SORAIA MARIA DO NASCIMENTO

MOLECULAS BIOATIVAS DO VENENO DA
ARANHA MIGALOMORFA Avicularia juruensis

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pbés-Graduacdo  Interunidades  em
Biotecnologia, USP/Instituto Butantan/
IPT, para obtencdo do Titulo de Mestre
em Biotecnologia.

Sao Paulo

2016



SORAIA MARIA DO NASCIMENTO

MOLECULAS BIOATIVAS DO VENENO DA
ARANHA MIGALOMORFA Avicularia juruensis

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pbés-Graduacdo  Interunidades  em
Biotecnologia, USP/Instituto Butantan/
IPT, para obtengdo do Titulo de Mestre
em Biotecnologia.

Area de concentracdo: Biotecnologia

Orientador: Dr. Pedro Ismael da Silva
Junior

Versdo corrigida. A versdo original
eletrbnica encontra-se disponivel tanto
na Biblioteca do ICB quanto na
Biblioteca Digital de Teses e
Dissertacdes da USP (BDTD)

Sao Paulo
2016



DADOS DE CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servigo de Biblioteca e Informacgdo Biomédica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo

reprodugdo ndo autorizada pelo autor

Nascimento, Soraia Maria do.
Moléculas biotivas do veneno da aranha migalomorfa Avicularia
juruensis | Soraia Maria do Nascimento. -- Sdo Paulo, 2016.

Orientador: Prof. Dr. Pedro Ismael da Silva Junior.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade de S&o Paulo. Instituto de
Ciéncias Biomédicas. Programa de P6s-Graduacgéo Interunidades em
Biotecnologia USP/IPT/Instituto Butantan. Area de concentracéo:
Biotecnologia. Linha de pesquisa: Estudo de venenos.

Versao do titulo para o inglés: Bioactive molecules from the venom of
mygalomorph spider Avicularia juruensis

1. Avicularia juruensis 2. Veneno 3. Moléculas bioativas 4.
Peptideos antimicrobianos - PAMs 5. Metaloproteinase |. Silva Junior,
Prof. Dr. Pedro Ismael da Silva Il. Universidade de Sao Paulo. Instituto
de Ciéncias Biomédicas. Programa de Pos-Graduacéo Interunidades
em Biotecnologia USP/IPT/Instituto Butantan IIl. Titulo.

ICB/SBIB0110/2016




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Programa de P6s-Graduacao Interunidades em Biotecnologia
Universidade de Sao Paulo, Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas Tecnologicas

Candidato(a): Soraia Maria do Nascimento.

Titulo da Dissertac@o: Moléculas biotivas do veneno da aranha migalomorfa Avicularia
juruensis.

Orientador: Prof. Dr. Pedro Ismael da Silva Junior

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertagao de Mestrado, em sessao
publica realizada a .........I........[.........., considerou o(a) candidato(a):

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): ASSINALUIA: .o o
NOME. L. e

INStUICAO: .. o e

Examinador(a): ASSINAtUIA: ...
N\ [o] ¢ o = U

INStUICAO: L o e

Examinador(a): ASSINALUIA: ..o
N e

INSHEUICAO: ...viiiee e

Presidente: ASSINALUIA. ..ot
[ [o ] o 1= PP

INSHEUICEO: ....vveiiieii e e



COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

INSTITUTO BUTANTAN
Av. Dr. Vital Brasil, 1500, CEP 05503-900, Sao Paulo, SP, Brasil
INSTITUTO : & & : =
BUTANTAN Telefone: (55) (011) 2627-9585 - Fax: (55) (011) 2627-9505
ceuaib@butantan.gov.br

Sao Paulo, 20 de agosto de 2013

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto “Moléculas bioativas de veneno da aranha Migalomorfa
Avicularia juruensis”, protocolo n°. 1-1119/13, sob a responsabilidade de Pedro Ismael da
Silva Jr. e Soraia Maria do Nascimento, ndo envolve a criagao e/ou utilizacdo de animais

pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica.




Aos meus pais, Luiz e Conceicdo, € a minha irma,
Juliana, meus alicerces! Nada teria conseguido sem
0 apoio e a dedicacdo de cada um de vocés.
Também ao meu namorado, Rai, que tornou estes
ultimos quatro anos ainda mais felizes!



AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer aos meus pais, Luiz e Conceicao, e a minha irm4,
Juliana, por todo o amor, dedicacgdo e suporte que sempre me deram. Sem 0 apoio de vocés
nada disso seria possivel!

Ao Prof. Dr. Pedro Ismael da Silva Junior, por ter me acolhido em seu laboratorio e ter
acreditado na minha capacidade de realizar este trabalho. Por todos os seus ensinamentos,

orientacdo e confianca em mim depositada.

Aos meus amigos do Setor de Quimica de Proteinas, sempre presentes nessa jornada,
dando apoio e também garantindo momentos de diversdo! Aos atuais: Thiago, Laura, Andrea
Grespan, Andrea Roa, Carol, Débora, Elisa, Katie, Sandra e Rosa. E aos que ndo estdo mais
no laboratério, mas que ndo deixaram de ser importantes: Gabriela, Pedro Godoy, Ivan e
Thais. Muito obrigada pela ajuda e amizade de todos vocés. Peco perddo se me esqueci de

alguém, somos uma familia muito grande!

A todos os alunos e pesquisadores dos demais setores do Laboratério Especial de
Toxinologia Aplicada, que sempre me ajudaram quando precisei, em especial Dra. Milene,
Dra. Ana Karina, Eduardo e Débora, que me ajudaram tantas vezes a esclarecer as mais
diversas dividas. Também a todos os funcionarios, sem exce¢des, que sempre atenderem aos
meus pedidos e que sdo essenciais para 0 bom funcionamento do laboratorio. Um
agradecimento especial ao Ismael, que sempre me auxiliou quando precisei usar 0S

espectrometros de massa.

A equipe do setor de Gendmica e Transcriptdmica, Mariana, Nancy, Dra. Ursula, Dr.

Milton e Dr. Inacio, pela realizacdo da etapa de analise transcriptomica.

A Dra. Solange Serrano, antiga diretora do Laboratério Especial de Toxinologia
Aplicada, e a Dra. Ménica Lopes Ferreira, atual diretora, por permitirem que eu realizasse

meu trabalho neste laboratorio.

Ao Dr. Rogério Bertani, Dra. Caroline Fukushima e Alex, do Laboratdrio de Ecologia
e Evolucdo, que sempre foram atenciosos quando precisei de ajuda na identificacdo de alguma

espécie.



Aos colaboradores externos, Dr. Rafael Sutti e Thiago Abreu, por me esclarecerem
diversas davidas. Ao Dr. Thomaz Rocha-e-Silva, por ter me ensinado a fazer a extracdo do

veneno, essencial para a realizagdo deste trabalho.

Ao meu namorado, Rai, que sempre esteve presente em todos 0os momentos, me
ouvindo, apoiando e ajudando inimeras vezes. Por ter tornado essa jornada mais leve e ainda

melhor. Pelo seu amor, carinho e dedicacéo!

A minha segunda familia: meus sogros Sr. Antonio e D. leda, meus cunhados Everton,
Erivelton, Rafael e Fabio, minhas cunhadas Kelly, Leila e Débora, e meu sobrinho Victor.
Muito obrigada por tudo!

As minhas eternas amigas de faculdade, Débora, Natalia, Annely, Kelly e Hellen,
Vocés estiveram presentes durante toda a graduagdo e continuaram sendo tdo importantes

depois dela.

Aos funcionarios da secretaria da pds-graduacdo, que sempre foram prestativos e

resolveram meus problemas.

Ao programa de poés-graduacdo Interunidades em Biotecnologia e ao Instituto

Butantan.

Ao CNPq e a FAPESP, pela bolsa auxilio e pelo apoio financeiro ao projeto.

Muito obrigada a todos voceés!



“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos nédo é
sendo uma gota de agua no mar. Mas o0 mar seria

’

menor se lhe faltasse uma gota.’

Madre Tereza da Calcuta



RESUMO

Nascimento SM. Moléculas bioativas do veneno da aranha migalomorfa Avicularia juruensis.
[dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2016.

As aranhas séo animais que habitam diversos ambientes e essa ampla distribuicdo sugere que
elas possuam mecanismos de defesa eficientes, um deles é a producdo de veneno, que é
produto de véarios anos de evolucdo e tem diversidade molecular estimada em até 12 milhdes
de compostos. Os venenos de aranhas podem vir a ser boas fontes de moléculas com potencial
terapéutico e biotecnoldgico, ja que contém grande nimero de componentes biologicamente
ativos. Visto estes fatos, esse estudo teve como objetivo analisar moléculas bioativas
presentes no veneno da aranha migalomorfa Avicularia juruensis, com foco em peptideos
antimicrobianos - PAMs e enzimas. O veneno foi extraido por estimulacdo elétrica e, através
das técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa, ensaio de
inibicdo do crescimento microbiano em meio liquido e analise por espectrometria de massas,
foram identificados e caracterizados sete PAMs: Avilina, que apresentou acao antimicrobiana
contra Escherichia coli SBS 363; Juruina (ja descrita em outro trabalho) e Juruina_2 (uma
isoforma da Juruina), que impediram o crescimento de todos 0s microrganismos testados;
Avinina, Aviensina, Juruenina e Juruensina, que foram eficazes contra as bactérias E. coli
SBS 363 e Micrococcus luteus A270. Todos esses peptideos possuem o motivo “nd de
cistina” do tipo inhibitory cysteine knot - ICK em sua estrutura e apresentaram similaridade
com neurotoxinas de venenos de outras espécies de aranhas. O perfil eletroforético do veneno
de A. juruensis indicou que ele é bastante complexo, possuindo moléculas com massa entre
130 e abaixo de 10 kDa. Comparando-se com o veneno de outras aranhas terafosideas foi
possivel observar que em todos eles ha a presenca de proteinas com massa molecular acima
de 100 kDa, com massa aproximada de 40-45 kDa e menores que 15 kDa. Apesar das
semelhancas observadas, cada espécie tem um perfil eletroforético especifico para seu
veneno, que pode ser resultado evolutivo da diversidade alimentar de cada individuo. Através
dos testes de zimografia e ensaio de atividade caseinolitica observou-se que o veneno de A.
juruensis é capaz de degradar a caseina. Utilizando espectrometria de massas e analise
transcriptobmica foi possivel identificar uma metaloproteinase, que possui dominios
conservados tipicos de proteinas do tipo ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase).
Diferentemente da maioria, esta metaloproteinase possui sitio ativo composto pela sequéncia
HMxxHxxGxxH, com uma metionina no lugar do acido glutdmico, o que parece ndo afetar
sua acdo proteolitica. Avaliando os resultados da analise transcriptdmica foram identificadas
outras cinco metaloproteinases. Elas possuem dominios conservados comuns de ADAMs,
MMPs (Matrix Metalloproteinases) e metalopeptidases do tipo astacina-like. A presenca de
todas estas enzimas &, provavelmente, importante para a digestdo extracorpérea do alimento,
visto que esta aranha geralmente consome pequenas aves. Os resultados obtidos mostram que
0 veneno de A. juruensis € rico em compostos de diferentes naturezas que, futuramente,
podem vir a ter uma aplicacdo biotecnolédgica. O estudo de venenos de aranhas da familia
Theraphosidae é bastante importante, visto que este é um grupo pouco estudado em
comparacdo a aranhas de importancia médica, como as do género Latrodectus e Loxosceles.

Palavras-chave: Avicularia juruensis. Veneno. Moléculas bioativas. Peptideos
antimicrobianos - PAMs. Metaloproteinase.



ABSTRACT

Nascimento SM. Bioactive molecules from the venom of mygalomorph spider Avicularia
juruensis. [Master thesis (Biotechnology)]. S@o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2016.

The spiders are animals that inhabit almost every environment. This broad distribution
suggests they have efficient defense mechanisms, one of them is the venom production, result
of several years of evolution. Spider venoms have an estimated molecular diversity within 12
million compounds and can be good sources of molecules with therapeutic and
biotechnological potential. Thus, this study aimed to analyze bioactive molecules present in
the venom of the mygalomorph spider Avicularia juruensis, focusing on antimicrobial
peptides - AMPs and enzymes. The venom was extracted by electrical stimulation. By
reverse-phase high performance liquid chromatography, liquid growth inhibition assay and
mass spectrometry, seven AMPs were identified and characterized: the Avilina has
antimicrobial activity against Escherichia coli SBS 363; Juruin (already described in other
work) and Juruin_2 (a Juruin isoform) inhibited the growth of all tested microorganisms;
Avinina, Aviensina, Juruenina and Juruensina have antimicrobial activity against E. coli SBS
363 and Micrococcus luteus A270. All these peptides have inhibitory cystine knot motif -
ICK and they showed similarity with venom neurotoxins from others spiders species. The
electrophoretic profile of A. juruensis venom shows that it is quite complex. It has molecules
with molecular masses between 130 kDa and below 10 kDa. Compared with the venom of
other theraphosidae spiders was observed that all of them have proteins with molecular mass
above 100 kDa, with approximate molecular mass of 40-45 kDa and smaller than 15 kDa.
Despite the similarities, each species has a specific electrophoretic profile for their venom,
which can be an evolutionary result of food diversity of each individual. By zymography and
caseinolytic activity assay was noted that the A. juruensis venom is capable to degrade casein.
Combining mass spectrometry and transcriptomic analysis yielded the identification of one
metalloproteinase, it has typical conserved domains of ADAM proteins (A Disintegrin And
Metalloproteinase). Unlike most, this metalloproteinase has active site composed by the
HMxxHxxGxxH motif. The substitution of a methionine in the site where a glutamate is
usually found apparently does not affect this enzyme function. Studying the results of
transcriptomic analysis another five metaloproteinases were identified. These enzymes
showed conserved domains typical from ADAMs, MMPs (Matrix Metalloproteinases) and
astacin-like metallopeptidases. Because this arboreal species has broad feeding habits,
including bird chicks, these metalloproteinases in their venom may be involved in a key role
during pre-oral digestion. The obtained results shows that A. juruensis venom is rich in
different compounds, which can have a biotechnological application. The study of
Theraphosidae spider venom is important to describe its composition, since this group is less
studied in comparison to spiders with medical importance, such as Latrodectus spp. and
Loxosceles spp.

Kaywords: Avicularia juruensis. Venom. Bioactive molecules. Antimicrobial peptides -
AMPs. Metalloproteinase.
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1 INTRODUCAO

As aranhas formam um dos mais diversos grupos de animais terrestres, com seu
registro fossil mais antigo datando de 300 milhdes de anos atrés, no periodo Carbonifero
(Rash, Hodgson, 2002). Elas pertencem ao subfilo Chelicerata, o qual engloba animais
caracterizados por possuirem o corpo dividido em cefalotérax e abdémen e ndo possuirem
antenas, caracteristica mais peculiar do grupo. O primeiro par de apéndices destes animais sdo
estruturas alimentares denominadas queliceras e o segundo par é chamado de pedipalpos, que
é modificado para realizar funcbes variadas. Os pedipalpos séo seguidos por quatro pares de
pernas (Ruppert, Barnes, 1996) (Figura 1).

Pernas ——

Pedipalpo ————
Queliceras —

Cefalotorax

AbdOomen

Figura 1 - Divisfes e estruturas do corpo de um quelicerado. Adaptado de: http://bolboretasgalegas.net

O subfilo Chelicerata é dividido em trés classes: Arachnida, Merostomata e
Pycnogonida (Ruppert, Barnes, 1996). As aranhas pertencem a Classe Arachnida, Ordem
Araneae e sdo subdivididas em trés subordens: Mesothelae, Mygalomorphae e
Araneomorphae (Foelix, 2011).

A subordem Mesothelae agrupa aranhas que sdo consideradas primitivas por
possuirem o abdémen segmentado. A familia Liphistiidae é a Unica desta subordem que ainda
possui espécies viventes, ela engloba 8 géneros e 96 espécies, sendo que a sua distribuicdo é
limitada ao Sudeste e Leste da Asia (World Spider Catalog, 2016; Xu et al., 2015).

