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Resumo

Polybia paulista € uma vespa pertencente a ordem Hymenoptera muito comum no Sudeste do Brasil,
especialmente no Estado de Sdo Paulo. Os venenos destes insetos sdo constituidos por aminas,
peptideos, proteinas de alta massa molecular, sendo estas na sua maioria, enzimas. As fosfolipases
sdo as enzimas de maior abundéancia entre os alérgenos de veneno dos Hymenoptera sociais,
constituindo-se também no alérgeno de maior importancia. A sequéncia completa de 985 pb do cDNA
da fosfolipase A1 do veneno da vespa P. paulista foi determinada a partir da clonagem. A proteina
deduzida por traducdo apresentou 302 residuos de aminoacidos, Pl e MW tedricos de 9,1 e 33 kDa
respectivamente. Por meio de ferramentas de bioinformatica foi possivel identificar o sitio ativo entre
os residuos 131 a 140 (10 aminoacidos) e inferir que se trata de uma proteina da super familia das
esterases lipases. O cDNA completo foi clonado em vetor de expressdo pET-28a em cepas de
Escherichia coli BL21-DE3. A PLA1-Rec com cauda de 6x Histidinas no N- terminal foi expressa na
forma insoluvel em corpusculos de inclusdo por meio da indugdo com 1mM de IPTG a 20°C por 6
horas. A purificagdo foi realizada por cromatografia de afinidade em resina agarose-Ni+2 sob
condi¢cdes desnaturantes na presenca de 8 M de uréia e a proteina eluida com tampéo gradiente
decrescente de pH. As analises de Western blotting revelaram a especificidade dos anticorpos
policlonais produzidos em camundongos contra a fragdo eletroforética de PLA1 natural quando
testados com o veneno bruto da prépria vespa e com a PLA1- Rec de P. paulista. Além disto, estes
anticorpos apresentaram imunoreatividade cruzada com o veneno bruto de outras vespas sociais
testadas neste trabalho. Outras proteinas detectadas na membrana de nitrocelulose evidenciaram o
reconhecimento dos anticorpos as outras isoformas de fosfolipase ja descritas na literatura. A
obtengdo da forma recombinante deste importante alérgeno do veneno da vespa abre um leque de
perspectivas para estudos do mecanismo de acdo tanto bioquimico quanto imunolégico como
também para a determinacao de sua estrutura por cristalografia de raios-x e do seu potencial de uso
em diagndésticos de alergias e imunoterapias alérgeno-especificas.

Palavras-chave: Veneno de Polybia paulista, fosfolipase A1, clonagem, Western Blotting,
alérgeno recombinante.
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Abstract

Polybia paulista is a wasp that belongs to the Hymenoptera order very common in southeastern Brazil,
especially in Sdo Paulo. The venoms of these insects are composed of amines, peptides, high weight
molecular proteins, which are mainly enzymes. The phospholipase enzymes are the most abundant
among the allergens of social Hymenoptera venom, and they are also the most important allergen.
The complete sequence of 985 bp of phospholipase A1 cDNA from P. paulista venom was determined
by cloning. The protein inferred by translation had 302 amino acid residues, Pl and theoretical MW of
9.1 and 33 kDa respectively. By means of bioinformatics tools, it was possible to identify the active site
between residues 131 to 140 (10 amino acids) and infer that it is a protein that belongs to esterases
lipases super family. The complete cDNA was cloned into pET-28a expression vector in strains of
BL21-DE3 Escherichia coli. The Rec-PLA1 with 6x histidine tail at the N-terminal was expressed in
insoluble form in inclusion corpuscles by induction with 1mM IPTG at 20 ° C for 6 hours. The
purification was performed by affinity chromatography on agarose-Ni*? resin under denaturing
conditions in the presence of 8 M urea and the protein eluted with decreasing pH gradient buffer. The
Western blotting analyses revealed the specificity of polyclonal antibodies produced in mice against
the electrophoretic fraction of natural PLA1 when tested with the crude venom of the wasp itself and
with the PLA1- Rec of P. paulista. Besides these antibodies presented cross-immunoreactivity with the
crude venom of other social wasps tested in this work. Other proteins detected in the nitrocellulose
membrane showed the recognition of antibodies to other isoforms of phospholipase already described
in the literature. Obtaining the recombinant form of this important allergen from wasp venom opens a
wide range of perspectives for studies of biochemical and immunological mechanisms of action to
determine its structure by x-ray crystallography and its potential use in allergies diagnostics and
allergen-specific immunotherapy.

Keywords: Polybia paulista venom, phospholipase A1, cloning, Western blotting, recombinant
allergen.
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Sitios de acdo de fosfolipases sobre glicerofosfolipideos. Retirado de Oliveira
(2006).

Perfil eletroforético de amostras de RNA total de P. paulista, em gel de agarose
a 2%, em TAE 1X com formaldeido (Sambrook et al., 2001). Nas canaletas 2, 3,
4, 5, 6, 7 e 8, foram aplicadas, amostras de RNA referentes a extragdo do
material depois de no minimo, 7 dias em TRIzol a - 85°C. M corresponde ao
DNA ladder de 1 kb (de 100 a 12.000 pb).Todas as amostra foram visualizadas
com Blue Green 1:5 (v/v; Blue Green:amostra).

Perfil eletroforético de cDNA de P. paulista, em gel de agarose a 1,5% em TAE
1X. Nas canaletas de 1 a 6 estdo as amostras de cDNA sintetizadas com a
enzima RT- Improm (Promega). M corresponde ao padrdo de DNA “ladder” de
1 Kb. Todas as amostras foram visualizadas com Blue Green 1:5 (v/v; Blue
Green: amostra).

Banda correspondente ao fragmento de cDNA de ~1000 pb, amplificado em
temperatura de anelamento de 57.5°C e concentragdo de 0,4 uM de cada um
dos iniciadores do par PLATF/AMP. A esquerda, M refere-se ao DNA ladder de
100 pb (de 100 a 12.000 pb). A analise foi realizada em gel de agarose 1,5%,
TAE 1X e a amostra visualizada com Blue Green (1:5 v/v; corante:amostra).

Fragmento, a direita, correspondente ao cDNA de PLA1 de ~1000 pb resultante
da eletroforese em gel de agarose 1%, TAE 1X de grande volume do fragmento
de cDNA de PLA1 para posterior eluigdo e purificagdo. A esquerda, M refere-se
ao DNA ladder de 100 pb (de 100 a 12.000 pb). As bandas foram visualizadas
com Blue Green (1:5 v/v; corante:amostra).

Resultado das andlises de restricdo com a enzima EcoRI, dos DNAs plasmidiais
TOPO/GW-PLA1 recombinantes provenientes de cinco dos dez clones positivos
de células E. coli One Shot®Mach1™T1R, contendo o cDNA de PLA1 do veneno
de P. paulista. As amostras foram aplicadas lado a lado: plasmideos nao
clivados (P) e plasmideos clivados (2817pb) mais os insertos com tamanhos de
~1000 pb (Cl) respectivamente. As amostras foram visualizadas com Blue
Green (1:5 v/v; corante:amostra).

Resultado da analise de BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
evidenciando os registros em banco de dados para as sequencias de maior
grau de similaridade com a sequéncia de PLA1 estudada.

Alinhamento das sequéncias de cDNA da PLA1 de P. paulista determinada
neste trabalho com as de P. annularis, P. dominulus e de P. paulista obtida por
Santos, (2007). (Servidor Uniprot: www.uniprot.org/align_alignment). Em cinza
estédo evidenciadas regides de similaridade de sequéncia entre estas espécies.
Notar as regibes nao concordantes entre as sequéncias de cDNA obtidas por
Santos, 2007 e por este trabalho, indicativo da existéncia de polimorfismo entre
eles.

Alinhamento das sequencias de cDNA da PLA1 de P. paulista obtida por Santos
(2007) e da sequéncia obtida no presente trabalho pelo programa Multalin. Em
vermelho sdo evidenciadas as regides de similaridade entre as duas sequéncias
e o retdngulo em destaque indica as diferengas de nucleotideos na regido onde
o iniciador reverso, descrito por Santos (2007) deveria se anelar.

Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do alérgeno PLA1 dos venenos de
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Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

P. dominulus, P. annularis e P. paulista depositada por Santos (2007), e da
sequéncia de P. paulista determinada neste trabalho.

Resultado da analise de BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
mostrando em vermelho que a proteina fosfolipase A1 de P. paulista é
integrante da superfamilia das esterases/lipases.

Motivos conservados encontrados na sequéncia de PLA1 de P. paulista. Dentro
da caixa vermelha estdo os motivos conservados da mesma super familia e em
cinza os outros dois motivos independentes.

Andlise teorica da posicdo do sitio ativo da enzima alergénica PLA1 de P.
paulista utilizando o software Expasy-Prosite (http://ca.expasy.org/prosite/),
mostrando que o0 mesmo deve estar localizado entre os residuos 131 e 140.

Alinhamento entre as sequéncias primarias de lipase pancreatica de cobaias
(1GPL) e PLA1 de P. paulista. As regides de identidade mais importantes foram
assinaladas em cinza escuro, enfatizando os residuos altamente conservados.
O alinhamento foi feito utilizando o servidor Uniprot
(www.uniprot.org/align_alignment).

Modelo tridimensional, gerado pelo programa MODELLER (SALI et al., 1993) e
visualizado pelo programa PyMol (DELANO, 2004) para a proteina PLA1 do
veneno da vespa P. paulista . A proteina foi deduzida por tradugdo da
sequéncia de bases de seu cDNA completo, o qual foi clonado, seqiienciado e
analisado em Banco de Dados. Observa-se que a PLA1 de P. paulista
apresenta uma formacgédo do tipo sanduiche beta, constituida por oito fitas betas
antiparalelas ligadas a sete alfas hélices e por “loops”.

Triade catalitica formada pelos residuos His226, Asp165, e Ser137,
responsaveis pela ligagdo ao substrato.

Modelo protéico tridimensional da PLA1 do veneno de P. paulista mostrando as
duas pontes dissulfeto formadas entre os residuos Cys263-Cys268 e entre
Cys219-Cys224.

Modelo tridimensional da proteina PLA1 do veneno de P. paulista evidenciando
em roxo as dezesseis regides potencialmente imunogénicas (epitopos)
presentes na molécula tanto na forma conformacional (Doze regides) quanto
lineares (Quatro).

Perfil protéico em SDS-PAGE preparativo de gradiente (10-18%) de
poliacrilamida, do extrato bruto do veneno de P. paulista. A amostra aplicada
continha cerca de 10 mg de proteinas totais. As bandas foram coradas com
Coomassie Blue G-250 e a seguir a faixa de massa molecular de 12-19 KDa,
indicada na imagem pela chave a direita, foi recortada do gel para imunizacédo
de camundongos BALB/c fémeas. A esquerda tem-se um padrdo protéico pré
corado de alta massa (225, 76, 52, 38, 31, 24, 17 e 12 kDa) utilizado para o
calculo de massa molecular de cada banda.

Western Blotting utilizando o anticorpo policlonal produzido em camundongos
BALB/c contra a fragao eletroforética de PLA1 do veneno de P. paulista, para
analise de sua especificidade a fosfolipase do mesmo veneno (1) e o nivel de
imunoreatividade cruzada entre os extratos brutos dos venenos de 2- Polybia
sericea, 3- Polybia ignobilis, 4- Agelaia pallipes pallipes, 5- Polistes lanio lanio,
6- Apis mellifera e 7- Solenopsis invicta. No gel de sistema desnaturante de
poliacrilamida (15%), foram aplicadas 80 ug de proteinas totais de cada um
destes extratos.
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Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Histograma relativo a analise densitométrica do perfil de Western Blotting da
Figura 20, em que a intensidade das bandas foi quantificada em unidades
arbitrarias para melhor comparagdo dos resultados. Observar a maior
intensidade da reagéo cruzada da PLA1 de P. paulista com a fosfolipase (15-16
kDa) no veneno da vespa P. lanio lanio.

(A) Perfil eletroforético da banda correspondentes ao cDNA de 909 pb
amplificado a partir das preparagdes plasmidiais de TOPO’GW_ PLA1Rec,
usando-se os iniciadores de expressdo. A esquerda, M refere-se ao marcador
de massa molecular 1kb DNA Ladder (300 a 10.000 pb). (B) Resultado das
andlises de dupla-restricdo dos DNAs plasmidiais recombinantes de
PLA1_Rec2 (D1- D9) com enzimas EcoR1 e Ndel. A esquerda, P1-P9, estdo os
plasmideos nao clivados. Pode-se constatar que as bandas correspondentes
aos plasmideos clivados apresentam tamanho de 2817 pb, enquanto que as
bandas correspondentes ao inserto sdo de 909 pb. A andlise foi realizada em
gel de agarose 1,5% em TAE 1x e a amostra visualizada com Blue Green (1:5,
Blue Green: amostra).

(A) Bandas correspondentes ao DNA plasmidial do vetor pET-28a purificado por
meio de “minipreps”, apresentando 5369 pb. A andlise foi realizada em gel de
agarose 1,5%, em TAE 1x e a amostra visualizada com Blue Green. Em (B, C)
tem-se os perfis eletroforéticos em géis de agarose 1% em TAE 1X , das
preparacgdes plasmidiais do vetor de expressdo pET-28a (1) e da construgdo
plasmidial PLA1_Rec2 (2 e 3). (B) apds a reagéo de digestdo dupla com as
enzimas EcoR1 e Nde I. (C) mesmo gel ap6s recorte das bandas, as quais
foram eluidas e, em seguida utilizadas nas reac¢des de ligagao.

Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% em TAE 1X, mostrando as
preparagdes plasmidiais de pET-28a_PLA1 apds reagdo de digestdo com
enzimas de restricdo EcoR1 e Ndel. Observar que os clones 1, 2, 3 e 6
apresentaram o inserto de PLA1 com o tamanho esperado de ~ 800 pb,
enquanto que nos demais nada foi observado.

Crescimento da cultura recombinante de pET28a_PLA1 (proveniente do clone
1) em células E. coli BL21- DES3.

Perfil eletroforético em SDS-PAGE 15% das proteinas totais extraidas da
cultura de bactérias a partir do clone 1 (Fragbes soluveis — Fs e Fragbes
insoluveis — Fi), ap6s os diferentes tempos de expressdo da proteina
recombinante PLA1. A esquerda, tem-se as Fs dos tempos 0, 2, 4 e 6 horas, a
direita as Fi dos tempos 0, 2, 4, 6 e 10 horas. Observar presenca da banda
protéica mais intensa de 34 kDa nas fragdes insoluveis e sua auséncia na Fi do
tempo 0. As proteinas do gel foram coradas com Coomassie Blue G-250. M
corresponde ao marcador de massa molecular de 12 a 225 kDa.

Perfil protéico, em SDS-PAGE a 15%, das etapas de purificacdo da proteina
recombinante PLA1 com cauda de histidina, em coluna de afinidade Ni-NTA-
Agarose, previamente equilibrada com tamp&o 50 mM de Tris-HCI pH 8.0, 0,5 M
de NaCl, 5 mM de B. mercaptoetanol, 5 mM de imidazol e 8 M de uréia. Em A,
estdo as proteinas que ndo se ligaram na resina; em B, fracdo obtida apoés
lavagem da coluna com tampao de lavagem (100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-
HCI, 8 M uréia, pH 6.3). Em C a proteina purificada, a qual foi eluida em tampao
100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-HCI, 8 M uréia, pH 4.5 e em D, perfil das
proteinas totais da fragdo solubilizada dos corpusculos de inclusdo antes da
purificacdo. A coloragdo do gel foi feita com Coomassie Blue G-250. M
representa o marcador de massa molecular de proteinas de 12 a 225 kDa.

Resultado de Western Blotting realizado com anticorpos policlonais anti-PLA1
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natural (fragdo eletroforética protéica) mostrando o reconhecimento da PLA1-
Rec proveniente da fragdo solubilizada dos corpusculos de incluséo,
demonstrando a especificidade destes anticorpos.
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1. INTRODUGCAO

1.1  Grupo Aculeata

O grupo Aculeata (Ordem Hymenoptera, Subordem Apocrita) abrange cerca
de 50 mil espécies, das quais 10 a 15 mil sdo formigas, 10 mil sdo abelhas, e as
restantes vespas (EVANS; WEST-EBERHARD, 1970). Apenas nos Hymenoptera
sdo encontrados insetos com ferrdo verdadeiro que é derivado de um ovipositor nas
fémeas, o qual permite a perfuracéo da pele do hospedeiro e € utilizado como uma
arma para ataque e defesa (RICHARDS; DAVIES, 1984).

Insetos de grande importancia médica fazem parte desta ordem e em geral
pertencem as familias Vespidae (vespas), Apidae (abelhas) e Formicidae (formigas)
(CASTRO, 2001).

Apesar de existirem cerca de 500 espécies de vespas no Brasil e os
acidentes com ferroadas serem freqientes, o que revela grande importancia sob o

ponto de vista médico, ainda pouco se sabe sobre a composi¢cao de seus venenos.

