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RESUMO

A vespa social Polybia paulista (Hymenoptera, Vespidae) ¢ bastante abundante e endémica
nos Estados de Sao Paulo e sul de Minas Gerais. Os individuos da espécie causam um elevado
numero de acidentes de importancia médica. Apods a ferroada a vitima pode experimentar
reacoes imunoldgicas locais e/ou sistémicas, que em alguns casos podem conduzir a
anafilaxia e morte. O diagnostico e terapia de alergia a ferroada de P. paulista é baseado no
uso de extrato de veneno bruto o que se associa a ocorréncia de reatividade cruzada e reagdes
imunologicas adversas durante a imunoterapia. O uso de alérgenos recombinantes (1) tem-se
mostrado como uma alternativa interessante para reduzir o impacto destas desvantagens.
Neste trabalho, foram avaliadas diferentes condigdes para otimizar a expressdo recombinante
e solubilizacao dos corpusculos de inclusdo da fosfolipase Al (Poly p 1) (70kDa) do veneno
de P. paulista previamente obtida mediante expressdo heterdloga no sistema procariotico,
Escherichia coli. Os resultados aqui obtidos contribuirdo para aumentar as quantidades do r
Poly p 1 necessarias para sua avaliagcdo bioquimica ¢ imunologica, ¢ finalmente para melhorar

os resultados do diagnostico e imunoterapia especifica de alergia ao veneno de P. paulista.

Palavras-chave: Polybia paulista, alergia, fosfolipase Al, alérgenos recombinantes,
corpusculos de inclusdo, solubilizacao.
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1. INTRODUCAO

1.1 ORDEM HYMENOPTERA

Os insetos da ordem Hymenoptera sdo responsaveis por uma elevada porcentagem dos
acidentes relacionados a animais peconhentos, superando em alguns paises a quantidade de
acidentes causados por serpentes. Segundo Charpin (1995), nos Estados Unidos a quantidade
de mortes/ano relacionadas a acidentes com vespas ¢ em média 40, enquanto que na
Dinamarca a média ¢ de 1. Além disso, estudos post-mortem sugerem que os dados até entdo
obtidos em relagdo ao nimero de mortes causados por insetos himenopteros é subestimado,
sendo que, em muitos casos de morte subita ou sem causa aparente, foram encontrados altos
indices de anticorpos IgE positivos para venenos de insetos (CHARPIN, D. et al. 1995).

Considera-se que aproximadamente 35mil espécies de Hymenoptera possuam
importancia clinica e dentre estas, 15 mil sdo da ordem Vespidae. Apos ferroada, os pacientes
podem experimentar reagdes imunologicas locais e/ou sistémicas, sendo as primeiras as mais
comuns. Os sintomas nesse caso incluem vermelhiddo aguda, inchago dor e febre. Para estes
casos, sao tomadas apenas medidas de tratamentos sintomaticos para aliviar a febre e as dores.
Reacdes sistémicas sao mais incomuns € levam a sintomas como urticaria, angioedema, queda
da pressdo sanguinea, broncoespasmos, complicagdes cardiorrespiratorias, e choque
anafilatico. A ocorréncia estimada de casos de reacoes sistémicas varia de 0,3% a 8,9%, a
porcentagem de reagdes alérgicas com ocorréncia de choque anafilatico varia entre 0,3% e
42,8%. Apesar dos dados a porcentagem de acidentes com consequéncias letais € de apenas
0,1% a 0,5% para a Europa e Estados Unidos (PEREZ-RIVEROL et al, 2015).

Apesar de ndo 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
ja tenham sido ferroados pelo menos uma vez. A taxa de reagdes sist€émicas apds acidentes
com himenodpteros ¢ baixa, principalmente entre as pessoas que trabalham em apidrios, onde
em um grupo de 200 pessoas, apenas 28 apresentaram reacdes sistémicas apoOs serem
ferroados. Em criangas, a taxa de ferroadas na Irlanda ¢ de 37,5%, enquanto que em Israel ¢
de 56,3%. A diferenca no nimero de acidentes em diferentes regides do globo esta
relacionada com a situacdo econdmica dos paises, além de outros fatores como a localizagao
geografica, condigdes climdticas e também a fauna e flora dessas regides (PEREZ-RIVEROL

etal., 2015).



Os venenos das Hymenoptera sociais (abelhas, vespas, formigas) sdo constituidos por
aminas, peptideos e proteinas de alta massa molecular, sendo na sua maioria enzimas com
caracteristicas alérgenicas. No veneno de P. paulista tem sido identificado tres alérgenos
majoritorios: hialuronidase, fosfolipase A1 e antigeno 5. Os efeitos citotoxicos, hemoliticos e
neurotdxicos estdo vinculados aos peptideos e as aminas biogénicas, enquanto a
hipersensibilidade observada em pacientes alérgicos ¢ ocasionada pelas enzimas alergénicas.
(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 sdao enzimas que hidrolisam fosfolipidios, gerando produtos bioativos,
que agem como solubilizadores de membrana, cofatores enzimaticos ou como segundo
mensageiro. Os fosfolipidios s3o construidos sobre uma cadeia de glicerol ou de esfingosina,
constituinte dos esfingolipidios, que representam uma classe de lipidios de membranas
celulares em que o fosfolipidio esfingomielina esta incluido (RADIN, 2003).

