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RESUMO

Hialuronidases pertencem a um grupo de enzimas hidroliticas, as quais
degradam o &cido hialurdnico, um polissacarideo de alta massa molecular, encontrado
em todos os tecidos de mamiferos e fluidos corpéreos. O &cido hialurénico é um
componente da matriz extracelular de vertebrados, que preenche 0s espacos entre
células e fibras, e age como lubrificante, bem como uma barreira a penetracdo de
particulas estranhas. Os niveis de &cido hialurdnico sdo marcadamente aumentados
durante a embriogénese, inflamacdo, transformagdo maligna e em qualquer lugar que
seja requerido a rapida substituicdo de tecido e remodelamento. Os defeitos no
metabolismo do acido hialurénico parecem relacionar-se a varias doencas sugerindo que
0 seu nivel seja altamente controlado. No entanto, surpreendentemente, o estudo de
enzimas envolvidas na sintese e degradacdo do &cido hialurbnico tem sido
negligenciado.

Em venenos de insetos Hymenoptera (abelhas, formigas e vespas), a
hialuronidase ¢ uma enzima comum e um dos mais importantes alérgenos, sendo
também, o Unico em potencial, que pode promover reatividade-cruzada entre 0s venenos
de abelhas e vespas, como também entre os de diferentes géneros e espécies de
vespideos, levando a producdo de reagdes alérgicas mediadas por IgE, umas das maiores
causas de anafilaxia em pacientes alérgicos ao veneno.

Neste trabalho, através da metodologia de RACE-PCR, foi determinada e
caracterizada, a seqliéncia completa de cDNA do alérgeno - hialuronidase - do veneno
da vespa urbana Polybia paulista, a qual, é bastante agressiva e abundante no Estado de

Sdo Paulo, sendo responsavel por muitos acidentes de importancia médica, devido ao

Giselly Pereira da Silva
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Seu veneno que, assim como em outros vespideos, apresenta trés conhecidos alérgenos -
hialuronidase, fosfolipase e antigeno 5.

O cDNA foi obtido a partir do mRNA extraido dos abdomens dos insetos e
amplificado por iniciadores gene-especificos. Inicialmente, duas seqiiéncias
consecutivas de aproximadamente 800 e 600pb foram obtidas, purificadas, clonadas e
sequenciadas e, posteriormente, a sequiéncia completa de cDNA de hialuronidase de 991
pb foi obtida, purificada e diretamente seqiienciada. Os dados obtidos foram analisados
e comparados com seqléncias similares a partir do GenBank. A hialuronidase de
Polybia paulista apresentou grande identidade de nucleotideos com as espécies: Polistes
annularis (93%), Vespula vulgaris (81%), Vespula germanica (81%) e Dolichovespula
maculata (80%). Devido aos elevados niveis de identidade aqui observados, podem ser
propostos potenciais padrfes de altos niveis de reatividade cruzada entre o veneno
destas espécies. A seqiiéncia traduzida revelou que a enzima apresenta 329
aminoacidos, sendo mais rica nos aminoacidos asparagina, glutamina e lisina e
apresenta massa molecular de 38532,69 Daltons. A regido aberta de leitura (ORF) da
hialuronidase de Polybia paulista se encontra na regido entre a base 26 até a base 990.

A anélise dos dominios conservados mostrou que a sequéncia € integrante da
familia Glyco_hidro 56, que codifica para a enzima hialuronidase em diferentes tecidos
e organismos. A proteina também apresentou dominios similares a alérgenos homdlogos
de outras espécies, como a hialuronidase do veneno de abelhas (Api m 2) e a
hialuronidase do veneno de Dolichovespula maculata. Outras proteinas similares
encontradas foram: os precursores das hialuronidases tipo 1, 2 e 3 em humanos
(hialuronidase tipo 1 é a principal hialuronidase do plasma humano sendo uma forte
candidata no envolvimento dos processos de supressdo de tumores); o precursor da
hialuronidase tipo 1 de Mus musculus, (também envolvida em processos de supressao
de tumores), hialuronidase PH-20 de humanos, coelho, cachorro e porquinho-da-india
(uma proteina de membrana do espermatozdide, com papel essencial na adesdo
espermatozéide-6vulo); o precursor da hialuronidase PH-20 de rato, e uma proteina
hipotética de Caenorhabditis elegans.

A modelagem da estrutura da hialuronidase de Polybia paulista foi realizada
com base na estrutura de rVes v 2, hialuronidase recombinante de Vespula vulgaris,

determinada por Skov et al.(2006), a qual, apresenta grande similaridade de estrutura

Giselly Pereira da Silva
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com o alérgeno correspondente de Apis mellifera (Api m 2), (MARKOVIC-HOUSLEY
et al., 2000). A estrutura da enzima de Polybia paulista mostrou 92% de similaridade
com a estrutura de rVes v 2 e revelou-se como uma proteina dimérica. Da mesma forma
que em rVes v 2, a estrutura da enzima de Polybia paulista se apresenta em um barril
central (f/a); sendo estabilizada por duas pontes dissulfeto Cys 10/Cys300 e Cys
177/Cys189, e apresenta quatro potenciais sitios de glicosilacdo - Asn 70, Ser 90, Asn
179 e Asn 317, responsaveis por sua atividade imunogénica. A partir de um outro
modelo, construido com base na estrutura da hialuronidase do veneno de abelha - Api m
2, na qual, a enzima estd complexada com o tetrdmero de 4&cido hialurénico
(MARKOVIC-HOUSLEY et al., 2000), tanto a posicao do sitio ativo da hialuronidase
de Polybia paulista, quanto os residuos que fazem contatos polares com as hidroxilas e
0s atomos de nitrogénios do acido hialurénico puderam ser inferidos, sendo eles: Glu
100, Asp 98, Tyr 42, Tyr 171, Tyr 214, Ser 289 e Ser 290. Todos estes residuos estdo a
uma distancia menor do que 3,0 A do substrato, que é uma condicdo necesséria para
haver interacdo entre eles e um papel importante na catalise.

Desta forma, os resultados aqui obtidos trazem importantes informacdes sobre
a hialuronidase de Polybia paulista, viabilizando mais estudos sobre sua
imunogenicidade e atividade imunoldgica cruzada com a hialuronidase de outros
vespideos, como também abrem a perspectiva de pesquisas sobre sua expressao génica e
a possibilidade de utilizacdo da enzima recombinante como antidoto especifico aos
efeitos nocivos do veneno, em pacientes alérgicos, com elevados niveis de IgE

especifico a este alérgeno.

Giselly Pereira da Silva
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ABSTRACT

Hyaluronidases are a group of hydrolytic enzymes which degrade Hyaluronic
acid (HA), the most abundant glycocaminoglycan of vertebrate extracellular space. HA
is a high molecular weight polysaccharide found in virtually all mammalian tissues and
body fluids, where it fills the space between cells and fibers and acts as a lubrificant as
well as a barrier to penetration by foreign particles. Hyaluronic acid levels are markedly
increased during the embryogenesis, inflammation, malignant transformation and
whenever fast tissue turnover and remodeling is required. Defects in HA metabolism
appear to be related to various diseases suggesting that the level of HA must be tightly
controlled. Surprisingly, the study of the enzymes involved in HA synthesis and
degradation has been greatly neglected.

In venoms of Hymenoptera insects (bees, ants and wasps), the hyaluronidase is
a common enzyme and one of the most important allergen, being potentially the unique
that are able to promote immunological cross-reactivity between venoms from bees and
wasps, and also among vespid venoms from different genus and species, producing
allergic reactions IgE-mediated, one of the main causes of anaphylaxis in venom-
allergic patients.

In this work, by the RACE-PCR methodology, the hyaluronidase cDNA
complete sequence from the urban wasp Polybia paulista was determined and
characterized. This wasp is very aggressive and abundant in the S&o Paulo state, being

responsible for many accidents of medical importance due its venom, which contains,

Giselly Pereira da Silva
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like other vespids, three well known allergens- hyaluronidase, phospholipase and
antigen 5.

The cDNA was obtained from mRNA extracted from insect abdomens and
amplified by gene-specific primers. At first, two consecutive sequences of about 800
and 600 bp were obtained, purified, cloned and sequenced. After, the hyaluronidase
cDNA complete sequence of 991pb was obtained, purified and directly sequenced The
resulting data were analyzed and compared with similar sequences from GenBank. The
hialuronidase from Polybia paulista displayed high identity of nucleotides with Polistes
annularis  (93%), Vespula vulgaris (81%), Vespula germanica (81%) and
Dolichovespula maculata (80%). Due to these high identity levels, also high levels of
cross-reactivity among these species could be proposed. The protein presented 329
amino acids being more rich in the amino acids asparagine, glutamine and lysine, and
showed a molecular weight of 38532,69 Daltons. The open reading frame (ORF) of the
hyaluronidase cDNA sequence is between the bases 26 and 990.

The conserved domains analysis revealed that the sequence is integrant of the
Glyco_hydro 56 family, which codifies to the enzyme hyaluronidase in different tissues
and organisms. The protein also presented similar domains to the same protein
hyaluronidase in another species, such as, hyaluronidase of bee venom (Api m 2) and
the hialuronidase of Dolichovespula maculata venom. Other similar proteins were the
hyaluronidase gene precursors from types 1, 2 and 3, in human (Hyal 1 is a major
hialuronidase of human plasm and a conserved candidate to tumor suppressor);
hyaluronidase gene precursor type 1 of Mus musculus (also involved in the process of
tumor suppression); PH-20 protein from human, rabbit, dog and guinea-pig (a sperm
membrane protein, with essential role in the sperm-ovule adherence); PH 20
hyaluronidase precursor of rat and, the hypothetic protein of Caenorhabditis elegans.

The structure modelling of the Polybia paulista hyaluronidase was designed
with basis on the rVes v 2 structure, the recombinant hyaluronidase from Vespula
vulgaris, determined by Skov et al.(2006), what presents great similarity with the
corresponding Apis mellifera allergen (Api m 2), (MARKOVIC-HOUSLEY et al.,
2000). The structure of Polybia paulista enzyme showed 92% of similarity with the
structure from rVes v 2 and displayed a dimeric conformation. In the same way as

occurs in rVes v 2, the structure of Polybia paulista enzyme exhibits a central barrel

Giselly Pereira da Silva
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(4l )7 that is stabilized by two disulfide bonds Cys 10/Cys300 and Cys 177/Cys1809.
Four potentials glycosylation sites were identified - Asn 70, Ser 90, Asn 179 and Asn
317, which should be responsible by its immunogenic activty. From another model,
designed with basis on the bee hyaluronidase structure - Api m 2, in which the enzyme
was co-crystalised with the substrate hialuronic acid (MARKOVIC-HOUSLEY et al.,
2000), the active site position of the Polybia paulista hyaluronidase as the residues that
make polar contact with the hydroxyl and the nitrogen atoms from the hialuronic acid
could be inferred: Glu 100, Asp 98, Tyr 42, Tyr 171, Tyr 214, Ser 289 and Ser 290. All
of these residues are in a distance of less than 3,0 A from the substrate, a necessary
condition to have interaction between them and a important role in catalysis.

From this, the results obtained here may be considered as important
information about the Polybia paulista hyaluronidase, making possible more studies
about its immunogenic activity and cross-reactivity with the same enzyme from other
vespids, and open the perspective to work on its gene expression to verify the possibility
of using the recombinant hyaluronidase as an specific antidote to the venom harmful

effects in allergic patients, with high levels of IgE specific to this allergen.

Giselly Pereira da Silva
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1.0. INTRODUCAO

Os Hymenoptera Aculeata (insetos com ferrdo), que normalmente interagem
com o homem, pertencem as superfamilias Apoidea e Vespoidea, que incluem as
familias Apidae (abelhas), Vespidae (vespas) e Formicidae (formigas), sendo que, 0s
acidentes com estes insetos sdo muito freqiientes no Brasil. Existem aqui no pais, cerca
de 450 espécies de vespas, no entanto, a composi¢cdo do veneno de poucas delas tem
sido devidamente caracterizada. Todos 0s estudos existentes até o momento sobre a
composicdo e mecanismo de acdo das peconhas de Hymenoptera concentram-se em
abelhas, em algumas espécies de vespas sociais de clima temperado e em algumas
espécies de formigas, existindo ainda pouca informag&o sobre outros grupos.

De toda a forma, o estudo e a caracterizacdo das proteinas do veneno de
Hymenoptera sociais (abelhas, formigas e vespas) tém despertado um crescente
interesse, visto que, as ferroadas de muitos desses insetos podem causar sérias reacoes
alérgicas ao homem, tal como, as reagBes sistémicas, acompanhadas de choque
anafilatico. A mortalidade, causada por choque anafilatico, chega a corresponder a cerca
de 3% na populacdo alérgica ao veneno de Hymenoptera, segundo anéalises feitas por
Pastorello et al. (1997), e esse numero ainda parece ser subestimado, pois, muitas
mortes consideradas como mortes desconhecidas, apds terem sido analisadas,
demonstraram alto nivel de IgE especifico ao veneno de insetos.

As vespas sociais, de maneira geral, formam grandes coldnias e muitas delas ja

se adaptaram a urbanizacdo, construindo seus ninhos nas paredes de residéncias. Esses
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insetos sdo bastante agressivos, e sua convivéncia com o homem tem causado muitos
acidentes provocados por suas ferroadas.

Os venenos de todos os Hymenoptera com ferrdo contém elementos protéicos
ou peptidicos, sintetizados como moléculas precursoras (GMACHL; KREIL, 1995), as
quais permanecem armazenadas no reservatorio ou saco de veneno até o0 momento da
ferroada, quando por mecanismos ainda desconhecidos se tornam ativas ou maduras.
Muitos destes elementos apresentam propriedades farmacoldgicas (BLUM, 1985).
Devido ao fato de que a maior parte das proteinas de veneno é composta de enzimas,
toxinas especificas ou outras moléculas bioativas, em geral, as pesquisas sobre 0s
venenos tém levado a um namero significativo de descobertas em diferentes areas da
biologia e medicina, além das areas de estudo das alergias e da imunologia.

Estudos envolvendo a tecnologia do DNA recombinante, como a construgéo de
bibliotecas de cDNA para a determinacdo da sequéncia de genes dos principais
constituintes do veneno de cobras, abelhas e vespas, tém demonstrado, nestes
organismos, aspectos bastante interessantes sobre a origem e a organizagdo dos genes, a
possivel estrutura tridimensional dos alérgenos recombinantes de veneno, bem como, a
funcdo comparativa destes alérgenos obtidos, com os naturais. Em estudos feitos por
Fang et al. (1988) foi possivel determinar as estruturas primérias das formas 2 e 3 do
antigeno 5 de Dolichovespula maculata, através da construcdo de uma biblioteca de
cDNA do veneno.

Os precursores de constituintes do veneno de abelhas, como a apamina e o
peptideo MCD também foram estudados (GMACHL; KREIL, 1995), demonstrando-se
gue ambos sédo codificados por dois genes “in tandem”, os quais compartilham o mesmo
exon 3’. Além disto, os autores também determinaram as seqiiéncias de cDNA dos
genes que codificam os precursores do peptideo MCD e apamina. Siigur et al. (2001)
estudando proteases em venenos de cobras da espécie Vipera lebetina, demonstraram
através do sequenciamento do cDNA e de aminoacidos que, devido a mutages, as
serino-proteinases presentes se apresentavam em quatro formas homdlogas, mas com
diferentes atividades bioldgicas. Através destes exemplos, verifica-se entdo, que, atraves
de técnicas de clonagem de cDNA, a estrutura e as moléculas precursoras dos principais

alérgenos de veneno podem ser também elucidadas, vindo a auxiliar no entendimento
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dos mecanismos de acdo dos venenos e mesmo, nos mecanismos de maturacdo de seus
constituintes.

Polybia paulista, conhecida popularmente como “paulistinha”, é uma vespa
muito comum no Sudeste do Brasil, especialmente no estado de S&o Paulo. Esta vespa
constrdi seus ninhos nas paredes das residéncias ou em suas proximidades. Durante o
ato de ferroar, cada operaria sofre autotomia do ferrdo na pele da vitima, podendo
injetar até 20 ug de peconha. Oliveira (1994) detectou, no veneno de Polybia paulista,
atividade fosfolipasica, hialuronidasica, proteolitica e hemolitica dentre outras, e
determinou que o veneno desta vespa possui atividade miotoxica superior a de alguns
venenos botropicos (OLIVEIRA, 2000).

A ocorréncia de atividade hialuronidasica ja foi encontrada no extrato bruto das
glandulas de veneno da vespa social Polybia paulista e a analise por eletroforese em gel
de poliacrilamida, na presenca de SDS, evidenciou que a hialuronidase dessa espécie de
vespa é dimérica apresentando subunidades de 64.000 e 55.000 Daltons. Verificou-se
ainda que o pH o6timo da enzima € igual a 5,0 e sua atividade é fortemente inibida na
presenca de metais pesados como o cobre, o ferro e 0 zinco (OLIVEIRA, 1994).

Assim, tendo-se em conta que a vespa Polybia paulista é um dos insetos
responsaveis pela grande incidéncia de acidentes importantes sob o ponto de vista
médico, e considerando que o conhecimento de detalhes a respeito dos alérgenos de
veneno sdo pré-requisitos para novos modos de prevencdo, diagnosticos e terapias, e
ainda, frente a necessidade de se desvendar o mecanismo de acgdo, estrutura e
organizacgdo génica dos alérgenos do veneno de insetos, este trabalho teve por objetivo,
a busca da sequéncia de cDNA da enzima hialuronidase do veneno de Polybia paulista,
a partir de reacdes de RACE-PCR (Rapid Amplification of the cDNA Ends using the
Polimerase Chain Reaction). A determinacdo da seqliéncia génica, deste alérgeno neste
trabalho, tem uma elevada importancia no contexto da linha de pesquisa sobre venenos
de Hymenoptera, pois viabiliza um grande nimero de estudos posteriores, tais como:
determinacdo da organizacdo do gene; determinacdo da sequéncia da molécula
precursora e busca de sitios de clivagem que possam levar ao esclarecimento dos
mecanismos de maturacdo e regulacdo da atividade, expressdo e caracterizagdo do
alérgeno recombinante em relacéo ao alérgeno natural, incluindo a identificacdo real de

seus epitopos imunogénicos e mecanismo de acao frente ao substrato.
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2.0. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ordem Hymenoptera Aculeata, sua distribuicdo no Brasil e importancia.

A ordem Hymenoptera Aculeata, abrange aproximadamente 50 mil espécies,
das quais 10 a 15 mil séo formigas, 10 mil séo abelhas, e as restantes vespas (CHAUD-
NETTO et al., 1994). Somente nesta ordem podem ser encontrados insetos com ferrao,
aparato utilizado como uma eficiente arma para ataque e defesa. (RICHARDS;
DAVIES, 1984). Este aparato, na ordem Hymenoptera Aculeata, é derivado do
ovipositor, o que explica por que apenas as fémeas sdo capazes de ferroar (MANZOLI-
PALMA; PALMA, 1992). Entretanto existem controvérsias sobre este assunto
(HOFFMAN; JACOBSON, 1996).

No Brasil, entre as espécies de Hymenoptera mais abundantes e de maior
importancia estdo as abelhas do género Apis (Apis mellifera mellifera, A. m. ligustica, A.
m. caucasica, A. m. scutellata, A. m. carnica e os hibridos africanizados) e do género
Bombus (B. atratus e B. morio). Quanto as espécies de vespas mais freglientes, tém-se
as do género Polistes (P. simillimus, P. versicolor, P. lanio lanio), do género Polybia
(P. paulista, P. ignobilis) e do género Agelaia (Agelaia pallipes pallipes). Em relacdo as
formigas tém-se as do género Solenopsis, representada principalmente pela espécie S.
saevissima (MANZOLI-PALMA; PALMA, 1992).

A familia Vespidae é constituida por trés subfamilias: Stenogastrinae, Vespinae
e Polistinae. No Brasil, apenas a subfamilia Polistinae é encontrada, sendo esta
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constituida por trés tribos: Ropalidiini, Polybiini e Polistini. Dentro da tribo Polybiini
encontram-se as vespas do género Polybia.

Pesquisas relacionadas com a biologia das vespas nas Guyanas (RICHARDS;
RICHARD, 1951) e no Mato Grosso do Sul (RICHARDS, 1978) demonstraram que 0
género Polybia é o mais abundante da familia Polistinae.

Os representantes de Polistinae sdo também encontrados em todo o mundo,
mas a maior diversidade é encontrada em regides tropicais, especialmente na Regido
Neotropical. A fauna mundial é constituida por 26 géneros e mais de 900 espécies,
sendo que, no Brasil ocorrem 22 géneros e 304 espécies.

Embora todo o conhecimento popular sobre as vespas gire em torno de suas
dolorosas ferroadas e do grande nimero de individuos que saem do ninho para atacar,
cabe dizer que ndo podemos deixar de levar em conta a contribuigédo destes insetos tanto
no aspecto ecoldgico quanto no econdmico. A grande maioria das vespas, inclusive as
do género Polistes é predadora de inUmeras pragas agricolas e, consegiientemente,
agentes valiosos para o controle bioldgico destas (DE BACH, 1951).

Além da importancia destas vespas no controle biolégico, é importante também
pesquisar seus venenos sob varios aspectos que vao desde o estudo e caracterizacao,
para melhor utilizacdo dos mesmos em tratamentos, como as imunoterapias para
pacientes sensiveis a ferroadas de Hymenoptera até a producdo de inseticidas naturais a
partir dos venenos e/ou seus componentes, podendo-se assim, eliminar varios problemas
acarretados pelo uso de inseticidas tradicionais (BONFANTI-ALMEIDA, 1994).

2.2. Acidentes com Hymenoptera sociais: reacgdes alérgicas e toxicas, locais ou

sistémicas.

Os acidentes envolvendo os Hymenoptera sociais ocorrem com grande
freqliéncia, pois estes insetos costumam construir seus ninhos proximos a areas urbanas
(embora também construam seus ninhos em areas rurais). Assim, pelo seu grande
contato com o homem, podem atacd-lo quando este representar voluntaria ou
involuntariamente uma ameaca.

Esses insetos produzem venenos que podem causar sérios danos a um possivel

agressor. O veneno constitui um mecanismo de defesa da colonia (PIEK, 1985), a qual
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representa fonte de alimento dos insetos e o local de armazenamento de mel. Para os
Hymenoptera sociais, este mecanismo de defesa é muito importante, pois a col6nia vive
por muito tempo e ndo pode mudar-se rapidamente quando ameacada (SCHMIDT,
1982), uma vez que, toda a progénie, em estagio imaturo, seria deixada para tras, e
haveria mais gastos de energia na construcdo de uma nova colonia. Por outro lado, as
vespas solitarias injetam o veneno, com o intuito de paralisar a presa, a qual servira
como alimento ou hospedeiro para a larva parasitaria da vespa (PIEK, 1985). A maioria
das espécies de Hymenoptera é constituida por vespas parasitas e predadoras
(SCHMIDT, 1982).

