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RESUMO

Justo Jacomini, D.L. Analise imunoldgica comparada da eficiéncia e especificidade da
hialuronidase recombinante de Polybia paulista (Hymenoptera, Vespidae) expressa em
bactéria e levedura [tese]. Rio Claro: Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, 2013.

A vespa social Polybia paulista tem sido muito estudada nos campos da bioquimica,
protedmica e imunologia pelas suas caracteristicas de habitat, composicdo de seu veneno e
pelas conseqiiencias dos acidentes decorrentes de suas ferroadas. O cDNA de hialuronidase
(Gl: 302201582), um dos principais alérgenos desse veneno, foi clonado em vetores de
expressao - pET-28a e pPICZaA - em bactéria Escherichia coli DE3 (BL21) e em levedura
Pichia pastoris, respectivamente. A proteina Hyal recombinante (Pp-Hyal-rec) de bactéria foi
expressa em corpusculos de inclusdo, enquanto que a de levedura na forma solGvel. Ambas
foram purificadas por cromatografia de afinidade em resina Ni** (Ni-NTA-Agarose). A
proteina nativa de Hyal (Pp-Hyal-nat) também foi obtida e purificada até a homogeneidade
por meio de cromatografia de troca cationica em coluna Hiprep FF CM, acoplado a um
sistema de Akta FPLC, e as andlises realizadas por espectrometria de massa em MALDI
ToF/ToF-MS. Anticorpos policlonais foram produzidos em camundongos BALB/c contra a
Pp-Hyal-nat e a Pp-Hyal-rec de bactéria, demonstrando alta especificidade nos testes de
imunoblotting realizados. Estes alérgenos foram avaliados quanto ao reconhecimento de
imunoglobulina E (IgE) Pp-Hyal-especifico no soro de pacientes sabidamente alérgicos ao
veneno desta vespa. Os soros imunes foram capazes de reconhecer especificamente, em maior
intensidade as bandas correspondentes a proteina Pp-Hyal-rec de bactéria (43 kDa) e a Pp-
Hyal-rec de levedura (37 kDa) em relacdo ao alérgeno Pp-Hyal-nat (39 kDa). No extrato de
veneno bruto de P. paulista, 0os soros reconheceram outras proteinas provavelmente
correspondentes aos demais alérgenos do veneno, tais como Fosfolipase (37 kDa), Antigeno 5
(25 kDa), e proteases. Os dados aqui obtidos com ambos alérgenos recombinantes indicam
fortemente a possibilidade de sua utilizacdo para o desenvolvimento de kit diagnéstico para
alergia, bem como, em imunoterapia especifica (SIT) contra as reacdes indesejaveis
provocadas pelo veneno de P. paulista.

Palavras-chave: Polybia paulista, hialuronidase de veneno, alérgenos recombinantes, E. coli,
P. pastoris, anticorpos.
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ABSTRACT

Justo Jacomini, D.L. Comparative analysis of immunological efficiency and specificity of
recombinant hyaluronidase Polybia paulista (Hymenoptera, Vespidae), expressed in bacteria
and yeast [thesis]. Rio Claro: Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, 2013.

The social wasp Polybia paulista has been well studied in fields of biochemistry, proteomics
and immunology due to its habitat characteristics, venom composition and the consequences
of accidents arising from their stings. The hyaluronidase cDNA (Gl: 302201582), one of the
major venom allergens, was cloned into expression vectors - pET-28a and pPICZaA - in
Escherichia coli DE3 (BL21) and yeast Pichia pastoris, respectively. The recombinant
protein Hyal (Pp-Hyal-rec) of bacteria was expressed in inclusion corpuscles, whereas the
yeast in soluble form. Both were purified by affinity chromatography on Ni** (Ni-NTA-
Agarose) resin. The native protein Hyal (Pp-Hyal-nat) was also obtained and purified to
homogeneity by cation exchange chromatography on Hiprep CM FF column, to an Akta
FPLC coupled system, and the analysis performed by mass spectrometry MALDI ToF / ToF-
MS. Polyclonal antibodies were produced in BALB/c mice against Pp-Hyal-nat and Pp-Hyal-
rec from bacteria, demonstrating an high specificity in the immunoblotting tests performed.
These allergens were evaluated for recognition of immunoglobulin E (IgE) Pp-Hyal-specific
in serum from patients known to be allergic to the venom of this wasp. The immune sera were
able to recognize specifically in a higher intensity the bands corresponding to protein Pp-
Hyal-rec of bacteria (43 kDa) and Pp-Hyal-rec of yeast (37 kDa) in relation to the allergen
Pp-Hyal-nat (39 kDa). In the P. paulista crude venom extract, all sera recognized other
proteins probably corresponding to other venom allergens, such as phospholipase (37 kD),
antigen 5 (25 kDa), and protease. The data obtained here with both recombinant allergens
strongly suggest the possibility of using these for development of diagnostic kit for allergy
and, in specific immunotherapy (SIT) against undesirable reactions caused by P. paulista
venom.

Keywords: Polybia paulista, venom hyaluronidase, recombinant allergens, E. coli, P. pastoris
antibodies.
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Introdugdo Geral



Introducéo Geral

Dentre os insetos, a ordem Hymenoptera é um dos maiores grupos, compreendendo as
vespas, abelhas e formigas. Possui aproximadamente 115.000 espécies ja descritas na
literatura (HANSON, GAULD, 1995), existindo somente no Brasil cerca de 500 espécies
correspondente a um dos maiores nimeros de espécies de vespas sociais de todo o planeta
(RICHARDS, 1978). As vespas pertencentes ao grupo dos Hymenoptera Aculeata estdo
divididas em trés grandes superfamilias: Bethyloidea, Sphecoidea e Vespoidea (BROTHERS,
1975). No Brasil a subfamilia Polistinae é representada por trés tribos a Polistini, Epiponini e
Mischocyttarini. A tribo Epiponini é constituida por 23 géneros e 405 espécies, dentre elas a
espécie Polybia paulista (CHAUD-NETTO et al., 1994). As espécies brasileiras sao
tipicamente neotropicais, sendo seus venenos muito diferentes daqueles encontrados nas
espécies de clima temperado (REISMAN et al., 1984, 1989), em termos de muitas das
caracteristicas individuais de seus componentes, mas ndo da composigéo geral.

Importantes dados mostram que os acidentes provocados por abelhas, vespas e
formigas nativas das regides sudeste e centro-sul dos Estados Unidos, representam um
problema de salude que vem crescendo rapidamente (MOFFIT, 2003). H& muitos anos atras a
vespa Polybia paulista ja vinha sendo descrita na literatura por Machado (1984) como um
importante inseto social de convivéncia estreita com 0s humanos, com ocorréncia nos Estados
de Goias, Mato Grosso, Parana e Mina Gerais, com registro no Paraguai e Argentina. No
sudeste do Brasil, principalmente no Estado de Séo Paulo, essa vespa social é endémica nesta
regido por possuir habitat caracteristicamente urbano, além de um perfil bastante agressivo, o
qual tem levado a ocorréncia de varios acidentes de importancia médica, em razdo da
complexidade de composicdo de seu veneno, que inclui importantes alérgenos, entre eles a
proteina alergénica hialuronidase (Pp-Hyal).

Em geral a convivéncia dos Hymenoptera sociais com os seres humanos, ocorre de
maneira estreita fazendo com que os acidentes por ferroadas sejam bastante freqlentes,
causando as vitimas, sensibilizacdo ao veneno injetado e a possivel ocorréncia de reagdes
alérgicas, desde as localizadas no sitio da ferroada até manifestacGes sistémicas da anafilaxia,
como o choque anafilatico. A anafilaxia sisttmica ocasiona risco a vida do paciente alérgico,
podendo promover, arritmia, bronco-espasmos, paradas cardiacas e respiratorias, choque e
morte do paciente (REISMAN et al., 1989; FREEMAN, 2004). De acordo com Lorenzi



(2002) e Castro (2001) a maioria dos acidentes que resultam em anafilaxia esta relacionada
aos venenos de vespas, entretanto esta pode ndo ser uma regra geral.

A estimativa de sensibilizacdo da populacdo mundial aos venenos de Hymenoptera
sociais varia entre 9.3% e 28.5% (ANTONICELLI ET AL., 2002). A incidéncia de reacoes
sistémicas na populacéo geral, devido a esta ordem de insetos, est4 estimada entre 0.8-5.0%, e
as de reagOes locais graves em 19%. Em um levantamento de acidentes com Hymenoptera,
registrado no Hospital das Clinicas em Sao Paulo, foi observado que as vespas foram
responsaveis por aproximadamente 32,6% dos acidentes, seguidas das abelhas com 28,2% e
das formigas 26,8% (SOUZA, 2002).

Essas manifestacfes estdo diretamente associadas a sensibilizacdo mediada por IgE,
para as proteinas presentes nos venenos das espécies de Hymenoptera sociais, como abelhas,
vespas e formigas (MULLER et al., 1993; MULLER, 2010, 2011). Assim, o conhecimento
sobre a estrutura e fun¢do dos componentes do veneno desses insetos, sobretudo no campo da
alergia e imunologia clinica, é fundamental (ROSS et al., 2000; DRESCHLER et al., 2011).
Os estudos relacionados aos acidentes provocados por ferroadas de Hymenoptera vém sendo
cada vez mais ampliados e aprofundados nas diferentes areas das ciéncias, devido aos varios
aspectos das reacOes apresentadas pelas vitimas, principalmente aqueles relacionados ao
desencadeamento de manifestagdo sistémica grave, que podem levar ao dbito (MULLER,
1990; BILO et al. 2005; BILO e BONIFAZI, 2009).

Os componentes dos venenos de vespideos sdo, em geral, menos conhecidos do que
aqueles que compdem o veneno de abelha. Em contraposicdo a isto, a vespa social P. paulista,
tem sido muito estudada no campo da bioquimica, protebmica e imunologia pelas suas
caracteristicas de habitat, composicdo de seu veneno e pelas consequéncias causadas devido
aos acidentes decorrentes de suas ferroadas. Seu veneno apresenta uma cOmposi¢cao
semelhante & maioria dos venenos dos Hymenoptera sociais, tais como, aminas biogénicas,
peptideos basicos e proteinas de elevadas massas moleculares, principalmente enzimas, entre
elas a Hyal, as quais sdo responsaveis pelas reacbes alérgicas (CASTRO et al., 1994;
MULLER, 2002; CASTRO, 2011). Os peptideos biologicamente ativos, juntamente com as
proteinas do veneno sdo 0s principais responsaveis pelas dores prolongadas, edema, eritema,
reacOes alérgicas e sistémicas. Além disso, a ocorréncia de mortes devido as ferroadas de
vespas estdo diretamente relacionadas ao desencadeamento de reacGes imunoldgicas, bem
como & toxicidade direta do veneno (MULLER, 1990; LORENZI, 2002; BILO et al. 2005;
BILO e BONIFAZI, 2009).



