 6. Deteccdo de IFN-y em sobrenadante de células apos estimulo com PMA e ionomicina. As
células mononucleares de sangue periférico do grupo alérgico (AL) e grupo controle (CT) foram
estimuladas 48 horas antes do término da cultura celular, nos tempos de 3 e 6 dias. O sobrenadante foi
coletado para deteccdo de IFN-y por ELISA. N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Anélise
pelo teste de Mann-Whitney.

Foi realizada uma andlise para avaliar a produgdo de IFN-y no sobrenadante das
células estimuladas com rMan e 5 em dois tempos diferentes de cultura, 3 dias (figura
7A) e 6 dias (figura 7B), em duas concentra¢es 10 pg/mL e 50 pg/mL. Em relacdo a
concentracdo de rMan e 5 utilizada em cultura celular, podemos observar que houve
maior producdo de IFN-y no grupo alérgico, quando estimulado com 50 pg/mL de rMan
e 5 no tempo de 3 dias. Embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica, é possivel
observar que no grupo controle, tanto com 3 e 6 dias de estimulo, a producdo de IFN- y
¢ dose-dependente em relacdo a quantidade da proteina utilizada, havendo maior
producdo de IFN-y com 10 pg/mL de rMan e 5, enquanto no grupo alérgico ocorre o
inverso, havendo maior producdo de IFN-y com 50 pg/mL de rMan e 5. O tempo de
estimulo ndo afetou os resultados, tanto no grupo alérgico como no grupo controle
(Figura 8).
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Figura 7. Analise da producéo de IFN-y em sobrenadante de células apos estimulo com Man e 5
recombinante em diferentes concentragdes. As células mononucleares de sangue periférico do grupo
alérgico (AL) e grupo controle (CT) foram estimuladas com 10 e 50 ug/mL da proteina Man e 5
recombinante (rMan e 5) durante 3 e 6 dias. Ap6s cada periodo o sobrenadante foi coletado para detecgdo
de IFN-y por ELISA. No gréfico A, podemos observar que houve maior producdo de IFN-y no grupo
alérgico, quando estimulado com 50 pug/mL de rMan e 5 no tempo de 3 dias. Anélise pelo teste de Mann-

Whitney. *: p<0,05.
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Figura 8. Andlise da producédo de IFN-y em diferentes tempos de cultura. As células mononucleares
de sangue periférico do grupo alérgico (AL) e grupo controle (CT) foram estimuladas com 10 e 50 pg/mL
da proteina Man e 5 recombinante (rMan e 5) durante 3 (3d) e 6 dias (6d). Ap6s cada periodo o
sobrenadante foi coletado para deteccdo de IFN-y por ELISA. Nédo foi observada diferenca estatistica
significativa entre os diferentes tempos de cultura. Anélise pelo teste de Mann-Whitney.
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Ainda em relacdo as células estimuladas com rMan e 5, ao compararmos 0s grupos
podemos observar que houve maior produgédo de IFN-y no grupo controle em relacéo ao
grupo alérgico, quando estimulado com 10 pg/mL de rMan e 5 durante o tempo de 6
dias (Figura 9B). Curiosamente, mesmo sem diferenca estatistica, o grupo alérgico

produziu mais IFN-y em relagdo ao grupo controle, com 50 pug/mL de rMan e 5, nos

dois tempos.
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Figura 9. Comparacao da producdo de IFN-y entre grupo alérgico e grupo controle. As células
mononucleares de sangue periférico do grupo alérgico (AL) e grupo controle (CT) foram estimuladas
com 10 e 50 pg/mL da proteina Man e 5 recombinante (rMan e 5) durante 3 e 6 dias. Apds cada periodo o
sobrenadante foi coletado para detec¢do de IFN-y por ELISA. No grafico B podemos observar que houve
maior producdo de IFN-y no grupo controle em relagdo ao grupo alérgico. Andlise pelo teste de Mann-
Whitney. *: p<0,03.
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5.2.3. Expressdo génica de IFN-y, IL-10 e I1L-13

