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RESUMO

SANTOS, Pollyanna Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2014.
Componentes Quimicos e Atividade Biolégica do Veneno deachycondyla striata F.

Smith (Formicidae: Ponerinae).Orientador: José Eduardo Serrdo. Co-orientadores: Dihego
de Oliveira Azevedo e Maria Cristina Baracat-Pereira

O veneno produzido por formigas é um recurso rico em moléculas bioativas com importancia
farmacoldgica. O reservatério da glandula de venenBadfycondyla striatdoi analisado
quimicamente usando técnicas de eletroforese bidimensional, HPLC e GC, seguido de
andlises de espectrometria de massas do tipo Maldi-TOF-TOF e ESI-TOF-TOF e técnica de
sequenciamento “de Nnov@ assistida por software. O veneno de P. striata foi composto
principalmente por proteinas, peptideos e hidrocarbonetos. Trinta e oito proteinas/peptideos e
48 compostos nao-proteicos, foram encontrados compondo o venéhctlata Entre as
proteinas identificadas estdo proteinas classicas de veneno (fosfolipase A, hialuronidase e
aminopeptidase N), proteinas alergénicas (diferentes alérgenos de veneno) e peptideos com
atividade biolégica comprovada (buforina, dinoponeratoxina Da- 1837, U10- ctenitoxina Pnla

e sarafotoxina). Entre os compostos nao-proteicos, estao principalmente os hidrocarbonetos
de cadeia longa (C19-C36). A atividade antimicrobiana do veneno foi testada e para isso o
veneno foi purificado em HPLC por fase-reversa e por troca ibnica. Cinco fracdes oriundas do
fracionamento por fase reversa apresentaram elevada atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, mas apenas a proteina analgesina 2, com atividade
antimicrobiana comprovada, foi identificada em uma das fragbes. Para avaliar a atividade
neurobiolégica e anticonvulsivante do veneno, o veneno bruto e desnaturRadsirdgaem
diferentes concentracdes (25, 100 e 250 mg/mL) foi injetado intracerebroventricular em
camundongos e o comportamento dos camundongos avaliado. Diferengas significativas foram
observadas nos comportamentos de imobilidade e exploragdo dos camundongos tratados com
veneno bruto na concentracdo de 250 mg/mL. Entretanto o vendpostigata foi pouco

eficiente como anticonvulsivo.



ABSTRACT

SANTOS, Pollyanna Pereira. D.Sc. Universidade Federal de Vicosa, MarchQ@&idical
Components and Biological Activity of Venom Pachycondyla striata F. Smith
(Formicidae: Ponerinae).Adviser: José Eduardo Serrdo. Co-Advisers: Dihego de Oliveira
Azevedo and Maria Cristina Baracat-Pereira

The venom produced by ants has been reported as a rich source of bioactive molecules with
possible pharmacological importance. The reservoir of the venom glaRdcbiycondyla
striata was chemically analyzed with two-dimensional electrophoresis, HPLC and GC,
followed by mass spectrometry analyses of the type Maldi-TOF-TOF and ESI-TOF-TOF and
"de novo" sequencing assisted by software. The venom was composed primarily for proteins,
peptides and hydrocarbons. Thirty-eight proteins/peptides and 48 non-protein compounds
were foundin the venom ofP. striata Whithin the identified proteins there are classic
proteins from venom (phospholipase A, hyaluronidase and aminopeptidase N), allergenic
proteins (allergens of venom) and peptides with biological activity (buforin, dinoponeratoxin
Da1837, U10-ctenitoxin Pnla and sarafotoxin). Mainly long chain hydrocarbons (C19 - C36)
were found among non-protein compounds. The antimicrobial activity of the venom was
tested from venom purified by reversed-phase and ion exchange HPLC. Five fractions derived
from the fractionation by reverse phase showed high antimicrobial activity against gram-
positive and gram-negative bacteria, but only analgesine 2, with reported antimicrobial
activity, was identified in one of the fractions. To assess the neurobiological and
anticonvulsant activity of the venom, the crude and denatured venBrrstriatain different
concentrations (25, 100 and 250 mg / mL) was injected intracerebroventricularly in the mice
and the behavior of the mice were evaluated. Significant differences were found in the
immobility and exploration behaviors of the mice treated with crude venom concentration of

250 mg/mL. The venom @. striatawas ineffective as an anticonvulsant agent.



INTRODUCAO

A evolucédo do aparato de ferrdo e das secre¢des venenosas, como meio de defesa ou
de predacdo, € uma conquista biolégica importante entre os animais. O veneno no reino
animal pode ser amplamente definido como uma secre¢do produzida por glandulas
especializadas que, quando injetada em um organismo alvo, € capaz de alterar ou interromper
processos fisioldgicos ou bioquimicos normais, de modo a facilitar a alimentacéo ou a defesa
do animal que o produziu (Casewell et al, 2013).

No reino animal, o veneno tem varias funcdes, e entre as principiisaedtfesa
contra predadores a captura de presas. Muitos dos venenos das mais diversas espécies
animais sao misturasomplexas de componentes bioativos, 0s quais proteinas e peptideos
(comumente referidas como toxinas), sais e componentes organicos como aminoacidos e
neurotransmissores, sendo que na maioria das espécies venenosas, 0S componentes proteicc
sédo normalmente os mais abundantes (Casewell et al, 2013).

O veneno surgiu em diferentes momergtinshagens da histéria evolutiva (Casewell
et al, 2013), e atualmente esta limitadalguns grupos animais (Escoubas et al, 2008). Nos
vertebrados, € possivel ser encontrado em algumas espécies de répteis como serpentes ¢
lagartose em algumas espécies de peixes e mamiferos. Nos invertebrados, estdo presentes em
espécies de cnidagpalgumas familias de moluscos, e em diversas espécies de artrépodes
(Escoubas et al, 2008).

Entre os invertebrados, diferentes organismos apresentam aparatos de veneno tanto
quanto ou até mais eficientes que os encontrados em algumas espécies de vertebrados. E c
caso de aranhas, escorpides e alguns insetos, particularmente os Hymenoptera (Escoubas et al
2008).

Nos himenopteros, o aparato de veneno € originado a partir de modificacdes do
ovipositor de fémeas dos nao-aculeato (Grimaldi & Engel, 2005). O aparato do ferréo e, em
especial, as suas secrecdes venenosas estdo entre as principais conquistas biolégicas dess
grupo de insetos.

Localizado na regido terminal do abdome, o aparato de ferréo € similar entre os
himendpteros (abelhas, vespas e formigas) (Figura 1). Na fofaigaycondyla striatal-.

Smith (1858) o aparato de ferrdo € composto por: ferrdo propriamente dito; um reservatorio
em forma de saco que armazena o0 veneno, uma por¢ao secretora formada por uma glandula

tubular filamentosa que se bifurca (glandula de veneno) e uma porcao secretora interna ao



reservatério que representa a glandula convoluta (Ortiz e Camargo-Mathias, 2006). Associado

ao aparato de ferrdo dos himendpteros também esta a glandula de Dufour (Figura 1).
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Figura 1: (A) Representacdo esquematica das glandulas exdécrinas de operarias de
formigas, em destaque a localizagdo do aparato de ferrdo. Fonte: Chapmam, 2009.
(B) Representacdo esquematica do aparato do ferrBaatg/condyla striataonde
(sf) filamento secretério (glandula de veneno), (cg) glandula convoluta, (r)
reservatério da glandula, (ed) ductor excretor(st) ferrdo e (m) musculatura
associada. Fonte: Ortiz & Camargo-Mathias, 2006. (C) Aparato de veneRo de

striata. Foto: Maria Luiza Fernandes

Nas formigas em especial, o veneno tem trés funcdes principdefesa contra
predadoresa captura de presas & comunicacao social (Orievel & Dejean, 2001). Nas
espécies de formigas mais semelhantes ao ancestral, como nos representantes de &onerinae,
ferrdo € bem desenvolvido e perfeitamente adaptado para a predacdo, enquanto nas formigas
derivadas como Aneuretinae, Dolichoderinae e Formicinae, o ferrdo sofreu varios graus de
reducdo e em algumas espécies é atrofiado (Holldobler e Wilsor), 1990

O veneno nas formigas, assim como nos outros Hymenoptera, € uma mistura
complexa de proteinas, peptideos policatibnicos, alcal@desmpostos de baixa massa
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molecular. As proteinas com massa molecular entre 10 e 50 kDa estdo entre os maiores
alérgenos dos venenos dos himendpteros, com destaque para fosfolipases A e B, hialuronidase
e serinoproteases. Os peptideos presentes no veneno dos himendpteros sociais apresentar
massa molecular entre 1,4 a 7 kDa e correspondem a cerca de 70% do peso secwdo vene
Além das proteinas/peptideos, as aminas bioativas como histaminas, serotonina e octopamina
estdo presentes no veneno (Santos et al, 2011).

Entre os himendpteros, as formigas sdo 0s representantes que apresentam o veneno
menos estudado em comparacdo com abelhas e vespas. As espécies de formmas com
veneno melhor caracterizado sdo as formigas de &mjenopsis invictae S. saevissima
(Santos et al, 2011).

Ponerinae esta entre as subfamilias de formigas com o veneno menos estudado. As
Ponerinae estdo distribuidas por todo o mundo, porém, sdo mais abundantes nas regides
tropicais, sendo geralmente predadoras e com ferrdo funcional (Mackay & Mackay, 2010).

Dentre as Ponerinae esta o génBexhycondyla,um dos mais diversos entre os
Formicidae, incluindo cerca de 250 espécies das 15000 espécies de formigas descritas
atualmente no mundo (Antweb 2014). No Brasil, existem aproximadamente 50 espécies do
género(Mackay & Mackay, 2010), dentre as qu&achycondyla striatgdFigura 2) aparece
como uma espécie comum nas regides Sudeste e Sul do Badilycondyla striataé
endémica da América do Sul, e além das regifes sul, sudeste e centro-oeste do Brasil, também

€ encontrada na Argentina, Uruguai, ParagiBolivia (Mackay & Mackay, 2010).

Figura 2: Operaria dePachycondyla striata Formicidae, Ponerinae, Ponerini. Foto:
Alexander Wild.

Pachycondyla striataé uma formiga relativamente grande, predadora, que exibe
mandibulas e aparato do ferrdo bem desenvolvidos. Apresenta habito diurno, ninhos simples e

pouco elaborados, com camaras e tuneis horizontais distribuidos préximos a superficie do



solo (Silva-Melo & Giannotti, 2010). E uma espécie poliginica, apresentando mais de uma
rainha por colénia (Rodrigues et al, 2011)

Pachycondyla striatacompartilha comPachycondyla harpaxum comportamento
diferenciado em que ambas as espécies produzem uma substancia espumosa a partir da regiac
terminal da gaster, como um mecanismo de defesa das espécies (Figura 3). Essas formigas
expelem veneno na forma de espuma (Mackay & Mackay, 2010), comportamento também
observado por Maschwitz et al (1981) nas espé&taetycondyla tridentada Pachycondyla
insularis. Acidentes comP. striata ndo sdo comumente relatados. Poucos trabalhos vém

sendo realizados atualmente com esta espécie e muito pouco se conhece acerca do veneno

das propriedades farmacoldgicas do veneno desta espécie.

F
|

Figura 3: Operéarias dePachycondyla striata evidenciando a eliminacdo da secrecdo

espumosa (veneno).

Este trabalho teve como objetivos identificar os componentes quimicos e avaliar a
atividade biolégica do veneno &e striata

Nos capitulos 1 e 3 desta tese foram identificados, respectivamente, os compostos
proteicos e nao-proteicos do veneno, e a possivel atividade desenvolvida pelos compostos
identificados é discutida. No capitulo 2 foram avaliados a atividade biolégica contra bactérias

de importancia médica, o efeito neurolégico e a atividade anticonvulsivante do veneno.



Capitulo 1

Analise protedbmica do veneno de operarias déachycondyla striata F.

Smith (Formicidae: Ponerinae)



Resumo

As operarias das espécies sociais usam seu veneno na captura de presas e na defesa d
colénia. Este trabalho identificou as proteinas / peptideos presentes no veneno de operarias de
Pachycondyla striataO veneno foi separado por eletroforese em gel bidimensional e por
técnicas de HPLC, seguido por espectrometria de massa do tipo MALDI - TOF - TOF e ESI -
TOF - TOF e técnicas de sequenciamatgaovoauxiliadas pelos softwares BioTools 3.2 e
Peaks 7.0 . O veneno Be striataapresenta uma mistura complexa de proteinas, das quais 38
proteinas foram identificadas neste trabalho. Entre as proteinas identificadas estdo proteinas
classicas de veneno (Fosfolipase A, hialuronidase e aminopeptidase N), proteinas alergénicas
(diferentes alérgenos de veneno) e peptideos com atividade biolégica comprovada (Buforina
Dinoponeratoxina Da- 1837, U10- ctenitoxina Pnka sarafotoxina), entre outros. As

possiveis fungdes das proteinas identificadas no vendpPostigatasao discutidas.
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Abstract

In the social species of insects, the workers use their venom for prey capture and colony
defense. This work identified the proteins / peptides present in the venom of workers of
Pachycondyla striataThe venom was separated by two-dimensional gel electrophoresis and
by HPLC, followed by mass spectrometry techniques MALDI-TOF-TOF and ESI-TOF-TOF
and new sequencing techniques with BioTools and Peaks 7.0 software. The veRom of
striata showed a complex protein mixture of which 33 proteins were identified. Among the
proteins found there are classic venom proteins (Venom phospholipase Al 2, partial, Basic
phospholipase A2 (Fragment), Hyaluronidase and aminopeptidase N), allergenic proteins
(allergen Venom) and peptides with proven biological activity (Buforin-EC, Dinoponeratoxin
Da1837,U10-ctenitoxin Pnla, and Full-sarafotoxin) among others. The possible functions of

the proteins identified in the venom®f striataare discussed.
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1. Introducao

O veneno das abelhas, vespas e formigas (Hymenoptera) € uma mistura complexa de
componentes que inclui hidrocarbonetos, acido férmico, proteinas, peptideos e outros
compostos bioativos (Santos et al, 2011).

Nas ultimas décadas, substancias que exibem uma variedade de efeitos fisiologicos,
tém sido isoladas a partir do veneno de diferentes espécies de formigas. Moléculas com
funcdo neurotdxica (Piek et al, 1991; Pluzhnikov et al, 1999), peptideos antimicrobianos
(Orivel et al, 2001; Zelezetsky et al, 2004) e peptideos envolvidos no processo de necrose
celular (Pinto et al, 2012) tém sido identificados.

Apesar de alguns dos componentes do veneno das formigas terem sido isolados e
caracterizados (Orivel, et al 2001; Morgan et al 2003; Szolajska et al 2004; Wiese et al 2006),
ainda sdo escassos 0s conhecimentos acerca da sua composi¢do, propriedades quimicas
farmacoldgicas, e do envolvimento deles com o comportamento das espécies.

O veneno das formigas foi estudado em apneas alguns representantes de
Myrmicinae, Ponerinae, Ectatomminae, Pseudomyrmecinae e Formicinae, mostrando que a
composicdo quimica varia entre as subfamilias (Lima & Brochetto-Braga, 2003). De forma
geral, representantes de Ponerinae, Myrmicinae, Pseudomyrmecinae e Ectatomminae, tém
veneno rico em peptideos e proteinas (Palma, 2006), enquanto nos Formicinae o veneno €&
composto principalmente por alcaloides (Santos et al, 2011).

