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1. RESUMO:

Os venenos dos insetos da ordem Hymenoptera (abelhas, vespas e formigas)
sdo responsaveis por um grande numero de acidentes causados por ferroadas.
Estes acidentes podem produzir uma série de reacdes, variando desde uma reacao
local, até uma reacao sistémica e anafilaxia. Estudos mostraram que 0,8% a 5% da
populacdo mundial sofrem de reacdes sistémicas generalizadas apds ferroadas de

insetos pertencentes a ordem Hymenoptera.

As espécies pertencentes ao género Polistes sdo tipicamente encontradas no
sudeste do Brasil, causando muitos acidentes por ferroadas devido principalmente a
proximidade dos ninhos destes insetos das habitagdes humanas. P.lanio lanio é
uma das vespas sociais que mais causam acidentes no Estado de S&o Paulo e
pouco se sabe sobre a composicdo de seu veneno. As vespas do género Polistes
sdo capazes de ferroar multiplas vezes e causar reacdes alérgicas severas. Dessa
forma, a identificacdo das proteinas mais abundantes do veneno da vespa social
Polistes lanio lanio por uma abordagem protedmica, se faz necessaria para uma

melhor compreens&o dos mecanismos de acao desse veneno.

A identificacdo de varias proteinas do veneno de P. I. lanio, revelou
importantes aspectos sobre o processo de envenenamento por vespas do género
Polistes, os quais podem ajudar no melhor entendimento dos mecanismos de agao
destes venenos. A compreensdo dos principais alérgenos é uma etapa importante
para o desenvolvimento de novos extratos especificos para diagnésticos de alergia e

imunoterapia de pacientes sensiveis ao veneno de vespas.



2. INTRODUCAO:

2.1 Os insetos da ordem Hymenoptera.

A ordem Hymenoptera provavelmente originou-se ha 300 milhdes de anos,
durante o final do paleozoico, que marcou o fim da era carbonifera. Durante a era
mesozoica, que veio posteriormente e durou 239 milhdes de anos, a ordem se
diversificou até que, por volta do eoceno (cerca de 60 milhdes de anos), surgiram 0s
primeiros ancestrais das vespas sociais (BARRAVIEIRA, 1994).

Os himendpteros constituem a terceira ordem dos insetos em termos de
namero de espécies; porém, Sa0 0S principais animais quando se pensa em
biomassa no planeta. Cerca de 100 mil espécies de animais sao conhecidas e
incluidas nesta ordem (BETTINI, 1978). Hymenoptera é um dos grupos chaves na
organizacdo dos seres vivos. Sao 0s parasitas entomoéfagos e predadores
predominantes nos ecossistemas terrestres, controlando as populacdes de diversos
outros organismos (BRANDAO, 1999). A ordem Hymenoptera se divide em duas
subordens: Symphyta, onde predominam as espécies fitéfagas e Apocrita onde a
maioria das espécies € entomdéfaga. Nos Apocrita o primeiro segmento abdominal é
fundido ao térax e € chamado de propodeo; o segundo segmento é fortemente
constricto e recebe o0 nome de peciolo, que suporta o resto do abdémen. O
ovipositor € modificado em uma estrutura capaz de provocar puncturas, usualmente
utilizado na penetracéo de tecidos animais (BRANDAO, 1999).

Os Hymenoptera Aculeata (com ferrdo) mais primitivos sédo representados
pelos Scolioidea, vespas escavadoras que parasitavam larvas de besouros e
algumas espécies de vespas. As formas ancestrais dessas vespas provavelmente
deram origem a trés linhas evolutivas maiores de aculeatos que culminaram nas
abelhas, vespas e formigas (BARRAVIEIRA, 1994).

O numero de espécies conhecidas de Aculeata é de aproximadamente 50 mil,
das quais 10 a 15 mil sdo formigas (superfamilia Formicoidea), 10 mil sdo abelhas
(superfamilia Apoidea) e 20 a 25 mil sdo vespas (superfamilias Bethyloidea,
Scalioidea, Pompiloidea, Sphecoidea e Vespoidea) (BARRAVIEIRA, 1994; DALY et
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al. 1998). A maior parte é constituida de predadores ou consumidores de poélen e
néctar. Em Aculeata considera-se em geral que espécies solitarias usam o ferrdo
para paralizar presas e que espécies sociais usam-no para defender a colbnia
(SILVEIRA, 1990). Entretanto, alguns Bethylidae, Pompilidae e Mutillidae sé&o
capazes de aplicar ferroadas bastante doloridas (RATHMAYER,1978) enquanto por
outro lado, algumas formigas da subfamilia Ponerinae podem usar o ferrdo na
captura de pesas (HERMANN; BLUM,1981).

Entre os insetos, o aparelho de ferroar dos himendpteros fornece um meio de
penetracdo através do tegumento dos vertebrados, injetando assim uma potente
mistura de compostos toxicos e causadores de dor. Estes compostos diminuem o
potencial do predador, permitindo ao inseto escapar ou espantar o predador para
longe. Segundo Starr (1985, 1989), o desenvolvimento do ferrdo ocorreu devido a
presséo exercida por predadores vertebrados, que foram atraidos pelo aumento de
tamanho das colbnias, principalmente nas regifes tropicais. Assim, a pressao
predatéria dos vertebrados, segundo este autor, teria favorecido o desenvolvimento
do ferrdo em Hymenoptera sociais, contribuindo para a evolugdo da eusocialidade.
Ja para Kukut et al. (1989), o desenvolvimento do ferrdo teria sido mais favorecido
pela pressao predatoria de formigas, que aquela exercida pelos vertebrados.

Segundo Schmidt (1990), os ferrdes da maioria dos Hymenoptera Aculeata
sao incapazes de penetrar no integumento esclerotizado de predadores Artropoda,
limitando as possibilidades das ferroadas a areas intersegmentais formadas de
tecidos macios, de dificil acesso. Os predadores vertebrados geralmente possuem a
pele recoberta de penas ou finos pelos, que funcionam como protecdo, mas Sao
susceptiveis ao ataque por himendpteros nas regiées em torno dos olhos, nariz,
boca e orelhas, tornando assim os predadores vertebrados vulneraveis a penetracao
do ferrdo. Assim, SCHIMIDT (1990), considera o uso do ferrdo uma tatica “anti-
vertebrados” muito poderosa, o0 que estaria de acordo com a proposicao de STARR
(1985, 1989).

Varias espécies de Hymenoptera sociais apresentam autotomia do aparelho
de ferrdo como parte do mecanismo de defesa de sua colénia (HERMANN, 1971). A
vantagem deste processo esta no fato de que o aparelho de ferrdo uma vez
automizado e deixado na pele da vitima, continua a injetar veneno numa dosagem
maior que aquela que poderia ser injetada, caso o ferrdo fosse retirado da ferida,
aumentando a eficacia da acdo defensiva (SNODGRASS, 1956; HERMANN, 1971).



A autotomia é caracteristica de algumas espécies de Polybiinae e a auséncia deste
fator é caracteristico em espécies de Polybiinae e Polistes (BARRAVIEIRA, 1994) .

Uma questdo interessante para discussdo € a presenga ou auséncia de
farpas no ferrdo. Segundo Hermann (1971), a aquisicdo de farpas nas lancetas
representa um caso de evolucdo convergente em abelhas, vespas e formigas.
Manzoli-Palma (1993) através da comparacdo do aparato de ferrdo de diversas
espécies de vespas, apresentou resultados mostrando que, de maneira geral as
espécies que apresentam menor numero de farpas por lanceta, sdo aquelas que nao
realizam autotomia do aparelho de ferrdo. Ainda de acordo com as observacdes de
Manzoli-Palma (1993), farpas pontiagudas foram encontradas na maioria das
espécies que apresentam autotomia do aparelho de ferrdo, enquanto que as farpas
serreadas foram observadas somente em espécies que nao apresentam tal
processo. Neste trabalho foi observado o fato de que a maioria das espécies que
apresentam autotomia do aparelho de ferréo sdo agressivas e geralmente atacam o
alvo em grupos que se alternam rapidamente, o que geralmente provoca a perda de
alguns individuos.

As vespas pertencentes ao grupo dos Hymenoptera Aculeata (com ferrdo)
estdo divididas em trés grandes superfamilias: Bethyloidea, Sphecoidea e
Vespoidea (BROTHERS, 1975). A familia Vespidae é uma subdivisdo da
superfamilia Vespoidea, e apresenta a totalidade dos casos conhecidos de
eusociabilidade em vespas, com mais de 800 espécies eusociais, as quais habitam
colénias fundadas por apenas uma rainha e predam larvas de Lepidoptera, besouros
e outras presas (AKRE, 1982). Essa familia de vespas é composta por trés
subfamilias, Stenogastrinae, Polistinae e Vespinae, onde a subfamilia Polistinae é a
Unica encontrada no Brasil, sendo representada por trés tribos: Polistini, Epiponini e
Mischocyttarini (CHAUD-NETTO et al., 1994).

Polistes lanio lanio € uma das vespas sociais que mais causam acidentes no
Estado de S&o Paulo e pouco se sabe sobre a composicdo de seu veneno.
Popularmente, ela é chamada de “marimbondo” ou “vespa cavalo”, construindo seus
ninhos em lajes de casas ou em galhos de arvores, o que a coloca em contato muito
proximo com o homem, corroborando com os altos indices de acidentes por
ferroadas devido a sua proximidade com ambientes urbanos.

2.2 O veneno de Hymenoptera.
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A glandula de veneno dos Aculeata pode apresentar variacbes, mas
geralmente é constituida por dois filamentos excretores, um reservatério de veneno
e um canal que liga o reservatorio ao ferrdo. A glandula de veneno, como todas as
outras glandulas exocrinas das abelhas, é de origem ectodérmica e resulta da
diferenciacdo dos discos imaginais genitais das fémeas durante a pupacao
(NOCELLLI, 2002).

A habilidade do veneno em produzir danos ou prejuizos aos tecidos é de
grande valor defensivo para os insetos. Os venenos Ihes conferem a habilidade de
explorar novos habitats, com possibilidades de defesa contra os vertebrados
predadores. Os venenos de Hymenoptera sociais tém sua utilidade defensiva,
primariamente por sua propriedade de provocar dor, dano aos tecidos e letalidade, e
como valor defensivo secundario inclui seu frequiente valor repelente para outros
insetos e habilidade para induzir alergia nos mamiferos (SCHIMIDT, 1990).

Os venenos melhor caracterizados sdo de aculeatos eusociais (abelhas) e
ectoparasitos idiobiontes, estes Udltimos utilizam-se de mdltiplos hospedeiros
(Vespoidea e Apoidea). Embora espécies sociais utilizem os venenos como defesa,
analises comparativas sugerem que Seus venenos sao qualitativamente
semelhantes aqueles produzidos por espécies parasitas. Todos produzem misturas
de aminas biogénicas (histamina e dopamina), peptideos (melitinas, mastoparanos,e
bradicininas), enzimas (fosfolipase, hyaluronidases, e serino proteases), e toxinas
paraliticas (filantotoxinas e pompilidotoxinas) (DE LIMA;BROCHETTO-BRAGA,
2003; PARK, 2006; PIEK, 1990; SCHUMACHER; EGEN, 1995; WINSTON, 1994);

As principais aminas biogénicas presentes no veneno de himenodpteros sao a
histamina, a serotonina, a dopamina e a epinefrina, sendo que as duas primeiras
estdo relacionadas aos processos que levam a inducdo da dor. A histamina produz
dilatacdo e aumenta a permeabilidade dos capilares sanguineos sendo que, em
concentracbes elevadas, pode causar colapso vascular (SMITH et al.,, 1985).
Acredita-se que a serotonina, bem como a histamina, também seja um agente
difusor do veneno (DOTIMAS E HIDER, 1987).

