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RESUMO

No decorrer da evolugcdo os mecanismos de defesa dos animais diversificaram e
sofisticaram-se, produzindo uma infinidade de compostos com atividade bioldgica.
Sendo alguns desses compostos capazes de modificar a pressao arterial, relaxar ou
contrair musculatura lisa, aumentar a permeabilidade dos vasos localmente entre
outras. Desse modo, os venenos animais apresentam um rico arsenal de substancias
a serem estudadas para tornar possivel a criacado de farmacos com potencial de
salvar incontaveis vidas. Este trabalho tem por objetivo extrair amostras de veneno
da vespa Apoica pallens, purificar, quantificar e identificar os compostos de natureza

fosfopeptidica.

Palavras-chave: Espectrometria de massas; Apoica pallens; Fosfopeptideos;

Peptideos.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACN - Acetonitrila
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Da - Daltons

ESI - Fonte de ionizagao do tipo Electrospray
g - Gramas
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I/min - Litros por minuto

ml - Mililitro
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mm - Milimetro

MS - Espectrometria de Massas

MS/MS ou MS2 - Espectrometria de massas sequencial (Tandem)
m/z - Relacdo Massa por carga

nm - Nanémetro
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1. INTRODUGAO

1.1 Venenos de vespas sociais

Arthropoda é o maior filo do reino animal, sendo que a classe Insecta contribui
com mais de um milhdo de espécies descritas, exibindo uma enorme diversidade de
morfologia, comportamento e habitos (RUPPERT et al., 2005; STORK, 2017). De
acordo com Edery e colaboradores (1978), vespas, abelhas e formigas constituem a
Ordem Hymenoptera e, juntos, representam mais de 200.000 espécies.

Dentre as vespas sociais, a Subfamilia Polistinae possui a maior riqueza de
espécies e diversidade, tanto morfolégica quanto comportamental (CARPENTER,
1991). Os insetos do género Apoica sao peculiares por serem ativos principalmente
durante o periodo noturno, com adaptagdes visuais que possibilitam esse
comportamento (GREINER, 2006).

Figura 1. Vespa Apoica pallens

Fonte: htt://.americaiset.ne/apia-palln.html
A espécie de vespa Apoica pallens, popularmente conhecida como
“‘marimbondo chapéu”, dada a forma de constru¢ao do seu ninho, possui a maior
distribuicdo geografica dentre as espécies do género, seu territério abrange desde o
sul da América do Norte até Argentina e Brasil (RICHARDS, 1978; NOLL, 2013).
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Possui um veneno que causa dor em uma intensidade intermediaria e, por ser uma
vespa noturna, tem um risco aumentado de casos de acidentes.

Um individuo que de forma intencional ou ndo venha a perturbar o ninho pode
sofrer multiplas ferroadas, resultando geralmente em dores prolongadas e, devido ao
aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos da pele, edema local e eritema,
levando, em alguns casos, o individuo a morte (SCHMIDT, 1990; NAKAJIMA, 1996,
BRIGATTE et al., 2011).

Os venenos dos himendpteros sdo constituidos por uma mistura complexa de
compostos (DIAS et al., 2014). As vespas, em geral, possuem entre 1,5 e 20
microgramas de veneno em seus reservatorios, sendo constituido principalmente de
proteinas e peptideos (HOFFMAN, JACOBSON, 1984).

1.2. Compostos de natureza proteica

Dentre os compostos de natureza proteica, se destacam o Antigeno-5, que
apresenta potente acdo imunogénica (CRUZ-HOFLING, ROCHA 2009) e as
fosfolipases A1 e A2, que sdo responsaveis pela hidrélise dos componentes de
membrana plasmatica facilitando a difusdo das toxinas para o interior das células
(ARGIOLAS; PISANO, 1983). Além dessas proteinas, o veneno possui hialuronidase,
que age juntamente com as fosfolipases sendo responsaveis pela formacgao de
edema na regi&o da ferroada (CRUZ-HOFLING, ROCHA, 2009).

Os constituintes peptidicos do veneno de vespa correspondem a cerca de
70% do peso seco. Eles estdo divididos em algumas classes de acordo com suas
atividades e estruturas moleculares. Até o momento, ja foram descritos peptideos
pertencentes a familia dos mastoparanos, peptideos quimiotaticos, cininas de vespas
e outras. A maior parte dos peptideos sao ricos em estruturas secundarias, como alfa-
hélice, e componentes policatidnicos anfipaticos. Devido a sua composi¢gdo podem
exercer papel na lise celular, como a hemdlise, antibiose como também atuar na
liberacdo de ativadores e mediadores celulares (de SOUZA; PALMA, 2009).



1.3. Classes de peptideos

Os mastoparanos sao tetradecapeptideos lineares, geralmente
policatidénicos, ricos em residuos hidrofébicos, como leucina, isoleucina e alanina, e
apresentam amidagdo no residuo C-terminal (MARKLAND, 1998). Inicialmente foi o
primeiro peptideo liberador de histamina isolado, sendo hoje a classe mais abundante
dos componentes peptidicos dos venenos de vespas (PINTO et al., 2006; de SOUZA,;
PALMA, 2009). Sua conformacao estrutural, determinada por meio de técnicas como
Dicroismo Circular (CD) e Ressonéancia Magnética Nuclear (NMR), é governada pelo
microambiente em que se encontra (REIS et al., 2006). Apresentam-se dispersos
randomicamente em agua, enquanto em alcool, Dodecil sulfato de Sédio (SDS),
Trifluoroetanol (TFE) ou vesiculas lipidicas assumem uma conformacédo em alfa-
hélice (DOHTSU et al. 1993, HIGASHIJIMA et al. 1983; SANTOS-CABRERA et al.
2004). Devido a sua conformacdo e a caracteristica anfipatica, os mastoparanos
interagem com a membrana plasmatica causando a formacédo de poros e,
consequentemente, lise celular (NAKAJIMA, 1986). Outra atividade encontrada nessa
classe de molécula é a de se acoplar ao receptor de proteina-G, levando a ativagao
de mecanismos de liberacao de diferentes secrecdes, dependendo do tipo de célula
alvo (SILVA et al., 1996).

Uma segunda classe de peptideos presentes nos vespideos é a dos
peptideos quimiotaticos. Geralmente sao tridecapeptideos policatibnicos que
apresentam uma cadeia primaria semelhante a dos Mastoparanos, tanto pela riqueza
de residuos de aminoacidos hidrofébicos quanto pela amidagao do residuo C-terminal
(MARKLAND, 1998). Esses peptideos sdo capazes de induzir a quimiotaxia em
leucdcitos polimorfonucleares e macréfagos, aléem de, em algumas situagdes, levar a
liberacdo de histamina dos mastdcitos (REIS et al., 2006). Como resultado da
atividade quimiotatica ha o desenvolvimento de edema no local da ferroada
acompanhada de reacao inflamatdria (KANOST et al., 2004).

Outra classe de peptideo com atividade biologicamente importante presente
nos vespideos sao as Cininas de vespa. Esse grupo de peptideos possui entre 9 e 18
residuos de aminoacidos, com uma sequéncia interna semelhante as bradicininas de
mamiferos. Essas moléculas conhecidas pela produgcdo de dor sdo componentes

neurotdxicos que agem bloqueando a transmiss&o colinérgica do Sistema Nervoso
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Central dos insetos por meio da deplecao irreversivel da recaptagéo de Colina pela
inibicdo nao-competitiva (SAPPINGTON; RAIKHEL, 1998). Por outro lado, foi
descoberto agao antinociceptiva quando injetada no Sistema Nervoso Central de
ratos, causando analgesia superior a morfina (MORTARI et al., 2007).

Alguns estudos indicam uma variedade de peptideos bioativos além das
neurotoxinas, com atividade antimicrobiana, peptideos citoliticos, entre outros
(KONNO et al., 2016). Muitas dessas moléculas apresentam um grande potencial
para o desenvolvimento de farmacos, sendo conhecidas por apresentarem efeito
anticonvulsivante além de antibidtico, antiviral, antifungico e antiparasitico
(FERREIRA, 2015; NEWMAN; CRAGG, 2007; CONCANNON et al., 2003).

