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Resumo

Objetivo: alguns pacientes alérgicos ao veneno de vespas
apresentam pesquisa negativa de IgE especifica com os extra-
tos disponiveis. Para investigar esta falta de reagdo cruzada,
este estudo pretende caracterizar os antigenos principais do
veneno de uma das espécies encontradas no Brasil, a Agelaia
pallipes, utilizando a analise protedmica.

Método: realizamos eletroforese bidimensional com veneno
de Agelaia pallipes. Na primeira dimens&o utilizamos tiras de
gel de 7 cm com gradiente de pH de 3.0 -10.0, e na segunda
SDS-PAGE 15%. Com os géis feitos em duplicata, o primeiro
foi transferido para nitrocelulose e incubado com o soro de pa-
ciente sensibilizado (diluiggdo 1:5). A imunodetecgao foi realiza-
da com anti-IgE humana biotinilada e ECL (Enhanced Chemilu-
minescence). No segundo gel, corado com Coomassie, os spots
correspondentes as proteinas reconhecidas pela IgE através do
immunoblotting foram processados e analisados no espectro-
metro de massa do tipo MALDI-ToF. A identificagdo foi obtida
por PMF - Peptide Mass Fingerprinting.

Resultados: a eletroforese bidimensional com o veneno da
Agelaia pallipes evidenciou varias proteinas com peso molecu-
lar (PM) abaixo de 20kDa. Com immunoblotting foram detecta-
das proteinas reconhecidas pela IgE com PM entre 20 e 38
kDa. Pela andlise prote6mica, estas proteinas foram identifica-
das principalmente como antigeno 5 e serino-proteases.

Conclusdo: este é o primeiro trabalho a identificar alérge-
nos de vespas neotropicais com analise proteémica. Além do
antigeno 5, identificamos serino-proteases que apenas recen-
temente foram citadas neste tipo de amostra biolégica, mos-
trando semelhanga parcial entre estas e proteinas de venenos
de vertebrados (serpentes). Nosso projeto futuro serd o se-
quenciamento das amostras.
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Abstract

Objectives: Some patients allergic to vespid venoms have
negative specific IgE tests when using the available extracts.
To assess this lack of cross-reactivity, this study intends to de-
termine the major allergenic proteins of Agelaia pallipes venom
(one of the species found in Brazil) using the proteomic analy-
sis.

Methods: Agelaia pallipes venom (50 glands) was sub-
mitted to bidimensional electrophoresis using immobilized pH
gradient strips (3.0 -10.0) for the first dimension and 15%
PAGE gel for the second dimension. Gels were made in duplica-
te. One of them transferred to a nitrocellulose membrane and
incubated with the serum from a sensitized patient diluted 1:5.
Immunoblot detection was performed with biotinilated human
anti-IgE and ECL (Enhanced chemiluminescence). On the other
gel, after Coomassie Blue staining, the spots corresponding to
the proteins recognized by specific IgE in the immunoblotting
were processed and analyzed using a MALDI-ToF mass spec-
trometer . Identification was obtained by Peptide Mass Finger-
printing (PMF).

Results: the bidimensional electrophoresis with the venom
showed many proteins with molecular weight (MW) lower than
20 kDa. Proteins recognized by specific IgE with immuno-
blotting essays had MW between 20 - 38 kDa. Those proteins
were identified as Antigen 5 and serine-proteases.

Conclusion: This is the first study to identify neotropical
venom allergens using proteomic analysis. Allergens were
identified as Antigen 5 and serine-proteases that were recently
reported on this kind of biologic samples. These proteases also
presented with partial similarity with those from vertebrates
(snakes). The next step of our study will be the sequencing of
these proteins.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 2005; 28(1):20-25 Hymenop-
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Anélise protedmica

Introducdo

O diagnéstico das reagGes alérgicas a veneno de Hyme-
noptera (abelha, vespa, formiga) é feito baseado na histé-
ria clinica e pesquisa de IgE especifica in vivo, pelos testes
cutdneos de hipersensibilidade imediata; ou in vitro, pela
determinacdo sérica de IgE especifical, entretanto, em cer-
tas situagGes, os testes cutdneos e a determinagdo in vitro
da IgE especifica apresentam um valor preditivo limitado,
mesmo quando o paciente possui histéria de reagdo sisté-
mica, pois os extratos comercialmente disponiveis para a
realizagdo dos testes, sdo provenientes de outros paises e
em muitas ocasides como é o caso das vespas, diferem das
espécies encontradas aqui no Brasil. Este fato tem impor-
tante repercussdo no diagnoéstico e tratamento dos indivi-
duos vitimas de ferroadas, uma vez que a imunoterapia
para veneno de Hymenoptera dirigida pela pesquisa de IgE
especifica tem mostrado eficacia de até 90 a 100%, de
acordo com anadlises sistematicas da literatura sobre o as-
sunto?.