Em eucariotos superiores, os acidos graxos saturados e insaturados, sao esterificados
nas posigoes Sn-1 e sn-2 do glicerol, respectivamente. As fosfolipases podem ser classificadas
quanto a ligagdo clivada em seus substratos, dando origem a cinco grandes familias:
fosfolipases Al, fosfolipases A2, fosfolipases B, fosfolipases C e fosfolipases D.

Entre os alérgenos de veneno dos Hymenoptera sociais podem ser encontradas dois
tipos de fosfolipases: Al (PLA1) e A2 (PLA2).

A enzima fosfolipase Al, amplamente distribuida em diversos tecidos e organismos
possui importante funcdo fisioldgica na hidrdlise de glicerofosfolipideos, além de possuir
importante interesse do ponto de vista industrial, devido a produg¢ado de 2- acilfosfolipideos de
elevado valor comercial. J4 os lisofosfolipideos resultantes da acdo da PLAI1 possuem
propriedades emulsificantes e desempenham grande importincia para as induastrias de
alimentos, farmacéuticas e de cosméticos (SONG, RHEE, 2001).

As fosfolipases A2 podem ser divididas em cinco grupos principais: as Ca’"
dependentes - PLA2 secretorias (sPLA2), citosdlicas (cPLA2), acetilhidrolases fator de
agregacio plaquetaria (PAF-AH) e as lisossomicas, e as Ca>" independentes, sdo todas elas
divididas de acordo com o mecanismo catalitico e suas caracteristicas funcionais e estruturais.
As PLA2 secretdrias foram subdivididas em quatorze grupos, de acordo com o nimero de

residuos de aminoacidos e posi¢ao das ligagdes dissulfeto, sendo que as PLA2 dos venenos de



serpentes estdo incluidas nos grupos I e II (SCHALOSKE, DENNIS, 2006). Essas enzimas
sdo pequenas, com massa molecular variando de 13 a 18 kDa, e causam destruicdo celular
pela interferéncia nos processos fisioldgicos normais da vitima (KINI, 2003).

As fosfolipases A2 catalisam a hidroélise da posi¢cdo sn-2 dos glicerofosfolipideos de
membrana, produzindo 1- acilfosfolipideos e acidos graxos livres. Quando o acido graxo
gerado ¢ o acido araquiddnico, representa importante reagdo, ja que este ¢ convertido por
enzimas metabolicas em varios compostos bioativos, como as prostaglandinas e os
leucotrienos.

Em venenos de abelhas Apis mellifera, as fosfolipases A2 representam cerca de 12 %
de sua composicao (REISMAN et al., 1987) e sdo as enzimas mais ativas entre as conhecidas.
As PLA2 também sao encontradas nos venenos das serpentes Naja nigricollis, Najanaja atra
e no veneno da vespa Vespa basalis. Por outro lado, as fosfolipases do tipo Al sdo mais
comuns nos venenos de vespas sociais ¢ formigas (NAKAJIMA et al., 1985). De acordo com
King et al. (2003), em veneno de vespas, a agdo da fosfolipase Al, nas repostas associadas
aos processos inflamatdrios, € potencializada com a degranulagdo de mastocitos, por um
mastoparano (MCD), enquanto que, em veneno de abelhas a fosfolipase A2 age em
sinergismo com o peptideo melitina (PIEK, 1985).

Santos et al., (2007) constataram a presen¢a de PLA1 no veneno de P. paulista, ¢ a
caracterizaram bioquimica, funcional e estruturalmente. Demonstraram a existéncia de
diferentes isoformas para esta enzima, indicando que a purificacdo de uma isoforma
especifica seria quase que impossivel devido as similaridades bioquimicas e fisico-quimicas.
Segundo os autores, a existéncia de varias isoformas pode ser um mecanismo de atribuigdo de
diferentes funcdes a mesma enzima durante os envenenamentos.

As fosfolipases de veneno induzem a sintese de IgE especifica e agem
sinergisticamente com outras toxinas, causando efeitos farmacolégicos como a hipotensao,
podendo inibir a coagulagdo sanguinea 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 agregacdo plaquetaria, trombose e vaso constricdo, encontrando forte
agregacao plaquetaria em concentragdes nano molares. Apenas 18 nM de PLA1 pura foram
capazes de causar 85% de agregacao de plaquetas em 60 segundos. Este foi o primeiro relato
de que PLA1 de vespas pode induzir agregacdo plaquetaria, uma vez que os estudos eram

feitos apenas focando as atividades antialérgicas ou a atividade da PLA2.



Estudos demonstram que apesar de limitadas informagdes sobre a origem molecular e
bioquimica das isoformas de PLA1, elas podem estar envolvidas na liberagdo e indugdo de
mediadores associados as células T helper2, mastocitos e macrofagos e, possivelmente
também a outras células apresentadoras de antigenos (KING et al., 2001). Em geral, PLA1 de
venenos de vespas apresentam niveis variaveis de IgE com reatividade cruzada, sugerindo a
existéncia de multiplos determinantes antigénicos (KING et al., 1996).