A hipersensibilidade de tipo I, mediada por IgE, vem adquirindo grande importancia
no mundo, pois 25 % da populagéo, em geral, sofrem de algum tipo de alergia, muitas destas
reacGes sdo desencadeadas por acidentes com veneno de insetos (PRZYBILLA, RUEFF,
2012) gerando um alto custo para a saude publica. Diante deste agravante, o diagnostico e o
tratamento para esse tipo de alergia dependem da disponibilidade de extratos alergénicos de
qualidade, permitindo assim, sua utilizagio como ferramentas para o diagndstico e o
tratamento especifico de alergias. As reacdes de hipersensibilidade a Hymenoptera séo
dirigidas contra as proteinas alergénicas presentes nos venenos dos insetos dessa ordem,
sendo trés as familias causadoras de alergia - Apidae, Vespidae e Formicidae. As reacGes
alérgicas causadas pelos venenos de insetos sdo o resultado da combinacao dos alérgenos com
mastocitos e anticorpos IgE, causando uma cascata de liberagdo de mediadores como
histamina, leucotrienos, enzimas, peptideos e ativador de plaquetas, os quais desencadeiam
diversos efeitos (HOFFMAN, 1996). Estudos moleculares que identificam epitopos
imunogénicos dos alérgenos sdo muito importantes, pois localizam as regides da molécula do
alérgeno, que interagem com os anticorpos da pessoa sensibilizada (BREITENEDER et al.,
1999).

Além disso, podemos encontrar estudos que relatam um elevado grau de reatividade
imunoldgica cruzada entre os alérgenos dos venenos de insetos Hymenoptera, 0s quais tornam
dificil determinar qual o verdadeiro inseto responsavel pelo desencadeamento das reacGes
alérgicas. Pacientes previamente sensibilizados com veneno de um determinado inseto (p.ex.
vespa) que, em uma segunda vez sdo ferroados com outro inseto diferente, podem apresentar
em testes convencionais, a presenca de anticorpos IgE inespecificos. Disto, podem resultar
respostas falso-positivas, devido a reatividade cruzada, com alérgenos de diferentes venenos,
cujos epitopos possuem conformacdes similares, impossibilitando diferenciacdo pelas células
B-1. Também podem ser encontrados resultados falso negativos, realizados por testes
cutaneos, em funcédo da baixa quantidade de IgE detectado, pelo baixo nivel de sensibilidade
do teste aplicado (p.ex., o teste de RAST) (HEMMER, 2008).

O diagnostico e o tratamento dessas alergias dependem da disponibilidade de extratos
alergénicos de qualidade, os quais podem ser usados como bioferramentas para o diagndstico
e promocdo da dessensibilizacdo especifica. Comparativamente aos extratos alergénicos
utilizados, o desenvolvimento de alérgenos recombinantes para medicdo de IgE especifica
representa um avanco extremamente importante (Karoui et al., 2013).

Com a tecnologia do DNA recombinante tem-se determinado seqiiéncias de genes e a

expressao dos principais constituintes do veneno de diversos organismos, 0s quais vém



demonstrando aspectos bastante interessantes. Entre estes, podemos destacar a obtencdo de
dados sobre a origem e a organizacdo dos genes, a possivel estrutura tridimensional dos
alérgenos recombinantes de veneno, a funcdo comparativa destes alérgenos com os naturais,
além da viabilidade de utilizacdo das moléculas recombinantes no desenvolvimento de
vacinas e Kits diagndsticos que podem vir a ser aplicados em diversas areas. Principalmente,
no caso dos venenos de insetos, essas técnicas tém se constituido em ferramentas muito Uteis
no esclarecimento dos aspectos moleculares envolvidos nas reacGes imunoldgicas cruzadas
entre os componentes alergénicos de venenos. Apesar dos avangos nos diferentes sistemas de
expressao, incluindo bactérias, leveduras, células de mamiferos, e mesmo sistemas isentos de
células, o sistema de expressdo de proteinas recombinantes em bactérias ainda é o mais
utilizado por ser de facil manipulacédo, rapido crescimento e baixo custo de producdo da
proteina de interesse (DEMAIN, VAISHNAYV, 2009; SONG et al. 2012). Adicionalmente, a
E.coli é uma bactéria bem conhecida, cujo genoma ja foi seqlienciado e apresenta elevados
niveis de expressao protéica e rapido acumulo de biomassa (BANEY X, MUJACIC, 2004;
WALSH, 2004). A expressdo de alérgenos recombinantes pelo sistema bacteriano também
pode apresentar vantagem sobre os riscos oriundos dos cultivos com microorganismos
patogénicos. Por outro lado, o enovelamento das proteinas recombinantes pode ocorrer de
maneira incorreta pelo fato das modificacdes pds-traducionais estarem ausentes. Este processo
ndo ocorre em células procariéticas, pois a condicdo conformacional e a maquinaria de
ligacdo das proteinas séo diferentes, levando a um acumulo destas em agregados insollveis
(JEVSEVAR et al., 2005). Esses eventos podem ou ndo interferir na caracteristica
imunologica do alérgeno recombinante, conforme tem sido demonstrado em muitos trabalhos
(FARRELL et al.,, 1995) uma vez que é conhecido que as proteinas recombinantes
eucarioticas necessitam de modificacbes pos-traducionais para atingirem a conformacao
semelhante a nativa.

Além disso, a producdo de proteinas em sistemas heterdlogos vem sendo utilizada
como uma estratégia para produzir proteinas que sdo requeridas para diversas aplicacfes em
maiores quantidades, a exemplo do que ocorre na expresséo em Pichia pastoris. Outras
leveduras sdo empregadas industrialmente para a producdo de proteinas heterélogas, entre
elas, destacam-se Saccharomyces cerevisiae, Hansenula polymorpha e Kluyveromyces lactis.
O uso dessa classe de organismos como sistema de expressdo vem sendo realizado com
sucesso crescente ao longo dos dltimos 20 anos (DAMASCENO et al., 2012; DEMAIN,
VAISHNAYV, 2009). Neste estudo, além da expressdo em bactéria, foi também realizada a

expressao da proteina hialuronidase (Pp-Hyal) em levedura, por apresentar vantagens em



relagdo a alta produtividade, crescimento rapido com alta densidade celular, existéncia de
linhagens recombinantes mais estaveis, secrecdo mais eficiente e processamento pos-
traducional mais similar ao de mamiferos (DEMAIN, VAISHNAYV, 2009). Todas estas
condicdes, favorecem a obtencdo, neste sistema, de proteinas recombinantes eucarioticas, em
que as suas propriedades estruturais e funcionais resultantes sejam bastante semelhantes, ou
mesmo idénticas as proteinas nativas, o que, conforme ja mencionado, ndo ocorre no sistema
de expressdo procariotico de E.coli e portanto, pode comprometer ou mesmo impedir a sua
utilizacdo biotecnoldgica.

O presente estudo foi realizado primeiramente para proporcionar um entendimento
mais preciso quanto as propriedades estruturais e imunogénicas de uma das isoformas do
alérgeno hialuronidase nativo do veneno da vespa social P. paulista (Hymenoptera,
Vespidae). Por meio de testes imunoldgicos convencionais, realizados com o soro de
pacientes alérgicos a essa vespa e com 0 veneno de outros insetos sociais foram analisados
respectivamente, a reatividade de IgE especifica a este alérgeno, bem como, os niveis de
reatividade cruzada. Todas as analises foram feitas de forma comparativa entre o alérgeno
nativo e o alérgeno recombinante expresso nos dois diferentes sistemas - procaridtico de
Escherichia coli e eucariético inferior de Pichia pastoris, com o objetivo de avaliar se as
caracteristicas imunogénicas das proteinas recombinantes seriam mantidas, implicando desta
forma, em seu efetivo potencial de utilizacdo em testes diagnosticos e imunoterapia

especifica.



Objetivos



Objetivo geral:

Obtencdo e caracterizagdo imunoldgica da proteina alergénica hialuronidase do
veneno da vespa social P. paulista (Pp-Hyal) (Hymenoptera, Vespidae) expressa em dois
diferentes sistemas, procariotico de Escherichia coli e eucariotico inferior de Pichia pastoris,
buscando determinar possiveis e importantes diferencas antigénicas entre elas e, se as

proteinas recombinantes mantém as mesmas propriedades imunogénicas do alérgeno natural.

Objetivos especificos:

e Clonagem e expressdo da enzima hialuronidase em bactéria E. coli e levedura

Pichia pastoris,

e Producdo de anticorpos policlonais em camundongos, contra a hialuronidase
nas formas nativa (anti-Pp-Hyal-nat) e recombinantes (anti-Pp-Hyal-rec)

purificadas;

e Testar a identidade imunoldgica dos anticorpos policlonais, anti-Pp-Hyal-nat e
anti-Pp-Hyal-rec contra as proteinas purificadas e o veneno bruto da vespa P.

paulista;

e Analisar a ocorréncia de reacdo imunoldgica cruzada dos anticorpos
policlonais, anti-Pp-Hyal-nat e anti-Pp-Hyal-rec, contra o veneno bruto de

outros insetos sociais;

e Verificar e comparar os niveis de reconhecimento do soro de pacientes,
sensibilizados pelo veneno de P. paulista pelas proteinas purificadas nas

formas nativa e recombinantes.
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Abstract

Background: To date, there are no allergenic extracts or components available in Brazil to
diagnosis and treatment of patients with venom allergy from social wasp (Vespidae Family;
Polistinae Subfamily) despite of the great number of existing species.

Objetive: We evaluated the immunogenic potential of the Hyal recombinant protein (Pp-
Hyal-rec) which was expressed in an insoluble form in comparison with the allergenic native
protein (Pp-Hyal-nat) for recognition of immunoglobulin E (IgE) in the serum of allergic
patients to venom of the endemic social wasp Polybia paulista from Séo Paulo State, Brazil.
Methods: Hyal cDNA from the venom of the social wasp Polybia paulista (Pp-Hyal) (GI:
302201582) was cloned into the expression vector pET-28a in Escherichia coli DE3 (BL21)
cells. Solubilization and purification of Pp-Hyal-rec from inclusion bodies was performed
using Ni?* affinity chromatography (Ni-NTA-Agarose) under denaturing conditions. Both the
native (Pp-Hyal-nat) and the recombinant (Pp-Hyal-rec) purified allergens were used for
Western blotting to assess the levels of Pp-Hyal- IgE specific in the serum of 10 patients
exclusively reactive to the venom of the social wasp P. paulista.

