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Ofereco esse trabalho,

Para vocés, Luis e Maria, meus pais,
Queinvestiramemmim
E agora participam de mais uma alegria.

E para vocé, Daniel, meu esposo,
Que além de me completar,
Torna a vida muito mais gostosa de ser vivida.



"Conta-se que no seculo passado, um turista americano foi a cidade do Cairo no Egito,
com o0 objetivo de visitar um famoso sdbio. O turista ficou surpreso ao ver que o sabio
morava num quartinho muito simples e cheio de livros. As Unicas pegas de mobilia eram
uma cama, uma mesa e um banco. - Onde estdo seus moveis? - perguntou o turista. E o
sabio, bem depressa, perguntou também: - E onde estdo os seus..? - Os meus?! -
surpreendeu-se o turista - Mas eu estou aqui sO de passagem! - Eu também... - concluiu o
sabio."
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Resumo

RESUMO

Os venenos de Vespidae sdo importantes ferramentas para a defesa dos ninhos. Acidentes
com ferroadas de vespas sociais S80 muito comuns e podem causar diversos sintomas nas
vitimas. Esses venenos sao ricos em peptideos policationicos, geralmente envolvidos em
processos inflamatérios. Os peptideos mais abundantes encontrados nos venenos das vespas
s80 0s peptideos quimiotaticos e mastoparanos, porém dentre os diversos componentes
encontrados no veneno da vespa social A. p. pallipes ainda existem algumas toxinas pouco
caracterizadas farmacologicamente. Entre elas encontrou-se os peptideos Protonectina e
Protonectina (1-6) com massas moleculares de 1209 Da (I-L-G-T-I-L-G-L-L-K-G-L-NH2)
e 628 Da (I-L-G-T-I-L-NH2), respectivamente. Ao nivel molecular, esses peptideos
interagem entre s, resultando na potenciagéo das atividades funcionais da Protonectina.
Considerando-se a importancia deste tipo de interacdo molecular para a inducdo de
processos inflamatdrios, os objetivos deste estudo foram: caracterizar a estrutura secundaria
desses peptideos individualmente e também a estrutura supramolecular resultante de suas
interagdes, observando os efeitos da mesma sobre as agdes de degranulagcdo de mastocitos,
guimiotaxia e hemdlise. Ambos os peptideos foram sintetizados manuamente em fase
solida por quimica Fmoc. A Protonectina € um peptideo anfifilico, enquanto que a
Protonectina (1-6) é muito pequena para assumir estrutura secundaria anfifilica. Andlises de
Dicroismo Circular, revelaram que na presenca de TFE, a Protonectina e Protonectina (1-6)
tendem a apresentar estrutura secundaria constituida de 36.7% e 17.6% na forma de hélice-
a, respectivamente. Entretanto, a mistura de ambos peptideos na propor¢do de 1:1 resultou
em uma estrutura supramol ecular que apresentou 48.3% de hélice-a sugerindo, assim, uma
possivel interacdo entre esses dois peptideos. Esses resultados d&o suporte aos demais
ensaios realizados cujos resultados foram: (1) a Protonectina apresentou atividades
hemolitica, degranuladora e de liberacdo de LDH de mastocitos e elevada atividade
quimiotatica, caracteristicas de interagdo com proteina G; (2) a Protonectina (1-6)
apresentou atividade quimiotéatica (caracteristica de interacdo com proteina-G), e nenhuma
atividade hemolitica, degranuladora e de liberacdo de LDH; (3) a mistura de ambos
peptideos na proporcdo estequiométrica 1:1, resultou em grande potenciacdo das atividades
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hemolitica, degranuladora de mastécitos e de liberagdo de LDH de mastocitos
(caracteristicas de interacdo com membranas), a0 mesmo tempo em que essa mistura causa
uma diminuicdo significativa na atividade quimiotética da Protonectina (1-6). Devido ao
fato da segliéncia de aminoécidos da Protonectina (1-6) corresponder aos seis primeiros
residuos de aminoacidos encontrados na sequiéncia primaria da Protonectina, sequéncia
conteria 0 motivo estrutural responsavel pelo efeito quimiotético detectado. Aparentemente,
0 peptideo Protonectina sozinho estaria atuando atraves da ativacdo de receptores acoplados
a proteinas-G. O peptideo Protonectina (1-6) estaria interagindo com a Protonectina,
formando uma supra estrutura estével, que passaria a atuar através da perturbacéo da

estrutura das membranas das células animais, causando a lise das mesmas.
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ABSTRACT

The venoms of Vespidae are important tools for nest defense. Social wasp stinging
accidents are very common and can cause diverse symptoms to the victims. These venoms
are rich in policationic peptides, generaly involved in inflamatory proccesses. The most
abundant peptides found in wasp venoms are the mastoparans and chemotactic peptides.
However, among the diverse peptidic components found in the venom of A. p. pallipes
there are some toxins still not well characterized. Among them were found the Protonectin
(MW 1209 Da; I-L-G-T-I-L-G-L-L-K-G-L-NH2) and Protonectin(1-6) ( MW 628 Da; |-
L-G-T-I-L-NH2) peptides. These peptides interact to each other at molecular level
potentiating the activities of Protonectin. Considering the importance of this interaction, the
objectives of this study were: to characterize the secondary structure of these peptides
individually and also the supramolecular structure resulting from their interaction,
observing the biological effects of this supramolecular structure on mast cell degranulation,
hemolysis and chemotaxis. Both peptides were manually synthesized by using manual solid
phase Fmoc Chemistry. The Protonectin is probably an amphiphilic peptide, while
Protonnectin (1-6) istoo small to assume this conformation. Circular Dichroism analysis,
in presence of TFE, revealed that Protonectin and Protonectin (1-6) tend to form 36.7% and
17.6% of a-helix, respectively. However, the mixture of both peptides at the proportion 1:1
resulted in a supramolecular structure presenting 48.3% of a-helix, suggesting an
interaction betwen the peptides mentioned above. The results and conclusions obtained in
this study were: (1) the Protonectin presented hemolytic activity; caused mast cell
degranulating, LDH release from mast cells and presented high chemotactic activity
(characteristic of G-protein interaction); (2) the Protonectin (1-6) only presented
chemotactic activity (characterized by G-protein interaction) and none hemolytic, mast cell
degranulating and LDH release from mast cells; (3) the mixture of both peptides in the
stechiometric proportion 1:1, resulted in strong potentialization of hemolytic activity, mast
cell degranulation and LDH release (characterized by peptide-membrane interaction), at the
same time that causes a significant decreasing of the chemotactic activity of Protonectin
(1-6). Due to the fact that the sequence of Protonectin (1-6) corresponded to the first six
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aminoacids residues sequence of Protonectin, this sequence seems to contain the structural
motif responsible by the chemoatractant effect. Aparently, the Protonectin alone acts
throught the activation of protein-G coupled receptors. The Protonectin (1-6) interact with
the Protonectin forming a stable supramolecular structure, capable to disturb the animal cell

membrane, causing lysis.
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1INTRODUCAO

Os insetos, juntamente com 0s crustaceos, milipedes e outros artrépodes,
compdem cerca de 70% das espécies existentes no planeta, sendo que os membros da
Classe Insecta, sozinhos, possuem diversidade maior que qualquer outro animal
terrestre ja descrito até os dias hoje. Os insetos possuem uma incrivel capacidade de
adaptacdo podendo ser pestes de lavouras, “pestes urbanas’ e vetores de doencas
(MEINWALD, 2000).

Entretanto, esses animais também sd0 necessarios na polinizacdo de muitas
espécies de valor econdmico para a agricultura e exportacdo de produtos derivados da
producéo de mel além de serem predadores naturais de outros insetos, fontes de veneno
com valor terapéutico, entre outras caracteristicas (GILLASPY, 1982, In: BREED et al.,
1982).

Um dos maiores motivos para 0 sucesso deste grupo, além das caracteristicas
morfoldgicas, é o fato de possuirem um vasto arsenal quimico existente em seus
venenos e secrecOes corporeas, que € utilizado na defesa contra predadores. Em gerdl,
0S insetos possuem a capacidade de metabolizar compostos organicos oriundos de
plantas, que sdo adquiridos por meio de sua dieta alimentar e tornam-se potencialmente
Uteis no mecanismo de defesa desses organismos (MEINWALD, 2000).

Os insetos sdo, portanto, verdadeiros “ quimicos organicos’ capazes de controlar
0s gastos energéticos relacionados a producéo e utilizacdo de suas secregdes quimicas
utilizadas como ferramentas de caca e defesa, uma outra caracteristica importante que
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também garantiu 0 sucesso desse grupo de animais (WIGGER et al, 2002; KING,
2004).

Desde o tempo dos Hebreus, Gregos e Egipcios ha relatos da importancia
econdmica dos insetos sociais (WILSON, 1982; In: BREED et al, 1982). No antigo
Egito, existem figuras documentando a morte do Farad Menes por ataques destes
animais. No entanto, somente dezenove séculos apés o inicio da Era Crista (ou Era
Comum), os venenos desses animais despertaram 0 interesse de pesquisadores
(SPRADBERY, 1973).

Esses insetos sociais sd0 importantes por serem um grupo divergente com
distribuicdo cosmopolita, e pelo fato de existirem muitas castas, divisdo de trabalho e
sistema genético haplodiploide, os Himenodpteros representam um sistema unico de
estudos de selecdio parental (AREVOLA et al, 2004).

Mais de 200.000 espécies de vespas, abelhas e formigas formam a Ordem
Hymenoptera (EDERY et al, 1978). Dentro dessa Ordem, temos a Sub-ordem Apocrita,
a Superfamilia Vespoidea que se divide nas seguintes Familias: Formicidae, Mutilidae,
Pompilidae, Rhopalosomatidae, Sapygidae, Scoliidae, Sierolomorphidae, Tiphiidae e
Vespidae. Esta Ultima se divide em seis Subfamilias. Emeninae, Euparagiinae,
Masarinae, Polistinae, Stenogastrinae, Vespinae. Em Vespidae, encontramos as
verdadeiras vespas sociais, que constroem colfnias, possuem apenas uma rainha e séo
predadoras de larvas de Lepidoptera, Coledptera e outras presas, assim como ocorre
com vespas solitérias (EVANS e EBERHARD, 1970; BROTHERS et al, 1975; EDERY
et al., 1978, NAKAJMA, 1986; HERMAN e BLUM, 1981; CHAUD-NETTO et al.,
1994; RASNITSYN e QUICKE, 2002).

As vespas sociais, em geral, reagem diferentemente aos acontecimentos ao
redor de seus ninhos e tendem a atacar 0s intrusos que se aproximam (EDERY et al.,
1978) injetando seu veneno por meio de ferroadas seguidas, podendo ocasionar
acidentes com reacdes diversas, como: dores prolongadas, edema, eritema local,
urticaria, ulceracdo, aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos, tonturas,
taguicardia, diarréia, perda dos reflexos, reacbes alérgicas e até mesmo anafilaxia. A dor
pode continuar por varias horas e a ardéncia por aguns dias. Também se observa a
liberacdo de histamina a partir da degranulacéo de mastécitos e de catecolaminas de

células adrenais; pode-se ainda observar citdlise, hemdlise e quimiotaxia de macréfagos
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e leucocitos polimorfonucleares para o loca da ferroada (HABERMANN, 1972;
EDERY et al, 1978; OLIVEIRA, 2000; LORENZI, 2002; PARK, 2002).

Até meados das décadas de 70-80 os fatores que regem a liberacéo de histamina
em Vespidae ainda ndo estavam bem estabelecidos. Alguns componentes como
proteases, fosfolipases e cininas que individualmente ou em conjunto estavam
relacionados com a liberagdo de histamina, ainda ndo tinham seus mecanismos de agéo
bem conhecidos. Entretanto, naquela época, atribuiu-se as cininas uma grande
importancia em relacéo a atividade de liberagdo de histamina dos mastdcitos periféricos
(EDERY et al., 1978).

As pesquisas realizadas até 0 momento sobre a estrutura, atividade bioldgica e
mecanismos de acdo do veneno bruto e/ou toxinas isoladas dos venenos de
Hymenoptera sociais, evidenciam a presenca de efeitos importantes sob o ponto de vista
médico, farmacoldgico e imunoldgico, desencadeados pelas toxinas de tais venenos
(OLIVEIRA, 2000). A grande maioria das mortes causadas por ferroadas de
Hymenoptera sociais esta diretamente relacionada ao desencadeamento de reacOes
imunolégicas, porém algumas se devem a toxicidade direta do veneno (LORENZI,
2002).

Porém, mesmo conhecendo os venenos de Himendpteros desde o século X1X e
sabendo que um grande nimero de espécies de vespas sociais ocorrem nas regioes
tropicais e subtropicais do planeta, muito pouco € conhecido e estudado sobre a
composi¢cao dos venenos destes insetos, especialmente os neotropicais. Devido a isso
nosso conhecimento toxinolégico € limitado, criando muitas dificuldades para se
administrar o cuidado apropriado com as vitimas (PALMA e BRAGA, 1994).

A investigacdo sobre novos componentes destes venenos, bem como o
aprofundamento dos conhecimentos sobre a relagdo estrutura/funcdo dos componentes
j& identificados, certamente ira contribuir para expandir nossos conhecimentos sobre a
bioquimica, fisiologia e farmacol ogia dos venenos de Hymenoptera sociais, permitindo

um cuidado mais adequado das vitimas ferroadas destes insetos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 OSCONSTITUINTESDOSVENENOSDE HIMENOPTEROS

Os constituintes dos venenos de Himendpteros tém sido bem documentados para
a maioria das vespas sociais endémicas de clima frio (NAKAJMA et al., 1986); os
mesmos contém varios tipos de aminas biogénicas (<1KDa), peptideos (1KDa a
10KDa) e proteinas (>10KDa), incluindo algumas hidrolases (como as fosfolipases,
proteases, hialuronidases, fosfatases e nucleotidases) (NAKAJIMA et al., 1986;
MENDES et al., 2004b).

