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RESUMO 
 
A vespa social Polybia paulista (Hymenoptera, Vespidae) é bastante abundante e endêmica 

nos Estados de São Paulo e sul de Minas Gerais. Os indivíduos da espécie causam um elevado 

número de acidentes de importância médica. Após a ferroada a vítima pode experimentar 

reações imunológicas locais e/ou sistêmicas, que em alguns casos podem conduzir a 

anafilaxia e morte. O diagnóstico e terapia de alergia à ferroada de P. paulista é baseado no 

uso de extrato de veneno bruto o que se associa à ocorrência de reatividade cruzada e reações 

imunológicas adversas durante a imunoterapia.  O uso de alérgenos recombinantes (r) tem-se 

mostrado como uma alternativa interessante para reduzir o impacto destas desvantagens. 

Neste trabalho, foram avaliadas diferentes condições para otimizar a expressão recombinante 

e solubilização dos corpúsculos de inclusão da fosfolipase A1 (Poly p 1) (70kDa) do veneno 

de P. paulista previamente obtida mediante expressão heteróloga no sistema procariótico, 

Escherichia coli.  Os resultados aqui obtidos contribuirão para aumentar as quantidades do r 

Poly p 1 necessárias para sua avaliação bioquímica e imunológica, e finalmente para melhorar 

os resultados do diagnóstico e imunoterapia específica de alergia ao veneno de P. paulista.  

Palavras-chave: Polybia paulista, alergia, fosfolipase A1, alérgenos recombinantes, 
corpúsculos de inclusão, solubilização.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 ORDEM HYMENOPTERA 

 

 Os insetos da ordem Hymenoptera são responsáveis por uma elevada porcentagem dos 

acidentes relacionados a animais peçonhentos, superando em alguns países a quantidade de 

acidentes causados por serpentes. Segundo Charpin (1995), nos Estados Unidos a quantidade 

de mortes/ano relacionadas a acidentes com vespas é em média 40, enquanto que na 

Dinamarca a média é de 1. Além disso, estudos post-mortem sugerem que os dados até então 

obtidos em relação ao número de mortes causados por insetos himenópteros é subestimado, 

sendo que, em muitos casos de morte súbita ou sem causa aparente, foram encontrados altos 

índices de anticorpos IgE positivos para venenos de insetos (CHARPIN, D. et al. 1995). 

Considera-se que aproximadamente 35mil espécies de Hymenoptera possuam 

importância clínica e dentre estas, 15 mil são da ordem Vespidae. Após ferroada, os pacientes 

podem experimentar reações imunológicas locais e/ou sistêmicas, sendo as primeiras as mais 

comuns. Os sintomas nesse caso incluem vermelhidão aguda, inchaço dor e febre. Para estes 

casos, são tomadas apenas medidas de tratamentos sintomáticos para aliviar a febre e as dores. 

Reações sistêmicas são mais incomuns e levam a sintomas como urticária, angioedema, queda 

da pressão sanguínea, broncoespasmos, complicações cardiorrespiratórias, e choque 

anafilático. A ocorrência estimada de casos de reações sistêmicas varia de 0,3% a 8,9%, a 

porcentagem de reações alérgicas com ocorrência de choque anafilático varia entre 0,3% e 

42,8%. Apesar dos dados a porcentagem de acidentes com consequências letais é de apenas 

0,1% a 0,5% para a Europa e Estados Unidos (PEREZ-RIVEROL et al, 2015). 

Apesar de não existirem muitos estudos com dados consistentes sobre a taxa de 

ferroadas de vespas a humanos, acredita-se que entre 56% e 94% dos adultos no mundo todo 

já tenham sido ferroados pelo menos uma vez. A taxa de reações sistêmicas após acidentes 

com himenópteros é baixa, principalmente entre as pessoas que trabalham em apiários, onde 

em um grupo de 200 pessoas, apenas 28 apresentaram reações sistêmicas após serem 

ferroados. Em crianças, a taxa de ferroadas na Irlanda é de 37,5%, enquanto que em Israel é 

de 56,3%. A diferença no número de acidentes em diferentes regiões do globo está 

relacionada com a situação econômica dos países, além de outros fatores como a localização 

geográfica, condições climáticas e também a fauna e flora dessas regiões (PEREZ-RIVEROL 

et al., 2015). 
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Os venenos das Hymenoptera sociais (abelhas, vespas, formigas) são constituídos por 

aminas, peptídeos e proteínas de alta massa molecular, sendo na sua maioria enzimas com 

características alérgenicas. No veneno de P. paulista tem sido identificado tres alérgenos 

majoritorios: hialuronidase, fosfolipase A1 e antigeno 5. Os efeitos citotóxicos, hemolíticos e 

neurotóxicos estão vinculados aos peptídeos e às aminas biogênicas, enquanto a 

hipersensibilidade observada em pacientes alérgicos é ocasionada pelas enzimas alergênicas. 

(HOFFMAN, 2006). Entretanto, todos os componentes do veneno atuam sinergisticamente 

aumentando a atividade geral do mesmo (KOLARICH et al., 2005).  

 

1.2 FOSFOLIPASES NO VENENO DE HYMENOPTERA 

 

As Fosfolipases são enzimas que hidrolisam fosfolipídios, gerando produtos bioativos, 

que agem como solubilizadores de membrana, cofatores enzimáticos ou como segundo 

mensageiro. Os fosfolipídios são construídos sobre uma cadeia de glicerol ou de esfingosina, 

constituinte dos esfingolipídios, que representam uma classe de lipídios de membranas 

celulares em que o fosfolipídio esfingomielina está incluído (RADIN, 2003). 