Results: The immune sera specifically recognized the band corresponding to the Pp-Hyal-rec
protein (43 kDa) at a higher intensity than the native allergen (39 kDa). The sera recognized
other proteins in P. paulista crude venom extract to a lesser extent, likely corresponding to
other venom allergens such as phospholipase (37 kDa), Antigen 5 (25 kDa), and proteases.
Conclusion:The recognition pattern of the immune sera to the Pp-Hyal-rec allergen strongly
suggests that this recombinant antigen could be used for developing a diagnostic allergy test

as well as for specific immunotherapy (IT).

Keywords: Polybia paulista, venom, allergen, recombinant hyaluronidase, immunoglobulin E
(IgE), cross-immunoreactivity.



Introduction

Brazil has more than 300 species of social wasp (Vespidae Family; Polistinae Subfamily) of
which 104 are endemic.! Brazilian species are typically neotropical, with very different
venoms from those found in temperate species. The Polistinae subfamily is represented by
three tribes: Polistini, Epiponini and Mischocyttarini. The Epiponini tribe is constituted by 23
genera and 405 species, including the Polybia paulista species, which belongs to the
Hymenoptera order. %3

Because of the close coexistence of social Hymenoptera with humans, the incidence of stings
has increased. When stings occur, victims who have been sensitized to the injected venom
may experience severe allergic reactions to the venom at the sting site, potentially resulting in
manifestations of systemic anaphylaxis such as anaphylactic shock. Systemic anaphylaxis is
life threatening to the allergic patient, potentially causing arrhythmia, bronchospasm,
respiratory and cardiac arrest, shock and death of the patient.*>

An estimated 25% of the general population suffers from some type of allergy, including
those triggered by incidents with insect venom.® Estimates of the proportion of individuals
who are sensitive to social Hymenoptera venoms fall between 9.3% and 28.5%’, indicating
that these allergies are a significant public health concern. Systemic reactions to venom from
this order of insects occur in approximately 0.8-5.0% of the overall population, and severe
local reactions occur in 19%. These manifestations are directly associated with IgE-mediated
sensitization to the proteins present in venoms of social Hymenoptera species, such as bees,
wasps and ants.>™® Thus, knowledge about the structure and function of these insect venom
components, especially in the fields of allergy and clinical immunology, is crucial.***2
Although the components of vespid venom are generally less well characterized than those
from bee venom, the habitat and venom composition of the social wasp P. paulista have been
well studied in the fields of biochemistry, proteomics and immunology due to the accidents
arising from its stings.***° Its venom has a similar protein composition to most venoms of the
social Hymenoptera, consisting of biogenic amines, basic peptides and proteins of high
molecular masses, particularly enzymes, among them the hyaluronidase, one of the main
proteins responsible for allergic reactions. The biologically active peptides, together with
other venom proteins are the main responsible for the prolonged pain, edema, erythema and
systemic reactions.!’*®

Diagnosis and treatment of such allergies is currently limited by the availability and quality of
the allergenic extracts, which can be used as tools for diagnosis and for promotion of specific

desensitization. Compared with these allergen extracts, the development of recombinant



allergens for measuring specific IgE represents an important advance in the diagnosis and
treatment of IgE-mediated allergies."

The use of recombinant DNA technology for gene sequencing and expression of the major
venom constituents from various organisms has enabled the elucidation of the molecular
mechanisms of immunological cross-reactions among venom allergenic components, as well
as the development of diagnostic kits and allergen-specific vaccines. Although there have
been great advances in various expression systems, including bacteria, yeast, insect,
mammalian cells and even cell-free systems, the bacterial expression system is still the most
used due to its easy handling, rapid growth and low cost of recombinant protein production.®
In this study, Hyal cDNA from the venom of the social wasp P. paulista (Pp-Hyal) (GlI:
302201582) was cloned, expressed and analyzed immunologically in comparison to the
natural allergen. The results demonstrate that the allergen Pp-Hyal-rec has great potential for
use in immunotherapy, as well as in diagnostic kits for allergies caused by the venom from

this and other closely related wasps.

Materials and Methods

Allergic Patients

The samples studied consisted of 10 sera from patients injured by stings from the social wasp
P. paulista, with exclusive reactivity to this venom. All patient samples were obtained from
the Ambulatério de Anafilaxia do Hospital das Clinicas, Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP regardless of sex or age. This institution
offers treatment to patients from both the capital and the bordering municipalities of Sé&o
Paulo state and southern Minas Gerais, Brazil. The study was approved by the Ethics
Committee-FCM-UNICAMP under n® 187/2006. Informed consent was obtained from all
study participants and study participation was voluntary. The samples were taken by
collecting 5 ml of additional blood during the administration of routine tests ordered by the

attending physician.

I nsects

P. paulista nests captured around the campus of Universidade Estadual Paulista "Julio de
Mesquita Filho"-UNESP, Rio Claro, SP, Brazil, were transported to the Laboratorio de
Biologia Molecular de Artrépodes (LBMA)- Departamento de Biologia - IB. After being
subjected to analgesia at -20°C, wasp venom glands were dissected and used for RNA

extraction.



Native Allergen (Pp-Hyal-nat)

Native hyaluronidase from the venom of the social wasp P. paulista (Pp-Hyal-nat) was
isolated and purified by cation exchange chromatography on AKTA-FPLC and analyzed by
mass spectrometry MALDI-ToF/ToF. All analyses were performed according to the protocol

previously described.?

RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA preparations from P. paulista were obtained from 100 glands per reaction tube,
according to the TRIzol® method (Life Technologies, USA), using fresh material (at
collection time) or glands macerated in TRIzol® and stored for 7 days at -85°C. cDNA
synthesis was performed by RT-PCR with the ImProm-IITM Reverse Transcription System
kit (Promega, USA) according to the manufacturer's directions, using 1 pg of total RNA and
oligo dT-primer adapter (5 'GGC CAC GCG TCG ACT AC (T) 17 3', synthesized by Gibco-
Life Technologies, USA).

Cloning of Hyal coding sequence

The Pp-Hyal coding sequence was obtained by PCR from venom of the P. paulista social
wasp using specific primers based on the Hyal cDNA complete sequence (Gl: 302201582).
Restriction sites for Ndel and EcoRI were, respectively included in the forward (5° TATA
CATATG TCCGAAAGAAAGACCGAAAAGAGTGTTCAAC 3’) and reverse (5’AGTG
GAATTC CTAAAAGTTCAGGGATGATCT 3’) primers (underlined) to allow the cloning
of the coding sequence into the pET28a expression system. The Pp-Hyal sequence was also
cloned in frame with a 6xHis tag at the N-terminal of the recombinant protein to allow
purification of the recombinant protein by affinity chromatography. PCR was performed
using Platinum Tagq DNA Polymerase® (Life Technol, EUA) following the protocol
previously described® and the E. coli XL1 Blue [recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac [F proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)] (Stratagene, USA) was used as the cloning
strain. The nucleotide sequence of the cloned region was verified by sequencing.



Expression and purification of recombinant Pp-Hyal

For the optimization of recombinant protein production, several clones of E. coli BL21 (DE3)
cells [F- ompThsdSB (r-B mB-) gal demA(srl-recA) 306::Tn10(DE3)] (Novagen, USA)
transformed with the expression vector pET28a Pp-Hyal were tested under different
expression conditions. Briefly, each selected clone of BL21-DE3 pET-28a Pp-Hyal was
inoculated into 5 mL of Luria Broth (LB) medium supplemented with kanamycin (50 pug/mL)
and allowed to grow for 16 h at 37°C. These pre-inoculums were used to inoculate 50 mL of
fresh medium. After cultures reached ODgoonm 0.3-0.6, they were induced with isopropyl B-D-
1-thiogalactopyranoside (IPTG, Invitrogen, EUA) at different final concentrations (0.1, 0.5
and 1 mM) and different induction temperatures (37, 30 and 20°C). Samples of 1.5 mL were
collected at several times post-induction (0, 12, 24, 30, 48 and 72 h) and tested to determine
the best induction conditions to produce recombinant protein Pp-Hyal.

Cells were collected by centrifugation (2,600 g, 10 min), resuspended in phosphate-buffered
saline pH 8.0 and then lysed by sonication in an ice bath for 2 min (Chubby, GA450) using
three pulses of 20 s, with 30 s between each pulse. The soluble and insoluble fractions were
separated by centrifugation (9,200 g, 4°C, 30 min), analyzed by sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE, 15%) and stained with Coomassie Brilliant
Blue R-250 (CBB).

After optimization of expression conditions, one E. coli BL21-DE3 clone carrying pET-
28a_Pp-Hyal was selected for the production and purification of Pp-Hyal-rec protein. Ten
milliliters of pre-inoculum, prepared as described, were used to inoculate 500 mL of
LB/kanamycin (50 pg/mL) and the culture was incubated at 37°C under agitation (200 rpm)
until ODgoonm 0.6 was reached. To induce protein expression, IPTG was added at a final
concentration of 1 mM and cells were incubated at 37°C for 48 h. Cells were collected by
centrifugation (10,000 g, 10 min, 4°C) and lysed by sonication. Because recombinant protein
was expressed in the insoluble fraction as inclusion bodies, its purification by affinity
chromatography was performed under denaturing conditions, following the Ni-NTA-Agarose
manufacturer’s protocol (Qiagen, Germany). In brief, the cellular pellet was resuspended in
25 mL of lysis buffer (50 mM NaH,PO, pH 8.0, 300 mM NaCl, 5 mM imidazole and 0.2
mg/mL lysozyme) and incubated at 20°C with gentle agitation for 25 min before the
sonication procedure (5x30 s pulses, maintaining the samples in ice bath between the pulses).
After centrifugation (15,000 g, 15 min, 4°C), the insoluble fraction was resuspended in 10 mL
of inclusion body solubilization buffer (8 M urea, 0.5 M NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 5

mM [-mercaptoethanol and 5 mM imidazole) and incubated overnight at 8°C under gentle



agitation. The sample was then centrifuged (20,0009, 15 min, 4°C) and the soluble fraction
incubated (1 h at room temperature) with Ni**resin (Ni-NTA-Agarose, Qiagen, Germany) that
had been previously equilibrated (100 mM NaH,PO4, 10 mM Tris-HCI, 8 M urea, pH 8.0).
This suspension was then applied to the column (5 mL) and washed with 10x column volume
of washing buffer (100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-HCI, 8 M urea, pH 6.3). Recombinant
protein was eluted using elution buffer (100 mM NaH,POy4, 10 mM Tris-HCI, 8 M urea, pH
4.5). Several samples were collected during the purification process for subsequent analysis
by 15% SDS-PAGE.