1.2 Acidentes com Hymenoptera sociais

Estudos revelam que acidentes com ferroadas de Hymenoptera sé&o
freqlientes, devido ao fato desses insetos construirem seus ninhos proximos a areas
urbanas. Essa intensa convivéncia com o homem leva a ocorréncia de varias
ferroadas quando este representa um perigo as suas colonias (MANZOLI-PALMA;
PALMA, 1992).

Em um levantamento de acidentes com himendpteros registrado no Hospital
das Clinicas em Sao Paulo, foi observado que as vespas foram responsaveis por
aproximadamente 32,6% dos acidentes, seguidas das abelhas com 28,2% e as
formigas 26,8% (SOUZA, 2002).

As ferroadas causam diversas reagbes, sendo as mais frequentes, edema
local, rubores e dor. Ainda outros eventos podem ocorrer tais como urticaria,
pruridos locais, nauseas, vomitos, diarréias, angioedema, tontura, dores abdominais
e falta de memdédria. No caso de multiplas ferroadas, pode ocorrer reacdo tdxica
ocasionando falta de ar e perda de consciéncia (HEINIG et al.,, 1988). Em alguns
casos, foram relatadas ocorréncias de hemodlise intravascular, inflamagcao hepatica

aguda, trombocitopenia, faléncia renal aguda, seguida de necrose tubular também
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aguda, paradas cardiacas e respiratérias e infarto do miocardio (SHILKIN et al.,
1972; BOUSQUET et al., 1984).

Dependendo de uma resposta intrinseca de cada vitima e da dosagem do
veneno injetado, podem ocorrer sérias manifestagcbes tdxicas e alérgicas
(HOFFMAN, 1977). As reacdes alérgicas a ferroadas destes insetos podem vir
acompanhadas de choques anafilaticos que, segundo analises feitas por Pastorello
et al. (1997), correspondem a cerca de 3% da mortalidade na populagao alérgica ao
veneno de Hymenoptera, causando até 40 mortes anuais nos Estados Unidos
(BARNARD, 1973).

Pelo fato de existrem muitas pessoas sensiveis aos venenos de
Hymenoptera e, devido ao grande numero de acidentes de importancia médica, a
sensibilidade na populagcdo estad estimada entre 9.3% e 28.5% (GOLDEN, 1997,
ANTONICELII et al., 2002). Estudos realizados em paises europeus apontaram que
20% das vitimas apresentavam sintomas alérgicos locais, 15%, reac¢des sistémicas e
17% eram assintomaticas, porém estas eram positivas para testes de IgE especifica,
pressupondo que numa proxima ocorréncia de ferroada estariam dispostas a
desenvolver reacdes alérgicas (NITTNER-MARSZALSKA et al., 2004).

1.3 Componentes do veneno

Estudos comprovam que os venenos de himenodpteros sociais sao ricos em
peptideos biologicamente ativos, que apresentam atividades farmacoldgicas; aminas
biogénicas, enzimas e proteinas, com atividades alergénicas, sendo responsaveis
pelas dores prolongadas, edemas e pelas reacdes alérgicas e sistémicas (LORENZI,
2002).

Os venenos das vespas s&o muito ricos em agentes neurotdxicos, hemoliticos
e cininas, as quais sao caracterizadas como componentes neurotoxicos e
causadores de dores que agem no ganglio nervoso, envolvido na locomogéo e, por
este motivo as vespas solitarias ferroam suas presas, com o objetivo de imobiliza-las
(PIEK et al., 1985; SCHMIDT, 1982).

Os principais alérgenos encontrados nos venenos de insetos sociais sao:
fosfolipases A1 e A2, hialuronidases, esterases, fosfatases acidas, antigeno 5 (KING
et al., 1996) e também as proteases (MC NAIRY et al., 2000). Esses componentes

ficam armazenados nos reservatérios ou sacos de venenos na forma de moléculas



21

precursoras de alta massa molecular, quando, por mecanismos ainda n&o
esclarecidos, se tornam maduros (GMACH; KREIL, 1995).

Estima-se que cerca de 1500 ferroadas seriam necessarias para injetar uma
dose letal de veneno num adulto de 70 Kg (GODDARD, 2003). Os vespideos injetam
uma quantidade de veneno pequena, cerca de 10 ug, entretanto, uma sé ferroada
pode causar sérias reacbes alérgicas nos individuos hipersensiveis (KING et
al.,1996).

As reacdes alérgicas causadas pelos venenos de insetos, séo o resultado da
combinagao dos alérgenos com mastocitos e anticorpos IgE, causando uma cascata
de liberacdo de mediadores como histamina, leucotrienos, enzimas, peptideos e
ativador de plaquetas, os quais, desencadeiam diversos efeitos (HOFFMAN, 1996).
Os estudos moleculares que identificam os epitopos imunogénicos dos alérgenos
sdo muito importantes, pois localizam as regides da molécula do alérgeno, que
interagem com os anticorpos da pessoa sensibilizada (BREITENEDER et al., 1999).

Um elevado grau de reatividade imunoldgica cruzada tem sido demonstrado
entre os alérgenos dos venenos de Hymenoptera (LU et al., 1995; KUBELKA et al.,
1995). Os diagnosticos de reagdes alérgicas sao baseados na deteccéo de IgE
especifica ao veneno na pele e/ou sangue do paciente alérgico mas, as vezes, eles
sdo dificultados por respostas positivas que podem surgir ou da verdadeira
sensibilizacdo especifica ao veneno de um determinado inseto ou como
conseqiéncia de reatividade cruzada em direcdo a alérgenos de diferentes venenos

que possuem conformacgdes similares dos epitopos de células B (MULLER, 2002).

1.4 Fosfolipases

Fosfolipases sdo enzimas que hidrolisam fosfolipidios, gerando produtos
bioativos, que agem como solubilizadores de membrana, cofatores enzimaticos ou
como segundo mensageiro. Os fosfolipidios sdo construidos sobre uma cadeia de
glicerol ou de esfingosina, constituinte dos esfingolipidios, que representam uma
classe de lipidios de membranas celulares em que o fosfolipidio esfingomielina esta
incluido (RADIN, 2003).

Em eucariotos superiores, acidos graxos saturados e insaturados, sé&o
esterificados nas posi¢des sn-1 e sn-2 do glicerol, respectivamente. A posicéo de
clivagem na cadeia de glicerol identifica a familia da fosfolipase e gera produtos

originais, dos quais muitos agem como segundo mensageiro na funcao fagocitica,
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como o acido araquiddnico liberado pela fosfolipase A2 (PLA2) e o trifosfato de
inusitol (IP3), liberado pelo fosfatidil-inositol, especifico da fosfolipase C (PI- PLC)
(BRINDLEY et al., 2002).

As fosfolipases podem ser classificadas quanto a ligacado clivada em seus
substratos, dando origem a cinco grandes familias: fosfolipases A1, fosfolipases A2,

fosfolipases B, fosfolipases C e fosfolipases D (Figura 1).

o) H,C—O0—C—R;
RZ—ELO_CH O :, ............. FOSfOIipase D
\ 1l

H,C—O0—P—0—X
il
Fosfolipase [ o o

X: alcool polar como colina, serina, etanolamina, mio-inositol, glicerol e fosfatidilglicerol
R, e R, : cadeias hidrocarbénicas de acidos graxos

Figura 1: Sitios de agéo de fosfolipases sobre glicerofosfolipideos. Retirado de Oliveira (2006).

A enzima fosfolipase A1 (PLA1), amplamente distribuida em diversos tecidos
e organismos possui importante fungdo fisiologica na hidrolise de
glicerofosfolipideos, além de possuir importante interesse do ponto de vista
industrial, devido a produgao de 2- acilfosfolipideos de elevado valor comercial. Ja
os lisofosfolipideos resultantes da agdo da PLA1 possuem propriedades
emulsificantes e desempenham grande importancia para as industrias de alimentos,
farmacéuticas e de cosmeéticos (SONG; RHEE, 2001).

As fosfolipases A2 podem ser divididas em cinco grupos principais: as Ca®*
dependentes - PLA2 secretérias (sPLA2), citosdlicas (cPLA2), acetilhidrolases fator
de agregacao plaquetaria (PAF-AH) e as lisossOmicas, e as Ca?* independentes,
todas elas divididas de acordo com o mecanismo catalitico e suas caracteristicas
funcionais e estruturais. As PLA2 secretérias foram subdivididas em quatorze
grupos, de acordo com o numero de residuos de aminoacidos e posi¢cao das
ligacdes dissulfeto, sendo que as PLA2 dos venenos de serpentes estéo incluidas

nos grupos | e Il (SCHALOSKE; DENNIS, 2006). Essas enzimas sdo pequenas, com
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massa molecular variando de 13 a 18 kDa, e causam destruicao celular pela
interferéncia nos processos fisiologicos normais da vitima (KINI, 2003).

As fosfolipases A2 catalisam a hidrdlise da posicdo sn-2 dos
glicerofosfolipidios de membrana, produzindo 1- acilfosfolipidios e acidos graxos
livres. Quando o acido graxo gerado € o acido araquiddnico, representa importante
reagao, ja que este é convertido por enzimas metabdlicas em varios compostos
bioativos, como as prostaglandinas e os leucotrienos. Outros produtos da reacéo,
como por exemplo, o acido lisofosfatidico e a lisofosfatidilcolina também s&o
importantes compostos reativos, sendo precursores de outros mediadores bioativos
tais como o fator de ativacéo plaquetéaria (PAF) (KUDO, 2004). Estudos indicam que
a PLA2 também possui funcdo na apoptose, homostasia de Ca** e isquemia
miocardial (MURAKAMI, 2004).

As fosfolipases B s&o capazes de realizar a clivagem das ligagcdes sn-1 e sn-2
de glicerofosfolipidios, apresentando acao fosfolipidica e lisofosfolipidica. Chen et al.
(2000) descreveram em fungos a atividade tipo fofoslipase-transacilase dessa
enzima, sendo considerada como fator de viruléncia para organismos patogénicos.
Desta forma as PLAB apresentam trés atividades enzimaticas: fosfolipidica,
lisofosfolipidica e transacilica em uma uUnica proteina. Mas ainda nao € possivel
saber qual dessas atividades & a mais importante para a agdo patogénica
(GANENDREN et al., 2006).

As fosfolipases C sdo compostas por uma familia de fosfodiesterases,
importantes no metabolismo de fosfolipidios inositélicos e tem como substrato
fosfatidilinositol 4,5- bifosfato [PI(4,5)P2], gerando dois produtos intracelulares:
inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3), um reconhecido mensageiro mobilizador de calcio, e
diacilglicerol (DAG), um ativador da quinase C (REBECCHI; PENTYALA, 2000). As
fosfolipases C desempenham importante papel no mecanismo de sinalizagao celular
em mamiferos e apresentam fungédo reconhecida na agcdo de muitos hormoénios,
neurotransmissores e fatores de crescimento (HARDEN; SONDEK, 2006).

As fosfolipases D foram descritas pela primeira vez em 1947, por Hanahan e
Chaikoff em extratos de cenoura. Hoje sdo encontradas em diversos organismos
como virus, bactérias, fungos, plantas e animais. Em mamiferos sdo encontradas na
maioria das células, exercendo atividade regulatéria sobre o citoesqueleto, além de
estarem envolvidas nos processos de sinalizagdo celular e no trafego vesicular
associado a secrecéo e a endocitose (JENKINS; FROHMAN, 2005).
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Entre os alérgenos de veneno dos Hymenoptera sociais (abelhas, formigas e
vespas) podem ser encontradas dois tipos de fosfolipases: A1 (PLA1) e A2 (PLA2).

Em venenos de abelhas Apis mellifera, as fosfolipases A2 representam 12 %
de sua composi¢ao (REISMAN; LIVINGSTON, 1989) e sdo as enzimas mais ativas
entre as conhecidas. As PLA2 também s&o encontradas nos venenos das cobras
Naja nigricollis, Naja naja atra e no veneno da Vespa basalis. Por outro lado, as
fosfolipases do tipo A{ sdo mais comuns nos venenos de vespas sociais e formigas
(NAKAJIMA et al., 1985). De acordo com King et al. (2003), em veneno de vespas, a
acdo da fosfolipase A1, nas repostas associadas aos processos inflamatoérios, €
potencializada com a degranulagdo de mastocitos, por um mastoparano (MCD),
enquanto que, em veneno de abelhas a fosfolipase A2 age em sinergismo com o
peptideo melitina (PIEK, 1985).

Um estudo realizado por OLIVEIRA e PALMA, (1998) evidenciou que o
veneno bruto da vespa social Polybia paulista também apresentava atividade de
PLA2, a qual é dependente de calcio, e apresenta alto potencial de hemodlise em
‘hemacias lavadas” de ratos Wistar, quando comparada com a atividade hemolitica
causada pelas PLA2 de Apis mellifera, das cobras Naja nigricollis, Naja Naja atra e
com a toxina letal da Vespa basalis (NAKAJIMA et al., 1985). Talvez por serem
bastante variaveis, poucas sequéncias completas de DNA ou cDNA ainda estdo
disponiveis no GeneBank para as fosfolipases de vespas.

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

As fosfolipases de veneno induzem o sintese de IgE especifica e agem
sinergisticamente com outras toxinas, causando efeitos farmacoldégicos como a
hipotensao, podendo inibir a coagulagdo sanguinea e o aumento da permeabilidade
vascular (NAKAJIMA, 1985; REISMAN; LIVINGSTON, 1989, HO et al., 1994).

Yang et al.,, (2008) estudaram os efeitos da PLA1 do veneno de vespas
Magnifica (Smith), sobre a agregagédo plaquetaria, trombose e vaso constrigéo,

encontrando forte agregagao plaquetaria em concentragdes nanomolares. Apenas
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18 nM de PLA1 pura foram capazes de causar 85% de agregacao de plaquetas em
60 segundos. Foi o primeiro relato de que PLA1 de vespas pode induzir agregacéo
plaquetaria, uma vez que os estudos eram feitos apenas focando as atividades
antialérgicas ou a atividade da PLA2,

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

Embora as fosfolipases de vespas e abelhas apresentem algumas
similaridades estruturais, os dados da literatura demonstram que n&o ha ocorréncia
de imunoreatividade cruzada, entre as PLA1 e PLA2 destes venenos. As reatividades
cruzadas entre as fosfolipases de mesmo tipo (entre as PLA1 ou entre as PLA2)
geralmente seguem o padrado filogenético, sendo que, evolutivamente, as familias
mais proximas apresentam maior similaridade de seqUéncias, e assim, maior

reatividade cruzada entre elas do que entre as mais distantes (HOFFMAN, 2006).

1.5 Clonagem e expressao heterologa em Escherichia coli

Bactérias E. coli tem sido muito utilizadas em estudos de clonagem génica,
por se tratar de uma bactéria bem conhecida e cujo genoma ja foi sequenciado, por
apresentar niveis de expressao protéica elevados e acumulo rapido de biomassa e
por ter um crescimento em meios de cultura de baixo custo (BANEYX; MUJACIC,
2004; WALSH, 2004). A expressao de alérgenos recombinantes em E. coli,
apresenta, além disso, vantagem sobre os riscos oriundos dos cultivos com
microorganismos patogénicos. Entretanto, deve ser levado em conta que, no
processo de expressao em bactérias, pode ocorrer enovelamento incorreto das
proteinas recombinantes e as modificacdes pos-traducionais estdo ausentes. Esses
eventos podem ou nao interferir na caracterizagdo imunolégica do alérgeno
recombinante, conforme tém sido demonstrado em muitos trabalhos (FARRELL et
al., 1995).

As expressbes de proteinas recombinantes eucaridticas em células de

organismos procarioticos necessitam de modificagbes pos-traducionais para
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atingirem a conformacado igual a nativa. Este processo ndo ocorre em células
procariéticas, pois a condigdo conformacional e a maquinaria de ligacdo das
proteinas séo diferentes, levando a um acumulo destas em agregados insoluveis,
conhecidos como corpusculos de inclusdo (JEVSEVAR et al., 2005). Além disso, o
uso de fortes promotores e altas concentragdes de indutores levam a uma super
expressdo protéica, que muitas vezes pode exceder 50% do total de proteinas
bacterianas (BANEYX; MUJACIC, 2004).

Proteinas biologicamente ativas e com dobramentos corretos podem ser
obtidas a partir destes corpusculos de inclusdo desde que sofram completa
desnaturagao. A solubilizag&o ocorre com a ajuda de agentes desnaturantes como a
uréia e o cloreto de guanidina que promovem um desdobramento completo ou
parcial na estrutura protéica que pode ser renaturada com a troca de tampdes
diminuindo gradativamente a concentracdo do desnaturante (JEVSEVAR et al.,
2005; TSUMOTO et al., 2003).

Algumas estratégias podem ser adotadas para evitar a formacdo destes
agregados protéicos: expressdo em baixas temperaturas (CHALMERS et al., 1990;
VASINA; BANEYX, 1997; BANEYX; MUJACIC, 2004), diminuicdo da concentracéo
de indutores (BANEYX; MUJACIC, 2004) e coexpresséo de chaperonas moleculares
(SORENSEN; MORTENSEN, 2005). A expressao protéica em corpusculos de
inclusao embora resulte em passos adicionais no processo de purificagdo, também
apresenta algumas vantagens como o alto grau de pureza, a facilidade de expressar
proteinas toxicas em E. coli, devida a auséncia da atividade bioldgica e a protecéo
das degradacbes proteoliticas, permitindo alta producéo protéica (CHOI et al., 2006).

