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RESUMO

O desenvolvimento dos venenos e aparelhos de ferroar entre os Insecta
representa um atributo evolutivo que contribuiu para a adaptagdo dos insetos em muitos
ambientes terrestres diferentes. Os venenos desses insetos sao misturas complexas de
compostos biologicamente ativos, tais como compostos de baixa massa molecular,
peptideos e proteinas. Estudos recentes t€ém demonstrado a capacidade de se detectar e
identificar diferentes compostos de natureza peptidica, em concentragdes bastante
reduzidas nos venenos animais, utilizando-se diferentes abordagens de espectrometria
de massas. Isso tem permitido a construc¢do de bibliotecas peptidicas de grande interesse
aplicado a biotecnologia. O veneno da vespa social Polybia paulista tem sido
intensamente investigado, porém somente os peptideos mais abundantes deste veneno
sao conhecidos: os mastoparanos Polybia -MPI e -MPII, o peptideo quimiotactico
Polybia-CP e a Paulistina. Este fato deve-se principalmente a utilizacdo de abordagens
classicas até entdo, com coletas “off-/ine” em relagdo as analises de sequenciamento,
fazendo com que somente os peptideos mais abundantes pudessem ser investigados.
Com os avancos na area da espectrometria de massas, incluindo o desenvolvimento da
tecnologia de analisadores do tipo “ion-trap” utilizado no presente trabalho, tornou-se
possivel a investigagdo de amostras pouco abundantes, com alta velocidade de aquisi¢ao
de dados e elevada resolucdo. O presente estudo visou a obtencao de um perfil peptidico
detalhado do veneno de P. paulista por uma abordagem analitica moderna e mais
sensivel, além de padronizar o sequenciamento destes peptideos por espectrometria de
massas sequencial de maneira “on-/ine”. Os peptideos foram detectados e sequenciados
utilizando-se um sistema LC-ESI-IT-TOF/MS e MS" de alta resolu¢do e sensibilidade.
A anélise do veneno foi realizada através de cromatografia liquida de alto desempenho,
sob fase reversa (HPLC), e os analitos (peptideos) caracterizados por espectrometria de
massas ESI no modo positivo, continuamente durante todo o experimento. Os
componentes peptidicos do veneno de P. paulista estao distribuidos ao longo da faixa
de massa molecular de 400-3000 Da, e em conjunto, compdem até 70% do peso seco
deste veneno. As analises permitiram tragar um perfil da composi¢do das amostras de
veneno, sendo feita uma comparagdo destes perfis entre diferentes ninhos de P. paulista,
e também amostras de um mesmo ninho em diferentes épocas do ano. A presente
investigacao revelou um nivel surpreendentemente elevado de variagdo intraespecifica e

permitiu a identificagdo de novos peptideos no veneno desta espécie. Trabalhando-se



com trés ninhos coletados em diferentes localizagdes, foi possivel detectar a presenca
de 169 peptideos com diferentes massas moleculares e diferentes tempos de retengao,
sendo 108 peptideos na amostra A, 92 na amostra B, e 98 peptideos na amostra C.
Quando o veneno de um mesmo ninho (amostra D) foi observado em trés épocas
diferentes, com intervalos de 60 dias entre cada coleta (D1, D2 e D3), foi possivel
detectar a presenca de 94 peptideos diferentes na amostra D1, 95 peptideos na amostra
D2, e 78 peptideos em D3. O padrio de semelhangas e diferengas encontradas no
presente trabalho pode estar relacionado ao padrio genético e reprodutivo das espécies
de vespas sociais da subfamilia Polybiinae, que normalmente possuem vdrias rainhas na
mesma colonia, que podem ser irmas ou meio-irmas entre si, acasalando-se cada uma
delas com varios machos diferentes, e suas progenias descendentes destes cruzamentos
coexistem na mesma populagdo dentro da colonia. Além de confirmar a presenga dos
trés peptideos ja conhecidos para este veneno, novos componentes de familias
peptidicas tipicas dos venenos de vespideos tais como cininas, mastoparanos e
peptideos quimiotaticos, também foram encontrados. No total, foi possivel sequenciar
quatorze peptideos, sendo trés ja conhecidos e onze inéditos. A estratégia analitica
desenvolvida no presente trabalho permitird sua aplicagdo imediata no estudo dos
venenos de outras espécies animais. Trés dos novos peptideos da familia das cininas
foram manualmente sintetizados em fase solida pela estratégia Fmoc, e caracterizados
funcionalmente com relagdo a producgdo de dor e inflamacdo em mamiferos. Além disso,
estes resultados demonstraram a importancia da bioprospec¢do de produtos naturais a
partir de venenos de animais, uma vez que novas moléculas podem ser encontradas e a

riqueza ¢ a diversidade desses venenos elucidada.

Palavras-chave: Peptidomica, veneno, toxinas, ESI-MS, armadilha de elétrons, LCMS.



ABSTRACT

The evolution of venoms and their injection apparatuses among the Insecta
represents an evolutionary attribute which contributed for thr adaptation of the insects to
many different terrestrial environments. The venoms of insects are complex mixtures of
biologically active compounds, such as low molecular mass compounds, peptides and
proteins. Recent studies have demonstrated the ability to detect and identify different
compounds in very low concentrations in animal venoms, using different approaches of
mass spectrometry. This has allowed the construction of peptide libraries of great
applied interest in biotechnology. The venom of the social wasp Polybia paulista has
been intensively investigated, but only the most abundant peptides of this venom are
known: the mastoparans Polybia-MPI and -MPII, the chemotactic peptide Polybia-CP
and the Paulistine. This fact is mainly due to the use of classical approaches, using off-
line collections in relation to peptide sequencing, so only the more abundant peptides
could be investigated. With the advances in mass spectrometry, including the
development of analyzers type ion-trap as the one used in present work, it became
possible to investigate low abundance samples, with high speed of data acquisition at
high resolution. The objective of this study was to profile and sequence the peptide
compounds present in the venom of the social wasp P. paulista using a modern and very
sensitive analytical technique, and standardize the sequencing of peptides by high
resolution LC-MS and MS" strategy. Peptides were detected and sequenced using a LC-
ESI-IT-TOF/MS and MS" system of high resolution and sensitivity. The analysis of the
venom was performed by high performance liquid chromatography on a reverse phase
(HPLC), and the analytes (peptides) were characterized by ESI mass spectrometry in
positive mode, continuously throughout the experiment. The peptide components from
P. paulista venom are spread over the molar mass range 400 to 3000 Da, and together
comprise up to 70% of the weight of this venom. The analysis allows drawing a profile
of the venom composition of the samples, and a comparison of profiles among different
nests of P. paulista, and also samples of the same nest in different seasons. The present
investigation revealed a surprisingly high level of inter-specie variation and allowed the
identification of many novel peptides in the venom of this specie. It was possible to
detect the presence of 169 different peptides presenting different molecular masses and
different retention times, being 108 peptides in nest A, 92 in nest B, and 98 in nest C.

When the venom of same nest (Sample D) was collected in three different months of the



year, with an interval of 60 days between each collection (D1, D2 and D3), it was
possible to detect the presence of 94 different peptides in sample D1, 95 in sample D2,
and 78 in sample D3. The pattern of similarities and differences found in this work may
occur due to the genetic and reproductive model in Polybiinae, which usually has
several queens in the same colony, which can be sisters or half-sisters to each other,
mating with several different males, and their progeny from these crosses descendants
co-exist in the same population within the colony. Besides confirming the presence of
three already known peptides from this venom, new components of typical peptides
families such as kinins, mastoparanos and chemotactic peptides were also found. In
total, it was possible to sequence fourteen peptides, three was already described in the
venom of P. paulista and eleven novel ones. The analytical strategy developed in this
work will allow immediate application in studies of other animal species venomous.
Three of the new peptides of the kinin family were synthesized manually by solid phase
(Fmoc strategy), and functionally characterized with respect to the production of pain
and inflammation in mammals. Moreover, these results demonstrate the importance of
bioprospecting for natural products from animal venoms, as new molecules can be

found and the richness and diversity of these venoms elucidated.

Key words: Peptidomics, venom, toxins, ESI-MS, ion-trap, LCMS.
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1. INTRODUCAO

1.1. Composic¢ao dos venenos de insetos da Ordem Hymenoptera

As vespas sociais sd@o conhecidas por utilizar venenos de composi¢do complexa para
propria defesa (NAKAJIMA, 1986), e também para caga (OLSON, 2000). Os compostos
geralmente encontrados em venenos animais sdo associados com aparelhos de ferroar
especializados, os quais permitem a inje¢do de toxinas em tecidos macios dos animais, via
subcutanea, intramuscular ou rotas endovenosas (LEWIS; GARCIA, 2003). Vespas sociais
frequentemente causam acidentes por ferroadas no homem, seguida de uma série de
manifestagdes farmacologicas, inflamatérias e imunopatologicas (NAKAJIMA, 1986), sendo
que a identificagdo quimica e do perfil bioldgico destes compostos vem atraindo a atencao de
pesquisadores por décadas.

Os venenos dos insetos da ordem Hymenoptera contém compostos de baixas massas
moleculares, histamina, acetilcolina, aminas biogénicas, peptideos farmacologicamente
ativos, e proteinas (HOFFMAN, 2006). Os compostos polipeptidicos sdo responsaveis pelas
dores prolongadas, edemas, eritema e reagdes alérgicas e sistémicas (PALMA, 2006).

Peptideos bioativos provenientes de venenos de varias espécies de vespas tém sido
isolados e caracterizados (HO et al., 1998). Dentre eles, destacam-se os mastoparanos,
peptideos quimiotacticos e cininas. A silverina faz parte de um quarto grupo de peptideos
provenientes do veneno de vespas, sendo que recentemente foi descrita, uma quinta familia de
peptideos encontrados nesses venenos, os quais sao semelhantes as taquicininas, envolvidas
na produc¢do de inflamagdo neurogénica (YSHII et al., 2009). Os peptideos encontrados nestes
venenos geralmente s3o anfipaticos, policatidnicos e apresentam uma série de agdes
farmacoldgicas, as quais contribuem para a ocorréncia de intensos processos inflamatorios

(PALMA, 2006).

Mastoparanos

Os mastoparanos sao tetradecapeptideos geralmente policationicos, ricos em residuos
hidrofébicos como leucina, isoleucina e alanina, apresentando algumas lisinas em suas
sequéncias primdrias, encontradas classicamente nas posi¢des 4, 11 ¢ 12 (NAKAJIMA et al.,

1986; PALMA, 2006). Segundo Park e colaboradores (1995), os mastoparanos apresentam
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varias atividades biologicas diferentes, ¢ de acordo com seu modo de agdo podem ser
classificados em dois grupos:

1- Aqueles que promovem a lise celular através da formacao de poros nas membranas
celulares (ARGIOLAS; PISANO, 1983; MENDES et al., 2004b; NAKAJIMA,
1986)

2- Aqueles que interagem com receptores acoplados as proteinas G, conduzindo a
ativagdo de mecanismos de desgranulacdo, e resultando em diferentes tipos de
secre¢oes, dependendo do tipo de célula-alvo. (HIGASHIJIMA et al., 1990;
MENDES et al., 2005).

As atividades Dbioldgicas apresentadas pelos mastoparanos estdo altamente
relacionadas com a interagdo dos peptideos com membranas biologicas (MATSUAKI et al.,
1996). Foi constatado que os peptideos ao ligarem-se as membranas fosfolipidicas, assumem
a conformac¢do em hélice anfipatica (SCHWARZ; BLOCHMANN, 1993), a qual causa
perturbacdes nas bicamadas lipidicas levando a um aumento na permeabilidade (DANILEKO
et al., 1993), em alguns casos pela formag¢ado de canais idnicos (MELLOR; SANSOM, 1990).

Em 1979, Hirai e colaboradores identificaram e caracterizaram o primeiro
mastoparano a partir do veneno da vespa social Vespula lewisii. Este peptideo, composto
basicamente de lisina e residuos de aminoacidos hidrofobicos, foi o primeiro exemplo de
peptideo desgranulador de mastocitos isolado do veneno de vespas. A sequéncia primaria dos
mastoparanos assemelha-se muito a da Bombinina, um peptideo hemolitico isolado da pele do
sapo Bombina variegata (CSORDAS; MICHL, 1970).

Konno e coalboradores (2000) isolaram o Eumenine Mastoparano-AE (EMP-AF) da
vespa solitaria Anterhynchium flavomarginatum micado, que difere dos demais mastoparanos
descritos por ter os residuos de lisina localizados nas posi¢des 5, 8 e 12 ao invés das posi¢des
4, 11 e 12 como ocorre nos demais. Este peptideo foi considerado como o principal
componente peptidico do veneno desta vespa, com atividade hemolitica e inflamatoria
proporcional a do mastoparano extraido do veneno da Vespula lewisii (KONNO et al., 2000).
Além da estrutura primaria semelhante a dos mastoparanos isolados do veneno de vespas
sociais, o EMP-AF possui ainda atividades bioldgicas similares as dos mastoparanos
classicos.

Peptideos similares, como a Crabrolina e os HR-I e HR-II, foram isolados de Vespa
crabro e Vespa orientalis, respectivamente (NAKAJIMA et al., 1986). A Cabrolina, assim
como o mastoparano, ¢ um ativador da fosfolipase A2 e causa liberacdo de histamina de

mastocitos peritoneais (ARGIOLAS; PISANO, 1984b). Os mastoparanos HR-I e o HR-II,
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isolados de Vespa orientalis (TUICHIBAEV et al., 1988), ocorrem em concentragdes muito
menores que a Crabrolina, isolada do veneno de Vespa crabro (ARGIOLAS; PISANO,
1984b). Ambos também causam hemolise e liberagdo de histamina de mastocitos peritoneais.
Embora as sequéncias de aminoacidos destes peptideos sejam relativamente
conservadas, substituicdes de alguns residuos de aminodcidos parecem alterar as atividades
biologicas destes peptideos, demonstrando ser esta uma interessante base para estudos futuros

utilizando aplicagdes farmacologicas (MURATA et al., 2006; CEROVSKY et al., 2008).

Peptideos Quimiotacticos

Peptideos quimiotacticos geralmente sdo tridecapeptideos, policationicos, com a
sequéncia primaria apresentando algumas semelhancas em relacdo aos mastoparanos, como a
presenca de residuos de aminoacidos hidrofobicos e amidagdo do residuo C-terminal
(NAKAIJIMA, 1986). Estes peptideos induzem quimiotaxia em leucdcitos polimorfonucleares
e macrofagos (YASUHARA et al., 1983), podendo ainda causar liberacdo de histamina pelos
mastocitos (NAKAJIMA, 1986).

Os peptideos quimiotacticos foram inicialmente encontrados nos venenos das espécies
Vespa tropica, V. mandarinia, V. analis, V. cabro, V. xanthoptera, V. orientalis, Paravespula
lewisii, Icaria sp (NAGASHIMA et al., 1990). No entanto, outros peptideos com essas
caracteristicas foram isolados dos venenos das vespas Agelaia pallipes pallipes, Protonectina
silveirae, Polybia paulista, Vespa magnifica e Polistes rothneyi iwata (BAPTISTA-
SAIDEMBERG et al., 2010; DE SOUZA et al., 2005; MENDES et al., 2004a, MENDES;
PALMA 2006).

Mendes e colaboradores (2004a), isolaram um peptideo do veneno da vespa social
Agelaia pallipes pallipes caracterizado como um potente agente quimiotactico para leucdcitos
polimorfonucleados e ndo hemolitico; além disso, esse peptideo possui elevada atividade
antibidtica contra bactérias Gram+ e Gram-. Os peptideos quimiotaticos isolados do veneno
da vespa V. magnifica podem exercer amplo espectro de atividade antimicrobiana contra

bactérias e fungos (XU et al., 2006).

Cininas

Jaques e Schachter (1954) identificaram um peptideo no veneno de Paravespula

vulgaris, que devido a sua similaridade com as propriedades farmacoldgicas da bradicinina de
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mamiferos, recebeu o nome de cinina de vespa. As cininas sao peptideos que possuem parte
de suas sequéncias primarias homodlogas as bradicininas, com algumas exceg¢des, onde ocorre
uma substituicdo dos residuos de aminodcidos nas posi¢cdes trés e seis na sequéncia da
bradicinina (NAKAJIMA, 1986). As cininas mostraram propriedades farmacoldgicas
similares as das bradicininas, calidinas (Lys-bradicinina) e Met-Lys-bradicininas isoladas de
mamiferos (PISANO, 1970). Quando injetadas intravenosamente, as cininas causam
hipertensdo em ratos, cachorros, coelhos e gatos, hipotensdo em galinhas, broncoconstri¢ao
em porcos e contragdo em musculo liso isolado (PISANO, 1979).

As cininas s@o componentes neurotoxicos dos venenos de vespas e formigas, causando
bloqueio pré-sinaptico da transmissdo colinérgica, por meio de uma deplecao irreversivel,
provavelmente causada por uma inibi¢do ndo competitiva, da captacdo de colina (PIEK,
1991). Sao polipeptideos de 9-18 residuos de aminoacidos, contendo uma sequéncia tipica das
cininas cléassicas como parte da molécula; tal sequéncia conservada pode ser aquela da propria
bradicinina, ou da Hyp3-bradicinina, ou ainda da Thr6-bradicinina (PIEK et al., 1991).

Dois peptideos similares as bradicininas (Protopolybiakinina-I e Protopolybiakinina-
IT) foram isolados do veneno da vespa social Protopolybia exigua por HPLC sob fase reversa
e sequenciada pelo método de Quimica Degradativa de Edman (MENDES; PALMA, 2006).
Estes dois peptideos causaram constricao muscular e desgranulagdo de mastocitos, a qual foi
sete vezes mais potente do que a atividade da propria bradicinina (MENDES; PALMA, 2006).

Pisano (1970) demonstrou que a polistescinina-3 chega a ser de duas a vinte vezes
mais potente que a bradicinina em muitos bioensaios. Além disso, Johnson e Erdos (1973)
mostraram que em um concentra¢io de 3x10” M desta cinina, causa liberacdo de histamina de
mastdcitos de ratos com uma poténcia dez vezes maior que a bradicinina nesta mesma

concentracao.

Silverinas

A silverina faz parte do quarto grupo de peptideos policationicos anfipaticos
provenientes do veneno de vespas. Este peptideo contém 21 a 25 residuos de aminoacidos,
apresentando uma unica ponte dissulfeto. Estes peptideos sdo potentes desgranuladores de
mastdcitos, porém ndo apresentam atividade hemolitica conhecida (PALMA, 2006).

Dohtsu e colaboradores (1993) isolaram do veneno da vespa Protonectarina sylveirae,
um peptideo chamado silverina que nao apresentou homologia de sua sequéncia primaria com

nenhuma classe de peptideo anteriormente caracterizada. Nos Ultimos anos, também foram
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encontrados outros peptideos deste tipo nos venenos das vespas Agelaia pallipes pallipes
(Pallipina) (COSTA, 1996), Protopolybia exigua (Exiguina) (DOHTSU et al., 1993) e
Synoeca cyanea (Cyanina) (DOHTSU et al., 1993).

Baptista-Saidemberg (2010) isolou trés peptideos, Pallipina-I, Pallipina-II e Pallipina-
III similares ao peptideo Silverina (DOHTSU et al., 1993) no que diz respeito a sequéncia de
aminoacidos. Corsi (2001) em estudos relacionados com os mecanismos de secrecao de
insulina por células B pancreéticas, determinou que a Silverina provoca significativa redugao
da secrecao de insulina dessas células, sugerindo que a acdo ¢ independente do metabolismo
celular. Provavelmente este peptideo ¢ capaz de modular a captacdo de ions calcio,
interagindo com o movimento desse ion para o interior das células beta, interferindo, dessa

forma, na extrusdo dos granulos de insulina (BAPTISTA-SAIDEMBERG, 2010).

Taquicininas

As taquicininas compdem uma familia de peptideos que possuem uma sequéncia C-
terminal do tipo: Fe-X-Gli-Leu-Met-Nppp. Esta familia foi assim denominada por produzir
rapida contragdo de visceras animais, em oposi¢do a bradicinina, que provoca contragao
intestinal de agdo lenta (KALIL-GASPAR, 2003). Analises de espectrometria de massas do
veneno da vespa social Polistes lanio lanio, revelaram a presenca de dois peptideos
(QPPTPPEHRFPGLM e ASEPTALGLPRIFPGLM) com sequéncias similares a regido C-
terminal dos peptideos semelhantes a taquicininas encontradas no veneno da aranha

Phoneutria nigriventer e em vertebrados (YSHII et al., 2009).

1.2. A riqueza peptidica em venenos animais e aplicacio biotecnoldégica

A riqueza em componentes peptidicos presentes nos venenos ¢ uma questao intrigante
e um grande desafio para a pesquisa, especialmente quando alguns destes peptideos se
constituem em modelos estruturais para o desenvolvimento de novos farmacos. Numerosos
estudos, produzidos nos ultimos 30 anos, vém elucidando estruturas e atividades biologicas de
varios componentes dos venenos animais, demonstrando a complexa composi¢do destes
venenos (ESCOUBAS et al., 2008). A descoberta de compostos em venenos, que apresentam
atividades seletivas contra receptores celulares bem definidos, representa um exemplo de

aproximacao desta linha de pesquisa com a busca de novas drogas (LEWIS; GARCIA, 2003).
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Em 1970 a droga antihipertensiva captopril foi desenvolvida a partir de um peptideo
isolado da serpente brasileira Bothrops jararaca (CUSHMAN; ONDETTI, 1991). Mais
recentemente, outras drogas foram produzidas a partir de moléculas isoladas de venenos
animais: a w-conotoxina MVIIA (Ziconitide, Prialt™), um peptideo de 25 residuos isolado do
veneno de Conus magus foi aprovada em 2004 como um analgésico para o tratamento da dor
cronica (MILJANICH, 2004), enquanto o exenatide (Byetta®™), um peptideo de 39 residuos
isolado da saliva do lagarto (Heloderma suspectum) foi aprovado em 2005 para o tratamento
de diabetes tipo Il (MALONE et al., 2009).

Os peptideos antimicrobianos vém atraindo muita atengdo como uma nova classe de
antibioticos, especialmente contra patogenos antibiotico-resistentes (ZASLOFF, 2002). Como
¢ uma rica fonte de componentes bioativos, os venenos de vespas vém demonstrando ser um
excelente material para a busca de novos agentes antimicrobianos (CHEN et al., 2008). Foram
1solados trés peptideos antibidticos a partir da geléia real de Apis mellifera (FONTANA et al.,
2004). Esses peptideos se destacaram principalmente pela atividade antibidtica tanto contra
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas.

Mendes e colaboradores (2004a), isolaram dois novos peptideos do veneno da vespa
social Agelaia pallipes pallipes, nomeados Protonectina (ILGTILGLLKGL-yy2) € Agelaia-
MP (INWLKLGKAIIDAL-nm2). A Protonectina foi caracterizada como um potente agente
quimiotactico para leucécitos polimorfonucleados e ndao hemolitico; além disso, esse peptideo
possui elevada atividade antibidtica contra bactérias Gram+ e Gram-. Ja o peptideo Agelaia-
MP mostrou uma potente atividade hemolitica e desgranuladora de mastdcitos peritoneais,
porém uma baixa atividade antibiotica e nenhuma atividade quimiotactica (MENDES et al.,
2004a).