Os peptideos biologicamente ativos e proteinas sdo 0s principais
responsaveis pelas dores prolongadas, edema, eritema, reacdes alérgicas e
sistémicas (LORENZI, 2002).  Trés tipos de peptideos bioativos provenientes de
venenos de varias espécies de vespas tém sido isolados e caracterizados (HO et al,

1998). Dentre eles, destacam-se 0s mastoparanos, peptideos quimiotacticos e
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cininas. A silverina faz parte do quarto grupo de peptideos policatidnicos anfipaticos
provenientes do veneno de vespas, sendo que recentemente foi descrita uma quinta
familia de peptideos em venenos de vespas sociais, 0s quais sdo semelhantes as
taquicininas, envolvidas na producao de inflamacgao neurogénica (YSHII et al, 2008).
Os peptideos encontrados nestes venenos geralmente sao anfipaticos,
policatibnicos e apresentam uma serie de aclGes farmacoldgicas, as quais
contribuem para a ocorréncia de intensos processos inflamatérios (PALMA, 2006). O
veneno de abelhas é muito rico em peptideos, tais como: melitina, apamina,
peptideo desgranulador de mastocitos (MCD — “Mast Cell Degranulation”) e o
“cardiopep” (HARVES, 1975).

Entre as principais proteinas caracterizadas estdo o Antigeno-5, Fosfolipases,
Hialuronidase (KING et al., 1996) e proteinas do tipo Serino-proteases (McNAIRY et
al., 2000). Até o momento, todas essas proteinas foram caracterizadas como
alérgenos capazes de sensibilizar, ou seja, induzir o sistema imune a produzir
anticorpos com grande especificidade.

Estudo realizado com o veneno bruto da vespa social P. paulista evidenciou
que o mesmo apresenta atividade de fosfolipase A2 (PbTx) dependente de calcio.
Apresenta elevado potencial hemolitico em “células vermelhas lavadas” de ratos
Wistar, sendo esta atividade algumas dezenas de vezes mais elevada que aquelas
causadas pelas fosfolipases A2 de Apis mellifera, Naja nigricollis, Naja naja atra, e
da toxina letal da Vespa basalis (Oliveira; Palma, 1998).

Estudos farmacolégicos com a fosfolipase Al, isolada do veneno da Vespa
basalis, evidenciaram que a mesma induz a formagédo de edema, de forma muito
mais potente quando comparada com as cardiotoxinas e fosfolipases A2 indutoras
de edema, presentes nos venenos de serpentes (Ho et al., 1993).

A Hialuronidase € responsavel por catalisar a hidrolise do acido hialurénico, o
qual é um dos constituintes da matriz celular. A presenca de hialuronidase no
veneno promove a difusdo dos demais componentes do veneno através da viscosa
matriz celular, facilitando o contato das toxinas com a membrana plasmatica das
células-alvo. As hialuronidases presentes nos venenos de vespas sdo semelhantes
as encontradas nos venenos de abelhas (LU et al., 1995), pois sdo moléculas
glicosiladas, contendo carboidratos ligados em suas cadeias laterais (KUBELKA et
al., 1995).
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As fosfolipases e a hialuronidases sédo capazes de provocar reacles
imunoldgicas intensas, sendo consideradas responsaveis pelo inicio das
manifestacbes alérgicas, induzindo a producdo de IgE especifica, causando
hipersensibilidade em algumas pessoas (DOTIMAS; HIDER, 1987).

Trés serino-proteases foram isoladas do veneno de B. pennsylvanicus e do
veneno das vespas européias P.dominulus e P.exclamans, as quais demonstraram
um elevado grau de residuos conservados em suas sequéncias primarias. Além
disso, todas apresentaram atividades significativas de respostas a IgE-especifica
(WINNINGHAM et al., 2004).

Além das proteinas classicas dos himendpteros, Santos (2006) identificou
outras proteinas nunca descritas nesses venenos, como Arginina Quinases,
Proteinas de Choque Térmico, Tropomiosina, Alfa-Glicosidase e Superodxido
Dismutases.

As sequéncias primarias do Antigeno-5 de quinze espécies de vespas ja
foram descritas, sendo que a maioria de suas sequéncias N-terminais se mostraram
bastante conservadas (HOFFMAN, 1993). Embora alguns estudos demonstrem a
acao alergénica do Antigeno 5, ele ndo apresenta uma funcéo bioldgica (fisiologica
e/ou farmacoldgica) conhecida.

Santos (2007) identificou 6 isoformas do alérgeno Antigeno-5 e uma do
alérgeno Sol i lll (analogo do antigeno 5 em formigas) no veneno da vespa Polybia
paulista por abordagens protedmicas. Além disso, também foi demonstrada elevada
similaridade entre o Antigeno-5 de P. paulista e P. scutellaris. A partir da
comparacao entre as estruturas primarias dos antigeno-5 de vespas descritas na
literatura, e tendo conhecimento da estrutura tridimensional do Antigeno-5 da vespa
Vespula vulgaris, obtido por cristalografia de raios-X, a mesma foi utilizada como
molde (template) para modelagem da estrutura tridimensional do alérgeno Antigeno

5 do veneno da vespa social Polybia paulista (SANTOS, 2007).

2.3 Alergia aos venenos de Himendpteros.

Os insetos Hymenoptera séo responsaveis por um grande numero de
acidentes por ferroadas e causam reacdes locais severas, reacdes
anafilaticas e reacfes toxicas. Enquanto as reacfes locais limitadas a dor e

inchaco sdo raramente perigosas, as reacfes alérgicas sistémicas podem ser
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leves (reacdo local), moderadas (angiodema, asma e dor abdominal) ou
severas (edema de glote, contracfes pulmonares e perda de consciéncia)
(EVAN, 1998). As reacdes vasculares envolvem o sistema circulatério, muitas vezes
promovendo a queda de presséo arterial e o aumento da permeabilidade vascular.
Ja as reacOes respiratorias consistem em inchacos ou aumento de fluidos no
sistema respiratério. Sao caracterizadas por dificuldade de respirar, espirros, edema
de glote, contracdo do pulméo, displasia e asma. Em pacientes sensiveis, podem
ocorrer ainda, desordens gastrointestinais, célicas, diarréia, nausea, voémito,
incontinéncia, dor de cabeca, calafrio e febre (SCHMIDT, 1986).

A alergia ao veneno de himendpteros ao redor do mundo é geralmente
causada por ferroadas de vespas dos géneros: Vespula (e.x.,
Vespulavulgaris, V. germanica and V. maculifrons), Vespa (Vespa crabro),
Dolichovespula (Dolichovespula maculate, D. media), Polybia (P. paulista) e
Polistes (Polistes gallicus, P. dominulus, P. annularis, P. exclamans) e por
abelhas dos géneros Apis (Apis mellifera, A. cerana, A. dorsata) e Bombus
(Bombus terrestris, B. pennsylvanicus). Dois géneros de formigas também
sdo importantes: Solenopsis (Solenopsis invicta, S. geminate) e Myrmecia
(Myrmecia pilosula.).(GRAAF et al, 2009).

Os tratamentos utilizados nos processos de sensibilizagdo de pacientes sao
processos de imunoterapia especifica, onde pequenas doses de veneno bruto sdo
injetadas no individuo alérgico. A imunidade ocorre quando ha um aumento de
anticorpos IgG e a diminuicdo de IgE no organismo do individuo alérgico (KING,
1996). O numero estimado de pacientes sensibilizados € entre 9,3% e 28,5% da
populacdo mundial, porém testes realizados no Brasil com extratos comerciais
oriundos de outros paises podem levar pacientes sensibilizados a apresentarem
testes cutaneos do tipo “falso-negativo” (ANTONICELLI et al.,, 2002). Estudos
demonstraram que alguns pacientes ferroados por esses insetos nao apresentaram
nenhum tipo de sintoma, porém testes demonstraram a presenca da IgE-especifica,
notificando que 0os mesmos estao predispostos a desenvolver reacdes alérgicas em
um futuro acidente (NITTNER-MARSZALSHA et al., 2004).

Muitos pacientes alérgicos a venenos de vespas exibem reagfes para mais
de um veneno de vespa, 0 que pode ser causado pela reatividade cruzada de um ou
mais alérgenos (KING et al., 1996). A reatividade cruzada é devido a alérgenos

homologos de diferentes espécies que estimulam a producdo de epitopos comuns
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reativos a IgE especifica (HOFFMAN, 1985). O modelo de reatividade cruzada entre
diferentes alérgenos esta relacionado principalmente a similaridade entre suas
sequéncias primarias, uma vez que 0s anticorpos sao produzidos contra regides
altamente conservadas (BARLOW et al., 1986).

A reatividade cruzada foi observada entre as hialuronidases de abelhas
e vespas (HOFFMAN, 2006). A reatividade cruzada entre as proteinas dos
venenos de vespas européias do género Polistes foram estudadas por testes
sorologicos, os quais demonstraram a similaridade dos alérgenos dessas
espécies. Um grau menor de similaridade foi demonstrado entre os venenos
das vespas dos géneros Dolichovespula e Vespula (PANTERA et al, 2003).

A investigacdo de reacdes cruzadas com 0s soros dos pacientes sensiveis
aos venenos da abelha Apis mellifera e das vespas sociais Agelaia pallipes pallipes
e Polybia paulista frente ao veneno da vespa P. paulista, revelou que o Antigeno 5 &
o alérgeno imunoreativo comum entre esses venenos (SANTOS, 2007).

Estudos realizados com anti-soros dos venenos de abelhas (Apis
mellifera) e de vespas (Vespula arenaria, V.vulgaris e V. maculata) mostram
gue os anti-soros de abelhas foram capazes de neutralizar a atividade da
fosfolipase A2 de abelhas, porém anti-soros de vespas nao tiveram o mesmo
sucesso, permitindo a acdo das fosfolipases A2 de vespas (NAIR et al.,
1976).

Dentre os himenoOpteros sociais, 0os venenos de abelhas e vespas
endémicos do hemisfério norte tém sido extensivamente estudados e muitos
de seus componentes moleculares, j& foram isolados e identificados,
enquanto que os componentes dos venenos das espécies Neotropicais como

o0 Brasil,estdo sendo estudados mais recentemente.

2.4 Analise Protedbmica.

O termo “proteoma” foi introduzido ha 10 anos atras e descrito como “todas as
proteinas expressas em um genoma ou tecido” (WILKINS et al., 1997). Existem
diferencas entre a bioguimica de proteinas tradicional e a proteémica. Ambas

envolvem identificacdo de proteinas, mas a protedbmica é o estudo de sistemas de
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multiplas proteinas. As analises sdo direcionadas as misturas complexas e suas
identificacbes ndo sdo realizadas pela analise completa da seqiiéncia da proteina,
mas por analises de sequéncias parciais, com o auxilio de ferramentas de
bioinformética. O contexto do proteoma € o estudo das proteinas de um sistema
biolégico, associado a caracterizacdo das respostas moleculares desse sistema num
determinado momento (PLEBANI, 2005).

S&o descritos cinco ramos do Proteoma que abrangem toda a aplicacao
experimental descrita até o momento:

1) Proteoma de Expressdo de Proteinas, que estuda a expressao de

proteinas quando o sistema bioldgico é exposto a drogas ou estimulos fisicos, além
de identificar novas proteinas como marcadores especificos de doencas. Jeong et al
(2003) identificaram proteinas de tecidos que sdo diferencialmente expressas em
ratos que apresentaram asma alérgica. Este trabalho sugere que essas proteinas
sdo eficientes biomarcadores para monitoramento quantitativo da progressdo da
doenca ou respostas as terapias. A doenca ou Linfoma de Hodgkin, € um cancer
que se origina nos linfonodos (ganglios) do sistema linfatico e surge quando um
linfécito (mais freqiientemente um linfocito B) se transforma em uma célula maligna,
capaz de crescer descontroladamente e disseminar-se. Realizou-se a comparacao
do perfil protéico entre células sadias e células malignas desta doenca, encontrando
proteinas presentes em outros tipos de cancer e proteinas especificas dessa doenca
(ANTONUCCI, 2003).