No decorrer da evolugdo, essa grande variedade de peptideos foi
desenvolvida evolutivamente com alta especificidade, diversidade de estruturas e
fungbes bioldgicas, se mostrando necessario o desenvolvimento de técnicas para

identificar, sequenciar e caracterizar esses compostos (ADERMANN et al., 2004).

1.4. Sequenciamento por espectrometria de massas

Para entender a atividade que os peptideos exercem nos organismos vivos o
sequenciamento de residuos de aminoacidos se mostra necessario pois as
caracteristicas fisico-quimicas individuais dos aminoacidos desempenham papel
fundamental no peptideo como um todo. O processo de fragmentagédo de peptideos
por meio da dissocia¢ao induzida por colis&o (collision induced dissociation — CID) &
utilizado na técnica de espectrometria de massas para efetuar seu sequenciamento.
Nessa técnica os peptideos sao ionizados positivamente (por meio do acréscimo de
prétons na molécula) e acelerados para uma regido do espectréometro composta de
um gas inerte (ex. nitrogénio) propiciando sua colisdo. A energia translacional da
colisdo € convertida em energia interna intramolecular resultando em uma
instabilidade das ligagdes polipeptidicas do esqueleto da molécula culminando na
formacéo de dois ions-fragmento complementares. Os ions resultantes sdo definidos
segundo a nomenclatura de Roepstorff-Fohimann-Biemann denominados -a, -b ou -c
(dependendo da posi¢ao da fragmentagao do residuo de aminoacido) quando o ion

fragmento protonado (carga positiva) reside no lado N-terminal do peptideo ou -x, -y,
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ou -z (novamente, dependendo da posicdo da fragmentagcdo do residuo de
aminoacido) quando a protonagao reside no lado C-terminal do peptideo. Além do
conjunto de letras usados para determinar o ponto da fragmentagcdo, numeros
subscritos s&o utilizados para determinar a contagem dos aminoacidos na cadeia
polipeptidica comecando pela extremidade (N ou C-terminal) do fragmento (CANTU
et al, 2008).

Figura 2. Padrdo de fragmentacdo da cadeia peptidica proposto por Roepstorff-

Fohlmann-Biemann.

HaN JL [N P OH
BRI TLN

R 0 Rs 0

a
Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Peptide_fragmentation.gif

E importante salientar que fragmentos a/x, bly, e c/z sdo complementares
entre si dado a natureza da fragmentagcdo e, portanto, sdo utilizados como
contraprova na identificacdo dos residuos de aminoacidos.

Outros exemplos de ions gerados no processo de fragmentagdo sao os ions
-d e -w resultantes da quebra da cadeia lateral de residuos de aminoacidos de alguns
fragmentos ou mesmo a quebra das duas extremidades (N- e C- terminal) de um
fragmento denominados ion imdnio. Os ions iménios menos comuns podem ser
utilizados como ions diagnostico possibilitando a indicagdo de que determinados
residuos de aminoacidos estejam presentes na sequéncia do peptideo.

Apesar de, teoricamente, haver a possibilidade encontrar fragmentos
pertencentes a varias séries de ions, na espectrometria de massas sequencial de
peptideos os fragmentos mais favoraveis de se formarem sao os da série -b/-y. Isto
esta relacionado ao fato da ligagéo peptidica ser a ligagao mais fraca entre as ligagdes
que formam uma cadeia polipeptidica. Devido a predominancia dessas duas séries

de ions a interpretacdo e sequenciamento torna-se facilitada, ja que é possivel


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:%20Peptide
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descobrir qual residuo de aminoacido esta em determinada posicédo da cadeia a partir
da subtragcdo da massa de picos adjacentes.

Entretanto apesar de elucidar quase completamente a sequéncia de residuos
de aminoacidos, certas ambiguidades sao inerentes a técnica. Os aminoacidos
Leucina e Isoleucina (ambos de massa monoisotépica 113,1 Da), bem como, Lisina
e Glutamina (de massas 128,1 e 128,0 Da respectivamente) s&o considerados
isébaros, resultando em ambiguidade I/L ou K/Q. Os valores de ions de simulag&o da
fragmentacao da cadeia lateral dos aminoacidos, representados pelos ions -d e -w,
podem ser utilizados para desfazer a ambiguidades na maioria dos casos dos
residuos I/L. A presenca do ion -d com diferenca de 42 Da corresponde a perda da
cadeia lateral de um residuo de Leucina, enquanto a diferenga de 14 Da corresponde
a Isoleucina, por exemplo (CANTU et al, 2008).

O termo peptiddbmica foi inicialmente introduzido no inicio dos anos 2000 na
conferéncia "From Singular to Global Analyses of Biological Systems" e se refere a
analise quantitativa e qualitativa de pequenas proteinas e peptideos de um dado
sistema bioldgico (SCHULZ-KNAPPE et al., 2005; ESCOUBAS et al., 1997).

1.5. As modificagoes pdés-traducionais

O desenvolvimento de novas técnicas combinadas permite a descoberta e a
caracterizacao de muitas outras moléculas e metabdlitos, inclusive contendo
modificagdes pods traducionais como fosforilagbes, alquilagcbes, acetilagcdes,
metilagdes entre outras.

Ja foi demonstrado que modificagbes pos traducionais afetam o
reconhecimento de antigenos especificos, levando a um diferente recrutamento
durante a resposta imune (RESENDE et al., 2013).

Fosforilagdes reversiveis sdo conhecidas por possuir importante papel no
funcionamento de células eucaridticas, ligando e desligando atividades cruciais como
propagacéao de sinais e interagdo de proteinas. Ja foi observado que problemas no
controle desses mecanismos estdo relacionados a diversas doengas conhecidas,
como cancer e doengas neurodegenerativas. Portanto, conhecer esses mecanismos
nos venenos animais representa um significativo avanco para a ciéncia (HUMPHREY
et al., 2015).
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Muito embora peptideos fosforilados sejam detectaveis e identificaveis,
apresentam uma abundancia muito pequena cerca de 0,01%. No entanto nao se sabe
qual é a representatividade fisioldgica desses peptideos nos venenos (RESENDE et
al., 2013).

Devido a complexidade de moléculas encontradas nesses venenos, técnicas
sofisticadas de separagdo, como a cromatografia, o uso de técnicas de
enriquecimento e derivatizagdo combinados trazem uma nova abordagem na busca
destes componentes. A utilizacdo de cromatografia contendo resinas com Oxido de
Titanio (TiOz2) permite a separagdo de componentes do veneno por meio de afinidade
quimica, ja que possuem alta afinidade ao grupamento fosfato dos peptideos
fosforilados, separando-os da porgéao nao fosforilada (LARSEN et al., 2005).

A fosforilagao esta entre as modificagbes pds-traducionais mais difundidas na
natureza, por exemplo, pode ocorrer fosforilagdo em mais de 30% das proteinas em
uma determinada célula de mamifero. A fosforilacao e desfosforilagdo de proteinas
regula processos bioloégicos, tais como transdugcdo de sinal, reconhecimento
molecular, interacdo e outros eventos celulares. Uma compreensado fundamental
destes processos biolégicos em nivel molecular requer, portanto, o reconhecimento

e caracterizacao de possiveis alvos fosforilados (LARSEN et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

Neste estudo procurou-se realizar buscas de fosfopeptideos presentes no
veneno da vespa Apoica pallens. Para isso, foram utilizadas técnicas de separagao
entre proteinas e peptideos, e enriquecimento dos peptideos obtidos com resinas
contendo dioxido de titanio (TiO2). Para a realizagao deste trabalho, foram analisadas
amostras complexas, ou seja, extrato bruto, as quais foram enriquecidas para serem
submetidas ao LC/MS e LC/MSMS. Os resultados foram analisados por softwares de
bioinformatica peptiddémica, com objetivo de se obter tanto as sequéncias peptidicas
quanto de fazer uma correlagéo da fungao destas moléculas com a atividade biolégica

desempenhada pelo veneno desta espécie.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1Extracao do veneno

O veneno foi extraido de vespas Apoica pallens. Os reservatérios de veneno,
gue sao pequenas vesiculas transparentes com conteudo liquido translucido que fica
na regido posterior do abdémen da vespa, foram retirados com auxilio de pingas de
ponta fina, tomando cuidado para que nao estourem causando a perda do conteudo.
Esses reservatérios foram entdo levados para tubos de microcentrifuga
(EPPENDORF) de 1,5 mL contendo solu¢cado aquosa 50% (v/v) de Acetonitrila. Apos
serem colocados cerca de 100 reservatorios, o veneno foi extraido pressionando com
um bastao de vidro de ponta arredondada contra o fundo do tubo, o processo se deu
sem macerar para evitar que proteinas do tecido sejam liberadas, atrapalhando as
analises posteriores. Usou Acetonitrila 50% (v/v) para promover precipitacdo da
fragdo proteica, sendo que no sobrenadante permanecem os compostos de baixa
massa molecular, como alguns sais e 0s peptideos, sendo extraido desta forma, o

que chamamos de fragao peptidica.