Embora as fosfolipases de vespas e abelhas apresentem algumas similaridades
estruturais, os dados da literatura demonstram que nao ha ocorréncia 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 padrao filogenético,
sendo que, evolutivamente, as familias mais proximas apresentam maior similaridade de
sequéncias, 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 diagnostico de alergia ao veneno de Hymenoptera ¢ baseado em testes
de superficie da pele, e testes in vitro de deteccdo de IgE especifico para alérgenos ou de
ativagdo de basofilos (BILO et. al. 2005). O diagndstico especifico constitui um pré-requisito
fundamental para o sucesso da imunoterapia. Até o momento, no Brasil, o diagnostico ¢ feito
mediante uso de extratos de veneno bruto o que estd associado a ocorréncia de reatividade
cruzada devido a presenca, em varios alérgenos, dos carboidratos determinantes de
reatividade cruzada (CCDs). A incidéncia de reatividade cruzada durante o diagnostico
conduz a identificacdo errada da espécie que causa a alergia e inclusdo de venenos nao
representativos no desempenho da imunoterapia, o que provoca sensibilizagdo inespecifica e
reagOes colaterais adversas.

Os alérgenos recombinantes t€ém sido usados como uma estratégia muito eficiente para
melhorar os resultados do diagnostico especifico de alergia resultando no desenvolvimento do
diagnostico baseado em componentes definidos - do inglés: Component Resolved Diagnosis
(CRD). Na atualidade existem varios alérgenos recombinantes ja aprovados comercialmente
para uso no diagnostico. Entre eles, os mais utilizados sdo a fosfolipase A2 de Apis mellifera
(Api m 1), o antigeno 5 (Ves v 5) e fosfolipase A1 de Vespula vulgaris (Ves v 1). Varios

estudos publicados com variantes recombinantes destas proteinas na forma nao glicosilada



permitiram detectar a ocorréncia de dupla positividade e diferenciagdo com ocorréncia de
reatividade cruzada.

O uso de Ves v 1 junto com Api m 1, hialuronidase de A. mellifera (Api m 2) e Vesv 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 sensibilizagdo a extrato
de venenos dos dois grupos de Hymenoptera (MITTERMANN, et al. 2010). Miiller et al
usando Ves v 1 junto com rVes v 5, ¢ rApi m 1 acharam que s6 47% de 76 pacientes
previamente identificados com dupla positividade aos extratos de veneno de A. mellifera e de
V. vulgaris reagiram com os trés alérgenos recombinantes (MULLER 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, ¢ que
previamente tinham sido identificados com dupla sensibilidade (SEISMANN et al. 2009).
Recentemente, os alérgenos Ves v 1 e Ves v 5 tém sido usados junto com os seus homoélogos
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 ndo existem no Brasil alérgenos recombinantes aprovados para uso no
diagnostico especifico de alergia ao veneno de Hymenoptera, mesmo com a grande niimero
de espécies endémicas que causam acidentes de importancia clinica. Esta situacdo provoca o
diagnostico errado e compromete a seguranga da imunoterapia € demonstra a necessidade de
pesquisas dirigidas a obtencdo destas proteinas, a fim de conseguir desenvolver sistemas de

CRD e aumentar a eficiéncia das intervengdes clinicas para o tratamento de alergia.

1.4 EXPRESSAO HETEROLOGA EM E. coli

Mais de 60 alérgenos do veneno de diferentes espécies de Hymenoptera tém sido
clonados, expressos (SPILLNER et al. 2014) e avaliados para seu uso no diagnostico e
imunoterapia de alergia. E.coli continua sendo o sistema mais comum para objetivos
académicos e de pesquisa, devido aos elevados niveis de expressao proteica e acimulo rapido
de biomassa, relativa facilidade de manipulagdo genética, e por ter um rapido crescimento em
meios de cultura de baixo custo (BANEYX, MUJACIC, 2004; WALSH, 2004).
Adicionalmente, neste caso, a expressao usando E.coli, tem a vantagem de que os alérgenos
produzidos nao sao glicosilados, evitando assim a presenga dos CCDs, e potencial ocorréncia de
reatividade cruzada durante o diagnostico. No entanto, a producao de alérgenos recombinantes

usando E.coli tem dificuldades associadas a impossibilidade da bactéria de realizar modificag¢des
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pos-traducionais e formagdo de pontes dissulfeto devido as condi¢des redutoras do citoplasma
bacteriano. Essas caracteristicas impedem em ocasides o correto enovelamento da proteina pela
formagdo de epitopos conformacionais que sdo importantes no reconhecimento do alérgeno pelo
sistema imunoldgico. Adicionalmente, a producdo de um elevado numero da mesma proteina,
com enovelamento incorreto provoca a formagdo no citoplasma bacteriano de corpusculos de
inclusdo insoluveis, constituidos pela proteina heterdloga. As unidades proteicas contidas nestes
corpusculos ndo podem ser purificadas nem usadas para analises de fung@o bioldgica e portanto, ¢
necessario aplicar um procedimento de solubiliza¢do dos corpusculos.