De modo geral, as proteinas hialuronidase, fosfolipase e serinoproteases tém sido
com frequéncia encontrada no veneno de diferentes espécies de formigas (Lewis et al, 1968;
Lima & Brochetto-Braga, 2003; Pinto et al, 2012). Nas espécies com veneno
predominantemente proteico, 0s peptideos estdo entre os principais compostos (Santos et al,
2011).

Em Ponerinae, estudos da composi¢cdo proteica do veneno foram realizados em
Pachycondyla insularigMaschwitz et al, 1981)Dinoponera grandis(Leluk et al, 1989),
Odontoponera transversé_eluk et al, 1989)Paraponera clavatgZaitseva et al, 1995) e
Dinoponera australigJohnson et al, 2010).

O géneroPachycondyla(Formicidae: Ponerinae) € um dos mais diversos entre 0s
Formicidae, incluindo cerca de 250 espécies das 15000 espécies de formigas descritas
atualmente no mundo (Antweb 2014). No Brasil, existem aproximadamente 50 espécies
(Mackay & Mackay, 2010), dentre as qudPmchycondyla striataF. Smith (1858)é
considerada uma espécie comum nas regides Sudeste e Sul ddPBditondyla striata
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endémica da América do Sul, e além das regides sul, sudeste e centro-oeste do Brasil, também
€ encontradna Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia (Mackay & Mackay, 2010).

Pachycondyla striat& uma formiga predadora, que exibe mandibulas e aparato do
ferrdo bem desenvolvido. Em relacdo ao aparato do ferr& diiata Ortiz e Camargo-
Mathias, (2006) descreveram a morfologia da glandula de veneno, assim como Morgan
(2003) identificou os volateis a partir das glandulas de veneno e de Dufour.

Neste trabalho, n6s descrevemos pela primeira vez, o perfil proteico do verigno de

striata.
2. Material e Métodos

2.1. Preparacao das amostras
Trés colbnias d@. striataforam coletadas na Mata da Biologia (20°48’S 42°51°W),

fragmento florestal do municipio de Vicosa, estado de Minas Gerais, Brasil. Cerca de 60
operarias das diferentes colbnias da espécie em estudo, foram crio-anestesiadas, dissecadas
o reservatorio das glandulas de veneno extraidos e colocados em solucdo aquosa de coquete
de inibidores de proteases a 10% (Sigma P2714). O sobrenadante foi coletado apés
certrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos. A concentracdo de proteinas totais presentes no
veneno foi determinada pelo método do acido bicinconinico (Smith 1985), usando albumina

de soro bovino como padrao.

2.2.Eletroforese bidimensional em gel

Fitas Immobiline DryStrip, 7cm, pH 3-10 (GE Healthcare) foram reidratadas por 10
h com 125 pL de solucdo de reidratacdo. A solugdo de reidratacao foi composta de 80 ug de
proteina, tampédo de gradiente imobilizado de pH 3 a 10 (IPG) 2% (v/v), ditiotreitol (DTT)
40mM e solucdo Destreak (GE-Healthcare). A focalizacdo isoelétrica foi realipada e
equipamento IPGphor Ettan Ill, com modo linear de voltagem (300 V por 12h; 1000 V por
30min; 5000 V por 2h; 5000 V por 1h e 200 V por 1h).

Apoés a focalizacdo, as fitas Immobiline DryStrip pH 3-10 foram equilibradas em
solucdo de equilibrio (ureia 6M; Tris-HCI 75mM pH 8,8; glicerol 29%; SDS 2%; azul de
bromofenol 0,002%) contendo em tempos diferentes, DTT 1% e iodoacetamida 2,5%, sob
agitacao a 15min cada.

A segunda dimenséo foi realizada em cuba de eletroforese vertical da Mini Protean Il

(Bio Rad), em gel de poliacrilamida 14%, sob corrente elétrica de 80W por 2 horas em média.
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Os géis foram corados com solu¢do de Comassie Blue coloidal por 36 h e armazenados em
solucao de &cido acético a 5%.

2.3.0Obtencéao e analise das imagens
A digitalizacdo do gel foi realizada em equipamento Image Scanner Il (GE-
Healthcare) em modo de transparéncia 16 bit nas cores vermelha-azul e verde-azipie 600
de resolucéo. As imagens foram analisadas utilizando o programa Image Master Platinum v.7
(GE Healthcare).

2.4. Separacao por Cromatografia Liquida de Fase-reversa
Cem microlitros do veneno bruto contendo 200 pg de proteinas foram injetados em
uma coluna g de fase-reversa. A separacdo cromatogréfica foi realizada com fluxo de 1
mL/min. A eluicdo dos peptideos foi monitorada na faixa de absorbancia de 220 e 280 nm em
sistema HPLC. Como solvente A foi utilizado uma solucdo aquosa de 0,1% de acido
trifluoroacético, e como solvente B uma solucdo de 80% acetonitrila e 0,1% de &cido
trifluoroacético. O veneno foi separado em 120 frages com gradiente linear de 5-95% de B

por 65 minutos. As fracdes foram coletadas a cada 30 segundos entre 0s tempos 5-65 minutos.

2.5. Digestédo das amostras

Os “spot$ obtidos a partir dos géis bidimensionais foram excisados e colocados em
solucéo de acetonitrila 100%, e incubados, sequencialmente, em solugéo de DTT 10 mM por
30 min a 56 °C e em solugao de iodoacetamida 55 mM por 20 min, seguido de lavagem em
acetronitrila.

Os fragmentos dos géis foram tratados com solucdo de bicarbonato de aménio 100
mM contendo enzima tripsina (Promega, Sequencing Grade Modifified Trypsin®), numa
concentracdo de 25 ng/uL, e incubados a 37 °C por 16 h. A extracdo dos peptideos dos
fragmentos dos géis foi realizada pela adicdo de acido formico 5% em acetronitrila 50%. O
extrato obtido foi liofilizado em SpeedVac® e negendido em 10 pL de acido
trifluoroacético 0,1% As amostras foram dessalinizadas utilizando ponteiras ZipTip com
resina Gg (Pipette Tips for Sample Preparation- Millipore) de acordo com as instru¢des do
fabricante, e secas a vacuo. Ao concentrado obtido foi adicionada a matriz (5mg/mL Matriz
Universal MALDI- Fluka mistura 1:1 DHB e a-ciano-4-hidroxi-cinamico) preparada em
acdronitrila 50% e &cido trifluoroacético 3%, e analisadas por espectrometria de massas
MALDI-TOF/TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization time-of-flight).
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Nas analises de espectrometria de massa ESI- TOF/TOF (Electrospray ionization-
time-of-flight) e na digestdo das amostras oriundas do fracionamento por HPLC fase-reversa,
foi realizada a digestdo em solucédo das amostras. Uma aliquota do veneno bruto contendo 50
pHg de proteinas e as fracbes da fase-reversa previamente secas em SpeedVac, foram
solubilizadas em bicarbonato de amoénio 50 mM e reduzidas em solu¢do DDT 200 mM a 100
°C por 10 min, seguido de repouso por 1 h em temperatura ambiente. Apds esse
procedimento, as proteinas foram alquiladas com iodoacetamida a 100 mM por 30 min em
temperatura ambiente, no escuro. Para neutralizar o processo de alquilagdo, foram
adicionados 10 pL de DDT 200 mM na amostra por 45 min & temperatura ambiente, no
escuro. Tripsina ndo-autolitica foi adicionada a amostra proteica (1:50 tripsina:proteina do
veneno) por 18 h a 37 °C. A solucéo final foi concentrada a vacuo e dessalinizada utilizando
ponteiras ZipTip com resina;& Os peptideos foram ressuspendidos em solucdo de acido

férmico 0,1%.
2.6. Analises de espectrometria de massas

2.6.1. Espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF-TOF

Aliqguotas das amostras obtidas a partir da digestdo triptica dos géis e do
fracionamento por fase-reversa foram aplicadas em placa de aco MTP Anchor Chip T™M
600/384 TF (Bruker Daltoni¢® submetidas a anélises de MALDI-TOF-TOF em aparelho
ULTRAFLEX III (Bruker Daltonics).

O método de anélise para MS foi LPPepMix (500 a 5.000 Da) que corresponde ao
modo de deteccdo linear para ions com polaridade positiva, e o0 método de analise para
MS/MS foi LIFT (40 a 1.878 Da). Os espectros obtidos foram editados com o software
FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics).

2.6.2. Espectrometria de massas do tipo ESI-TOF-TOF

Aliquotas de 30 pL contendo lug de proteina foram separadas por cromatografia
liquida de fase reversa em sistema HPLC (Shimadzu) acoplada ao espectrometro de massas
do tipo Q-TOF (Bruker Daltonics) equipado com fonte de ionizacdo do tipo microeletrospray.
O cromatografo teve um fluxo total de 100 pL/min, na faixa de detec¢do de luz UV de 200 a
280 nm, com temperatura de 35 °C na coluna. O espectro foi obtido numa faixa de detecgao
de 50 a 3000 m/z e em modo positivo. Nos experimentos de MS/MS, os ions com maior
intensidade foram isolados como ion percussor e ativados com energia de colisdo 10 eV, e 0

gas argonio foi utilizado como gas de coliséo.
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2.7.1dentificacdo das proteinas

Os espectros de massas obtidos do MALDI-TOF-TOF foram processados utilizando
o software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics) para a remocéo de contaminantes e obtencao
da lista de massas que foi submetida a identificacdo pelo software de identificacdo de
proteinas MASCOT (Matrix Science Ltd, Uk; Peptide Mass Fingerprint- PMF e MS/MS lon
Search).

Na identificacdo das proteinas oriundas do MALDI-TOF-TOF e ESI-TOF-TOF
foram utilizadas as sequéncias proteicas depositadas no NCBInr e no Swissprot, disponiveis
publicamente, aos niveis de 0.5 e 0.1 kDa e 50 ppm de erro. Reacdes de carbamidometilagéo
da cisteina e oxidacdo da metionina foram utilizadas como modificagfes fixas e variaveis,
respectivamente. Metazoa (Animais) foi selecionado como taxon para entrada nos bancos de
dados. Resultado significativo foi considerado quando o Score da proteina sugerida foi
superior ao Score calculado pelo software MASCOT, assumindo p < 0.05 e p <0.01.

Os espectros de MS/MS oriundos do MALDI-TOF-TOF também foram submetidos
ao programa de sequenciamed&snovoBioTools 3.2 (Bruker Daltonics), e os oriundos do
ESI-TOF-TOF ao PEAKS Studio 7.0 (Bioinformatics Solutions In&3.sequéncias proteicas
sugeridas por estes programas foram submetidas ao banco de pesquisa MS Blast
(http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/). Resultados positivos sugeridos pelo MS Blast, e
oriundos do banco de dados de formigas ou de veneno animal foram aceitos como

identificacdo positiva.

3. Resultados

O veneno deP. striata apresentou uma complexa mistura proteica, com massas
moleculares que variaram no gel entre 3,8 a 138,7 kDa e ponto isoelétrico entre 3,27 a 9,69
(Figura 1).
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Figura 1. Gel bidimensional (14%) do veneno da formiBachycondyla striata

mostrando as proteinas identificadas em MALDI-TOF/TOF (nimeros) apresentados
na Tabela 1.

As analises do gel 2D evidenciaram a presenca de 145 “spot$ sendo que 21 deles
foram passiveis de identificacdo, sendo s@i®eptide Mass Fingerprinting (PMF ) (“Spot§
1,7,10, 11, 13, 14), quatpor espectrometria de massa em tandem (MS/MS) (“Spot$ 4, 15,
17, 19) e 11 por sequenciamemt® novo(“Spot§ 2.3, 5, 6, 8, 9, 12, 16, 18, 20, 21). Os
resultados das identificacbes dos peptideos tripticos a partir do MALDI-TOF-TOF estédo
demonstrados na tabela 1.
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Tabela 1: Proteinas identificadas do venendRdehycondyla striatatilizando analise em MALDI-TOF-TOF.

Spot Cadigo de Proteina Organismo Linhagem MM/pl MM/pl Sequéncia peptidica/ Score
acesso taxonbmica Esperad Calculado
0
1 E2BW78 Citocromo P450 6d1 (a) Harpegnathos Hymenoptera: 16,7/9.5 19,6/55 VGYYDYLSP SLLIEPGLV K LTYAFS SMRLK
saltator Formicidae VELELKSLF SR (41)
2 E2B8I3 Proteina Predita Harpegnathos  Hymenoptera: 18,5/ 19,4/ 5,88 BEDGEDEGSRBSSLEEEGSRBWLSGHTPDGE
EAI_11644 (c) saltator Formicidae YVRBWLSGHTPDWPYVRBGAFNGRSSZLSG
WGZSRBGADGMLYHGGETNYNPZBCASRDG
PGDLTGSTLLLDGDGVSRBCASRDGPGDLTG
STLLLDGDGVSR (83)
3 EFN73161.1 Proteina KIAA1881 (c)  Camponotus Hymenoptera: 39,4/ 16,2/5,9 BGAFNGWGSZLSGWGNTRBGAFNGWGSZLS
floridanus Formicidae GWGZSRBGAFNGWGSZLSGWGZSRBGAFNC
WGSZLSGWGZSRBGAFNGWGSZLSGWGNTF
BGTCZGWGSZLSGWGZSR (32)
4 gi307210585 Aminopeptidase N (b, d, Harpegnathos  Hymenoptera: 9,6/ 8,7/ 5.7 QAPEIFEALDKLLPDNTYR (22)
saltator Formicidae
5 EFN85078.1 Proteina Predita Harpegnathos  Hymenoptera: 15,9/ 16,8/ 7.6  BGAFNGWGNTLVGWGZSRBGAFNGWGNTL
EAIl_14873, parcial (c) saltator Formicidae VGWGZSRBGAFNGWGSZLVGWGZSRBGTCZ
GWGNTLVGWGZSR-
BGTCZGWGNTLVGWGZSRBGTCZGWGSZLV
GWGZSR (31)
6 Q6RY98.1 Sarafotoxina (c) Atractaspis Squamata: 40,3/ 22,8/55 BWPDPWYSTPLPVRBZFGGGWGSZLSGWGZ
microlepidota  Atractaspididae DZBCASAGGWGSZLSGWGZDZBCASAGGWC
SZLSGWGNEZBCASAGGWGSZLSGWANDZB
PVCHNLDVLWNEZFLZAGRBPVCHNLDVLW
NEZFLZAGRBPVCHNLDVLWNEZFLZAGRBP
VCHNLDVLWNEZFLZAGR (43)
7 gi442622576  Serpina 42Db, isoforma  Drosophila Diptera: 32,4/5.1 2522/55 MKDEEFAQGLEQFALCLHDHLCRASAGLNII

D (a)

melanogaster

Drosophilidae

YSPLSIHISAAMLRMGTSEGSATAKEMDEGLR
FGGLEAQQVAESFGVVLKSYEQCQVLKMAN
GLYVMKGLQVDEQFGHILEQKFRSKPMEIDF
GSEQAASIINKWVESQTNNLIKDIIGPRVLTKD
SRLCLVNGIHFKGEWSISFNEKETREEDFFGS
DRPTRVRMMHVCENFFFAVLPMFEATALRM
NYSACNLAMIILLPDEKSNLT (61)
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Tabela 1- Continuacéo

