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INTRODUCAO



A formiga Dinoponera australis (Hymenoptera, Formicidae, Ponerinae) é
um material biolégico que desperta grande interesse cientifico. Uma de suas
caracteristicas principais € a auséncia de fémea reprodutiva distinguivel e a
reproducdo é garantida por operarias fertilizadas, chamadas de gamergates.Trata-
se de uma formiga primitiva, que se alimenta de outros insetos, vive em ninhos
subterraneos de 50 a 120cm de profundidade, com 14 operarias em média.

Até o momento, pouco se sabe a respeito dessa formiga, fato que tem
estimulado a busca de informagbes sobre sua biologia e comportamento, com o
intuito de acrescentar dados cientificos para prover a pesquisa de himenopteros
da regido do Triangulo Mineiro. Além disso, nas proximidades de nosso Centro de
Pesquisa existem alguns ninhos que tém nos possibilitado, além do estudo
molecular, o estudo do comportamento dessas formigas, através de observacfes
da alimentacéo, disputa de territorio, atividades de manuntencdo do ninho, como
limpeza e protecédo contra predadores, entre outros.

Em 2005, o Ministério do Meio Ambiente classificou as formigas do género
Dinoponera em perigo de extingdo. Tal informacdo aumentou ainda mais nossos
esforcos em conhecer mais sobre esse inseto e, desta forma, poder preservar 0os
exemplares ainda existentes.

A presenca da glandula de veneno é outra caracteristica de destaque em D.
australis, tanto pelo veneno desencadear rea¢cdes alérgicas sérias em humanos,
quanto por fornecer informagfes importantes sobre a fungdo das biomoléculas
componentes. Dentre os Hymenoptera, o grupo de abelhas sociais, principalmente
Apis, € um dos mais estudados. Muitas substancias com propriedades
terapéuticas ja foram isoladas do veneno destes animais e tém sido amplamente
utilizadas em pesquisas basicas e no entendimento de mecanismos
antiinflamatorios. Entre as formigas, poucas sao as informacgdes disponiveis.

O conhecimento da composicdo e das propriedades do veneno de D.
australis ainda é limitado, principalmente por haver certa dificuldade na obtenc&o

de amostras suficientes para andlises quimicas e biolégicas.

O presente estudo teve como objetivo identificar peptideos ligantes ao
veneno de D. australis, para, desta forma, poder subsidiar analises posteriores



guanto a presenca de substancias que possam ser exploradas quanto ao potencial
terapéutico, além de contribuir com informacdes cientificas sobre a formiga D.
australis.

Para o desenvolvimento deste estudo, foi utilizada a técnica de Phage
Display que consiste na exposicao de peptideos exdégenos na superficie de fagos
filamentosos, virus que infectam células bacterianas. Esta técnica tem sido
amplamente empregada com a finalidade de identificar ligantes através de
interac6es moleculares e obter informacdes sobre a relacdo receptor-ligante.

E um estudo pioneiro na area e contribui para aumentar as informacées
disponiveis sobre a formiga D. australis e de seu veneno.

O presente trabalho foi desenvolvido em dois capitulos, sendo que o
primeiro relata os aspectos gerais da formiga e de sua glandula de veneno. O
segundo capitulo mostra os resultados obtidos, por meio da técnica de Phage
Display, na identificacdo de peptideos ligantes especificos ao veneno de D.

australis.



CAPITULO 1

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FORMIGA
Dinoponera australis (Hymenoptera, Formicidae,

Ponerinae)



Dinoponera australis

Para Hdalldobler e Wilson (1990) o sucesso ecologico das formigas por mais
de 50 milhdes de anos parece estar relacionado ao fato de terem sido um dos
primeiros insetos predadores a explorar o solo e a vegetacdo da terra,
desempenhando papel importante nos fluxos de energia e nutrientes, uma vez que
constituem uma porcéo significativa da biomassa animal.

As formigas pertencem a classe Insecta, ordem Hymenoptera, sendo
agrupadas em uma s6 familia, Formicidae.

Estima-se que o niumero de géneros possa ultrapassar 350 e o de espécies
20.000 (Holldobler e Wilson 1990, Bolton 1994, Brown-Jr 2000), das quais 11.946
ja foram descritas (Agosti e Johnson 2007). No Brasil, estdo catalogadas mais de
2.000 espécies (Bueno e Campos-Farinha 1998).

A subfamilia Ponerinae € considerada uma das mais primitivas da regido
neotropical, tanto pela sua morfologia quanto pelo seu comportamento e
organizacdo social. Distribuem-se pelo mundo inteiro, porém, sdo mais
abundantes nas regides tropicais. As formigas desta subfamilia sdo, geralmente,
predadoras e possuem ferrdo funcional, com o qual submetem as presas (Caetano
et al. 2002), particularmente insetos. N&o perdem o ferrdo apoés utiliza-lo em um
animal, de forma que a glandula de veneno torna-se instrumento essencial para a
sobrevivéncia dessas espeécies (Ortiz e Mathias 2006), permitindo que as
operérias forrageiem solitariamente (Holldobler e Wilson 1990). Nesse grupo, sédo

encontradas as maiores formigas do mundo.

O género Dinoponera apresenta seis espécies, todas com distribuicdo pela
América do Sul (Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica) e, recentemente, formigas
pertencentes a esse género foram classificadas, oficialmente, como espécie em

perigo de extincdo (Ministério do Meio Ambiente 2005).

Dinoponera australis, Dinoponera grandis e Dinoponera gigantea (falsas
tocandiras), juntamente com outra espécie dessa subfamilia, Paraponera clavata

(verdadeira tocandira), apresentam importancia médica e cultural. As verdadeiras



tocandiras sao utilizadas em rituais de passagem para a idade adulta em Sateré-
Maweé, uma tribo de 7000 indios que vive na fronteira do Para com Amazonas
(Haddad Junior et al. 2005).

As espécies desse género apresentam grande interesse cientifico face a
auséncia de rainha e presenca de um espécime responsavel pelas desovas. Nos
ultimos anos, aspectos da ecologia, comportamento e biologia reprodutiva,
principalmente de D. australis, tornaram-se conhecidos (Freitas e Molina 2000). A
perda da casta de rainhas € possivel em espécies com pouco dimorfismo entre as
castas de rainhas e operarias. A espermateca das operarias dessa espécie séo
funcionais, o que € incomum na maioria das formigas. Essas operarias tém a
habilidade de se acasalar e botar ovos diploides. Apenas algumas, de cada
colonia, sdo sexualmente ativas, sendo que conflitos reprodutivos sdo intensos
nessas sociedades (Monnin e Peeters 1998).

Embora faceis de serem reconhecidas no campo, devido ao seu tamanho
gue pode chegar a trés centimetros (Figura 1), poucos estudos sobre a ecologia,
comportamento ou qualquer outro aspecto da biologia dessas espécies tém sido
realizados. Morgan (1993) estudou véarios aspectos de forrageamento,
alimentacdo e comportamento de nidificacdo de Dinoponera longipes. Em 2004,
Mariano et al. reportaram o cariotipo de Dinoponera lucida com 2n = 106
cromossomos, representando a espécie de maior numero de cromossomos dentre

0s himenopteros ja estudados.
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' iga 1: Operéiae Dionera australis.

O tamanho médio da colbnia varia de 14 operarias em D. australis (Paiva e
Branddo 1995, citado por Monnin e Ratnieks 2001) a 80 em Dinoponera
guadriceps (Monnin e Peeters 1999). Os ninhos ocorrem no solo, apresentando
50-120 cm de profundidade em D. australis e D. quadriceps e 40 cm em D.

gigantea (Fourcassié e Oliveira 2002).



Glandula de veneno

Animais pegonhentos sdo aqueles que produzem substancia toxica e
apresentam um aparelho especializado para inoculacdo desta substancia, que € o
veneno. Possuem glandulas que se comunicam com dentes ocos, ferres ou
aguilhdes, por onde o veneno passa ativamente (Instituto Butantan 2005).

Dentre os invertebrados, encontra-se uma grande diversidade de animais
gue possuem aparatos de veneno tdo ou mais eficientes que alguns vertebrados
(Meier 1995). E o caso de alguns artropodes, como aranhas e escorpides e alguns
insetos, particularmente aqueles que pertencem a ordem Hymenoptera (Barnes e
Ruppert 1996). Nestes, a glandula de veneno é uma estrutura localizada no ultimo
segmento do corpo e pode ter derivado filogeneticamente de glandulas
ectodérmicas do ovipositor, sendo que em algumas espécies o ferrdo é uma
ferramenta importante na oviposi¢ao (Maschwitz e Kloft 1971).

Os insetos utilizam seu veneno como um fator que auxilia na comunicacao
social — através de componentes volateis, na captura de presa (Schmidt 1986), na
protecdo do ninho contra predadores (Nakajima 1984) e na prevencdo do
desenvolvimento de doengas em suas colonias (Orivel et al. 2001).

O conhecimento das propriedades dessas toxinas € de grande importancia
no estudo de mecanismos biolégicos, bem como de propriedades terapéuticas
(Lewis e Garcia 2003). Peptideos, alcaldides sintéticos e fragmentos de peptideos
tém sido isolados de diversos animais a fim de testar a propriedade antimicrobiana
destes compostos (Corzo et al. 2002; Haeberli et al. 2000; Jouvenaz et al. 1972 ;
Li et al. 2000; Mendes et al. 2004; Subbalakshmi et al. 1999).

O veneno dos himenopteros é composto por moléculas organicas como
proteinas, peptideos, lipideos e aminas vasoativas (norepinefrina, histamina e
dopamina) e algumas enzimas tais como fosfolipases, hialuronidases e fosfatases
(Edstrom 1992; Lima e Brochetto-Braga 2003). Essas substancias séo
responsaveis pela toxicidade do veneno e varios destes componentes possuem

propriedades farmacoldgicas e terapéuticas (Blum 1978).



O estudo da composicao protéica do veneno de himendpteros € de grande
interesse, por desencadear reacdes alérgicas em humanos (Hoffman 1996) e por
fornecer informacdes importantes sobre a funcdo de suas biomoléculas (Piek
1986). Aléem disso, os resultados dessas anélises podem ser usados como um
parametro alternativo para organizar e assegurar a designacdo prépria de um
determinado tdxon bem como para estimar as relacdes de parentesco entre 0s
diferentes taxons dos insetos (Leluk et al. 1989).