Em eucariotos superiores, os ácidos graxos saturados e insaturados, são esterificados 

nas posições sn-1 e sn-2 do glicerol, respectivamente. As fosfolipases podem ser classificadas 

quanto à ligação clivada em seus substratos, dando origem a cinco grandes famílias: 

fosfolipases A1, fosfolipases A2, fosfolipases B, fosfolipases C e fosfolipases D. 

Entre os alérgenos de veneno dos Hymenoptera sociais podem ser encontradas dois 

tipos de fosfolipases: A1 (PLA1) e A2 (PLA2). 

A enzima fosfolipase A1, amplamente distribuída em diversos tecidos e organismos 

possui importante função fisiológica na hidrólise de glicerofosfolipídeos, além de possuir 

importante interesse do ponto de vista industrial, devido à produção de 2- acilfosfolipídeos de 

elevado valor comercial. Já os lisofosfolipídeos resultantes da ação da PLA1 possuem 

propriedades emulsificantes e desempenham grande importância para as indústrias de 

alimentos, farmacêuticas e de cosméticos (SONG, RHEE, 2001). 

As fosfolipases A2 podem ser divididas em cinco grupos principais: as Ca2+ 

dependentes - PLA2 secretórias (sPLA2), citosólicas (cPLA2), acetilhidrolases fator de 

agregação plaquetária (PAF-AH) e as lisossômicas, e as Ca2+ independentes, são todas elas 

divididas de acordo com o mecanismo catalítico e suas características funcionais e estruturais. 

As PLA2 secretórias foram subdivididas em quatorze grupos, de acordo com o número de 

resíduos de aminoácidos e posição das ligações dissulfeto, sendo que as PLA2 dos venenos de 
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serpentes estão incluídas nos grupos I e II (SCHALOSKE, DENNIS, 2006). Essas enzimas 

são pequenas, com massa molecular variando de 13 a 18 kDa, e causam destruição celular 

pela interferência nos processos fisiológicos normais da vítima (KINI, 2003). 

As fosfolipases A2 catalisam a hidrólise da posição sn-2 dos glicerofosfolipídeos de 

membrana, produzindo 1- acilfosfolipídeos e ácidos graxos livres. Quando o ácido graxo 

gerado é o ácido araquidônico, representa importante reação, já que este é convertido por 

enzimas metabólicas em vários compostos bioativos, como as prostaglandinas e os 

leucotrienos.  

Em venenos de abelhas Apis mellifera, as fosfolipases A2 representam cerca de 12 % 

de sua composição (REISMAN et al., 1987) e são as enzimas mais ativas entre as conhecidas. 

As PLA2 também são encontradas nos venenos das serpentes Naja nigricollis, Najanaja atra 

e no veneno da vespa Vespa basalis. Por outro lado, as fosfolipases do tipo A1 são mais 

comuns nos venenos de vespas sociais e formigas (NAKAJIMA et al., 1985). De acordo com 

King et al. (2003), em veneno de vespas, a ação da fosfolipase A1, nas repostas associadas 

aos processos inflamatórios, é potencializada com a degranulação de mastócitos, por um 

mastoparano (MCD), enquanto que, em veneno de abelhas a fosfolipase A2 age em 

sinergismo com o peptídeo melitina (PIEK, 1985). 

Santos et al., (2007) constataram a presença de PLA1 no veneno de P. paulista, e a 

caracterizaram bioquímica, funcional e estruturalmente. Demonstraram a existência de 

diferentes isoformas para esta enzima, indicando que a purificação de uma isoforma 

específica seria quase que impossível devido às similaridades bioquímicas e físico-químicas. 

Segundo os autores, a existência de várias isoformas pode ser um mecanismo de atribuição de 

diferentes funções a mesma enzima durante os envenenamentos.  

As fosfolipases de veneno induzem a síntese de IgE específica e agem 

sinergisticamente com outras toxinas, causando efeitos farmacológicos como a hipotensão, 

podendo inibir a coagulação sanguínea e o aumento da permeabilidade vascular 

(NAKAJIMA, 1985; REISMAN et al., 1987, HO et al., 1994). 

Yang et al., (2008) estudaram os efeitos da PLA1 do veneno de Vespa magnifica 

(Smith), sobre a agregação plaquetária, trombose e vaso constrição, encontrando forte 

agregação plaquetária em concentrações nano molares. Apenas 18 nM de PLA1 pura foram 

capazes de causar 85% de agregação de plaquetas em 60 segundos. Este foi o primeiro relato 

de que PLA1 de vespas pode induzir agregação plaquetária, uma vez que os estudos eram 

feitos apenas focando as atividades antialérgicas ou a atividade da PLA2. 
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Estudos demonstram que apesar de limitadas informações sobre a origem molecular e 

bioquímica das isoformas de PLA1, elas podem estar envolvidas na liberação e indução de 

mediadores associados às células T helper2, mastócitos e macrófagos e, possivelmente 

também a outras células apresentadoras de antígenos (KING et al., 2001). Em geral, PLA1 de 

venenos de vespas apresentam níveis variáveis de IgE com reatividade cruzada, sugerindo a 

existência de múltiplos determinantes antigênicos (KING et al., 1996). 

