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RESUMO

A vespa social Polybia paulista € muito agressiva e abundante nos Estados de S&o
Paulo e Sul de Minas Gerais e, responsavel por muitos acidentes de importancia
médica. Os principais alérgenos (Fosfolipase, Hialuronidase e Antigeno 5) de seu
veneno ja foram caracterizados por estudos protedmicos porém, os estudos em nivel
molecular estdo em andamento pelo nosso grupo. O Antigeno 5 (Ag 5) (~23 kDa) tem
sido relatado, em alguns venenos de vespas, como um dos mais abundantes e
importantes alérgenos, com elevada prevaléncia de ligacdo a IgE (em Vespula
vulgaris e em Polistes versicolor) enquanto que em outros, como uma molécula
hipoalergénica (em Polybia scutellaris). No Brasil, ainda nao existem extratos
alergénicos ou componentes padronizados para o tratamento e diagndstico de alergia
ao veneno de Hymenoptera. Neste trabalho, o Ag 5 de P. paulista foi clonado,
sequenciado, expresso utilizando a levedura Pichia pastoris X-33, purificado e
analisado mediante a imunodetecgéo por IgE. Os maiores niveis de expressao da
proteina recombinante rPoly p 5 foram obtidos em meio BMMY, a 28°C apds 120 horas
de indugdo com metanol. O alérgeno recombinante (rPoly p 5), obtido no meio
extracelular, foi purificado por cromatografia de afinidade em resina de Ni*? e
posteriormente por exclusao molecular em coluna de Sephadex-G 100 acoplada a um
sistema AKTA-FPLC, com um rendimento de 158 pg/mL. Em paralelo, o Ag 5 nativo
(nPoly p 5) foi extraido de glandulas de veneno de P. paulista e purificado através de
cromatografia de troca cationica. Analise de Western Blotting foi realizada para avaliar
a reatividade IgE dos soros de 10 pacientes alérgicos ao veneno de P. paulista para
rPoly p 5 e nPoly p 5. Os resultados obtidos mostraram que P. pastoris € um sistema
muito viavel para a producao heter6loga do alérgeno rPoly p 5 e que ambas as formas
desse alérgeno foram capazes de se ligar a IgE de todos os soros de pacientes
alérgicos testados. Portanto, os dados aqui encontrados podem ser utilizados para
melhoria no diagnédstico e imunoterapia especifica de alergia ao veneno de Polybia
paulista.

Palavras chave: Polybia paulista, Antigeno 5, Expressao heterdloga, Pichia pastoris,
alérgeno recombinante



ABSTRACT

The social wasp Polybia paulista is very aggressive and abundant in the states of S&o
Paulo and South of Minas Gerais, responsible for many accidents of medical
importance. The major allergens (Phospholipase, Hyaluronidase and Antigen 5) of its
venom have already been characterized by proteomic studies. However, studies at the
molecular level are in progress by our group. Antigen 5 (Ag 5) (~ 23 kDa) has been
reported in some wasp venoms as one of the most abundant and important allergens
with a high prevalence of IgE binding (in Vespula vulgaris and in Polistes versicolor),
while in others as a hypoallergenic molecule (in Polybia scutellaris). In Brazil, there are
no standardized allergenic extracts or components for treatment and diagnosis of
allergy to Hymenoptera venoms. In this work, Ag 5 from P. paulista was cloned,
sequenced, expressed using the Pichia pastoris X-33 yeast, purified and analyzed by
immunodetection by IgE. The highest levels of expression of the rPoly p 5 recombinant
protein were obtained in BMMY medium at 28 ° C after 120 hours of methanol
induction. The recombinant allergen (rPoly p 5) obtained in the extracellular medium
was purified by Ni*? resin affinity chromatography and subsequently by column
exclusion of Sephadex-G 100 coupled to an AKTA-FPLC system with an yield of 158
pg/mL. In parallel, the native Ag 5 (nPoly p 5) from P. paulista venom glands was
purified by cation exchange chromatography. Western Blotting analysis was used to
evaluate the IgE reactivity of the sera from 10 patients allergic to the P. paulista venom
for rPoly p 5 and nPoly p 5. The results obtained showed that P. pastoris is a very
feasible system for the heterologous production of rPoly p 5 and that both forms of this
allergen were able to bind to IgE from all sera of allergic patients tested. We conclude
that data found here can be used to improve the diagnosis and specificimmunotherapy
of allergy to Polybia paulista venom.