10

11

12

13

14

15

16

17

EFN77734.1

gi|307200884

0i|41053477

0i|343459187

E9IV13

gi[291236909

TX35A_PHONI

WNT7A_AOTTR

0i|307179239

WNT7A_AOTTR

Proteina Predita Harpegnathos
EAI_14962 9 (c) saltator
Proteina Predita Harpegnathos
EAI_04710 (c) saltator
Proteina Danio rerio
transmembrana 170A
(a)
Proteina Epinephelus
anticongelamento Tipc bruneus
IV (a)
Proteina Predita Sdenopsis
SINV_05542 (c) invicta

Predita: 11-beta- Saccoglossus

hidroxiesteroide kowalevskii
dehidrogenase tipo 3
(a)
U10-ctenitoxina-Pnla  Phoneutria
(Fragmento) (a) nigriventer
Proteina Wnt-72 (b) Aotus
trivirgatus
Proteina Predita Camponotus
EAG_02996 (c) floridanus
Proteina Wnt-72 (b) Aotus
trivirgatus

Hymenoptera:
Formicidae

Hymenoptera:
Formicidae
Cypriniformes:
Cyprinidae

Perciformes:
Serranidae

Hymenoptera:
Formicidae

Hemichordata:

Harrimaniidae

Araneae:
Ctenidae
Primates:
Aotidae
Hymenoptera:
Formicidae

Primates:
Aotidae

10,6/
9.68

3,11/

14,8/9.7

13,5/ 4.8

21,2/9.3

33,2/
6.31

9,3/5.2
39,0/

13,0/ 7.1

39,0/

35,1/5.4

75,6/4.9

45,5/ 5.8

55,1/5.0

28,8/ 7.8

30,4/ 7.0

78,9/ 6.4

79,6/ 6.6

72,5/ 6.8

54,4/ 7.5

QAPPPPVLVTTSPSTRIIRQSSQPEASACCCSC
CCCPLHTGAAPSAASLRQLREPGDGIAGIAAD
SLRINGGIRQFRQRQFQNAGSQEARTQLSLRL
R (18)
RREFVEWIMEQQQVNADFSNKIIFS (32)

MQDVQIGFVKQILSLNLVPRVARFFPLGILLM
GIIGPLFGGVLTSAAIAGVYKAAGKSMFSLEA
LVFGVGQSLFIFIISFLRILATL (79)
FSLIVAAAMLALAQAAPSPDGIQFHLKQIGDK
VVEALTEITQNNNLTDQAYTLGQGSK (82)

GVGKSSLLLRFADNTFENGSYITTIGVDFKIQTV
EVDGERVKLQIWDTAGQERFRTITSTYYRGT
HGVIVVYDVTSGDTFANVKRWLHEIEQNCDV
VNRVLVGNKNDAPNQKVVLTEDAQRFANQ
MGIQLFETSAKDNINVEEMFMAITRQVLRTK
KERKERQAIQTNETVNLRKSTKQHRKKCC
(44)
KCLDLGAQSAHYISLDMQVINETGKLQALMN
LQALMNTKALPMLSKSNGSIVVVSSGAGLFC
MPAAISYCASKLELNYMEIDVHVTLLLIGAVA
TDHAIDILK TPEIMHTISRDLFDFVSSK (82)
EDRNGCCRLYTCNCWYPTPGDQWCKCQLW
(66)

CLGHLFLSLGMVYLR (26)

YDIIVEHYQNYTVLSNKPIQEGIETNDKNMTK
THLHSLVKPIYLLFLANRNNFSLMRGTNESIR
VNMWCRMHCEFAHQFAENITSCLFDKWKRL
NQTCEINHIALPDF (57)
CLGHLFLSLGMVYLR (22)
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Tabela 1- Continuacéo

18

19

20

21

UP10002247D7 Predita: alérgeno de Nasonia
2 veneno 3 isoforma 1 (c)  vitripennis
E2ADC1 Hialuronoglucosaminida Camponotus
se(b) floridanus
COITL3 Alérgeno de veneno (c) Pachycondyla
chinensis
XP_001605587  Predita: Alérgeno de Nasonia
veneno 5 (c) vitripennis

Hymenoptera:

Pteromalidae

Hymenoptera:

Formicidae

Hymenoptera:

Formicidae

Hymenoptera:

Pteromalidae

26,4/

39,9/

21,7/

21,6/

29,2/9.2

51,2/9.3

61,3/9.3

138,7/9,3

BRSFZMVNZBRSFZMGZRBRSFZMGZRBSRF
ZMGZRBDPDHLNZLRBDPDHLNZLRBDPDHL
NZLRBDPDHLNZLRBDPDLHNZLRBNVGGZL
HNZLRBNVGGZLHNZLRBNVGGZLHNZLRB
NVGGZLHNZLRBNVGGZLHNZLRBWVVHW
DNELNELZRBMYNMWDNELATRRRBMYNM
WDNELATRRRBMPDLLWDNELAMPGZRBMP
DLLWDNELAMPVNZBNGGDLMAPDNZNAM
PGZRBDPMLMWDNELATALGARBDPMLMW
DNELATALGVZBMPMPFWDNEENLLZRBHH
YHWMEYYYENCFFTCRBHHYHMWEYYYNE
CFFTCRBPGSMHHNMEYYYENCFFTCRBPGN
CWFEVGPSGNYENYYCMTRBZNEWEEGGED
GNYENYYCECRBZNEWEENEDGNYENYYPY
CZ (67)

QNWASLEPYK (20) HLQVFR (2)

BMPGGLDWDNEFNECCRBMPNLDWDNELA
MVLPZBHCSYFYVNMTLPLWNRBDRLSVZT
VNMVVETAEPRBZGACZSWGSNYYYMNCNF
PPAZBZGACZSWGSNYYYMNCNFHGAZ (70)
BGGVGGZLHNZLRBGGVGGZLHNZLRBNDD
PEWDNELATACHRBNDDPEWDNELATACHR
BCAAZLTANDZLWMPPSRBYYFEWDNELWV
AERBMPZZSHDDNEYHPAZRBMPZNHTDDN
EYHPAZRBZTZLGTZSGWLTTHLNCGRBZTZ
LGTZSGWLTTHLCNGRBZGVZFNCNEYYYEN
AVPYEAZBZNCYFNYGPSGNYSGYNFVGHAZ
(64)

(a): Identificacédo por PMF; (b): Identificacdo por espectrometria em Tandem (MS/MS); (c): Identificacéo pocisetgnto de novo, assistido

pelo software BioTools, versao 3.2; (d): sequéncia confirmada por sequenciamento manual.
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Os espectros de MS/MS oriundos das fragcdes do veneno em sistema HPLC de fase-
reversa quando submetidas ao programa de sequenciasieentvoBiotools, permitirama
identificacdo de cinco proteinas (Tabela 2). Foram identificadas por esta metodologia as
proteinas Cinesina, a partir da espédieypanosoma brucei bruceiEuglenozoa:
Trypanosomatidae), um alérgeno de veneno a partir de outra espécie de formiga, a
Pachycondyla chinensiéHymenoptera: Formicidae), a proteina analgesina 2, a partir da
espécieHyla simplex (Anura: Hylidae), uma proteina predita pertencente a familia das
proteinas inibidoras dos canais de potassio, descrita a partir da @Spémeoccidiopsis
thermalis (Bactéria: Cyanobactériap uma proteina hipotética, a partir da formiga

Harpagnathos saltatofHymenoptera: Formicidae)

Tabela 2: Proteina identificada no veneno &achycondyla striatautilizando técnica de
fracionamento por Cromatografia de fase reversa em HPLC e andlises em Maldi-TOF-TOF. As
proteinas foram identificadas por sequenciamédéonovd’, assistido pelo software Biotools,

versao 3.2.
Cadigo de Proteina Organismo Linhagem Sequéncia peptidica
acesso TaxonOmica
XP_822347 Quinesina Trypanosoma Euglenozoa: BMLDPMALVNELAATLZRBMLD
brucei brucei Trypanosomatidae PMALVNELAATLZRBMLDPMAL
VNELAATLZRBMLDPMALVNELA
ATLZRBMLDPMALVNELAATLZR
BMLDPMALVNELAATLZRBMLD
PMALVNELAATLZRBLNDNMAL
VNELAATLZR (39)
COITL3 Alérgeno de  Pachycondyla Hymenoptera: BMPDLLWDNELATLAZRBMPDLL
veneno chinensis Formicidae WDNELATLAZRBMPDLLWDNEL
ATLAZRBMPDLLWDNELATLAZR
BMPDLLWDNELATLAZR (97)
AEJ35091.1 Analgesin 2 Hyla simplex Anura: BFLPFGRBFLPFGRBFLPGFRBFLP
Hylidae GFRBLPZGGHZBLPZGGHZBPLZG
GHZ (36)
YP_007092 Proteinada Chroococcidio Bacteria: BLGLSGLLSGLALGSHZBLGLSGL
215 familia das psis thermalis Cyanobacteria LSGLALGSHZBLGLSGLLSGLALG
proteinas SHZBLGLSGLLSGLALGSHZBLGL
inibidoras dos SGLLSGLALGSHZ (57)
canais de
potassio
EFN85113 Proteina Harpegnathos Hymenoptera: BZLFALSACLASLSLLZBZLFALSA
hipotética saltator Formicidae CLASLSLLZBZLFALSACLASLSLL

ZBZLFALSACLASLSLLZBZLFALS
ACLASLSLLZBZLFALSACLASLSL
LZ (32)

O fracionamento do veneno &e striata por HPLC-ESI evidenciou a presenca de
146 picos. Um total de 12 proteinas foi identificado a partir das analises proteicas livres de

gel, das quais seis foram a partir de outras espécies de formigas (fosfolipase Al 2 de veneno
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Dinoponeratoxina Da-1837; Proteina RRP5-like; proteina predita EAG_03300; proteina
predita EAI_09729; proteina predita SINV_13278) e as outras seis a partir de outras espeécies
de animais ( fragmento de fosfolipase A2 ; hialuronidase; inibidor de protease 4 tipo Kunitz;
peptideo de veneno PPM3; Buforina-EC e proteina predita BRAFLDRAFT_98032) (tabela
3).

Adicionalmente as proteinas identificadas, o software Peaks 7.0 sugeriu 67
sequéncias proteicas com niveis de confianca variando de sequéncias confiaveis a sequéncias
de elevada confianca (Zhang et al, 2003), e que nédo tiveram informacdes nos bancos de

pesquisas utilizados nesse trabalho (Tabela 4).
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Tabela 3: Proteinas identificadas no venendRd&hycondyla striatatilizando ESI-TOF-TOF

Cadigo de acessc Proteina Organismo Linhagem Taxondmica Sequéncia peptidica/ ion Score
E2A992 Fosfolipase Al de veneno (b) Camponotus floridanus  Hymenoptera: Formicidae LYETDTNNLVVLHTSALGMVAK (71)
PA2B_VIPBE Fosfolipase A2 (Fragmento) (b) Vipera berus Squamata: Viperidae SLLEFGMMIL EE (20)
CDC60196.1 Hialuronidase (b) Clostridium sp. Bacteria: Clostridiaceae = GVSPGLLTPLLGGLTQVDK (72)
KGPDLLTPLLGGLTQTLK (70)
ELR55088 Inibidor de protese tipo Kunitz (b) Bos taurus Ruminantia: Bovidae LLNTPLLGGLTQLTK (67)
P85875.1 Peptideo de veneno PPM3(b) Polistes major Hymenoptera: Vespidae LLGLLKNLLYVR (24)
H2A EUPCP BuforinaEC (a) Euphlyctis cyanophlyctis  Anura: Dicroglossidae RAGLKFPVGRVHRLLR (20)
TX37_DINAS Dinoponeratoxina Da-1837 (a) Dinoponera australis Hymenoptera: FLGGLIGPLM SLIPGLLK (20)
Formicidae
EGI69895.1 Proteina RRP5- (b) Acromyrmex echinatior Hymenoptera: Formicidae LASALTALPVRR (27) MKEALSALTALPVRR
(27)

EFN73411.1 Proteina predita EAG_03300 (b) Camponotus floridanus  Hymenoptera: Formicidae SSGALASLVTHGK (24)
0i|260815153 Proteina predita Branchiostoma floridae ~ Amphioxifirmes: SGAHTTLATIVCGLVR (33)
BRAFLDRAFT_98032 (a) Branchiostomidae
gb|EFEN75727.1] Proteina predita EAI_09729 (b) Harpegnathos saltator ~ Hymenoptera: Formicidae KDLLGGLLDLGNK (26)

0i|322801927 Proteina predita SINV_13278 (a) Solenopsis invicta Hymenoptera: Formicidae RLVTSQMPNTCK (37)

(a): Identificacéo por espectrometria em Tandem (MS/MS); (b): Identificacdo por sequenciamento de novo, assistido pelo akdtware Pe

versao 7.0.

20


http://www.uniprot.org/uniprot/E2A992
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20130914/FTntSnHeE.dat#Hit1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/307188844?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BEX84W45014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/307192539?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=BF6YS4BZ014

Tabela 4: Sequéncia obtida pelo software Peaks 7.0 e que n&o foram identificadas em
banco de dados. Valores superiores a 90, sequéncia altamente confidvel; entre 80-90

sequéncia com elevada confianca; entre 60-80 sequéncia confiavel.