2) Proteoma Estrutural, no qual o principal objetivo é mapear a estrutura de

complexos protéicos e interacdo entre proteinas. As informacgdes sobre as estruturas
tridimensionais sdo obtidas primeiramente através de técnicas de cristalografia de
raio-X e Ressonancia Magnética Nuclear 2D, embora uma variedade de técnicas
adicionais adicionem informac¢des muito importantes no conhecimento estrutural das
proteinas (BRADSHAW et al, 2005). Tang (2006) realizou o estudo das proteinas
relacionadas com as interagdes entre células epiteliais e conseguiu identificar 912
proteinas. Essa analise protedmica auxiliado pelas ferramentas bioinformatica
possibilitou uma maior compreensdo das proteinas relacionadas a configuracéo,
funcdo molecular, fungéo celular e processos especializados presentes neste tipo de
interacéo.

3) Proteoma funcional, o qual estuda as interacdes entre proteinas e entre

proteinas e/ou outras moléculas tendo como funcdo determinar quais proteinas
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interagem em sistemas organizados e qual a funcdo das mesmas (YATES, 2000).
Os estudos de interacdo proteina-proteina ocorrem em uma grande variedade de
organismos, incluindo procariotos (RAIN et al., 2001), leveduras (ITO et al., 2000), e
organismos multicelulares como Caernohabitidis elegans (WALHOUT et al., 2000).
Rain et al (2001) elaboraram um mapa em grande escala da interacdo proteina-
proteina do patdgeno gastrico Helicobacter pylori (agente causador da ulcera e
gastrite), onde 1.200 interactes foram identificadas entre as proteinas do patégeno,
reconhecendo em torno de 46.6% de seu proteoma.

4) Proteoma de Mapeamento das modificacfes quimicas de proteinas, o qual

envolve a identificacdo de como e onde as proteinas sdo modificadas,
estabelecendo a natureza das modificagbes pos-traducionais (PLEBANI, 2005). A
maioria das modificacdes nas proteinas altera a atividade e/ou localizagcédo celular e
a identificacdo das mesmas, sendo que o estudo delas é parte fundamental para
compreender suas funcbes (BRADSHAW et al, 2005). Fosforilacdo e glicosilacao
sdo as mais conhecidas modificagBes e controlam o comportamento protéico, por
exemplo, ativando ou inativando uma enzima (PAWSON, 2002). Beck et al (2006)
fizeram uma andlise qualitativa e quantitativa das histonas extraidas de células
cancerigenas, observando um total de 32 acetilacdes, metilacbes, e ubiquitinacdes
localizadas em histonas H2A, H2B, H3, e H4, incluindo sete novas modificacdes.

5) Proteoma Qualitativo, o qual identifica todas as proteinas do sistema

biolégico em estudo, a fim de compreender os mecanismos de acdo dessas
proteinas no organismo em estudo (PLEBANI, 2005). Este tipo de proteoma é
bastante encontrado em estudos de venenos de himendpteros.

A engenharia proteémica tem desenvolvido microtécnicas que possibilitam a
caracterizacdo molecular de componentes bioativos, presentes em diferentes tipos
de células, tecidos, extratos e/ou fluidos corporais (HEINE, 1997; RESING et al.,
1999; PANDEY et al.,2000). O proteoma da bactéria Mycoplasma pneumoniae, um
patbgeno humano, foi realizado sendo que quatro proteinas foram identificadas
(REGULA et al, 2000).

Santos et al. (2005) e Sato et al. (2004) elucidaram sequéncias parciais das
proteinas da familia das MRJPs (Major Royal Jelly Protein) da geléia real de Apis
mellifera africanizada e européia, respectivamente, através da andlise proteémica
classica. Esses estudos contribuiram para elucidar o papel das glandulas produtoras

da geléia real na diferenciacédo da prole, além de fornecer dados importantes para o
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desenvolvimento de novos extratos para desensibilizacdo de pacientes sensiveis.
Mais recentemente, Schonleben et al (2007), aplicaram diferentes métodos de
fracionamento e separacdo das proteinas da geléia real, sendo que 20 diferentes
proteinas foram identificadas, além de estudarem a fosforilacdo das proteinas da
geléia real.

A anadlise protebmica de alguns venenos de himendpteros ja foi
realizada. O estudo do veneno da abelha Apis mellifera carnica identificou 49
proteinas, entre elas fosfolipases A2, hialuronidase, melitina, serino-
proteases, fosfatases acidas, Api m 6 (alérgeno) e proteinas de veneno —I, -1l
e —IIl, cuja funcédo ainda é desconhecida (PEIREN et al., 2005). O proteoma
do veneno da formiga Mymercia pilosula, caracterizou seis proteinas com
massas moleculares entre 26 e 90 KDa, porém ainda nao foram identificadas
(WIESE et al., 2006).

Santos (2007) identificou 94 proteinas do extrato bruto da vespa social
Polybia paulista, por abordagem prote6mica. Dezesseis dessas proteinas se
mostraram imunoreativas a IgE-especifica do soro de pacientes alérgicos ao
veneno desta vespa.

O numero de estruturas tridimensionais disponiveis em bancos de dados
como o PDB (Protein Data Bank) aumentou muito (BERMAN et al., 2000), levando a
criacdo de uma sub-disciplina da bioinformética: a bioinformatica estrutural. O
principal foco desta sub-disciplina é a representacdo, armazenamento, recuperacao,
analise e visualizacao da informacao estrutural a niveis atbmicos. Assim, a predi¢ao
de estruturas tridimensionais de proteinas permanece uma area de grande
interesse, sendo que a principal categoria de predi¢cdes de estruturas de proteinas
tem sido a modelagem molecular comparativa, baseada na alta homologia de uma
sequéncia por uma estrutura conhecida (SANCHEZ et al., 1997). A modelagem
molecular permite, com base nos conhecimentos da estereoquimica dos
aminoacidos e nas informacfes contidas nas estruturas terciarias resolvidas
experimentalmente, prever a conformacdo de proteinas a partir da sequéncia
primaria de seus aminoacidos (DE LIMA, 2006), com o potencial de gerar modelos
confiaveis (LESK, 2001).

No Brasil, existem mais de 400 espécies conhecidas de vespas neotropicais.
Para melhor atendimento ao paciente ferroado por alguma espécie de vespa,

necessita-se conhecer detalhadamente este inseto. As informacdes sobre
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taxonomia, comportamento, distribuicdo geografica e componentes quimicos de
seus venenos sao fundamentais para maior conhecimento sobre as espécies e
melhor atendimento & possiveis vitimas de ferroadas. A vespa Polistes lanio lanio é
uma espécie muito comum no sudeste do Brasil. Esta espécie vive em pequenas
colonias localizadas frequentemente perto de habitacbes humanas (YSHII ET AL,
2008), sendo este o principal motivo de ser uma das vespas sociais que mais
causam acidentes no Estado de Sao Paulo. As vespas do género Polistes séao
capazes de ferroar multiplas vezes, por ndo apresentarem autotomia do aparelho de
ferrdo e causar reacoes alérgicas severas (STEEN et al., 2005).

Assim, a identificacdo das proteinas mais abundantes do veneno da vespa
social Polistes lanio lanio, junto a caracterizacdo de proteinas por uma abordagem
protedbmica, se faz necessaria para uma melhor compreensdo dos mecanismos de

acdo desse veneno.
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3. OBJETIVOS

A caracterizagdo molecular das proteinas do veneno das vespas sociais
predominantes no Sudeste do Brasil é de fundamental importancia para a melhor
compreensao dos mecanismos de acao destes compostos, uma vez que, diversos
casos de reacoes alérgicas e anafilaticas sdo documentados todos os anos. A fim de
conhecer melhor as propriedades bioguimicas e imunoldgicas da mais abundante
proteina do veneno da vespa P. lanio lanio, e contribuir para o desenvolvimento de

extratos mais especificos, este trabalho teve como objetivos:

- Identificar as proteinas mais abundantes do veneno da vespa social Polistes lanio
lanio por abordagem protebmica, envolvendo a combinagdo de eletroforese
bidimensional, sequenciamento por técnicas de espectrometria de massas MALDI-
TOF/TOF e por Quimica Degradativa de Edman, além das ferramentas de

Bionforméatica Protedmica.

- Caracterizar bioquimicamente todas as isoformas do alérgeno Arginina Quinase

(AQ), identificando-as por analise protebmica e Espectrometria de Massas;

- Obter as sequéncias primaria dos fragmentos peptidicos gerados nas digestfes

enzimaticas a que foram submetidas as isoformas de AQ);

- Alinhar os trechos de sequéncias primarias obtidos para se obter a sequéncia
priméria completa das AQ;

- Realizar a modelagem molecular por homologia das isoformas de AQ e avaliar o

modelo estrutural obtido para estudo estrutural e funcional da proteina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do veneno da vespa Polistes lanio lanio

Os insetos da espécie Polistes lanio lanio foram fornecidos pelo Centro de
Estudos de Insetos Sociais / Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Rio Claro-SP. Os insetos foram
coletados e imediatamente congelados a -80°C, sendo sua identificacdo taxondmica
verificada. As vespas foram dissecadas e o reservatorio do veneno extraido de cada
inseto, com o uso de microbisturis. Estes reservatoérios foram lavados, perfurados e
agitados em solugcdo contendo 1 mM de FenilMetilSulfonilFluoride (PMSF), e
centrifugados a 8000 rpm por 10 minutos a 4'C. O sobrenadante foi usado como
extrato bruto do veneno. Este extrato foi dialisado contra agua destilada durante a
noite (18 h) a 4 °C, a fim de retirar o excesso de sal que naturalmente ocorre nesses
venenos, uma vez que, eventuais problemas podem ocorrer na focalizagcéo
isoelétrica da eletroforese bidimensional se a amostra apresentar impurezas,

interferentes ou uma elevada quantidade de sal.

4.2 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford
(BioRad), utilizando-se albumina bovina (BSA) como padrdo (BRADFORD, 1976).

4.3 Eletroforese bidimensional

Para a realizagdo da primeira dimensao foram utilizadas fitas de gradiente
imobilizado de pH (IPG) para o intervalo de valores de ponto isoelétrico entre 3 e 10,
com 7 cm de comprimento. Estas fitas foram rehidratadas durante a noite, a
temperatura ambiente, em 125 uL de uma solucéo de rehidratacdo, contendo uréia
8M, CHAPS 2% (v/v), solucédo tampéao para IPG a 1% (v/v), DDT 19 mM e azul de
bromofenol a 0,005%(v/w), juntamente com 400 pg de veneno bruto dialisado. As
proteinas foram separadas conforme seus diferentes pontos isoelétricos utilizando
trés passos: 1°) 200 V por 2hs, 2°) 1000 V por 1lhr e 3°) 5000V por 1:30 hs. Em

seguida, as fitas foram equilibradas por 20 minutos em presenca de DTT 19 mM,
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Tris 50 mM, uréia 6 M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (m/v), e posteriormente por mais
20 minutos, na mesma solucao, exceto pela substituicdo do DTT por lodoacetamida
0,2M.

Para a realizacdo da segunda dimenséo, a fita de gradiente de pH oriunda da
primeira dimensao foi colocada no topo de um gel de poliacrilamida a 15% (m/v).
Nesta etapa, foi utilizado um padrédo de baixo massa molecular (GE Healthcare) para
auxiliar na caracterizagéo das proteinas em estudo.

A eletroforese foi realizada em temperatura ambiente, utilizando-se duas
etapas com os seguintes paramentros: 10 mA por gel por 15 minutos e 20 mA por
gel por 1 hora. ApGs a segunda dimensdo, as proteinas foram visualizadas por

coloracdo com Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB).

4.4 Aquisicao das Imagens

Os géis de eletroforese bidimensional foram corados com CBB e as imagens
foram adquiridas utilizando-se um fotodocumentador modelo Biolmage (GE
Healthcare) no modo transparéncia, conectado a um computador, com uma
resolucdo de 400 dpis para fotodocumentacdo. As imagens foram analisadas no

software Image Master Elite (GE Healthcare).