Os estudos mais extensivos da caracterizagdo de veneno, dentre os
himenodpteros, sdo os do grupo das abelhas sociais, principalmente Apis. No
entanto, apenas algumas vespas sociais (Vespula, Vespa e Polistes) e espécies
de formigas tém sido estudadas (Blum 1978).

Em Apidae, o veneno desempenha importante papel na defesa da col6nia,
possuindo um potencial terapéutico de grande valor, particularmente em estudos
de reumatismos e artrite. Algumas substancias também tém sido amplamente
utilizadas em pesquisas béasicas sobre propriedades das membranas naturais e
sintéticas e no entendimento de mecanismos antiinflamatorios (Banks e Shipolini
1986).

O veneno de vespas sociais (familia Vespidae) geralmente causa dor,
edema e eritema. Embora menos freqlente, as reacdes alérgicas em suas vitimas
podem ser tdo sérias como aquelas causadas pelo veneno de abelhas (Mueller et
al. 1981 citado por Lima e Brochetto-Braga 2003).

Em relacé&o ao grupo das formigas, o veneno possui trés principais funcoes:
defesa (contra predadores), ofensiva (captura de presa) e comunicagao social
(Schimdt 1986). O conhecimento da composicao e das propriedades do veneno
ainda é muito limitado. H& certa dificuldade na obtencdo de amostras suficientes
para andalise quimica. Além disso, a composi¢cdo do veneno pode variar muito
entre as diferentes subfamilias e mesmo entre as espécies, o que também dificulta

gualquer concluséo sobre o assunto (Edstrom 1992).

A maioria dos estudos tem sido realizado com as subfamilias Myrmicinae,
Ponerinae e Formicinae. Essas pesquisas mostraram que o veneno de formigas

da subfamilia Formicinae € constituida de mistura simples de &cidos organicos,



enguanto que o das subfamilias Ponerinae e Myrmicinae € uma mistura complexa
de proteinas e neurotoxinas. As enzimas encontradas sdo as mesmas que

ocorrem nos outros himenodpteros (Edstrom 1992).

Pan e Hink (2000) demonstraram a propriedade antiinflamatéria do veneno
de Pseudomyrmex triplarinus. Foi observado que a mirmexina, um complexo de
proteinas presente o veneno desta formiga, possui acao inibitoria contra edema
induzido em patas de camundongos.

Morfologicamente, a glandula de veneno (Figura 2) € descrita para a
maioria dos insetos como consistindo de dois tubos cilindricos, mais ou menos
alongados e com convolucgdes, ligados em suas bases e com suas extremidades

terminando em fundo cego (Ortiz e Mathias 2006).

Figura 2: Diagrama da anatomia da glandula de veneno de Dinoponera australis. Tubulos de
secregdo (ST), reservatoério de veneno (R), glandula com convolugdes (CG) e ducto de veneno (D).

Escala da barra (para a glandula de veneno inteira) = 2 milimetros (Schoeters e Billen 1995).
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CAPITULO 2

IDENTIFICACAO DE PEPTIDEOS LIGANTES AO
VENENO DE Dinoponera australis (Hymenoptera,
Formicidae, Ponerinae) POR PHAGE DISPLAY



RESUMO

O género Dinoponera apresenta seis espécies, todas com distribuicdo pela
América do Sul, sendo que a Dinoponera australis € encontrada do Mato Grosso
até o Rio Grande do Sul e paises vizinhos. Essas formigas sdo caracterizadas
pela presenca de uma glandula de veneno que é responséavel pela producdo de
uma toxina, constituida em sua maior parte por proteinas. Este trabalho teve como
objetivo: (a) identificacdo de peptideos ligantes especificos ao veneno de D.
australis por Phage Display, (b) testar a inibicdo da atividade hemolitica pelos
fagos selecionados conjugados com o veneno, (c) analisar a atividade nucleasica
do veneno e (d) demonstrar se as particulas de fago séo inativadas pelo veneno.
Duas bibliotecas comerciais de peptideos randémicos foram utilizadas: Ph.D.-7
Heptapeptide Phage Display Library e Ph.D.-12 Peptide 12-mer Phage Display
Library. Apos trés etapas de selecdo, 96 clones tiveram sua sequéncia de DNA
determinada e foram traduzidos, gerando 40 sequéncias validas e 21 peptideos
distintos. As analises de bioinformética identificaram 3 pequenos motivos
proteicos: KVWxL, WxLL e KLxTIPM. A analise de similaridade encontrou como
provaveis alvos em Humanos receptores celulares, fatores de transcricéo,
proteinas relacionadas a processos inflamatorios, canal de célcio e receptor de
proteina G. J& em insetos, a analise apontou como possiveis alvos canal de
potassio, citocromo, ATPase, fator de transcricAo e proteinase. O teste da
atividade hemolitica dos fagos selecionados conjugados com veneno foram todos
positivos demonstrando que nenhum dos nove peptideos testados foi capaz de
influenciar na acdo do veneno. O teste de atividade nucleasica mostrou que nas
concentracdes de 2,5ug de veneno obteve-se um rastro que indica uma possivel
degradacdo do DNA. A concentracdo de 10ug de veneno bruto ndo foi capaz de
inativar as particulas de fago. Tivemos successo na identificacdo de peptideos de
interesse, ligantes especificos ao veneno de D. australis por Phage Display, os
quais podem ser moléculas alvo importantes para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas.

Palavras-chaves: Phage Display, veneno, Dinoponera australis.
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ABSTRACT

The genus Dinoponera is represented by six species, geographically
distributed along South América. The species Dinoponera australis is found from
Mato Grosso to Rio Grande do Sul, as well as in neighboring countries. These ants
are characterized by the presence of venom glands that are responsible for the
production of a toxin constituted in its majority by proteins. This investigation
aimed: (a) the identification of specific ligand peptides to the D. australis venom
through phage display, (b) to test the hemolytic activity inhibition by selected
phages conjugated to the toxin, (c) to analyse the nucleolytic activity of the venom,
and (d) to demonstrate if phage particles are inactivated by the venom. Two
commercial random peptide libraries were used: Ph.D.-7 Heptapeptide Phage
Display Library and Ph.D.-12 Peptide 12-mer Phage Display Library. After three
rounds of selection, 96 phage clones were sequenced and translated, generating
40 valid sequences, and 21 distinct peptides. Bioinformatic analyses have
identified three small frequent motifs: KVWxL, WXLL and KLxTIPM. Similarity tests
have found as putative human cellular targets acting as: receptors, transcritpion
factors, proteins associated with inflamation processes, calcium channel and G
protein receptor. In insects, the closest identities found with putative targets were:
potassium channel, cytochrome P450, ATPase, transcription factors, and
proteinase. The hemolytic activity assays with selected phages conjugated with the
venom were all positives, meaning that none of the peptides were able to influence
the toxin activity. The nucleolytic activity assay with venom concentrations equal to
2.5 ug was shown by a smeared DNA profile in agarose gel electrophoresis, which
may indicate a possible DNA degradation. The crude venom concentration of 10
Mg was not able to inactivate phage particles. We have successfully identified
interesting peptides that bind specifically to the D. australis venom through Phage
Display, which may be important target molecules for the development of
therapeutic strategies.

Key words: Phage Display, venom, Dinoponera australis.
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Introducéo

Dinoponera representa um grupo notavel e convergente da subfamilia
Ponerinae. As espécies desse género nao apresentam fémea reprodutiva
distinguivel e a reproducdo ser garantida por operarias fertilizadas denominadas
gamergates (Monnin e Peeters 1998). Apresenta seis espécies, todas com
distribuicdo pela América do Sul (Freitas e Molina 2000).

As espécies de formiga do género Dinoponera, e outras espécies da
subfamilia Ponerinae pertencem a um grupo de formigas de interesse médico.
Haddad Junior et al. (2005).

As formigas utilizam seu veneno na defesa contra predadores, captura de
presas e comunicagdo social (Schimdt 1986). O veneno dos himendpteros é
composto por moléculas organicas como proteinas, peptideos, lipideos e aminas
vasoativas (norepinefrina, histamina e dopamina) e algumas enzimas tais como
fosfolipases, hialuronidases e fosfatases (Edstrom 1992; Lima e Brochetto-Braga
2003). Essas substancias sdo responsaveis pela toxicidade do veneno e varios
destes componentes possuem propriedades farmacologicas e terapéuticas (Blum
1978).

Biblioteca de peptideos sintéticos apresentados em fagos € uma ferramenta
importante para identificar os sitios ligantes de moléculas biolégicas de interesse.
E um método de selecdo no qual uma biblioteca de peptideos ou proteinas €
expressa no exterior da particula viral, enquanto o material genético codificante
para cada peptideo encontra-se no genoma viral (Azzazy e Highsmith 2002).

Smith (1985) foi pioneiro ao conseguir a expressédo da enzima de restricdo
EcoRI como uma fuséo da proteina trés (plll) do capsideo do fago. Tipicamente,
utiliza-se o bacteriofago M13 (Sidhu 2001), um virus bacteriéfago filamentoso que
parasita bactérias Gram-negativas que por sua vez apresentam pilus F. O virus
utiliza maquinaria de replicacdo, transcricdo e traducdo da bactéria para se
reproduzir. Este bacteriéfago n&o provoca lise na célula hospedeira, mas induz um
estado no qual a célula infectada origina e libera particulas virais, causando uma

gueda na taxa de reproducéo bacteriana (Azzazy e Highsmith 2002).
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A particula de fago € formada por uma fita simples de DNA envolta por uma
capa protéica constituida por cinco proteinas (plll, pVI, pVIl, pVIII e pIX) . Destas
cinco proteinas existem aproximadamente 2800 cépias da pVIll e cinco copias da
plll. Neste sistema, o gene codificador do peptideo ou proteina de interesse &
geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteinas da capa protéica do
fago (Phizicky e Fields 1995; Brigido e Maranh&o 2002).