Keywords: Polybia paulista, Antigen 5, heterologous expression, Pichia pastoris,
recombinant allergen
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1 INTRODUGAO
1.1 Ordem Hymenoptera

A ordem Hymenoptera é um dos maiores grupos de insetos existentes, no qual
se classificam vespas, abelhas, formigas e moscas-da-serra. Ja foram descritas
aproximadamente 115.000 espécies, com 99 familias (HANSON, GAULD, 1995). O
numero de espécies aculeadas é de aproximadamente 50 mil, das quais, 10 a 15 mil
sdo formigas, 10 mil abelhas e as demais, vespas. De acordo com sua histéria
evolutiva, os Hymenoptera podem ser classificados em dois grupos: social e solitario.
A maioria desenvolveu glandulas especializadas para a produgdo de veneno e um
aparelho de ferroar, os quais podem ser utilizados tanto na caga de presas quanto em
sua propria defesa. Assim, o estudo do veneno torna-se bastante importante para
melhor compreendermos as alergias ocasionadas pelos acidentes por ferroadas
causadas por esses insetos (STEEN et al., 2005). Baseado na biologia e
comportamento desses insetos, o0 veneno e o aparelho de ferroar sofreram alteracoes
ao longo dos tempos, evoluindo para melhor adaptagcao dessas espécies (PALMA,
2006). Os Aculeata mais primitivos atualmente sédo representados pelos Scolioidea,
vespas escavadoras que parasitam larvas de besouros e outras espécies de vespas.
As formas ancestrais dessas vespas provavelmente deram origem a trés linhas
evolutivas maiores de aculeados que culminaram nas abelhas, vespas e formigas
(CHAUD NETTO et al., 1994). Eventuais ferroadas causadas por esses insetos
representam 1,5% - 34,1% de todos os tipos de anafilaxia relatados por ano (BILO,
2005).

Em paises tropicais, como o Brasil, existem aproximadamente 320 espécies de
vespas sociais, as quais, constituem um perigo potencial para os seres humanos
(FINEGOLD et al., 2000). A exemplo disto, a vespa social Polybia paulista (P. paulista)
(Figura 1), conhecida popularmente como “paulistinha”, € muito comum no Sudeste
do Brasil, principalmente no Estado de Sdo Paulo e tem sido responsavel pelo
crescente numero de acidentes registrados. Isto se explica pelo fato de que estas
vespas se adaptaram a areas urbanas como refugio, devido ao desmatamento das
florestas (seu habitat natural), construindo seus ninhos em cidades junto as
edificagbes humanas(AGUIAR 2006).
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Esse tipo de vespa tem como caracteristicas formar grandes colénias (mil a 5
mil individuos), construir seus ninhos com varios favos, usando materiais vegetais que
sdo coletados, triturados e umedecidos com secre¢do. Os ninhos sdo envolvidos por
uma cobertura protetora com um unico orificio de acesso e € essa caracteristica que
diferencia as espécies do género Polybia das outras (AGUIAR, 2006). As fundagdes
de novos ninhos ocorrem o ano todo independente das condi¢gdes climaticas. A sua
alimentagcdo € composta por proteinas (insetos), carboidratos (néctar), polpa de
madeira e agua (CASTRO, PALMA, 2009). A P. paulista é uma das vespas sociais
mais agressivas, sendo responsavel por inumeros acidentes de grande interesse
médico, o que justifica a necessidade de caracterizagdo dos principais compostos
alergénicos de seu veneno.