4.5 Eletrotransferéncia

A técnica de eletrotransferéncia ou Western blotting consiste na transferéncia
eletroforética de proteinas separadas por eletroforese para uma matriz suporte de
PVDF (Fluoreto de Polivinilideno) ou nitrocelulose em solucdo tampdo de
transferéncia composta por Tris 20 mM pH 8,3, Glicina 192 mM, SDS 0,1% (m/v) e
metanol a 10% (v/v).

As proteinas separadas em SDS-PAGE foram eletrotransferidas do gel para
membranas de PVDF ou nitrocelulose, com o auxilio da cuba de eletrotransferéncia
Semi-Dry TE 70 (GE Healthcare ).

Em um reservatorio contendo tampao de transferéncia foi montado um
“sanduiche” na seguinte ordem: trés folhas de papel de filtro comum e uma
membrana, gel, trés folhas de papel de filtro comum; este conjunto permaneceu em

repouso por 10 minutos para o equilibrio de todo sistema no tampao de
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transferéncia. E necessario ressaltar que, as membranas foram hidratadas por 15
segundos em metanol (PVDF) ou agua (nitrocelulose) antes de inseri-la no tampéo
de transferéncia. Estes procedimentos foram realizados com luvas para evitar
contaminagao da membrana.

O conjunto foi colocado rapidamente na cuba de transferéncia na seguinte
ordem: a partir do catodo da cuba, primeiramente os trés papéis filtro, o gel
equilibrado, a membrana e os mais trés papéis filtro. Os parametros utilizados foram:
250 V, 100 mA por 1 hora para os geéis de 8 x 8 cm. ApGs a eletrotransferéncia a
membrana foi corada com Ponceau a fim de testemunhar a eficiéncia da
transferéncia. A membrana foi entdo descorada com agua para remover o corante.

Em seguida, a membrana eletrotransferida foi submetida a coloracdo de CBB
a fim de visualizacdo dos spots de proteinas, que foram entdo recortados e
submetidos ao Sequenciamento por Quimica Degradativa de Edman. A membrana
foi lavada com agua destilada por 3 vezes de 5 a 10 minutos; em seguida, corada
com CBB R-250 a 0,025% (m/v) em metanol 40% (v/v) por 5 minutos e descorada
com metanol 50% por 20 minutos. A membrana foi lavada com agua destilada por
15 minutos e seca a temperatura ambiente por 12 horas antes de submeté-la ao

sequenciamento por Quimica Degradativa de Edman.

4.6 Microsequenciamento por Quimica Degradativa de Edman

As sequéncias de aminoacidos da regido N-terminal das proteinas foram
obtidas, utilizando-se um sequlenciador automatico de marca Shimadzu, mod.
PPSQ-21 A (Shimadzu), baseado na Quimica Degradativa de Edman.

4.7 Microsequenciamento por Espectrometria de massas MS/MS

Os experimentos de espectrometria de massas foram realizados em um
Espectrdmetro de Massas do tipo MALDI-TOF/TOF, marca Applied Biosciences,
modelo 4000, adquiridos pela FAPERJ e instalados no Laboratério de Toxinologia
Aplicada na Fundagao Oswaldo Cruz (FioCruz) no Rio de Janeiro, RJ.

Inicialmente foi realizado um protocolo de identificacdo de “impresséo digital
peptidica” (PMF) baseado na digestdo das proteinas in gel, seguido da medida das

massas dos fragmentos peptideos resultantes. Esses fragmentos foram submetidos
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a Espectrometria de Massas Tandem (MS/MS) para a obtencao de suas seqiéncias
peptidicas.

As manchas de proteinas coradas com CBB, foram recortadas do gel,
descolorida com solugdo de bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0 e acetonitrila
50%, desidratada com 100% de acetonitrila, sendo entédo o pedaco de gel seco por
centrifugacdo a vacuo. Em seguida, as proteinas presentes nestes pedacos de géis
foram digeridos separadamente com a enzima Tripsina.

O protocolo utilizado foi: o0 gel desidratado foi incubado com 0,4 ug da enzima
tripsina em tamp&o bicarbonato de amdnio 50 mM, pH 8,0 durante 18 horas a 37°C.
As digestdes foram interrompidas adicionando-se 150 uL de solucdo de acetonitrila
50% (v/v) em agua destilada [contendo acido trifluoracético a 5% (v/v)] e mantendo-
se as suspensfes dos géis em repouso a temperatura ambiente por 30 min; em
seguida, as suspensdes contendo os géis foram centrifugadas a 8.000 rpm por 10
min a temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram coletados e secos por
centrifugacdo a vacuo, sendo entdo mantidos —20°C até serem analisados por
Espectrometria de Massas.

Para a andlise da amostra no espectrémetro de Massas, as amostras foram
reconstituidas adicionando-se 5 uL de solucdo de acetonitrila 50% (v/v) [contendo
TFA 0,5% (v/Vv)] e solubilizando os peptideos gerados durante a digestdo enzimatica,
0,3 uL desta solucao foi aplicada na sonda de amostras do espectréometro, deixando-
a secar. Sobre a amostra seca foram adicionados 0,3 uL de solucdo saturada de
acido cinamico, deixando-a secar novamente, quando foram finalmente realizadas
as medidas de massas.

A poténcia do laser (Nd:Yag — 355nm) foi ajustada para se obter o melhor
sinal, tanto para experimentos de MS como MS/MS. Os espectros de massas foram
adquiridos a partir dos picos monisotdpicos na faixa de m/z de 800 a 3500. Para
experimentos de MS/MS os cinco ions mais intensos de cada espectro MS foram
selecionados. O modo reflectron foi utilizado em todas as analises. Apds todas as
aquisicdes de dados, os mesmos foram exportados no formato texto, para serem
utilizados ou entdo, submetidos a analise automéatica com a ferramenta de
bioinformética MASCOT.
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4.8 Identificacdo das Proteinas

Os bancos de dados utilizados para as identificacbes de proteinas foram:
Protein Data Bank (PDB) e o GenBank (http:/WWW.ncbi.nIm.nih.gov/). O programa
GPS Explorer (Applied Biosystems) foi utilizado para submeter os dados de MS e

MS/MS no “MASCOT protein engine search” (http://www.matrixscience.com)

baseando-se no “National Center for Biotechnology Information “(NCBI) com a busca
restrita a taxonomia: Arthropod. Os parameros utilizados para a busca foram:
tolerancia de massa do peptideo de 100 ppm e numero de clivagens faltante = 1.
Para modificacbes dos peptideos, foram consideradas: carbamidometilacdo e
oxidacdo da metionina. Os valores de “ion score” considerados significantes foram
0s maiores que 30 e os valores de “protein score” siginificantes os maiores que 60. A
comparacdo entre as massas teodricas e experimentais e Pl (ponto isoelétrico)

também foram consideradas para as identificacdes.

4.9 Modelagem Molecular por Homologia

A modelagem molecular por homologia € uma técnica de desenvolvimento de
modelos tridimensionais que parte de uma sequéncia priméria conhecida de uma
proteina cuja estrutura tridimensional € indeterminada e utiliza como molde uma ou
mais sequéncias de proteinas cujas estruturas tridimensionais ja foram resolvidas
por técnicas experimentais e, que possuem alta similaridade com a proteina de
interesse (GIBAS et al.,, 2001). Consiste de quatro etapas principais que sao
(SANCHEZ et al., 1997): 1) Busca e selegcdo do molde: consiste em realizar uma
busca por proteinas que possuem suas estruturas tridimensionais resolvidas. Esta
busca é realizada em bancos de dados de estruturas terciarias de proteinas, sendo
qgue o principal deles é o Protein Data Bank (PDB - BERMAN, et al. 2000). O
principal par@metro usado para realizar a busca do molde é a porcentagem de
identidade entre a sequiéncia de aminoacidos do molde e a seqiéncia da proteina
que sera modelada (modelo). 2) Alinhamento: depois de escolhido o molde é
necessario realizar o alinhamento da seqtiéncia do molde com a sequéncia da
proteina a ser modelada, de forma que se possa aproveitar melhor a porcentagem
de identidade entre eles. Este segundo alinhamento é formatado e utilizado como

arquivo de entrada durante a modelagem. Existem varios algoritmos de alinhamento,
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entre 0os quais podem ser citado o BLASTP (BOURNE et al., 2003) que foi utilizado
neste trabalho; 3) Modelagem: nesta etapa, o software escolhido ird receber como
entrada o0 arquivo contendo as sequéncias alinhadas e o arquivo contendo as
coordenadas tridimensionais do molde. Dessa forma, o programa ird construir a
estrutura tridimensional da proteina alvo baseado nas coordenadas tridimensionais
do molde; 4) Andlise: a Ultima etapa sera fazer a andlise da estrutura gerada. Esta
andlise consiste em estudar as posi¢cfes atbmicas dos modelos de modo que possa
determinar a qualidade estereoquimica do modelo da proteina em questao.

Caso o modelo apresente uma boa qualidade estereoquimica, ele podera ser
aceito como um modelo confidvel para auxiliar no estudo estrutural e funcional desta
proteina, além de poder contribuir para o desenvolvimento de drogas baseado em
estrutura. Com excecado da etapa de andlise, todas as outras etapas acima descritas
podem ser realizadas pelo programa MODELLER (SANCHEZ et al., 1997), que
realiza a modelagem por homologia de estruturas de proteinas por satisfacdo de

restricbes espaciais. No presente estudo utilizou-se a versédo 9v4 do programa.

4.10 Avaliacdo do Modelo Estrutural

O modelo pode ser avaliado como um todo, bem como em regides individuais.
Como a qualidade do modelo depende em grande parte do molde utilizado, é
preciso que este tenha sido obtido em alta resolucdo (< 2A) e com um fator-R
satisfatorio (= 20%). A qualidade do modelo construido sera proporcional a qualidade

da estrutura tridimensional utilizada como molde (SANCHEZ et al., 1998).

4.10.1 Procheck

O programa Procheck (LASKOWSKI et al., 1994) analisa a geometria global
da estrutura ou cada residuo individualmente, utilizando pardmetros estereoquimicos
derivados de estruturas de alta resolucdo ou bem refinadas (MORRIS et al., 1992),
gue constituem sua base de dados. Trata-se de um programa pertencente ao pacote
CCP4 (Collaborative Computational Project No 4) utilizado para verificar a qualidade
estereoquimica de proteinas.

Os parametros estereoquimicos usados sdo aqueles descritos por Morris et

al. (1992). Estes parametros utilizados como informacgdes estereoquimicas checadas
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pelo programa sao: ligagcbes covalentes, planaridade de grupos planares
(aromaticos, ligacdes peptidicas, etc.) angulos diédricos, quiralidade, interacdes nao
covalentes, ligagbes de hidrogénio da cadeia principal e pontes de dissulfeto. Os
resultados sdo apresentados em varios arquivos diferentes, entre estes arquivos
foram escolhidos o Grafico de Ramachandran para analisar a qualidade
estereoquimica dos modelos construidos, pois representa através de um plano, a
posicdo dos aminoacidos de acordo com os angulos de tor¢cédo ¢ e ¢ formados entre
o0 carbono-a e o nitrogénio (Ca-N) e os angulos formados entre o carbono e o
carbono-a (C-Ca) respectivamente e o G-factor para verificar os comprimentos de
ligacdo de cadeia principal, angulos da cadeia principal, distribuicdo dos angulos
®/y, distribuicdo dos angulos x1/x2 e w.

Em principio, ¢ e y podem ter qualquer valores entre -180 ° e + 180 °, porém,
muitos valores dos angulos @ e g sao proibidos pelas interferéncias estéricas entre
atomos pertencentes ao mesmo esqueleto polipeptidico e pelas cadeias laterais dos
residuos de aminoéacidos (GIBAS et al., 2001).

O G-factor fornece uma medida do desvio de uma dada propriedade
estereoquimica (angulos de torcdo e geometria covalente), baseado nas
distribuicbes observadas nos parametros estereoquimicos em sua base de dados e
uma medida da normalidade da estrutura como um todo. O célculo do G-factor
global envolve os diversos G-factors para toda a estrutura, num unico numero. O G-
factor global é a melhor medida da qualidade estereoquimica total de uma molécula.
Por exemplo, os residuos que caem nas regifes ndo permitidas do diagrama de
Ramachandran terdo um G-factor baixo (ou muito negativo). Se uma proteina tiver
muitos residuos com G-factor baixo sugere que algo pode estar errado com a

geometria total da proteina avaliada.