Tempo de m/z Sequéncia Grau de
retencéo confianca
39.4712 802.4118 LYETNTDNLVVKRAETEPGQK 60
39.7398 598.88074 LSALTALKSHR 61
40.075 707.8692 SM(+15.99)WVLYC(+57.02)ALKK 62
40.6115 634.40216 ALSALTALTAHAK 61
40.6787 634.401 LASALTALPGLLK 61
41.148 634.40045 LASALTALPVRR 66
41.4162 643.82306 YAADVLYC(+57.02)RR 64
42.4893 569.35095 AVLGALDPLLR 76
42.5563 569.35114 VALGALDPLLR 84
42.8917 597.86163 AVLGALDPLLGR 67
42.9588 597.8612 GLLGALDGSTYK 60
43.0258 569.35187 AVLGALDLPLR 71
43.0928 569.3516 AVLGALDPLLR 74
43.16 569.3518 VALGALDPLLR 74
43.227 658.40027 NYLLVGGNAGLPK 61
44.099 568.34564 FLGAFLGAALR 60
44.8702 828.5025 LFGAALSALTALTAAHK 70
47.1842 828.5028 LFGAALSALTALGPVVR 79
47.2512 828.503 FLGAALSALTALGLPLK 81
47.3183 828.50323 FLGAALSALTALGLPLK 81
47.3853 546.67194 LLQAESALTALPGLLK 62
47.7877 828.5034 FLGAALSALTALGPLLK 82
47.7207 828.5035 FLGAALSALTALGLPLK 81
47.8548 828.5035 FLGAALSALTALGLPLK 79
48.2572 828.50134 LFGAALSALTALGLPLK 73
48.3240 828.5012 LFGAALSALTALGLPLK 75
48.3242 828.5013 LFGAALSALTALGPVVR 75
48.3912 828.501 FLGAALSALTALPGLLK 64
48.4583 842.49744 LM(+15.99)GAALDALTALPGLLK 77
48.5253 842.4983 FLGAALDALTALPGLLK 72
48.5925 842.4974 FLGAALDALTALPGLLK 72
48.7937 828.502 LM(+15.99)GAALSALTALTAAHK 67
48.8607 828.5023 FLGAALSALTALPGLLK 73
48.9277 828.5024 FLGAALSALTALPVALK 67
49.0618 842.4972 FLQALSVLTALPAVLK 61
49.129 842.4978 YQPALSALAGALLPGNK 60
49.33 828.50104 FLGAALSALTALGLPLK 68
49.3972 828.50183 FLGAALSALTALPGLLK 70
49.4642 828.5006 FLGAALSALTALPGLLK 60
49.8665 828.5002 LM(+15.99)GAALSALTALTAAHK 64
50.403 661.4467 RSLLGVLAGGGPPK 61
51.0737 678.44025 KDLLGGLLDLGNK 63
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Tabela 4 -continuacao

51.2748 828.5019 KMGAANSALTALKSHR 60
51.8783 828.5028 LM(+15.99)KALSALTALPGLLK 63
52.6835 707.95416 LLGLLGANHGKPPK 63
52.818 707.9551 LLGLLKNPPKPPK 71
53.2203 713.9559 WNLGGLLELLGNK 68
53.4215 828.49976 YPGAALSALTALKHSR 68
53.6227 696.96436 GKDLGLLLGGKGHK 62
53.891 691.73083 DPLM(+15.99)GTLKSLVGTLVLLMR 64
53.958 691.73334 VLLSSMLQSLVGSAEGLLKK 61
54.2263 828.5008 MKEALSALTALPVRR 63
54.696 828.5004 LFGAALSALTALPGLLK 63
55.2325 933.0666 LAVNLLTPLLGGLTQTLK 68
55.2997 933.06586 LLGNLLTPLLGGLTQTLK 61
55.3667 622.38306 LLNLGLTPLLGGLTQTLK 67
55.4337 622.3842 LLNGLLTPLLGGLTQTLK 66
55.7698 933.066 LAVLNLTPLLGGLTQTLK 61
56.105 973.0414 VLLM(+15.99)ASLQSLVGSAEGLLK 63
56.1722 973.041142 VLLSSMLQSLVGSATVALR 61
56.7087 725.7945 LLLNLNLLKPLLGVATKWR 63
56.7757 725.79333 LLGGLLNLLKPLLGGLTQTLK 78
56.8428 926.53455 VLLDLLGDLAEGLGQTPK 73
56.9768 926.53375 VLLDLLGDLAEGLGNVLK 64
57.178 725.7928 LLGGLLNLLKPLLGLGTQTLK 63
57.245 725.7933 LLNLLNLLKPLLGGLTQTLK 69
57.4462 679.0855 GWPLNLLTPLLGGLTQWR 65

4. Discusséao

Essa é a primeira caracterizacao proteica do veneRo steéata Pouca informacao
h& disponivel sobre a bioquimica do veneno dessa espécie, fazendo com que a andlise
protedmica aqui apresentada contribua de forma substancial no conhecimento de sua biologia.

A combinacdo das trés metodologias resultou na identificacdo de 38 proteinas no
veneno deP. striata Apenas as proteinas hialuronidase e um alergeno de veneno foram
identificados em mais de uma das metodologias utilizadas nesse trabalho. Entre as proteinas
identificadas algumas ja foram descritas em outras espécies de formigas (fosfolipase de
veneno Al 2, Hialuronoglucosaminidase , Aminopeptidase N, Dinoponeratoxina Da-1837,
alergeno de veneno), no veneno de outros artropodos (U10-ctenotoxina-Pnl, alérgeno de
veneno, citocromo P450 6dl) e no veneno de vertebrados (Serpina 42Db, fosfolipase,
Cinesina).

De modo geral, o veneno &e striataapresenta certa similaridade com o veneno de
outras espécies de himenoptero. As proteinas hialuronoglucosaminidase (=hialuronidase),

fosfolipase e a aminopeptidase N encontradas nesse trabalho, estdo entre as principais
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proteinas de veneno dos himendpteros descritos até o momento (Hoffman, 2010; Santos et al,
2011). Das proteinas encontradas que ja possuem fung¢édo conhecida, estdo a U10-ctenitoxina-
Pnla, Buforina-EC, sarafotoxina, Proteina Wnt-7A, - inibidor de protease 4 tipo Kunitz,
isoforma D de Serpina 42Db e Analgesina. Porém, estas ainda nao havia sido descritas
compondo o veneno de outros himendpteros.

As proteinas hialuronidase, fosfolipase, aminopeptidase N, U-10 ctenitoxina e a
sarafotoxina sdo reconhecidamente toxinas potentes, que causam danos aos tecidos da prese
(Kloog et al, 1988; El- Safory et al, 2010; Chen et al, 2012)

A hialuronidase € uma proteina comum no veneno de formigas, vespas, abelhas e
vertebrados (Pinto, 2012), sendo uma enzima chave no processo de difusdo das moléculas
toxicas do veneno a partir da area inoculada para a circulagdo da presalvitima. A
hialuronidase catalisa a hidrélise do &cido hialurénico presente na matriz extracelular do
tecido conjuntivo diminuindo a viscosidade do meio, permitindo a rapida difusdo das toxinas
do veneno. Essa enzima, além de potencializar o efeito das toxinas, também danifica
localmente o tecido e contribui no processo inflamatério da regido inoculada (Kemparaju &
Girish, 2006). Outras fun¢des ndo sao relatadas para a hialuronidase no veneno das diferentes
espécies animais, por isso espsgayue ela possua esta mesma funcdo no venerf®. de
striata.

A enzima fosfolipase A, também proteina classica de veneno, esta entre as enzimas
mais bem estudadas do veneno de Hymenoptera (Lima & Brochetto-Braga, 20@3). Ess
enzima cliva os fosfolipideos, liberando lisofosfolipideos e longas cadeias de acidos graxos
(Uniprot, 2014), acarretando lise celular, inflamag&o e danos aos tecidos. No presente estudo
foi identificado apenas um tipo de fosfolipase, fosfolipase A que foi relatada no veneno de
Apis mellifera(Kuchler et al, 1989Bombus ignitugXin et al, 2009)Vespula vulgarigKing
et al, 1996) Solenopsisnvicta (Pinto et al, 2012)yespula maculifrongHoffman, 1994) e é
descrita também como um potente alérgeno do veneno de abelhas (Lima & Brochetto-Braga,
2003).

A aminopeptidase N (APN) é uma protease multifuncional presente no veneno de
diversas espécies de serpentes (Matteo et al, 2011) e em uma ampla variedade de 6rgaos,
tecidos e tipos de células, desde bactérias e leveduras a vertebrados como rato, porco, boi e
homem (Luan & Xu, 2012). Em mamiferos, a APN esta envolvida na degradacdo de
neuropeptideos, citocinas, angiotensinas (Ogawa et al, 2007) e proteinas (Matteo et al, 2011).

Alguns trabalhos relacionam APN com o processo de dor (Chen et al, 2012). A presenca da
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aminopeptidase N no veneno Be striata pode estar envolvida no processo de defesa da
col6nia causando dor e injaria nos seus predadores ouRostiGatapossui habito alimentar
carnivoro, a presenca de APN no veneno poderia ser justificada pela atividade que essa
enzima teria na degradacdo dos tecidos de suas presas, facilitando sua digestdo. As
aminopeptidases estdo entre as enzimas menos compreendidas no veneno de serpentes e d
outros animais, sendo a sua real funcdo ainda desconhecida (Matteo et al, 2011).

Entre as toxinas, as neurotoxinas sao peptideos presentes no veneno de artrépodes
utilizados para matar ou paralisar a presa, porém, incomum no veneno de insetos sociais
devido & natureza defensiva desses (Pinto et al, 2012). Entré®astoiata € uma espécie
predadora que usa seu veneno tanto para defesa do ninho como para capturar suas presas. /
presenca de neurotoxinas no venen® detriatapode estar relacionada ao seu uso na captura
de presas. As neurotoxinas U10-ctenitoxina-Pnla (Fragmento), Dinoponeratoxina Da-1837 e
proteina predita da familia das proteinas inibidoras dos canais de potassio foram encontradas
no veneno dé. striata A U10-ctenitoxina-Pnla (Fragmento) € um peptideo pertencente a
familia proteica TX3, descrita a partir do veneno da ar&ftweutria nigriventerProteinas
da familia TX3 apresentam elevado efeito neurotéxico, agindo nos canais ibnicos e receptores
quimicos do sistema neuro-muscular de insetos e mamiferos (Cardoso et al, 2003). Essa
toxina interfere diretamente na concentracdo intracelular do ion céalcio. A U10-ctenitoxina
Pnla, também conhecida como Neurotoxina Pn3-5A, foi descrita apenas em uma espécie de
aranha, aPhoneutria nigriventer{Cardoso et al 2003), e até o0 momento a sua ocorréncia
natural ndo havia sido reportada em nenhuma outra espécie animal. Apesar de apresentar
homologia com a toxina TX3-5 (58%, 48 aminoacidos) dessa mesma espécie de aranha, em
consulta ao banco de dados do NCBInr, a sequéncia de aminoacidos da U10-ctenitoxina Pnla
de P. striata ndo apresenta nenhum dominio conservado com nenhuma outra toxina ou
proteina, impossibilitando inferir maiores informacdes fisioldgicas acerca dela.

A Dinoponeratoxina Da-1837 € uma toxina descrita a partir do veneno de
Dinoponera australigJohnson et al, 2010), uma espécie de Ponerinae assinmPcatniata.

Essa proteina apresenta elevada homologia com a Poneratoxina, um neuropeptidio extraido do
veneno da formigdaraponera clavataA Poneratoxina € uma toxina que afeta os canais
dependentes de sodio e bloqueiam as transmissdes sinapticas no sistema nervoso central de
insetos (Palma, 2006). Acredita-se que a Dinoponeratoxina apresente funcao similar.

Entre as proteinas identificadas no venend®dstriata a proteina WNT-7a ndo é

comumente encontrada em veneno animal (Uniprot, 2014), sendo relatada no veneno de
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apenas duas espécies de serpddtetalus horriceuse C. adamanteugRokyta et al, 2013)

No veneno deP. striata a proteina WNT-7a foi identificada sob duas diferentes formas:
“Spot’ 15, apresentando 79,6 kDa e pl 6.6, ¢ no “Spot’ 17 com 54,4 kDa e pl 7.5. A proteina

WNT-7a esta presente em diversos tecidos de vertebrados e invertebrados ligando-se aos
receptores de membrana (Solis, 2013). Entre as vias metabdlicas em que WNT participa, a
via WNT/C&" induz a liberacdo de célcio intracelular (Huelsken & Birchmeier, 2001). O
actmulo intracelular de Cé%ode levar a necrose celular, sugerindo que talvez essa seja a
funcdo desenvolvida por essa proteina no veneno. Entretanto, mais estudos sdo necessarios
para inferir as possiveis fun¢des desta proteina no veneno da espécie aqui estudada.

No veneno dé. striatatambém estdo presentes proteinas que agem como inibidores
de protease, tal como inibidor de protease 4 tipo Kunitz e a isoforma D da Serpina 42Db
(Uniprot, 2014) que podem atuar, prevenindo a autdlise das proteinas do veneno. Neste
trabalho também foi identificada a proteina Citocromo P450, que age nos processos de oxi-
reducdo, mediando reacdes reversiveis (Uniprot, 2014).

Sete das proteinas identificadas neste trabalho estimulam a producédo e/ou reacfes
com anticorpos (Uniprot, 2014). A presenca das proteinas fosfolipase Al 2 de veneno,
fosfolipase A2, Hialuronidase, U10-ctenitoxina e dos demais alérgenos de veneno
encontrados nesse trabalho sugere @uestriata possui um veneno com elevado potencial
alergénico.

Trés proteinas com atividade antimicrobiana foram detectadas no vendho de
striata (Buforina-EC, Dinoponeratoxina Da-1837 e Analgesina), as quais apresentam um
amplo espectro de atividade contra bactérias gram positivas e gram negativas (Assodech et al,
2012; Johnson et al, 2010; Wu et al, 2011). Orivel et al (2001) justifica a presenca de
proteinas com funcéo antimicrobiana no veneno de formigas predadoras, pela necessidade de
minimizar o potencial de infeccdo por bactérias, fungos e virus, 0s quais podem causar sérios
danos a sobrevivéncia da colonia. Essas espécies de formigas levam as suas presas logo ap6
a imobilizacdo para seus ninhos, aumentando o potencial de infeccdo por microrganismos
presentes nas presas. Possivelmente esta também seja a funcéo dos peptideos antimicrobiano
presentes no veneno Bestriata

Entre as proteinas identificadas neste trabalho, também estéo as proteinas RRP5-like,
proteina transmembrana 170A e proteina predicta 11-beta-hidroxiesteroide desidrogenase tipo
3-like. A primeira € proteina de membrana nuclear, e as outras duas sao proteinas de

membrana plasméatica e provavelmente sdo originadas a partir das células do reservatoério de
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veneno e/ou da glandula convoluta presente no interior do reservatorio (Schoeters e Billen,
1998); (Ortiz e Camargo-Mathias, 2006) n&o constituindo toxina de veneno, e dessa forma
nao desenvolvendo funcdo alguma no mecanismo de envenenamento.

A proteina Cinesina foi identificada compondo o veneno de duas espécies de
serpentesMicrurus fulvius(Margres et al, 2013) @rotalus horridus (Rokyta et al, 2013). A
proteina anticongelamento tipo IV ainda néo foi reportada compondo o veneno de nenhuma
espécie animal. A funcdo desenvolvida por essas proteinas no veriensirggae de outras
espécies animais ainda é desconhecida.

Doze das proteinas identificadas neste trabalho sdo proteinas inferidas a partir do
genoma, além de diversas sequéncias desconhecidas Ipamao de dados (Tabela 3). Isso
demonstra a falta de informacéo disponivel a respeito do veneno animal, em especial os de
formigas. Problemas com banco de dados de formigas tambémrépamados por Pintote
al (2012). A Figura 2 esquematiza a proposta de um mecanismo geral de ag&do do vBneno de

striata.