A subordem Mygalomorphae é também chamada de Orthognatha, em referéncia ao
alinhamento paralelo das queliceras das aranhas pertencentes a esse grupo (orto = angulo
quase totalmente reto; gnata = maxilar, queixo), caracteristica que pode ser observada na
Figura 2. Ela abrange todo o grupo de aranhas conhecidas como ‘“caranguejeiras” ou
“tarantulas”, que sdo, em sua maioria, animais grandes, com glandulas de veneno pequenas

posicionadas no segmento basal das queliceras (Foelix, 2011; Kuhn-Nentwig et al., 2011).
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Atualmente, as aranhas migalomorfas estdo organizadas em 16 familias (World Spider
Catalog, 2016).

queliceras. B) lustragdo indicando como ocorre a movimentacédo das queliceras. Fonte: Foelix, 2011.

A subordem Araneomorphae é também denominada Labidognatha, em referéncia ao
alinhamento perpendicular das queliceras das aranhas pertencentes a esse grupo (labido =
pinga; gnata = maxilar, queixo) (Figura 3). Ela agrupa aranhas que s&o conhecidas como
“aranhas verdadeiras”, as quais possuem glandulas de veneno muito longas, que alcangam a
parte interna do cefalotérax, e produzem venenos bastante toxicos, o que levou a possibilidade
de subjugarem presas maiores (Foelix, 2011; Kuhn-Nentwig et al., 2011). Atualmente, as
araneomorfas estdo divididas em 97 familias, que englobam, aproximadamente, 85% de todas

as espécies conhecidas (World Spider Catalog, 2016).

el St
Figura 3 - Disposicdo das queliceras de aranhas araneomorfas. A) Foto detalhando a disposi¢do perpendicular
das queliceras. B) llustracdo indicando como ocorre a movimentagao das queliceras. Fonte: Foelix, 2011.

As aranhas formam um dos grupos mais diversificados em niimero de espécies, com
mais de 46 mil espécies descritas, e estdo entre 0s animais venenosos mais bem sucedidos
(Coddington, Levi, 1991; Saez et al., 2010; World Spider Catalog, 2016). Elas distribuem-se
por todo o planeta e habitam praticamente todos os ambientes, desde desertos, florestas
tropicais, litoral e regides mais altas, com excec¢do do ar, oceanos e polos. Algumas, inclusive,
se adaptaram a viver proximas ao homem (Escoubas et al., 2000; Foelix, 2011). Por terem

uma ampla distribuicdo e sucesso nos ambientes em que sdo encontradas, € certo que as
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aranhas possuem mecanismos eficientes de defesa contra patégenos. Sendo assim, é possivel
afirmar que parte do seu éxito na colonizagdo de tantos ambientes se deve aos seus
mecanismos de defesa e ao seu sistema imune (Silva Junior, 2000). Um dos fatores que
também contribui para o sucesso das aranhas é a producdo de veneno bastante tdxico,
empregado para capturar presas e como protecdo contra possiveis predadores. Esse veneno é
produto de milhdes de anos de evolucdo e é constituido de uma complexa mistura de toxinas
(Windley et al., 2012).

1.1 Venenos de aranhas

Seis grupos principais de componentes podem ser identificados em venenos de
aranhas: compostos de baixa massa molecular, acilpoliaminas, mini proteinas ricas em
cisteina, proteinas grandes, enzimas e peptideos lineares (descritos na Tabela 1) (Nentwig,
Kuhn-Nentwig, 2013). Esses compostos podem agir como neurotoxinas, citotoxinas e/ou

como moduladores de canais idnicos (Vassilevski et al., 2009).

Tabela 1 - Componentes principais de venenos de aranhas: massas moleculares, funcdo, distribuicdo entre
diferentes familias e diversidade molecular. Adaptado de: Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013.

Diversidade
molecular

Componente Massa
do veneno (kDa)

Compostos de

. . Provavelmente em .
baixa massa <1 Variadas Limitada

todos 0s venenos

Funcao Distribuicéo

molecular
Neurotoxinas,  Araneidae e Nephilidae
Acilpoliaminas <1 atuam em canais e algumas outras Limitada
de ions familias
Mini proteinas Neurotoxinas,
ricas em 2-15  atuamem canais Na maioria das familias Muito alta
cisteina de ions
Proteinas 110- Destroem - Provavelmente
Theridiidae
grandes 140 membranas alta
Provavelmente em
D08 todos 0s venenos
Enzimas 18-44 membranas e N ’ Limitada
. principais componentes
tecidos i
em Sicariidae
Lycosoidae e
Peptideos 19 Destroem Zodariidae, Alta
lineares membranas provavelmente em

outras familias
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1.1.1 Compostos de baixa massa molecular

Os venenos de aranhas contém uma vasta variedade de compostos de baixa massa
molecular, como ions, &cidos orgéanicos, nucleotideos, nucleosideos, aminoacidos, aminas,
poliaminas, entre outros, sendo que muitos deles agem como neurotransmissores (Nentwig,
Kuhn-Nentwig, 2013).

No veneno da espécie Cupiennius salei, por exemplo, foi detectada uma quantidade 20
vezes maior de potassio em comparacdo a sua hemolinfa. Na concentracdo observada, o
potassio é capaz de induzir a despolarizacdo de membranas celulares, causando a paralisia da
presa (Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013; Wullschleger et al., 2005).

Outro exemplo é o &cido citrico, cuja presenca foi observada no veneno de diferentes
espécies de aranhas. Ele desempenha fungdes como impedir o crescimento bacteriano, agir
como um ion negativo, sendo um tampéao em contrapartida aos peptideos catidnicos presentes
no veneno, e atuar como quelante de fons metalicos, como o Ca®* e Zn, levando & inativacio
de enzimas dependentes destes cofatores. Apds a inoculagcéo na presa, o acido citrico € diluido
e as enzimas sdo ativadas. Essa €, possivelmente, uma estratégia de defesa propria contra o
efeito toxico do veneno (Abreu, 2016; Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013; Odell et al., 1999).

Como a maioria dos estudos que investigam venenos de aranhas costuma focar na
analise de peptideos e proteinas, deixando de lado os compostos de baixa massa molecular,
acredita-se que a quantidade e a variedade destas moléculas sejam muito maiores do que a que

se conhece atualmente (Kuhn-Nentwig et al., 2011).

1.1.2 Acilpoliaminas

As acilpoliaminas sdo uma classe de compostos neuroativos que evoluiram
especificamente para causar a rapida paralisia da presa (Estrada et al., 2007; Mourao, 2012).
Elas tém massa molecular variada entre 350 e 1000 Da e estrutura formada por uma cadeia
poliamina central com um &cido carboxilico em uma extremidade e um grupamento amino
primario ou guanidina na outra. Geralmente um ou dois residuos de aminoécidos conectam o
anel aromatico a cadeia poliamina, mas este pode estar ausente (McCormick, Meinwald,
1993; Mourdo, 2012). As acilpoliaminas possuem cargas positivas nas aminas livres e
secundarias de sua cadeia, o que explica a sua atividade bloqueadora em canais de ions
cationicos seletivos. Em geral, estas moléculas atuam em canais de Ca**, K* e receptores

ionotrépicos (Kuhn-Nentwig et al., 2011).
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Além das funcBes j& citadas acima, algumas acilpoliaminas também podem possuir
acdo antimicrobiana. Em trabalho realizado por Ferreira e Silva Junior (2012), foram descritas
12 acilpoliaminas do veneno da aranha Nephilengys cruentata que possuem atividade
antimicrobiana contra Micrococcus luteus e Candida albicans.

Até o0 ano de 2011 haviam sido identificadas 176 acilpoliaminas diferentes no veneno
de 20 espécies de aranhas. Entre as migalomorfas elas foram encontradas em trés familias:
Ctenizidae, Hexathelidae e Theraphosidae (Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013).

1.1.3 Mini proteinas ricas em cisteina

As mini proteinas ricas em cisteina tém massa molecular variada entre 2650 e 14800
Da e contém de 6 a 14 cisteinas. Comumente apresentam uma estrutura chamada motivo “no
de cistina”, que é composto por folhas B pregueadas antiparalelas interconectadas por pontes
dissulfeto formadas entre as cisteinas presentes na molécula (Ayroza, 2012; Escoubas, Rash,
2004; Norton, Pallaghy, 1998). Estes motivos podem ocorrer em trés tipos: inhibitory cysteine
knot - ICK, disulfide-directed p-hairpin - DDH ou Kunitz (Kuhn-Nentwig et al., 2011)
(Figura 4).
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Figura 4 - Exemplos de mini proteinas que possuem os trés tipos de motivos “n6 de cistina”. As que possuem 0
motivo tipo inhibitory cysteine knot: A) Huwentoxin-1V de Haplopelma schmidti, com seis cisteinas; B) ACTX-
HI: OB4219 de Hadronyche infensa, também com seis cisteinas; e C) w-atracotoxin-Hvl de Hadronyche
versuta, com oito cisteinas. D) Huwentoxin-11 de H. schmidti, com seis cisteinas e o motivo disulfide-directed -
hairpin. E) Huwentoxin-XI de H. schmidti, com seis cisteinas e 0 motivo Kunitz. A por¢do N-terminal das
moléculas esté indicada pela letra N e as pontes dissulfeto estdo marcadas com a cor preta. Adaptado de: Kuhn-
Nentwig et al., 2011.
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O motivo ICK possui uma estrutura espacial consistindo de trés folhas B pregueadas e
pontes dissulfeto formadas entre as cisteinas C1-C4, C2-C5 e C3-C6. Em proteinas com oito
cisteinas, as pontes dissulfeto tém a seguinte disposi¢do: C1-C4, C2-C5, C3-C8 e C6-C7
(Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013; Norton, Pallaghy, 1998).

O motivo DDH ¢ formado por duas folhas [ antiparalelas estabilizadas por duas
pontes dissulfeto. Uma terceira ponte se forma sem ligar as folhas . As ligagdes seguem a
disposicdo: C1-C3, C2-C5 e C4-C6. Este motivo é, provavelmente, o mais ancestral (Kuhn-
Nentwig et al., 2011; Shu et al., 2002).

O motivo Kunitz apresenta uma pequena hélice 3;o em sua regido N-terminal, uma a-
hélice na regido C-terminal e trés folhas B antiparalelas, seguindo o padrdo de formagdo de
pontes dissulfeto: C1-C6, C2-C4 e C3-C5. Esse tipo de motivo s6 é encontrado no veneno de
duas aranhas da familia Theraphosidae: Haplopelma schmidti e Haplopelma hainanum
(Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013).

As mini proteinas sdo efetivas até em concentragdes nanomolares. Elas atuam
principalmente em proteinas de membrana de células neuronais e musculares, modulando
canais ibnicos de célcio, sodio e potassio, aléem de receptores quimicos, mecanicos e térmicos.
Elas inibem, ativam ou afetam estes canais e receptores, alterando o fluxo normal de ions e
prejudicando o transporte de impulsos ao longo das células (Herzig, King, 2013; Nentwig,
Kuhn-Nentwig, 2013). Essas moléculas podem também inibir o crescimento de bactérias e
fungos, possuindo, assim, potencial uso terapéutico (Abreu, 2016; Ayroza et al., 2012;
Gimenez et al., 2014; Yount, Yeaman, 2004).

Até o ano de 2013 quase mil tipos de mini proteinas j& haviam sido descobertas no
veneno de 60 espécies de aranhas, sendo 0 componente mais comum observado (Nentwig,
Kuhn-Nentwig, 2013).

1.1.4 Proteinas grandes

As proteinas grandes sdo 0s componentes de maior tamanho presentes no veneno,
possuindo massa molecular variada entre 110 e 140 kDa. Elas foram identificadas
exclusivamente nos géneros Latrodectus, Steatoda e Achaearanea (Nentwig, Kuhn-Nentwig,
2013).

Em estudos realizados com o veneno das espécies Latrodectus mactans, L.
tredecimguttatus e L. hasselti foram descobertas sete proteinas grandes, que sdo seletivamente

toxicas a trés diferentes grupos, sao elas: a o-latrotoxina, que é seletiva aos vertebrados; a a-
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latrocrustotoxina, que é seletiva para crusticeos; e as latroinsectotoxinas, que sao seletivas
para insetos (Grishin, 1998). As a-latrotoxinas possuem trés dominios distintos e tém grande
afinidade para a formagdo de dimeros que, por sua vez, formam tetrdmeros. Neste formato
elas se inserem em membranas de células nervosas e formam poros que atuam como um canal
ndo seletivo de cations, 0 que causa a perda de fons Ca** e o bloqueio da transmisséo de

sinais, levando a paralisia muscular (Rohou et al., 2007).

1.1.5 Enzimas

Por muito tempo a presenca de enzimas em venenos de aranhas foi colocada em
davida, pois os métodos de extragdo mais comumente empregados eram a dissecacdo ou
puncdo das glandulas e a producdo de extratos do cefalotérax, o que poderia levar a
contaminagdo com proteases dos tecidos. O desenvolvimento de técnicas de extracdo por
estimulacdo elétrica, aliada aos devidos cuidados para evitar a contaminacdo por fluidos
digestivos, proporcionou a confirmagdo da presenca de enzimas no veneno de diferentes
espécies (Kuhn-Nentwig et al., 2011).

A razdo pela qual as enzimas estdo presentes nos venenos de aranhas parece ser obvia:
elas provocam a destruicdo da matriz extracelular e de membranas celulares, facilitando a
entrada e a acdo das demais toxinas, que atingem seus alvos mais rapidamente. Outra
caracteristica importante é a capacidade de promover a digestdo extracorpdrea do alimento
(Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013).

A maior parte das enzimas pode ser classificada em dois grupos: um que cliva
polimeros da matriz extracelular e o outro que tem como alvo fosfolipidios e compostos da
membrana celular (Kuhn-Nentwig et al., 2011).

As hialuronidases foram a primeira classe de enzimas encontradas no veneno de
aranhas (Kaiser, 1956), elas clivam o &cido hialurénico, o maior constituinte da matriz
extracelular. Elas foram identificadas no veneno de espécies das familias Hexathelidae
(Sutherland, Gray, 1978), Theraphosidae (Rocha-e-Silva et al., 2009), Sicariidae (da Silveira
et al., 2007a), Desidae (Schenone et al., 1989), Lamponidae (Rash, Hodgson, 2002),
Theridiidae (Bettini, Maroli, 1978), Ctenidae (Kuhn-Nentwig et al., 1994) e Lycosidae
(Nagaraju et al., 2007a).

As colagenases sdao metaloproteinases que clivam o colageno, um importante

componente da matriz extracelular. Elas estdo presentes no veneno de aranhas das familias
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Araneidae, Nephilidae, Sparassidae e Lycosidae (Atkinson, Wright, 1992; Nagaraju et al.,
2007b).

Outra protease importante que faz parte do grupo de enzimas que clivam polimeros da
matriz extracelular é a astacina, encontrada no veneno de aranhas do género Loxosceles. Ela
pode atuar tanto na degradacdo dos tecidos quanto na digestdo das presas, ja que possui
grande homologia com astacinas digestivas do caranguejo Astacus astacus (da Silveira et al.,
2007b; Gremski et al., 2010; Trevisan-Silva et al., 2010).

Com relacdo as enzimas que atuam sobre os fosfolipidios e compostos da membrana
celular sdo conhecidas as fosfodiesterases, que quebram a ligacdo fosfodiéster; as
fosfolipases, que agem sobre os fosfolipideos; e as esfingomielinases, que degradam a
esfingomielina, um esfingolipidio da membrana de células eucaridticas (Kuhn-Nentwig et al.,
2011). As esfingomielinases sd0 o componente mais importante do veneno de aranhas
Loxosceles. Ao clivar a esfingomielina, elas causam lesdes necroticas e hemdlise de células
vermelhas do sangue, o que pode provocar até a morte (Leite, 2006).

Até o ano de 2013, diferentes tipos de enzimas haviam sido identificadas no veneno de

49 espécies de aranhas, pertencentes a 14 familias (Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013).