4.10.2 Verify 3D

O Verify 3D (BOWIE et al., 1991; LUTHY et al., 1992; KABSCH et al., 1983)
mede a compatibilidade entre a sequéncia de aminoacidos de uma proteina e o
modelo da sua estrutura tridimensional, usando um perfil 3D. Luthy et al. (1992)
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determinaram empiricamente o indice global esperado de Scalc = exp (-0,83+1,008
x In(L)) de compatibilidade entre a seqiiéncia e a estrutura tridimensional onde L € o
comprimento da seqUéncia e Scalc representando, entdo, a soma das
probabilidades individuais dos residuos. O parametro utilizado para escolher um
modelo compativel € o limite de 45% para a confiabilidade da compatibilidade
sequéncia/estrutura. Valores menores que 45% indicam uma estrutura incorreta,
valores em torno de 45% podem estar corretas, mas possuem qualidade
questionavel e valores acima de 45% indicam uma estrutura correta.

O resultado € uma medida da compatibilidade entre a seqiéncia e sua
estrutura 3D descrita pelo seu perfil tridimensional. O Verify 3D requer como entrada

um arquivo de coordenadas atdomicas no formato pdb.

4.10.3 RMSD da geometria ideal

O desvio médio quadratico (RMSD) da geometria ideal (KEARSLEY, 1989) é
calculado como uma funcéo de todos os &tomos de uma proteina, e podemos adotar
a definicho que o RMSD da geometria ideal serve para analisar a medida da
variacdo da posicdo de cada a&tomo de uma estrutura com relacdo aos parametros
observados por Engh et al. (1991). O RMSD da geometria ideal utiliza como
parametros o comprimento e angulo de ligacdo ideal, derivados de uma andlise
detalhada (ENGH et al., 1991) de estruturas de pequenas moléculas em Cambridge
Structural Database (CSD) (ALLEN et al., 1979). O programa utilizado para executar
os célculos de comprimento e angulos de ligagdo foi o programa X-PLOR
(SCHWIETERS et al., 2003; BRUNGER, 1992).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Apos a extracdo do veneno da vespa social Polistes lanio lanio com solugéo
contendo inibidores de proteases, o extrato coletado foi dialisado, concentrado,
liofilizado e, em seguida, foi submetido a eletroforese bidimensional. Primeiramente,
as proteinas foram separadas por carga através de seus pontos isoelétricos com
fitas de pl de 3 a 10 e numa segunda etapa, elas foram separadas por massa
molecular através de um gel SDS-PAGE 15% (m/v). O fracionamento do veneno
bruto por eletroforese bidimensional resultou num perfil protéico com 171 spots, ou
seja, 171 provaveis proteinas com massas moleculares entre 97 kDa e 14.4 kDa e

pontos isoelétrico entre 3 e 10 (Figura 1).
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FIGURA 1: Gel de Eletroforese Bidimensional em SDS-PAGE 15%(m/v) do veneno da
vespa social Polistes lanio lanio. As proteinas foram focalizadas em fitas de pl de 3 a 10,
com 7 cm de comprimento. Cerca de 171 spots foram detectados.

As proteinas mais abundantes foram excisadas do gel, descoradas e
submetidas a digestdo triptica. Os fragmentos peptidicos foram submetidos a
analises de massas em um espectrémetro de massas do tipo MALDI-ToF/ToF para

0 sequenciamento de alguns fragmentos tripticos e identificacdo individual das
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proteinas. Paralelamente, géis contendo o mesmo perfil protéico foram submetidos a
eletrotransferencia em PVDF para serem submetidas ao seqiienciamento peptidico
por Quimica Degradativa de Edman. Com o auxilio das ferramentas de
bioinforméticas descritas anteriormente, cerca de vinte proteinas foram identificadas;

a Figura 2 mostra os spots das proteinas que foram identificadas.
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FIGURA 2. Gel de Eletroforese Bidimensional em SDS-PAGE 15%(m/v) do veneno da
vespa social Polistes sp. Os spots assinalados em amarelo indicam as proteinas
identificadas neste estudo por espectrometria de massas.

As sequéncias parciais das proteinas foram analisadas por comparacao,
contra bancos de sequéncias de proteinas, utilizando-se de servidores publicos
disponiveis na rede mundial de computadores. Dentre as proteinas identificadas,
quatro (spots 74, 75, 76 e 77) foram identificadas como arginina quinase. Outras
proteinas entre elas: proteinas de choque térmico (spot 70), superoxido desmutase
(spot x) e inibidores de serino protease (spots x) foram identificadas. A tabela 1
mostra as identificacbes de proteinas do veneno de P. lanio lanio , com seus
respectivos codigos de acesso massas moleculares (KDa), pontos isoelétricos (pl) e

Scores.
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TABELA 1: Identificacdo das proteinas constituintes do veneno da vespa social Polistes

lanio lanio (Hymenoptera, Vespidae).

Caddigo MM Masc lon
Spot: Identificacéo de pl ot Score Sequéncia
(kDa)
acesso Score | Total
- . MCKCPGINSPVCGVNG
4 '”'b'd‘r’gt‘gz SS:””O ABSCS?Z? 803 | 59 | 551 | 50 |K
P CKGECPCVACRCLPIK
o . VCIGRRPVCGANGKTF
5 '”'b'd?gtgz :‘f””o ABgSW 787 | 65 | 585 | 46 |K
P CDGECPCPTCTCPRIR
KTYPNPCSAGCENVPV
Inibidor de serino | ABB891 R
! protease 33 8.2 6.7 50.1 26 VKCDGECPCPTCTCPR
CDGECPCPTCTCPRIR
VKCDGECPCPTCTCPR
53 Inibidor de serino | ABC027 57 2 38 66.2 45 GCACPFNLKPVCGVDK
protease 59 K
KTYPNSCTASCKHVK
Inibidor de serino
138 protease A0S0Q1 20 8.4 44.8 21 EMEHGCMK
Proteina de ABU638
71 choque térmico 10 50.9 6.5 291 98 | APAVGIDLGTTYSCVGV
hsp 70 FQHGK
Proteina de
115 choque térmico Q5R1P5 31 4.9 44.3 98 LGDESVIDTEESNIR
hsp21.4
124 Superoxido AAPO3S | 573 | 78 | 139 | 91 | HHATYVNNLNVAEEK
dismutase 82
74 Arginina Quinase | A8VVY3 | 48.9 5.9 198 184 | DFGDVDSLGNLDPAGE
FIVSTR
75 Arginina Quinase ABHO41 48.2 5.7 189 171 | DFGDVDSLGNLDPAGE
87
FIVSTR
76 Arginina Quinase | A5BJDM1 | 47.6 5.4 207 169 | DFGDVDSLGNLDPAGE
FIVSTR
77 Arginina Quinase A5HUI6 47.3 5.6 271 88 TFLVWCNEEDHLR
Proteina
98 alergénica do Q4JK69 38.3 6.7 185 3 IWCQETCKCECASEPP
grupo 15 R
CDNVNCKCGSSCRCE
Proteina rica em K
62 cisteina Q70LQ4 | 54.2 6.2 4.7 1 CEKGTCTPSCAQTCCA
VNCSKGCCTPK
Proteina rica em
182 | istemna Q70LQ4 | 21 10| 168 1| cEKGECRR
110 | [Iriosephosfato | NP 0010 | 5,5 | 55 | 216 | 99 | DIDGFLVGGASLKPDFV
isomerase 1 90623
QIVNAK
111 Triosephosfato | NP_0010 | 32.1 6,3 166 98 | DIDGFLVGGASLKPDFV
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isomerase 1 90623 QIVNAK
Aldolase CG6058- | XP_6233
84 PF, isoforma F 12 445 9,3 180 117 IVPIVEPEIL;DGDHDLA
Actina-87E
70 isoforma 1 096104 | 51.3 4.8 274 117 SYELPDGQVITIGNER
Proteina ribosomal | ABZ0427
165 | 527A cG5271-PA 3 50 100 5071 110 | 1y EVEASDTIENVK

Os spots 4, 5, 7, 53 e 138 foram identificados como Inibidores de Serino-
Proteases. Isto sugere que 0s mesmos devem ter papel importante na manutencgéo
das proteinases do veneno em suas formas inativas (TUGMON et al., 1995), durante
0 armazenamento do veneno (antes da inoculacdo na vitima de ferroada),
prevenindo autolise das toxinas de natureza protéica do préprio veneno. As
proteases portanto, devem também ser abundantes no veneno desta espécie de
vespa, ja que a protecdo com inibidores foi comprovada pelo encontro destes no
veneno de Polistes lanio lanio.

O alérgeno serino-protease tem sido caracterizado nos venenos de
Hymenoptera sociais, apresentando atividades cataliticas discretas, e
consequentemente, causando necroses associadas as ferroadas desses insetos
(SCHMIDT et al., 1980). McNairy et al. (2000), identificaram a presenca de serino-
protease nos venenos de Polistes dominulus e Polistes exclamans. Trés serino-
proteases foram isoladas do veneno de B.pennsylvanicus e do veneno das vespas
sociais européias (P.dominulus e P.exclamans), as quais demonstraram um elevado
grau de residuos conservados em suas sequéncias primarias (WINNINGHAM et al.,
2004). Serino-proteoases também foram isoladas e identificadas por Santos (2007)
no veneno da vespa Polybia paulista.

Os spots 71 e 115 foram identificados como Proteinas de choque térmico
(hsp). As proteinas de choque térmico ou proteinas de estresse, também
conhecidas como “Heat Shock Protein” (HSPs), pertencem ao grupo das
Chaperoninas, sendo estas proteinas presentes em quase todos os tipos de células.
Sua expressdao € induzida quando as ceélulas sofrem algum tipo de estresse
ambiental e/ou intracelular, como variacdo de temperatura e/ou privacdo de
oxigénio. Os genes responsaveis pelas proteinas de choque térmico estdo em todos
0S organismos e elas sdo muito conservadas no que se refere a homologia de

sequéncias primarias e pesos moleculares. O sequenciamento do genoma da
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abelha Apis mellifera (Hymenoptera, Apidae) mostrou a existéncia das HSPs 40, 70
e 90 como produto de secrecdo das glandulas de veneno (WEINSTOCK et al.,
2006). As HSPs 90 identificadas no veneno da A.mellifera estdo envolvidas com a
traducdo de sinais e integracdo de ligantes, além de atuar nos processos de
estresse, enquanto que as HSPs 70 atuam em complexos protéicos juntamente com
as HSPs 90 e 40 (VENTER et al., 2001). Outras fun¢des gerais das HSPs no interior
das células é a de preparar as células para o descarte de moléculas velhas e/ou de
antigenos, e manterem a homeostasia do ambiente celular (MOSELEY, 2002).
Quando alguns antigenos sdo reconhecidos pelas HSPs, elas os conduzem para
fora das células, e consequentemente, esses antigenos desencadeiam respostas
imunes do organismo (HEAT SHOCK PROTEINS: BASICS, 2006). Além disso, a
ativacdo do sistema imune esta associada a producdo de citosinas mediada pelas
HSPs. A exposicdo da HSP 60 em macréfagos de rato e humano resultou na
producao de IL-12 e TNF-a (CHEN et al., 1999; MOSELEY, 2002). Algumas destas
proteinas também podem apresentar atividade proteolitica como a HSP65 de
Mycobacterium leprae, onde estudos de alinhamento genético demonstram sua
similaridade com Hs1VU, uma proteinase de Escherichia coli (PORTARO et al.,
2002). Por outro lado, estudos demonstraram que proteinases do tipo cisteinas
foram inibidas pelas CBP2/Hsp47 (SIAVASH et al., 2002). A presenca dessas
proteinas no veneno da vespa Polistes lanio lanio (spots 71 e 115) vem corroborar
com os estudos do genoma da abelha Apis mellifera (WEINSTOCK et al, 2006) e
proteoma do veneno da vespa Polybia paulista (SANTOS, 2007), evidenciando a
semelhanca entre os venenos de vespas e abelhas. Como produto de expresséo
dos genes no reservatorio de veneno, as HSPs podem estar associadas a exposicao
de alguns componentes celulares a degradacao bioquimica, a atividade proteolitica
e/ou a acdo do sistema imune, ratificando os quadros clinicos de alergia dos
pacientes sensibilizados por este veneno. De uma maneira geral, as HSPs 60, 70 e
90 estdo envolvidas com atividades de chaperonina, exercendo fungdes tais como:
moldagem de proteinas de forma a manter ou conferir-lhes atividades cataliticas,
prevenindo os efeitos da desnaturacdo térmica, impedindo a formacéo de agregados
moleculares insoluveis e auxiliando na formagéo correta de pontes dissulfeto. A
presenca destas proteinas no veneno de vespas pode ainda estar associada a uma
estratégia de manter toxinas importantes do veneno na forma inativa, enquanto

armazenadas no reservatério, antes da injecdo (ferroada) na vitima; sua acédo se
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exerceria instantes antes da inoculacdo do veneno, ativando tais proteinas.
Trabalhos recentes demonstram que as HSPs possuem atividades de protecéo
celular, anti- apoptose, regulacédo de desenvolvimento e transdugao-sinal (PEIREN,
2008).