2.1.1 Compostos de Alta M assa Molecular

Considerando-se os componentes de alta massa molecular presentes nos venenos
de Himenopteros, encontramos enzimas como: colinesterases em V. orientalis (EDERY
et al, 1978) eem V. wulgaris (EDERY et al, 1978); histidina decarboxilase em Vespula
(Dolichovespula) macculata (EDERY et al, 1978) e em V. (Paravespula) maculiforme
(EDERY et al, 1978); DNAses em Vespa orientalis (EDERY et al, 1978);
hialuronidases em V. (Paravespula) vulgaris (EDERY et al, 1978), V. orientalis
(EDERY et al, 1978), Polistes versicolor (CASTRO et al, 1994), Dolichovespula
maculata (LU et al, 1995) e Polistes gallicus (PANTERA et al, 2003); proteases em
Polistes omissa (EDERY et al, 1978), V. orientalis (EDERY et al, 1978) e Polistes
gallicus (PANTERA et al, 2003); poli e dissacaridases em V. orientalis (EDERY et al,
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1978), fosfolipases V. (Paravespula) vulgaris (EDERY et al, 1978), V. cabro (EDERY
et al, 1978), V. orientalis (EDERY et al, 1978), Vespa basalis (HO e KO, 1988),
Vespula vulgaris (KING et al, 1996), Polistes dominulus (HOFFMAN, 1997), Polybia
paulista (OLIVEIRA e PALMA, 1998) e Agelaia pallipes pallipes (COSTA e PALMA,
2000), entre outras proteinas.

Os principais aérgenos dos venenos de vespas sociais séo a fosfolipase A;
(EDERY et al, 1978; OLIVEIRA e PALMA, 1998; HOFFMAN, 2006), a hialuronidase
(EDERY et al, 1978; CASTRO et al, 1994) e o0 Antigeno 5 (HOFFMAN, 2006).

A fosfolipase A, € tida como um dos mais importantes alérgenos em venenos de
vespideos. Catalisando hidrolises especificas de ligagdes ésteres na posicéo do C, de
1,2-diacil-3-sn-glicerofosfolipideos formando acidos graxos livres. Sendo capaz de
romper 0s empacotamentos lipidicos de diferentes membranas biolégicas e levando a
formacdo de poros e/ou lise celular (OLIVEIRA e PALMA, 1998). As fosfolipases A,
principalmente a do tipo A, tém sido detectadas em diferentes organismos e sdo
responsaveis por diversos efeitos miotdxicos e neurotoxicos (COSTA e PALMA, 2000).

A hialuronidase é uma enzima pertencente a familia das glicosil hidrolases
encontradas nos venenos de abelhas. Ela possui 350 residuos de aminoécidos com duas
pontes dissulfeto e quatro sitios de glicosilagdo N-ligados. A funcéo dessa enzima é
potencializar a infiltracdo dos venenos pela dissolucdo da matriz extracelular por meio
da clivagem das ligacfes entre N-acetil-glicosamino e D-&cido glucurénico dos acidos
hialurénicos (HOFFMAN, 2006).

Ja o Antigeno 5 € o aérgeno mais estudado dos venenos das vespas. Sua
segiiéncia de aminoécidos ja foi descrita para 19 espécies de vespas sociais, sendo que
seis delas sGo do género Vespa. A sequéncia de aminoacidos encontradas para esse
composto de alta massa molecular pode variar de 201 a 204 residuos, podendo também
ser encontrado em outros organismos, tais como: leveduras, plantas, helmintos, répteis e
mamiferos (HOFFMAN, 2006).

2.1.2 Compostos de Baixa M assa M olecular

Entre as substancias de baixas massas moleculares dos venenos de vespa,
encontramos. acetilcolina em Vespa cabro (EDERY et al, 1978), V. orientalis (EDERY
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et al, 1978) e Vespa cincta (LAHIRI e SARANGI, 1979); serotonina em Vespa
orientalis (EDERY et al, 1978) e V. cabro (EDERY et al, 1978) e V. basdlis (Ho e
Hwang, 1991); dopamina, noradrenalina e adrenalina em Vespa vulgaris (EDERY et al,
1978) e Vespula (Paravespula) germanica (EDERY et al, 1978); histamina em V.
orientalis (BERGMANN et al, 1966), Polistes (FINDLAY et al, 1977), Vespa cabro
(EDERY et al, 1978), V. vulgaris (EDERY et al, 1978), Vespa cincta (LAHIRI e
SARANGI, 1979) e Agelaia pallipes pallipes (MENDES et al, 2004a,b).

2.1.3 Compostos Peptidicos

Em geral, os componentes peptidicos desses venenos sdo classificados em trés
grupos principais: (1) Cininas, andlogas a bradicinina, responsaveis por dores, contracéo
da musculatura lisa e reducéo da presséo sanguinea (PISANO, 1968; TOKI et al, 1988);
(2) Mastoparanos, tetradecapeptideos hidrofobicos, degranuladores de mastécitos
(HIRAI et al., 1978; TOKI et al, 1988); e (3) Quimiotacticos, tridecapeptideos
hidrofébicos, com atividade quimiotética para leucécitos polimorfonucleares (TOKI et
al., 1988).

2.1.3.1 AsCininas

Atuamente, muitas cininas (grupo 1) de vespas sociais tém sido isoladas e
caracterizadas bioguimicamente, apesar de suas propriedades farmacol 6gicas ainda néo
terem sido compl etamente investigadas devido as baixas concentragdes destes peptideos
na grande maiorias dos venenos de vespas sociais. Algumas cininas possuem parte de
suas sequéncias primarias atamente conservadas em relacdo as bradicininas, com
algumas excecles, onde ocorre uma substituicdo dos residuos de aminoacidos das
posicoes trés e seis na seqiéncia da bradicinina (NAKAJIMA, 1986). Outras cininas
gue sdo encontradas nos venenos de vespas do género Palistes, onde o residuo de serina
da posicéo seis é substituido pela treonina, apresentam uma grande semelhanca com a
plasmacinina de tartarugas (DUNN e PARKS, 1970). Ainda temos aguelas cininas
encontradas no veneno de vespas do género Vespa, onde ocorre a substituicdo do

residuo de prolina da posicao trés por hidroxiprolina, sendo desta forma, um andlogo a
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bradicinina encontrada na pele do anfibio Heleophryne depressa (NAKAJIMA et al.,
1979).

Griesbacher et al (1998) encontraram bradicina e Thr®-bradicinina nos venenos
das vespas sociais Vespula vulgaris, Vespa analis e Vespa tropica (GOBBO et al,
1995). A bradicinina também foi encontrada nos venenos de vespas solitérias
Megacampsomeris prismética e a Thr-bradicinina em Campsomeriella annulata
annulata e Carinoscolia melanosoma fascinata (KONNO et al, 2002).

E mals recentemente, Mendes e Palma (2006) isolaram, identificaram e
sequienciaram dois novos peptideos caracterizados como cininas, do veneno da vespa
social Protopolybia exigua. Foram eles a Protopolylibiacinina-l, causadora da
constricdo de musculos do ileo, de maneira menos potente quando comparada com a
bradicinina, indutora da degranulacdo de mastécitos (sete vezes mais potente que a
causada pela bradicinind) e responsavel pela dor seguido da ativacdo direta de
receptores By; e a Protopolybiacinina-11, com funcdo degranuladora de mastécitos (dez
vezes mais potente que a causada pela bradicinina), exercendo peguenos efeitos

constritores sobre o musculo ileo.

2.1.3.2 Os Mastoparanos

Os componentes peptidicos mais abundantes e mais estudados nos venenos das
vespas sao agueles pertencentes a classe dos mastoparanos (grupo 2), cuja principal
atividade biol6gica € a degranulacdo de mastocitos, liberando os mediadores presentes
em seus granulos (PIEK, 1986). Trata-se de um peptideo anfifilico com conformacéo
em hélice-o, composto de 10 a 14 residuos de aminoacidos sem nenhuma cisteina em
sua sequéncia primaria (NAKAJMA et al., 1986; MENDES et al., 2005). Os
mastoparanos também possuem residuos de lisina em suas cadeias que tem, como
possivel funcdo, afacilitacdo da liberagdo de histamina de mastécitos (Higashimaet al.,
1990).

No ano de 1979(a), 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 aminoacidos hidrofébicos, foi o primeiro exemplo de
peptideo degranulador de mastocitos isolado do veneno de vespas. A seqliénciapriméria
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dos mastoparanos assemelha-se muito & da bombinina, um peptideo hemolitico isolado
da pele do sapo Bombina variegata (CSORDAS e MICHL, 1970).

Esses peptideos policatidnicos estdo envolvidos na ocorréncia de inflamacdes,
incluindo lise de membranas celulares, degranulacdo de mastocitos, liberagdo
histaminica e consegiente vasodilatacdo; inducdo de quimiotaxia de neutrofilos e
células T helper, o que resulta em recrutamento de leucocitos para o loca inflamado
(HANCOCK e DIAMOND, 2000).

Segundo Mousli et al. (1990), os peptideos degranuladores de mastdcitos sdo
uma familia de peptideos anfifilicos policatidnicos, que também incluem
neuropeptideos, e hormonios. A interacdo destes peptideos com os fosfolipideos pode
causar perturbacdes na organizacdo estrutural das membranas, ou mesmo podem se
ligar a receptores especificos ao nivel das proteinas-G nas membranas plasméticas,
ativando o mecanismo de transducéo de sinal, que envolve atroca GDP/GTP.

Na presenca de fons Mg™ a subunidade o ligada a0 GTP, se dissocia do
complexo da subunidade By; uma dessas subunidades ou ambas reagem com os efetores
(canais iBnicos ou enzimaticos). A hidrélise de GTP a GDP permite a recombinagdo de
o-GDP com By, finalizando a ativagéo ciclica(MOUSLI et al, 1990).

Ainda segundo este autor, 0 primeiro contato entre o peptideo e as membranas
lipidicas parece estar relacionado com a presenca de sitios positivos na molécula do
peptideo, que podem estar interagindo com sitios negativos (como exemplo: écido
sidico) presentes na membrana dos mastocitos. Apos esta ligacdo, o peptideo interage
com componentes da membrana, promovendo a ativagéo de proteinas G.

No caso da liberacdo de histamina, o efeito do mastoparano € seguido de um
aumento na concentracdo de fons Ca?* citoplasmético, que por sua vez induz um
aumento de inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP-3), um mensageiro secundario intracelular.
Essa liberagdo de histamina induzida pelo mastoparano parece ser mediada por
interacOes deste peptideo com a subunidade 3 da proteina G (HABERMANN, 1972).
Segundo Ross e Higashijima (1994), esta ativacdo € causada por fosforilagdo, mediada
pela converséo de GTP em GDP.

Segundo Park et al. (1995), os mastoparanos apresentam varias atividades
biol6gicas diferentes, podendo agir como um potente agente promotor de exocitose de

diversas células de mamiferos, causar a secregdo de histamina de mastocitos, mesmo em
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baixas concentragdes (3x10° M) (NAKAJMA, 1986) e de promover a liberacdo de
serotonina a partir de plaquetas e de prolactina a partir da glandula pituitaria anterior
(HIRAI et al., 1979a; KURODA et al., 1980). Podem ainda, apresentar atividade
hemolitica, como € o0 caso do “mastoparano-X”, do veneno de Vespa xanthoptera (em
concentracéo de 4x10° M) (HIRAI et al., 1979b), e do mastoparano-B, isolado de
Vespa basalis (HO e HWANG, 1991). O mastoparano-B presente no veneno de Vespa
basalis participa das atividades hemolitica e de formacéo de edema, além de provocar
faléncia cardiovascular, devido a uma excessiva liberac&o de ions potéssio eritrocitérios,
induzida pelatoxina (HO et al., 1994).

Experimentos realizados por Okumura et al. (1981) mostraram que 0s
mastoparanos interagem com membranas lipidicas artificiais compostas de lecitina e
colesterol, aumentando a permeabilidade idnica e, deste modo, aumentando também a
condutividade da membrana. Este aumento na permeabilidade dos canais iGnicos pode
ser a causa priméaria do efeito de liberacdo de mediadores da ativacéo celular, uma vez
que 0S Mesmos requerem um aumento no influxo de fons Ca®* para promover a
exocitose (NAKAJMA, 1986).

Wakamatsu et al (1983) descreveram que, pela andlise de dicroismo circular, a
conformagdo das moléculas de mastoparano-X, como ligantes de vesiculas de
fosfatidilcolina, € altamente a-helicoidais. Entretanto, a conformagéo do mastoparano
associado as micelas de lisofosfatidilcolina ndo é exatamente a mesma que da molécula
de mastoparano associado a vesiculas de fosfatidilcolina. Visto que as atividades
biol 6gicas dos peptideos estdo correl acionadas com as conformagdes de suas moléculas,
0s autores propdem que é mais importante analisar a conformagao dos peptideos como
ligantes da bicamada fosfolipidica, do que das micelas.