Nas ultimas décadas, devido a grande importancia médica dos venenos de
himenopteros, a existéncia de muitas pessoas sensiveis aos mesmos e ainda, ao fato de
que, 0s venenos de vespas tém demonstrado extensa acao nos tecidos nervosos centrais
de muitas espécies de mamiferos, tem-se observado um interesse crescente dos
pesquisadores pelo estudo dos venenos de Hymenoptera sociais, através do
esclarecimento cada vez mais aprofundado de sua composi¢do bioquimica, estrutura e
propriedades de seus componentes, e de seus mecanismos de acdo. Na populacdo, a
sensibilidade aos venenos de Hymenoptera foi estimada entre 9,3 e 28,5% (GOLDEN et
al., 1997). Nos EUA, 1% das criancas e 4% dos adultos j& experimentaram reacdes
sistémicas depois de serem ferroados por abelhas e vespas (VALENTINE, 1984).

A prevaléncia de alergia a venenos de insetos é frequentemente avaliada
devido aos altos indices de acidentes por ferroadas de Hymenoptera. Estudos
epidemioldgicos realizados em paises europeus demonstraram que 20% das vitimas de
acidentes por ferroadas de insetos apresentaram sintomas alérgicos locais, 15%
apresentaram reagOes sistémicas e 17% dos casos eram pacientes assintomaticos.
Entretanto, estes pacientes apresentaram testes positivos de IgE especifica, pressupondo
que os mesmos estdo predispostos a desenvolver reacdes alérgicas numa proxima
ocorréncia (NITTER-MARSZALSKA et al., 2004).

Segundo Hoffman (1996), as reacGes alérgicas ao veneno de Hymenoptera séo
o resultado da combinacdo dos alérgenos com mastocitos e anticorpos IgE, que causam
uma cascata de liberacdo de mediadores. Estes mediadores incluem a histamina,
leucotrienos, fator ativador de plaquetas, enzimas, peptideos e outras substancias que

produzem efeitos diversos. Como as proteinas sdo o0s principais alérgenos ativos do
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veneno, King (1996) sugeriu que poderia haver uma similaridade entre as sequéncias de
aminoéacidos dos alérgenos do veneno e das proteinas presentes nos tecidos das vitimas
das ferroadas. Assim, o0 sistema imune da pessoa alérgica passaria a reconhecer suas
proprias proteinas quando esse sistema fosse ativado para responder aos alérgenos do
veneno, o qual, contém seqliéncias similares.

Estudos revelaram que grandes reacdes locais ocorrem em 2,3 a 18,9% da
populacéo e reacOes sistémicas em 0,4 a 7,5% (HERBERT; SALKIE, 1982; GOLDEN
et al., 1997; GRIGOREAS et al., 1997; KALYONCU et al., 1997; NITTNER-
MARSZALSKA et al., 1998; NOVEMBRE et al., 1998).

King et al. (2003), ao estudar um grupo de sete pacientes sensibilizados pelo
veneno da formiga Pachycondyla chinensis, relatou manifestacdes clinicas de processos
anafilaticos caracteristicos como: urticéria, rinites alérgicas, hipersensibilidade
brénquica, paradas cardiacas e perda de consciéncia. Por outro lado, Lichtenstein et al.
(1974) e Bernstein et al. (1989), observaram anteriormente que, a administracdo de
injecOes subcutaneas de doses cada vez maiores de veneno de Hymenopteras, durante 6
a 14 semanas em pacientes sensiveis, levou a uma reducdo de riscos de reacdes
anafilaticas sistémicas apos ferroadas subsequentes.

Devido aos componentes vasoativos do veneno de Hymenoptera, muitas
pessoas apresentam reacgdes locais quando ferroadas por vespas, ocasionando rubores,
edemas e dores prolongadas. Essas reacfes sdo limitadas, pois desaparecem em poucas
horas, contudo, se a ferroada ocorrer perto ou na cavidade oral pode comprometer a
respiracdo da vitima. Ocasionalmente, os edemas podem permanecer por varias
semanas, podendo agravar com a presenca de infecgdes secundarias, o que, ocorre
normalmente em acidentes com formigas. Outros eventos decorrentes de ferroadas de
vespas também ocorrem, como pruridos locais, urticaria, angioedema, nauseas, vomitos,
diarréeia, dores abdominais, perda de memoria e tontura. As reacdes sistémicas sdo 0s
quadros mais agravantes, 0s quais envolvem hipotensao, arritmia, bronco espasmos,
paradas cardiacas e respiratorias e morte do paciente sensivel. (REISMAN et al., 1989).
Os acidentes também podem causar faléncia renal aguda, seguida de uma necrose
tubular também aguda (REIS et al., 1998).

Apbs multiplas ferroadas, pode ocorrer uma reacdo tdxica ocasionando

nauseas, vomitos, falta de ar e perda de consciéncia (HEINING et al., 1988). Em alguns
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casos foi relatada a ocorréncia de hemolise intravascular, trombocitopenia, inflamacéo
hepética aguda e infarto do miocardio apés mdltiplas ferroadas (SHILKIN et al., 1972;
BOUSQUET et al., 1984).

Embora os venenos de Hymenoptera apresentem varios tipos de peptideos e
proteinas, alguns dos quais, podem induzir toxicidade e respostas vasoativas, estima-se
que cerca de 1500 ferroadas seriam necessarias para injetar uma dose letal de veneno
num adulto de 70 Kg (GODDARD, 2003). Contudo, 40 mortes por ano so atribuidas a
ferroadas de Hymenoptera nos EUA (BARNARD, 1973).

A gquantidade de veneno injetado por um vespideo € aparentemente pequena,
cerca de 10ug (KING, 1996), mas apesar disso, uma unica ferroada € capaz de causar
sérias reacoOes alérgicas em individuos hiperalérgicos. A resposta alérgica individual
varia com o0s tipos de componentes presentes no veneno e, somente uma minoria de
pessoas desenvolve hipersensibilidade.

Os alérgenos encontrados em venenos de vespas apresentam a propriedade de
sensibilizar, ou seja, induzir o sistema imune a produzir anticorpos com elevada
especificidade, e desencadear sintomas alérgicos em pacientes sensibilizados. Um dos
maiores desafios da alergia molecular € predizer o potencial alergénico das proteinas,
tem-se atribuido as atividades hialuronidasica e fosfolipasica, o inicio da reagdo alérgica
(SHEKENDEROV, 1974). Estudos moleculares que levam a identificacdo dos epitopos
imunogénicos dos alérgenos sdo muito relevantes porque permitem identificar as
regibes da molécula do alérgeno que interagem com o0s anticorpos do paciente
sensibilizado, os alérgenos mais importantes sdo geralmente caracterizados por serem
sollveis, estaveis, apresentarem compactagdo na sua estrutura tridimensional e pela
prevaléncia de IgE nos pacientes sensibilizados (BREITENEDER et al., 1999).

2.3. Composicao e propriedades bioquimicas do veneno de Hymenoptera.

Os venenos de Hymenoptera sociais sdo misturas complexas de aminas
biogénicas, peptideos e proteinas (enzimas). Apresentam atividades farmacoldgicas,
causadas pelos peptideos e alergénicas, causadas pelas proteinas e enzimas
(EINARSSON; MOBERG, 1981), sendo as reaces alérgicas as mais abundantes
(HOFFMAN et al., 1983). Dentre as proteinas e enzimas alergénicas, que sdo
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geralmente os componentes de elevada massa molecular dos venenos de Hymenoptera,
encontram-se fosfolipases (mais abundantemente: A, em abelhas e A; em vespas e
formigas), hialuronidases, esterases, fosfatases acidas, proteases, proteina antigeno 5
(em vespas) e 0 peptideo melitina, na forma tetramérica em abelhas.

Estes componentes do veneno sdo sintetizados na forma de moléculas
precursoras (GMACH; KREIL, 1995) de alta massa molecular, as quais permanecem
armazenadas nos reservatorios ou sacos de veneno até o0 momento da ferroada, quando
por mecanismos ainda ndo esclarecidos se tornam maduros.

Estudos demonstraram que a toxicidade do veneno de vespas requer a acdo
sinérgica dos componentes inflamatorios do veneno. Segundo King et al. (2003), um
mastoparano com acdo degranuladora de mastocitos potencializa a acdo da fosfolipase
A nas respostas associadas a processos inflamatorios.

A hialuronidase (EC 3.2.1.35) hidrolisa o &cido hialurdnico, um grande
glicosaminoglicano, que se localiza na matriz extracelular de quase todos os tecidos
como um componente que conecta filamentos de proteina, fibras de colageno e células.
Assim, a unido das células nos tecidos, é promovida pelas propriedades adesivas do
acido hialurdnico, o qual, preenche os intersticios celulares. Quando o &cido hialurdnico
é hidrolisado pela acdo da enzima, o polimero é transformado em fragmentos menores,
tornando-se menos viscoso e permitindo assim, a difusdo dos demais componentes do
veneno para o interior das celulas. Por isso a hialuronidase é conhecida como “fator de
difusao” (DOTIMAS; HIDER, 1987). O processo metabolico ainda ndo €
completamente entendido, mas sabe-se que determinadas hialuronidases (tipo 2)
degradam polimeros de aproximadamente 107 KDa em fragmentos de 20 KDa, sendo
que outras (tipo 1) degradam ainda mais, promovendo a obtengdo de tetrassacarideos.
(SKOV et al., 2006).

A hialuronidase tem sido, em geral, descrita como uma enzima estavel em um
largo espectro de temperatura, pH e agentes denaturantes. No entanto, observou-se para
hialuronidases do veneno de escorpides (KEMENY et al., 1984; RAMANAIAH et al.,
1990; MOREY et al., 2006) que seu pH 6timo esté entre 3,6 e 4,5 e sua atividade 6tima
em 37°C, ocorrendo perda de atividade acima de 40 ou 50°C.

A hialuronidase € uma glicoproteina com peso molecular variando entre 35 e

41 KDa em abelhas; aproximadamente 45 KDa em vespas; 52 a 82 KDa em escorpides
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e 52 a 70,4 KDa em espécies de cobras, apresentando, em determinados casos, duas
isoformas para a mesma espécie, com valores similares de pl (ponto isoelétrico)
(KEMENY et al., 1984; RAMANAIAH et al., 1990; KING; SPANGFORT, 2000;
KUDO; TU, 2001; GIRISH et al., 2004; GIRISH; KEMPARAJU, 2005; KOLARICH et
al., 2005; MOREY et al., 2006; SKOV et al., 2006). Essa enzima tem sido também
encontrada no veneno de aranhas (GIRISH; KEMPARAJU, 2005).

Determinadas hialuronidases sdo especificas para o acido hialurénico (como
certas hialuronidases do veneno de cobras) ou podem também degradar sulfatos de
condroitina (tais como as hialuronidases presentes em venenos de escorpides) e podem
ainda serem inibidas por substancias como heparina, curcumina, endometacina e acido
tanico (KUDO; TU, 2001; GIRISH et al.,, 2004; GIRISH; KEMPARAJU, 2005;
MOREY et al., 2006).

Markovic-Housley et al. (2000) determinaram a estrutura cristalografica da
hialuronidase de abelhas. Esta enzima mostra 30% de identidade de sequéncia com
hialuronidases humanas envolvidas em processos de fertilizacdo e € uma 1,4 beta-
glicosidase, pertencente & familia 56 das glicosidases. Os autores demonstraram que a
topologia da molécula se parece com um barril (f/a) e, apresenta uma longa fenda de
ligacdo ao substrato, que se estende atraves da extermidade C-terminal. Esta estrutura
sugere um mecanismo catalitico acido-basico, no qual o aminoacido Glu 113 age como
doador de protons e o grupo N-acetil do substrato como nucledfilo.

A hialuronidase é amplamente responsavel pela reatividade cruzada do veneno
de vespas e abelhas em pessoas alérgicas (KOLARICH et al., 2005) e funciona
sinergisticamente com outros componentes do veneno para aumentar a atividade geral
do mesmo. Esse sinergismo pode resultar na manifestacdo dos efeitos de ruptura que
essas enzimas tém sobre as células e tecidos na regido vizinha ao local da ferroada .

A hialuronidase, tanto quanto o componente enzimatico dos venenos - a
fosfolipase - induzem IgE especifica. Esta Gltima hidrolisa os fosfolipideos das
membranas biologicas, conduzindo a formacdo de poros e ocasionando a lise celular
(DOTIMAS; HIDER, 1987). Além disso, também age sinergisticamente com outras
toxinas, causando lise de eritrécitos e mastécitos; hipotensdo, podendo ainda inibir a
coagulacao sanguinea (NAKAJIMA, 1986; HO et al., 1994).
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A proteina ndo enzimatica antigeno 5 foi relatada como o componente mais
alergénico do veneno de vespas, superando enzimas como as hialuronidases,
fosfolipases e fosfatases acidas (NAKAJIMA, 1986). Sua fungdo bioquimica continua
desconhecida até os dias de hoje, desde os relatos de King (1996).

Além destas macromoléculas ja citadas, também encontramos diversas
micromoléculas no veneno de Hymenoptera e, segundo Schmidt (1982), as principais
sdo: histamina (provoca coceira, vasodilatacdo, permeabilidade vascular e dor similar a
uma leve queimadura); serotonina (sensagdo de dor e vasodilatacdo); acetilcolina (dor,
permeabilidade vascular e vaso dilatagdo); dopamina e epinefrina (vasoconstricéo).

A acdo hidrolitica das enzimas citadas é completada pela acdo de outras
enzimas que auxiliam a lise celular e destroem grande parte dos substratos das células
lisadas.

Em contraste com sua especificidade de acdo, as proteases vém atraindo a
atencdo de pesquisadores para explorar suas aplicacBes fisiologicas e até
biotecnoldgicas (POLDERMANS, 1990). As proteases de veneno de serpentes
geralmente estdo associadas aos processos hemorragico, coagulante e anticoagulante,
atividades fibrinolitica, fibrinogenolitica, (MACKESSY, 1996), necrotica (LOMONTE;
GUTIERREZ, 1983), amidolitica e estereolitica (TANIZAKI et al., 1991;
MACKESSY, 1996; MARRAKCHI et al., 1997), embora, pouco ainda, seja conhecido
sobre sua fungdo em veneno de insetos.

As proteases, as quais catalisam a clivagem de proteinas e peptideos,
geralmente ndo sdo encontradas em quantidades muito significativas em venenos de
vespideos e de abelhas, porém, Hoffman e Jacobson (1996) encontraram em veneno de
Bombus pensilvanicus uma grande quantidade de protease com atividade alergénica e
atividade de amidase triptica. A atividade proteolitica foi também encontrada no veneno
da espécie de vespa social Polistes infuscatus, na espécie de formiga Eciton burchelli
(SCHMIDT et al., 1986) e nas espécies de vespa Polybia paulista, Polybia ignobilis,
Agelaia pallipes pallipes e Apoica pallens (RUBERTI et al., 2000), embora, sua funcéo
n&o tenha sido determinada.

A presenca de proteases nos venenos de Polistes dominulus e Polistes
exclamans foi demonstrado por Mc Nairy et al. (2000), enquanto que uma serino

protease Bom p 4 foi identificada no veneno da abelha Bombus pennsylvanicus por
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Hoffman et al. (1996). Posteriormente, trés serino proteases foram isoladas do veneno
de Bombus pennsylvanicus e das vespas européias Polistes dominulus e Polistes
exclamans, as quais demonstraram um elevado grau de residuos de aminodcidos
conservados em suas sequéncias primarias (PANTERA et al., 2003; WINNINGHAM et
al., 2004).

As fosfatases acidas sdo importantes alérgenos do veneno, mas sua funcéo
também ndo esté totalmente esclarecida (SCHMIDT et al., 1986).

As esterases s@o importantes no processo de lise celular, mas, segundo Schmidt
et al. (1986) sua funcgéo especifica ainda ndo esta definida.

A peconha de vespas também é muito rica em peptideos, tais como: agentes
neurotdxicos, agentes hemoliticos e cininas. Estes peptideos também tém sido
encontrados em venenos de formigas.

As cininas sdo caracterizadas como peptideos hipotensivos e causadores de dor
que induzem permeabilidade e contracdo reversivel em musculo liso de camundongos
(SCHMIDT, 1982). Além das cininas encontramos 0s mastoparanos, 0S quais Sao
peptideos que induzem a degranulacdo de mastdcitos.

Enfim, todos os componentes do veneno de Hymenoptera, em geral, agem
sinergisticamente, de forma a produzir um efeito final de punicdo ao agressor da colénia
causando-lhe um desconforto fisico. Além disso, dependendo do grau de sensibilidade
imunolégica da vitima e do numero de ferroadas (ou da quantidade de veneno injetado)

podem ocorrer reacOes fatais.

2.4. Importancia dos estudos bioquimicos e moleculares do veneno.

O conhecimento que se tem sobre a organizacdo, estrutura dos genes e a
regulacdo da sintese dos alérgenos de veneno ainda é muito escasso e dos poucos
trabalhos j& realizados, resultados muito interessantes foram obtidos. Um estudo
realizado por Pantera et al. (2003) mostrou, através do alinhamento de seqliéncias de
aminoacidos do alérgeno antigeno 5, a existéncia de uma similaridade de 85% entre 0s
subgéneros de Polistes européias e norte-americanas, sendo esta, de 98% dentro do

mesmo subgénero, em seu estudo realizado com os venenos de Polistes gallicus
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(espécie europeia) e de Polistes annularis (espécie norte-americana). A existéncia de
epitopos especificos nas moléculas de antigeno-5 de ambas as espécies pode explicar a
reatividade cruzada parcial encontrada entre os venenos de Polistes européias e norte-
americanas e sugere que, 0 uso de venenos de Polistes européias pode melhorar o
diagnostico especifico e a terapia em pacientes europeus e norte-americanos que sejam
sensiveis as Polistes européias.

Segundo Fitch et al. (2006), os venenos de Polistes norte-americana e européia
apresentam reatividade cruzada incompleta, pois, eles também apresentaram 86% de
identidade de sequiéncia de cDNA correspondente as proteinas do antigeno 5 de Polistes
dominulus e de Polistes exclamans Com base nestes dados e nos estudos ja realizados
sobre o0 antigeno 5 eram esperados resultados de um maior grau de reatividade cruzada
entre elas. As proteases destes venenos também apresentaram um baixo grau de
identidade de sequéncias. A protease de P. exclamans provocou uma producdo
significativamente mais baixa de IgE do que a protease de P. dominulus, enquanto que,
o antigeno 5 do veneno de P. exclamans se mostrou mais potente do que o mesmo
alérgeno de P. dominulus. Modelos tridimensionais foram gerados e comparados e 0s
resultados levaram a conclusdo de que a reatividade cruzada incompleta entre os
venenos destas espécies resulta de diferencas na superficie da estrutura das moléculas
dos alérgenos, que levam a variagdes quanto ao grau de imunogenicidade das proteases
e dos antigenos 5 dos venenos.

Outro estudo realizado por Pirpignani et al. (2002) determinou aspectos
estruturais e imunoldgicos do antigeno 5 de Polybia scutellaris, uma espécie encontrada
na América do Sul. Até entdo, a maior parte desses estudos tinha sido feito com
espécies da América do Norte e Europa. Foram realizados ensaios da degranulacdo de
mastdcitos e da mensuracao da resposta IgE em ratos, utilizando tanto o veneno quanto
a proteina purificada. Através destes ensaios foi possivel concluir que o antigeno 5 de P.
scutellaris é uma variante que promove uma resposta IgE reduzida bem como baixa
atividade anafilatica. Os dados obtidos a partir da sequéncia dessa proteina em P.
Scutellaris, mostram uma similaridade de 72,5 a 90,3 % dessa seqiéncia com as
estruturas primarias, ja determinadas, dos membros da familia de antigenos 5 de

vespideos.
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King et al. (1996) clonaram e expressaram 0Ss outros dois importantes
alérgenos do veneno de Vespula vulgaris, a hialuronidase e a fosfolipase, que contém
300 e 331 residuos de aminoacidos respectivamente, e mostram 67 e 92% de identidade
de seqliéncias com seus homologos em Dolichovespula maculata. Testes com alérgenos
de vespideos indicam reatividade cruzada parcial entre suas formas homodlogas, em
diferentes espécies, verificando-se uma maior reatividade cruzada entre os alérgenos do
veneno de vespdes com os de V. vulgaris do que entre os de vespdes e de V. vulgaris
quando testados individualmente com os de outras espécies. A ordem de reatividade
cruzada dos trés alérgenos de vespideos pode ser assim estabelecida: - hialuronidase>
Ag 5> fosfolipase - sendo que, epitopos continuos (lineares) mostram maior indice de
reatividade cruzada do que epitopos descontinuos (ndo-lineares e dominantes na maioria
dos alérgenos de vespideos), ressaltando-se assim, a grande importancia do
conhecimento da conformacéo tridimensional da molécula alergénica, na selecdo de
venenos para a realizacdo do processo de imunoterapia em pacientes com sensibilidade
a multiplos vespideos.

King et al. (2000), ainda estudando alérgenos comuns aos venenos de abelhas,
formigas e vespas determinaram que os alérgenos que apresentam identidade de
sequéncias abaixo de 70%, raramente tém niveis detectaveis de reatividade cruzada.

Um enfoque bastante utilizado para se obter e melhor caracterizar as
seqliéncias de nucleotideos dos genes de veneno € através da construcdo de bibliotecas
de cDNA. Em estudos como os realizados por Becerril et al. (1993) a biblioteca de
cDNA se mostrou muito eficiente, possibilitando determinar e caracterizar a
organizacdo dos genes que codificam as toxinas do veneno de escorpides mexicanos
(Centuroides noxius), através de amplificacbes feitas por PCR com iniciadores
especificos e de hibridizagcBes tanto do genoma, quanto dos cDNAs da biblioteca.
Naquele estudo foi possivel observar que as regides dos genes que codificam as toxinas
do veneno dos escorpides analisados, ndo contém introns ou, quando existentes, sdo
pequenos.

Em outro estudo realizado por Valles et al. (2003), uma biblioteca de expresséo
de DNA foi construida com formigas operarias Solenopsis invicta sendo que a enzima

glutathiona S-transferase (GST) dessa espécie foi purificada, caracterizada, clonada e
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sequenciada. A partir da seqiiéncia de nucleotideos, deduziu-se a sequéncia de
aminoéacidos do primeiro GST de formigas lava-pés.

Ng et al. (2005), descreveram pela primeira vez a caracterizacdo de uma
hialuronidase aquatica do peixe pedra (Synanceja horrida) através de clones isolados de
uma biblioteca de cDNA, preparada com glandulas de veneno. Esta hialuronidase foi
expressa como uma molécula precursora contendo um peptideo sinal de 28 residuos. A
proteina madura € um polipeptideo com 449 residuos contendo trés potenciais sitios de
N-glicosilacdo, quatro possiveis motivos de ligagdo ao substrato acido hialurénico e
varios residuos implicados na ligacéo e catalise deste substrato.

Gmachl e Kreil (1993), utilizando uma sequéncia amino-terminal previamente
conhecida da hialuronidase de Apis mellifera, isolaram de uma biblioteca de cDNA,
clones contendo o precursor desta enzima. A sequéncia obtida apresentou 349 residuos
de aminoacidos, contendo quatro cisteinas e trés potenciais sitos de N-glicosilacdo. A
sequéncia do precursor também indicou que a conversdo da pré-enzima para o produto
final deve envolver a clivagem de uma ligacdo Thr-Pro, uma ligacdo ndo muito usual.
Esta hialuronidase exibe significante homologia com PH 20, uma hialuronidase de
membrana do espermatozéide de mamiferos.

