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(57) Resumo: PROTEINA ANTIFUNGICA: BIOMOLECULA RECOMBINANTE NA IMUNOTERAPIA DE DOENGAS DE
HIPERSENSIBILIDADE E INFECCOES BACTERIANAS E PARASITARIAS A presente inovagédo tem a producéo de uma proteina
mutante capaz de ser utilizada como vacina. Atualmente o avango biotecnolégico com o surgimento da tecnologia do DNA
recombinante intensifica a busca por biomoléculas imunomodulatérias. O desenvolvimento de biomoléculas por meio de técnicas
de engenharia molecular é uma alternativa para produgédo de vacinas com a finalidade de tratar doencas de hipersensibilidade. A
presente inovagdo descreve uma proteina na qual foram inseridas mutagfes e vem sendo testada com objetivo de eliminar
bactérias, protozoarios e reduzir sintomas caracteristicos de processos alérgicos das vias aéreas e autoimunidades.
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Titulagdo

Figura 1: Curva de Crescimento da Staphylococcus aureus com a presenga da Proteina
TcPR10 mutante em diferentes titulagdes.
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PROTEINA ANTIFUNGICA: BIOMOLECULA RECOMBINANTE NA
IMUNOTERAPIA DE DOENCAS DE HIPERSENSIBILIDADE E INFECCOES
BACTERIANAS E PARASITARIAS

CAMPO TECNICO

[001] O seguinte relatorio descritivo para invencao se refere a produgdo de uma proteina
mutante que modula negativamente a funcdo de linfécitos B produtores de IgE e a
migracdo de células inflamatdrias, altera também a resposta de outras células do sistema
imune como macrofagos, que quando expostos a TcPR-10 mutante apresentam
fagocitose diminuida e reducdo na producdo de espécies reativas de oxigénio- Species
reactive oxigen (ROS) e de nitrogénio- Species reactive Nitrogen (RNS), radicais
importantes na eliminacdo de patdgenos, bem como marcadores de processos
inflamatdrios. Além disso, TcPR-10 mutante apresentou atividades antiprotozoéario

contra Leishmania e bacteriostatica contra espécies de bactérias Gram+ e Gram-.

ESTADO DA ARTE

[002] A proteina sem mutacdes, denominada de TcPR-10 selvagem, foi obtida de uma
biblioteca da interagdo do cacau (Theobroma cacao) inoculado com o patdgeno
Moniliophthora perniciosa, fungo causador da vassoura-de-bruxa, uma das doengas
mais devastadoras da cultura do cacaueiro. Esta proteina TcPR-10 selvagem apresenta
potencial biotecnologico promissor por atuar como ribonuclease e possuir atividade
antifungica contra M. perniciosa. No entanto, analises de bioinforméatica mostraram que
a proteina TcPR-10 selvagem apresenta similaridade com proteinas alergénicas. Ensaios
imunoldgicos mostraram que a introducdo de TcPR-10 selvagem em camundongos por
via intranasal modula positivamente a funcdo de linfécitos B produtores de IgE e a
migracdo de celulas inflamatérias, uma caracteristica dos processos de
hipersensibilidade pulmonar. Por outro lado, analise prévia da proteina TcPR-10
mutante em ensaio semelhante mostra reducdo na producdo de IgE e de infiltrado

celular no pulmao.
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DESCRICAO

[003] Uma vez que TcPR-10 constitui um importante alvo biotecnolégico no que diz
respeito & mecanismos de defesa em Theobroma cacao o estudo do potencial desta
apresentar efeito direto no controle de protozoarios e bactérias e modular mecanismos
de defesa animal constitui uma investigacdo de grande relevancia e inédita em relacdo a
intercessdo entre a imunidade de Theobroma cacao versus imunidade de mamiferos.
[004] A proposta de insercdo de 3 pontos de mutacdo no gene que codifica para TcPR-
10, visando reduzir ou eliminar a alergenicidade, abre novas possibilidades para a
continuidade de uso desta proteina no melhoramento genético do cacaueiro, assim
como, possibilita 0 emprego desta biomolécula no campo da imunoterapia com o
desenvolvimento de vacinas para hipersensibilidades.

[005] Como deficiéncias decorrentes das técnicas atuais podemos citar:

[006] Antibacteriana, antifingica e antiparasitaria: As infec¢bes bacterianas tém sido
cada vez mais frequentes na populagdo em geral, com isso a utilizacdo descontrolada de
antibioticos levou a selecdo de cepas de bactérias resistentes a maioria dos antibiéticos
comerciais, tornando-se um grave problema de saude publica. O uso alternativo de
plantas medicinais e bioprodutos extraidos de plantas como 6leos essenciais tém sido
intensamente explorado no combate de diversos patdgenos incluindo virus, fungos,
bactérias e protozoarios. Porém, sdo escassos 0s estudos que investigam o potencial de
biomoléculas geradas nos processos de defesa de plantas com funcdo de controle de
patdgenos causadores de doenca humana. Assim, o uso de TcPR- 10 contra bactérias e
protozoarios constitui uma proposta inovadora.