Argiolas e Pisano (1983) estudaram a semelhancga entre a melitina (encontrada
em abel has) e os mastoparanos (encontrados nas vespas) e chegaram a conclusio de que
ambos eram capazes de estimular a fosfolipase A, através de mecanismos diferentes.
Enquanto a melitina interage com os fosfolipidios de membrana, os mastoparanos
estimulam a degranulacdo de mastécitos, que liberam entre outras substancias:
prostaglandinas e leucotrienos, que por sua vez irdo agir com os fosfolipidios de

membrana em interac&o com as fosfolipases. Estes autores relataram em 1984(a), que os
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mastoparanos sdo também potentes ativadores de fosfolipase-A, e -C, causando um
aumento na produc&o de écido araguidonico.

Peptideos similares, como a crabrolina e os HR-I e HR-II foram isolados de
Vespa crabro e Vespa orientalis, respectivamente (NAKAJMA et al., 1986). A
crabrolina, assim como 0 mastoparano, é um estimulador da fosfolipase A, e causa
liberacdo de histamina de mastécitos peritoniais, porém seu modo de agéo difere do
modo de acdo dos mastoparanos cléssicos (ARGIOLAS e PISANO, 19844).

Os mastoparanos HR-1 e 0 HR-11, isolados de Vespa orientalis (TUICHIBAEV
et al., 1988), ocorrem em concentragbes muito menores que a crabrolina, isolada do
veneno de Vespa crabro (ARGIOLAS e PISANO, 1984b). Ambos também causam
hemdlise e liberagdo de histamina de mastdcitos peritoniais.

Ainda em um outro trabalho realizado no mesmo ano, Argiolas e Pisano
(1984b), também descreveram as bombolitinas (I, II, 1Il, IV e V), como sendo
heptadecapeptideos com aminoacidos hidrofébicos e cargas positivas em pH neutro,
sendo peptideos aparentemente anfifilicos por possuirem segmentos em a-hélice.
Similares aos mastoparanos em sua sequéncia priméria e, semel hantes funcionalmente a
melitina e a crabrolina por facilitar a atividade da fosfolipase Aa.

Mais tarde, em 1988, Higashima e colaboradores relacionaram a interacéo
existente entre o “mastoparano” isolado da V. lewisii e proteinas G, onde descrevem que
0 “mastoparano” se liga aos fosfolipidios de membrana, formando uma estrutura em
hélice-a. com cargas positivas, de maneira ordenada na superficie da membrana,
salientando a caracteristica de acoplamento entre os mastoparanos e as proteinas-G.

O mastoparano B é liberador de histamina de mastdcitos, € um potente agente
hemolitico de células vermelhas, ativador da proteina-G, além de agir em sinergiacom a
“proteina letal” (uma outra proteina do veneno do vespéo) (HIGASHIJMA et al, 1988,
PARK et al, 1995, HO et al, 1994, HO et al, 1996). Estudos anteriores sobre a relacéo
entre estrutura e atividade dos mastoparanos revelaram o importante papel dos trés
primeiros residuos de aminoécidos no influxo de Ca*?, na afinidade aos lipossomos ou
inibicdo da sensibilidade & calmodulina e momentos de hidrofobicidade do mastoparano
(NAKAJMA et al, 1986).

Dohtsu et al. (1993) isolaram do veneno da vespa Protonectarina sylveirae, um

peptideo chamado “silverind’ que ndo apresentou homologia de sua seqiiéncia priméria
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com nenhuma classe de peptideo anteriormente caracterizada. Até o presente momento,
€ 0 Uunico peptideo conhecido no veneno de vespas sociais, que apresenta ponte
dissulfeto. O fato mais interessante deste peptideo é que se trata de um potente indutor
da liberacdo de histamina de mastocitos, mas que ndo causa hemdlise e, provavel mente,
0 seu modo de ac¢do difere daguele dos mastoparanos.

Em seguida, Park e colaboradores (1994) publicaram um estudo sobre a
interacdo do mastoparano-B com as membranas fosfolipidicas. Concluiu-se que a
interacdo do residuo de Lys” no mastoparano-B e o grupo acidico da cabeca lipidica
possui importante papel na estabilizacdo da estrutura em a-hélice. Estudos especificos
realizados pelos autores supra citados evidenciaram que 0 mastoparano-B induz a
desestabilizacdo da bicamada lipidica; por meio da interacdo com a membrana
fosfolipidica. Cerca de trés ou quatro residuos de Lisina catiénicos séo expostos a uma
fase aquosa, enquanto a parte hidrofobica da molécula penetra profundamente por entre
as camadas lipidicas. Isso faz com que as moléculas de peptideos se acumulem
predominantemente na metade exterior da bicamada, causando a desestabilizagdo das
cadeias alquilicas nos lipideos da bicamada em lipossomos neutros, permitindo que os
peptideos penetrem rapidamente por entre a membrana. Por outro lado, em lipossomos
acidicos, ainteracdo entre as cargas do peptideo catiénico com o lipidio anidnico inibe a
penetracdo profunda dos peptideos para o outro lado da bicamada.

Os experimentos realizados por Park et al. (1994) também mostraram que os
mastoparanos (MP e MP-B) apresentam ata atividade antibidtica, porém algumas
diferencas foram observadas nas especificidades antimicrobianas destas moléculas. Por
exemplo, o MP-B apresentou pronunciada atividade antibidtica, tanto contra bactérias
Gram-positivas, como Staphylococcus aureus e Bacillus subtilies, quanto para bactérias
Gram-negativas, como E. coli e Shigella sonnei. Ja o MP apresentou atividade
acentuada apenas contra as bactérias Gram-positivas. Segundo os autores, isto é devido
as caracteristicas anfifilicas das moléculas peptidicas. Park et al. (1994) demonstraram
ainda, que a introducéo de aminoécidos basicos, como lisina, na parte hidrofobica da
molécula promove um aumento na atividade contra bactérias Gram-negativas,
acompanhada de uma dréstica reducéo na atividade contra as Gram-positivas. Por outro
lado, quando residuos de lisina sdo incorporados na por¢éo hidrofilica da sequéncia

peptidica observa-se uma diminui¢do no efeito antibacteriano destes peptideos.
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Dois anos mais tarde, Ho et al (1996) propuseram que aparentemente aLys’ e 0
Trp? sBo os residuos criticos para a producdo da atividade hemolitica dos
“mastoparanos-B” e essa Unica estrutura provavelmente pode ser importante para sua
maior atividade hemolitica.

Um outro peptideo extraido do veneno de vespa solitéria € o Anoplin, extraido
do veneno de Anoplius samariensis (KONNO et al, 1998). Trata-se de um peptideo rico
em aminoéacidos hidrofobicos e basicos, também com seqUéncia primaria similar aos
mastoparanos, principamente a do “mastoparano-X” e crabrolina, que sdo
degranuladores de mastécitos, isolados do veneno de Vespa xanthoptera
(KRISHNAKUMARI e NAGARAJ, 1997) e Vespa crabro (ARGIOLAS e PISANO,
19844a), respectivamente. Também foi constatada a atividade antibidtica do Anoplin
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, podendo ser considerado de grande
importancia no processo de preservacdo das presas desses animais, contra infecgOes
(KONNO et al., 2001).

Mizuno et al (1998) demonstraram que o Mastoparano causa a liberacdo de
histamina das células RBL-2H3, sem ser inibido pela toxina Pertussis, sugerindo a
existéncia de um mecanismo de liberacdo de histamina, diferente da degranulacdo
mediada por receptores acoplados as proteinas-G para as células RBL-2H3. Neste caso,
0 Mastoparano aumenta a permeabilidade da membrana das células RBL-2H3,
induzindo o extravasamento da enzima Lactato Desidrogenase (LDH), ou sga, ele
induz, a liberacdo de histamina através da lise da membrana celular, e consequente
ruptura dos granulos dos mastécitos.

Konno et al (2000) isolaram o eumenine mastoparano-AE (EMP-AF) da vespa
solitaria Anter hynchium flavomarginatum micado, que difere dos demais mastoparanos
descritos por ter os residuos de lisina localizados nas posi¢oes 5, 8 e 12 ao invés das
posicOes 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, e
atividade mais intensa que o Anoplin (KONNO et al., 2000). Além da estrutura
priméria semel hante a dos mastoparanos isolados do veneno de vespas sociais, 0 EMP-
AF possui ainda atividades biol 6gicas similares as dos mastoparanos cléssicos.
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No veneno da vespa social neotropical Protopolybia exigua (Saussure), Mendes
e colaboradores (2005) descreveram trés novos mastoparanos. 0 Protopolybia-MPI,
hemolitico e causador de perturbacdes na membrana, enquanto que ProtopolybiaMPI1 e
a ProtopolybiaMPIIl, ndo apresentaram atividade hemolitica e parecem estar
relacionados com a degranulacéo de mastécitos ativada pela ligagdo destes peptideos a
receptores de membrana acoplados a proteinas-G, subunidade G;, que por sua vez ativa
uma cascata de eventos moleculares regulados por AMPc, resultando na degranulacdo
dos mastécitos.

De Souza et al (2005) caracterizaram um novo mastoparano (Polybia-MPI) no
veneno da vespa social Polybia paulista, que possui grande similaridade com a
ProtonectarinasMP, com reduzida atividade degranuladora de mastocitos (quando
comparada a Protonectarina-MP), causando lise em 50% dos mastécitos. Este peptideo
ndo induz atividade hemolitica sugerindo uma baixa interacdo com membranas de
células eritrocitarias de ratos.

2.1.3.3 Os Peptideos Quimiotacticos

Os peptideos quimiotéacticos (grupo 3) encontrados nos venenos de vespas sao
chamados de VesCPs ("peptideos quimiotacticos de vespas'). Todos sdo
tridecapeptideos, com sequéncias primarias semelhantes as dos mastoparanos,
apresentando abundancia de aminoéacidos hidrofébicos. Com poucas excegdes, possuem
conformagdo em hélice anfipatica, na qual todos os residuos hidrofébicos estdo
localizados em uma mesma porcdo da molécula, enquanto que residuos basicos como
arginina e lisina aparecem na porc¢ao oposta (NAKAJIMA, 1986).

Os peptideos que induzem a quimiotaxia de neutréfilos foram iniciamente
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).

Foi isolado do veneno de uma pequena vespa da Nova Guiné, Icaria sp, um
peptideo que ndo apresentou elevada atividade de liberagcdo de histamina, o qua foi
chamado IcariaCP (NAKAJIMA, 1986). Esta propriedade do IcariaCP pode ser

devido a baixa ocorréncia de residuos de aminoacidos bésicos em sua sequéncia
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priméria. Peptideos hidrofbicos como este, sdo conhecidos por causarem a quimiotaxia
de macrofagos e leucocitos polimorfonucleares em concentraces da ordem de 0,1 mM
(NAKAJIMA et al., 1986). Estes componentes quimiotécticos possuem a propriedade
de promover alguma degranulacdo em mastécitos, embora sua seqiéncia primaria se
diferencie um pouco da dos mastoparanos.

Toki et al. (1988) isolaram o peptideo quimiotético “Peptideo 43" do veneno da
vespa Parapolybia indica, composto de treze residuos de aminoacidos, rico em
aminoécidos hidrofdbicos como leucina ou isoleucina, com um Unico residuo de lisina
na 62 posicao, e se diferencia dos demais peptideos quimiotécticos usuais que se iniciam
com a sequéncia F-L-P e terminam com [-L-NH2 ou L-L-NH,. Essasequénciaprimaria
com poucas cargas positivas na sequiéncia peptidica contrasta com aquela ja conhecida
paraaliberacéo de histamina de mastécitos (NAGASHIMA et al, 1990).

De Souza et al (2004) caracterizaram dois novos peptideos quimiotaticos do
veneno da vespa social Polybia paulista, que apresentaram atividades hemoliticas,
guimiotéticas para leucécitos polimorfonucleares e degranuladora de mastécitos
bastante significativas, aparentemente, congtituindo uma nova sub-classe destes
peptideos, envolvidos diretamente a ocorréncia de processos inflamatoérios.

Mendes et al. (2004b) descreveram que o0 peptideo Protonectinag, previamente
observado no veneno da vespa Protonectarina sylverae por Dohtsu et al. (1993),
também foi encontrado no veneno da vespa Agelaia pallipes pallipes. Esse peptideo
apresentou atividade hemolitica, degranuladora de mastécitos peritoniais de ratos e
quimiotatica para leucocitos polimorfonucleares (MENDES et al., 2004a,b).

Recentemente, caracterizou-se estrutural e funcionalmente uma nova toxina
peptidicaisolada do veneno davespa social Polybia paulista, Polybia-CP, que apresenta
reduzida atividade degranuladora e de lise de mastdcitos, como é esperado para a
maioria dos peptideos quimiotaticos dos venenos de vespas. Este peptideo também
apresenta baixa atividade hemolitica em eritrocitos de ratos (de SOUZA et al, 2005).

Ja no ano de 2006, Xu et al. descreveram estruturalmente trés novos peptideos
guimiotéticos do veneno da Vespa magnifica denominados 5e (que possui estrutura
idénticaao VESCP-X, encontrado anteriormente no veneno da Vespa xanthoptera), 5f e
5g. Todos os trés peptideos quimiotaticos apresentaram atividade antimicrobiana e

antifungica potente.
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Mais recentemente, Murata e colaboradores (2006) descreveram o peptideo
Polistes-Protonectina isolado do veneno da vespa Polistes rothneyi iwatai. Esse
peptideo € um andlogo da Protonectina, encontrado nas vespas sociais Protonectarina
sylveire e Agelaia pallipes pallipes. Em sua sequiéncia primaria, os residuos de glicina
encontrados na sequéncia origina da Protonectina nas posicobes 3 e 11, foram
substituidos por residuos de serina.