O spot 124 foi identificado como sendo uma superdxido dismutase. A
proteina superoéxido dismutase (CuzZnSOD) do latex (Hevea brasiliensis) apresenta
74% de identidade em sua estrutura tridimensional com o alérgeno Ole 5 de Olea
europaea (GUARNERI et al., 2006). Esta proteina também foi encontrada no estudo
de Santos (2007), onde foi identificada como um possivel alégeno no veneno da
vespa social Polybia paulista e no estudo de Peiren (2008), onde foram identificadas
proteinas da familia das superéxido dismutases no veneno de Apis mellifera . Neste
trabalho de Peiren (2008), estas proteinas foram responsabilizadas pela reducédo do
perdxido de hidrogénio. A presenca desta proteina em veneno de vespas e abelhas
sugere que as proteinas do tipo superéxido dismutase nos venenos das vespas
podem fazem parte das proteinas que desencadeiam processos de ativacdo de
respostas imunes do organismo.

Os spots 74, 75, 76 e 77 foram identificados como a proteina Arginina
Quinase. As proteinas do grupo das Argininas Quinase sdo enzimas que catalizam
a transferéncia reversivel do grupo fésforo do ATP. Proteinas identificadas como
Arginina Quinase com alta similaridade de sequéncias entre si, tem sido encontradas
em varias espécies de invertebrados. Os resultados de experimentos de immunoblot
identificaram a arginina quinase (40 KDa) como alérgeno presente em mariposas (D.
pteronyssinus), baratas (B. germanica), camardes (P. monodon), lagostas (H.
gammarus), e ostras (M. edulis). Porém nenhuma AQ presente no bacalhau, uma
espécie de vertebrado, apresentou reacdo cruzada com as espécies de
invertebrados. Isto sugere que a arginina quinase representa uma nova classe de
alérgenos de invertebrados, os quais podem implicar na indu¢cdo e manutencao das
atividades respiratorias e alergia alimentar em pacientes sensiveis (BINDER et al,
2001).

O alérgeno Pen m2 foi identificado como uma potente molécula imunoreativa
de camardo da espécie Penaeus monodon (YU et al., 2003). No entanto, algumas
proteinas da vespa social Polybia paulista foram identificadas como sendo
semelhantes ao alérgeno Pen m2, o qual apresenta sequéncia peptidica similar a

proteina Arginina Quinase de crustaceos (SANTOS, 2007), sugerindo que a



32

presenca de proteinas do tipo Arginina Quinase no veneno de vespas também
possam desencadear respostas alérgicas mediadas por IgE-especificas nos
acidentes por ferroadas destes insetos.

O spot 98 foi identificado como um alérgeno que foi isolado anteriormente em
acaros da espécie Dermatophagoides pteronyssinus e identificado como Proteina
alergénica do grupo 15 (O'NEIL et al, 2006). Esta proteina pode ser, portanto, uma
das proteinas presentes no veneno da vespa Polistes lanio lanio que causam
reacfes em pacientes alérgicos, agindo de maneira semelhante a seu modo de agéo
em pacientes que apresentam alergia a poeira. Alérgenos de &acaros
Dermatophagoides farinae, extraidos de cultura na presenca de detergentes foram
separados por eletroforese 2D com subsequente immunoblotting (LE MAO, 1998 ).

Os spots 62 e 182 foram identificados como proteinas do tipo “Proteina rica
em cisteina”. A familia destas proteinas € um grupo com massa molecular de cerca
de 20-30 kDa e com sequéncia contendo 16 residuos de cisteina. Esta proteina foi
isolada em veneno de serpente, sendo caracterizada por apresentar rapida e eficaz
penetracdo em diferentes tipos de células (KERKIS et al 2004).

Os spots 110 e 111 foram identificados como a proteina triosephosfato
isomerase. Esta mesma proteina foi descrita por Hoppe et al (2006) como um dos
principais alérgicos presentes no extrato de proteinas provenientes da fruta Lichia.
Através do uso de soro proveniente de pacientes alérgicos a esta fruta em ensaios
de imunogenicidade, demonstrou-se que a proteina triosephosphato isomerase é um
alérgeno presente na fruta reconhecido pelo sistema imune dos pacientes sensiveis
em 67% dos casos. Neste trabalho, as proteinas presentes no extrato da fruta foram
submetidas a cromatografia de exclusdo molecular, sendo que a identificacdo da
proteina triosephosphato isomerase (28 KDa) foi possivel atravées de
sequenciamento N-terminal e Espectrometria de Massas. Essa proteina foi também
descrita como um alérgeno de latex (POSH, 1997). Entretanto, esta proteina
também pode corresponder a uma enzima presente nas células da glandula
secretora de veneno da vespa, que se rompeu liberando parte de seu contetdo no
reservatorio de veneno.

As proteinas obtidas através do processamento do veneno de Polistes lanio
lanio podem estar envolvidas com inflamacdo e respostas imunolégicas. Porém,
algumas proteinas do tecido muscular provenientes das glandulas e proteinas

citoplasmaticas foram também identificadas, como por exemplo actina (spot 70).
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Estas proteinas sdo originadas provavelmente do musculo ou tecidos subjacentes
constituintes do reservatorio de veneno das vespas dissecadas. Sugere-se que a
ruptura de células pode ocorrer no momento em que o aparato de ferroar € removido
do inseto com o auxilio de pincas, o que pode causar a mistura das proteinas destas
células com as proteinas do veneno bruto. Entretanto, alguns estudos sugerem que
proteinas musculares podem induzir respostas imunoldgicas.

As proteinas ribossomais (spots 165), as proteinas envolvidas na
regulacdo génica e metabolismo celular (spots 84 e 70) sdo proteinas
citoplasmaticas das células da membrana do reservatério do veneno que
provavelmente foram extraidas juntamente com a coleta do veneno da vespa em
estudo. Apesar de nao ser testado o potencial alergénico destas proteinas no
presente trabalho, sabe-se que proteinas de musculo, como por exemplo, a
tropomiosina, pode provocar quadros de alergia consideraveis (REESE et al.,
1999; BARLETTA et al., 2005).

Uma grande similaridade entre as composi¢cées dos venenos da abelha Apis
mellifera e a vespa Polybia paulista foi observada por Santos (2007). Fosfolipases,
antigeno-5, hialuronidade, proteinases, proteinas de choque térmico (HSPS)
desintegrinas, proteinas de veneno Il foram algumas proteinas caracterizadas na
analise protedmica dos venenos de abelha e da vespa Polybia paulista (Santos,
2007). O veneno de Polistes lanio lanio apresentou também proteinas similares a
estes dois ultimos venenos estudados anteriormente. Dessa forma, pode-se concluir
gue venenos de vespas e abelhas sdo muito semelhantes entre si.

O presente estudo € uma Andlise Protebmica qualitativa (PLEBANI, 2005), na
qual se identificou as proteinas mais abundantes do veneno da vespa social Polistes
laniolanio, a fim de compreender os mecanismos de acao dessas proteinas, quando
um individuo alérgico € sensibilizado apés um acidente por ferroada dessa vespa.
Os trechos de sequéncias primarias obtidas nesse estudo foram utilizados para
identificagdo das proteinas de interesse, com o auxilio de ferramentas de
alinhamento de sequéncias primarias, frente as informacgdes contidas nos bancos de
proteinas. Porém, como o0 genoma da vespa social P. lanio lanio nao foi
caracterizado ainda, as identificacdes das proteinas ocorreram comparando-se as
sequéncias obtidas no estudo com as sequéncias parciais de proteinas e/ou com 0s
bancos de dados de genomas completos de organismos mais proximos

filogeneticamente.
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A presenca abundante de proteinas do tipo Arginina Quinase no
veneno da vespa P. lanio lanio, fez com que surgisse um grande interesse sobre
esta proteina, a qual foi detectada em quatro spots diferentes no gel de
poliacrilamida 15%, sendo estes spots os mais abundantes no veneno da vespa
estudada. Devido a curiosidade e tentativa de aprofundamento no conhecimento
sobre os mecanismos de agao deste veneno, realizou-se a caracterizagdo molecular
destas proteinas.

A Figura 3 mostra o perfil protéico do veneno bruto da vespa em estudo, onde
essas isoformas de AQ estdo enumeradas conforme a analise protedmica realizada

anteriormente.
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FIGURA 3: Gel de Eletroforese Bidimensional em SDS-PAGE 15% (m/v) do veneno da
vespa social P. lanio lanio. As proteinas foram focalizadas em fitas de pl de 3 a 10, com 7
cm de comprimento. Aproximadamente, 171 proteinas foram detectadas pela coloragdo com
CBB. Os spots rachurados em amarelo sdo as isoformas da proteina Arginina Quinase
identificados pela analise protedmica do veneno bruto da vespa.

Conforme a analise protedmica do veneno bruto da vespa P. lanio lanio
realizada anteriormente, as proteinas identificadas foram excisadas do gel,
descoradas e submetidas a digestdo com a utilizagdo de dois tipos diferentes de
enzimas: tripsina e quimiotripsina. Os fragmentos peptidicos foram submetidos as

andlises de espectrometria de massas, e com o auxilio de ferramentas de
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bioinformética, as proteinas foram identificadas e caracterizadas. Dentre elas, 4
proteinas foram caracterizadas como Arginina Quinase (spots 74, 75, 76 e 77). As
Tabelas 2, 3, 4 e 5 mostram dados de espectrometria de massas dessas isoformas
de AQ com suas respectivas sequéncias parciais, ion escore e escores de
identificacdo. Estas sequéncias foram submetidas a identificacdo através de
ferramentas de bioinformatica ora utilizando taxonomia aberta ora taxonomia Apis
mellifera, jA que na ferramenta de bioinformatica (MASCOT) utilizada é possivel a
escolha de alguma espécie especifica ou abranger todas as espécies de

organismos.

TABELA 2: Sequéncias peptidicas obtidas por espectrometria de massas tandem presentes

na digestéao triptica do spot 74.

Sequéncia fon Score | Banco Apis Banco Geral
Score mellifera

IISMOMGGDLGQVYR 60 36,2 Arginina Quinase | Arginina Quinase
TFLVWCNEEDHLR 83 36,2 Arginina Quinase | Arginina Quinase
FGFLTFCPTNLGTTVR 92 38,5 Arginina Quinase | Arginina Quinase
DFGDVDSLGNLDPAGEFIVSTR | 184 46,6 Arginina Quinase | Arginina Quinase
FLQAANACRFWPTGR - 40,8 Arginina Quinase | Arginina Quinase
EIQQKLIDDHFLFK - 30 Arginina Quinase | Arginina Quinase
GTFYPLTGMSKEIQQK - 354 Arginina Quinase | Arginina Quinase
SLEGYPFNPCLTEAQYK - 43,1 Arginina Quinase | Arginina Quinase
FWPTGRGIYHNDAK - 37 Arginina Quinase | Arginina Quinase
FWPTGRGIFHNDAKT - 37,4 Arginina Quinase | Arginina Quinase

TABELA 3: Sequéncias peptidicas obtidas por espectrometria de massas tandem presentes

na digestao triptica do spot 75.