[007] Antialérgeno-especifico: A utilizagdo da imunoterapiaalérgeno-especifico tem
sido demonstrada através do bloqueio da resposta imunoldgica mediada por IgE no
individuo potencialmente alérgico com anticorpos monoclonais anti-IgE. Entretanto,
esse tratamento visa a reducdo da hipersensibilidade do tipo | ou imediata, enquanto que
nas demais reacdes de hipersensibilidade (tipo II, 1Il, 1V) ndo ha registros de alta
eficacia da imunoterapiaalérgeno-especifica. Desse modo, o tratamento proposto com
anticorpos anti-IgE ndo teria efeito em longo prazo, porém ha alto risco de efeitos

secundarios.
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[008] Imunomodulador: Diversas drogas que podem exacerbar ou diminuir resposta
imune, de uso topico e/ou sistémico, para tratamento de doencas causadas por
hipersensibilidades ou imunodeficiéncias séo utilizados em tratamentos clinicos, porém
existem inumeras controvérsias sobre o mecanismo de acdo de varios desses produtos
que sdo utilizados. Nesse contexto, se discute a regulacdo desordenada e possivel
impactos no sistema imune e se torna necessario examinar e se obter maiores
descobertas sobre substadncias e biomoléculas que possam exercer fungdo
imunomoduladora que tenha sua funcéo bem estabelecida, sem que haja riscos.

[009] Como solucdo proposta para superacdo das deficiéncias técnicas atuais
ressaltando o efeito técnico foram realizados diversos testes utilizando as proteinas
TcPR-10 selvagem e TcPR-10 mutante.

[010] Os achados sobre os efeitos modulatorios da proteina TcPR-10 sobre a
funcionalidade de macréfagos é inovador e possibilita tracar um paralelo entre as
funcdes de protecdo das proteinas PR no combate a fitopatdgenos e funcgdes similares
dessas na imunidade animal.

[011] Para a producdo da proteina TcPR-10 e modelagem da mutante: O gene utilizado
para induzir a producdo da proteina TcPR-10 foi obtido através da sequéncia de
nucleotideos da biblioteca de DNA complementar, utilizando-se como ferramenta
adicional a pesquisa de homologia em BLAST confrontando, assim, com a sequéncia de
um suposto gene PR-10 pertencente ao banco de dados Centro Nacional de InformacGes
Biotecnoldgicas- National Center for Biotechnology Information (NCBI). Dessa forma,
0 gene TcPR-10 foi identificado a partir de uma sequéncia com 480 nucleotideos que
codifica para uma proteina com 159 residuos de aminoacidos sendo, em seguida,
clonado no pET28a (vetor de expressao bacteriano, plasmideo ideal para a transcricdo in
vitro por ser um local de clonagem multipla que esta sob controle dos fortes sinais de

transcricdo do bacteridfago T7).
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[012] A fim de se obter o modelo estrutural 3-D da proteina TcPR-10, utilizouse uma
estrutura tridimensional do principal alérgeno da cereja (Pruav 1), proteina homdéloga a
TcPR-10, obtida através de uma ferramenta da bioinformatica, acessivel através de um
servidor da web (http://swissmodel.expasy.org/), no qual é possivel encontrar modelos
estruturais homélogos a proteina requisitada. O processo de modelagem comecou com a
escolha do modelo com base no alinhamento das sequéncias de proteinas TcPR-10
selvagem e mutante a ser modelada usando o PSIBLAST com conhecidas estruturas
tridimensionais de proteinas (3-D) disponiveis no Protein Data Bank Protein (PBD). Em
sequida, faz-se a validacdo da estrutura secundaria utilizando PsiPred (Predicdo de
estrutura protéica), seguido pela a analise da qualidade dos modelos estruturais de
proteinas TcPR-10 do tipo selvagem e mutante obtidas por modelagem por homologia
com a estrutura da proteina Pruav 1 (SolutionNMR) usando os programas PROCHECK
3.4 e ANOLEA (Avaliacdo Ambiental Atdmica N&o-Local).

[013] Para atividade antibacteriana direta: No teste de atividade bacteriana direta,
utilizou-se a proteina TcPR-10 mutante que estd relacionada a patogénese em
Theobroma cacao para esclarecer se a mesma tem capacidade bactericida frente o
micro-organismo Staphylococcus aureus, uma espécie de alto interesse médico que esta
frequentemente relacionado com diversas infeccdes em seres humanos. Na realizagéo
do teste, utilizou-se como parametro de morte bacteriana a Gentamicina, um conhecido
antibidtico de uso clinico para combate de infeccdo microbiana por Staphylococcus
aureus.

[014] O modelo experimental proposto incluiu a observagdo da curva de crescimento da
bactéria Staphylococcus aureus em titulagdes com diferentes concentracdes da proteina
TcPR-10 mutante As maiores concentracfes da proteina mutante revelaram um
potencial antibacteriano elevado em cultura de S. aureus com a presenca da biomolécula

TcPR-10 recombinante.

Peticao 870180158532, de 04/12/2018, pag. 7/32



5/15

[015] A figura 1 mostra a curva de crescimento de Sthaphylococcus aureus na presenca
da proteina TcPR-10 mutante em diferentes titulagdes.

[016] Para o controle negativo (crescimento bacteriano ativo), em microtubos, foram
feitas diluicGes seriadas da bactéria Staphylococcus aureus em meio BHI na titulacéo de
10-1a 105, a qual se utilizou a diluicédo final para interagir com a proteina recombinante
TcPR10 mutante. A titulacdo da proteina de 10-1 a 10-s foi realizada em triplicata, em
placas de 96 pogos, em caldo BHI e posteriormente foi-se incluida a bactéria S. aureus
(diluicdo 10-5). Como controle positivo e comparativo de morte bacteriana, foi utilizado
o0 antibiotico Gentamicina em diluicdes de 10-1a 10-5, também em placas de 96 pocos.
[017] A observagdo destas titulagbes indicou uma inibigdo no crescimento dos
estafilococos por TcPR10 recombinante nas maiores concentragdes da proteina em um
limiar muito préximo do controle positivo nas mesmas concentragdes. Este resultado
corrobora a atividade antibacteriana direta da proteina recombinante uma vez que sua
acdo microbicida foi evidenciada por valores nas maiores titulagdes aproximados.