O uso de E. coli na expressdo de alérgenos do veneno de Hymenoptera mostrou diferentes
resultados em dependéncia das caracteristicas estruturais da proteina. Uma variante de Api m 1
expressa em E. coli mostrou caracteristicas estruturais € um perfil imunologico semelhante a
forma natural (DUDLER et al. 1992). Nesse caso, a glicosilacdo ndo representou um fator critico
para o correto enovelamento da proteina. Em contraste, a expressdo heterologa de Api m 2 em E.
coli produziu uma proteina com baixa atividade enzimatica ¢ baixa capacidade de unido 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 niveis semelhantes
de atividade enzimatica que a forma natural apds ré-enovelamento in vitro da proteina mostrando
uma alternativa para recuperar a estrutura nativa dos alérgenos expressos neste sistema, e
portanto, das suas caracteristicas imunoldgicas (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 niveis superiores aos
observados para a variante natural (nPoly p 2). Neste caso, a proteina foi expressa na forma
insoluvel, e depois foi solubilizada, mas nao 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 niveis usando culturas de E. coli a
baixas temperaturas (16 °C). O alérgeno reconheceu sIgE de pacientes alérgicos ao veneno desta
espécie.

Os problemas relacionados & glicosilagdo e com a presenga de pontes dissulfeto na
estrutura de proteinas expressas no sistema de E. coli podem ser enfrentados usando diferentes
estratégias que permitam um enovelamento correto da proteina heterdloga. Entre elas, tém sido
descritas a expressdo junto a chaperonas moleculares (SORENSEN, MORTENSEN, 2005) e
expressao usando vetores de direcionamento da proteina para o periplasma bacteriano, sendo que,

este ¢ um ambiente menos redutor (BERKMEN, 2012). Adicionalmente, podem ser utilizadas
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estratégias que incluem mudancas nas condigdes de cultura como uma diminuicdo da
concentragdo de indutor, da temperatura e da aeracdo, as quais diminuem a velocidade de
producao da proteina, além dos niveis de expressdo, contribuindo assim ao correto enovelamento.
Ao menos um trabalho mostrou que a expressdo de uma lipase, a baixas temperaturas (6 °C-
10°C), previamente obtida em E. coli BL21 DE3 na forma insolavel, permitiu a produg¢do da
proteina solivel (SONG et al., 2012) e com atividade enzimatica semelhante a da forma
natural.

Um elevado numero de proteinas heterdlogas sao expressas em corpusculos de
inclusdo mesmo empregando as estratégias mencionadas anteriormente. No entanto, proteinas
biologicamente ativas e com dobramentos corretos podem ser obtidas a partir destes
corpusculos de inclusao desde que sofram completa desnaturagdo e posteriormente um correto
processo de renaturacdo. A solubiliza¢do 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 tampdes, diminuindo
gradativamente a concentra¢do do agente desnaturante (JEVSEVAR et al., 2005; TSUMOTO
et al., 2003). E importante mencionar que as condi¢des de temperatura e fundamentalmente de
forca i6nica e pH, condicionam drasticamente a eficiéncia do processo de solubilizagdo e que

os valores 6timos podem variar entre uma e outra proteina (VEMULA et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

Otimizar a expressdo recombinante e solubiliza¢ao da fosfolipase Al de veneno de Polybia
paulista previamente obtida no Laboratério de Biologia Molecular de Artrépodes (LBMA -
UNESP-RC), usando E.coli, visando sua avaliagdo no diagnostico especifico de alergia ao

veneno da vespa. A otimiza¢do de ambas as etapas foi feita mediante:

a) Avaliagdo de diferentes condigdes de expressdo em E.coli (temperatura, tempo de indugao

e concentracao do indutor) com o objetivo de obter a proteina recombinante na forma soluvel,

b) Avaliagdo de diferentes tampdes temperatura de solubilizagdo, além de diferentes
concentragdes de agente caotropico visando aumentar a porcentagem de rPoly p 1
solubilizada, a partir de corpusculos de inclusdo obtidos em E.coli, considerando-se a

expressao insoluvel.

c) Analise comparativa dos resultados da purificagdo de rPoly p 1 usando os sistemas

comerciais IMAC Ni*" -NTA (Qiagen, US) e HisTrap HP (GE Healthcare, US).
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3. METODOLOGIA

3.1 SELECAO DO CLONE DE MAIOR EXPRESSAO.

Para selegdo do clone realizou-se a avaliagdo comparativa da expressao de rPoly p 1 de quatro
clones previamente obtidos no laboratério. Pré-inoculos de 5 mL de meio LB liquido
contendo 30 pug/mL de canamicina foram feitos a partir de cada clone. As diferentes
suspensOes bacterianas foram crescidas 16 horas a 37° C sob agitagdo de 220 rpm. Em
seguida, 3mL de cada suspensdo foram inoculados em 50 mL de LB/canamicina 30 pg/mL
sob agitagdo constante a 37°C até atingir uma densidade optica (DO a 600 nm) de 0,4 — 0,6.
Com a finalidade da selecdo do clone de maior expressdo, nesta etapa a expressao foi feita sob
as condicdes anteriormente estabelecidas como as melhores: adigdo de IPTG ImM (isopropil-
b-D-tiogalactosideo) (Qiagen, Cat. n° 129921), e incubagdo a 20°C durante 6 ¢ 10 horas. A
expressdo foi avaliada mediante eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE), utilizando um padrdo de proteinas de massas moleculares conhecidas.