A escolha de um sistema de expressao adequado dentre tantos disponiveis é

de suma importancia na produgao das proteinas recombinantes de interesse.

1.6 Imunoterapia (IT)

Segundo a Associag¢ao Brasileira de Alergia e Imunopatologia — ASBAI — a
imunoterapia € uma forma de tratamento que vem sendo utilizada ha mais de 50
anos em pessoas que desenvolveram alergias a determinadas substancias, a fim de
diminuir a sensibilidade. O paciente recebe doses crescentes do alérgeno ao qual é
sensivel por um periodo de tempo que pode variar de 3 a 5 anos. A IT induz uma

série de alteragbes na resposta imune que estdo associados a melhora clinica.
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A IT veneno-especifica reduz o risco de reagdes sistémicas apos ferroadas de
insetos em pacientes sensibilizados, com eficacia de 95 a 97%, tendo como principal
objetivo prevenir reacbdes fatais e melhorar a qualidade de vida, aliviando a
ansiedade relacionada a ferroadas de inseto (VARALDA, CASTRO, 2011).

Alergias a ferroadas de Himenopteros e IT veneno-especifica representam um
excelente modelo de estudo para mecanismos celulares e moleculares envolvidos
no desenvolvimento de tolerancia imunologica em individuos sensibilizados. Altas
doses de exposicdo a veneno de abelhas em apicultores representam um 6timo
modelo para entender os mecanismos de tolerancia das células T reguladoras em
individuos saudaveis (OZDEMIR et al., 2011).

Em alguns paises, o medo dos efeitos colaterais da IT veneno-especifica
levou a normas rigidas impedindo uma utilizagdo mais generalizada deste
tratamento (MOSBECH; MULLER, 2000), porém atualmente, os diferentes
esquemas de tratamento variando o tempo e as doses de aplicagcdes do alérgeno-
especifico tem diminuido os indices de efeitos colaterais, além de oferecer uma
protecdo de 83% a 95% as pessoas com historia de reagédo anafilatica apés uma
picada de inseto (STURM et al., 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Sendo a fosfolipase A1 um dos alérgenos mais abundantes e potentes do

veneno de vespas Hymenoptera, os principais objetivos deste trabalho foram:

Contribuir para a melhoria dos diagnosticos a alergia ao veneno da vespa
P. paulista, trazendo mais informagcbes sobre a ocorréncia de
imunoreatividade cruzada com os venenos de diferentes espécies de
vespas;

Abrir perspectivas de utilizacdo do alérgeno recombinante PLA1-Rec em
testes de diagnosticos, bem como na imunoterapia (IT) alérgeno-

especifica.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a sequéncia de cDNA do alérgeno fosfolipase A1 do veneno de
P. paulista;

Obter o alérgeno fosfolipase A1, na forma recombinante, através do
sistema de expressao em bactérias E. coli;

Testar e comparar a identidade imunologica dos anticorpos policlonais anti-
PLA1 natural de P. paulista contra o proprio componente presente no
extrato de veneno bruto desta vespa;

Analisar a ocorréncia de reacédo imunologica cruzada dos anticorpos

policlonais contra o veneno bruto de outros insetos sociais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Biolégico

Apos a identificacao morfolégica de algumas vespas de P. paulista obtidas em
ninhos dos municipios de Rio Claro e Santa Gertrudes, foi feita a coleta destes
ninhos bem como de outros insetos sociais a serem utilizados no decorrer do
trabalho. As vespas de P. paulista foram transportadas ainda vivas para o laboratério
de Biologia Molecular de Artrépodes (LBMA) do Departamento de Biologia -
IB/JUNESP/Rio Claro/SP. Apbds serem submetidas a analgesia por alguns minutos a
-20°C, tiveram suas glandulas de veneno retiradas com auxilio de pingas de ponta
fina, e imediatamente utilizadas para a extracdo de RNA, ou estocadas a -20°C, até

o momento de uso, para a preparagao de extratos protéicos.

3.2 Meétodos

3.2.1 Extracao de RNA

O RNA total da glandula de veneno de P. paulista foi extraido utilizando o
reagente TRIzol® (Life Technologies, Cat. n° 15596-026), utilizando-se material
fresco (no momento da coleta) ou com glandulas maceradas em TRIzol® e
estocadas por 7 dias a -85°C.

A concentracdao do RNA total foi determinada pela razdo de absorbancia
260/280nm do material (diluido a 1: 500 em H,O-DEPC) e, a integridade do RNA foi
determinada por meio de eletroforese em gel de agarose 1% em TAE 1x (Tris-
acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) (SAMBROOK et al., 2001). O RNA obtido foi
visualizado pela coloragdo das amostras com Blue Green 1X (1:5; v/v; corante:

amostra) em transiluminador UV- LBT ST (Loccus Biotecnologia).

3.2.2 Sintese de cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizada por RT-PCR (Transcrigéo reversa por
reacdo em cadeia da polimerase) com o kit ImProm-II™ Reverse Transcription
System (Promega®, Cat. n° A3800) com 1ug de RNA total, juntamente com o
iniciador oligo dT- Adapter (Tabela 1) sintetizado pela Gibco®-Life Technologies de

acordo com as orientacdes do fabricante.
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3.2.3 Iniciadores gene — especificos

Com base nas sequéncias de cDNA, depositadas no GenBank sob os n° de
acesso EF101736.1 e AM491805.1 (SANTOS, 2007) foram sintetizados os
iniciadores direto e reverso (Tabela 1) para a forma madura da proteina PLA1. Além
disso, foi utilizado o iniciador AMP, que se anela a regido adaptadora adicionada no
terminal 3’ de todas as moléculas de cDNA sintetizadas, permitindo desta forma, a
obtencdo das sequéncias finais dos genes de interesse, quando utilizado em

associagdo com um iniciador gene - especifico direto.

Tabela 1: Sequéncia de iniciadores utilizados.

Iniciadores Sequéncias (5’- 3’)
Oligo dT
Adapter
PLAF 57 GGC CTG ATT CCG GAA TGC CCG TTT AAC GAA TAT G 3~

57 GGC CAC GCG TCG ACT AC (T):s 3%)

PLAR 57 TTA CAG TTT AAT GCC TTC GTT ATG GCA ATA CGG CGC G 37

AMP 5”7 GGC CAC GCG TCG ACT AC 3’

Sequéncia de iniciadores do vetor pPCR®/GW/TOPQ® (5’- 3)
GW1F 5” GTT GCA ACA AAT TGA TGA GCA ATG C 3”
GW2R 5” GTT GCA ACA AAT TGA TGA GCA ATT A 3”

3.2.4 Amplificagdo de cDNA gene — especifico de PLA1

As reacdes em cadeia da polimerase (PCRs) foram realizadas com a enzima
Platinum® Taq DNA polimerase de alta fidelidade (Invitrogen™, Cat. n° 10966-018)
em um volume final de 25 uL, sendo as concentracdes finais na reac¢do: 1U de Taq
DNA polimerase, 0.2 mM de cada nucleotideo, 2.0 mM de MgCl,, 0.4 uM de cada
um dos iniciadores direto, reverso e AMP e cerca de 2 yg de cDNA, completando
com agua MQ estéril. Para a otimizacao das reacdes foram testados os parametros
de temperatura de anelamento de todos os iniciadores (47°C-58,5°C) e quantidades
de iniciadores (0.2-0.4uM). As reacgbes foram incubadas em termociclador Eppendorf

Mastercycler ep gradient sob as condigbes abaixo (Tabela 2).
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Tabela 2: Condic¢des utilizadas para a obtengdo do cDNA completo do alérgeno PLA1.

PCR
Denaturacgao
. 95°C 5 min.
40 ciclos

Denaturacgao 95°C 1 min.
Anelamento 57,5° C 1 min.
Extensao 72°C 3 min.
Extensao Final 72°C 15 min.

4°C

Apds a amplificagdo, nos mesmos tubos da reacao foram adicionadas mais
0,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen™, Cat. n° 10342-053) sem atividade
revisora e a reagao foi incubada a 72 °C por mais 10 min para adigdo de uma cauda
poli-A na extremidade 3°, a fim de facilitar o processo de clonagem.

O produto de amplificagcédo foi analisado paralelamente a uma mistura padrao
de DNA (ladder) de fragmentos diferentes entre si por 100 pb, através de
eletroforese em gel de agarose a 1.5 % em TAE 1X e, a visualizacao foi realizada
sobre luz UV com o uso do Blue Green Loading Dye | (LGC Biotecnologia, Cat. n°
13-15009-06%), na proporgdo de 1:3 (Blue Green: amostra; v:v). O fragmento obtido

foi cortado do gel e purificado.

3.2.5 Purificagao do produto de PCR a partir de gel de agarose

Este procedimento foi realizado usando o kit “llustra™ GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification” (GE Healthcare®, Cat. n° 28-9034-70) conforme o protocolo
sugerido pela empresa. O DNA foi extraido do gel e solubilizado em tampao
fornecido pelo kit, na temperatura de 60°C por 5 minutos. A solugao resultante foi
entdo aplicada em uma resina, ligante-especifica para adsor¢cédo apenas de
moléculas de DNA com tamanho variando entre 100 pb e 10 kb. A resina foi lavada
e o DNA eluido em um novo tubo. Parte da amostra purificada foi visualizada, em gel

de agarose 1% em tampao TAE 1X, a uma voltagem de 50 volts.
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3.2.6 Clonagem para amplificagao do cDNA de PLA1

3.2.6.1 Reacao de ligagao

Os produtos de PCR PLA1 gene-especifico foram clonados no vetor
pCR®8/GW/TOPO® (kit pCR®8/GW/TOPO® Cloning kit Cat. n® K2520-20 do sistema
Gateway Invitrogen), segundo o protocolo de reagdo sugerido pelo fabricante. As
reagcdes de ligacao foram realizadas na propor¢ao de 1:3 (ng de vetor: ng de inserto)
utilizando-se 3 pL do produto purificado, 1 yL do vetor, 1 yL de solugéo salina e
agua (ambos do kit) suficiente para 6 pL finais de reacdo. As reagdes foram
incubadas por 30 min a temperatura ambiente, e deixadas overnight a -20°C para

melhorar a eficiéncia do processo de ligacéo.

3.2.6.2 Transformagao

As reacdes de ligacao foram utilizadas para as transformagbes das bactérias-
E. coli One Shot® Mach1™T1R, quimicamente competentes, que acompanham o kit
especificado acima de acordo com o protocolo prescrito pelo fabricante.
Detalhadamente, 2 uL das reacdes de ligacdo foram incubadas com 50 pL da
suspensdo de bactérias, por 20 minutos no gelo, antes do choque térmico das
amostras, de 30 segundos a 42°C seguido de gelo novamente. A cada reagéo foram
adicionados 250 pyL do meio SOC estéril (20 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de
levedura e 0,5g/L de NaCL, com adi¢do de 0,01M de MgCl;, 0,01M de MgSO, e
0,04% de glicose estéreis) a temperatura ambiente. Os tubos eppendorf foram
colocados na horizontal em incubadora por 1hora a 37°C, com agitacao de 220 rpm,
e a segquir, diferentes volumes destas suspensdes (50 a 120 pL) de bactérias
transformadas foram aplicados em placas de Petri com meio Luria-Bertani agar
(Triptona 1,0%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1,0% pH 7,0), contendo
espectinomicina a 100 ug/mL. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por no

minimo 18h para crescimento bacteriano.
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3.2.6.3 Extracao de DNA plasmidial (“minipreps”)

As extracées de DNA plasmidial TOPO/GW-PLA1Rec foram feitas com o kit
QIAprep® Spin miniprep (Qiagen, Cat. n° 27104); conforme instrucdes do protocolo.
Para isso, as culturas foram crescidas em 3 mL de meio liquido LB - espectinomicina

a 100 pg/mL com agitagao de 220 rpm, a 37°C, durante 17 horas.

3.2.6.4 Analise de restricao

Aliquotas de 5 pyL das preparagbes plasmidiais recombinantes TOPO/GW-
PLA1rec foram utilizadas em reagbes de restricdo com a enzima EcoRI, em um
volume final de 20 pL contendo: 2 U da enzima EcoRlI, tampao EcoRI 1X e H,O MQ.
As reacdes foram incubadas por 3h a 37°C e ap06s esse periodo analisadas em gel
de agarose 1,5% em TAE 1X, visualizados no gel pela coloragdo da amostra com

Blue Green, sob a acdo de luz UV.

3.2.6.5 Sequenciamento dos plasmideos TOPO/GW-PLA1Rec

O sequenciamento dos fragmentos amplificados foi realizado em colaboragao
com o Centro de Estudos de Insetos Sociais - CEIS, UNESP - Rio Claro -
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”- em seqienciador Applied
Biosystems 3737.

Para as reacbes de sequenciamento foram utilizados os iniciadores direto e
reverso do vetor pCR®8/GW/TOPO® além dos iniciadores especificos ja descritos

anteriormente neste trabalho (tabela 1).

3.2.6.6 Analise das seqiiéncias

As seqUéncias obtidas foram analisadas pelos programas: BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) - NCBI, DNASTAR - Lasergene® SeqMan Pro™, BCM
Search Launcher — Six Frame Translation of sequence (SMITH et al.,1996) e
Multaling (CORPET, 1988) de forma a:

a) checar a qualidade das seqiéncias;
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b) obter o consenso entre as seqiiéncias diretas e reversas, encontradas para
o mesmo fragmento, por meio do alinhamento entre elas;

c) realizar as pesquisas de similaridade entre as seqUéncias de bases e de
aminoacidos encontradas e as descritas no GenBank. Além disto, foram também
pesquisados os possiveis dominios protéicos existentes no fragmento obtido, os

quais foram comparados aos demais ja disponiveis em banco de dados.

3.2.7 Obtencgao de bactérias E. coli BL21- DE3, XL1-Blue e DH5a
competentes

Para cada uma das cepas bactérias foram preparadas duas placas de Petri
contendo meios de cultura especificos. As células DH5a, utilizadas para
amplificagbes do vetor de expressao pET-28a, foram crescidas em meio LB-agar
sem antibiético. A cepa XL1-Blue, para amplificacdo das constru¢cdes pET-
28a_PLA1, cresceram em meio LB-agar/canamicina a 25 pg/mL, a cepa BL21-DE3,
responsavel pela expressao protéica, foi semeada em meio LB-agar/cloranfenicol a
25 pyg/mL e em seguida todas as placas foram incubadas a 37°C durante a noite. De
cada cepa bacteriana foi selecionada uma unica colbnia isolada, que em seguida foi
crescida em 3 mL de meio LB liquido (células DH5), 3 mL de meio LB liquido com
canamicina 25 pg/mL para as células XL1-Blue e 3 mL de LB liquido com
cloranfenicol para as células BL21-DE3. Estas culturas foram incubadas sob
agitacédo de 200 rpm, a 37°C durante a noite. A seguir, parte das mesmas foi
estocada em glicerol 15% (células ndo competentes) e 1 mL de cada meio rico em
bactérias foi separadamente adicionado a frascos estéreis contendo 100 mL de meio
LB (com e sem antibidtico especifico, dependendo da cepa) e incubados por
aproximadamente 3 horas a 37°C sob agitacdo de 250 rpm. O crescimento das
culturas foi monitorado espectrofotometricamente até que as culturas atingissem um
nivel de absorbancia de 0,5, lidos em 600nm. O volume total dos cultivos de cada
cepa (100 mL para cada uma) foi dividido em dois tubos falcon estéreis de 50 mL.
Foram mantidos em gelo por 15 minutos, e em seguida centrifugados a 8.000g por
10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e os precipitados de cada
cultura especifica reunidos em um unico precipitado, sendo que antes disto, cada
um passou por processos de lavagem e ressuspensdo em 10 mL de CaCl; 0,1M
gelado, e a seguir deixados em gelo. As células foram centrifugadas mais uma vez a

4° C por 10 min a 8.000g e os sobrenadantes descartados, os tubos foram mantidos
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invertidos por 1 min. Os precipitados foram ressuspensos em 2 mL de uma solugéo
de CaCl; (0,1 M) gelado contendo 15 % de glicerol e o volume total foi aliquotado e

armazenado a - 85°C para uso posterior.

3.2.8 Transformacao das células DH5a para Amplificagdao do vetor de
expressao pET-28a

Em um tubo contendo 200 pL de células DH50 competentes foram
adicionados 2 pL (100 ng) do plasmideo pET-28a e mantidos em gelo. Em seguida a
mistura foi submetida a um choque térmico de 42°C por 90 segundos e retornada ao
gelo por mais 2 minutos. A suspenséo foram adicionadas 800 uL de meio LB liquido
e submetida a agitacdo a 100 rpm a 37°C por uma hora. Diferentes volumes da
transformacdo foram plaqueados em meio LB-agar/canamicina a 25 pg/mL e
deixadas em estufa a 37°C por aproximadamente 20 h. As melhores colénias foram
selecionadas para os experimentos, e os DNAs plasmidiais foram extraidos como

descrito no item 3.2.6.3.
3.2.9 Desenho dos iniciadores para expressao da PLA1-Rec

A partir da sequéncia completa de cDNA da PLA1 do veneno da vespa P.
paulista, foram desenhados os iniciadores especificos para expressao no vetor pET-
28a, contendo o sitio da enzima Ndel no iniciador direto e o sitio da enzima EcoRlI
no iniciador reverso, ao qual ainda foi adicionado o cdédon de terminagdo TAA*
(Tabela 3). Os iniciadores foram desenhados de forma a amplificar a sequéncia
inteira de PLA1 a ser expressa em “frame +1” e com o vetor contendo uma cauda de
seis Histidinas no NH; terminal.