A apresentacdo do peptideo pelo fago € possivel, pois, nesse sistema,
sequéncias aleatorias de DNA sé&o introduzidas no gene que codifica a proteina do
capsideo do fago (camada externa e protetora). Desta forma, sequéncias
aleatérias de peptideos fundidas a proteina do capsideo (plll ou pVlll, dependendo
do sistema a ser empregado) sdo geradas durante a producdo da particula viral
(Smith 1985). No fim do processo, bilhdes de bacteriéfagos sdo gerados, cada um
deles apresentando um peptideo diferente. Esta colecdo de particulas virais
recebe o nome de biblioteca apresentadora de peptideos. Estas bibliotecas séo,
entdo, incubadas com as moléculas alvos do estudo (receptores purificados,
células expressando seus receptores de superficie, anticorpos, entre outros). Este
processo denominado biopanning, ou simplesmente panning, permite selecionar
os fagos ligantes, expressando os peptideos que mimetizam ligantes naturais
destas moléculas (Barbas et al. 2001).

A tecnologia de Phage Display tem apresentado grande impacto na
imunologia, biologia celular, descoberta de medicamentos e outros farmacos
(Willats 2002).

O presente trabalho teve como objetivos identificar peptideos ligantes ao
veneno de D. australis por Phage Display, testar a capacidade de inibicdo da
atividade hemolitica dos fagos selecionados conjugados com o veneno, bem como
analisar a atividade nucledsica e a capacidade do veneno de D. australis de

inativar particulas de fagos.

21



Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética do Instituto de

Genética e Bioguimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

Material Biologico

Foram utilizadas formigas D. australis (Figura 1) capturadas quando
forrageavam nas proximidades de ninhos localizados no Campus Umuarama da
Universidade Federal de Uberlandia (Uberlandia-MG — S 18° 55’; W-GR 48° 17’).
Apés a captura, os individuos foram levados ao laboratério para manipulacao

experimental.

Figura 1: Operaria de D. australis carregando sua presa.
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Extracdo do veneno

Para extracdo do veneno, cada individuo foi imobilizado com pinca
entomoldgica e sua gaster colocada em um tubo tipo eppendorf. A formiga foi
estimulada manualmente a liberar o veneno no tubo, no qual em seguida, foi
acrescentado tampédo (PBS 1X pH 7,5). O material foi conservado em freezer
-20C. Para a quantificacdo de proteinas as amostras foram submetidas a

dosagem segundo método de Bradford (Bradford 1976).

Selecao de fagos ligantes ao veneno

Para a selecdo dos fagos foi utilizada uma placa de microtitulacdo (NUNC
maxisorp " Nalge Nunc International Co., Rochester, NY, USA), onde um orificio
foi sensibilizado com 10 pug de veneno bruto em Tampao (NaHCO3; 0.1M pH 8.6).
A placa foi agitada gentilmente em camara umida por 12 h a 4° C e, em seguida, 0
excesso de proteinas foi descartado batendo a placa em papel toalha. Ao final da
sensibilizacdo, a placa foi blogueada com Tampao (NaHCOs; 0,1M pH 8,6; 5
mg/mL BSA e NaN3 0,02 g.100 mL™) por 1 h a 4° C. Terminado o bloqueio a placa
foi lavada por seis vezes em tamp&o TBS 1X contendo 0,1 g.100 mL™ de TWEEN
20 (TBST) e incubada por 1h com 2 x 10*° particulas de fagos por poco, oriundos
das bibliotecas de peptideos expressos em fagos M13, previamente diluidos em

tampéo PBS.

Utilizou-se uma mistura de duas bibliotecas: Ph.D.-7 Heptapeptide Phage
Display Library (complexitade: 2,8 x 10° transformantes) e Ph.D.-12 Peptide 12-
mer Phage Display Library (complexidade: 2,7 x 10° transformantes) Peptide
Library Kits (New England Biolabs Inc., Beverly, MA, USA).

Os fagos nao ligantes foram removidos lavando 10 vezes com tampé&o
TBST 0,1 g.100 mL™ na primeira etapa e 0,5 g.100 mL™ nos seguintes e eluidos
com 50 mM de Tampéo Glicina (pH 2.2).
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A concentracdo de Tween 20 foi aumentada (de 0,1 g.100 mL™ para 0.5
g.100 mL™) para elevar a estringéncia do processo e para garantir a selecéo de
fagos altamente especificos. Mudou-se o pH do meio para 2.2, 0 que provoca uma
mudanca na estrutura de proteinas e, conseqientemente, um rompimento da
interacdo peptideo-proteina.

Os fagos recuperados foram amplificados em Escherichia coli ER2738, que
€ uma cepa que apresenta pilus sexual. A selecéo foi repetida mais duas vezes
usando sempre o eluato anterior a etapa em questdo como representante da

biblioteca de fagos.

Titulacdo

A titulacdo € um procedimento necessario para determinar o numero de
particulas virais que serdo incorporadas ao proximo passo do biopanning.

Bactéria ER2738 né&o infectada foi cultivada sob vigorosa agitagdo a 37° C
até DOggo ~ 0,5 em 10 mL de meio LB. Foram feitas aliquotas de 3 mL de Agarose
Top (0,6 g de LB, 0,03 g de MgCl, e 0,21 g de agarose) em tubo Falcon (1 para
cada diluicéo) e os tubos foram mantidos em banho-maria a 60°C. Em seguida foi
feita a diluicdo colocando 9 pL de meio LB (sem bactéria) em 8 microtubos e 1 L
da suspenséo de fago no primeiro microtubo. Posteriormente, 1 puL do primeiro
microtubo foi transferido para o segundo, 1 pL do segundo transferido para o
terceiro e assim por diante. Feito a diluicdo, foram acrescentados 200 pL de meio
com bactéria em cada microtubo e incubado por 5 min em temperatura ambiente.
O contetdo de cada microtubo contendo a diluicdo foi tranferidos para o tubo
Falcon contendo 3 ml de Agarose Top, misturando rapidamente e vertendo em
placa o meio LB solido contendo IPTG/X-gal. As placas foram incubadas a 37°C
por 12 h e o numero de colbnias azuis foi contado. O genoma do fago contém o
gene da [(-galactosidase e sua expressdo € estimulada pelo IPTG. A enzima
codificada por esse gene hidroliza o X-gal, transformando os subprodutos em uma

coloracdo azulada, indicando as colbnias azuis que estdo infectadas pelo virus.
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Deste modo, 96 coldnias de ER2738 infectadas com fagos foram selecionadas
aleatoriamente com auxilio de palitos de madeira estéreis e acondicionadas em

placas de 96 orificios contendo 1 mL de meio LB/pogo.

Amplificagao de fagos em Deepwell

Inoculou-se amostras de células coletadas de uma uUnica colonia de
ER2738 em 20 mL de meio LB, incubada sob agitacdo a 37° C por 16 h. Em 120
mL de meio LB (autoclavado e com tetraciclina-1 pL/1 mL) diluiu-se 1 mL da
cultura anterior. Em cada poco (um para cada clone a ser caracterizado) da
deepwell dispensou-se 1 mL da cultura diluida.

Usando palitos de madeira esterilizados, retirou-se colbnias azuis da placa
de Petri (eluato do 3° ciclo) e transferiu-se para um poco da deepwell contendo
cultura diluida. E importante retirar colénias de placas que contenham n&o mais de
100 colbnias aproximadamente, o que assegura que cada colénia contém uma
Unica seqUiéncia de DNA.

A placa deepwell foi vedada com um adesivo préprio e incubada, por 5 h a
37° C. Retirou-se 100 pL de cada pogo transferindo para uma placa de
microtitulagdo Corning Incorporated Costar® 3591, como um backup. Incubou-se a
deepwell nas mesmas condi¢cfes anteriores por mais 8 h.

Centrifugou-se a placa deepwell por 20 min a 3700 rpm, transferindo seu
conteudo para uma outra deepwell estéril, por pipetagem, coletando o maximo de
sobrenadante possivel. Adicionou-se 1/6 do volume em PEG/NaCl incubando-a
por mais 16h a 4° C. Centrifugou-se por 1 h a 3700 rpm. Verteu-se a deepwell
dispensando todo o sobrenadante, secando sobre papel-toalha, que foi trocado
varias vezes para evitar contaminacdo cruzada, e ressuspendeu-se o precipitado
em 200 pL de tampéo PBS 1X.
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Extracdo de DNA de fago em placa deepwell

Os fagos foram crescidos em placas deepweel (1 mL de meio LB por poco)
por 24 h. A placa foi centrifugada por 20 min a 3700 rpm. Foram pipetados 800puL
da amostra para uma placa nova, na qual foi acrescentado 350 pL de PEG/NaCl.
A mistura foi incubada por 20 min a 4°C. A placa f oi novamente centrifugada por
40 mim a 3700 rpm a 4° C e em seguida invertida em papel absorvente. O pellet
foi dissolvido em 100 mL de Tampéo lodeto (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, ImM EDTA,
4 M Nal). A placa foi agitada vigorosamente e depois foram adicionados 250 puL de
etanol 100%. O material foi incubado por 10 min a temperatura ambiente para
precipitar o DNA. A placa foi centrifugada por 40 min a 20° C por 3.700 rpm e o
sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 150 pL de etanol 70%, seguido
de uma rapida centrifugagcdo. O sobrenadante foi descartado e o DNA dissolvido
em 20 pL de H,O ultrapura. A qualidade e quantidade do DNA viral foram

verificadas por eletroforese em gel de agarose 1%.