Figura 3. Extracao do reservatorio de veneno do abdémen da vespa

Fonte: Captada e adaptada pelo autor.
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O material foi entdo centrifugado em microcentrifuga de alta rotagcdo (Modelo
5415 D, EPPENDORF) a 8000 rpm durante 10 minutos. Apds a centrifugagdo o
sobrenadante, contendo agora a fragao peptidica do veneno, foi recolhido e filtrado
em filtro hidrofébico de acetato-celulose 0,45 pm (MILLIPORE) e em seguida
liofilizado (liofilizador Drywinner 5, HETO) acoplado a um concentrador de amostras
a vacuo (SpeedVac, HETO) e mantido refrigerado a -20°C até a utilizagdo. As
amostras foram quantificadas por método de peso seco e dividas em aliquotas de
1000 pg.

3.2 Enriquecimento de Fosfopeptideos

A aliquota contendo 1000 ug foi enriquecida, devido a baixa concentragao de
fosfopeptideos da fracdo peptidica do veneno. Para tal sera utilizado o kit de
enriquecimento para fosfopeptideos Pierce TiO2 Phosphopeptide Enrichment and
Clean-up Kit (THERMO SCIENTIFIC), seguindo o protocolo do fabricante. Nessa
etapa a fragdo peptidica sera colocada em solugcdo contendo a resina de TiO2 que
tem afinidade pelo grupo fosfato presente nos peptideos. Desta forma é realizada a
separacao da fracao de fosfopeptideos dos peptideos nao fosforilados, por meio de
consecutivas lavagens com os tampdes proprios do kit. Os sais produzidos devido a
técnica de enriquecimento serao removidos utilizando a Graphite Clean-up do préprio

kit permitindo que os fosfopeptideos sejam analisados por espectrometria de massa.

3.3 Experimento de peptidomica utilizando sistema LCMS-Q-TOF

Os peptideos foram analisados em fragdes de 100 pL em um sistema LCMS-
Q-TOF (BRUKER), para prospeccao e sequenciamento de novos peptideos. As
analises realizadas no equipamento semi-uyLC-ESI-micrOToF-Qlll (BRUKER
DALTONICS) utilizara um sistema de Cromatografia Liquida Ultrarrapida (UFLC -
SHIMADZU) constituido de duas bombas LC20 AD e um injetor automatico SIL 20
AHT (SHIMADZU). A cromatografia liquida utilizou uma coluna XBridge™ BEH130
C18 (2,1x100 mm; 3,5 um). A temperatura da coluna foi mantida constante a 25°C. O
sistema semi-uLC sera diretamente conectado a um espectrémetro de massas do tipo
ESI-micrOToF-Qlll 12 (BRUKER DALTONICS). As fases moveis utilizadas foram (A)
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H20/Acido férmico 0,1% (v/v) e (B) Acetonitrila (ACN)/Acido férmico 0,1% (v/v). O
gradiente de eluicao foi de 5 a 95% (v/v) de B em 90 minutos, com fluxo de solvente
de 0,2 ml/min, a 25 °C e eluicdo dos componentes foi monitorada por absorbéancia
ultravioleta a 214 nm.

A obtencao dos espectros de massas foi realizada em um espectrémetro de
massas equipado com fonte de ionizagdo “electrospray” (ESI). Os espectros de
massas serao obtidos com velocidade de aquisigao de 1 Hz, a voltagem na agulha a
4,5kV e a voltagem no cone a 3,5 kV, pressao do gas nebulizador sera 3 bar, fluxo do
gas secante de 8 I/min e a temperatura de 200 °C. O tempo de pré-pulso foi ajustado
para 4 us. A energia de colisdo utilizada foi de 8 eV no modo MS, e de 15 eV no modo
MS/MS, sendo utilizada a aquisicdo simultdnea dos dados de MS e MS/MS. Esse
sistema foi calibrado através de uma solugdo padrdao de calibracdo de peptideos
(Tunning Mix low concentration, AGILENT) no modo positivo, considerando um erro
de até 5 ppm e um escore de calibragdo minimo de 90%.

A deteccao no espectrometro de massas foi realizada com varreduras feitas
no intervalo de m/z 50 a 3000, com uma resolu¢ao de aproximadamente 15000. Os
experimentos de espectrometria de massas sequenciais, ou seja, espectros de
fragmentacdo peptidica (MS2) em condi¢des de dissociagao induzida por colisdo
(CID) foram realizados utilizando-se os mesmos parametros dos experimentos de
MS1. Foi utilizado nitrogénio como gas de colisdo, a uma pressao de 100 kPa. Os
dados adquiridos foram processados pelo software DataAnalysis v4.3 (BRUKER
DALTONICS).
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3.4 Processamento dos espectros com Script do Biotools Software no

Compass DataAnalysis

Os espectros produzidos no espectrometro de massa sao brutos e para serem
sequenciados existe a necessidade de processar esses dados. Para tal € utilizado o
script da BioTools Software (BRUKER DALTONICS) que se segue abaixo.

Figura 4. Script da BioTools Software

1T

Thi=s =cript creates compound=s from autoMS (n) data
'within the =selelcted range and exports the data
'as mgf file u=sing the analysi=s name
loption explicit

|dim filenmame, Filenamed, targetxml, targetmgf

'select a retention time range of S — 45 mim
Analyesiz.AddChromatogramBangeSelection 5,120, O, O

'perform Find Compounds AutoMS (n)
Analy=siszs.FindiuntoMSn

'deconvolute all compound spectra
'Analy=is.Compounds . Deconvolute

'make filename for HMGF file within analysi=s folder

filename = Analy=si=s.Hame
filenameZ = split(filename, ".d", -1, 1}
targetmgf = Analys=si=s.Path & """ & filenameZ (0) & ".mgf"

'export MGF file
Analyvesis.compounds.export targetmgf, daMGF

'perform MASCOT =earch
Inaly=sisz.mascotsearch

Analvyvesis.conpounds.clear

form.clo=e

Fonte: BioTools Software. Captado pelo autor.
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Ao final do processamento pelo script sera gerado o arquivo que podera ser
utilizado pelos softwares de bioinformatica subsequentes para sequenciamento dos

residuos de aminoacidos de cada peptideo.

3.5 Identificagdo dos peptideos a partir do PEAKS X

PEAKS X é uma ferramenta de analise de dados de espectrometria de dados
proteOmica e peptiddbmica que proporciona a identificacdo dos peptideos, das
modificagdes pods traducionais (Post Translational Modification — PTM) como
fosforilagbes, bem como a validagdo e a visualizagdo dos resultados a partir dos
dados brutos de espectrometria de massas.

Este software sera utilizado para otimizar os sequenciamentos dos peptideos
encontrados na fase de espectrometria de massas. Foram utilizados parametros de
buscas na qual pudesse ocorrer oxidagao de residuos de Metionina como modificagao
variavel dos peptideos fosforilados e nao fosforilados. Além de modificagdes
variaveis, especificamente para os peptideos fosforilados, foi utilizado o parametro de
busca de modificacdes fixas de fosforilacdo para residuos de Serina, Treonina e

Tirosina (sitios de fosforilagao).