Embora as fosfolipases de vespas e abelhas apresentem algumas similaridades 

estruturais, os dados da literatura demonstram que não há ocorrência de imunoreatividade 

cruzada, entre as PLA1 e PLA2 destes venenos. As reatividades cruzadas entre as fosfolipases 

de mesmo tipo (entre as PLA1 ou entre as PLA2) geralmente seguem o padrão filogenético, 

sendo que, evolutivamente, as famílias mais próximas apresentam maior similaridade de 

sequências, e assim, maior reatividade cruzada entre elas do que entre as mais distantes 

(HOFFMAN, 2006). 

 

1.3 FOSFOLIPASES RECOMBINANTES E DIAGNOSTICO DE ALERGIA.  

 

Na atualidade o diagnóstico de alergia ao veneno de Hymenoptera é baseado em testes 

de superfície da pele, e testes in vitro de detecção de IgE especifico para alérgenos ou de 

ativação de basófilos (BILÓ et. al. 2005). O diagnóstico específico constitui um pré-requisito 

fundamental para o sucesso da imunoterapia. Até o momento, no Brasil, o diagnóstico é feito 

mediante uso de extratos de veneno bruto o que está associado à ocorrência de reatividade 

cruzada devido à presença, em vários alérgenos, dos carboidratos determinantes de 

reatividade cruzada (CCDs). A incidência de reatividade cruzada durante o diagnóstico 

conduz à identificação errada da espécie que causa a alergia e inclusão de venenos não 

representativos no desempenho da imunoterapia, o que provoca sensibilização inespecífica e 

reações colaterais adversas.  

Os alérgenos recombinantes têm sido usados como uma estratégia muito eficiente para 

melhorar os resultados do diagnóstico específico de alergia resultando no desenvolvimento do 

diagnostico baseado em componentes definidos - do inglês: Component Resolved Diagnosis 

(CRD).  Na atualidade existem vários alérgenos recombinantes já aprovados comercialmente 

para uso no diagnóstico. Entre eles, os mais utilizados são a fosfolipase A2 de Apis mellifera 

(Api m 1), o antígeno 5 (Ves v 5) e fosfolipase A1 de Vespula vulgaris (Ves v 1). Vários 

estudos publicados com variantes recombinantes destas proteínas na forma não glicosilada 
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permitiram detectar a ocorrência de dupla positividade e diferenciação com ocorrência de 

reatividade cruzada.  

O uso de Ves v 1 junto com Api m 1, hialuronidase de A. mellifera (Api m 2) e Ves v 5, 

obtidas em in E. coli, permitiram diferenciar a alergia a veneno de abelha e/ou de vespa em 29 

pacientes alérgicos que previamente foram diagnosticados com dupla sensibilização a extrato 

de venenos dos dois grupos de Hymenoptera (MITTERMANN, et al. 2010). Müller et al 

usando Ves v 1 junto com rVes v 5, e rApi m 1 acharam que só 47% de 76 pacientes 

previamente identificados com dupla positividade aos extratos de veneno de A. mellifera e de 

V. vulgaris reagiram com os três alérgenos recombinantes (MÜLLER et al. 2012). As 

variantes recombinantes de Ves v 1 e Ves v 5 obtidas em células de insetos foram capazes de 

identificar 16/20 pacientes alérgicos especificamente a veneno de V. vulgaris, e que 

previamente tinham sido identificados com dupla sensibilidade (SEISMANN et al. 2009). 

Recentemente, os alérgenos Ves v 1 e Ves v 5 têm sido usados junto com os seus homólogos 

de Polistes dominulus, Pol d 1 e Pol d 5, no diagnostico especifico de alergia ao veneno 

destas espécies (MONSALVE et al. 2012).  

Até o momento não existem no Brasil alérgenos recombinantes aprovados para uso no 

diagnostico especifico de alergia ao veneno de Hymenoptera, mesmo com a grande número 

de espécies endêmicas que causam acidentes de importância clínica. Esta situação provoca o 

diagnóstico errado e compromete a segurança da imunoterapia e demonstra a necessidade de 

pesquisas dirigidas à obtenção destas proteínas, a fim de conseguir desenvolver sistemas de 

CRD e aumentar a eficiência das intervenções clínicas para o tratamento de alergia.  

 

1.4 EXPRESSÃO HETERÓLOGA EM E. coli  

 

Mais de 60 alérgenos do veneno de diferentes espécies de Hymenoptera têm sido 

clonados, expressos (SPILLNER et al. 2014) e avaliados para seu uso no diagnóstico e 

imunoterapia de alergia. E.coli continua sendo o sistema mais comum para objetivos 

acadêmicos e de pesquisa, devido aos elevados níveis de expressão proteica e acúmulo rápido 

de biomassa, relativa facilidade de manipulação genética, e por ter um rápido crescimento em 

meios de cultura de baixo custo (BANEYX, MUJACIC, 2004; WALSH, 2004). 

Adicionalmente, neste caso, a expressão usando E.coli, tem a vantagem de que os alérgenos 

produzidos não são glicosilados, evitando assim a presença dos CCDs, e potencial ocorrência de 

reatividade cruzada durante o diagnóstico.  No entanto, a produção de alérgenos recombinantes 

usando E.coli tem dificuldades associadas à impossibilidade da bactéria de realizar modificações 
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pós-traducionais e formação de pontes dissulfeto devido as condições redutoras do citoplasma 

bacteriano. Essas características impedem em ocasiões o correto enovelamento da proteína pela 

formação de epitopos conformacionais que são importantes no reconhecimento do alérgeno pelo 

sistema imunológico. Adicionalmente, a produção de um elevado número da mesma proteína, 

com enovelamento incorreto provoca a formação no citoplasma bacteriano de corpúsculos de 

inclusão insolúveis, constituídos pela proteína heteróloga. As unidades proteicas contidas nestes 

corpúsculos não podem ser purificadas nem usadas para analises de função biológica e portanto, é 

necessário aplicar um procedimento de solubilização dos corpúsculos.    