Figura 1. Polybia paulista

Fonte: (A) https://www-tc.pbs.org/wgbh/nova/anext/wp-content/uploads/2015/09/Polybia-paulista.jpg.
(B) https://c1.staticflickr.com/3/2910/14453223979 b9da83f9cc_b.jpg
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Figura 2. Taxonomia Hymenotera. (*) A Familia Vespidae inclui as Subfamilias: Eumeninae,
Euparaginae, Masarinae, Polistinae (**), Stenogastrinae, Vespinae. O Género Polybia faz parte de uma
das Nove tribos integram a Subfamilia de Polistinae (**), estando entre eles, as tribos Polistes (***) e
Epiponini (ndo mostrada no quadro) da qual faz parte o Género Polybia.

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7438.
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[ \ | [ ] | ‘
o) s ‘ Apinae ‘ ‘ Bombinae ‘ ‘ Others ‘ ‘ Vespinae ‘ ‘ Poustinae ‘ ‘ Formicinae ‘ ‘ Myrmicinae ‘
Subfamily
: | | | | *Fx
Apis ‘ ‘ Bombus ‘ ‘ Vespa ‘ ‘Doiichovepu\a ‘ ‘ Vespula ‘ ’7 Polistes w ‘ Formica ‘ ‘ Solenopsis ‘ ‘Pogonomyrmex ‘
Genus
| | | | | | | | |
Apiz melifera B. lerrestns V. crabro D. media V. germanica P. dominuis F. nufa S invicia o
i : ] ; P ocadentalis
B. medius V. orientalis D. savonica V. wigaris P. gallicus F. polyctena S richteri P. nigosus
\ A B. agrorum D. arnaria V. maculifrons P. exdamans
al ')h
Spu' I Others D. maculata V. rufa & others Others .

Fonte: (BILO, 2005).
1.2 Venenos de Vespas

Os venenos de Hymenoptera sdo constituidos por uma mistura complexa de
proteinas, enzimas, peptideos biologicamente ativos e compostos de baixa massa
molecular, os quais sao responsaveis pelas dores prolongadas, edema, eritema,
reacdes alérgicas locais e sistémicas (ESHER et al., 2001; FITZGERALD, 2006,
SANTOS et al., 2007, MULLER, 2010, KARABUS, 2012). As proteinas e enzimas
alergénicas encontradas nesses venenos apresentam a propriedade de induzir o
sistema imune a produzir anticorpos com elevada especificidade, além de
desencadear sintomas alérgicos em pacientes sensibilizados (AALBERSE, 2000).
Reacgdes sistémicas ocorrem principalmente em pacientes alérgicos, comprometendo
o bom funcionamento dos sistemas respiratério e circulatorio. Os sintomas clinicos
incluem urticaria generalizada, angioedema, queda da pressao arterial,
broncoespasmos, parada cardiaca e respiratéria e choque anafilatico (MINGOMATAJ
et al., 2014). A prevaléncia estimada de reacgdes sistémicas associadas com alergia
ao veneno de Hymenoptera (HVA) é de 0,3% - 8,9%, enquanto a anafilaxia ocorre em
0,3% - 42,8% dos casos (BILO et al., 2009).
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A alergia ao veneno de Hymenoptera € uma das reagdes de hipersensibilidade
mais severas no que diz respeito ao elevado risco de reacbes anafilaticas com

resultados potencialmente fatais.

Pacientes alérgicos a venenos de vespas podem apresentar reagdes positivas
a mais de um veneno de insetos da ordem Hymenoptera, o que pode ser ocasionado
pela reatividade cruzada de um ou mais alérgenos, tanto devido a (a) similaridade
entre suas sequéncias proteicas primarias bem como, (b) a regides determinantes de
carboidratos (CCDs) presentes nos epitopos destes antigenos. No primeiro caso, a
reatividade cruzada é explicada pelo fato de que os anticorpos sao produzidos contra
regides protéicas altamente conservadas (BARLOW et al., 1986; KING et al., 1996,
CASTRO, PALMA, 2009) e no segundo caso, porque as regides CCDs também sao
reconhecidas por moléculas de imunoglobulinas E especificas (IgEs), embora a
significancia clinica destas reagdes nao tenha sido evidenciada até o momento (JIN
et al., 2008; EBERLEIN et al., 2012; AI-GHOULEH et al., 2012).