Para avaliacdo da expressdo genica por qPCR, foi possivel realizar os ensaios com
apenas seis individuos do grupo alérgico (individuos 1, 2, 4, 5, 6 e 8) e quatro
individuos do grupo controle (individuos 9, 11, 12 e 13) devido a quantidade e
qualidade de RNA extraido dos demais individuos, que foi insuficiente e ndo houve
possibilidade de repeticdo do ensaio pela quantidade limitada de células. Embora as
células de todos os individuos tenham sido estimuladas com a proteina rMan e 5 em
diferentes concentracdes e tempos, ndo foi possivel realizar a qPCR novamente devido a
quantidade e qualidade do RNA extraido, que foi insuficiente para prosseguir com o
restante do ensaio. Além disso, a quantidade de reagentes necessaria para analisar todas
as condicdes de cultura, em triplicata e para todas as citocinas planejadas (I1L-4, 1L-5,
IL-9, IL-10, IL-13 e IFN-y), seria muito alta. Levando em conta todos esses fatores,
optamos por analisar as células estimuladas com PMA e ionomicina e avaliar a

expressao génica apenas de IFN- vy, IL-10 e IL-13.

Apds estimulo com PMA e ionomicina podemos observar que nao houve diferenca

estatistica entre os grupos, para nenhuma das citocinas avaliadas (Figura 10).
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Figura 10. Expressdo génica de citocina do perfil Thl (IFN-y) e citocinas do perfil Th2 (IL-10 e IL-
13). As células mononucleares de sangue periférico do grupo alérgico (AL) e grupo controle (CT) foram
estimuladas com PMA e ionomicina durante 48 horas em cultura. O RNA total foi extraido e a expressdo
génica das citocinas IFN- vy, IL-10 e IL-13 foi determinada por qPCR. Néo foi observada diferenca
significativa entre os grupos. Analise pelo teste de Mann-Whitney, p<0,05.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo produzimos de forma recombinante um dos alérgenos descritos para
mandioca, a proteina Man e 5. A producdo desta proteina foi realizada utilizando um
sistema de transfeccdo de plasmideo em células Expi293, linhagem derivada de células
HEK293, provenientes do rim de embrido humano. A producdo de alérgenos e outras
proteinas recombinantes por esse sistema de transfeccdo ja é bem estabelecida®® %%,
dado a versatilidade das células HEK para reproducdo, manutencdo, alta eficiéncia de
transfeccdo e producio de alto rendimento proteico®®®®. Embora o sistema de
transfec¢do e producédo de proteinas utilizando a bactéria Escherichia coli seja 0 modelo
mais utilizado™, optamos por um método de producio sem o risco da presenca de
endotoxinas, provenientes da bactéria, que poderiam interferir com os experimentos

feitos com a proteina produzida.

A proteina Man e 5 possui uma massa molecular de aproximadamente 30 kDa em
gel SDS-PAGE®"%, porém a proteina rMan e 5 produzida apresentou massa molecular
de aproximadamente 37 kDa, sendo um pouco maior do que o esperado. Essa diferenca
pode ser explicada porque a sequéncia da proteina produzida foi maior que a sequéncia
original encontrada no banco de dados Uniprot, uma vez que foi incorporada uma cauda
de histidina para posterior purificacdo da proteina. As proteinas com massa molecular
superior a 37 kDa que podem ser observadas na Figura 4A, se devem pela presenca da
grande quantidade de lisado celular, mesmo apds o processo de purificacdo da proteina.
Outra possibilidade é a formacdo de dimeros da proteina, resultando em mudltiplas
bandas com massa molecular maior que o esperado. Essa dimerizacdo pode ter ocorrido
espontaneamente ou por fatores externos, como aglomeracdo macromolecular (grande
quantidade de proteina para pouco solvente), fosforilacdo, variacGes na forga ibnica e
mudancas de pH ou temperatura’. Vale a pena frisar que devido a dificuldade na
producdo da proteina, a etapa de polimento ap6s purificacdo da mesma néo foi feita,
fase que consiste em retirar 0 maximo de residuos celulares e isolar a proteina através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com colunas especificas considerando as
caracteristicas fisico/quimicas da proteina. Embora a produgdo da proteina ndo tenha
tido alto grau de pureza, podemos inferir que seja rMan e 5 devido a forte reatividade de
IgE do grupo alérgico observada no WB, na regido de massa molecular esperada da

proteina.
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A presenca de reatividade IgE a uma proteina na regido entre 64 e 82 kDa no grupo
alérgico e controle pode ser justificada pelo fato de que anticorpos IgEs podem ligar-se
de forma ndo especifica a proteinas presentes em abundancia excessiva, resultando em

reatividades n&o especificas’?.