IgE Analysis

Sera from 10 patients allergic to P. paulista venom were evaluated for specific IgE
recognition using 80 ug of purified Pp-Hyal-nat and Pp-Hyal-rec proteins, as well as 100 pg
of Pp-crude-venom extract that had been previously submitted to 12% (w/v) SDS-PAGE
along with a pre-stained standard molecular weight protein (High-molecular Weight Range
Rainbow Markers, Amersham Biosciences, GE Healthcare, USA). The proteins were
transferred to a nitrocellulose membrane using a semi-dry system (Nova Blot Unit, Multiphor
I, Pharmacia Biotech). Transfer efficiency was assessed by staining the gel with Coomassie
Blue G-250. The sera were previously diluted (1:50) in blocking solution (TBS-20% Tween
containing 1% non-fat milk) and incubated overnight at 4°C. Immunodetection was
performed using monoclonal antibody Anti-human IgE alkaline phosphatase conjugated
(Sigma-Aldrich, USA) diluted 1:5000. Bands were visualized with alkaline
phosphatase/BCIP®/NBT (Sigma-Aldrich, USA).

IgE Cross-reactivity

To analyze the IgE immune cross-reactivity of the allergic patients' sera, 5 sera among the 10
previously tested were randomly chosen. Venom extracts were prepared from other wasp
species (Polybia sericea, Polybia ignobilis, Polybia occidentalis, Polybia scutellaris, Polistes
lanio lanio and Agelaia palipes palipes) as well as bee (Apis mellifera) and ant (Solenopsis
invicta) and quantified for total protein, as described previously.”* From each one of these
extracts, 80 pg of total protein was subjected to gel electrophoresis for immunoblotting

analysis.



Results

Cloning of the P. paulista venom hyaluronidase (Pp-Hyal) cDNA (Gl: 302201582)

The pair of primers designed containing restriction sites for the enzymes Ndel and EcoRlI
amplified a fragment of 1017bp. Following amplification, purification, digestion with these
enzymes and sequencing, the fragment showed 100% identity with the Pp-Hyal deposited in
GenBank (GI: 302201582).

Pp-Hyal-rec expression in E. coli

The allergenic protein Pp-Hyal-rec was heterologously expressed with a 6xHis tail at the N-
terminal for its purification by affinity chromatography with Ni**-agarose (Ni-NTA-Agarose)
resin. Different expression conditions were tested, including induction with varying
concentrations of IPTG as well as different times and temperatures of induction. The best
results were obtained with clone 8 under conditions of 1 mM IPTG and growth at 37°C for 48
hours, which resulted in the highest quantity of protein expressed (Figure 1B). In times less
than 24 hours, low levels of protein expression were observed.

Analysis of Pp-Hyal-rec protein in the soluble and insoluble fractions of bacterial lysate
showed that expression occurred in inclusion bodies, as seen in Figure 1 (A, B), independent

of the conditions used for induction of expression.

Inclusion Body Solubilization and Pp-Hyal-rec Purification

Several protocols were tested for solubilization of inclusion bodies to obtain a higher level of
recombinant protein purification. Best results were achieved using cell lysis in denaturing
buffer with 8 M urea. Stepwise elution of the solubilized fraction rich in Pp-Hyal-rec from the
column with two decreasing pH values (6.3 and 4.5) yielded better results (Fig. 2 A, B) than
when elution was performed with an imidazole gradient (data not shown) because a greater

percentage of contaminating protein bands was observed in the latter.

Specific IgE immunodetection

The IgE immunoreactivity of the Pp-Hyal-rec protein was assessed by Western blotting with
sera from patients exclusively reactive to the venom of the social wasp P. paulista. Specific
reactivity was tested against P. paulista crude venom extract as well as the purified native and
recombinant forms of the Pp-Hyal allergenic protein. Serum from a non-sensitive individual
was used as negative control. Figure 3 (A, B) shows that sera from the 10 patients tested

recognized the crude venom extract as well as both native and recombinant Pp-Hyal proteins,



with the band corresponding to recombinant protein Pp-Hyal (43 kDa) recognized at a higher
intensity than the native allergen (39 kDa). In P. paulista crude venom extract, sera also
recognized additional proteins besides Hyal with less intensity; these proteins are likely other

allergenic components of the venom.

Analysis of IgE Immune Cross-reactivity

Immune cross-reactivity of 5 randomly chosen sera was tested against venom extracts from
several related species. As shown in Figure 4 (A-E), we can verify the existence of immune
cross-reactivity due to IgE recognition of a protein with molecular weight between 39-43
kDa, likely corresponding to the allergenic protein Hyal, in venom extracts of Polybia sericia,
ignobilis and scutellaris, as well as in Polistes lanio lanio. No IgE binding was detected with
crude venom extracts of Apis mellifera and Solenopsis invicta. The different profiles and
intensities of reactions observed in the patients tested demonstrate the differences in IgE
specificity and production levels. Additionally, we can observe in both Figure 4 (A-E) and
Figure 3 the recognition of other proteins in addition to the Hyal isoforms, which likely
corresponds to other allergenic proteins from the venom of these wasps.

Discussion

Scientific studies of Hymenoptera stings have expanded into different areas of the biological
sciences due to the diverse aspects of the reactions presented by victims after injury,
especially those that trigger severe systemic manifestations that may lead to death.?” The
social wasp P. paulista, endemic to southeastern Brazil, has a characteristically urban habitat
and a very aggressive profile. Its stings result in many clinically significant incidents due to
the complexity of its venom composition, which includes important allergens such as
hyaluronidase (Pp-Hyal).

Dotimas and Hider® reported that the allergens hyaluronidase and phospholipase are capable
of provoking severe immunological reactions; these allergens are the major proteins
responsible for the onset of allergic manifestations, triggering the production of specific IgE
and causing hypersensitivity reactions in individuals stung by Hymenoptera. In turn, this class
of antibody can bind to the high affinity Fc receptor (FceRI) on the surface of mast cells and
basophils, which consequently become sensitized, causing degranulation and the release of
other factors.?*® In this study, the Pp-Hyal-rec, obtained by recombinant DNA techniques,
was retained in bacterial inclusion bodies. Alternatives to minimize the formation of these

aggregates, such as decreasing temperature and changing the concentration of the expression



inducer, were tested, but did not successfully increase the expression of the soluble form of
the Pp-Hyal-rec protein.

Proteins expressed in bacterial inclusion bodies are usually expressed at high levels, in some
cases reaching 30% of the total protein from the host cell. These proteins thus exhibit lower
levels of degradation, resistance to proteolytic attack by cellular proteases and greater
homogeneity of the protein of interest, all of which help to reduce the number of purification
steps for recovery of the pure protein.?®?" Furthermore, the purified proteins can be used with
increased reliability for the production of specific polyclonal antibodies, as well as for the
production of diagnostic tests and possibly gene-specific immunotherapy.

The immunogenic potential of Pp-Hyal-rec expressed in E. coli was compared to the native
allergen (Pp-Hyal-nat) by measuring the IgE reactivity of sera from 10 patients known to be
allergic to P. paulista venom, as well as by determining the cross reactivity of these IgEs with
venoms from different species of Hymenoptera (wasp, bee and ant).

Despite being in denatured form, after solubilization and purification the recombinant protein
was able to bind to serum IgE of all allergic patients tested, and to a greater extent than the
binding observed with Pp Hyal-nat. These results strongly indicate that the linear epitopes,
already described by structural modeling®* remained available in Pp-Hyal-rec and could be
recognized by all sera IgEs from the allergic patients previously exposed to P. paulista
venom. This also implies that the Pp-Hyal-rec protein is immunologically reactive even in its
denatured form and thus has great potential to be used in specific immunotherapy.

A single band was detected in Western blot analysis for both Pp-Hyal-rec and Pp-Hyal-nat in
100% of patients tested, demonstrating the high degree of sensitivity and specificity of the IgE
antibodies to the Hyal allergen and indicating that Hyal in P. paulista venom may be the
primary protein responsible for triggering allergic symptoms caused after accidents with this
wasp.

Regarding the IgE cross-reactivity of the sera studied here, with venoms of other species of
Hymenoptera, we found that except for the reactions observed only with wasp venoms, IgE-
mediated cross-reactivity with venoms from Apis mellifera and Solenopsis invicta was not
detected under the conditions tested. These results confirm those previously obtained with Pp-
Hyal-nat®* but differ from those obtained by Aalberse et al.?®, Hoffman et al.*, Hoffman® and
Egner et al.** showing the occurrence of cross-reactivity with bee and wasp venoms from
temperate climates in diagnostic tests applied to Hymenoptera allergic patients before the
beginning of IT. In these studies, the authors indicate that, similar to our results,

hyaluronidase is the main protein responsible for this response. According to King et al.*?,



patients allergic to wasp venoms exhibit responses to more than one venom due to cross-
reactivity among homologous allergens present in the venoms of different species. This
phenomenon is due to the presence of common epitopes reactive to specific 1gE* because the
antibodies are raised against highly conserved regions in these proteins.3*

The specific IgEs from patient sera recognized Pp-Hyal in the same way and were highly
specific for the Pp-Hyal allergen in both native and recombinant forms. Recognition occurred
even though the recombinant protein obtained from bacteria was analyzed in its denatured
state, and therefore non-glycosylated, which in principle could imply in a reduction or
complete absence of any immunogenic activity. These results suggest that the IgE cross-
reactivity to the Hyal allergen from the venom of another species of genus Polybia is likely
due to similar amino acid residues present in epitopes of this allergenic component and not
due to any residues of carbohydrate determinants (CCDs) because they are absent in the Pp-
Hyal-rec expressed in bacteria.