Tabela 3. Iniciadores de expressdo desenhados com base na sequéncia completa de cDNA de PLA1
de P. paulista.

Iniciadores Sequéncias dos Iniciadores (5’-3’)

PLA1_expF 5°CTT A CATATG CTG ATT CCG GAA TGC CCG TTT AAC 3~
(Direto) Sitio de Nde |

PLA1_expR 57AGT G GAATTC TTA*AAG TTT AAT GCC CTC GTT ATG ACA
(Reverso) ATA AG 3~

Sitio de EcoR |
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3.2.10 Uso dos iniciadores de expressao para a amplificagdao do cDNA
de PLA1 de P. paulista e clonagem em vetor pCR®8/GW/TOPO®

As amplificagdes por PCR foram realizadas em volume final de 25 L, a partir
de 1.0 uM de cada um dos iniciadores direto e reverso (Tabela 3), 2.5 U de Taq
DNA polimerase de alta fidelidade (Qiagen, Cat. no. 202602), 0.3 uM de dNTPs, 1.0
mM de MgSO, e cerca de 0.5 ug de preparacao plasmidial de TOPO/GW-PLA1rec.
As reacgdes foram incubadas sob as seguintes condigdes: Denaturagéo: 95°C, 5 min;
40x [Denaturacdo: 95°C, 1 min; Anelamento: 58°C, 1 min; Extens&o: 72°C, 3 min];
Extensao final: 72°C, 15 min.

O produto de amplificacdo foi analisado paralelamente a um marcador de
massa molecular de DNA “Ladder” de 1 kb (Norgen, Cat. no. 11900), através de
eletroforese em gel de agarose a 1.5 % em tampéo TAE 1X e visualizado com o uso
do Blue Green Loading Dye I. O fragmento obtido de 909 pb foi cortado do gel,
purificado e utilizado na reagao de ligacdo ao vetor pCR®8/GW/TOPO® (Invitrogen,
Cat. n° K2520-20), conforme orientagbes do fabricante. A clonagem foi realizada
conforme descrito anteriormente no item 3.2.6. Os clones positivos foram
sequenciados a fim de verificar a presenca dos sitios de restricdo das enzimas
EcoRI e Ndel. A extragdo de DNA plasmidial contendo os sitios das enzimas de
restricdo foi imprescindivel na selecdo dos clones positivos que viriam a ser
utilizados para a clonagem de PLA1 em vetor de expressdo. Estes clones

recombinates foram chamados de PLA1_Rec2.

3.2.11 Dupla digestao do vetor pET-28a e da construgao plasmidial
PLA1_Rec2

As preparagbes plasmidiais do vetor de expressao pET-28a “vazio” e
PLA1_Rec2, contendo o inserto a ser expresso, foram separadamente submetidas
as reagdes de dupla digestdo com as enzimas Ndel (Fermentas, Cat.n° ERO581) e
EcoRI (Fermentas, Cat. n° ERO271).

Para a reacdao com o pET-28a, foram utilizados 50 ng de vetor, tampéo
Orange 1x, 10 U da enzima EcoRI, 10 U de Ndel e agua MQ para completar o

volume final de 40 uL, sob incubagéo a 37°C por 16 horas
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Paralelamente, o vetor PLA1_Rec2 numa concentragcao de 51 ng foi clivado
com 10 U de cada uma das enzimas acima citadas, tampao Orange 1x e agua MQ

completando-se para um volume final de 40 uL durante o periodo de 3 horas a 37°C.

3.2.11.1 Desfosforilagdao do vetor de expressao pET-28a.

Apds a digestdo, o vetor foi submetido a agdo da enzima CIP (fosfatase
alcalina de intestino de bezerro) (New England Biolabs®, Cat. n° MO290S) para que
ocorresse uma desfosforilagcédo na regido 5 a afim de evitar a religacdo. Para isso
2,5 U da enzima foram adicionadas no mesmo tubo onde ocorreu a digestao,
incubando-se adicionalmente a reagao por mais 1 hora a 37°C.

Posteriormente, estas mesmas reagbes foram feitas em um volume de 240 pL
e submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8 %. As bandas correspondentes
ao pET-28a e ao inserto de PLA1 foram recortadas do gel e purificadas com o “Kit
GFX™ PCR and Gel Band Purification”.

3.2.11.2 Construgao do Vetor de Expressio PpET-28a_PLA1 e

transformacao em células XL1-Blue.

O plasmideo pET-28a e o inserto PLA1 apo6s digestdo, purificacdo e
quantificacdo foram ligados, utilizando-se 54 ng do vetor, 160 ng do inserto
(proporgéao de 1:3, vetor: inserto), além da adicdo de 1 U de T4 DNA ligase e do
tampéo de ligagao 1x (Invitrogen®, Cat. n°® 15224-017) num volume final de 20 pL. A
reacao foi incubada a 4°C por 20 horas. Posteriormente, células quimiocompetentes
de E. coli XL1-Blue, doadas pelas Profas. Dra. Lucilia Domingues e Suzana M. G.
Moreira da Universidade do Minho, Braga, Portugal, foram transformadas com o
produto de ligacdo. Para isso, todo o conteudo da reacao de ligagéo foi adicionado
em 200 pL das células previamente descongeladas em gelo. A suspensao foi
mantida por 30 min em gelo, seguido por um choque térmico de 45 segundos a 42°C
e novamente mantida em gelo por mais 2 min. Foram cuidadosamente adicionados
a suspensao 800 uL de meio LB liquido a temperatura ambiente e as células foram
incubadas por 1 hora a 37°C sob agitacdo de 150 rpm para crescimento. As células
transformadas foram plaqueadas em meio LB-agar com 50 ug/mL de canamicina e

incubadas em estufa a 37°C, durante toda a noite. As reacbes controle da
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transformacao foram feitas com o plasmideo pET-28a sem inserto e com o controle
da reacéo de ligacéo.

Das placas resultantes da transformagao foram selecionados 8 colbnias
recombinantes, as quais foram crescidas em 5 ml de meio LB liquido com
canamicina a 50 pg/mL sob agitacao de 200 rpm, a 37°C, durante 17 horas para

extragao de vetores recombinantes pET-28a_PLA1.

3.2.12 Transformacgao das células BL21-DE3 com pET-28a_PLA1.

Aproximadamente 50 ng de cada preparagao plasmidial de pET-28a_PLAA1,
provenientes dos clones 1, 2, 3 e 6 foram separadas e incubadas com aliquotas de
200 uL das células BL21-DE3 quimicamente competentes. As misturas (preparadas
em tubos eppendorfs) ficaram em repouso no gelo por 30 min, seguido pela
incubagdo a uma temperatura de 42°C por exatamente 90 segundos e retorno ao
gelo por mais 2 min. A cada uma das amostras foram acrescentadas 800 pyL de meio
SOC (Invitrogen®) sendo os tubos incubados a 37°C sob agitacdo constante de 150
rem por 1 hora. Todo o volume de cada uma das transformagdes foi espalhado em
placas individuais contendo LB-agar e canamicina a 50 ug/mL, as quais foram

incubadas a 37° C por 16 horas.

3.2.13 Padronizagao das condi¢oes de expressao de PLA1_Rec
(fosfolipase A1 recombinante) em pequena escala.

Pré-inoculos de 5 mL, cada um, de meio LB liquido contendo 50 ug/mL de
canamicina foram feitos a partir de colbénias obtidas de cada clone (1, 2, 3 e 4) de
BL21-DE3 pET-28a_PLA1. As diferentes suspensdes bacterianas foram crescidas
por 16 horas a 37° C sob agitagao de 150 rpm.

Em seguida as suspensdes foram diluidas em 50 mL de LB/canamicina sob
agitacdo constante a 37°C até atingir DO600. Neste momento, diferentes
concentragdes de IPTG (isopropil-b-D-tiogalactosideo) (Qiagen, Cat. n° 129921)
0,1'mM, 0,5mM e 1 mM e diferentes temperaturas (37°C, 30°C, 25°C e 20°C) foram
testadas para melhor indugéo da expressao da proteina. Aliquotas de 1,5 mL das
suspensdes foram coletadas em diferentes momentos: Oh, 4h, 6h, 10h, 24h e 48h.
Estas diferentes condi¢des foram testadas para cada um dos 4 clones selecionados.

Todas as amostras foram centrifugadas por 10 min a 2600xg, ressuspensas em
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tampao PBS, pH 8,0, 1x e sonicadas por 2 min no sonicador Chubby (modelo
GA450), com pulsos de 30 seg em 30 seg, sempre voltando as amostras para o gelo
para nao ocorrer denaturagdo protéica. ApOs sonicagdo, os tubos foram
centrifugados a 4°C em 9200xg e tanto o sobrenadante (fragdo soluvel) quanto o

precipitado (fragcéo insoluvel) foram analisados em SDS-PAGE 15%.

3.2.14 Expressao e purificagao de PLA1_Rec em maior escala.

Uma das colbnias de E. coli BL21-DE3 contendo pET-28a_PLA1 (clone 1) foi
pré-inoculada em um tubo falcon com 10 mL de meio LB/canamicina a 50 pg/mL
durante 16 horas a 37°C sob agitagdo de 150 rpm. A seguir a cultura foi diluida em
600 mL de LB/canamicina e crescida a 37°C sob agitacdo constante de 200 rpm até
atingir a densidade 6ptica (D.O) de 0,6 numa absorbancia de 600nm. Para a indugao
da expressao da proteina foi adicionado IPTG na concentracdo final de 1 mM e a
temperatura de crescimento diminuida a 20°C durante 6 horas. A suspenséao
bacteriana foi centrifugada a 4°C, 10000xg por 10 min, e como a proteina
apresentou-se insoluvel ap6s a expressdo, os procedimentos seguintes foram
realizados sob condi¢gdes desnaturantes. Desta forma, o precipitado de bactérias foi
ressuspenso em 25 mL de tampéao de lise desnaturante (NaH,PO4 50 mM pH 8.0,
300 mM de NaCl, 5 mM de imidazol e 0.2 mg/mL de lisozima) incubado a 20°C sob
agitacao por 25 min e a seguir sonicado em gelo, com 10 pulsos de 30 seg com
intervalos de 30 seg e mais uma vez de por 2 min continuos. O extrato bacteriano foi
novamente centrifugado a 15000xg por 15 min a 4°C e o sobrenadante recolhido. O
precipitado foi ressuspenso em 10 mL de tampao de solubilizagdo de corpusculo de
inclusdo (8 M de uréia, 0.5 M de NaCl, 50 mM de Tris-HCI pH 8.0, 5 mM de B.
mercaptoetanol e 5 mM de imidazol). Esta suspensédo foi incubada sob agitacéo a
8°C por toda a noite e na manha seguinte centrifugada a 20000xg por 15 min a 4°C.
A parte soluvel (do corpusculo de incluséo) foi entdo submetida a leve agitacéo por 1
hora a temperatura ambiente com uma resina de cromatografia de afinidade
carregada com Ni?* (Ni-NTA-Agarose, Qiagen, Cat. n° 30210) previamente
equilibrada com o tampao acima. Neste pH, esta resina tem a propriedade de
promover ligagdes de coordenagao entre as proteinas recombinantes com caudas
de histidina e os cations Ni** presentes na fase estacionaria. Logo apés, o material

foi transferido para uma pequena coluna e lavado com 10 volumes de tampao de
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lavagem (100 mM NaH;PO4, 10 mM Tris-HCI, 8 M uréia, pH 6.3). A proteina de
interesse foi eluida com 5 volumes de coluna do tampédo de eluicdo (100 mM
NaH,PO4, 10 mM Tris-HCI, 8 M uréia, pH 4.5) sendo todas as amostras das
diferentes etapas de purificacdo analisadas em SDS-PAGE 15% e coradas com

Coomassie Blue.

3.2.15 Preparacgao dos extratos protéicos brutos dos venenos de P.

paulista e de outros insetos sociais (Hymenoptera).

Os reservatérios de veneno de P. paulista foram removidos por disseccao a
baixa temperatura, rapidamente lavados em agua destilada, a 4°C, e logo utilizados
nos experimentos. A preparacao dos extratos de veneno foi feita pela ressuspenséao
dos mesmos em agua destilada, seguida de leve pressdo com bastao de polietileno
autoclavavel de ponta fina, para que ocorresse rompimento, com conseqlente
liberagdo do veneno em solugcdo. As suspensdes foram centrifugadas por 5 min,
14000xg, 4°C, sendo os precipitados descartados e os sobrenadantes utilizados

como fonte de proteinas.

3.2.16 Dosagem de proteinas totais

A concentragéo de proteinas presentes no extrato de veneno foi determinada
pelo método de Bradford, utilizando-se albumina bovina (BSA) como padrao
(BRADFORD, 1976). A leitura foi feita em espectrofotébmetro na faixa de 595nm de

absorbancia.

3.2.17 Eletroforese preparativa do veneno de P. paulista em gel
desnaturante de poliacrilamida e imunizagao de camundongos
BALB-C

O extrato bruto proveniente de 1000 glandulas de veneno foi submetido a
eletroforese em gel preparativo de gradiente de 10-18% de poliacrilamida,
preparados sob condi¢cbes desnaturantes (sistema alcalino Tris-Glicina/Tris-HCI na
presenca de dodecil sulfato de sddio, SDS), segundo Hames e Rickwood (1990)
para analise e separacao das proteinas do extrato de veneno.

As bandas protéicas encontradas nos intervalos de massa molecular de 12-19
KDa, similar as citadas por Santos (2007) para a PLA1 do veneno de P. paulista

foram recortadas do gel reunidas num pool e divididas em 4 tubos eppendorf. A cada
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um dos tubos foi adicionada solugao fisiolégica suficiente para macerar os pedacos
de géis até que se obtivesse uma suspensao homogénea. A suspensao foi usada
para o indculo em dois camundongos (BALB/C fémea) de aproximadamente 25 g de
peso cada um, nos tempos de 1, 7, 21, 28 e 30 dias. As doses injetadas foram de
0,2 mL subcutaneos em dorso. Apds o trigésimo dia todos os animais foram
anestesiados para a coleta de sangue por puncéo cardiaca. Os experimentos de
imunizagao foram realizados no Laboratério de Imunologia e Alergia Experimental-
LIAE- coordenado pelo Prof. Dr. Ricardo de Lima Zollner da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Outros extratos protéicos foram preparados conforme ja descrito a partir do
veneno bruto de P. paulista e de outras vespas (Polybia sericea, Polybia ignobilis,
Polistes lanio lanio e Agelaia pallipes pallipes), formiga (Solenopsis invicta) e abelha
(Apis mellifera) para a analise de reatividade cruzada, sendo submetidos também a
eletroforese em gel de poliacrilamida 15%.

Foram aplicadas 80 ug de proteinas totais de cada extrato/canaleta no gel e
como referéncia, tanto para a massa molecular das bandas, bem como para a
eficiéncia da eletrotransferéncia, foi utilizado um padréo pré-corado de proteinas na
faixa de 12 a 225 KDa (Amersham High-Range Rainbow Molecular Weight Markers-
GE Healthcare- Cat n® RPN 756E). As corridas foram realizadas a 75 V no gel de

empilhamento e 110 V no gel de resolucéo por 2 horas.

3.2.18 Analise de Western blotting

Apds coleta dos soros de camundongos, obtidos pelo inéculo da fracao
eletroforética protéica de PLA1 do veneno de P. paulista descrito no item 3.2.17, os
experimentos de Western blotting e imunodeteccdo foram realizados em nosso
laboratorio com base no protocolo estabelecido pelo Laboratério de Imunologia e
Alergia Experimental do Departamento de Clinica Médica da UNICAMP.

As proteinas separadas por SDS-PAGE 10% foram eletrotransferidas (a 0.8
mA/cm?) do gel para membrana de nitrocelulose (0,45 ), utilizando o sistema semi-
seco (eletrodos de grafite) NovaBlot Unit do aparelho Multiphor Il (Pharmacia
Biotech) com o tampé&o de transferéncia pH 8.3 (Tris 25 mM, Glicina 192 mM,
contendo SDS a 0,2% e metanol a 20%). Com base no tamanho do gel, os
parametros de transferéncia ficaram ao redor de 60 V, 30-34 mA por 2 horas. A

eficiéncia da eletrotransferéncia pode ser verificada pela visualizagado do padrao de
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proteinas pré-corado transferido para a membrana e pela coloragao posterior do gel
transferido com Coomassie Blue G-250 a 0,2% diluido em solugdo de metanol 45%

e acido acético a 10%, por 20 minutos a temperatura ambiente.