Determinacao das Sequéncias de DNA

Para determinacédo da sequéncia de DNA foram utilizados 500 ng de DNA
molde, 5 pmol do primer -96 glil (5-°" CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3' -
Biolabs) e Premix (ETDye Terminator Cycle Kit — Amersham Biosciences). A
reacdo de 30 ciclos foi realizada em Termociclador de Placas (MasterCycler -
Eppendorf) nas seguintes condi¢Oes: desnaturacao (95° C por 20 segQ);
anelamento do primer (58° C por 15 seg) e extensao (60° C por 1 min). O DNA
sequenciado foi precipitado com 1 pL de acetato de amobnio e etanol,
homogeneizando a placa com leves batidas. Entdo foram acrescentados 27,5 pL
de etanol absoluto e em seguida, a placa foi centrifugada por 45 min a 4000 rpm e
0 sobrenadante descartado. Adicionou-se 150 pL de etanol 70% ao DNA
precipitado e centrifugou-se por 10 min a 4000 rpm. A solucdo de etanol foi
descartada, a placa permaneceu invertida sobre um papel toalha e nessa posi¢céo

foi submetida a centrifugacdo a 800 rpm durante 1 seg. A placa foi coberta com
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papel aluminio, permanecendo por 5 min para evaporar o etanol remanescente.
Os precipitados resultantes foram ressuspendidos no Tampéao de Diluicdo (ETDye
Terminator Cycle Kit — Amersham Bioscieces).

O sequenciamento foi realizado em sequenciador automatico MegaBace
(Amershan Biosciences).

A Figura 2 mostra o esquema da selecéo de fagos ligantes ao veneno de D.
australis.
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Figura 2: Esquema da selecao de fagos ligantes ao veneno de D. australis.

Bioinformatica

Apoés a determinacao das sequéncias de DNA, as mesmas foram traduzidas

pelo programa DNA2PRO12. Este programa é designado para traducdo de
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sequiéncias de insertos tanto de bibliotecas da New England Biolabs (Ph.D.-12™
or Ph.D.-7™) quanto de outras bibliotecas de interesse que contiverem as
sequéncias inicial e final do vetor, no caso o bacteri6fago M13. O programa,
automaticamente, localiza a posi¢do do inserto, traduz o mesmo e indica qualquer
erro possivel na seqiiéncia (tais como codons inesperados ou erros na sequéncia
préxima (http://relic.bio.anl.gov/dna2prol2.aspx ).

Para o célculo da diversidade e derivacdo padrédo dos aminoacidos em cada
posicao nos peptideos foi empregado o] programa DIVAA
(http://relic.bio.anl.gov/divaa.aspx). O calculo da frequéncia e da diversidade de
aminodacidos dentro da populacdo de peptideos foi realizado pelo programa
AAFREQ (http://relic.bio.anl.gov/aafreqs3.aspx).

A analise de similaridade dos peptideos com proteinas de Insetos, Homo
sapiens e Eschericia coli foi feita utilizando-se o banco BLAST search for short,
nearly exact matches (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nig.gov/blast). Neste trabalho
foam utilizadas apenas as proteinas com mais de 90% de identidade.

As similaridades entre os 21 peptideos selecionados, foram determinadas
utilizando o programa CLUSTAL W versdo 1.83 (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/),
que inclui ainda na analise o pareamento entre os peptideos recombinantes
selecionados.

Para analise de provaveis motivos existentes entre os peptideos utilizou-se

o programa MOTIF2 (https://relic.bio.anl.gov/motif2.aspx).

Dot-blotting

Em membranas de nitrocelulose (Hybond ECL — GE Healthcare) com poros
de 0,45 um, foram adicionados 20 pg de veneno bruto. Apds secagem das
amostras, as membranas foram bloqueadas com leite desnatado 5% diluido em
tampdo TBST 0,5 g.100 mL™* por 1 h a temperatura ambiente, sob agitacdo. Em
seguida, o bloqueio foi trocado, adicionando-se 4 x 10! fagos (clones Dinol a

Dino8) e incubando as membranas por 12 h. Posteriormente, as membranas
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foram lavadas 6 vezes com TBST 0,5 g.100 mL* e incubadas por 1 h com anti-
M13 (Biolabs) ndo marcado, diluido na propor¢cdo de 1:5000 em solucdo de
bloqueio. Apoés ligacao do anticorpo anti-M13, a membrana foi lavada 6 vezes com
tampdo TBST 0,5 g.100 mL™ e incubada com anticorpo anti-comundongo (Sigma)
conjugado com Fosfatase Alcalina, diluido em 1:5000, por 1 h. Apos 6 lavagens
consecutivas com tampao TBST 0,5 g.100 mL™, as membranas foram reveladas
com os substratos NBT/BCIP a temperatura ambiente. A revelacdo foi
interrompida com lavagens da membrana em agua destilada. Todos 0s processos
de incubacéo foram realizados a temperatura ambiente. Como Controle negativo
utilizou-se o fago selvagem (Helper), que ndo apresenta nenhum peptideo
conjugado.

Para a realizagdo do Dot-blotting foram escolhidos oito clones, identificados
como Dinol a Dino8, conforme descritos posteriormente nos resultados. O clone
Dino 1 foi escolhido por apresentar a maior frequéncia, o clone Dino7 por
apresentar o maior grau de informacdo e os outros clones foram escolhidos

aleatoriamente.

Atividade Hemolitica

Foram colocados 78 mL do Meio Agar Sangue Humano preparado de
acordo com protocolo de Géis para Hemdlise Radial (Gutiérrez et al. 1988) em
placa de Petri nivelada. Apos a gelificacdo do meio foram abertos poros de 10 mm
para aplicacdo das amostras conforme Tabela 1. O Controle consistiu na
aplicacdo de 13 ul solucdo Tampéao (PBS). Apds a aplicacdo das amostras, as
placas permaneceram em estufa a 37° C por 12 h. A avaliagdo foi realizada
medindo-se o didmetro dos halos formados com auxilio de paquimetro digital
(Digimess).

Para a realizacdo do teste de atividade hemolitica foram utilizados os
mesmo clones escolhidos para a realizagdo da andlise por dot-blotting.
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Tabela 1: Amostras e respectivas quantidades utilizadas no teste de atividade
hemolitica. C: Controle (Tampao PBS sem veneno); Vi: veneno bruto;

F: Fago; Dinol — Dino8: clones escolhidos aleatoriamente incubados

com veneno.
Amostras Quantidade

C Controle 3L -

Vi Veneno 3uL 3ug

F Fago 10pL 10
Dinol Fago Dinol + veneno 10pL +3pL 10 '+ 3pg
Dino2 Fago Dino2 + veneno 10pL +3pL 10 '+ 3pg
Dino3 Fago Dino3 + veneno 10pL +3pL 10 '+ 3pg
Dino4 Fago Dino4 + veneno 10pL +3pL 10 '+ 3pg
Dino5 Fago Dino5 + veneno 10pL +3pL 10 '+ 3pg
Dino6 Fago Dino6 + veneno 10uL +3pL 10 '+ 3pg
Dino7 Fago Dino7 + veneno 10uL +3pL 10 ™ + 3pg
Dino8 Fago Dino8 + veneno 10uL +3puL 10 ™ + 3pg

Atividade Nucleasica

Para a realizacdo do teste de atividade nucleasica foi utilizado DNA
extraido do fago M13 submetido a diferentes concentracées de veneno bruto (10
Mg, 5 ug, 2,5 ug, 1,25 ug e 0,75 pg). Cada amostra de veneno foi incubada por 30
min com 200 ng de DNA. As amostras foram aplicadas em gel de agarose 1 g.100

mL™, que foi imediatamente submetido & eletroforese submersa (2 h, 150V).
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Teste para inativagdo de particulas de fagos pelov ~ eneno de D. australis

Neste teste, a titulacéo foi realizada para testar a capacidade de inativacao
das particulas de fagos pelo veneno de D. australis. Foram realizados dois
experimentos. No primeiro, foram tituladas somente particulas do fago M13 na
auséncia de veneno, que serviu de Controle. No segundo ensaio, chamado de
“Experimento Teste”, 10 ug de veneno bruto (mesma concentracdo utilizada no
biopanning) foram incubados por 30 min com 10'° particulas do fago M13.
Posteriormente, foram adicionados 50 mM de Tampéao Glicina (pH 2.2), o que
provoca uma mudanca na estrutura de proteinas e, conseqientemente, um
rompimento da interacdo peptideo-proteina.

A bactéria ER2738 foi crescida até DOgyp ~ 0,5 em 10 mL de meio LB.
Foram feitas aliquotas de 3 mL de Agorose Top (0,6 g de LB, 0,03 g de MgCl, e
0,21 g de agarose) em tubo Falcon (1 para cada diluicdo) e os tubos foram
mantidos em banho-maria a 60° C. Em seguida foi fei ta a diluicdo colocando 9 uL
de meio LB (sem bactéria) em microtubos juntamente com 1 puL da amostra (fago
ou fago incubado com veneno) no primeiro tubo. Posteriormente, 1 uL do primeiro
tubo foi transferido para o segundo e assim por diante. Feito a diluicdo, foram
acrescentados 200 pL de meio com bactéria em cada microtubo e incubado por 5
min em temperatura ambiente. O conteddo de cada microtubo contendo a diluicdo
foi tranferidos para o tubo Falcon contendo 3 ml de Agarose Top, misturando
rapidamente e vertendo em placa o0 meio LB solido contendo IPTG/X-gal. As
placas foram incubadas 37° C por 12 h e o numero de colbnias azuis foram

contadas e comparadas nos experimentos Controle e Teste.
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Resultados e Discussao

Este trabalho é pioneiro no estudo do veneno de D. australis. Até o
momento, poucas sao as informagfes disponiveis sobre esta formiga e este
estudo vem contribuir para o conhecimento de alguns aspectos de seu veneno.
Para tal, foi utilizado a técnica de Phage Display com o objetivo de buscar os
provaveis alvos do veneno, tanto em humanos, devido a importancia terapéutica,
como em outros insetos. Portanto, este estudo ganha importancia cientifica por
buscar estudar um organismo ainda pouco explorado e por se tratar da primeira
vez que se faz um biopanning no veneno desta formiga.

Biopanning — Selecao de peptideos

As titulagOes realizadas foram eficientes em todos os ciclos de selecao de
peptideos. No final de cada ciclo de selecdo o eluato (fagos ligados as proteinas
do veneno) e o amplificado foram titulados (Tabela 2). Os titulos de entrada dos
fagos no biopannig foram sempre maiores que os titulos de saida, pois os fagos
com maior afinidade as proteinas do veneno ficam ligados a este pela interacédo
peptideo-proteina e o restante dos fagos com baixa ou sem afinidade s&o lavados
(removidos). Nas amplificagbes ocorre o inverso, indicando a eficiéncia do

processo.