3.2 SDS-PAGE E DOSAGEM DE PROTEINAS

As analises de eletroforese da rPoly p 1 foram realizadas por SDS-PAGE 15% (w/v) usando a
metodologia descrita por Laemmli (1970) com modificacdes. Os géis foram corados com
Azul de Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB). A concentragdo de proteinas presentes nos
extratos de venenos e nas preparacdes de rPoly p 1 foi determinada pelo método de
Coomassie Blue “binding” descrita por SEDMAK e GROSSBERG (1977), utilizando-se
albumina bovina como padrdo. Em todas as analises, o marcador de peso molecular utilizado
foi o Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 100kDa da GELifesciences.
Code: RPN756E.

3.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE rPoly p I NA FORMA SOLUVEL

Para a obtencdo de rPoly p 1 solavel foram avaliadas diferentes condi¢oes de expressdo
incluindo concentragdes de IPTG (0,1mM, 0,5mM e 1 mM), valores de temperaturas (10°C e
20°C) e tempos de expressdao 4h, 6h, 10h e 24h. O protocolo para inducdo ¢ semelhante ao

descrito no item 3.1
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3.4 SOLUBILIZACAO DOS CORPOS DE INCLUSAO.

Os corpusculos de inclusdao de rPoly p 1 foram ressuspendidos usando diferentes tampoes,
valores de pH e temperatura visando realizar uma avaliagdo comparativa dos resultados e
selecdo das condigdes Otimas de solubiliza¢do. Para a solubilizagdo, os pellets obtidos apds
indu¢do foram lavados usando os diferentes tampoes de solubilizagdo sem ureia. Apos
lavagem, os pellets foram ressuspendidos usando os tampdes com ureia 8M e incubados sob
agitacdo (180 rpm), em diferentes temperaturas. Apos a solubiliza¢do, as amostras foram
centrifugadas a 4°C e 8000 rpm, para separar o pellet do sobrenadante. As duas fragdes foram

posteriormente analisadas mediante SDS-PAGE.

3.4.1 AVALIACAO DOS TAMPOES DE SOLUBILIZACAO

Para a avaliacdo da composic¢ao e pH, foram utilizados os seguintes tampdes:

1. Tampao citrato-fostato (0,1M &cido citrico e 0,2M fosfato de sddio bibasico, pH=2.6);

2. Tampao Tris-HCI (0,1 M Tris, 0,1 M 4cido cloridrico, NaCl 150 mM, ureia 2-8M, pH=7.0)
3.Tampao fosfato (0,1M fosfato monobasico de sédio, 0,1M fosfato bibasico de so6dio; NaCl
150 mM, ureia 2-8M, pH=8,0).

4. Tampao carbonato-bicarbonato (0,1 M carbonato de sédio, 0,1M bicarbonato de sodio,

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

3.4.2 AVALIACAO DO EFEITO DA TEMPERATURA E CONCENTRACAO DE UREIA

Para testar o efeito da temperatura, os corpusculos de inclusdo foram solubilizados usando
cada um dos tampdes descritos na se¢do anterior a 8 °C (overnight) e 25 °C (quatro horas). O
efeito de concentragdo do agente caotropico foi avaliado apds selecdo do tampao e
temperatura 6tima para solubilizag¢do, usando ureia 2M, 3M, 4M, 5M, 6M e 8M. As fragoes

soluveis e insoluveis foram separadas e avaliadas mediante SDS-PAGE.
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3.5- PURIFICACAO DA rPoly p 1

Para a purificacdo do alérgeno recombinante foram usados os sistemas comerciais HisTrap
HP (GE Healthcare, US) 5X ImL e IMAC Ni*" -NTA (Qiagen, USA), seguindo em cada caso
as indicagdes do fabricante. Para a purificacdo, usando ambos os sistemas, as amostras foram
passadas por colunas Amicon Ultra 15 mL, 10 000 NMWL (EMD Millipore, USA) para troca
do tampao. Finalmente foi realizada uma analise comparativa dos resultados da purificagdo

usando cada sistema.
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4.1 SELECAO DOS CLONES PARA EXPERIMENTOS DE AVALIACAO

Dos quatro clones usados na avaliagao para sele¢do do melhor deles, o clone 4 mostrou os

maiores niveis de expressao de rPoly p 1 (Figura 1, Tabela 1) sendo 10 horas o tempo 6timo

de indugao. Tempos superiores ndo aumentam os niveis de proteina expressa (ndo mostrado).

34kDa
—

4 5 6

8 9

Polyp 1
rPoly p

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 pos indugdo, 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 ¢

10 horas p.i.).