[018] A figura 2 apresenta a comparagéo entre a curva de crescimento da S. aureus com
a desta bactéria mais a proteina TcPR10 mutante em diferentes titulacbes. Titulacdes
menores de TcPR10 mutante com a bactéria em comparagdo com as maiores titulacdes
de S. aureus e Gentamicina com a bactéria. Analisando-se os resultados das maiores
diluicbes, encontraram-se respostas satisfatdrias nas titulacbes 10-1 e 10-2. Como pode
ser visualizado na figura 3.

[019] A figura 3 mostra o comparativo das maiores titulacdes do teste, controle positivo
e negativo apresentado resultados satisfatorios nas titulagdes 10-1 e 10-2.

[020] Para atividade antiprotozoério: ensaios com culturas de parasitas promastigotas de
L. amazonensis expostas a concentracdes de TcPR-10 mutante resultaram em perda de
viabilidade proporcional ao aumento da concentracdo das proteinas, evidenciando um

potencial efeito da proteina no controle de protozoarios.
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[021] Para avaliacdo da atividade citotoxica dessa proteina TcPR-10 mutante em
protozoarios de importancia médica foram utilizadas formas promastigotas de
Leishmaniaamazonensis cepa IFLA/BR67/PH8, gentilmente cedidas pela prof? Dr?
Izaltina Silva Jardim Cavalli, da Universidade Estadual de Santa Cruz. Parasitas da
espécie L. amazonensis incubados com concentracdes de 12,5 a 100 pg/mL da proteina
TcPR-10 selvagem e mutante apresentaram aproximadamente 75% a 98% de morte.
Para essa espécie, o valor de 1C-50 foi de 2,48 para TcPR-10 selvagem e de 2,64 para
TcPR-10 mutante.

[022] A figura 4 mostra o efeito citotoxico das proteinas TcPR-10 selvagem e mutante
para as formas promastigotas de Leishmania amazonensis analisadas pelo método de
MTT tratados com a proteina TcPR-10 selvagem e mutante. Incubacdo dos parasitas
(5x10s células/poco) por 72 horas com diferentes concentragcdes da proteina. O gréfico
mostra a citotoxidade (média * erro padrdo) expressa em porcentagem.

[023] As leveduras foram crescidas por 24 horas em meio Agar Sabouraud (ASD)
acrescido de cloranfenicol 0,15 g/L a uma temperatura de 37 °C. Apos o crescimento,
estas foram lavadas duas vezes com 10 mL de tampdo fosfato salino — phosphate
buffered saline (PBS) esteéril para retirada do meio de cultura residual, posteriormente,
passavam-se 0s tubos em vortex para homogeneizagdo das amostras e, em seguida,
centrifugagéo por 10 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as leveduras
foram ressuspensas em 1mL de meio RPMI. Este procedimento foi repetido duas vezes.
As suspensdes de leveduras foram contadas em cadmara de Neubauer, utilizando uma
diluicdo de 1:100.

[024] A interacdo das leveduras C. albicans com as proteinas TcPR-10 selvagem e
TcPR-10 mutante foi feita em placa de 96 pocos, onde foi feita uma diluicdo seriada
dessas proteinas a partir de 100ug/mL em 7 diluigdes (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 ¢
1,56pg/mL) com um volume final de 100puL.
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[025] As leveduras foram adicionadas aos pocos, ajustando-se a concentracdo da cultura
para 1x10”células/pogo em meio RPMI. Como controle negativo, utilizou-se apenas a
levedura em meio de cultura. Apds 24 horas de interagdo, foi realizado o ensaio de MTT
(3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo) conforme descrito por
Mosmann (1983).

[026] Este metodo colorimétrico consiste na capacidade da enzima desidrogenase
mitocondrial nas células vivas reduzirem o sal MTT no produto colorido denominado
formazana. Desse modo, 20 pL de solugdo de MTT 5mg/mL foi adicionada nos pogos ¢
as placas foram incubadas por 3h em estufa a 5% CO2, 37 °C. Ap0s esse periodo, 0
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 150 puL de dimetilformamida em agua com
SDS 10% (1:1 v/v). A leitura da absorbancia (ABS) da solucéo teste foi realizada em
leitor de microplacas (EZ Read 400 — Microplate Reader, Biochrom) a 570 nm. O
resultado obtido também foi correlacionado com o nimero de leveduras mortas e foi
expresso como um percentual do controle definido como 100%. Os dados foram
apresentados como média £ SEM. A porcentagem de leveduras mortas foi dada pela
férmula: % Mortos= Media do controle — ABS teste/ Média do controle X 100.

[027] Os resultados mostraram que asconcentragdes de 100 a 12,5ug/mL de ambas as
proteinas sdo citotoxicas para C. albicans, que apresentou uma porcentagem de
leveduras mortas entre 65% e80%. Sendo o IC50, concentracdo minima de TcPR-10
selvagem que inibe 50% de crescimento, igual a 3,96pug/mL para TcPR-10 selvagem e
igual a 4,71ug/mL para TcPR-10 mutante com diferentes concentracGes de proteina. A
figura 5 mostra a citotoxidade (leveduras mortas) (média * erro padrdo) expressa em
porcentagem.