3.2.19 Imunodetecc¢ao

A membrana de nitrocelulose teve seus sitios inespecificos bloqueados por 3
lavagens de 5 minutos cada uma, a temperatura ambiente, com solugdo de bloqueio
TBS-T (tampao Tris-Cl, 1M, pH 8.0 contendo 150 mM de NaCl e Tween 20 a 0,05%)
acrescida de leite em p6 desnatado a 1% (m/v) por 2 horas. Logo apéds, as
membranas foram lavadas por 3 vezes de 5 minutos cada uma, na geladeira, com a
solugcdo de TBS-T e a seguir, incubadas com a fracdo do soro do animal,
previamente diluida (1:1000) na solucao de bloqueio, sob agitacao bem lenta a 4°C
durante a noite. A membrana foi submetida a 3 lavagens com a solu¢édo de TBS-T e
apos isso foi incubada com o anticorpo anti-lgG de camundongo, conjugado com
fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich, Cat n° A-3688) diluido a 1:5000 em solucéo de
bloqueio por, 2 horas, exatamente a temperatura ambiente, sob agitacédo lenta e
posteriormente lavado mais 3 vezes com a solugdo de TBS-T. A revelagdo do
resultado foi realizada com o sistema de substratos BCIP®/NBT (Sigma-Aldrich, Cat
n° B1911) pela incubagdo das membranas com 10 mL da solugao a temperatura

ambiente por aproximadamente 20 minutos.

3.2.20 Modelagem da estrutura tridimensional da PLA1

O modelo tridimensional da proteina PLA1 de P. paulista foi construido a
partir de técnicas de homologia, baseadas em sequéncias de proteinas de alta
similaridade e que possuam dados tridimensionais experimentais de cristalografia de
raios-x depositados no PDB (Protein Data Bank). Assim, para a construgdo do
modelo tedrico da proteina em estudo, foi utilizado uma lipase pancreatica de
cobaias (PDB ID: 1GPL) em adequacgdo as restricbes espaciais da molécula,
utilizando-se o programa Modeller versao 9.8 (SALI, BLUNDELL, 1993). Para
visualizagdo dos modelos foi utilizado o software PyMol Molecular Graphics System,
versao 1.3 (DELANO, 2004) e a analise estereoquimica foi realizada pelo programa
PROCHECK (LASKOWSKI; MACARTHUR; THORNTON,1993 ).



Resultados e Discussdo
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extragdo de RNA total

O éxito na obtencdo de cDNA e das sequéncias nucleotidicas de interesse &
dependente da qualidade do RNA extraido. O RNA é uma molécula instavel e, a
principal preocupacédo consiste na sua degradacado por ribonucleases (RNAses)
presentes em diversos materiais bioldgicos, que sao enzimas extremamente
resistentes a varios tratamentos, inclusive os térmicos, tornando o processo de
extragao restrito a condi¢gdes especiais.

As concentragdes de RNA total obtidas em nossas preparagdes variaram de
2.9 a 300 ng/uL e a razao de pureza 260nm/280nm das amostras ficaram entre 1,4 a
2,0. Na Figura 2, observa-se que as melhores amostras da extragcdo foram as
amostras 2, 3, 4, 5, 7 e 8, que apresentam maior intensidade das bandas de 28s e

18s, indicando preparagdes de boa qualidade.

M1KE RENAl RNA2 RENAZ RNAd RNAS RNAS RNAY RNAE

-—-H- - [ —

LT

Figura 2. Perfil eletroforético de amostras de RNA total da glandula de veneno de P. paulista, em
gel de agarose a 1%, em TAE 1X com formaldeido (Sambrook et al., 2001). Nas canaletas 2, 3, 4,
5, 6, 7 e 8, foram aplicadas, amostras de RNA referentes a extragdo do material depois de no
minimo, 7 dias em TRIzol a - 85°C. M corresponde ao DNA ladder de 1 kb (de 100 a 12.000
pb).Todas as amostra foram visualizadas com Blue Green 1:5 (v/v; Blue Green:amostra).

4.2 Sintese do cDNA

Analisando-se os dados obtidos através do perfil eletroforético de cDNA em
gel de agarose (Figura 3) nota-se que ocorreu a formagdo de “rastros” de
fragmentos de cDNA num intervalo de alta massa molecular, em que as sequéncias

de cDNA de interesse relacionadas aos genes de veneno poderiam ser encontradas.
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12000 pb

1650 pb

100 pbp —»

Figura 3. Perfil eletroforético de cDNA de P. paulista, em gel de agarose a 1,5% em TAE 1X. Nas
canaletas de 1 a 6 estdo as amostras de cDNA sintetizadas com a enzima RT- Improm (Promega).
M corresponde ao padrao de DNA “ladder” de 1 Kb. Todas as amostras foram visualizadas com
Blue Green 1:5 (v/v; Blue Green: amostra).

4.3 Amplificagdo da sequéncia de cDNA do gene PLA1

As melhores condi¢des para a obtencdo do cDNA completo do alérgeno PLA1
foram: (1) temperatura de anelamento de 57,5°C e (2) concentragédo dos iniciadores
PLA1F/AMP de 0,4 pM, usando-se uma Taqg DNA polimerase de alta fidelidade. O
produto esperado deveria estar em torno de 1000 pb, e uma 6tima amplificacao foi

obtida nesta faixa de massa molecular (Figura 4).

M PLA1

2000 pb —»

1000 pb —»
500 pb —»

~ 1000 pb

Figura 4. Banda correspondente ao fragmento de cDNA de ~1000 pb, amplificado em temperatura de
anelamento de 57.5°C e concentracdo de 0,4 uM de cada um dos iniciadores do par PLA1F/AMP. A
esquerda, M refere-se ao DNA ladder de 100 pb (de 100 a 12.000 pb). A analise foi realizada em gel
de agarose 1,5%, TAE 1X e a amostra visualizada com Blue Green (1:5 v/v; corante:amostra).

Apés determinagdo das melhores condicdes de amplificacdo, as reagdes
foram reunidas em um volume de 250 yL (Figura 5), sendo a amostra final

submetida a eletroforese em gel de agarose 1% e o fragmento unico amplificado
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recortado do gel, deixado em banho Maria a 60°C até se tornar liquido e purificado
para uso na reacao de ligagdo no vetor pCR®8/GW/TOPO°®.

M PLA1

12000 pb—»

1000P0 —> 1000 pb
650 pb—» P

Figura 5. Fragmento, a direita, correspondente ao cDNA de PLA1 de ~1000 pb resultante da
eletroforese em gel de agarose 1%, TAE 1X de grande volume do fragmento de cDNA de PLA1 para
posterior eluicdo e purificagdo. A esquerda, M refere-se ao DNA ladder de 100 pb (de 100 a 12.000
pb). As bandas foram visualizadas com Blue Green (1:5 v/v; corante:amostra).

4.4 Clonagem de cDNA e sequenciamento dos clones

A primeira clonagem do fragmento de interesse no vetor pCR®8/GW/TOPO®
- transformado em bactérias E. coli One Shot®Mach1™T1R foi feita com sucesso
obtendo-se 10 clones recombinantes. O DNA plasmidial de cada clone foi extraido e
submetido a digestdo por EcoR1, evidenciando um fragmento de aproximadamente

1000 pb como visto na Figura 6.

M P1CHM P2CI2P3CI3 P4Cl4 P5CI5

u_;__..:..q:.. 2817 pb
. - ~1000 pb

Figura 6. Resultado das analises de restricdo com a enzima EcoRI, dos DNAs plasmidiais
TOPO/GW-PLA1 recombinantes provenientes de cinco dos dez clones positivos de células E. coli
One Shot®Mach1™T1R, contendo o cDNA de PLA1 do veneno de P. paulista. As amostras foram
aplicadas lado a lado: plasmideos ndo clivados (P) e plasmideos clivados (2817pb) mais os insertos
com tamanhos de ~1000 pb (CI) respectivamente. As amostras foram visualizadas com Blue Green
(1:5 vlv; corante:amostra).
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4.5 Analises das seqiiéncias de nucleotideos da PLA1 de P. paulista.

Do sequenciamento dos 10 clones, com iniciadores do vetor
pCR®8/GW/TOPO® (GW1 e GW2) e com os iniciadores especificos PLA1F/AMP,
foram obtidas 20 sequencias de boa qualidade. A partir delas, dois contigs foram
gerados pelo software “Sequence Analysis and Assembly-DNASTAR® - Lasergene”
que resultaram em uma Unica sequéncia consenso apresentada abaixo, na qual o

iniciador direto (PLAF) esta evidenciado em negrito e com uma seta:

>PLA1_Polybia paulista (985 pb)

5 GGCCTGATTCCGGAATGCCCGTTTAACGAATATGATATTTTATTTTTCGTTTACACAAGGGATAAGC
AAGATGGTATTATTCTTAAGAAAAACAATTTAACGAGTTAC;ATCTGTTCCAACAACCTCAAATATCACACCGAG
TTGTATTTCTTATACATGGTTTCATTTCAACTGGAAATAATGGAAATTTCGATGCAATGGCCAAAGCTTTGATAG
CAAAAGATAATTTTCTTGTAATGTCGGTCGATTGGAGAAGGGCTGCTTGCGATGCTTCGGTTTTTAATGTTGCAG
GTTATTCCAAAGCCGTTGCAAACACACGCCGTGTTGGAAAATATGTAGCTGATTTTACCAAAATACTTGTAGACA
AATATAAAGTGCCGATGTCAAATATACGACTGATCGGGCATAGTTTGGGTGCACATACTTCAGGTTTTGCAGGAA
AACAAGTTCAAAAGTTAAAATTAGGAAAATATAGTGAAATTATTGGGCTTGATCCTGCCGGGCCATCTTTTAGAT
CGACCAATTGTCCAGACAGACTGTGCGAAACAGACGCACAATATGTTCAAGTATTACATACTTCGAGTAAATTAG
GAACATACGATCAGATTGGTAGCGTTGATTTTTACGTAAATTATGGAGGAAGTCAACCTGGTTGCTTAGTTCGAA
CCTGCTCTCATACAAAAGCCGTGCTATACATGACTGAATGTATAAAACGTGAATGTTGTTTAATTGGAACACCAT
GGAGTAGTACTGGGAGTTCTCCGAAACCGAAACCAATCTCTGCGTGCAAAAGAGACATCTGCGTTTGCGTTGGAT
TGAACGCAAAAAGTTATCCTGCTAAAGGCTCGTTTTATGTACCGGTTGAAAAAAATTCTCCTTATTGTCATAACG
AGGGCATTAAACTTTAATTATAAACAAAAATTGTTATACATGAAAATGTATGTATGTAACGAATAAATAAATGAA
TAAATGAATAAAAAAAAA 3

A sequéncia correspondente ao iniciador reverso (PLA1R), n&o foi
evidenciada porque a amplificacdo da sequéncia completa do cDNA de PLA1 foi
conseguida com o par PLA1F/AMP, sendo AMP, o iniciador reverso que se anela a
regido adaptadora adicionada ao terminal 3° de todas as primeiras fitas de cDNA
sintetizadas por RACE 3’ neste trabalho. A amplificacédo fazendo-se uso do par de
iniciadores (PLAF/PLAR) citado por Santos, 2007 n&o ocorreu, embora varias
tentativas de otimizag&o tenham sido feitas.

A sequéncia obtida foi submetida a comparacdo em banco de dados
utilizando a ferramenta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para verificar
sua similaridade em relacao as sequéncias ja depositadas no banco de dados NCBI.

Os resultados demonstraram uma maior similaridade com a PLA1 de P. paulista
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(Santos, 2007) (95%) de acordo como esperado, seguido por Polistes dominulus

(84%) e por Polistes annularis (82%) conforme demonstrado na Figura 7 abaixo:

Figura 7. Resultado da andlise de BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) evidenciando os
registros em banco de dados para as sequencias de maior grau de similaridade com a sequéncia de
PLA1 estudada.

As sequéncias de maior similaridade foram alinhadas utilizando o servidor
Uniprot (www.uniprot.org/align_alignment) e os resultados podem ser vistos na

Figura 8.



o1

Figura 8. Alinhamento das sequéncias de cDNA da PLA1 de P. paulista determinada neste trabalho
com as de P. annularis, P. dominulus e de P. paulista obtida por Santos, (2007). (Servidor Uniprot:
www.uniprot.org/align_alignment). Em cinza est&o evidenciadas regides de similaridade de sequéncia
entre estas espécies. Notar as regides ndo concordantes entre as sequéncias de cDNA obtidas por
Santos, 2007 e por este trabalho, indicativo da existéncia de polimorfismo entre eles.
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Apds o alinhamento ficou demonstrado o porqué da auséncia de amplificagédo
de PLA1 com o iniciador reverso baseado na sequéncia de Santos, (2007), uma vez
que foram observadas varias diferencas de nucleotideos entre a sequéncia aqui
determinada e aquela, na regido em que deveria ocorrer o anelamento daquele
iniciador (933 pb a 945 pb) como é possivel verificar no retdngulo em destaque na

Figura 9.

Figura 9. Alinhamento das sequencias de cDNA da PLA1 de P. paulista obtida por Santos (2007) e
da sequéncia obtida no presente trabalho pelo programa Multalin. Em vermelho s&o evidenciadas as
regides de similaridade entre as duas sequéncias e o retdngulo em destaque indica as diferencas de
nucleotideos na regido onde o iniciador reverso, descrito por Santos (2007) deveria se anelar.

Essas diferencas de nucleotideos provavelmente ocorrem pelo fato de que
foram observados por Santos (2007) sete distintas isoformas para a PLA1 de P.
paulista. Nossos resultados indicam que a sequéncia aqui determinada pode referir-
se a uma forma polimérfica diferente daquela sequenciada e depositada no
GenBank pela autora. Vale também ressaltar que quando se trabalha com um
grande “pool” de individuos como €& o caso deste estudo, a ocorréncia de
polimorfismos na populagdo € representativa, sendo este um aspecto muito
interessante e importante a ser considerado nos estudos de alergia a venenos de
insetos, ja que estes dificilmente atacam as vitimas sozinhos, mas sim em grande

ndmero.
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4.6 Analise da proteina PLA1 traduzida.

A traducdo da sequéncia de nucleotideos de cDNA da fosfolipase A1 foi
obtida por meio do Programa Six Frame Translation
(http://searchlauncher.bocm.tmc.edu/seqtil/Options/sixframe.html) no frame +1 e a
proteina deduzida comparada com as fosfolipases A1 das vespas filogeneticamente
mais proximas ja citadas anteriormente. O alinhamento foi feito pelo programa
Multalin (Figura 10), sendo que foram observados 87 aminoacidos diferentes entre a
sequéncia obtida por Santos, (2007) e a sequéncia aqui determinada. Destes 87
aminoacidos diferentes, 35 residuos estdo fora do consenso com as demais
sequéncias alinhadas demonstrando mais uma vez que a sequéncia aqui
determinada trata-se de uma forma polimérfica do alérgeno PLA1. A proteina
determinada apresentou 302 aminoacidos, ponto isoelétrico de 9.1 e massa
molecular estimada em 33330.38 KDa, sendo rica em aminoacidos Alanina, Leucina,
Isoleucina, Valina, Glicina e Serina. Esta analise foi realizada pelo programa EMBL-

EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/pepinfo/).

>Polybia paulista_985 pb, frame+1, 302 aa

GLIPECPFNEYDILFFVYTRDKQDG I ILKKNNLTSYNLFQQPQISHRVVFLIHGFISTGNNG
NFDAMAKAL IAKDNFLVMSVDWRRAACDASVFNVAGY SKAVANTRRVGKYVADFTKILVDKY
KVPMSNIRL IGHSLGAHTSGFAGKQVQKLKLGKYSE I IGLDPAGPSFRSTNCPDRLCETDAQ
YVQVLHTSSKLGTYDQIGSVDFYVNYGGSQPGCLVRTCSHTKAVLYMTECIKRECCLIGTPW
SSTGSSPKPKP I SACKRD ICVCVGLNAKSYPAKGSFYVPVEKNSPYCHNEG IKL™*
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4.7 Analise dos dominios protéicos conservados

A andlise da sequéncia de aminoacidos da PLA1, foi feita pelo programa
BLASTprotein (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) revelando se tratar de uma
proteina da super familia das esterases lipases (Figura 11). As lipases séao
agrupadas como uma forma especial de esterases e sao classificadas como serina
hidrolases por apresentarem o aminoacido serina em seu sitio ativo e por atuarem
em substratos insoluveis em agua hidrolisando acilglicerois preferencialmente os de
cadeia longa. Seus substratos naturais atuam sobre uma grande gama de outros
substratos naturais e sintéticos (Wilson et al., 2006). Por sua vez, as esterases
também sao hidrolases amplamente distribuidas na natureza, mas sua atividade
enzimatica é restrita a hidrélise de ligagdes ésteres em substratos soluveis em agua
(FERNANDES et al., 2004).

1 ! 100 150 M 50 k1]

e

catalybic triad
e leophilic elbow

( Esterase_lipase superfamily )

Figura 11. Resultado da analise de BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) mostrando em
vermelho que a proteina fosfolipase A1 de P. paulista é integrante da superfamilia das
esterases/lipases.