1.1.6 Peptideos lineares

Os peptideos lineares sdo moléculas catibnicas que possuem diversos tamanhos e
funcbes bioldgicas. Além de serem encontrados no veneno de aranhas, eles também foram
identificados no veneno de escorpides e outros artropodes (Kuhn-Nentwig et al., 2011). Estes
peptideos podem ser divididos em dois grupos: 0s que possuem massa molecular menor que 6
kDa, que podem ou nao ter conformagdo em a-hélice, e 0s que tém massa molecular maior
que 7 kDa que possuem conformagido em a-hélice (Vassilevski et al., 2008).

A maioria dos peptideos lineares identificados em venenos de aranhas pertence ao
grupo dos que possuem massa molecular menor que 6 kDa e que tém conformacdo em o-
hélice, os a-SCP. Eles tém de 18 a 48 residuos de aminoacidos e massa molecular variada
entre 1910 e 5221 Da. Normalmente, os o-SCP ndo possuem residuos de cisteina e
apresentam grandes quantidades de lisina e arginina em sua composicao, o que lhes confere
carga positiva variada entre +3 e +10. Quando em solucdes aquosas, esses peptideos ficam
desordenados, mas adotam a conformagdo em a-hélice na presenca de membranas, que
possuem carga negativa. Através de interagdes eletrostaticas, a por¢éo positiva dos peptideos

(composta por lisinas e argininas) é atraida por componentes negativamente carregados da
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membrana celular (fosfolipideos, lipopolissacarideos ou &cido teicoico) (Kuhn-Nentwig et al.,
2011; Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013).

Os 0-SCP sdo compostos por mais de 37% de aminoacidos hidrofébicos, o que pode
torna-los anfipaticos. Gragas a essa anfipaticidade, esses peptideos tém a capacidade de se
ligar a membrana celular de células procariotas e/ou eucariotas. Dependendo do alvo ao qual
se ligam, eles sdo denominados peptideos citoliticos, membranoliticos ou peptideos
antimicrobianos - PAMs, quando se ligam exclusivamente a membrana celular de

microrganismos (Kuhn-Nentwig et al., 2011; Matsuzaki, 2009).

1.1.6.1 Peptideos antimicrobianos - PAMs

Os PAMs sdo moleculas amplamente distribuidas na natureza, possuindo uma grande
diversidade de estruturas e espectro de atividade. Eles sdo eficientes contra virus, bacterias
Gram positivas e negativas, leveduras, fungos, protozoarios e parasitas (Solis et al., 2014).

Alem de estarem presentes em venenos de aranhas, eles sdo encontrados em todas as
espécies de seres vivos, sendo importantes elementos primitivos da resposta imune inata. Suas
vias de inducdo sdo relativamente conservadas em vertebrados e insetos. Eles podem ser
codificados por genes ou se originar da hidrolise de proteinas maiores e inativas (Bachére et
al., 2004; Hoffmann et al., 1999).

O modo de acdo mais conhecido dos PAMs se caracteriza por sua insercdo na
membrana celular, provocando a sua deshaturacdo (Daffre et al., 2001). Sdo conhecidos trés
diferentes modelos de desnaturacdo causados pro PAMs: barril-estavel, poro toroidal e
carpete, indicados na Figura 5.

No modelo barril-estavel os PAMs interagem com a face externa da membrana
bacteriana, formando um poro transmembranico do tipo barril. Neste poro, a por¢do apolar do
peptideo interage com a porcao hidrofobica dos fosfolipidios da membrana e a regido
hidrofilica do peptideo fica voltada para dentro do poro. No modelo poro toroidal varias
moléculas de peptideos se associam com as cabecas polares dos fosfolipideos da membrana e
formam um poro transmembranico, que permite a passagem de moléculas variadas. J& no
modelo carpete, os peptideos se acumulam paralelamente na superficie da membrana,
causando uma tensdo de curvatura. Quando uma concentracdo limiar de peptideos € atingida,
ocorre a formacao de micelas, levando a destruicdo da membrana e a morte do microrganismo
(Brogden, 2005).
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Figura 5 - Trés modelos de desnaturacdo de membranas celulares causadas por peptideos antimicrobianos. Em
solucBes aquosas os peptideos estdo desestruturados, mas em contato com a membrana eles assumem uma
conformagdo em a-hélice. Quando atingem uma concentracdo ideal, eles sdo capazes de deshaturar a membrana
de trés maneiras diferentes: modelo barril estavel (esquerda), modelo poro toroidal (centro) ou modelo carpete
(direita). Adaptado de: Pasupuleti et al., 2012.

Além da desnaturacdo da membrana celular, os PAMs também podem agir de outras
maneiras, como através da ligacdo com receptores de membranas (provocando perda de
funcéo), interacdo com o DNA (impedindo a sintese de proteinas), acdo sobre a producdo de
perdxido de hidrogénio ou inducdo de células a morte através da ativacao de vias apoptéticas
(Brogden et al., 2003; Pasupuleti et al., 2012).

Ja € bastante conhecido que venenos de aranhas possuem PAMSs em sua constituicao.
A primeira descri¢do sobre este fato foi publicada em 1989 por Xu et al., em estudo com a
espécie Lycosa singoriensis. Desde entdo, muitos estudos tém sido realizados. Em buscas
realizadas no banco de dados ArachnoServer (Herzig et al., 2011), utilizando o termo
“antimicrobial”, sao obtidos 41 resultados. Sdo exemplos as moléculas PcFK1 e PcFK2,
isoladas no veneno da espécie Psalmopoeus cambridgei (Choi et al., 2004); as latarcinas, do
veneno de Lachesana tarabaevi (Kozlov et al., 2006); a GsSMTx-4, de Grammostola spatulata
(Jung et al., 2006); as licotoxinas | e Il, de Lycosa carolinensis (Yan, Adams, 1998); e as

cupieninas, de Cupiennius salei (Kuhn-Nentwig et al., 2002).
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Com relagdo a espécie que é objeto de estudo deste trabalho, a A. juruensis, um
peptideo antimicrobiano j& foi identificado no seu veneno: a Juruina. Esta molécula possui
potente atividade fungicida contra leveduras do género Candida e alta similaridade com
peptideos do veneno das espécies Haplopelma schmidti e Chilobrachys guangxiensis (Ayroza
etal., 2012).

1.2 Diversidade do veneno de aranhas

A diversidade molecular do veneno de aranhas é estimada em até 12 milhdes de
compostos. Essas toxinas possuem atividades bioldgicas distintas, muitas das quais foram
selecionadas ao longo da evolucdo para atuarem blogueando seletivamente seus alvos
celulares, como, por exemplo, canais de potéssio dependentes de voltagem, causando uma
rapida paralisia da presa (Escoubas, Rash, 2004).

Moléculas provenientes do veneno ou da hemolinfa de aranhas podem apresentar alto
potencial terapéutico e biotecnoldgico, pois muitas delas tém como alvos receptores,
membranas celulares e enzimas (Pimenta, de Lima, 2005). Este fato vem estimulando cada
vez mais a prospeccdo de novos candidatos a medicamentos entre esses animais. A
Rondonina e a Gomesina, por exemplo, sdo PAMs que foram isolados do plasma e dos
hemocitos das especies Acanthoscurria rondoniae e Acanthoscurria gomesiana,
respectivamente (Riciluca et al., 2012; Silva Junior et al., 2000).

Devido a sua grande seletividade, toxinas provenientes do veneno de aranhas foram
utilizadas como ferramentas para elucidacéo da estrutura, funcdo e farmacologia de receptores
celulares (Adams, 2004; Ushkaryov et al., 2004), metabotropicos (Guharay, Sachs, 1984) e
canais ibnicos (Doyle et al., 1998; Mackinnon et al., 1998). Além disso, tais toxinas tém
ajudado no desenvolvimento de biotecnologias nas mais diversas areas, como bioinseticidas
(Corzo, Escoubas, 2003; Fitches et al., 2004; Khan et al., 2008; Tedford et al., 2004), drogas
que podem vir a ser usadas para o tratamento de doencas neurodegenerativas (Estrada et al.,
2007; Mazzuca et al., 2007), arritmia cardiaca (Bode et al.,2001), disfuncdo erétil (Nunes et
al., 2008) e doencas infecciosas (Budnik et al., 2004; Chung et al., 2002; Haeberli et al., 2000;
Kozlov et al., 2006; Silva Junior et al., 2000; Yan, Adams, 1998).

Ainda assim, 0s venenos de aranhas ainda sdo menos analisados em comparacao aos
de organismos marinhos, escorpifes e serpentes. Apenas alguns géneros sdo amplamente
estudados, notando-se que diversas substancias integram o veneno dos mesmos (Gimenez,

2013). Em trabalhos realizados com o género Loxosceles foi observada a presenca de
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nucleosideos sulfatados, fosfolipases, hialuronidases, fosfatases alcalinas, serinoproteases,
metaloproteinases e toxinas inseticidas. Os componentes do veneno do género Phoneutria
também sdo alvos frequentes de estudo, devido a variedade de espécies e principalmente pela
agressividade dos individuos, que resulta no envolvimento em casos graves de
envenenamento. Aranhas do género Latrodectus possuem em seus Vvenenos uma rica
combinacédo de toxinas de 110 a 140 kDa, as latrotoxinas, além de substancias com atividade
inseticida e outras que causam dor local aguda e sintomas neurotdxicos (Chaim et al., 2011;
de Paula Le Sueur et al., 2003; Gimenez, 2013; Gomes et al., 2011; Rohou et al., 2007).

Entre as aranhas migalomorfas alguns dos géneros mais estudos sdo Atrax,
Hadronyche e Illawarra (Hexathelidae: Atracinae), pois estes agrupam espécies que possuem
veneno bastante toxico. Representantes do género Atrax, por exemplo, causaram pelo menos
14 mortes de pessoas entre 1927 até 1980, quando se iniciou a producdo de antiveneno
(Pineda et al., 2012).

Independentemente da espécie estudada, observa-se que os venenos de aranhas sao
complexas misturas de toxinas, as quais provocam alteragdes bioquimicas e neurologicas
variadas em diversos animais (Beleboni et al., 2004; Gimenez, 2013). Mais de cem compostos
distintos podem ser encontrados em um (nico veneno, alguns deles podem agir
sinergicamente, promovendo maior eficiéncia de acdo da mistura (Mouréo, 2012; Vassilevski
et al., 2009).

Visto que 0s venenos animais possuem uma grande variedade de componentes e que
estes podem vir a ter aplicacdo biotecnoldgica, é de grande importancia realizar a prospec¢éo
de moléculas bioativas nos venenos de aranhas. Até o presente momento, apenas um trabalho
foi feito com a espécie A. juruensis (Ayroza et al., 2012). Portanto, ainda ha muito a ser

descoberto sobre a composi¢cdo do veneno desta espécie.

1.3 Aespécie Avicularia juruensis

A espécie Avicularia juruensis pertence a subordem Mygalomorphae e a familia
Theraphosidae, que engloba as espécies que possuem 0s maiores tamanhos (Fukushima,
2011). Os terafosideos sdo encontrados em regides tropicais e subtropicais e, apos atingirem a
maturidade sexual, podem viver de 2 (machos) a 25 anos (fémeas). As aranhas desta familia
vém, cada vez mais, despertando o interesse de pesquisadores, pois quantidades significativas

de veneno ou de hemolinfa podem ser facilmente obtidas destes animais (Foelix, 2011).
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A aranha A. juruensis (Figura 6) difere-se das demais caranguejeiras da familia
Theraphosidae por apresentar cefalotdrax baixo, rima ocular pouco elevada, olhos médios
posteriores muito pequenos, queliceras com onze dentes na borda interna do sulco ungueal,
labio tdo largo quanto longo e tarsos providos de densas escopulas espatuladas, entre outras
caracteristicas (Mello-Leitdo, 1922).

e

Figura 6 - A espécie Avicularia juruensis. A) Exemplar filhote. B) Fémea adulta (Fotos: Soraia Maria do
Nascimento). C) A espécie Avicularia juruensis em seu habitat natural. Registro feito na cidade de Porto Velho -
RO, Brasil (Foto: Katie Cristina Takeuti Riciluca).

Esta aranha apresenta diferencas na coloracdo de filhotes e adultos (Figura 6 A e 6 B).
Holl (1987) destacou trés causas que podem determinar mudancas na coloracdo de aranhas:
variacdes morfologicas, fisiolégicas e ontogenéticas, esta Ultima se refere as diferencas
observadas durante o desenvolvimento do animal, o que ocorre em A. juruensis. Esta
caracteristica também esta presente nas espécies Pachistopelma rufonigrum (Dias, 2004) e
Eriophora fuliginea (Graf, Nentwig, 2001).

A A. juruensis é uma espécie amazodnica e, no Brasil, pode ser encontrada nos estados
do Acre, Rondbnia, Amazonas, Pard, Maranhdo e Mato Grosso, podendo também ocorrer em
algumas areas da Bolivia e do Peru (Fukushima, 2011). Ela possui habitos arboricolas (Figura
6 C), vivendo em troncos de arvores e folhas de palmeiras, onde constréi seus abrigos
(Bertani, 2012).

Esses abrigos geralmente sdo construidos proximos a ninhos de aves, que servem de
alimentacdo para esta espécie. O nome de seu género, Avicularia, € uma alusdo a sua dieta: do
latim “avicula” = pequena ave, + aria = que tem referéncia a (Beechholdo, 1997). Sendo
assim, devido ao fato de geralmente consumir pequenas aves e também pequenos vertebrados,
acreditamos que seu veneno possui diferentes tipos de componentes que merecem ser

cuidadosamente analisados.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo estudar moléculas bioativas presentes no veneno da

aranha migalomorfa Avicularia juruensis, bem como identifica-las e caracteriza-las.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

. identificar e caracterizar moléculas com atividade antimicrobiana;

. avaliar o perfil eletroforético do veneno;

. identificar e caracterizar enzimas que apresentam atividade caseinolitica;

. identificar outras metaloproteinases através da analise transcriptbmica das

glandulas de veneno.
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3 METODOLOGIA
3.1 Animais

Os animais foram coletados e utilizados neste estudo sob as licencas Sisbio n°11024-3 e
CGEN n°010345/2014-0. Eles foram mantidos no biotério do Laboratério Especial de
Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan (S&o Paulo, SP, Brasil), sob temperatura
controlada entre 24 e 26 °C, sendo alimentados a cada 15 dias com insetos ou carne e com
agua a vontade.

3.2 Obtencédo do veneno

O veneno analisado neste estudo foi obtido de fémeas em diferentes estagios de
desenvolvimento. A extracdo foi realizada seguindo a metodologia descrita por Rocha-e-Silva
et al.,, (2009). Para isso, elas foram anestesiadas com CO, e imobilizadas num suporte
especialmente adaptado para a contengdo de aranhas. Com um estimulador elétrico foram
aplicados choques de 15 a 30 V, dependendo do tamanho do animal, com frequéncia de 10 Hz
e disparos a cada 0,1 ms por 2 ms. Os eletrodos foram posicionados na regido basal das
queliceras e o veneno foi coletado diretamente dentro de um tubo de micro centrifuga, onde as
queliceras foram posicionadas (Figura 7). Desta forma, ele foi obtido totalmente livre de

contaminacdes por suco digestivo.

LI

Figura 7 - Extracdo de veneno de uma fémea da espécie Avicularia juruensis. A) O animal, anestesiado com
CO,, foi imobilizado num suporte especial e suas queliceras foram posicionadas dentro de um tubo de micro
centrifuga. B) Os choques foram aplicados na regido basal das queliceras e o veneno foi diretamente coletado
dentro de um tubo de micro centrifuga, totalmente livre de contaminagbes (Fotos: Katie Cristina Takeuti
Riciluca e Thais Trostli Costella, respectivamente).
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Apbs a coleta, o veneno foi imediatamente colocado em gelo e, em seguida,
centrifugado a 2450 xG, durante 10 minutos, sob temperatura de 4 °C. Sua fracdo soluvel foi
coletada, liofilizada e conservada a -80 °C até o uso.