Outro peptideo antibidtico foi isolado a partir do veneno da vespa social Polybia
paulista, este peptideo € pertencente a classe dos mastoparanos e foi denominado Polybia-
MP-I, também apresentou atividades hemolitica, desgranuladora de mastocitos e
quimiotactica para leucocitos polimorfonucleares (DE SOUZA et al., 2005). Wang e
colaboradores (2008) estudaram a eficicia anti-tumoral e a seletividade celular para este
peptideo. O estudo revelou que Polybia-MPI exerce eficacia citotdxica e anti-proliferativa por
formagdo de poro, podendo inibir seletivamente a proliferacdo de células de cancer de
prostata e bexiga, mas apresentando menor citotoxicidade a fibroblastos normais de

camundongos (WANG et al., 2008).
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Foram isolados também do veneno de P. paulista, outros dois peptideos, com o
residuo N-terminal bloqueado por uma acetilagdo, com atividade antibiotica, denominados
Polybina-I e —II (RIBEIRO et al., 2004).

Um composto com atividade antinociceptiva do veneno da vespa social Polybia
occidentalis foi isolado, sendo que o peptideo isolado e identificado pertence a classe das
neurocininas, anteriormente descrito em outras vespas como sendo uma Thr6-Bradicinina
(MORTARI et al., 2006). A primeira descri¢do dessa molécula foi no veneno da vespa social
Polistes rothneyi iwatai, ha 30 anos (WATANABE et al., 1976), e, mais tarde, no veneno da
vespa solitaria Megascolia flavifrons (YASUHARA et al., 1987).

Muitas neurotoxinas de artrépodes tém sido isoladas e caracterizadas. No sistema
nervoso central, essas moléculas podem atuar em diferentes alvos neuronais, como:
receptores, transportadores de canais i0nicos em ambas as neurotransmissdes excitatorias e
inibitorias (BELEBONI et al., 2004; MELLOR ; USHERWOOD , 2004). Assim, essas
neurotoxinas tém sido extremamente Uteis tanto como ferramentas farmacologicas, quanto na
prospecc¢ao de novos farmacos para o tratamento de desordens neurologicas, como a epilepsia

e a isquemia, e para o controle da dor (SHEN et al., 2000; WANG; CHIN, 2004).

1.3. Peptidomica e técnicas utilizadas na prospeccao de componentes peptidicos

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, os peptideos podem ser diretamente
analisados através de espectrometria de massas. Estes estudos sdo também chamados de
peptidomica, sendo o modelo experimental e instrumentagdo revisados em Boonen e
colaboradores. (2008). O termo “Peptidomica” foi introduzido em 2001 (CLYNEN et al.,
2001), e ¢ definido como a tecnologia para a descricdo qualitativa e quantitativa de peptideos
de uma determinada amostra biologica (SCHULZ-KNAPPE et al., 2001), compreendendo o
estudo de todos os peptideos expressos por uma célula, 6rgao ou organismo (CLYNEN et al.,
2003).

Desde o ano de 1980 (HUNT et al, 1986; BIEMANN; SCOBLE, 1987), a
espectrometria de massas vem sendo utilizada para investigacdo estrutural de peptideos e
proteinas. A espectrometria de massas tornou-se desde entdo uma importante ferramenta nos
laboratorios de bioquimica e biologia molecular.

Novas técnicas cromatograficas para separagdo de peptideos estdo constantemente
sendo desenvolvidas, com grande aumento na sensibilidade, resolu¢do e alcance dinamico,

baseadas em tecnologias nano, chip e UPLC. Combinadas com espectrOmetros de massas de
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alta resolucao (como o utilizado no presente trabalho), estas técnicas se tornardo muito uteis
para o futuro da vendmica (DE GRAAF et al., 2009).

Espectrometros de massa hibridos, combinando diferentes tipos de analisadores
massas, como por exemplo “Quadrupolo-Time-Of-Flight” (Q-TOF) tém sido utilizados cada
vez mais em um grande nimero de aplicacdes, devido a velocidade de aquisicdo de dados,
precisao de alta massa, poder de resolugdo, e alta sensibilidade (STEEN et al., 2001). A
incorporacdo de analisadores do tipo “ion-trap” (ou a armadilha de ions) (IT) com TOF (IT-
TOF) levou ndo s6 a um aumento no poder de resolu¢do, mas também permitiu experimentos
de espectrometria sequencial de alta performence, uma vez que o sistema IT ¢ capaz de
analises MS". Enquanto instrumentos com analisadores TOF exibem um poder de resolugdo
de massa superior a 10.00, e precisdo de massa menor que 5 ppm, um equipamento hibrido
IT-TOF representa uma plataforma atraente para aplicagdes bioanaliticas (DODONOV et al.,
2000). As vantagens das técnicas de MS" com respeito a velocidade, sensibilidade e
aplicabilidade em misturas peptidicas complexas, gradualmente tém levado a substitui¢ao de
técnicas como Edman por técnicas de LC-MS/MS (SEIDLER et al., 2010).

A combinagdo de técnicas, como a Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
(HPLC) e Espectrometria de Massas tem sido determinante para a revelacdo de muitos
componentes dos venenos animais (KRISHNAMURTHY et al., 1996; ESCOUBAS et al.,
2008). A combinacao destas técnicas possibilitam a separagdo e identificagdo de componentes
peptidicos que se encontram em reduzidas quantidades na amostra a ser estudada, revelando
cada vez mais novos componentes. Por exemplo, estudos envolvendo venenos de aranhas do
género Brachypelma por HPLC e MALDI-TOF/MS revelaram a presenca de 40-50
componentes peptidicos diferentes no veneno bruto, dependendo da espécie (ESCOUBAS et
al., 1997). Outros exemplos incluem o estudo de modificagdes N- e C- terminais em toxinas
presentes no veneno da aranha do género Phoneutria por MALDI-TOF MS, e LC-MS/MS,
mostrando heterogeneidade e a presenca de multiplas isoformas peptidicas no veneno
(PIMENTA et al., 2005).

Trabalhos de protedmica e peptidomica utilizando-se de técnicas avangadas como LC-
ESI-MS e nano ESI-MS/MS permitem a identificacdo rapida e sensivel e a caracterizacao de
proteinas e peptideos com grande eficiéncia. Venenos de serpentes sdo conhecidos por
conterem cerca de 100 componentes peptidicos diferentes (CALVETE et al., 2007), enquanto
venenos de escorpides, aranhas e moluscos marinhos do género Conus tém demonstrado
conterem de 300 a 1000 componentes diferentes (PIMENTA et al. 2001; ESCOUBAS et al..
2006; NEWTON et al., 2007; BIASS et al., 2009; DAVIS et al., 2009).
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Até hoje, a maioria dos peptideos isolados dos venenos de Hymenoptera t€ém sido
isolados e caracterizados estruturalmente com a utilizagdo de protocolos analiticos
convencionais, onde classicamente se fraciona os venenos por cromatografia de fase reversa,
onde as fragcdes sdo coletadas, concentradas e analisadas “off-line” por espectrometria de
massas ¢ Quimica Degradativa de Edman (MENDES at al, 2004a, 2004b, 2005, 2006; DE
SOUZA et al., 2005, 2009). Utilizando-se da combinacao do o fracionamento “off-line”,
combinado com analises ESI-IT-TOF/MS e MS" Baptista-Saidemberg e colaboradores (2010)
detectaram e sequenciaram nove novos peptideos no veneno da vespa social neotropical
Agelaia pallipes pallipes.

As abordagens experimentais convencionais, como por exemplo, o uso de técnicas de
fracionamento em larga escala, com coletas de fracdes “off-line”, se concentram apenas nos
componentes mais abundantes, ndo considerando a presenga dos componentes minoritarios.
Assim, trabalhos de protedmica e peptididmica utilizando-se de técnicas avangadas como LC-
ESI-MS e nano ESI-MS/MS permitem identificagdes rapidas, utilizando-se pequenas
quantidades de amostra. Por exemplo, um estudo protedmico por LC-ESI-MS “on-line”
revelou mais de 85 massas moleculares diferentes no veneno bruto de Apis mellifera
(STOCKLIN; FAVREAU, 2002). Recentemente, o veneno da abelha solitaria Osmia rufa
(Hymenoptera: Megachilidae) foi analisado pelo método “on-line”” LC-ESI-MS e nanoESI-
MS, sendo que mais de 50 componentes diferentes foram encontrados, com massas
moleculares variando de 400 a 4000 Da (STOCKLIN et al., 2009).

Trabalhos realizados anteriormente em nosso laboratorio (LBEZ) possibilitaram a
identificacao de varios peptideos presentes em venenos de vespas sociais, porém muitos dos
peptideos menos abundantes ndo puderam ser estudados com as técnicas utilizadas nestes
trabalhos (MENDES et al. 2004a e b, 2005; DE SOUZA et al., 2004; DE SOUZA, 2006). Os
protocolos de Cromatografia Liquida e Espectrometria de Massas em micro-escala
desenvolvidas no presente trabalho permitiram a padronizag¢ao de técnicas de fracionamento,
associadas ao sequenciamento de compostos peptidicos pouco abundantes nos venenos de
vespas por espectrometria de massas. Estas técnicas utilizam menores quantidades de material
biologico, em menor tempo de aquisicdo de dados, e utilizando-se de quantidades muito

menores de fase movel.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve sua inspiragdo em um dos objetivos maiores do programa
BIOprospecTA/FAPESP, voltado a bioprospec¢do de novos compostos naturais de espécies
autoctones da fauna do Estado de Sao Paulo. Assim, foi proposto o desenvolvimento de uma
plataforma analitica que permitisse a detecgdo, identificagdo e caracterizacao de peptideos
presentes nos venenos de vespas sociais. Como modelo bioldgico de estudo foi escolhida a
vespa Polybia paulista.

Este trabalho teve como objetivos:

- Padronizar técnicas de separagdo e sequenciamento de novos peptideos presentes no
veneno da vespa social P. paulista, presentes em menores quantidades diminutas, ou ainda
componentes mais abundantes ainda ndo descritos em literatura, através da utilizagdo do
sistema UFLC (SHIMADZU) acoplado diretamente ao Espectrometro de Massas do tipo IT-
TOF/MS e MS";

- Comparar os perfis peptidicos do veneno de diferentes ninhos da mesma espécie de
vespa e acompanhar as diferengas de composi¢do peptidica do veneno de um mesmo ninho,
em diferentes periodos do ano;

- Investigar a acdo hemolitica, desgranuladora de mastocitos, antibidtica,
edematogénica e hipernociceptiva de alguns dos novos peptideos encontrados no veneno;

- Sob o ponto de vista de formagdo de recursos humanos, este trabalho teve por
objetivo a formacdo de recursos humanos altamente qualificados em técnicas de
cromatografia liquida de alto desempenho, espectrometrias de massas, sintese de peptideos, e
analise de atividades bioldgicas, que também se enquadram dentro dos objetivos maiores do

programa BIOprospecTA/FAPESP.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Extracao do veneno

Trés ninhos da vespa social P. paulista foram coletados e georreferenciados no
municipio de Rio Claro (SP) em localidades proximas: Ninho/Amostra A (22°23°43.0°’S,
047°32°32,8°W), Ninho/Amostra B (22°23°43.2*’S, 047°32°33,6’’W) e Ninho/Amostra C
(22°23°43.0°°S, 047°32°35,3°W) para observagdo das variagdes de composi¢ao peptidica dos
venenos comparados inter-ninhos.

Além disso, vespas de outro ninho, nomeado Amostra D (22°23°43.0°°S,
047°32°38,3”’W) foram coletadas trés vezes com intervalos de 60 dias entre as coletas, para
observacao de variagdes de composi¢ao peptidica do veneno comparado intra-ninho.

Os reservatérios de veneno de 30 operdrias da espécie P. paulista (Hymenoptera,
Vespidae) foram extraidos manualmente de cada um dos ninhos com auxilio de pingas de
ponta fina, e nomeadas como amostra A, B, C, e D1, D2, D3 seguindo a denominagdo dos
ninhos e épocas de coleta. Depois de extraidos, os reservatorios foram comprimidos com
auxilio de um bastdo de vidro, com ponta arredondada. Em seguida, este material foi
centrifugado em uma micro-centrifuga de alta rotacdo MSE (SANYO) a 8000 rpm por 10
minutos, em presenca de solugdo de acetonitrila (ACN) (MALLINCKRODT) 50% (v/v) em
agua. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes. O sobrenadante foi filtrado em
filtro hidrofobico de acetato-celulose 0,45 um (MILLIPORE) e em seguida, liofilizado em
liofilizador (HETO, modelo MLW — LGA 05) acoplado a um concentrador de amostras a

vacuo (HETO) e mantido a -20° C até a utilizagao.

3.2. Experimentos de LCMS-IT-TOF-MS"

As amostras da fracdo peptidica (40 pg cada) extraidas do veneno bruto foram
analisadas por espectrometria de massas com a utilizagdo de um sistema LCMS-IT-TOF,
tanto para deteccdo de novos compostos peptidicos, quanto para o sequenciamento dos
mesmos. Foi utilizado o sistema UFLC (SHIMADZU) contendo duas bombas LC-20AD,
detector de arranjo de diodos SPD-M20A, amostrador automatico SIL-20Ayr e forno para
coluna CTO-20A, acoplado diretamente ( “on-line”’) ao espectrometro de massas. As analises
cromatograficas foram realizadas sob gradiente de ACN de 5 a 90% (v/v), contendo 0,05%

(v/v) de TFA por 90 min., utilizando-se uma coluna XBrigde™ BEH300 C18 (2,1x100mm;
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3,5 um) (WATERS). A elui¢do dos componentes foi monitorada por absorbancia ultravioleta
a 214 nm, com fluxo de 0,2 mL/min.

A obtengdo dos espectros de massas foi realizada em um espectrometro de massas
equipado com fonte de ionizagdo “electrospray” (ESI), e analisador de massas hibrido
formado pela combinacdo de sistemas “ion-trap” e “Time-of-Flight> (IT-TOF)
(SHIMADZU). As analises foram realizadas no modo positivo (ESI+) e continuo, durante
todo o experimento O software LCMS solution (SHIMADZU) foi utilizado para controle de
aquisicao e andlise de dados. Durante todos os experimentos a temperatura do CDL e da
interface foi mantida a 200° C, a voltagem na agulha a 4,5 kV e a voltagem no cone a 3,5 V.
O fluxo de gas secante (Nitrogénio) foi de 100 L/h e o fluxo de gas nebulizador (Nitrogénio)
de 1,5 L/h. A detec¢do no espectrometro de massas foi realizada com varreduras feitas no
intervalo de m/z 50 a 3000, com uma resolugdo de aproximadamente 15000.

Os experimentos de espectrometria de massas sequenciais, ou seja, espectros de
fragmentacdo peptidica em condicdes de decomposicio induzida por colisio (CID) (MS?)
foram realizados utilizando-se os mesmos pardmetros dos experimentos de MS'. Foi utilizado
argdnio como gas de colisdo, a uma pressao de 100 kPa. Os ions produzidos através dos
experimentos MS/MS foram aprisionados e acumulados durante 50 mseg no “ion trap”,
utilizando-se energia de colisdo de 50% e freqiiéncia de 30 kHz, para os ions moleculares de
carga +2 ([M+2H] ), + 3 ((M+3H] ™) e assim sucessivamente.

Os espectros de massas obtidos foram analisados primeiramente com as ferramentas
do software LCMS solution (SHIMADZU), utilizado para controle de aquisi¢ao e analise de
dados. A rotina descrita por Canti e colaboradores (2008) foi utilizada para a interpretagao
dos espectros de massas obtidos. Os espectros contendo ions multiprotonados foram
convertidos para a forma numérica com auxilio da funcdo Mass Table do software LCMS
solution, e entdo manualmente deconvoluidos para espectros contendo apenas ions
monoprotonados, com o objetivo de simplificar a interpretacdo de tais espectros,
possibilitando o assinalamento das sequéncias primarias dos peptideos. Os célculos realizados
para a obten¢do das sequéncias foram feitos utilizando uma tolerancia de massa de 0,1 u.m.a.
A distingdo entre os residuos isobaricos Leucina (L) e Isoleucina (I) foi resolvida em alguns

casos através da utilizagao de ions das séries d e w.
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3.3. Sintese manual dos peptideos em fase solida

A sintese dos peptideos lineares (Tabela 1) utilizados para os bioensaios foi realizada
manualmente, através do método de sintese em fase so6lida (MERRIFIELD, 1986), utilizando-

se N-9-fluorenilmetoxicarbonil, também conhecida como estratégia Fmoc.

TABELA 1: Sequéncias dos peptideos identificados no veneno de P.paulista e
sintetizados.

NOME SEQUENCIA

Thr6-BK RPPGFTPFR oy
RA_Thr6-BK RARPPGFTPFR oy
RA_Thr6-BK DT RARPPGFTPFRDTy

Os peptideos foram sintetizados utilizando-se 100 mg de resina NovaSyn TGR, com
grau de substituicdo de 0,2 mmol e/g. Em cada ciclo da sintese foi adicionado Fmoc-
aminoacido-OH (NOVABIOCHEM), contendo N-Hidroxibenzotriazol (HOBt.H,O,
NOVABIOCHEM) e N-Metilmorfolina (NNM, ALDRICH) como agentes ativadores dos
aminodcidos e Hexafluorofosfato Benzoitriazol-1-i1-oxi-tris-pirrolidino-fosfinio (PyBOP,
NOVABIOCHEM) como agente acoplante, por um periodo de 30 minutos. Apds cada ciclo
de acoplamento foram realizadas cinco lavagens da resina com N-N-Dimetilformamida
(DMF, SYNTH). A retirada do Fmoc foi realizada utilizando-se Piperidina (FLUKA) 30%
(v/v) em DMF.

Todas as reagdes foram realizadas sob agitagdo mecanica em capela de seguranga.
Apods a acoplagem do ultimo residuo de aminoécido, a resina foi lavada com metanol
(MALLINCKRODT) e seca em liofilizador (HETO, modelo MLW — LGA 05). Apds a
secagem, foi feita a clivagem entre peptideo/resina utilizando-se uma solugdao de acido
trifluoroacético (TFA) 82,5% (v/v) (MALLINCKRODT), Anisol 5% (v/v) (SIGMA),
Etanoditiol 2,5% (v/v) (ALDRICH), Fenol 5% (m/v) e 4gua ultrapurificada 5% (v/v), durante
2 horas sob agitacdo mecanica. Esta solu¢cdo de TFA-Anisol-Etanoditiol-Fenol-Peptideo foi
filtrada para a retirada da resina e centrifugada a 4° C (EPPENDORF, modelo 5810R) por
15minutos a 3000 rpm na presenga de éter etilico (SYNTH). O material sedimentado foi entdo
re-suspendido em agua bidestilada (destilador MARCONI, modelo MA 078) e ultrapurificada
MilliQ Advantage A10 (MILLIPORE) para entdo ser purificado através de cromatografia
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liquida. O controle de qualidade foi feito por espectrometria de massas (ESI-MS). O

rendimento da sintese de cada peptideo foi de aproximadamente 30%.

3.4. Purificacao dos peptideos

A purificacdo dos peptideos provenientes da sintese manual foi feita através de
cromatografia liquida de alta performance sob fase reversa (RP-HPLC, Reversed-phase High
Performance Liquid chromatrography) utilizando um sistema de HPLC Shimadzu modelo
LC-8A, equipado com detector de luz ultravioleta do tipo arranjo de diodos modelo SPD-
20A, constituido por duas bombas LC-8A (bombas A e B), com injetor Rheodyne modelo
77251 com “loop” de 2 mL, um sistema controlador Shimadzu (modelo SCL 10Avp) e coluna
preparativa Shimpack C-18 PREP-ODS(K) 30 x 250 mm (SHIMADZU). Para a fase movel,
foram utilizados dois solventes, sendo A: 4gua, contendo 0,1% TFA (v/v); e B: ACN
(MALLINCKRODT) contendo 0,1% TFA (v/v). O fluxo do solvente para todos os peptideos
foi de 10mL/min. Para todos os peptideos foi utilizada uma elui¢do isocratica com fase movel
constituida de 20% B.

As fracdes coletadas, correspondendo ao pico de absorbancia, foram reunidas e
parcialmente evaporadas em equipamento Rotavapor, sendo que o material restante foi seco

em Speed-vac e pesado.

3.5. Atividade hemolitica

Os experimentos de atividade hemolitica foram realizados segundo metodologia
descrita por De Souza (2006), com algumas modificagdes e nimero de repeti¢des de n=5.

Foram adicionados cerca de 500 puL. de sangue extraido da cauda de ratos Wistars
fémeas em 50 mL de solucgdo salina (NaCl 0,85%, CaCl, 10 mM) sob leve agitacdo por 15
minutos, em agitador magnético (MA-089 MARCONI).

A suspensdo de eritrocitos foi centrifugada em presenca de solugdo salina, em uma
centrifuga clinica (Z-200A HERMLE) a 3000 rpm durante 15 minutos para lavagem das
células. Esta operacao foi repetida por mais duas vezes.

O sobrenadante da ultima centrifugacao foi descartado e o concentrado de hemacias
obtido ao final das centrifugacdes foi considerado como sendo 100% de células. Foi

preparada uma suspensdo de eritrocitos a 4% diluindo-se a suspensdo concentrada descrita
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acima, com solucao salina isotonica. Essa suspensao a 4% foi utilizada nos testes de atividade
hemolitica.

Foram montadas baterias de ensaios em microplacas (COSTAR), onde cada orificio
foi preenchido com os diferentes peptideos, solubilizados em solucdo salina. A cada orificio
foram adicionados 90 pL da suspensao de eritrécitos perfazendo um volume final de 100 pL.
Para o controle de 0% de hemolise foram adicionados 10 pL de solucdo salina a 90 pL da
suspensdo de eritrocitos; para o controle de 100% de hemolise, foram adicionados apenas 10
uL de solugdo salina acrescida de 1% (v/v) de Triton X-100 (SIGMA) a 90 uL de suspensdo
de eritrocitos.

Cada placa foi incubada a temperatura ambiente por 2 horas sob agitagao. Apds este
periodo de incubagdo, o contetdo de cada orificio foi centrifugado por 5 minutos a 3000 rpm
em uma centrifuga Compacta Avanti 30 (BECKMAN). O sobrenadante de cada preparagao
foi utilizado para a montagem de uma nova placa, para realizagdo das leituras de absorbancia
em uma leitora de microplacas (Biotrak II - AMERSHAM BIOSCIENCE, modelo), com
filtro de 540 nm.

3.6. Desgranulacio de mastocitos

Os testes de desgranulacdo de mastocitos foram feitos segundo metodologia de Hide e
colaboradores. (1993) com algumas modificagdes e nimero de repeticdes de n=5. Foram
testados os trés peptideos nas concentragdes variando de 3x10™ a 5x10™" pg/uL em triplicata e
utilizou-se o peptideo HR1 como peptideo padrao para desgranulacdo (TUICHIBAEV et al.,

1988), também nas mesmas concentragdes.

3.6.1. Preparo das solucoes

Foram preparadas as seguintes solugdes para a realizacdao dos testes de desgranulagao

de mastocitos:

Solugcdo MCM-1 (mast cell medium)

Para 100 mL de solugdo MCM-1, foram colocados 0,877 g de NaCl (MERCK), 0,028
g de KCl1 (MERCK), 0,043 g de NaH,PO4 (SYNTH), 0,048 g de KH,PO4 (SYNTH), 0,10 g
de glicose (SYNTH), 0,10 g de BSA (SIGMA), 90 pL de CaCl, (1M) (VETEC) e 100 mL

agua mili Q.
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Solucao MCM-2
Para a solugdo MCM-2 utilizou-se 100 mL de MCM-1 e 50 uL de Liquemine
(Heparina Sodica 5000 UI/0, ROCHE).