Posteriormente, Gmachl e Kreil (1995) também através de uma biblioteca de
cDNA, determinaram a seqliéncia dos peptideos apamina e MCD de veneno de abelhas.
Os pesquisadores observaram que estes peptideos, embora apresentem diferentes
atividades biologicas, possuem alguma similaridade de sequéncia, e esta homologia é
muito mais pronunciada, quando se compara suas seqiéncias de cDNA e suas
moléculas precursoras. Os dados destas sequéncias sugerem que 0S genes se
desenvolveram de um ancestral comum formado através de uma duplicacéo parcial rara.
Os precursores destes peptideos sdo ndo-usuais por duas razdes. Primeiro, eles sdo
extremamente pequenos contendo apenas 40 e 50 aminoacidos respectivamente; o
segundo aspecto pelo qual estes precursores diferem dos outros humerosos peptideos e
precursores de proteinas, que tém sido analisados nos ultimos anos, é 0 processamento
de reacdes, pois, a conversdo dos precursores da apamina e do peptideo MCD para o
produto final requer a hidrolise de Ser/Cys e Pro/lle respectivamente, mostrando que a
liberacdo dos produtos finais a partir dos precursores provém da clivagem de peptideos.

A organizacdo gendmica mostra trés exons para o precursor do peptideo MCD e dois
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exons para 0 precursor da apamina e finalmente o exon 3' que estd presente em ambos
0s RNAs .Os introns ocorrem em posi¢fes homologas nos dois genes, sendo que o
primeiro esta localizado entre o penultimo e o Gltimo amino&cido, enquanto o segundo
esta inserido antes do sexto residuo da extremidade carboxila, constituido de 81 pb.
Portanto, os resultados mostram que a regido 5' do gene precursor da apamina forma
parte do terceiro intron do gene do peptideo MCD.

Por outro lado, no trabalho realizado por Lu et al. (1993) foram determinadas
as seqliéncias completas de aminoacidos de antigeno 5 de Dolichovespula arenaria e
maculata, de Vespula vulgaris e maculifrons e de Polistes annularis e exclamans,
através do sequenciamento de aminoacidos ou/e da clonagem de cDNA. A seqiiéncia de
aminoacidos deste alérgeno em D. arenaria foi deduzida a partir de amostras de cDNA
amplificadas por PCR, as de P. annularis e V. vulgaris foram obtidas a partir do cDNA
gene-especifico do veneno, utilizando PCR e iniciadores especificos ou pela técnica de
RACE, também utilizada neste nosso trabalho; e as de Polistes exclamans e V. maculata
foram obtidas por degradacdo de proteinas intactas e digestdo por endoproteinases e
posterior analises de sequenciamento dos peptideos gerados. Os dados obtidos
mostraram varias regides conservadas e variaveis nas seqiiéncias de antigeno 5 desses
vespideos.

De acordo com o trabalho realizado por Schmidt et al. (2003), o veneno da
formiga Solenopsis invicta, popularmente conhecida como “formiga lava-pés” contém
quatro importantes e potentes alérgenos, os quais causam serias reacdes anafilaticas em
individuos sensiveis. A seqléncia de aminoacidos de trés destas proteinas de veneno -
Sol i 2, 3 e 4 j& foram determinadas demonstrando-se que Sol i 2 é a mais abundante das
proteinas de veneno, a qual foi clonada e expressa em sua forma nativa. A seqiiéncia
completa de Sol i 3 foi obtida através de RT-PCR (técnica de transcri¢do reversa
acoplada a reagdes de PCR) e de reacbes de PCR +1, sendo que em ambas foram
utilizados oligonucleotideos gene-especificos e oligonucleotideos degenerados,
desenhados a partir da seqliéncia de aminodcidos desta proteina. A sequéncia
determinada apresentou 705 pb correspondentes a 235 aminoacidos. Esta proteina foi
entdo acrescida de seis residuos de histidina na regido C-terminal e expressa em células
de insetos através do sistema de baculovirus. Sol i 3 representa 15-25% da sua massa

total de proteinas de veneno e 44-50% de identidade com o antigeno 5 de vespideos.
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Entretanto, apesar da similaridade, nenhuma reacdo imunolégica cruzada tem, até agora,
sido observada entre Sol i 3 e os antigenos 5 de vespideos com os anticorpos IgE
humanaos.

A expressdo de alérgenos, na forma de proteinas recombinantes resolve o
principal problema de obtencédo de grandes quantidades da proteina a partir do material
natural, e o uso de “etiquetas” de histidina simplifica a purificacdo. Todavia, €
necessario comparar as proteinas recombinantes com proteinas nativas para assegurar a
similaridade das propriedades. No trabalho de Schmidt et al. (2003), foi relatada a
sequéncia completa de cDNA do alérgeno Sol i 3 e a producdo e caracterizacdo da
proteina recombinante em sua forma imunoreativa. Sol i 2, 3 e 4 foram anteriormente
clonados e expressos e se mostraram especificos de “formigas lava-pés”, sendo que Sol
i 1, a fosfolipase do veneno, ainda ndo foi completamente clonada e é o alérgeno do
veneno destas formigas que apresenta maior reatividade cruzada com proteinas do
veneno de vespas.

Soldatova et al. (1998), expressaram a hialuronidase recombinante do veneno
de abelhas em sistemas procariéticos e eucaridticos e compararam suas atividades com a
atividade da enzima natural. A atividade da enzima expressa em células de insetos
infectadas por baculovirus mostrou atividade igual a da enzima natural, indicando uma
conformacdo estrutural semelhante entre a proteina nativa e a recombinante, enquanto a
expressa em E.coli apresentou apenas 20-30% da atividade da enzima natural. No
entanto, Skov et al. (2006) expressaram a hialuronidase de Vespula vulgaris (Ves v 2)
em E. coli e ap0s re-enovelamento e purificacdo, a enzima ativa mostrou atividade
compardvel a da enzima natural; eles também fizeram a caracterizacdo bioquimica e
determinaram a estrutura cristalografica da enzima. Trés sitios de N-glicosilacdo foram
identificados - Asn 79, Asn 99 e Asn 127, por um mecanismo de digestdo enzimatica
combinada com espectrometria de massas, revelando na estrutura um barril central
(B/a) 7, 0 qual € estabilizado por duas pontes dissulfeto (Cys 19/ Cys 308 e Cys 185/
Cys 197). Baseado no alinhamento de seqiiéncias e comparacdo estrutural com o
alérgeno Api m 2 do veneno de abelhas foi proposto que, uma cavidade conservada,
préxima ao centro ativo esta envolvida na ligacdo do substrato. Epitopos de superficie e
possiveis sitios de glicosilacdo foram comparados com seus homologos de Apis

mellifera e de Dolichovespula maculata, sugerindo que a reatividade cruzada entre Ves
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v 2 e 0 alérgeno de D. maculata é muito maior que entre o de Ves v 2 e 0 alérgeno de A.
mellifera.

Tanto a origem de novos genes por duplicacfes, como a geracdo de multiplos
produtos a partir de um gene através do processamento alternativo, tém sido
documentado em numerosos exemplos. Adicionalmente, varios casos de genes dentro
de outros genes, particularmente dentro de introns de outros genes tem sido descritos.
Isto foi primeiramente mostrado, para o gene Gart de Drosophila, o qual contém um
gene para a proteina da cuticula pupal em um de seus introns. Por ultimo, poucos
exemplos ainda sdo conhecidos, onde o local de iniciagdo de transcricdo dentro do
primeiro gene leva a formacao de pequenos polipeptideos conforme descrito acima para
0 MCD e a apamina (GMACHL; KREIL, 1995).

Desta forma, com base no exposto, a determinacdo da sequéncia génica do
alérgeno hialuronidase, do veneno de Polybia paulista torna-se um assunto bastante
interessante e relevante sobre varios aspectos e niveis desde o conhecimento basico até

o aplicado, em diferentes areas da ciéncia.
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3.0. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos especificos:

a) a determinacdo da sequiéncia de cDNA da enzima hialuronidase, um importante
alérgeno do veneno de Polybia paulista, uma vespa urbana bastante agressiva e
abundante no Estado de S&o Paulo, e cujo veneno apresenta elevada atividade

miotoxica.

b) verificar a identidade da seqliéncia do alérgeno hialuronidase de Polybia paulista
com sequéncias da mesma enzima em outras espécies de vespas ja depositadas no
Banco de Dados e, com base na identidade destas sequéncias:

- determinar as regides conservadas importantes para a atividade enzimatica;

-elaborar com base em modelos estruturais ja descritos na literatura, a
construcdo da estrutura tridimensional da enzima de Polybia paulista e determinar seus
dominios, a regido de interagdo com o substrato, a existéncia ou ndo de pontes
dissulfeto e seus possiveis sitios de glicosilacdo, os quais devem estar relacionados a
imunogenicidade da enzima;

- com base nesta estrutura, poder discutir as diferencas e similaridades

existentes entre a enzima de Polybia paulista e aquelas ja descritas.
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Como objetivo geral teve-se:

Através da obtencdo desta sequéncia, este trabalho visou trazer subsidios
importantes para estudos mais aprofundados sobre a imunogenicidade e atividade
imunologica cruzada da hialuronidase de Polybia paulista com a enzima de outros
vespideos; a sua expressao e pesquisas sobre a possibilidade de utilizacdo do alérgeno
recombinante como antidoto especifico aos efeitos nocivos do veneno em pacientes
alérgicos com elevados niveis de IgE especifico a este alérgeno; a determinacdo da
sequéncia da molécula precursora; da organizacdo do gene, da busca de sitios de
clivagem que possam levar ao entendimento dos mecanismos de maturacao e regulacédo

de sua atividade.
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4.0. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

Apo6s a identificagdo morfoldgica de alguns dos individuos de colbnias de
Polybia paulista, do municipio e arredores de Rio Claro - SP, foi feita a coleta
utilizando-se éter para anestesia-los. As vespas foram transportadas para o laboratorio e,
ainda vivas e anestesiadas, tiveram seus abdomens dissecados com bisturi, 0s quais
foram prontamente utilizados nos experimentos de extracdo de RNA ou congelados a -
85°C.

4.2. METODOS

4.2.1. Desenho de iniciadores gene-especificos.

Inicialmente foi feita a busca de sequiéncias de nucleotideos e/ou aminoécidos
relativas ao alérgeno hialuronidase em venenos de vespas disponiveis no Banco de
Dados — GenBank (website: http://www.ncbi.nlm.nih.gov, Centro Nacional de
Informacgéo em Biotecnologia — NCBI). Essas seqliéncias foram alinhadas no programa
Clustal W 1.8 para a verificacdo da existéncia de regides conservadas, as quais foram
essenciais para o desenho dos iniciadores gene-especificos.

Os alinhamentos resultantes foram entdo analisados, ou seja, as regides de

sequéncias conservadas foram marcadas manualmente por sombreamento para melhor
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visualizacdo e os iniciadores desenhados de acordo com 0s requisitos basicos para maior
eficiéncia das reacbes de PCR. Abaixo estdo as sequéncias dos iniciadores de
hialuronidase desenhados para a primeira fase da analise, além da sequéncia do
iniciador Amp (adquirido da IDT Promega e que, se anela na seqliéncia “adaptadora”
adicionada em todos 0s genes durante a sintese da primeira fita de cDNA, descrita no

item 4.2.3. adiante), os quais foram utilizados nas reacdes de RACE 3’:

H1 - 5 CATTTATTGGAACGTTCCTAC 3

H1R - 5 GTAGGAGGAACGTTCCAATAAATG 3
H2 - 5 CTTATTGGTGGTACGTGTATCAGGAC 3’
H2R - 5’GTCCTGATACACGTACCACCAATAAG &
Amp -5 GGC CAC GCG TCG ACT AC 3

Obs: os iniciadores H1 e H 2 sdo diretos e H 1R , H 2R e Amp, reversos.

Para a obtencdo da sequéncia completa do gene, através de processos de
clonagem em diferentes vetores foram desenhados novos pares de iniciadores gene-
especificos, sendo a um dos pares acrescidas seqliéncias especificas ao reconhecimento
de enzimas de restricdo na regido 5’ (verificar sequéncias sublinhadas).

H Pa - 5" ATGTGTCATTGTCCCCCGACT 3
H Pp END - 5 CTAAAAGTTCAGGGATGATCTTCT 3’
H Pa NCO | - 5 GAATCC ATG GCAATGTGTCATTGTCCCCCGACT 3’

HPp END NCO 1 -5 GAT CGG TAC CTAAAAGTTCAGGGATGATCTTCT 3
Obs: os iniciadores H Pa e H Pa NCO | séo diretos e os H Pp END e H Pp END

NCO I reversos.

4.2.2. Extracdo de RNA.

O RNA total de Polybia paulista foi extraido conforme o método do TRIzol,
(Life Techonol, Cat. n° 15596), através de experimentos sempre feitos com material
fresco, obtido logo ap6s 0 momento da coleta do ninho, de duas maneiras diferentes: (a)
RNA imediatamente extraido dos abdomens recém dissecados e macerados diretamente

em Trizol, e (b) também com abdomens frescos, recém dissecados e macerados
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diretamente em TRIzol, mas mantidos pré-incubados em freezer -85°C por 1 e por 7
dias, antes da extracdo final de RNA. Para cada experimento, em 500 mg do material
foram adicionados 750 uL de TRIzol em tubo eppendorf, e posteriormente seguiu-se o
protocolo descrito pelo fabricante.

A concentracdo do RNA total foi determinada atraves da razdo de absorbancia
do produto final (diluido a 1:500 em H,O-DEPC) em 260/280 nm e, a integridade do
RNA foi determinada através de eletroforese em gel de agarose a 2% contendo
formaldeido, conforme descrito por Sambrook et al. (1989). O RNA obtido foi

visualizado pela coloracao do gel com brometo de etideo a 0,001ug/mL.

4.2.3. Sintese da primeira e da segunda fita de cDNA

O “pool” de RNA foi utilizado para a sintese da primeira fita de cDNA através
reacdes de transcricdo reversa com o kit Super Script da Gibco-life Technologies, nos
quais utilizou-se cerca de 1ug de RNA juntamente com o iniciador poli dT — adaptador
da Gibco-Life Technologies (de sequéncia: 5> GGC CAC GCG TCG ACT AC (T)17 3"),
de acordo com as orientacdes do Kit.

A 2?2 fita de cDNA foi sintetizada por uma reagdo de PCR normal, a partir de
testes e escolha do(s) melhor(es) iniciador(es) gene-especifico que se anelava(m) a uma
regido 5’ interna do gene e do iniciador Amp de 17 pb (5 GGC CAC GCG TCG ACT
AC 3’) anelado ao final 3’ do gene, devido a sua complementaridade com a seqliéncia
do poli dT- adaptador, utilizado para a sintese da primeira fita de cDNA e portanto,
incluida em todos os genes.

4.2.4. Amplificacdo de cDNA-gene especifico e determinacao da sequéncia de
cDNA do gene de hialuronidase através de reac6es de 3’ RACE-PCR.

As reacBes de amplificacdo dos fragmentos de interesse, proximos ao final 3’
foram realizadas testando-se um dos iniciadores gene-especificos diretos com o
iniciador Amp reverso, ou combinacGes dos pares de iniciadores diretos/reversos,
conforme descrito mais adiante. Para os demais fragmentos, foram utilizados iniciadores

desenhados especificamente a cada fase do trabalho e objetivo dos experimentos.
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Todas as reacOes foram realizadas utilizando-se a mistura “PCR Master Mix”
(Promega) seguindo-se o protocolo sugerido pelo fabricante: 12,5 puL de “PCR Master
Mix” (2X concentrado, contendo: 50 U/mL de Taq DNA polimerase, 400 uM de cada
nucleotideo e 3 mM de MgCl,); 0,4 uM dos iniciadores; 1uL de cDNA, dgua MQ para

0 volume final de 25 pL.
As reacdes foram incubadas sob as seguintes condicdes:

1-Denaturacéo: 95°C, 2 min
2-Denaturacao: 95°C, 1 min
3-Anelamento: 47, 48, 50, 52,53 ou 55°C 40 X
4- Extensdo: 72°C, 1 min
5- Extensdo: 72°C, *5-15 min
(*) A temperatura de anelamento e o tempo de extensdo variaram em funcédo da
otimizacdo da reacgdo, para cada par de iniciadores utilizados e para aumento do

rendimento da reacéo.

Para otimizacdo da quantidade de produto a ser obtido, foram testados os
seguintes parametros: (1) temperatura de anelamento dos pares de iniciadores H 1/ H
2R, H1/Amp, H2/Amp, HPa / H Pp END (47°C, 48°C, 50°C, 52°C, 53°C e 55°C); HPa
NCOI / HPpEND NCOI (48°C, 50°C, 51°C, 52°C, 53°C); (2) quantidade de iniciadores
utilizados (0,4 e 0,8uM) e (3) quantidade de cDNA (412,5, 825, 1650 ou 3300 ng). Nas
situacGes em que as bandas obtidas com as rea¢des de PCR mostravam-se ainda pouco
intensas, foram realizadas reacdes de Re-PCR, onde se substituiu 0 cDNA por 0,5uL do
produto de PCR (ou seja, do volume da primeira reacdo), adicionou-se 0s demais
reagentes normalmente e elevou-se a temperatura de anelamento em cerca de 3°C, com
0 intuito de aumentar o rendimento das reacBes, sendo as demais condicdes de
denaturacédo e extensdo mantidas iguais ao da primeira rea¢do de PCR.

Os fragmentos gerados (observados através de eletroforese) foram diretamente

sequenciados e posteriormente clonados.
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4.2.5. Purificacéo dos produtos de PCR.

Os fragmentos de cDNA obtidos pelas reacdes de RACE, foram purificados
por eletroforese em gel de agarose a 1% em TAE 1X utilizando-se o kit Wizard® SV

Gel and PCR Clean-up System (Promega), conforme o protocolo sugerido pela
empresa.

4.2.6. Reparo com T4 DNA polimerase.

Com o objetivo de reparar as extremidades geradas por adi¢do de bases adenina
pela Taq polimerase, durante as reagOes de PCR, foi realizado o reparo com T4 DNA
Polimerase, segundo o protocolo descrito abaixo:

Concentracao Final
Tampao de enzimas de restri¢do

(neste caso, foi usado o Tp NEB 10X) 1X
dNTPs 100 pM
T4 DNA Polimerase 0,6 U
DNA 200 ng

A reacdo foi entdo incubada 15 min a 12°C, 15 min a 75°C e posteriormente 2
min a 10°C para que o tubo fosse resfriado.

4.2.7. Andlise dos sitios de restricdo na seqiiéncia completa do gene a ser
clonado.

Anteriormente aos experimentos de clonagem da sequéncia completa do gene
e, com o objetivo de verificar se haviam dentro da seqléncia, sitios de restricdo que
impediriam a clonagem, foram realizadas analises através de diferentes enzimas de
restricdo. As enzimas de restricdo testadas foram Eco RI, Bam HI, Smal, HindlIll, Ncol,

Xbal. As reagOes foram realizadas segundo o protocolo indicado para cada uma delas.
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4.2.8. Clonagem.

4.2.8.1. Reacao de ligagéo de DNA.

Os produtos de PCR contendo adenina nas extremidades das sequéncias -

produzidos através da utilizacdo da enzima Taq DNA polimerase - foram clonados em

vetor p-GEM-T-Easy (Promega), vetor PUC 18 ou no vetor PET 302-Kan segundo o

protocolo sugerido a cada um dos vetores e condi¢cdes descritas nas TABELAS 1, 11,

I, IVeV.

TABELA | — Condicdo utilizada para a clonagem do fragmento de 800

Db.

Vetor Relacao Inserto/Vetor Tempo de incubacdo | Tempo de incubacdo
pGEM-T-Easy da reacdo de ligacdo | das placas
Condigéo 45/55 ng 30 min 24 h

TABELA Il — Condicéo utilizada para a clonagem do fragmento de 600

pb.

Vetor Relacdo Inserto/Vetor Tempo de incubacdo | Tempo de incubagdo
pGEM-T-Easy da reacdo de ligacdo | das placas
Condicéo 40/60 ng 30 min 24 h

TABELA 111 — Condicdes testadas para a clonagem do gene completo ~ 1200pb.

Vetor Relacéo Inserto/Vetor | Tempo de incubagdo | Tempo de incubagéo
pGEM-T-Easy da reacdo de ligacdo | das placas

Condigéo 1 55/45 ng 30 min 24 h
Condicao 2 60/40 ng 120 min 72 h

TABELA IV - Condigdo testada para a clonagem do gene completo ~ 1200pb.

Vetor PUC 18

Relacéo Inserto/Vetor

Tempo de incubacdo
da reacéo de ligacéo

Tempo de incubagéo
das placas

Condigdo

60/40 ng

120 min

72h

TABELA V - Condicdo utilizada para a clonagem do gene completo em vetor de expresséo.

Vetor PET 302

Relacédo Inserto/Vetor

Tempo de incubacdo
da reacdo de ligacdo

Tempo de incubacdo
das placas

Condigéo

40/60 ng

120 min

24 h
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4.2.8.2. Obtengéo de bactérias competentes.

Células XI1-Blue foram cultivadas em meio LB por 6 horas até a obtencdo de
ODgno= 0,5, sob agitacdo a 180 rpm, a 37°C. A cultura (1,5 mL) foi centrifugada por 4
minutos a 4000xg, sendo o sobrenadante descartado. O precipitado de bactérias foi
ressuspendido e homogeneizado em 1mL de CaCl, 50 mM gelado. O procedimento
anterior foi repetido, centrifugando-se mais uma vez a cultura e por ultimo o precipitado
foi ressuspenso em 0,5 mL de CaCl, a 50mM gelado para a obtencdo das células

competentes, as quais foram sempre mantidas em gelo durante o uso.

4.2.8.3. Transformacao das bactérias.

Um volume de 50-150 uL de células XI1-Blue competentes e 3-15 uL da
reacdo de ligacdo (de acordo com as quantidades necessarias a cada um dos vetores)
foram misturados em tubo falcon de 15 mL e mantidos em gelo pelo periodo de 30 min
a 2h, seguido por um choque térmico de 42°C por 45 segundos e 2 minutos adicionais
em gelo. Adicionou-se 100-400 pL de meio LB as bactérias e incubou-se sob agitacdo a
37°C por 1 hora. As culturas foram plagueadas em placas com meio LB / Ampicilina
100 pg/mL / IPTG 100 pM/ X-Gal 100ug/mL (SAMBROOK et al., 1989) para os
vetores PGEM e PUC 18 e em LB/Ampicilina 100pg/mL para o vetor PET 302-Kan.

4.2.8.4. Analise das colénias recombinantes (brancas) por PCR.

Para determinar quais colbnias apresentavam os fragmentos desejados
inseridos nos plasmideos, foi feita a analise por PCR com a mistura de reagdo “ Master
Mix” (Promega) segundo o protocolo sugerido pelo fabricante: 12,5 uL de “PCR Master
Mix” (2X concentrado contendo: 50 U/mL de Tag DNA polimerase, 400 uM de cada
nucleotideo e 3 mM de MgCl, ), 0,5 uL dos iniciadores universais direto e reverso (0,4
UM de M3 e Misg, respectivamente), completando-se com agua para o volume final de
25 pL. A esta reacdo foram adicionadas as colnias brancas que foram retiradas da
placa de cultura com palitos estéreis, sendo que o programa utilizado foi 0 mesmo das
amplificagdes dos fragmentos.
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4.2.9. Extracdo de DNA plasmidial (“mini-preps™).