Tabela 2: Resultados da quantificacdo de proteinas totais apds expressdo com os diferentes clones de E.coli
BL21 DES3 transformados com pET-28a contendo a sequéncia de rPoly p 1.

CLONE TEMPO APOS INDUCAO | CONCENTRACAO DE PROTEINAS
n° (h) TOTAIS (g/L)
1 6 3.9
10 43
2 6 3.6
10 4.1
3 6 3.8
10 4.4
4 6 3.7
10 47
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4.2. AVALIACAO DA EXPRESSAO DE rPoly p 1 SOLUVEL

A tentativas de obtengdo de rPoly p 1 na forma soliivel mediante mudanga de duas
condi¢des de indugdo, ndo mostrou resultados positivos. Tanto no caso da expressdo a 20 °C,
a diferentes concentracdes de IPTG (Figura 2), como no caso da expressdo a baixa
temperatura (10°C) (Figura 3) usando as mesmas concentragdes de indutor, as proteinas foram
obtidas em corpusculos de inclusdo. Desta forma, a proteina foi obtida em corpusculos de

inclusdo em todos os casos.

Figura 2. Perfis eletroforéticos em SDS-PAGE (15%) dos pellets (A) e sobrenadantes (B) resultantes
da expressdo de rPoly p 1 a 20 °C e em diferentes concentragdes de IPTG. 1- Marcador de peso
molecular (Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 100kDa. Code: RPN756E), A: 2.
Controle negativo da expressdo (rPoly p 1), 3-4: 0,1 mM (8 e 24 horas p.i) , 5-6: 1 mM (8 e 24 horas
p-1), 7-8: 0.5 mM (8 e 24 horas p.i). B: 2-3 controle negativo da expressao, 4-5: 0,1 mM (8 e 24 horas
p-1), 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 expressdo de rPoly pl a 10 °C e em diferentes concentragdes de IPTG. 1- Marcador de peso
molecular (Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 100kDa. Code: RPN756E), A: 2.
Controle negativo da expressdo (rPoly p 1), 3-4: 0,1 mM (8 e 24 horas p.i) , 5-6: 1 mM (8 e 24 horas
p-1), 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 expressdo (rPoly p 1),
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O alérgeno Poly p 1 tinha sido expresso no nosso laboratorio, usando como condigdes
de expressdo Otimas uma concentragdo de IPTG de 1M, e 20 ° C (PEREIRA, 2011). No
entanto, rPoly p 1 foi obtida em todos os casos na forma insoluvel impossibilitando sua
purificagdo e uso na imunizagdo e avaliagdes imunoldgicas. A produgdo de proteinas
recombinantes usando o sistema procariotico E. coli tem as desvantagens de que ndo ocorrem
modificagdes pos-traducionais na proteina expressa e que, o citoplasma da bactéria ¢ um
ambiente fortemente redutor, evitando assim a formagdo de pontes dissulfeto. Estudos de
protedbmica demostraram que Poly p 1 possui ao menos 13 cisteinas na sequencia primaria e
que delas, 12 estdo potencialmente envolvidas em formagdo de pontes dissulfeto (SANTOS et
al. 2007). Sendo assim, a expressao de Poly p 1 na forma solavel, no citoplasma de E.coli esta
comprometida pela auséncia destas pontes, que sdo impedidas de serem formadas. Em
consequéncia, ocorre o impedimento do correto enovelamento do alérgeno recombinante
causando que seja expresso como corpusculos de inclusao.

Viérios autores ja demostraram que a diminuicdo da concentracdo do indutor, bem
como da temperatura, durante a producdo de proteinas heterdlogas, conduz a expressao
soluvel, mesmo que em baixos niveis. Num trabalho recente SONG et al., 2012 demostraram
que a expressao no intervalo de temperatura de 6 a 10°C permitiu a producao de uma lipase na
forma soluvel, que previamente tenha sido obtida como uma proteina insoliivel. Nossa
tentativa de expressao soluvel de rPoly p 1 ndo demonstrou o mesmo resultado, possivelmente
devido a presenca das seis pontes dissulfeto presentes na sua estrutura. Uma alternativa para
tentar variar este resultado poderia ser a expressao com concentragdes de IPTG ainda menores
(0,05mM, 0,0ImM, 0,005mM) que tem sido proposta como os limites para a tentativa de
expressao soluvel em proteinas recombinantes previamente expressas em corpusculos de
inclusdo. O problema dessa estratégia ¢ que se produz uma significativa diminui¢ao dos niveis
de proteina expressa, fator critico para a realizagdo dos ensaios de avaliagdo imunoldgico dos
alérgenos. Entre outras alternativas, que ja estdo sendo aplicadas no laboratério esta a
expressdo de rPoly p 1 usando o sistema eucariotico de Pichia pastoris, no qual é possivel a
formacdo de pontes dissulfeto e assim, a expressdo soluvel deste tipo de proteinas

(BORODINA, et al. 2011).