Solucdo SH
Dissolveu-se 0,588 g de Citrato trissodico (MERCK) em 10 mL de 4gua bidestilada. O

pH foi ajustado para 4,5 com solugdo de HCl (1M) (SYNTH). A 10 mL desta solugdo de
citrato trissodico (pH 4,5), foram adicionados 0,0034 g de p-nitrofenil-N-acetil--
glucosaminidina (SIGMA).

3.6.2. Isolamento dos mastocitos

Os ratos Wistar fémeas foram anestesiados com 300 uL de solucao 1/1 dos anestésicos
Quetamina e Xilasina, aplicado via subcutanea, ¢ em seguida decapitados para retirada do
sangue. Foi feito um corte longitudinal no abdomen para expor a cavidade peritonial. Os
orgaos foram afastados e fez-se a lavagem desta cavidade com 20 mL de solugdo MCM-2,
para se extrair o fluido contendo os mastocitos em suspensdo. Este fluido foi coletado com
auxilio de uma seringa e armazenado em banho de gelo. Repetiu-se este procedimento por trés
vezes.

O fluido peritonial foi centrifugado a velocidade de 100 g por 5 min, a 4° C. O
sobrenadante foi descartado, o sedimento de células foi ressuspendido em 2 mL. de MCM-1 e
centrifugado novamente sob as mesmas condigdes. O sobrenadante foi novamente retirado e
ressuspendido em 2 mL de MCM-1. Esta suspensdo de células foi utilizada para o ensaio de
desgranulagdo de mastdcitos.

Foi feita a contagem das células em camara de Neubauer com auxilio de uma solucao
corante 0,05% (v/v) de cristal violeta em HCI (3,6 M). Ajustou-se a concentragcdo para 4,5 x

10° células/mL.

3.6.3. Ensaio de desgranulacao de mastdcitos

Preparou-se microplacas (COSTAR) colocando-se 90 puL. da suspensdo de mastdcitos e
10 pL das solugdes com diferentes concentragdes de cada peptideo. Para o valor de referéncia

“zero%” de desgranulagdo foram adicionados 10 uL de 4gua bidestilada e 90 uL. da suspensao



28

de mastocitos, para que a diluicao do fluido peritonial fosse a mesma em toda a placa. Para o
valor de referéncia “100%” de desgranulacdo adicionou-se 10 pL de agua bidestilada
contendo Triton X-100 1% (v/v) e 90 uL da suspensao de mastocitos.

Esta microplaca foi incubada por 15 min a 37° C em banho-maria para que houvesse o
extravasamento do conteudo dos granulos dos mastdcitos. Passado esse tempo, o contetdo de
cada orificio foi centrifugado a 1000 rpm por 5 min, sendo o sobrenadante removido e
utilizado na sequéncia das analises.

Com os sobrenadantes, montou-se uma nova placa, com cada orificio contendo 50 uL
de sobrenadante e 50 pL. de SH. Esta placa foi incubada por 6 horas, a 37° C.

Apo6s a incubagdo, descartou-se 50 uL de cada orificio e acrescentou-se 150 pL de
solugdo Tris 0,2 M (SIGMA). A medida de desgranulagdo foi feita através da leitura de
absorbancia a 405 nm, em leitora de placas (Biotrak Il - AMERSHAM BIOSCIENCE).

3.7. Atividade de liberacao de lactato desidrogenase (LDH)

Essa atividade mede a liberagao da lactato desidrogenase dos mastdcitos, para o meio
extracelular, como indicador de lise dos mastécitos pelo peptideo. A LDH ¢é uma enzima
citoplasmadtica, que catalisa a reducdo reversivel do piruvato a lactato, utilizando NADH
como coenzima. A atividade de LDH foi realizada com a suspensao de mastdcitos extraidos
da cavidade peritoneal de ratos Wistar, como descrito para os ensaios de desgranulagdo e
numero de repeticdes de n=5. Incubou-se 20 uLL do sobrenadante da suspensao de mastocitos
com 800 pL de tampao UV-LDH [Reagente 1 (TRIS 50 mM pH 7,4, acido piravico 1,2 mM,
EDTA 5 mM) 80% (v/v). Reagente 2 (NADH 0,18 mM) 20% (v/v)] por 5 minutos a 25°C.
Ap6s esse periodo, a cinética de consumo do substrato NADH foi monitorada pela medida do
decréscimo da absorbancia a 340 nm, durante 10 minutos a 25°C. Os resultados foram
inicialmente calculados como unidades cataliticas (micromols de NADH consumidos por
min. a 25°C, pH 7,4). Esses valores foram convertidos em atividade relativa, através da
atividade de LDH total (100%) da suspensao de mastocitos lisados, na presenca de Triton X-

100 0,1% (v/v).
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3.8. Prova de sensibilidade bacteriana (MIC)

Os testes para verificagdo de atividade antimicrobiana dos peptideos foram realizados
através da determinagdo da concentracdo inibitorio minima (MIC). Os experimentos foram
montados em micro-placas de 96 canais e a visualizacdo dos resultados foi feita utilizando-se
o cromoforo cloreto de trifeniltetrazolium (TTC) (MALLINCKRODT), segundo metodologia
descrita por Coyle e colaboradores. (2003) e Meletiadis e colaboradores (2000).

Os peptideos foram testados contra os seguintes microrganismos: Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Bacillus subitis (ATCC 6051), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
13388) e Escherichia coli (ATCC 1175), obtidos no Laboratorio de Microbiologia do Centro
de Estudos de Insetos Sociais — C.E.L.S. (IBRC/UNESP). Foram utilizados: meio de cultivo
Miiller-Hinton (DIFCO), meio de cultivo Miiller-Hinton Broth (DIFCO) para manutencdo e
cultivo desses microrganismos. Toda a manipulacdo dos microrganismos foi feita em camara
de fluxo laminar vertical (PACHANE) e todo material utilizado no cultivo foi esterilizado em
autoclave vertical AV30 (PHOENIX), por 20 minutos a 121° C e 1 atm.

Para a realizacdo do experimento, os indculos foram preparados em solucdo salina
(NaCl 0,9%) a partir de coldnias novas (colonias de 18 horas). A concentracdo desses
indculos foi ajustada para 0,5 da escala de McFarland. Foram adicionados 200 pL de in6culo
em 20 mL de meio Miiller-Hinton liquido, sendo essa suspensao utilizada para a montagem
das micro-placas.

Em cada orificio da placa foram colocados 10 uL de solucao de peptideo (diluido em
agua esterilizada em diferentes concentragdes), 10 uL da suspensao de indculo e 80 uL de
meio Miiller-Hinton liquido.

Para o valor de referéncia zero, foram colocados 80 pL de meio Miiller-Hinton
liquido, 10 pL de 4gua bidestilada esterilizada e 10 uL de salina. Para o valor de referéncia
100%, foram colocados 10 uL de dgua e 10 pL da suspensdo de indculo e 80 pL de meio
Miiller-Hinton liquido. Foi montada uma placa para cada espécie de microrganismo
mencionado acima. As placas foram incubadas em estufa de cultura a 34° C, por 18 horas.
Apos este periodo, acrescentou-se a cada orificio 10 pL de TTC 0,5% (m/v) em agua. As

leituras foram realizadas apds 3 horas de re-incubagao das placas em estufa a 34° C.



30

3.9. Atividades farmacoldgicas relacionadas a dor e inflamacao

3.9.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos pesando entre 18-21g fornecidos pelo
Biotério do Laboratério de Biologia Estrutural e Zooquimica do Centro de Estudos de Insetos
Sociais da Unesp Campus de Rio Claro-SP. Os animais foram mantidos com agua e racao ad
libitum em uma sala apropriada com temperatura ambiente de 20 + 3° C e ciclo claro/escuro
(12:12 h), por um periodo minimo de 3 dias antes dos experimentos. O presente projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal do Instituto Butantan (CEUAIB,
Protocolo numero: 567/09) e obedeceram as normas propostas pela Associagdo Internacional

para o Estudo da Dor (IASP) (ZIMMERMANN, 1983).

3.9.2. Avaliacao da sensibilidade dolorosa.

Os animais foram submetidos, para avaliacdo da sensibilidade dolorosa, ao teste do
von Frey eletronico. Foi determinado, a partir desse teste, se as cininas testadas apresentavam
efeito hiperalgésico ou analgésico. Como controle positivo foi utilizado a carragenina. Para
avaliacdo do efeito inflamatdrio ou anti-inflamatorio das cininas foi utilizado um paquimetro
digital (CD-6 CSX-B-MITUTOYO SUL AMERICANA LTDA) Estes testes foram realizados
em diversos tempos sendo que cininas (cinina Thr6-BK; cinina RA Thr6-BK e cinina RA

Thr6-BK_DT) testadas foram administradas por via intraplantar.

3.9.3. Von Frey Eletronico

Os animais foram colocados em gaiolas plasticas, com fundo de arame, para permitir
acesso as patas. Os animais foram colocados nestas gaiolas 30 minutos antes do inicio do
teste, para adaptacdo comportamental. Os testes foram realizados apenas quando os animais
estavam quietos, sem movimentos exploratdrios ou defecacdo e sem lamberem seus membros.
Neste experimento, uma medida de pressao eletronica foi mensurada através de um transdutor
de pressdo adaptado por um cabo a um contador digital de forca (em gramas). A precisdo do
aparelho ¢ de 0,1 g e o aparelho foi calibrado para registrar uma for¢ca maxima de 150 g,
mantendo a precisao de 0,1 g até a forga de 80 g (INSIGHT EQUIPAMENTOS LTDA.,
RIBEIRAO PRETO, SP, BRA). O contato do transdutor de pressdo a pata foi realizado
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através de uma ponteira descartavel de polipropileno adaptada. Uma forca perpendicular
crescente foi aplicada na area central da superficie plantar do membro posterior dos animais,
para indug¢do da flexdo dorsal da articulagdo tibio-tarsica, seguida da retirada da pata. O
aparelho de medida de pressdo eletronica registrou automaticamente a intensidade da forca
aplicada quando o membro for retirado. O teste foi repetido até que se obtivessem trés
medidas subsequentes, de tal forma que a varia¢ao entre as medidas ndo fossem maiores que 1
g. Os animais foram submetidos ao von Frey em diversos tempos ap6s a administragdo, por

via intraplantar, das cininas, carragenina (controle positivo) e salina (controle negativo).

3.9.4. Edema de pata

Foi avaliado o efeito edematogénico das cininas. Os animais receberam uma aplicacao
intraplantar (em uma das patas) de cininas, carragenina 1%, ou veiculos (controles). O volume
da pata foram realizadas nos tempos zero (imediatamente apoOs as injegcdes das cininas ou
carragenina) e em diversos tempos apds a injecdo do agente flogistico 99, utilizando um
Paquimetro digital de especificagdo 0-150X0,01 mm (modelo CD-6’CSX-B, MITUTOYO
SUL AMERICANA LTDA).

O aumento percentual do volume das patas foi calculado através da expressao:

A (%)= (VE-Vi)x 100/Vi

Onde: A (%) = aumento percentual do volume da pata;

Vi = volume inicial da pata;
Vf = volume da pata apods a injecdo dos peptideos, carragenina ou veiculo
(controle).
O resultado final foi obtido subtraindo-se os valores controles (animais injetados com

veiculo) dos valores testes (animais injetados com as cininas).

3.9.5. Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como média £ SEM. Os dados referentes aos
tratamentos foram estatisticamente examinados utilizando ANOVA de duas vias, seguida por
meio de andlise de variancia associada ao teste de Tukey (p< 0,05) (KLEINBAUM et al.,
1998).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram divididos em trés partes:

PARTE I:

4.1 Analise de variabilidade de composi¢do peptidica do veneno em diferentes condigdes:

4.1.1. Inter-ninho (venenos de diferentes ninhos coletados na mesma época do ano)

4.1.2. Intra-ninho (veneno do mesmo ninho em diferentes épocas do ano)

PARTE II:

4.2. Sequenciamento de alguns peptideos encontrados no veneno.

PARTE III:

4.3. Atividades biologicas dos peptideos sintetizados da familia das cininas,

32
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PARTE I:

4.1. Analise de variabilidade de composicio peptidica do veneno em diferentes

condicoes:

4.1.1. Inter-ninhos (venenos de diferentes ninhos coletados na mesma época do ano)

Inicialmente neste trabalho, foram realizados varios experimentos para verificar as
melhores condi¢des cromatograficas, para se fazer uma varredura cromatografica ampla dos
peptideos presentes na porc¢ao peptidica do veneno de P. paulista, sendo que o gradiente de 5
a 90% ACN (v/v) durante 90 minutos foi o que apresentou melhor separagdo cromatografica,
tanto no cromatograma UV quanto no cromatograma de ions totais (“Total Ion
Cromatogram” = TIC). Além disso, a boa qualidade dos cromatogramas foi fundamental para
que as analises de amostras diferentes pudessem ser comparadas entre si, principalmente para
estabelecer as fragcdes cromatograficas caracteristicas do veneno e as diferengas entre as
amostras.

Foi desenvolvido um “cromatograma controle” (branco), nas mesmas condi¢des da
amostra, onde se injetou apenas o solvente das amostras. Em paralelo a por¢ao peptidica do
veneno foi injetada, onde foram otimizadas as condi¢des de ionizagdo, “aprisionamento” dos
ions formados (traping) e de otimizagdo das condi¢des de dissociagdo induzida por colisdo
(CID) em baixas energias, de maneira a se conseguir séries completas de ion-fragmentos dos
tipos b e/ou y, a fim de facilitar o sequencimento dos peptideos sob investigagao.

Primeiramente, foram analisados os cromatogramas UV (com leitura de absorbancia
em 214nm) de trés diferentes amostras. Estas trés amostras correspondem as porcoes
peptidicas dos venenos das vespas (20 pg/amostra) extraidos na presenca de ACN 50% (v/v),
coletados de trés ninhos diferentes encontrados em regides proximas na cidade de Rio Claro,
SP, sendo denominadas por Amostra “A”, “B” e “C”. Os cromatogramas UV estio

representados nas figuras de 1 a 3, para as amostras A, B e C, respectivamente.
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Figura 1: Perfil da cromatografia de fase reversa da amostra A de veneno de P. paulista (20 pg), obtido em coluna
XBrigde™ BEH300 C18(2,1x100 mm), sob gradiente de 5 a 90% ACN (v/v) [contendo TFA 0,05% (V/V)], com
fluxo de 0,2 mL/min.
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Figura 2: Perfil da cromatografia de fase reversa da amostra B de veneno de P. paulista (20 ng ), obtido em coluna
XBrigde™ BEH300 C18(2,1x100 mm), sob gradiente de 5 a 90% ACN (v/v) [contendo TFA 0,05% (V/V)], com
fluxo de 0,2 mL/min.
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Figura 3: Perfil da cromatografia de fase reversa da amostra C de veneno de P. paulista (20 ng ), obtido em coluna
XBrigde™ BEH300 C18(2,1x100 mm), sob gradiente de 5 a 90% ACN (v/v) [contendo TFA 0,05% (V/V)], com
fluxo de 0,2 mL/min.

Os cromatogramas UV (214 nm) sdo muito semelhantes quando comparados entre si,
sendo dificil perceber as diferencas entre as amostras provenientes de diferentes ninhos,
coletados em diferentes localidades. Assim, os Cromatogramas de fons Totais (7/C) dos
experimentos realizados com as trés amostras, foram utilizados como parametro para a analise
quantitativa e qualitativa dos peptideos, uma vez que este formato apresenta maior
sensibilidade, podendo detectar pequenas quantidades de compostos e diferencas sutis entre as

amostras, quando comparada ao cromatograma UV.
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Para a realizagdo das andlises das diferentes massas moleculares presentes nas
diferentes amostras, os cromatogramas de massas foram analisados minuto a minuto
(considerado como uma janela analitica individual) a fim de se estabelecer quais as massas
presentes nestes intervalos (janelas de tempo). A utilizagdo de ionizagdo ESI gera ions de
multiplas cargas, que sdo ainda mais favorecidas pelo uso de analisador IT, tornando
relativamente laboriosa a tarefa de identificar cada peptideo presente, em cada janela de
tempo. Este procedimento de busca dos compostos peptidicos em uma janela de tempo, foi
realizado manualmente pela falta de um software especifico para tal tipo de andlise, e também
para que nao houvesse duvidas quanto a deconvolug¢do dos ions; somente aqueles ions que
apresentaram envelope de picos com resolu¢do monoisotopica ¢ que foram considerados nas
analises. Considerou-se composto diferentes aqueles que, dentro de cada janela de tempo,
apresentaram valor de massa molecular diferindo em pelo menos 1 Da.

Esta forma de analise também foi realizada por Davis e colaboradores (2009), onde a
diversidade peptidica de diferentes individuos da mesma espécie, e entre espécies diferentes
de animais do género Conus foi estudada.

Os cromatogramas de ions totais estdo representados juntamente com a identificagdo
das diferentes massas moleculares encontradas em cada janela de tempo, nas trés diferentes
amostras (Figuras 4, 5 e 6, as quais sdo referentes as amostras A, B e C). A Figura 7

representa a superposi¢ao de todos os peptideos detectados nas trés amostras (A, B e C).

Figura 4: Cromatograma de ions totais (7/C) da amostra A, com identificagdo das massas moleculares de todos os
peptideos observados no intervalo de 400 a 3000 Da (pontos vermelhos), em cada janela de tempo, durante os 90
minutos de eluigdo.



Figura 5: Cromatograma de ions totais (7/C) da amostra B, com identificagdo das massas moleculares de todos os
peptideos observados no intervalo de 400 a 3000 Da (pontos vermelhos), em cada janela de tempo, durante os 90
minutos de eluigao.

Figura 6: Cromatograma de ions totais (7/C) da amostra C, com identificacdo das massas moleculares de todos os
peptideos observados no intervalo de 400 a 3000 Da (pontos vermelhos), em cada janela de tempo, durante os 90
minutos de eluigdo.
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Figura 7: Superposicdo de todos os peptideos detectados na amostras A, B e C, no intervalo entre 400 e 3000 Da, em
fungéo dos tempos de retengdo; © = peptideos da amostra A; [ = peptideos da amostra B; &= peptideos da amostra C.

As andlises dos cromatogramas de massas (7/C) de cada uma das amostras e a
comparagdo entre as massas moleculares presentes em cada amostra analisada revelaram a
existéncia de muitos peptideos apresentando massas moleculares diferentes e algumas
semelhancas em relagdo as trés amostras. As massas moleculares obtidas para cada um dos
peptideos foi obtida através da deconvolucao de espectros apresentando ions com multiplas
cargas (+2,73,7¥4 ou mais) para somente ions monoprotonados, como ja mencionado
anteriormente. Com estes dados foi possivel realizar a andlise de distribuicdo das diferentes
massas moleculares de cada amostra, bem como do niimero total de componentes peptidicos
acumulados ao longo de todo cromatograma, apresentados em intervalos de massas de 100
Da. As figuras 8,9 e 10 representam o diagrama de barras correspondentes a frequéncia das

faixas de massa molecular das amostras A, B e C, respectivamente.



Figura 8: O diagrama de barras corresponde a frequéncia de cada faixa de massa molecular (no intervalo de
100 Da) encontrada no veneno da vespa P. paulista presente na amostra A. A linha com pontos negros
corresponde ao numero total acumulado de peptideos detectados na amostra.

Figura 9: O diagrama de barras corresponde a frequéncia de cada faixa de massa molecular (no intervalo de
100 Da) encontrada no veneno da vespa P. paulista presente na amostra B. A linha com pontos negros
corresponde ao numero total acumulado de peptideos detectados na amostra.
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Figura 10: O diagrama de barras corresponde a frequéncia de cada faixa de massa molecular (no intervalo de
100 Da) encontrada no veneno da vespa P. paulista presente na amostra C. A linha com pontos negros
corresponde ao numero total acumulado de peptideos detectados na amostra.

Os resultados acima revelam uma enorme complexidade de composi¢ao peptidica nos
venenos de P.paulista, quando se comparam amostras coletadas em diferentes ninhos desta
vespa. Foi possivel detectar a presenga de 108 peptideos distintos na amostra A, 92 peptideos
na amostra B e 98 peptideos na amostra C.

Foram observadas maiores quantidades de peptideos com os valores de massas entre
1200-1300 Da, 1300-1400 Da, 1600-1700 Da e 1800-1900 Da na amostra A; 1300-1400 Da,
1400-1500 Da e 1600-1700 Da na amostra B; e 1200-1300 Da, 1300-1400 Da, 1400-1500 Da
e 1600-1700 Da na amostra C. Estes resultados sugerem a existéncia de diferencas de
composi¢ao quanto as massas apresentadas e numero de diferentes peptideos em cada amostra
de veneno, mesmo considerando-se que trata de uma mesma espécie sob investigagao.

A Figura 11 apresenta o diagrama de Venn para comparacgdo entre as amostras A, B e

C, de acordo com as massas peptidicas e tempos de retengao encontrados.
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Figura 11: Diagrama de Venn demonstrando o numero de peptideos
comuns identificados nas amostras A, B € C, baseado em massas diferindo
em +1 Da e janelas de tempos de retengdo de +1 min.

E possivel observar que existem 36 peptideos com massas moleculares e tempos de
retencdo, comuns entre as trés amostras, 17 peptideos sdo comuns somente entre as amostras
A e B, 10 peptideos ocorrem nas amostras A e C, e ainda 20 peptideos que ocorrem nas
amostras B e C. Para estas andlises, foram considerados peptideos que diferiram em suas
massas moleculares em mais de 1Da, e que possuiam tempos de retengdo diferentes em mais
de 1 minuto. Peptideos considerados comuns, foram aqueles compartilhando mesma massa
molecular e mesmo tempo de retencdo. Neste diagrama pode-se ainda notar a presenca de um
total de 179 peptideos diferentes, quando os valores de massas moleculares obtidos para as
trés amostras (A, B e C) sdo analisados em conjunto. Tal padrao de semelhancas e diferencas
deve estar ligado ao modo reprodutivo dos Polybiinae, o que sera discutido com mais
propriedade no préximo item (4.1.2.), onde foram realizadas comparagdes do veneno de um
mesmo ninho em diferentes épocas do ano, possibilitando uma visdo da variagdo de

composi¢ao intra-ninho.
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4.1.2. Intra-ninho (veneno do mesmo ninho em diferentes épocas do ano)

Além das andlises dos venenos pertencentes a ninhos diferentes, foram realizadas
analises para avaliar a existéncia de possiveis diferengas no veneno de P. paulista no decorrer
do tempo. Para isso, vespas do mesmo ninho (amostra D) (Figura 12) foram coletadas em
intervalos de tempo de 60 dias (Tabela 2), a fim de verificar a interferéncia principalmente da
genética reprodutiva, na composi¢cdo desses venenos, uma vez que as vespas pertencentes a
espécie P. paulista possuem ciclo de vida médio de 60 dias. Decorrido este periodo, a

populagdo do ninho ¢ renovada (CHAUD-NETTO et al, 1994).

Figura 12: Ninho de P. paulista utilizado para extracdo do veneno (Amostra D) em diferentes
¢épocas do ano.