O uso de E. coli na expressão de alérgenos do veneno de Hymenoptera mostrou diferentes 

resultados em dependência das características estruturais da proteína.  Uma variante de Api m 1 

expressa em E. coli mostrou características estruturais e um perfil imunológico semelhante à 

forma natural (DUDLER et al. 1992). Nesse caso, a glicosilação não representou um fator crítico 

para o correto enovelamento da proteína. Em contraste, a expressão heteróloga de Api m 2 em E. 

coli produziu uma proteína com baixa atividade enzimática e baixa capacidade de união a sIgE 

comparada com as variantes naturais ou a forma recombinante, expressa em células de insetos 

(SOLDATOVA et al. 1998). Por outro lado, Skov et al. (2006) informaram que uma variante 

recombinante da hialuronidase de V. vulgaris (Ves v 2) obtida em E. coli tem níveis semelhantes 

de atividade enzimática que a forma natural após ré-enovelamento in vitro da proteína mostrando 

uma alternativa para recuperar a estrutura nativa dos alérgenos expressos neste sistema, e 

portanto, das suas características imunológicas (SKOV et al. 2006). Justo Jacomini et al. (2014) 

informaram que a variante recombinante da hialuronidase do veneno de P. paulista (Poly p 2), 

obtida usando E. coli, foi reconhecida por soro de pacientes alérgicos em níveis superiores aos 

observados para a variante natural (nPoly p 2). Neste caso, a proteína foi expressa na forma 

insolúvel, e depois foi solubilizada, mas não renaturada, mostrando que o reconhecimento neste 

caso ocorreu fundamentalmente mediante os epitopos sIgE lineares.  

Uma variante recombinante da hialuronidase do veneno de Solenopsis invicta (Sol i 2) 

(LOCKWOOD et al. 2012) foi clonada e expressa em altos níveis usando culturas de E. coli a 

baixas temperaturas (16 °C). O alérgeno reconheceu sIgE de pacientes alérgicos ao veneno desta 

espécie.  

Os problemas relacionados à glicosilação e com a presença de pontes dissulfeto na 

estrutura de proteínas expressas no sistema de E. coli podem ser enfrentados usando diferentes 

estratégias que permitam um enovelamento correto da proteína heteróloga. Entre elas, têm sido 

descritas a expressão junto a chaperonas moleculares (SORENSEN, MORTENSEN, 2005) e 

expressão usando vetores de direcionamento da proteína para o periplasma bacteriano, sendo que, 

este é um ambiente menos redutor (BERKMEN, 2012). Adicionalmente, podem ser utilizadas 



11 
 

estratégias que incluem mudanças nas condições de cultura como uma diminuição da 

concentração de indutor, da temperatura e da aeração, as quais diminuem a velocidade de 

produção da proteína, além dos níveis de expressão, contribuindo assim ao correto enovelamento. 

Ao menos um trabalho mostrou que a expressão de uma lipase, a baixas temperaturas (6 °C- 

10°C), previamente obtida em E. coli BL21 DE3 na forma insolúvel, permitiu a produção da 

proteína solúvel (SONG et al., 2012) e com atividade enzimática semelhante à da forma 

natural.  

Um elevado número de proteínas heterólogas são expressas em corpúsculos de 

inclusão mesmo empregando as estratégias mencionadas anteriormente. No entanto, proteínas 

biologicamente ativas e com dobramentos corretos podem ser obtidas a partir destes 

corpúsculos de inclusão desde que sofram completa desnaturação e posteriormente um correto 

processo de renaturação. A solubilização ocorre com a ajuda de agentes desnaturantes como a 

ureia e o cloreto de guanidina que promovem um desdobramento completo ou parcial na 

estrutura proteica, a qual pode ser renaturada com a troca de tampões, diminuindo 

gradativamente a concentração do agente desnaturante (JEVSEVAR et al., 2005; TSUMOTO 

et al., 2003). É importante mencionar que as condições de temperatura e fundamentalmente de 

forca iónica e pH, condicionam drasticamente a eficiência do processo de solubilização e que 

os valores ótimos podem variar entre uma e outra proteína (VEMULA et al., 2015). 
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2. OBJETIVOS  

 

Otimizar a expressão recombinante e solubilização da fosfolipase A1 de veneno de Polybia 

paulista previamente obtida no Laboratório de Biologia Molecular de Artrópodes (LBMA-

UNESP-RC), usando E.coli, visando sua avaliação no diagnóstico específico de alergia ao 

veneno da vespa. A otimização de ambas as etapas foi feita mediante:  

 

 a) Avaliação de diferentes condições de expressão em E.coli (temperatura, tempo de indução 

e concentração do indutor) com o objetivo de obter a proteína recombinante na forma solúvel;  

 

b) Avaliação de diferentes tampões temperatura de solubilização, além de diferentes 

concentrações de agente caotrópico visando aumentar a porcentagem de rPoly p 1 

solubilizada, a partir de corpúsculos de inclusão obtidos em E.coli, considerando-se a 

expressão insolúvel.     

    

c) Análise comparativa dos resultados da purificação de rPoly p 1 usando os sistemas 

comerciais IMAC Ni2+ -NTA (Qiagen, US) e HisTrap HP (GE Healthcare, US).  
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 SELEÇÃO DO CLONE DE MAIOR EXPRESSÃO.  