Em um dos poucos estudos realizados no Brasil, Castro
et al® compararam os constituintes do veneno de abelha
africanizada (Apis mellifera) e da vespa Polistes versicolor,
mostrando baixa reatividade cruzada entre o0s venenos
destas espécies, e chamando atengdo para a alta incidéncia
de resultados falsos-negativos durante determinagdes de
IgE especifica para Polistes versicolor quando utilizou-se
extratos com venenos de vespas de climas temperados
(Europa e EUA).

Mais recentemente, Esher et al* avaliaram 138 pacientes
com histéria de reagdo a abelha, vespa e formiga no Brasil,
e relataram que os métodos de determinagdo para IgE es-
pecifica in vitro, sobretudo o RAST apresentam baixa sensi-
bilidade e especificidade em nosso meio, principalmente
para vespa, provavelmente devido a grande diversidade de
espécies presentes no Brasil, diferentes daquelas utilizadas
para a obtengdo dos extratos usados para diagnéstico e
tratamento, provenientes da Europa e Estados Unidos.
Neste trabalho, o isolamento das vespas causadoras dos
acidentes e a obtengdao de extratos provenientes das es-
pécies locais aumentaram significativamente a positividade
do teste cutaneo, permitindo um diagnéstico mais preciso.

O presente trabalho teve como objetivo identificar as
proteinas reconhecidas por IgE do veneno através de im-
munoblotting, utilizando soro de pacientes sensibilizados;
caracterizar os antigenos imunodominantes do veneno da
vespa Agelaia pallipes, utilizando a andlise protedmica, por
espectrometria de massa e seqlienciamento peptidico.

Material e Métodos

Obtencédo do soro

Foram coletadas, por venopungao, amostras de sangue
de paciente com histéria de reagdo sistémica apds ferroada
de vespa identificada como Agelaia pallipes, antes do inicio
de tratamento especifico. O paciente, masculino, 59 anos,
natural e procedente de Itapagipe (MG), informa que ha
quatro anos, sofreu uma ferroada de vespa em face. Logo
em seguida apresentou mal-estar geral, nduseas e des-
maio, melhorou espontaneamente trés horas depois (SIC).
Ap0s este episédio foi ferroado pelo menos mais trés vezes
pela mesma vespa com quadro muito semelhante ao ja
descrito, queixando-se ainda de falta de ar, sem lesdes cu-
taneas. A amostras foram centrifugadas a 2000 rpm, du-
rante dez minutos, para separagao do soro que foi aliquo-
tado em tubos “Eppendorf’ e estocado em freezer a -
200C, até a realizagdo do ensaio de imunoblotting com IgE.

Obtencao do veneno da vespa
O veneno da espécie Agelaia pallipes foi extraido confor-
me método previamente descrito®. Ap6s a captura, os inse-
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tos sdo imediatamente congelados a -80°C e levados ao la-
boratério para confirmar a identificagdo taxon6mica. As
vespas sdo entdo dissecadas e o reservatério do veneno
(glandula) é extraido com o uso de microbisturis. Estes re-
servatoérios sdo cuidadosamente lavados em solugdo isotd-
nica, perfurados e agitados suavemente em solugdo isot6-
nica por cinco minutos a 4°C e centrifugados a 12000 rpm
por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante & usado como extra-
to do veneno.

Eletroforese Bidimensional

Com a eletroforese bidimensional (2D) fez-se a separa-
¢do e identificagdo de proteinas presentes em uma amostra
pelo deslocamento em duas dimensdes divergentes 90°
uma da outra, aumentando a resolugdo da separagdao. No
primeiro passo as proteinas sdo separadas de acordo com
0 ponto isoelétrico (pI), e na segunda dimensdo, a separa-
gdo ocorre baseada no peso molecular (PM). Cada “spot”
obtido apds uma corrida utilizando eletroforese 2D, corres-
ponde a uma proteina.