Sequéncia fon Score Banco Apis Banco Geral
Score mellifera

ISMOMGGDLGQVYR 57 36,2 Arginina Quinase | Arginina Quinase

TFLVWCNEEDHLR 97 36,2 Arginina Quinase | Arginina Quinase

FGFLTFCPTNLGTTVR 90 38,5 Arginina Quinase | Arginina Quinase

DFGDVDSLGNLDPAGEFIVSTR | 171 38,5 Arginina Quinase | Arginina Quinase

FLQAANACRFWPTGR - 40,8 Arginina Quinase | Arginina Quinase
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LEEVASKFNLQVRGTR - 32,7 Arginina Quinase | Arginina Quinase
FWPTGRGIYHNDAK - 37 Arginina Quinase | Arginina Quinase
SLEGYPFNPCLTEAQYK - 43,1 Arginina Quinase | Arginina Quinase

TABELA 4: Sequéncias peptidicas obtidas por espectrometria de massas tandem presentes

na digestéao triptica do spot 76.

Sequéncia fon Score | Banco Apis Banco Geral
Score mellifera

EVFDQLK 27 - Arginina Quinase | Arginina Quinase

DFGDVDSLGNLDPAGEFIVSTR 169 - Arginina Quinase | Arginina Quinase

FWPTGRGIYHNDAK -- 37 Arginina Quinase | Arginina Quinase

FLQAANACRFWPTGR - 40,8 Arginina Quinase | Arginina Quinase

TABELA 5: Sequéncias peptidicas obtidas por espectrometria de massas tandem presentes

na digestao triptica do spot 77.

Sequéncia fon Score Banco Apis Banco Geral
Score mellifera

LPFSHNDR 57 - Arginina Quinase | Arginina Quinase
LIDDHFLFK 25 - Arginina Quinase | Arginina Quinase
IISMQMGGDLGQVYR 61 36,2 Arginina Quinase | Arginina Quinase
TFLVWCNEEDHLR 88 36,2 Arginina Quinase | Arginina Quinase
DFGDVDSLGNLDPAGEFIVSTR 158 46,2 Arginina Quinase | Arginina Quinase
GTFYPLTGMSK - 28,5 Arginina Quinase | Arginina Quinase
AKLEEVAAKFNLQVR - 30,8 Arginina Quinase | Arginina Quinase
FLQAANACRFWPTGR - 40,8 Arginina Quinase | Arginina Quinase
LEEVAAKFNLQVRGTR - 33,1 Arginina Quinase | Arginina Quinase
GEHTEAEGGIYDISNKR - 38,1 Arginina Quinase | Arginina Quinase
SLDGYPFNPCLTEAQYK - 46,1 Arginina Quinase | Arginina Quinase
FGFLTFCPTNLGTTVR 61 38,5 Arginina Quinase | Arginina Quinase
IPFSHNDR 57 - Arginina Quinase
LISMOMGGDLGQVYR 61 35 Arginina Quinase | Arginina Quinase
FWPTGRGIYHNDAK 37 Arginina Quinase | Arginina Quinase

Pode-se perceber que os quatro spots apresentaram sequéncias peptidicas
identificadas como a proteina Arginina Quinase, tanto para o banco geral quanto
para o banco de Apis mellifera. Apds esta identificacdo, juntou-se e alinhou-se os
fragmentos peptidicos conseguidos anteriormente para cada spot, para que fosse
possivel uma busca mais completa nos bancos de dados. As identificacbes

resultantes destas pesquisas para cada spot em particular encontram-se na tabela 6:

TABELA 6: Caracterizacdo molecular das isoformas de AQ presentes no veneno da vespa
social P. lanio lanio. As sequiéncias parciais foram obtidas pela digestéo triptica dos spots
recortados do gel de eletroforese bidimensional do veneno bruto da vespa em estudo, sendo
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que os peptideos resultantes foram detectados por espectrometria de massas MALDI-TOF-
MS e sequenciados por espectrometria de massas MS/MS.

. MM ) Total
Spot: Kentificagdo c:g:egs%ge pl hgizcr:t ion
{kDa) Score
74 arginine kinase ABVVY3 439 159 108 184
75 arginine kinase | ABH04187 | 48.2 | 5.7 189 171
76 arginine kinase A5JDM1 476 |54 207 169
77 arginine kinase- ASHUI8 47.3 |56 271 88
like protein

Apbs o sequenciamento dos fragmentos peptidicos obtidos pela clivagem com

tripsina, juntando-se os fragmentos obtidos, foi possivel determinar a sequéncia

primaria completa das isoformas da AQ do veneno da vespa P. lanio lanio por

espectrometria de massas MS/MS. Observou-se, porém, que a sequéncia obtida

com a digestdo do spot 76 era igual a sequéncia do spot 74, representando portanto

na mesma proteina. As sequéncias completas estdo demonstradas nas figuras 4, 5,

e 6:

Opysr-Vv

Figura 4: Seqléncia primaria completa da isoforma AQ, presente no spot 74, do
veneno da vespa social P. lanio lanio obtida por espectrometria de massas MS/MS.
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Figura 5: Sequéncia primaria completa da isoforma AQ, presente no spot 75, do
veneno da vespa social P. lanio lanio obtida por espectrometria de massas MS/MS.

MVDAATLEKLEAGFKKLEASDSKSLLKKYLSKEVFDQLKTKDFGDVD
SLGNLDPAGEFIVSTRVRCGRSLDGYPFNPCLTEAQYKEMEEKVSSTL
SGLEGELKGTFYPLTGMSKEIQQKLIDDHFLFKEGDRFLQAANACRF
WPTGRGIYHNDAKTFLVWCNEEDHLRIISMQMGGDLGQVYRLPFSHN
DRGFLTFCPTNLGTTVRASVHIKLPKLAANRAKLEEVAAKFNLQVRGT
RGEHTEAEGGIYDISNKRLGLTEYQAVKEMNDGIAELIKIER

Figura 6: Seqliéncia primaria completa da isoforma AQ, presente no spot 77, do
veneno da vespa social P. lanio lanio obtida por espectrometria de massas MS/MS.

Como o0 genoma da vespa social P. lanio lanio ndo foi caracterizado ainda, as
identificacbes das argininas quinases ocorreram comparando-se as sequéncias
obtidas neste estudo com as sequéncias parciais de proteinas e/ou com os dados
dos bancos de dados de genomas completos de organismos mais préximos
filogeneticamente. As isoformas de AQ, através de pesquisas nos bancos de dados,
demonstraram alta semelhanca com o alérgeno arginina quinase encontrado em
musculo do caranguejo Limulus polyphemus (PDB:1RL9) (AZZI et al,2004). Assim,
na figura 7, podemos analisar o alinhamento das sequéncias primarias das
isoformas de AQ do veneno da vespa P. lanio lanio, em comparagdo com a AQ de
caranguejo (PDB:1RL9). As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa
CLUSTAL W (THOMPSON et. al., 1994) e editadas no programa JALVIEW (CLAMP
et. al, 2004).
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Figura 7: Alinhamento multiplo entre a sequéncia primaria das isoformas da Arginina
Quinase provenientes do veneno da vespa social Polistes lanio lanio com a sequéncia
primaria do alérgeno AQ do musculo de caranguejo (PDB: 1RL9). As regides de identidade
mais importantes estdo assinaladas em azul escuro, enfatizando os residuos altamente
conservados nesse tipo de alinhamento. As regides coloridas representam os residuos de
aminoacidos que modificaram nas sequéncias, caracterizando as isoformas. As sequéncias
foram alinhadas utilizando-se o programa CLUSTAL W (Thompson et. Al., 1994) e editadas
no programa JALVIEW (CLAMP et. al, 2004).

No presente estudo, as sequéncias de AQ foram referidas como isoformas
pelo fato de apresentarem diferencas em alguns residuos de aminoacidos nas
sequéncias. Estes residuos que diferem uma isoforma da outra estdo marcados em
quadrados coloridos na figura 7. Acredita-se que a presenca de isoformas seja uma
forma do organismo em estudo contornar o sistema imunologico de suas vitimas.
Segundo Santos (2007), trata-se de um processo nhatural, visando gerar formas
moleculares imunoreativas e nao imunoreativas e talvez até direcionadas a

diferentes destinos celulares.



40

Pode-se observar na figura 7, que os residuos assinalados em azul escuro
sdo os residuos de aminoacidos que se conservam em todas as sequéncias
primarias de AQ que foram alinhadas, ou seja, sdo os residuos de aminoéacidos
idénticos em todas as seqliéncias estudadas. Os residuos assinalados em azul claro
sdo os residuos de aminoacidos que apresentam propriedades fisico-quimicas
similares. Na tabela, podemos comparar os valores de identidade e similaridade
entre as sequéncias primaria do alérgeno AQ da espécie Limulus polyphemus
(PDB:1RL9) com as isoformas de AQ encontradas no veneno da vespa social
Polistes lanio lanio.

Utilizando-se do alinhamento das sequéncias primarias das AQ ja descritas
na literatura, foi possivel escolher um molde (template) para realizar a modelagem
da estrutura tridimensional da AQ do veneno da vespa social P. lanio lanio. O molde
escolhido foi o do caranguejo Limulus polyphemus (PDB:1RL9) de 40893,76 Da,
resolvida por cristalografia de raio X a uma resolucao de 3.0 A (AZZI et al,2004).

O molde apresenta uma identidade de 75% e uma similaridade de 86% com
as seqguUéncias primarias das proteinas em estudo, isto indica que a estrutura
tridimensional escolhida € um bom molde, pois a precisdo na modelagem molecular
por homologia de proteinas esta relacionada a porcentagem de identidade na qual o
modelo é baseado, estabelecendo uma correlacdo entre a similaridade estrutural e
sequencial das duas proteinas (SANCHEZ et al.,, 1998; KOEHL, 1999; MARTI-
RENOM et al., 2000).

Foram gerados 1000 modelos para cada isoforma de proteina Arginina
Quinase do veneno da vespa social P. lanio lanio e a escolha do melhor modelo foi
baseada na qualidade estereoquimica utilizando o programa PROCHECK
(LASKOWSKI et al. 1993), e a funcao objetiva do MODELLER (SALI et al., 1993). A
imagem da estrutura tridimensional dos modelos foi gerada a partir do programa
PyMOL (DELANO, 2002 - http://www.pymol.org) e esté ilustrada nas figuras 8, 9 e
10,:
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Figura 8: Modelo tedrico da estrutura tridimensional da isoforma alérgeno AQ do spot 74 do
veneno da vespa social P. lanio lanio gerado a partir do programa PyMOL (DELANO, 2002).

Figura 9: Modelo teédrico da estrutura tridimensional da isoforma alérgeno AQ do spot 75 do
veneno da vespa social P. lanio lanio gerado a partir do programa PyMOL (DELANO, 2002).
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Figura 10: Modelo teérico da estrutura tridimensional da isoforma alérgeno AQ do spot 77
do veneno da vespa social P. lanio lanio gerado a partir do programa PyMOL (DELANO,
2002).

Avaliar a qualidade do modelo é fundamental, pois ela sera proporcional a
qualidade da estrutura tridimensional utilizada como molde (SANCHEZ et al., 1998).
Assim, deve-se avaliar o modelo, como um todo, e, por regido. Diversas
metodologias existem para a avaliagdo da qualidade de uma estrutura, seja ela

determinada experimentalmente ou por modelagem por homologia.

Apo6s a escolha do melhor modelo, analises mais criteriosas e detalhadas
foram efetuadas com a utilizacdo do PROCHECK, VERIFY 3D, RMSD da geometria
ideal e RMSD da sobreposicao, a fim de verificar a qualidade do modelo construido.