4.3. SOLUBILIZACAO DOS CORPUSCULOS DE INCLUSAO DE rPoly p 1

Considerando os resultados da tentativa de expressdo na forma solivel de rPoly p 1, a

proxima etapa deste trabalho foi direcionada a otimizar os resultados obtidos previamente na
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solubilizagdo dos corpusculos de inclusdo do alérgeno recombinante. Inicialmente foi
realizado uma analise in silico para a determina¢do do ponto isoelétrico (pl) tedrico da
proteina heterdloga. A determinacdo mostrou um valor de pI=9,0 (n+/- 0.1). Considerando
esse valor, foram selecionados tampdes 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
solubilizagdo com o tampao que foi usado previamente (fosfato, pH=8,0) afim de realizar as
analises comparativas.

Os resultados da solubilizagdo usando os diferentes tampdes mostraram que os
maiores niveis de rPoly p 1 - solubilizada a 25 °C ¢ 8M ureia - foram obtidos com o tampao
citrato-fosfato (pH=2,6), seguido dos tampdes Tris-HCl (pH=7,0), carbonato-bicarbonato
(pH=10,2) e finalmente pelo tampao testado usado incialmente, fosfato de soédio (pH=8,0)
(Figura 4).

Figura 4. Perfil eletroforético em SDS-PAGE (15%) da solubilizagdo dos corpusculos de inclusio de
rPoly p 1 usando diferentes tampdes e ureia 8M. (1) Marcador de peso molecular (Amersham
ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 100kDa. Code: RPN756E), (2) Controle negativo da
indugdo. (3) fragao soluvel e (4) fragao insoltvel da solubilizacdo em tampao citrato-fosfato
(pH=2,6); (5) fragdo soluvel e (6) fragdo insoluvel com tampao Tris-HCI1 (pH=7,0); (7) fracao
soluvel e (8) fragao insoluvel com tampao fosfato (pH=8,0); (9) fracdo soluvel e (10) fragao
insoluvel usando tampao carbonato-bicarbonato (pH=10,2)

A influéncia da temperatura durante a solubilizagdo também foi avaliada usando as
condi¢des testadas incialmente: 4 °C durante toda a noite e 25 °C por 4 horas. As andlises dos
resultados mostram que o aumento da temperatura (25 °C) condiz com um aumento dos niveis
de rPoly p 1 soluvel (Figura 5). Adicionalmente, este resultado permite diminuir o tempo
necessario para a producao do alérgeno. Esse resultado coincide com trabalhos anteriores que

informaram que o aumento na temperatura de solubilizagdo até valores inferiores a 30 °C
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produzem aumento na eficiéncia de solubilizagdo de corpusculos de inclusdo (ASHOK et al.

TTE TN
= o 7 oy

3 4

-

Figura 5. Perfil eletroforético em SDS-PAGE (15%) da solubilizagdo dos corpusculos de inclusdo de
rPoly p 1 usando diferentes tampdes, presenga de ureia a 8M e temperaturas de 25 °C ¢ 4 °C.
(1) Marcador de peso molecular (Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers,
100kDa. Code: RPN756E), (2) Controle negativo da indu¢do. Solubilizacdo com tampao
citrato-fosfato (pH=2,6): (3) 25°C e (4) 4°C; Tris-HCI (pH=7,0): (5) 25°C ¢ (6) 4°C, fosfato
(pH=8,0): (7) 25°C ¢ (8) 4°C e carbonato-bicarbonato (pH=10,2): (9) 25°C e (10) 4°C.

As analises de eficiéncia de solubilizacdo a diferentes concentracdes de ureia
mostraram que os corpusculos de inclusdo de rPoly p 1 sdo solubilizados totalmente usando
tampdo citrato-fosfato (pH=2,6) a 25°C e 6M de ureia (Figura 5). O resultado ¢ diferente do
informado previamente para a solubilizagio de rPoly p 1 em tampao fosfato (pH=38,0) a 4°C,
porque ndo foi possivel solubilizar toda a proteina usando 8M ureia. Este resultado ¢
importante porque permite usar uma menor concentragdo deste reagente, facilitando sua
eliminagdo mediante dialises no momento da imunizac¢do dos animais para realizar os ensaios
imunolégicos.

7

v

Figura 6. Perfil eletroforético em SDS-PAGE (15%) da solubilizagdo dos corptsculos de inclusdo de

rPoly p 1 em tampéo citrato-fosfato, temperatura de 25 'C e diferentes concentragdes de ureia.
(1) Marcador de peso molecular (Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers,
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100kDa. Code: RPN756E), (2) Controle negativo da indugao; (3) fragdo soluvel e (4) fragao
insoluvel com ureia a 3M; (5) fragdo soluvel e (6) fracdo insolivel com ureia a SM; (7) fragao
soluvel e (8) fracao insoluvel com ureia a 6M,

Adicionalmente este resultado permitiu realizar um procedimento preliminar de
eliminagdo de proteinas contaminantes, visto que, usando concentracdo de ureia a 4M ¢
possivel solubilizar uma grande quantidade de proteinas de E.coli BL21 DE3, as quais sao
descartadas antes de realizar a solubilizacdo final usando ureia 6M. A Tabela 2 mostra um
resumo comparativo dos resultados obtidos no processo de otimizacdo da solubilizagdo de

corpusculos de inclusdo de rPoly p 1.