Auto prote¢do do veneno
- Inibidor de protease

Assepsia da colonia : ;
- Buforina-EC tipo kunitz

- Dinoponeratoxina - Serpina
- Analgesina 2 - Citochromo P450 6d1

l' Injec&o do veneno

| | |

Difusio do Veneno b sk Alergia
- Hialuronidase . R - Hialuronidase

- -Fosfolipase A “Fostolipase - Alérgeno de veneno

5 2 -Proteinases
- Aminopeptidase N ) ]
- Dinoponeratoxina

- U10-ctenotoxina

- Sarafotoxina
-WNT-7A

-Proteina inibidora dos
canais de potéssio

Figura 2: Representacao geral do mecanismo de acao proposto para o veneno de

P. striatg a partir das proteinas identificadas neste trabalho. Foto: Alex Wild.
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5. Consideracées finais
O estudo proteémico do veneno Be striata possibilitou a identificacdo de 38

proteinas, as quais demonstraram ser de importancia na compreensdo da funcionalidade do
veneno e de aspectos biologicos dessa formiga. Vale salientar que neste trabalho s6 foi
possivel a identificacdo de menos de 15% das proteinas presentes no veneno, demonstrando «
caréncia de informacfes em bancos de pesquisa proteicos, sobre veneno animal. Estudos mais
detalhados, que visem a caracterizacdo bioquimica de novas moléculas, bem como a
realizacdo de testes especificos que visem elucidar a funcdo desenvolvida por essas
moléculas, sdo necessarios para um maior entendimento do mecanismo de funcionamento do

veneno, bem como o envolvimento dessas moléculas no comportamento da espécie.
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Capitulo 2

Atividade biolégica do veneno dé’achycondyla striata

(Formicidae: Ponerinae)
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Resumo

As atividades antimicrobiana e neurobiolégica do veneno da formiga predddetaata

foram avaliadas. O veneno apresentou atividade antimicrobiana em relacéo as bactérias gram-
positivas e gram-negativas testadas. Para a ba&tpylococcus aureua concentracao
minima inibitéria do veneno foi de 62,5 pg/mL. O veneno foi purificado utilizando técnicas
de HPLC por fase reversa e por troca ionica. A analise de espectrometria de massa das
fraccdes com atividade antimicrobiana permitiu a identificacdo de cinco proteinas, incluindo a
proteina Analgesina 2, a qual apresenta atividade antimicrobiana comprovada. Para avaliar a
atividade neurobiolégica, canulas foram implantadas no ventriculo lateral do cérebro de
camundongos, e 0 veneno bruto e desnaturadty diziataem diferentes concentracdes (25,

100 e 250 mg/mL) foi administrado. A analise dos resultados mostrou diferencas
significativas nos comportamentos de imobilidade e exploratério dos camundongos tratados
com veneno bruto na concentracdo de 250mg/mL. Quando o veneno foi desnaturado e
previamente administrado ao agente convulsivante bicuculina foi observado o surgimento de
crises convulsivas do tipo ténico-clonica.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, ensaio neurobiolégico, comportamento ténico-

clonico, espectrometria de massas.

Abstract

The antimicrobial and neurobiological activities of the venom of predatory.asttiatawere
evaluated. The venom showed antimicrobial activity on gram-positive and gram-negative
bacteria tested. Fort&hylococcus aureyshe minimum inhibitory concentration of the
venom was 62.5 mg / mL. The venom was purified using HPLC techniques by reverse phase
and ion exchange. The mass spectrometry analysis of the fractions with antimicrobial activity
allowed the identification of five proteins, including Analgesina 2 protein , which has proven
antimicrobial activity . To assess the neurobiological activity, cannulas were implanted into
the lateral ventricle of the brain of mice , and the crude venom denatufedstrifiata at
different concentrations (25, 100 and 250 mg / mL) was administered. The results showed
significant differences in immobility and exploratory behavior of mice treated with crude
venom concentration of 250mg/mL . When the venom was administered to previously
denatured and bicuculline convulsant agent the emergence of seizures tonic- clonic type was
observed.

Keywords: antibacterial, Mass spectrometry, activity neurological, Tonic-clonic seizures.
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1. Introducao

Com quase 15.000 espécies descritas atualmente, as formigas constituem um grupo
diverso entre os artrépodes (Antweb, 2014). Dentre as espécies de formigas algumas séo
predadoras e utilizam o veneno, injetado na presa pelo aparelho do ferréo, tanto para predagéo
quanto para defesad@lldobler & Wilson 1990). Apesar dessa diversidade taxondémica, o
veneno das formigas tem sido pouco estudado quando comparado ao veneno de outros grupos
animais (Rifflet et al, 2012).

Nas ultimas décadas, o veneno de diferentes espécies animais vem sendo alvo de
estudos com o objetivo de avaliar o potencial biotecnoldgico e terapéutico de seus compostos
(Santos et al, 2011). Nesse contexto, o veneno dos himendépteros tem chamado a atencéo
COmMO um recurso rico em compostos farmacologicamente ativos (Lewis & Garcia, 2003).

Entre os compostos presentes no veneno de himendpteros e que apresentam atividade
biolégica comprovada, estdo a melitina, peptideo isolado a partir do ven&pds deellifera
e que apresenta efeito antitumoral (Ownby et al, 1997; Gawronska et al, 2002; Liu et al, 2002;
Son et al 2007), anti-inflamatorio e antimicrobiano (Sumikura et al, 2003); o mastoporan, um
peptideo presente no veneno de diferentes espécies de vespas doPgéytaep com
atividade anti-tumoral (Souza et al, 2009), hemolitica (Wang et al, 2008) e antimicrobiana
(Matsuzaki et al, 1997); a lasioglosina, peptideo extraido do veneno da ladm&liglossum
laticeps que apresenta atividade antitumoral e antimicrobiana (Cerovsky et al, 2@09) e
solenopsina, um alcaloide com atividade antiangiogénica do veneno da f@ohegepsis
invicta (Arbiser, et al 2007) com resultados promissores no tratamento de células tumorais
(Heinen & Veiga, 2011).

Peptideos com atividade biolégica tém sido identificados em algumas poucas
espécies de formigas. No veneno da formRmchycondyla goeldii(Ponerinae) foram
encontrados 15 peptideos com elevada acdo antimicrobiana (Orivel et al, 2001). Pilosulina,
um peptideo do veneno de espécies do subgdmgmecia (Myrmecinae(Zelezetsky et al,

2005) e dinoponeratoxina, um peptideo Dmoponera australis(Johson et al, 2010)
apresentam atividade antimicrobiana.

Peptideos com atividade neurotéxica também vém sendo identificados no veneno de
diferentes espécies de formigas. Poneratoxina e ectatomina sdo peptideos que afetam os
canais i6nicos, e foram isolados do veneno Régaponera clavata(Paraponerinae) e

Ectatomma tuberculaturfEctatominae), respectivamente, sendo que a poneratoxina interfere
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nos canais de sédio blogueando as transmissdes sinapticas no sistema nervoso de insetos
(Piek et al., 1991) enquanto ectatomina € um importante inibidor dos canais de célcio
(Pluzhnikov et al., 1994). Adicionalmente, peptideos envolvidos no processo de necrose
celular como a miotoxina, foram encontrados no venen®. dievicta(Pinto et al, 2012), as
enzimas fosfolipases A e B ém invicta(Baer et al, 1979; Pinto et al, 201Ppgonomyrmex

badius (Myrmicinae) (Smith & Blum, 1978) élyrmecia pyriformis(Lewis et al, 1968),
hialuronidase, lipases, fosfatase acida e esteras®s badius(Smith & Blum, 1978). Além

disso, diferentes tipos de alergénicos ja foram identificados por diferentes técnicas
bioguimicas no veneno de diferentes espécies de formigas (Pinto et al, 2012).

Muitos peptideos e poliaminas presentes no veneno de diferentes espécies animais
tém sido utilizados como ferramentas para ampliar os conhecimentos acerca dos mecanismos
moleculares da neurotransmissdo, bem como para o desenvolvimento de farmacos
potencialmente Uteis para o tratamento de neuropatologias (Mortari et al, 2007).

Considerando o potencial do veneno de formigas como agentes antimicrobianos e no
tratamento de neuropatologia, este estudo avaliou essas atividades do veneno da formiga

Pachycondyla striata

2. Material e Métodos

2.1 Insetos

Doze colbnias d®. striataforam coletadas na Mata da Biologia (20°48° S 42°51° W),
fragmento florestal do municipio de Vicosa, estado de Minas Gerais, Brasil. As colbnias
foram transferidas para a Universidade Federal de Vigosa e mantidas em ninhos artificiais (40
x 30 cm) a 26 + 3C, e com cerca de 50-70% de umidade relativa. As col6nias foram tratadas
com uma dieta a base de larva de tenefirmébrio molitoy e mel, fornecidas a cada dois

dias.
2.2. Atividade antimicrobiana

2.2.1. Preparo da amostra
Um total de cem operarias, foram crio-anestesiadas, dissecadas e o reservatério das
glandulas de veneno transferidos para tampé&o fosfato de sédio 0,1 M pH 7,2 (PBS). Os
reservatorios de veneno foram rompidos e as amostras centrifugadas a 13000 g por 10
minutos e o sobrenadante coletado e armazenad@® C.
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2.2.2. Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteinas totais presentes no vendpostigatafoi determinada
pelo método do acido bicinconinico (Smith, 1985), usando albumina de soro bovino como

padréo.

2.2.3. Veneno bruto

Uma amostra do veneno Be striatafoi esterilizada por filtracdo em filtro com poros
de 0,22 um (Millipore NY, USA) e sua atividade antimicrobiana testada contra bactérias
gram-positivas l(isteria monocytogenes; Bacillus cereus; Bacillus sub#lStaphylococcus
aureus)e gram-negativasEfterobacter sakazakii; Escherichia coli; Moraxella catarrhalis;
Proteus vulgaris; Shigella flexneriCitrobacter freundiie Salmonella typhimuriujroriundas
do Laboratério de Imunovirologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa (UFV)
Culturas de cada uma das bactérias foram inoculadas em placas contendo meio Luria-Bertani
(LB) sdlido e incubadas a 37 °C por 24 h. Transcorrido esse tempo, colénias de cada espécie
de bactéria foram transferidas para meio LB liquido, incubadas a 37 °C e o crescimento
acompanhado por duas horas por leitura em espectrofotdmetro a 600 nm de absorbancia.

Duzentos microlitros da solucdo bactéria/meio LB foram diluidos em meio LB até
volume final de 40 mL. Essas solucbes contendo as bactérias foram adicionadas em
microplacas (100 pL) juntamente com 50 puL do extrato bruto do veneno (3 mg/uL) e
incubadas a 37 °C por 24 h, e em seguida o crescimento das colénias foi avaliado em
espectrofotdbmetro a 600 nm de absorbancia. A atividade inibitéria foi determinada pela
inibicdo do crescimento bacteriano nas placas. Como controle positivo foram utilizados meio
de cultura com bactéria, e como controle negativo apenas meio de cultura. Todos os testes

foram realizadosmptriplicatas.

2.2.4. Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)

Um conteudo de 2 mg de proteina do veneno bruto foi diluido em 300 pL de meio LB
liquido. A solucéo foi esterilizada por filtragdo, utilizando filttam poros de 0,22 pm de
didmetro (Millipore NY, USA) acoplado a uma seringa de 1 mL. Uma série de diluigbes
sucessivas do veneno (0,5 mg; 0,25 mg; 0,125 mg; 62 ug; 31 ug; 15 ug; 7 1g; 3,5 ugle

foram realizadas, e a atividade testada contra a baSté&izreus
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2.2.5. Teste com temperatura e com proteinase K

Em 45 uL de veneno (600 pg/mL) foi adicionado meio LB liquido até o volume final
de 1,5mL, seguido de esterilizagdo em filtro 0,22 um de didmetro. Trezentos microlitros
dessa solucao foram mantidos a temperatura ambiente e outros 300 pL aquecidos a 95 °C por
30 minutos em banho a seco.

Uma outra amostra (300 pL) da solu¢ao veneno bruto mais meio LB liquido foi
incubado com 1 pL de endoproteinase K, a 40 °C por 10 minutos e posteriormente a 56 °C por
5 minutos. A atividade antimicrobiana do veneno a temperatura ambiente, do veneno
aquecido a 95°C e do veneno tratado com proteinase K, foi avalad aureuscomo

descrito anteriormente.

2.2.6. HPLC em fase reversa

Cem microlitros do veneno bruto contendo 200 pg de proteinas foram injetados em
uma coluna g de fase-reversa. A separacdo cromatografica foi realizada com fluxo de
ImL/min. A eluicdo dos peptideos foi monitorada na faixa de absorbancia de 220 e 280 nm
em sistema HPLC. Como solvente A foi utilizado uma solucdo aquosa de 0,1% de acido
trifluoroacético, e como solvente B uma solu¢cdo de 80% acetonitrila e 0,1% de acido
trifluoroacético. O veneno foi separado em 120 fracdes com gradiente linear de 5-95% de B
por 65 minutos. As fracdes foram coletadas a cada 30 segundos entre o tempo 5-65 minutos.

As fracdes oriundas do fracionamento foram secas em SpeedVac, seguida de duas
lavagens em agua, secas e ressuspendidas em 500 uL de PBS e a atividade antirdierobiana

cada fracdo testada para a bact8riaures.

2.2.7. HPLC por troca ionica

As fracBes oriundas da purificacdo por fase-reversa e que tiveram atividade
antimicrobiana foram recromatografadas em coluna de troca idnica (Mono-Q com ligante de
amonio quaternario). A separacdo cromatografica foi realizada num fluxo de 1 mL/min. A
eluicdo dos peptideos foi monitorada na faixa de absorbancia de 220 nm em sistema HPLC.
Como solvente A foi utilizado solucdo tampéo fosfato de sédio 50 mM pH 7,4, e como
solvente B solugéo tampéao fosfato de sodio 50 mM NaCl 1M. O veneno foi separado em 66
fracbes com um gradiente linear de 5-95% de B por 33 minutos. As fracdes foram secas em

SpeedVac e a atividade antimicrobiana das fracdes testada para a Baeiénéas

33



2.3.ldentificagdo dos compostos do veneno de P. striata

2.3.1. Digestéo das amostras

FracOes oriundas do fracionamento por fase-reversa e por troca idnica com atividade
antimicrobiana foram solubilizadas em bicarbonato de amonio 50 mM. As amostras foram
reduzidas em solucdo Dithiothreitol (DTT) 200 mM a 100 °C por 10 minutos, seguido de
repouso por 1 hora a temperatura ambiente. Apds esse tratamento, as proteinas foram
alquiladas com iodoacetamida a 100 mM por 30 minutos em temperatura ambiente, na
auséncia de luz. Para neutralizar o processo de alquilagdo, 10 pL de DTT a 200 mM foram
adicionados a solucdo e esta mantida em temperatura ambiente por 45 minutos no escuro.
Tripsina nao-autolitica (20 pg) foi adicionada a solucéo de proteinas e desnaturadas a 37 °C
por 18h. As solucdes finais foram concentradas a vacuo e dessalinizadas com ponteiras tipo
ZipTip (Pipette Tips for Sample Preparation- Millipore) e os peptideos ressuspendidos em

solucéo de 0,1% acido trifluoroacético.

2.3.2. Espectrometria de massas (MALDI- TOF-TOF)

Aliquotas de 1 pL das amostras obtidas a partir da digestdo enzimatica, juntamente
com 1 pL de matriz (5mg/mL Matriz Universal MALDituka mistura 1:1 DHB e a-ciano-4-
hidroxi-cinamico, preparada em acetronitrila a 50% e &cido trifluoroacético a 3%), foram
aplicadas em placa de aco MTP Anchor Chip TM 600/384 TF (Bruker Daltonics), na
propor¢cdo de 1:1 e submetidas a analises de MALDI-TOF-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/ lonization time-of-flight) em aparelho ULTRAFLEX Il (Bruker Daltonics).

Nas andlises de MS (modo de deteccao linear para ions com polaridade positiva) foi
utilizado o método LPPepMix com 500 a 5.000 Da de deteccdo e nas andlises de MS/MS o
método LIFT com 40 a 1.878 Da de deteccéo.