Na preparagdo da amostra utilizamos quantidade de
veneno correspondente ao conteudo de 50 glédndulas de
veneno da espécie Agelaia pallipes, contendo aproximada-
mente 300ug de proteina total. Além disso, usamos o ve-
neno dialisado, para diminuir a quantidade de sal e melho-
rar a focalizagdo isoelétrica.

Apos a didlise, a amostra foi diluida diretamente na so-
lugdo de rehidratagdo. Na focalizagdo isoelétrica utilizamos
gradientes de pH imobilizados (IPG) em tiras de gel com
faixa de pH 3,0 a 10,0 e com 7 cm de comprimento (Im-
mobiline DryStrip gels — Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia). Antes da corrida eletroforética, estas tiras foram
rehidratadas durante doze horas em solugdo contendo
uréia a 8M, CHAPS 0,5%, 0,5% da solugdo tampédo IPGE,
Ditiotreitol a 0,2% e azul de bromofenol 0,002%. A corrida
isoeletroforética foi processada na cuba de eletroforese
Ettan IPGphor Isoelectric Focusing System (Amersham
Biosciences, England) com um gradiente de voltagem au-
mentado gradualmente (500V por 30min - 2x, 1000V por
30 min - 2x, e 5000V por 1:30h, acumulando no final um
total de 8000V/h.

A segunda dimensao foi realizada em gel de poliacrila-
mida (SDS-PAGE) sob gradiente de 15%, em temperatura
ambiente, com corrente constante de 30-45mA para cada
gel, por cinco a seis horas, em cuba de eletroforese vertical
Hoefer SE 600 (Ruby) (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia) para dois géis.

Em todos os experimentos, a eletroforese foi feita em
dois géis simultaneamente. Um dos géis foi corado com
coomassie. As proteinas do outro gel foram transferidas
para membrana de nitrocelulose para immunoblotting com
IgE.

Western blotting para deteccdo de antigenos reco-
nhecidos por IgE

As fragles protéicas separadas em SDS-PAGE foram
transferidas eletroforeticamente do gel para membranas de
nitrocelulose (Hybond-C extra, Amersham Bioscience, Bu-
ckingham, Inglaterra). Para a transferéncia utilizamos uma
cuba de transferéncia semi-dry (Hoefer® Semiphor™, Phar-
macia Biotech, San Francisco, CA, USA). Em um reservatoé-
rio contendo tampdo de transferéncia montou-se um “san-
duiche” na seguinte ordem: 6-8 pedagos de folhas de papel
de filtro, a membrana de nitrocelulose, o gel, 6-8 pedagos
de folha de papel de filtro. A transferéncia foi realizada em
45 minutos a 250V. Apéds o término da transferéncia, a
membrana foi corada com Ponceau a fim de se testemu-
nhar a eficiéncia da transferéncia. A membrana de nitroce-
lulose foi bloqueada com TBS-tween/leite 5% por duas ho-
ras, em temperatura ambiente. O soro do paciente sensibi-
lizado (em diluigdo 1:5) foi incubado overnight a 4° C com
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a membrana e, apds lavagem com TBS-tween (5 x 10 mi-
nutos). A membrana foi incubada com o anticorpo anti-IgE
biotinilado (Biotin mouse anti-human IgE, Zymed, San
Francisco-CA,USA) diluido a 1:250 em TBS-leite 5% por
duas horas a temperatura ambiente. Apdés nova lavagem
por 5 x 10 minutos com TBS, foi incubado com o conjuga-
do estreptavidina-peroxidase (HRP-streptavidin conjugate,
Zymed, San Francisco-CA,USA) diluido a 1:250 em TBS-
-leite 5% por duas horas a temperatura ambiente. Apds
nova lavagem com TBS-Tween a membrana foi fixada a
uma folha de acetato para detecgdao com Enhanced Chemo-
luminescence (ECL).