3.6 Etapa de alinhamento das sequéncias

Os peptideos sequenciados pelo PEAKS STUDIO e resolvido a ambiguidade
I/L serao entdo comparados por alinhamento com sequéncias ja descritos na literatura
organizados em Peptideos quimiotaticos, Mastoparanos e Cininas. Como sequéncia
representando os peptideos quimiotaticos estdo a sequéncia da Protonectina e
Protonectina(1-6)  (I-L-G-T-I-L.-G-L-L-K-G-L e I-L-G-T-I-L  respectivamente)
encontrados na vespa Agelaia pallipes pallipes, além da Protonectina e Polybia-CP
(I-L-G-T-I-L-G-L-L-K-G-L e I-L-G-T-I-L-G-L-L-K-S-L respectivamente) presentes em
Polybia paulista. Entre as sequéncias de Mastoparanos presentes no alinhamento
estdo App-5 (I-N-W-K-A-I-L-E-R-I-K-M-A) de Agelaia pallipes pallipes, Apoica-MP (I-
N-W-L-K-I-A-K-K-V-A-G-M-L) de Apoica pallens, Domilina A (I-N-W-K-K-I-A-E-V-G-G-
K-I-L-S-S-L) de Polistes dominulus e Mastoparano-X (I-N-W-K-G-I-A-A-M-A-K-K-L-L)

de Vespa xanthoptera. Como referéncia no alinhamento das Cininas encontra-se a
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sequéncia da Bradicinina (R-P-P-G-F-S-P-R) presente em mamiferos, Thr6-
Bradicinina (R-P-P-G-F-T-P-F-R) de Chiphononix fulvognathus, Vespacinina-X (A-R-
P-P-G-F-S-P-F-R-I-V) de Vespa xanthoptera, Polistescinina-3 (P-E-T-N-K-K-K-L-R-G-
R-P-P-G-F-S-P-F-R) de vespas do género Polistes sp.

A partir do alinhamento pode se determinar qual classe os peptideos
encontrados pertencem e assim inferir as caracteristicas do veneno por meio da

elucidacao de seus componentes.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1. Cromatografia liquida da fragao peptidica

Uma aliquota de 1000 pg da fragcao peptidica do veneno foi utilizada para ser
sequenciada pelo espectrémetro de massas e teve seu perfil cromatografico
observado como na figura 3. O que se pdde observar é a presenga de uma riqueza
de compostos ao longo de toda eluigdo da coluna pela quantidade de picos presentes
no perfil cromatografico. Além disso ha uma grande abundancia de peptideos

especialmente entre os intervalos 27 e 31 minutos e 33 e 36 minutos.

Figura 5. Fracéo peptidica do veneno imobilizada numa coluna XBridge™ BEH130
C18 (2,1x100mm; 3,5um). A eluicdo se deu em condi¢ao isocratica de 0 a 5.0 min
com 5% (v/v) de ACN (contendo 0.1% (v/v) de TFA) seguindo para um gradiente linear
de 5 a 95% (v/v) de ACN (contendo 0.1% (v/v) de TFA) no intervalo de 5.1 a 90.0 min.
A eluicao se deu em 25°C, sob fluxo de solvente de 0,2 ml/min, o volume de amostra
injetada foi de 2 pL e eluicdo dos componentes foi monitorada por absorbancia

ultravioleta a 214nm.

Intens. x108
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0.8

0.64

0.41

; M
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\ —— Cromatograma de 1000ug de peptideos de Apoica pallens | (m)

Fonte: DataAnalysis. Captado pelo autor.

Os espectros foram obtidos sob dissociagao induzida por colisdo (CID -
collision-induced dissociation) e sua interpretagao foi realizada utilizando o software
PEAKS X — Complete Solutions for Proteomics, que permitiu 0 sequenciamento dos
residuos de aminoacidos quase completamente.

A identificacao I/L foi realizada manualmente por meio da identificagdo dos ions

-d e -w que sao oriundos da fragmentacdo da cadeia lateral desses aminoacidos.
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Simulagdes de fragmentagao para os residuos de Leucina ou Isoleucina foram obtidas
por meio do software MassLynx v3.2 (WATERS) em que ions -d e -w dessas
simulagdes foram procurados no espectro de peptideo selecionados para resolver a
ambiguidade entre Isoleucina e Leucina. Ja Lisina e Glutamina ndo sao diferenciaveis
utilizando esse protocolo experimental e foram mantidas na forma ambigua.

O objetivo desse trabalho € de encontrar peptideos fosforilados de amostras
do veneno de A. pallens no entanto, a partir do processo de enriquecimento do
protocolo descrito em “materiais e métodos” ndo foram encontrados na amostra
enriquecida. Esse fato provavelmente ocorreu devido a instabilidade dos
fosfopeptideos nas concentracdes utilizadas no protocolo de enriquecimento,
havendo dissociagdo do grupo fosfato na sua forma acida, conforme reportado por
Resende e colaboradores (2013). Outra hipdtese especulativa é ter ocorrido hidrélise
do grupo fosfato antes mesmo do processo de enriquecimento, por agao de fosfatases
endogenas presentes no veneno. Independentemente da razdo de ndo ter sido
encontrado fosfopeptideos nas amostras enriquecidas alguns puderam ser apontados
nos espectros da amostra nao enriquecida, sendo entdo selecionados para
continuidade do trabalho.

A amostra analisada foi sequenciada utilizando o software PEAKS STUDIO X
(BIOINFORMATICS SOLUTIONS, INC.) de maneira automatizada visando maximizar
o numero de sequéncias dos peptideos encontrados. Esse software possui um
algoritmo que busca identificar os residuos de aminoacidos por meio da subtracéo de
todos os picos com seus picos adjacentes, sendo a sequéncia final exibida a
matematicamente mais provavel para a determinagao no espectro.

Como exemplo do procedimento de sequenciamento manual sera utilizado a
Protonectina, um dodecapeptideo de 1208 Da previamente descrito na literatura
encontrado no veneno de A. pallens. O ion precursor de m/z 605,91 na forma [M+2H]?*
foi deconvoluido, ou seja os picos no espectro foram convertidos para forma [M+H]*
(monoprotonada) para facilitar o sequenciamento.

Os residuos sao identificados na série -b a partir da extremidade N-terminal do
peptideo ja série -y se da na extremidade C-terminal de modo que as duas séries sao
complementares e quando espectros mais pobres em que picos de uma das séries é

suprimido a determinacéao é feita a partir da outra série.
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4.2. Sequenciamento de peptideo de ion precursor m/z 605,91 [M+2H]?*

Por meios da diferenca entre as massas de picos consecutivos que
correspondam a massa de residuos de aminoacidos naturais € possivel reconhecer
as séries de ions fragmentos no espectro. A identificagdo da sequéncia completa do
peptideo pode ser confirmada além da presenca das duas séries de ions principais -
b e -y mas também por picos que correspondem a perdas neutras (NHsz ou H20) dos

picos dessas duas séries principais.

Figura 6. Espectro de fragmentagdo do ion precursor m/z 605,91 na forma [M+2H]**
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Fonte: DataAnalysis. Captado pelo autor

A série de ions -b pode ser observada no espectro da figura 6: m/z 385,2 (ba),
m/z 498,3 (bs), m/z 611,4 (bs), m/z 668,4 (b7), m/z 781,5 (b8), m/z 894,6 (be), m/z
1022,7 (b1o), m/z 1079,7 (b11). A série -y também pode ser observada no espectro:
m/z 316,2 (y3), m/z 429,3 (ya), m/z 524.,4 (ys), m/z 599,4 (ys), m/z 712,5 (y7), m/z 825,6
(ys), m/z 926,6 (ys), m/z 983,6 (y10), m/z 1096,7 (y11).

Usando como exemplo o ion b4 do espectro tem valor de m/z de 385,2 que
corresponde a soma da massa dos residuos de Isoleucina (113,16 Da), Leucina
(113,16 Da), Glicina (57 Da), Treonina (101,10 Da) e ao valor de um préton (1 Da).
Ja o ion bs de m/z 498,3 corresponde a massa do residuo de Isoleucina a soma do
ion fragmento b4. Enquanto o ion bs tem o valor do ion bs acrescido do valor da massa
do residuo de Leucina e assim sucessivamente para os demais ions da série.