Inicialmente, as culturas foram crescidas em 3 mL de meio liquido LB-
ampicilina a 100 pg/mL a uma agitacdo de 225 rpm, a 37°C, durante 17 horas. Cerca de
1,4 mL das culturas foram transferidas para tubos eppendorfs e centrifugadas a
velocidade de 4000 rpm durante 6 minutos a 20°C. O restante das culturas foi guardado
em glicerol 50% em uma propor¢do de 1:1. Os sobrenadantes foram descartados por
inversdo dos tubos, as células ressuspensas e homogeneizadas em 500 puL de tampéo
GTE (Tris-HCI 0,26 M pH 7,4 glicose 0,92%, EDTA 0,1M pH 8,0) e este material foi
novamente centrifugado na velocidade de 4000 rpm durante 6 minutos, sendo 0s
sobrenadantes novamente descartados. Os precipitados foram homogeneizados em 80
UL do tampdo GTE e posteriormente, aliquotas de 60 uL de cada suspensdo foram
transferidas para novos tubos e a elas foram acrescidos 60 pL de solucdo recém-
preparada de NaOH 0,2 M /SDS 0,1% (5 mL de NaOH 4 M, 10 mL de SDS 10%, 85
mL de H,0), sendo os tubos agitados por inversdo. As amostras foram entdo incubadas
por cerca de 10 minutos e centrifugadas por 3 minutos a 4000 rpm.

A seguir, cada suspensdo recebeu 60 uL de KOAC gelado e, apds inversdo, 10
minutos de repouso e centrifugacdo de 6 minutos a 4000 rpm, cada preparacdo foi
incubada durante 30 minutos a uma temperatura de 90°C. No final deste tempo, as
preparacOes foram incubadas em gelo durante 10 minutos. Em seguida, o material foi
centrifugado a 4000 rpm durante 6 minutos e os sobrenadantes foram transferidos para
novos tubos eppendorfs contendo 150 pL de isopropanol a 100%. Ap6s uma nova
centrifugacdo do material por 45 minutos a velocidade de 4000 rpm, os sobrenadantes
foram descartados e os precipitados foram lavados por centrifugagdo com 200 pL de
etanol a 70%. O excesso de etanol foi descartado por inversdo dos tubos e 0 material
(DNA plasmidial) foi seco por cerca de 1 hora & temperatura ambiente, sendo
posteriormente ressuspenso em 25 pL de H,O MQ estéril.

Ao final do processo, o material foi analisado atraves de eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampdo TAE 1 X (Tris-Acetato 0,04 M , EDTA 0,001 M) e
visualizados pela coloracdo do gel com brometo de etideo a 0.001 pg/mL. As amostras
que apresentaram melhores resultados foram tratadas com RNAse (a 20 pg/mL final) e

incubadas a 37°C por 20 minutos.
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4.2.10. Protocolo de PCR para sequenciamento.

O sequenciamento foi feito no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) do
Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro-SP, através de reacGes terminadas com
dideoxi nucleotideos conforme o seguinte protocolo: 2,5uL de Big Dye Terminator,
2uL do tampéo “Save Money” (Tris-HCI 0,2 M pH 9,0 contendo MgCl, 5 mM), 0,5 pL
de iniciador (20uM),150 a 200 ng de DNA (produto de PCR purificado ressuspenso em
agua pura) e H,O MQ para o volume final de 10uL. Apds breve centrifugacdo para
mistura dos reagentes, as reacOes foram incubadas em termociclador segundo o
programa:

a) 96°C, 90 segundos;

b) 96°C, 12segundos;

c) 50°C, 6 segundos;

d) 60°C, 4 minutos;

e) 24 ciclos dos passos b, ced
f) 4°C

4.2.11. Purificacdo com isopropanol.

Todo volume das reacOes de sequenciamento foi transportado para novos tubos
contendo 80 pL de isopropanol a 75% e deixados por 15 minutos, em temperatura
ambiente ao abrigo da luz. A seguir, o material foi submetido a centrifugacdo de 25
minutos a 15000xg e o sobrenadante removido com auxilio de bomba a vacuo. Os tubos
foram vertidos sobre papel absorvente por dois minutos e ap0s este tempo, acrescidos
de 200uL de etanol 80% com posterior inversdo dos tubos por varias vezes para
lavagem das paredes. Em seguida, eles foram centrifugados por cinco minutos a
15000xg, escorridos em papel absorvente por alguns minutos e invertidos, ao abrigo da
luz, para secagem completa ao ar livre ou em centrifuga a vacuo. Apos a secagem, 0
material (DNA) foi ressuspenso em Loading Dye (3uL de Blue Dextran 10pg/mL —
EDTA 5 mM pH 8,0 em Formamida) e ap0s denaturacdo de 3 minutos a 94°C, um

volume de 1,5uL deste material foi aplicado no gel de sequenciamento.
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4.2.12. Analise das seqliéncias através de pesquisas no Banco de Dados.

A partir da obtencdo das sequéncias e através do programa Clustal W 1.8 BCM
Search Launcher-Multiple Sequence Alignments
(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html) e Multalign
(http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html) ~ foram  feitos  os
alinhamentos das seqliéncias diretas e reversas encontradas para os mesmos fragmentos,
tendo sempre em maos a sequéncia do vetor utilizado para a clonagem e a sequéncia dos
iniciadores utilizados na amplificacdo do fragmento. A partir das seqiiéncias consenso,
foram entdo realizadas as pesquisas de similaridade entre as seqiiéncias de bases e de
aminoacidos, aqui encontradas e as descritas no GenBank pelo programa NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Para construir o modelo tridimensional da
hialuronidase de Polybia paulista, foi utilizado o programa Modeller V 8.2. (SALI;
BLUNDELL, 1993). Como molde foi escolhida a estrutura tridimensional da
hialuronidase recombinante de Vespula vulgaris (rVesv2) (cédigo PDB 2ATM),
resolvida a 2.0 A. Para validacio do modelo foi utilizado o programa Procheck
(LASKOWSKI et al., 1993) e, para visualizagdo e edicdo das figuras foi utilizado o
programa PyMol (DeLANO, 1993).
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5.0. RESULTADOS

5.1. Extracdo de RNA total

O RNA representa uma estrutura muito instavel, tornando o processo de
extracdo restrito as condicdes especiais e, durante a execucdo deste trabalho, varias
tentativas de otimizacdo da extracdo de RNA total de Polybia paulista foram feitas, a
fim de obtermos RNA de boa qualidade para o sucesso das reagdes de RACE.

Obtivemos entéo, concentrag¢des variando de 1700ug/mL, (fator de 1,74 para a
relacdo 260/280 nm) para as extracdes de RNA feitas com material fresco logo apds a
coleta, até 2850 ug/mL, (fator de 2,15) para os experimentos realizados com material
fresco e pré-incubado em TRIzol e mantido por 1dia e 7 dias a —85°C antes do processo
de extracdo de RNA, propriamente dito. Quando analisadas em gel de agarose, as
amostras de RNA referentes ao 1° e 7° dias pré-incubadas em TRIzol a -85°C
mostraram-se melhores, em relacdo aquelas referentes a extracdo imediata, como pode
ser verificado na FIGURA 1, onde o arraste ou “nuvem” que se verifica representa por
sua vez 0 RNA mensageiro e 0os demais RNAs menores.

Analisando-se os resultados da FIGURA 1, verifica-se que, com excecdo da
amostra 1 (material fresco macerado em TRIzol e mantido a —85°C por 7 dias ), 0 RNA
das duas outras amostras, pode ser considerado como parcialmente degradado, devido a
inexisténcia da banda de 28s, demonstrando que ou 0 método de TRIzol necessite ser
otimizado para invertebrados, ou ainda que, possivelmente estes insetos sejam

possuidores de um elevado teor de RNAses enddgenas. Embora os resultados obtidos
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com a extracdo de RNA tenham apontado a existéncia de degradacao parcial do material
nas amostras 2 e 3, decidimos pela continuidade dos experimentos com as trés amostras

e, analise posterior da qualidade do cDNA obtido através destas amostras.

5.2. Sintese do cDNA.

As reacgdes de sintese de cDNA foram realizadas com aproximadamente 1 pg
de RNA das 3 amostras mencionadas acima. Na FIGURA 2, analisando-se os dados
obtidos através do perfil eletroforético em gel de agarose, nota-se que nas trés situacdes
ocorreu a formagédo de uma “nuvem” de produtos na regido de 400-1200 pb onde,
justamente deveriam ser encontradas as sequéncias de cDNA de tamanho esperado.
Desta forma, pudemos verificar que, para todas as amostras de RNA parcialmente
degradadas ou néo, os produtos gerados pela sintese de cDNA permitiram a obtencgéo de
“pools” de fragmentos de cDNA de alto peso molecular, onde as sequéncias esperadas

para 0s genes de veneno poderiam ser encontradas.
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28s-

18s-

5s-

FIGURA 1. Perfil eletroforético de trés amostras de RNA de Polybia paulista, em gel de
agarose a 2% com formaldeido. Nas canaletas 1, 2 e 3 foram aplicadas, respectivamente, as
amostras de RNA referentes a extracdo do material depois de 7 dias em TRIzol a - 85°C,

extracdo imediata do material fresco e de 1 dia ap6s manutencdo em TRIzol a -85°C.
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FIGURA 2. Perfis eletroforéticos de cDNA de Polybia paulista, em gel de agarose a 1% em
TAE 1X. P corresponde ao padrdo de DNA “ladder” de 250 pares de bases. As amostras 1 e 2
correspondem aos cDNAs sintetizados a partir das amostras de RNAs obtidas do material fresco
e pré-incubado em TRIzol antes da extracdo por 1 e 7 dias a -85°C respectivamente, enquanto as
amostras 3 e 4 referem-se ao cDNA sintetizado a partir de RNA extraido imediatamente do

material fresco.
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5.3. Amplificacédo de cDNA através de reagdes de RACE-PCR.

5.3.1. Influéncia da temperatura de anelamento e quantidade de iniciadores

utilizados nas reactes de RACE-3’.

Com relagdo a combinacdo dos iniciadores H1 e H2R, verificamos que a
melhor temperatura de anelamento foi de 50°C, para a obtencdo do fragmento de 800pb
(localizado entre a regido inicial 5" e 0 meio do gene de hialuronidase), sendo que nas
demais temperaturas verificou-se a presenca de uma banda muito fraca (em 47°C, 51°C
e 52°C) ou nada foi amplificado (em 55°C).

A melhor concentracao dos iniciadores e quantidade de cDNA para otimizacgao
e especificidade do fragmento desejado foram respectivamente de 0,4uM e cerca de 800
ng de cDNA, enquanto nas demais condicdes testadas muito pouco ou nenhum produto
de interesse foi amplificado.

Quanto ao par de iniciadores H2 e Amp, os quais deveriam levar a obtencao de
um fragmento de 600pb localizado na extremidade final 3° do gene de hialuronidase, a
melhor temperatura de anelamento foi de 47°C (sendo que, nas demais temperaturas
nenhum produto foi obtido). Mesmo utilizando-se 0.4 uM dos iniciadores e 3300ng de
cDNA, naquela temperatura, a banda mostrava-se sempre muito fraca. Assim, para
otimizacdo do produto, este foi submetido a uma Re-PCR em que se substituiu o cDNA
pelo produto de PCR obtido na primeira reacdo de amplificacdo e a temperatura de
anelamento foi elevada para 50°C, tornando desta forma esta segunda reacdo mais
especifica.

Contudo, em nenhuma temperatura testada conseguimos obter um resultado
satisfatorio para a combinacgdo dos iniciadores H 1 e Amp (fragmento a ser obtido de
aproximadamente 1200 pb relativo a seqliéncia esperada para o gene completo de
hialuronidase).Os produtos de amplificacdo foram analisados paralelamente a um
padrdo de DNA “ladder” de 100 pb, através de eletroforese em gel de agarose.

Os fragmentos decorrentes da amplificagdo pelo par H1 / H2R podem ser
verificados na FIGURA 3, onde se observa uma banda de aproximadamente 800 pb,

enguanto os produtos decorrentes da amplificacdo por H 2 e Amp estdo demonstrados
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na FIGURA 4, onde observamos uma banda de 600 pb, ambas correspondentes a

sequéncia de cDNA de tamanho esperado para estas combinac6es de iniciadores.

5.4. Purificacao dos produtos da PCR.

Em vista do fato de que as reacdes de amplificacdo foram especificas de modo
a serem observadas bandas Unicas nos géis, os fragmentos de cDNA obtidos foram
purificados diretamente das reacdes de PCR. O resultado pode ser verificado na
FIGURA 5.

5.5. Sequenciamento Direto e Clonagem dos Produtos amplificados.

Os fragmentos resultantes da purificagdo foram entdo diretamente
sequenciados para uma confirmacdo prévia de que eles eram correspondentes as
sequéncias génicas de nosso interesse. O sequenciamento foi realizado utilizando-se 0s
mesmos iniciadores das reaces de RACE 3’ (H1 e H2R para o fragmento de 800pb e
H2 e Amp para o fragmento de 600 pb). As seqiiéncias obtidas estdo apresentadas na
TABELAI.

Com o objetivo de certificagdo das sequéncias obtidas, foi realizada a
clonagem destes fragmentos, de acordo com Mat. e Mét. Item 4.2.8. Apos terem sido
estabelecidas as melhores condi¢cdes das reacdes de RACE-PCR conforme descrito
anteriormente, foram feitas reacfes em maior volume (4X o usual) e estes produtos
foram novamente purificados e clonados.

Os fragmentos foram clonados no vetor p-GEM-T Easy, cujo esquema esta
demonstrado na FIGURA 6. Apds a clonagem dos fragmentos correspondentes aos
pares de iniciadores H1/H2R e H2/Amp foram obtidas, apds o crescimento da cultura,
cerca de 16 e 7 coldnias recombinantes respectivamente. Para se determinar quais destas
colbnias recombinantes apresentavam, de fato, o fragmento desejado inserido nos
plasmideos, foram feitas reacdes de PCR utilizando-se como molde de reacdo, 0 DNA
das mesmas col6nias (FIGURAS 7 e 8) as quais, foram palitadas da placa de cultura,

além de reacdes de Mini-preps para purificacdo e analise do DNA plasmidial.
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500 pb _

FIGURA 3. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% em tampdo TAE 1X para 0s
fragmentos amplificados com os iniciadores H1 / H2R. Da esquerda para a direita P refere-se
ao DNA “ladder” de 100pb. Observar nas canaletas 1 e 2 a banda correspondente a 800 pb,

equivalente ao fragmento desejado.
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1000 pb _
750 pb

500 pb _

FIGURA 4. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% em tampao TAE 1x para o fragmento
amplificado com os iniciadores H2 / Amp. Da esquerda para a direita P refere-se ao DNA
“ladder” de 250 pb. Observar nas canaletas 1 e 2 a banda correspondente a 600 pb, equivalente

ao fragmento desejado.
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- 800pb
- 600pb

FIGURA 5. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% em tampdo TAE 1x para 0s
fragmentos decorrentes da purificacdo direta das reacdes de PCR realizadas com os pares de
iniciadores H1/H2R - canaleta 1- banda correspondente a 800 pb e H2/Amp - canaleta 2- banda
correspondente a 600 pb. Da esquerda para a direita P refere-se ao DNA “ladder” de 250pb.
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FIGURA 6. Esquema do vetor pGEM-T Easy da Promega, utilizado na clonagem das
seqliéncias obtidas, mostrando o sitio de clonagem, o qual pode ser clivado por diferentes

enzimas de restrigéo.
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FIGURA 7. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% em tampdo TAE 1x mostrando o
resultado da analise por PCR direto das coldnias com os iniciadores Misr € Migr, €M que, se
obteve o fragmento de 800 pb nas canaletas 11, 15 e 16. Da esquerda para a direita P refere-se
ao DNA “ladder” de 250pb.

FIGURA 8. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% em tampdo TAE 1x, mostrando o
resultado da analise por PCR direto das coldnias com os iniciadores Mz € Migr, €m que se
obteve o fragmento de 600 pb, nas canaletas 5 e 6. Da esquerda para a direita P refere-se ao
DNA “ladder” de 250pb.
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As amostras 11, 15 e 16 para o fragmento de 800 pb e as amostras 5 e 6 para 0
fragmento de 600 pb foram selecionadas para a realizacdo das mini-preps, tendo-se em
vista a maior intensidade e pesos moleculares correspondentes ou muito proximos aos
dos fragmentos desejados.

Os 5 clones totais obtidos para ambos os fragmentos foram entdo sequienciados.
O sequenciamento foi realizado utilizando-se os iniciadores M13¢ (direto) e M13g

(reverso) e as sequiéncias obtidas estdo apresentadas no quadro seguinte.
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FRAGMENTO 800 pb (H 1/H2R): 5°-3"

FRAGMENTO 600 pb(H2/ Amp): 5°-3

SEQUENCIAMENTO DIRETO 5’-3’

GGGAATATCAAACCTAATTCTACCGACAATTTTCGCGGTGAAACTTTAGC
AATTTATTATGATCCTGGAAACTTCCCAGTTTTGATACCAGTCAATAATG
GCAAATATAAGGAAAGAAACGGTGGAGTTCCTCAGCGAGGTAATATCACG
ATACATTTGCAACAATTTAACGAAGATTTGGATAAAATGACTCCGGATAA
AAGCTTCGGTGGTATCGGTGTGATCGATTTCGAAAGATGGAGACCGGTTT
TTCGACAGAATTGGGGTAACACGGAAATACATAAGGAATATTCTATTGAA
CTCGTTCGCAAAGAACATCCAAAGTGGAGCAAATCGATGATCGAAGCGGA
AGCTACGAAAAAGTTCGAGAAATATGCCAGATACTTCATGGAAGAAACTT
TGAAATTGGCGAAAAAGACTAGGAAAAGAGCTAAATGGGGTTATTACGGA
TTTCCTTACTGCTATAATGCATCACCGAATAATCCTGGCCCGAGTTGTGA
TGCCAAAGCGATAATCGAGAACGATAGAATGTCGTGGATGTACAATAATC
AAGAAATCCTTTTACCATCCGTCTACGTAAGACACAAACAGGGACCCGGA
GGAAAGGATTTACTTAGTGCAAGGAAGAGTTAAGGAAGCTGTTAGGGTAT
CAAACAATTTAGAACATTCACCTAGTGTGCTTCCTTATTG

ACAGCTTCCTTAACTCTTCCTTGCACTAAGTAAATCCTTTCCTCCGGGTC
CTGTTTGTGTCTTACGTAGACTTTTGGTAAAAGGATTTCTTGATTATTGT
ACATCCACGACATTCTATCGTTCTCGATTATCGCTTTGGCATCACAACTC
GGGCCAGGATTATTCGGTGATGCATTATAGCAGTAAGGAAATCCGTAATA
ACCCCATTTAGCTCTTTTCCTAGTCTTTTTCGCCAATTTCAAAGTTTCTT
CCATGAAGTATCTGGCATATTTCTCGAACTTTTTCGTAGCTTCCGCTTCG
ATCATCGATTTGCTCCACTTTGGATGTTCTTTGCGAACGAGTTCAATAGA
ATATTCCTTATGTATTTCCGTGTTACCCCAATTCTGTCGAAAAACCGGTC
TCCATCTTTCGAAATCGATCACACCGATACCACCGAAGCTTTTATCCGGA
GTCATTTTATCCAAATCTTCGTTAAATTGTTGCAAATGTATCGTGATATT
ACCTCGCTGAGGAACTCCACCGTTTCTTTCCTTATATTTGCCATTATTGA
CTGGTATCAAAGCTGGGAAGTTTCCAGGATCATAATAAATTGCTAAAGTT
TCACCGCGAAAATTGTCCTTAGAATTATGTTTGATATTAAAATCTGTCAC
TTCGTCGAAATTTATGCCATATTGGTGACACATAAA

CLONES

H1_11_M13F: 730 pb 5°-3°
TGGAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCC
GGCCGCCATGGCCGCGGGATCATTTATTGGAACGTTCCTACCTTTATGTG
TCACCAATATGGCATAAATTTCGACGAAGTGACAGATTTTAATATCAAAC
ATAATTCTAAGGACAATTTTCGCGGTGAAACTTTAGCAATTTATTATGAT
CCTGGAAACTTCCCAGCTTTGATACCAGTCAATAATGGCAAATATAAGGA
AAGAAACGGTGGAGTTCCTCAGCGAGGTAATATCACGATACATTTGCAAC
AATTTAACGAAGATTTGGATAAAATGACTCCGGATAAAAGCTTCGGTGGT
ATCGGTGTGATCGATTTCGAAAGATGGAGACCGGTTTTTCGACAGAATTG
GGGTAACACGGAAATACATAAGGAATATTCTATTGAACTCGTTCGCAAAG
AACATCCAAAGTGGAGCAAATCGATGATCGAAGCGGAAGCTACGAAAAAG
TTCGAGAAATATGCCAGATACTTCATGGAAGAAACTTTGAAATTGGGCGA
AAAAGACTAGGAAAAGAGCTAAATGGGGTTATTACGGATTTCCTTACTGC
TATAATGCATCACCGAATAATCCTGGCCCGAGTTGTGATGCCCAAGCCGA
TAATTCGAGAAACCAATAGAATGTCGTGGATGGTCAATAATCAAGAAAAT
CCTTTTTACCATCCCGCCTACGTTAAGACA

H2_8_M13F: 718pb 5°-3°

TATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGC
GGGATTCTTATTGGTGGTACGTGTATCAGGACGAAATGGAGATTTTCCTA
AGCGAGACCGACGTGAAAAAGACTTTCCAAGAGATAGTGACTAATGGTGG
GGATGGTATCATAATATGGGGTAGCTCGTCCGATGTAAACAGCCTAAGTA
AATGTAAGAGATTGAGAGAGTACCTGTTAAACACTTTAGGACCGATCGCG
GTTAATGTAACAGAAACCGTCAACAGAAGATCATCCCTGAACTTTTAGGA
CAATCAATAACGCTTTGTCGATGTTGATTAGGGTGTTCGGTGATCTCACT
GAAAAGACTTCTTATAAATAAGCGCAAAGAAAACTGTAATTTATAAGTTC
AAAATCTATGCAACCAAAGAAAGAAAATAATGAATAATCTAATCAGTTAA
TCATAAGAATCAACCAAAGAAGAATACCAACTCATCGTTCATGTTTGTAC
TTAATCTAATTTTGTTGTAATTAAAGTCAATAGATGAATCGAATCGCGCT
GAAATTGCATAATCCTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTAAGTCGACGC
GTGGCCAATCACTAATGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGGAGAGC
TCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTTGAGTTTTCTATAGGGGTCCCTAAA
TAGCTGGGCGTAATCATC