2.2 INTERACAO ENTRE PEPTIDEOSE MEMBRANASBIOLOGICAS

Os seres vivos em geral, incluindo os animais, produzem compostos para se
protegerem contra microorganismos, sendo que muitas dessas moléculas sdo peptideos.
Com o aumento dos problemas causados pela resisténcia de organismos patogéni cos aos
antibidticos convencionais, aumentou-se o interesse pela aplicacdo farmacoldégica de
peptideos antibioticos para o tratamento de infecgBes. Visando essa nova linha de
estudos, tentativas estdo sendo feitas no intuito de aumentar a poténcia e a
especificidade desses peptideos, de uma forma que sejam toxicos a microorganismos e
ndo a mamiferos. Por esse motivo, é importante conhecer os mecanismos de agdo desses
agentes e a razéo para sua seletividade contra os agentes infecciosos (EPAND e
VOGEL, 1999).

Durante a ultima década, um grande nimero de peptideos antimicrobianos tém
sido descobertos a partir de animais e de plantas. Essas moléculas sdo reconhecidas
como componentes importantes dos mecanismos de defesa inata e estdo presentes nas
superficies mucosas, na superficie do corpo e dentro dos grénulos dos fagécitos
(REDDY et al., 2004; MATSUZAKI, 1999). Esses peptideos sdo tipicamente
compostos de 12-45 residuos de aminoécidos. Em geral, esses peptideos possuem
toxicidade seletiva (esses peptideos devem discriminar entre células proprias do
organismo e células microbianas); sdo capazes de matar rapidamente as coldnias de
bactérias; possuem um amplo espectro antimicrobiano (uma simples espécie de
peptideo pode ser efetivo contra varios tipos de microorganismos) e ndo desenvolvem
resisténcia (esse peptideo deve ter um mecanismo de agdo contra o qual uma bactéria
dificilmente desenvolveriaresisténcia) (MATSUZAKI, 1999).
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Por serem atamente bésicos (catibnicos), devido a presenca de multiplos
residuos de Lys e Arg, eles formam estruturas secundarias anfipaticas, que se
acomodam por entre amembrana (MATSUZAKI, 1999).

A estrutura anfifilica tem sido encontrada em vérias moléculas peptidicas
biologicamente ativas. Em particular, esta estrutura apresenta-se em conformagdo de
hélice-a, sendo considerada como sendo a unidade estrutural mais importante para a
atividade antibiotica de muitos peptideos, ocorrendo naturalmente em peptideos como a
melitina  (HABERMANN, 1972), cecropina (REES et al.,, 1997), magainina
(ZASLOFF, 1987), dermaceptina (MOR et al., 1991; MOR e NICOLAS, 1994),
apidaecinas e drosocinas (OTVOS JR et al., 2000). Essa estrutura anfifilica tambem é
encontrada com freqléncia em peptideos produzidos por fungos, insetos, anfibios e
mamiferos, com atividade antibidtica, antifungica, antiviral, hemolitica e antitumoral
(LORENZI, 2002).

Sabe-se gque a natureza policationica e hidrofébica dos peptideos é importante
para a interacdo inicial entre 0s mesmos e a membrana plasmatica das bactérias
(HANCOCK et al., 1995; WU e HANCOCK, 1999). Esta caracteristica policationica da
mol écula e a conformagdo em hélice promovem um aumento na afinidade dos peptideos
pela membrana citoplasmatica de bactérias (WIEPRECHT et al., 1997).

Segundo Hancock e Chapple (1999), a natureza anfifilica e catibnica desses
peptideos é fundamental para a interacdo inicia entre o peptideo e as membranas de
bactérias, principalmente daguelas Gram-negativas. Os sitios positivos do peptideo
interagem com cargas hegativas da membrana externa e citoplasmatica (WU e
HANCOCK, 1999), podendo, assim, causar disturbios de permeabilidade nestas células
(HANCOCK e CHAPPLE, 1999).

E, tanto nos vertebrados como nos invertebrados existem mecanismos de defesa
exclusvos ou complementares a0 sistema imune (SHAI, 1999), que incluem
polipeptidios sintetizados em resposta a um estimulo especifico e que séo capazes de
agir contra um determinado agente infeccioso. Pouco se conhece sobre as bases
moleculares da especificidade desses peptideos policatidnicos antimicrobianos com
relacdo as membranas bacterianas. Sugere-se que a permeabilidade da parede bacteriana
sgja causada pela destruicéo do gradiente de energia existente na membrana (SHAI,
1995).
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A classificag@o de peptideos antimicrobianos é de alguma maneira arbitréria e
existem andlogos com sequéncias similares e diferentes motivos conformacionais
(EPAND e VOGEL, 1999), os quais podem ser divididos em diferentes classes, apesar
da similaridade de suas estruturas quimicas e possibilidade de seus mecanismos de acéo
(BULET et al., 1999).

Ainda segundo esses autores, devido a grande variedade de peptideos
antibioticos, foi necessaria a divisdo em grupos. (1) peptideos lineares que formam
hélices anfipaticas e hidrofébicas, (2) peptideos ciclicos e pequenas proteinas que
formam folhas-3; (3) peptideos com uma Unica composicdo de aminoécidos; (4)
peptideos ciclicos com grupos tio-eter no anel; (5) lipopeptideos terminados em amino
alcoois e (6) peptideos macrociclicos atados, baseados na estrutura dessas mol écul as.

Em geral, 0s mecanismos de agdo desses grupos ndo estdo bem estabel ecidos.
Para muitos existem evidéncias de que um dos avos sdo as membranas lipidicas. 1sso
ocorre porque os peptideos podem freqlientemente aumentar a razéo de escape dos
contelidos aguosos internos dos lipossomos. Além disso, a maioria dos peptideos
antibidticos é catibnica e suas interagcbes com fosfolipidios aniénicos podem fornecer
uma explicacdo para sua especificidade as membranas bacterianas. Em bactérias Gram
negativas, ambos os lados da membrana plasmética possuem moléculas anidnicas
orientadas para o exterior da célula, 0 que ndo é o caso das células dos mamiferos
(EPAND e VOGEL, 1999).

Os peptideos antimicrobianos catidnicos preferencialmente ligam-se as cargas
negativas expostas das membranas bacterianas, mas ndo a superficie externa
zwiteribnica das membranas dos eucariontes. Recentemente guestionou-se a existéncia
de correlacdo entre a habilidade de penetrar nas membranas e atividades
antimicrobianas. E possivel que os efeitos nas membranas estgjam diretamente
relacionados com a maneira pela qual eles penetram na célula para acancar um avo
aternativo. Em relagdo ao mecanismo pelo qual o peptideo “rompe’ a barreira
permeavel da membrana, € possivel que o peptideo induza a completa lise da célula,
pela ruptura da membrana ou, que ele perturbe a bicamada lipidica, permitindo a ligagéo
de certos componentes celulares bem como dissipando o potencia elétrico da
membrana (EPAND e VOGEL, 1999).
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Peptideos que ndo sdo policatiénicos exibem menor seletividade para células
microbianas quando comparadas com células de mamiferos. Como por exemplo, a
alameticina, um peptideo citotéxico hidrofobico, carregado negativamente que forma
grupos de hélices que atravessam a bicamada, formando um poro agquoso gue transporta
ions. Um outro exemplo é a magainina, um peptideo catidnico, antimicrobiano, com
hélices anfipaticas, isolado da pele do sapo Xenopus laevis (EPAND e VOGEL, 1999).

As membranas biologicas contém uma grande variedade de lipideos. Uma
propriedade dessas membranas tém sido associada a especificidade antimicrobiana de
suas cargas negativas. Varios peptideos antibidticos sdo catidnicos e preferencialmente
se ligam a lipidios anidnicos. Isso fornece um mecanismo potencia para especificidade
antimicrobiana, j4 que a maioria dos lipidios anidnicos das membranas celulares dos
mamiferos € sequlestrada para o lado citoplasmatico da célula, enquanto que esses
mesmos lipideos ficam expostos do lado externo das bactérias. E possivel que a
interacdo dos peptideos catidnicos com as membranas cause preferenciamente o
seqiestro de lipidios aniénicos, originando fronteiras menos regularmente empacotadas
entre os dominios ricos em lipidios aniénicos e o restante da membrana (EPAND e
VOGEL, 1999).

De acordo com Shai (1995), as interaghes entre peptideos-membranas e
proteinas-membranas s80 essenciais para indmeros eventos bioldgicos como a
transducéo de sinais, sintese de ATP, contragcdo muscular e infecgdo viral, entre outros
processos. As hélices-a anfipdticas sdo estruturas comuns encontradas em um grande
numero de proteinas de membranas. Essas estruturas sdo formadas se a hidrofobicidade
de seus véarios residuos apresentarem uma periodicidade entre 3 e 4 residuos
aminoacidos polares arranjados ao longo de um lado, e os aminoacidos hidrof dbicos do
outro lado .

Essas estruturas tém sido bastante estudadas e é provavel que elas sgiam
importantes para varias fungbes como a solubilizagdo de lipidios, lise de células
bacterianas, ligacdo eficiente de horménios e seus receptores e escolha de proteinas nas
mitocodndrias. Muitos polipeptidios anfipaticos diferem em suas atividades. Alguns sdo
altamente citoliticos, hemoliticos e antibacterianos com agdo sobre os fosfolipidios,
enguanto outros tém somente algumas dessas funcdes (SHAI, 1995).
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Muitos polipeptidios anfipaticos formam canais €/ou poros na membrana pelo
mecanismo “barril”, que envolve trés passos principais. (1) ligacdo dos monémeros na
membrana, (2) insercdo na membrana para a formacgdo do poro e (3) recrutamento
progressivo de mondmeros adicionais para aumentar o poro (BECHINGER et al., 1999;
SHALI, 1999).

A regido acil dos lipidios de membrana, que possui uma baixa constante
dielétrica, ndo pode formar pontes de hidrogénio e nem podem ter contato direto com a
superficie polar de uma Unica hélice-a anfipética. Porém os polipeptidios podem se ligar
as membranas através de diferentes mecanismos: alguns peptideos anfipaticos ligam-se
somente a superficie da membrana, podendo destruir a estrutura da membrana sem
atravessa-la; outros peptideos anfipaticos podem atravessar a bicamada lipidica
interagindo especificamente com outras moléculas peptidicas;, e ainda existem os
peptideos anfipéticos que formam agregados de maneira seletiva e formam poros
(permedveis a &gua) de tamanhos variaveis que permitem o extravasamento de ions e
outros solutos citoplasmaticos (SHAI, 1995; SHAI, 1999).

Peguenas ateracbes na sequéncia peptidica dessas moléculas podem alterar
grandemente suas propriedades. Por exemplo, a Pardaxina (neurotoxina exitatoria), €
um polipeptidio de 33 residuos de aminoécidos, isolado da Pardachirus marmoratus e
P. pavoninus, e, dependendo de sua concentracdo possui uma funcdo diferente. Em
concentracfes baixas, induz a liberagdo de neurotransmissores dependentes de célcio,
enquanto que em altas concentraces, induz a citdlise. Este peptideo também esta
relacionado a interferéncia no transporte ionico do sistema osmoregulatorio do epitélio e
da atividade pré-sinaptica (SHAI, 1995). Ainda segundo esse mesmo autor, apesar de
ser solivel em égua, a Pardaxina é capaz de se incorporar espontaneamente entre os
fosfolipidios de membrana, formando canais i6nicos dependentes de voltagem com agéo
seletiva aos cétions. Ela se liga fortemente e penetra por entre cargas negativas dos
fosfolipidios ziwiteridnicos. Essa associagdo forte com os fosfolipidios zwiterionicos
pode explicar o efeito litico nas células eucaridticas que expressam predominantemente
fosfolipidios de fosfatidilcolina na superficie externa da membrana (SHAI, 1995).

Vérios estudos sugerem um eficiente modo de acdo geral, o mecanismo do
“carpete” que esta sendo demonstrado como caracteristico para muitos peptideos

nativos ndo hemoliticos e desenvolvidos “de novo”. Baseado nesse mecanismo, uma
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nova familia de peptideos antibacterianos diastoméricos foi desenvolvida. As
propriedades Unicas dessa familia de drogas a tornam promissora para o tratamento de
doencas infecciosas (SHAI, 2002).

Por exemplo, a cecropina (isolado de inseto) e a magainina (isolado da pele do
Xenopus laevis), compostos somente de D-aminoécidos, possuem atividades
antibacterianas. Devido a sua estrutura anfipatica, sugere-se que (1) os peptideos
liguem-se paralelamente a superficie da membrana cobrindo-a, sem penetrar
profundamente no centro hidrofébico; (2) essa associagdo SO ocorre quando a
concentracdo minima é atingida e (3) forcas eletrostéticas sdo cruciais para a ligacéo
desses peptideos nas membranas (SHAI, 1995; MATSUZAKI, 1999).

Além disso, a ativacdo dos mastécitos teciduais (sgja pela interagdo com
receptores da membrana das células, sgja através da interacdo com os fosfolipidios da
membrana das células) pode contribuir de forma importante para os danos teciduais
locais e distribuicdo sistémica dos componentes dos venenos. Essa hipltese é
consistente com o papel bem entendido dos mastécitos na patologia das desordens
alérgicas, como a anafilaxia e asma.

Por outro aspecto, recentemente foi proposto um novo papel para os mastécitos,
no sentido de atuar na defesa celular contra a presenca de toxinas no organismo. Neste
sentido, as proteases presentes nos granulos dos mastocitos teriam papéis benéficos,
atuando na degradacdo das proteinas toxicas, presentes nos venenos de uma maneira
geral (METZ et al., 2006a,b).