Analisando o espectro apresentado € possivel chegar na sequéncia
I/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LK/IQGI/L sendo que os residuos I/L e o K/Q sio is6baros e,

portanto, ambiguos ao se utilizar as séries -b e -y.
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E possivel observar no espectro que nem todos os ions representam as séries
-b e -y e assim ions de outras séries sao utilizados para confirmar a identificacdo. A
série de ions -d e -w, que podem ser utilizados para diferenciar aminoacidos isébaros
como Isoleucina e Leucina (ambos residuos possuem 113,16 Da) e foram simulados
entre as possibilidades de peptideos contendo | ou L na sua cadeia pelo software
Protein/Peptide Editor in BioLynx/Mass Lynx (v3.2) (WATERS). Todos os valores
simulados foram cuidadosamente procurados em cada espectro dos peptideos para
poder desfazer essas ambiguidades.

Os ions que indicam a determinagdo das sequéncia ambiguas sdo: m/z 442,3
(das), m/z 541,4 (das), m/z 711,5 (das), m/z 824,6 (dag), m/z 937,6 (da1o), m/z 371,2
(was4), m/z 484,3 (was), m/z 654,4 (war), m/z 781,5 (was), m/z 795,5 (wbs), m/z 1038,7
(wa11).

Apoés a busca desses ions foi possivel resolver as ambiguidades entre os
residuos de Leucina e |Isoleucina concluindo a seguinte sequéncia
ILGTILGLLK/QGL.

Os espectros a seguir pertencem as sequéncias de peptideos fosforilados e
nao fosforilados com maiores indices de confiabilidade e com mais de 80% de area
de cobertura (ALC > 80%) segundo o critério interno do algoritmo do software PEAKS
STUDIO.

Esses peptideos selecionados para diferenciar as ambiguidades I/L por meio
da busca manual dos ions -d e -w obtidos por meio de simula¢gdes usando o MassLynx

(v3.2) exibem seus respectivos espectros.

4.3. Resultado do sequenciamento pelo PEAKS STUDIO para peptideos
fosforilados

Os fosfopeptideos foram encontrados utilizando parametros de busca
especificos para fosforilagdes em que variagdes de massa de 79,97 Da a residuos
aminoacidos que sao sitios de fosforilagdo STY (Serina, Treonina e Tirosina) indicam
a presenca de fosforilacdo nesse residuo. O local da fosforilagcdo na sequéncia de

cada espectro esta indicado com o uso do indice “p” subscrito ao residuo fosforilado.

Simulagdes de ions da série “d” e “w” foram utilizados para resolver a ambiguidade

entre Isoleucina e Leucina. Os espectros foram abertos utilizando os recursos do



24

software PEAKS STUDIO para a busca desses ions que, em geral, possuem baixa

intensidade.

Dessa forma, segue-se uma segao dedicada ao resultado do sequenciamento

a ser ilustrada pelo Quadro 1 a seguir.

Quadro 1. Fosfopeptideos com ambiguidade I/l resolvidas.

Sequéncias
T-A-Tp-A-G-T-l/L-/L-G-I-I-A-I-H/L
D-V-I-G-L-A-H-I-Sp-I-G-T-I-L-G-I-I-A-l-I/L
I/L-A-R-A-I-G-H-G-Sp-L-I-I-G-T-L-I-G-I-I-I-L-A
I/L-M-Sp-I-G-I-/L-T-G-I/L-I-G-I-I-I-P-S
G-S-K/Q-H-A-I-Sp-G-T-l/L-l/L-G-L-l/L-I-l/L-A
V-V-l/L-Sp-P-l/L-K/Q-I/L-A-K/Q-K/Q-V-A
C-K/Q-Sp-A-l/L-K/Q-A-A-C-I/L-I-G-T-L-I-G-I-A-P-E-l/L
K/Q-K/Q-V-I-H-I-G-Sp-l/L-I-L-G-T-L-L-G-l/L-I-l/L-P-S

Elaborado pelo autor.

Figura
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
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Figura 7. Espectro CID do peptideo natural T-A-Tp-A-G-T-I/L-I/L-G-I-I-A-I-I/L

selecionando-se o ion precursor de m/z 704,399 [M+2H]?**, possuindo uma

fosforilagdo em uma de suas Treoninas (indice “p” subscrito ao residuo de Treonina

representa sua fosforilagao). Os ions-fragmentos tipo “y” e “b” foram representados

em vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions m/z 123,4 (db13), m/z 398,3 (wb4), m/z 511,3 (wbs) indicaram a

presenca de residuos de Isoleucina nas posi¢des 10, 11 e 13 do peptideo.
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Figura 8. Espectro CID do peptideo natural D-V-I-G-I-A-H-1-Sp-I-G-T-I-L-G-I-I-A-I-1/L
selecionando-se o ion precursor de m/z 695,0761 [M+3H]®*, possuindo uma
fosforilagado em sua Serina (indice “p” subscrito ao residuo de Serina representa sua
fosforilagdo). Os ions-fragmentos tipo “y” e “b” foram representados em vermelho e

azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 456,3 (dbs), m/z 763,4 (das), m/z 777,5 (dbs), m/z 1314,7 (da13),
m/z 384,2 (was), m/z 497,3 (was), m/z 1051,7 (wa11) indicam a presencga de residuos
de Isoleucina nas posigées 3, 5, 8, 10, 13, 16, 17 e 19. Ja o ion de m/z 1413,8 (da14)
indica presenca de residuo de Leucina na posicao 14.
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Figura 9. Espectro CID do peptideo natural I/L-A-R-A-I-G-H-G-Sp-L-I-I-G-T-L-I-G-I-I-
I-I-A Selecionando-se o ion precursor de m/z 755,7969 [M+3H]**, possuindo uma
fosforilagado em sua Serina (indice “p” subscrito ao residuo de Serina representa sua
fosforilagdo). Os ions-fragmentos tipo “y” e “b” foram representados em vermelho e

azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 469,3 (dbs), m/z 1226,7 (da12), m/z 2022,4 (dbzo), m/z 172,1
(wb2), m/z 384,2 (was), m/z 497,3 (was), m/z 667,4 (wa7), m/z 1164,8 (wa12) indicam
a presenca de residuos de Isoleucina nas posicdes 5, 11, 12, 16, 18, 19, 20 e 21. Ja
os ions m/z 1483,8 (da1s) e m/z 1263,8 (wa13) indicam presenca de residuos Leucina

nas posigdes 10 e 15.
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Figura 10. Espectro CID representando o peptideo natural I/L-M-Sp-I-G-I-I/L-T-G-I/L-
I-G-I-I-I-P-S, selecionando-se o ion precursor de m/z 597,6721 [M+3H]**, possuindo

uma fosforilagdo em uma de suas Serinas (indice “p” subscrito ao residuo de Serina

representa sua fosforilagao). Os ions-fragmentos tipo “y” e “b” foram representados

em vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 469,2 (db4), m/z 1136,6 (da11), m/z 1150,6 (db11), m/z 1306,7
(da13), m/z 1320,7 (da13), m/z 285,1 (was), m/z 384,2 (was), m/z 667,4 (war), m/z
1178,7 (wa1z2), m/z 1334,8 (wa14) indicam a presenca de residuos de Isoleucina nas
posicdes 4, 6, 11, 13, 14 e 15.
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Figura 11. Espectro CID representando o peptideo natural G-S-K/Q-H-A-I-Sp-G-T-I/L-
I/L-G-L-I/L-I-I/L-A, selecionando-se o ion precursor de m/z 872,4958 [M+2H]?*,

possuindo uma fosforilagdo em sua Serina (indice “p” subscrito ao residuo de Serina

representa sua fosforilagao). Os ions-fragmentos tipo “y” e “b” foram representados

em vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 538,2 (dbs), m/z 1485,8 (db1s) indicam a presencga de residuos
de Isoleucina nas posigdes 6 € 15. O ion de m/z 1245,6 (da13) indica a presenga de

um residuo de Leucina na posi¢ao 13.
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Figura 12. Espectro CID representando o peptideo natural V-V-I/L-Sp-P-I/L-K/Q-I/L-
A-K/Q-K/Q-V-A, selecionando-se o ion precursor de m/z 482,6173 [M+3H]*",

possuindo uma fosforilagdo em sua Serina (indice “p” subscrito ao residuo de Serina

representa sua fosforilagdo). Os ions-fragmentos tipo “y” e “b” foram representados

em vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 874,5 (das), m/z 839,5 (was) indicam a presenga de residuos
de Isoleucina. Os ions de m/z 619,3 (das), m/z 860,5 (das) indicam a presenca de
residuos de Leucina. Os ions encontrados referem-se as mesmas posi¢des tornando

inconclusiva a diferenciacéo entre Isoleucina e Leucina sendo representada por I/L.
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Figura 13. Espectro CID representando o peptideo natural C-K/Q-Sp-A-1/L-K/Q-A-A-
C-l/L-I-G-T-L-I-G-I-A-P-E-I/L, selecionando-se o ion precursor de m/z 722,3954