>H1_15_M13F: 706pb 5°-3~

CGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATTC
ATTTATTGGAACGTTCCTACCTTTATGTGTCACCAATATGGCATAAATTT
CGACGAAGTGACAGATTTTAATATCAAACATAATTCTAAGGACAATTTTC
GCGGTGAAACTTTAGCAATTTATTATGATCCTGGAAACTTCCCAGCTTTG
ATACCAGTCAATAATGGCAAATATAAGGAAAGAAACGGTGGAGTTCCTCA
GCGAGGTAATATCACGATACATTTGCAACAATTTAACGAAGATTTGGATA
AAATGACTCCGGATAAAAACTTCGGTGGTATCGGTGTGATCGATTTCGAA
AGATGGAGACCGGTTTTTCGACAGAACTGGGGTAACACGGAAATACATAA
GGAATATTCTATTGAACTCGTTCGCAAAGAACATCCAAAGTGGGAGCAAA
TCGATGATCGAAGCGGAAGCTACGAAAAAGTTCGAGAAATATGCCAGATA
CTTCATGGAAGAAACTTTGAAATTGGGCAAAAAAGACTAGGAAAAGAGCT
AAATGGGGGTTATTACGGATTTCCTTACTGGCTATGAATGCATTCACCGA
ATTATCCCTGGCCCGAGTTTGTGGATTGCCCAAAAGCGGATTCATTCCGA
GAACCAATTAGAAATGGTCTTTGGGATGGTTCCAAATAAAATCCAANAAA
AATTCC

>H2_8 M13R: 690pb 5°-3~

CTAGGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAG
CTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTGGCCACGC
GTCGACTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGGATTATGCAATTTCAGC
GCGATTCGATTCATCTATTGACTTTAATTACAACAAAATTAGATTAAGTA
CAAACATGAACGATGAGTTGGTATTCTTCTTTGGTTGATTCTTATGATTA
ACTGATTAGATTATTCATTATTTTCTTTCTTTGGTTGCATAGATTTTGAA
CTTATAAATTACAGTTTTCTTTGCGCTTATTTATAAGAAGTCTTTTCAGT
GAGATCACCGAACACCCTAATCAACATCGACAAAGCGTTATTGATTGTCC
TAAAAGTTCAGGGATGATCTTCTGTTGACGGTTTCTGTTACATTAACCGC
GATCGGTCCTAAAGTGTTTAACAGGTACTCTCTCAATCTCTTACATTTAC
TTAGGCTGTTTACATCGGACGAGCTACCCCATATTATGATACCATCCCCA
CCATTAGTCACTATCTCTTGGAAAGTCTTTTTCACGTCGGTCTCGCTTAG
GAAAATCTCCATTTCGGTCCTGATACACGTACCACCAATAAGAATCCCGC
GGTCATGGCGGGCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCAATTCG

>H1_16_MI3F: 715pb 5°-3°

ATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCG
GGATTCATTTATTGGAACGTTCCTACCTTTATGTGTCACCAATATGGCAT
AAATTTCGACGAAGTGACAGATTTTAATATCAAACATAATTCTAAGGACA
ATTTTCGCGGTGAAACTTTAGCAATTTATTATGATCCTGGAAACTTCCCA
GCTTTGATACCAGTCAATAATGGCAAATATAAGGAAAGAAACGGTGGAGT
TCCTCAGCGAGGTAATATCACGATACATTTGCAACAATTTAACGAAGATT
TGGATAAAATGACTCCGGATAAAAGCTTCGGTGGTATCGGTGTGATCGAT
TTCGAAAGATGGAGACCGGTTTTTCGACAGAATTGGGGTAACACGGAAAT
ACATAAGGAATATTCTATTGAACTCGTTCGCAAAGAACATCCAAAGTGGA
GCAAATCGATGATCGAAGCGGAAGCTACGAAAAAGTTCGAGAAATATGCC
AGATACTTCATGGAAGAAACTTTGAAATTGGGCGAAAAAGACTAGGAAAA
GAGCTAAATGGGGGTTATTACGGATTTCCTTACTGGCTATAATGCATCAC
CGAATAATCCTGGCCCGAGTTGGTGATGCCAAAGCGATAATCCGAGAACG
ATAGAATGTCGTGGGATTGTTCAATAATCAAGAAAATCCCTTTACCATCC
GGCCTACGTAAGACC
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5.6. Desenho de novos iniciadores para obtengéo da sequiéncia completa do
cDNA da hialuronidase do veneno de Polybia paulista.

A técnica de RACE-PCR esté relacionada a amplificacdo répida dos finais de
cadeia da molécula de cDNA e também implica na amplificacdo de uma area entre dois
iniciadores de sequéncias génicas conhecidas. O primeiro passo do RACE 3" é o
desenho de iniciadores gene-especificos a partir de regiGes bastante conservadas na
molécula de interesse. Quanto mais conservada for a regido eleita para o desenho dos
iniciadores, maior sera a chance de amplificacdo do fragmento esperado.

Através do sequenciamento destes fragmentos verificamos, conforme esperado,
que pelo desenho dos iniciadores gene-especificos, o fragmento H1 realmente
apresentou 800 pb e o fragmento H2, 600pb. Em vista de que, estes fragmentos H1 e H2
representam segmentos consecutivos do gene de hialuronidase de Polybia paulista, e
apresentam uma sequéncia de bases sobrepostas, foi possivel, desta forma, desenhar
novos iniciadores para a obtencdo da sequéncia completa do gene.

O desenho deste novo par de iniciadores, para obtencdo da seqiiéncia completa
do gene de hialuronidase de Polybia paulista, foi possivel pela (a) analise de BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) que confirmou a correspondéncia destes
fragmentos com o gene de hialuronidase de outras vespas, e ainda, (b) no alto grau de
similaridade observado entre estes fragmentos com as sequéncias finais e iniciais de
Polistes annularis, espécie de maior similaridade com Polybia paulista.

Conforme esquematizado a seguir, nas FIGURAS 9 e 10, utilizamos um
fragmento inicial da sequéncia de hialuronidase de Polistes annularis, para servir como
o iniciador direto (HPa) e um fragmento final da seqtiéncia de hialuronidase de Polybia
paulista (obtida previamente através do par H2/Amp), para obter o iniciador reverso
complementar (HPpEND), os quais estdo indicados por setas nas figuras.
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HPa 523"

TATGTGTCATTGTCCCCCGACTCAGTATTTAATATCATCACCGATGACATCTCCCACCAAATTCTTTCCAGATCGAATTG

TGAAAGATCCAAAAGACCGA;AAGGGTCTTCAGCATTTATTGGAACGTTCCTACCTTTATGTGCCACCAATATGGCATGA
ATTTCGACGAGGTGACAGATTTTAATATCAAACATAATTCTAAGGACAATTTTCGCGGTGAAACTATATCAATTTATTAC
GATCCTGGAAAATTTCCAGCATTGATGCCACTAAAAAATGGTAATTATGAGGAAAGAAACGGAGGGGTTCCTCAGCGAGG
TAACATCACGATACATTTGCAACAATTTAACGAAGATTTGGATAAAATGACACCGGATAAAAATTTCGGTGGTATCGGTG
TAATCGATTTCGAAAGATGGAAACCGATTTTCCGACAGAATTGGGGTAACACGGAAATACATAAGAAATATTCTATTGAA
CTCGTTCGGAAAGAACATCCAAAGTGGAGCGAATCGATGATCGAAGCGGAAGCTACGAAAAAGTTCGAGAAATATGCGAG
ATATTTCATGGAAGAAACTTTGAAATTGGCAAAAAAGACTAGGAAAAGGGCTAAGTGGGGTTATTACGGATTTCCTTACT
GCTATAACGTAACACCGAATAATCCTGGCCCGGATTGCGATGCTAAAGCGACAATCGAGAACGATAGACTGTCGTGGATG
TACAATAATCAAGAAATACTTTTTCCATCCGTCTACGTGAGACATGAACAAAAACCGGAGGAAAGGGTTTACCTAGTGCA
AGGTAGAATTAAAGAAGCTGTTAGGATATCGAATAATTTAGAACATTCACCTAGTGTGCTTGCTTATTGGTGGTACGTGT
ATCAGGACAAGATGGACATTTACCTAAGCGAGACCGACGTGGAAAAGACTTTCCAAGAGATAGTGACTAATGGTGGGGAT
GGTATCATAATATGGGGTAGCTCGTCCGATGTTAACAGCCTAAGTAAATGTAAGAGATTGAGAGAGTACCTGTTAAACAC
TTTAGGACCGTTCGCGGTTAATGTAACAGAAACTGTCAACGGAAGATCATCCCTAAACTTCTAAAATAATCGATAACGCC
TAATCACGTCGATGATGATTATTAGGGTGTTCTTCGGTGATTGGTTTGATCTCACTGAAAAGACTTTTCGTTAAAAAACA

AAAAGATAAATGTAATTTATAAGTTAAAAAAACCTATACGACCAAAGAAAGAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAA

FIGURA 9. Localizacdo do iniciador desenhado para o cDNA da hialuronidase de Polybia
paulista HPa: 5’ATGTGTCATTGTCCCCCGACT 3’(seta) na sequéncia do mesmo gene na

vespa

Polistes annularis, obtida do GenBank, ndmero de acesso:

(>0i|5815250|gb|AF174528.1|AF174528).
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TATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATTCTTATTGGTGGTACGTGTATCAGG
ACGAAATGGAGATTTTCCTAAGCGAGACCGACGTGAAAAAGACTTTCCAAGAGATAGTGACTAATGGTGGGGATGGTATC

ATAATATGGGGTAGCTCGTCCGATGTAAACAGCCTAAGTAAATGTAAGAGATTGAGAGAGTACCTGTTAAACACTTTAGG

ACCGATCGCGGTTAATGTAACAGAAACCGTCAACAGAAGATCATCCCTGAACTTTTAGGACAATCAATAACGCTTTGTCG
< H PpEND 3'>5'
ATGTTGATTAGGGTGTTCGGTGATCTCACTGAAAAGACTTCTTATAAATAAGCGCAAAGAAAACTGTAATTTATAAGTTC

AAAATCTATGCAACCAAAGAAAGAAAATAATGAATAATCTAATCAGTTAATCATAAGAATCAACCAAAGAAGAATACCAA
CTCATCGTTCATGTTTGTACTTAATCTAATTTTGTTGTAATTAAAGTCAATAGATGAATCGAATCGCGCTGAAATTGCAT
AATCCTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTAAGTCGACGCGTGGCCAATCACTAATGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATA

TGGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTTGAGTTTTCTATAGGGGTCCCTAAATAGCTGGGCGTAATCATC

FIGURA 10. Seqiiéncia do clone H2_8 M13F, um fragmento de 718pb do gene de Polybia
paulista obtida através dos iniciadores H2/Amp mostrando a localizagdo do novo iniciador
(reverso complementar da sequiéncia marcada pela seta) HPpEND:
5’CTAAAAGTTCAGGGATGATCTTCT 3’, desenhado para a obtencdo do gene completo

de hialuronidase.

5.7. Amplificacdo de cDNA através de reacdes de RACE-PCR para o gene

completo de hialuronidase.

5.7.1. Influéncia da temperatura de anelamento e quantidade de iniciadores

utilizados nas reacdes de RACE-3’.

Com relacdo a combinacdo dos iniciadores HPa e HPp END verificamos que a
melhor temperatura de anelamento para a obtencéo do fragmento de 1200pb relativo ao
gene completo foi de 50°C, sendo que, nas demais temperaturas verificou-se a presenca
de uma banda muito fraca (48°C) ou auséncia de amplificacdo (52°C). A melhor
concentracdo dos iniciadores e a quantidade adequada de cDNA para otimizagdo e
especificidade do fragmento desejado foram respectivamente de 0,4uM e cerca de 800
ng de cDNA, enquanto nas demais condi¢Oes testadas, muito pouco ou nenhum produto
de interesse foi amplificado. Mesmo utilizando-se 0.4 uM dos iniciadores e 800ng de

cDNA, na temperatura de 50°C, a banda mostrava-se ainda fraca. Assim, para
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otimizacdo do produto, este foi submetido a uma nova reacdo de Re-PCR em que foram
utilizados 0,5uL do volume da primeira reacdo de PCR, como molde para a segunda
reacao e, a temperatura de anelamento foi elevada para 53°C, tornando desta forma esta
segunda reacao mais especifica.

Os produtos de amplificacdo foram analisados paralelamente a um padréo de
DNA de 250 pb, através de eletroforese em gel de agarose. Os fragmentos decorrentes
da amplificacdo e da re-amplificacdo pelo par HPa e HPp END podem ser verificados
nas FIGURAS 11 e 12, onde se observa uma banda de aproximadamente 1200 pb,
correspondente a seqiiéncia de cDNA de tamanho esperado para a combinag¢do destes

iniciadores.

12 Reacéo - PCR:
- Temp. de anelamento dos iniciadores HPa /HPp END - 50°C

—> Concentracao de INICIAAOIES........cccverveiieiiere e e 0,4 uM

2% Reacdo - rePCR:
—>Temp. de anelamento dos iniciadores HPa / HPp END - 53°C

—>Quantidade de produto (12 reagdo) utilizado............ccceeervrviieieiiennenn, 0,5 uL
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FIGURA 11. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% em tampdo TAE 1X, para os
fragmentos amplificados com os iniciadores HPa /HPp END em diferentes condicbes de
reacdo. Da esquerda para a direita P refere-se ao DNA “ladder” de 250pb. Observar nas
canaletas 1 e 2, 3 e 4 as bandas resultantes do PCR nas temperaturas de anelamento a 48 e 50°C
respectivamente, as quais sdo correspondentes a 1200 pb, e equivalentes ao fragmento desejado

para o gene completo.
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1000 pb - - 1200 pb

FIGURA 12. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% em tampdo TAE 1X, mostrando a
banda correspondente a 1200 pb, equivalente ao fragmento desejado para o gene completo de
hialuronidase de Polybia paulista. Da esquerda para a direita P refere-se ao DNA “ladder” de
250pb. Observar nas canaletas 1 e 2 a menor intensidade da banda proveniente da primeira
reacdo de PCR com temperatura de anelamento de 50°C e nas canaletas 3 e 4 a maior
intensidade do mesmo fragmento obtido pela reacdo de Re-PCR na temperatura de anelamento
de 53°C.
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5.8. Purificacdo do produto de PCR.

Apbs terem sido estabelecidas as melhores condicdes da reacdo de RACE 3,
conforme descrito anteriormente foi feita uma reacdo em maior volume (10X o usual) e
este produto foi purificado diretamente da reacdo de PCR, com resultados ndo muito
bons (ndo demonstrados) e também, submetido a eletroforese, cortado e eluido do gel de
agarose para a purificacdo, conforme descrito no item 4.2.5. de Mat. e Mét. (FIGURA
13).

5.9. Clonagem do gene completo de hialuronidase.

A seguir, o fragmento purificado foi clonado no vetor p-GEM-T-Easy. As
culturas obtidas foram plaqueadas em meio LB contendo Ampicilina/IPTG/X-Gal, e as
col6nias recombinantes foram selecionadas apds o crescimento da cultura.

Em todos os experimentos de clonagem obtivemos colonias brancas
(recombinantes) e colbnias azuis (ndo recombinantes). Para se determinar quais das
colbnias recombinantes obtidas apresentavam o fragmento desejado inserido nos
plasmideos, foi feita uma reagdo de PCR utilizando-se como molde, 0 DNA de todas as
mesmas col6nias brancas, as quais foram palitadas da placa de cultura e diretamente
utilizadas nas reacdes de PCR e, depois as colénias foram submetidas ao protocolo de
reacdes para purificacdo do DNA plasmidial (mini-preps).

Nas primeiras tentativas com o vetor PGEM T-Easy, e em acordo com a
primeira condicdo da TABELA 111 descrita em Mat. e Mét. Item 4.2.8.1. sempre
obtivemos col6nias brancas recombinantes, e verificamos através das mini-preps a
presenca de bandas plasmidiais de maior peso molecular, quando comparadas com o
vetor intacto. No entanto, ao realizar o sequenciamento das amostras, verificamos que
as sequiéncias correspondiam apenas aquela do vetor sozinho e ndo do gene desejado
como esperavamos, indicando ndo ter ocorrido ligacdo do inserto ao plasmideo. Assim,
as coldnias brancas obtidas indicavam a obtencdo de falsos-positivos e, ndo colbnias
recombinantes, o que foi confirmado posteriormente, através de um maior tempo de
incubacéo (3 dias a 4°C) das placas contendo as col6nias, em que muitas das colonias

brancas se tornaram azuis.

Giselly Pereira da Silva



Resultados 64

Nas varias tentativas de clonagem ainda no vetor PGEM-T-easy, de acordo
com a segunda condicdo da TABELA 111, onde a relacdo inserto/vetor, a incubacao da
reacdo de ligagéo e o tempo de incubagdo das placas foram aumentados, obtivemos em
apenas um dos testes, colénias recombinantes, com um maior grau de confiabilidade em
comparacdo aos experimentos realizados na primeira condicdo. Estas colbnias
supostamente recombinantes foram submetidas ao protocolo de mini-preps para a
obtencdo do DNA plasmidial e posterior sequenciamento. No entanto, as amostras
sequenciadas demonstraram, novamente, apenas a seqiiéncia do vetor.

Paralelamente, foram feitos experimentos de clonagem no vetor PUC 18,
tratado com a enzima de restricdo Sma | (2,7 Kb) utilizando os parametros da segunda
condigdo da TABELA Il1l. Para isto, utilizamos a enzima T4 DNA polimerase para
reparar a nossa sequiéncia de DNA nas extremidades, geradas pela TAg Polimerase
durante as reacfes de PCR. No entanto, todas as coldnias recombinantes obtidas e
selecionadas para as mini-preps e posterior sequenciamento apresentaram também,
somente a seqliéncia do vetor. Como uma terceira alternativa, tentamos inserir esta
seqiiéncia diretamente no vetor de expressdo PET 302-Kan (4,3 Kb) (FERREIRA H.,
comunicacdo pessoal), com o objetivo de obtermos o alérgeno recombinante para
futuros estudos. Ja que a etapa de clonagem se mostrou bastante critica em todos 0s
experimentos, a fim de otimizar e facilitar a ligagdo do inserto no vetor, 0 mesmo foi
cortado com a enzima de restricdo Ncol, e o par de iniciadores HPa / HPpEND (direto
e reverso, respectivamente) foram acrescidos da seqiiéncia de reconhecimento desta
mesma enzima. A seqiiéncia deste par pode ser verificada abaixo, sendo que, a regido
grifada, em destaque, corresponde ao sitio de reconhecimento da enzima de restri¢do
Ncol: HPaNcol- 5° GAT CGG TAC CTA AAAGTT CAG GGATGATCT TCT 3’

HPpENDNCcol- 5° GAATCC ATG GCAATG TGT CAT TGT CCC CCG ACT 3

Antes da escolha da Ncol, foram realizadas rea¢6es de digestdo da seqiiéncia
de 1200 pb obtida, com as enzimas de restricio Bam HI, Eco RI, Hind 111, Xba, Smal e
Nco I, para verificar se havia na sequéncia do gene, sitios de restricdo que impediriam a
clonagem (FIGURA 14). Como nenhuma destas enzimas cortou a sequiéncia do gene de
hialuronidase, optamos por utilizar a enzima Nco | disponivel em maior quantidade no

laboratorio.
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FIGURA 13. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X para aliquota do
fragmento de 1200pb purificado ( canaleta 1). P refere-se ao DNA “ladder” de 250pb.
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FIGURA 14. Resultado do processo de digestdo da sequéncia de 1200pb, correspondente ao
alérgeno hialuronidase de Polybia paulista, com as enzimas de restricdo: Bam H1 (1), Eco R1
(2), Hind 111 (3), Xba, (4), Sma I (5) e Nco | (6), fragmento de 1200 pb correspondente ao gene
de hialuronidase (7) em gel de agarose a 1%. P representa o padrdo de pesos moleculares
“ladder” de DNA de 250pb. Observar que em nenhum dos casos houve corte da seqiiéncia do

gene de hialuronidase, sob as condi¢Ges experimentais testadas.
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Em todas as tentativas de clonagem neste vetor de expressao, infelizmente,
também ndo ocorreu o crescimento de colbnias nas placas, talvez devido a menor
intensidade das bandas, ou seja, menor quantidade de DNA amplificado nas reacgdes de
PCR, utilizando os iniciadores HPaNcol e HPpENDNCcol, quando comparado com as
reacdes feitas com os iniciadores HPa e HPpEND, o que em conseqliéncia, pode ter
dificultado sobremaneira, o processo da reacédo de ligacao.

Em contrapartida a estes resultados, tais dificuldades ndo ocorreram no
processo de clonagem dos fragmentos obtidos anteriormente (800 e 600 pb). Assim, 0s
resultados negativos obtidos acima, talvez pudessem, inicialmente, ser explicados em
funcdo do tamanho do inserto entre 1000-1200 pb, correspondente ao gene inteiro da
hialuronidase. Entretanto, esta hipotese ndo pode ser aceita frente a varios relatos da
literatura sobre o sucesso de clonagem, nos mesmos vetores testados, de outros genes de
mesmo tamanho, ou ainda maiores. Outras duas hipoteses seriam de que, por motivos
ainda ndo esclarecidos, alguns genes sejam mais dificeis de serem clonados ou ainda,
que a hialuronidase, poderia estar sendo téxica a bactéria, pelo fato de ser uma enzima
que degrada o &cido hialurénico, o qual € um constituinte da membrana. No entanto, em
consulta a literatura recente, verificamos que no trabalho publicado por (SKOV et al.,
2006), o gene da hialuronidase da vespa Vespula vulgaris de 993 pb, foi clonado em E.
coli, expresso e caracterizado bioquimica e estruturalmente.

Como, todas as nossas tentativas de clonagem falharam, optamos por realizar
experimentos de sequenciamento direto do fragmento correspondente ao gene inteiro da
hialuronidase, ja que a banda mostrava-se Unica e intensa nos géis de agarose. As
sequéncias obtidas desses experimentos foram analisadas individualmente e também,
principalmente em comparacdo com as seqiiéncias ja pré-determinadas dos fragmentos
de 600 e 800ph. Desta forma, na FIGURA 15 abaixo, podemos verificar a seqliéncia
consenso do gene completo, proveniente do sequenciamento direto e dos dois

fragmentos menores do gene.
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S”CATTTATTGGAACGTTCCTACCTTTATGTGTCACCAATATGGCATAAATTTCGACGAAGTGA
CAGATTTTAATATCAAACATAATTCTAAGGACAATTTTCGCGGTGAAACTTTAGCAATTTATTA
TGATCCTGGAAACTTCCCAGCTTTGATACCAGTCAATAATGGCAAATATAAGGAAAGAAACGGT
GGAGTTCCTCAGCGAGGTAATATCACGATACATTTGCAACAATTTAACGAAGATTTGGATAAAA
TGACTCCGGATAAAAGCTTCGGTGGTATCGGTGTGATCGATTTCGAAAGATGGAGACCGGTTTT
TCGACAGAATTGGGGTAACACGGAAATACATAAGGAATATTCTATTGAACTCGTTCGCAAAGAA
CATCCAAAGTGGAGCAAATCGATGATCGAAGCGGAAGCTACGAAAAAGTTCGAGAAATATGCCA
GATACTTCATGGAAGAAACTTTGAAATTGGCAAAAAAGACTAGGAAAAGAGCTAAATGGGGTTA
TTACGGATTTCCTTACTGCTATAATGCATCACCGAATAATCCTGGCCCGAGTTGTGATGCCAAA
GCGATAATCGAGAACGATAGAATGTCGTGGATGTACAATAATCAAGAAATCCTTTTACCATCCG
TCTACGTAAGACACAAACAGGACCCGGAGGAAAGGATTTACTTAGTGCAAGGAAGAGTTAAGGA
AGCTGTTAGGGTATCAAACAATTTAGAACATTCACCTAGTGTGCTTCCTTATTGGTGGTACGTG
TATCAGGACGAAATGGAGATTTTCCTAAGCGAGACCGACGTGAAAAAGACTTTCCAAGAGATAG
TGACTAATGGTGGGGATGGTATCATAATATGGGGTAGCTCGTCCGATGTAAACAGCCTAAGTAA
ATGTAAGAGATTGAGAGAGTACCTGTTAAACACTTTAGGACCGATCGCGGTTAATGTAACAGAA
ACCGTCAACAGAAGATCATCCCTGAACTTTTAG 3~”

FIGURA 15. Seqiiéncia consenso do gene completo (991pb) de hialuronidase do veneno de
Polybia paulista obtida através de sequenciamento direto e da analise das sequéncias dos
fragmentos de 600 e 800pb, conforme Mat. e Mét. Item 4.2.10.