Tabela 2: Selecéo dos fagos com peptideos ligantes a proteinas do veneno de
D. australis. Titulo obtido (pfu) no processo de biopanning.

Numero de particulas de fagos

Ciclos
Entrada Saida
1° Ciclo de selecéo 1,5x10* 4,6x10"
2° Ciclo de selecéo 2,4x10" 7,0x10°
3° Ciclo de selecéo 4,9x10" 1,6x10*
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Observa-se na Tabela 2 uma queda esperada no numero de particulas
virais selecionadas no segundo ciclo de selecéo (7,0x10° pfu), pois a partir dessa
etapa a estringéncia de selecdo foi elevada pelo aumento da concentracdo de
Tween 20 de 0,1 g.100 mL™* para 0,5 g.100 mL™*no tampdo de lavagem. Esse
detergente é classificado como n&o i6nico e tem por finalidade impedir ligacdes
inespecificas, aumentando a eficiéncia de selecdo de fagos especificos de
proteinas do veneno de D.australis.

Durante 3 ciclos consecutivos de biopanning todas as colbnias presentes
nas placas de titulacdo apresentaram coloragdo azulada, indicando a quebra do
substrato X-Gal pela B-galactosidase, induzida pelo IPTG presente nos fagos,
pelas bactérias ER2738.

Determinacado das Sequéncias de DNA e Bioinforméatica

ApOls a terceira etapa de selecdo foi realizada a extracdo do DNA dos
fagos. A analise eletroforética obtida mostrou auséncia de degradacdo e de
contaminantes, permitindo a determinacéo da sequéncia de 96 clones (dado nao
mostrado).

O programa DNA2PRO12, utilizado para traduzir as sequéncias, forneceu
40 peptideos, dos quais foram identificadas 21 sequéncias diferentes.

A Tabela 3 apresenta alguns parametros utilizados para indicacdo do
sucesso de selecdo de cada peptideo, conforme Rodi et al. (2002). Nesta Tabela
sdo apresentadas as sequéncias dos peptideos selecionados apds a terceira
etapa de selecdo, separados de acordo com a biblioteca utilizada (Ph.D.-12 ou
Ph.D.-7), a amplificacdo dos peptideos decorrentes do processo de selecdo em
relacdo a frequiéncia esperada (FE) dos peptideos na biblioteca original, o nimero
provavel de clones independentes dentro da biblioteca (A) e o grau de informacao
de cada peptideo, que foi calculado utilizando o log neperiano da probabilidade de

ocorréncia ao acaso do fago na biblioteca. Quanto maior o grau de informacao,
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melhor o peptideo, ou seja, a selecdo foi mais efetiva e, mais raro ele é na

biblioteca.

Tabela 3: Seqguéncia de aminoacidos, respectivos clones, freqiéncia observada,

frequéncia esperada, amplificacdo dos peptideos e grau de informacéao.

Frequéncia  Frequéncia Amplificacio
Clone Peptideo Observada Randdmica* (FOIFE) [(m)** ) N
(FO) (FE)

Ph.D.-12

Dinol  KVWNLLPPPIVR 10/40(25,0%) 1,62 10" 1,54 10" 38,66 3,2410°
Dino2 QFPPHSPHAPPA  1/40 (2,5%) 4,52 10" 552 10" 42,24 9,0410%
Dino3 HSLKNSMLTVMA  1/40 (2,5%) 1,28 103 1,9310" 2968 2,5710*
Dino4 FPPSQRTAFNDL  2/40 (5,0%) 1,47 10" 3,3810" 43,36 29510
Dino5 TYHYPIWSKPNT  1/40 (2,5%) 2,68 10" 9,3210" 31,25 5,3610°
Dino6  HTLRVDNLHRPL  3/40 (7,5%) 2,94 10 2,5410° 26,55 5,8910°
Dino7  AVPRLLTAMSSP  1/40 (2,5%) 9,74 10 2,56 10"° 48,38 1,94 10"
Dino8 YSLRADSRWMPS  1/40 (2,5%) 6,36 10" 3,92 10° 25,78 1,27 107
Dinol0 QPHKVFFPNLPR  1/40 (2,5%) 4,30 10" 58110% 33,08 8,6010°
Dinoll HSVKRDIVYTAS  3/40 (7,5%) 3,47 10 2,1510% 30,99 6,9510°
Dinol3 KAADTMKAYYHT  1/40 (2,5%) 7,1210% 35010 27,97 1,4210°
Dinol4 KVWALPDQTPRP  1/40 (2,5%) 9,9310% 25110 39,15 1,9810°
Dinol5 GNWWDLLWEVDL 1/40 (2,5%) 1,99 10 1,25 10° 24,64 3,98107
Dinol6 KVWTLDSSKPPS  2/40 (5,0%) 1,67 10 2,9810% 31,72 3,35107°
Dinol7 SFNANTVYVNYL  1/40 (2,5%) 1,0110% 2,45 10° 25,31 2,03107
Dinol8 HHPTPYYMSLSE  1/40 (2,5%) 2,01107° 1,23 10" 36,14 4,0310°
Dino22 NFLTQNFAPNHN  1/40 (2,5%) 2,03 10™% 1,2310%® 33,83 4,0610°
Dino25 ANWNYKFSFGAV  1/40 (2,5%) 1,86 10™"° 1,3310" 2931 3,7310"
Ph.D.-7

Dino34 KLWTIPM 2/40 (5,0%) 5,31 10° 9,40 10° 16,75 1,06 10°
Dino36 KLRTIPM 4/40 (10,0%) 7,41 10° 1,34 10’ 18,72 1,48 10*
Dino40 KAWIIPA 1/40 (2,5%) 2,07 107 1,20 10° 15,39 4,14 10°

*Probabilidade de sequiéncia randomica = freqiiéncia esperada na biblioteca (FE)
**|(m) = grau de informacgao = -In (probalidade de seqiiéncia randdémica)
*** N = nimero provavel de clones independentes na biblioteca = complexidade x FE,
onde complexidade da biblioteca (2 x 10°).

Os dados apresentados na Tabela 3

indicam que o peptideo

KVWNLLPPPIVR foi o mais freqlente e o quinto com maior grau de informacéo.

Isto faz com que este clone seja um dos principais mimotopos selecionados,
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especialmente quando se considera o nimero de clones independentes dentro da
biblioteca, com esta mesma sequiéncia, que eram esperados (3,24 10®). Ainda
em relacdo a este parametro, foram encontrados numeros muito baixos na
biblioteca de 12-mer, o que mostra a eficiéncia da selecdo, pois mesmo com
baixas probabilidades de se obter estes peptideos, eles foram selecionados no
biopanning realizado. Portanto, nota-se que houve um grande enriquecimento de
todos os peptideos selecionados em relacdo a sua frequéncia esperada na
biblioteca de fagos, sugerindo que os fagos sédo especificos para o veneno de D.
australis.

O peptideo AVPRLLTAMSSP foi 0 que apresentou o0 maior grau de
informacédo (48,38). Peptideos que exibem alto grau de informacdo sdo menos
provaveis de ocorrer ao acaso do que aqueles que apresentam baixo nivel de
informacéo (Rodi et al. 2002).

Apesar do presente estudo ter utilizado, em conjunto, duas bibliotecas
lineares (7 e 12-mer) de peptideos recombinantes (New England Biolabs, Ph.D.-
12™ or Ph.D.-7™) durante os ciclos de selecdo, apenas 3 peptideos com 7
residuos foram selecionados (Dino34, Dino36 e Dino40).

Du et al. (2006) utilizando, concomitantemente, as bibliotecas 12-mer e 7-
mer detectaram apenas peptideos com 12 aminoacidos e sugerem que a
biblioteca de PhD-12 apresenta melhor capacidade de propagacédo. Uma possivel
explicacdo é a possibilidade das proteinas mimetizadas apresentarem epitopos ou
motivos com mais de sete residuos. Outra explicacdo é a maior probabilidade de
se encontrar combinag¢des de aminoacidos ou motivos protéicos favoraveis e com
maior afinidade na biblioteca de 12 residuos.

Freschi (2006) utilizando uma mistura de duas bibliotecas lineares (7 e 12-
mer) e uma conformacional (9-mer) de peptideos recombinantes, selecionou
apenas um peptideo com menos de 12 residuos, ndo sendo possivel isolar mais
do que um epitopo conformacional com nove residuos.

Adicionalmente, bibliotecas 12-mers sao relativamente longas e capazes de

se dobrar em elementos estruturais curtos que podem ser Uteis quando a selegéo
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é feita contra alvos que requerem ligantes estruturados (New Englands Biolabs
2007).

O calculo da frequiéncia de cada aminoacido nos peptideos selecionados foi
realizado pelo programa AAFREQ e esta apresentado na Tabela 4. Os
aminoacidos mais frequentes foram alanina (A) estando presente 16 vezes,
leucina (L) aparecendo 20 vezes, prolina (P) 27 vezes e serina (S) com frequiéncia
de 19 vezes.

O fato das bibliotecas serem de peptideos randémicos permite que varios
clones possam compartilhar os mesmos motivos, mas com residuos em posi¢coes
diferentes do peptideo, fazendo com que certos aminoacidos sejam mais
freqlentes apOs a selecdo e sequenciamento. Assim, a alta freqiéncia desses
aminodacidos nas referidas posi¢cdes do peptideo recombinante, pode indicar um
provavel motivo ndo apresentado nos clones selecionados, mas descoberto pela
combinacédo de varias sequéncias (Santos 2006).

Na Tabela 4 foi encontrado um dos possiveis motivos consenso
(KVWKLDFAFPPL) através dos aminoacidos que apresentaram maior freqiéncia.
Este motivo foi utilizado nas subsequentes andlises de similaridade com outras
proteinas. Em humanos os resultados demostraram similaridade com fatores de
transcricAo (zinc-finger e fator nuclear), receptores de hormonios,
Immunoglobulina IgE, receptores de IgE, receptor de prokinecitina, entre outros.
J4 em insetos, este motivo consenso mostrou similaridade com precursor de

proteina amarela de Drosophila e phosphodiesterase 7A.
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Tabela 4: Frequéncia dos aminoacidos individuais dos peptideos expressos nos
fagos selecionados, a frequéncia observada e a frequéncia esperada
dos aminoé&cidos na construcdo da biblioteca realizado pelo AAFREQ.
Em cinza estdo marcados os aminoacidos mais frequentes. Em
vermelho os aminoécidos que apresentaram selecdo negativa e em

verde sele¢do positiva.