 

Para seleção do clone realizou-se a avaliação comparativa da expressão de rPoly p 1 de quatro 

clones previamente obtidos no laboratório. Pré-inoculos de 5 mL de meio LB líquido 

contendo 30 μg/mL de canamicina foram feitos a partir de cada clone. As diferentes 

suspensões bacterianas foram crescidas 16 horas a 37º C sob agitação de 220 rpm. Em 

seguida, 3mL de cada suspensão foram inoculados em 50 mL de LB/canamicina 30 μg/mL 

sob agitação constante a 37ºC até atingir uma densidade óptica (DO a 600 nm) de 0,4 – 0,6. 

Com a finalidade da seleção do clone de maior expressão, nesta etapa a expressão foi feita sob 

as condições anteriormente estabelecidas como as melhores: adição de IPTG 1mM (isopropil-

b-D-tiogalactosideo) (Qiagen, Cat. n° 129921), e incubação a 20°C durante 6 e 10 horas. A 

expressão foi avaliada mediante eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE), utilizando um padrão de proteínas de massas moleculares conhecidas. 

 

3.2 SDS-PAGE E DOSAGEM DE PROTEINAS 

 

As análises de eletroforese da rPoly p 1 foram realizadas por SDS-PAGE 15% (w/v) usando a 

metodologia descrita por Laemmli (1970) com modificações. Os géis foram corados com 

Azul de Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB). A concentração de proteínas presentes nos 

extratos de venenos e nas preparações de rPoly p 1 foi determinada pelo método de 

Coomassie Blue “binding” descrita por SEDMAK e GROSSBERG (1977), utilizando-se 

albumina bovina como padrão. Em todas as análises, o marcador de peso molecular utilizado 

foi o Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 100kDa da GELifesciences. 

Code: RPN756E. 

 

3.3 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE rPoly p 1 NA FORMA SOLÚVEL   

 

Para a obtenção de rPoly p 1 solúvel foram avaliadas diferentes condições de expressão 

incluindo concentrações de IPTG (0,1mM, 0,5mM e 1 mM), valores de temperaturas (10ºC e 

20ºC) e tempos de expressão 4h, 6h, 10h e 24h.  O protocolo para indução é semelhante ao 

descrito no item 3.1 
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3.4 SOLUBILIZAÇÃO DOS CORPOS DE INCLUSÃO.  

 

Os corpúsculos de inclusão de rPoly p 1 foram ressuspendidos usando diferentes tampões, 

valores de pH e temperatura visando realizar uma avaliação comparativa dos resultados e 

seleção das condições ótimas de solubilização. Para a solubilização, os pellets obtidos após 

indução foram lavados usando os diferentes tampões de solubilização sem ureia. Após 

lavagem, os pellets foram ressuspendidos usando os tampões com ureia 8M e incubados sob 

agitação (180 rpm), em diferentes temperaturas. Após a solubilização, as amostras foram 

centrifugadas a 4ºC e 8000 rpm, para separar o pellet do sobrenadante. As duas frações foram 

posteriormente analisadas mediante SDS-PAGE.  

 

3.4.1 AVALIAÇÃO DOS TAMPÕES DE SOLUBILIZAÇÃO 

 

Para a avaliação da composição e pH, foram utilizados os seguintes tampões:   

1. Tampão citrato-fostato (0,1M ácido cítrico e 0,2M fosfato de sódio bibásico, pH=2.6);  

2. Tampão Tris-HCl (0,1 M Tris, 0,1 M ácido clorídrico, NaCl 150 mM, ureia 2-8M, pH=7.0) 

3.Tampão fosfato (0,1M fosfato monobásico de sódio, 0,1M fosfato bibásico de sódio; NaCl 

150 mM, ureia 2-8M, pH=8,0).  

4. Tampão carbonato-bicarbonato (0,1 M carbonato de sódio, 0,1M bicarbonato de sódio, 

NaCl 150 mM, ureia 2-8M, pH=10,2) 

 

3.4.2 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA TEMPERATURA E CONCENTRAÇÃO DE UREIA  

 

Para testar o efeito da temperatura, os corpúsculos de inclusão foram solubilizados usando 

cada um dos tampões descritos na seção anterior a 8 ºC (overnight) e 25 ºC (quatro horas). O 

efeito de concentração do agente caotrópico foi avaliado após seleção do tampão e 

temperatura ótima para solubilização, usando ureia 2M, 3M, 4M, 5M, 6M e 8M.   As frações 

solúveis e insolúveis foram separadas e avaliadas mediante SDS-PAGE. 
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3.5- PURIFICAÇÃO DA rPoly p 1  

 

Para a purificação do alérgeno recombinante foram usados os sistemas comerciais HisTrap 

HP (GE Healthcare, US) 5X 1mL e IMAC Ni2+ -NTA (Qiagen, USA), seguindo em cada caso 

as indicações do fabricante. Para a purificação, usando ambos os sistemas, as amostras foram 

passadas por colunas Amicon Ultra 15 mL, 10 000 NMWL (EMD Millipore, USA) para troca 

do tampão. Finalmente foi realizada uma análise comparativa dos resultados da purificação 

usando cada sistema.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 SELEÇÃO DOS CLONES PARA EXPERIMENTOS DE AVALIAÇÃO 

 

Dos quatro clones usados na avaliação para seleção do melhor deles, o clone 4 mostrou os 

maiores níveis de expressão de rPoly p 1 (Figura 1, Tabela 1) sendo 10 horas o tempo ótimo 

de indução. Tempos superiores não aumentam os níveis de proteína expressa (não mostrado).   