3.3 Estimativa da quantidade de proteinas

A concentracdo do veneno foi determinada utilizando-se o método descrito por
Bradford (1976). Solugdes com diferentes concentragdes de albumina de soro bovino (Sigma-
Aldrich, Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, EUA), variando de 1,4 a 0,1 mg/mL, em
triplicata, foram incubadas por 45 minutos com o reagente de Bradford (Sigma-Aldrich), os
volumes (em pL) foram utilizados seguindo as especificacGes fornecidas pelo fabricante do
reagente. Apos o periodo de incubacgéo, a absorbancia a 595 nm foi verificada em um leitor de
microplacas modelo Victor® (Perkin Elmer Inc., Waltham, Massachusetts, EUA) e a média
dos valores obtidos para cada concentragdo foi aplicada para a construcdo da curva padréo e
obtencdo da equacéo da reta.

As amostras de veneno foram diluidas cem vezes em agua ultrapura (Milli-Q, Merck
Millipore, Billerica, Massachusetts, EUA) a fim de manté-las dentro da faixa de detec¢édo do
método. As aliquotas assim obtidas foram utilizadas para a realizacdo do ensaio em triplicata,
seguindo as mesmas etapas descritas anteriormente. A média da absorbancia obtida foi
aplicada na equacdo da reta da curva padrdo (no lugar de X), dessa forma a concentragdo
proteica das amostras p&de ser calculada e determinada.

A concentracdo das fragdes obtidas apoOs as etapas de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (em 3.4.1) e cromatografia liquida de gel filtracdo (em 3.4.2) foi verificada
utilizando-se o espectrofotometro modelo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, Massachusetts, EUA) de espectro completo (190 a 940 nm). Para determinar a
concentracdo de proteinas e peptideos foram empregados os comprimentos de onda de 280

nm e 205 nm, respectivamente.

3.4 Fracionamento
3.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa - CLAE-FR

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa -
CLAE-FR foi empregada com o objetivo de se obter PAMs. Para isso, 10 mg de veneno

liofilizado foram reconstituidos em 2 mL de &gua ultrapura (Milli-Q) acidificada com 0,05%
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de &cido trifluoracético - TFA e centrifugados a 16000 xG por 5 minutos. A fracdo soluvel foi
coletada e fracionada num sistema Prominence LC-20A (Shimadzu, Quioto, Quioto, Japéo),
utilizando-se uma coluna de fase reversa semi-preparativa Jupiter C18 (10 um; 300 A; 10 mm
x 250 mm) (Phenomenex, Torrance, Califérnia, EUA). Como eluentes foram utilizadas a Fase
A (TFA 0,05%) e a Fase B (acetonitrila - ACN/TFA 0,05%). As elui¢bes foram realizadas
com um gradiente de 2 a 80% de B durante 60 minutos, com fluxo de 1,5 mL/minuto e
absorbancia monitorada a 225 nm. As fragOes correspondentes aos picos observados no
cromatograma foram coletadas manualmente e separadamente, concentradas numa centrifuga
a vacuo refrigerada e reconstituidas em 500 pL de agua ultrapura (Milli-Q). 20 uL de cada
uma delas foram utilizados no ensaio de inibi¢do do crescimento microbiano em meio liquido
(em 3.5.1).

Com o intuito de melhor isolar os PAMs, as fragdes que apresentaram atividade
antimicrobiana foram acidificadas e submetidas a uma nova etapa de CLAE-FR no mesmo
sistema ja mencionado (Prominence LC-20A - Shimadzu), utilizando-se uma coluna de fase
reversa analitica Shim-pack VVP-ODS C18 (4,6 um; 12 nm; 4,6 mm x 250 mm - Shimadzu).
Para cada fracdo foi empregado um gradiente especifico, calculado de acordo com o tempo de
retencdo observado para cada uma delas na primeira etapa de cromatografia. Sendo assim, as
fracdes 3, 36, 37, 38, 40, 45 e 49 foram fracionadas realizando-se elui¢bes com gradientes de
2 a 15%, 33 a 45%, 35 a 45%, 36 a 46%, 37 a 47%, 42 a 52% e 45 a 55% de B,
respectivamente. Foi empregado um fluxo de 1 mL/minuto durante 40 minutos e a
absorbancia foi monitorada a 225 nm. As fracdes correspondentes aos picos observados no
cromatograma foram coletadas manualmente e separadamente, concentradas numa centrifuga
a vacuo refrigerada e reconstituidas em 200 pL de agua ultrapura (Milli-Q). 20 uL de cada
uma delas foram utilizados no ensaio de inibicdo do crescimento microbiano em meio liquido
(em 3.5.1).

3.4.2 Cromatografia liquida de gel filtracao

A técnica de cromatografia liquida de gel filtracdo foi empregada a fim de se fracionar
0 veneno de acordo com o tamanho das moléculas que o compdem. Para isso, 10 mg do
mesmo foram reconstituidos em 700 pL de acetato de amoénio 50 mM. A amostra foi
centrifugada a 16000 xG por 5 minutos, o sobrenadante foi recolhido e fracionado no
equipamento AKTA purifier 10 (GE Healthcare, Chicago, lllinois, EUA), utilizando-se uma
coluna Superose 12 10/300 GL (11 pwm; 10 mm x 300 mm) (GE Healthcare). A corrida
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cromatogréfica foi realizada sob condic@es isocraticas, utilizando como eluente uma solucéo
de acetato de amodnio 50 mM, com fluxo de 1 mL/minuto durante 36 minutos e absorbancia
monitorada a 280 nm. As fragdes foram coletadas automaticamente a cada minuto e
imediatamente colocadas em gelo. Em seguida, elas foram liofilizadas e armazenadas a

-80 °C até o uso.

3.5 Bioensaios
3.5.1 Ensaio de inibi¢do do crescimento microbiano em meio liquido

Para detectar a presenca de atividade antimicrobiana (antibacteriana e/ou antifungica)
em todas as fracOes coletadas na etapa de CLAE-FR (em 3.4.1) foi empregada a técnica de
ensaio de inibicdo de crescimento microbiano em meio liquido, baseando-se no método
descrito por Bulet et al., (1993).

O experimento foi feito numa bancada de fluxo laminar vertical Pachane modelo 050
(Pachane, Piracicaba, SP, Brasil) utilizando-se microplacas de 96 pocos, onde foram aplicadas
aliquotas de 20 pL de cada uma das fragdes. O volume foi completado com 80 pL de meio de
cultura Poor Broth - PB (1% bactopeptona, 0,5% NaCl, pH 7,4) ou Potato Dextrose Broth -
PDB (1,2% PDB) contendo uma suspensdo de microrganismos (bactérias ou fungos,
respectivamente) em fase logaritmica de crescimento e na concentracdo final de 10°
células/s/mL. Como controle positivo da inibicdo do crescimento microbiano foram
empregados 0,2 mg do antibidtico estreptomicina e como controle negativo da inibicao foi
utilizada agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada, ambos aplicados no mesmo volume em que as
fracbes foram testadas (20 pL). Para ter a certeza de que o ensaio foi realizado sem
contaminacdes externas foram aplicados nos pocos laterais (colunas 1 e 12) 100 pL do meio
de cultura e da agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada utilizados no experimento, ambos sem a
suspensdo de microrganismos. A Figura 8 ilustra como o ensaio foi realizado.

As placas foram incubadas em temperatura de 30 °C durante 18 horas sob agitacdo
constante. O crescimento do microrganismo e a atividade antimicrobiana das fracfes testadas
foram avaliados pela medida da absorbancia a 595 nm em um leitor de microplacas Victor®
(Perkin Elmer Inc.). Através da comparacdo da turbidez do controle positivo com a turbidez
dos meios que continham as frac6es foi possivel determinar qual delas impediu o crescimento

do microrganismo testado.
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3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
QO’ % Agua ultrapura sem
%. microrganismo (100 uL)
* * Meio de cultura sem
ae. microrganismo (100 pL)
%. % Meio de cultura +
microrganismo (80 uL) + fragao (20 pL)
Meio de cultura +

72 | microrganismo (80 pL) + agua (20 pL)
(controle negativo)

Meio de cultura +
@ microrganismo (80 uL) + antibidtico (20 uL)
(controle positivo)

Figura 8 - Representacdo do ensaio de inibi¢do do crescimento microbiano em meio liquido. Neste esquema esta
indicada a distribuicdo das frages e dos controles na microplaca de 96 pogos utilizada no experimento.

3.5.1.1 Concentra¢do minima inibitoria - CMI e concentracdo minima bactericida - CMB

A concentracdo das fragcdes antimicrobianas foi verificada no equipamento NanoDrop
2000 (Thermo Fisher), utilizando-se o comprimento de onda de 205 nm (em 3.3). Elas foram
testadas em diluicOes seriadas e, desta forma, foi possivel determinar a concentracdo minima
inibitoria - CMI e a concentragdo minima bactericida - CMB. A CMI é definida pela
concentracdo minima da amostra que € capaz de retardar o crescimento do microrganismo,
enquanto que a CMB se refere a concentracdo minima capaz de matar 0 microrganismo.

A CMI foi determinada através da avaliacdo visual da turbidez dos pocos que
continham as fracOes, sem que as microplacas fossem abertas para evitar contaminagdes. A
CMB foi analisada pela medida da absorbancia a 595 nm em um leitor de microplacas Victor®

(Perkin Elmer Inc.), ap6s 96 horas de incubacgédo das microplacas.

3.5.1.2 Microrganismos

Nos ensaios de inibicdo do crescimento em meio liquido foram utilizadas as bactérias
Gram negativa Escherichia coli (cepa SBS 363) e Gram positiva Micrococcus luteus (cepa
A270), aléem da levedura Candida albicans (cepa MDMS8) e do fungo filamentoso Aspergillus
niger (isolado ambiental). Todas estas cepas fazem parte da colecdo do Laboratorio Especial

de Toxinologia Aplicada, Setor Quimica de Proteinas.

3.5.2 Ensaio hemolitico

As fracOes que apresentaram atividade antimicrobiana também foram testadas contra

hemécias humanas a fim de se verificar se elas possuiam atividade hemolitica.
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O sangue do tipo O+ foi coletado de um doador humano sauddvel na presenca de
tampdo citrato de sdédio 150 mM pH 7,4 (proporgao de 9:1) e centrifugado a 700 XG por 15
minutos. O plasma foi descartado e as hemacias foram lavadas por trés vezes em tampéo
fosfato-salino - PBS 1 X (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na;HPO4 10 mM; KH,PO4 1,76 mM;
pH 7,4), a cada lavagem foram feitas novas centrifugagcdes a 700 xG por 15 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Por fim, as heméacias foram ressuspendidas no mesmo tampao
PBS 1 X até a concentragdo final de 3% (v/v).

Foram coletadas aliquotas de 20 uL das fracBes antimicrobianas (volume com o qual
foi detectada a atividade antimicrobiana), as mesmas foram concentradas em centrifuga a
vacuo e ressuspendidas em 50 pL do tampdo PBS 1 X. Desta forma, elas foram testadas em
duplicata em dilui¢des seriadas iniciadas a partir da maior concentracdo na qual elas inibem o
crescimento de microrganismos. Como controle positivo (100% de hemdlise) foram utilizados
50 pL de solucdo de Triton X-100 (0,1%) e como controle negativo (0% de hemolise) foram
utilizados 50 pL do tampéo PBS 1 X, citado anteriormente. O teste foi feito numa microplaca
de 96 pogos com fundo em “U”. A cada pogo, que ja continha as amostras e 0s controles,
foram adicionados 50 pL da solugédo de hemacias 3% (v/v).

A placa foi incubada durante 1 hora a 37 °C. Apdés a incubacdo, o sobrenadante foi
recolhido de cada poco e transferido para outra microplaca de 96 pogos (sem fundo “U”). A
presenca ou auséncia de hemolise foi determinada através da medida da absorbancia a 405
nm, feita em um leitor de microplacas Victor® (Perkin Elmer Inc.). O valor da absorbancia a
405 nm foi determinado pela média dos valores obtidos. A porcentagem de hemdlise foi

calculada pela seguinte formula indicada na Figura 9.

— Abs, . .. da solugdo com peptideo— Abs, . ,.em PBS 10l
emolise=
’ Abs, _emTriton01%— Abs,__emPBS

405mm 405nm

Figura 9 - Férmula com a qual foi feito o calculo da porcentagem de hemdlise. Adaptado de: Hao et al., 2009.
3.6  Analises bioguimicas
3.6.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE

O experimento de eletroforese foi feito baseando-se no método descrito por Laemmli
(1970). As amostras de veneno foram analisadas sob condi¢Ges redutoras e ndo redutoras. Na
primeira condicdo, elas foram diluidas num tampéo 4 vezes concentrado (250 mM Tris-HCI
pH 6,8; 300 mM SDS; 1 mM azul de bromofenol; 40% glicerol; 8% B-mercaptoetanol) e
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aquecidas a 90 °C durante 5 minutos. As amostras ndo reduzidas foram diluidas em tampdo
sem J-mercaptoetanol e ndo foram aquecidas.

O gel de empilhamento foi preparado na concentracdo de 4,5% e o0 de separacdo nas
concentragdes de 8, 10, 12 e 15% de poliacrilamida. Eles foram polimerizados em forma de
mini-géis nas dimensdes 85 x 80 x 1,5 mm, no sistema de eletroforese vertical DIGEL
modelo DGV10. A corrida foi realizada em voltagem constante de 120 V e sob temperatura
ambiente. O tampao de corrida utilizado era composto por 250 mM de glicina, 25 mM de Tris
e 3 mM de SDS. Como referéncia para os valores de massa foram utilizados os marcadores de
massa molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.) ou
Spectra’ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.).

O gel foi corado com azul de coomassie R-250 (45% metanol, 10% &cido acético, 3
mM coomassie brilliant blue R-250) e/ou com nitrato de prata. Na coloragdo por coomassie 0
gel foi descorado até o aparecimento de bandas através de imersdo continua em solucdo
contendo 25% de metanol e 8% de acido acético. A coloracdo com nitrato de prata foi feita de
acordo com o protocolo descrito por Bassam et al., (1991).

3.6.2 Zimografia em gel de poliacrilamida copolimerizado com caseina

A avaliacdo da atividade proteolitica do veneno sobre a caseina foi feita em geéis de
SDS-PAGE, com concentracGes de 10% ou 12% de poliacrilamida, copolimerizados com
0,1% de caseina de leite bovino (Sigma-Aldrich). Foram feitos mini-géis nas dimens@es 85 X
80 x 1,0 mm no sistema de eletroforese vertical DIGEL modelo DGV10.

As amostras de veneno foram avaliadas sob condi¢Ges ndo redutoras e a corrida de
eletroforese foi feita em voltagem constante de 80 V, com a cuba imersa em gelo e
temperatura ambiente de 18 °C. Como controle positivo de atividade caseinolitica foram
utilizados 50 pg de veneno de Bothrops jararaca. O tampéo de corrida e 0 marcador de massa
molecular utilizados foram os mesmos citados anteriormente (em 3.6.1).

Apos a corrida, os géis foram imersos durante 60 minutos numa solu¢do contendo
2,5% de Triton X-100 e, em seguida, foram feitas 3 lavagens de 10 minutos com agua
ultrapura (Milli-Q). Os geéis foram incubados durante 12 horas, sob temperatura de 37 °C e
agitacdo constante, em tampdo 30 mM de Tris, 200 mM de NaCl, 10 mM de CaCl,, 9 mM de
MgCl, e pH 7,4. Para verificar a presenca de metaloproteinases e/ou serinoproteases nas
amostras de veneno alguns géis foram incubados em solugdo tampdo contendo 50 mM de

acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA (GE Healthcare) ou 50 mM de fluoreto de
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fenilmetilsulfonil - PMSF (Thermo Fisher Scientific Inc.). O EDTA é um quelante de ions
metalicos e, portanto, um inibidor de metaloproteinases. Ja 0 PMSF reage com residuos de
serina do sitio ativo e inibe a atividade enzimatica de serinoproteases.

Ao final do periodo de incubacdo, os géis foram corados com azul de coomassie R-
250 e descorados até o aparecimento de faixas claras sobre o fundo azul escuro do gel, as

quais indicam atividade caseinolitica das amostras.