Deteccdo com sistema Enhanced Chemolumines-
cence -ECL

Para a detecgdo das proteinas com ECL (de alta sensibi-
lidade para IgE) foram misturados volumes iguais da solu-
gdo de detecgdo 1 e solugdo de detecgdo 2 do Kit de Rea-
gentes para imunodetecgdo ECL (ECL Western Blotting de-
tection reagents - RNP2106, Amersham Biosciences, Bu-
ckingham, England) permitindo volume total suficiente pa-
ra cobrir as membranas. O excesso de tampdo de lavagem
da membrana foi retirado e a mesma foi colocada com as
proteinas para cima, em superficie adequada (folha de ace-
tato). A mistura dos reagentes de detecgao foi pipetada so-
bre a membrana, e incubada por um minuto em tempera-
tura ambiente. Apéds retirar o excesso dos reagentes, outra
folha de acetato foi colocada sobre a membrana, retirando
bolhas de ar €, em um cassete de Raios X, uma folha de
filme de Raios X 18x20cm - Hyperfilm (Amersham, Buckin-
gham, England) foi colocada sobre a membrana e o casse-
te fechado. Apds exposicdo por 15 segundos, o filme foi
removido e revelado.

Processamento das proteinas

Ap6s a coloragdo com Coomassie blue do gel correspon-
dente ao gel transferido para a membrana de nitrocelulo-
se, 0s spots de interesse foram recortados do gel, e depois
lavados com solugdo de bicarbonato de aménio (NH4sHCO3)
50mM em acetonitrila (ACN) 50%, até completa descolo-
racdo e remogdo de SDS. Apds descoloragdo, os pedagos
de gel recortados foram completamente desidratados com
acetonitrila 100% por cinco minutos e secados em speed-
vac. Depois, foram rehidratados com 30uL de solugdo con-
tendo 0,3 ug de tripsina em NH4HCOs; 50mM e apés foi
adicionado 50uL de NH4HCOs; 200mM. A reagao foi manti-
da a 37°C por 24 horas para completa digestdo. Depois da
digestdo, os peptideos foram extraidos pela adigdo de 40
puL de acetonitrila 50%/TFA 2,5%, em temperatura ambi-
ente por trés horas. O procedimento foi repetido e os so-
brenadantes combinados. As amostras foram concentra-
das em SpeedVac até aproximadamente 5 L e ressuspen-
didas com mais 5 pL de acetonitrila 50%/TFA 2,5%.

Identificacdo das proteinas (Andlise Protebémica)

A etapa seguinte deste projeto foi a identificagdo destas
proteinas reconhecidas pela IgE especifica presente no so-
ro de pacientes sensibilizados. Para a identificagdo inicial,
seguindo o método da analise proteémica, as proteinas de-
tectadas no immunoblotting foram analisadas no espectro-
metro de massa MALDI-ToF.

Apobs o processo de digestdo e extragdo dos peptideos,
uma pequena quantidade de amostra (0,5pl) correspon-
dendo a cada um dos spots foi aplicada sobre uma ldmina
de metal juntamente com uma matriz de acido cindmico e
levado para andlise no espectrOmetro de massa, que forne-
ce a massa molecular dos peptideos da proteina digerida e
fragmentada. O espectro é formado pela massa molecular
da sequéncia de ions peptidicos representados pela razdo
massa/carga (m/z) do ion. Como cada proteina vai apre-
sentar sua seqliéncia unica de ions, este espectro é cha-
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mado de impressdo digital do peptideo - PMF (Peptide Mass
Fingerprinting). As massas moleculares de peptideos resul-
tantes da digestdo sdao entdo comparadas com perfis pro-
teoliticos tedricos obtidos de seqiiéncias das bases de da-
dos da Internet, com programas especificos, que permitem
identificar proteinas idénticas ou altamente homodlogas. Os
bancos de dados utilizados para identificagdo de proteinas
sdo encontrados em servidores domésticos, que sdo manti-
dos e atualizados regularmente. Pesquisas em bancos de
dados sdo executadas on-line, ou localmente em réplicas
de servidores privados. Os bancos de dados sdo acessados
através de servidores de consulta como: Protein Prospec-
tor, PROWL, Peptide search, Mowse, Mascot, entre outros.
Além da lista de massas dos peptideos obtidos na Impres-
sdo Digital de Proteinas (PMF), foram fornecidos pardme-
tros como o agente da clivagem - tripsina, o estado de car-
ga dos peptideos, a forma de expressdo das massas medi-
das (neste caso - monoisotépica), a tolerancia de erro de
mais ou menos 1,0 Da.