[028] A figura 5 apresenta a porcentagem de leveduras mortas. Citotoxidade das
proteinas TcPR-10 para Candida albicans: porcentagem de leveduras mortas da espécie
C. albicans analisadas pelo método de MTT tratados com as proteinas TcPR-
10selvagem e mutante. Incubacéo das leveduras (1x10 “células/pogo) por 24 horas.
[029] Para o potencial de imunomodulador: TcPR-10 selvagem e mutante modulam a
producéo de especies reativas de oxigénio (ROS), 6xido nitrico (NO) e fagocitose por

macrofagos.
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[030] Producdo de ROS: Para avaliar a producdo de ROS foram feitos ensaios de
microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo. Nos ensaios de microscopia de
fluorescéncia, macréfagos peritoneais foram expostos as proteina TcPR-10s e TcPR-
10m, inoculou-se 1x106 células por pogo em uma placa de 24 pogos contendo laminulas
redondas ao fundo. As células foram tratadas com 2,0 pg/ul das proteinas TcPR-10s e
TcPR-10m. Como controle utilizou-se apenas macrofagos sem tratamento. As células
foram encubadas a 37°C em estufa de CO2 a 5%, e apds 24 horas de tratamento
adicionou-se 0,9uL dihydroethidium (DHE), que é um corante sensivel a pré-oxidantes,
na concentracdo de 0,0105M. Encubou-se nas mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente durante 30 minutos e apds esse periodo lavou-se as células 3 vezes com
PBS, retirou-se as laminulas dos pogos, e apds secarem as mesmas foram fixadas em
laminas com meio de montagem sintético para citologia (VER- MOUNT-Easy Path).
Apbs fixadas, as laminas foram analisadas e fotografadas em microscopio de
Fluorescéncia, observando as marca¢des DHE fluorescence nas células que identificam

a producdo de ROS.

[031] Para citometria foi utilizado um citdmetro de fluxo (FACSCanto Il Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA) acoplado a um
computador. Macrofagos peritoneais também foram expostos a proteina TcPR-10s e
TcPR-10m, inoculou-se 1x106 células por tubo de citometria. As células foram tratadas
com 0,5ug/ul e 1,0ng/ul das proteinas TcPR-10s e TcPR-10m durante 30 minutos.
Como controle utilizou-se apenas macrofagos sem tratamento. As células foram
incubadas a 37°C em estufa de CO2a 5%. Apos o periodo de tratamento adicionou-se
0,5ul dihydroethidium (DHE), na concentragdo de 0,0105M. Nas mesmas condic¢des
descritas anteriormente, as células foram incubadas durante 30 minutos e ap0s esse

periodo foram analisadas no citbmetro de fluxo.
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[032] A producdo de mediadores inflamatérios como o ROS é um dos eventos
bioquimicos gerados durante o processo de fagocitose de micro-organismos por
macrdfagos e pode ser gerado também em resposta a estimulos induzidos por diversas
biomoléculas. Nesse estudo foi investigado o potencial das proteinas TcPR-10s e
TcPR10-m induzirem a producdo de ROS. Macrofagos peritoneais tratados com as
proteinas na concentragdo de 0,5ug/ulL e 1pg/uL foram analisados em microscopio de
fluorescéncia ap6s incubacdo com reagente dihydroethidium (DHE). Os resultados
mostraram que ambas as proteinas apresentaram marcagdes para ROS, enquanto o
controle, células ndo expostas as proteinas ndo apresentou marcagoes.

[033] Na figura 6 pode ser visualizado o tratamento de macréfagos peritoneais com
TcPR-10 em Microscopia de fluorescéncia e Citometria de Fluxo: as setas azuis nas
imagens A,B e C mostram marcacfes para producdo de ROS. Em D, E e F séo
mostrados os graficos da citometria de fluxo, onde é observado no tratamento com a
proteina TcPR-10 selvagem um pico maior para marcacdo de ROS em relacdo ao
controle (D) e ao tratamento com a TcPR-10 mutante (F). A e D: controle (macrofagos
peritoneais na auséncia das proteinas TcPR-10 selvagem e TcPR-10 mutante). B e E:
macrofagos tratados com TcPR-10 selvagem e C e F: Macréfagos tratados com TcPR-
10 mutante. O grafico G, mostra a porcentagem de células lidas no citdmetro que foram
marcadas pelo reagente DHE, sinalizando a produgdo de ROS, onde o tratamento com a
TcPR-10 selvagem evidencia um aumento da producdo de ROS, diferente da TcPR-10
mutante.