O programa PROCHECK foi utilizado para analisar a geometria global dos
modelos através do Diagrama de Ramachandran (apresenta os angulos de ligacédo
phi () e psi (g) da cadeia principal, tais angulos sao referentes as ligacbes Ca-N e
Ca-C) e o G-fator (verifica os angulos de ligacdo e a geometria covalente da proteina
toda).

Segundo Ramachandran (RAMACHANDRAN et al., 1963), uma estrutura de
boa qualidade deve ter 90% ou mais de seus residuos nas regides mais favoraveis.

As areas em branco correspondem a regibes onde existem o0s choques
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estereoquimicos na proteina. Estas regidbes ndo permitidas esterioquimicamente
valem para todos os aminoacidos exceto a glicina (Gly) que é a Unica que nado tem
cadeia lateral e pode adotar os angulos de tor¢cdo ¢ e y em todos os quadrantes do
diagrama de Ramachandran. As areas vermelhas correspondem a conformacao
onde ndo ha nenhum choque estereoquimico, ou seja, sdo as regides permitidas e
aonde se encontram as hélices-a e folhas-p. As areas em amarelo escuro e claro
mostram regifes limitantes, porém ainda angulos permitidos ou generosamente
permitidos, respectivamente.

Os Diagramas de Ramachandran dos spots 74, 75 e 77 estao representados

nas figuras 11, 12 e 13, respectivamente:

PROCEECKE

Ramachandran Plot

=b

Psi {degrees;

(180 -135 90 45 0 13 o0 135 180
Phi (degrees)

Figura 11: Avaliagdo da qualidade da estrutura tridimensional da isoforma de
arginina quinase proveniente do spot 74 do veneno da vespa social P. lanio lanio
através do Diagrama de Ramachandran.
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De acordo com o diagrama de Ramachandran da isoforma 74 de AQ,
ilustrado na figura 11, 224 residuos de aminoacidos (91,4%) do modelo tedrico estédo
localizados nas regifes favoraveis do gréafico (regides em vermelho), 18 residuos
(7,3%) estéo localizados nas regides adicionalmente permitidas (regides em amarelo
escuro), 3 residuos (1,2%) estdo localizados na regido generosamente permitida
(regibes em amarelo claro) e nenhum residuo estad localizado na regido néao
permitida do grafico (regiées em branco).

Como um bom modelo deve apresentar mais que 90% de residuos nas
regides mais favoraveis, o presente modelo possui uma Otima qualidade
estereoquimica. Dentre os 34 residuos que faltam para totalizar os 279 residuos de
aminodacidos que constituem a sequéncia, 24 sao residuos de glicina que nao sao
considerados por terem liberdade de se localizarem em qualquer regido do diagrama
de Ramachandran, 8 residuos de prolina e 2 residuos que sdo os ultimos da
sequéncia ao qual o Procheck ndo considera quando gera o Grafico de

Ramachandran.
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PEOCHECK

Ramachandran Plot
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Ps1 (degrees)
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Figura 12: Avaliacdo da qualidade da estrutura tridimensional da isoforma de arginina
quinase proveniente do spot 75 do veneno da vespa social P. lanio lanio através do
Diagrama de Ramachandran.

De acordo com o diagrama de Ramachandran da isoforma 75 de AQ,
ilustrado na figura 12, 226 residuos de aminoacidos (92,2%) do modelo tedrico estdo
localizados nas regifes favoraveis do gréafico (regides em vermelho), 17 residuos
(6,9%) estéo localizados nas regides adicionalmente permitidas (regiées em amarelo
escuro), 2 residuos (0,8%) estdo localizados na regido generosamente permitida
(regibes em amarelo claro) e nenhum residuo esta localizado na regido néo
permitida do grafico (regibes em branco).

Como um bom modelo deve apresentar mais que 90% de residuos nas
regides mais favoraveis, o presente modelo possui uma Otima qualidade
estereoquimica. Dentre os 32 residuos que faltam para totalizar os 279 residuos de
aminoacidos que constituem a sequéncia, 24 sao residuos de glicina que ndo sao

considerados por terem liberdade de se localizarem em qualquer regido do diagrama
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de Ramachandran, 8 residuos de prolina e 2 residuos que sao os ultimos da
sequéncia ao qual o Procheck ndo considera quando gera o Grafico de

Ramachandran.

PROCHECK
Ramachandran Plot
spot77 1

[ '-b |
: b
-‘F‘.:-'.S.-_
-l o
Pl
8 —
2 _| |
"E J_lt“
-135" , | |+ o
S | = -3
" - | | b
M
180 -135  -00 RE 0 45 o 135 180

Phi (degrees)

Figura 13: Avaliacdo da qualidade da estrutura tridimensional da isoforma de arginina
quinase proveniente do spot 77 do veneno da vespa social P. lanio lanio através do
Diagrama de Ramachandran.

De acordo com o diagrama de Ramachandran da isoforma 77 de AQ,
ilustrado na figura 13, 222 residuos de aminoacidos (90,6%) do modelo tedrico estdo
localizados nas regifes favoraveis do gréafico (regides em vermelho), 18 residuos
(7,3%) estéo localizados nas regides adicionalmente permitidas (regiées em amarelo
escuro), 5 residuos (2%) estdo localizados na regido generosamente permitida
(regibes em amarelo claro) e nenhum residuo estd localizado na regido néo
permitida do grafico (regibes em branco).

Como um bom modelo deve apresentar mais que 90% de residuos nas

regides mais favoraveis, o presente modelo possui uma Otima qualidade
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estereoquimica. Dentre os 34 residuos que faltam para totalizar os 279 residuos de
aminoacidos que constituem a sequéncia, 24 sao residuos de glicina que ndo sao
considerados por terem liberdade de se localizarem em qualquer regido do diagrama
de Ramachandran, 8 residuos de prolina e 2 residuos que sdo os Ultimos da
sequéncia ao qual o Procheck ndo considera quando gera o Grafico de

Ramachandran.

O G-factor global é uma medida da qualidade estereoquimica da estrutura
como um todo. O G-factor médio dos angulos de torcdo e geometria covalente
representa uma medida do desvio de uma dada propriedade estereoquimica para
cada residuo de aminoacido da estrutura. O valor ideal deste fator deve ser acima
de -0,5. Valores no intervalo de -0,5 a -1,0 determinam a existéncia de residuos na
proteina que devem ser investigados e, valores abaixo de -1,0, indicam que 0s
modelos apresentam qualidade estereoquimica ruim e devem ser investigados. O G-
factor global é a melhor medida da qualidade estereoquimica total de uma molécula,
pois representa a média de todos os G-factor obtidos para cada aminoacido da
estrutura. Os resultados dos valores do G-factor médio para os angulos de torcao,
geometria covalente e para o G-factor global da isoforma dos spots 74, 75 e 77

estdo demonstrados nas tabela 7.

Tabela 7: Resultado dos valores do G-factor do modelo da estrutura tridimensional das
isoformas de arginina quinase do veneno da vespa social P. lanio lanio.

Isoforma Angulo de Geometria Média

(spot) Torcéo Covalente Global
74 - 0,09 - 0,79 - 0,34
75 - 0,05 -0,74 -0,31
77 - 0,06 - 0,77 - 0,32

Os valores obtidos para o G-factor médio e global indica que os modelos
tedricos das isoformas de arginina quinase do veneno da vespa P. lanio lanio
possuem boa qualidade estereoquimica e compativel com o do molde utilizado.

Para verificar a confiabilidade na compatibilidade entre a sequiéncia primaria e
a estrutura tridimensional do modelo teérico da hialuronidase foi utilizado o programa
VERIFY 3D. Os valores obtidos para as quatro isoformas de arginina quinase estao
na tabela 8.
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Tabela 8: Resultado da avaliacdo do programa VERIFY 3D dos modelos das
estruturas tridimensionais das isoformas de arginina quinase do veneno da vespa social
P. lanio lanio.

Isoforma Valor obtido
(spot)
74 87.86%
75 93.93%
77 78.93%

Os valores obtidos nesta ultima analise indicam que a estrutura dos modelos
tedricos possuem compatibilidade entre a seqUéncia primaria do modelo e a
estrutura tridimensional obtida, pois os valores gerados para os modelos estdo
acima do limite de 45%.

Para analisar o desvio médio da posi¢cdo dos atomos de uma estrutura em
relacdo aos parametros observados por Engh et al. (1991), calculou-se o desvio
médio quadratico (RMSD) da geometria ideal.

O valor do RMSD da geometria ideal para o comprimento e angulo de ligacao
foi calculado através do programa X-PLOR, que gera um arquivo com os valores do
RMSD para as ligacdes e angulos diedros e improprios bem como contatos nao
ligados. Valores ideais para o comprimento e angulo de ligacdo devem estar abaixo
de 0,06 A e 10,00, respectivamente, para que a geometria da proteina como um todo

esteja em equilibrio. Os valores obtidos nesta andlise encontram-se na tabela 9:

Tabela 9: Valores do RMSD da geometria ideal para o comprimento e angulo de ligacéo
dos modelos das estruturas tridimensionais das isoformas de arginina quinase do veneno
da vespa social P. lanio lanio.

Isoforma Comprimento Angulos de
(spot) de Ligacao Ligacao (°)
(angstron)
74 0.022 2.591
75 0.022 2.550
77 0.022 2.551

Os valores obtidos para o comprimento de ligacdo e angulo de ligacdo dos
modelos tedricos indicam que as geometrias das estruturas tridimensionais das
isoformas de arginina quinase estao em equilibrio.

Os resultados de analise dos modelos estruturais tridimensionais das
isoformas de arginina quinase do veneno da vespa social P. lanio lanio mostraram

gue os mesmos possuem uma boa qualidade estrutural. Este estudo proporcionou
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um conhecimento mais aprofundado e especifico das isoformas de arginina quinase
encontradas no veneno estudado, possibilitando melhor compreensdo dos

mecanismos de acdo do veneno da espécie de vespa Polistes lanio lanio.
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6. CONCLUSAO

A identificacdo de varias proteinas do veneno de P. . lanio, revelou importantes
aspectos sobre o processo de envenenamento por vespas do género Polistes, os
quais podem ajudar no melhor entendimento dos mecanismos de acédo destes
venenos. A compreensao dos principais alérgenos € uma etapa importante para o
desenvolvimento de novos extratos especificos para diagndsticos de alergia e
imunoterapia de pacientes sensiveis ao veneno de vespas.

A Igumas proteinas como as HSPs, superoxido dismutase e arginina quinase ja
foram identificadas em outros venenos de himendpteros, demonstrando assim, uma
certa similaridade entre os venenos, porém os perfis protéicos dos estudos de
diferentes espécies de insetos foram muito diferentes do perfil protéico apresentado
neste trabalho realizado, demonstrando que as quantidades e tipos de proteinas
variam entre as espécies.

A caracterizacdo molecular das proteinas mais abundantes nos venenos das
vespas sociais predominantes no Sudeste do Brasil é importante, uma vez que,
diversos casos de reacdes alérgicas e anafilaticas sdo documentados
frequentemente. A fim de auxiliar o desenvolvimento de extratos mais especificos e
sensiveis para diagndstico e tratamento de pacientes hipersensiveis aos venenos de
vespas brasileiras e um melhor entendimento dos mecanismos de acdes desse
veneno, o estudo das principais proteinas do veneno da vespa social Polistes lanio
lanio do estudo foi realizado com éxito.

No presente estudo, o isolamento e a caracterizacdo molecular da proteina
Arginina Quinase do veneno da vespa social Polistes lanio lanio nos proporciona a
possibilidade de uma investigacédo precisa e uma melhor compreensao da relagao
estrutura/atividade bioldgica deste alérgeno, ja que esta proteina foi identificada
como um alérgeno presente no veneno da vespa social Polybia paulista e também
como um alérgeno presente em camardo. Esta observacdo levanta uma questdo
para ser investigada no futuro: poderia ocorrer reacdo cruzada entre o veneno das

vespas e alimentos como camarao?
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