Rosenfeld e colaboradores (2006) demonstraram que as combinagbes de
peptideos entre si podem aumentar o espectro da atividade antibacteriana pela inducéo
de mudancas nas propriedades biofisicas desses peptideos, quando ligados aos
lipopolissacaridios (LPS). Esses resultados estimulariam estudos adicionais para o
melhor entendimento desse novo mecanismo molecular do sinergismo entre os
peptideos antimicrobianos (AMP's) homdlogos da mesma espécie e do sinergismo
existente entre os peptideos de outras familias. Este estudo contribuiria para o
desenvolvimento futuro de estratégias terapéuticas baseadas em peptideos
antimicrobianos mais efetivos que as drogas atuais comuns.

Além disso, alguns desses peptideos também seriam capazes de interagir com as

membranas bioldgicas através da interacdo com receptores de membrana, direta ou
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indiretamente acoplados a Proteinas G, promovendo a ativacéo celular. Um exemplo
seria 0 caso dos peptideos Protopolybiacinina | e Protopolybicianina 11, isolados do
veneno da vespa social Protopolybia exigua. As sequéncias primérias desses peptideos
assemelham-se a da bradicinina (BK), que tem como caracteristica, estimular receptores
B1 elou B, especificos. Em altas concentragfes, a Polybiacianina | causa contragdo
muscular do ileo, provavelmente devido a possibilidade deste peptideo ser um agonista
parcial do receptor do tipo-B,, que pertence a classe dos receptores de sete hélices
transmembranares, acoplados a proteinas G (MENDES e PALMA, 2006).

Evidencias sugerem que a molécula de BK é flexivel e estd em equilibrio entre
as multiplas conformagdes em solucéo aquosa. Evidencias experimentais sugerem que
0s 4 ultimos residuos carboxiterminais apresentam uma conformacéo de volta-B (Ser-6
e Arg-9) em meio hidrofébico, importante para a ligagdo a0 seu receptor natural.
Através do uso da combinacdo de modelagem por homologia, dindmica molecular e
simulagdes de “docking”, foi proposto que a molécula BK assume uma forma em “S’
retorcida quando a volta B do C-termina esta enterrada no receptor enguanto o N-
terminal interage com aguns residuos carregados negativamente do “loop” 3
extracelular, do sitio de ligagdo do receptor B2 para uma interagdo étima e para causar
potentes contragdes da musculatura lisa (MENDES e PALMA, 2006).

Devido ao fato das Protopolybiacininas serem moléculas maiores com uma
longa estrutura priméria, elas podem ndo se ligar adequadamente ao receptor B2 para
causar uma contracéo potente da musculatura lisa. Essas consideracfes podem explicar
as diferencas de poténcia entre BK e as Protopolybiacininas no efeito da contracéo
muscular lisa(MENDES e PALMA, 2006).

Nesse contexto, a busca na natureza por peptideos antimicrobianos nativos e o
desenvolvimento de seus anal ogos incluem provavelmente mais de 10000 moléculas em
estudo. Entretanto, a maioria delas ndo foi estudada em detalhes. Os estudos iniciais se
baseiam na sequéncia especifica, no comprimento, na incorporacdo de um D-
aminoacido e na estrutura linear, aspectos necessarios para retratar a atividade
antibacteriana de um polipeptidio. Algumas vezes, as modificacbes estruturais
existentes nos peptideos de células de mamiferos e de bactérias, sdo utilizadas como
pardmetros no estudo dos mecanismos de agdo de um possivel composto para fins
terapéuticos (SHAI, 2002).
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Apesar dos tantos beneficios tedricos apontados por estudos com os peptideos
antimicrobianos, varios problemas estdo associados com essa descoberta: (i) pouca
informacao disponivel sobre atoxicidade in vitro e in vivo causados por esses peptideos
(e que é dependente de mais estudos relacionados); (ii) pouco conhecimento sobre a
estabilidade da interagdo entre os peptideos testados e as membranas in vivo (que pode
ser solucionado combinando-se peptideos antibidticos com inibidores de proteases ou
modificando-se a sequiéncia dos aminoécidos da cadeia peptidica); (iii) o alto custo da
producdo em larga escaa (minimizado pelo avanco das tecnologias de sintese
recombinante) (REDDY et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

Atualmente, em nosso laboratorio, muitos avancos foram obtidos, relacionados
aos venenos de vespas sociais neotropicais. O presente trabaho se concentrou na
caracterizagdo bioquimico estrutural de dois componentes peptidicos isolados do
veneno da vespa socia Agelaia pallipes pallipes, que interagem entre si, sob o ponto de
vistamolecular e funcional: a Protonectina e a Protonectina (1-6).

Este trabaho teve por objetivos identificar e caracterizar as estruturas
secundérias destes peptideos isoladamente, bem como da estrutura supra-molecular
resultante da interacdo entre ambos, e ainda verificar os efeitos biologicos desta
interacéo.

Para isto, tais peptideos foram purificados a partir dos venenos brutos, tiveram
suas sequéncias primarias confirmadas, e foram sintetizados manualmente em fase
solida, purificados e submetidos a ensaios especificos, para estudos de estrutura
secundéria por técnicas de dicroismo circular e também a ensaios de atividades
biol 6gicas, tais como: hemdlise, degranulacdo de mastocitos e quimiotaxia de leucdcitos

polimorfonucleares.
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4AMATERIAISE METODOS

4.1 Material biologico

Os ninhos da vespa social Agelaia pallipes pallipes (Figura 4.1) (Hymenoptera,
Vespidae) foram coletados na regido de Rio Claro, Estado de S&o Paulo, Brasil. Com o
auxilio de pingas microcirurgicas, retirou-se 0s reservatorios de veneo das vespas que
foram extraidos em MeCN 50% (v/v), a fim de extrair preferencialmente os peptideos,

eliminando restos celulares e outros detritos que poderiam agir como contaminantes.

Figura4.1: Figurado ninho da vespa socid
neotropical Agelaia pallipes pallipeseem
destaque a vespa em questdo.
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4.2 Extracdo e Liofilizacdo do veneno

Figura4.2: Materiais e equipamentos do laboratério de Biologia Estrutural e Zooquimica do Centro de
Insetos Sociais da UNESP de Rio Claro, utilizados para a extragéo e liofilizagdo do veneno da vespa
social Agelaia pallipes pallipes.

Os reservatorios de veneno foram extraidos com auxilio de pingas. Estes
reservatérios foram comprimidos com auxilio de um bastédo de ponta arredondada na
presenca de solucdo de Acetonitrila (MeCN) (grau HPLC — adquirida da Mallinkrodt)
50% (v/v) em &gua ultrapura e, em seguida, 0 material solubilizado foi centrifugado a
8000rpm por 15 minutos a temperatura ambiente, em micro centrifuga (Centrifuga
Eppendorf - Centrifuge 5415D) de alta rotagéo. O sobrenadante foi coletado, congelado
em freezer a—80°C e liofilizado (Liofilizador a vacuo da marca HETO - Drywinner 3)
(Figura4.2).

4.3 Cromatogr afia Sob Alta Performance de Fase Reversa

Figura4.3; HPL C sob fase reversa do laboratério
de Biologia Estrutural e Zooquimicado Centro de
Insetos Sociais da UNESP de Rio Claro.

Apbs solubilizacdo do extrato de veneno liofilizado em MeCN 50% (v/v), o
mesmo foi fracionado em HPLC sob fase reversa (HPLC SHIMADZU - Modelo LC-
AD 10, com coluna NUCLEOSIL C-18 (250 x 10 mm, 5um) (Figura 4.3), de acordo
com gradiente descrito na tabela 1; a eluicdo foi monitorada em por medidas de

absorbancia em 214nm aum fluxo de 2mL/min.
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TABELA 4.1: Gradiente dos Solventes A e B
utilizado para o fracionamento do veneno
bruto de Agelaia pallipes pallipes em HPLC.

TEMPO SOLVENTE SOLVENTE

(min) A B
0,01 95% 5%
5,00 95% 5%

40,00 40% 60%
50,00 40% 60%
50,01 95% 5%
60,00 95% 5%

A =0,1% (v/v) TFA em &gua bidestilada
B =0,1% TFA em Acetonitrila

Para a re-cromatografia de cada uma das fracGes de interesse, utilizou-se do
mesmo sistema de HPLC SHIMADZU (Figura 4.3) - Modelo LC-AD10, com coluna
NUCLEOSIL C-18 (250 x 10 mm), sob eluicdo em condicdes isocréticas com MeCN
12% e 48% (v/v), contendo de TFA 0,1% (v/v), a um fluxo de 2mL/min.; a elui¢éo foi

monitorada por medidas de absorbancia em 214nm.

4.4 Espectrometria de massas

Das fracOes obtidas no re-fracionamento descrito no item 4.3 foi feito o controle
de qualidade. Os experimentos de espectrometria de massas foram realizados num
Espectrometro de Massas ESI — triploquadrupolo, marca MICROMASS, modelo
QUATTRO Il (Figura 4.4), que permite a realizacdo de fragmentacOes sucessivas
obtendo-se assim, tanto espectros MS quanto MS/MS. Os protocol os de espectrometria
de massas foram adaptados a partir do sistema descrito por Chassaigne & Lobinski
(1998). O espectrometro de massas triploguadrupol o foi equipado com um probe padréo
do tipo electrospray (ESI) (MICROMASS, ALTRINCHAN).

As amostras foram injetadas a um fluxo de 4 pL/min, com auxilio de micro-
seringas acopladas a uma microbomba de infusdo (KD SCIENTIFIC). Durante todos os
experimentos, a temperatura da fonte foi mantida a 80 °C e a voltagem na agulha a 3,6
KV, aplicando-se um fluxo de gés secante (nitrogénio) de 200 I/h e um fluxo de gés
nebulizador (nitrogénio) de 15 I/h, adquirido direto de um gerador de nitrogénio modelo
NITROX N2 UHPLCMS 18 (DOMINICK HUNTER), acoplado ao espectrometro.
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O espectrometro foi calibrado com mioglobina (de coracéo de cavalo), a uma
voltagem do cone de amostra tipica para indugdo de fragmentos. A massa molecular de
cada peptideo foi determinada por ESI-MS com o espectrémetro ajustado para formar
picos, com largura a meia-altura, de uma unidade de massa. A voltagem entre o
skimmer e 0 cone de amostra, que controla a transferéncia dos ions ao analisador de
massas, foi gjustadapara30 V.

Cerca de 30 pmol (10 uL) de cada amostra foi injetada no probe do tipo
electrospray, transportados pelo solvente. Nos experimentos de MS no modo positivo, o
solvente utilizado foi acetonitrila 50% (v/v) acrescido de 0,1% de acido férmico (v/v); o
espectro ESI foi obtido no modo de aquisicdo continua, varrendo num intervalo de

massas de m/z 100 a 2500, com tempo de varredura de 7 segundos.

Figura 4.4: Espectrdmetro de Massas do
Laboratério de Biologia Estrutural e Zooquimica
do Centro de Insetos Sociais da UNESP de Rio
Claro.

4.5 Sequiénciamento por Quimica Degradativa de Edman

Os peptideos sintetizados e extensivamente purificados que apresentaram um
anico pico de massa molecular (m/z), em analises de espectrometria de massas, foram
submetidos ao segiiénciamento primario através da técnica de Quimica Degradativa de
Edman.

Estes experimentos foram realizados em um sequenciador automatico de fase
gasosa PPSQ-21A (SHIMADZU) (Figura 4.5), onde os residuos de aminoécidos acidos
foram identificados na forma de PTH-aminoacidos &cidos formados a partir de uma
sequéncia de reages quimicas.

A reacdo de degradacdo de Edman ocorre no lado N-terminal da cadeia peptidica
liberando um residuo por ciclo reativo. Os residuos (PTH-aminoacidos) foram

identificados através de um sistema de cromatografia liquida de alto desempenho
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(HPLC) calibrado com padrdes de PTH-aminoécidos (WAKO CHEM.), equipado com
uma bomba modelo LC-10AS (SHIMADZU) e um detector de luz ultravioleta modelo
SPD-10A, acoplados ao proprio sequenciador. O controle do sistema e aquisicdo dos
dados foi realizado através do software PPSQ-20 Data Processing e CLASS LC-10A.

Figura4.5: Seqiienciador de Edman do
Laboratdrio de Biologia Estrutural e Zooquimica
do Centro de Insetos Sociais da UNESP de Rio
Claro.

4.6 Sintese manual de peptideos em fase sdlida

A sintese dos peptideos lineares foi realizada através do método manual em fase
solida, utilizando-se quimica N-9-fluorenilmetoxicarbonil (estratégia Fmoc). Em cada
ciclo da sintese foi adicionado Fmoc-aminoécido-OH (NOVABIOCHEM), contendo
HOBt (NOVABIOCHEM) como agente ativador dos aminoéacidos e PyBOP
(ALDRICH) como agente acoplante.

Para as lavagens da resina e desprotecéo foi utilizado N-N-Dimetilformamida
(SYNTH) e Piperidina (FLUKA), respectivamente. Todas as reacdes acima foram
realizadas sob agitacdo mecéanica em capela. Apos a acoplagem do ultimo residuo de
aminoacido, a resina foi lavada com metanol (MALLINCKRODT) e seca em
liofilizador (HETO, modelo MLW — LGA 05). Ap6s a secagem, foi feita a clivagem
entre o peptideo e a resina, utilizando-se uma solucédo 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 agua ultrapurificada 5% (v/v).