Os dominios conservados foram analisados pelo Programa CDD
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structura/cdd/wrpsb.cgi) e desta forma foram encontrados cinco
motivos estruturais conservados, sendo que trés deles estdo na mesma superfamilia e dois

sdo independentes (Figura 12).
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Figura 12. Motivos conservados encontrados na sequéncia de PLA1 de P. paulista. Dentro da
marcagao em vermelho estdo os motivos conservados da mesma superfamilia e em cinza os outros
dois motivos independentes.
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4.8 Caracterizagdo da proteina deduzida e depdsito da sequéncia de
cDNA de PLA1 no GenBank.

Para analise do sitio ativo, a sequéncia protéica determinada foi submetida a
analise pelo software Expasy-Prosite e o resultado obtido apresentado na Figura 13.
Por esta analise, a localizagao do sitio ativo da PLA1 deve ser encontrado entre os
residuos 131 a 140, sendo composto por 10 aminoacidos, com a sequéncia 5’
IRLIGHSLGA 3'. A presenga do residuo de serina no sitio ativo, caracteristica das

serino-hidrolases estda marcado nesta sequéncia em amarelo.

Figura 13. Andlise tedrica da posicdo do sitio ativo da enzima alergénica PLA1 de P. paulista
utilizando o software Expasy-Prosite (http://ca.expasy.org/prosite/), mostrando que o mesmo deve
estar localizado entre os residuos 131 e 140.

As analises revelaram uma proteina lipase com sitio ativo contendo o
aminoacido serina, dai a sua classificagdo como uma serino-hidrolase. Dados da
literatura revelam que a regido mais conservada em todas estas proteinas é
centrada em torno deste residuo de serina, que juntamente com uma histidina e um
residuo de acido aspartico fazem parte de um sistema de retransmisséo de carga
que catalizam a transferéncia de acidos graxos entre fosfatidilcolina e colesterol.
Esta regido também esta presente em lipases de origem procariética e na Lecitina
Colesterol Aciltransferase, enzima que participa do transporte reverso do colesterol
(MCLEAN et al., 1990). Alem disso, as lipases sao enzimas lipoliticas que hidrolisam
a ligacao éster dos triacilglicerois.

Apds estas analises foi feito o depédsito da sequéncia completa de

nucleotideos da PLA1 de P. paulista, no GenBank pelo Programa Sequin, disponivel
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em http://www.ncbi.nim.nih.gov/Sequin. Foi gerado o «cbédigo de acesso

“HQO023233.1” para publicac¢des e textos cientificos em geral.

4.9 Construcao do modelo estrutural da proteina PLA1 deduzida pela
sequéncia de cDNA, utilizando-se a técnica de homologia

A constru¢cdo do modelo tedrico da proteina PLA1 do veneno da vespa P.
paulista foi possivel apds a traducao da sequéncia de bases de seu cDNA completo.
Os passos iniciais para a constru¢ao do modelo estrutural foram feitos a partir da
busca por um molde (uma estrutura protéica ja determinada por cristalografia de
Raios X) de maior similaridade possivel com a PLA1 em um Banco de Dados de
estruturas protéicas (PDB). Por meio desta busca foi encontrada a estrutura
tridimensional de uma lipase pancreatica de cobaias, com funcao de fosfolipase A1
(PDB 1GPL) e que foi resolvida por cristalografia de Raios X com uma resolucao de
2.01 A (WITHERS-MARTINEZ et al.,1996). Quando alinhadas, as duas sequéncias
apresentaram 30% de similaridade, quantidade relativamente baixa, porém

satisfatoria para modelagem por homologia (Figura 14).

1 ARVCYSHLGCFSDEKPWAGTSQRPIKSLPSDPKKINTRELLYTNENQNSYQLITATDIAT 60 1GPL

1 GLIPECPFN EYDILFFVYTRDKQDGIILKKNNLTSY 36 Fosfolipase
- N E S E:-E-::R:-- N -

6l IKASNFNLNRETREFITHGEFTDSGENSWLS DMCEKNMEQVEKVNCICVDWEGGSE—————— 113 1GPL

37 NLFQQPQISHRVVFLIHGFISTGNNGNFDAMAKALIAKDNFLVMSVDWRRAACDASVFNV 96 Fosfolipase
- * R KK * * - K - ***

114 AQYSQASQONIRVVGAEVAYLVQVLSTSLNYAPENVHITGHSLGAHTAGERAGKRIN----G 16% 1GPL

97 AGYSKAVANTRRVGKYVADFTKILVDKYKVPMSNIRLIGHSLGAHTSGFAGKQVQKLKLG 156 Fosfolipase
X kk-k Kk Kk Kk Kkk :_s:k _ :  Kk:::RKkKKRKKKK:k KXkk---

170 LVGRITGLDPAEPYFQDTPEEVRLDPSDAKFVDVIHTDISPILPSLGFGMSQEVGHMDEEF 229 1GPL

157 KYSEIIGLDPAGPSFRSTNCPDRLCETDAQYVOVLHTSS——————— KLGTYDQIGSVDFY 209 Fosfolipase
LUk kkEkkk Ok k. % K%k ckkiikok-kk : srik ik k:

230 PNGGKDMPGCKTGISCNHHRSIEYYHSSILNPEGFLGYPCASYDEFQESGCFECPRKGCP 289 1GPL

210 VNYGGSQPGCLVRT-CSHTKAVLYMTECIKRECCLIGTPWSSTGSSPK-——-PKPISACK 264 Fosfolipase
Al - B - B-B - @ --B - = B B BN : AN --B

250 EMGHFADQYPGKTNAVEQTFFLNTGASDNFTRWRYEVSVTLSGKEVTGHILVSLEGNKGN 34% 1GPL

265 RDICVCVGLNAKSYPRKGSFYVPVEENS---PYCHNEGIKL 302 Fosfolipase
- % - - ek - e - X

350 SKQYEIFKGTLEPDSTHSNEFDSDVDVGDLOMVKFIWYNNVINPTLPRVGASKIIVETNV 409 1GPL
303 302 Fosfolipase

410 GEQFNFCSPETVEEEVLLTLTEC 432 1GPL
303 302 Fosfolipase

Figura 14. Alinhamento entre as sequéncias primarias de lipase pancreatica de cobaias (1GPL) e
PLA1 de P. paulista. As regides de identidade mais importantes foram assinaladas em cinza escuro,
enfatizando os residuos altamente conservados. O alinhamento foi feito utilizando o servidor Uniprot
(www.uniprot.org/align_alignment).
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Em alguns casos, cerca de 27% de similaridade entre as sequéncias é
suficiente para um bom alinhamento e, consequentemente, para a construgdo de um
bom modelo. Ha casos, porém, em que apesar do alto grau de similaridade e do
bom alinhamento ndo se obtém modelos satisfatérios. Cada modelagem € um
problema particular e deve-se ter sempre em mente que a constru¢cao de um modelo
protéico € uma tarefa que deve ser fundamentada em principios de evolugéo
molecular para cada grupo especifico de proteinas homdlogas (SANTOS-FILHO,
2003).

E importante ressaltar também a inexisténcia de uma estrutura protéica mais
proximamente relacionada as fosfolipases de veneno de vespas, e este fato se da
devido as dificuldades encontradas principalmente na obtencdo de quantidades de
material purificado necessario para a cristalizacdo e resolugédo por ressonancia
magnética nuclear. Para exemplificagdo do problema, o principal banco de dados de
sequencias primarias, o SWISS-PROT, em 2001 possuia 101.602 sequéncias
protéicas e, no mesmo periodo, somente 14.301 estruturas estavam disponiveis no
PDB (SANTOS-FILHO et al., 2003).

Alguns modelos foram construidos para a PLA1 do veneno da vespa P.
paulista pelo programa MODELLER (SALI et al., 1993) e o de melhor energia foi
submetido a analise estereoquimica com emprego do programa PROCHECK
(LASKOWSKI et al., 1994). Por meio do programa PyMOL (DELANO, 2004) foi
possivel visualizar o modelo tridimensional construido para a proteina PLA1, o qual
apresentou um dobramento do tipo sanduiche beta, constituido por oito fitas betas
antiparalelas ligadas a sete alfas hélices e por varias algas externas (loops) (Figura
15).

Segundo Ollis, 1992, esta estrutura é comum as varias enzimas hidroliticas de
diferentes origens filogenéticas e fungdes cataliticas, que devem provavelmente ter
divergido de um ancestral comum, de modo a preservar o arranjo dos residuos
cataliticos, mas nao o sitio de ligacéo.

O arranjo original dos residuos de aminoacidos da PLA1 produz uma triade
catalitica (Figura 16), formada pelos residuos His226, Asp165 e Ser137. Essa triade
catalitica € encontrada no interior do sitio ativo da molécula e é responsavel por
quebrar as ligacbes peptidicas dos polipeptidios (LEHNINGER, 2007), no caso, os

fosfolipidios de membrana, pela acéo da fosfolipase do veneno de vespa.
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Figura 15. Modelo tridimensional, gerado pelo programa MODELLER (SALI et al., 1993) e visualizado
pelo programa PyMol (DELANO, 2004) para a proteina PLA1 do veneno da vespa P. paulista . A
proteina foi deduzida por traducdo da sequéncia de bases de seu cDNA completo, o qual foi clonado,
sequenciado e analisado em Banco de Dados. Observa-se que a PLA1 de P. paulista apresenta uma
formagdo do tipo sanduiche beta, constituida por oito fitas betas antiparalelas ligadas a sete alfas
hélices e por “loops”.

Figura 16. Triade catalitica formada pelos residuos His226, Asp165, e Ser137, responsaveis pela
ligacdo ao substrato.
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Atualmente, tem sido identificados quatro grupos de enzimas que contém
triades cataliticas relacionadas por evolugdo convergente: as serino-proteases
eucaridticas, as cisteino-proteases, as subtilisinas e as alfa/beta hidrolases (OLLIS,
et al.,1992), sendo que as fosfolipases se encontram neste ultimo grupo.

Com a modelagem estrutural da PLA1 do veneno da vespa social foi possivel
também observar a presenga de duas pontes dissulfeto. Essa interagdo entre os
residuos de cisteina é responsavel pela estabilidade e dobramento da estrutura
protéica. Na PLA1, as pontes S-S encontram-se entre os residuos de cisteinas:
Cys263-Cys268 e entre Cys219-Cys224 (Figura 17).

Outra anadlise relevante sobre a estrutura tridimensional da PLA1 de P.
paulista € a predigdo das regides potencialmente imunogénicas (epitopos) que foi
realizada pelo programa “Conformational Epitope Prediction Server” (KULKARNI-
KALE, BHOSLE, KOLASKA, 2005) sendo as regides encontradas, analisadas na
estrutura do modelo pelo programa MODELLER (SALI et al., 1993) e visualizados
com o auxilio do programa PyMOL (DELANO, 2004). Desde modo, foi possivel
observar que a molécula possui dezesseis principais sitios potenciais de epitopos,
sendo doze conformacionais, localizados nas alfa-hélices, e quatro deles lineares

localizados nas regides de “loops” internos e externos (Figura 18).
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Figura 17. Modelo protéico tridimensional da PLA1 do veneno de P. paulista mostrando as duas
pontes dissulfeto formadas entre os residuos Cys263-Cys268 e entre Cys219-Cys224.

Figura 18. Modelo tridimensional da proteina PLA1 do veneno de P. paulista evidenciando em roxo
as dezesseis regibes potencialmente imunogénicas (epitopos) presentes na molécula tanto na forma
conformacional (Doze regides) quanto lineares (Quatro).
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As sequéncias de residuos de aminoacidos presentes nestas 16 regibes
potencialmente imunogénicas também foram identificadas pelo servidor “Immune
Epitope Database and Analysis Resource” (LARSEN, et al., 2006) as quais podem
ser visualizadas na Tabela 4.

Tabela 4: Regides previstas como epitopos na proteina alergénica PLA1 do veneno de vespa P.
paulista de acordo com analise realizada pelo servidor Immune Epitope Database and Analysis

Resource. Os aminoacidos que estdo em letra mindscula, apresentam acessibilidade pelo anticorpo
menor que 25%.

Posicdo de Posicao Tamanho do

No. inicio final Peptideo peptideo

Epitopos Conformacionais

1 20 47 RDKQDGIILKKNNLTSYnLFqQpQISHR 28
2 73 76 AKDN 4
3 90 101 DASVFNVaGYSK 12
4 121 130 VDKyKvPmSN 10
5 169 178 PSfRSTNCPD 10
6 195 197 SKL 3
7 200 202 YDQ 3
8 212 223 YgGSqPGCLVRT 12
9 247 252 PWSStG 6
10 255 267 PKPKpISACKRDI 13
11 274 281 NaKSyPAK 8
12 287 293 PVEKNSP 7

Epitopos Lineares

13 3 12 IPECPFNEyYD 10
14 60 63 NNGN

15 149 154 QvQKLK

16 238 241 KREC

A determinacéo das estruturas tridimensionais de proteinas nem sempre tem
sido possivel devido as limitacdes relacionadas as técnicas de cristalografia de
Raios X e Ressonancia magnética nuclear (RMN), tornando a utilizagcdo da
modelagem molecular comparativa muito util, pois estas estruturas tridimensionais

também predizem a localizag&o do sitio ativo e a fungao de algumas proteinas.
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Diante disto, pode-se dizer que as estruturas tridimensionais de proteinas
obtidas por modelagem comparativa, fornecem dados bastante importantes e
informativos quando obedecidos os padrdes essenciais para obtengdo de um
modelo confidvel. Assim, as informagdes aqui obtidas por meio do modelo tedrico da
proteina alergénica PLA1 de P. paulista representam uma grande contribuicdo ao

entendimento estrutural, bioquimico e imunogénico dessa proteina.

4.10 Preparacao de anticorpos policlonais contra a PLA1 natural

4.10.1 Eletroforese preparativa de extratos de veneno bruto de P.
paulista em géis desnaturantes de poliacrilamida e isolamento da
fracao eletroforética de PLA1 para imunizagdo em camundongos
BALB/c

O extrato bruto de 1000 glandulas dissecadas de individuos de P. paulista foi
submetido a eletroforese preparativa desnaturante de gradiente (10-18%) de
poliacrilamida (Figura 19), sendo toda a amostra aplicada no gel ao lado de um
padrao de proteinas de massa molecular conhecidas.

A finalidade deste experimento foi de obtermos um perfil eletroforético
adequado para a separagao das bandas protéicas do veneno, para posterior recorte
das bandas correspondentes as diferentes fragdes de interesse (no caso as das
fosfolipases de 12 a 19 kDa). O perfil eletroforético do extrato bruto do veneno de P.
paulista mostra exatamente isto, ou seja, que a fosfolipase natural, observada nesta
faixa de massa molecular, € o alergeno mais abundante, visto que pode ser
observado como uma das bandas de maior intensidade no gel, o que esta de acordo
a maioria dos venenos de Hymenoptera. A fragdo eletroforética correspondente a
PLA1 foi entdo utilizada para a imunizacdo de camundongos BALB/c, conforme

materiais e métodos, item 3.2.17.
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225

19 kDa

12 kDa

Figura 19. Perfil protéico em SDS-PAGE preparativo de gradiente (10-18%) de poliacrilamida, do
extrato bruto do veneno de P. paulista. A amostra aplicada continha cerca de 10 mg de proteinas
totais. As bandas foram coradas com Coomassie Blue G-250 e a seguir a faixa de massa molecular
de 12-19 KDa, indicada na imagem pela chave a direita, foi recortada do gel para imunizacdo de
camundongos BALB/c fémeas. A esquerda tem-se um padrdo protéico pré corado de alta massa
(225, 76, 52, 38, 31, 24, 17 e 12 kDa) utilizado para o calculo de massa molecular de cada banda.

4.10.2 Analise da especificidade e reatividade imunolégica cruzada dos
anticorpos policlonais produzidos contra a fragao eletroforética

correspondente a PLA1 do veneno bruto de P. paulista

O soro de camundongos sensibilizados com a fragéo eletroforética protéica de
12-19 kDa, relativa ao intervalo de massa molecular do alérgeno fosfolipase, foi
testado quanto ao nivel de especificidade em relagdo ao proprio extrato de veneno
bruto de P. paulista e quanto a imunoreatividade cruzada, com o veneno bruto de
outros insetos, como das vespas: P. sericea, P. ignobilis, Agelaia pallipes pallipes,
Polistes lanio lanio; da abelha: Apis mellifera e da espécie de formiga: Solenopsis
invicta, previamente submetidos a eletroforese desnaturante de poliacrilamida
(15%).

A Figura 20 apresenta o resultado do experimento de imunodeteccéo
realizado com o sistema cromogénico de Fosfatase Alcalina ligada ao anticorpo
secundario-anti-lgG de camundongo. A importancia da reatividade cruzada em
pacientes alérgicos ao veneno de vespas sociais € inquestionavel, pois estas
interacbes tém impacto direto sobre o diagndstico e a selegcdo da melhor conduta
terapéutica.