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas no Nucleo de
Biomoléculas da Universidade Federal de Vicosa (NUBIOMOL- UFV).

2.3.3. Identificacéo dos peptideos

Os espectros de massas obtidos do MALDI-TOF-TOF foram processados utilizando
o software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics) para a remocéo de contaminantes e obtencao
da lista de massas que foi submetida a identificacdo pelo software de identificacdo de
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proteinas MASCOT (Matrix Science Ltd, Uk; Peptide Mass Fingerprint- PMF e MS/MS lon
Search).

Na identificacdo das proteinas oriundas do MALDI-TOF-TOF foram utilizadas as
sequéncias proteicas depositadas no NCBInr e no Swissprot, disponiveis publicamente, aos
niveis de 0.5 e 0.1 kDa e 50 ppm de erro. Rea¢cBes de carbamidometilacdo da cisteina e
oxidagdo da metionina foram utilizadas como modificagbes fixas e variaveis,
respectivamente. Metazoa (Animais) foi selecionado como taxon para entrada nos bancos de
dados. Resultado significativo foi considerado quando o Score da proteina sugerida foi
superior ao Score calculado pelo software MASCOT, assumindo p < 0,05 e p <0,01.

Os espectros de MS/MS oriundos do MALDI-TOF-TOF também foram submetidos
ao programa de sequenciamed®® novoBioTools 3.2 (Bruker Daltonics). As sequéncias
proteicas sugeridas por este programa foram submetidas ao banco de pesquisa MS Blast
(http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/). Resultados positivos sugeridos pelo MS Blast e
oriundos do banco de dados de formigas ou de veneno animal foram aceitos como

identificacdo positiva.
2.4. Ensaio neurobiologico

2.4.1. Preparagdo dos extratos

Seiscentas operarias foram crio-anestesiadas e o reservatorio de veneno retirado
como descrito e o veneno foi centrifugado por 10 minutos a 13000 g, o sobrenadante coletado
e armazenada -80 °C, até a realizacdo dos ensaios. O veneno foi solubilizado em 100 pL de
agua destilada e posteriormente liofilizado e armazenado a -20°C. O extrato bruto do veneno
liofilizado foi dissolvido em solugcdo salina a 0,9% nas concentragbes de 25, 100 e 250
mg/mL.

Nos testes com veneno livre de proteinas (veneno desnaturado), 100 pL de
acetonitrila foram adicionados a 100 pL do extrato bruto de veneno nas concentracdes de 25
mg/mL e 100 mg/mL. As solu¢cdes foram centrifugadas por 10 minutos a 5000 g, o
sobrenadante coletado, fervido a 100 °C por 10 minutos e mantido em temperatura ambiente

por 16 h para evaporacéo total da acetonitrila.

2.4.2. Animais
Camundongos fémeas da espddies musculunsaca Swiss com idades inferior a 4
meses e pesos entre 280 g, foram adquiridos a partir do biotério da Universidade Federal

do Rio Grande do Norte (UFRN), RN, Brasil. Os animais foram mantidos sob condi¢des
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controladas de luz (ciclos de 12 h) e temperatura (25 °C). Este trabalho foi aprovado pelo
comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFRN. Os camundongos foram tratados

segundo as diretrizes da legislacéo brasileira para uso de animais em pesquisa (Lei n°® 11.794).

2.4.3. Cirurgia dos animais

Os camundongos foram anestesiados com Ketamina (100 mg/kg) e xilazina (50
mg/kg) e fixados em suporte cirdrgico para camundongos (Insight, Brasil). Em seguida, uma
segunda dose de anestésico, via percutanea, de 0,1 mL de lidocaina a 2% foi realizada. Uma
canula de aco inoxidavel (diametro 0,25 mm e comprimento 8 mm) foi implantada no
ventriculo lateral do cérebro dos camundongos. Para a implantacdo da canula, foram
utilizadas as coordenadas estereotaxica sugeridas por Paxinos & Watson (2009). A canula foi
fixada ao cranio com auxilio de pasta dental acrilica. Ao término da cirurgia, a canula foi
temporariamente isolada com fio de aco inoxidavel para evitar a sua obstrucdo. Os animais
permaneceram de 5-7 dias em periodo pds-operatério para recuperacao, antes do inicio dos
testes. Os processos cirargicos foram realizados no Laboratério de Estudos da Memodria, da

Universidade Federal do Rio Grande do Norte, RN, Brasil.

2.4.4. Ensaios neurobioldgicos

Nos ensaios com o0 veneno bruto e com veneno desnaturado, os camundongos
(fémeas) foram injetados com o auxilio de ucdaula de injegdo acoplado a um tubo de
polietileno e a uma seringa Hamilton (1mlg),0 volume e tempo de administracdo foi
controlado por uma bomba de infusao digital (Insight, Brasil). Cada animal foi microinjetado
intracerebroventricular com 1 pL de solucédo salina ou veneno, num fluxo de 0,5 puL/min. Os
camundongos foram aleatoriamente divididos em seis grupos experimentais: Grupo controle
[solucéo salina 0,9% (n=8)], Grupo veneno bruto 25, 100 e 250 mg/mL [ (n=7), (n=8) g (n=9)
respectivamente] e veneno desnaturado nas concentracdes de 25 mg/mL (n=8) e de 100
mg/mL (n=7).

Logo apés a injecdo intracerebroventricular, os camundongos foram colocados em
uma arena circular (30 cm de diametro e 60 cm de altura) e flmados por 1200 segundos para

analise dos parametros comportamentais.

2.4.5. Modelo de indugé&o de crises convulsivas por bicuculina
Os camundongos foram divididos em dois grupos experimentais: grupo controle
(n=6) e grupo veneno desnaturado 25mg (n=8). No grupo controle, os camundongos

receberam intracerebroventricular 1 pL de agua destilada e o grupo tratamento 1L de veneno
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(25 mg/mL) como descrito anteriormente (ver 2.4.4.). Depois de Transcorrido 20 minutos da
injecdo, todos os camundongos receberam intracerebroventricular 1 pL de bicuculina (10
mg/mL) um antagonista de receptor GABA(acido gama-aminobutirico) (Sigma,EUA), capaz
de induzir convulsdes do tipo ténico-clonico em 100% dos animais em menos de 20 minutos.
Os camundongos foram colocados em uma arena circular (30 cm de diametro e 60 cm de

altura) e filmados por 1200 segundos.

2.4.6. Analise da area de injecao
Apos o final dos ensaios, os animais foram eutanasiados com sobredose de tiopental
sédico (50 mg/Kg) injetada intraperitonealmente. Em seguida, foi injetado na canula guia
mL de azul de toluidina. Os cérebros foram removidos, congelados e cortados manualmente
para verificar a colocacdo do sitio de injecdo. Somente o0s animais com coloracdo no

ventriculo lateral foram considerados para a analise.

2.4.7. Analise comportamental
Os videos de cada um dos animais foram analisados e os comportamentos de
exploracdo (caminhar, cheirar e manter postura ereta), imobilidade (auséncia de movimento),
“grooming’ (auto limpeza corporal), procursiva (movimentos rapidos, giros rapidos em torno
do proprio eixo, contracdo dos membros, e pulos) e ténico-clénico (flexdo do tronco seguida

de extenséo difusa do tronco e membros) foram cronometrados.

2.4.8. Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 5. Uma analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey post hoc foi utilizado para comparar o0s
diferentes comportamentos entre as diferentes concentragdes do veneno. A atividade
anticonvulsivante foi avaliada utilizando um teste qui-quadrado e as diferencas entre as

médias foram testadas a partir do téste Mann-Whitney.

3. Resultados

3.1. Atividade antimicrobiana
O veneno bruto d@. striatamostrou agcdo antimicrobiana contra todas as bactérias
testadas. A concentracdo inibitéria minima do extrato bruto de veneRo sigata obtida
paraS. aureudoi de 62.5 pg/mL (Figura 1A).
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Nos testes realizados com o extrato bruto do veneno tratado previamente com
proteinase K, nado foi detectada atividade antimicrobiana (Figura 1B), enquanto nos testes com
0 veneno submetido a temperatura de 95 °C a atividade antimicrobiana permaneceu (Figura
1C).

A B Proteinase K
MICS. aureus o 0.3
0.8 = e
2 1 8 —_
Kl I Q
2 0.6 & 0.2
@ o]
= k=t
£ 0.4 o
£ % 0.1
(8]
g 0.2 g
(8} )
oo LILALALILIL ';“T“T“T‘l?'?é 0.0 r r
AN NS ”’9«‘9%&%& FPESS S S PK cpP CN Veneno
N
ug/mL
C

Temperatura 95°C

T

0.3

0.1

Crescimento bacteriano

0.0H— T T

Figura 1: Atividade antimicrobiana do veneno bruto dRachycondyla striata.(A)
Concentracdo Minima Inibitéria do veneno a cerc& daureusCP= controle positivo, meio

de cultura com bactéri@N= controle negativo, apenas meio de cultura; (B) veneno tratado
com proteinase K, PK= veneno tratado com proteinase K; CP= meio de cultura com bactéria;
CN= apenas meio de cultura; veneno= meio de cultura com veneno e (C) Diferentes

concentracdes do Veneno desnaturado a.95°C
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A purificagdo do veneno d@. striata em HPLC por fase reversa permitiu a
separacao de 120 fracOes proteicas, das quais as fracdes A (23-26), B (28-30), C (31-32), D
(35-36) e E (39-41) (Figura 2) apresentaram atividade antimicrobiana.

O sequenciamentde novoassistido pelo software Biotools permitiu a identificacdo
de cinco proteinas nas fracdes que mostram atividade antimicrobiana (Tabela 1). Na fracdo B
foi identificada a proteina cinesina, a partir do protozo@nganosoma brucei bruceNa
fracdo C, foi identificado um alérgeno de veneno da forRaehycondyla chinensidNa
fracdo D, foram identificadas as proteinas analgesina, a partir do afyieisimplexe uma
proteina predita da familia das proteinas inibidoras dos canais de potassio, a partir da
cianobactériaChroococcidiopsis thermalisNa fracdo E foi identificada uma proteina

hipotética, a partir da formigdarpagnathos saltator.
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Figura 2: Fracdes com atividade antimicrobiana a partir do veneno bruRacdeycondyla
striata. Separacdo em sistema HPLC com coluna dé fase reversa com 220 nm de

absorbancia.
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Tabela 1: Proteinas presentes nas fracdes do venemadeycondyla striataom atividade
antimicrobiana. Frag6es obtidas em sistema HPLC de fase reversa. Proteinas identificadas por

sequenciamentde novocom auxilio do software Biotools 3.2.

Fragcdo Cadigo Proteina Organismo Sequéncia peptidica
de acessc
B XP_8223 Quinesina Trypanosoma BMLDPMALVNELAATLZRBMLDPMAL
47 brucei brucei VNELAATLZRBMLDPMALVNELAATL

ZRBMLDPMALVNELAATLZRBMLDPM
ALVNELAATLZRBMLDPMALVNELAA
TLZRBMLDPMALVNELAATLZRBLND
NMALVNELAATLZR (39)
C COITL3 Alérgeno de venenc  Pachycondyla ~ BMPDLLWDNELATLAZRBMPDLLWD
chinensis NELATLAZRBMPDLLWDNELATLAZR
BMPDLLWDNELATLAZRBMPDLLWD
NELATLAZR (97)

D AEJ3509 Analgesin 2 Hyla simplex BFLPFGRBFLPFGRBFLPGFRBFLPGFR
1.1 BLPZGGHZBLPZGGHZBPLZGGHZ (36)
D YP_0070 Proteina da familia Chroococcidiopsis BLGLSGLLSGLALGSHZBLGLSGLLSGL
92215 das proteinas thermalis ALGSHZBLGLSGLLSGLALGSHZBLGL
inibidoras dos SGLLSGLALGSHZBLGLSGLLSGLALGS
canais de potassio HZz (57)
E EFN851 Proteina hipotética Harpegnathos BZLFALSACLASLSLLZBZLFALSACLA
13 saltator SLSLLZBZLFALSACLASLSLLZBZLFAL

SACLASLSLLZBZLFALSACLASLSLLZ
BZLFALSACLASLSLLZ (32)

As fracBes obtidas a partir da recromatografia por troca ibnica mostraram a presenca
de mais de uma proteina/peptideo por fracdo e algumas delas ndo apresentarem atividade
antimicrobiana (Figura 3 e 4). Apesar de alguns peptideos com atividade antimicrobiana
estarem purificados o suficiente para serem submetidos ao MS/MS e/ou sequenciamento por
degradacdo de Edman, os limites de deteccdo do espectrobmetro de massas e a concentraca
final dos compostos, impossibilitaram a realizagcdo dos procedimentos de espectrometria de

massas em tandem, ou mesmo a utilizacdo do sequenciador automéatico de peptideos.
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Figura 3: Subfracionamento por troca ibnica das fragbes com atividade antimicrobiana.

Barras correspondem as fracdes em que houve atividade biolégica. Fracfes A e B.
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Figura 4: Subfracionamento por troca ibnica das fragbes com atividade antimicrobiana.

Barras correspondem as fracdes em que houve atividade biolégica. Fragbes C,D e E
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3.2. Ensaio neurobioldgico

Os efeitos do veneno bruto (25, 100 e 250 mg/mL) sobre o comportamento dos
camundongos estéo representados na Figura 4. A analise de variancia ANOVA de uma via
revelou diferencas significativas entre os grupos em relacdo aos comportamentos de
imobilidade e exploracdo nos camundongos tratados com veneno bruto (FigeiB).48s
animais que receberam veneno bruto na concentracéo de 250 mg/mL tiveram um aamento
tempo de imobilidade = 2,977; p < 0,001) e diminuicdo no tempo gasto no
comportamento de exploracdo 3f= 4,386; p < 0,001). N&o houve diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao grupo controle e os animais tratados com veneno
bruto nas concentrac¢des 25 e 100 mg/mL. Entretanto, gomteservar o aparecimento de um
cluster de comportamentos pro-cursivos e também de crises ténico-clbnicas em animais
tratados com veneno 250mg/mL (Figura 4D e 4E).