[034] Modulagdo da producio de Oxido Nitrico (NO): Macrofagos perintoneais
murinos foram tratadas com 2 concentracdes das proteinas TcPR-10s e TcPR-10
mutante (0,5 pg/ul e 1,0 pg/ul) respectivamente, como controle utilizou-se células néo
tratadas com as proteinas. Os grupos de tratamentos e o controle foram analizados na
presenca e na auséncia de lipopolissacarideo (LPS) que é uma substancia ativadora da
producéo de Oxido nitrico na concentragdo de 10 ng/mL.
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[035] Os macrofagos interagiram com as proteinas por periodos de 24h, 48h e 72 horas
em estufa de COz2 a 37 °C. Logo apds, o oxido nitrico foi determinado indiretamente
pela quantificagdo do nitrito (NO2-) resultante de sua oxidagdo no sobrenadante de
cultura de macrofagos. A quantificacdo foi feita pela reacdo colorimétrica de Griess,
onde se misturou em uma placa de 96 pogos 100 uLL do sobrenadante com 100 uL do
reagente de Griess. O reagente de Griess foi preparado na hora do uso, na propor¢éo de
1:1 de 1% de sulfanilamida em 2,5% de H3POs4 e 0,1% de diamina-di-hidroclorido
naftaleno (NEED) em 2,5% de H3POs4 (HIBBS et al., 1989). Apds 10 minutos, foram
feitas medidas de absorbancia a 540 nm das diferentes amostras preparadas e estas
foram comparadas aos valores da curva padrdo, a qual foi obtida pela dosagem de nitrito
de sddio diluido em meio RPMI em concentracdes que variaram de 1,56 a 200 uM. Em
solucdes aquosas, 0 NO é rapidamente transformado em nitrito (NOz2-) e nitrato (NO3-).
A quantificacdo de oxido nitrico produzido pelos macréfagos em resposta a interacéo
com as proteinas TcPR-10s e TcPR-10m fez-se através da reacdo de Griess. Esta reacdo
detecta a presenca de nitrito através de uma reacao colorimétrica, uma vez que o oxido
nitrico € um composto instavel que € inativado apOs sua oxidagdo a nitrito e nitrato.
Desse modo, a producéo de nitrito, como indicador de sintese de NO, foi mensurado no
sobrenadante da cultura de macrofagos e Lipopolissacarideo (LPS) foi usados como
indutores da producédo de 6xido nitrico nos grupos controles positivos.

[036] Com a finalidade de verificar o melhor tempo para a ativacdo da producdo de
oxido nitrico pelos macréfagos na presenca das proteinas TcPR10 selvagem e TcPR-10
mutante, os experimentos foram elaborados para dosagem em 24, 48 e 72 horas de
tratamento.

[037] Os resultados mostram que o tempo ideal, nas condices experimentais utilizadas,
para a avaliacdo da producdo de oxido nitrico foi de 48 horas, visto que, houve um
aumento da producdo dessa espécie reativa pelo LPS, composto conhecidamente
ativador desta via, utilizado no presente estudo como controle positivo, e tambem pela

proteina TcPR-10 selvagem.
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[038] A proteina TcPR-10 selvagem no periodo de 24 horas, nas duas doses utilizadas
(0,5ug e 1,0ug) foi capaz de estimular a produgao da espécie reativa de nitrogénio em
questdo, em niveis bastante compativeis aos encontrados pelo LPS. Esta proteina
atingiu, ainda, similarmente a quantidade de estimulo da produgdo de NO em relacdo
ao controle nos periodos de 48 e 72 horas de tratamento. Por outro lado, a proteina
TcPR-10 mutante ndo se mostrou capaz de estimular a via de producdo desse
intermediério reativo de nitrogénio, ndo apresentando valores proximos de producédo
oxido nitrico em relacdo aos controles positivo e negativo, em nenhum dos tempos
testados. Desse modo podemos dizer que a proteina TcPR-10 mutante regula
negativamente a producdo de NO.

[039] A figura 7 apresenta a producdo de nitrito por macréfagos peritoneais tratados
com as proteinas TcPR-10 selvagem e TcPR-10 mutante: Efeito da acdo das proteinas
TcPR-10 selvagem: (A e B) na presenca (A) e auséncia de LPS (B) e TcPR-10 mutante
(C) sobre a producdo de NO realizada por macrofagos peritoneais de camundongo nos
periodos de 24, 48 e 72 horas com (B) e sem a presenca de LPS (A e C).

[040] Modulacao da internalizacdo (fagocitose) de leveduras por macréfagos expostos
as proteinas TcPR-10 selvagem e TcPR-10 mutante: Para testes de fagocitose, utilizou-
se macrofagos peritoneais e leveduras Candida parapsilosis ATCC 90018 e C. albicans
ATCC 90028. Na interacdo dos macrofagos peritoneais murinos com C. parapsilosis,
observou-se a proteina TcPR-10 selvagem parece ndo alterar o processo de fagocitose,
mantendo valores préximos aos apresentados pelo controle (figura 7A). Da mesma
forma, o tratamento com TcPR-10 mutante (figura 7B) reduz a internalizacdo das
leveduras, ao mesmo tempo em que diminui também o processo de aderéncia das
leveduras ao macrofago, apresentando um comportamento dose dependente, quando a
internalizacdo das leveduras diminui com o aumento da dose do tratamento com a

proteina TcPR-10 mutante.
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[041] Observou-se que no tratamento com TcPR-10 selvagem houve uma reducgédo da
fagocitose, independente da dose utilizada, porém quando comparado ao tratamento
com a proteina TcPR-10 mutante essa redugdo da fagocitose foi muito maior, visto que
0 tratamento com TcPR-10 mutante também diminuiu o processo de fagocitose de
forma dose dependente, como observado com a C. parapsilosis.

[042] Na interacdo macrofagos peritoneais x C. albicans, (grafico 7C e 7D) observou-se
que no tratamento com TcPR-10 selvagem houve uma redugdo da fagocitose,
independente da dose utilizada, porém quando comparado ao tratamento com a proteina
TcPR-10 mutante essa reducdo da fagocitose foi muito maior, visto que o tratamento
com TcPR-10 mutante também diminuiu o processo de fagocitose de forma dose
dependente, como observado com a C. parapsilosis.