Na identificagdo final por PMF, através do site Prospector
(http://prospector.ucsf.edu), acessamos o MS-Fit e usando
0 SwissProt como principal banco de dados, alimentamos a
busca com os parametros ja citados. Através do MS-fit/
Prospector, dentro de ALL SPECIES, selecionamos VENOM,
garantindo uma identificagdo mais direcionada. Além disso,
selecionamos sempre a identificagdo por HOMOLOGY.

Resultados

A focalizagdo isoelétrica da primeira dimensdo foi com-
pletada apds seis h 20 min acumulando 8716V/h. A sepa-
racdo bidimensional das proteinas do veneno da vespa
Agelaia pallipes, evidenciou um grande numero de protei-
nas de baixo peso molecular (abaixo de 20 kDa). Entretan-
to, os experimentos com immunoblotting mostraram que
as proteinas reconhecidas pela IgE estavam predominan-
temente localizadas na faixa de peso molecular entre 20 e
38kDa.

O gel com coomassie e o immunoblotting com a detec-
¢do com ECL estdo reproduzidos na figura 1 (A e B).

Para a identificagdo por PMF selecionamos 15 spots lo-
calizados nas regifes correspondentes as proteinas detec-
tadas no immunoblotting (figura 2). Estes spots foram re-
cortados e digeridos in-gel; depois, os peptideos extraidos
foram pipetados em ldminas metdlicas juntamente com
uma matriz (acido cindmico) para analise no espectrometro
de massa MALDI-ToF. Apés “bombardeamento” das amos-
tras com laser (120kV), obtivemos um espectro peptidico
para cada spot. Exemplo de espectros de PMF e lista de pe-
sos moleculares dos spots analisados estdo representados
na figura 3.

No MALDI-ToF, dos 15 spots analisados, somente qua-
tro amostras forneceram espectros com picos suficientes
para nova identificagdo (spots 1, 3, 6 e 9). Os resultados
da identificagdo encontram-se resumidos no quadro 1. Fo-
ram consideradas as cinco proteinas candidatas com maior
escore (Mowse score).

Entre as candidatas encontramos varias proteinas des-
critas no veneno de outras espécies de vespas, mas en-
contramos também grande quantidade de proteinas des-
critas no veneno de vertebrados, mais especificamente de
serpentes. Para investigar o que estas proteinas candidatas
teriam em comum, alinhamos as cinco proteinas can-
didatas com maior escore (quadro 1) para cada um dos
spots identificados, e assim, pelo alinhamento dos
peptideos, observamos a semelhanga existente entre elas.
O alinhamento foi feito utilizando o site MultAlin®
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).

Para o Spot 1 por exemplo, observamos um dominio
compartilhado na porgdo inicial da cadeia em trés das can-
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didatas, que compartilham seqliéncias menores de pepti- representada pelo spot 1 também pertence ao grupo das
deos no resto da cadeia com as demais candidatas. Além serino-proteases.

disso, estas trés candidatas sdo serino-proteases com fun-

gdo trombina-/ike, o que nos permite inferir que a proteina
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Figura 1 - A. Imagem do gel 2D (pH3,0-10,0 - SDS PAGE 15%) com veneno de Agelaia pallipes — conteldo de 50 glandulas de veneno.
Observa-se maior distribuicdo de spots na faixa de peso molecular abaixo de 20kDa;

B. Immunoblotting com soro de paciente sensibilizado e anticorpo anti-IgE. Revelagdao com ECL apés exposicdo de 15 segundos. A membrana
foi incubada com soro do paciente sensibilizado na diluigdo de 1:5. Observa-se a detecgdo de spots nos extremos de pH 3,0 e 10,0 com peso
molecular entre 20 e 38 kDa.
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Figura 2. Observa-se em destaque os spots selecionados para processamento e posterior analise no MALDI-TOF. Em vermelho os spots que
geraram numero suficiente de picos no espectro de massas, permitindo identificagcdo pelo PMF.
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Figura 3. Na figura acima observamos em destaque o espectro de PMF obtido em dois dos spots analisados. A seqliéncia de picos representa
os pesos moleculares (razdao m/z) dos ions peptidicos que compdem cada proteina.