Os efeitos do veneno desnaturado (25 e 100mg/mL) sobre o comportamento dos
camundongos estdo representados na Figura 5. A andlise de variancia ANOVA de uma via
nao revelou diferencas significativas entre os grupos em relacdo aos comportamentos de
imobilidade, exploratério &grooming’ nos camundongos tratados com veneno desnaturado
(5A, 5B e 5C). Os efeitos do veneno desnaturado nos ensaios anticonvulsivantes estéo
resumidos na tabela 1. Todos o0s animais tratados com bicuculina apresentaram
comportamento do tipo ténico-clénico e morte durante ou logo apés os experimentos. N&o
foram observadas diferencas significativas nos comportamentos entre os animais do grupo
controle e os animais tratados com o veneno desnaturado (25mg/mL), a cerca do agente

convulsivante (bicuculina).
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Figura 4. Tempo (s) gasto pelos camundongos em cada grupo comportamental, apés
microinjecao intracerebroventricular de solugéo salina ou diferentes concentragdes (25, 100 e
250 mg/mL) do veneno bruto dRachycondyla striataOs dados sdo expressos em media +

EP. (*) quando comparado ao controle (ANOVA de uma via seguido do pos-hoc de Tukey).
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Figura 5. Tempo (s) gasto pelos camundongos em cada grupo comportamental apos
microinjecao intracerebroventricular de solugéao salina ou diferentes concentracdes (25,100 e

250 mg/mL) do veneno desnaturado REchycondyla striataOs dados s&o expressos em
média + EP.
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Tabela 2: Efeitos da administragdo intracerebroventricular do veneno desnaturado de
Pachycondyla striat@os ensaios de convulsédo induzida por bicuculina

Tratamento Salina x Bicuculina 25mg 100mg Veneno (25mg) x
bicuculina

NUmero de 6 8 7 8

animais

Mortalidade 6/6 1/8 3/7 5/8

Imobilidade 0/6 6/8 717 4/8

Exploratério 3/6 8/8 117 4/8

“Grooming” 0/6 718 5/7 4/8

Procursiva 6/6 1/8 1/7 6/8

Tonico-clénico 6/6 1/8 1/7 5/8

4. Discusséao

Este trabalho é o primeiro ensaio bioldgico que demonstra a atividade antimicrobiana
e neurobiologica do veneno drR striata. A atividade antimicrobiana do veneno de formigas
foi testada apenas cobh goeldii (Orivel et al, 2001)Myrmecia pilosula(Zelezetsky et al,
2005),Solenopsis invictg§Meer, 1995) eCrematogaster pygma&uinet et al, 2012)Em S.
invicta, alcaloides do veneno apresentam atividade antimicrobiana, sendo que rainhas dessa
formiga liberam veneno sobre seus ovos para inibir o crescimento de fungos
entomopatogénicos (Vander der Meer, 1995). Peptideos presentes nos ver@nogdeae
P. goeldii e M. pilosula apresentam amplo espectro de atividade contra bactérias gram-
positivas e gram-negativa, embora nenhum desses peptideos tenham sido isolados.

Os dados aqui obtidos mostram que a atividade antimicrobiana do veného de
striata é causada por peptideos, pois quando esse veneno foi tratado com proteinase K ou
desnaturado a 9%C a atividade antimicrobiana foi respectivamente perdida e mantida. A
proteinase K hidrolisa as ligacdes peptidicas, inativando as proteinas, enquanto a temperatura
afeta as interacdes fracas, e a perda da estrutura tridimensional, acarretando na perda da
funcdo proteica. Entretanto alguns peptideos mantem sua atividade mesmo em elevadas
temperaturas (Nelson & Cox, 2000).
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O potencial antimicrobiano do veneno Restriataé relativamente pequeno quando
comparado aos antibidticos de referéncia como ampicilina, amoxilina e azitromicina. O
veneno déP. striataapresenta MIC de 62,5 pg/mL enquanto a ampicilina apresenta MIC para
S. aureusde 0,06 mg/L, amoxilina e azitromicina de 0,12mg/L (Andrews, 2001). No entanto,
considerando que poucas fragdes de proteinas/peptideos do veRerstrid¢a apresentaram
atividade antimicrobiana, € possivel que essas proteinas/peptideos quando isoladas
apresentem elevado potencial antimicrobiano, com MIC préximo daqueles dos antibiéticos
disponiveis no mercado. Vale salientar, que as fracbes de proteinas/peptideos da separacac
por troca idnica apresentaram atividade antimicrobiana em concentracdes baixas, insuficientes
para serem detectados em espectrometro de alta resolucdo como o utilizado neste trabalho,
sugerindo que esses compostos mesmo em baixas concentracdes sao ativos contra bactérias.

Das cinco proteinas identificadas a partir das fracbes com acdo antimicrobiana,
apenas a Analgesina 2, peptideo de defesa, secretado pela pilea demplex,apresenta
atividade antimicrobiana comprovada (Uniprot, 2014).

Como observado no capitulo 1, a analise protebmica do venerid diata
evidenciou a presenca dos peptideos Buforina-EC e Dinoponeratoxina Da-1837, as quais
apresentam amplo espectro de atividade contra bactérias gram positivas e gram negativas
(Assodech et al, 2012; Johnson et al, 2010). Entretanto, nas andlises das fracdes aqui
realizadas, esses peptideos ndo foram identificados, possivelmente devido a baixa
concentracao final dos peptideos presente nas fracées obtidas aqui analisadas.

Possivelmente a funcédo da presenca de peptideos antimicrobianos no veReno de
striata seria de protecdo a colbnia contra a infeccdo por bactérias. Orivel et al (2001)
justificam a presenca de proteinas com fungdo antimicrobiana no veneno de formigas
predadoras, pela necessidade de minimizar o potencial de infeccdo por bactérias, fungos e
virus, pois essas formigas transportam as suas presas, logo ap0s a imobilizacdo, para seus
ninhos, aumentando o potencial de infeccdo por microrganismos presentes nas presas.

Aparentemente, as fracbes apresentam peptideos antimicrobianos que sé&o
desconhecidos para a ciéncia. Entretanto, um maior numero de trabalhos sdo necessarios pare
isolar e caracterizar esses compostos.

Diferentes componentes neuroativos vém sendo isolados a partir do veneno de
diferentes espécies de himendpteros (Piek, 1991), entretanto poucos sao os trabalhos que
visam estudar as neurotoxinas presentes no veneno de forRégdg.condyla striateé a

segunda espécie de formiga a ter o efeito neurobiolégico do veneno testado em vertebrados;
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trabalhos com esse objetivo foram realizados com o veneno da fomggonera
quadricepqLopes et al, 2013)

O veneno bruto de. striatareduziu o comportamento de exploracdo e aumentou a
imobilidade, além de promover comportamentos convulsivos caracterizados por respostas
pro-cursivas seguidas de crises tbnico-clénicas (Figura 4). Este tipo de efeito neurotdxico
também ja foi observado em venenos de outras espécies animais. Por exemplo, toxinas
presentes no veneno do escorpiigus bahiensigpresentam efeitos convulsivos e induzem
a degeneracdo de células da regido do hipocampo do cérebro de ratos (Ossanai et al, 2013).
Alteracdes comportamentais como diminuicdo da atividade exploratéria e aumento da
imobilidade também foram observados apdés injecao intracerebroventricular de @neno
guadricepsem camundongos (Ferreira, 2012)

Proteinas com atividade neurotoxica estdo presentes no veneRo skeiata
(Capitulo 1), coma U-10 ctenotoxina, que altera o funcionamento de canais de sédio e uma
proteina nado identificada da familia das proteinas inibidoras dos canais de potassio. A
presenca de proteinas como essas, que alteram o funcionamento de canais idnicos nos
neurbnios, pode resultar na liberacdo excessiva de neurotransmissores. Essa
hiperexcitabilidade das células nervosas pode explicar a presenca de convulsdes observada
neste trabalho, quando os camundongos foram expostos a dose mais elevada de veneno brutc
(250mg/mL) deP. striata Entretanto, além dessas proteinas deve haver outros compostos
neuroativos, pois doses de 100 mg/mL de veneno desnaturado também induziram a ocorréncia
de convulsdes nos camundongos, evidenciadas pelos comportamentos procursivo e ténico-
clénico eemdoses baixas no veneno desnaturado (25 e 100 mg/ L )stigata.

Efeitos convulsivos sdo a Ultima expressdo de uma variedade de fendmenos
patolégicos, resultantes de um desequilibrio entre a excitacdo e inibicdo neuronal (Carvalho et
al, 2000). E possivel que todas as alteracbes comportamentais dos camundongos que
receberam 250 mg/mL de venenoRlestriataestejam associadas a eventos pré-convulsivos.

O veneno desnaturado mostrou ser pouco eficaz contra as convulsdes induzidas por
bicuculina, diferentemente dos resultados obtidos em outras espécies de himendpteros, como
D. quadricepqLopes et al, 2013) e eRolybia occidentaligMotari et al, 2007), nos quais
compostos presentes no veneno desenvolvem algum tipo de protecdo ao sistema nervoso

central.
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5. Consideracoes finais

A presenca de peptideos antimicrobianos e de neurotoxinas faz do venBno de
striata uma fonte importante de compostos com potencial farmacologico para estudos que
visem tratamento de doencas infecciosas e na compreensdo de mecanismos de

neurotransmissao.
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Capitulo 3

Composicéo quimica do veneno deachycondyla striata F. Smith

(Formicidae: Ponerinae)
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Resumo

As operarias das espécies sociais usam seu veneno na captura de presas e na defesa d
colénia. O veneno da formida. striatafoi analisado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). Quarenta e oito compostos foram identificados compondo
0 veneno da espécie, dos quais 35 sao hidrocarbonetos de cadeia longa (C19-C36). Os
compostos mais abundantes sdo os hidrocarbonetos lineares C22-C30, em conjunto
representam aproximadamente 70% do conteldo do veneno. Os outros compostos que hao
s&@ hidrocarbonetos representam em conjunto menos do que 2% de todo o veneno. A
composicdo do veneno variou quantitativamente entre as amostras diferentes da mesma

colonia. A possivel funcédo desenvolvida pelos compostos aqui identificados é discutida.

Palavras-chave:Ponerinae, glandula de veneno, secrecao exdcrina, analises quimicas.

Abstract

The workers in the social species use their venom for prey capture and defense of the colony.
The venom of the anP. striata was analyzed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). Forty-eight compounds were identified in the venom of the species,
of which 35 are long chain hydrocarbons (C19-C36). The most abundant compounds are the
linear hydrocarbons C22-C30 together they represent about 70% of the content of the venom.
Compounds other than hydrocarbons together repessiess than 2% of the whole venom.

The composition of the venom varied quantitatively between different samples in the same
colony. The possible function developed by the compounds identified here is discussed.

Key Words: Ponerinae, venom gland, exocrine secretion, chemical analysis.

51



1. Introducao

A defesa coletiva é uma caracteristica dos insetos sociais. Muitos Hymenoptera,
incluindo diversas espécies de formigas, desenvolveram estruturas especializadas na captura
de presas e na defesa individual e/ou da colonia (Grimaldi & Engel, 2005). Originado a partir
do ovipositor dos nédo-aculeados, o aparato de ferrdo, e em especial as suas secrec¢des
venenosas, representam um armamento morfolégico e quimico eficiente para a manutencéo
da col6nia (Grimaldi & Engel, 2005).

Nas ultimas décadas diversos trabalhos tém caracterizado quimicamente a secrecdo
venenosa de diferentes espécies de formigas, descrevendo compostos pertencentes a
diferentes classes quimicas como acidos graxos, mono-, sesqui-, di-terpenos, alcoois, acetato,
hidrocarbonetos, piperidinas, entre outros (Cavill et al 1982; Schmidt, 1982; Morgan et al,
2003; Morgan, 2009). Esses compostos e suas misturas tém uma elevada diversidade
funcional, agindo como agentes causadores de dor e irritacdo, agentes repelentes e agentes
téxicos (Schmidt, 1982).

Adicionalmente aos compostos com funcdo defensiva/ predatéria, a glandula de
veneno de algumas espécies de formigas produz substancias que estdo envolvidas no process:
de comunicacdo quimica desses insetos (Morgan, 2009). As substancias produzidas pela
glandula de veneno que agem como feromdénios, usualmente, estdo presentes em pequenas
guantidades (Jackson & Morgan, 1993), e muito pouco de suas estruturas quimicas tém sido
elucidadas. Morgan (2009) identificou algumas substancias presentes na glandula de veneno
de formigas que agem como feromoénio de trilha, entre eles 4-metil-3-heptanol, 6-metil-3-
nonil acetato, 2-6-dimetil-3-nonil acetato e 7-metitidcil acetato. Além do feroménio de
trilha, também ja foram identificados feroménios sexual, de alarme, recrutamento e de rainha
(Scmidt, 1982).

O géneroPachycondyla(Formicidae: Ponerinae) € um dos mais diversos entre 0s
Formicidae, incluindo cerca de 250 espécies das 15.000 espécies de formigas descritas no
mundo (AntWeb, 2014). As espécies desse género apresentam pouco ou nenhum dimorfismo
entre rainhas e operarias, comportamento predatério e colénias relativamente pequenas
guando comparadas a outros géneros de formigas (Mackay & Mackay, 2010).

No Brasil existem aproximadamente 50 espéciesPdehycondyla(Mackay &

Mackay, 2010), dentre as quaachycondyla striataFr. Smith (1858) é endémica da
América do Sul e aparece como uma espécie comum nas regides sudeste e sul do Brasil

(Mackay e Mackay, 2010). Entretanto, até o momento, poucas espécies do género
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Pachycondyldgiveram os compostos quimicos do veneno caracterizados, taisPcanitiosa
(Blum & Hermann (1978)P. foetens(Janssen et al, 1995p,. apicalis (Cruz-Lopez &
Morgan, 1997)P. insularis e P. tridentatdMaschwitz et al, 1981) B. obscuricornise P.
tarsata(Morgan et al, 2003).

Em relag&o aos estudos desenvolvidos com o aparato de fefPactdata Ortiz e
Camargo-Mathias (2006) descreveram a morfologia da glandula de veneno, assim como
Morgan (2003) identificou os volateis a partir das glandulas de veneno e de Dufour. O
objetivo deste estudo foi aprofundar os conhecimentos sobre a composicdo quimica de

compostos nao proteicos do venend’dstriata

2. Material e Métodos

2.1.Origem dos insetos e preparo dos extratos

Trés colbnias d®. striataforam coletadas na Mata da Biologia (20°48’S 42°51°W),
fragmento florestal do municipio de Vicosa, estado de Minas Gerais, Brasil, e mantidas em
condicOes laboratoriais a 26 °C. Trinta operarias de trés colbnias foram crio-anestesiadas por
cerca de trés minutos e posteriormente dissecadas em microscopio estereoscopio. Trés
amostras de cada colbnia, contendo cada umal0 reservatorios da glandula de veneno, foram
colocadas em eppendorfs com 50 pL de dgua destilada. A amostra foi levemente macerada
para ruptura da parede do reservatério da glandula de veneno, centrifugada a 12.000 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido para vials, e em seguida adicionados 50
puL de hexano (Grau HPLC, Mallinkrodt), seguido de leve agitagéo por 30 s e repouso por trés
minutos. O sobrenadante foi retirado, secado a vacuo e estocado a -20 °C. De cada colbnia

foram realizadas triplicatas, cada uma contendo 10 reservatoérios da glandula de veneno.

2.2.Analises quimicas
Componentes nao proteicos do veneno da espécie em estudo foram analisados por
cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas (GC-MS). As amostras previamente
secas foram ressuspendidas em 20 pL. de uma solugdo contendo hexano (HPLC, Mallinkrodt)
e 20 ng de acetato de heptila como padrao intexhiquotas de 1 pul da amostra foram
injetadas no cromatografo de fase gasosa QP-2010 Plus (Shimadzu), equipado com coluna
capilar de silica RTXMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O gas hélio foi utilizado como gas

de arraste num fluxo de 1mL/min. A temperatura do forno foi programada a partir de 70°C

53



mantida por 5 min, com incremento de 6°C/min até a temperatura de 280°C, permanecendo a
essa temperatura por 10 min. O tempo total de corrida foi de 55 min. As analises foram
realizadas no modo “splitless”. A temperatura do injetor foi de 250°C. Para as analises dos
espectros de massas foram calculados os indices de Kovats (IK) dos picos, seguido de
comparacao com os espectros de massas disponiveis nas bibliotecas eletrénicas Wiley 7.0 e
NIST 8.0 (NIST Mass Spectrometry, 2007).