Esta solucdo de TFA-Anisol-Etanoditiol-Fenol-peptideo foi centrifugada em
uma centrifuga refrigerada (EPPENDORF, modelo 5810R) por 15 minutos a 3000 rpm
na presenca de éter etilico (SYNTH) para promover a precipitacdo do peptideo. O
peptideo foi ressuspendido em égua bidestilada (destilador MARCONI, modelo MA
078) e ultrapurificada (purificador NANOpure BARNSTEAD, modelo D4754).
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O controle de qualidade foi feito em espectrometro de massas ESI-MS e
sequenciamento por Quimica Degradativa de Edman em um seqlienciador automatico
(SHIMADZU, modelo PPSQ-21A).

4.7 Atividade hemolitica

Os experimentos de atividade hemolitica foram realizados segundo modificactes
da metodologia descrita por Mendes et al. (2004a). As concentracOes testadas para 0s
peptideos variaram de 10° M a 10 M, sendo que as proporcdes molares entre ambas as
concentracOes estéo apresentadas na TABELA 2

TABELA 4.2: Determinacdo das proporc¢des molares que foram utilizadas
para os ensaios das atividades bioldgicas.

Peptideo Propor ¢éo
Protonectina 1.0
Protonectina (1-6) 0:1
Protonectina/ Protonectina (1-6) 11
Protonectina/ Protonectina (1-6) 1:2
Protonectina/ Protonectina (1-6) 1.4

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

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

O sobrenadante da ultima centrifugagdo foi descartado e o concentrado de
hemacias obtido ao final das centrifugacBes foi considerado como sendo 100% de
células (~280uL). Em seguida, preparou-se uma suspensao de eritrocitos a 1% diluindo-
se a suspensdo concentrada descrita acima, com solucdo salina isotOnica. Essa
suspensdo de células a 0,5% 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 solucéo salina: no
primeiro pocinho de cada linha correspondentes a toxina/mistura das toxinas foi

colocado 90uL de solugdo salina. Nos demais pocinhos, colocou-se apenas 50ul de
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solugdo salina. Em seguida, acrescentou-se 10uL da solucdo de peptideo(s) nas
diferentes concentragdes e proporcdes em cada primeiro pocinho e promoveu-se
diluicdes nos demais pocinhos referentes a cada linha. Apds esse procedimento,
acrescentou-se 50uL de suspensdo de eritrocitos em cada pocinho, perfazendo um
volume final de 100 pL.

Para o controle de 0% de hemalise, misturou-se 50 pL de solugédo salinae 50 pL
de suspensdo de eritrocitos. Para o controle de 100% de hemolise, misturou-se 40 puL de
solugdo salina, 10 uL de 1% (v/v) de Triton X-100 (SIGMA) e 50 pL de suspensio de
eritrocitos.

A microplaca foi incubada a temperatura ambiente (~26°C) por 2 horas sob
agitacdo. Apos o periodo de incubagdo, o contetdo de cada orificio foi centrifugado por
5 minutos a 3000rpm em uma centrifuga Compacta Avanti 30 (BECKMAN). O
sobrenadante de cada preparacéo foi utilizado para a montagem de uma nova placa, para
realizacéo das leituras de absorbancia em uma leitora de microplacas (AMERSHAM
BIOSCIENCE, modelo Biotrak Il), com filtro de 540 nm.

4.8 Atividade Degranuladora de M astécitos

A degranulacdo de mastécitos foi determinada através de medidas da liberacéo
de B-D-glucosaminidase (que se co-localiza com a histamina) a partir dos granulos,
segundo metodologia descrita por Hide et al. (1993), com algumas modificagdes. As
concentracOes testadas para os dois peptideos de interesse sdo as mesmas realizadas nos
ensaios de atividade hemolitica (10°M a 10M) segundo as proporcdes mostradas na
Tabela 4.2.Para arealizagdo dos ensaios de degranulacéo de mastécitos, foi necessériaa
preparacdo das solucdes:

Solugdo MCM-1 (Mast Cell Medium): 150 mM NaCl (MERCK), 4 mM KCl
(MERCK), 4 mM NaH,PO; (SYNTH), 3 mM KHPO, (SYNTH), 5 mM glicose
(SYNTH), 15 uM BSA (SIGMA) e 1 mM CaCl, (VETEC).

Solugdo MCM-2: 100 mL de solugdo MCM-1 e 50 pL de Liquemine (heparina
sodica 5000 U1/0,25 mL ROCHE).

Solucdo SH: 0,2 M de citrato (MERCK), com pH 4.5 e 0,0034 g de p-nitrofenil-
B-D-glicosamina (SIGMA).
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Os ratos Wistar foram anestesiados com éter e, em seguida, decapitados para a
retirada do sangue. A cavidade peritoneal foi exposta por meio de um corte longitudinal
gue permitiu o afastamento dos 6rgdos para a lavagem da cavidade com 20 mL de
solugdo MCM-2, para a extracdo do fluido contendo os mastocitos em suspensdo. O
liquido peritoneal foi coletado com auxilio de uma seringa e, armazenado em banho de
gelo. Repetiu-se esse procedimento trés vezes. O liquido peritoneal foi centrifugado a
velocidade de 100.g por 5 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. Um volume
de 2 mL da solugdo MCM-1 foi utilizado na ressuspensdo do sedimento de células,
seguida por centrifugacdo respeitando as mesmas condig¢des anteriores. Descartou-se
novamente o sobrenadante e ressuspendeu-se em 2 mL de MCM-1. Essa suspenséo de
células foi utilizada nos experimentos de degranulacdo de mastécitos. Realizou-se a
contagem de células em Cémara de Nellbauer com auxilio de uma solugdo corante
0,05% (v/v) de cristal violetaem HCI (3,6 M).

Ajustou-se a concentragdo para 4,5x10° célulasymL. A microplaca (COSTAR)
foi preparada de maneira semelhante a do ensaio anterior. No primeiro pocinho de cada
linha correspondentes a toxina/mistura das toxinas foi colocado 90 uL de MCM-1. Nos
demais pocinhos, colocou-se apenas 50 ul de MCM-1. Em seguida, acrescentou-se
10uL da toxina nas diferentes propor¢des em cada primeiro pocinho e promoveu-se
diluicbes nos demais pocinhos referentes a cada linha. Apds esse procedimento,
acrescentou-se 50 pL de suspensdo de mastocitos em cada pocinho, perfazendo um
volume final de 100 uL. Para o controle de 0% de degranulacdo, misturou-se 50uL de
MCM-1 e 50uL de suspensdo de mastécitos. Para o controle de 100% de degranulacéo,
misturou-se 50uL de MCM-1 e 50puL de suspensdo de mastécitos que foi sonicado por
15 minutos em sonicador (BRANSON 1210).

Incubou-se a microplaca por 15 minutos em banho Maria a 37°C para o
extravasamento do conteido dos granulos dos mastocitos. Em seguida, centrifugou-se o
contelido de cada orificio a 1000rpm por 5 minutos e 0 sobrenadante foi utilizado na
segiiéncia das analises.

Os sobrenadantes resultantes desta ultima centrifugacéo foram utilizados para a
montagem de uma nova placa, naqual cada orificio continha 50uL deste sobrenadante e

50 pL de Solucédo SH. Esta hova placafoi incubada por 6 horas a 37°C.
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Passado esse periodo, descartou-se 50 pL de cada orificio e acrescentou-se
150uL de solucéo Tris 0,2 M (SIGMA) a cada um deles. A degranulacéo foi medida
através da leitura de absorbancia a 405 nm em uma leitora de placas (AMERSHAM
BIOSCIENCE, modelo Biotrak I1).

Os resultados foram expressos em funcéo da relacéo entre as proporcdes das

concentragdes molares de cada peptideo e a porcentagem de degranul acéo.

4.9 Medida da Atividade da L actato Desidrogenase Liberada de M astocitos (L DH)

Essa metodol ogia mede a liberacéo da Lactato Desidrogenase do citoplasma dos
mastécitos de ratos, para meio circundante, como indicador de lise de mastdcitos pela
toxina peptidica. A LDH catalisa a reducéo reversivel do piruvato alactato com NADH
COMo coenzima.

A atvidade da LDH foi ensaiada com os sobrenadantes de mastécitos
peritoniais, incubados com as toxinas peptidicas usadas também para os ensaios de
degranulacdo de mastdcitos. Para a determinacdo da atividade da LDH, utilizou-se o Kit
de Ensaios UV-LDH.

Incubou-se 20 pL de sobrenadantes de mastocitos peritoniais com 800 L de
Tampao (Tris 50 mM pH 7,4 , contendo Acido Piruvico 1,2 mM e EDTA 5 mM) ,
durante 5 min. &25 °C.

O ensaio espectrométrico padrdo foi feito medindo-se o decréscimo da
absorbancia a 340nm, que ocorre devido ao consumo de NADH durante a reacdo, que
foi iniciada pela adicéo de 200uL de substrato (NADH 0.15 mM).

Monitorou-se a cinética de consumo de NADH pela medida do decréscimo da
absorbancia a 340 nm (A A340), durante 12 min. a 25 °C. Os resultados foram
inicialmente calculados como unidades cataliticas (micromoles de NADH consumidos
por min. a25 °C, pH 7.4).

Converteu-se estes valores em atividade relativa, através do uso da atividade
LDH total de mastdcitos de ratos lisados, na presenca de Triton-X-100 0,1% (v/v)
(considerando como referencia de 100%). Os resultados seréo foram expressos como

sendo amédia +/-S.D. de cinco experimentos.
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4.10 Atividade Quimiotatica

Os leucocitos foram isolados a partir da inducdo de inflamac&o subcutanea em
fémeas adultas de ratos Wistar. A inflamacdo foi induzida através de uma micro
cirurgia, introduzindo-se pedacos de esponja plastica (1 cm®) esterilizadas, na regido
subcutanea do dorso dos ratos.

Apés sete dias, foi realizada coleta do fluido rico em leucécitos contido nas
esponjas, com o auxilio de seringas de 20 mL. O fluido foi coletado em tubos Falcon
para a redlizacdo da lavagem das células. Foram realizadas trés centrifugacdes em
presenca de solucdo salina [NaCl 0,9% (m/v) ], por 3 minutos a 1000 rpm, para a
retirada de hemécias, que sedimentam apos a centrifugacao.

A contagem dos leucdcitos foi feita em cdmara de Nellbauer em concentragéo
ajustada para ~2,1x10°s células / ensaio, para determinacéo da relacdo dose/efeito para
guimiotaxia para leucdécitos polimorfonucleares.

Os resultados foram expressos em numero de células/mL, que migraram da parte
inferior da camara dos ensaios, nas diferentes concentracdes de cada peptideo (107,
10°,10° e 10* M).

Para 0 ensaio de quimiotaxia foi utilizado uma camara de quimiotaxia (Neuro
Probe, USA) (FALK et al., 1980), onde cada um dos orificios da parte inferior da
camara foi preenchido com as amostras diluidas em 400 pL de solucdo saina
fisiologica, contendo quatro concentrages diferentes (107, 10°, 10° e 10* M) em
triplicata, dos dois peptideos em questao.

Foi colocada uma membrana de policarbonato contendo poros de 10 um de
diametro (Neuro Probe, USA), entre a parte inferior e a parte superior da camara. Cada
orificio da parte superior foi preenchido com 200 pL da suspensdo de leucdcitos
preparada anteriormente.

A camara foi incubada por 1 hora a 37°C. Foi feita a contagem das células
utilizando-se a camara de Nellbauer, sendo que as células foram coradas com solucéo
0,05% (m/v) de cristal violeta em HCI (3,6N) para facilitar a contagem. Os resultados
foram expressos na forma do nimero de células que migraram de um compartimento
para outro da camara de neuroprovas, em funcdo da concentracdo molar de cada

peptideo e das proporcdes entre as mesmeas.
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4.11 Dicroismo Circular

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados em um
espectropolarimetro Jasco (modelo 710), junto ao Departamento de Fisica, IBILCE-
UNESP, S8o José do Rio Preto/SP, sob supervisio do Prof. Dr. Jodo Ruggiero Neto.

Os espectros de dicroismo circular dos peptideos foram coletados na regido de
UV distante, no intervalo de comprimento de onda de 190 a 250 nm, a 25°C. A
velocidade de varredura foi de 20 nm/min, utilizando-se uma largura de banda de 1,0
nm, sensibilidade de 20 miligraus, tempo de respostade 1 se 0,1 nm de resolugéo.

Os espectros finais foram obtidos a partir da média de sei's acumulagdes e foram
usadas cubetas de quartzo de caminho éptico de 0,5 cm ou 1 cm. Cada peptideo foi
solubilizado em tamp&o Tris (Merck) 5 mM, pH 8,0. A partir dessas solugdes foram
feitas preparacbes contendo diferentes concentracbes de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE)
(MERCK) e dodecil sulfato de sodio (SDS) (AMERSHAM BIOSCIENCES).

Fazendo-se a correcéo da linha de base, a elipticidade observada, 6 (miligraus),

foi convertida em elipticidade molar média, [@] (graus cm?/dmol), usando arelacéo:

1000

a1 —
Ayv
onde “I” € o caminho Optico da cubeta em centimetros , ¢ € a concentragdo do peptideo

em milimolar e “n” € o nimero de residuos do peptideo. Assumindo um modelo de dois
estados, proposto por Rohl e Baldwin (Rohl e Baldwin, 1998), a elipcidade residual

observada a 222 nm (G)zg;em graus cm?dmol residuo) foi convertida em porcentagem

de hélice a (fy) usando a seguinte equacao:
obs C

6222 ®222

H C

G')222 N ®222

onde @?22 = +640 graus cm?dmol residuo (Rohl e Baldwin, 1998) corresponde a

fu=

elipcidade em 100% de random coil (conformacéo aleatoria). 6?22 (graus cm?/dmol
residuo) (Rohl e Baldwin, 1998) corresponde a elipcidade residual para uma estrutura

100% helicoidal e € dada por:

H
®,,, = - 42000 (1 - (x/ n))

22
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onde n € o niUmero de residuos de aminoécidos e x=3, para peptideos carboxiamidados,

ou x=4, para peptideos ndo-carboxiamidados.