5. 10. Analise da seqliéncia através de pesquisas no banco de dados

ApO6s a obtencdo da sequéncia e através do programa Multalin
(http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.ntml) ~ foram  feitos o
alinhamento desta sequéncia com aquelas depositadas no Banco de Dados. O resultado
mostrou que a seqiiéncia de 991 pb apresentou maior identidade de nucleotideos (93%)
com Polistes annularis e menor identidade com as espécies Vespula vulgaris (81%),
Vespula germanica (81%) e Dolichovespula maculata (80%).

O alinhamento de nucleotideos, resultante desta sequéncia, com as demais

espéecies citadas acima e também, s6 com Polistes annularis, a espécie de maior
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identidade, podem ser verificados nas FIGURAS 16 e 17, respectivamente. Na
FIGURA 18 podemos observar, através do cladograma, a similaridade entre todas as
espécies citadas, baseado em suas respectivas sequéncias de cDNA do alérgeno de

veneno - hialuronidase.
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1 10 20 30 El 50 &0 70 80 90 Lo 110 120 130
1
¥.gernanica TCCGAGAGACCGAAAAGAGTCTTCAACAT TTATTGGAACGTTC
Vowulgaris
Polubia CATTTATTGGAACGTTC
Polistes TATGTGTCATTGTCCCCCGACTCAGTATTTAATATCATCACCGATGACATCTCCCACCAAATTCTTTCCAGATCGAATTGT! TCC C TCTTCAGCATTTATTGGAACGTTC
Consensus g i i i g U g o i e i e g S S S ae LS SRR TS

131 140 150 160 AT 180 190 200 210 220 230 240 250 260
[

¥ .ogernanica ETHETTTTHTETGTl:Hl:l:HHTHIZGHIZTTETHIZTTIZGHIZGHGGTGHIZFIHHTTTTHHTHTHHHHl:ETHHTTIZTHHGGHl:EHTTTl:l:HGEEHEHTHHHHTTEIZHHTTTTTTHTEHTECTEGHEHHTTTEEGEE
V.owvulgaris GTACT TCGACGAGG TGACHAAAT T TTAATATAAAACGTAAC TCTAAGGACGAT TTCCAGGGAGATAARAARATTGCAAT T TTTTATGATCCTGGAGART T TCCGGC
Polybia ETﬂEETTTFITETGTl:FIl:l:FIFITFITGEIZFITFIFIFITTTIZGFII:GFIFIGTGFIl:FlGFITTTTFIFITFITl:ﬂFIFIl:FITFIFITTIZTFIFIGGFII:FIFITTTTl:El:EETEFIFIFIIZTTTFIEl:ﬂFITTTFlTTﬂTEﬂTECTEGHHﬂETTEEEHEE
Polistes CTACCTTTATGTGCCACCAATATGGCATGAAT T TCGACGAGGTGACAGAT T TTAATATCAAACATAAT TCTAAGGACAAT TTTCGCGGTGAAACTATATCAATTTATTACGATCCTGGAARAAATTTCCAGC
Consensus ctac.btbtatgtigtcaccaata.g.c. TgtAcTTCGACGAGTGACAaATTTTAATATaAAACeTAAL TCTAAGGACEAT T TcCagGGaGAtAaaaTegCAATTTE TTALGATCCTGGAgAaTTLCC GO

261 270 280 290 e Tn L1 ) 310 320 330 340 3I50 360 IF0 380 390
1 1

¥.ogernanica TTTGTTGTI:HCTI:HHHEHTEGI:HHHTHTHHEHHHHGHHHCGGHGGHGTHI'_‘I:TCHHGHHGGTHHCHTCHI:EHTHI:HTI:TTI:HHHHHTTTHTCGHHHHTTTGGHTHHFIHCGTHTCCHHHTHEHHHCTTCHEC
V.owvulgaris TITGTTIGTCACTCAAAGATGGCHART) ACATCACGATACATCTTCAAAAAT TTATCGAAAATTTGGATAAAATTTATCCAARATAGAAACT TCAGC
Polybia TTTGHTﬂl:l:FIETl:FIFITFIFITEGl:FIFIFITFITFIFIEEFIFIFIGFIFIFIEEGTGGFIGTTl:l:Tl:ﬂECGFIGGTFIFITFITIZFIl:EFITFII:FITTTEl:FIFII:FIFITTTFIFIEGFIFIGFITTTEGFITFIFIFlFITGHETEEGGHTHHHHEETTEGET
Polistes ATTGATGCCACTAAAAAARTGGTAAT TATGAGGAAAGAAACGGAGGGGTTCCTCAGCGAGGTAACATCACGATACATTTGCAACAAT TTAARCGAAGATTTGGATAAAATGACACCGGATAAAAARTTTCGGT
Consensus ETTGETgECAcTcAAagATGGeAAaTATaAGaAAAGAARACGGaGGaGTaCCTCAagaAGGTAACATCACGATACATe TECAAaAARTTTAECGAAaATTTGGATAAAAL gtatCCaaATAgAARacTTCaGoe

391 A00 A1 aA20 A3 Ay AS0 A60 AaAF0 480 490 SO0 510 520

1 1

V.gernanica [iETFITC[iET[iT[iFITCEFITTTTEFIFIFIEFITEEHEECCHHTCTTTCGHCHHHHTT HHTHT THCHT TTTTTCEFITFIEFITTTFIETT[:[iCHHTEHHCHTCCHHCCTEEHHTHHHHHEHTEH
V.o wvulgaris GGTATCGGTGTGATCGATTTTGAAAGATGGAGGCCAATCTTTCGACAARAT TTTCGATAGATTTAGT TCGCAATGAACATCCAACCTGGAATAAARAAGATGA

Polybia GETﬂTEGETGTGFITl:EFITTTl:EFIFIFIEFITEGFIEFIEIZGETTTTTEGFIl:FlGFIFlTTGGEGTFIFII:FII:GEFIFIFITFIIZFITFIFIGEFIFITFITTl:TFITTEFIFIIZTl:ETTIZGEﬂﬂFIEFIFII:FITCEHRHETGEHGEHHHTEEHTEH
Polistes GGTATCGGTGTAATCGATTTCGAAAGATGGAARACCGAT TTTCCGACAGAAT TGGGGTAACACGGAAATACATAAGAAARTATTCTATTGAARCTCGT TCGGAAAGAACATCCAAAGTGGAGCGAATCGATGA
Consensus GGTATCGGTGTATCGATTTEGAAAGATGGAggCCaaTe TTECGACAaAAT TGGGGecAALALGaAAARTACATAAGaAEL TETTCgATaGALETaGT TCGoAARELGAACATCCAAceTGGAataAAaaGATGA

S22 530 540 550 S50 SF0 Sa80 S590 600 610 620 630 640 650

1 1

V.gernanica TCGAATT ATCT TTC TATGCCAGATTTTTTATGGAAGAAACTTTGAAAT TGGCCAAAAAAACTAGGAAGCAAGC TGAT TGGGGT TATTACGGATATCCCTATTGCTTTAATAT
Vo wvulgaris TCGAATT ATCTI TTC TATGCCAGATTTTTTATGGAAGAAARCTTTGAAATTGGCCAAARARARAACTAGGAAGCAAGCTGATTGGGGTTATTACGGATATCCCTATTGCTTTAATAT

Polybia TCGAAGCGGAAGC TACGAAARAAGT TCGAGAAATATGCCAGATACTTCATGGAAGAARACTTTGAAART TGGCAAARAAAGACTAGGAAAAGAGC TAAATGGGGTTATTACGGATTTCCTTACTGCTATAATGC
Polistes TCGAAGCGGAAGC TACGAAARAAGT TCGAGAAATATGCGAGATATTTCATGGAAGAAACTTTGAAAT TGGCAAAAAAGACTAGGAAAAGGGCTAAGTGGGGTTATTACGGATTTCCTTACTGC TATAACGT
Consensus TCGAALLGGAaGCatCEAARgAgGT TCGAGAARATATGCcAGATEE TTEATGGAAGAARACTTTGAAART TGGCcAARAAAARaAACTAGGAARgcaaGCTgAL TGGGGT TATTACGGATaATCCe TALETGCTE TAAL ak.

651 560 670 680 690 FOoO Fi10 20 FI0O Fa0 FoO FE0 FFO B0
1 1

V. gernanica GTCGCCTAATAARTCTCGTCCCGGAATGTGACGT THCAGCGATGCACGAGAACGACAAGATGTCGTGGC TGT TCAATAARATCAAARARTGTACTTCTACCATCAGTCTACGTTAGACAAGAGT TAACCCCGGAT
Vo wvulgaris GTCGCCTAATAATCTCGTCCCGGAATGTGACGTTACAGCGATGCACGAARARACGACAAGATGTCGTGGTTATTCAATAATCAAAATGTACTTCTACCATCCGTCTACGTTAGACAAGAGT TAACCCCGGAT
Polybia ATCACCGAATAATCCTGGCCCGAGT TGTGATGCCAAAGCGATAATCGAGAACGATAGAATGTCGTGGATGTACAATAATCAAGAAARTCCTTITTACCATCCGTCTACGTAAGACACAAACAGGACCCGGAG
Polistes AACACCGAATAARTCCTGGCCCGGAT TIGCGATGC THAAGCGACAARTCGAGHACGATAGAC TG TCGTGGATGTACAATAARTCHAAGAARATAC T ITITCCATCCGTCTACG TGAGACATGAACAAAARAARCCGGARAG
Consensus ECgCCEAATAARTCEeGLCCCGgaaTGEGAcGEEAcAGCGAL gcaCGAgAACGAcAagalTGTCGTGG . TeTECAATAARATCAAaAL g TaCTTe TaCCATCeGTCTACGTEAGACAagAgtbaaccCCGGHE

FEL F90 200 810 2820 830 840 850 860 870 280 890 Qo0 910

1 1

V.gernanica CAAAGAATTGGTTTAGTAC T TGTTAGGATCTCGAATAAT TTGAAARCAT TCACCGAAAGTGCTCTCTTATTGGTGGTACGTGTATCAGGACGARACGAACACTTATCTTACCG
Vo wvulgaris CAAAGAATTGGTTTAGTAC TGTTAGGATCTCGAATAATTTGAAARCAT TCACCGAAAGTGCTCTCTTATTGGTGGTACGTGTATCAGGACGARACGAARACACTTTTCTTACCG

Polybia GHHHEGHTTTHl:TTHETGl:HHEEHHEHETTHHGEHHEIZTETTHGGETHTI:HHHI:HHTTTHEHHIZHTTl:Hl:l:THGTETEIZTTl:l:TTHTTGETGETHIZGTETHTIZHEGHEGHHHTEGHEHTTTTEETHHGEG
Polistes GAAAGGGTTTACCTAGTGCAAGGTAGAATTHAAGAAGC TG TTAGGATATCGAATAAT TTAGHAACAT TCACCTAGTGTGCTTGC T TAT TGG TGG TACG TG TATCAGGACAAGATGGACAT TTACC TAAGCG
Consensus cAAAGaaTTgett TAGTaCAAGGaAGAg TARgGAAGC TG TTAGGaTeTCgAALAART TTaAACATTCACCgARaaGTGCTeetCTTATTGGTGGTACGTGTATCAGGACgRafAcGalAcAcTTatCTEAcCG

911 o920 930 a0 a5o 960 70 o980 990 A000 A010 1020 1030 R i)

1 1

V.o gernanica AGACCGACGT TTTI:I: TAGTGATTAACGGTGGGGATGGTATCATTATATGGGGTAGC TCGTCCGACGTAAACAGC TTAAGTAAATGTAAGAGATTGCAGGACTATTTGTTGACGGT
Vo wvulgaris AGACCGACGT! TAGTGATTAACGGTGGGGATGGTATCATTATATGGGGTAGC TCGTCCGACGTAAACAGC TTAAGTAAATGTAAGAGATTGCAGGACTATTTGTTGACGGT
Polybia HEHEEGHIZGTEHHHHHEHl:TTTl:l:HHGHEHTHGTGHIZTHHTGETGEGGHTGETHTI:HTHHTHTEGGETHEl:TIZGTl:l:EHTETHHHl:HEl:l:THHETHHHTGTHHGHGHTTGHGHEHGTHEETGTTHHHEHE
Polistes AGACCGACG CC GTGACTARTGGTIGGGGATGGTATCATAATATGGGGTAGC TCGTCCGATGTTAACAGCCTAAGTAAATGTAAGAGAT TGAGAGAGTACCTGT TAARACAC

Consensus ﬂEﬂEEGﬂEGTEaFIFIFIFIaﬂl:TTTl:l:FIFIGFIEFITFIGTEFII:TFIFI-:GETGEGGFITGETFITl:ﬂTI'_FITFITEGGETFIEl:TEGTl:l:EFll:ETaFIFII:FIEl:I:TFIFIETFIFIFITETFIFIGFIGFITTGcagEﬂcTﬂttTGTTgﬂcggt

1041 A0S0 1060 1070 1080 L0900 1100 1110 1120 1130 A1a0 1150 1160 1170
1

V.gernanica TTTGGGACCAATCGCGGT TAACGTGACAGAAGCCGTCAACTAR
Wovulgaris TTTGEGHEEHHTEEEEHTTHHEETEFII:FIEHFIEl:IZETIZHHETHHHGHTTHEEEETHHHETTTTHETHIZFIFITl:TFITFIFITETETTGEEGHTGETGHTEEETEEHTTI:HGTEHTETGETTTGTEHHTHETHETG
Polybia TTTAGGACCGATCGCGGT TAATGTARCAGARACCGTCAACAGAAGATCATCCCTGAACTTTT
PoTisbes  TTTAGGHCEOTICGCG6T AT T ARCHGANAGC THT CHHCOBARGATCHTEEE TAAACT T C1HARATARTCGATAACGCE TAATCAC TCGAT TEGATTA—-—TTAGGGTGTTCTTC—G
Consensus TTTgEGACCaaTCGCGeT TAACGTgACAGAAEC cGTCAACE ARAGEAL - 0o COCE AMAEE EEE G + o 2 e o e o me e semeeeeeeeneeceneeoeaseeeeaeeneaeeneeeeeeeeeeeeen oo

1171 1180 1190 1200 1210 aA220 1230 1240 1250 1260 A270 1280 1290 1300
1 1

V.gernanica
Y. wulgaris GTACTACAACGATACCATCACATTGAAARAGACT TTTCACAARAAACAAAARAGAAATAGAAAACTATAATTTATAAGT——CTGCAACATCAAC TACCAAAGAARAGAAGATAATTAATAATCTAATTAGTAA
Polybia
Polistes GIGATT————GGTTTGATCTCACTGAAAAGACTTTTCGTT TAAATGTAATTTATAAGT TRARAAAAAACC TATACGACC

Consensus e E R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R E R R R R R R R R R R EE R E AR R R R R R R E R R R R R R R R R R R E R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE T A

A0 1310 1320 A3ZF3F0 AFA0 A3IS0D A3IEG0 1370 1380 1390 AA00 1406
1 1

V.gernanica
Y.wulgaris AAATAARTTAGTATATACCAAAGAATAATACGTACTCTCGACGTCCATACCTGTACTTAATCTAATTTCTTCTTAARCAARATACCAATAAATGTATTACTTTCGCGET
Polybia
Polistes

Consensus e R e e R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R E R RN R R E R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Figura 16. Alinhamento das sequiéncias de cDNA das hialuronidases de Polybia paulista e de outras vespas das espécies de Vespula germanica,
Vespula vulgaris e Polistes annularis, mostrando a grande similaridade (regides em vermelho) entre estas espécies. Anélise realizada pelo Programa

Multalign (http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html).
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1
TATGTGTCATTGTCCCCCGACTCAGTATTTARTATCATCACCGATGACATCTCCCACCARATTCTTTCCAGATCGARTTGTGAARAGATCCARARGACCGARARGGGTCTTCAGCATTTATTGGAACGTTC

CATTTATTGGARCGTTC
et teteteasa ittt tteatttetetetentatttetettstatttetetatestatttatettntssttssassrenssssssssrsnsnssssssssnsnsssses CATTTATTGGAACGTTC
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1
CTACCTTTATGTGCCACCARTATGGCATGAATTTCGACGAGGTGACAGATTTTAATATCARACATARTTCTAAGGACARTTTTCGCGGTGAARCTATATCARTTTATTACGATCCTGGAARARTTTCCAGE
CTACCTTTATGTGTCACCARTATGGCATARATTTCGACGAAGTGACAGATTTTAATATCARACATARTTCTAAGGACARTTTTCGCGGTGAARCTTTAGCAATTTATTATGATCCTGGAARACTTCCCAGE
CTACCTTTATGTGeCACCARTATGGCATAaARTTTCGACGAaGTGACAGATTTTARTATCARRCATAATTCTARGGACARTTTTCGCGGTGARACTaTAgCAATTTATTACGATCCTGGARAAT TcCCAGE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
ATTGATGCCACTARARAATGGTAATTATGAGGARAGARACGGAGGGGTTCCTCAGCGAGGTAACATCACGATACATTTGCARCARTTTARCGARGATTTGGATARARTGACACCGGATARAARTTTCGGT
TTTGATACCAGTCAATARTGGCAARATATAAGGARAGARACGGTGGAGTTCCTCAGCGAGGTAATATCACGATACATTTGCAARCARTTTARCGARGATTTGGATARARTGACTCCGGATARAAGCTTCGGT
aTTGATaCCAcTaAAaAATGGcAARATATaAGGARAGARACGGaGGaGTTCCTCAGCGAGGTAARCATCACGATACATTTGCAARCARTTTARCGARGATTTGGATARAARTGACACCGGATAAARAcTTCGGT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 1
GGTATCGGTGTAATCGATTTCGAARGATGGAARCCGATTTTCCGACAGAATTGGGGTAACACGGARATACATAAGARATATTCTATTGARCTCGT TCGGARAGARCATCCARAGTGGAGCGARTCGATGA
GGTATCGGTGTGATCGATTTCGARAGATGGAGACCGGTTTTTCGACAGART TGGGGTAACACGGAARTACATARGGARTATTCTATTGRAACTCGTTCGCAAAGARCATCCARAGTGGAGCARATCGATGA
GGTATCGGTGTaATCGATTTCGARAGATGGAAACCGaATTTTeCGACAGART TGGGGTAARCACGGAAATACATARGAAARTATTCTATTGAACTCGTTCGeAAAGARCATCCARAGTGGAGCaAATCGATGA

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650
1 1
TCGARGCGGAARGCTACGAARARGTTCGAGARATATGCGAGATATTTCATGGARGAAAC TTTGARATTGGCAAARARAGAC TAGGAARRAGGGL TARGTGGGGTTATTACGGATTTCCTTACTGCTATARCGT
TCGARGCGGAARGCTACGAARARGT TCGAGARATATGCCAGATACTTCATGGARGAARCTTTGARAT TGGCARAARAGAC TAGGARRAGAGC TARATGGGGTTATTACGGATTTCCTTACTGCTATARTGC
TCGARGCGGAARGCTACGAARARGT TCGAGARATATGCcAGATACTTCATGGARGAARCTTTGARATTGGCARAARAGACTAGGAARAGaGC TARATGGGGTTATTACGGATTTCCTTACTGCTATARCG:

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
1 1
AACACCGARTARTCCTGGCCCGGATTGCGATGC THAAGCGACARTCGAGARCGATAGACTGTCGTGGATGTACARTAATCARGARATACTTTTTCCATCCGTCTACGTGAGACATGARCARARACCGGARG
ATCACCGARTARTCCTGGCCCGAGTTGTGATGCCARAGCGATARTCGAGARCGATAGARTGTCGTGGATGTACARTAATCARGARRTCCTTTTACCATCCGTCTACGTARGACACAARACAGGACCCGGAG
AaCACCGARTARTCCTGGCCCGaaTTGeGATGCcARAGCGACARTCGAGARCGATAGAATGTCGTGGATGTACARTAATCARGARATACTTTTaCCATCCGTCTACGTaAGACAcaAACAaaRaCCGGAG

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910
1 1
GAARGGGTTTACCTAGTGCARGGTAGAAT TARAGAAGC TGTTAGGATATCGAATAATTTAGAACATTCACCTAGTGTGCTTGCTTATTGGTGGTACGTGTATCAGGACARGATGGACATTTACCTARGCG
GAARGGATTTACTTAGTGCARGGAAGAGT TARGGAAGC TGTTAGGGTATCARACAATTTAGAARCATTCACCTAGTGTGCTTCCTTATTGGTGGTACGTGTATCAGGACGARRTGGAGATTTTCCTAAGCG
GAAAGGaATTTACcTAGTGCAAGGaAGAaT TARAGARGCTGTTAGGaTATCaAARCAATTTAGAACATTCACCTAGTGTGCTTcCTTATTGGTGGTACGTGTATCAGGACaRaATGGACATTTaCCTARGCG

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
1 1
AGACCGACGTGGARARGACTTTCCARGAGATAGTGACTARTGGTGGGGATGGTATCATAARTATGGGGTAGCTCGTCCGATGTTARCAGCCTARGTARATGTARGAGATTGAGAGAGTACCTGT TAAACAC
AGACCGACGTGARARARGACTTTCCARGAGATAGTGACTARTGGTGGGGATGGTATCATAARTATGGGGTAGCTCGTCCGATGTARACAGCCTARGTARATGTARGAGATTGAGAGAGTACCTGT TRAARCAC
AGACCGACGTGaARARGACTTTCCARGAGATAGTGACTARTGGTGGGGATGGTATCATARTATGGGGTAGC TCGTCCGATGTaARCAGCCTARGTARATGTARGAGATTGAGAGAGTACCTGTTAARCAC

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

1 1
TTTAGGACCGTTCGCGGTTAARTGTARCAGARACTGTCAACGGARGATCATCCCTAARCTTCTARARTAATCGATAACGCCTARTCACGTCGATGATGATTATTAGGGTGTTCTTCGGTGATTGGTTTGAT
TTTAGGACCGATCGCGGTTAARTGTARCAGARACCGTCAACAGARGATCATCCCTGARCTTTTAG

TTTAGGACCGaTCGCGGTTAATGTARCAGARACCGTCAACAGARGATCATCCCTAAAC T e THA. ¢ v s s esenscsesaresessssnssrssessssnsssssssossnsnstsssssssssnsnssss

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1278273
1 |

CTCACTGARRRGACTTTTCGTTARARARCARARAGATAARATGTARTTTATARGTTARAAARRACCTATACGACCARAGARAGAARGARRAARARARARARARAR

Y

71

Figura 17. Alinhamento das seqtiéncias de cDNA das hialuronidases de Polybia paulista e Polistes annularis, mostrando a alta similaridade (regides

em vermelho) entre as duas espécies, realizado pelo Programa Multalign (http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html).
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Vespula germanica, mMRNA
precursor da hialuronidase, cds
parcial

Vespula vulgaris (Ves v 2) final 3
da cds do mRNA de hialuronidase

Dolichovespula maculata (Allergen Dol
m 2) final 3' da cds do mRNA de
hialuronidase

Polybia paulista,
MRNA,
Hialuronidase

Polistes annularis, mMRNA
precursor da hialuronidase, cds
parcial

FIGURA 18. Cladograma baseado na identidade de seqiiéncias de cDNA do alérgeno
hialuronidase do veneno de vespas Hymenoptera, pelo Programa Multalin
(http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html). Notar a maior identidade entre

os alérgenos de Polybia paulista e Polistes annularis.