[M+3H]3*, possuindo uma fosforilagdo em sua Serina (indice

[T ]

subscrito ao residuo)

representa sua fosforilagdo Os ions-fragmentos tipo “y” e “b” foram representados em

vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 497,3 (was), m/z 511,3 (wbs), m/z 667,4 (waz), m/z 1051,6

(wa11) indicam a presenca de residuos de Isoleucina nas posigdes 11, 15 e 17. O ion

de m/z 1383,7 (da14) indica a presenca de residuo de Leucina na posi¢ao 14.
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Figura 14. Espectro CID representando o peptideo natural K/Q-K/Q-V-I-H-I-G-Sp-I/L-
[-L-G-T-L-L-G-I/L-I-I/L-P-S, selecionando-se o ion precursor de m/z 1133,186

[M+2H]?*, possuindo uma fosforilagdo em uma de suas Serinas (indice “p” subscrito

ao residuo de Serina representa sua fosforilagdo). Os ions-fragmentos tipo “y” e “b”

foram representados em vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 413,3 (das), m/z 1895,3 (da1s), m/z 384,2 (was), m/z 1164,7
(watz2), m/z 1178,7 (wb12), m/z 1614,9 (wa1e) indicam a presenga de residuos de
Isoleucina nas posigdes 4, 6, 10 e 18. O ion de m/z 1212,0 (da11) e m/z 1483,9 (da14)
indicam a presenca de residuo de Leucina nas posicoes 11, 14 e 15.
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4.4. Resultado do sequenciamento pelo PEAKS STUDIO para peptideos nao-
fosforilados

Os peptideos nao fosforilados foram encontrados utilizando parémetros de
buscas compreendendo a forma oxidada da Metionina como uma modificagcao
variavel. Por meio de simulagdes de ions da série “d” e “w” foram utilizados para
resolver a ambiguidade entre Isoleucina e Leucina. Os espectros foram abertos
utilizando os recursos do software PEAKS STUDIO para a busca desses ions que,

em geral, possuem baixa intensidade.

Quadro 2. Peptideos néo fosforilados com ambiguidade I/L resolvidas

Sequéncias Figura
I/L-I/L-G-l/L-I-G-T-L-I-G-K/Q-G-l/L-K/Q-P Figura 15
I/L-1-G-T-I-I-G-I-I/L-A-l/L-I/L Figura 16
N-A-I-lI/L-G-T-I-l/L-G-I-l/L-l/L-S-P Figura 17
E-P-A-l/L-l/L-I-G-l/L-l/L-A-I-I Figura 18
W-K/Q-P-T-A-E-A-I-I-G-T-l/L-l/L-G-l/L-l/L-P-P-C Figura 19
I/L-N-W-I/L-K/Q-/L-A-K/Q-K/Q-V-A-G-M Figura 20
I/L-/L-G-T-l/L-/L-L-I/L-G-N-G-R-G-F-T Figura 21
E-P-G-T-l/L-I-I-I-G-T-I-I-G-I-l/L-A-l/L-l/L Figura 22

Elaborado pelo autor.



34

Figura 15. Espectro CID representando o peptideo natural I/L-I/L-G-I/L-I-G-T-L-I-G-
K/Q-G-I/L-K/Q-P, selecionando-se o ion precursor de m/z 746,9844 [M+2H]?**. Os

ions-fragmentos tipo “y” e “b” foram representados em vermelho e azul,

respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 454,3 (das), m/z 383,6 (das), m/z 667,4 (war), m/z 1051,7 (wa11),
m/z 1065,7 (wb11) indicam a presenca de residuos de Isoleucina nas posi¢des 5 e 9.

O ion de m/z 766,5 (was) indica a presenca de residuo de Leucina na posigao 8.
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Figura 16. Espectro CID representando o peptideo natural I/L-I-G-T-I-I-G-I-I/L-A-1/L-
I/L, selecionando-se o ion precursor de m/z 605,4055 [M+2H]?*. Os ions-fragmentos

tipo “y” e “b” foram representados em vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 442,3 (das), m/z 555,4 (das), m/z 739,5 (dbs), m/z 780,5 (was),
m/z 1051,7 (wa11) indicam a presenca de residuos de Isoleucina nas posigdes 2, 5, 6
e 8.
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Figura 17. Espectro CID representando o peptideo natural N-A-I-1/L-G-T-I-I/L-G-I-I/L-
I/L-S-P, selecionando-se o ion precursor de m/z 697,9363 [M+2H]?**. Os ions-

fragmentos tipo “y” e “b” foram representados em vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 243,1 (das), m/z 910,6 (da1o), m/z 497,3 (was), m/z 667,4 (was)

indicam a presenca de residuos de Isoleucina nas posi¢des 3, 7 e 10.
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Figura 18. Espectro CID representando o peptideo natural E-P-A-I/L-I/L-1-G-I/L-I/L-A-

I-I, selecionando-se o ion precursor de m/z 618,4058 [M+2H]?*. Os ions-fragmentos

tipo “y

e “b” foram representados em vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 1048,7 (da11), m/z 87,0,4 (wa1), m/z 214,1 (wb2), m/z 667 ,4

(war) indicam a presenca de residuos de Isoleucina nas posicdes 6, 11 e 12.
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Figura 18. Espectro CID representando o peptideo natural W-K/Q-P-T-A-E-A-I-I-G-T-
I/L-I/L-G-I/L-I/L-P-P-C, selecionando-se o ion precursor de m/z 997,0494 [M+2H]?*.
Os ions-fragmentos tipo “y” e “b” foram representados em vermelho e azul,

respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 1051,6 (wa11), m/z 1164,7 (wai2) indicam a presenga de

residuos de Isoleucina nas posicoes 8 e 9.
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Figura 19. Espectro CID representando o peptideo natural I/L-N-W-I/L-K/Q-1/L-A-K/Q-
K/Q-V-A-G-M, selecionando-se o ion precursor de m/z 736,4388 [M+2H]?*. Os ions-

“y N

fragmentos tipo “y” e “b” foram representados em vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

13 ”

Nao foram encontrados os valores dos ions “d” e “w” da simulacéo presentes
no espectro do peptideo [I/LNWI/LK/QI/LAK/QK/QVAGM que indicassem a
diferenciagao entre Isoleucina e Leucina e, portanto, todas as ambiguidades foram
apresentadas como I/L.
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Figura 20. Espectro CID representando o peptideo natural I/L-I/L-G-T-I/L-I/L-L-I/L-G-
N-G-R-G-F-T, selecionando-se o ion precursor de m/z 772,9730 [M+2H]?*. Os ions-

“y N

fragmentos tipo “y” e “b” foram representados em vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

O ion de m/z 654,5 (dar) indica a presenga de residuo de Leucina na posigéo 7.
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Figura 21. Espectro CID representando o peptideo natural E-P-G-T-I/L-I-I-I-G-T-I-I-
G-I-I/L-A-l/L-I/L, selecionando-se o ion precursor de m/z 910,0494 [M+2H]?*. Os ions-

fragmentos tipo “y” e “b” foram representados em vermelho e azul, respectivamente.
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Fonte: PEAKS STUDIO. Adaptado pelo autor.

Os ions de m/z 555,3 (das), m/z 668,4 (dar), m/z 781,5 (das), m/z 1052,6 (da11),
m/z 1165,7 (da12) m/z 497,4 (was), m/z 667,4 (wa7), m/z 1051,7 (wa11), m/z 1164,8
(wa12), m/z 1291,9 (wa13) indicam a presencga de residuos de Isoleucina nas posigdes
6,7,8,11,12 e 14.