Frequéncia Frequéncia
Observada Esperada

AA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Total (%) (%)
A 2 1 1 2 1 00 4 1 0 2 2 16 7,4 6,2
c 00 OO0 OO O0OO0OO0OO0OO0DUO0 0 0 3,1
b 0 OO0 1 1 41 0 0 O0 2 O 9 4,2 3,1
E O 0O 0 0O 0OOO 01 0 0 1 2 0,9 3,1
F 1 3 0 0 0O1 3 0 2 0O O O 10 4,6 3,1
G 1 00 0O OO OO O 1T 0 o 2 0,9 6,2
H 4 1 2 0 1 0 0 1 1 0 2 O 12 5,6 3,1
Il 0O 0 0O 0O O1 1 0 0 1 0 O 3 14 3,1
K 4 0 0 3 011 0 2 0 0 O 11 51 3,1
L 0 0 4 0 4 3 1 2 0 2 0 4 20 9,3 9,4
M 0O O 0O 0 01 1 1 1 1 1 O 6 2,8 3,1
N 1 2 1 2 2 1 1 0 1 3 1 1 16 7,4 3,1
P 0 2 4 1 2 1 2 2 2 4 5 2 27 1,3 6,2
Q 2 00 0 200 1 0 0 0 o 5 2,3 6,2
R 0 00 3 1 101 0 1 1 2 10 4.7 9,4
s 1.3 01 0 22 3 1 1 2 3 19 8,8 9,4
T 1 1 0 3 1 1 2 0 2 1 0 2 14 6,5 6,2
vV 0 4 1 0 2 01 1 1 2 1 1 14 6,5 6,2
w o0 05 1 0 01 1 1 0 0 O 9 4,2 3,1
Yy 1 1 0 1 1 11 1 2 1 1 O 11 5,1 3,1

Sequéncia
K vVwWIKULDVFATFP P L consenso

A Tabela 4 apresenta, também, a comparacéo entre a frequiéncia dos vinte
aminoacidos presentes na populacdo de peptideos ligantes e a frequéncia

esperada dos aminoacidos na biblioteca original.
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Observa-se que a selecédo foi eficiente principalmente pelos aminoacidos
cisteina (C), glutamato (E), glicina (G), prolina (P), glutamina (Q) e arginina (R),
gue foram selecionados negativamente, apresentando freqtiéncia bem abaixo do
esperado e pela selecdo positiva dos aminoéacidos histidina (H), lisina (K) e
asparagina (N), que apresentaram frequéncia acima do esperado.

Na populagdo de peptideos selecionados foi observada a auséncia de
residuos de cisteina. Uma causa provavel é a interferéncia no processo infectivo
do fago na bactéria, pois, de acordo com Rodi et al. (2002), residuos de cisteina
ndo pareados (que ndo formam ponte dissulfeto) presentes no peptideo
recombinante podem formar pontes dissulfeto com os quatro residuos de cisteina
localizados no dominio D1 da plll do fago e desta forma diminuir a infectividade do
fago. Assim, peptideos com cisteina sdo menos freqlentes na populagao
selecionada, fato que compromete o0 mapeamento de epitopos e isolamento de
mimetopos de proteinas ricas em cisteina. Os aminoécidos Arginina e Cisteina,
gue apresentaram selecdo negativa neste estudo, atuam na secrecéo da proteina
plll e podem interferir na infectividade dos fagos. Consequentemente, clones com
peptideos contendo estes aminoacidos podem ser menos freqientes durante a
selecao (Noren e Noren 2001).

DIVAA é uma medida quantitativa de diversidade de sucessdo dos
aminoacidos e gera hipoéteses relativas a contribuicdo de residuos individuais para
as relacdes funcionais e evolutivas entre proteinas.

A Figura 3 apresenta um grafico gerado pelo programa DIVAA, que calcula
a diversidade de aminoacidos em cada uma das 12 posi¢cdes nos peptideos e a
derivacdo padrédo, mostrando as posicdes onde ocorreu a maior diversidade de
aminodacidos. Para a construcdo deste grafico foram utilizados apenas peptideos
de 12 aminoacidos. O gréafico mostra que da posicdo 5 até a 6 houve a maior
diversidade de aminoéacidos, ultapassando 0,7, enquanto que na posicdo 3 a

diversidade foi reduzida, ficando abaixo de 0,3.
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Figura 3: Gréfico gerado pelo programa DIVAA que mede a diversidade na
sucessao dos 12 aminoacidos em cada posicdo nos peptideos, sendo
gue cada 0,5 ponto representa um aminoacido e o primeiro aminoacido
encontra-se no ponto 1.

O resultado da busca no banco de dados BLAST (short, nearly exact
matches) é mostrada na Tabela 5 que, também, apresenta as seqiéncias dos
peptideos selecionados, o nUmero de acesso e o provavel alvo. Sabe-se que as
formigas da subfamilia Ponerinae sdo, geralmente, predadoras e possuem ferrao
funcional, com o qual submetem as presas (Caetano et al. 2002), particularmente
insetos. Devido a esta informacao, a analise de similaridade com outras proteinas
realizada pelo BLAST foi feita contra proteinas de insetos.
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O estudo da composicao protéica do veneno de himendpteros € de grande
interesse, por desencadear reacgdes alérgicas sérias em humanos (Hoffman 1996).
As espécies de formiga do género Dinoponera pertencem a um grupo de formigas
de interesse meédico. Haddad Junior et al. (2005), relataram os aspectos clinicos
do envenenamento pela D. gigantea, apds acidente causado pela picada dessa
formiga observando edema, eritema e dor excruciante. A evolugdo do
envenenamento cursou com fendbmenos sistémicos imediatos, como sudorese fria,
nauseas, vomitos, mal estar, taquicardia e linfadenopatia. Apos 3 h, a dor intensa
persistia e a vitima apresentou um episédio de hematoquesia. O uso de
medicamentos analgésicos, agua quente e gelo ndo melhorou a dor, que
arrefeceu em 8h, tendo permanecido por cerca de 24 h.

Com base nas informagbes anteriores, realizou-se o mesmo procedimento
de busca por similaridade com proteinas de Homo sapiens e os provaveis alvos
também sdo apresentados na Tabela 5.

O programa MOTIF2 identifica pequenos motivos descontinuos dentro da
populacéo de peptideos. A Tabela 6 mostra alguns dos motivos encontrados e que
apresentaram similaridade com outras proteinas no banco de dados BLAST. Nela
estdo apresentados as proteinas, 0 nUmero de acesso e 0s provaveis alvos, tanto
em humanos, devido aos acidentes causados por sua picada, quanto em insetos,

por serem as provaveis presas da formiga D. australis.
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Tabela 5: Anélise de bioinformatica dos peptideos selecionados por Phage Display em veneno de D. australis

contra proteinas de Humanos e Insetos.

Clones Peptideos Acesso Alvos potenciais em Humanos Acesso Alvos potenciais em Insetos
. Canal de cloro — ativado por Citoc romo oxidasg )
Dinol KVWNLLPPPIVR AAI13690 P o AAL38546  subunidade Il [Chaitophorus
célcio, membro 4 da familia. -
saliniger].
Dino2 QFPPHSPHAPPA  NP_149104 Proteina zinc finger 628 AAA28543.1 Receptor de esteroide
Proteina OR7A5 — receptor
Dino3 HSLKNSMLTVMA AAK95027  transmembranico (familia da EAT39078.1 Proteina vacuolar
rodopsina).
Fator de splicing — rico em Receptor de serotonina -
Dino4 FPPSQRTAFNDL AAH43353 oy plicing NP_524599.1 receptor 7 CG12073-PA
arginina/serina )
[Drosophila melanogaster]
DiNo5  TYHYPIWSKPNT ABH09189 _Receptor de estrogénio beta AAQ96728.1 Negrotran.sm|ssor GABA 1B
isoforma 4 [Apis mellifera]
Proteina ativadora de Rho
Dino6 HTLRVDNLHRPL AAI04899 GTPase - Rho/Rac/similar a EAT48228.1 Caderina [Aedes aegypti]
Cdc42.
Proteina ativadora de
Dino7 AVPRLLTAMSSP NP_149104 Proteina zinc finger 628 EAT42639.1 synaptic ras gtpase - syngap

[Aedes aegypti]
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Dino8 YSLRADSRWMPS

Dino10

Dinol11l

Dino13

Dinol14

QPHKVFFPNLPR

HSVKRDIVYTAS

KAADTMKAYYHT

KVWALPDQTPRP

NP_000706

XP_001129005

AAH65258

NP_005168

NP_001398

Componente 4 do sistema
complemento — proteina
ligante alpha - regido
extracellular; processo de
ativacdo do complemento, via
classica; resposta inata do
sistema imune.

Similar a miosina VlIb - estao
relacionadas com funcdes do
sistema sensorial como a viséo e
audicao.

AAN34672

RNA helicase superfamilia Il -
replicacéo, recombinacéo e
reparo do DNA.

AAA85449

ATPase envolvida no
transporte deH+, subunidade
a, isoforma 1, lisossomal VO -
sédo bombas de prétons que
acidificam os compartimentos
intracelulares em células de
eucariotos, como exemplo as
vesiculas sinapticas.

AAR17699

Caderinas — sdo glicoproteinas
envolvidas na sinalizacdo de
adeséo celular, mediado por
Caz2+, proliferacédo, diferenciacéo
e migracao.

A56081

EAT45826.1

Receptor 7 de glutamato
(ampa) [Aedes aegypti]

Xantine desidrogenase
[Drosophila mulleri] - cataliza
a reacdo de oxidacao de
hipoxantine e xantine para
acido drico.

Receptor muscarinico de
acetilcolina - receptor
transembréanico.