 
Figura 1. Perfil eletroforético em SDS-PAGE (15%) dos pellets dos clones de E.coli. 1. Marcador de peso 
molecular (Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 100kDa. Code: RPN756E), 2-3: clone 
1 (6 e 10 horas pós indução, p.i.), 4-5: clone 2 (6 e 10 horas p.i.), 6-7: clone 3 (6 e 10 horas p.i.), 8-9: clone 4 (6 e 
10 horas p.i.).  
 
 
Tabela 2: Resultados da quantificação de proteínas totais após expressão com os diferentes clones de E.coli 
BL21 DE3 transformados com pET-28a contendo a sequência de rPoly p 1.    
 

CLONE 
nº 

TEMPO APÒS INDUCÃO 
(h) 

CONCENTRACÃO DE PROTEÍNAS 
TOTAIS (g/L) 

1 6 3.9  
10 4.3  

2 6 3.6  
10 4.1  

3 6 3.8  
10 4.4  

4 6 3.7  
10 4.7  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

rPoly p 1 34kDa 
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 4.2. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE rPoly p 1 SOLÚVEL 

 

A tentativas de obtenção de rPoly p 1 na forma solúvel mediante mudança de duas 

condições de indução, não mostrou resultados positivos. Tanto no caso da expressão a 20 ºC, 

a diferentes concentrações de IPTG (Figura 2), como no caso da expressão a baixa 

temperatura (10ºC) (Figura 3) usando as mesmas concentrações de indutor, as proteínas foram 

obtidas em corpúsculos de inclusão.  Desta forma, a proteína foi obtida em corpúsculos de 

inclusão em todos os casos.  

 

          
Figura 2. Perfis eletroforéticos em SDS-PAGE (15%) dos pellets (A) e sobrenadantes (B) resultantes 
da expressão de rPoly p 1 a 20 ºC e em diferentes concentrações de IPTG.  1- Marcador de peso 
molecular (Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 100kDa. Code: RPN756E), A: 2. 
Controle negativo da expressão (rPoly p 1), 3-4: 0,1 mM (8 e 24 horas p.i) , 5-6: 1 mM (8 e 24 horas 
p.i) , 7-8: 0.5 mM (8 e 24 horas p.i). B: 2-3 controle negativo da expressão, 4-5: 0,1 mM (8 e 24 horas 
p.i), 6-7: 0,5 mM (8 e 24 horas p.i), 8-9: 0,1 mM (8 e 24 horas p.i). 
 

     
Figura 3. Perfis eletroforéticos em SDS-PAGE (15%) dos pellets (A) e sobrenadantes (B) resultantes 
da expressão de rPoly p1 a 10 ºC e em diferentes concentrações de IPTG.  1- Marcador de peso 
molecular (Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 100kDa. Code: RPN756E), A: 2. 
Controle negativo da expressão (rPoly p 1), 3-4: 0,1 mM (8 e 24 horas p.i) , 5-6: 1 mM (8 e 24 horas 
p.i) , 7-8: 0,5 mM (8 e 24 horas p.i). B. 2-3: 0.1 mM (8 e 24 horas p.i),4-5: ,.0 mM (8 e 24 horas p.i), 
6-7: 0,5mM (8 e 24 horas p.i), 8:. Controle de expressão (rPoly p 1),  
 

A B 

A B 

rPoly p 1 

rPoly p 1 
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O alérgeno Poly p 1 tinha sido expresso no nosso laboratório, usando como condições 

de expressão ótimas uma concentração de IPTG de 1M, e 20 º C (PEREIRA, 2011). No 

entanto, rPoly p 1 foi obtida em todos os casos na forma insolúvel impossibilitando sua 

purificação e uso na imunização e avaliações imunológicas. A produção de proteínas 

recombinantes usando o sistema procariótico E. coli tem as desvantagens de que não ocorrem 

modificações pós-traducionais na proteína expressa e que, o citoplasma da bactéria é um 

ambiente fortemente redutor, evitando assim a formação de pontes dissulfeto. Estudos de 

proteômica demostraram que Poly p 1 possui ao menos 13 cisteinas na sequencia primaria e 

que delas, 12 estão potencialmente envolvidas em formação de pontes dissulfeto (SANTOS et 

al. 2007). Sendo assim, a expressão de Poly p 1 na forma solúvel, no citoplasma de E.coli está 

comprometida pela ausência destas pontes, que são impedidas de serem formadas. Em 

consequência, ocorre o impedimento do correto enovelamento do alérgeno recombinante 

causando que seja expresso como corpúsculos de inclusão.  

Vários autores já demostraram que a diminuição da concentração do indutor, bem 

como da temperatura, durante a produção de proteínas heterólogas, conduz à expressão 

solúvel, mesmo que em baixos níveis. Num trabalho recente SONG et al., 2012   demostraram 

que a expressão no intervalo de temperatura de 6 a 10ºC permitiu a produção de uma lipase na 

forma solúvel, que previamente tenha sido obtida como uma proteína insolúvel. Nossa 

tentativa de expressão solúvel de rPoly p 1 não demonstrou o mesmo resultado, possivelmente 

devido à presença das seis pontes dissulfeto presentes na sua estrutura. Uma alternativa para 

tentar variar este resultado poderia ser a expressão com concentrações de IPTG ainda menores 

(0,05mM, 0,01mM, 0,005mM) que tem sido proposta como os limites para a tentativa de 

expressão solúvel em proteínas recombinantes previamente expressas em corpúsculos de 

inclusão. O problema dessa estratégia é que se produz uma significativa diminuição dos níveis 

de proteína expressa, fator crítico para a realização dos ensaios de avaliação imunológico dos 

alérgenos. Entre outras alternativas, que já estão sendo aplicadas no laboratório está a 

expressão de rPoly p 1 usando o sistema eucariótico de Pichia pastoris, no qual é possível a 

formação de pontes dissulfeto e assim, a expressão solúvel deste tipo de proteínas 

(BORODINA, et al. 2011).   