[043] Na figura 8 séo apresentadas as InteracOes fagociticas: em (A, B, e D) fagocitose
por macrofagos peritoneais murinos tratados com as proteinas TcPR-10 selvagem e
TcPR-10 mutante seguido de interagdo com leveduras C. parapsilosis (A e B) e C.
albicans (C e D). Resultado expresso em porcentagem. Os controles foram realizados
com interacBes de macrofagos peritoneais com as leveduras sem a presenca das
proteinas.

[044] Potencial antialergénico: producédo de IgE e IgG. Os animais foram submetidos a
sensibilizacdo subcutanea e desafio intranasal com proteina TcPR-10 selvagem e
mutante, como controle utilizou-se solucdo fostato (PBS). Apo6s 24 horas do dltimo
desafio os animais foram submetidos a eutanasia e o soro recolhido para dosagem, por
ELISA, da concentragéo de anticorpos IgE e IgG.

[045] Estatisticamente foi observada diferenca significativa entre os niveis de IgE dos
camundongos tratados com a proteina TcPR-10 mutante e selvagem. A analise
demonstra que a producdo de IgE em animais tratados com a proteina mutante é quase
um terco menor do que em animais que receberam TcPR-10 selvagem permitindo
sustentar a hipdtese de que alteraces génicas em TcPR-10 podem reduzir a capacidade

alergénica da proteina TcPR-10 (Figura 9-A).
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[046] Assim, e possivel inferir que estes dados indicam que a proteina TcPR-10 modula
positivamente a resposta de IgE em modelo murino para alergia. Entretanto, ao analisar
o0s niveis da imunoglobulina IgG, observou-se que 0s tratamentos com proteina TcPR-
10 selvagem, mutante e controle ndo foram signitivamente divergentes.

[047] A figura 9 mostra a quantificacdo da concentracdo de anticorpos IgE (A) e IgG
(B) no soro de camundongos BALB/c. Os animais foram submetidos a sensibiliza¢do
subcutdnea e desafio intranasal com proteina TcPR-10 selvagem e mutante, como
controle utilizou-se solucdo fostato (PBS). Apos 24 horas do Gltimo desafio os animais
foram sacrificados e o soro recolhido para dosagem, por ELISA, da concentracdo de
anticorpos IgE e 1gG. O conjunto de valores médios per se da quantificagdo dos
anticorpos apresentou normalidade (p<0,05; Teste de Shapiro Wilk), empregando-se o
Teste de comparacdo de médias paramétricas Tukey (a =0,05). * Significativamente
diferente do valor obtido no grupo controle. ** Significativamente diferente do valor
obtido no grupo TcPR-10 selvagem.

[048] Células inflamatérias no LBA:para a extracdo e contagem de leucocitos do lavado
broncoalveolar (LBA) realizou-se uma traqueostomia inserindo com ajuda de uma
canula 1mL de solucdo salina gelada enriquecida com albumina bovina (0,03%) nos
pulmdes dos animais. Apos recolhimento do LBA uma aliquota de 20uL foi retirada e
procedeu-se a contagem total de leucdcitos em camara de neubauer. Em seguida, o0 LBA
foi centrifugado a 1200rpm, a 4°C por 10 minutos e o sobrenadante armazenado para
dosagens de citocinas. A resposta inflamatdria pulmonar em camundongos desafiados
com as proteinas TcPR-10 selvagem e mutante foi avaliada pela quantificacdo do
acumulo de células inflamatérias como macrofagos, neutréfilos, eosinéfilos e linfocitos
nos bronquiolos compde o LBA. Assim, analisou-se a quantidade de células totais

presentes no LBA.
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[049] O LBA de camundongos BALB/c desafiados com a proteina TcPR-10 selvagem
apresentou quantidade de células totais superior as presente no LBA do grupo controle
indicando um aumento de 62% (12,95x104 + 1,82x104) (p < 0,001; Teste Tukey) na
infiltracdo celular (figura 10). No grupo tratado com a proteina TcPR-10 mutante o
acumulo de células inflamatdrias (5,62 x104 + 1,81x104) ndo apresenta diferenca em
relagcdo ao controle (4,9x104 + 1,08x104) sendo observado aumento de apenas 12,81%
(p>0,05; Teste Tukey). Comparando TcPR-10 mutante com a selvagem observa-se
diminuicdo significante de 43% na infiltracdo celular (p<0,001; Teste Tukey).

[050] A figura 10 mostra o perfil do infiltrado celular no LBA de camundongos
BALBI/c: os animais foram submetidas a sensibilizacdo subcutanea seguida de desafio
intranasal com proteinas TcPR-10 selvagem e mutante e nos animais controle foi
administrado PBS. O conjunto de valores médios per se do nimero de células marcadas
com coloragdo amarronzada apresentou normalidade (p<0,05; Teste de Shapiro Wilk),
empregando-se o Teste de comparagdo de médias paramétricas Tukey (o = 0,05). *
Significativamente diferente do valor obtido no grupo controle. ** Significativamente
diferente do valor obtido no grupo TcPR-10 selvagem.

[051] A partir das informacdes expostas pode-se verificar o grande potencial
biotecnologico da proteina TcPR-10 mutante, uma vez esta apresenta: a) potencial efeito
bacteriostatico sobre uma cepa clinica de S. aureus; b) acdo leishmanicida sobre formas
promastigotas de L. amazonensis (IC50 de TcPR-10 selvagem= 2,48 e TcPR-10
mutante= 2,64); ¢) diminuiu a fagocitose em macréfagos murinos de forma dose
dependente em contraste a TcPR-10 selvagem que néo alterou o processo de fagocitose;
d) induz a producdo de ROS em macrofagos peritoneais; €) modula negativamente a

producdo de NO em macr6fagos murinos.