3.6.3 Ensaio de atividade caseinolitica

As fragdes isoladas através da técnica de cromatografia liquida de gel filtracdo (em
3.4.2) foram ressuspendidas em 200 pL de agua ultrapura (Milli-Q), aliquotas de 20 pL de
cada uma delas foram coletadas e colocadas em tubos de micro centrifuga de 0,5 mL. Foram
adicionados 5 pL de uma solucdo de 2% (m/v) de caseina de leite bovino (Sigma-Aldrich) e
8 pL da solugéo tampéo 100 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl,, pH 8,8. Como controle positivo da
degradacdo do substrato foram utilizados 25 ug de veneno de Bothrops jararaca e como
controle negativo a solucdo de caseina foi incubada somente com a solucdo tampé&o citada
anteriormente. As amostras foram incubadas durante trés horas a 37 °C. Em seguida, o perfil
de degradacdo da caseina foi avaliado através da técnica de eletroforese, utilizando-se o
método descrito no em 3.6.1. As amostras foram reduzidas e aplicadas num gel com
concentracdo de 12% de poliacrilamida. A coloragdo com nitrato de prata foi feita de acordo

com o protocolo descrito por Bassam et al., (1991).

3.7 Anaélise transcriptémica das glandulas de veneno de A. juruensis

O transcriptoma completo das glandulas foi sequenciado pelo Setor de Gendmica e
Transcriptdmica do Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan.

Para a realizacdo do experimento, cinco fémeas de A. juruensis foram submetidas a
extracdo de veneno por estimulacdo elétrica trés dias antes da remoc¢do das glandulas. Esse
intervalo foi empregado para que elas tivessem tempo suficiente para produzir uma boa
quantidade de mRNA. As aranhas foram anestesiadas com CO; e, com 0 auxilio de pincas e
uma lupa, suas glandulas de veneno foram removidas primeiramente por seccdo da inser¢ao
das queliceras com o cefalotdrax, seguida pela sec¢do da parte inferior da quelicera e, por fim,
pela remocdo da glandula e sacrificio dos animais (Figura 10). As glandulas foram

imediatamente conservadas em -80 °C até o procedimento de extracdo do mRNA.
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) ; .‘ 1cm - ‘Nﬁ ﬂl, -
Figura 10 - Etapas da remogdo da glandula de veneno de fémeas de Avicularia jururensis. A) Primeiramente as

queliceras inteiras foram removidas. B) Foi feita uma seccdo da parte inferior da quelicera. C) A glandula foi
removida intacta (Fotos: Soraia Maria do Nascimento).

E

O RNA total das glandulas de veneno foi extraido utilizando-se o reagente TRIzol®
(Thermo Fisher Scientific Inc.). A integridade do RNA foi avaliada através de eletroforese
capilar em chip RNA 6000 Nano no equipamento BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies,
Santa Clara, California, EUA). O mRNA foi extraido com oligo (dT) usando o kit
Dynabeads® mRNA DIRECT (Thermo Fisher Scientific Inc.) e quantificado com o reagente
RNA Quant-itTM RiboGreen® (Thermo Fisher Scientific Inc.). A integridade do mRNA foi
avaliada através de eletroforese capilar em chip RNA 6000 Pico no equipamento BioAnalyzer
2100 (Agilent Technologies). A biblioteca de cDNA foi preparada seguindo o procedimento
padrdo do kit TruSeq RNA Sample Prep (llumina, San Diego, California, EUA).
Posteriormente, as bibliotecas de cDNA foram sequenciadas no sistema llumina HiSeq 1500,
em uma célula de fluxo paired end no médulo Rapid Run de 2*150 pb por 300 ciclos, de
acordo com o procedimento padrdo do fabricante (Ilumina).

Para a extracdo dos dados obtidos pelo Sequenciador llumina HiSeq 1500 foi utilizado
o software CASAVA (llumina) versdo 1.8.2. Este software produz um arquivo “*.fastq” com
todas as sequéncias aprovadas no controle de qualidade de bases (>Q30). Em seguida, um
roteiro de pré-processamento, desenvolvido pelo grupo do Setor de Genbmica e
Transcriptdmica, foi criado visando filtrar as sequéncias por qualidade, tamanho de leitura,
sequéncias com regides de homopolimeros, de baixa complexidade, caudas poli A/T/N e
adaptadores. Ap0Os o pré-processamento e aplicacdo de filtros para gerar sequéncias de alta
qualidade, foram utilizados programas especializados para gerar estatisticas, novas leituras
pareadas e leituras ajustadas pareadas. A montagem de novo foi realizada utilizando-se o
software Trinity (versdo 2.1.1) (Grabherr et al., 2011), com parametros de paired end e
utilizando todos os reads (paired-end e Unicos) que passaram pelos filtros.

A identificacdo de sequéncias ribossdmicas foi realizada por similaridade, baseada no
banco de dados do NCBI (Geer et al., 2010) de ribossomais de Metazoa e de Arachnida,
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utilizando o algoritmo BLASTN (Altschul et al., 1990) com e-value 1.10% e critérios de
cobertura do transcrito maiores de 60% e identidade maior de 70% para ser classificado como
rRNA.

Os reads da amostra foram utilizados para a montagem de novo e 0s transcritos
obtidos foram utilizados como referéncia para as analises de expressdo génica. A analise de
expressdo condigdo-especifica foi realizada através do alinhamento dos reads paired-end da
amostra contra a montagem do transcriptoma de referéncia, seguido pela estimativa da
abundancia utilizando o método RNA-Seq Expectation Maximization - RSEM (Li, Dewey,
2011). O RSEM tem o objetivo de estimar o nivel de expressdo aproximado para cada
transcrito, gerando o FPKM (Fragments Per Kilobase of Exon Per Million Fragments
Mapped) para cada transcrito. Este método foi utilizado devido & geracdo de isoformas,
variantes de splicing e genes duplicados em montagens de novo de transcriptomas. Ele utiliza
um processo iterativo para determinar reads fracionalmente para cada transcrito baseado na
probabilidade de os mesmos serem derivados de cada transcrito, levando em consideragéo o
vies na posicdo gerado pelo protocolo de criacdo da biblioteca de RNA-seq. Os contigs
(proteinas preditas) foram anotados automaticamente por script de BLAST (Altschul et al.,
1990) utilizando banco de dados de Aracnideos do Uniprot (The UniProt Consortium, 2015).

O software CEGMA (Parra et al., 2007) foi utilizado para avaliar a montagem e
cobertura do transcriptoma, verificando o qudo completo o transcriptoma estava ao compara-
lo com sequéncias altamente conservadas em eucariotos. A predicdo das proteinas foi
realizada utilizando-se o software Transdecoder (https://transdecoder.github.io/) com
parametros padrdo (minimum lenght de 100 pb). Os resultados obtidos foram utilizados para a
preparacdo dos bancos de dados utilizados para a identificacdo e caracterizacdo de peptideos

antimicrobianos e enzimas do veneno de A. juruensis.

3.8 Caracterizacdo das moléculas bioativas
3.8.1 Digestdo proteica em solucdo (reducdo, alquilacéo e tripsinizacéo)

O processo de digestdo proteica em solucéo foi feito baseando-se no protocolo descrito
por Stone et al., (1996). As fracGes que apresentaram atividade caseinolitica e atividade
antimicrobiana foram concentradas em centrifuga a vacuo e reconstituidas em 20 puL de uma
solucdo 8 M ureia e 0,4 M bicarbonato de amdnio. Também foram adicionados 5 pL de

solugdo 45 mM ditiotreitol (Sigma-Aldrich) e foi feita uma incubacdo sob temperatura de
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50 °C durante 15 minutos. Apds o resfriamento até a temperatura ambiente, foram
adicionados 5 pL de solucdo 100 mM iodoacetamida (Sigma-Aldrich) e foi feita uma nova
incubagdo, agora sob temperatura ambiente e protegida da luz durante 15 minutos. Foram
adicionados 130 pL de agua ultrapura (Milli-Q) e tripsina bovina (Sigma-Aldrich) na
propor¢do 1/25 (enzima/proteina). Foi feita uma incubacdo sob temperatura de 37 °C por 24
horas. Apés esse periodo, a acdo da enzima foi interrompida com a adicdo de 130 pL da
solucdo de TFA 0,1%. O volume total foi concentrado numa centrifuga a vacuo e as amostras
obtidas foram dessalinizadas através de cromatografia em micro-escala utilizando-se ponteiras
especiais ZipTip® (Merck Millipore), que possuem resina de fase reversa C18 em sua
extremidade. Seguindo as especificacdes fornecidas pelo fabricante, as proteinas foram
eluidas em solucéo de ACN/TFA 0,05% (80/20, v/v).

3.8.2 Analise por espectrometria de massas

As amostras tripsinizadas e nédo tripsinizadas foram concentradas em centrifuga a
vacuo, reconstituidas em 10 pL de solugdo de acido formico 0,1% e analisadas por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem - LC-MS/MS,
utilizando-se o espectrometro de massas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific Inc.)
acoplado ao sistema de nano-cromatografia liquida Easy-nLCIl (Thermo Fisher Scientific
Inc.). 5 uL de cada amostra foram automaticamente injetados numa pré-coluna Jupiter C-18
(10 um; 100 um x 50 mm) (Phenomenex) acoplada a uma coluna da fase reversa analitica
ACQUA C-18 (5 um; 75 um x 100 mm) (Phenomenex). As amostras foram eluidas em
gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (0,1% &cido formico em ACN) por 15 minutos, sob
fluxo de 200 nL/minuto. A fonte de ionizacao por electrospray foi operada em modo positivo,
com a voltagem e temperatura ajustadas para 2,0 kV e 200 °C, respectivamente. O intervalo
de varredura de massas considerado para o full scan (MS1) foi de 200 - 2000 m/z (resolucéo
de 60000 em 400 m/z), operando no modo data dependent acquisition, onde os cinco ions
mais intensos por scan foram selecionados para o evento de fragmentacdo por dissociacao
induzida por colisdo. O sinal minimo requerido para disparar eventos de fragmentacdo (MS2)
de determinado ion foi ajustado para 5000 cps, e o tempo de exclusdo dinamica utilizado foi

30 segundos.
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3.8.2.1 Buscas em bancos de dados

Os espectros resultantes, em formato “*. RAW”, foram coletados e processados através
do software MSConvert (Chambers et al., 2012). Dessa forma, eles foram convertidos para o
formato “*.mgf” (mascot generic format) e puderam ser empregados em buscas em diferentes

bancos de dados utilizando-se a ferramenta Mascot® (Perkins et al., 1999).

3.8.2.2 Anélise bioinformatica

A deconvolucdo dos valores de m/z para a obtencdo das massas moleculares foi
realizada no software MassAnalyzer 1.03 (Amgen, Thousand Oaks, Califérnia, EUA). Os
espectros também foram submetidos a analise bioinformatica utilizando-se o software PEAKS
7.5 (Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, Ontario, Canada). Através da funcdo PEAKS
DB, os espectros foram comparados com bancos de dados construidos com os contigs obtidos
no transcriptoma da glandula de veneno de A. juruensis ou com bancos de dados construidos
com toxinas provenientes de venenos de aranhas e com moléculas antimicrobianas de
artropodes, ambos obtidos das ferramentas Uniprot (The UniProt Consortium, 2015) e NCBI
(Geer et al., 2010). As analises foram feitas com tolerancia de erro de 10 ppm e de 0,6 Da
para 0 ion precursor e para os fragmentos, respectivamente. A carbamidometilacdo das
cisteinas foi utilizada como uma modificacdo pos-traducional fixa, enquanto a oxidacéo das
metioninas e a acetilacdo dos N-terminais foram utilizadas como modificacdes variaveis.

Os contigs que apresentaram similaridades com os fragmentos peptidicos foram
submetidos a buscas em diferentes bancos de dados utilizando-se as ferramentas InterPro
(Mitchell et al., 2015) e BLASTP (Altschul et al., 1990).

As sequéncias completas de aminoacidos de diferentes moléculas foram obtidas nas
ferramentas Uniprot (The UniProt Consortium, 2015) e/ou NCBI (Geer et al., 2010) e
empregadas em alinhamentos feitos com os contigs. Os alinhamentos e a coloracdo foram
feitos com os programas SeaView (Gouy et al, 2010) e Boxshade
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html), respectivamente, e os céalculos das
porcentagens de identidade e similaridade foram feitos com a ferramenta SIAS

(http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fracionamento do veneno por CLAE-FR e ensaio de inibicdo do crescimento
microbiano em meio liquido

O veneno de A. juruensis foi fracionado por CLAE-FR com o intuito de isolar e
caracterizar os peptideos antimicrobianos - PAMs. Todas as fracGes obtidas foram testadas
quanto a presenca de potencial antimicrobiano, utilizando-se a técnica de ensaio de inibicéo
do crescimento microbiano em meio liquido. Desta forma, foram identificadas sete fraces
capazes de impedir o crescimento dos microrganismos testados, séo elas: a fracdo 3, que
impediu o crescimento da bactéria Gram negativa Escherichia coli SBS 363; as fracdes 36,
37, 38 e 40, que impediram o crescimento do fungo Aspergillus niger, da levedura Candida
albicans MDMB8, da bacteria Gram positiva Micrococcus luteus A270 e de E. coli SBS 363; e
as fracdes 45 e 49, que foram eficazes contra E. coli SBS 363 e M. luteus A270. A Tabela 2
indica as atividades observadas e a Figura 11 mostra o cromatograma obtido, destacando as

fragBes antimicrobianas.

Tabela 2 - Frac@es isoladas do veneno de Avicularia juruensis que apresentaram atividade antimicrobiana contra
0S microrganismos testados.

N . . Candida albicans Escherichia coli Micrococcus luteus
Fracdo Aspergillus niger

MDM8 SBS 363 A270
03 - - + -
36 + + + +
37 + + + +
38 + + + +
40 + + + +
45 - - + +
49 - - + +

(+): Com atividade antimicrobiana. (-): Sem atividade antimicrobiana.
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Figura 11 - Perfil cromatografico do veneno de Avicularia juruensis, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa semi-preparativa Japiter
C18 (Phenomenex). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 2 a 80% de acetonitrila em &gua acidificada com 0,05% de &cido trifluoracético, durante 60
minutos sob fluxo de 1,5 mL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 225 nm. Todas as fragfes, correspondentes aos picos observados no cromatograma, foram coletadas
manualmente e separadamente. Estdo destacadas as que apresentaram potencial antimicrobiano, sendo elas: a fragdo 3, que impediu o crescimento da bactéria Gram negativa
Escherichia coli SBS 363; as fracfes 36, 37, 38 e 40, que impediram o desenvolvimento do fungo Aspergillus niger, da levedura Candida albicans MDMS8, da bactéria Gram
positiva Micrococcus luteus A270 e de E. coli SBS 363; e as fragdes 45 e 49, que impediram o crescimento de E. coli SBS 363 e M. luteus A270.
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4.1.1 Segunda etapa de fracionamento das fragdes antimicrobianas e ensaio de inibi¢ao do
crescimento microbiano em meio liquido

Na analise por espectrometria de massas observou-se que as fracbes com atividade
antimicrobianas ndo estavam homogéneas (dados ndo mostrados). Sendo assim, foi necessario
submeté-las a uma nova etapa de cromatografia utilizando-se uma coluna de fase reversa
analitica Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). As novas fracdes obtidas por CLAE-FR foram
avaliadas quanto a presenca de atividade antimicrobiana através do ensaio de inibicdo do
crescimento microbiano em meio liquido. Assim, foram identificadas treze fracGes capazes de
impedir o crescimento dos microrganismos testados, séo elas: a fracdo 3_2, que impediu 0
crescimento de E. coli SBS 363; as fragdes 36_4, 36 5, 37_3,37_4,38 6,38 7,40 440 5,
que impediram o crescimento de A. niger, C. albicans MDMS8, E. coli SBS 363 e M. luteus
A270; e as fracbes 45 5, 45 6, 49 7 e 49 8, que foram eficazes contra E. coli SBS 363 e M.
luteus A270. A Tabela 3 indica as atividades observadas e as Figuras 12 a 18 mostram 0s

cromatogramas obtidos, destacando as fragdes antimicrobianas.