Atraveés do Programa BCM Search Launcher
(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu), foi realizada a traducgéo “Six Frame” da sequéncia
obtida, sendo que a melhor fase de leitura foi encontrada no “frame” +2, onde
conseguimos verificar identidade de seqiiéncias com as demais hiluronidases ja
depositadas no GenBank, conforme demonstrado abaixo . O fragmento protéico
encontrado apresentou 329 aminoacidos e peso molecular de 38532,69 Daltons, sendo

mais rico nos aminoacidos asparagina, glutamina e lisina. O resultado da traducéo e o
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alinhamento de aminoacidos com a hialuronidase de Polistes annularis podem ser

observados nas FIGURAS 19 e 20, respectivamente.

>Hialuronidase do veneno de Polybia paulista, frame+2 com 329 aminoéacidos:

NH2—- TYWNVPTFMCHQYG INFDEVTDFN IKHNSKDNFRGETLATYYDPGNFPAL I PVNNGKYKE
RNGGVPQRGNITIHLQQFNEDLDKMTPDKSFGG IGV IDFERWRPVFRONWGNTEITHKEYSIELV
RKEHPKWSKSM I EAEATKKFEKYARYFMEETLKLAKKTRKRAKWGYYGFPYCYNASPNNPGPSC
DAKAT IENDRMSWMYNNQE I LLPSVYVRHKQDPEERITYLVQGRVKEAVRVSNNLEHSPSVLPYW
WYVYQDEME I FLSETDVKKTFQEIVTNGGDGI I INGSSSDVNSLSKCKRLREYLLNTLGPIAVN

VTETVNRRSSLNF-COOH

FIGURA 19. Traducdo da sequéncia de hialuronidase de Polybia paulista, realizada pelo
programa BCM Search Launcher (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu) e encontrada no “frame”
+2.
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Consensus
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} } } } } } } } } |
TYHHYPTFHCHOYGINFDEYTDFHIKHRSKDHFRGE TLATYYDPGHFPALIPYNHGKYKERNGGYPORGHI TIHLQQFHEDLDKHTPDKSFG
YYSLSPDSYFHIITODISHOILSRSHCERSKRPERYF ST YHHYP TFHCHY GHHFDEY TOFHIKHRSKDHFRGE TISIYYDPGKFPALHPLKHGHYEERHGGYPORGHI TIHLOOFHEDLDKHTPDKNF G
cessassssnssssssnssssssassssnssssssnssl THHYPTFHCHAYGINFDEYTDFNIKHNSKDHFRGET LalYYDPGRFPAL iP1nNGnYeERNGGYPORGHI TIHLAOFHEDLOKHTPDKRFG
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131 260
| } } } } } } } } } } } } |
GIGYIDFERHRPYFROMHGNTEIHKEYSIEL YRKEHPKHSKSHIEAEATKEFEKYARYFHEE TLKLAKKTRERAKHGYYGFPYCYNASPHHPGPSCOAKATIENDRHSHH YNHOEILLPSYYYRHEODPE
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Figura 20. Alinhamento das seqliéncias de aminoacidos do alérgeno hialuronidase de Polybia paulista com o de Polistes annularis, mostrando que a
traducdo correta para seqiiéncia de cDNA determinada, se encontra no frame +2, onde pode ser encontrada a maior similaridade entre as duas (regides

marcadas em vermelho).
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A partir da obtencdo da traducdo correta para a sequéncia determinada neste
trabalho, a analise da regido aberta de leitura (ORF) realizada pelo programa Orf-Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi) demonstrou sua posi¢éo na regido entre as

bases 26 até a base 990 (num total de 991 pb), abrangendo os cddons universais de
inicio (ATG) e de terminacdo (TAG). Este resultado, obtido pelo programa, pode ser
observado na FIGURA 21. Nas FIGURAS 22 (A, B) estdo as seqliéncias completas de
nucleotideos e de aminoacidos mostrando que a sequéncia inicial encontrada
(correspondente a de 25 pb ou 8 aminoacidos) ndo faz parte da regido aberta de leitura,
embora apresente identidade com Polistes annularis, onde esta sequéncia também
ocorre. A andlise dos dominios conservados foi realizado pelo Programa CDD

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) e pode ser observada na

FIGURA 23, com numero de acesso pfam 01630. A sequéncia estudada mostra-se
como sendo realmente integrante da familia Glyco_hidro 56, que codifica para a enzima

hialuronidase em diferentes tecidos e organismos.
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Hialuronidase do veneno de Polybia paulista

Length: 321 aa

26 tgtcaccaatatggcataaatttcgacgaagtgacagatttt
C HQY G 1 NFDEV T D F

71 aatatcaaacataattctaaggacaattttcgcggtgaaacttta
N1 K HN S KDNFR G E TL

116 gcaatttattatgatcctggaaacttcccagct ataccagtc
A1l Y Y DUPGNF P A I PV

161 aataatggcaaatataaggaaagaaacggtggagttcctcagcga
N NG K Y KEIRNG GGV P QR

206 ggtaatatcacgatacatttgcaacaatttaacgaagat gat

G N 1 T 1 H Q Q F N E D D
251 aaaatgactccggataaaagcttcggtggtatcggtgtgatcgat
K T P D K S F G G 1 G V 1 D

296 ttcgaaagatggagaccggtttttcgacagaattggggtaacacg
F ERWIRPV FRQNWGNT
341 gaaatacataaggaatattctattgaactcgttcgcaaagaacat
E I H K EY S 1 EL V R K E H
386 ccaaagtggagcaaatcg atcgaagcggaagctacgaaaaag
P K W S K S I E A E A T K K
431 ttcgagaaatatgccagatacttc gaagaaact aaa
F E K Y A R Y F E E T K
476 gcaaaaaagactaggaaaagagctaaatggggttattacggattt
A K K TR KWRAIKWGY Y G F
521 ccttactgctataatgcatcaccgaataatcctggcccgagttgt
P Y CYNASUPNNWPGUP S C
566 gatgccaaagcgataatcgagaacgatagaatgtcgtgg tac

D AK A 1 1 E N DR S W Y
611 aataatcaagaaatccttttaccatccgtctacgtaagacacaaa
NNQ E I L L P S VY V RHK

656 caggacccggaggaaaggatttacttagtgcaaggaagagttaag
Q bpP E ER 1T Y LV Q G R V K
701 gaagctgttagggtatcaaacaatttagaacattcacctagtgtg
E A VRV S NNULIEWHS P SV
746 cttccttattggtggtacgtgtatcaggacgaaatggagattttc
L PY WWY VY Q D E E I F
791 ctaagcgagaccgacgtgaaaaagactttccaagagatagtgact
L S ETDV KKTFQE 1 V T
836 aatggtggggatggtatcataatatggggtagctcgtccgatgta

NG G D G 1 I I WG S S S DV
881 aacagcctaagtaaatgtaagaga agagagtac ttaaac

N S L S K C K R R E Y L N
926 actttaggaccgatcgcggttaatgtaacagaaaccgtcaacaga

T L G P I AV NV T ETV NR
971 agatcatcc aacttt 991

R S S N F

FIGURA 21. Resultado da analise da regido aberta de leitura (ORF) realizada pelo programa

Orf Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cqgi), para o gene de hialuronidase do

veneno de Polybia paulista.
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(A)

CATTTATTGGAACGTTCCTACCTTT,

(B)

1 YWNVPTEMCHQYG INFDEVTDFN IKHNSKDNFRGETLATYYDPGNFPAL IPVNNGKYKERNGG
VPQRGNITIHLQQFNEDLDKMTPDKSFGG IGV IDFERWRPVFRQNWGNTE IHKEYS 1 ELVRKEH
PKWSKSMIEAEATKKFEKYARYFMEETLKLAKKTRKRAKWGYYGFPYCYNASPNNPGPSCDAKA
I IENDRMSWMYNNQE I LLPSVYVRHKQDPEERI1YLVQGRVKEAVRVSNNLEHSPSVLPYWWYVY
QDEMEIFLSETDVKKTFQEIVTNGGDGI 1 INGSSSDVNSLSKCKRLREYLLNTLGPIAVNVTET
VNRRSSLNF

FIGURA 22 (A, B). Esquemas demonstrativos das sequéncias de nucleotideos (A) e de
aminodcidos (B) da hialuronidase de veneno de Polybia Paulista, envolvidos na regido aberta
de leitura (ORF), determinada pelo Programa Orf Finder. As sequéncias ndo marcadas em (A) e

(B), sdo correspondentes, mas nao fazem parte da ORF.
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FIGURA 23. Motivos conservados encontrados para a sequéncia de hialuronidase de veneno de Polybia paulista (identificada por “query”). Os residuos idénticos

sdo marcados em vermelho, residuos similares, em azul e, aqueles em cinza, correspondem aos de menor identidade. O alinhamento mostra 0s motivos conservados
entre a hialuronidase de Polybia paulista e as hialuronidase de Apis mellifera (LIFCU_A), precursor da hialuronidase tipo 1 de Mus musculus (gi_78190474),
precursores das hialuronidases tipo 1, 2 e 3 e PH-20 de humanos (gi 74735617; gi 25090550 ; gi 74739561; gi 585673) respectivamente; hialuronidase PH-20 de
cachorro (gi_75039735); precursores das hialuronidases PH-20 em ratos (qi 47606729; gi 47606729) respectivamente; precursor da hialuronidase PH-20 de coelho

(i 1708372); hialuronidase de Dolichovespula maculata (gi 1346322); proteina hipotética de Caenorhabditis elegans (gi 74966248).
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Nas FIGURAS 24, 25, 26 e 27 estdo demonstrados os resultados da
modelagem e o detalhamento da estrutura da hialuronidase de Polybia paulista
construida conforme Mat. e Met. Item 4.2.12 utilizando como modelo, a estrutura
tridimensional da hialuronidase recombinante de Vespula vulgaris (rVesv2) (codigo
PDB 2ATM), resolvida a 2.0 A. Foram construidos 20 modelos e o de melhor energia é
0 que esta representado nestas figuras. Os dados fornecidos pelo programa Procheck
(LASKOWSKI et al., 1993) indicam que 92% dos residuos estdo em regides
estereoquimicamente favoraveis, 7,6% em regides permitidas e apenas 0,3% em regides
ndo permitidas do diagrama de Ramachandran.

A superposicdo estrutural do modelo de hialuronidase de Polybia paulista com
a estrutura resolvida de Ves v 2 (FIGURA 24) foi utilizada para inferir os possiveis
sitios de glicosilacdo do alérgeno de Polybia paulista, 0s quais seriam 0s responsaveis
por sua atividade imunogénica e foram determinados nos residuos de Asn 70, Ser 90,
Asn 179 e Asn 317 (FIGURA 25). Esta superposi¢do também permitiu determinar que,
da mesma forma que em Ves v 2, a estrutura da enzima de Polybia paulista se apresenta
em um barril central (/)7 e € estabilizada por duas pontes de dissulfeto observadas
entre os residuos de - Cys10-Cys300 e de Cys179-Cys 187 (FIGURA 26), importantes
para manutengéo da estrutura tridimensional da enzima, e sua agdo sobre o substrato, o
acido hialuronico.

Para inferir a topologia da enzima e a posicao e de seu sitio ativo (apresentados
na FIGURA 27), bem como, os potenciais residuos de aminoacidos, os quais, devem
fazer interacdo como substrato (FIGURA 28), foi construido um outro modelo, a partir
da estrutura da hialuronidase do veneno de abelha - Api m 2 - [Codigo PDB: FCQ]; em
que a enzima estd complexada com o tetramero de acido hialurénico, e foi resolvida a
1.6 A, por Markovic-Housley et al., (2000). Através desta analise e, conforme se
observa na FIGURA 28, os residuos que fazem contatos polares com as hidroxilas e os
atomos de nitrogénios do acido hialuronico séo: Glu 100, Asp 98, Tyr 42, Tyr 171, Tyr
214, Ser 289 e Ser 290. Além disto, pode ser também observado pelo modelo que todos
estes residuos estdo a uma distancia menor do que 3A do substrato, a qual, é uma

condigdo necessaria para haver interacdo entre eles e um papel importante na catalise.
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FIGURA 24. Modelo da estrutura tridimensional da hialuronidase de Polybia paulista
(mostrada em verde), construido pelo Programa Modeller V 8.2 (SALI; BLUNDELL, 1993) e
editado pelo Programa PyMol (DeLano, 1993), a partir da estrutura da hialuronidase de Vespula
vulgaris (r Ves v 2 - mostrada em azul, Referéncia PDB: r Ves v 2, 2ATM). Notar a grande

similaridade entre elas.
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FIGURA 25. Provaveis sitios de glicosilagdo (marcados em azul: Asn 70, Ser 90, Asn 179, Asn
317) presentes na estrutura tridimensional da hialuronidase de Polybia paulista, determinados a
partir da estrutura de hialuronidase de Vespula Vulgaris pelo Programa Modeller (SALI;
BLUNDELL, 1993) V 8.2 e editados pelo Programa PyMol (DeLano, 1993).
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FIGURA 26. Modelo obtido com base na estrutura de hialuronidase de Vespula Vulgaris pelo
Programa Modeller VV 8.2 (SALI; BLUNDELL, 1993) e editado pelo Programa PyMOL
(DeLano, 1993) mostrando a possivel localizagcdo das pontes dissulfeto presentes na estrutura
tridimensional da hialuronidase de Polybia paulista (Cys 10-Cys300 e Cys 177-Cys189), as

quais sdo responsaveis pela manutencdo da estrutura tercidria da molécula.
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FIGURA 27. Modelo tridimensional mostrando a superficie da enzima hialuronidase de
Polybia paulista, no qual se observa o sitio ativo em interacdo com o substrato &cido
hialurdnico. Este modelo foi construido, com base na estrutura da hialuronidase de abelha (Api
m 2) complexada com o substrato, através do programa Modeller V 8.2 (Sali; Blundell, 1993) e
posteriormente, editado pelo programa PyMol (DeLANO, 1993). As regides em azul
correspondem aos atomos de nitrogénio, as em vermelho aos a&tomos de oxigénio, enquanto que,

as regides em verde representam o esqueleto da molécula e os amino&cidos hidrofébicos.
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FIGURA 28. Modelo da enzima hialuronidase de Polybia paulista, no qual se observa os
residuos de aminoacidos do sitio ativo da molécula, que interagem com o substrato - &cido
hialurénico - mostrado em amarelo. Este modelo foi também construido, com base na estrutura
da hialuronidase de abelha (Api m 2) complexada com o substrato, através do programa
Modeller V 8.2 (Sali; Blundell, 1993) e posteriormente, editado pelo programa PyMol (DelLano,
1993). Observar que os residuos que fazem contatos polares com as hidroxilas e os &tomos de
nitrogénios do &cido hialuronico sdo: Glu 100, Asp 98, Tyr 42, Tyr 171, Tyr 214, Ser 289 e Ser

290, e que todos eles estdo a uma distancia menor do que 3 angstrons do substrato.
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6.0. DISCUSSAO

Hialuronidases pertencem a um grupo de enzimas hidroliticas, as quais
degradam o &cido hialurdnico, um polissacarideo de alta massa molecular, encontrado
em todos os tecidos de mamiferos e fluidos corporeos. O &cido hialurénico € um
componente da matriz extracelular de vertebrados, preenchendo os espacos entre células
e fibras, e age como lubrificante, bem como uma barreira a penetragdo de particulas
estranhas. Os niveis de &cido hialurdnico sdo marcadamente aumentados durante a
embriogénese, inflamacdo, transformacdo maligna e em qualquer lugar que seja
requerida rapida substituicdo de tecido e remodelamento. Os defeitos no metabolismo
do &cido hialurénico parecem relacionar-se a varias doencas sugerindo que o seu nivel
seja altamente controlado, no entanto, surpreendentemente o estudo de enzimas
envolvidas na sintese e degradacdo do acido hialurénico tem sido negligenciado.
(MARKOVIK-HOUSLEY, Z., et al, 2000).

A resolucdo da estrutura da hialuronidase de abelha (MARKOVIK-HOUSLEY
et al., 2000), bem como, recentemente da estrutura natural e recombinante de Vespula
vulgaris (SKOV et al., 2006), forneceram importantes subsidios para o entendimento da
ligacdo do substrato e do mecanismo catalitico assistido por ele. O conhecimento da
estrutura dos epitopos (&reas da superficie do alérgeno que sdo reconhecidas por
anticorpos especificos) da hialuronidase fornece a base para o entendimento de sua
alergenicidade e espera-se que tenha um grande impacto no tratamento de alergia
induzida pela hialuronidase. A determinacdo da sequéncia de cDNA da enzima

hialuronidase é um passo essencial para a determinacdo da estrutura tridimensional da
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enzima e seus possiveis sitios de glicosilacao e epitopos, os quais estdo relacionados a
sua imunogenicidade (MARKOVIK-HOUSLEY et al., 2000).

As reacOes alérgicas provocadas por picadas de vespideos sdo as maiores
causas de anafilaxia mediada por IgE e pessoas sensiveis podem ser sensibilizadas por
menos de 10 pg de proteina de veneno injetada na pele ou por uma Gnica picada. A
resposta imune, independente do tipo de anticorpo, parece ser controlada por um
complexo mecanismo genético, pela rota e modo de imunizacdo e pela natureza do
imundgeno, embora ainda ndo seja clara o quanto esta natureza do alérgeno determina a
extensdo de respostas IgE em organismos sensiveis (LU et al., 1995).

Venenos de abelhas contém importantes alérgenos como hialuronidase,
fosfolipase A2 e melitina, enquanto vespideos apresentam trés conhecidos alérgenos
mais importantes: hialuronidase, fosfolipase Al e antigeno 5. Portanto, sendo a
hialuronidase uma enzima comum entre estes venenos € o Unico alérgeno em potencial,
que pode promover reatividade-cruzada entre os venenos de abelhas e vespas. Além
disso, freqlientes casos de reatividade-cruzada ocorrem entre diferentes géneros e
espécies de vespideos, os quais apresentam alérgenos homélogos em seus venenos, que
levam a producdo de anticorpos de reconhecimento por IgE, devido a presenca de
epitopos comuns. Pacientes alérgicos a picadas de insetos, freqlientemente mostram
maltipla sensibilidade a diferentes vespideos, e até mesmo a abelhas. Isto ocorre, devido
a reatividade cruzada ocasionada por um ou mais alérgenos. Entre os diferentes
vespideos ressaltamos os “hornets” (VespOes: géneros Vespa e Dolichovespula),
“yellow jackets” (Vespas de “jaqueta-amarela”: género Vespula), “wasps” (vespas do
género Polybia, Polistes, etc), sendo o nivel de reatividade cruzada muito maior entre
alérgenos homdlogos de “hornets” e “yellow jackets” do que entre estes e seus
homdlogos em Vespas e, entre todos estes vespideos e abelhas. (KING et al., 1996).

Baseando-se na andlise de identidade da sequéncia de hialuronidase com o
mesmo alérgeno de outras espécies e géneros diferentes, nossos resultados também sdo
indicativos da ocorréncia de altos padrbes de reatividade cruzada entre o veneno de
Polybia paulista com as espécies: Polistes annularis (93%), Vespula vulgaris (81%),
Vespula germénica (81%) e Dolichovespula maculata (80%), o que viria a confirmar os
dados obtidos por LU et al. (1994) e KING, et al. (1996), de que, em funcdo da

ocorréncia de diferentes graus de similaridade para alérgenos homologos em diferentes
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especies, se observa um maior nivel de reatividade cruzada entre as vespas (dos géneros
Polybia e Polistes) do que entre as vespas com as “hornets” (dos géneros Vespa e
Dolichovespula) e com as “yellow jackets” (do género Vespula).

Estudos sobre reatividade cruzada realizados com alérgenos de vespideos,
mostram o seguinte o seguinte nivel, em ordem decrescente de reacdo: hialuronidase >
antigeno 5 > fosfolipase, sendo que, os epitopos continuos (lineares) mostram maior
indice de reatividade que os descontinuos (os quais sdao dominantes na maioria dos
alérgenos), ressaltando assim, mais uma vez, a importancia do conhecimento da
configuracdo tridimensional da molécula (KING, et al., 1996). Entretanto, quando
comparamos niveis de reatividade cruzada entre estes diferentes alérgenos, podemos
verificar através dos resultados obtidos por King et al. (1996), a ocorréncia de maiores
niveis de reatividade cruzada entre hialuronidase e A5 do que entre estes dois e a
fosfolipase.

O padrdo de reatividade-cruzada entre diferentes alérgenos é primariamente,
relacionado a sua identidade de seqiiéncias e em conseqiéncia, a producdo de
anticorpos que reagem com diferentes venenos, devido a regides altamente conservadas.
Por outro lado, alérgenos de venenos com identidade de seqtiéncias menor que 70%
usualmente, ndo apresentam altos niveis de reatividade-cruzada e, anticorpos espécie-
especificos resultam de respostas as regides variaveis da molécula. Venenos dos géneros
Vespa e Vespula sdo muito relacionados, enquanto que, o género Polistes € mais
distanciado destes dois, mostrando um menor grau de reatividade cruzada e, portanto,
uma menor identidade de seqiiéncia de aminoacidos com estes dois géneros de
vespideos, 0 que determina a exigéncia de um grande cuidado na escolha do veneno
para a imunoterapia de pacientes sensiveis ao género Polistes. Mesmo entre o0s
subgéneros europeus (Polistes gallicus e Polistes dominullus) e entre o0s norte-
americanos (Polistes annularis, Polistes exclamans, Polistes fuscatus, Polistes
metricus.), se observa apenas reatividade-cruzada parcial (por exemplo, para o alérgeno
antigeno A5 ocorre 98% de identidade entre P. gallicus e P. dominulus e quando estas
especies sdo comparadas com 0s géneros americanos, a identidade observada para o
mesmo alérgeno é de 85%) (LU et al., 1994).