Recombinant protein technology has allowed for the production of a large number of
individual allergens and pools of allergens to produce new therapeutic products, as well as
tools for diagnosis and for allergen-specific immunotherapy. Considering that robust
reactivity of allergic patient sera against Pp-Hyal-rec was verified by our immunoblotting
results, this recombinant allergen has potential for use in the development of more sensitive
and standardized specific immunodiagnostic tests to assist in the monitoring and
immunotherapy (IT) of patients allergic to this social insect that is quite abundant in
southeastern Brazil.
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Legends

Figure 1. SDS-PAGE (12%) showing the expression profile of Pp-Hyal-rec in E. coli BL21-
DES3 cells as a function of the cultures’ growing time at 37°C and after induction with 1 mM
IPTG. (A) represents the soluble fraction of the bacterial lysate, indicating the absence of Pp-
Hyal-rec in all cultivation periods tested (24 h, 30 h, 48 h and 72 h), (B) represents the
insoluble phase (inclusion bodies) showing that expression of Pp-Hyal-rec (MW 39 kDa)

reached the highest levels after 48 h of cultivation.

Figure 2. Protein profile in 12% SDS-PAGE representing steps of solubilization and
purification of the Pp-Hyal-rec attached to 6xHis, in an Agarose-Ni? * (Ni-NTA-Agarose)
affinity column previously equilibrated with buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M NaCl, 5
mM B-mercaptoethanol, 5 mM imidazole and 8 M urea). (A) depicts in channel (1) proteins
that did not bind to the resin and in (2) the fraction obtained after washing the column with
washing buffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCI, 8 M urea, pH 6.3). (B) shows the
purified protein with a molecular mass of 39 kDa that was eluted with 100 mM NaH,PO,, 10
mM Tris-HCI, 8 M urea, pH 4.5. (M) Represents a standard molecular mass marker. Gels
were stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB).

Figure 3. Western blot from a 12% SDS-PAGE demonstrating the reactivity of IgE immune
sera from 10 allergic patients to 80ug of purified native and recombinant forms of Pp-Hyal as
well as to 100ug of total protein from P. paulista crude venom extract. In (A), the channel (-)
represents a negative control containing sera from a insensitive patient, and the channel
(Pp_crude venom) represents the IgE-mediated reactivity of serum of 1 of the 10 samples
(randomly selected) against the allergenic protein Pp-Hyal (39 kDa, higher intensity band),
and the lesser intensity of IgE recognition to other allergenic proteins present in the venom
crude extract of this wasp (e.g., AG5, PLA1 and proteases). (B) and (C) show allergen-
specific IgE binding to the native protein (Pp-Hyal-nat, 39 kDa) and to the recombinant
protein (Pp-Hyal rec, 43 kDa), respectively, for 10 immune sera. Note that all sera recognized
the recombinant allergen at a higher intensity than the native one. (MW) represents the
standard molecular mass marker. Immunodetection was performed using Anti-human IgE
alkaline phosphatase conjugated monoclonal antibody (Sigma-Aldrich, USA) diluted 1:5000,
followed by visualization with the alkaline phosphatase/BCIP®/NBT colorimetric system
(Sigma-Aldrich, USA).



Figure 4. Immunoblotting showing the IgE cross-reactivity profile of 5 samples of immune
sera randomly chosen from the 10 studied against crude venom extracts from species of
wasps, bees and ants. (A) shows the absence of IgE reactivity in one of the five sera against
proteins of the extracts from bee venom (Apis mellifera) and ant (Solenopsisinvicta). The sera
shown in (B-E) (within the rectangles) displayed different intensity levels of recognition to a
band between 39-43 kDa, most likely corresponding to the allergenic protein Hyal for the
three species of Polybia (sericia, ignobilis and scutellaris) as well as Polistes lanio lanio. The
recognition of other protein bands reveals the occurrence of a reaction of sera IgE with other
allergenic proteins from these wasp venoms. Immunodetection was performed using
monoclonal antibody Anti-human IgE alkaline phosphatase conjugated (Sigma-Aldrich, USA)
diluted 1:5000, followed by visualization with the alkaline phosphatase/BCIP®/NBT
colorimetric system (Sigma-Aldrich, USA).
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Capitulo IIT



I11.1 Introducéao

Conforme mencionado anteriormente, 0s sistemas de expressao mais utilizados para a
producdo de proteinas recombinantes atualmente sdo baseados em culturas de bacteérias,
leveduras, fungos filamentosos, células de insetos (via baculovirus) e células de mamiferos ou
em organismos transgénicos (plantas e mamiferos) (DEMAIN, VAISHNAYV, 2009).

As vantagens no uso de leveduras sdo a alta produtividade, crescimento rapido e em
alta densidade celular, linhagens recombinantes mais estaveis, secrecdo mais eficiente e
processamento pos-traducional mais similar ao de mamiferos (DEMAIN, VAISHNAV,
2009). A principal desvantagem é a presenca de um padrdo de glicosilacdo diferente do que
ocorre nos humanos (HINNEN et al., 1994; JUNG, WILLIAMS, 1997; TATE,
GRISSHAMMER, 1996).

A levedura P. pastoris tem revelado excelente potencial para a expressao heteréloga,
pois possibilita vantagens tais como, a capacidade deste organismo de realizar modificagdes
pos-traducionais, conforme normalmente ocorre em eucariotos superiores e o facil aumento
de escala de producdo da proteina de interesse, permitindo desta forma, que altos niveis de
expressdo de genes heter6logos e a secrecdo de diferentes proteinas com importancia
comercial e medicinal sejam obtidos (CEREGHINO, CREGG, 2000). Além disso, este
sistema de expressdo tem se mostrado como um eficiente hospedeiro para a sintese e secrecao
de proteinas heterdlogas para aplicacdes académicas ou industriais (COS et al., 2005).

P. pastoris é uma levedura pertencente ao reino Fungi, divisdo Eumycota, subdivisao
Ascomycotina, classe Hemoascomycetes, ordem Endomycetales, familia Saccharomycetaceae
e subfamilia Saccharomycetoideae. Kurtzman (2009) reclassificou esta levedura no novo
género Komagataella e a dividiu em trés espécies: K. pastoris, K. phaffii e K. pseudopastoris.

A mais notavel caracteristica fisioldgica da levedura P. pastoris é o fato dela ser
metilotrofica, ou seja, capaz de crescer em meio contendo metanol como Unica fonte de
carbono. Isto ocorre gracas a hiperexpressdo de uma enzima peroxissomal chamada &lcool
oxidase, que pode atingir até 30% das proteinas intracelulares na presenca de metanol
(COUDERC, BARATTI, 1980).

O sistema de expressdo da P. pastoris foi desenvolvido exatamente com base na sua
habilidade de crescer em metanol como Unica fonte de carbono e energia. Neste organismo,
dois genes cromossdmicos AOX (AOX1 e AOX2) que codificam alcool oxidase foram
identificados. O promotor do gene AOX1 (alcool oxidase 1) € fortemente induzido durante o

crescimento das células em presenca de metanol, sendo responsavel pela maior parte da



atividade da alcool oxidase na célula. Esta enzima, que constitui aproximadamente 20-30% da
proteina celular total, catalisa a primeira etapa do metabolismo de metanol, isto é, sua
oxidacdo em formaldeido, utilizando oxigénio molecular (ROMANOS et al., 1992; CREGG
et al., 1993; FABER et al., 1995; LAL et al., 1997; KATAKURA et al., 1998). P. pastoris
também abriga um segundo gene funcional de alcool oxidase, AOX2, apresentando homologia
de 97% e aproximadamente a mesma atividade especifica que AOX1. A interrupgdo do gene
estrutural AOX1 produz uma linhagem que cresce lentamente em metanol (MutS,
AOX1AOX2), podendo resultar em uma proporcdo acentuada de acumulo de proteinas
heter6logas quando comparada com a linhagem Mut+ (AOX1, AOX2) (FABER et al., 1995).
Uma vez que o fendtipo Mut (utilizacdo de metanol) afeta a taxa de crescimento, durante a
inducdo, as linhagens MutS podem produzir altos niveis de proteinas heterdlogas
corretamente enoveladas e a velocidade de enovelamento é um fator limitante.

A secrecdo de proteinas heterélogas, por meio do sistema de expressao de P. pastoris,
é complexa e depende ndo apenas de fatores como dosagem do gene e fendtipo Mut, mas
também de fatores como sequiéncia sinal, processamento, proteolise e glicosilacdo, os quais
afetam diretamente no rendimento e na qualidade do produto (ROMANOS, 1995).

Devido aos requisitos de estabilidade e dobramento correto da proteina, a opgdo de
secrecdo para 0 meio de cultura é a reservada para proteinas heterélogas que sdo normalmente
secretadas nos organismos de origem (CEREGHINO, CREGG, 2000). Entretanto, para se
obter uma linhagem produtiva ha necessidade de um grande esforco de investigacdo a fim de
que os fatores que limitam a producéo da proteina heteréloga possam ser controlados.

Adicionalmente, este tipo de sistema ndo apresenta problemas como produgédo de
endotoxinas como ocorre com bactérias, nem tampouco, problema de contaminacgdo viral
como costuma ser encontrado na expressdo de proteinas em cultura de células animais (LIN-
CEREGHINO et al., 2002).

Outro fator importante € que geralmente, a utilizacdo dos cddons em P. pastoris é
semelhante a usada para expressdo em Saccharomyces cerevisiae (DE SCHUTTER et al,
2009) e totalmente diferente da utilizada em bactérias ou insetos. Assim, a analise do “codon
usage” e sua otimizacdo sdo etapas essenciais para melhorias substanciais na expressdo da
proteina recombinante em P. pastoris.

Resumidamente, a relativa facilidade na manipulacdo genética aliada aos baixos custos
de produgdo faz desta levedura um versatil sistema de expressdo sem precedentes na
Biotecnologia moderna.



Portanto, para a execucdo da etapa de expressdo da proteina alergénica hialuronidase
(Pp-Hyal) em P. pastoris, fizemos primeiramente analises cuidadosas para otimizacdo do
“codon usage”’, com conseqiientes modificacdes na seqiiencia de cDNA de P. paulista
(NCBI-GenBank-Gl: 302201583) de forma que esta proteina pudesse ser clonada

corretamente e expressa por este sistema.



111.2 Material e Métodos
111.2.1 Otimizagdo do “codon usage” de cDNA (NCBI-GenBank-Gl: 302201583)

Para obtengdo da proteina recombinante na forma secretada, a otimizacdo cuidadosa
do “codon usage” foi a primeira ctapa a ser realizada. Para isto, a seqiiencia de cDNA de Pp-
Hyal especificada acima, foi analisada pelo Software Graphical Codon Usage Analyser, o
qual revelou a necessidade de muitas modificacGes nos codons desta seqiiencia de cDNA para
obtencédo da proteina em estudo. Estas modificacfes implicavam na necessidade de um longo
processo experimental de mutagénese dirigida, tendo-se ainda muitas incertezas quanto a
obtencdo final da seqliencia correta a ser expressa, devido aos subprodutos que seriam
gerados pelas varias etapas de PCRs requeridas.