Os resultados desta analise comprovaram a especificidade do anticorpo

produzido para a PLA1 de P. paulista, pois foi verificado reconhecimento antigeno-
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anticorpo com as diferentes isoformas de PLA1 que ja haviam sido descritas por
Santos (2007) (proteinas de massa molecular entre 12 e 19 kDa). Uma marcagao
em torno de 28 a 30 kDa também foi observada, sendo a principio tratada como uma
reacao inespecifica. Porém com a determinacédo da massa molecular da sequéncia
de PLA1 desse estudo, em torno de 33 kDa (programa EMBL-EBI:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/pepinfo/), este dado possibilitou levantar a
hipotese da existéncia de outras isoformas distintas daquelas descritas
anteriormente por Santos, 2007. Adicionalmente, os resultados da imunodetecc¢ao
também demonstraram a existéncia de diferentes niveis de reatividade cruzada com
o mesmo alérgeno fosfolipase do veneno dos outros insetos testados, bem como, de
suas possiveis isoformas, sendo que o maior nivel de reatividade cruzada foi
observado pela maior intensidade da banda entre 15-16 kDa no veneno de Polybia

lanio lanio.

Figura 20. Western Blotting utilizando o anticorpo policlonal produzido em camundongos BALB/c
contra a fracéo eletroforética de PLA1 do veneno de P. paulista, para analise de sua especificidade a
fosfolipase do mesmo veneno (1) e o nivel de imunoreatividade cruzada entre os extratos brutos dos
venenos de 2- Polybia sericea, 3- Polybia ignobilis, 4- Agelaia pallipes pallipes, 5- Polistes lanio lanio,
6- Apis mellifera e 7- Solenopsis invicta. No gel de sistema desnaturante de poliacrilamida (15%),
foram aplicadas 80 ug de proteinas totais de cada um destes extratos.

Os resultados obtidos na analise de Western Blotting foram quantificados por
densitometria através do Software Scion Image®. O nivel de especificidade dos
anticorpos policlonais pela fragdo de PLA1 do veneno de P. paulista pode ser
quantificado em 449 u.a- unidades arbitrarias. Enquanto que, os niveis de
imunoreatividade cruzada com os demais venenos testados foram quantificados em:

P. sericea (386 u.a), P. ignobilis (314 u.a), A. pallipes pallipes (287 u.a) e P. lanio
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lanio (625 u.a) (Figura 21). O mesmo n&o foi observado nos venenos de Solenopsis
invicta e Apis mellifera. Os valores densitométricos de maior intensidade foram
encontrados para as isoformas de massa molecular entre 12 e 13 kDa com exce¢ao
da vespa P. lanio lanio, que dentre todas apresentou maior intensidade na regiao

entre 15 e 16 KDa, conforme ja mencionado.

4 A A
e A N\ 15-16 kDa
750 - ) )
@ 12 -13 kDa =1 Polybia paulista
= Polybia sericea
= 5004 (=== Polybia ignobilis
= I Agelaia pallipes pallipes
o B4 Polybia paulista
E 250 4 EHH Polybia sericea
= Polistes lanio lanio
=
: .

Pp Ps Pi Ap Pp Ps Pl
Espécies de vespas

Figura 21. Histograma relativo a analise densitométrica do perfil de Western Blotting da Figura 20, em
que a intensidade das bandas foi quantificada em unidades arbitrarias para melhor comparacédo dos
resultados. Observar a maior intensidade da reacdo cruzada da PLA1 de P. paulista com a
fosfolipase (15-16 kDa) no veneno da vespa Polistes lanio lanio.

Um fato importante que deve ser mencionado e destacado é sobre o nivel de
especificidade da técnica aqui utilizada para separagcéo da fragdo protéica de PLA1
do veneno. Embora a separacao das proteinas através de SDS-PAGE né&o seja uma
técnica muito eficiente, podendo inclusive comprometer a qualidade dos resultados,
levando a obtencdo de alguns resultados inespecificos, sua utilizacdo no estagio
inicial da pesquisa foi de extrema importancia para a localizagdo do alérgeno no
“pool” de proteinas do veneno. E estes dados foram mais tarde comparados com a

obtengado da PLA1 recombinante.

4.11 Amplificagcdo e Clonagem da PLA1-Rec

Depois de testados varios protocolos de amplificacdo a partir do RNA extraido
das glandulas de veneno da vespa e P. paulista sem muito sucesso, usamos como
substrato das PCRs o DNA plasmidial dos clones recombinantes de PLA1, obtidos

na clonagem em TOPO®-GW. A amplificagdo ocorreu de forma surpreendente
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(Figura 22A) e obtivemos desta forma, uma quantidade de produto amplificado com
os iniciadores de expressao (PLA1exp) para proceder a clonagem do gene todo, ja
contendo os sitios das enzimas de restricdo EcoR1 e Ndel.

A clonagem do fragmento PLA1-exp contendo os sitios de restricdo no vetor
TOPO®-GW e transformacdo nas células One Shot® teve sucesso logo no primeiro
experimento, obtendo-se uma grande quantidade de clones recombinantes. Esta
estratégia serviu para o armazenamento de varios clones recombinantes ja contendo
os sitios de corte das enzimas de restrigao.

A confirmacédo do inserto foi feito por analise de restricdo simples com a
enzima EcoR1 usando-se preparagdes plasmidiais dos clones supostamente
recombinantes, selecionados aleatoriamente na placa. Os plasmideos confirmados
como recombinantes foram seqienciados a fim de se fazer checagem da sequéncia
completa de PLA1, acrescida dos sitios de restricdo das enzimas EcoR1 e Ndel.
Apds confirmacgao, as construgbes plasmidiais foram duplamente digeridas com as
enzimas EcoR1 e Ndel como pode ser observado na Figura 22B. Posteriormente,
as reagdes foram misturadas, em um unico tubo tipo eppendorf, corridas em maior
volume em um gel de agarose a 1% e a banda de interesse recortada para

purificagao.
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Figura 22. (A) Perfil eletroforético da banda correspondentes ao cDNA de 909 pb amplificado a partir
das preparagdes plasmidiais de TOPO' GW_ PLA1Rec, usando-se os iniciadores de expressdo. A
esquerda, M refere-se ao marcador de massa molecular 1kb DNA Ladder (300 a 10.000 pb). (B)
Resultado das analises de dupla-restricdo dos DNAs plasmidiais recombinantes de PLA1_Rec2 (D1-
D9) com enzimas EcoR1 e Ndel. A esquerda, P1-P9, estdo os plasmideos n&o clivados. Pode-se
constatar que as bandas correspondentes aos plasmideos clivados apresentam tamanho de 2817 pb,
enquanto que as bandas correspondentes ao inserto sdo de 909 pb. A analise foi realizada em gel de
agarose 1,5% em TAE 1x e a amostra visualizada com Blue Green (1:5, Blue Green: amostra).

4.12 Amplificagao e purificagao do vetor de expressao pET-28a

O vetor de expresséo “vazio” pET-28a, que previamente havia sido clonado e
amplificado em células DH5a quimiocompetentes, foi extraido através de minipreps
e analisado em gel de agarose 1,5% (Figura 23A).

Assim como foi feito com as reac¢des do inserto (cDNA de PLA1 com sitios de
restricdo Ndel e EcoRlI), os tubos contendo pET-28a foram duplamente digeridos
com estas enzimas. Entretanto, o vetor teve que ser também desfosforilado para que
a reacao seguinte de ligacao vetor-inserto, pudesse ocorrer. As amostras de inserto

e de vetor foram separadamente reunidas em tubos eppendorf e submetidas a
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eletroforese preparativa (em grande volume). Apds a corrida, conforme esperado,
pode-se verificar a ocorréncia de digestao completa do plasmideo, pela observagéo
de uma unica banda linear para o vetor pET-28a e, no caso das amostras contendo
os insertos de PLA1, duas bandas foram observadas, sendo as superiores
correspondentes ao plasmideo TOPO/GW e as inferiores, correspondentes aos
insertos de PLA1 digeridos. Em seguida, as bandas de interesse foram recortadas,
aquecidas a 50°C e imediatamente usadas para a reacao de ligagao (Figura 23B e
C).

A M 1 20 38 4e 5T Rt e el RO 2 13

5369 pb

4121

Figura 23. (A) Bandas correspondentes ao DNA plasmidial do vetor pET-28a purificado por meio de
“minipreps”, apresentando 5369 pb. A analise foi realizada em gel de agarose 1,5%, em TAE 1x e a
amostra visualizada com Blue Green. Em (B, C) tem-se os perfis eletroforéticos em géis de agarose
1% em TAE 1X , das preparagdes plasmidiais do vetor de expressdo pET-28a (1) e da construgdo
plasmidial PLA1_Rec2 (2 e 3). (B) ap06s a reagéo de digestao dupla com as enzimas EcoR1 e Nde | ;
(C) mesmo gel apos recorte das bandas, as quais foram eluidas e, em seguida utilizadas nas reagdes
de ligacao.

A reacao de ligacéo vetor-inserto foi realizada em um periodo de 20 horas a
4°C, e as células XL1Blue transformadas, por choque térmico, foram semeadas em

meio LB-agar/canamicina a 25 pg/mL. Para isso, foram preparadas duas placas,

sendo que, uma delas recebeu parte da reacdo de transformacédo e a outra, um
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concentrado da mesma reacdo de tranformacdo, obtido por centrifugagdo das
células e ressuspensao em pequeno volume do sobrenante. Como resultado, houve
um bom crescimento de transformantes em ambas as placas contendo LB-
agar/canamicina a 25 yg/mL. De cada uma delas foram selecionadas 8 colénias que
foram repicadas para uma outra placa. Portanto, ao todo foram selecionados 16
clones de pET-28a-PLA1 transformados em E. coli XL1Blue. O repique destes
clones teve como objetivo manter uma outra placa de transformantes para
manipulacgao direta, afim de diminuir a chance de qualquer tipo de contaminacao das
placas originais. Destes 16 clones foram crescidos em meio LB liquido com
canamicina 25 pg/mL apenas 8 para extracdo plasmidial e digestdo dupla com

EcoRlI e Ndel para a confirmagéao dos insertos (Figura 24).

<— ~909pb

Figura 24. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% em TAE 1X, mostrando as preparagbes
plasmidiais de pET-28a_PLA1 apéds reacao de digestdo com enzimas de restricdo EcoR1 e Ndel.
Observar que os clones 1, 2, 3 e 6 apresentaram o inserto de PLA1 com o tamanho esperado de ~
800 pb, enquanto que nos demais nada foi observado.

As digestbes acima foram feitas na forma de testes para confirmar a presenca
ou nao do inserto e assim, determinar quais destes clones poderiam ser usados para
transformar as células de expressao E. coli BL21-DE3. Por isso, as reag¢des foram
realizadas com metade da quantidade das enzimas de restrigdo e, muito
provavelmente por isso, nem todas as digestbes ocorreram de forma satisfatoria,
mas mesmo assim possibilitaram identificar a presenga de 4 clones recombinantes

desta amostra de 8 clones selecionados.
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4.13 Transformacao das células BL21-DE3 com os plasmideos pET-28a
-PLA1

Os plasmideos recombinantes, confirmados por dupla digestdo enzimatica e
provenientes dos clones 1, 2, 3 e 6 foram isolados por mini-preps e utilizados para
transformagao de células de expressao BL21-DE3. Todos os volumes de cada uma
das reacgbes de transformacgéo foram colocados separadamente em placas unicas,
sendo que em metade delas foi feito pouco estriamento dos volumes das reagdes e
na outra metade delas um maior estriamento. Desta maneira, metade de cada placa
ficou com uma maior concentragdo de células e a outra metade com uma
concentragdo menor, como pode ser visto, por exemplo na Figura 25 para o clone 1.
Esta estratégia serviu como teste de diluicdo dos produtos das reacgbes de
transformacdo e também para melhor isolamento de colbnias, utilizando-se uma
unica placa para cada reacdo, ao invés de se testar diluicbes seriadas e varias

placas.

Figura 25. Crescimento da cultura recombinante de pET28a_PLA1 (proveniente do clone 1) em
células E. coli BL21- DE3.

4.14 Crescimento das células BL21-DE3 transformadas com
plasmideos pET -28a_ PLA1

Cada proteina recombinante a ser expressa em qualquer sistema, seja
procariético ou eucaribético, tem suas proprias propriedades e particularidades e por
isso, € sempre necessario buscar o melhor protocolo, ou pelo menos, aquele que
melhor se adeque a proteina de interesse. A expressado heteréloga da enzima do

veneno de P. paulista, PLA1 recombinante foi delineada de forma que a mesma
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fosse expressa com uma cauda de 6 histidinas na sua regido N-terminal, sendo esta
uma estratégia para facilitar a sua purificacdo. No entanto, o processo de expresséo
em si, necessita também ser otimizado. Assim, neste trabalho, foram testadas
diferentes condi¢cdes de inducao da expressao por IPTG, bem como de crescimento
das células de E.coli BL21-DE3. Diferentes concentra¢des de IPTG (0,1mM, 0,5mM
e 1mM.), diferentes temperaturas para cultivo das células bacterianas, pés-inducao
com IPTG, de 20°C, 25°C, 30°C e 37°C e tempos de indugédo de expressao de 2h,
4h, 6h, 8h, 12h e 24h.

Todos os clones selecionados (1, 2, 3 e 6) foram submetidos as mesmas
condicdes de cultivo e expressao, porém os melhores resultados foram obtidos com
o clone 1. As condi¢bes 6timas foram definidas em 1mM de IPTG, 20°C e 6 horas de
expressao. A 37°C também foi observada expressédo da proteina, porém com uma
intensidade bem inferior a que ocorreu em 20°C.

A determinacdo da solubilidade das proteinas recombinantes € um passo
fundamental na continuagéo dos experimentos de purificagdo, pois, somente através
disso é possivel tracar estratégias a serem utilizadas. Desta maneira, as culturas
bacterianas que expressavam a PLA1-Rec foram centrifugadas, ressuspensas em
tampé&o de lise e sonicadas. Apdés uma segunda centrifugagdo, o sobrenadante foi
separado em um tubo eppendorff e o precipitado ressuspenso em tampéo de
amostra do gel, para que ambas as amostras (soluvel e insoluvel) fossem analisadas
por SDS-PAGE. A corrida revelou que a PLA1-Rec ndo estava sendo expressa na
forma soluvel, mas estava presente no precipitado, ou seja, nos chamados
corpusculos de inclusdo, como pode ser visualizado na Figura 26.

Os corpos de inclusdo sdo acumulos protéicos formados devido ao grande
nivel de expresséo da proteina recombinante em E.coli. Geralmente, as proteinas
expressas desta forma ndo apresentam atividade biolégica e necessitam de um
processo elaborado de solubilizag&o, recuperacao da estrutura protéica e purificagao
para recuperar a funcionalidade biolégica (SINGH; PANDA, 2005).

Os pesquisadores tém proposto varias alternativas para minimizar a formacao
destes agregados, tais como diminuicbes da temperatura de expressao e aumento
da concentragao de indutor, as quais, foram testadas neste estudo, porém nao foram
suficientes para aumentar o nivel de expressao protéica na forma soluvel.

Entretanto, a expresséo em tais agregados também tem suas vantagens. As

proteinas geralmente apresentam um nivel muito alto de expressao, podendo chegar
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a até 30% da proteina celular em alguns casos, apresentam menor degradacdo da
proteina expressa, possuem resisténcia ao ataque proteolitico pelas proteases
celulares e a maior homogeneidade da proteina de interesse, auxiliando ainda na

reducao de etapas de purificagdo para recuperar a proteina pura (WALSH, 2006).

38 kDA < PLAl-Rec
31 kDA 34 KDa
24 KDA

Figura 26. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 15% das proteinas totais extraidas da cultura de
bactérias a partir do clone 1 (Fragdes soluveis — Fs e Fragdes insollveis — Fi), apds os diferentes
tempos de expressao da proteina recombinante PLA1. A esquerda, tem-se as Fs dos tempos 0, 2, 4 e
6 horas, a direita as Fi dos tempos 0, 2, 4, 6 e 10 horas. Observar presenca da banda protéica mais
intensa de 34 kDa nas fracdes insollveis e sua auséncia na Fi do tempo 0. As proteinas do gel foram
coradas com Coomassie Blue G-250. M corresponde ao marcador de massa molecular de 12 a 225
kDa.

4.15 Purificagao da proteina recombinante PLA1-Rec

Diversos protocolos foram testados visando obter um melhor nivel de
purificacdo da proteina recombinante, porém os melhores resultados foram
conseguidos quando a lise das células foi realizada em tampdo desnaturante
contendo uréia a 8 M. Sendo assim, foi possivel solubilizar de modo mais €eficiente,
os corpusculos de inclusdo presentes na fragcao insoluvel do lisado celular. Uma vez
obtida a fracdo solubilizada dos corpos de inclusdo, em que a proteina PLA1
recombinante contendo cauda de histidina estava presente, foi entdo possivel
prosseguir para o processo de purificagdo da proteina, por cromatografia de
afinidade em resina de agarose-Ni** (Ni-NTA-Agarose), na qual, ocorrem ligacdes
especificas do ion Niquel com os residuos de histidina da proteina. A seguir a
eluicdo especifica da proteina pode ser feita por competicdo com um gradiente de

imidazol ou por competicdo de cargas, por meio de um gradiente decrescente e
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gradual de pH, com o qual a resina vai diminuindo sua capacidade de ligagdo. No
caso da PLA1-Rec deste trabalho, o melhor resultado de purificagédo foi obtido
quando a eluicdo da coluna de afinidade foi realizada com tampdes de lavagens
apresentando uma diminui¢cado gradual de pH e a proteina foi eluida a pH 4,5 (Figura
27). Quando a eluicdo foi realizada com gradiente de imidazol, uma maior
porcentagem de bandas protéicas contaminantes pode ser observada (resultados

ndo mostrados).