Petica0 870180158532, de 04/12/2018, pag. 17/32



15/15

[052] O pedido de patente de invencdo possui como vantagem a possivel producao de
uma vacina a partir da proteina modelada TcPR-10 mutante, que possui potencial de
alergenicidade reduzido, comparado com a TcPR-10 selvagem, pois foi mostrado que
essa proteina é capaz de diminuir a hipersensibilidade mediada por IgE, evitando assim
a inducdo de alergia em modelo experimental in vivo, além de manter caracteristicas
como ribonuclease e atividade antifingica presentes na proteina selvagem. Essa
proteina TcPR-10 mutante também possui alto potencial biotecnoldgico, principalmente
para sua utilizacdo no setor clinico para tratamento de infec¢bes bacterianas e
parasitarias, bem como doencas de hipersensibilidade como as autoimunidades que

caracterizam por exacerbagao da resposta imunoldgica.
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REIVINDICACOES

1- PROTEINA ANTIFUNGICA: BIOMOLECULA RECOMBINANTE NA
IMUNOTERAPIA DE DOENCAS DE HIPERSENSIBILIDADE E INFECCOES
BACTERIANAS E PARASITARIAS, caracterizado pelo uso da proteina TcPR-10
mutante para producéo de uma vacina que explore os seus potenciais ja identificados.

2- PROTEINA ANTIFUNGICA: BIOMOLECULA RECOMBINANTE NA
IMUNOTERAPIA DE DOENCAS DE HIPERSENSIBILIDADE E INFECCOES
BACTERIANAS E PARASITARIAS, de acordo com a reivindicagdo 1 e caracterizado
por ser antibacteriano, testes utilizados mostraram que as titulagdes utilizadas inibiram o
crescimento de estafilococos por TcPR-10 mutante nas maiores concentracfes da
proteina, apresentando assim uma atividade bacteriana direta dessa proteina.

3- PROTEINA ANTIFUNGICA: BIOMOLECULA RECOMBINANTE NA
IMUNOTERAPIA DE DOENCAS DE HIPERSENSIBILIDADE E INFECQ@ES
BACTERIANAS E PARASITARIAS, de acordo com a reivindicagio 2 e caracterizado
por ser antifungico, os testes com a TcPR-10 mutante mostraram que esta é capaz de
controlar o crescimento de leveduras de interesse na salude, como Candida sp, sendo
citotoxica nas concentracdes de 100 a 12,5ug/mL para Céandida albicans e apresentou
porcentagem de leveduras mortas de 65% e 80%.

4- PROTEINA ANTIFUNGICA: BIOMOLECULA RECOMBINANTE NA
IMUNOTERAPIA DE DOENCAS DE HIPERSENSIBILIDADE E INFECCOES
BACTERIANAS E PARASITARIAS, de acordo com a reivindicagio 3 e caracterizado
por ser antiparasitario, 0s ensaios em culturas de parasitas promastigotas de L.
amazonensis expostas a TcPR-10 mutante resultaram em perda de viabilidade
proporcional ao aumento da concentracdo das proteinas, evidenciando um efeito da

proteina no controle de protozoarios.
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5- PROTEINA ANTIFUNGICA: BIOMOLECULA RECOMBINANTE NA
IMUNOTERAPIA DE DOENCAS DE HIPERSENSIBILIDADE E INFECQOES
BACTERIANAS E PARASITARIAS, de acordo com a reivindicagio 4 e caracterizado
por ser antialérgeno-especifico, os testes para avaliar o potencial anti-alergénico da
proteina mutante mostraram que animais submetidos a sensibilizacdo subcutanea e
desafio intranasal com a proteina TcPR-10 mutante tiveram uma reducgdo significativa
na producdo de IgE em relacdo a animais que receberam o mesmo desafio com a
proteina TcPR-10 selvagem permitindo sustentar a hipotese que alteracdes génicas em
TcPR-10 podem reduzir a sua capacidade alergénica.

6- PROTEINA ANTIFUNGICA: BIOMOLECULA RECOMBINANTE NA
IMUNOTERAPIA DE DOENCAS DE HIPERSENSIBILIDADE E INFECQ@ES
BACTERIANAS E PARASITARIAS, de acordo com a reivindicagdo 5 e caracterizado
por possuir caracteristicas de imunomodulador, pois resultados obtidos sugerem que
caracteristicas particulares no motivo onde ocorreu a mutacdo da TcPR-10 podem estar
associados a regulacdo negativa de outros componentes celulares do sistema imune
além de linfocitos B e macrofagos, sugere também que a proteina TcPR-10 mutante atua
em via distinta da selvagem para a producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio em macrdofagos peritoneais, foi observado que TcPR-10 mutante exerce
modulacdo negativa para producdo de Espécies Reativas de Oxigénio ( ROS) e éxido
nitrico (NO) pelos macréfagos tratados, enquanto o tratamento com a proteina TcPR-10

selvagem induz a producdo de ROS e NO.
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Figura 1: Curva de Crescimento da Staphylococcus aureus com a presenca da Proteina
TcPR10 mutante em diferentes titulagoes.
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Figura 2: Comparacao entre a curva de crescimento da S. aureus com a desta bactéria
mais a proteinaTcPR10 mutante em diferentes titulacdes. Titulacbes menores de
TcPR10 mutante com a bactéria em comparagdo com as maiores titulagdes de S. aureus
e Gentamicina com a bactéria.Analisando-se os resultados das maiores diluicGes,
encontraram-se respostas satisfatorias nas titulacdes 10 e 102
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Figura 3: Comparativo das maiores titulacbes do teste, controle positivo e negativo
apresentado resultados satisfatorios nas titulagdes 10™ e 1072,
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Figura 4: Efeito antifingico da proteina TcPR-10m sobre fungos de interesse clinico.
Analisou-se o efeito citotoxico das proteinas TcPR-10Selvagem e Mutante contra
leveduras de relevancia médica. A espécie utilizada para a interacdo foi a cepa-padrao