 

4.3. SOLUBILIZAÇÃO DOS CORPUSCULOS DE INCLUSÃO DE rPoly p 1  

 

Considerando os resultados da tentativa de expressão na forma solúvel de rPoly p 1, a 

próxima etapa deste trabalho foi direcionada a otimizar os resultados obtidos previamente na 
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solubilização dos corpúsculos de inclusão do alérgeno recombinante. Inicialmente foi 

realizado uma análise in silico para a determinação do ponto isoelétrico (pI) teórico da 

proteína heteróloga. A determinação mostrou um valor de pI=9,0 (n+/- 0.1). Considerando 

esse valor, foram selecionados tampões com pH superiores (10,6), inferiores em duas ordens 

de grandeza (pH=7,0) e superior a duas ordens (pH=2,6). Adicionalmente, foi realizada a 

solubilização com o tampão que foi usado previamente (fosfato, pH=8,0) afim de realizar as 

análises comparativas. 

Os resultados da solubilização usando os diferentes tampões mostraram que os 

maiores níveis de rPoly p 1 - solubilizada a 25 ºC e 8M ureia - foram obtidos com o tampão 

citrato-fosfato (pH=2,6), seguido dos tampões Tris-HCl (pH=7,0), carbonato-bicarbonato 

(pH=10,2) e finalmente pelo tampão testado usado incialmente, fosfato de sódio (pH=8,0) 

(Figura 4).  

 
Figura 4. Perfil eletroforético em SDS-PAGE (15%) da solubilização dos corpúsculos de inclusão de 
rPoly p 1 usando diferentes tampões e ureia 8M. (1) Marcador de peso molecular (Amersham 
ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 100kDa. Code: RPN756E), (2) Controle negativo da 
indução. (3) fração solúvel e (4) fração insolúvel da solubilização em tampão citrato-fosfato 
(pH=2,6); (5) fração solúvel e (6) fração insolúvel com tampão Tris-HCl (pH=7,0); (7) fração 
solúvel e (8) fração insolúvel com tampão fosfato (pH=8,0); (9) fração solúvel e (10) fração 
insolúvel usando tampão carbonato-bicarbonato (pH=10,2) 

 

A influência da temperatura durante a solubilização também foi avaliada usando as 

condições testadas incialmente: 4 ºC durante toda a noite e 25 ºC por 4 horas. As análises dos 

resultados mostram que o aumento da temperatura (25 ºC) condiz com um aumento dos níveis 

de rPoly p 1 solúvel (Figura 5). Adicionalmente, este resultado permite diminuir o tempo 

necessário para a produção do alérgeno. Esse resultado coincide com trabalhos anteriores que 

informaram que o aumento na temperatura de solubilização até valores inferiores a 30 ºC 
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produzem aumento na eficiência de solubilização de corpúsculos de inclusão (ASHOK et al. 

2000).   

 

 
Figura 5. Perfil eletroforético em SDS-PAGE (15%) da solubilização dos corpúsculos de inclusão de 
rPoly p 1 usando diferentes tampões, presença de ureia a 8M e temperaturas de 25 ºC e 4 ºC. 
(1) Marcador de peso molecular (Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 
100kDa. Code: RPN756E), (2) Controle negativo da indução. Solubilização com tampão 
citrato-fosfato (pH=2,6): (3) 25oC e (4) 4oC; Tris-HCl (pH=7,0): (5) 25oC e (6) 4oC, fosfato 
(pH=8,0): (7) 25oC e (8) 4oC e carbonato-bicarbonato (pH=10,2): (9) 25oC e (10) 4oC.   
 

As análises de eficiência de solubilização a diferentes concentrações de ureia 

mostraram que os corpúsculos de inclusão de rPoly p 1 são solubilizados totalmente usando 

tampão citrato-fosfato (pH=2,6) a 25oC e 6M de ureia (Figura 5). O resultado é diferente do 

informado previamente para a solubilização de rPoly p 1 em tampão fosfato (pH=8,0) a 4 o C, 

porque não foi possível solubilizar toda a proteína usando 8M ureia. Este resultado é 

importante porque permite usar uma menor concentração deste reagente, facilitando sua 

eliminação mediante dialises no momento da imunização dos animais para realizar os ensaios 

imunológicos.  

 
Figura 6. Perfil eletroforético em SDS-PAGE (15%) da solubilização dos corpúsculos de inclusão de 
rPoly p 1 em tampão citrato-fosfato, temperatura de 25 ºC e diferentes concentrações de ureia.  
(1) Marcador de peso molecular (Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 
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100kDa. Code: RPN756E), (2) Controle negativo da indução; (3) fração solúvel e (4) fração 
insolúvel com ureia a 3M; (5) fração solúvel e (6) fração insolúvel com ureia a 5M; (7) fração 
solúvel e (8) fração insolúvel com ureia a 6M, 
 

 

Adicionalmente este resultado permitiu realizar um procedimento preliminar de 

eliminação de proteínas contaminantes, visto que, usando concentração de ureia a 4M é 

possível solubilizar uma grande quantidade de proteínas de E.coli BL21 DE3, as quais são 

descartadas antes de realizar a solubilização final usando ureia 6M. A Tabela 2 mostra um 

resumo comparativo dos resultados obtidos no processo de otimização da solubilização de 

corpúsculos de inclusão de rPoly p 1. 