Quadro 1. identificagdo por pmf usando resultado de immunoblotting com IgE

Amostra MOWSE Proteina candidata Espécie # acesso PM(Da)/pl Cobertura
escore (%)
Spot 1 47,6 Cerastobin (Venom serine Cerastes vipera P18692 3982/9,2 100
protease) (serpente)
46,8 Venom serine proteinase | Trimeresurus gramineus | 013062 28043/8,7 41
2C precursor (serpente)
44,5 Venom basic protease Dendroaspis P00980 7071/9,7 83
inhibitor I homolog angusticeps (serpente)
34,2 Venom natriuretic peptide Oxyuranus P83230 4115/8,8 87
microlepidotus
(serpente)
32,1 Ancrod (Venombin A) Agkistrodon rhodostoma P26324 26571/8,6 60
(Protein C activator) (serpente)
Spot 3 140 Intestinal toxin 1 (Venom Dendroaspis polylepis P25687 8645/9,0 100
protein A) (serpente)
55,7 Ancrod (Venombin A) Agkistrodon rhodostoma P26324 26571/8,6 59
(Protein C activator) (serpente)
30,7 Venom allergen 5 (Antigen | Dolichovespula arenaria Q05108 23203/9,2 62
5) (vespa)
27,6 Venom serine proteinase Trimeresurus jrdonii Q9DF68 28614/8,8 74
precursor (serpente)
27,6 Venom serine proteinase 2 Trimeresurus 013057 28641/9,2 85
precursor flavoviridis (serpente)
Spot 6 15,6 Ancrod (Venombin A) Agkistrodon rhodostoma P26324 26571/8,6 57
(Protein C activator) (serpente)
11,9 Venom serine proteinase 2 Trimeresurus 013057 28641/9,2 91
precursor flavoviridis (serpente)
11,3 Venom allergen 5.01 Vespa crabo (vespa) P35781 22722/9,2 61
(Antigen 5)
11,3 Venom allergen 5.02 Vespa crabo (vespa) P35782 22781/8,8 61
(Antigen 5)
11,2 Venom serine proteinase | Trimeresurus gramineus | 013061 28935/5,5 38
2B precursor (vespa)
Spot 9 140 Intestinal toxin 1 (Venom Dendroaspis polylepis P25687 8645/9,0 100
protein A) (serpente)
55,7 Ancrod (Venombin A) Agkistrodon rhodostoma P26324 26571/8,6 60
(Protein C activator) (serpente)
55,1 Venom chymotrypsin Naja naja (serpente) P19859 6508/8,9 56
inhibitor
39,8 Desintegrin bitan Bitis Arietans (serpente) P17497 9004/5,1 100
27,6 Venom serine proteinase Trimeresurus jerdonii Q9DF68 28614/8,8 68
precursor (serpente)

Da mesma forma, alinhamos as proteinas candidatas
para os spots 3, 6 e 9 e, com 0 mesmo raciocinio, identifi-
camos as proteinas correspondentes. Para o Spot 3, como

no spot 1, a maioria das proteinas candidatas (3/5) tém
atividade de serino-proteases e estdo presentes no veneno
de vertebrados (serpentes), mas encontramos um antigeno
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5 do veneno da vespa Dolichovespula arenaria, que pelo
pareamento de peptideos também mostra semelhangas
com as serino-proteases citadas. Quando comparamos o
antigeno 5 com cada uma das serino-proteases separada-
mente observamos grande numero de dominios compar-
tilhados entre estas proteinas.

Com o Spot 6, novamente as serino-proteases e o an-
tigeno 5 aparecem entre as proteinas candidatas. A homo-
logia entre as primeiras é bem mais evidente, mas obser-
vam-se varios pequenos dominios comuns entre estas e o
antigeno 5 nas porgdes média e terminais das cadeias.

No spot 9, a identificagdo foi mais dificil, pois apenas
duas candidatas tinham a atividade comum de serino-pro-
teinase, entretanto, as outras trés candidatas, com ativi-
dades distintas apresentaram vdrias seqléncias peptidicas
em comum na porgdo terminal da cadeia com as serino-
proteinases.

Para a confirmagdo definitiva de identidade destas pro-
teinas temos como projeto futuro o seqlienciamento de
seus aminoacidos.