Tabela 3 - FracGes obtidas na segunda etapa de CLAE-FR que apresentaram atividade antimicrobiana contra os
microrganismos testados.

N . . Candida albicans Escherichia coli Micrococcus luteus
Fracdo Aspergillus niger

MDMS8 SBS 363 A270
32 . - + _
36 4 + + + +
36 5 + + + +
373 + + + +
37 4 + + + +
38 6 + + + +
38 7 + + + +
40 4 + + + +
40 5 + + + +
45 5 - - + +
45 6 - - + +
49 7 - - + +
49 8 - - + +

(+): Com atividade antimicrobiana. (-): Sem atividade antimicrobiana.
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Figura 12 - Perfil cromatogréafico da segunda etapa de fracionamento de fracdo 3, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa analitica Shim-
pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 2 a 15% de acetonitrila em &gua acidificada com 0,05% de &cido trifluoracético,
durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 225 nm. Todas as fragdes, correspondentes aos picos observados no cromatograma, foram
coletadas manualmente e separadamente. Apenas a fragao destacada, denominada 3_2, impediu o crescimento da bactéria Gram negativa Escherichia coli SBS 363.
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Figura 13 - Perfil cromatogréafico da segunda etapa de fracionamento de fracdo 36, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa analitica
Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 33 a 45% de acetonitrila em agua acidificada com 0,05% de &cido
trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 225 nm. Todas as fragdes, correspondentes aos picos observados no
cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as fracdes destacadas, denominadas 36 _4 e 36_5, impediram o crescimento do fungo Aspergillus
niger, da levedura Candida albicans MDMS8, da bactéria Gram negativa Escherichia coli SBS 363 e da bactéria Gram positiva Micrococcus luteus A270. A) Imagem do
cromatograma completo. B) Imagem ampliada do cromatograma entre 12 e 14 minutos, destacando as fragdes 36_4 e 36_5.
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Figura 14 - Perfil cromatografico da segunda etapa de fracionamento de fragdo 37, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa analitica
Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 35 a 45% de acetonitrila em agua acidificada com 0,05% de &cido
trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 225 nm. Todas as fra¢des, correspondentes aos picos observados no
cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as fracdes destacadas, denominadas 37_3 e 37_4, impediram o crescimento do fungo Aspergillus
niger, da levedura Candida albicans MDMS8, da bactéria Gram negativa Escherichia coli SBS 363 e da bactéria Gram positiva Micrococcus luteus A270. A) Imagem do
cromatograma completo. B) Imagem ampliada do cromatograma entre 12 e 14 minutos, destacando as fragdes 37_3 e 37_4.
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Figura 15 - Perfil cromatografico da segunda etapa de fracionamento de fragdo 38, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa analitica
Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 36 a 46% de acetonitrila em agua acidificada com 0,05% de &cido
trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 225 nm. Todas as fragdes, correspondentes aos picos observados no
cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as fracdes destacadas, denominadas 38 6 e 38 7, impediram o crescimento do fungo Aspergillus
niger, da levedura Candida albicans MDMS8, da bactéria Gram negativa Escherichia coli SBS 363 e da bactéria Gram positiva Micrococcus luteus A270. A) Imagem do
cromatograma completo. B) Imagem ampliada do cromatograma entre 12 e 14 minutos, destacando as fragdes 38_6 e 38_7.
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Figura 16 - Perfil cromatografico da segunda etapa de fracionamento de fracdo 40, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa analitica
Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 37 a 47% de acetonitrila em 4gua acidificada com 0,05% de acido
trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 225 nm. Todas as fra¢des, correspondentes aos picos observados no
cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as fracdes destacadas, denominadas 40 4 e 40 5, impediram o crescimento do fungo Aspergillus
niger, da levedura Candida albicans MDMS8, da bactéria Gram negativa Escherichia coli SBS 363 e da bactéria Gram positiva Micrococcus luteus A270. A) Imagem do
cromatograma completo. B) Imagem ampliada do cromatograma entre 12 e 14 minutos, destacando as fragdes 40 _4 e 40 5.
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Figura 17 - Perfil cromatografico da segunda etapa de fracionamento de fragdo 45, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa analitica
Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 42 a 52% de acetonitrila em 4gua acidificada com 0,05% de acido
trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 225 nm. Todas as fragdes, correspondentes aos picos observados no
cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as fracdes destacadas, denominadas 45 5 e 45_6, impediram o crescimento da bactéria Gram negativa
Escherichia coli SBS 363 e da bactéria Gram positiva Micrococcus luteus A270. A) Imagem do cromatograma completo. B) Imagem ampliada do cromatograma entre 12 e
14 minutos, destacando as fracdes 45 5 e 45 _6.
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Figura 18 - Perfil cromatogréafico da segunda etapa de fracionamento de fracdo 49, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa analitica
Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 45 a 55% de acetonitrila em &gua acidificada com 0,05% de &cido
trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 225 nm. Todas as fra¢des, correspondentes aos picos observados no
cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as fracfes destacadas, denominadas 49 _7 e 49_8, impediram o crescimento da bactéria Gram negativa
Escherichia coli SBS 363 e da bactéria Gram positiva Micrococcus luteus A270. A) Imagem do cromatograma completo. B) Imagem ampliada do cromatograma entre 11 e
14 minutos, destacando as fracdes 49 7 e 49 8.
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4.1.1.1 Caracterizagao das fragOes antimicrobianas

Com o objetivo de determinar a massa exata e a sequéncia de amino&cidos das fraces
antimicrobianas, as mesmas foram analisadas por LC-MS/MS. No primeiro caso, 20 pL de
cada amostra (volume com o qual foi detectada a atividade antimicrobiana) foram aplicados
diretamente no espectrdmetro. Ja para realizar o sequenciamento, 0 mesmo volume citado de
cada uma das fracOes foi reduzido, alquilado e tripsinizado antes de ser injetado no
equipamento. Os espectros obtidos foram analisados nos softwares PEAKS 7.5
(Bioinformatics Solutions) e MassAnalyzer 1.03 (Amgen) e comparados com moléculas
depositadas em diferentes bancos de dados utilizando-se a ferramenta Mascot® (Perkins et al.,
1999).

Também foram realizados bioensaios para determinar a CMI e a CMB das fracdes e

para avaliar se as mesmas eram capazes de causar a hemdlise de hemacias humanas.

4.1.1.1.1 Anélise da fracdo 3 2

Nas analises realizadas com os softwares PEAKS 7.5 e MassAnalyzer 1.03 ndo foram
obtidos resultados significativos. No entanto, nas buscas realizadas com a ferramenta Mascot®
observou-se que a fracdo 3_2 apresenta similaridade com a theraphotoxina U12-TRTX-Hsla

do veneno da aranha Haplopelma schmidti (Figura 19).

tscencs/ MASCOT Search Results
U12-theraphotoxin-Hs1la OS=Haplopelma schmidti PE=2 SV=1

Database: SwissProt

Score: 44

Nominal mass (M,): 8558

Calculated pI: 8.85

Taxonomy: Haplopelma schmidti

Protein sequence coverage: 12%

1 MWNVEILLLLV GLNLVMHSE )SETHNFAE TLFIEEIFRR GCFEEGEWCE

51 HEAPCCAPLE]| .;zz-:-sszzt;;zz CVRE
Figura 19 - Resultado obtido na analise da fracdo 3_2 em buscas realizadas com a ferramenta Mascot® (Perkins
et al., 1999). A molécula antimicrobiana isolada do veneno de Avicularia juruensis apresentou similaridade com
a theraphotoxina U12-TRTX-Hsla do veneno da aranha Haplopelma schmidti. O fragmento peptidico destacado
com o retangulo foi identificado como sendo similar entre as duas moléculas.

Utilizando a theraphotoxina U12-TRTX-Hsla como referéncia foram realizadas
buscas entre 0s contigs provenientes da analise transcriptdmica da glandula de veneno de A.

juruensis. Desta forma, identificou-se que o contig Ajur63747_seql (Apéndice 1) possui
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similaridade com a theraphotoxina citada. Este contig foi entdo denominado Avilina, em
referéncia ao género Avicularia.

Através da comparagdo com a theraphotoxina U12-TRTX-Hsla foram determinadas
as porcoes correspondentes ao peptideo sinal, ao propeptideo e ao peptideo ativo da Avilina
(Figura 20).

Peptideo sinal Propeptideo
Ul2-TRTX-Hsla 1 % L HENEAT G SINTNPLAATLFTEINT R
Avilina 1 %N0 F TIRTEIC HEEQI FIPDI[EMAPLFQ R
Peptideo ativo

Ul2-TRTX-Hsla 41 GCFKEG](HCKSAPCC 0= NGPSIKQQKCVRE 100%
Avilina 41 [elody:ifel: AT NJoloR)% I (W IERKCTKT - — - —— 43,47%

Figura 20 - Alinhamento e comparagdo da Avilina com a theraphotoxina U12-TRTX-Hsla do veneno da aranha
Haplopelma schmidti. Estdo indicados o peptideo sinal, o propeptideo e a regido do peptideo ativo da
theraphotoxina. Os aminoacidos conservados sdo mostrados em preto, 0s que possuem 0 mesmo carater quimico
sdo mostrados em cinza e os aminoacidos ndo conservados sdo mostrados em branco. As porcentagens de
identidade, comparando-se com a primeira sequéncia, estdo indicadas no final da sequéncia de aminoacidos de
cada molécula. O Simbolo (-) representa os gaps.

Utilizando a ferramenta ProtParam (Gasteiger et al., 2005) a massa molecular da
regido do peptideo ativo da Avilina foi avaliada em 3260,9 Da. Também verificou-se seu
carater catibnico devido a presenca de oito aminoacidos positivamente carregados (cinco
lisinas e trés argininas), com pl calculado em 9,08. Sendo assim, a Avilina pode ser
classificada como um peptideo antimicrobiano, pois apresenta massa molecular abaixo de 10
kDa e € uma molécula catibnica, caracteristicas proprias de PAMs (Pasupuleti et al., 2012).

A theraphotoxina U12-TRTX-Hsla é uma neurotoxina que atua bloqueando canais de
calcio do tipo N (Jiang et al., 2008). A Avilina apresentou 43,47% de similaridade com esta
theraphotoxina, porém, quando a comparacao foi feita apenas entre a regido do peptideo ativo
das duas moléculas, observou-se uma similaridade de 62%. Esse resultado indica que,
provavelmente, a Avilina também atue no bloqueio de canais de célcio. De acordo com
Redaelli et al., (2010), neurotoxinas de aracnhideos também podem ser potentes moléculas
antimicrobianas. Sdo exemplos as Cupieninas 1a, 1b, 1c e 1d de veneno de Cupiennius salei
(Kuhn-Nentwig et al., 2002) e as licotoxinas M-LCTX-Hcla, M-LCTX-Hc2a e M-LCTX-
Ls2a do veneno de Lycosa carolinensis (Yan, Adams, 1998).

Em trabalho realizado por Machado et al., (2016) avaliou-se a acdo bactericida de
inibidores de canais de ions contra cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis. Entre as

drogas utilizadas foi testado o Verapamil, um bloqueador de canais de célcio. Os resultados
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obtidos pelos pesquisadores mostram que o Verapamil foi capaz de penetrar na bactéria e
gerar uma cascata de eventos que causam a inibicdo dos complexos da cadeia respiratoria, o
que reduz a producdo de energia e afeta 0 metabolismo bacteriano. Sendo assim, este pode ser
0 mecanismo de acdo empregado pela Avilina, provavel bloqueadora de canais de célcio, que
foi capaz de impedir o crescimento de E. coli SBS 363.

Comparando-se a Avilina com seis toxinas do veneno de aranhas que possuem motivo
“néd de cistina” do tipo ICK, foi possivel determinar que ela também apresenta este tipo de

estrutura, com pontes dissulfeto formadas entre C1-C4, C2-C5 e C3-C6 (Figura 21).

Avilina 21 EQEFEP---DIGDAPLFQENFER
Jz50B_CHIGU 21 EQSSET---DMDDTLLIPEINRG.
JZT51_CHIGU 21 EKYSET---DVEDSPMIQE---
JZT52_CHIGU 21 EQSSET---DMDDTLLIPENYRK
TX10A_HAPSC 21 TGDSET---NPAETLFIEEIFRR
TXFK2_PSACA 21 EISAKM---DSRDSPMIQE---
TXH10_HAPSC 21 ERHSKTDMEDMEDSPMIQE---

Figura 21 - Alinhamento da Avilina com diferentes toxinas do veneno de aranhas que possuem o motivo “né de
cistina” do tipo inhibitory cysteine knot. Estdo destacadas as cisteinas entre as quais se formam as pontes
dissulfeto (entre C1-C4, C2-C5 e C3-C6). Uniprot ID JZ50B_CHIGU: Theraphotoxina U4-TRTX-Cgla do
veneno de Chilobrachys guangxiensis. JZT51 CHIGU: Theraphotoxina U6-TRTX-Cgla do veneno de C.
guangxiensis. JZT52 _CHIGU: Theraphotoxina US5-TRTX-Cgla do veneno de C. guangxiensis.
TX10A_HAPSC: Theraphotoxina U12-TRTX-Hsla do veneno de Haplopelma schmidti. TXFK2_PSACA:
Theraphotoxina U2-TRTX-Pcla do veneno de Psalmopoeus cambridgei. TXH10 HAPSC: Omega-
theraphotoxina Omega-TRTX-Hsla do veneno de H. schmidti.

A filogenia de toxinas que possuem motivo “nd de cistina” ICK sugere que elas
tenham surgido de genes relacionados as B-defensinas, uma classe de PAMs amplamente
encontrados entre 0s seres Vvivos. Estas toxinas podem ter se originado por duplicagdo de um
ou mais genes relacionados as defensinas nas glandulas de veneno, sofrendo diversificacdo e
ganhando novas funcdes durante os eventos evolutivos (Fry et al., 2009). Um fato que reforca
a hipétese citada ¢é a existéncia de B-defensinas de Drosophila melanogaster que atuam
blogueando canais de sddio, de maneira idéntica ao mecanismo de acdo de neurotoxinas de
aracnideos que possuem motivo ICK (Cohen et al., 2009).

As toxinas que possuem o motivo “nd de cistina” apresentam uma grande variedade de
atividades bioldgicas, entre elas atividades antimicrobianas e bloqueio de canais de ions. Essa
caracteristica leva a possibilidade de essas moléculas serem empregadas no desenho de
diversas drogas (Craik et al., 2001).

Como citado anteriormente, a Avilina foi capaz de impedir o crescimento da bactéria
Gram negativa E. coli SBS 363. Nos ensaios antimicrobianos realizados foi possivel

determinar que ela apresenta valores de CMI e CMB de 1,75 e 3,5 pug/mL, respectivamente.
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Devido ao fato de a massa molecular exata da Avilina ndo ter sido confirmada atraves das
analises realizadas, os resultados foram calculados apenas em pg/mL, considerando-se a
concentracdo medida no equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Nos ensaios hemoliticos realizados observou-se que a Avilina foi capaz de causar a
hemolise de hemécias humanas até a concentracdo de 0,875 pg/mL (Figuras 22 e 23). As
zodatoxinas Ltc 1, Ltc 2a e Ltc 5 sdo PAMs isolados do veneno da aranha Lachesana
tarabaevi que também tém atividade hemolitica (Kozlov et al., 2006). Elas causam a hemdlise
de eritrécitos de coelho nas concentragdes de 245,6, 17,4 e 137,1 pg/mL, respectivamente,

valores bem maiores do que os observados para a Avilina.