 

Tabela 2: Resultados da quantificação de proteínas totais nas diferentes condições analisadas 
para obtenção da rPoly p 1 solubilizada.  
 

TAMPAO/pH TEMPERATURA 

ºC 

CONCENTRAÇÃO 

DE UREIA 

(M) 

CONCENTRAÇÃO 

DE PROTEÍNAS 

TOTAIS (FRAÇÃO 

SOLÚVEL) (g/L) 

citrato-fosfato 

(pH=2,6): 

4  6 3,1  

25  6 3,4  

Tris-HCl (pH=7,0) 4  8 2,9  

25  8 3,1  

**Fosfato/Na 

(pH=8,0): 

**4  8 1,8  

25  8 2,1  

carbonato-bicarbonato 

(pH=10,2): 

4  8 2,7  

25  8 3,0  

**Condições de referência usadas no experimento inicial de solubilização  
 

4.4 PURIFICAÇÃO DA rPoly p 1 

 

Para a purificação da rPoly p 1 solubilizada foram usados os sistemas comerciais 

referidos na seção 3.5, segundo as indicações do fabricante em cada caso. Para a purificação 

foram empregadas as amostras solubilizadas em tampão citrato-fosfato (pH=2,6), ureia 6M, a 

25 ºC, que representam as condições ótimas de solubilização, segundo os resultados descritos 
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na Tabela 2. Antes da etapa de purificação, foi realizada a troca do tampão, usando o sistema 

de colunas Amicon Ultra 15 mL, 10 000 NMWL (EMD Millipore, USA) a fim de colocar as 

amostras em tampão compatível com a resina das colunas de purificação.  

As análises dos resultados mostraram que o uso da resina comercial IMAC Ni2+ -NTA 

(Qiagen, US) levaram à purificação parcial de rPoly p 1, sendo observado a presença de 

proteínas contaminantes do proteoma de E.coli BL21 DE3 na fração de eluição final (Figura 

7A). Por outro lado, o uso do sistema HisTrap HP (GE Healthcare, US) permitiu a purificação 

total de rPoly p 1 (Figura 7B) mostrando uma banda única correspondente ao alérgeno 

recombinante. Os valores de concentração de rPoly p 1 após purificação com cada sistema 

estão resumidos na tabela 3.  

 
Figura 7: Purificação de rPoly p 1. (A) IMAC Ni2+ -NTA e (B) HisTrap HP. (1) Marcador de 
peso molecular (Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 100kDa. Code: 
RPN756E); (2) extrato após solubilização; (3) Volume morto da coluna; (4) Lavagem com 
imidazol 50mM;  (5) Lavagem com imidazol 75 mM; (6) eluição com imidazol 200mM. 
Observar a presença de bandas contaminantes na região de alta massa molecular em (A) e 
ausência destas em (B). 
 

  Como se observa na Figura 7 a coluna pré-empacotada do sistema HisTrap HP (GE 

Healthcare, US) mostrou-se mais eficiente na ligação específica da rPoly p 1 do que a resina 

IMAC Ni2+ -NTA (Qiagen, US). Parte do alérgeno recombinante não interage com a resina 

(Figura 7A, 3) diminuindo a quantidade de proteína obtida na fração da eluição final 

(imidazol 200mM). Adicionalmente, a ligação de rPoly p 1 é mais fraca do que no caso do 

sistema HisTrap HP, sendo que na lavagem com imidazol 75 mM, foram eluídos 40% da 

proteína recombinante. No caso do sistema HisTrap HP, toda a proteína recombinante 

expressa interagiu com a coluna (Figura 7B, 3) e praticamente não se observou eluição de 

A B 
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proteína antes da etapa final (200mM). Isto permitiu obter um maior rendimento nos níveis de 

rPoly p 1 solúvel purificada (Tabela 3).  

 

 

Tabela 3. Resultados da quantificação de rPoly p 1 após purificação, usando dois sistemas 

cromatográficos comerciais. 

SISTEMA CONCENTRACAO DE rPoly p 1 

(mg/L) 

IMAC Ni2+ -NTA (Qiagen, US) 100 

HisTrap HP (GE Healthcare, US) 340 
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5. CONCLUSÕES 

 

1. A diminuição das concentrações de IPTG (0,1 mM e 0,5 mM) e da temperatura durante a 

expressão de rPoly p 1 (70 kDa) Em E.coli não conduziu à produção do alérgeno na forma 

solúvel. 

 

2.  A solubilização de rPoly p 1 usando tampão citrato-fosfato (pH=2,6), ureia 6M e 

temperatura de 25 ºC permitiu um aumento significativo na produção do alérgeno solubilizado 

em relação às condições usadas anteriormente no laboratório.  

 

3. O uso do sistema HisTrap HP (GE Healthcare, US) permitiu a purificação total da rPoly p 1 

sendo este resultado superior ao obtido com a resina IMAC Ni2+-NTA, com a qual, que foi 

obtida só a purificação parcial do alérgeno. 

  

4. Os resultados descritos permitiram aumentar a disponibilidade de rPoly p 1 solúvel e 

purificada, um requisito necessário para e os ensaios de avaliação imunológica e finalmente o 

uso deste alérgeno recombinante no diagnóstico de alergia ao veneno de P. paulista.   
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