Neuropeptideo de ativacédo da
biossintese de horménio-
feroménio diapause -
neuropeptideo com atividade
hormonal, neuropeptideo de
sinalizacao e biossintese de
feromonio.

Receptor de insulina
(Drosophila melanogaster).
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Dino15

Dino16

Dino17

Dino18

Dino22

Dino25

GNWWDLLWEVDL

KVWTLDSSKPPS

SFNANTVYVNYL

HHPTPYYMSLSE

NFLTQNFAPNHN

ANWNYKFSFGAV

AAIO3955

NP_004757

AAAG60104

NP_005248

NP_849144

AAA82670

Fator de transcricdo Sp6

Poteina do complexo de
revestimento - estdo envolvidas
no revestimento de vesiculas e
sdo essenciais para o trafico
entre o reticulo endoplasmatico e
o Complexo de Golgi.

Piruvato kinase (PK) — enzima
alostérica que regula a glicdlise.

Protina 6 ligante a GATA - zinc
finger, ligacé@o especifica a
sequéncia promotora do DNA
[ATIGATA[AG].

Membro 10 da superfamilia de
immunoglobulina— membros
sdo componentes das moléculas
de adesao das células neurais
(N-CAM L1), Fasciclina Il.

T-cell receptor alpha -
membros da subfamilia IGv s&o
componentes de
immunoglobulinas e receptors de
células-T.

AAM13691

CAC94468

EAT42518

AAX78396

EAT41982

AAD40864

Aminopeptidase N [Manduca
sexta] - envolvida no transporte
de aminoacidos e metabolismo.

Fator de transcricdo
[Tribolium castaneum].

Receptor beta adrenérgico
[Aedes aegypti] - receptor
transmembranico.

Variante DMIH-A1B2C2 do
canal de ion
(hiperpolarizacao/ativacao)
[Drosophila melanogaster] -
transporte de ions.

Fator de transcricdo GATA
(GATADb) [Aedes aegypti] -
zinc finger, ligacdo especifica a
sequéncia promotora do DNA
[ATIGATA[AG].

Citocromo c oxidase
subunidade | [Rhygoplitis
terminalis ].
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Dino34

Dino36

Dino40

KLWTIPM

KLRTIPM

KAWIIPA

BAD96383

AAR32392

NP_066003

Oligodendracito - mielina,

glicoproteina variante EAT46224

Regido variavel da cadeia
pesada da Immunoglobulina —
membros da subfamilia IGc séo
componentes de
immunoglobulinas, receptors de
céulas-T, glicoproteinas da EAT41579
superficie de células CD1,
glicoproteinas secretoras A/C e
complexo de
Histocompatibilidade (MHC)
classe I/l

Receptor potencial de canal de
cations - subfamilia M, membro
3 isoforma a; proteina
transportadora de ion. Esta
familia contém canais de sédio,
potassio e célcio.

AAV51845

Transporte de aminoéacido
catibnico [Aedes aegypti].

Receptor de peptideo atrial
natriurético [Aedes aegypti]

Citocromo oxidase
subunidade Il [Leptothorax
acervorum]

44



Tabela 6: Andlise de Bioinformatica dos motivos encontrados pelo programa MOTIF2 contra proteinas de Humanos e Insetos. Em

colorido os motivos.

Peptideos Motivos Acesso Alvos Potenciais em Humanos Acesso Alvos Potenciais em Insetos
Receptor de glutamato, ionotré6 pico, N -
methyl-D-aspartato 3B - canal de ion. ld — |
Esta familia inclui as quatro regiées Canal de potassio vo tagem
EAWG9576 A EAT48752 dependente [Aedes aegypti] -
transmembranicas dos receptores . :
. L proteina transportadora de ions.
ionotrépicos de glutamato e dos receptors
KVWNLLPPPIVR KVWXL de NMDA.
KVWALPDQTPRP Receptor 2 de prokineticina, receptor
KVWTLDSSKPPS transmembranico - as prokineticinas séo Citocromo P450 CYP4D36 [Musca
proteinas secretedas que podem promover domestica ] - envolvido no
EAX10422 o angiogénesis e induzir a contragao ABG34550 metabolismo secundario,
gastrointestinal. E uma proteina integral de biossintese, transporte e
membrana e um receptor acoplado a catabolismo.
proteina G.
Citocromo b [Axarus sp.
EAX09935 Zinc finger protgnj 294, isoform CRA _a - ABG38133 yarvestrls] -éa subunldf_zlde Pcl do
fator de transcricéo. citocromo, enzima da respiracao
mitocondrial.
KVWNLLPPPIVR . .
GNWWDLLWEVDL WXLL Atractina, isoforma CRA_b- éuma VacuoIaE)r ATP sintase subunidade
roteina secretada envolvida com as B [I?aom yx _morl] ) est_a A"I_'Pase
EAX10531 br . ABK97410 esta envolvida com a hidrélise de
células imunes e aglomera-se durante as ~ .
; b ATP, para a formacéo do gradiente
respostas inflamatorias. de Hx+
Canal de célcio voltagem -dependente,
alpha 1, subunidade, isoforma CRA e - Phd finger - fator de transcricdo
EAW60349 controla a entrada rapida de Ca(2+) e esta EAT49004 [Aedes aegypti].
WTIPM ) A -
RTIPM KLXTIPM envolvido na small’zagao elétrica e ceIuIar.,
Receptor de proteina G (GPR112) - esta Proteinase 12 da hemolinfa
AA085093  envolvido com mecanismos de sinais de AAV91010

traducao.

[Manduca sexta].
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Os alinhamentos das seqliéncias peptidicas com o banco de dados dos
GeneBank pelo BLAST nao encontraram homologias perfeitas. Varios autores
relatam a falta de homologia perfeita dos peptideos selecionados com as
proteinas anotadas (Santamaria et al. 2001; Hu et al. 2006; DU et al. 2006;
Freschi 2006; Vieira 2006). Isso pode ser explicado pelo fato da selecdo dos
fagos ser direcionada para aminoécidos que néo dificultem a infectividade do
fago durante a replicacdo, o que diminui o numero de particulas virais durante
as amplificacGes, havendo substituicdo desses aminoacidos por outros com as
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes. Dybwad et al. (2003) mesmo né&o
encontrando homologia perfeita, sugerem possiveis proteinas alvo
apresentadas nos alinhamentos com similaridade significativa aos seus
peptideos.

Neste estudo alvos potenciais s&o apresentados a partir de similaridades
significativas entre os peptideos e sequéncias protéicas de Homo sapiens
anotadas no GeneBank. Foram identificadas similaridades entre proteinas do
sistema imune, sistema complemento (Dino8), regides variaveis de
imunoglobulinas (Dino22 e Dino36) que podem estar relacionadas com a
resposta imune ao veneno, ativadores de GTPase (Dino6), receptores celulares
(Dino5, Dino25 e Dino40), proteinas relacionadas a regulacdo génica e
transcricéo (Dino2, Dino7 e Dinol5) e proteinas relacionadas com filamento de
miosina (Dino10) entre outras.

Analisando similaridade entre os peptideos e as seqliéncias protéicas de
insetos foram encontradas similaridades com citocromo oxidase (Dinol, Dino25
e Dino40), receptores celulares (Dino2, Dino4, Dino8, Dinoll, Dinol4, Dinol7
e Dino36), fatores de transcricdo (Dinol6 e Dino22), neurotransmissor GABA
(Dino5), canal de ion (Dinol18), entre outros.

As analises de similaridade dos motivos selecionados pelo MOTIF2 pelo
BLAST encontraram como provaveis alvos em humanos: receptores celulares
(KVWxL), fator de transcricio e proteinas relacionadas a processos
inflamatorios (WxLL), canal de calcio e receptor de proteina G (KLxTIPM). Ja
em insetos, a analise apontou como possiveis alvos canal de potassio e
citocromo P450 (KVWXL), citocromo b e ATPase (WxLL), fator de transcricdo e
proteinase (KLxTIPM).
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As sequéncias protéicas dos peptideos selecionados foram alinhadas

entre si pelo programa CLUSTAL W (v. 1.83) conforme mostra Figura 4. Foram

observados poucos motivos significantes entre os peptideos (KVWXxL, KxxxIP,
FPP, HSxK, LRxDxxxxP). O motivo KVWxL também foi obtido pelo programa

MOTIF2 e analisado pelo BLAST, sendo os dados j& mostrados na Tabela 6.

Dos peptideos Dino10 ao Dino5 ndo houve formagéo de motivos relevantes pelo

programa.

nol4
nol
nole6

no34
no36
no40

no2
no4

no3
noll

0000000 OO OO OO OO0 U000

ABPDQTPRP
g LPPPI VR
DSSKPPS

KLW'I PM
KLRTI PM
KAW | PA

QFPPHSPHAPPA-
- FPPSQRTAFNDL

LENSM_TVNVA
RDI VYTAS

HTLRVDNLHRPL
YSLRADSRWWPS

QPHKVFFPNLPR
GNWADL LVWEVDL
AVPRLLTAMSSP
NFLTQNFAPNHN
SENANTVYVNYL
KAADTMKAYYHT
ANVWYKFSFGAV
HHPTPYYMSL SE
TYHYPI WBKPNT

12
12
12

7
7
7

12
12

12
12

12
12

12
12
12
12
12
12
12
12
12

Figura 4: Alinhamento dos 21 peptideos selecionados pelo programa

CLUSTAL W (v. 1.83). Os motivos alinhados estdo marcados em

colorido. Os peptideos sem marcas coloridas ndo apresentaram

alinhamentos satisfatorios.

47



Barbosa (2005) observou que o veneno de D. australis age na reducao
do crescimento das bactérias Escherichia coli. Orivel et al. (2001), estudando
as propriedades do veneno de Pachycondyla goeldii (Hymenoptera, Ponerinae)
sugeriram que esta formiga utiliza seu veneno na captura de presas e como
protecdo contra microorganismos no ninho. Os resultados obtidos por Barbosa
(2005) apresentam dados semelhantes e sugerem que D. australis utiliza seu
veneno para os mesmos fins, tendo em vista que é também uma espécie
predadora.