3. Resultados

As andlises de GC/MS mostraram que os compostos ndo proteicos do veleno de
striata formam uma mistura simples de compostos, com predominancia de n-alcanos (Figura
1; Tabela 1). Quarenta e oito compostos foram encontrados no veneno, dos quais 35 séo
hidrocarbonetos. Entre os componentes mais abundantes estdo os hidrocarbonetos lineares
Co2.30, 0OS quais, em conjunto, totalizam 70% do volume do veneno. Os compostos que nao séo
hidrocarbonetos compreenderam menos de 2% do volume total do veriergirdda.

Diferencas quantitativas e qualitativas na composicdo do veneno foram observadas
entre as trés colonias analisadas. Compostos como Tricosano, Tetracosano e Pentacosano sé
aproximadamente quatro vezes mais abundantes na coldnia 2 quando comparada a colbnia 3
e, aproximadamente sete vezes entre as colonias um e dois (Tabela 1).

Dos 48 compostos identificados, 22 estdo ausentes nas operarias da colénia 1, 6 na
colonia 2 e 5 na colonia 3 (Tabela 1), sendo que n-Hexatriacontane ocorreu exclusivamente na
coldnia 1, n-Pentacosano e n-Hentriacontano nas amostras da colonia 2 e n-Octacosano e mais
dois compostos nao identificados na colénia 3 (Tabela 1).

Diferencas na concentracdo dos compostos entre amostras de uma mesma colbénia

também foram detectadas neste trabalho (Tabela 1; Figura 2).
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Figura 1: Espectro de massas GC-MS a partir do venenBadbycondyla striataOs
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deP. striata Volume injetado de veneno em cada amostra 1pL.

55



Tabela 1: Quantidade relativa dos constituintes da glandula de veneno de operdtiatraga de
trés colbnias (C1, C2 e C3) identificados por GC/MS. O numero indicado no composto na primeire
coluna corresponde ao composto da figura 1. n = namero de réplicas contendo cada uma :

reservatorios da glandula de veneno.

TR Ik Composto C1 Cc2 C3
(n=3) (n=3) (n=3)

1 18.641 1420 Composto néo identificado 0,24 £ 0,07 0,51+0,42 0,28 £ 0,04
2 23.270 1647 Composto ndo identificado 0,28+0,11 0,49 +0,42 0,26 + 0,06
3 27.376 1875 Composto néo identificado 0,10+0,10 0,38 +0,58

4 27.382 1875 Composto néo identificado 0,36 £ 0,62 0,63+1,10 0,40 £ 0,57
5 27.790 1899 Nonadecano 0,11+0,18 0,02 £ 0,03
6 28.838 1964 Composto néo identificado 0,05+ 0,05
7 29.413 1998 Eicosano 0,12 +0,10 0,95+1,48 0,20+0,16
8 30.968 2098 Heneicosano 0,54 +0,42 4,08 + 6,34 0,92+0,84
9 31.634 2144 Composto nao identificado ~  ---—-- - 0,20+0,19
10 31.555 2138 Composto néo identificado 0,06 + 0,06
11 32.452 2198 Docosano 1,14+ 0,96 9,04 £14,06 2,10+2,04
12 33.880 2298 Tricosano 1,97 +1,38 13,42 + 20,75 3,39+ 3,15
13 34.736 2362 n-Tricosano 0,03 £ 0,06 0,27 £ 0,47 0,04 £ 0,07
14 35.249 2399 Tetracosano 1,78 £ 1,60 15,49+2435 3,61+3,84
15 36.075 2462 n-Tetracosano 0,03 £ 0,06 0,31+0,54 0,05 + 0,09
16 36.222 2473 n-Tetracosano 0,17 £ 0,29 0,02 + 0,04
17 36.564 2499 Pentacosano 1,96+1,71 17,13 +26,99 4,12+441
18 36.761 2515 Composto néo identificado 0,46 £ 0,63 0,85+ 0,84 0,37 + 0,46
19 36.778 2516 n-Pentacosano 058+101 @ -

20 37.360 2562 n-Pentacosano 0,06 + 0,05 0,37+ 0,65 0,07 £0,12
21 37.504 2574 n-Pentacosano 0,20+ 0,34 0,03 + 0,06
22 37.828 2599 Hexacosano 1,84+£1,76 17,76 £28,38 4,07 + 4,66
23 38.540 2658 n-Hexacosano 0,08 £0,13 0,01 +0,02
24 38.585 2662 n-Hexacosano - 0,34+ 0,58 0,06 + 0,10
25 38.753 2676 Composto nao identificado 0,51+0,25 0,10+0,17 0,35+0,45
26 38.765 2677 n-Hexacosano 0,69+1,19 0,16 + 0,28
27 38.878 2686 Composto nao identificado 0,04+0,06 - 0,03+ 0,06
28 39.045 2699 Heptacosano 190+1,81 18,12 +£28,97 4,15+4,85
29 39.784 2762 n-Heptacosano 0,32 £0,55 0,05 £ 0,09
30 39.928 2774 n-Heptacosano 0,15+ 0,25 0,02 + 0,04
31 40.224 2799 Octacosano 1,53+1,60 15,84 + 25,60 3,46 £ 4,20
32 40.692 2836 Composto néo identificado 0,05+ 0,05 0,25+ 0,25 0,01+ 0,02
33 41.135 2871 n-Octacosano -—-- 0,06 £ 0,09
34 41.216 2877 Composto néo identificado 0,15+ 0,15 0,04 + 0,08 0,11+0,18
35 41.229 2878 n-Octacosano - 0,21 +£0,36 0,05+ 0,08
36 41.504 2899 Nonacosano 1,26 £ 1,36 14,68 £23,99 3,06+ 3,77
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Tabela 1- continuacéo

37 42.420 2961 n-Nonacosano 0,59 +£1,03 0,04 £ 0,08

38 42.600 2973 n-Nonacosano 0,22 +0,38 0,02 + 0,03

39 43.003 3000 Triacontano 0,81+£0,91 0,33+0,29 0,37 +0,48

40 43.021 3622 n-Triacontano 10,43 +18,07 1,60%+2,78

41 43.230 3635 n-Hentriacontano 0,02 +0,03

42 44,778 3821 n-Tritriacontano 0,57 + 0,66 0,02 + 0,03 1,40+ 1,95

43 44.808 3823 n-Tritriacontano 7,59 + 13,15

44 45.830 3873 Composto néo identificado 0,12+0,21 0,09+ 0,16 0,17+ 0,15

45 46.927 3908 n-Hexatriacontane 0,27 + 0,37 -

46 46.964 3910 n-Hexatriacontane 405+7,01 0,72+ 1,05

47 49.607 Hidrocarboneto nao 2,53+4,39 0,29 £ 0,50
identificado

48 52.852 Hidrocarboneto nao 0,36 +0,62 -
identificado

4. Discusséo

Os hidrocarbonetos foram os principais compostos presentes no veneno de operarias
de todas as colonias de. striata analisadas. Estes compostos tém sido reportados na
literatura como o principal componente da cuticula dos insetos (Blomquist, 2010)ae a su
presenca vem sendo com frequéncia notificada em diferentes glandulas dos insetos, como
glandulas pos-faringeal e mandibular Rleindica (Hefetz et al, 2001; Morgan et al 1999),
glandula mandibular dé°. striata (Morgan, 1999), glandula pigidial dBolichoderus
attelaboides(Blum, 1982) e na glandula de Dufour dearatrechina longicornis(Witte,

2007).

Os cinco principais compostos identificados neste trabalho foram tetracosano,
pentacosano, hexacosano, heptacosano, octacosano e nonacosano. Apesar da variacdo entt
as colénias, o heptacosano esta presente em maior proporcdo em todas elas, seguido do
hexacosano, pentacosano, octacosano, tetracosano e nonacosano, que também esta
representados como 0s principais compostos nas trés colbnias avaliadas. Variacdo na
composicao do veneno entre membros de diferentes castas e diferentes idades em uma mesmz
colénia foi observado por Fox et al (2012) &vlenopsis saevissimaZacek et al (2009)
analisando as secrecdes da glandula labial de duas espé@lembes(B. terrestrise B.
lucorum), concluiu que a producdo e composi¢cdo da secrecdo da glandula labial em machos
dessas espécies varia consideravelmente com a idade. E possivel que as variacdes encontrada
neste trabalho fossem devido a selecdo aleatdria de individuos de diferentes idades e
diferentes funcbes desenvolvidas na colbnia, para compor a amostiagenycondyla

57


http://www.pherobase.com/database/species/species-Dolichoderus-attelaboides.php
http://www.pherobase.com/database/species/species-Dolichoderus-attelaboides.php

striata possui pouca ou nenhuma variagdo morfolégica entre os individuos da coldnia,
dificultando que parametros como idade e funcdo exercida na colonia pudessem ser
controlados neste trabalho.

Comparado ao veneno de outras espécies de formigas, o vendno stheata
mostrou ser um recurso rico e diverso de produtos exocrinos. Mashaly et al (2010), estudando
0 veneno da espédonomoriumniloticum, identificaram apenas cinco compostos[2-Heptyl-
5-(50-hexenyl)-1-pyrroline,2-Heptyl-5-(50hexenyl) 1pyrrolidine,2-(80-Nonenyl)-5-(50-
hexenyl)-1-pyrroline,2-(80-Nonenyl)-5-(50-hexenyl)-1-pyrrolidine,  2-(80,x-Nonadiesyl)-
(50-hexenyl)-1-pyrrolidine] na glandula de veneno. Jason et al (2003), comparando as
secre¢Bes quimicas do veneno de nove espéciddedsor encontraram de um a treze
compostos na glandula de veneno das espécies analisadas, entre eles diferentes tipos de
hidrocarbonetos. Morgan et al (2003) analisaram as secrecdes do veneno de diferentes
espécies da subfamilia Ponerinae, e nenhuma delas apresentou uma diversidade de composto
superior a encontrada neste trabalho. Entre as espécies analisadas por Morgan et al (2003)
estdoPachycondyla tarsata e P. obscuricornisde na primeira espécie foram identificados
0s compostos Dimetilaminoetanol, 2,6-dimetilpiperidino (dois isémeros), um tipo de amina,
indole, cyclo-prolileucina e alguns outros dipeptideos, , enquanto que, na segunda
encontraram benzaldeido, 2-5dimetilpirazino, limoneno, trimetilpirazino, 2,5-dimetil-3-
etilpirazino e indole. Nenhum desses compostos foi encontraéo smmata.

Morgan (2003) analisando as secrec¢des quimicas da glandula mandibdar de
striata, também reportou uma maior complexidade de compostos nessa glandula quando
comparada a glandula mandibular de outras espécies de formigas. Em relacdo a glandula de
veneno, ele identificou apenas os compostos nonangd;{@), decanal (@H200) e
limoneno (GoHis), compostos altamente volateis e que ndo estdo entre 0s compostos
encontrados neste trabalho. Isto pode ser devido ao fato de diferentes métodos de extracao
terem sido utilizados. Em seu trabalho, Morgan et al (2003) utilizaram capilares de vidro,
inseridos diretamente no reservatério de veneno.

Entre os trabalhos com diferentes glandulas de formigas, a presenca de
hidrocarbonetos parece ser comum a glandula de Dufour, glandula também associada ao
aparato de ferrdo. Um numero elevado desses compostos foi identificado nesta gtandula e
Paratrechina longicornis(Witte et al., 2007), enEctatommasp. (Morgan, 2003), em

Cataglyphis bicolore emC. viaticus(Dahbia et al, 2008).
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Os hidrocarbonetos mais expressivos encontrados neste trabalho, ja foram
identificados na glandula de Dufour de diferentes espécies de Hymenoptera. Pentacosano foi
encontrado compondo a glandula de Dufour Rlatythyrea cribinodise Diacamma
ceylonens€Mogan et al, 2003); O Hexacosano na glandula de Dufolr. deylonense D.
indicum (Morgan et al, 2003); Heptacosano na glandula de Dufotatgthyrea cribinodis
(Morgan et al, 2003) e de rainhasBlembus terrestre@Cahlikova et al, 2004); Octacosano e
nonacosano na glandula de DufourAges melifera ligusticdKatzav-Gozansky et al, 2002).

As funcdes desempenhadas por esses compostos na glandula de Dufour ainda sdo obscuras
entretanto, Menzel et al (2008) sugerem que a glandula de Dufour produz compostos que irdo
compor a cuticula dos insetos. Blomquist (2010) sugere que apenas os hidrocarbonetos com
numero inferior a 20 carbonos séo volateis e podem desenvolver funcdo como feromonio.
Com excecdo do nonadecano, todos os demais hidrocarbonetos encontrados no ¥éneno de
striata apresentam >20 atomos de carbono e, provavelmente, ndo sao volateis, podendo ser
hidrocarbonetos cuticulares. Talvez essa funcdo de producdo de compostos para compor a
cuticula também seja desenvolvida pela glandula de vendnostigata,entretanto trabalhos

gue visem responder essas perguntas ainda sdo necessarios.

Morgan (2009) ressalta a importancia da glandula de veneno na producdo de
compostos que agem como feromonio de trilha. Steinmetz et al (2002), estudando
hidrocarbonetos cuticulares da vespa soWiespula vulgarisavaliou o envolvimento de
hidrocarbonetos cuticulares no comportamento de marcacéo de trilha dessa espécie. Entre os
compostos identificados por Steinmetz et al (2002) e que agem como feroménio de trilha
estdo os hidrocarbonetossCs; Talvez essa funcdo de producdo de hidrocarbonetos para
agirem como feromdnio de marcacéo de trilha possa ser outra funcdo do veRertidta.

E possivel que alguns dos compostos presentes no venBnestdata mas que nio
foram identificados funcionem como feroménio. Porém, mais estudos sdo necessarios para

identificacdo e/ou caracterizagdo desses compostos.

5. Consideracoes finais

A presencga de hidrocarbonetos no veneno de formigas ndo é comum. A elevada
diversidade de compostos e hidrocarbonetos presente no venenstdataconfirma que a
guimica do veneno nos Ponerinae é mais diversificada do que vem sido demonstrado nas
ultimas décadas. Estudos futuros que visem elucidar a funcéo dos compostos do vdheno em

striata sdo necessarios para uma melhor compreenséao da espécie, e do grupo das Ponerinae d
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forma geral. A realizacdo de testes comportamentais no intuito de verificar o envolvimento

dessas substancias na comunicagéo quimica da espécie em estudo é imprescindivel.
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CONSIDERACOES GERAIS

O veneno d®. striataé uma solucdo composta por proteinas, peptideos e compostos
nao-proteicos formados principalmente por hidrocarbonetos lineares. A composi¢cao dos
hidrocarbonetos varia de acordo com a colonia.

Peptideos presentes no venenoRlestriata apresentam um amplo espectro de
atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.

O veneno deP. striata apresenta neurotoxinas que induzem alteragbes
comportamentais quando injetadas no cérebro de camundongos, diminuindo comportamentos

comuns como exploracao e induzindo comportamentos incomuns como imobilidade.
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