Tabela 2: Data de coleta das amostras de veneno

do ninho D.
Nome da
Data da Coleta
Ameostra
D1: 26/11/10
D2: 26/01/11
D3: 26/03/11
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Assim, 20ug da porcao peptidica do veneno de cada uma das coletas (D1, D2 e D3)
foram submetidas a andlises de LCMS sob as mesmas condi¢des dos experimentos de analise
interninho (item 4.1.1). Foram analisados os cromatogramas UV (com leitura de absorbancia
am 214nm) das trés amostras, sendo os mesmos representados nas figuras 13,14 e 15, para as

amostras D1, D2 e D3, respectivamente.
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Figura 13: Perfil da cromatografia de fase reversa da amostra D1 de veneno de P. paulista (20 pg), obtido em coluna
XBrigde™ BEH300 C18(2,1x100 mm), sob gradiente de 5 a 90% ACN (v/v) [contendo TFA 0,05% (V/V)], com
fluxo de 0,2 mL/min.
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Figura 14: Perfil da cromatografia de fase reversa da amostra D2 de veneno de P. paulista (20 pg), obtido em coluna
XBrigde™ BEH300 C18(2,1x100 mm), sob gradiente de 5 a 90% ACN (v/v) [contendo TFA 0,05% (V/V)], com
fluxo de 0,2 mL/min.
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Figura 15: Perfil da cromatografia de fase reversa da amostra D3 de veneno de P. paulista (20 pg), obtido em coluna
XBrigde™ BEH300 C18(2,1x100 mm), sob gradiente de 5 a 90% ACN (v/v) [contendo TFA 0,05% (V/V)], com
fluxo de 0,2 mL/min.
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Os cromatogramas UV das amostras D1 (Figura 13), D2 (Figura 14) e D3 (Figural5)
mostraram-se muito semelhantes entre si, sendo dificil perceber as diferengas entre as
amostras. Partiu-se entdo para comparagdes entre os cromatogramas de ions totais (77C)
adquiridos a0 mesmo tempo dos cromatogramas de UV.

Os cromatogramas de ions totais estdo representados juntamente com a analise das
diferentes massas moleculares encontradas nas trés amostras (Figuras 16, 17 e 18, as quais sdo
referentes as amostras D1, D2 e D3, respectivamente). A figura 19 trds a superposicdo da

distribuig¢do peptidica das trés amostras (D1, D2 e D3).

Figura 16: Cromatograma de ions totais (7/C) da amostra D1, com identificacdo das massas moleculares de todos os
peptideos observados no intervalo de 400 a 3000 Da (pontos vermelhos), em cada janela de tempo, durante os 90
minutos de eluigao.



Figura 17: Cromatograma de ions totais (7/C) da amostra D2, com identificagcdo das massas moleculares de todos os
peptideos observados no intervalo de 400 a 3000 Da (pontos vermelhos), em cada janela de tempo, durante os 90
minutos de eluigao.

Figura 18: Cromatograma de ions totais (7/C) da amostra D3, com identificacdo das massas moleculares de todos os
peptideos observados no intervalo de 400 a 3000 Da (pontos vermelhos), em cada janela de tempo, durante os 90
minutos de eluigdo.
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Figura 19: Superposi¢do de todos os peptideos detectados nas amostras D1, D2 e D3, no intervalo entre 400 ¢ 3000
Da, em fungédo dos tempos de retengdo; O= peptideos da amostra D1; [ = peptideos da amostra D2;A = peptideos da
amostra D3.

As andlises dos cromatogramas de massas (7/C) de cada uma das amostras, ¢ a
comparagdo entre as massas moleculares presentes em cada amostra analisada revelaram a
existéncia de muitas massas moleculares diferentes nos venenos de um mesmo ninho no
decorrer do tempo, ¢ algumas semelhangas em relacao as trés amostras, assim como no caso
das amostras oriundas de diferentes ninhos. As massas moleculares obtidas para cada um dos
peptideos foi obtida através da deconvolugdo de espectros obtendo ions multiprotonados, para
forma de ions monoprotonados. Com estes dados foi possivel realizar a andlise de frequéncia
dos intervalos de massas de componentes peptidicos de cada amostra, sendo estes dados

representados nas figuras 20, 21 e 22.



Figura 20: O diagrama de barras corresponde a frequéncia de cada faixa de massa molecular (no intervalo
de100Da) encontrada no veneno da vespa P. paulista presente na amostra D1. A linha com pontos negros
corresponde ao numero total acumulado de peptideos detectados na amostra.

Figura 21: O diagrama de barras corresponde a frequéncia de cada faixa de massa molecular (no intervalo de
100 Da) encontrada no veneno da vespa P. paulista presente na amostra D2. A linha com pontos negros
corresponde ao numero total acumulado de peptideos detectados na amostra.
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Figura 22: O diagrama de barras corresponde a frequéncia de cada faixa de massa molecular (no intervalo
de100 Da) encontrada no veneno da vespa Polybia paulista presente na amostra D3. A linha com pontos
negros corresponde ao nimero total acumulado de peptideos detectados na amostra.

As analises de distribuigdo e abundancia peptidica possibilitaram um melhor
entendimento da complexidade da composi¢do peptidica dentro de um mesmo ninho ao longo
de um intervalo de tempo de existéncia da colonia. Foi possivel detectar a presenca de 94
peptideos distintos na amostra D1, 95 peptideos na amostra D2 e 78 peptideos na amostra D3.

Foram observadas maiores quantidades de peptideos com os valores de massas entre
1000-1200 Da, 1200-1300 Da, 1300-1400 Da e 1400-1500 Da na amostra D1; 1000-1100 Da,
1200-1300 Da, 1300-1400 Da, 1400-1500 Da ¢ 1600-1700 Da na amostra D2; ¢ 1000-1100
Da, 1200-1300 Da, 1300-1400 Da, 1400-1500 Da e 1600-1700 Da na amostra D3. Além
disso, a comparacao dos perfis cromatograficos e das curvas de abundancia peptidica das
amostras revelou diferengas nos tempos de retencdo e massas dos peptideos em todas as
coletas. Este fato sugere a existéncia de diferengas de composi¢do e nimero de peptideos em
funcao do periodo de coleta.

A Figura 23 apresenta o diagrama de Venn para comparacao entre as amostras D1, D2
e D3, de acordo com as massas peptidicas e tempos de retengdo encontrados. O diagrama
mostra que existem 44 peptideos com massas moleculares comuns entre as trés amostras, 18
peptideos que ocorrem nas amostras D1 e D2, 7 peptideos que ocorrem somente nas amostras

D1 e D3, ¢ ainda 8 peptideos que ocorrem nas amostras D2 e D3.
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Figura 23: Diagrama de Venn demonstrando o niimero de peptideos comuns
identificados nas amostras D1, D2 ¢ D3, baseado em massas diferindo em +1
Da e janelas de tempos de reteng@o de +1 min.

Para estas andlises, também foram considerados peptideos que diferiram em mais de 1
Da, e que possuiram diferencas nos tempos de retengdo superiores a 1 minuto. Peptideos
considerados comuns foram aqueles compartilhando mesma massa molecular € o0 mesmo
tempo de reten¢do. Na figura 23 pode-se ainda notar a presenca de 146 peptideos totais
diferentes quando os valores de massas moleculares obtidos para as trés amostras (D1, D2 e
D3) sdo analisadas em conjunto.

Assim como no caso do item anterior onde foram analisadas amostras de trés ninhos
diferentes de P. paulista, o padrdo de semelhancas e diferengas deve estar ligado ao modo
reprodutivo dos Polybiinae, que geralmente possui varias rainhas numa mesma coldnia, que
podem ser irmas entre si, meio-irmds, ou mesmo primas. Estas rainhas copulam com varios
machos diferentes e armazenam os espermatozoéides, que sao utilizados em “pacotes” a cada
nova progenia, que corresponde a um periodo entre 45 e 60 dias (CHAUD-NETTO, 1994).
Isto significa que numa mesma colonia coexistem varias diferentes progénies de vespas, com
cargas genéticas maternas relativamente conservadas, e diferentes cargas genéticas paternas.
Este fato cria um enorme polimorfismo genético, que provavelmente resulta numa grande
biblioteca peptidica em potencial, em cada colonia de vespas. Desta maneira, o padrdo de
semelhancas e diferencas no perfil peptidico total dos venenos, revela a enorme riqueza
quimica que este tipo de inseto representa na natureza, tanto nas analises inter-ninho quanto

intra-ninho. O periodo de tempo espacado de 60 dias entre as coletas do mesmo ninho se
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justifica porque este ¢ o tempo médio de vida de cada operaria, e também porque este

corresponde ao tempo necessario a substituicdo de uma progénie completa.
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PARTE II:

4.2. Sequenciamento dos peptideos encontrados nos venenos.

Levando-se em consideragdo os peptideos presentes em todas as amostras analisadas,
foram escolhidos alguns peptideos para uma investigacao mais detalhada. Como referéncia foi
utilizado o cromatograma de ions totais da amostra A para a analise qualitativa dos peptideos,

onde as fracdes do cromatograma de ions totais foram numeradas de 1 a 24. (Figura 24).

Figura 24: Cromatograma de fons totais (7/C) da amostra A, obtido a partir da analise LC-MS em coluna XBrigde™
BEH300 C18(2,1x100 mm), sob gradiente de 5 a 90% ACN (v/v) [contendo TFA 0,05% (V/V)], com fluxo de 0,2
mL/min durante 90minutos. Em vermelho estd a numeragdo das fragdes pertencentes ao veneno para referencia nas
analises posteriores.

As andlises de MS foram realizadas no modo positivo, uma vez que apresenta uma
sensibilidade mais elevada quando comparadas com anélises feitas no modo negativo. Além
disso, o0 modo positivo ¢ capaz de gerar espectros com maior riqueza de ions fragmentos
especificos para uma determinada sequéncia. Em contrapartida, espectros MS® de ions
negativos contém pouca informagdo sobre a sequéncia e sdo normalmente mais dificeis de
interpretar (SEIDLER et al., 2010). Diante destas informagdes, todos os peptideos deste
trabalho foram analisados no modo positivo (ESI+).

Durante a fragmentagao peptidica em condi¢des de CID, ocorre a formagao dos ions-
fragmentos, que recebem uma nomenclatura especifica dependendo da regido da molécula

que retém a carga residual (proton). Quando a carga residual permanece no lado N-terminal,
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sdao gerados os ions do tipo a, b e ¢ (dependendo de qual ligacdo quimica foi desfeita), por
outro lado, quando a carga residual permanecer no lado C-terminal, s3o gerados os ions do
tipo x, y e z (dependendo de qual ligagcdo quimica foi fragmentada). Os pares de ions a/x, b/y e
¢/z sdo correspondentes a fragmentos opostos e complementares entre si. Desta forma, por
exemplo, sempre uma série de ions do tipo b € completar a série de ions do tipo y. Essa
complementaridade e a presenca de varias séries de ions permitem comprovar através de
simulagdes de fragmentacdo, se uma sequéncia obtida esta realmente correta. A nomenclatura
mais aceita para anotagcdo de ions pertencentes as sequéncias peptidicas estd representada na
figura 25, como foi originalmente proposto por Roepstorff ¢ Fohlman (1984) e posteriormente

modificada por Biemann (1990).

Figura 25: Nomenclatura das principais séries de ions formados através de fragmentagao peptidica: ions a, b, ¢, x, y, e z.
(de acordo com Biemann, 1990). Rearranjos de hidrogénio estdo omitidos nesta anotagdo simplificada. R1, R2 e R3
representamas cadeias laterais dos residuos de aminoécidos.

Os equipamentos do tipo “ion-trap” (IT) ou armadilhas de ions s3o bem conhecidos
por sua alta eficiéncia em experimentos de espectrometria de massa sequencial (MS"). O IT ¢
o andlogo tridimensional do filtro de massa quadrupolar linear. No IT os ions sdo submetidos
a forgas aplicadas por um campo de RF (radio frequéncia), porém tais forgcas ocorrem em trés
dimensdes, ao invés de apenas duas. Movimentos estdveis de ions no quadrupolo linear
permitem que ions livres se movimentem em uma unica dimensao (dire¢do Zj). No entanto,
no ion-trap nao existe esse grau de liberdade, uma vez que os ions estdo armazenados dentro
de um sistema constituido de trés eletrodos (um eletrodo em anel e dois eletrodos em sec¢ao
transversal hiperbolica) (Figura 26). Os ions sd3o entdo bombardeados em todas as diregdes

para que viagem em Orbitas discretas dentro do campo (WONG; COOKS, 1997).
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Figura 26: Representac@o esquematica de um analisador do tipo “ion-trap”. O sistema consiste
de trés eletrodos com superficie hiperbdlica: o anel central ¢ duas segdes transversais. O
esquema demonstra como os eletrodos estdo alinhados e isolados através de espagadores de
ceramica. O dispositivo ¢ radialmente simétrico sendo que r, e z, representam o seu tamanho
(WONG; COOKS, 1997).

Ao longo dos anos os equipamentos do tipo IT se tornaram um dos equipamentos mais
utilizados para o sequenciamento de peptideos, uma vez que estes apresentam vantagens sobre
outros equipamentos para analises realizadas via dissociagio induzida por colisdo (CID). fons
precursores sdo excitados com aumento de energia cinética por efeito do CID. Ocorre a
colisdo entre o gas e os ions, sendo que a energia cinética ¢ convertida em energia interna do
ion. Uma vez que o ion atinge a energia critica de dissociagdo, antes de sua energia cinética
exceder a energia necessaria para “escapar”’ do aprisionamento, € o ion € ressonantemente
ejetado, o ion-precursor pode dissociar-se em ions-produtos. O movimento de ions deve ser
pequeno o suficiente para permanecer na armadilha de ions, mas suficientemente grande para
que a energia cinética possa ser convertida em energia interna, necessaria para induzir a
dissociagao de ions-produtos (SHIPKOVA et al., 2008; CHARLES et al.,1994).

Inicialmente foram escolhidos alguns peptideos ja conhecidos do veneno de P.
paulista para se estudar os padrdes de fragmentagdo, gerados com a utilizagdo de um
espectrometro de massas do tipo ESI-IT-TOF e para a padroniza¢ao da forma de interpretacao
dos espectros de massas sequenciais (MS"), que foram utilizados para o sequenciamento
peptidico. Os peptideos escolhidos foram os pertencentes as fragoes 13, 15 e 16,

correspondentes aos peptideos Polybia-MPI, Polyiba-MPII e Polybia-CP, respectivamente.
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O primeiro peptideo estudado foi o peptideo de massa molecular 1238,8 Da (Figura
27). Este peptideo foi encontrado na fracao 16, com tempo de retencao de 41,2-41.9 minutos,

sendo visualizado nos experimento de MS através do ion de m/z 620,43 na forma [M+2H]"™.

Figura 27: Espectro MS' referente ao peptideo de massa molecular 1238,8 Da observado no tempo de retengdo de
41,2-41,9 min (fragio 16); A, e A correspondem aos fons de m/z 620,4 e 413,9 na forma [M+2H]? e [M+3H]",
respectivamente.

Os espectros gerados através de fonte de ionizag¢do do tipo ESI, normalmente formam
ions com multiplas cargas (+2,+3,+4, etc), especialmente quando o experimento ¢ realizado
em instrumentos equipados com analisadores de massas do tipo ion-trap. Devido a sua
arquitetura funcional de construgdo, este tipo de analisador propicia colisdes de baixa energia
entre os ions favorecendo a transferéncia de carga entre os mesmos, privilegiando os ions
contendo mais de uma carga (PRENTICE et al., 2011).

Para que fosse possivel interpretar os espectros de MS?, foi necessério deconvoluir e
reconstruir cada espectro original, para a forma de ions monoprotonados [M+H]"'. Essa
deconvolugao e a reconstrugdo foram feitas de forma manual, com a utilizacdo da ferramenta
“mass table”, presente no software “LCMS solution v.3.6” (SHIMADZU). A funcao “mass
table” disponibiliza uma planilha, com as informagdes de valores m/z, intensidade e carga de
cada fon presente no espectro de MS?, além da informagio de quais fons sio monoisotopicos.
Apesar da maior parte do “mass table” conter informagdes corretas, o tratamento manual do
espectro € necessario, pois algumas vezes ocorrem erros na indicagdo dos valores de massa
monoisotdpica, pelo algoritmo de processamento de dados do instrumento. Sendo assim, cada
espectro de MS? teve seus fons conferidos manualmente com relacdo a carga e relagdo
massa/carga (m/z), para evitar possiveis erros na interpretacdo. Este processo junto a
deconvolugdo dos ions foi realizado com a utilizagdo da planilha de dados Excel
(MICROSOFT 2010), sendo esta fundamental para a transformacdo de todos os ions de

multiplas cargas em ions monoprotonados. Para este processo foi utilizada a seguinte equagao
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(equagdo 1) para se calcular a massa molecular dos peptideo e para a deconvolucdo dos

espectros, sendo que a mesma foi adicionada como uma ferramenta no software.

Massa (Da) = (m/zx Z) — Z,

onde m= massa e z= carga

Na deconvolugdo dos espectros de fragmentagdo em condigdes CID (MS?), para a
determinagdo da sequéncia dos peptideos, foram considerados somente os ions que possuiam
distribuicao isotopica completa. Foram utilizados apenas os valores de m/z monoisotopicos
dos ions gerados.

Foram determinadas condi¢Ges experimentais ideais para gerar fragmentacdo dos
peptideos em suas ligagcdes peptidicas, seguido da identificagdo das diferengas de massas entre
0s picos consecutivos de fragmentos correspondentes as massas dos residuos de amino acidos
naturais (-NH-CHR—-CO-). Como resultado da fragmentacao das ligacdes peptidicas, sdao
obtidas principalmente séries de ions b e y (complementares entre si), de modo que a
diferenca de valores de m/z entre dois ions consecutivos da mesma série, revela a massa de
um residuo de aminoacido, e portanto a identidade do mesmo. Enquanto as séries b e y
resultam diretamente da clivagem das ligacdes peptidicas, os ions a sdo formados pela perda
neutra de monoxido de carbono dos ions b (diferenca de 27,9949 u.m.a relativo ao ion b
correspondente) (TABB et al., 2003; DONGRE.et al.,1996). Considerando todos os ions que
teoricamente podem ser produzidos em condi¢des de CID, os ions b e y correspondem a
grande maioria dos ions experimentalmente observados.

Dessa forma, foi possivel o reconhecimento de uma ou mais séries de ions (dos tipos b
e/ou y principalmente), os quais por sua vez, permitem a determinagdo das sequéncias dos

peptideos. Tal trabalho ¢ bastante dificil devido a uma série de fatores, dentre os quais pode-

se citar:
1) o conjunto de ion-fragmentos esperados, pode ndo estar presente na integra, ou em
outras palavras, pode haver a auséncia de alguns ions das séries b e/ou y;
1) alguns ion-fragmentos podem sofrer rearranjos internos e/ou fragmentacao;

1i1) os ions podem estar presente com diferentes estados de carga, dificultando a
correta atribui¢do dos ions (tal dificuldade aplica-se na interpretagdo de espectros
que nao sdo deconvoluidos);

1v) alguns fragmentos podem sofrer rearranjo neutro de hidrogénios durante a

fragmentacao.
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Para que estes problemas fossem resolvidos e a interpretagdo dos espectros fosse
confiavel, mais de uma série de ions foi utilizada para determinar a sequéncia do peptideo,
principalmente ions da série b e y, frequentemente complementadas por ions da série a e/ou z.
(aqueles mais abundantes nos espectros de MS” em cada caso).

Apesar das séries b e y serem as mais intensas na maior parte das vezes durante os
experimentos realizados, um fato interessante encontrado no presente trabalho foi a formacao
de fons da série z em muitos espectros de MS?; assim, esse tipo de fragmentagio foi utilizada
para a interpretacdo de sequéncia de alguns dos espectros. A perda de “~-NH.” dos ions y no
interior do espectrometro de massas, devido as condi¢des fisico-quimicas dentro do
equipamento, pode ser a causa da formagao dos ions z , uma vez que praticamente ndo se
observou a formagao de ions do tipo ¢ (o oposto do ion z).

Como mencionado anteriormente, estes experimentos foram realizados em um
equipamento do tipo IT, onde os ion-fragmentos gerados sdo formados através de aplicacao
de frequéncia de excitagdo ressonante para o ion-precursor, correlacionada a uma relagao
massa-carga (m/z), o qual é entdo fragmentado por colisdes com o gas argonio no interior do
trap. Isso normalmente resulta em fragmentacdes em uma dire¢do Unica, desde que os ions
produtos possuam massas diferentes do ion-precursor. Eles ja ndo estdo em ressonancia com a
frequéncia de excitacdo e, portanto, sofrem menos colisdes adicionais e, geralmente, menos
fragmentacdo (DREXLER et al., 2007). O resultado ¢ um espectro constituido de ion-
produtos com menos ions (pertencentes a somente algumas séries), porém com maiores
intensidades relativas. Este fendmeno foi descrito previamente (JOHNSON; YOST, 1990)
para moléculas pequenas, onde os processos de CID foram diretamente comparados entre
“lon-trap”, triplo-quadrupolos e quadrupolos, e mostrou-se que o “ion-trap” tem maior
eficiéncia de fragmentagdo, coleta, selecdo de massa, e transmissdo de ion-fragmentos para o
detector. No entanto, analises de MS? em um IT sdo feitas "in time", ou seja, ocorre um
processo em série para a coleta, o isolamento de ions-precursor, fragmentacdo e deteccao de
ions fragmento (SHIPKOVA et al., 2008).

O espectro MS” do peptideo pertencente a fragdo 16 (Figura 27), foi obtido através da
selecdao do ion-precursor de m/z 620,43 na forma [M+2H] ™, para fragmentacao em condi¢des
de CID do peptideo de massa molecular 1238,8 Da. A figura 28A mostra o espectro MS? nio
deconvoluido deste ion, com ions apresentando multiplas cargas. As figuras 28B e 28C
correspondem as ampliagdes das regides espectrais de m/z de 611 a 615 e de m/z 601 a 605
do espectro 28A. Pode-se observar que o fon de m/z 602,9 na forma [M+2H]™ (Figura 28A ¢
28C) corresponde ao ion deconvoluido de m/z 1204,8 na forma [M + H] (Figura 29);
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enquanto que o fon de m/z 611,9 na forma [M+2H]™? (Figura 28B) corresponde ao ion
deconvoluido de m/z 1222,8 na forma [M + H]" (Figura 29). As Figuras 28B ¢ C mostram
ainda em detalhes ampliados os envelopes de picos monoisotoicos dos ions de m/z 602,91 e
m/z 611,92. Nesta ampliagdo ¢ possivel observar a diferenca de m/z entre os espectros
centréides de picos vizinhos com valor de 0,5 unidades. Essa diferenca € caracteristica de ions
de carga +2. A figura 29 mostra o espectro de MS? deconvoluido e reconstruido para todos os

ions observados no espectro da figura 28A.

Figura 28: A: Espectro MS? ndo deconvoluido do peptideo de massa molecular 1238,8 Da (fragdo 16). Foi selecionado para
fragmentagdo o fon-precursor de m/z 620,432 na forma [M+2H]™, sendo o espectro ESI adquirido na forma continua, no modo
positivo. B: Ampliacio da regido de m/z 611 a 615 do espetro MS? mostrando o envelope monoisotépico do ion de m/z 611.92
na forma de [M+2H]"; C: Ampliagdo da regiio de m/z 601 a 605 do espetro MS? mostrando o envelope monoisotdpico do ion
de m/z 602.91 na forma de [M + 2H]™. As faixas vermelhas nas figuras B ¢ C demonstram a diferenca de 0,5 Da, o que
caracteriza ions de carga +2.

O ion molecular foi identificado no espectro (Figura 29) como sendo o ion de m/z
1239,8 na forma [M+H]". A perda de amonia (17 Da) a partir do ion molecular resultou no
ion de m/z 1222,8. Uma série completa de ions b pode ser observada no espectro: m/z 1109,7
(b11), m/z 1022,7 (b1o), m/z 894,6 (bo), m/z 781,5 (bg), m/z 668,4 (b7), m/z 611,4 (bs), m/z 498,3
(bs), m/z 385,2 (bs), m/z 284,2 (bs) e m/z 227,2 (b;). Como esperado o ion b; ndo foi
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encontrado, sendo b, o mais frequente neste tipo de analise (HUNG et al., 2007). A subtracao
dos valores de m/z entre os valores consecutivos de ions b permitiu a determinacdo da
sequéncia do peptideo, com algumas ambiguidades relacionadas aos residuos isobaros I/L e
K/Q. Além disso pode-se observar a formagdo de varios ions do tipo z, como foi explicado

anteriormente.