4.12 Andlises Estatisticas

O teste estatistico paramétrico utilizado foi a analise de varidancia ANOVA: um
critério (Bonferroni), BioEstat 2.0 (AYRES et al., 2000).
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5RESULTADOSE DISCUSSAO
5.1 Separacao e Purificacéo das Fracdes

O produto obtido pela extragéo foi submetido ao fracionamento por HPLC sob
fase reversa em coluna semi-preparativa Nucleosil C-18 (250 x 10 mm), utilizando-se
gradiente de MeCN de 5 a 60% (v/v) em 60 minutos, gque resultou na eluicéo de 7

fracbes, como se pode observar nafigura 5.1.

Fr1
i 973
Fr&
£ 36.83
z Fr3 Fr-7
. 878) |\ o2 17.19 5
T W e Rk
|'"|L 086 30 3232 10
263 e TN L Y 45.23
1000 2000 3000 4000 5000  60.00
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FIGURA 5.1: Perfil cromatogréfico do fracionamento do extrato do veneno da vespa socia Agelaia
pallipes pallipes sob HPLC de fase reversa, com coluna Nucleosil C-18 (250 x 10mm), sob gradiente
linear de 5 a60% (v/v) de MeCN (contendo TFA 0,1% (v/v)), em fluxo de 2.0ml/min, durante 60 min &
temperatura de 27°C, monitorando-se a elui¢cdo no comprimento de onda de 214nm.

Cada fracéo foi coletada separadamente, liofilizada e em seguida, submetida a
ensai os biologicos. Dentre as fragdes obtidas, a Fr-1 € uma mistura complexa de aminas
biogénicas endbgenas e neurotransmissores (MENDES et al, 2004); Fr-3, aFr-4 e a Fr-
5 correspondem a componentes peptidicos jainvestigados e identificados anteriormente.
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5.2 Controle de Qualidade das Fracbes FR-2 e FR-6

Para as fracOes Fr-2 e Fr-6, que sdo as fragbes avo deste trabalho, fez-se o
controle de qualidade da purificac&o por analises de espectrometria de massas ESI-MS
(figura 2). Na Figura 5.2aobserva-se que Fr-2, apresenta apenas um Unico pico de carga
+1 (m/z 629), enquanto que na Figura 5.2b a fracdo Fr-6, apresenta dois picos de carga:
+1 (m/z 1210) e +2 (m/z 605).

A B28.924170
77
B L e e e ARasamananansy sanasnsssanas sassli(1
300 400 500 600 700 800 500
Ad _
100 (b) &5 A 12085440 44
A
1210
%_
158 195
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FIGURA 5.2: Espectros de massa do tipo ESI dos componentes peptidicos presentes nas fractes Fr-2 (a)
e Fr-6 (b) isoladas do veneno bruto da vespa social Agelaia pallipes pallipes. Em (@) existe um pico de
carga +1 na forma [M+H]" (m/z 629) e em (b) existem dois picos de carga: +1 na forma [M+H]* (m/z
1210) e +2 naforma[M+2H]"* (m/z 605).

5.3 Segquiénciamento por Quimica Degradativa de Edman

Conforme observado nos resultados na figura 5.2, ndo se verificou a existéncia
de contaminantes importantes nas fragdes 2 e 6; desta maneira, pode-se afirmar que
estas fragOes estavam suficientemente puras para serem submetidas ao sequiénciamento

por Quimica Degradativa de Edman. O resultado obtido deste sequénciamento foi o
seguinte:

Fr-2: 1-L-G-T-I-L-NH>
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Fr-6: I-L-G-T-I-L-G-L-L-K-G-L-NH;

As massas precisas destes dois peptideos (628 Da para Fr-2 e 1209 Da para Fr-6)
s80 compativeis com o residuo C-termina naformaamidada (-NH2).

Comparando-se as fracBes Fr-2 e Fr-6, concluimos que elas sdo idénticas nos
seis primeiros aminoéacidos, e diferem no fato de que a Fr-2 possui apenas seis residuos
de aminoécidos (a metade do tamanho de Fr-6, que possui 12 aminoacidos).

A Fr-6 apresenta a mesma sequéncia peptidica descrita, em 1993, por Dohtsu e
colaboradores para o peptideo isolado do veneno da vespa Protonectarina sylveirae (I-
L-G-T-I-L-G-L-L-K-G-L-NHy), cujo nome se refere aquele do género onde
primeiramente ela foi encontrada: Protonectina. Sendo assim, 0 nome dado ao peptideo
correspondente a Fr-6 se mantém como Protonectina. Um andlogo dessa sequéncia foi
encontrado no veneno da vespa Polistes rothnei iwatai, onde os residuos de glicina das
posicdes 3 e 11 encontrados na seqUéncia origina da Protonectina foram ambos
substituidos por residuos de serina. Esse peptideo mostrou-se mais potente que os
demaiss tipos de Protonectinaisolados até o momento (MURATA et al., 2006).

Com relagdo afracdo Fr-2, amesmafoi designada por Protonectina (1-6), onde a
numeracao 1-6 se refere a posicao dos seis primeiros residuos de aminoacidos presentes
nesta sequéncia, quando comparados com a Protonectina. Em principio, considerou-se a
hipétese de que Fr-2 poderia ser produto da degradacdo de Fr-6; entretanto, observou-se
gue esta frac8o sempre esteve presente em todos os lotes de coletas de material jafeita
por nosso grupo (mesmo quando a extracdo e manipulacdo do veneno foi realizada em
presenca de inibidores de proteases), enquanto que Fr-6 esteve ausente em algumas
coletas. O peptideo Protonectina (1-6) também foi encontrado no veneno da vespa
social Parachartergus pseudopicalis, diferindo apenas pela presenca do residuo C-
terminal na forma acida, perfazendo uma massa molecular de 629Da (Resende, et al.
2006, dado néo publicado).

5.4 Sintese Manual por Quimica Fmoc e Espectrometria de Massas ESI-M S
A sintese das sequéncias da Protonectina (1-6) e da Protonectina realizada

manualmente em fase soOlida, utilizou-se da quimica N-9-fluorenilmetoxicarbonil
conforme descrito anteriormente no item “Materiais e Métodos’ deste trabal ho.
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O controle de gualidade foi feito por espectrometria de massas ESI-MS e por
sequénciamento através Quimica Degradativa de Edman em um sequenciador
automatico, confirmando que a sintese gerou seqliéncias esperadas.

O total de material sintético obtido para o Protonectina foi de 5,5 mg enquanto

gue para a Protonectina (1-6) foi de 5,0 mg, com rendimento médio de 30%.

5.5 Ensaios das Atividades Biol 6gicas

Os ensaios de atividade biolégica foram realizados para os peptideos
Protonectina e Protonectina (1-6) em concentracdes de 10°M a 10 M, nas proporcdes
molares de 1 a 4 [Protonectina:Protonectina (1-6)], conforme mostrado na TABELA 4.2
(item 4.7).

5.5.1 Ensaio da Atividade Hemolitica

Ensaiou-se as atividades hemoliticas dos peptideos Protonectina e Protonectina
(1-6) individualmente e nas proporcdes 1:1, 1:2 e 1:4. As concentracOes utilizadas
variaram de 10°M a10°M.

A Figura 5.3 mostra os resultados dos ensaios de atividades hemoliticas em

funcdo da concentracdo dos peptideos.
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Figura 5.3: Ensaios de Hemdlise de eritrocitos de sangue de ratos Wistar machos
causados pelos peptideos Protonectina e Protonectina (1-6) individualmente, e de
suas misturas nas proporc¢oes estequiométricasde 1:1, 1.2 e 1:4.
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Estes resultados demonstraram que a Protonectina possui capacidade hemolitica,
com um valor de EDso = 9,910 M. J& a Protonectina (1-6), ndo apresentou nenhuma
atividade hemolitica quando ensaiado isoladamente.

A mistura da Protonectina com Protonectina (1-6) na proporcgéo 1:1 revelou um
aumento de 87% na capacidade hemolitica causada pela Protonectina (EDso = 5,3x10°"
M). Ao misturar esses dois peptideos (Protonectina e Protonectina (1-6),
respectivamente) nas proporcoes 1:2 e 1:4, ndo foi observado nenhuma alteracdo
significativaem relagdo ao efeito causado pela Protonectina sozinha.

Também foram feitos testes estatisticos paramétricos do tipo ANOVA: um critério —
Bonferroni, p<0.05 (AYRES et al., 2000), para todos os ensaios de atividade
hemolitica. Duas hipoteses foram testadas:

Ho - A proporcao estequiométrica dos peptideos ndo altera a resposta

H; - A proporcéo estequiomeétrica dos peptideos altera a resposta.

Todos os resultados revelaram p<0,05, concluindo-se que as diferencas
observadas nos ensaios de hemdlise em funcdo das diferentes proporcoes
estequiométricas entre os dois peptideos foram significativas, portanto pode-se admitir a

hipétese H.

5.5.2 Ensaio da Atividade Degranuladora de M astocitos

Ensaiou-se a capacidade degranuladora de mastocitos dos peptideos
individualmente, e nas proporgdes 1:1, 1:2 e 1:4, nas concentracbes de 10°M a10°M.
A Figura 5.4 mostra os resultados dos ensaios das atividades hemoliticas em

funcdo da concentracdo dos peptideos.
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Figura 5.4: Ensaios de Degranulagcdo de mastécitos de ratos Wistar machos pelos
peptideos Praotonectina e Pratonectina (1-6) individualmente, e de suas misturas nas
proporcoes estequiométricasde 1:1, 1:2 e 1:4.

Estes resultados demonstraram que a Protonectina possui alguma capacidade
degranuladora de mastécitos peritoniais de ratos, apresentando um valor de EDsy =
4,6x10°M. J4 a Protonectina (1-6), ndo apresentou nenhuma atividade degranuladora de
mastécitos, quando ensaiada isoladamente. Entretanto, as misturas de Protonectina e
Protonectina (1-6) na propor¢éo 1:1, mostraram um grande aumento na capacidade
degranuladora de mastécitos causada pela Protonectina (EDsy = 3,4x10°'M). Ao
misturamos esses dois peptideos (Protonectina e Protonectina (1-6), respectivamente),
na proporcdo 1:2 e 1:4, ndo foi observado qualquer alteracdo significativa do efeito
causado pela Protonectina sozinha. Portanto, a mistura de ambos os peptideos na
proporcdo de 1:1 causou uma ativagdo da atividade de liberagdo do contetido dos
granulos, em relacdo a Protonectina sozinha, da ordem de 35%.

Também foram feitos testes estatisticos paramétricos do tipo ANOVA: um critério —
Bonferroni, p<0.05 (AYRES et al., 2000), para todos os ensaios de atividade
degranuladora de mastdcitos. Duas hip6teses foram testadas:

Ho - A proporcao estequiométrica dos peptideos ndo altera a resposta

H; - A proporcéo estequiométrica dos peptideos altera a resposta.

Todos os resultados revelaram p<0,05, concluindo-se que as diferencas
observadas nos ensaios de degranulacdo de mastécitos em funcdo das diferentes
proporgdes estequiométricas entre os dois peptideos foram significativas, portanto
admitiu-se a hipotese H;.
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5.5.3 Ensaio da Medida da Liberaccdo da Lactato Desidrogenase de Mastocitos
(LDH)

Mediu-se, juntamente com a atividade degranuladora de mastécitos peritoniais de
ratos, a liberagdo da enzima citoplasmética LDH, para a verificagdo da integridade dos
mastocitos, em funcdo do possivel extravasamento do conteldo do citoplasma. Este
ensaio também foi realizado nas mesmas condi¢cbes dos testes de atividade de
degranulacdo de mastécitos descritos anteriormente.

A Figura 5.5 mostra os resultados do teste de liberacdo de LDH obtido em
fungdo das proporcdes estequiométricas dos peptideos isoladamente e de suas misturas
(10°M a103M).

LACTADO DESIDROGENASE {LDH)
100 i
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Figura 5.5: Ensaios de Lactato Desidrogenase (LDH) liberada pelos mastdcitos de
ratos Wistar machos induzida pelos peptideos Protonectina e Protonectina (1-6)
individualmente e de suas misturas nas proporgdes estequiométricas de 1:1, 1:2 e
1:4.

Estes resultados demonstraram gque a Protonectina sozinha causa alguma ruptura
das membranas celulares dos mastécitos, provocando pequena liberacdo de LDH;
enguanto gque a Protonectina (1-6), ndo apresentou nenhum efeito tanto de degranulacéo
guanto de lise celular. Entretanto, ao misturarmos a Protonectina com a Protonectina (1-
6) na proporcao 1:1, observou-se um forte aumento na liberacdo da enzima para 0 meio
de incubagdo, em relacdo aquela liberacdo causada pela causada pela Protonectina
sozinha. Ao misturamos esses dois peptideos Protonectina e Protonectina (1-6),
respectivamente, nas proporgdes 1:2 e 1:4, ndo foi observado nenhuma alteracdo
significativa do efeito causado pela Protonectina sozinha (nestas condicdes ndo se

alcancgou os valores de EDsy).
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Também foram feitos testes estatisticos paramétricos do tipo ANOVA: um
critério — Bonferroni, p<0.05 (AYRES et al., 2000), para todos os ensaios de LDH.
Duas hipoteses foram testadas:

Ho - A proporcao estequiométrica dos peptideos ndo altera a resposta
H; - A proporcao estequiomeétrica dos peptideos altera a resposta.