Este estudo visou investigar a diferenca da resposta imune celular entre um grupo
alérgico a mandioca e um grupo controle sem AA. Apoés incubacdo com estimulos
inespecificos (PMA e ionomicina) e estimulo especifico com o alérgeno rMan e 5,
analisou-se a producdo de citocinas do perfil Thl e Th2. A hipersensibilidade IgE
mediada € caracterizada pela secre¢do de citocinas de perfil tipo 2, incluindo IL-4, 1L-5,
IL-9 e IL-13, que sdo secretadas a partir de células T CD4+"%. Embora ndo tenha sido
possivel observar diferenca em relacdo a producdo dessas citocinas nos grupos
avaliados, muito provavelmente porque a coorte possui poucos individuos, podemos
sugerir que com um ndmero maior de individuos seria possivel visualizar alguma
diferenca significativa na producéo de IL-13, citocina que aumenta a expressao de MHC
classe I, regula a contracdo das células do musculo liso e promove a producao de muco
no epitélio das vias aéreas, tendo um importante papel no desenvolvimento de doencas
alérgicas’®. Esta interleucina é homdloga a IL-4 e compartilha muitas de suas atividades
bioldgicas em células fagociticas mononucleares, células endoteliais, células epiteliais e
células B. Em células B, a IL-13 é responsavel por promover a mudanca de classe para
IgE, e em células endoteliais induz a expressdo da molécula de adeséo celular vascular-
1 (VCAM-1), aumentando a ades&o de células T, eosindfilos e basofilos no endotélio.
A IL-13 é secretada predominantemente por células Th2, mas também por outras

células, como ILC2, mastécitos e baséfilos’.

Altos niveis de 1L-13 j& foram encontrados em eosinéfilos do sangue periférico de
individuos com asma bronquica e dermatite atdpica’. Ando et al. (2017) mostraram que
0 bloqueio do fator liberador de histamina, que desempenha a funcdo de estimular a
liberacdo de histamina, IL-4 e IL-13 de mastdcitos e basofilos, melhora os sintomas de
AA em modelo animal, além de estar associado a melhora clinica em pacientes
alérgicos ao ovo que foram submetidos a OIT’®. Estudos que identificaram células T
CD4+ alérgeno especificas de individuos alérgicos a amendoim ou ovo, constataram a
producdo de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 ap0s apenas 4-6 horas de estimulacdo com seus

respectivos extratos’” 8,
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As IL-4 e IL-13 podem ser um alvo terapéutico na AA devido seu receptor em
comum, IL-4Ra, que possui afinidade pelo monoclonal dupilumabe, medicamento que
desempenha a funcao de inibir varias vias imunolégicas dependentes de Th2, incluindo
a via de sinalizacdo para mudanca de classe IgE, polarizagdo de macréfagos para um
fendtipo pro-inflamatorio e a eosinofilia periférica. Este medicamento ja é utilizado em
dermatite atopica, asma e polipose nasal. Estudos para o tratamento de AA com esse

monoclonal estdo em andamento’®.

A producdo de IL-10 entre os grupos experimentais deste estudo também ndo
apresentou diferencas estatisticas significativas, porém pode-se observar um aumento
sutil na expressdo génica de IL-10 no grupo controle. Sabe-se que esta citocina
imunoreguladora, produzida por células Thl e Th2, macréfagos, mondcitos, DCs,
mastdcitos, células epiteliais e células Treg, possui um papel critico na propagacgdo e
supressdo das respostas imunes®, sendo assim podemos levantar a hiptese que com um
numero maior poderiamos observar diferencas significativas na producédo de I1L-10 entre
o0s grupos. Nas doencas alérgicas essa citocina possui a capacidade de diminuir a sintese
da IgE alérgeno especifica e a sobrevivéncia de eosinofilos. Um fato curioso é que
apicultores, que sofrem maltiplas picadas de abelha e sdo naturalmente tolerantes a seu
veneno, apresentam altos niveis de 1L-1073. Também ja foi descrito que a IL-10 modula
o desenvolvimento de AA, promovendo a expansio de mastocitos na mucosa®. Essas

observacdes sugerem que a IL-10 pode modular o resultado da resposta alérgica.