Figura 29: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 1238,8 Da (fragio 16). Foi selecionado para
fragmentagdo o ion-precursor de m/z 620,4 na forma [M+2H]"?, sendo o espectro ESI adquirido na forma continua, no
modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo b a partir do ion molecular de m/z
1239,8 na forma [M + H]", bem como sua interpretagio.

Todas as sequéncias deste trabalho foram obtidas através de calculos manuais
realizados com os valores monoisotopicos dos fons pertencentes aos espectros MS% uma vez
que o software LCMS solution (SHIMADZU) nao exporta os dados de maneira compativel,
para os algoritmos de deconvolugdo e interpretagdo, comercialmente existentes no mercado,
como por exemplo os softwares Peaks, X!Tandem, OMSSA, etc. Fizemos varias tentativas de
utilizacdo dos algoritmos comerciais mencionados, para simplificar o trabalho de
interpretagdo, porém os formatos do produto da Shimadzu nao foi compativel com os
produtos comerciais, nem mesmo com auxilio do pessoal de apoio das empresas produtoras
destes algoritmos. Assim, a interpretacdo totalmente manual aumentou muito o tempo para
interpretagdo dos espectros, porém nao inviabilizou o trabalho.

A sequéncia determinada para o peptideo de massa molecular 1238,8 Da presente na

fragdo 16 do cromatograma de ions totais levando em consideragdo as séries de ions b, y e z
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foi: /L I/L G T I/L-I/L G I/L I/L. K/Q S I/L (Figura 29). A massa molecular do peptideo
(1238,8 Da), com a sequéncia mostrada acima, ¢ compativel com a por¢ao C-terminal na
forma amidada; portanto a sequéncia deste peptideo ¢: 'LI/LGTI/L /L GI/L /L K/Q S
I/L.nn2.

Esse peptideo ja havia sido identificado no veneno de P. paulista por de Souza e
colaboradores (2005), tendo sido denominado “Polybia-CP”, com a sequéncia:
ILGTILGLLKSL-Nm2. Este peptideo apresenta reduzida atividade desgranuladora e de lise de
mastocitos, como ¢ esperado para a maioria dos peptideos quimiotacticos dos venenos de
vespas, além de baixa atividade hemolitica em eritrocitos de ratos (DE SOUZA et al., 2005).

Além do peptideo demonstrado anteriormente, outros dois peptideos conhecidos deste
veneno foram encontrados nos experimentos de LC-MS no presente trabalho, e foram também
utilizados para corroborar a padronizagdo da forma de interpretacdo dos espectros a ser
aplicada nos novos peptideos. Estes dois peptideos estao representados pelo ion de m/z 806,9
na forma de [M+2H]™ (Figura 30), correspondente ao peptideo de massa molecular 1611,9
Da com tempo de reten¢do de 40-40,8 minutos (Fracdo 15); o outro peptideo ¢ caracterizado
pelo fon de m/z 827,5 na forma de [M+2H]™ (Figura 33), correspondente 4 massa molecular

de 1653,0 Da, eluido no tempo de retencao de 36,5-37,4 minutos (Fracao 13).

Figura 30: Espectro MS' referente ao peptideo de massa molecular 1611,9 Da, eluido com o tempo de retencio de 40-40,8
minutos (fragio 15); os ions de m/z 806,9 (B,) e 538,3 ( Bs) correspondem ao ion molecular do peptideo nas formas de [M+2H]™ e
[M+3H]", respectivamente.
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Figura 31: Espectro MS? nio deconvoluido do peptideo de massa molecular 1611,9 Da. Foi selecionado para fragmentagio o ion-
precursor de m/z 806,9 na forma de [M+2H] ™, sendo o espectro ESI adquirido na forma continua, no modo positivo.

Figura 32: Espectro MS? deconvoluido, do peptideo de massa molecular 1611,9 Da (fragio15). Foi selecionado para fragmentacio o
fon-precursor de m/z 806,9 na forma de [M+2H]*, sendo o espectro ESI adquirido na forma continua, no modo positivo. O espectro
mostra uma série continua de fons fragmentos do tipo b a partir do fon molecular de m/z 1612,9 na forma [M + H]", bem como
sua interpretagao.

O espectro MS? do peptideo presente na fragdo 15 esta mostrado nas figuras 31 e 32,
nas formas ndo deconvoluida e deconvoluida, respectivamente. Na figura 31 pode-se observar
alguns ions com carga +2. Na figura 32 o ion molecular identificado foi o de m/z 1612,9 na
forma [M+H]"; a perda de aménia (17 Da) a partir do ion molecular resultou no ion de m/z
1595,9. Uma série completa de ions b pode ser observada no espectro: m/z 1482,9 (b;3), m/z
1411,9 (b12), m/z 1296,8 (b11), m/z 1183,8 (bio), m/z 1084,7 (by), m/z 953,6 (bg), m/z 825,5
(b7), m/z 768.,5 (bs), m/z 655,4 (bs), m/z 527,3 (bs), m/z 414,2 (b3) e m/z 228,1 (by). A
subtrag¢do dos valores de m/z entre os valores consecutivos de ions b permitiu a determinagao
da sequéncia do peptideo, com algumas pequenas ambiguidades relacionadas aos residuos

1sobaros I/L e K/Q.
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Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 1611,9 Da, levando em consideracao
as séries de ions b, y e z foi: /L N W I/L K/Q /L G K/Q M V I/L D A I/L. A massa
molecular deste peptideo, frente a sequéncia acima, ¢ coerente com a presenga da por¢do C-
terminal na forma amidada; portanto, a sequéncia completa para o peptideo presente na fracao
15¢aseguinte: ILNWILK/QIULGK/QMYV I/LD A 1/L.xu2

Esse peptideo ja foi identificado no veneno de P. paulista por de Souza e
colaboradores  (2009), sendo  denominado  “Polybia-MP-II” com  sequéncia:
INWLKLGKMVIDAL ni2. O peptideo ¢ um potente desgranulador de mastdcitos com alta
atividade hemolitica, porém ndo quimiotactico e apresenta alta similaridade de sequéncia
primaria em relacdo a protonectina, um mastoparano descrito no veneno da vespa

Protonectarina sylveirae (DE SOUZA, 2002).
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Figura 33: Espectro MS' do peptideo de massa molecular 1653,0 Da e tempo de retengdo de 36,5-37,4 minutos (fragio
13). Os ions de m/z 552,0 (C2) e 827,5 (C; ) correspondem ao ion-molecular do peptideo na forma [M+2H]™ e
[M+3H] ™, respectivamente.
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Figura 34: Espectro MS? ndo deconvoluido do peptideo de massa molecular 1653,0 Da (fragio 13). Foi selecionado para
fragmentac@o o ion-precursor de m/z 827,5 na forma de [M+2H]+2, sendo o espectro ESI adquirido na forma continua, no
modo positivo
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Figura 35: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 1653,0 Da (fragdo 13). Foi selecionado para
fragmentagio o fon-precursor de m/z 827,5 na forma de [M+2H] ", sendo o espectro ESI adquirido na forma continua,
no modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo b a partir do ion molecular de
m/z 1654,0 na forma [M + H]", bem como sua interpretacio.

Um dos peptideos ja conhecidos do veneno de P. paulista foi observado na fragao 13,
eluido com tempo de reten¢do de 36,5-37,4 minutos; este peptideo € caracterizado pelo ion de
m/z 552,01 e 827,51 nas formas de [M+2H]™” e [M+3H]", respectivamente. (Figura 33). O
espectro MS? deste componente estd mostrado nas figuras 34 e 35, nas formas ndo
deconvoluida e deconvoluida, respectivamente. A figura 34 mostra varios ions-fragmentos
com carga +2. Na Figura 35 o ion-precursor foi o de m/z 1654,0 na forma [M+H]". A perda de
amonia (17 Da) a partir do ion molecular resultou no ion de m/z 1637,0. Uma série completa
de ions do tipo b pode ser observada no espectro: m/z 1523,9 (by3), m/z 1410,9 (b12), m/z
1282,7 (b11), m/z 1154,7 (byo), m/z 1083,6 (by), m/z 1012,6 (bs), m/z 897,6 (b7), m/z 784,5 (bs),
m/z 671,4 (bs), m/z 543,3 (bs), m/z 415,2 (b3) e m/z 229,1 (b,). A subtragdo dos valores de m/z
entre os valores consecutivos de ions b permitiu a determinag¢ao da sequéncia do peptideo,
com algumas ambiguidades relacionadas aos residuos isobaros I/L e K/Q.

Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 1653,0 Da, levando em consideracdo
as séries de ions b, y e z foi: /L D W K/QK/Q I/L I/LL D A A K/Q K/Q I/L I/L. A massa
molecular deste peptideo, frente a sequéncia acima, € coerente com a presenc¢a da porgao C-
terminal na forma amidada; portanto, a seqiiéncia completa para o peptideo € a seguinte:

I/LDWK/QK/QILI/LDA AK/QK/Q I/L I/L.Nn2.

Esse peptideo ja havia sido identificado por de Souza e colaboradores (2005) no

veneno de P. paulista, sendo denominado ‘“Polybia-MP-I” com a sequéncia
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IDWKKLLDAAKQIL npp2. Este peptideo possui alta atividade desgranuladora de mastocitos,
porém atividade hemolitica extremamente baixa, sugerindo que esse peptideo deva promover
a desgranulagdo de mastocitos por interagdo com proteinas G, ao nivel da membrana
plasmatica (DE SOUZA, 2002).

Através do uso de espectros de massas obtidos em condigdes de CID, seguidos da
deconvolugdo e interpretacdo dos mesmos, para peptideos com sequéncias previamente
conhecidas para o veneno de P. paulista (Polybia-CP, Polybia-MPI e Polybia-MPII), foi
possivel estabelecer uma rotina para interpretar espectros de peptideos ainda desconhecidos
do veneno de P. paulista. O mesmo processo utilizado para sequenciar os trés peptideos
acima, também foi utilizado para os peptideos novos, porém os espectros nao deconvoluidos
destes peptideos nao foram representados para facilitar e simplificar a apresentagdo dos
dados; desta maneira, para os peptideos desconhecidos foram apresentados somente os
espectros na forma deconvoluida para a forma monoprotonada e interpretada.

Dentre os novos peptideos estudados, somente aqueles com as sequéncias primarias
completas e confirmadas estdo sendo apresentados neste trabalho. Estes peptideos foram
escolhidos pela qualidade de seus espectros CID, possibilitando desta forma a obtencao de
sequéncias primadrias confiaveis.

Nas trés amostras analisadas (A, B e C), uma fragao bem abundante do cromatograma
de ions totais do veneno de P. paulista ¢ a de nimero 6 (Figura 24). Nesta fragdo foram
encontradas trés massas moleculares diferentes, representadas com as letras D, E e F no

espectro MS' referente ao tempo de retencio de 21,4-22,7 minutos (Figura 36).

Figura 36: Espectro de MS' referente a fracio 6 do cromatograma de ions totais da amostra A. Os peptideos
apresentaram tempo de retengdo de 21,4-22,7 minutos. Os ions de m/z 537,8 (D,) e 358,9 (Ds) correspondem ao
peptideo de massa molecular 1073,5 Da na forma [M+2H]"* e [M+3H]" respectivamente; os ions de m/z 651,4 (E,),
434,5 (E;) e 326,2 (E;) correspondem ao ion molecular do peptideo de massa molecular 1300,7 Da na forma
[M+2H]™, [M+3H]" e [M+4H]™ respectivamente. O ion de m/z 506,6 (F3) corresponde ao ion molecular do peptideo
de massa molecular 1516,8 Da na forma [M + 3H]".
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Figura 37: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 1073,5 Da (fragdo 6). Foi selecionado para
fragmentacio o ion-precursor de m/z 537,8 na forma [M+2H]"?, sendo o espectro ESI adquirido na forma continua, no
modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo & a partir do ion molecular de m/z
1074,5, na forma [M + H]", bem como sua interpretacio.

O ion molecular identificado foi o de m/z 1074,5 na forma [M+H]" (Figura 37); a
perda de agua (18 Da) a partir do ion molecular, resultou no ion de m/z 1056,6. Uma série
completa de ions b pode ser observada no espectro: m/z 900,5 (bs), m/z 753,4 (b7), m/z 656,3
(be), m/z 555,3 (bs), m/z 408,2 (bs), m/z 351,2 (b3) e m/z 254,2 (b,). A subtragao dos valores de
m/z entre os valores consecutivos de ions b permitiu a determinagdo da sequéncia do peptideo.

Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 1073,5 Da, levando em consideracao
as séries de ions be y foi: RP PG F T P F R (Figura 37). A massa molecular deste peptideo,
frente a sequéncia acima, ¢ coerente com a presenga da por¢do C-terminal na forma de acido
livre; portanto, a sequéncia completa para o peptideo ¢ a seguinte: RPPGF TP F Ron.

Este peptideo pertence a classe das neurocininas, sendo denominado Thr6-Bradicinina
(MORTARI et al., 2006). A primeira descricao dessa molécula em venenos de vespas foi em
Polistes rothneyiiwatai, ha 35 anos (WATANABE et al., 1976); posteriormente, também foi
descrito no veneno da vespa solitaria Megascolia flavifrons (YASUHARA et al., 1987),
porém este peptideo ainda ndo havia sido descrito no veneno da vespa social P. paulista.

A neurocinina Thr6-BK apresenta uma alta similaridade com a bradicinina (BK), com
excecdo da substitui¢do do residuo de Ser na BK, por Thr na Thr6-BK, na posicao seis; em
decorréncia disso, hd pequenas modificagdes em sua estrutura secundéaria (PELEGRINI et al.,

1997). Essa modificacdo tem sido indicada como responsavel pelo aumento da afinidade pelo
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receptor B2, e da poténcia da Thr6-BK em relacido a BK, em investigagdes in vitro
(PELEGRINI et al., 1997; PELEGRINI; MIERKE, 1997).

A bradicinina causa vasodilatacdo, ou seja, aumento do calibre dos vasos sanguineos
devido ao relaxamento das fibras musculares lisas que constituem suas paredes. Assim, o
fluxo sanguineo aumenta e a pressao arterial ¢ reduzida (CONLON; ARONSSON, 1997,
CONLON, 1999; FERNANDEZ et al., 2004). Esse peptideo também pode contrair o tecido
muscular liso em alguns 6rgdos, bem como em alguns mamiferos, contrair o musculo
bronquial mais lentamente que a histamina. Ainda em mamiferos, a producdo de BK resulta
em vasodilatagdo, que ocorre pela diminui¢do da resisténcia arteriolar, aumento da
permeabilidade vascular, promove broncoconstricdo, induz contragdo dos musculos lisos
gastrointestinais e uterino, estimula a secrecdo eletrolitica pelos rins, promove a ativagao
primdria dos neurdnios sensorios (ou sensoriais) aferentes, estimula a liberagdo de citocinas e
possivelmente possui efeito mitogénico. Além disso, a bradicinina t€ém sido amplamente
associada a varios outros processos fisioldgicos, como respostas inflamatérias e indugdo de
nocepcao e hiperalgesia.(CALIXTO et al., 2000).

O peptideo “E” possui massa molecular 1300,7 Da e é o peptideo que possui maior
intensidade no espectro de MS' da fracdo 6 do veneno de P. paulista. Abaixo segue o espectro
MS? deconvoluido obtido através da fragmentacdo do fon de m/z 651,371 correspondente ao
peptideo 1300,7 Da na forma [M+2H] " (Figura 38).

O ion molecular identificado foi o de m/z 1301,7 na forma [M+H]", ¢ a perda de H,O
(18 Da) a partir do ion molecular resultou no ion de m/z 1283,7. Uma série completa de ions b
pode ser observada no espectro: m/z 1127,6 (byo), m/z 980,5 (by), m/z 883,5 (bg), m/z 782,4
(b7), m/z 635,4 (bs), m/z 578,3 (bs), m/z 481,3 (bs), m/z 384,3 (b3), m/z 228,1 (by) e m/z 157,1
(b1). A subtracdo dos valores de m/z entre os valores consecutivos de ions b permitiu a

determinagdo da sequéncia do peptideo.
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Figura 38: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 1300,7 Da (fragio 6). Foi selecionado para
fragmentagdo o fon-precursor de m/z 651,3 na forma [M+2H] ™, sendo o espectro ESI adquirido na forma continua, no
modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo b a partir do ion molecular de m/z
1301,7 na forma [M + H]", bem como sua interpretacio.

Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 1300,7 Da foi:
RARPPGFTPF R (Figura 38). A massa molecular deste peptideo, frente a sequéncia
acima, € coerente com a presenca da por¢cdo C-terminal na forma de acido livre; portanto, a
sequéncia completa para o peptideo ¢ a seguinte: RARPPGFT P F R-0H.

Esta sequéncia ¢ bastante similar a do peptideo de massa 1073,5Da (Figura 37), sendo
que suas propriedades foram testadas e avaliadas neste projeto (Parte III), possibilitando o
conhecimento de seu papel funcional no veneno da vespa. Aparentemente, trata-se de outra
neurocinina.

Ainda na fragdo 6 um outro peptideo foi encontrado, e designado no espectro MS'
como peptideo “F”. Este peptideo, de massa molecular 1516,8 Da, também foi estudado e seu
sequenciamento foi realizado pela obtencio do espectro MS?, selecionando como precursor o
fon de m/z 506,6 na forma [M+3H] " (Figura 36). O espectro MS? deconvoluido, para a forma

de ions monoprotonados est4 representado na figura 39.
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Figura 39: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 1516,8 Da (fragdo 6). Foi sclecionado para
fragmentacio o ion-precursor de m/z 506,6 na forma [M+3H]", sendo o espectro ESI adquirido na forma continua, no
modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo b a partir do ion molecular de m/z
1517,8, na forma [M + H]", bem como sua interpretagao.

O ion molecular identificado no espectro foi de m/z 1517,8 na forma [M+H]"; a perda
de agua (18 Da) a partir do ion molecular resultou no ion de m/z 1499,8. Uma série completa
de ions b pode ser observada no espectro: m/z 1398,8 (b12), m/z 1283,7 (b11), m/z 1127,6 (byo),
m/z 980,5 (bo), m/z 883,5 (bs), m/z 782,4 (b7), m/z 635,4 (b)), m/z 578,3 (bs), m/z 481,3 (ba),
m/z 384,3 (b3), m/z 228,1 (by) e m/z 157,1 (b;). A subtragdo dos valores de m/z entre os
valores consecutivos de ions b permitiu a determinacao da sequéncia do peptideo.

Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 1517,8 Da, levando em consideracao
as séries deions b ey foi: RARPPGFTPFRDT (Figura 39). A massa molecular deste
peptideo, frente a sequéncia acima, € coerente com a presencga da por¢ao C-terminal na forma
de 4cido livre; portanto, a sequéncia completa para o peptideo ¢ a seguinte: RARPPGFT
PFRDT-0H.

Este peptideo apresentou grande semelhanca com os outros dois peptideos encontrados
e estudados na mesma fragdo do cromatograma de ions totais (1073,5 Da e 1300,7 Da).

Os trés peptideos isolados (“D”, “E” e “F”) no mesmo tempo de retencdo, referente a

fragdo 6 tiveram um trecho de sequéncia comum (ou seja, mesma sequéncia de residuos
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aminoacidos): R PP G F T P F R. Esta sequéncia de residuos de aminoacidos corresponde
justamente ao peptideoThr6-bradicinina, isolado em outros venenos de vespas (Tabela 2),

conforme j4 discutido acima.

Tabela 2: Cininas descritas em trabalhos anteriores e os peptideos com caracteristicas similares isolados do veneno de
Polybia paulista neste trabalho.

ESPECIE PEPTIDEO SEQUENCIA PRIMARIA

Polistes Polistescinina-3 PETNKKKLRGRPPGFSPFR
Polistes Polistescinina-R ARRPPGFTPFRy\m

Polistes Polistescinina-J RRRPPGFSPFRym

Polistes Polistescinina-C SKRPPGFSPFRump

Polites Polistes-protonectina ILSALLGLLKSLym

Protopolybia exigua Polybiacianina-I DKNKKPIRVGGRRPPGFTPER oy
Protopolybia exigua Polybiacianina-II DKNKKPIWMAGFPGFTPIR gy
Vespa Vespacinina-M GRPXGFSPFRIDym

Vespa Vespacinina-X ARPPGFSPFRIVym

Vespa Vespacinina-A GRPPGFSPFRVIym

Vespa Vespacinina TGRPXGFSPFRYV Vi
Chiphononix fulvognathus Thr6-Bradicinina RPPGFTPFRwm

Chiphononix fulvognathus Fulvocinina SIVLRGKAPFRwm

Chiphononix fulvognathus Cyphoscinina DTRPPGFTPFRm

NEUROCININAS ENCONTRADAS

Polybia paulista Thr6-BK RPPGFTPFRy
Polybia paulista RA_Thr6 BK RARPPGFTPFRy
Polybia paulista RA_ Thr6-BK DT RARPPGFTPFRDTy

KISHIMURA et al., 1976; MENDES; PALMA 2006; MURATA et al., 2006, NAKAJIMA et al., 1986; PICOLO et al., 2010;
ROCHA et al., 1949; UENO et al., 1977, UNDENFRIEND et al., 1967; YASUHARA et al., 1977; YASUHARA et al., 1983;
WATANABE et al., 1976.

Diferentes analogos de bradicininas (denominadas BPPs — peptideos potenciadores de
bradicinina) vém sendo isolados em venenos animais (CONCEICAO et al., 2007), como
formigas, abelhas, serpentes, sapos e aranhas (FERREIRA et al.,1998; MARANGONI et al.,
1993; MATHIAS; SCHACHTER, 1958; PIEK et al., 1991; PIEK et al., 1997; SCHACHTER,
1968). Estas moléculas tém atraido grande interesse dos pesquisadores, sendo que varios
trabalhos tem focado principalmente o conhecimento da estrutura-fun¢ao destes componentes.

Este fato despertou um grande interesse no estudo destes dois novos peptideos,
visando explorar as atividades bioldgicas, a fim de entender os mecanismos de agdo dos
mesmos. Esses dois peptideos junto com a Thr6-BK (Figura 37) tiveram suas atividades
biologicas avaliadas, as quais estdo apresentadas na parte III dos resultados e discussao.

Apesar de ndo representado por nenhuma fracdo do cromatograma de ions totais da
amostra A (Figura 24), no tempo de retencao de 34,1-34,5 minutos foi identificado um novo
peptideo de massa molecular 1039,7 Da. Este peptideo, identificado neste texto pela letra “G”

(Figura 40), foi observado como ion de m/z 520,8 na forma [M+2H]™, sendo este o ion
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molecular selecionado como precursor para a fragmentacio; o espectro de MS*deconvoluido

esta representado na figura 41.

Inten. (x100,000)
5] 520,860
G,
10
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Figura 40: Espectro de MS' referente ao tempo de retengiio de 34,1-34,5 minutos do cromatograma de ions totais da
amostra A. O fon de m/z 520,8 (G,) corresponde ao fon molecular na forma [M+2H] ™.

Figura 41: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 1039,7 Da (34,1-34,5 minutos). Foi
selecionado para fragmentagdo o fon-precursor de m/z 520,8 na forma [M+2H] ™, sendo o espectro ESI adquirido na

forma continua, no modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo b a partir do ion
molecular de m/z 1040,7 na forma [M + H]", bem como sua interpretago.