As drogas antimicrobianas podem agir na inibicdo da sintese da parede
celular e de proteinas, bem como na sintese dos &cidos nucléicos e dos
metabolitos essenciais. Podem ainda causar danos a membrana plasmatica
atingindo-a especificamente ou indiretamente, pela lesédo da parede celular e
sua consequente exposicdo. Antibidticos polipeptidicos que agem na
membrana plasméatica promovem mudancas na permeabilidade da mesma que
resultam na perda de metabdlitos importantes da célula do microorganismo
(Tortora et al. 2002). Em estudo realizado com fragmentos sintéticos de
melitina, observou-se que este peptideo antimicrobiano exerceu esta atividade
permeabilizando a membrana plasmaética de bactérias E. coli (Subbalakshmi et
al. 1999).

Sabendo que o veneno de D. australis tem agao antimicrobiana,
realizou-se andlise de similaridade pelo programa BLAST com proteinas de
Escherichia coli. Os resultados obtidos mostraram similaridade com ligantes a
penicilina, proteinas de transporte, reguladores de transcricdo, proteinas ABC,
entre outras.

A familia das proteinas ABC (ATP-Binding Cassete) compreende uma
classe diversa de proteinas de membrana relacionadas com o transporte, que
hidrolisam o ATP para translocar soluto entre as membranas biolégicas. Os
membros dessa familia ndo estdo envolvidos somente na endocitose de
nutrientes, mas fazem parte de uma variedade de processos biolégicos como:
transducéo de sinal, secrecdo de proteinas, resisténcia a drogas, apresentacao
de antigeno, patogénese e esporulagdo em bactérias (para revisdo veja
Schneider e Hunke 1998). As proteinas ABC Transporte sdo compostas por
duas partes: dois dominios integrais de membrana que cruzam seis vezes a

membrana e dois dominios de hidrélise do ATP (Higgins 1992).
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Dot-blotting

A analise por ensaios de Dot-blotting permitiu uma abordagem rapida da
eficiéncia de selecéo e especificidade dos clones ao veneno de D. australis.
Apos o isolamento e amplificacdo dos clones de fagos, estes foram incubados
com veneno bruto de D. australis aplicados em membranas individuais (Figura
5). Neste teste, todos os clones mostraram reatividade e ndo apresentaram
reatividade frente ao fago selvagem (Helper), o qual ndo apresenta inserto,

utilizado como controle negativo da reacao.

Figura 5: Analise por dot-blotting da expressdo do ligante ao veneno de D.
australis. a: Dinol; b:Dino2; c: Dino3; d: Dino4; e: Dino5; f: Dino6; g:
Dino7; h: Dino8; i: Controle negativo; j: Controle positivo da reacéo

(fago helper impresso na membrana e incubado com um dos clones).

Atividade Hemolitica

O veneno de D. australis apresentou atividade hemolitica (Tabela 7).
Esses dados estdo de acordo com trabalhos realizados com venenos de
formigas e de outros himenoOpteros. Cologna (2005) testou diferentes
concentracdes de veneno de D. australis e verificou que a concentracao de 30
Hg (a mesma utilizada neste estudo) foi a que demonstrou melhores resultados.

Essa autora reforcou a idéia da presenca da enzima fosfolipase no veneno de
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D. australis sugerindo ainda a presenca de componentes semelhantes a
melitina.

Orivel et al. (2001) testaram a atividade hemolitica de 10 peptideos do
veneno total de Pachycondyla goeldii, uma formiga predadora da subfamilia
Ponerinae, contra eritrocitos de ovelha e cavalo. Foram identificados peptideos
denominados ponericinas, 0s quais possuem sequéncia similar a melitina, um
peptideo de acdo hemolitica presente principalmente em veneno de abelhas.
Os resultados mostraram que o0 veneno total desta formiga tem atividade
hemolitica para ambos os eritrécitos. Também testando o potencial hemolitico,
Inagaki et al. (2004), verificaram lise de eritr6citos humanos quando
submetidos ao veneno de Myrmecia pilosula.

Uma das principais enzimas presentes em veneno da maioria de
himendpteros € a fosfolipase A, que pode ser responsavel por muitas reacdes
farmacoldgicas indiretas (Schmidt 1982). Véarios estudos demonstraram a acao
sinérgica da fosfolipase A, com a melitina nos processos de lise de eritrocitos
de mamiferos sendo que esta agiria facilitando a exposicéo dos fosfolipidios de
membrana ao sitio catalitico da fosfolipase A, (Watala e Kowalczyk 1990).

Os resultados do teste de inibicdo da atividade hemolitica dos fagos
selecionados conjugados com veneno de D. australis (Tabela 7) demonstraram
que todas as amostras de fago conjugado com veneno apresentaram halos
hemoliticos, indicando a presenca de atividade hemolitica no veneno.

Nota-se que nao houve diferenca entre as amostras que continham fago
conjugado com veneno e as amostras que continham apenas fago. Também
nao houve diferenca no diametro dos halos entres os fagos utilizados no teste.

Os fagos estdo mimetizando os provaveis ligantes naturais ao veneno.
Os resultados sugerem que nenhum desses peptideos estaria influenciando na
acao desse veneno nas condi¢des nas quais o teste foi realizado.
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Tabela 7: Resultados obtidos no teste de inibicdo da atividade hemolitica dos
fagos conjugados com veneno de D. australis. C: Controle (Tampéao
PBS sem veneno); Vi: veneno bruto; F: Fago; Dinol — Dino8:

clones incubados com veneno).

Diametro
Halo
Amostras Quantidade _ do halo
hemolitico

(mm)

C Controle 3L - Ndo  ---—---

F Fago 10pL 10 Ndao -

V1 Veneno 3uL 3ug Sim 12,71
peptideo 2A +

Dinol veneno 10pL + 3L 10 ™ + 3pg Sim 12,55
peptideo 5A +

Dino2 veneno 10pL +3uL 10+ 3pg Sim 13,53
peptideo 3C +

Dino3 veneno 10pL +3uL 10+ 3pg Sim 12,69
peptideo 6C +

Dino4 veneno 10 uL +3pL 10 M+ 3pg Sim 13,75
peptideo 3D +

Dino5 veneno 10pL +3uL 10+ 3pg Sim 13,67
peptideo 6F +

Dino6 veneno 10pL + 3pL 10 + 3pg Sim 13,13
peptideo 1G +

Dino7 veneno 10pL +3uL 10+ 3ug Sim 13,53
peptideo 3G +

Dino8 veneno 10pL + 3pL 10 * + 3ug Sim 13,75
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Atividade Nucleasica

O teste de atividade nucleasica (Figura 6), que utilizou DNA extraido de
fago M13 como Controle, mostrou que nas concentracdes de 10 pg e 5 ug de
veneno, a banda de DNA desapareceu, porém, ndo se detecta rastro que
indique degradacdo da molécula. Sugere-se que exista um excesso de proteina
que conjugada ao DNA impede que este penetre na malha do gel. Na
concentracdo de 2,5ug de veneno nota-se um rastro que pode estar
relacionado a degradacdo de DNA e nas concentracdes de 1,25ug e 0,75ug, o
veneno nao exerceu atividade sobre o DNA, que se manteve inalterado,

semelhante ao Controle.

Figura 6: Atividade nucleasica do veneno de D. autralis. 1: 200 ng de DNA de
fago M13, Controle. 2: 200ng DNA de fago M13 incubado com 10ug
veneno de D. autralis. 3: 200ng DNA de fago M13 incubado com 5ug
veneno de D. autralis. 4: 200ng DNA de fago M13 incubado com
2,5ug veneno de D. autralis. 5: 200ng DNA de fago M13 incubado
com 1,25ug veneno de D. autralis. 6: 200ng DNA de fago M13
incubado com 0,75ug veneno de D. autralis. Gel de agarose 1%

corado com brometo de etideo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Izidoro et al. (2006) que
testando a atividade nucleasica de L-amino acid oxidase (LAAO) isolada do
veneno de Bothrops pirajai em DNA de fago M13, mostraram que em

concentracdes de 5, 10 e 20ug ocorre a degradacao do DNA.
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Inativacao de particulas de fago pelo veneno de  D. australis

Neste teste, a titulacdo foi realizada para testar a capacidade de
inativacdo das particulas de fago pelo veneno de D. australis. Os resultados
indicam que na concentragcdo de 10 pug de veneno bruto (mesma concentracao
utilizada no biopanning), o mesmo nao foi capaz de inativar as particulas de
fago, ja que se encontram coldnias azuis em quantidades semelhantes tanto no
experimento Controle, que titulou apenas fago, como no experimento Teste que
titulou fago conjugado com veneno. Estes resultados confirmam a eficiéncia do
biopanning, jA que demostram que o veneno nao teve atividade de inativacéo
sobre os fagos.

A presente investigacao teve successo na identificacdo de peptideos de
interesse, ligantes especificos ao veneno de D. australis por Phage Display, os
quais podem ser moléculas-alvo importantes para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas. Este trabalho contribuiu com informacfes sobre a
formiga D. australis, fornecendo informacfes sobre seu veneno. Contribuiu,
ainda, com subsidios para que outros trabalhos complementares sejam

realizados com o intuito de aprofundar os dados aqui obtidos.
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A selecéo e identificacdo de peptideos ligantes ao veneno de D. australis

por meio de Phage Display revelaram que:

. A técnica de Phage Display foi eficiente para a caracterizacao de
peptideos ligante ao veneno de D. australis, identificando trés
motivos protéicos frequientes: KVWxL, WxXLL e KLXTIPM.

. O peptideo KVWNLLPPPIVR foi 0 mais freqlente e o quinto com
maior grau de informacdo e o peptideo AVPRLLTAMSSP foi o
gue apresentou o maior grau de informacdo, embora todos os
clones selecionados tenham apresentado reatividade especifica
ao veneno.

. Nenhum dos peptideos selecionados influenciou na atividade
hemolitica do veneno.

. O teste de atividade nucleasica mostrou que a concentracdo de
2,5 pug de veneno pode provocar degradacdo na molécula de
DNA.

. O teste de inativacdo de particulas de fago pelo veneno de D.
australis demonstrou que a concentracdo de 10 pug de veneno
bruto, a mesma usada no processo de selecdo, ndo foi capaz de

inativar as particulas de fago.
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