O IFN-y ¢ uma citocina com multiplas fungdes, incluindo fung¢des antivirais,
antitumorais e imunomoduladoras. Os efeitos do IFN-y nas doencas alérgicas sdo
mediados por varios mecanismos, como regulacdo da apresentacdo do alérgeno aos
linfocitos T, diferenciacdo de células T CD4+ imaturas para fen6tipo Thl e/ou inibicdo
na diferenciacdo de células Th2, supressdo da liberacdo de citocinas do perfil Th2,
inibicdo do recrutamento de células efetoras para o local da inflamacdo, apoptose em
eosinofilos e bloqueio da troca de classe para IgE em células B, além de induzir
producdo de 1gG®. Nossos resultados demonstraram maior producdo de IFN-y no grupo
controle em relacéo ao grupo alérgico. Sabemos que a regulacéo da resposta imune com
IFN-y induz a toleréncia em individuos com AA. Essa importante citocina ja foi
utilizada para tratar individuos com APLV através de OIT, induzindo tolerancia ao
alimento®, dados que corroboram com o estudo de Noh et al. (2009), onde individuos
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com APLYV, alergia ao ovo de galinha e ao trigo desenvolveram toleréncia aos alimentos
alergénicos através da OIT com IFN-y84,

A presenca de IFN-y no contexto da alergia esta relacionada a um perfil de
tolerancia, entdo, o esperado seria que a producdo de IFN-y fosse maior no grupo
controle, independentemente da quantidade ou duragdo do estimulo. Interessantemente,
em nosso estudo observamos maior producdo de IFN-y no grupo alérgico com a maior
concentracdo de rMan e 5 (50 pg/mL), consistente com o trabalho de Gardner et al.
(2004), que avaliaram a producdo de IFN-y em células de individuos alérgicos
estimuladas com extrato total de &caro, comparando duas concentracdes do extrato e
constatando que a maior concentracdo de estimulo induzia maior producio de IFN-y®°.
Esses dados sugerem que altas doses de um alérgeno sdo necessarias para induzir
producdo de IFN-y em individuos alérgicos, podendo ser um fator importante para
conduta de imunoterapia especifica. Entretanto, esta citocina também ja foi implicada
na asma grave, contribuindo para a patologia da doenca® e em um estudo recente, Link
et al. (2022) demonstraram que o IFN-y promove a ativagdo de mastdcitos, induzindo
anafilaxia em ratos sensibilizados, sugerindo que, embora o IFN-y tenha a capacidade
de prevenir o desenvolvimento de AA, também possui a capacidade de exacerbar uma

AA j4 estabelecida®’.

Embora nédo tenha sido observado o perfil de citocinas esperado nos grupos, pelo
namero pequeno de individuos, neste estudo constatamos maior producgdo de IFN-y no
grupo controle em relacdo ao grupo alérgico, e que individuos alérgicos produzem mais
IFN-y frente maior concentracdo do alérgeno, podendo isso ser favoravel para conduta
terapéutica ou tendo alguma implicacdo na AA ja estabelecida. Portanto, o papel do
IFN-y e sua relagdo com a AA precisa ser melhor elucidado.
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7. CONCLUSAO

O alérgeno Man e 5 foi produzido e reconhecido pela IgE de individuos
alérgicos a mandioca. A molécula foi capaz de estimular a producéo de citocinas de
perfil Th2 (IL-13), mas também de perfil Thl e regulador (IFN-y). Entretanto o numero
de individuos testados ndo foi suficiente para mostrar diferencas estatisticas das
citocinas entre o grupo alérgico e controle, com exce¢do da citocina IFN-y, que
apresentou maior producao no grupo controle, dado concordante com a literatura devido
seu importante papel no cenario de tolerancia imunoldgica. Entretanto, mais estudos
com uma coorte maior sdo necessarios para elucidar melhor a resposta celular na alergia

a mandioca e a relacdo do IFN-y com outras citocinas nesse contexto.
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8. ANEXOS
ANEXO A: Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa do
HCFMUSP (CAAE: 30801420.7.0000.0068, parecer nimero 4.975.492)
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Ll MEDICINA DA UNIVERSIDADE C{g«

DE SAO PAULO - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Identificacdo e caracterizagéo dos alérgenos da mandioca.