O ion molecular foi identificado no espectro como sendo o ion de m/z 1040,7 na forma
[M+H]"; a perda de 4gua (18 Da) a partir do ion molecular resultou no ion de m/z 1022,7
(Figura 41). Uma série completa de ions b pode ser observada no espectro: m/z 909,6 (by), m/z
796,5 (bg), m/z 668,4,4 (b7), m/z 611,4 (be), m/z 498,3 (bs), m/z 385,2 (bs), m/z 284,2 (b3) e m/z

227,1 (by). A subtragdo dos valores de m/z entre os valores consecutivos de ions b permitiu a
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determinagdo da sequéncia do peptideo, com algumas pequenas ambiguidades relacionadas
aos residuos isobaros I/L e K/Q.

A distingdo entre os residuos de I e L pode ser realizada através da observagdo dos
fragmentos i6nicos do tipo d e/ou w com a utilizacdo de alta energia de colisdo durante a
obtengdo dos espectros CID dos peptideos. Dessa forma, torna-se possivel analisar ions
resultantes da fragmentagdo parcial das cadeias laterais dos residuos de aminodcidos,
identificados pelos ions do tipo d e/ou w. Por exemplo, os ions do tipo d correspondem a
clivagem a da cadeia lateral do residuo de aminoacido C-terminal. Aqueles do tipo w também
podem ser formados nesse processo, se a posicao do residuo de I for adjacente ao sitio de
clivagem no esqueleto de carbonos a da cadeia peptidica. Neste caso, a massa molecular
desses ions serd 14 Da maior em relacdo a fragmentacdo da cadeia lateral do residuo de L
(MENDES et al., 2004a).

Apesar das condigdes experimentais do protocolo utilizado ndo envolver elevada
energia de colisdo, foi possivel observar a presenga de fragmentos idnicos do tipo d e w.
Fragmentacdes simuladas também foram criadas a partir da utilizacdo do software
Protein/Peptide Editor no BioLynx/Mass Lynx (v 3.2) da Micromass, com diferentes
combinagdes de I e/ou L em posigdes ambiguas das sequéncias possiveis encontradas. Em
seguida, essas sequéncias simuladas foram comparadas aos espectros experimentais,
auxiliando na identificacdo de fragmentos i0nicos tanto da série d como também da série w.

Apesar disso, duvidas relacionadas a distingdo entre I e L nas posigdes N- e C-
terminais de cada peptideo permanecem, uma vez que quando estes residuos de amino acidos
se localizam nas posi¢des terminais, ndo ocorrem fragmentagdes das cadeias laterais
(MENDES et al. 2004Db).

Assim, no presente trabalho esse método de investigacdo dos ions d e w para
distinguirmos os residuos I/L foi utilizada dentro da sequéncia polipeptidica, porém os
residuos de I e L que se encontravam nas posi¢des N- ou C-terminais ndo foram possiveis de
serem resolvidas.

A sequéncia determinada para o peptideo de massa molecular 1039,7 Da (34,1-34,5
minutos), utilizando-se principalmente das séries b € y e das séries d e w para distin¢cdo dos
residuos de aminodcidos [ e L foi: I/L I/L G T I/L I/LL G K/Q I/L I/L (Figura 41). A massa
molecular deste peptideo, frente a sequéncia acima, ¢ coerente com a presenca da por¢do C-
terminal na forma de acido livre. A distingao dos residuos I e L dentro da cadeia peptidica foi
possivel pela presenca dos ions: m/z 456,3 (ds), m/z 853,6 (dy), m/z 484,3 (ws), m/z 611,4 (wg)
e m/z 868,5 (wg).
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Portanto, a sequéncia completa para o peptideo 1039,7 Da, levando em consideragao
as sériesde ions he y ¢ aseguinte: ILLGTIL G K/Q I I/L.on

Esta sequéncia ¢ bem similar & do peptideo “Polybia-CP”, ja conhecido do veneno P.
paulista. O peptideo Polybia-CP apresenta também grande homologia em relagdo a
protonectina, um peptideo desgranulador de mastdcitos do veneno da vespa P. sylveirae. As
atividades desgranuladora de mastdcitos e hemolitica do Polybia-CP sdao extremamente
baixas, porém este peptideo apresenta alta atividade quimiotactica e antibidtica (DE SOUZA
et al., 2005).

Assim, o estudo futuro deste novo peptideo isolado trard maiores informagdes sobre as
caracteristicas destas moléculas presentes no veneno de P. paulista, sugerindo ainda que este
peptideo, pela semelhanca em sua estrutura primaria com outros peptideos, possa ser um
peptideo quimiotactico.

O espectro MS' da fragdo 16 (41,2-41,9 minutos) revelou a presenca do peptideo
Polybia-CP ja discutido acima (Figura 29), e também de um novo peptideo caracterizado pelo
fon de m/z 631,42 (H2), na forma de [M+2H]™ (Figura 42). Seu espectro de MS’

deconvoluido esta representado na figura 43.

Figura 42: Espectro MS' da fragio 16 (41,2-41,9 minutos); o ion de m/z 620,4(A,) e 413,9 (As3) correspondem ao
peptideo Polybia-CP (1238,8 Da) na forma [M+2H] % ¢ [M+3H]" respectivamente, enquanto que o ion de m/z 631,4
(Hy) corresponde ao peptideo de massa molecular 1260,8 Da, na forma de [M + 2H]™
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Figura 43: Espectro MS?deconvoluido do peptideo de massa molecular 1260,8 Da (fragio16). Foi selecionado para
fragmentacfio o fon-precursor de m/z 631,4 na forma [M+2H]", sendo o espectro ESI adquirido na forma continua,
no modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo b a partir do ion molecular de
m/z 1261,8 na forma [M + H]*, bem como sua interpretacio.

O ion molecular foi identificado no espectro (Figura 43) como sendo o ion de m/z
1261,8 na forma [M+H]"; a perda de aménia (17 Da) a partir do ion molecular resultou no ion
de m/z 1244,8. Uma série completa de ions b pode ser observada no espectro: m/z 1131,7
(b11), m/z 1044,7 (b1o), m/z 916,6 (be), m/z 769,5 (bs), m/z 668,5 (b7), m/z 611,4 (bs), m/z 498,3
(bs), m/z 385,3 (bs), m/z 284,2 (bs) e m/z 227,2 (b,). A subtragdo dos valores de m/z entre os
valores consecutivos de ions b permitiu a determinacao da sequéncia do peptideo.

Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 1260,8 Da, levando em consideracao
as séries de ions b ey fo: /LT/L GTIL I/L G T F K/Q S I/L (Figura 43). A massa
molecular deste peptideo, frente a sequéncia acima, € coerente com a presenga da por¢ao C-
terminal na forma amidada. A distingdo dos residuos I e L dentro da cadeia peptidica foi
possivel pela presenga dos ions: m/z 541,3 (ds), m/z 832,5 (wsg) e m/z 1089,6 (w;;). Portanto, a
sequéncia completa para o peptideo de 1260,8 Da ¢ a seguinte:

I/ILLGTILGTFK/QSI/L.nn2

Esta sequéncia, como no caso do peptideo 1039,7 Da (Figura 41) é bem semelhante a

sequéncia primaria do peptideo “Polybia-CP” (ILGTILGLLKSL nyp2; Figura 29), sendo que a
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sintese, ¢ o ensaio de suas atividades bioldgicas no futuro, poderdo estabelecer se ha
semelhancgas na atividade e funcao destes novos peptideos isolado do veneno de P. paulista
com os peptideos da mesma familia ja conhecidos.

Além dos dois ultimos peptideos encontrados que se assemelham ao peptideo
“Polybia-CP”, um terceiro peptideo pertencente a mesma familia também foi encontrado na
fracdo 8 com tempo de retengdo de 26,4-27,6 minutos, apresentando massa molecular de
628,4 Da. Este peptideo foi fragmentado a partir do ion de m/z 629,426 na forma [M+H]"

(Figura 44); seu espectro de MS? deconvoluido esta representado na figura 45.

Figura 44: Espectro MS' da fragdo 8 (26,4-27,6 minutos). O fon molecular de m/z 629,4 na forma [M+H]"".
(I;) corresponde ao peptideo de massa molecular 628,4Da.

Figura 45: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 628,4 Da (fragdo 8). Foi selecionado
para fragmentagio o fon-precursor de m/z 629,4 na forma [M+1H]", sendo o espectro ESI adquirido na
forma continua, no modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo b a partir
do ion molecular, bem como sua interpretagio.
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O ion molecular foi identificado no espectro (Figura 45) como sendo o ion de m/z
629,4 na forma [M+H]";a perda de 4gua (18 Da) a partir do ion molecular resultou no ion de
m/z 611,4 (Figura 28). Uma série completa de ions b pode ser observada no espectro: m/z
498.3 (bs), m/z 385,2 (ba), m/z 284,2 (b3) e m/z 227,1 (b;). A subtragdo dos valores de m/z
entre os valores consecutivos de ions b permitiu a determinag¢do da sequéncia do peptideo,
com algumas pequenas ambiguidades relacionadas aos residuos isobaros I/L e K/Q.

Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 629,4 Da, levando em consideracdo
as séries de ions b e y, foi: /L I/LL G T I/L I/L (Figura 45). A massa molecular deste
peptideo, frente a sequéncia acima, € coerente com a presenca da por¢do C-terminal na forma
de acido; portanto, a sequéncia completa para o peptideo ¢ a seguinte: I/L I/L G T I/L I/L_
OH-

Para o peptideo acima nao foi possivel a localizacdo dos ions d e w a fim de distinguir
os residuos de I e L no meio da cadeia. Procurando na literatura, esse peptideo ja era
conhecido de outros venenos animais e foi denominado como Protonectina (1-6)-OH, uma
vez que ele corresponde aos seis primeiros residuos de aminoacidos do peptideo Protonectina
(DOTHSU et al., 1993). Além disso, essa sequéncia ¢ a mesma ja descrita para o peptideo
Protonectina (1-6) descrito por Baptista-Saidemberg e colaboradores (2010).

Sabe-se que o peptideo Protonectina possui agdes de hemolise, desgranulacdo de
mastocitos, quimiotaxia e antibiose, enquanto que o peptideo Protonectina (1-6), também
isolado do veneno da vespa social Agelaia pallipes pallipes, apresenta somente a atividade
quimiotatica (BAPTISTA-SAIDEMBERG et al., 2010).

Além disso, quando misturado a Protonectina (proporcao estequiométrica de 1:1), a
Protonectina (1-6) potencializa todas as atividades apresentadas pela Protonectina, exceto a
atividade quimiotatica (BAPTISTA-SAIDEMBERG et al., 2010).

A tabela 3 demonstra sequéncias de peptideos quimiotacticos em comparagdo com 0s

novos peptideos encontrados neste trabalho:
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Tabela 3: Peptideos quimotacticos descritos em trabalhos anteriores e os novos peptideos com caracteristicas similares isolados do
veneno de Polybia paulista neste trabalho.

Peptideos quimiotacticos descritos em trabalhos anteriores:
ILGTILGLLKS L.y, /Polybia-CP (DE SOUZA et al., 2005)
ILGTILGLLK G L.yy/ Protonectina (MENDES et al., 2004b)
IL G T 1Ly Protonectina (DOHTSU et al., 1993)
FLPILGKILGG LL yyy/ Ves-CP-T *
FLPILGKLLSGL Ly Ves-CP-M *
FLPMIAKLLGGL L./ Ves-CP-A *
FLPITAKLL GGL Ly Ves-CP-X *
FLPITAKLVSGL Lyyy/ Ves-CP-L *
IVPFLGPLLGLL Ty Icaria-CP *
FLPLILRKIVTA Ly Crabrolina *
FLPLILGKLVKGLLy/HRIL *

Peptideos quimiotacticos novos:
IVLLGTILGK/QII/L oy
IILLGTILGTFK/QSI/Lym
I/LVLGTI/L /L oy
*NAKAJIMA, 1986.

No tempo de retencdo de 44,1-44,5 minutos (fracdo 17) outro peptideo teve sua
sequéncia determinada. A sequéncia deste peptideo de massa 1680,9 Da (Figura 46) foi
determinada a partir da interpretacdo do espectro MS? (Figura 47) do ion de m/z 841,4 na
forma [M+2H] ™.

Figura 46: Espectro de MS' da fragio 17 (44,1-44,5 minutos). O ion de m/z 841,4 (J,) corresponde ao ion
molecular na forma [M+2H]"* do peptideo de massa molecular 1680,9 Da.
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Figura 47: Espectro MS® deconvoluido do peptideo de massa molecular 1680,9 Da. Foi selecionado para
fragmentacio o fon-precursor de m/z 841,4 na forma [M+2H]™, sendo o espectro ESI adquirido na forma continua, no
modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo b a partir do ion molecular de m/z
1681,9 na forma [M+H]", bem como sua interpretaco.

O ion molecular foi identificado no espectro (Figura 47) como sendo o ion de m/z
1681,9 na forma [M+H]"; a perda de aménia (17 Da) a partir do ion molecular resultou no ion
de m/z 1664,9. Uma série completa de ions b pode ser observada no espectro: m/z 1551,8
(b13), m/z 1436,8 (b12), m/z 1323,7 (b11), m/z 1224,7 (b1o), m/z 1137,6 (by), m/z 1024,6 (bs),
m/z 925,5 (b7), m/z 769,4 (bs), m/z 656,3 (bs), m/z 528,3 (bs), m/z 415,2 (b3) e m/z 229,1 (by).
A subtragdo dos valores de m/z entre os valores consecutivos de ions b permitiu a
determinagdo da sequéncia do peptideo.

Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 1680,9 Da, levando em consideracao
as sériesdeions hey foi: ILDWI/LK/QI/L RV I/L SV I/L D I/L (Figura 47). A massa
molecular deste peptideo, frente a sequéncia acima, € coerente com a presenga da por¢ao C-
terminal na forma amidada. A distingdo dos residuos I e L dentro da cadeia peptidica foi
possivel pela presenca dos ions: m/z 458,2 (ds), m/z 627,3 (ws), m/z 967,5 (wy) e m/z 1208,7
(w11). Portanto, a sequéncia completa para o peptideo de 1680,9 Da ¢ a seguinte:

ILDWLK/QLRVISVIDI/L npa.

Na fracdo 15 (com tempo de retengdo de 40-40,8 minutos) eluiu o peptideo

mastoparano Polybia-MPII de massa 1611,9 Da (ja conhecido do veneno de P. paulista),
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juntamente um novo peptideo que teve sua sequéncia determinada no presente trabalho. Este
novo peptideo apresentou espectro MS' (figura 48) caracterizado pelo fon de m/z 817,97 na
forma [M+2H] ™. A sequéncia deste peptideo de massa 1633,9 Da (Figura 48) foi determinada
a partir da interpretacio do espectro MS* (Figura 49) do fon de m/z 817,978.

Figura 48: Espectro de MS' referente ao peptideo de massa molecular 1633,9 Da, eluido no tempo de retengio de
40-40,8 minutos (fragdo 15). Os ions de m/z 806,99 (B,) ¢ 538,32 (B3) correspondem aos ions moleculares do
peptideo Polybia-MP II (1611,9 Da) na forma [M+2H]" e [M+3H]" respectivamente. O novo peptideo é
caracterizado pelo fon de m/z 817,97 na forma [M+2H] "%, representado por K.

Figura 49: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 1633,9 Da (Fragio 15). Foi selecionado para
fragmentagdo o fon-precursor de m/z 817,978 na forma [M+2H]"?, sendo o espectro ESI adquirido na forma
continua, no modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo b a partir do ion
molecular de m/z 1634,9 na forma [M+H]", bem como sua interpretagio.
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O ion molecular foi identificado no espectro (Figura 49) como sendo o ion de m/z
1634,9 na forma [M+H]"; a perda de aménia (17 Da) a partir do ion molecular resultou no ion
de m/z 1617,9. Uma série completa de ions b pode ser observada no espectro: m/z 1504,9
(b13),m/z 1433,8 (b12), m/z 1318,7 (b11), m/z 1205,7 (b1o), m/z 1091,6 (by), m/z 963,5 (bs), m/z
850,5 (b7), m/z 779,4 (bs), m/z 666,3 (bs), m/z 551,3 (bs), € m/z 414,2 (b3). A subtracdo dos
valores de m/z entre os valores consecutivos de ions b permitiu a determinagdo da sequéncia
do peptideo.

Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 1633,9 Da, levando em consideragao
as séries de ions b, y e z foi: /L N W HD I/L A I/L K/Q N I/L D A I/L (Figura 49). A
massa molecular deste peptideo, frente a sequéncia acima, ¢ coerente com a presenca da
porcdo C-terminal na forma amidada. A distingdo dos residuos I e L dentro da cadeia
peptidica foi possivel pela presenca dos ions: m/z 385,2 (ws), m/z 737,37 (ds) € m/z 907,5 (ds).
Portanto, a sequéncia completa para o peptideo de 1633,9 Da ¢ a seguinte:

ILNWHDIAIK/QNID A I/L_xm2

Estes dois ultimos peptideos (Figura 47 e 49) sdo bem similares a outros peptideos de
vespas da familia dos mastoparanos. Segundo Park e colaboradores (1995), os mastoparanos
apresentam varias atividades bioldgicas diferentes. Por exemplo, sdo potentes agentes
promotores de exocitose de diversas células de mamiferos (PARK et al., 1995); estimuladores
da secrecdo de histamina de mastécitos, (NAKAJIMA, 1986); de serotonina a partir de
plaquetas (HIGASHIJIMA et al., 1990); e de prolactina a partir da pituitaria anterior (HIRAI
et al., 1979a), mesmo em baixas concentragdes (3 x 107M). Segundo Pfeiffer e colaboradores
(1995), esses peptideos podem facilitar a formagdo de poros em membranas; além disso,
podem apresentar atividade hemolitica, como € o caso do mastoparano-X do veneno de Vespa
xanthoptera (em concentragio de 4 x 10°M) (HIRAI et al., 1979b).

De Souza e colaboradores (2005) isolaram dois mastoparanos do veneno da vespa
social P. paulista (INWLKLGKMVIDAL.ny2; IDWLKLGKMVMDVL n2), sendo que
ambos apresentaram uma forte atividade hemolitica, desgranuladora de mastdcitos e
quimiotactica. O novo peptideo descrito, que apresenta similaridade com estes peptideos
descritos anteriormente, devera ser sintetizado e estudado futuramente a fim de avaliar sua
atividade e fungao no veneno, assim como os outros peptideos encontrados neste trabalho.

No tempo de retencdo de 27,6-27,9 minutos (fracdo 9) outro peptideo teve sua
sequéncia determinada. A sequéncia deste peptideo de massa 1051,3 Da (Figura 50) foi
determinada & partir da interpretacio do espectro MS? (Figura 51) do fon de m/z 526,8 na
forma [M+2H] ™.
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Figura 50: Espectro de MS' da fracdo.9 (27,6-27,9 minutos). O fon de m/z 526,85 (L,) na forma [M+2H]"
corresponde ao ion molecular do peptideo de massa molecular 1051,3 Da.

Figura 51: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 1051,3 Da (fragdo 9). Foi selecionado para
fragmentacio o fon-precursor de m/z 526,8 na forma [M+2H] "%, sendo o espectro ESI adquirido na forma continua, no
modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo b a partir do ion molecular de m/z
1052,6 na forma [M+H]", bem como sua interpretacio.

O ion molecular foi identificado no espectro (Figura 51) como sendo o ion de m/z
1052,6 na forma [M+H]"; a perda de aménia (17 Da) a partir do ion molecular resultou no ion
de m/z 1035,3. Uma série completa de ions b pode ser observada no espectro: m/z 936,5 (by),
m/z 808.,5 (bs), m/z 709,4 (b7), m/z 596,3 (be), m/z 525,3 (bs), m/z 339,2 (bs), m/z 282,2 (b3) €
m/z 211,1 (by). A subtragdo dos valores de m/z entre os valores consecutivos de ions b
permitiu a determinacdo da sequéncia do peptideo.

Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 1051,3 Da, levando em consideracao
as séries de ions b e y foi: /L P A G W AI/L V K/Q V (Figura 51). A massa molecular deste
peptideo, frente a sequéncia acima, é coerente com a presenca da por¢do C-terminal na forma

amidada; portanto, a sequéncia completa para o peptideo € a seguinte:
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I/ILPAGWATILYVK/Q V_nm.

A ambiguidade entre os residuos de I ou L apresentado na posi¢do 7 ndao pode ser
distinguido, devido a auséncia de ions d e w neste sequenciamento. Serdo necessarios outros
experimentos para que o residuo de aminodcido desta posi¢do possa ser resolvido. A
sequéncia deste peptideo € inédita, representando uma nova familia a ser farmacologicamente
caracterizada.

Na fragdo 10 (tempo de retencdo de 31,9-32,4 minutos) outro peptideo teve sua
sequéncia determinada. O peptideo de massa 1332,8 Da (Figura 52) foi sequenciado a partir

da interpretacio do espectro MS? do ion de m/z 526,851(M,) na forma [M+2H] ™ (Figura 53).

Figura 52: Espectro de MS! da fracdo.10 (31,9-32,4 minutos); os ions de m/z 667,39 (M) e 445,27 (M;)
correspondem aos fons moleculares do peptideo nas formas [M+2H]? e [M+3H]? respectivamente.

Figura 53: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 1332,8 Da (fragdo 10). Foi selecionado
para fragmentagéio o fon-precursor de m/z 667,4 na forma [M+2H]", sendo o espectro ESI adquirido na forma
continua, no modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ion-fragmentos do tipo b a partir do ion
molecular de m/z 1333,8 na forma [M+H]", bem como sua interpretagio.
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Na Figura 53 o ion molecular foi o de m/z 1333,8 na forma [M+H]". A perda de agua
(18 Da) a partir do ion molecular resultou no ion de m/z 1315,8. Uma série completa de ions
do tipo b pode ser observada no espectro: m/z 1184,6 (bi1o), m/z 1085,6 (bo), m/z 954,5 (bs),
m/z 826,5 (b7), m/z 769,5 (bs), m/z 656,4 (bs), m/z 528,3 (bs), m/z 415,2 (b3) e m/z 229,1 (by).
A subtragdo dos valores de m/z entre os valores consecutivos de ions b permitiu a
determinagdo da sequéncia do peptideo, com algumas pequenas ambiguidades relacionadas
aos residuos isobaros I/L e K/Q.

Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 1332,8 Da, levando em consideracao
as séries de ions b e y foi: /L D W I/L K/Q I/L G K/Q M V M. A massa molecular deste
peptideo, frente a sequéncia acima, ¢ coerente com a presenca da por¢do C-terminal na forma
de acido livre. A distingdo dos residuos I e L dentro da cadeia peptidica foi possivel pela
presenca dos ions: m/z 458,2 (ds) e m/z 619,3 (ds). Portanto, a sequéncia completa para o
peptideo de 1332,8 Da ¢ a seguinte:

ILDWLK/QLGK/QMYV Mgp.

Esse peptideo parece ser do grupo dos mastoparanos (Tabela 4), e pode ser um
fragmento de clivagem proteolitica de um outro peptideo ja identificado por de Souza e
colaboradores (2009) no veneno de P. paulista, denominado “Polybia-MP-III”
(IDWKLKLGKMVMDVL.ni2), uma vez que a sequéncia encontrada ¢ muito parecida a ja
conhecida. Este peptideo ja conhecido possui atividade desgranuladora de mastocitos,

hemolitica e antibiotica (DE SOUZA et al., 2009).
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Tabela 4: Mastoparanos descritos em trabalhos anteriores e os novos peptideos com caracteristicas similares isolados do
veneno de Polybia paulista neste trabalho.