Para os pacientes com reagdes anafilaticas ao veneno de Hymenoptera, o
unico tratamento causal e eficaz na reducdo do risco de subsequentes reacgdes
sistémicas é a imunoterapia. O diagnéstico de alergia compreende desde o historico
médico de reagao sistémica a uma ferroada, acrescido de uma resposta positiva ao
teste cutaneo e a deteccdo de anticorpos IgE especificos ao veneno. Na pratica
clinica, o diagndstico correto nem sempre € facil devido a problemas e limitagdes de
ambos os testes inerentes, especialmente quando o paciente ndo é capaz de
identificar definitivamente o inseto culpado (OLLERT, BLANK, 2015).

Os venenos de vespas contém uma variedade de proteinas, sendo que, entre
elas, as principais sao: fosfolipases, hialuronidases, fosfatases acidas, esterases
antigenos 5 (HOFFMAN, 2006; SANTOS et al., 2007, JUSTO JACOMINI et al, 2013,
SANTOS-PINTO et al., 2014 a,b) e serino-proteases (McNAIRY et al., 2000; HAN et
al., 2008). Todas sao proteinas antigénicas de elevada massa molecular que, quando
injetadas durante o ato de ferroar, iniciam uma resposta imune peculiar, sensibilizando

alguns individuos.

As fosfolipases foram bioquimicamente caracterizadas em Apis mellifera
(HABERMANN et al., 1957) e em alguns venenos de vespas neotropicais (CASTRO
et al., 1994; OLIVEIRA et al., 1998; COSTA et al., 2000) e sdo responsaveis pela
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hidrélise dos fosfolipidios da membrana plasmatica das células, permitindo a difusédo
de algumas toxinas dos venenos para o interior das células. Essa enzima, juntamente
com a hialuronidase, é responsavel pela formacdo de edemas apods a ferroada
(CASTRO et al., 2009).

A hialuronidase é uma glicoproteina de 45 kDa (KOLARICH et al., 2005),
pertencendo a um grupo de enzimas que hidrolisa o acido hialurénico (HA), um
polissacarideo de alta massa molecular. O HA se localiza no intersticio celular e possui
a propriedade de manter a adesao celular. Pela acdo da hialuronidase, o HA é
transformado em pequenos fragmentos, diminuindo significativamente sua
viscosidade e facilitando a difusdo dos componentes do veneno para o interior das
células (RICHES, 1982; SANTOS et al., 2010).

As fosfatases sao encontradas em grande quantidade em venenos de abelhas.
Essas enzimas também atuam como alérgenos importantes (SCHMIDT et al., 1986).
O veneno da vespa P. paulista, apresenta os dois tipos de atividades de fosfatase, a
atividade acida e a alcalina (OLIVEIRA, 1994). As esterases s&o importantes no
processo de lise celular, mas segundo Schmidt et al. (1986) sua fungéo especifica

ainda nao esta definida.

As proteases ainda tém sido pouco caracterizadas em venenos de insetos
sociais (SCHMIDT, 1982; DOTIMAS, HIDER, 1987; BANKS, SHIPOLINI, 1986). A
maioria desses venenos nao contém quantidades significantes de proteases, porém,
uma alta atividade ja foi constatada no veneno de uma vespa social Polistes
infuscatus, no de uma formiga Eciton burchellie no de uma espécie de abelha Bombus
pennsylvanicus (SCHMIDT et al., 1986; HOFFMAN, JACOBSON, 1996). As proteases
catalisam a quebra das ligagdes peptidicas em proteinas, e o termo “peptidases” pode
ser utilizado para denominar qualquer enzima que hidrolisa este tipo de ligagao
(VERMELHO, 2008).

