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Os peptideos inflamatorios presentes nos venenos de vespas sociais neotropicais podem
apresentar diferentes tipos de modificagdes pos-transcricionais, que geralmente alteram suas
atividades biologicas. Assim por exemplo, a carboxiamidagdo do residuo C-terminal destes peptideos
pode causar um aumento de atividade, e sua remoc¢ao pode resultar na diminuigdo da mesma. Um novo
peptideo foi encontrado nos venenos de duas espécies de vespas sociais neotropicais, a
Parachartergus pseudoapicalis ¢ a Agelaia pallipes pallipes. Sua seqii€ncia indica que ele
corresponde aos residuos de 1 a 6 de um peptideo maior, ja descrito nos venenos de vespas sociais, a
Protonectina; por esta razdo o peptideo menor foi designado por Protonectina (1-6). Contudo, em P.
pseudoapicalis este peptideo apresenta-se com o residuo C-terminal carboxilado (acido), enquanto
que em A. p. pallipes ele apresenta-se na forma carboxiamidada (basico).

O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da carboxiamidacao deste residuo na atividade
do peptideo Protonectina (1-6). O veneno bruto de ambas as vespas foi submetido a fracionamento em
HPLC sob fase reversa. As fragdes obtidas foram analisadas em espectrometro de massas do tipo ESI,
no modo positivo, € o componente peptidico pode ser identificado através de seqiienciamento por
Quimica Degradativa de Edman. Uma vez isolado o peptideo Protonectina (1-6), revelou as
seqiiéncias: [-L-G-T-I-I-CO-OH (em P. pseudoapicalis) e 1-L-G-T-1-I-CO-NH, (em A. p. pallipes).
Foram realizados ensaios de degranulagdo de mastdcitos, hemolise e quimiotaxia para ambas as
formas do peptideo. Para a degranulacdo de mastocitos, foram usadas células coletadas da cavidade
peritonial de ratos Wistar, as quais foram incubadas com os peptideos; a atividade foi verificada
através da medida de liberagdo de glicoseaminidase. A atividade hemolitica foi determinada
utilizando-se eritrocitos de ratos Wistar, os quais também foram incubados com os peptideos. A
quimiotaxia foi realizada com leucécitos polimorfonucleares extraidos de uma inflamacao local
subcutanea induzida em ratos Wistar; os ensaios foram realizados em camaras de Quimiotaxia, sendo
as leituras realizadas a partir da contagem de células em cdmara de Neubauer.

Os perfis cromatograficos obtidos do fracionamento do veneno bruto de A4.p.pallipes (Figura
1) e P. pseudoapicalis (Figura 2) estdo mostrados abaixo. Na seqiiéncia estdo apresentados os
espectros de massas das fragdes com os componentes peptidicos encontrados na fragdo 2 do veneno
de A. p. pallipes (Figura 3) e na fragdo 12 do veneno de P. pseudoapicalis (Figura 4).
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Figura 1: Perfil cromatografico do fracionamento do extrato do veneno da vespa social Agelaia
pallipes pallipes em HPLC de fase reversa, com coluna Nucleosil C-18 (250 x 10mm), sob gradiente
linear de 5 a 60% (v/v) de MeCN (contendo TFA 0,1% (v/v)), em fluxo de 2.0ml/min, durante 60
min, monitorando-se a elui¢do no comprimento de onda de 214nm.



1000
900 . Fr—13
800 +
700 -
E00
500 +
400 4
300 +
200 -
100 4

O T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo de Retengéio (min)

mAbs (214nm)

Figura 2: Perfil cromatografico do fracionamento do extrato do veneno da vespa social
Parachartergus pseudoapicalis em HPLC sob fase reversa, utilizando coluna Nucleosil C-18 (250 x
10mm), sob gradiente linear de 5 a 60% (v/v) de MeCN (contendo TFA 0,1% (v/v)), em fluxo de
2.0ml/min, durante 60 min, monitorando-se a eluicdo no comprimento de onda de 214nm.

A figura 3 mostra um espectro que indica que o componente peptidico presente na fragdo 2 do
veneno de A. p. pallipes apresenta massa molecular de 629 Da na forma monoprotonada, enquanto que
a figura 4 indica que o componente peptidico presente na fragdo 12 do veneno de P. pseudoapicalis
apresenta massa molecular de 630 Da, na forma monoprotonada, além também de formar dimero de
massa molecular 1260 Da, na forma [M + 2H]*" .
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Figura 3: Espectros de massa do tipo ESI, no modo positivo, do componente peptidico presente
na fracdo Fr-2 (a) isolada do veneno bruto da vespa social 4. p. pallipes.
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Figura 4: Espectros de massa do tipo ESI, no modo positivo, do componente peptidico
presente na fragao Fr-12 isolada do veneno bruto da vespa social P.pseudoapicalis.



Uma vez isolados, submetidos ao seqiienciamento automatico por Quimica Degradativa de
Edman e analisados por espectrometria de massas, foram resolvidas as seguintes seqiiéncias:

[-L-G-T-I-I-C-OH (em P. pseudoapicalis) e 1-L-G-T-I-1-C-NH, (em 4. p. pallipes).
As seqiiéncias acima sdo compativeis com as massas observadas nas figuras 3 ¢ 4.

O peptideo Protonectina (1-6) na forma carboxilada ndo apresentou nenhuma das atividades
testadas. Entretanto, o peptideo carboxiamidado foi potencialmente quimiotactico (Figura 5).
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Figura 5: Atividade quimiotatica do peptideo carboxilado e carboxiamidado.

Tais resultados confirmam o modelo ja proposto de que o residuo C-terminal da seqiiéncia tem
papel determinante na atividade biologica de toxinas peptidicas e de agdo inflamatoria nos venenos de
vespas sociais.
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