ESPECIE

Vespa analis
Vespa basalis
Vespula lewisii
Vespa mandarina
Vespa tropica
Vespa orientalis
Vespa orientalis
Vespa xanthoptera
Vespa crabro

Protonectarina sylveirae

Parapolybia indica
Polybia paulista
Polybia paulista
Polybia paulista

Anterhychium flvomarginatum micado

Protopolybia sedula
Apoica pallens
Vespa orientalis

Agelaia pallipes pallipes
Agelaia pallipes pallipes

PEPTIDEO
Mastoparano Al
Mastoparano B?
Mastoparano'
Mastoparano-M1
Mastoparano-T!
HR-I*
Mastoparano-II'
Mastoparano-X3
Mastoparano-C'
Protonectarina-MP !
Parapolybia-MP"'
Polybia-MP I°
Polybia-MP I1°
Polybia-MP I1I*
EMP-AF’

P-13'
Apoica-MP!
HR-IT*

App-5°

App-7°

PEPTIDEQS MASTOPARANOS NOVOS

Polybia paulista
Polybia paulista
Polybia paulista

SEQUENCIA PRIMARIA
1 2 3 4 5 6 7
1 K W K A 1 L
L K L K S 1 E
1 N L K A L A
1 N L K A 1 A
1 N L K A I A
1 N L K A L A
1 N L K A L L
1 N W K G 1 A
1 N W K A L L
1 N W K A L L
1 N WK K M A
1 D W K K L L
1 D W K L K G
1 D WL K L G
1 N L L K I A
1 N WL K L G
1 N W L K I A
F L P L 1 L G
1 N W K A 1 L
1 N WL K L G
/L D W L KQL R
IL N W H D 1 A
/L D W L KQL G

8§ 9
D AV
S W A
A L A
A L A
A F A
A LV
A V A
A M A
A V A
D A A
A T A
D A A
K MV
K MV
K G I
K K V
K K V
K L V
E R I
K A I
vV 1 S
I KON
KQM V

ARSI T RAROCARARARAAAAAARAARAR

OZZQQ» ROUUOUOAARARARAAAARAAARAARAR

- <

—

b -G A SH -4 L S T S SR N

w)

10 11 12 13 14

L

| nil ol ol e e o o o o o o o o o o o

/L
/'L

'NAKAJIMA et al., 1986; 2HO et al., 1994; *HIRAI et al., 1979b; “ARGIOLAS; PISANO, 1984a; "MENDES et al., 2004b; °de SOUZA et
al., 2004; "KONNO et al., 2000; *de SOUZA et al., 2009.

No tempo de retengdo de 21,0 - 21,2 minutos foi obtido um outro peptideo que teve

sua sequéncia determinada. A sequéncia deste peptideo de massa 845,3 Da (Figura 54) foi

obtida a partir da interpretagio do espectro MS? (Figura 55) do ion de m/z 526,851 na forma

[M+2H] ™.

Figura 54: Espectro de MS' referente ao peptideo de massa molecular 845,4 Da, eluido no tempo de retengio de
21-21,2 minutos). O ion de m/z 423,7 (N,) corresponde ao ion molecular do peptideo na forma [M+2H]

+2
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Figura 55: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 845,4 Da. Foi selecionado para

fragmentagdio o fon-precursor de m/z 423,7 na forma [M+2H]™, sendo o espectro ESI adquirido na forma

continua, no modo positivo. O espectro mostra uma série continua de ions fragmentos do tipo b a partir do ion
molecular de m/z 846,4 na forma [M+H]", bem como sua interpretacio.

Na Figura 55 o ion molecular obtido foi o de m/z 846,4 na forma [M+H]". A perda de
agua (18 Da) a partir do ion molecular resultou no ion de m/z 828,4. Uma série completa de
ions do tipo b pode ser observada no espectro: m/z 672,3 (b7), m/z 573,3 (be), m/z 458,2 (bs),
m/z 361,1 (bs), m/z 274,1 (b3) e m/z 159,1 (by).

Assim, a sequéncia determinada para o peptideo 845,4 Da, levando em consideracao
as séries de ions b e y foi: TG D S P D V R. A massa molecular deste peptideo, frente a
sequéncia acima, ¢ coerente com a presenga da porcdo C-terminal na forma de acido livre;
portanto, a sequéncia completa para o peptideo de 845,8 Da é a seguinte: TGDSPD V R.
OH-

Assim, neste trabalho foi possivel sequenciar 14 peptideos do veneno de P. paulista,

sendo 11 deles ainda ndo descritos na literatura (Tabela 5).
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Tabela 5: Peptideos sequenciados do veneno de P.paulista neste trabalho.

Peptideos encontrados descritos em trabalhos anteriores:
ILGTILGLLK S L.y / Polybia-CP (DE SOUZA et al., 2005)
INWLKLGKMVID A L.y, / Polybia-MPII (DE SOUZA et al., 2009)
IDWKKLLDA AKQI L.,/ Polybia-MPI (DE SOUZA et al., 2005)

Peptideos novos
Neurocininas

RPPGFTPFR oy
RARPPGFTPFRy
RARPPGFTPFRDT oy
Peptideos quimitoacticos
IILLGTILGK/QIL oy
ILLGTILGTFK/QS L.y
I/LI/LGTI/L /L oy

Mastoparanos
ILDWLK/QLRVISVIDI/Lyu

INWHDIAIKNIDA Ly,
IVLDWLK/QLGK/QM VM oy
Funcio desconhecida
VLPAGWATLVK/QVm
TGDSPDVRy

Dentre estes peptideos alguns ja foram descritos no veneno de P. paulista em trabalhos
anteriores, € ajudaram no processo de padronizagao da técnica de sequenciamento peptidico,
entre eles os peptideos Polybia-CP, Polybia-MPI e Polybia-MPII. A massa molecular de um
quarto peptideo (2359,3 Da) descrito anteriormente por de Souza (2002) e denominado
Paulistina (SIKDKICKIIQAQCGKKLPFT ni2) foi determinada no tempo de retengdo entre
34,1 e 35,6 min (fragdo 11), porém sua sequéncia nao pode ser confirmada através das
analises de espectrometria de massas sequenciais no presente trabalho. Este fato ocorreu
devido a baixa qualidade do espectro de fragmentacao deste peptideo, que ndo continha todas
as informagdes de ions suficientes para se determinar a sequéncia do peptideo. A Paulistina ¢
um peptideo relativamente longo, contendo cisteinas em sua sequéncia (inclusive com
formagdo de ponte dissulfeto), ocorrendo em baixa concentragao no veneno, o que pode ter
dificultado a aquisi¢do de bons espectros de fragmentacdo a fim de sequencid-la. Sendo assim,
muito possivelmente fosse necessario adequar os experimentos com aumento da quantidade
de amostra e otimiza¢ao de condigdes de analises para este peptideo.

Dois outros peptideos descritos no veneno de P. paulista por Ribeiro e colaboradores
(2004) contendo acetilagdo do N-terminal ndo foram detectados nos experimentos realizados

no presente trabalho: Polybine-I [Ac-SADLVKKIWDNPAL ny2 (1610 Da)] e Polybine-II



84

[Ac-SVDMVMKGLKIWPL ni2 (1657 Da)]. Este fato deve ter ocorrido devido as diferengas
constantes de composicao no veneno desta espécie, oscilando as concentracdes e variabilidade
de compostos presentes.

Outros peptideos pertencentes a esse veneno foram funcionalmente estudados neste

trabalho, como € o caso dos peptideos da familia das cininas (Parte III).

Efeitos causados pela isomerizacao dos residuos de prolina

Durante as andlises com o veneno de P. paulista um fato interessante foi observado
nos peptideos apresentando residuos de prolina em suas sequéncias: componentes
aparentemente isobaros foram detectados em diferentes tempos de retencdo, porém
apresentando espectros MS? (ap6s deconvolugdo) idénticos quando comparados entre si.

Isso sugere em principio que tais componentes peptidicos tenham a mesma sequéncia de
amino acidos.

Para n3o tornar essa discussdo muito repetitiva, escolhemos um caso tipico,
representado pela familia das neurocininas. Assim, os peptideos de massas moleculares
1300,7 Da e 1073,6 Da, observados na fragdo 1 (tempo de retencao de 2,8 a 3,6 minutos),
também foram observados na fracdo 6 (com tempo de retencdo de 21,4 a 22,7 minutos)
(Figura 56). A semelhanca dos espectros MS' e MS? (ndo deconvoluido) pode ser observada

nas Figuras 56 e 57, respectivamente.



Figura 56: Espectros MS' das fragdes 1 (tempo de retengio 2 minutos) (A) e 6 (tempo de retengdo 22,5 minutos)
(B). Os ions de m/z 537,78 (D,) ¢ 358,8 (D3) correspondem ao peptideo de massa molecular 1073,5 Da na forma
[M+2H]" e [M+3H] " respectivamente; os fons de m/z 651,37 (E,), 434,57 (E3) ¢ 326,18 (E4) correspondem ao fon
molecular do peptideo de massa molecular 1300,7 Da na forma [M+2H]™, [M+3H] e [M+4H]™ respectivamente.

Figura 57: Espectros MS? nio deconvoluidos do componente peptideo de massa molecular 1300,7 Da presente nas
fragdes 1 (tempos de retengdo de 2 min) (A) e 6 (tempo de retengdo de 22,5 min) (B). Foi selecionado para
fragmentacdo o fon-precursor de m/z 651,3 na forma [M+2H]" em ambos as fragdes, sendo o espectro ESI adquirido
na forma continua, no modo positivo.

85
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Figura 58: Espectro MS? deconvoluido do peptideo de massa molecular 1300,7 Da nos tempos de retengio de 2
min (A) e 22,5 min (B). Foi selecionado para fragmentago o ion-precursor de m/z 651,3 na forma [M+2H]"? em
ambos os casos, sendo o espectro ESI adquirido na forma continua, no modo positivo. Os espectros mostram uma
série continua de ions fragmentos do tipo b a partir do ion molecular de m/z 1301,7 na forma [M + H]"., bem como as
respectivas interpretagoes.

A anélise comparativa entre os dois espectros MS” deconvoluidos para os peptideos
1300,7 Da (Figura 58), revela que apesar de eluirem em diferentes tempos de retengdo, os
mesmos apresentam a mesma sequéncia de aminoacidos. Aparentemente, este fato deve estar
relacionado a presenca de residuos de prolina na sequéncia do peptideo. A prolina é um
aminoacido incomum com relacdo a sua quimica, devido a sua capacidade de formacao de

ligagdo imida, que por sua vez afeta a estrutura secundaria da cadeia polipeptidica, onde
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muitas vezes participa da formacdao de loops, curvas e da hélice de poliprolina (VON
HEIINE, 1991; WILMOT; THORNTON, 1988; ADZHUBEI; STERNBERG, 1993;
MACARTHUR; THORNTON, 1991; SMITH; PEASE, 1980). Enquanto a maioria das
ligacdes peptidicas existem na geometria trans, aquelas que envolvem prolina (Xaa-Pro)
ocorrem em cis ou trans (Figura 59). Portanto, a ocorréncia de multiplos picos para um
mesmo peptideo na distribuigdo da mobilidade i6nica, geralmente ¢ consequéncia da
formacao de multiplos conférmeros, que apresentam individualmente diferentes afinidades
pelo grupo funcional cromatografico (octadecil), em func¢do de que cada conformero possui
uma superficie de contato diferente com o grupo funcional cromatogratico (COUNTERMAN;

CLEMMER, 2002).

0 L 0 G — v
NS N
/C—N \ C——N \
c’ / c?
C:: {—:h.-"’/ {—:u Cl’.(.-"'_-’
trans cis /

Figura 59: Esquema simplificado das conformacgdes cis e trans, em torno de residuos
de prolina; os carbonos o foram utilizados como referéncias.

A isomerizagdo da prolina, ou seja a interconversao das conformacdes cis e trans pela
rotagdo em 180° através da ligagdo peptidica imido, acredita-se ser uma limitacdo no

enovelamento das proteinas (BRANDTS et al., 1975).
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PARTE 111

4.3. Resultados das atividades biolégicas.

Foram escolhidos para caracterizacdo funcional os trés peptideos da familia das
neurocininas: Thr6-BK (Figura 37), RA Thr6-BK (Figura 38) e RA_ Thr6-BK DT (Figura
39)]. Os trés peptideos foram sintetizados manualmente em fase solida, pela estratégia Fmoc.

Os peptideos obtidos a partir da sintese foram purificados através de cromatografia
liquida (HPLC), sob fase reserva. A Figura 60 (Al, Bl e Cl) mostra o cromatograma de
purificacdo dos trés peptideos realizadas em condigdes isocraticas, de 20% (v/v) de ACN
[contendo TFA 0,1% (v/v)]. O pico referente aos peptideos apresentou tempo de retencao de
aproximadamente 41 minutos.

Apo6s o término da purificacdo de todos os peptideos, foram feitas as andlises de
espectrometria de massas. Esses experimentos foram realizados tanto para a confirmacao das

massas corretas, quanto para verificagdo da pureza de cada amostra (Figura 60 A2, B2 e C2).

Figura 60: Cromatograma de purificacdo em coluna de fase reversa obtido em coluna preparativa Shimpack C-18 PREP-
ODS(K) 30 x 250 mm, em uma elui¢do isocratica de 20% B com fluxo de 10mL/min (A1, Bl e C1) e espectro ESI-MS' (A2,
B2 e C2) dos peptideos sintetizados. Al e A2: peptideo Thr6-BK (1073,6 Da), indicado pelo ion de m/z 537,79 (D,) na forma
[M+2H]"?; B1 e B2: peptideo RA_Thr6-BK (1300,7 Da) indicado pelos ions de m/z 651,35 (E,) e m/z 434,57 (E;) nas formas
[M+2H]"? e [M+3H]", respectivamente; C1 e C2: peptideo RA_Thr6-BK_DT (1516,8 Da) indicado pelos ions de m/z
759,39 (F,) e m/z 506,6 (F3) nas formas [M+2H]"? e [M+3H] "> respectivamente.
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A Figura 60 A2 mostra o espectro de massas referente ao peptideo Thr6-BK (1073,6
Da). Pode ser observado o ion com valor de m/z 537,8 ((M+2H]*"). Apés a deconvolugio
deste espectro, foi obtido o valor de massa de 1073,6 Da. A Figura 60 B2 mostra o espectro
de massas referente ao peptideo RA Thr6-BK (1300,7 Da). Podem ser observados os ions
com valores de m/z 651,35 ((M+2H]*") e m/z 434,57 (IM+3H]*"). Ap6s a deconvolucio deste
espectro, foi obtido o valor de massa de 1300,7 Da. A Figura 60 C2 mostra o espectro de
massas referente ao peptideo RA Thr6-BK (1300,7 Da). Podem ser observados os ions com
valores de m/z 759,39 (IM+2H]*") ¢ m/z 506,6 ([M+3H]’). Apos a deconvolugdo deste
espectro, foi obtido o valor de massa de 1516,8 Da.

Assim, pode-se observar que os peptideos sintetizados possuem massas moleculares
compativeis com as massas tedricas. Além disso, os espectros de fragmentacdo dos peptideos
sintéticos foram analisados e comparados aos dos peptideos naturais, confirmando desta
forma que foram corretamente sintetizados (dados nao mostrados).

As atividades investigadas foram hemolise, desgranulacdo de mastocitos, LDH,

antibiose, nociceptiva e edematogénica.
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4.3.1. Hemolise

Para este ensaio, foi utilizado como padrdo de hemolise o peptideo Melitina (KATSU
et al., 1988). Um dos peptideos mais estudados a respeito de interagcdes peptideo-membrana ¢
a Melitina, sendo este um dos componentes mais abundantes do veneno da abelha Apis
mellifera. Este peptideo foi descrito como sendo hemolitico, constituido por 26 residuos de
aminoacidos e com estrutura anfipatica (PEREZ-PAYA et al., 1997). Além disso, foi
observado que o mesmo ¢ capaz de assumir varias conformagdes e estados de agregacdo
diferentes, em solu¢des aquosas de diferentes composigdes (PEREZ-PAYA et al., 1995).

Os resultados dos ensaios de hemolise foram expressos em porcentagem, sendo estes
valores obtidos através da comparacdo com um controle de 100% feito pela incubacdo dos
eritrocitos em solucao de Triton X-100 (1%, v/v). A Figura 61 mostra as curvas de atividade
hemolitica em funcdo da concentracdo para os trés peptideos sintéticos € para o padrdao de

hemolise utilizado.

Figura 61: Atividade hemolitica dos peptideos: Thr6-BK. (vermelho), RA Thr6-BK (verde), RA Thr6-BK DT (azul), e
Melitina (preto) em doze concentracdes diferentes, variando de 0,2 a 380 pM. O teste foi realizado utilizando-se eritrocitos
de ratos Wistar.

Sabe-se que a atividade hemolitica é dependente de perturbacdes na membrana dos
eritrocitos causada pelos peptideos. Porém, neste caso, os resultados demonstram que estas
perturbagdes ndo ocorrem em presenca das neurocininas como as encontradas no presente
trabalho. Pode-se constatar que a melitina, um dos peptideos mais estudados a respeito de

interagdes peptideo-membrana, utilizado como padrido, apresentou 100% de atividade
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hemolitica na concentracdo de 3 pM, enquanto que todos os peptideos testados nado
apresentaram nenhuma atividade hemolitica significativa em doses mais baixas. Somente o

peptideo RA_Thr6 DT apresentou 60% de atividade na dose mais elevadas (380 png/mL).

4.3.2. Desgranulacio de mastocitos

O ensaio de desgranulagdo de mastdcitos foi realizado utilizando-se mastdcitos
peritoneais de ratos Wistar. As amostras foram ensaiadas em diferentes concentracdes,
variando de 5,9 uM a 380 uM. Os resultados foram expressos em porcentagem de
desgranulagdo. O padrdo utilizado para este ensaio foi o peptideo HRI
(INLKAIAALVKKVL ng2) que ¢ um mastoparano isolado do veneno da vespa Vespa
orientalis, causador de desgranulagdo de mastocitos e, consequentemente, inicia a liberagao
de histamina (TUICHIBAEV et al., 1988).

A Figura 62 representa a atividade de desgranulagcdo de mastdcitos peritoneais em
funcdo das concentragdes de cada um dos peptideos; tal atividade foi expressa em
porcentagem, sendo valores obtidos através da comparagdao com o controle 100% realizado

pela incubagdo dos mastdcitos em solucdo de Triton X-100 1% (v/v).

Figura 62: Atividade desgranuladora de mastdcitos peritoneais de ratos Wistar dos peptideos Thr6-BK (vermelho),
RA Thr6-BK (verde), RA_ Thr6-BK DT (azul), e HR1 (preto) em seis concentragdes diferentes.

Os mastécitos sdo células preenchidas com varios granulos que contém histamina e
outros potentes agentes biologicamente ativos; quando expostos a substincias estranhas,

liberam os granulos citoplasmaticos ocasionando a desgranulagdo (HIGASHIJIMA et al.,
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1990; MENDES et al., 2005). Os resultados demonstram que em presenga das trés
neurocininas do veneno de P. paulista, nao ocorre a desgranulacdo dos mastocitos. Ja na
presenca do peptideo padrao, HRI, podemos constatar a ocorréncia de 50% de desgranulagao

na concentracao de 380 uM.

4.3.3. Atividade de liberacao de lactato desidrogenase (LDH)

A atividade de LDH foi realizada com a suspensdo de mastocitos, coletados da
cavidade peritoneal de ratos Wistar, assim como descrito para os ensaios de desgranulagao
(item 4.3.2.). Os resultados de LDH estdo demonstrados na figura 63 e foram expressos em
porcentagem, valores obtidos através da comparagdo com o controle 100% realizado pela
incubagdo dos mastocitos em solugdo de Triton X-100 1% (v/v). O peptideo HR1 também foi

utilizado como padrao neste ensaio.

Figura 63: Atividade de LDH dos peptideos Thr6-BK (vermelho), RA Thr6-BK (verde), RA Thr6-BK DT (azul), e
HRI1 (preto) em oito concentragdes diferentes.

A enzima lactato desidrogenase ¢ de localizacdo citoplasmadtica, e sua liberacdo para o
meio extracelular ¢ utilizada como indicador de lise dos mastocitos. Os resultados
demonstram que em presenca das trés neurocininas ndo ocorre essa liberacdo da lactato
desidrogenase do citoplasma dos mastocitos. Na presenga do peptideo padrdo HRI1 na
concentragdo de 190 uM, pode-se constatar a ocorréncia de liberagdo de 60% da atividade de

LDH.
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A tabela 6 mostra os resultados obtidos nos ensaios de atividade antibidtica realizado

para os trés peptideos sintéticos, em comparagdo a outros peptideos de venenos de vespas,

descritos em literatura, ¢ com um antibiodtico padrao (tetraciclina), sendo os resultados

expressos em pg/mkL.

Tabela 6: Valores de concentragdo inibitoria minima (MIC) expressos em pg/pL, para os trés peptideos estudados
no presente trabalho, peptideos de referencia e para o padrdo do experimento (Tetraciclina), frente a bactérias

Gram+ e Gram-.

Valores de MIC (ug/mL)

PEPTIDEOS E. coli P. aeruginosa S. aureus B. subtilis
Thr6-BK >500 >500 >500 >500
RA_Thré6-BK >500 >500 >500 >500
RA_Thr6-BK_DT >500 >500 >500 >500
Tetraciclina 15,60 93,75 2,43 15,60

PEPTIDEOS DE REFERENCIA
Polybia-MPI° 5,80 46,80 7,81 4,88
Parapolybia-MP° 3,90 15,60 2,92 7,81
Anoplin1 50,00 20,00 5,00 20,00
Crabrolina’ 150,00 - - 75,00
EMP-AF® 50,00 20,00 5,00 -
Mastoparano-M4 12,50 12,50 6,25 -

"Konno et al. (2001); *Krishnakumari; Nagaraj (1997); SKonno et al. (2000); “Li et al. (2000); °De Souza

(2006).

Como pode ser observado na tabela 6 os peptideos da familia das neurocininas

isolados neste trabalho (Thr6-BK, RA Thr6-BK, RA Thr6-BK DT), nao inibiram o

crescimento bacteriano (Gram + e -) nas concentragdes utilizadas, assim, nao apresentam

atividade antibiotica consideravel.
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4.3.5. Atividades Farmacologicas de Dor e Inflamagao

4.3.5.1. Efeito da cinina Thr6-BK sobre a sensibilidade dolorosa e sobre o efeito
edematogénico

Foi administrado nos camundongos, por via intraplantar (i.pl.), o peptideo Thr6-BK
(0,5; 1; 2 e 6 ng/50 uL), sendo avaliados no teste de hiperalgesia mecanica (von Frey
eletronico). Os animais controles foram administrados com o mesmo volume de salina (S) nas
mesmas condi¢des experimentais. A carragenina (Cg, i.pl., 300 ng/50 uL) foi utilizada como
controle positivo. Os resultados mostraram que houve significativo aumento na intensidade de
hipernocicepcao, comparavel a carragenina (controle positivo) nas doses de 0,5; 1; 2 e 6
ng/50ul na primeira hora da administragdo da Thr6-BK (Figura 64A). Este aumento
caracteriza o fenomeno de hipernocicep¢do (hiperalgesia). Cabe ressaltar que a dose de 6
ng/50 uL da Thr6-BK apresentou maior hipernocicepgdo que a carragenina (300 pg/50 uL)
nos primeiros 15 minutos do periodo experimental, demonstrando sua grande poténcia. Doses
menores de 1 e 2 pg/50 uL apresentaram seu pico de agdo também apos a primeira hora de
experimentacdo. Nas doses de 6 ng/50 pL (pico de acdo 15 minutos apés a administragdo de
Thr6-BK) e 1 png/50 pL (pico de agdo 60 minutos apds a administragdo de Thr6_BK) o efeito
hipernociceptivo ¢ observado até 360 minutos apos o tratamento. Por outro lado, ndao foi
observado nocicep¢do apos 1440 minutos do periodo experimental para todas as doses
testadas. Além disso, ndo houve diferenca significativa no limiar nociceptivo dos animais
tratados com salina durante todo o periodo observado (S, controle, Figura 64A).