Por esta razdo, optamos pelo processo de sintese direta do gene em estudo por uma
empresa especializada (GenScript - USA). Com isso, 0s experimentos relacionados a
expressdo da molécula madura do alérgeno Pp-Hyal na levedura P. pastoris foram realizados

a partir do DNA sintetizado por esta empresa.

111.2.2 Descricao do vetor pPICZaA

Para expressao da Pp-Hyal de forma a ser secretada no meio de cultura da levedura P.
pastoris foi utilizado o vetor pPICZaA (Invitrogen®, USA) e a cepa de Pichia X-33, este
vetor permite que altos niveis de proteinas recombinantes sejam expressos. O vetor pPICZaA
(Figuras 1 e 2) possui 3,6 kb, apresenta a sequéncia sinal “fator o de Saccharomices que
permite com que a proteina expressa seja enderecada para 0 meio extracelular, exibe a
possibilidade de ser digerido com enzimas de restrigdo especificas na regido polylinker [Xho |
(sitios 1185, 1247), Not | (sitio 1259), entre outras enzimas] e possui também, uma seqiiencia
na regido N-terminal que codifica seis histidinas denominadas “His-Tag”. Dessa forma, o
gene de interesse € clonado em fusdo com esta sequiencia, facilitado a purificacdo da proteina
expressa, por cromatografia de afinidade. Se necessario, a cauda de histidina pode ser
removida, apds a clivagem com a protease trombina. A selecdo dos clones de leveduras
recombinantes (contendo vetor + inserto) deve ser feita com o antibidtico Zeocina, uma vez

que o vetor usado possui um gene gque confere resisténcia a este antibiotico.



Figura 1. Mapa dos Vetores de expressdo pPICZuA, B e C. Notar que as especificagbes do vetor pPICZaA
estdo a esquerda. Fonte: pPICZa A, B, and C. Pichia Expression Vectors for Selection on Zeocin and
Purification of Secreted, Recombinant Proteins (Invitrogen -Catalog no. VV195-20).



Figura 2. Sitio de multipla clonagem no vetor pPICZ a A. Os sitios de restri¢do estdo marcados para indicar o
sitio de clivagem. Os nucleotideos nos retadngulos indicam a regido varidvel. Fonte: pPICZa A, B, and C. Pichia
Expression Vectors for Selection on Zeocin and Purification of Secreted, Recombinant Proteins (Invitrogen -

Catalog no. V195-20).



111.2.3 Sintese do gene de hialuronidase de P. paulista, otimizado para expressao em
Pichia pastoris, clonagem em vetor de entrada e sub-clonagem em vetor de expressao,
para amplificacdo, em células de E. coli

Apbs otimizacdo e sintese da sequéncia de DNA de hialuronidase de P. paulista, para
expressdao em Pichia e sintetizada, foi realizado o processo de clonagem inicial em vetor
pUC57 e em cepa de E. coli DH5a [F— ®@80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl
hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl] para amplificacdo, e apds
isolamento destes plamideos, digestdo e purificacdo da sequéncia, foi feita a sua ligacdo no
vetor de expressdao pPICZaA, o qual, apés confirmagcdo da presenca do inserto, foi
transformado em bactérias E. coli. A seguir, foram preparadas minipreps, de acordo com o
protocolo descrito previamente (QIAprep, Qiagen, Germany), a partir das coldnias de bactéria
E.coli contendo o vetor recombinante Pp-Hyal-pPICZaA. O DNA plasmidial (correspondente
ao vetor recombinante) foi entdo cortado com a enzima de restricio Pme I, uma das trés
enzimas usadas que permitem a linearizagdo do vetor para correta integracdo do mesmo no
genoma de Pichia e entdo este DNA foi usado para a transformacdo de leveduras P. pastoris

por eletroporacgéo. Estes primeiros passos foram realizados pela empresa GenScript-USA.

111.2.4 Transformagdo em Pichia pastoris

A partir da obtencdo do plasmideo recombinante de Pp-Hyal-pPICZaA (Gencript) a
transformacéo foi realizada em células competentes de P. pastoris linhagem X-33, em meio
YPDS [Yeast Extract Peptone Dextrose/Glucose Medium with Sorbitol: (1% de extrato de
levedura, 2% de peptona, 2% de glicose, 18% de sorbitol e 2% de &gar)] por eletroporagéo,
conforme consta no manual pPICZa A, B, and C- Pichia Expression Vectors for Selection on
Zeocin™ and Purification of Secreted Recombinant Proteins (Catalog no. V195-20,
Invitrogen®). Para a reacdo de transformacdo das células competentes de P. pastoris X-33
foram utilizados 10 pg do vetor construido (Pp-Hyal-pPICZcA) e previamente linearizado

conforme mencionado no item acima.

111.2.5 Selecao dos clones transformantes de Pichia pastoris para expressao
Para a analise dos transformantes foi realizado o crescimento dos mesmos em meio
liquido seletivo, YPDS (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e zeocina a

100 pg/mL) e a confirmacao das col6nias por PCR com os primers direto 5’4A0X1 sequencing



(5-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3") e reverso 3’AOXI  sequencing  (3’-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’). As preparaces plasmidiais do vetor de expressdo
PPICZaA “vazio” bem como do vetor + inserto Pp-Hyal, obtidas dos transformantes, foram
submetidas a reac6es de dupla digestdo com as endonucleases Xho | e Not | respectivamente,

nas extremidades 5’ e 3° do gene.

111.2.6 Expressdo da Pp-Hyal-pPICZa A em Pichia pastoris

A insercdo da sequéncia de DNA de hialuronidase de P. paulista no genoma da P.
pastoris foi confirmada pela obtengdo de quatro clones recombinantes, que foram avaliados
para o efeito da presenca deste gene no crescimento da estirpe hospedeira. Dos quatro clones,
somente um foi usado para determinacao da curva de crescimento e otimizacdo da expresséo.

Para a expressdo da proteina, as células foram crescidas em meio sélido Yeast Extract
peptone Dextrose Medium-YPDS [1% vyeast extract, 2% peptone, 1M sorbitol, 2% &gar,
100pg/mL Zeocin], a 30 °C, 250 rpm, durante a noite. No dia seguinte, a biomassa foi
transferida para 100 mL de meio liquido Yeast Extract peptone Dextrose Medium-YPD [1%
yeast extract, 2% peptone, 100ug/mL Zeocin] contendo 2% de dextrose. Estas células de P.
pastoris X-33 transformadas com o vetor pPICZaA foram incubadas durante 16-18h, a 30 °C
e 250 rpm.

Para a preparacdo do primeiro inéculo, antes da inducdo da proteina foram realizadas
as sequintes etapas: (a) 50 mL da cultura foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 500
mL nas seguintes condigdes: temperatura de 30 °C e agitagdo de 250 rpm, sendo os frascos
tampados com apenas 3 camadas de gaze, pois esta cepa de levedura requer muito oxigénio
para crescer. O crescimento das culturas foi acompanhado pelos valores de densidade Optica a
600 nm; (b) em seguida, foi feita a centrifugacdo das células a 5.300g, 4 °C de temperatura,
sendo o sobrenadante desprezado e o precipitado usado para a fermentacdo em meio Buffered
Minimal Methanol-complex Medium-BMMY [1% vyeast extract, 2% peptone, 100 mM
potassium phosphatase, pH 6.0, 1,34% YNB, 4x107 biotin, 1% methanol].

A otimizacao da expressdo foi testada por este meio BMMY, porque é especifico para
expressar proteinas secretadas, o qual, confere caracteristicas tamponadas importantes
garantindo maior estabilidade e atividade da proteina secretada. Para isso, as células foram
colhidas em ODgy = 4,0-6,0 e ressuspensas para ODgy em 50 mL de BMMY. Para a inducéo
da expressdo da Pp-Hyal uma amostra inicial, correspondente ao tempo de “zero horas” (Ty)

foi retirada, e para o restante da suspensao foi adicionado metanol passo a passo, até atingir



uma concentracao final de 1%, ou seja, a cada 24 horas adicionou-se 0,5% de metanol, 2x/dia
durante 6 dias, incubando a cultura a 18 °C, com agitacdo de 250 rpm durante 5 a 7 dias. Para
0 controle negativo, foram seguidos os mesmos procedimentos de indugéo, entretanto, a
fermentacdo foi induzida por glicerol nas mesmas concentra¢Ges acima descritas. Amostras
das culturas foram recolhidas de tempos em tempos, para acompanhamento das densidades
oOpticas e do valor de pH do meio, até atingir a fase estacionaria do crescimento. Apds todo
esse periodo, foi realizada uma centrifugacdo em baixa velocidade (3.000g), o sobrenadante e
as células foram recolhidas, lisadas e também analisadas por SDS-PAGE 12 %, conforme

descrito a seguir.

111.2.7 Preparacao de lisado celular de Pichia pastoris

Embora o sistema de expressdo utilizado possua o fator a para secre¢do das proteinas
heter6logas produzidas, existem relatos de que o processamento da seqliencia deste peptideo
sinal ndo ocorre de forma correta, levando ao acumulo da proteina no interior das células
(BOYSEN et al., 2004; KJELDSEN et al., 1999). Portanto, € conveniente proceder a lise
celular e investigar o conteddo protéico de cada fase do extrato celular - a sollvel e a
insolGvel. Desta forma, as células obtidas das fermentacGes dos clones positivo e negativo,
respectivamente transformadas com o vetor recombinante Pp-Hyal-pPICZa A e com o
mesmo vetor vazio, foram recolhidas e lisadas. Estas células foram primeiramente lavadas em
tampéo de lise Breaking Buffer [50 mM de tampao fosfato de sddio, pH 7,4; 1 mM de PMSF;
1 mM de EDTA,; 5% de glicerol (v/v)], efetuando-se a ressuspensao das mesmas no tampao e
centrifugando-se por 5 a 10 minutos a 3.000 g, a 4 °C. Em seguida, o pellet foi ressuspenso
num volume de tampao de lise (BB) o suficiente para se obter uma suspenséo celular com
densidade dptica ODggo de 50-100 em BB, sendo a seguir adicionado a ele igual volume de
esferas de vidro ( de 0,5 mm de didmetro) com posterior agitacdo em vortex por 30 segundos,
colocando-se a mistura em gelo por mais 30 segundos. Este ciclo foi efetuado oito vezes. Em
seguida, a amostra foi centrifugada nas condi¢Ges acima descritas e o sobrenadante, que se
apresentava transllcido e correspondia a fracdo de proteina soltvel, foi transferido para um
novo tubo. A fragdo insollvel foi ressuspensa numa solugdo de Triton X-100 (1%, v/v)
(Sigma) e a proteina presente em cada uma das fracbes foi quantificada pelo método de
Bradford.