Discussao

Neste trabalho, identificamos por PMF as proteinas aler-

génicas presentes no veneno da vespa neotropical Agelaia
pallipes que sdo reconhecidas pela IgE especifica no soro
de um paciente com histéria de reagdo sistémica ao vene-
no. Estas proteinas alergénicas possuem peso molecular
entre 20 e 38 kDa, e sdo principalmente da familia das
serino-proteases e o antigeno 5.
Poucos estudos foram realizados sobre a composigao dos
venenos de vespa, limitando os dados disponiveis em ban-
co de dados de seqliéncias para a identificagdo. Os vene-
nos das vespas das familias Vespinae (prevalentes no He-
misfério Norte), mais extensamente estudados, contém
diversos componentes como fosfolipase A e B, hialuronida-
se, fosfatase dcida, proteases e nucleotidases®., A composi-
¢do dos venenos de Vespinae é similar entre diferentes es-
pécies, entretanto, pouco se conhece sobre os venenos das
vespas neotropicais da familia Polistinae, como a Agelaia
pallipes.

Os alérgenos presentes nos venenos de himendpteros
sdo geralmente proteinas de 10 a 50 kDa contendo de
100-400 residuos de amino-4cidos’. No caso das vespas,
trés alérgenos foram inicialmente descritos: antigeno 5,
hialuronidase e fosfolipase Al. Mais recentemente foi des-
crita a presenga de proteases no veneno de algumas espé-
cies®, portanto os alérgenos que encontramos no veneno
da Agelaia pallipes seguem o padrdo de proteinas ja descri-
tas. Na identificagdo obtida por PMF verificamos a presencga
freqliente do antigeno 5 entre as proteinas candidatas. Es-
te achado ja era esperado, uma vez que o antigeno 5 ja é
reconhecidamente uma proteina antigénica presente nos
venenos de vespa. A familia do antigeno 5 apresenta entre
202 a 212 residuos de aminodcidos com oito residuos de
cisteina, com pI entre 8,6 e 9,5°, correspondendo aos
achados deste estudo.

Outro grupo de proteinas recorrente na identificagdo foi
0 das serino-proteases. As proteases foram recentemente
descritas em veneno de vespas da familia Polistinae da
qual faz parte a Agelaia®. O nosso trabalho foi o primeiro a
identificar proteinas alergénicas no veneno de Agelaia palli-
pes pela andlise protedmica, e o primeiro a relatar a pre-
senga de proteases como alérgenos no veneno desta espé-
cie. O que nos chamou a atengdo foi que as proteinas can-
didatas faziam parte de veneno de espécies vertebradas,
mais especificamente serpentes de diferentes espécies.
Observamos ainda que as mesmas conservam varias se-
gléncias de peptideos com as proteinas experimentais, o
que aparentemente ndo foi ainda descrito, pois ndo encon-
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tramos citagdes na literatura sobre esta similaridade. Como
a Agelaia possui habitos alimentares carnivoros, sendo
inclusive conhecida em algumas regides como “carniceiro”,
a presenga das proteases no veneno poderia ser justificada
pela atividade que estas enzimas teriam na degradagao
dos tecidos de suas presas, facilitando sua digestdo.

Como ja citado nos resultados, o préximo passo seria
realizar o sequenciamento de aminoacidos destas proteinas
para obter com precisdo sua identificagdo. A partir do se-
quenciamento poderemos estudar a homologia entre as
proteinas do veneno da Agelaia e a de outras espécies ja
descritas, uma vez que estes alérgenos podem apresentar
diferentes graus de homologia e identidade de sequéncia,
variando de 60% para fosfolipases e antigeno 5 a cerca de
80% para as hialuronidases!®, Nenhum estudo até o mo-
mento foi feito com as proteases.

Em conclusdo, com a eletroforese bidimensional e o
immunoblotting, pudemos caracterizar as proteinas anti-
génicas do veneno da Agelaia pallipes como proteinas com
peso molecular entre 20 e 38 kDa, identificadas pela anali-
se protedmica como antigeno 5, além das serino-protease.
Mostramos ainda seqiiéncia de identidade parcial entre os
componentes deste veneno e proteinas de venenos de ver-
tebrados (serpentes). Para melhorar a precisdo do diag-
néstico e tratamento dos pacientes sensibilizados ao vene-
no da Agelaia, serd necessadrio o sequenciamento das
amostras para uma identificagdo mais precisa.
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