4.5. Peptideos que tiveram suas sequéncias alinhadas

Os peptideos fosforilados e nao fosforilados foram entdo alinhados a partir de sua
sequéncia com dados presentes na literatura em que sua atividade biolégica foi
descrita por meio de bioensaios. A partir desses alinhamentos € possivel inferir a

funcao das sequéncias baseado na funcdo de moléculas semelhantes.
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Tabela 1. Alinhamento das sequéncias de peptideos quimiotaticos

Espécie Peptideo Sequéncia
A. pallipes | Protonectina ] I L G T | G L L K G L
Protonectina (1-6) ["] I L G T 1

A. pallens Apoica CP-1* . 1 G T I I G |1 /L A L IL
Apoica CP-2* L L. G T WL IIL L IL G N G R G
Apoica CP-3* N A I L G T I I/t G I WLlIL s P
Apoica CP-4* I iy G 1L I G T L I G KQ G IlL KlQ P
Apoica CP-5* i m S I G I L T G IL I G | | I P S
Apoica CP-6* E P G T IL 1 | I G T | I G |1 /L A IL IL
Apoica CP-7* v I G I A H I S I G T I L G I I A | L
Apoica CP-8* WKQP T A E A | I G T WL IL G /L /L P P C
Apoica CP-9* KQKQ v I H I G S Ib I L G T L L G IL I IIL P S
Apoica CP10* I A R A I G H G S L 1 I G T L | G |1 | | I A

P. paulista,  Protonectina 2] I L G T I L G L L K G L
Polybia-CP [ Il L G T I L G L L K S L

Fonte: * Peptideos identificados pelo autor; 'MMENDES et al. (2004); 2 DOHTSU et al. 1993 ; Bl SOUZA et al. (2015).

Os peptideos quimiotaticos apresentados na Tabela 3 apresentam uma regido de residuos de aminoacidos bem conservada
(ILGTIL), semelhante a sequéncia da Protonectina (1-6). A conservagao dessa sequéncia provavelmente indica se tratar da regiao
ativa do peptideo enquanto a variacdo dos residuos de aminoacidos nas demais posi¢des pode se tratar de uma variabilidade de

possibilidades de modo que a seleg¢ao natural pode atuar em tornar um veneno mais efetivo.
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A presenca de peptideos quimiotaticos se mostrou abundante no veneno de A. pallens o que nos leva a concluir que esse
veneno cause forte desenvolvimento de edema no local da ferroada acompanhado de uma reagéo inflamatoria. Isto se deve a
capacidade desses peptideos induzirem a quimiotaxia de Leucdcitos polimorfonucleares e macréfagos, além de possivelmente

causar a liberacao de histamina dos Mastocitos.

Tabela 3. Alinhamento das sequéncias de Mastoparanos

Espécie Nome Sequéncia
A. pallipes App-51 I N W K A I L E R I K M A
A. pallens Apoica-MPz I N W L K I A K K V A G ML
Apoica-MP 2* IL N W IL KQ IlL A KQ KQ V A G M
P. dominulus Domilina Aj3 I N W K K I A E V G G K I L S8 S L
V. xanthoptera Mastoparano-Xj I N W K G I A A M A K K L L

Fonte: * Peptideos identificados pelo autor; "1 MENDES et al. (2004); 2! NAKAJIMA et al. (1986); B! TURILLAZZI et al. 2005 ;[ HIRAI et al. (1979b).

Os peptideos da classe dos Mastoparanos foram alinhados na Tabela 4 apresentando uma conservagao na extremidade N-
terminal com a sequéncia INWK. Essa classe de peptideo foi o primeiro liberador de histamina isolado sendo hoje considerado o
mais abundante componente dos venenos de vespa.

Os mastoparanos interagem com a membrana plasmatica causando a formagao de poros e, consequentemente, lise celular
devido a caracteristica anfipatica e sua conformacéao tridimensional. Esse peptideo pode se acoplar ao receptor de proteina-G,

levando a ativagdo de mecanismos de degranulagéo liberando diferentes secre¢des a depender da célula alvo.



Tabela 2. Alinhamento das sequéncias de Cininas
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Espécie Nome Sequéncia
Bradicinina 1 R PP GF S P F R
A. pallens Apoicacinina 1* R RPPGFTPM
Apoicacinina 2* R A RPPGT FTWPFR
C. fulvognathus Thr6-Bradicinina (2] R PP GFTWPFR
V. xanthoptera Vespacinina-X (3] A RPPGVFSPFR \'
Polistes sp. Polistescinina-3j4; P ETNIKIKKLRGRWPWPGTE FSZPFR

Fonte: * Peptideos encontrados pelo autor; ' NAKAJIMA et al. 1986; & PICOLO et al. 2010; ¥ YASUHARA et al. 1977; ¥l PIZANO, 1970.

As Cininas presentes na Tabela 5 possuem uma sequéncia de residuos de aminoacidos muito semelhante as bradicininas

de mamiferos, no entanto, apresentam baixa concentragdo nos venenos da maioria das vespas sociais, sendo encontrado apenas

duas neste trabalho: Apoicacinina 1 e Apoicacinina 2. Essas moléculas sao conhecidas por causarem dor sendo componentes

neurotéxicos, causam contracdo da musculatura lisa e aumento da pressao arterial.



4.6. Lista dos demais peptideos
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A lista a seguir compreende as demais sequéncias encontradas no trabalho a partir

do veneno da vespa A. pallens com alta confiabilidade e area de cobertura superior a

80% segundo critérios do PEAKS STUDIO. Os dados estao organizados pela classe

do peptideo exibindo a massa molecular, o valor de m/z, a carga (z), o tempo de

retencao (RT) do ion percursor, a sequéncia e a classe.

Massa

m/z z RT Sequéncia dos peptideos Classe
molecular
1229,679657 410,8932 3 13,5819 RRPPGFTPMoR Cinina
1300,726227 434,5754 3 13,7849 RARPPGFTPFR Cinina
1220,776123 611,3881 2 53,5982 AAI/LI/LGK/QGI/LI/LGVPI/L Mastoparano
1282,805328 428,6018 3 19,875 I/LNWI/LK/QI/LAK/QNAI/L Mastoparano
1470,877686 736,4388 2 1,5095 I/LNWI/LK/QI/LAK/QK/QVAGM Mastoparano
1470,882568 491,2942 3 1,5095 I/LNWI/LK/QI/LAK/QK/QGGMI/L Mastoparano
1582,956787 792,4784 2 28,7976 I/LNWI/LK/QI/LAK/QK/QVAGNE Mastoparano
1598,942017 800,471 2 24,7377 I/LNWI/LK/QI/LAK/QK/QVAGMK/Q Mastoparano
1565,002441 783,5012 2 27,8753 ENGI/LI/LK/QI/LAQK/QVPK/QK/Q Mastoparano
1819,172119 910,5861 2 53,5982  I/LI/LGTI/LI/LI/LI/LGTI/LI/LGK/QGI/LPK/Q Mastoparano
925,6234741 463,8117 2 23,4764 I/LI/LTGI/LAI/LI/LI/L Pept. quimiotatico
1208,756592 605,3783 2 34,3507 I/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LAPE Pept. quimiotatico
1208,773926 605,387 2 103,548 I/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LVPT Pept. quimiotatico
1208,811035 605,4055 2 33,4048 I/LIGTIGII/LAI/LI/L Pept. quimiotatico
1209,809448 605,9047 2 33,9817 NI/LGTI/LI/LI/LK/QI/LI/LI/L Pept. quimiotatico
1234,811523 618,4058 2 44,8782 EPAI/LI/LIGI/LI/LAN Pept. quimiotatico
1266,809326 634,4047 2 33,6964 I/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LK/QGGI/L Pept. quimiotatico
1278,836426 640,4182 2 35,4409 I/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LAAPK/Q Pept. quimiotatico
1308,801025 655,4005 2 54,6214 RGI/LGTI/LI/LGI/LI/LPAE Pept. quimiotatico
1310,829712 656,4149 2 56,3763 K/IQSI/LGTI/LI/LGI/LI/LPVT Pept. quimiotatico
1310,831177 656,4156 2 58,2205 K/QSI/LGTI/LI/LGI/LI/LI/LAI/L Pept. quimiotatico
1320,828857 661,4144 2 66,2909 K/QPI/LGTI/LI/LGI/LI/LI/LPS Pept. quimiotatico
1320,865601 661,4328 2 48,0408 K/IQPI/LGTI/LI/LGI/LI/LVTP Pept. quimiotatico
1320,877197 661,4386 2 38,5828 I/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LAI/LPK/Q Pept. quimiotatico
1322,814331 662,4072 2 55,8675 RAI/LGTI/LI/LGI/LI/LAPE Pept. quimiotatico
1322,814697 662,4073 2 53,5079 K/QVI/LGTI/LI/LGI/LI/LAPE Pept. quimiotatico
1322,814697 662,4073 2 53,5079 I/LNI/LGTI/LI/LGI/LI/LAPE Pept. quimiotatico
1326,818115 664,4091 2 41,8918 K/IQCI/LGTI/LI/LGI/LI/LVVV Pept. quimiotatico
1338,813354 670,4067 2 49,9218 ENI/LGTI/LI/LGI/LI/LI/LILA Pept. quimiotatico
1354,813721 678,4069 2 43,9806 MK/QI/LGTI/LI/LGI/LI/LEAP Pept. quimiotatico
1356,828369 679,4142 2 37,9405 MoNI/LGTI/LI/LGI/LI/LAI/LI/L Pept. quimiotatico
1366,883789 684,4419 2 39,2237 I/LI/LTGI/LI/LTI/LI/LGK/QI/LI/L Pept. quimiotatico
1370,8396 686,4198 2 49,0861 K/IQMol/LGTI/LI/LGI/LI/LAI/LI/L Pept. quimiotatico
1380,875244 691,4376 2 40,8771 TAI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LPVT Pept. quimiotatico
1384,825195 693,4126 2 35,3669 MTGI/LGTI/LI/LGI/LI/LSI/LP Pept. quimiotatico
1386,831177 694,4156 2 51,4994 K/IQYI/LGTI/LI/LGI/LI/LVPT Pept. quimiotatico
1390,852539 696,4263 2 48,133 SAHI/LGTI/LI/LGI/LI/LSPI/L Pept. quimiotatico