Tabela 2: Resultados da quantificagdo de proteinas totais nas diferentes condigdes analisadas
para obtengdo da rPoly p 1 solubilizada.

TAMPAO/pH TEMPERATURA | CONCENTRACAO | CONCENTRACAO
°C DE UREIA DE PROTEINAS
M) TOTAIS (FRACAO
SOLUVEL) (g/L)
citrato-fosfato 4 6 3,1
(pH=2,6): 25 6 3,4
Tris-HCI (pH=7,0) 4 8 2,9
25 8 3,1
**Fosfato/Na **4 8 1,8
(pH=8,0): 25 8 2,1
carbonato-bicarbonato 4 8 2,7
(pH=10,2): 25 8 3,0

**Condigdes de referéncia usadas no experimento inicial de solubilizagao

4.4 PURIFICACAO DA rPoly p 1

Para a purificagdo da rPoly p 1 solubilizada foram usados os sistemas comerciais
referidos na secao 3.5, segundo as indicagdes do fabricante em cada caso. Para a purificagdo
foram empregadas as amostras solubilizadas em tampao citrato-fosfato (pH=2,6), ureia 6M, a

25 °C, que representam as condigdes Otimas de solubilizacdo, segundo os resultados descritos
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na Tabela 2. Antes da etapa de purificagdo, foi realizada a troca do tampao, usando o sistema
de colunas Amicon Ultra 15 mL, 10 000 NMWL (EMD Millipore, USA) a fim de colocar as
amostras em tampao compativel com a resina das colunas de purificacao.

As anélises dos resultados mostraram que o uso da resina comercial IMAC Ni*" -NTA
(Qiagen, US) levaram a purificagdo parcial de rPoly p 1, sendo observado a presenga de
proteinas contaminantes do proteoma de E.coli BL21 DE3 na fragdo de eluicdo final (Figura
7A). Por outro lado, o uso do sistema HisTrap HP (GE Healthcare, US) permitiu a purificagao
total de rPoly p 1 (Figura 7B) mostrando uma banda tnica correspondente ao alérgeno
recombinante. Os valores de concentragdo de rPoly p 1 apds purificagdo com cada sistema

estdo resumidos na tabela 3.

Figura 7: Purificagdo de rPoly p 1. (A) IMAC Ni*" -NTA e (B) HisTrap HP. (1) Marcador de
peso molecular (Amersham ECL Rainbow Molecular Weight Markers, 100kDa. Code:
RPN756E); (2) extrato apo6s solubilizagdo; (3) Volume morto da coluna; (4) Lavagem com
imidazol 50mM; (5) Lavagem com imidazol 75 mM; (6) elui¢do com imidazol 200mM.
Observar a presenca de bandas contaminantes na regido de alta massa molecular em (A) e
auséncia 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 ligagdo especifica da rPoly p 1 do que a resina
IMAC Ni*" -NTA (Qiagen, US). Parte do alérgeno recombinante nio interage com a resina
(Figura 7A, 3) diminuindo a quantidade de proteina obtida na fracdo da eluicdo final
(imidazol 200mM). Adicionalmente, a ligagdo de rPoly p 1 é mais fraca do que no caso do
sistema HisTrap HP, sendo que na lavagem com imidazol 75 mM, foram eluidos 40% da
proteina recombinante. No caso do sistema HisTrap HP, toda a proteina recombinante

expressa interagiu com a coluna (Figura 7B, 3) e praticamente ndo se observou eluicdo de
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proteina antes da etapa final (200mM). Isto permitiu obter um maior rendimento nos niveis de

rPoly p 1 soluvel purificada (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da quantificagdo de rPoly p 1 ap6s purificagdo, usando dois sistemas

cromatograficos comerciais.

SISTEMA CONCENTRACAO DE rPoly p 1
(mg/L)
IMAC Ni*" -NTA (Qiagen, US) 100
HisTrap HP (GE Healthcare, US) 340
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5. CONCLUSOES

1. A diminuigdo das concentragdes de IPTG (0,1 mM e 0,5 mM) e da temperatura durante a
expressdao de rPoly p 1 (70 kDa) Em E.coli ndo conduziu a produgdo do alérgeno na forma

solavel.

2. A solubilizagdo de rPoly p 1 usando tampao citrato-fosfato (pH=2,6), urcia 6M e
temperatura de 25 °C permitiu um aumento significativo na produgao do alérgeno solubilizado

em relacdo as condi¢des usadas anteriormente no laboratorio.

3. O uso do sistema HisTrap HP (GE Healthcare, US) permitiu a purificagdo total da rPoly p 1
sendo este resultado superior ao obtido com a resina IMAC Ni*'-NTA, com a qual, que foi

obtida s6 a purificagdo parcial do alérgeno.

4. Os resultados descritos permitiram aumentar a disponibilidade de rPoly p 1 solavel e
purificada, um requisito necessario para e os ensaios de avaliacdo imunologica e finalmente o

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