<« PLAL-Rec
34 KDa

Figura 27. Perfil protéico, em SDS-PAGE a 15%, das etapas de purificagdo da proteina
recombinante PLA1 com cauda de histidina, em coluna de afinidade Ni-NTA-Agarose, previamente
equilibrada com tampao 50 mM de Tris-HCI pH 8.0, 0,5 M de NaCl, 5 mM de B. mercaptoetanol, 5
mM de imidazol e 8 M de uréia. Em A, estéo as proteinas que n&o se ligaram na resina; em B, fragédo
obtida ap6s lavagem da coluna com tampao de lavagem (100 mM NaH,PQO,4, 10 mM Tris-HCI, 8 M
uréia, pH 6.3). Em C a proteina purificada, a qual foi eluida em tamp&do 100 mM NaH,PQO,4, 10 mM
Tris-HCI, 8 M uréia, pH 4.5 e em D, perfil das proteinas totais da fragdo solubilizada dos corpusculos
de inclusdo antes da purificacdo. A coloragdo do gel foi feita com Coomassie Blue G-250. M
representa o marcador de massa molecular de proteinas de 12 a 225 kDa.

Na Figura 27, é possivel observar que os perfis das canaletas A e D séo
praticamente idénticos, a n&o ser pela menor intensidade da banda de PLA1-Rec na
canaleta A. Sendo estas duas amostras, respectivamente correspondentes as
proteinas que ndo se ligaram a resina (em A) e as proteinas totais da fragéo
solubilizada dos corpusculos de inclusdo antes da purificacdo (em D), estes
resultados indicam que provavelmente neste caso, as proteinas podem néo ter se
ligado totalmente a resina de afinidade Agarose-Ni, devido ao pouco tempo que
ficaram incubadas com a mesma, ou porque a quantidade de proteinas aplicadas a
resina tenha sido maior do que sua capacidade de interacdo. No entanto, esta ultima
hipotese parece ser menos provavel, ja que segundo o fabricante, a capacidade de

ligagdo desta resina € de 50mg de proteinas com cauda de histidina/mL de resina.
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Segundo Dill (1991) as proteinas solubilizadas do corpo de incluséo a partir
de agentes caotropicos como a uréia, resultam na perda de sua estrutura secundaria
e em conseqiéncia, numa conformacgdo aleatéria de sua estrutura, com possivel
exposicao de sua regido hidrofébica na sua superficie, o que dificulta a interagao por
cargas. Mas um dos mais fortes impedimentos da ocorréncia de interacdo dos
atomos carregados de Ni** aos residuos de histidina, acoplados & proteina
recombinante, é a dificuldade de acesso pelo niquel a estes residuos caso estejam
interiorizados na molécula, além, ainda da possibilidade da perda de residuos de
histidina da molécula, durante a lise das células pelo processo de sonicacgao.

Embora ainda com baixo rendimento pelo processo de purificagdo aqui
utilizado, mas tendo em maos um dos principais alérgenos do veneno de P. paulista
— a PLA1 — na forma recombinante, abre-se um leque de perspectivas para estudos
sobre: seu mecanismo de acédo bioquimico e imunogénico, a determinacdo de sua
estrutura por cristalografia de raios x e principalmente sua potencialidade de atuacéo
como vacina recombinante alérgeno — especifica a ser utilizada contra os efeitos

nocivos deste potente alérgeno.

4.16 Analise da especificidade dos anticorpos policlonais anti-PLA1
natural no reconhecimento da PLA1-Rec.

Para analise da especificidade dos anticorpos policlonais anti-PLA1 natural no
reconhecimento da proteina recombinante foi realizada a estratégia de um Western
Blotting com o veneno bruto de P. paulista e uma aliquota da fragdo solubilizada dos

corpusculos de inclusdo, contendo a PLA1-Rec (Figura 28).

Figura 28. Resultado de Western Blotting realizado com anticorpos policlonais anti-PLA1 natural
(fracdo eletroforética protéica) mostrando o reconhecimento da PLA1-Rec proveniente da fragéo
solubilizada dos corpusculos de inclusdo, demonstrando a especificidade destes anticorpos.
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Estes resultados sao muito importantes, pois mostraram que os anticorpos
policlonais produzidos se mostraram especificos no reconhecimento da proteina
recombinante, mesmo sendo produzidos a partir das isoformas de PLA1 de massa
molecular diferentes. Outro ponto importante, é que essa fracao protéica transferida
para a membrana de nitrocelulose foi obtida com um tratamento de 8 M de uréia
para solubilizacdo dos corpusculos de inclusédo, no qual as proteinas recombinantes
sofrem completo ou parcial desdobramento na sua estrutura (CLARK, 2001).
Entretanto, mesmo assim os anticorpos foram capazes de reconhecer e se ligar a
epitopos especificos da PLA1-Rec.

Os anticorpos policlonais mostraram-se especificos muito provavelmente
pelo fato das diferentes isoformas das PLAs1 apresentarem grande similaridade de
residuos de aminoacidos, serem extremamente conservadas evolutivamente e pelo
fato da desnaturagdo evidenciar epitopos que poderiam estar interiorizados na
estrutura protéica (JAMES et al., 2003).

Os resultados obtidos com o imunoblotting permitem dizer que a proteina
alergénica expressa em E. coli manteve sua caracteristica imunogénica, porém
novos ensaios devem ser realizados para verificar se o potencial imunogénico da
PLA1-Rec € comparavel ao do alérgeno natural, caso isso aconteca o alérgeno
recombinante sera capaz de proporcionar uma maior especificidade aos testes

cutaneos de diagndstico.
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5. DISCUSSAO GERAL

Acidentes envolvendo insetos sociais da ordem Hymendptera sdo comuns em
todo o mundo e a complexidade dos componentes no veneno destas espécies faz
com que eles despertem grande interesse voltado a investigagdo na area médica
(GOLDEN, 2005). Uma pessoa ferroada por grande quantidade destes insetos pode
sofrer reagdes sistémicas capazes de leva - 1a a morte (KOLECKI, 1999).

Dentre os principais compostos dos venenos de himendpteras sociais,
atengdo maior & dada as proteinas por serem reconhecidas como importantes
alérgenos (PANTERA et al.,, 2003). As proteinas de maior interesse e que sao
encontradas em maior abundancia no veneno de vespas, incluindo a espécie aqui
estudada, P. paulista, séo as fosfolipases A1, hialuronidase e o antigeno 5 (KING, et
al., 1983; CARDOSO et al., 2003, HOFFMAN, 2006).

As fosfolipases (PLAs) atuam sobre os fosfolipidios de membrana causando
formacado de poros, lise celular e dano tecidual (DOTIMAS, HIDER, 1987). Séo
enzimas comuns em uma grande gama de venenos animais, sendo a PLA2
abundante em venenos de abelhas (OLIVEIRA, PALMA, 1998; COSTA, PALMA,
2000;) enquanto a PLA1 ¢é relativamente comum em venenos de vespas
(HOLFFMAN, 1996).

Técnicas proteOmicas e moleculares desempenham um papel importante e
complementar nos estudos de caracterizagdo molecular, estrutural e funcional de
moléculas bioldgicas provenientes de diferentes fontes e que possam ser utilizadas
para aplicagdes biotecnologicas e farmacolédgicas. O estudo dos componentes dos
venenos animais sao exemplos caracteristicos deste enfoque. Desta forma Santos
et al. (2007) por meio de técnicas protedmicas, purificaram, sequénciaram e
caracterizaram estruturalmente a PLA1 do veneno de P. paulista. J& em nosso
trabalho, utilizando técnicas moleculares de amplificacdo de cDNA, clonagem e
expressao heterologa em procarioto, determinamos a sequéncia completa do cDNA
de PLA1 da mesma vespa sendo sua sequéncia de aminoacidos deduzida por
traducao.

O alinhamento entre as duas proteinas - a determina por Santos et al. (2007)
e a do atual estudo - revelou diferengas de 87 residuos de aminoacidos (71% de
similaridade) que podem ser explicados pelo polimorfismo naturalmente existente

entre individuos da mesma espécie, uma vez que grande quantidade de vespas
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foram utilizadas para determinacdo da sequéncia de cDNA. Entretanto uma
identidade de 95% foi encontrada entre as duas sequencias de nucleotideos
determinadas para a PLA1 nos dois estudos. Os modelos tridimensionais da
estrutura de PLA1 determinada por protedmica e por estudos moleculares foram
construidos com base em um mesmo template (lipase pancreatica de cobaias —
PDB 1GPL) ambas apresentam uma formagéo do tipo sanduiche beta. No entanto,
Santos et al. (2007), encontraram um enovelamento de seis fitas B-paralelas e uma
antiparalela envolvidas por quatro a-hélices e em contraste no atual estudo o modelo
revelou oito fitas [(-antiparalelas ligadas a sete a-hélices e loops. O que
provavelmente deve ser consequéncia das diferencas de aminoacidos entre as duas
proteinas.

Recentemente, Santos et al. (2011), utilizando uma combinagédo de técnicas
como eletroforese bidimensional, MALDI-TOF/TOF MS e protocolos classicos como
a Quimica Degradativa de Edman identificaram oito diferentes isoformas para as
PLAs1 no veneno de P. paulista (spots I, I, IV, VI, VII, VIII, IX e X) e duas para a
PLAZ2 (spots Il e V). Segundo a autora, o spot X seria o unico correspondente a
PLA1 madura (34 kDa) enquanto que os outros sete podem corresponder a formas
truncadas da proteina. Uma andlise mais detalhada destes fragmentos demonstra
que suas sequéncias podem ser encontradas dentro da sequéncia de aminoacidos
da proteina completa.

A natureza destas diferentes isoformas ainda nao foi totalmente esclarecida,
mas segundo Banks e Shipolini, 1986 ela pode ser devido a foto-oxidagéo do grupo
imidazol dos residuos de histidina ou do conteudo de carboidratos. Altman et al.
(1990) estudando a origem da heterogeneidade das trés isoformas de PLAZ2 ja
descritas no veneno de Apis melifera evidenciou que as diferengas entre elas estava
associada ao numero e aos tipos de carboidratos ligados.

Quando a sequéncia da proteina PLA1 aqui estudada €& comparada a
sequéncia da proteina madura de 34 kDa, descrita por Santos et al. (2007)
verificamos que elas sado idénticas em relagdo as regibes N- e C- terminais.
Entretanto, nas regides internas é possivel observar 87 residuos de aminoacidos
diferentes, sem que isso leve a uma diferenca significativa da massa molecular entre
elas, porém o ponto isoelétrico encontrado para as duas foi diferente, sendo o do
atual estudo 9,1 o encontrado por Santos et al. (2011) proximo a 4,0. Com base

nesses valores podemos inferir que os 87 aminoacidos diferentes para a sequéncia
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em estudo lhe conferem um carater mais basico, sendo esses aminoacidos Arginina,
Histidina e Lisina.

Estudos sobre imunoreatividade cruzada sado de extrema importancia em
pesquisas de alérgenos dos venenos de himendpteras sociais. Muitas vezes um
mesmo alérgeno pode ser reconhecido por anticorpos produzidos contra um
antigeno de outro veneno. Essa dupla positividade causa problemas de diagnéstico
e dificulta o tratamento imunoterapico de pacientes que nao reconheceram o inseto
causador da ferroada (ERZEN et al., 2009). Por outro lado, a imunoreatividade
cruzada de um determinado alérgeno, como encontrado em nosso estudo, revela a
possibilidade benéfica de uso do mesmo anticorpo no tratamento de pacientes
ferroados pelos diferentes insetos. Os resultados aqui obtidos indicam que pacientes
sensibilizados com veneno de P. paulista desenvolvem anticorpos capazes de
reconhecer a proteina alergénica PLA1 em venenos de outros insetos sociais,
principalmente no veneno de Polistes lanio lanio. Estes dados necessitam de
maiores esclarecimentos e do uso de diferentes estratégias de analise, como por
exemplo, Elisa (Enzyne Linked Imuno Sorbent Assay), ja que o imunoblotting € uma
técnica limitada para uma caracterizagdo imunoldgica mais precisa.

A obtencéo e purificagdo de um determinado alérgeno natural dos venenos de
vespas € um processo complicado, de baixo rendimento e muitas vezes
dispendioso. Na maior parte das vezes a purificagdo ocorre de forma parcial com
tracos de algumas outras moléculas (MULLER, 2001). Como alternativa, a producéo
de alérgenos recombinantes é uma estratégia eficiente para a obtencédo de grandes
quantidades de material puro e de forma relativamente rapida permitindo a
realizagcéo de estudos sobre o potencial bioldgico da proteina alergénica.

Soldatova et al. (1998), expressaram a enzima hialuronidase do veneno de
abelha em sistema heterdlogo de E. coli e ndo obtiveram a mesma atividade
alergénica que a exibida pela proteina natural, porém quando expressaram em
células de inseto, as proteinas sofreram modificagdes pos-traducionais, resultando
em uma atividade alergénica semelhante ao do alergeno natural. King et al.,1996,
também expressaram em E. coli a fosfolipase A1 da vespa Yellow jacket, obtendo
uma menor atividade alergénica quando comparada a fosfolipase A1 natural,
sugerindo que a PLA1 ndo tenha sido enovelada corretamente. Desta forma é
possivel dizer que tais modificagdes sao essenciais para o enovelamento correto da

molécula e para as conformagdes dos epitopos de reconhecimento e ligacéo ao IgE.
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No atual trabalho a PLA1 recombinante de P. paulista também foi produzida
em E. coli e embora mais testes ainda sejam necessarios para que a PLA1-Rec
possa ser utilizada em diagnésticos clinicos e na imunoterapia, um resultado
importante aqui obtido foi que os anticorpos produzidos contra a fragcéo eletroforética
da PLA1 natural do veneno da vespa foram capazes de reconhecer e se ligar a
proteina recombinante indicando que alguns dos seus epitopos continuaram
disponiveis mesmo que o enovelamento correto n&o tenha ocorrido.

O elevado numero de reacbes alérgicas causadas por ferroadas de P.
paulista no Brasil evidencia a necessidade de maiores pesquisas para
aprofundamento dos conhecimentos bioquimicos sobre os alérgenos das vespas
sociais (LIMA, BROCHETTO-BRAGA, 1994), bem como, para a utilizacdo dos
alérgenos recombinantes para a imunoterapia, o que representa uma das principais
perspectivas deste trabalho.

Se testes posteriores confirmarem o potencial imunolégico da PLA1
recombinante ela representara um importante avango na area da Imunologia clinica
no Brasil, uma vez que os alérgenos disponiveis para testes de diagndstico na sua
grande maioria sdo de espécies de vespas originarias do hemisfério norte e, além
disso, a proteina recombinante podera determinar a verdadeira relevancia clinica de
um alérgeno individual livre de contaminag¢do. Finalmente, o uso isolado ou de
combinagdes de alérgenos recombinantes para diagndstico e tratamento de alergias

a venenos de himenopteras é promissor para um futuro proximo.
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6. CONCLUSOES

¢ A sequéncia de cDNA da PLA1 madura do veneno de P. paulista apresenta
985 pb. A proteina traduzida mostra-se conservada quando comparada com
outras fosfolipases A1 disponiveis nos Banco de Dados, possuindo 302
aminoacidos e massa molecular estimada em 33 kDA, pertencendo a super
familia das esterases lipases, possuindo sitio-ativo localizado entre os residuos
131 a 140 composto por 10 aminoacidos. Na triade catalitica encontram-se os
residuos de His226, Asp167 e Ser137.

¢ O anticorpo produzido contra a fracao eletroforética de PLA1 do veneno da
vespa mostrou-se especifico reconhecendo as diferentes isoformas de PLA1
descritas por Santos, 2007 e revelando ainda a possibilidade de existéncia de

mais uma isoforma desta proteina.

¢ Os elevados niveis de conservacgéao e similaridade possibilitaram a ocorréncia
de imunoreatividade cruzada entre os alérgenos de PLA1 do veneno de outras
vespas sociais mas o maior nivel de reagdo ocorreu com o veneno de Polistes
lanio lanio, indicando que pessoas alérgicas ao veneno desta vespa podem ser

tratados com IT usando veneno de P. paulista.

¢ O alérgeno PLA1-Rec expresso em E. coli BL21 BE3 se apresenta na forma
de precipitados, ou seja, nos chamados corpusculos de inclusdo, os quais
necessitam passar por um processo mais detalhado de solubilizacdo para

obtencéo da proteina recombinante na forma pura.

¢O Anticorpo produzido contra a fracdo de PLA1 do veneno bruto de P.
paulista foi capaz de reconhecer a proteina PLA1-Recombinante, indicando

que mesmo nesta forma esta proteina exibe propriedades imunolégicas.

e Muitos estudos bioquimicos, moleculares ou imunologicos poderéo ser
realizados a partir da obtencao do alérgeno PLA1-Rec para obtencéo de outros

compostos como uma vacina recombinante para imunoterapias.
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