O efeito edematogénico foi avaliado utilizando paquimetro digital. No que concerne a
este efeito da Thr6-BK (0,5; 1; 2 e 6 pg/50 pL), os resultados mostraram que o efeito
edematogénico ¢ apresentado até 60 minutos do tratamento. A carragenina acarretou aumento
significativo do volume da pata dos animais (edema), quando comparado aos camundongos
tratados, com salina (S, controle, Figura 64B) durante todo o periodo de observacao. O efeito
edematogénico da Thr6-BK foi maior na dose de 1 pg/50 pL observado até a 60 minutos apos
o periodo de experimentacdo. Por outro lado, a solucdo salina nestas mesmas condigdes
experimentais, ndo interferiu com o volume da pata dos animais durante todo o periodo de

observacao (Figura 64B).
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Figura 64: Efeito da bradicinina (Thr6-BK) sobre a sensibilidade dolorosa avaliada através do teste do von Frey
eletronico e sobre o aumento do volume da pata (edema). O limiar nociceptivo esta representado pelo delta (A) da
forga (em gramas) necessaria para a retirada da pata (A). O efeito edematogénico foi avaliado através de paquimetro
digital (B). As medidas foram realizadas antes (tempo 0), 15, 60, 180, 360 e 1440 minutos apds a administracdo da
Thr6-BK (0,5; 1; 2 e 6 ug/50 uL, i.pl.) ou carragenina (Cg, 300 ng/50 pL, i.pl.). O grupo controle foi composto por
animais injetados com solugdo salina estéril (S). Os resultados foram expressos como média =SEM de 5 animais por
grupo. * p<0,001 em relagdo ao grupo Salina (S); # p<0,001 em rela¢do ao grupo Carragenina (Cg).
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4.3.5.2. Efeito da cinina RA_Thr6-BK sobre a sensibilidade dolorosa e sobre o efeito
edematogénico

Foi administrado nos camundongos, por via intraplantar (i.pl.), o peptideo RA Thr®-
BK (0,5; 1; 2 e 6 pg/50 pL), sendo avaliados no teste de hiperalgesia mecéanica (von Frey
eletronico). Os animais controles foram administrados com o mesmo volume de salina (S) nas
mesmas condigdes experimentais. A carragenina (Cg, i.pl., 300 ug/50 puL) foi utilizada como
controle positivo. Os resultados mostraram que houve significativo aumento na intensidade de
hipernocicep¢do nas doses de 0,5; 1; 2 e 6 ug/50 pL a partir de 15 minutos apos a
administragdo da RA_ Thr6-BK (Figura 65A). Este aumento caracteriza o fenomeno de
hipernocicepgdo (hiperalgesia). Cabe ressaltar que as doses de 0,5 e 6 pug/50 pL da RA_ Thr®-
BK apresentaram maior hipernocicepc¢ao que a carragenina (controle positivo, 300 ug/50 pL)
nos primeiros 15 do periodo experimental demonstrando sua grande poténcia. O efeito
hipernociceptivo da dose de 6 pg/50 puL  persiste, igualmente ao observado para a
carragenina, 1440 minutos apds a administracdo desta cinina. As doses de 1 e 2 pg/50 uL
apresentaram efeito hipernociceptivo até 60 e 360 minutos, respectivamente, do periodo
experimental. A menor dose utilizada 0,5 pg/50 puL apresentou efeito hipernociceptivo de
longa duragdo, ou seja, por até 360 minutos do periodo experimental. Por outro lado, ndo foi
observado nocicepg¢ao apds 1440 minutos do periodo experimental para as doses de 0,5, 1 e 2
ng/50 pL. Além disso, ndo houve diferenca significativa no limiar nociceptivo dos animais
tratados com salina durante todo o periodo observado (S, controle, Figura 65A).

O efeito edematogénico foi avaliado utilizando paquimetro digital. No que concerne a
este efeito da RA Thr6-BK (0,5 e 6 pg/50 puL), os resultados mostraram que o efeito
edematogénico foi mais proeminente e apresentado nos primeiros 15 minutos do tratamento
até 60 e 180 minutos, respectivamente, do periodo experimental. As doses de 1 e 2 pug/50 pL
apresentaram efeito edematogénico de menor propor¢do que persistiu até 60 e 180 minutos,
respectivamente, do periodo experimental. A carragenina acarretou aumento significativo do
volume da pata dos animais (edema), quando comparado aos camundongos tratados, com
salina (S, controle, Figura 65B) durante todo o periodo de observagdo. Por outro lado, a salina
nestas mesmas condi¢des experimentais, ndo interferiu com o volume da pata dos animais

durante todo o periodo de observagao (Figura 65B).
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Figura 65: Efeito da cinina RA Thr6-BK sobre a sensibilidade dolorosa avaliada através do teste do von Frey
eletronico e sobre o aumento do volume da pata (edema). O limiar nociceptivo estd representado pelo delta (A) da
for¢a (em gramas) necessaria para a retirada da pata (A). O efeito edematogénico foi avaliado através de paquimetro
digital (B). As medidas foram realizadas antes (tempo 0), 15, 60, 180, 360 ¢ 1440 minutos apds a administragdo da
RA_Thr’-BK (0,5; 1;2 e 6 pg/50 uL, i.pl.) ou carragenina (Cg, 300 ng/50 pL, i.pl.). O grupo controle foi composto
por animais injetados com solugdo salina estéril (S). Os resultados foram expressos como média =SEM de 5 animais
por grupo. * p<0,001 em relacéio ao grupo Salina (S); # p<0,001 em relagdo ao grupo Carragenina (Cg).

97



98

4.3.5.3. Efeito da cinina RA_Thr6-BK DT sobre a sensibilidade dolorosa e sobre o efeito

edematogénico

Foi administrado nos camundongos, por via intraplantar (i.pl.), o peptideo RA_Thr6-
BK DT (0,5; 1; 2 e 6 ng/50 uL), sendo avaliados no teste de hiperalgesia mecanica (von Frey
eletronico). Os animais controles foram administrados com o mesmo volume de salina (S) nas
mesmas condi¢des experimentais. A carragenina (Cg, i.pl., 300 ng/50 uL) foi utilizada como
controle positivo. Os resultados mostraram que houve significativo aumento na intensidade de
hipernocicepcao nas doses de 0,5; 1; 2 e 6 ug/50 puL a partir de 15 minutos apds a
administracdo da RA Thr6-BK DT (Figura 66A). Este aumento caracteriza o fenomeno de
hipernocicep¢ao (hiperalgesia). Cabe ressaltar que a dose de 0,5 ng/50 uL da RA Thr6-
BK DT apresentou hipernocicep¢do comparavel a carragenina (controle positivo, 300 pg/50
puL) até 60 minutos do periodo experimental. J& as doses maiores de 1, 2 e 6 ug/50 puL
apresentaram este efeito até 180 minutos apos a administragdo desta cinina. Por outro lado,
ndo foi observado nocicepcdo 360 minutos do periodo experimental para todas as doses
testadas. Além disso, ndo houve diferenca significativa no limiar nociceptivo dos animais
tratados com salina durante todo o periodo observado (S, controle, Figura 66A).

O efeito edematogénico foi avaliado utilizando paquimetro digital. No que concerne a
este efeito da RA Thr6-BK DT, os resultados mostraram que a dose de 6 pg/50 pL
apresentou efeito edematogénico mais proeminente, comparavel a carragenina, apresentado
nos primeiros 15 minutos do tratamento persistindo por até 60 minutos do periodo
experimental. As doses de 0,5; 1 e 2 pg/50 pL apresentaram efeito edematogénico de menor
proporcao que persistiu também por até 60 minutos do periodo experimental. A carragenina
acarretou aumento significativo do volume da pata dos animais (edema), quando comparado
aos camundongos tratados, com salina (S, controle, Figura 66B) durante todo o periodo de
observagao. Por outro lado, a salina nestas mesmas condigdes experimentais, ndo interferiu

com o volume da pata dos animais durante todo o periodo de observacao (Figura 66B).
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Figura 66: Efeito da cinina RA_Thr®-BK_DT sobre a sensibilidade dolorosa avaliada através do teste do von Frey
eletronico e sobre o aumento do volume da pata (edema). O limiar nociceptivo esta representado pelo delta (A) da
for¢a (em gramas) necessaria para a retirada da pata (A). O efeito edematogénico foi avaliado através de paquimetro
digital (B). As medidas foram realizadas antes (tempo 0), 15, 60, 180, 360 e 1440 minutos apds a administragdo da
RA_Thr®-BK DT (0,5; 1; 2 e 6 ug/50 uL, i.pl.) ou carragenina (Cg, 300 ug/50 pL, i.pL.). O grupo controle foi
composto por animais injetados com solugdo salina estéril (S). Os resultados foram expressos como média +SEM de
5 animais por grupo. * p<0,001 em relagdo ao grupo Salina (S); # p<0,001 em relag@o ao grupo Carragenina (Cg).
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A dor ¢ considerada um problema de satide publica, uma vez que interfere na
qualidade de vida dos pacientes. Neste sentido, dados da Organizagdo Mundial de Saude
relatam que cerca de 40% dos pacientes que sofrem de dor ndo dispdem de tratamento
adequado (HANKS et al., 2001; JACOX et al., 1994). Segundo a Associacdao Internacional
para o Estudo da Dor (IASP), esta ¢ definida como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a um dano tecidual potencial e/ou de fato ou, ainda, descrita em
termos que sugerem tais lesdes. A dor, portanto, € um processo cognitivo e dependente da
memoria, aspectos culturais e psiquicos.

Os nociceptores (receptores para a dor) sdo terminagdes nervosas livres desprovidas de
estruturas receptoras especificas sendo, portanto, uma continuagdo da propria fibra nervosa.
Os neurdnios aferentes primarios detectam o estimulo nociceptivo ou nocivo (transducio),
conduzem o impulso da periferia para a medula espinhal e transferem esses impulsos para
neurdnios secundarios e interneuronios presentes em laminas especificas do corno dorsal da
medula espinhal (transmissdo sinaptica) (CAVIEDES; HERRANZ, 2002). Da medula
espinhal, as informagdes nociceptivas sdo conduzidas ao tronco cerebral, tdlamo e cortex
cerebral, onde ocorre a percep¢ao da dor (SCHAIBLE; RICHTER, 2004).

As toxinas animais sempre foram alvo dos pesquisadores, ora como ferramentas de
investigacdo cientifica, ora como substancias com aplicacdo terapéutica. Neste sentido, um
dos objetivos deste trabalho foi avaliar o possivel efeito analgésico/hipernociceptivo, anti-
inflamatorio/inflamatorio da bradicinina (Thr6-BK) e das neurocininas RA_ Thr6-BK ¢ RA
Thr®-BK_DT encontradas no veneno da vespa Polybia paulista.

Os venenos de Hymenoptera sdo responsdveis por 9,3 a 28,5% de processos de
sensibilizacdo no mundo inteiro (ANTONICELLI et al., 2002). Estas ferroadas promovem dor
severa, inflamacao local, senbilizagdo, alteragdes locais e sistémicas e ocasionalmente morte
em pacientes alérgicos (ANTONICELLI et al., 2002; STEEN et al., 2005). A dor pode
continuar por varias horas e a ardéncia por alguns dias. Também se observa a liberagdo de
histamina a partir da desgranulacdo de mastocitos e de catecolaminas de células adrenais;
pode-se ainda observar citolise, hemdlise e quimiotaxia de macrofagos e de outros leucécitos
polimorfonucleares para o local da ferroada (HABERMANN, 1972; EDERY et. al., 1978;
OLIVEIRA, 2000; LORENZI, 2002). E, dentre os diversos compostos causadores de tantos
sintomas diferentes, destacam-se os componentes peptidicos policationicos que apresentam
diversas atividades como citolise, hemolise, desgranulagdo de mastdcitos, quimiotaxia para
leucocitos polimorfonucleares e antibiose (NAKAJIMA, 1986). O presente trabalho mostrou

efeito edematogénico de curta duragdo causado pelas cininas. Este resultado pode estar
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relacionado ao fato dos ensaios para hemolise, desgranulagdo de mastocitos € quimiotaxia
terem sido negativos, demonstrando baixa toxicidade celular e potencial edematogénico das
cininas Thr6-BK, RA Thr6-BK e RA Thr6-BK DT. Nao somente a histamina, mas outros
mediadores quimicos podem ser liberados, contribuindo com a nocicep¢ao e edema observada
para as cininas.

Dados semelhantes foram observados pelo nosso grupo através do estudo sitematico
da secapina, um polipeptideo isolado do veneno de abelha Apis mellifera. A secapina nao
induziu atividade hemolitica, desgranuladora de mastdcitos e quimiotatica. Porém, a secapina
induziu efeito hiperalgésico e edematogénico mediado, particularmente por leucotrienos, uma
vez que antagonistas de receptores de leucotrieno foram capazes de reverter a
hipernocicep¢do e edema induzidos por este peptideo. Estes resultados sugeriram que a
secapina contribui com a inflamagdo e dor induzido pelo veneno de abelha Apis mellifera
(MOURELLE, 2011).

No que concerne o efeito inflamatorio de cininas presentes em venenos de vespas, De
Paula e colaboradores (2005) analisaram o recrutamento leucocitario e a formacao de edema
na cavidade peritoneal de ratos injetados com o veneno da vespa Polybia paulista, e
mostraram que a formacdo de edema foi significativamente inibida pela administracao de
pirilamina, sugerindo que receptores de histamina do tipo H1 medeiam a formag¢do de edema
induzido pelo veneno da vespa Polybia paulista. Yshii e colaboradores (2009) também
evidenciaram a participacdo de receptores histaminérgicos do tipo HI na formagado
edematogénica induzida pelo veneno da vespa Polistes lanio lanio. A histamina exdgena ou
liberada pelos mastocitos induz edema em humanos e em muitas espécies de animais,
incluindo os roedores, este processo ocorre via estimulacdo de recpetores histaminérgicos H1
(TEIXEIRA et al., 2006). Além do aumento da permeabilidade microvascular, a liberagcdo de
histamina pelos mastocitos pode resultar em eritema, vasodilatacdo, hipetermia, prurido e uma
reacdo de hipersensibilidade caracteristica de individuos sensiveis ao veneno de himendpteros
(FITZGERALD; FLOOD, 2006). Eno (1997) mostraram o desenvolvimento de edema de
maneira dose-dependente induzida pelo veneno de vespa Polistes fuscatus. Antagonistas
histaminérgicos H1 e H2 (meclizina e cimetidina, respectivamente), inibiram o
desenvolvimento do fendmeno edematogénico.

Nossos resultados mostraram que todas as cininas estudadas apresentaram potente
efeito hipernociceptivo e edematogénico. Cabe ressaltar que as pequenas doses de 1 pug/50 pL
da Thr6-BK e RA Thr6-BK DT, bem como a de 0,5 pg/50 puL da RA Thr6-BK,

apresentaram grande potencial hipernociceptivo e edematogénico, uma vez que foram as
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menores doses utilizadas de cininas equivalentes a nocicepgao apresentada pela carragenina
(controle positivo). Cabe ressaltar que a dose de carragenina utilizada ¢ 300 vezes maior do
que as utilizadas para as cininas (300 pg/50 pL de carragenina versus 0,5 e 1 pg/50 puL de
cininas). Estes dados, analisados em conjunto, demonstram que as cininas presentes no
veneno bruto da vespa P. paulista sdo substancias importantes para a dor e edema induzido
por este veneno. Os mecanismos envolvidos nestes efeitos acima mencionados poderdo ser
alvos de estudos futuros.

Sao poucos os relatos cientificos abordando cininas e dor. Neste sentido, o trabalho
mais recente foi desenvolvido por Picolo e colaboradores (2010), que utilizaram quatro
neurocininas isoladas do veneno da vespa solitaria Cyphononyx fulvognathus. O modelo
experimental para avaliacdo da sensibilidade dolorosa foi o de pressdo de pata de ratos. Neste
modelo, uma forca em gramas ¢ aplicada sob o dorso de uma das patas posteriores do animal
e interrompida quando o mesmo apresenta a reacdo de retirada da pata. Todas as cininas
testadas neste trabalho apresentaram efeito hipernociceptivo, cuja a¢ao ¢ em diferentes
subtipos de receptores para bradicinina. As cininas Cd-146 e a fulvonina apresentaram seu
efeito hiperalgésico bloqueado pelo antagonista de receptor BK1, denominado Lys-(des-Arg9,
Leu8)-BK, enquanto que a cifocinina e a Thr 6-BK tiveram seu efeito revertido pelo
antagonista de receptor BK2, denominado HOE-140. Estes dados indicam as diferencas
farmacoldgicas e biologicas das cininas ora testadas.

Contrariamente ao demonstrado at¢é o momento, Mortari ¢ colaboradores (2007)
também estudaram a a¢do de uma cinina isolada da vespa neotropical Polybia occidentalis.
Neste trabalho, os autores mostraram que a administragdo, por via intracerebroventricular, da
cinina denominada de Thr6-BK, apresenta efeito antinociceptivo (analgésico), avaliado em
dois testes de sensibilidade dolorosa, o modelo da placa quente e retirada da cauda (tail-flick).
Este efeito foi duas vezes mais potente que a morfina, droga analgésica usualmente utilizada
na clinica médica.

A diversidade dos modelos de sensibilidade dolorosa utilizada, as diferentes espécies
de animais empregados nos testes, as cininas isoladas de diversas vespas, as doses utilizadas e
as vias de administracao podem explicar, pelo menos em parte, as diferencas observadas.

Em conclusao, até o presente momento mostramos que as cininas bradicinina Thr6-
BK, RA Thr6-BK e RA Thr6-BK DT induziram resposta hiperalgésica e edematogénica.
Apesar destes efeitos ndo possuem correlagdo direta, os resultados indicam que as cininas
presentes no veneno da vespa P. paulista contribuem com a inflamac¢do e dor induzido por

venenos desta espécie.
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5. CONCLUSAO

O veneno da vespa social Polybia paulista tem sido intensamente investigado, porém
somente os peptideos mais abundantes deste veneno sdo conhecidos: os mastoparanos Polybia
MP-1 e MP-2, o peptideo quimiotactico Polybia-CP e o peptideo Paulistina. Este fato deve-se
principalmente a utilizagdo de abordagens cléassicas até entdo, com coletas “off-line” em
relacdo as andlises de sequenciamento, fazendo com que somente os peptideos mais
abundantes pudessem ser investigados. Com os avangos na area da espectrometria de massas,
incluindo o desenvolvimento da tecnologia de analisadores do tipo “ion-trap” utilizado no
presente trabalho, tornou-se possivel a investigagao de compostos pouco abundantes, com alta
velocidade de aquisicdo de dados e elevada resolucao.

Neste trabalho foi possivel a obten¢dao de um perfil peptidico detalhado do veneno de
P. paulista por uma abordagem analitica moderna e mais sensivel, além de padronizar o
sequenciamento destes peptideos por espectrometria de massas sequencial de maneira
totalmente “on-line”, fazendo com que estudos posteriores possam utilizar-se da mesma
metodologia.

As andlises realizadas neste trabalho foram de fundamental importancia para elucidar
a riqueza peptidica presente no veneno de P. paulista, levando em consideragao a massa
molecular e o tempo de retencdo dos compostos presentes nas amostras. Estes estudos
revelaram o panorama geral da composicao peptidica deste veneno em diferentes ninhos da
mesma espécie, € no mesmo ninho em diferentes épocas do ano. A investigacao revelou um
nivel surpreendentemente elevado de variagdo intraespecifica e permitiu a identificagdo de
novos peptideos no veneno desta espécie. Foi possivel detectar a presenca de 108 peptideos
com diferentes tempos de retencdo e massas moleculares na amostra A (Ninho 1), 92
peptideos na amostra B (ninho 2), e 98 peptideos na amostra C (ninho 3). Quando o veneno
de um mesmo ninho (amostra D) foi observado em trés épocas diferentes, com intervalos de
60 dias entre cada coleta (D1, D2 e D3), foi possivel detectar a presenca de 94 peptideos
diferentes na amostra D1, 95 peptideos na amostra D2, e 78 peptideos em D3.

O fato das amostras conterem diferencas nas massas moleculares dos peptideos
encontrados pode estar associado a fatores ambientais e genéticos, estes ultimos
principalmente levando-se em consideragdo o fato destas vespas possuirem sistemas de
acasalamento e organizagdo social complexos. As analises possibilitaram ainda comparagdes
entre amostras diferentes de veneno com altissima reprodutibilidade, o que também sé foi

possivel através da alta qualidade dos dados gerados.
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Através da padronizacao das técnicas de obtengdo e interpretagdo dos espectros CID
em instrumentos do tipo ESI-IT-TOF foi possivel identificar varios peptideos presentes no
veneno de P. paulista, inclusive alguns peptideos que ja haviam sido descritos em trabalhos
anteriores com utilizacdo de outras técnicas. A padronizagdo das técnicas de LC-MS em
sistema LC-IT-TOF/MS e MS" e o tratamento dos dados espectrais, associados a interpretagdo
dos mesmos, eram os principais objetivos deste projeto, uma vez que este sistema permite a
aquisicao rapida de dados provenientes de uma amostra a fim de aumentar a biblioteca de
compostos. Além de confirmar a presenca de trés peptideos ja conhecidos para este veneno,
novos componentes de familias peptidicas tipicas dos venenos de vespideos tais como cininas,
mastoparanos e peptideos quimiotaticos, também foram encontrados.

No total, foi possivel sequenciar quatorze peptideos do veneno de P. paulista, sendo
trés ja conhecidos e onze inéditos. A estratégia analitica desenvolvida no presente trabalho
permitira sua aplicacdo imediata no estudo dos venenos de outras espécies de animais.

Além disso, abre-se a possibilidade de que outros projetos possam utilizar a mesma
técnica, tanto para comparagao entre amostras quanto para identificagdo de novos compostos
presentes em venenos animais. O desenvolvimento das técnicas para analise e interpretagao
dos cromatogramas de massa e dos espectros de massas sequenciais foi de fundamental
importancia para que fosse possivel identificar os peptideos novos neste trabalho e ajudar na
realizagdo de outros projetos que estdo sendo desenvolvidos no laboratoério.

Trés dos novos peptideos da familia das cininas foram manualmente sintetizados em
fase solida pela estratégia Fmoc, e caracterizados funcionalmente com relacao a producao de
dor e inflamagdo em mamiferos. Além disso, estes resultados demonstraram a importancia da
bioprospeccdo de produtos naturais a partir de venenos de animais, uma vez que novas
moléculas podem ser encontradas e a riqueza e a diversidade desses venenos elucidadas.

O presente projeto, fazendo parte do programa BIOprospecTA/FAPESP alcangou
alguns dos principais objetivos do projeto, através da identificagdo e caracterizacdo de
compostos naturais de natureza peptidica, presentes no veneno da vespa social P. paulista,
autoctone da fauna do Estado de Sao Paulo. Além de abrir novas vertentes de estudos
estruturais e funcionais, o presente projeto alcancou os objetivos inicialmente almejados,
identificando e caracterizando estruturalmente moléculas peptidicas, presentes no veneno da

vespa social P.paulista.
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