111.2.8 Andlise de proteinas por eletroforese sob condicdo denaturante

A analise das proteinas de cada uma das fracGes celulares foi efetuada por SDS-PAGE
a 12% segundo o sistema de Laemmli (1970). Apds a corrida, os géis foram corados [metanol
50%, (v/v), acido acético 10%, (v/v), Coomassie Blue R 0,05% durante 30 minutos, seguidos
da aplicacdo do descorante [metanol 5%, (v/v), acido acético 7% (v/v)] para que as bandas

protéicas fossem visualizadas.

111.2.9 Purificacdo da Pp-Hyal-rec de Pichia pastoris

A purificacdo da hialuronidase recombinante expressa em P. pastoris (Figura 5) foi
obtida por cromatografia de afinidade em resina de Ni** (Ni-NTA-Agarose) seguindo o
protocolo do fabricante (Protocol 14, The QlAexpressionist, Qiagen, Germany) em que foram
utilizados os seguintes tampdes, todos a pH 8.0 (ajustado com NaOH): (i) Tampéo de lise (50
mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM de Imidazol); (ii) Tampéo de lavagem (50 mM
NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM de Imidazol); (iii) Tampdao de eluicdo (50 mM NaH,PQy,
300 mM NaCl, 250 mM de Imidazol). O Unico parametro de diferenciacdo dos tampdes do
Protocolo original consistiu na concentracéo final de imidazol desde a calibracéo da resina até

a eluicéo da proteina.

111.2.10 Western blotting para avaliacio da especificidade da Pp-Hyal-rec de levedura
Para andlise da especificidade e pureza da hialuronidase recombinante de P. paulista
expressa em P. pastoris, 80 g desta proteina foi aplicada em SDS-PAGE 12 % e testada
contra o anticorpo anti-Pp-Hyal-nat. Para a producdo deste anticorpo policlonal em
camundongos BALBI/c, a proteina Hyal nativa do veneno de P. paulista (Pp-Hyal-nat) foi
obtida e purificada até a homogeneidade, por meio de cromatografia de troca catidnica em
coluna Hiprep FF CM, acoplado a um sistema de Akta FPLC, sendo as analises realizadas por
espectrometria de massa em MALDI ToF/ToF-MS (Justo Jacomini et al. 2013).

111.2.11 Andlise imunoldgica comparativa da Pp-Hyal nas formas nativa e
recombinantes, expressas pelos dois diferentes sistemas (bactéria e levedura)

Para esta analise foram aplicadas 80 pg de cada uma destas proteinas em gel a 12 %
(SDS-PAGE), as quais, foram testadas contra o anticorpo anti-Pp-Hyal-nat, para avaliacdo
comparativa quanto a identidade das proteinas recombinantes em funcdo da especificidade
deste anticorpo, ja previamente determinada (Justo Jacomini et al. 2013). Para isso, foram



utilizados amostras protéicas da hialuronidase nativa (Pp-Hyal-nat), recombinante (Pp-Hyal-
rec) expressa em levedura P. pastoris, recombinante (Pp-Hyal-rec) expressa em bactéria DE3-
BL21, junto a um padrdo pré-corado de proteinas de massa molecular (High-Range Rainbow
Molecular Weight Markers, Amersham Biosciences-GE Healthcare, USA). Apoés a corrida do
gel, foi realizada a transferéncia dessas amostras para uma membrana de nitrocelulose,
utilizando o sistema semi-seco (Nova Unidade de Blot Multiphor Il, Pharmacia Biotech). A
eficiéncia de transferéncia foi analisada pela coloragdo do gel eletrotransferido com
Coomassie Blue G-250 e, a imunodeteccdo com o anticorpo anti-Pp-Hyal-nat, seguido da
revelagdo pelo sistema colorimétrico de fosfatase alcalina/BCIP®/NBT (Sigma-Aldrich,
USA).

111.2.12 Anélise da ligacdo de IgE especifica a proteina Pp-Hyal-rec expressa em
levedura, por Western blotting

Os soros de 2 pacientes alérgicos ao veneno de P. paulista foram selecionados ao
acaso, para serem avaliados quanto a presenca e o0 reconhecimento de IgE especifica a
proteina Pp-Hyal-rec de levedura. Para esta analise, 100 ug dessa proteina, bem como a
mesma quantidade da proteina Pp-Hyal-rec expressa em bactéria e 100 pg des proteinas totais
do extrato de veneno bruto da vespa em estudo foram submetidos a corrida em SDS-PAGE 12
%, ao lado de um padrdo de massa molecular de proteinas pré-corado (High-Range Rainbow
Molecular Weight Markers, Amersham Biosciences-GE Healthcare, USA). O soro de um
individuo ndo alérgico foi utilizado neste experimento, como controle negativo. Apos a
corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, conforme
descrito acima, sendo também a eficiéncia de transferéncia analisada pela coloracdo do gel
eletrotransferido com Coomassie Blue G-250. Os 2 soros dos pacientes alérgicos foram
diluidos (1:50) em solugdo de bloqueio (TBS-Tween 20% contendo 1% de leite desnatado) e
incubados overnight a 4° C. A imunodeteccdo foi realizada com o anticorpo humano
monoclonal Anti-IgE conjugado com fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich, USA) diluido a
1:5000, seguido da revelacdo pelo sistema colorimétrico de fosfatase alcalina/BCIP®/NBT
(Sigma-Aldrich, USA).

I111.3 Resultados e Discussao

De acordo com a analise de codon usage em Pichia pastoris, para otimizacdo da

expressdao da Pp-Hyal neste sistema, a seqiiéncia de DNA codificadora da enzima



hialuronidase (EC 3.2.1.35), nativa do veneno de P. paulista e determinada previamente por
clonagem em bactéria e sequenciamento, teve que ser modificada pela insercdo de mais 12
nucleotideos (realizado pela empresa GenScript- USA). Este passo foi essencial para a
clonagem e obtencdo do inserto a ser expresso por este sistema. Na Figura 3 estdo descritas,

de forma suscinta, as duas etapas de clonagem do DNA de hialuronidase sintetizado.

Figura 3. Seqliencia de DNA correspondente a proteina hialuronidase no veneno da vespa social P. paulista, a
qual foi sintetizada de acordo com a analise de codon usage da levedura Pichia pastoris (primeira parte da
Figura) e a proteina transcrita (segunda parte da Figura). Nesta imagem também podemos verificar como foi a
estratégia de clonagem da sequéncia com o 6X(His tag) - EK (sitio de clivagem) - além do inserto de
hialuronidase (EC 3.2.1.35) num total de 1026 nucleotideos, resultando numa proteina com 349 aminoécidos,
massa molecular de 41 kDa e ponto isoelétrico (pl) tedrico de 8.28.

Apo0s o0s passos de sintese desta seqiiéncia de DNA, clonagem em vetor pUC57, sub-
clonagem em vetor de expressdo pPICZa, o qual foi inicialmente utilizado para transformacao
de bactérias E.coli DH5m-competentes, para propagacdo e analise dos transformantes por

restricdo para confirmacdo de ocorréncia de fusdo do gene in frame com peptideo sinal de



secregdo (fator a) e o residuo C-terminal, os plasmideos foram isolados da cultura bacteriana,
purificados e linearizados para poderem ser utilizados na transformacdo de células
competentes da levedura P. pastoris. Por selecdo em meio contendo o antibidtico zeocina e
PCR de colbnias, puderam ser confirmados nove transformantes positivos de E. Coli-DH5a
para a presenca do inserto (DNA de Pp-Hyal sintetizada) no vetor de expressdao pPICZaA

conforme pode ser observado na Figura 4.

Figura 4. Perfil eletroforético, em gel de agarose a 1,5%, da analise da presenca do inserto de DNA sintetizado,
realizado por PCR de coldnias. Os fragmentos foram amplificados com os iniciadores 5’4A0X1 sequencing direto
e 3’A0XI sequencing reverso. As bandas correspondentes a hialuronidase apresentam 1026 pb. Nas colunas de
1-9: transformantes contendo o DNA sintetizado de hialuronidase (EC 3.2.1.35); coluna 10: vetor Pp-Hyal-
pPICZa A vazio; coluna 11: cepa ndo transformada como controle negativo; M: DNA marker.

Destes transformantes apenas um anico clone foi selecionado para otimizagdo da
expressao pela avaliacdo em pequena escala. No final do 6° dia de fermentagdo, apos
centrifugacdo, para separacdo das células do meio de cultura, verificamos que o volume da
biomassa chegou a cerca de metade do volume total do meio de cultura, permitindo que
purificacdo da Pp-Hyal-rec expressa em P. pastoris, por cromatografia de afinidade, ocorresse
com éxito, conforme pode ser visualizado na Figura 5. Por esta analise, a proteina obtida
apresentou massa molecular de 37 kDa, diferindo do valor tedérico de 41 kDa fornecido pela
empresa Genscript, o que é perfeitamente aceitavel. Além disto, estes valores de massas
moleculares sdo coerentes com aqueles descritos na literatura para as hialuronidases. Nesta
mesma figura verifica-se ainda que a proteina pode ser purificada com um excelente grau de
pureza, uma vez que apenas 01 banda protéica pdde ser detectada na fracdo da coluna de
afinidade eluida com 500 mM de imidazol (canaletas 5 e 6 do gel). Essa proteina purificada
foi usada para a sensibilizacdo em camundongos BALB/c para a producdo de anticorpos

policlonais especificos para posteriores analises imunolégicas.



<«— 37kDa

Figura 5. Analise do perfil protéico, em SDS-PAGE 12%, obtido durante as fases de purificagdo da Pp-Hyal-rec
expressa em P. pastoris. MW - padrdo de massas moleculares (GE- Healthcare); (1) volume “vazio” da coluna
(proteinas ndo aderidas); (2) eluido da lavagem com 20 mM de Imidazol; (3) eluido da lavagem final com 40
mM de Imidazol; (4) eluido da lavagem final com 250 mM de Imidazol; (5,6) eluicdo com 500 mM de Imidazol,
recolhendo um total de 1,5 mL de amostra, onde pode ser observada a proteina hialuronidase correspondente a
massa molecular de 39 kDa. O gel foi corado com Coomassie Blue.