Este limitado grau de reatividade-cruzada de pacientes europeus, alérgicos a
venenos de espécies americanas, foi explicado por Pantera et al. (2003) como sendo
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devido a diferencas estruturais dos alérgenos das espécies de Polistes que levam a
producdo de anticorpos especificos, direcionados a regiGes variaveis da molécula do
alérgeno, existindo ainda, epitopos espécie-especificos no veneno dos géneros Polistes
ainda ndo estudados e caracterizados. De qualquer forma, esta reatividade cruzada
parcial entre os subgéneros sugere que, 0s pacientes alérgicos sensibilizados por
Polistes européias reagem a diferentes espectros dos epitopos do que, aqueles
sensibilizados por Polistes norte-americanas, sugerindo importantes diferengas nos
alérgenos.

Com o conhecimento que se tém sobre a reatividade cruzada, alguns médicos
tentam tratar pacientes sensiveis a multiplos vespideos através de imunoterapias com
um Unico veneno, enquanto outros, defendem que o tratamento com uma mistura de
venenos, providencia melhores respostas clinicas e de anticorpos 1gG. O tratamento
com um Unico veneno pode induzir a producdo de anticorpos especificos a ele, que por
sua vez, podem ndo reagir completamente com outros venenos de vespideos, deixando
desta forma, de providenciar a protecdo adequada que deve ocorrer no mecanismo
protetor da imunoterapia. (KING et al., 1996). Nos Estados Unidos, os diagnosticos e
imunoterapias sdo realizadas com uma mistura padrdo dos venenos de Polistes norte-
americanas: P. annularis, P. exclamans. P. fuscatus, P. metricus, e 0s resultados
sugerem que a adigdo desta mistura ao veneno das Polistes européias (P. gallicus e P.
dominullus) pode levar a um maior potencial no diagnostico (reduzindo as respostas
falso-negativas) e, no tratamento de pacientes europeus alérgicos as espécies do género
Polistes (confirmando mais uma vez, a suposta presenca de epitopos espécie-especificos
nos alérgenos de Polistes européias). Da mesma forma, uma mistura dos venenos de
Polistes européias pode também ser utilizada na imunoterapia de pacientes no nordeste
dos E.U.A. onde P. dominullus tem se estabelecido. (PANTERA et al., 2003).

Estudos de epitopos de celulas B, continuos e descontinuos, indicam que, tanto
para hialuronidase quanto para a fosfolipase de veneno de insetos, ocorre um maior grau
de reatividade-cruzada entre as “hornets” e “yellow jackets” do que entre estas e as
abelhas. (KING et al., 1996). Para o alérgeno hialuronidase ocorre 92% de identidade
de seqliéncias entre “yellow jackets” e “hornets” e uma variacdo de 47-56% entre estas
especies e as abelhas. Estes dados despertam a possibilidade de ocorréncia de

reatividade-cruzada de epitopos de células B e T, apesar de ser incomum, o fato de,
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sequéncias com menos de 70% de identidade apresentarem niveis consideraveis de
reatividade cruzada. Entretanto, isto ocorre, pois o grau de reatividade de proteinas
homologas depende do local de identidade de seqiiéncia dos epitopos de interesse. (LU
et al., 1994; KING et al., 1996). Ainda, segundo, King, et al. (1996), os homdlogos de
A5 e fosfolipase de “hornets” e “yellow jackets” apresentam a mesma identidade de
sequéncias (69 e 67% respectivamente), no entanto diferem marcadamente quanto a
reatividade cruzada de seus epitopos descontinuos de células B, mas ndo de seus
epitopos continuos.

Dados obtidos por Pantera et al. (2003) com o alérgeno fosfolipase mostram
identidade de seqliéncia de 62% entre P. gallicus (ou P. dominullus) e P. annularis, no
trecho de aminoacidos de 1-43, o que indica um alto grau de divergéncia evolucionaria
e sugere fortemente a presenca de epitopos espécie-especificos. Assim a multipla
sensibilidade exibida pela maioria dos pacientes a diferentes espécies de abelhas e
vespideos se devem a multipla exposicdo a diferentes insetos ou a antigénica
reatividade-cruzada.

Uma arvore genealdgica gerada a partir do alinhamento de seqiiéncias de A5,
de varios vespideos, obtida por Pantera et al. (2003) mostra que, as vespas do género
Polistes sdo distantemente relacionadas as “yellow jackets” e que o0s subgéneros
europeus e norte-americanos estdo em diferentes ramos, apontando divergéncias no
espectro de epitopos como citamos acima e, confirma as posi¢Ges que estas espécies
ocupam em cladogramas baseados em diferencas morfoldgicas. A arvore gerada a partir
de nossos resultados, ou seja, a partir do alinhamento de seqtiéncias de hialuronidase de
vespideos com maior identidade, mostra maior proximidade entre os alérgenos de
Polybia paulista e Polistes annularis, confirmando a maior reatividade-cruzada
existente entre as vespas do que entre estas e “yellow-jackets” (V. vulgaris e V.
germanica) e “hornets” (D. maculata).

Enfim, todos estes resultados juntos indicam reatividade cruzada parcial dos
epitopos de células B e T entre hialuronidases, fosfolipases e Ag 5 homodlogos de
vespideos (“hornets”, “wasps” e “yellow jackets”). Além disso, estes alérgenos de
veneno diferem na reatividade cruzada de seus epitopos continuos e descontinuos de
células B, em particular dos descontinuos. Desta forma, as diferentes extensbes de

reatividade cruzada tanto entre os vespideos, como entre os vespideos e as abelhas,
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refletem a resposta imune variavel do paciente associada a mistura de alérgenos, da qual
0s venenos sdo compostos. Adicionalmente, esta reatividade parcial pode ser também
consequéncia da substituicdo de aminoacidos, os quais estdo envolvidos na ligagdo do
complexo de histocompatibilidade, do principal peptideo antigénico, aos receptores das
células T. A ligacdo de antigenos semelhantes, provenientes de venenos de diferentes
espéecies ou géneros, aos receptores pode induzir respostas imunes provenientes das
células T. Esta baixa regulacdo da resposta das células T pode ser um fator importante
no mecanismo de imunoterapia, podendo ser Util e vantajoso no tratamento de pacientes
alérgicos a venenos que apresentam reatividade-cruzada, pois, com a reatividade
cruzada, pode ocorrer menor alergenicidade em relacdo aquela produzida pelo veneno,
ao qual o paciente é sensivel, podendo assim, ser utilizado em maior dose e com maior
seguranca. (KING et al., 1996).

Além disso, estudos envolvendo alérgenos recombinantes de hialuronidase,
fosfolipase e Ag 5 sdo relevantes pois levantam a possibilidade de uso de fragmentos
peptidicos como reagentes imunoterapicos. Todas as trés proteinas recombinantes
carecem da conformacdo nativa das proteinas naturais, isto €, carecem da presenca de
pontes dissulfeto, (dai a diferenca de atividade enzimatica mesmo apos o “refolding”) e
de epitopos descontinuos de células B, embora conservem 0s continuos, bem como 0s
epitopos de células T das proteinas naturais (epitopos de células T consistem apenas em
residuos de aminoacidos seqliencialmente adjacentes, assim como 0s epitopos continuos
de células B). (LU et al., 1994).

Quanto a andlise em si, da sequéncia de cDNA do alérgeno de hialuronidase de
P.paulista, neste trabalho, ndo obtivemos nenhum segmento de DNA, representante da
molécula precursora, e apos a obtencdo da traducdo correta (na fase de leitura +2) da
seqliéncia de 991pb obtida e, pela anélise da janela aberta de leitura, determinamos que
a regiao codificadora estd compreendida entre as bases 26 a 990. Por outro lado, a
sequéncia inicial encontrada, antes da regido aberta de leitura (correspondente a de 25
pb ou 8 aminoacidos) deve fazer parte da estrutura da molécula, uma vez que também
estd presente e é idéntica a sequéncia de hialuronidase em Polistes annularis.

De acordo com os dados obtidos por LU et al. (1994), D. maculata apresenta
uma sequéncia inicial de 1-60 nucleotideos que provavelmente representa a regido

precursora da hialuronidase, entretanto na porgdo 19-21 ocorre um inesperado codon de
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parada, que pode representar um processamento incompleto do mRNA. A regido
codificadora termina na posicdo de 1053pb por um codon de parada e, a regido entre
1057-1229pb representa a regido 3' ndo traduzida com uma cauda de poli-A.

A hialuronidase de P. paulista obtida neste trabalho apresenta somente, em um
pequeno trecho da molécula identidade de 71% com a proteina PH 20 de porquinho da
india, j& quanto a proteina PH 20 humana ocorre apenas identidade de dominios
protéicos, por realizarem a mesma funcdo. A andlise dos dominios mostrou que a
sequéncia estudada mostra-se como sendo realmente integrante da familia Glyco_hidro
56, que codifica para a enzima hialuronidase em diferentes tecidos e organismos e, 0s
motivos conservados encontrados para a seqiiéncia de hialuronidase do veneno de
Polybia paulista tém identidade com as seguintes enzimas e proteinas:

a) Api m 2, a hialuronidase do veneno de Apis mellifera, a qual apresenta 30%
de identidade de sequéncia com hialuronidases humanas envolvidas no processo de
fertilizacdo e degradacdo do acido hialurénico.

b) precursor da hialuronidase tipo 1 de Mus musculus, uma proteina envolvida
em processos de supressao de tumores.

c) precursores das hialuronidases tipo 1, 2 e 3 em humanos, sendo a
hialuronidase tipo 1 a responsavel pela maior atividade hialuronidasica encontrada no
plasma humano e também envolvida em processos de supressao de tumores.

d) hialuronidase PH-20 de humanos, uma proteina de membrana do
espermatozoéide, com papel essencial na adeséo espermatozoide-6vulo.

e) hialuronidases PH-20 de cachorro ,coelho e porquinho-da-india.

f) precursores das hialuronidases PH-20 de rato, uma glicoproteina com grande
identidade de sequéncias com a PH 20 de porquinho-da-india ,coelho, macaco e
humanos, mas com pequena identidade com hialuronidases do veneno de abelhas e
vespas.

g) Dol m 2, a hialuronidase do veneno de Dolichovespula maculata, a qual
apresenta 80% de identidade de sequéncia com a hilauronidase de Polybia paulista,
determinada neste trabalho, 56% de identidade com a hialuronidase de Apis mellifera
(Api m 2) e 27% de identidade com a PH 20 humana.

h) uma proteina hipotética de Caenorhabditis elegans (neméatoda).
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Sdo conhecidas sequiéncias de aminoacidos de mais de 70 alérgenos de venenos
de insetos, com diferentes composicdes e funcbes bioldgicas, mas uma caracteristica
comum destes alérgenos de veneno é a variada extensdo de identidade de sequéncias
com outras proteinas de nosso ambiente. Os alérgenos fosfolipaseA2, a hialuronidase e
0 peptideo melitina de abelha apresentam pelo menos 20% de identidade de seqliéncias
com proteinas de mamiferos: fosfolipases pancreéaticas, proteina PH 20 (proteina de
membrana do espermatozoide, envolvida no processo de fertilizagdo) e uma proteina de
ligacdo a calmodulina respectivamente, bem como, a fosfolipase Al e a hialuronidase
de D. maculata que respectivamente se assemelham enormemente as lipases e a
proteina PH 20. Estas regides de identidade de sequéncias podem funcionar como
epitopos de células B ou T comuns desde que, o tamanho minimo destes epitopos esteja
em torno de penta a deca-peptideo. No entanto, como ndo é usual ocorrerem respostas
imunes a estas proteinas, € possivel que os pacientes alérgicos reconhecam suas proprias
proteinas, mas respondam prontamente em casos de reatividade-cruzada entre venenos,
mesmo quando expostos a apenas alguns microgramas do alérgeno. (LU et al., 1994).

Quando os modelos das estruturas terciarias de Ag 5 de Polistes gallicus e
Polistes annularis sdo comparados, aparecem diferencas nos “loops” superficiais das
moléculas, indicando putativos epitopos espécie-especificos. No entanto, estas
diferencas estruturais néo séo suficientes para explicar e sugerir o Ag 5 como a principal
causa de diferentes respostas imunoldgicas entre venenos de Polistes européias e norte-
americanas. Outras diferencas adicionais devem ocorrer, podendo também ser devidas
as fosfolipases, pois estas sdo relativamente conservadas na regido C-terminal (nos
residuos 130 a 300), mas completamente variaveis na por¢do N-terminal, sendo que,
esta variabilidade pode levar a reatividade inseto-especifica verificada em muitos
pacientes. (PANTERA et al., 2003).

Um modelo para a estrutura da hialuronidase de Polybia paulista foi construido
a partir da estrutura da hialuronidase recombinante de Vespula vulgaris (rVes v 2),
determinada por Skov et al. (2006), a qual, apresenta grande similaridade com o
alérgeno correspondente de Apis mellifera (Api m 2) (MARKOVIC-HOUSLEY et al.,
2000). De acordo com o Programa Modeler 8.2, a enzima de Polybia paulista mostrou
92% de similaridade com a estrutura de rVes v 2, na qual foram descritos quatro

potenciais sitios de glicosilagdo: Asn 79 (Unico sitio correspondente em Api m 2,
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localizado no residuo de Asn 115), Asn 99, Asn 127 e Asn 325, os quais, em Polybia
paulista correspondem no modelo aos residuos de Asn 70, Ser 90, Asn 179 e Asn 317,
respectivamente. A glicosilagdo em Ser 70, diferentemente dos trés outros sitios N-
glicosilados, é do tipo O-glicosilado, representando uma ligacdo glicosidica do grupo
hidroxila da serina. Comparando-se as sequiéncias primarias das hialuronidases de rVes
v 2 e de Polybia paulista, a substituicdo de Asn por Ser ou vice-versa, deve ter ocorrido,
muito provavelmente através da evolugdo, por uma mutagdo na segunda base dos dois
codons, 0s quais sao AAU para Asn e AGU para Ser. Embora os dois aminoacidos
pertencam a mesma classe — polar, mas ndo carregados — 0 aminoacido serina apresenta
um grau de hidrofobicidade muito maior do que a asparagina e, tendo-se em vista que,
os residuos de oligossacarideos sdo muito hidrofilicos, isto indica uma menor tendéncia
de glicosilagdo do residuo de Ser 90, em relagdo aos trés demais sitios de Asn. Assim, 0
possivel sitio de glicosilacdo em Ser 90 na hialuronidase de Polybia paulista devera ser
investigado mais a fundo, a fim de se verificar primeiramente se estes potenciais sitios
de glicosilacdo constituem-se realmente em determinantes antigénicos do alérgeno de
Polybia paulista e, além disso, se a existéncia ou ndo de glicosilacdo neste sitio, pode
implicar respectivamente, em um maior ou menor potencial imnunogénico deste
alérgeno quando comparado ao de rVes v 2. Este dado, se confirmado através de
estudos de cristalizagdo pode trazer novas e interessantes informacgdes a respeito do
potencial imunogénico da enzima em questao.

A andlise dos epitopos de superficie e sitios de glicosilacdo da estrutura de
rvVes v 2, sugerem maior reatividade cruzada (92% de identidade de estrutura) entre
rVes v 2 e Dol m 2 (o alérgeno de D. maculata) que entre rVes v 2 e Api m 2 (0
alérgeno de Apis mellifera). Isto ocorre por que em termos de topologia de superficie a
rvVesv 2 e Apim 2 (55% de identidade de estrutura) sdo muito diferentes desde que, a
variacdo na sequéncia primaria entre as duas esta confinada na superficie de molécula
(envolvida no reconhecimento pelos anticorpos) e distante do sitio ativo, o que explica o
baixo nivel de reatividade imunoldgica cruzada entre os venenos de V. vulgaris e Apis
mellifera. No caso da sobreposicao das estruturas de Ves v 2 e Polybia paulista (92% de
identidade de estrutura), tanto em termos de sequéncia de aminoacidos quanto em

termos de topologia de superficie, se observa um alto grau de similaridade entre as duas,
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levando a suposicdo de que os niveis de imunoreatividade cruzada entre elas sejam
equivalentes aqueles propostos para Ves v 2 e Dol m 2.

A estrutura de rVes v 2 apresenta um barril central (B/a); , 0 qual é
estabilizado por duas pontes dissulfeto (Cys19/Cys308 e Cys 185/Cys197), tal como foi
observado para a estrutura de hialuronidase de Polybia paulista, também estabilizada
por duas pontes dissulfeto, localizadas nos residuos Cys 10/Cys300 e Cys 177/Cys189,
0s quais sdo extremamente importantes para a manutencdo. Na estrutura cristalogréafica
da hialuronidase do veneno de abelha, determinada por Markovic-Housley et al. (2000)
também foram observadas duas pontes dissulfeto, com caracteristicas diferentes dos
vespideos acima, sendo que a primeira Cys 189/Cys 201 estabiliza a base de um longo
“loop” na extremidade C-terminal de PB4 e, a segunda Cys 22/Cys 313 junta dois
elementos distantes de estrutura secundaria entre o N- e o C-terminal da molécula.

Com base no alinhamento de sequéncias e na comparagdo com o alérgeno Api
m 2 co-cristalizada com o substrato &cido hialurénico, foi proposto para rVes v 2 que
uma cavidade conservada, proxima ao centro ativo esta envolvida na ligacdo do mesmo.
A mesma andlise comparativa e de sobreposicdo, foi feita entre a estrutura de
hialuronidase, construida para Polybia paulista e a de Api m 2 co-cristalizada com o
substrato &cido hialurdnico. Os resultados desta analise demonstraram a presencga de
sete residuos de aminoacidos que fazem contatos polares com as hidroxilas e os &tomos
de nitrogénios do &cido hialuronico: Asp 98, Glu 100, Tyr 42, Tyr 171, Tyr 214, Ser
289 e Ser 290. Na maioria das glicosidases, dois residuos acidicos exercem um papel
essencial na catalise do substrato, sendo que um deles age como doador de prétons e o
outro como nucleofilo (MARKOVIC-HOUSLEY et al., 2000). Na hialuronidase de
abelha Api m 2, os Unicos dois residuos, extremamente conservados e presentes no sitio
de ligacdo do substrato sdo a Asp 111 e o Glu 113 o qual, parece agir como doador de
prétons. Na estrutura de hialuronidase de Polybia paulista caracterizada neste trabalho,
estes dois importantes residuos correspondem a Asp 98 e ao Glu 100.

Todos estes dados sao interessantes, pois sugerem que o alérgeno hialuronidase
de Polybia paulista tem grande potencial para apresentar reatividade cruzada com o
mesmo alérgeno de Apis. Além disso, embora sendo muito mais comum e abundante no
estado de S&o Paulo, os dados também indicam que, um individuo alérgico ao veneno,

que tenha sido ferroado por Polybia paulista podera desenvolver reacdo imunoldgica
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cruzada com espécies tipicas de paises de clima temperado, como € o caso da Vespula
vulgaris e Dolichovespula maculata. Entretanto, para que isto seja confirmado, ha

necessidade de analises similares com os outros demais alérgenos dos venenos.
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7.0. CONCLUSOES

- Através da metodologia de RACE-PCR, neste trabalho foi determinada e
caracterizada, pela primeira vez, a seqiiéncia completa de cDNA do alérgeno -
hialuronidase - do veneno da vespa urbana Polybia paulista, a qual, é bastante
agressiva e abundante no Estado de S&o Paulo, sendo responsavel por muitos acidentes

de importancia médica.

- A sequéncia de nucleotideos de 991 pb, apresentou maior grau de identidade -
93% - com a mesma enzima de veneno da vespa Polistes annularis; 81% com as
hialuronidases de Vespula vulgaris e de Vespula germanica e 80% com a de
Dolichovespula maculata. Com base netes resultados nossos resultados mostram
potenciais padrdes de altos niveis de reatividade cruzada entre o veneno de Polybia
paulista com o veneno das espécies Polistes annularis, seguido por Vespula vulgaris,

Vespula germénica e Dolichovespula maculata.

- A traducéo da seqiiéncia de cDNA, obtida na fase de leitura +2, revelou que a
hialuronidase de Polybia paulista é constituida por 329 aminoacidos, sendo mais rica
em asparagina, glutamina e lisina e, diferentemente do que foi relatado por Oliveira

(1994) apresenta peso molecular de 38532,69 Daltons.

- A partir da traducdo correta, a analise feita pelo Programa Orf Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cqgi) demonstrou que a regido aberta de leitura
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(ORF) da hialuronidase de Polybia paulista se encontra na regido entre a base 26 até a
base 990 (num total de 991 pb).

- A andlise dos dominios conservados pelo Programa CDD

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) mostra que a sequéncia

estudada € integrante da familia Glyco_hidro 56, que codifica para a enzima
hialuronidase em diferentes tecidos e organismos. A enzima também apresenta
dominios protéicos conservados com outras proteinas de nosso ambiente tais como, a
proteina PH 20 em mamiferos e hialuronidase do plasma humano, envolvida em

processos de supressdo de tumores.

- Os resultados da modelagem e detalhamento da estrutura da hialuronidase de
Polybia paulista, quando comparada a estrutura de rVes v 2. resolvida a 2.0 A (Cédigo
PDB: r Ves v 2, 2ATM) utilizada como modelo, mostraram que a enzima revela-se
como uma proteina dimérica, tal como relatado anteriormente por Oliveira (1994). Da
mesma forma que em Ves v 2, a estrutura da enzima de Polybia paulista se apresenta
em um barril central (5/«); e é estabilizada por duas pontes dissulfeto Cys 10/Cys300 e
Cys 177/Cys189, e apresenta quatro potenciais sitios de glicosilacdo - Asn 70, Ser 90,

Asn 179 e Asn 317, responsaveis por sua atividade imunogénica.

- Da sobreposicdo das estruturas de rVes v 2 e Polybia paulista (92% de
identidade de estrutura), se observa tanto em termos de sequéncia de aminoéacidos
quanto em termos de topologia de superficie, um alto grau de similaridade entre as duas,
levando a suposicdo de que os niveis de imunoreatividade cruzada entre elas sejam tao

elevados quanto aqueles propostos para Ves v 2 e Dol m 2.

- De um outro modelo, construido a partir da estrutura da hialuronidase do
veneno de abelha - Api m 2- [cddigo PDB: FCQ; em gue a enzima estd complexada
com o tetrdmero de &cido hialurénico, e foi resolvida a 1.6 A, por Markovic-Housley et
al., (2000)], pudemos inferir a posi¢do do sitio ativo da hialuronidase de Polybia
paulista e os residuos que fazem contatos polares com as hidroxilas e os atomos de
nitrogénios do acido hialuronico: Glu 100, Asp 98, Tyr 42, Tyr 171, Tyr 214, Ser 289 e
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Ser 290, sendo que, todos estes residuos estdo a uma distancia menor do que 3,0 A do
substrato, a qual, é uma condicao necessaria para haver interacao entre eles e um papel

importante na catalise.

- Pela similaridade de sequéncias e de estrutura, os dados deste trabalho
sugerem que o alérgeno hialuronidase de Polybia paulista tem grande potencial para
apresentar reatividade cruzada com o mesmo alérgeno de Apis, bem como, com espécies
tipicas de paises de clima temperado, como é o caso da Vespula vulgaris e

Dolichovespula maculata.
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