Todos os resultados revelaram p<0,05, concluindo-se que as diferencas

observadas nos ensaios de LDH em funcéo das diferentes proporgdes estequiomeétricas

entre os dois peptideos foram significativas, admitindo-se portanto a hipotese H;.

5.5.4 Ensaio da Atividade Quimiotatica para L eucdcitos Polimor fonuclear es

Ensaiou-se a atividade quimiotética dos peptideos Protonectina e Protonectina
(1-6) individualmente e nas proporcdes 1:1, 1:2 e 1:4, nas concentragdes de 10°M a
10°M.

A Figura 5.6 mostra os resultados dos ensaios das atividades quimiotéticas de
leucocitos polimorfonucleares obtidas para os peptideos isolados e das misturas de

ambos, em diferentes proporcdes estequimétricas.

Quimiotaxia
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Figura 5.6: Ensaios de Quimiotaxia de leucdcitos polimorfonucleares, de ratos
Wistar machos, induzida pelos peptideos Protonectina e Protonectina (1-6)
individua mente, e de suas misturas nas propor¢des estequiométricas 1:2, 1:1 e 1:4.

Estes resultados demonstraram que a Protonectina possui alguma atividade
quimiotédtica quando ensaiada sozinha, confirmando as afirmagbes de Dotsu et al.
(1999). Surpreendentemente, apesar do reduzido tamanho o peptideo Protonectina (1-6)

apresentou atividade quimiotatica, superior aquela causada pela Protocnectina (Figura
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6), sendo inclusive quase que de mesma intensidade que a atividade do peptideo padréo
HR-II.

Ao misturarmos a Protonectina com a Protonectina (1-6) na proporcéo 1:1, 2:1 e
1:2, observamos uma diminui¢éo do efeito quimiotético da Protonectina ou Protonectina
(1-6) sozinhos.

Também foram feitos testes estatisticos paramétricos do tipo ANOVA: um critério —
Bonferroni, p<0.05 (AYRES et al., 2000), para todos os ensaios de atividade de
guimiotaxia. Duas hipoteses foram testadas:

Ho - A proporcdo estequiométrica dos peptideos ndo atera a resposta quando

comparadas com a Protonectina (1-6);

Hj - A proporcao estequiométrica dos peptideos altera a resposta.

Todos os resultados revelaram p<0,05, concluindo-se que as diferencas
observadas nos ensaios de quimiotaxia para a Protonectina sozinha, e em mistura com
diferentes proporc¢des estequiométricas com Protonectina (1-6) foram significativas
guando comparados com a atividade da Protonectina e/ou Protonectina (1-6) sozinhos,
portanto pode-se admitir a hipotese H;.

A comparacao geral entre todos os resultados obtidos nos ensaios biol gicos sdo

resumidos na Tabela5.1:

Tabela5.1: Comparagdo entre as atividades causadas pela protonectina e Protonectina (1-6).

Atividades Bioldgicas Peptideos Atividade
Protonectina +
Protonectina (1-6) -
Hemodlise Mistura 1:1 + +
Protonectina ++
Protonectina (1-6) -
Degranulacao Mistura 1:1 +++
Protonectina +
Protonectina (1-6) -
LDH Mistura 1:1 +4++
Protonectina ++
Protonectina (1-6) + ++
Quimiotaxia Mistura 1:1 +

Onde: (+) significa com atividade baixa, (+ +) significa atividade média, (+++)
significa atividade elevada; (-) significa sem atividade, quando comparados com
os efeitos de maior intensidade.

Muito embora a mistura de ambos 0s peptideos testados diminua a atividade
quimiotatica para leucdcitos polimorfonucleares (PMNL), isoladamente, essas
moléculas exibem as mesmas caracteristicas de outros peptideos quimiotéticos ja
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descritos na literatura, como é possivel verificar em: NAKAJMA, 1986;
NAGASHIMA et al., 1990; Toki et al., 1988; NAGASHIMA et al, 1990; De Souza et
al., 2004/2005; Mendes et al., 2004a,b; Xu et al., 2006 Murata et al., 2006.

5.6 Dicroismo Circular

Os resultados das analises de dicroismo circular obtidos até 0 momento foram
analisados e expressos em termos da fracdo hélice-a observada, que utiliza como padréo
espectros de méxima formagdo desta conformagdo, comparados com espectros que
apresentam nos experimentos o minimo de formag&o hélice-a. Todos 0s espectros foram
corrigidos em termos de diluicdo. As proporcdes testadas foram 1.0
[Protonectina:Protonectina  (1-6)], 0:1 [Protonectina:Protonectina (1-6)] e 1:1
[Protonectina:Protonectina (1-6)].

Na figura 5.7 sdo mostrados as 0s espectros de dicroismo circular do peptideo
Protonectina, isoladamente, em &gua destilada, em solugdo de TFE 40% (v/v), em
solucdo de SDS 165uM e solucdo de SDS8mM.
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FIGURA 5.7: Espectros de dicroismo circular do peptideo
Protonectina, isoladamente, obtidos em solugéo aquosa, solugédo
de SDS 165mM e 8mM e solucdo de TFE 40%.

Na figura 5.8 sdo mostrados as os espectros de dicroismo circular do peptideo
Protonectina (1-6), isoladamente, em agua destilada, em solucéo de TFE 40% (v/v), em
solucdo de SDS 165 uM e solugdo de SDS8 mM.
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FIGURA 5.8 Espectros de dicroismo circular do peptideo
Protonectina (1-6), isoladamente, obtidos em solucdo agquosa,
solucéo de SDS 165mM e 8mM e solucéo de TFE 40%.

Na figura 5.9 sdo mostradas os espectros de dicroismo circular da mistura dos

peptideos Protonectina e Protonectina (1-6), na propor¢do 1:1 na presenca de agua, em
TFE 40%, em presenca de SDS 165 pM e SDS 8mM.
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FIGURA 5.9: Espectros de dicroismo circular da mistura na
proporcéo 1:1 dos peptideos Protonectina e Protonectina (1-6),
obtidos em solucdo aquosa, solucdo de SDS 165mM e 8mM e
solucdo de TFE 40%.

Com base nas analises de dicroismo circular, foi determinado que na presenca de

TFE, os peptideos Protonectina e a Protonectina (1-6) tendem a formar 36,7% e 17,6%

de hélices-a, respectivamente; enquanto que a mistura desses dois peptideos na
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proporgao 1:1 aparentemente resultou numa estrutura supramolecular que apresentou
48,3% de hélices-a, conforme mostrado na tabela 8.

A tabela 5.2 resume as condigdes e resultados obtidos a partir das anadlises de
dicroismo circular para os peptideos Protonectina e Protonectina (1-6) isoladamente,

bem como para a mistura de ambos na proporgao 1:1.

TABELA 5.2: Elipticidade molar em 222 nm e porcentagem de hélice-a dos peptideos Protonectina e
Protonectina (1-6) isoladamente e também da mistura de ambos na proporcéo 1:1, em solucdo aquosa,
em solucdo de SDS 165 mM e 8 mM e TFE 40% (v/v).

Condicao Protonectina (1-6) Protonectina Mistura l:1

[Protonectina:
Protonectina (1-6)]

[©]222 fu [O]22 fu [O]222 fy
Pep/ H,O -307.6 -0.009 -609.9 0.004 150.4 -0.025
Pep/ 40% TFE -3855.5 0.176 -11138.8 0.367 -12918.8 0.483
Pep/ SDS<CMC | -798.1 0.016 -5235.9 0.164 -4214.8 0.145
Pep/ SDS>CMC | -2779.6 0.119 -10676.7 0.351 -9615.1 0.354

A formagdo de uma estrutura supramolecular resultante da interagcéo entre ambos
0s peptideos na proporcéo 1:1, € sugerida partir dos resultados de fracdo hélice-a,
calculados a partir dos experimentos de dicroismo circular, onde a supra-estrutura
apresenta uma fracdo de hélice-a equivalente a somatdria das fragbes de hélice-a dos
peptideos isolados.

Segundo Rosenfeld e colaboradores (2006), a combinacdo entre peptideos
(mesmo que pertencentes a familias diferentes) pode aumentar o espectro da atividade
antimicrobiana pela inducdo de mudancas nas propriedades biofisicas desses peptideos,

quando ligados as membranas lipopolissacaridicas.
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6 CONCLUSOES

Os compostos presentes em venenos de vespas sociais abriram portas para
estudos de alergia e inflamacdo, sob o ponto de vista médico, farmacolégico e
imunolégico (OLIVEIRA, 2000). O veneno da vespa social Agelaia pallipes pallipes,
apresentando peptideos policatiénicos, biologicamente ativos e de grande importancia
bioldgica (Mendes et al 2004a, 2004b), se apresentam como alvos interessantes de
caracterizacdo molecular e funcional.

No presente trabalho as sequiéncias primérias dos peptideos Protonectina (1-L-G-
T-I-L-G-L-L-K-G-L-NH,) e Protonectina (1-6) (I-L-G-T-I-L-NH,) foram identificadas
e posteriormente sintetizou-se cada um desses peptideos, para estudos estruturais e
funcionais. A seguéncia de aminoacidos da Protonectina (1-6) corresponde aos seis
primeiros residuos de aminoécidos encontrados na sequiéncia primaria da Protonectina.

Comparando-se as caracteristicas dos residuos de aminoéacidos que compdem
ambos peptideos (Protonectina e Protonectina (1-6)) com os resultados obtidos a partir
dos ensaios bioldgicos (Tabela 8) e com os resultados obtidos nas andlises de dicroismo

circular (Tabela 9), podemos propor que:

1. A Protonectina deve ser um peptideo anfifilico, enquanto que Protonectina (1-6)

€ muito pegueno para assumir estrutura secundéria anfifilica;
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2. A Protonectina apresentou atividades hemolitica, degranuladora e de liberagédo
de LDH de baixas intensidades e atividade quimiotatica de elevada intensidade,

caracteristicas de interacdo com proteina-G.

3. A Protonectina (1-6) apresentou atividade quimiotética (caracteristicas de
interagdo com proteina-G), e nenhuma atividade hemolitica, degranuladora e de
liberacéo de LDH.

4. A mistura de ambos peptideos na proporgcdo estequiométrica 1:1, resultou em
grande potenciagéo das atividades hemolitica, degranuladora de mastocitos e de
liberaco de LDH (caracteristica de interacdo com membranas), a0 mesmo
tempo em que essa mistura causou uma diminuicdo significativa na atividade
quimiotatica, quando comparadas com o0s resultados de cada peptideo

individua mente.

5. Andlises de Dicroismo Circular, na presenca de TFE 40% (v/v), indicam que 1,0
dentre os 6 residuos da Protonectina (1-6) analisada isoladamente, participaria
da formagdo da estrutura em conformacdo de hélice-a., enquanto que nessas
mesmas condicdes, 4,4 residuos dentre os 12 residuos presentes na estrutura
priméria da Protonectina, analisada isoladamente, participariam da formagédo de

hélices-a.

6. Entretanto, a anadlise de Discroismo Circular da mistura de ambos os peptideos
na proporcdo estequiométrica de 1:1, indicou a participacdo de 8,7 residuos na
formac@o da estrutura em hélice-a, dentre os 18 residuos presentes na supra
estrutura formada pela interacdo entre ambos os peptideos. Este resultado
fortalece as conclusdes de que estes peptideos estariam sim interagindo entre g,

sendo responsaveis pelos efeitos potencializadores e/ou inibidores supra citados.

Com base nesses resultados, pode-se concluir que a Protonectina é um peptideo
multifuncional, apresentando atividades aparentemente dependentes de interagdo com

Proteina-G: degranuladora de mastocitos e quimiotaxia para leucdcitos
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polimorfonucleares (PMN); enquanto que Protonectina (1-6) apresenta apenas
guimiotaxia para PMN, quando ensaiado isoladamente. Esta é a primeira vez que se
descreve um peptideo tdo pegqueno, com atividade quimiotdtica para leucdécitos
polimorfonucleares.

E importante ressaltar que, devido ao fato da segiiéncia de aminoécidos da
Protonectina (1-6) corresponder aos seis primeiros residuos de aminoacidos encontrados
na sequéncia priméaria da Protonecting, pode-se concluir também que essa sequéncia
pode conter o0 motivo estrutural responsavel pelo efeito quimiotético detectado.

Entretanto, quando associados entre si, parece que ambos formam uma estrutura
supramolecular estavel ao nivel de estrutura secundéria, a ponto de passar a apresentar
fenbmenos de interacdo com membranas das células animais, como por exemplo,
intensa hemdlise e ruptura de mastécitos, com subsequiente diminuicdo das atividades
tipicamente regul adas por proteinas-G.

Portanto, pode-se especular que o peptideo Protonectina (1-6) estaria regulando
as atividades do peptideo Protonecting, determinando se as agOes serdo de baixas
intensidades e reguladas pelos receptores acoplados a Proteinas G, ou de dta
intensidade, exigindo a formac&o da supra-estrutura entre ambos 0s peptideos, que por
sua vez exerceria os efeitos farmacologicos por fendbmenos de perturbacdo das

membranas celulares.
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