Pesquisador: Keity Souza Santos

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 30801420.7.0000.0068

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 4.975.492

Apresentacédo do Projeto:

Os pesquisadores solicitam uma emenda ao Projeto aprovado "Identificagéo e caracterizagéo dos alérgenos
da mandioca,onde sera avaliada a reatividade cruzada com frutas diversas em individuos alérgicos a
mandioca. Trata-se da inclusdo da aluna de mestrado Safiri de Paiva Alves e de um novo grupo de amostras
de sangue de individuos nédo alérgicos e que ndo sejam profissionais da salde para constituir o grupo
controle. A emenda é pertinente ao projeto e o grupo controle de grande importancia para validagdo dos
resultados da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

A emenda solicitada n@o altera os objetivos do projeto pré-aprovado e a inclusdo do novo grupo é pertinente
ao desenvolvimento do estudo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A emenda nao altera os riscos do sujeito da pesquisa.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
A inclusdo do grupo controle € de grande importancia para analise dos resultados e tratamento estatistico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:
O TCLE esta adequado para o desenvolvimento do estudo.

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Continuagao do Parecer: 4.975.492

Recomendacgdes:
Nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
O projeto ndo apresenta pendéncias.

Consideragodes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Reradl

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_182520] 13/09/2021 Aceito
do Projeto 4 E1.pdf 14:55:52
TCLE / Termos de | TCLEmandsafiri.docx 13/09/2021 |Keity Souza Santos Aceito
Assentimento / 14:54:51
Justificativa de
Auséncia
Qutros Carta_CEP_E1_madioca.docx 13/09/2021 |Keity Souza Santos Aceito

14:54:22
Outros TermoDadosDeRegistroEletronico_assin| 14/04/2020 [Keity Souza Santos Aceito
ado.pdf 16:47:17
Qutros Autorizacao_Departamento_Keity.pdf 13/04/2020 | ANNE KAROLINE Aceito
15:01:46 |ROCHA MEDRADO
VENTURA
TCLE / Termos de | CartaFabio_Autorizacao_Keity_Mandioc| 13/04/2020 | ANNE KAROLINE Aceito
Assentimento / a.pdf 15:00:30 |ROCHA MEDRADO
Justificativa de VENTURA
Auséncia
Folha de Rosto FR_KEITYSOUZASANTOS_12970_OK.| 13/04/2020 [ANNE KAROLINE Aceito
pdf 14:57:47 |ROCHA MEDRADO
VENTURA
Projeto Detalhado / | Projeto_Mandioca_Anne_Ventura_FINA| 25/03/2020 |ANNE KAROLINE Aceito
Brochura L.pdf 14:32:03 |ROCHA MEDRADO
Investigador VENTURA
Cronograma Cronograma_Anne_Ventura.pdf 25/03/2020 | ANNE KAROLINE Aceito
14:31:15 |ROCHA MEDRADO
VENTURA

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Cerqueira Cesar
UF: SP

Telefone: (11)2661-7585

Municipio:

Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

CEP: 05.403-010
SAO PAULO

Fax: (11)2661-7585 E-mail:

cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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APENDICE A: Sequéncia dos primers desenhados para avaliacio da expressdo de

genes imunolégicos

Tabela 3. Sequéncia dos primers desenhados para avaliacdo da expressdo de genes imunoldgicos.
Disponivel na base de dados GenBank (https://ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Gene Foward primer (5>-3°) Reverse primer (5°-3°) Referéncia NCBI
NM_000589.4 (variante 1)

IL-4 ATGAGAAGGACACTCGCTGC TGTCGAGCCGTTTCAGGAAT NM_172348.3 (variante 2)
NM_001354990.2 (variante 3)

IL-5  TGCTGATAGCCAATGAGACTCTG TCTTCAGTGCACAGTTGGTG NM_000879.3

IL-9 ACTGCAGTGCTAATGTGACC CTCACTGAAGCATGGTCTGGT NM_000590.2

NM_002188.3 (variante 1)
NM_001354991.2 (variante 2)

IL-13  TGCATGTCCGAGACACCAAA TGAACTGTCCCTCGCGAAAA ey
NM_001354993.2 (variante 4)
IL-10 CAAGACCCAGACATCAAGGC AAGAAATCGATGACAGCGCC NM_000572.3 (variante 1)

NM_001382624.1 (variante 2)
IFN-Y GTGTGGAGACCATCAAGGAAGACA TTGGACATTCAAGTCAGTTACCGAA NM_000619.3
NM_002046.7 (variante 1)
NM_001256799.3 (variante 2)
NM_001289745.3 (variante 3)
NM_001289746.2 (variante 4)

GAPDH | CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC CCACATCGCTCAGACACCAT