A

28 14 7 35 175 0875 0437 0,219 01090055 0,0275
Concentragédo da Avilina (ug/mL)

Figura 22 - Resultado obtido nos ensaios hemoliticos realizados com diferentes concentracdes de Avilina.
Foram feitas diluicBes seriadas, partindo-se da concentracdo inicial com a qual foi observada a atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli SBS 363. Desta forma, observou-se que a Avilina foi capaz de causar a
hemdlise das hemdacias humanas nas concentracles entre 28 e 0,875 pg/mL. Os testes foram feitos em
microplaca de 96 pogos com fundo em “U”. A) Pogos onde foram aplicadas aliquotas da solugéo 0,1% de Triton
X-100 (controle positivo de hemdlise), em duplicata. B) Pocos onde foram aplicadas aliquotas da solugdo
tampao fosfato-salino - PBS 1 X (controle negativo de hemolise), em duplicata. C) Pogos onde foram feitas as
diluicBes seriadas da Avilina, em duplicata.

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00

Hemaélise (%)

30,00
20,00
10,00

D,DD T T T T T T
28 14 7 35 175 0875 0437 0219 0109 0055 0,0275 Triton

0,1%

Concentragéo de Avilina (pg/mL)

Figura 23 - Gréfico indicando as porcentagens de hemodlise das hemécias humanas incubadas com diferentes
concentracdes de Avilina. Foram feitas diluicBes seriadas, partindo-se da concentracdo inicial com a qual foi
observada a atividade antimicrobiana contra Escherichia coli SBS 363. Desta forma, observou-se que a Avilina
foi capaz de causar a hemolise nas concentragBes entre 28 e 0,875 pg/mL. Também estdo indicadas as
porcentagens de hemdlise de hemécias incubadas com tamp&o fosfato-salino - PBS 1 X (controle negativo de
hemolise) e com solucdo 0,1% de Triton X-100 (controle positivo de hemolise).

Por fim, estudos posteriores ainda precisam ser realizados para confirmar a massa

exata e a sequéncia peptidica da Avilina.
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4.1.1.1.2 Anélise das fracbes 36_4 a 40 5

Os resultados obtidos nas anélises das fracGes 36_4, 36 5, 37_3, 37_4, 38 6, 38 7,
40 4 e 40 5 foram bastante similares. As buscas realizadas com a ferramenta Mascot®
indicaram que elas apresentam similaridade com a hainantoxina HNTX-11-8 do veneno da
aranha Haplopelma hainanum (Figura 24).

lscinces MASCOT Search Results
Hainantoxin-II-8 OS=Haplopelma hainanum PE=2 SV=1

Database: SwissProt

Score: 786

Nominal mass (M;): 9702

Calculated pI: 5.17

Taxonomy: Haplopelma hainanum

Protein sequence coverage: 25%

Matched peptides shown in bold red.

1 MEVTLIAILT CARAVLVLHTT AREELEESQL MEVGHMPDTEL ARVDEE
51 |[CSWVSCEIEKE GHNEDCEKEXC EKEGWELCEFNI CVEV|

Figura 24 - Resultado obtido na analise das fracdes 36_4, 36 5, 37_3, 37_4,38 6,38 7,40 4 e 40 5 em buscas
realizadas com a ferramenta Mascot® (Perkins et al., 1999). As moléculas antimicrobianas isoladas do veneno de
Avicularia juruensis apresentaram similaridade com a hainantoxina HNTX-II-8 do veneno da aranha
Haplopelma hainanum. Os fragmentos peptidicos destacados com os retangulos foram identificados como sendo
similares entre as moléculas analisadas.

Através das analises realizadas no software PEAKS 7.5 observou-se que as fracGes
correspondem ao peptideo antimicrobiano Juruina (Figura 25), que foi isolado e caracterizado
no veneno de A. juruensis por Ayroza et al., (2012). Também foi possivel identificar que o
contig Ajur67205_seql (Apéndice I1) contém a informacéo para a traducdo da Juruina, pois as
fracbes antimicrobianas tambem apresentaram fragmentos peptidicos pertencentes a esse

contig (Figura 26).
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Juruina
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Figura 25 - Resultado obtido nas anélises por espectrometria de massas das fragdes antimicrobianas 36_4, 36_5,
37 _3,37_4,38 6,38 7,40 4 e 40 5 feitas no software PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions). Todas possuiam
fragmentos peptidicos correspondentes ao peptideo antimicrobiano Juruina, ja identificado por Ayroza et al.,
(2012) no veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptidicos identificados por espectrometria de massas
estdo destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis. Os espectros indicando a deconvolugdo dos
fons de dois fragmentos sdo mostrados dentro dos retdngulos. A carbamidometilacdo das cisteinas (modificacao
pos traducional) esta indicada com quadrados amarelos.
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Contig Ajur67205_seq1
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Figura 26 - Resultado obtido nas anélises por espectrometria de massas das fragdes antimicrobianas 36_4, 36_5,
37_3,37_4,38 6,38 _7,40_4 e 40_5 feitas no software PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions). Todas possuiam
fragmentos peptidicos correspondentes ao contig Ajur67205_seql. Este contig foi identificado através da anélise
transcriptdmica das glandulas de veneno de Avicularia juruensis e é o responséavel pela traducdo do peptideo
antimicrobiano Juruina, ja identificado por Ayroza et al., (2012). Os fragmentos peptidicos identificados por
espectrometria de massas estdo destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis. Os espectros
indicando a deconvolucdo dos ions de dois fragmentos sdo mostrados dentro dos retangulos. A
carbamidometilacdo das cisteinas (modificacdo pds traducional) esta indicada com quadrados amarelos.
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O alinhamento e a comparacdo do contig Ajur67205 seql e da Juruina com a
hainantoxina HNTX-11-8, identificada nas andlises realizadas com a ferramenta Mascot®,
mostra que a sequéncia peptidica da Juruina se alinha a regido do peptideo ativo da

hainantoxina (Figura 27).

Peptideo sinal Propeptideo
HNTX-II-8 1 MKVTLIAILTCAAVLVLHTTAAEELEESQLMEVGMP b UNE) . D R
Ajur67205_seql 1 -=--=-=------—---mo—o—————————————— DY) AP R
Juruina l] —————— -
Peptideo ativo
HNTX-II-8 LE- AR PFIHCISV S CE TIAGRKINC K WAKK CIMGGWICKFNICVK Vighy
Ajur67205_seql 14 -FTCAISCEIKVN WKPCKGSGEKKCSGGWSCKENVC GK
Juruina IR FTCATISCDIKVNGgKPCKGSGEKKCSGGWSCKEFNVC -

Figura 27 - Alinhamento e comparacdo do contig Ajur67205_seql e da Juruina com a hainantoxina HNTX-11-8
do veneno da aranha Haplopelma hainanum. Estdo indicados o peptideo sinal, o propeptideo e a regido do
peptideo ativo da hainantoxina. Os aminoacidos conservados sao mostrados em preto, 0S que possuem o mesmo
carater quimico sdo mostrados em cinza e os aminoacidos ndo conservados sao mostrados em branco. O Simbolo
(-) representa os gaps.

Na andlise transcriptomica das glandulas de veneno de A. juruensis a sequéncia
completa de nucleotideos do contig Ajur67205_seql ndo foi obtida, o que impossibilitou a
identificacdo das regides referentes ao peptideo sinal e propeptideo da molécula de Juruina.
Ainda assim, foi possivel observar que o aminoacido situado na posi¢do 8 na verdade se trata
de um acido aspartico e ndo de uma asparagina como foi descrito por Ayroza et al., (2012)
(Figura 27). Este pequeno erro pode ser justificado pelo fato de as massas moleculares destes
dois aminoacidos serem bastante parecidas. O acido aspartico apresenta massa de 115 Da,
enquanto a asparagina possui 114 Da.

Os resultados obtidos com o software MassAnalyzer 1.03 indicaram que as fracdes
36_4, 36 5, 37_3, 37_4 e 38_6 possuem uma molécula com massa molecular de 4003,9 Da
(Figura 28 A), que corresponde a massa da Juruina. Ja as fracbes 38 7, 40 4 e 40 5
apresentaram massa de 4319,1 Da (Figura 28 B). Utilizando a ferramenta Mass Calculator do
software PEAKS 7.5 foi possivel determinar que essa massa é correspondente a da molécula
de Juruina que possui os residuos de DR e G ligados as suas porcdes N e C-terminal,
respectivamente  (DRFTCAISCNIKVNGKPCKGSGEKKCSGGWSCKFNVCVKVG)
(Figura 29). Esse resultado é bastante interessante, pois mostra que mesmo com trés residuos
de aminoécido a mais ligados a sua estrutura original, a Juruina ainda mantém sua acao

antimicrobiana. Esta isoforma foi entdo denominada Juruina_2.
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Figura 28 - Determinacdo das massas moleculares das fracbes 36_4, 36_5, 37_3, 37_4,38 6,38 7,40 4e40 5
através do software MassAnalyzer 1.03 (Amgen). Para as fragbes 36_4, 36_5, 37_3, 37_4 e 38_6 observou-se a
presenca de uma molécula com massa molecular de 4003,9 Da, que corresponde & massa da Juruina (Ayroza et
al., 2012). Ja as fracbes 38_7, 40_4 e 40_5 apresentaram massa de 4319,1 Da, que corresponde a massa da
Juruina_2. A) Deconvolucdo dos ions indica uma massa de 4003,9 Da. B) Deconvolucdo dos ions indica uma

massa de 4319,1 Da.
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“% Mass Calculator for PEAKS — w
File Help
Input Sequence or Mass (Da): () b-on (O) y-on (@) non-specific
DRFTCAISCNIKVNGKPCKGSGEKKCSGGWSCKFNVCVEVG

Total Residue Mass: Charge: M/Z Mass:
4319.072 <- 1 -» 4319,072
Margin of Error (prediction of sequence): +/- 0.6 Da ~

Figura 29 - Resultado obtido no calculo da massa molecular da Juruina_2, uma isoforma da Juruina (Ayroza et
al., 2012) que contém os residuos de aminoacido DR e G ligados as suas por¢des N e C-terminal,
respectivamente. A massa obtida é igual a observada nas analises realizadas com as fracfes 38 7, 40 4 e 40 5
no software MassAnalyzer 1.03 (Figura 28 B).

Os ensaios antimicrobianos realizados indicaram que a Juruina e a Juruina_2 foram
capazes de impedir o crescimento de todos os microrganismos testados (fungo A. niger,
levedura C. albicans MDMS8, bactéria Gram negativa E. coli SBS 363 e bactéria Gram
positiva M. luteus A270). Seus valores de CMI e CMB foram determinados e podem ser

observados na Tabela 4, abaixo.

Tabela 4 - Valores de concentracdo minima inibitéria - CMI e concentracdo minima bactericida - CMB obtidos
nos ensaios antimicrobianos realizados com o0s peptideos antimicrobianos Juruina e Juruina_ 2, isolados do
veneno de Avicularia juruensis.

Juruina Juruina_2

CMI CMB CMI CMB
(MM-pg/mL)  (UM-pg/mL)  (UM-pg/mL)  (UM-pg/mL)

4-16,35 8 -32,7 3,2-13,8 6,4 - 27,6

Microrganismo
testado

Aspergillus niger
(isolado ambiental)

Candida albicans 2-817  4-1635  16-69  32-138

MDMS8
Escherichia coli
SBS 363 0,5-2,04 1-4,09 16-6,9 3,2-13,8
Micrococcus luteus
A270 0,5-2,04 1-4,09 16-6,9 3,2-13,8

E interessante citar que no trabalho realizado por Ayroza et al., (2012) foi observada
apenas a acdo antifingica da Juruina. Isso pode ter ocorrido devido a diferencas na etapa de
fracionamento ou entdo a Juruina pode ter perdido sua integridade, o que prejudicou sua acédo
antimicrobiana contra bactérias Gram positiva e negativa.

Assim como esperado, a Juruina e a Juruina_2 nao apresentaram atividade hemolitica
contra hemécias humanas. Esse resultado reforca o potencial desta molécula em ser

empregada para o desenvolvimento de novos antibiéticos.
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4.1.1.1.3 Anélise das fracbes 45 5e 45 6

As analises realizadas com a ferramenta Mascot® ndo retornaram resultados
significativos. Porém, utilizando o software PEAKS 7.5, observou-se que as fracdes 45 5 e
45_6 possuem fragmentos peptidicos correspondentes aos contigs Ajur66926_seql (Apéndice
1) e Ajur75226_seql (Apéndice 1V), respectivamente. Estes contigs foram denominados

Juruenina e Juruensina, em referéncia & espécie A. juruensis (Figuras 30 e 31).

Contig Ajur66926_seq1 (Juruenina)
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Figura 30 - Resultado obtido na anélise por espectrometria de massas da fracdo antimicrobiana 45_5 feita no
software PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions). Esta fracdo apresentou fragmentos peptidicos correspondentes
ao contig Ajur66926 seql. Este contig, denominado Juruenina, foi identificado através da andlise
transcriptémica das glandulas de veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptidicos identificados por
espectrometria de massas estdo destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis. O espectro
indicando a deconvolugdo dos ions de um dos fragmentos estd mostrado dentro do retdngulo. A
carbamidometilacéo das cisteinas (modifica¢do pds traducional) esta indicada com quadrados amarelos.
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Contig Ajur75226_seq1 (Juruensina)
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Figura 31 - Resultado obtido na anélise por espectrometria de massas da fracdo antimicrobiana 45_6 feita no
software PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions). Esta fracdo apresentou fragmentos peptidicos correspondentes
ao contig Ajur75226 seql. Este contig, denominado Juruensina, foi identificado através da analise
transcriptémica das glandulas de veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptidicos identificados por
espectrometria de massas estdo destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis. Os espectros
indicando a deconvolucdo dos ions de dois fragmentos sdo mostrados dentro dos retdngulos. A
carbamidometilacéo das cisteinas (modificagdo pds traducional) esté indicada com quadrados amarelos.

Utilizando a ferramenta BLASTP (Altschul et al., 1990), foi possivel verificar que a
Juruenina possui similaridade com as theraphotoxinas Delta-TRTX-Cgla e U10-TRTX-Cgla
do veneno da aranha terafosidea Chilobrachys guangxiensis. As analises feitas com a
Juruensina indicaram que ela tem similaridade com as theraphotoxinas U5-TRTX-Hhnla e
U6-TRTX-Hhnla do veneno da aranha Haplopelma hainanum. Através do alinhamento e
comparacdo com estas toxinas, as regides correspondentes ao peptideo sinal, propeptideo e

peptideo ativo da Juruenina e da Juruensina puderam ser determinadas (Figuras 32 e 33).
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Peptideo sinal Propeptideo
Delta-TRTX-Cgla 1 UnUSTIFFVISISIFAIALY SRSIPLITIN IR -~ — == == —— == R|
Ul0-TRTX-Cgla MK TR LN T FGLYLLFeL.SIgA AR LED T/ttt r E
Juruenina 1 FIPFLGEMDETEE

Peptideo ativo

Delta-TRTX-Cgla 30 GEGZP IGLY @Il SP---- 100%
U1l0-TRTX-Cgla 29 GAGPTeSGYDIP KSPGRR 54,83%
Juruenina 42 : S| --VEHD 3G——-——~ 40,32%

Figura 32 - Alinhamento e comparacdo da Juruenina com as theraphotoxinas Delta-TRTX-Cgla e U10-TRTX-
Cgla do veneno da aranha Chilobrachys guangxiensis. Estdo indicados o peptideo sinal, o propeptideo e a regiao
do peptideo ativo das theraphotoxinas. Os aminoacidos conservados sdo mostrados em preto, 0s que possuem 0
mesmo carater quimico sdo mostrados em cinza e os aminoacidos ndo conservados sdo mostrados em branco. As
porcentagens de identidade, comparando-se com a primeira sequéncia, estdo indicadas no final da sequéncia de
aminoacidos de cada molécula. O Simbolo (-) representa os gaps.