ATCC 90028 C. albicans, gentilmente cedida pelo professor Jodo Luciano Andrioli da
Universidade Estadual de Santa Cruz.
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Figura 5: Porcentagem de leveduras mortas. Citotoxidade das proteinas TcPR-10 para
Candida albicans: porcentagem de leveduras mortas da espécie C.albicans analisadas
pelo método de MTT tratados com as proteinas TcPR-10selvagem e mutante. Incubacéo

das leveduras (1x10 “células/pogo) por 24 horas.
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FIG. 06
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Figura 6: Visualizacdo do tratamento de macréfagos peritoneais com TcPR-10 em
Microscopia de fluorescéncia e Citometria de Fluxo: As setas azuis nas imagens A,B e
C mostram marcacdes para producdo de ROS. Em D, E e F sdo mostrados os graficos
da citometria de fluxo, onde é observado no tratamento com a proteina TcPR-10s um
pico maior para marcagdo de ROS em relagdo ao controle (D) e ao tratamento com a
TcPR-10m (F). A e D: controle (macréfagos peritoneais na auséncia das proteinas
TcPR-10s e TcPR-10m). B e E: macrofagos tratados com TcPR-10s e C e F:
Macrofagos tratados com TcPR-10m. O grafico G mostra a porcentagem de células
lidas no citbmetro que foram marcadas pelo reagente DHE, sinalizando a producdo de
ROS, onde o tratamento com a TcPR-10s evidencia um aumento da producdo de ROS,
diferente da TcPR-10m.
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Figura 7: Producdo de Nitrito por macréfagos peritoneais tratados com as proteinas
TcPR-10s e TcPR-10m. Efeito da acdo das proteinas TcPR-10s: (A e B) na presenca (A)
e auséncia de LPS (B) e TcPR-10m (C) sobre a producdo de NO realizada por
macrofagos peritoneais de camundongo nos periodos de 24, 48 e 72 horas com (B) e

sem a presenca de LPS (A e C).
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FIG. 08
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Figura 8: Interacdes fagociticas: Em (A,B,C e D) fagocitose por macréfagos peritoneais
murinos tratados com as proteinas TcPR-10s e TcPR-10m seguido de interacdo com
leveduras C.parapsilosis (A e B) e C. albicans (C e D). Resultado expresso em
porcentagem. Os controles foram realizados com interagcbes de macrdéfagos peritoneais
com as leveduras sem a presenca das proteinas.
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Figura 9: Quantificacdo da concentracdo de anticorpos IgE (A) e IgG (B) no soro de
camundongos BALB/c. Os animais foram submetidos & sensibilizagdo subcutanea e
desafio intranasal com proteina TcPR-10 selvagem e mutante, como controle utilizou-se
solugdo fostato (PBS). Apds 24 horas do ultimo desafio os animais foram sacrificados e
0 soro recolhido para dosagem, por ELISA, da concentracéo de anticorpos IgE e IgG. O
conjunto de valores médios per se da quantificacdo dos anticorpos apresentou
normalidade (p<0,05; Teste de Shapiro Wilk), empregando-se o Teste de comparacao
de médias paramétricas Tukey (o =0,05). * Significativamente diferente do valor obtido
no grupo controle. ** Significativamente diferente do valor obtido no grupo TcPR-10

selvagem.
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FIG. 10
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Figura 10: Perfil do infiltrado celular no LBA de camundongos BALB/c: os animais
foram submetidas a sensibilizacdo subcutanea seguida de desafio intranasal com
proteinas TcPR-10 selvagem e mutante e nos animais controle foi administrado PBS. O
conjunto de valores médios per se do nimero de células marcadas com coloracao
amarronzada apresentou normalidade (p<0,05; Teste de Shapiro Wilk), empregando-se
0 Teste de comparacdo de médias paramétricas Tukey (a0 = 0,05). * Significativamente
diferente do valor obtido no grupo controle. ** Significativamente diferente do valor
obtido no grupo TcPR-10 selvagem.
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RESUMO

PROTEINA ANTIFUNGICA: BIOMOLECULA RECOMBINANTE NA
IMUNOTERAPIA DE DOENCAS DE HIPERSENSIBILIDADE E INFECCOES
BACTERIANAS E PARASITARIAS

A presente inovagdo tem a producdo de uma proteina mutante capaz de ser utilizada
como vacina. Atualmente o avango biotecnoldgico com o surgimento da tecnologia do
DNA recombinante intensifica a busca por biomoléculas imunomodulatérias. O
desenvolvimento de biomoléculas por meio de técnicas de engenharia molecular é uma
alternativa para producdo de vacinas com a finalidade de tratar doengas de
hipersensibilidade. A presente inovacdo descreve uma proteina na qual foram inseridas
mutacdes e vem sendo testada com objetivo de eliminar bactérias, protozoarios e reduzir

sintomas caracteristicos de processos alérgicos das vias aéreas e autoimunidades.
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