1392,910889
1393,872681
1394,849365
1394,886353
1408,875
1412,843384
1415,887451
1419,884766
1420,868896
1424,862793
1426,892578
1434,884521
1521,965332
1535,997925
1593,013428
1622,939453
1802,153687
1807,025879
1819,172119
1819,181396
1819,181396
1338,813354
1543,946045
1208,779053
1491,96875
1543,946045
1548,878052
1981,208008
2102,328613
982,6436768
1023,688721
1209,800049
1209,809082
1238,798584
1250,805786
1278,800049
1278,838623
1279,83374
1308,801025
1356,821777
1356,821777
1366,859497
1370,856689
1841,156616
1992,098877

697,4554
697,9363
698,4247
698,4432
705,4375
707,4217
708,9437
710,9424
711,4344
713,4314
714,4463
718,4423
761,9827

768,999
797,5067
812,4697
601,7179
904,5129
910,5861
607,3938
607,3938
670,4067

772,973
605,3895
746,9844

772,973

775,439
991,604
1052,164
492,3218
512,8444

605,9
605,9045
620,3993
626,4029
640,4

640,4193
640,9169
655,4005
679,4109
679,4109
684,4297
686,4283
614,7189
997,0494

N OWOPNDNDNDNDNDNPNONNONDNDNNDNNDNDNDNPNODNODNDNNDDNNDNDNDNDNPNONNOODNDNONDNDDNDDNDDNDNDNNODNNDNDNNDNDNDDNDNDNDNDDNODDND

43,217
41,8021
44,2576
46,7659

41,615
51,4071
44,1653
41,7995
43,0325
46,0438
44,1653
42,0763
51,8684

43,217
49,3584
55,4561
53,5982
48,1434
53,5982
53,5982
53,5982
49,9218
51,8684
103,582
49,4353
51,8684
50,5007
52,5155
65,9625
27,5981

39,316
38,7708
34,6329
38,2172
52,7923
44,9806
43,0325
39,8286
54,6214
51,3149
48,6732
43,7961
33,7057
53,5982
47,7771

I/LAI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LI/LPS
NAII/LGTI/LGII/LI/LSP
EGI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LPTV
VSI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LILPS
EAI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LPI/LS
MHGTI/LI/LGI/LI/LK/QFAI/L
K/IQHAPGTI/LI/LGI/LI/LI/LI/LA
K/IQVPI/LGTI/LI/LGI/LI/LPPC
DPI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LSI/LP
ESI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LI/LSP
FAI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LVTP
EPI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LVPT
MI/LGPVI/LI/LI/LGTI/LGI/LI/LI/L
I/LI/LTGI/LI/LVDI/LGI/LI/LAI/LI/L
I/LI/LGTI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LAPE
NDNAI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LSPI/L
I/LNAI/LI/LGI/LI/LTGI/LI/LILTHK/QI/L
EPTAEAI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LPSI/L
EPGTI/LHNIGTHGII/LAI/LI/L
MPRI/LILI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LAI/LI/L
[/LDVGI/LI/LI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LAI/LI/L
DK/QI/LGTI/LI/LGI/LI/LI/LI/LA
I/LI/LGTI/LI/LLI/LGNGRGFT
I/LI/LGTI/LI/LGK/QGI/LPK/Q
I/LI/LGI/LIGTLIGK/QGI/LK/QP
PK/QPGGI/LTGI/LI/LI/LI/LRPI/L
K/QYI/LGTI/LI/LGI/LI/LEVCK/Q
MPRI/LI/LI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LRRMo
MPRI/LI/LGILILI/LI/LGTI/LI/LGI/LI/LAPE
SAI/LI/LGI/LI/LI/LAI/L
SAI/LI/LI/LGI/LI/LK/QP
NI/LGTI/LI/LGI/LAI/LI/LI/L
VK/QGTI/LI/LGI/LI/LAI/LI/L
MI/LTGI/LI/LI/LGI/LVI/LP
PI/LDTI/LI/LGI/LILILI/LA
APK/QGTI/LI/LGI/LI/LI/LI/LA
K/IQAPGTI/LI/LGI/LI/LI/LI/LA
SPI/LGTI/LI/LGI/LI/LI/LAI/L
I/LVGGGTI/LI/LGI/LILTVP
MoNI/LGTI/LI/LGI/LI/LVVV
FNI/LGTI/LI/LGILI/LPTV
RDI/LGTI/LI/LGI/LI/LAI/LI/L
Al/LGFGTI/LI/LGI/LI/LI/LI/LA
I/LI/LSAI/LI/LI/LI/LGTTMoGI/LI/LAI/LI/L
WK/QPTAEAIIGTI/LI/LGI/LI/LPPC
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Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico
Pept. quimiotatico/mast
Pept. quimiotatico/mast
Pept. quimiotatico/mast
Pept. quimiotatico/mast
Pept. quimiotatico/mast
Pept. quimiotatico/mast
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d
n/d

Nota: Alguns residuos de metionina foram encontrados na forma oxidada sendo
entdo diferenciado por um “0” subscrito junto ao residuo.
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5. CONCLUSAO

O veneno de A. pallens demonstram a variedade de compostos presentes na
natureza sendo uma fonte de moléculas com potencial para serem estudados e

transformados em farmacos.

Nesse trabalho foram encontrados 8 peptideos que possuem fosforilagbes nos

residuos de Serina e Treonina e 80 peptideos que nao apresentaram fosforilacao.

Dos peptideos fosforilados 4 pertencem a classe dos peptideos quimiotaticos
(Apoica CP-5, Apoica CP-7, Apoica CP-9 e Apoica CP-10) de acordo com os

alinhamentos entre os peptideos descritos na literatura.

Entre os peptideos ndo fosforilados foram encontrados 8 mastoparanos
(Apoica-MP2), 56 peptideos quimiotaticos (Apoica CP-1, Apoica CP-2, Apoica CP-3,
Apoica CP-4, Apoica CP-6, Apoica CP-8) sendo 6 desses com residuos de
aminoacidos semelhante aos mastoparanos, 2 cininas (Apoicacinina 1 e Apoicacinina
2) e 14 peptideos que nao se assemelhavam a nenhum dos usados como

comparativo.

A grande maioria dos peptideos encontrados foi a de peptideos quimiotaticos
compondo 60 peptideos do total. Como resultado dessa riqueza desse tipo de
peptideo é esperado que apds uma ferroada causada por essa vespa haja formagao

de edema seguido de reacéao inflamatdria devido a natureza dessas moléculas.
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