Uma vez purificada, a Pp-Hyal-rec expressa em P. pastoris foi testada quanto a sua
identidade como hialuronidase, o que pode ser confirmado pelos resultados da analise de

Western blotting, utilizando o anticorpo policlonal anti-Pp-Hyal-nat, demonstrados na Figura
6.



Figura 6. Western blotting, mostrando o reconhecimento do anticorpo policlonal anti-Pp-Hyal-nat pela (1)
proteina hialuronidase recombinante expressa em levedura P. pastoris (37 kDa); (2) proteina recombinante
expressa em bactéria DE3-BL21 (43 kDa). (MW) representa o padrdo de massa molecular de proteinas de
(Sigma-Aldrich, USA).

Nesta figura verifica-se que o anticorpo policlonal anti-Pp-Hyal-nat, produzido em
camundongos BALB/c, além de demonstrar a identidade da proteina expressa em levedura
como sendo realmente hialuronidade, foi capaz de reconhecer a Pp-Hyal obtida neste estudo
nas 2 formas recombinantes expressas por dois diferentes sistemas, as quais apresentaram
massas moleculares aparentes ligeiramente diferentes, o que pode ser devido as caracteristicas
de corrida de cada uma destas proteinas no gel, tendo em conta, que ambas proteinas
recombinantes foram expressas com 6 residuos de Histidina no N-terminal. Um fato
importante a ser abordado é também que a proteina recombinante expressa em bactéria foi
transferida para a membrana de nitrocelulose, apds ser submetida a solubilizacdo dos
corpusculos de inclusdo com 8 M de uréia, que pode fazer com que a proteina sofra completo
ou parcial desdobramento na sua estrutura (CLARK, 2001), mesmo assim, o0 anticorpo anti-
Pp-Hyal-nat foi capaz de reconhecer e se ligar a epitopos especificos da Pp-Hyal-rec expressa
em bactéria. O reconhecimento especifico, dessas proteinas denaturadas (pela fervura com -

mercaptoetanol antes de serem aplicadas no gel), pelo anticorpo utilizado ocorreu muito



provavelmente devido a identidade dos residuos de aminoacidos dos epitopos lineares que se
mantiveram integros e foram expostos pela desnaturagéo, ja que poderiam estar interiorizados
nas estruturas protéicas expressas (JAMES et al.,, 2003). O fato da ocorréncia de
reconhecimento pelo anticorpo anti-Pp-Hyal-nat € muito importante também, porque indica
uma enorme potencialidade de utilizagdo deste e dos dois outros anticorpos policlonais
produzidos neste trabalho (contra as proteinas recombinantes, produzidas em bactéria e
levedura) em estudos imunolégicos e bioquimicos relacionados, respectivamente, tanto a
verificacdo de ocorréncia de reatividade cruzada em venenos de insetos como também a
purificacdo da enzima hialuronidase em venenos das espécies de vespa mais proximamente

relacionadas a P. paulista.

Figura?7. Western blotting mostrando o reconhecimento de IgE dos soros imunes de 2 pacientes alérgicos a P.
paulista selecionados ao acaso, entre os demais testados. Em (2) e (3) tem-se respectivamente, o reconhecimento
de IgE de 1 dos soros a Pp-Hyal-rec expressa em bactéria (43 kDa), Pp-Hyal-rec expressa em levedura (37
kDa) e ao extrato de veneno bruto de P. paulista, respectivamente. No extrato de veneno bruto (4) verificamos o
reconhecimento de outras bandas que provavelmente devam corresponder a outros alérgenos presentes neste
veneno (ex. Ag5, PLAL e proteases). Nas canaletas 1 c(-), (5) tem-se respecivamente, o controle negativo
relativo ao soro de um paciente ndo alérgico e a ligagdo de IgE com o outro soro testado ao acaso, ao Pp-Hyal-

rec expressa em levedura. (MW) representa o padrdo de massa molecular de proteinas de (Sigma-Aldrich,
USA).

A anédlise imunoldgica comparativa da eficiéncia e especificidade da hialuronidase
recombinante de Polybia paulista expressa pelos dois diferentes sistemas - bactéria e
levedura- em relacdo ao mesmo alérgeno presente no extrato bruto deste veneno, foi avaliada
por meio de Western blotting, pela reatividade de IgE especifica de soros de 2 pacientes
exclusivamente reativos ao veneno desta vespa. Os resultados estdo apresentados na Figura

7, a qual mostra que tanto o extrato de veneno bruto, como ambas proteinas recombinantes,



foram reconhecidas pelo soro de 1 dos 2 pacientes testados, em intensidade ligeiramente
maior com a banda correspondente a proteina Pp-Hyal-rec de bactéria (43 kDa) em relacdo a
proteina Pp-Hyal-rec de levedura (37 kDa). No extrato de veneno bruto de P. paulista, além
do reconhecimento da Hyal, este soro também reconheceu outras proteinas que muito
provavelmente devem corresponder aos outros componentes alergénicos do veneno. O
segundo soro foi testado apenas com a Pp-Hyal-rec expressa em levedura e demonstrou o
mesmo perfil de reconhecimento do soro 1. Estes resultados sdo extremamente importantes do
ponto de vista imunoldgico, pois nos permite dizer que as proteinas obtidas por expressao em
bactéria e levedura mantiveram suas caracteristicas imunogénicas relativamente a proteina
alergénica hialuronidase na forma nativa, e este dado abre perspectivas de utilizacdo destes
alérgenos recombinantes na imunoterapia de pacientes alérgicos a esta vespa bem como no
desenvolvimento de kits diagndsticos de alergia mais especificos e sensiveis ao veneno deste

inseto.



111.4 Conclusédo

Nesta etapa do estudo, de acordo com o que se tem descrito até o momento na
literatura, pela primeira vez foi expresso o alérgeno hialuronidase de veneno de Hymenoptera
sociais em levedura Pichia pastoris - no caso, a proteina Pp-Hyal-rec, cujo alérgeno nativo é
proveniente do veneno da vespa social P. paulista. A proteina recombinante foi expressa na
forma sollvel, e apos ter sido purificada, teve sua identidade confirmada por immunoblotting
guando testada contra o anticorpo policlonal Pp-Hyal-nat, produzido previamente contra a
proteina nativa, em camundongos BALB/c. Além disso, pela metodologia de Western
blotting, foi possivel também verificar que o soro de pacientes exclusivamente reativos ao
veneno de P. paulista apresentaram niveis praticamente semelhantes de reatividade de IgE
tanto a esta proteina como a expressa em bactéria. Desta forma, por estes dados, concluimos
que ambas tém potencial de utilizacdo na imunoterapia de pacientes alérgicos a esta vespa
bem como no desenvolvimento de kits diagnosticos de alergia mais especificos e sensiveis ao
veneno deste inseto.

Outros experimentos poderdo ser ainda posteriormente realizados para obtencdo da
proteina Pp-Hyal-rec expressa em levedura, em maior quantidade e/ou concentracéo,
principalmente com o intuito de testa-la em andlises, in vitro e in vivo, viabilizando assim,
efetivamente a sua utilizacdo nos processos e protocolos imunoldgicos relacionados ao

tratamento e diagnostico de alergia ao veneno da vespa social P. paulista.



Conclusdo Final



Conclusao

A sequéncia completa de cDNA (GI: 302201582) da molécula madura de Hyal, do
veneno de P. paulista, contendo parte da sequéncia precursora, apresentou 1315pb.
A proteina deduzida por traducdo, apresentou 338 aminoacidos, massa molecular
de 39.648,8 kDa e pl de 8,77, valores que diferem daqueles encontrados por
Espectrometria de Massas, para a proteina nativa de Hyal (Pp-Hyal-nat), a qual
apresentou massa molecular de 43,277 e pl de 8.13. Por outro lado, a proteina
traduzida mostrou-se muito similar as outras hialuronidases de veneno de

Hymenoptera sociais, também pertencentes a familia das glicosil-hidrolases.

Os anticorpos policlonais produzidos em camundongos, contra a hialuronidase
obtida nas formas nativa e recombinante (proteina Hyal expressa em bactéria)
mostraram-se altamente especificos porque ambos foram capazes de reconhecer,
com altos niveis de sensibilidade, as proteinas contra as quais foram produzidos,
bem como a banda protéica correspondente ao mesmo alérgeno presente no extrato
bruto do veneno de P. paulista. Além disso, ambos também foram capazes de
revelar, de forma coerente, a existéncia de reatividade cruzada de Pp-Hyal com o
mesmo alérgeno nos extratos de veneno bruto de outras espécies de Polybia
(sericea, ignobilis, occidentalis, scutelaris) bem como no extrato de Polistes lanio
lanio. Entretanto, ao contrario dos resultados encontrados para este alérgeno no
veneno das vespas de clima temperado, ambos anticorpos ndo revelaram a
ocorréncia de reatividade cruzada entre a Pp-Hyal e qualquer dos componentes
homologos dos extratos de veneno de abelha (Apis mellifera) e formiga (Solenopsis
invicta). Estes resultados sdo extremamente importantes para a selecdo de extratos

de veneno, caso venham a ser utilizados em imunoterapia.

Tanto o alérgeno nativo (Pp-Hyal-nat) como os recombinantes (Pp-Hyal-rec)
expresso em bactéria e levedura, quando utilizados para avaliagdo dos niveis de
reconhecimento pela imunoglobulina E (IgE) Pp-Hyal-especifica, presente no soro
de pacientes sabidamente alérgicos ao veneno dessa vespa, puderam ser
especificamente reconhecidos, o que foi demonstrado pela visualiza¢do da reacédo

das IgEs destes soros as bandas correspondentes a proteina nativa (39 kDa), a



proteina recombinante de bactéria (43 kDa) e a proteina recombinante de levedura
(37 kDa), nas analises de Western blotting.

e Todos os dados aqui obtidos indicam que as proteinas recombinantes mantiveram
suas propriedades imunoldgicas, portanto dessa forma, tem grande potencial para
serem posteriormente utilizadas no desenvolvimento de kits diagnostico para
alergia, bem como, em imunoterapia especifica contra alergia ao veneno de Polybia

paulista
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