O antigeno 5 (Ag 5) é um alérgeno bastante comum nos venenos dos
himendpteros sociais. A fungdo biolégica desta proteina ainda € desconhecida,
embora muitos estudos demonstrem sua alergenicidade. Além disso, ha também um
grande numero de relatos sobre a presenga de proteinas altamente semelhantes ao
Ag 5 em diversos e diferentes sistemas animais e vegetais, tais como, no intestino de
Drosophila (KOVALICK et. al., 1998), em saliva de carrapatos (MANS et. al., 2008),
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em flebotomineos (CHARLAB et. al., 1999), mosquitos (CALVO et. al., 2007), além de
ter sido encontrado na glandula de veneno e cérebro de abelhas Apis melifera
(VAERENBERGH et al., 2013). King (1989) utilizando testes cutaneos demonstrou
também a existéncia de reatividade cruzada entre Ag 5 de veneno de vespdes com
proteinas relacionadas a defesa contra patogenicidade em plantas (PRPs) —
encontradas tanto em folhas de tabaco como no tomate.

O total desconhecimento da fungdo do Ag 5, tanto no sistema de venenos
quanto em outros sistemas onde tem sido relatado, se traduz na importancia dos
estudos e pesquisas que possam trazer maior discernimento sobre sua real funcéo e

potencialidades.

2 ANTIGENO 5
2.1 Primeiros relatos e caracteristicas gerais

Em 1978, King e colaboradores identificaram uma proteina de
aproximadamente 23 kDa no veneno de Dolichovespula maculata, a qual nomearam
de Antigeno 5 (Ag 5). A partir de entdo, o alérgeno Ag 5 tem sido frequentemente
descrito nos venenos de diferentes espécies de vespas sociais pertencentes aos
géneros Polistes, Dolichovespula, Vespa, Vespula e Polybia, sendo relatado como o
alérgeno majoritario presente no veneno destas vespas sociais (HOFFMAN, 2006;
SANTOS et al., 2010, SANTOS-PINTO et al., 2014 a,b). Tem sido considerado como
o componente mais alergénico do veneno de vespas, superando as enzimas

hialuronidases, fosfolipases e fosfatases acidas (NAKAJIMA, 1986).

Esse alérgeno apresenta: (a) massa molecular em torno de 23-26,5 kDa; (b)
sequéncia N-terminal com elevada identidade, quando comparado entre os venenos
de varias espécies de vespas sociais (HOFFMAN, 1993); (c) fungdo bioldgica
desconhecida (KING et al., 1990) e (d) as proteinas Ag 5 formam um clado importante
e distinto de proteinas secretoras ricas em residuos de cisteina (CRISP — Cysteine
Rich Secretory Proteins). A analise de seus dominios proteicos mostra que este
alérgeno é membro de uma superfamilia denominada (CAP), cujos membros séo
encontrados numa ampla gama de microrganismos que abrangem cada um dos
reinos, animal e vegetal, tal como as proteinas relacionadas a patogenicidade em
plantas (Pathogenesis-related — Pr 1) (GIBBS, et al., 2008).
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7 CONCLUSOES

Através do desenho de primers especificos para o Ag 5 de Polybia paulista a
sequéncia completa do cDNA Poly p 5 (621 bp) foi obtida e depositada no GenBank
sob o cédigo GenBank: KU558986.1

Apds otimizagao de codons e clonagem em vetor de expressao pPICZa, a expressao
heter6loga da proteina rPoly p 5 em levedura P.pastoris foi muito bem sucedida e em
niveis de 158 pg/mL, sendo expressa em duas formas (30 kDa e 23 kDa), muito

provavelmente devido a diferentes graus de glicosilagdo entre ambas.

Devido a diferengca de 10 kDa entre ambas formas de rPoly p 5, expressas em
levedura P.pastoris, as mesmas puderam ser muito eficientemente separadas por
exclusao molecular, permitindo a obtencédo da forma de 23 kDa com alto grau de
pureza, a qual, exibe massa molecular esperada e de grande similaridade com outros

Ag 5 de veneno de Hymenoptera sociais.

O soro imune de pacientes alérgicos ao veneno de P. paulista, reconheceu
especificamente a banda correspondente a proteina rPoly p 5 (~25 kDa) em uma
intensidade semelhante do alérgeno nativo nPoly p 5.

O padrdao de reconhecimento dos soros imunes ao alérgeno rPoly p 5 sugere
fortemente que este antigeno recombinante podera ser utilizado para desenvolver um

kit diagndstico de alergia, bem como para imunoterapia especifica (IT).
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