Peptideo sinal Propeptideo

US5-TRTX-Hhnla 1 e IMKELS T| 33 AVAALIGL LIV Y A SIS KEQDIAIDIALIZS AM] NQLNIZOER
U6-TRTX-Hhnla 1 MLIKQFSRRSKNILWVOMABIESAIR adn YASESKE_‘IDﬁDEL M, YOLNIZo] R
Juruensina 1 ===memmm—ae EA LAIAALALLSV\{eYASESKEQDEIDIE Q————Q!E

Peptideo ativo

US5-TRTX-Hhnla 50 E-[sRY|
U6-TRTX-Hhnla 62 -
Juruensina 45

Figura 33 - Alinhamento e comparacdo da Juruensina com as theraphotoxinas U5-TRTX-Hhnla e U6-TRTX-
Hhnla do veneno da aranha Haplopelma hainanum. Estdo indicados o peptideo sinal, o propeptideo e a regido
do peptideo ativo das theraphotoxinas. Os aminoacidos conservados sdo mostrados em preto, 0s que possuem 0
mesmo carater quimico sdo mostrados em cinza e 0s aminoacidos ndo conservados sdo mostrados em branco. As
porcentagens de identidade, comparando-se com a primeira sequéncia, estdo indicadas no final da sequéncia de
aminoacidos de cada molécula. O Simbolo (-) representa os gaps.

Todas as theraphotoxinas com as quais a Juruenina e a Juruensina apresentaram
similaridades sdo inibidoras de canais ibnicos. Estudos feitos com toxinas provenientes de
venenos aracnideos indicam que algumas delas podem atuar como inibidoras de canais
ibnicos e também como agentes antimicrobianos. Sdo exemplos os peptideos CsTx-1 (Kuhn-
Nentwig et al., 2012) e GsSMTx-4 (Jung et al., 2006), isolados do veneno das aranhas
Cupiennius salei e Grammostola spatulata, respectivamente.

Assim como a Avilina (em 4.1.1.1.1) e a Juruina (Ayroza et al., 2012), a Juruenina e a
Juruensina apresentam em sua estrutura 0 motivo “né de cistina” do tipo ICK (Figura 34). De
acordo com Fujitani et al., (2007), o motivo ICK é fundamental para a atividade
antimicrobiana das Taquistatinas, PAMs isolados do caranguejo ferradura Tachypleus
tridentatus. Os autores observaram que as Taquistatinas A e B sdo moléculas com alta

similaridade, porém, nos testes antimicrobianos realizados, notou-se que apenas a
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Taquistatina A foi capaz de matar a bactéria Gram negativa E. coli. A diferenca entre as duas
moléculas se da no tamanho do loop formado entre dois residuos de cisteina que formam uma
ponte dissulfeto. A Taquistatina B possui um loop menor, 0 que prejudica seu potencial
antimicrobiano. Sendo assim, o motivo ICK pode também ser de fundamental importéncia

para a estrutura e fungdo de PAMs de venenos de aranhas.

Juruenina 42 L-
Juruensina 45 GD
Delta-TRTX-Cgla 30 A-
Ul0-TRTX-Cgla 29 Q-
U5-TRTX-Hhnla 50 E-
U6-TRTX-Hhnla 62
Figura 34 - Alinhamento da Juruenina e da Juruensina com as theraphotoxinas Delta-TRTX-Cgla e U10-
TRTX-Cgla do veneno da aranha Chilobrachys guangxiensis, e com as theraphotoxinas U5-TRTX-Hhnla e U6-
TRTX-Hhnla do veneno da aranha Haplopelma hainanum, toxinas que possuem o motivo “né de cistina” do
tipo inhibitory cysteine knot. Como visto anteriormente, a Juruenina e a Juruensina apresentam similaridade com

estas theraphotoxinas. Estdo destacadas as cisteinas entre as quais se formam as pontes dissulfeto (entre C1-C4,
C2-C5 e C3-C6).

@
1

A massa molecular da Juruenina ndo pdde ser confirmada através das analises
realizadas com o software MassAnalyzer. Sendo assim, o célculo de sua provavel massa foi
feito considerando-se a regido do seu peptideo ativo (Figura 32) e o resultado obtido foi de
3363 Da. Ja massa da Juruensina foi avaliada em 4221,6 Da (Figura 35). Esse valor
corresponde ao fragmento GDCHKFLGWCRGEPDPCCEHLSCSRKHGWCVWDWTYV,
que é encontrado na regido do peptideo ativo da Juruensina (Figura 33).

Como ja& mencionado anteriormente, a Juruenina e a Juruensina foram capazes de
impedir o crescimento das bactérias Gram negativa E. coli SBS 363 e Gram positiva M.
luteus A270. Nos ensaios antimicrobianos realizados foi possivel determinar a CMI e a CMB
destes PAMSs, os resultados podem ser conferidos na Tabela 5. Devido ao fato de a massa
molecular exata da Juruenina néo ter sido confirmada através das analises feitas, os resultados
foram calculados apenas em pg/mL, considerando-se a concentragdo medida no equipamento
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Os ensaios hemoliticos mostraram que as

duas moléculas ndo causam a hemadlise de hemécias humanas.
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Figura 35 - Determinacgdo da massa molecular da Juruensina, realizada através do software MassAnalyzer 1.03

(Amgen). A deconvolucéo dos ions indica que a molécula possui massa da 4221,6 Da.

Tabela 5 - Valores de concentracdo minima inibitéria - CMI e concentracdo minima bactericida - CMB obtidos
nos ensaios antimicrobianos realizados com os peptideos antimicrobianos Juruenina e a Juruensina, isolados do
veneno de Avicularia juruensis.

Juruenina Juruensina

CMI CMB CMI CMB
(MM-pg/mL)  (UM-pg/mL)  (UM-pg/mL)  (UM-pg/mL)

N/D - 5,75 N/D-115 2,5-10,46 5-20,92

Microrganismo
testado

Escherichia coli
SBS 363

Micrococcus luteus
A270
(N/D): Nao determinado

N/D - 11,5 N/D - 23 20-83,67 40-167,35

4.1.1.1.4 Andlise das fracbes 49 7e 49 8

As andlises realizadas com a ferramenta Mascot® ndo apresentaram resultados
significativos. No entanto, utilizando o software PEAKS 7.5, observou-se que as fragdes 49 7
e 49 8 possuem fragmentos peptidicos correspondentes aos contigs Ajur6582 seql
(Apéndice V) e Ajur50565 seq3 (Apéndice VI), respectivamente. Estes contigs foram

denominados Avinina e Aviensina, em referéncia ao género Avicularia (Figuras 36 e 37).
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Contig Ajur6582_seq1 (Avinina)
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Figura 36 - Resultado obtido na anélise por espectrometria de massas da fracdo antimicrobiana 49_7 feita no
software PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions). Esta fracdo apresentou fragmentos peptidicos correspondentes
ao contig Ajur6582_seql. Este contig, denominado Avinina, foi identificado através da analise transcriptémica
das glandulas de veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptidicos identificados por espectrometria de
massas estdo destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis Os espectros indicando a
deconvolugdo dos ions de dois fragmentos sdo mostrados dentro dos retangulos. A carbamidometilacdo das
cisteinas (modificacdo pos traducional) esta indicada com quadrados amarelos.
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Figura 37 - Resultado obtido na anélise por espectrometria de massas da fracdo antimicrobiana 49_8 feita no
software PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions). Esta fracdo apresentou fragmentos peptidicos correspondentes

ao contig Ajur50565 seq3. Este contig, denominado Aviensina, foi

identificado através da analise

transcriptémica das glandulas de veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptidicos identificados por
espectrometria de massas estdo destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis. Os espectros
indicando a deconvolucéo dos ions de dois fragmentos sdo mostrados dentro dos retangulos. A acetilacdo dos N-
terminais, a carbamidometilacéo das cisteinas e a oxidacdo das metioninas (modifica¢des p6s traducionais) estdo

indicad

las com quadrados cor-de-rosa, amarelos e azuis, respectivamente.
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Utilizando a ferramenta BLASTP (Altschul et al., 1990), foi possivel verificar que a
Avinina possui similaridade com as hainantoxinas HNTX-XVIII-5 e HNTX-XVIII.2 do
veneno da aranha Haplopelma hainanum. As analises feitas com a Aviensina indicaram que
ela tem similaridade com as hainantoxinas HNTX-XVIII-7 e HNTX-XVIII-6, também do
veneno de H. hainanum. O alinhamento e comparagdo com estas toxinas possibilitou a
identificacdo das regiGes correspondentes ao peptideo sinal, propeptideo e peptideo ativo da
Avinina e da Aviensina (Figuras 38 e 39).

Peptideo sinal Propeptideo

HNTX-XVIII-5 1 &SI Ly ? SKAIBNDKTESRYS Y R
HNTX-XVIII.2 MK : SKAIIMNDKTE SRNT
Avinina 1 JiefFS ST A CIREEDQLGEI. ILESLTIZE TER

Peptideo ativo

HNTX-XVIII-5 47 [Ertepic KeKR CECCGiTVVCGTIYVG KE QCiDKTSDN-ILN -- 100%
HNTX-XVIII.2 47 [of§:(e}IGD CH!NCECCGHTVVCGTIYVG KE QCIDKTSDNHILN -- 98,16%
Avinina 46 [of3:0) Hsscsnlcncc ATVVCASVIHVGEKERIYCIMEKT SDNE T LN 3 S GRK 47 ,7%

Figura 38 - Alinhamento e comparagdo da Avinina com as hainantoxinas HNTX-XVIII-5 e HNTX-XVII1.2 do
veneno da aranha Haplopelma hainanum. Estdo indicados o peptideo sinal, o propeptideo e a regido do peptideo
ativo das hainantoxinas. Os aminoacidos conservados sdo mostrados em preto, 0s que possuem 0 mesmo carater
quimico sdo mostrados em cinza e 0s aminoacidos ndo conservados sdo mostrados em branco. As porcentagens
de identidade, comparando-se com a primeira sequéncia, estdo indicadas no final da sequéncia de aminoacidos
de cada molécula. O Simbolo (-) representa os gaps.

[

Peptideo sinal Propeptideo

HNTX-XVIII-7 1 SiedST Wi SLVIAVVA --DS ISTEQIIYE - - - IaY0! RA
HNTX-XVIII-6 ISIORS T TEIREVATAFAS -=DS. H’I‘E 2 === I RA
Aviensina j MK LISV AT LL T AVIAIR IRGEDD! :I'.'IELIGV DLEﬁI El-!e

Peptideo ativo

HNTX-XVIII-7 W IC SKQ I &K s CECCG‘TVVCGTIYVGGKEVIQCiDKTSDN-IL GLEe ) 100%
HNTX-XVIII-6 EYBIC SKQIEKCININCECCGITVVCGTIYVGGKEVASC DKTSDNiILNP GKGM] I 97,24%
Aviensina L¥ B CTKOLORCINMNCDCCGETVVCGEVINVGGKE VIRICIEK T SDNT LNEE\GKGENEM 49,54%

Figura 39 - Alinhamento e comparacéo da Aviensina com as hainantoxinas HNTX-XVIII-7 e HNTX-XVI11-6
do veneno da aranha Haplopelma hainanum. Estdo indicados o peptideo sinal, o propeptideo e a regido do
peptideo ativo das hainantoxinas. Os aminoacidos conservados sdo mostrados em preto, 0s que possuem o
mesmo carater quimico sdo mostrados em cinza e 0s aminoacidos ndo conservados sdo mostrados em branco. As
porcentagens de identidade, comparando-se com a primeira sequéncia, estdo indicadas no final da sequéncia de
aminoacidos de cada molécula. O Simbolo (-) representa os gaps.

=

As hainantoxinas sdo neurotoxinas inibidoras de canais ibnicos encontradas no veneno
da aranha terafosidea Haplopelma hainanum (Xiao, Liang, 2003). Como ja visto
anteriormente, peptideos com estas caracteristicas podem também ter acdo antimicrobiana.

A Avinina e a Aviensina apresentaram similaridades com hainantoxinas que possuem
o motivo “nd de cistina” tipo ICK. Através do alinhamento com estas toxinas foi possivel
observar que esses peptideos também tém motivo ICK em sua estrutura (Figura 40), assim

como todos os outros PAMs j& descritos anteriormente. A presenca de moléculas
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antimicrobianas com motivo ICK ¢é bastante conhecida no veneno de aracnideos. As
spiderines OtTx1a, 1b, 2a e 2b, identificadas no veneno da aranha Oxyopes takobius, sdo
exemplos destas moléculas (Vassilevski et al., 2013).

Avinina 45 E[®SKQLHQSeSD ®6GAT SVWVGSKES. KTSDNSILNFFGKGINAVSNGESMEGRK
Aviensina 51 TKQLNQ)! D S&GST GSVWVGGKEVKT] KTSDNWILNMAGKGLNMMKNAAS -
HNTX-XVIII-5 46 SKQIGI ®&GKT GTIYVGGKEVNQ KTSDNAILNGLGKGMNFIENTFSF&V-—
HNTX-XVIII.2 46 SKQIGD (©[6GKT GTIYVGGKEVNQ KTSDNAILNGLGKGMNFIENTFSF@V--
HNTX-XVIII-T7 46 SKQIGD ®OGKT GTIYVGGKEVNQ KTSDNAILNGLGKGMNFMENTESF®V—-
HNTX-XVIII-6 46 SKQIGD (¢[6GKT GTIYVGGKEVNQ KTSDNAILNRLGKGMNFIENTFSF@®V--

Figura 40 - Alinhamento da Avinina e da Aviensina com as hainantoxinas HNTX-XVIII-5, HNTX-XVIII.2,
HNTX-XVIII-7 e HNTX-XVIII-6 do veneno da aranha Haplopelma hainanum, toxinas que possuem o motivo
“no de cistina” do tipo inhibitory cysteine knot. Como visto anteriormente, a Avinina e a Aviensina apresentam
similaridade com estas hainantoxinas. Estdo destacadas as cisteinas entre as quais se formam as pontes dissulfeto
(entre C1-C5, C2-C6, C3-C8 e C4-C7).

As massas moleculares da Avinina e da Aviensina foram identificadas através do
software MassAnalyzer (Figura 41). Elas possuem massa de 6839,1 e 6855,6 Da,
respectivamente, que correspondem exatamente a sequéncia peptidica identificada pelo
software PEAKS 7.5 (Figuras 36 e 37): SKQLHQSCSDNCDCCGATVVCASVWVGSKE
SRMCKEKTSDNSILNFFGKGINAVSNFSMC e GCTKQLNQRCEDNCDCCGSTVV
CGSVWVGGKEVKTCKEKTSDNWILNMAGKGLNMMKNAASVCV.

Tendo conhecimento da massa molecular, foi possivel calcular a CMI e a CMB dos
peptideos, os resultados sdo mostrados na Tabela 6. Em comparagdo com a Juruenina e a
Juruensina, que também impediram o crescimento de E. coli SBS 363 e M. luteus A270, 0s
valores de CMI e a CMB Avinina e da Aviensina foram, em geral, menores. Os ensaios
hemoliticos realizados mostraram que esses PAMs ndo causam a hemdlise de hemacias

humanas.

Tabela 6 - Valores de concentracdo minima inibitéria - CMI e concentra¢do minima bactericida - CMB obtidos
nos ensaios antimicrobianos realizados com os peptideos antimicrobianos Avinina e da Aviensina, isolados do
veneno de Avicularia juruensis.

Avinina Aviensina

CMI CMB CMI CMB
(MM-pg/mL)  (UM-ug/mL)  (UM-pg/mL)  (UM-pg/mL)

1-6,87 2-13,74 6,5 - 45,2 13-90,4

Microrganismo
testado

Escherichia coli
SBS 363

Micrococcus luteus

A270 8 - 54,95 16 - 109,9 13-90,4 26 - 180,8
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Figura 41 - Determinacdo das massas moleculares da Avinina e da Aviensina através do software MassAnalyzer
1.03 (Amgen). A) A deconvolucdo dos ions indica que a Avinina possui massa molecular 6839,1 Da, que
corresponde exatamente & massa da sequéncia peptidica encontrada pelo software PEAKS 7.5 (Figura 36). B) A
deconvolugdo dos ions indica que a Aviensina possui massa molecular 6855,1 Da, que corresponde exatamente a
massa da sequéncia peptidica encontrada pelo software PEAKS 7.5 (Figura 37).

A presenca de PAMSs no veneno de aranhas provavelmente é de grande importancia.

Sendo o envenenamento o primeiro passo da alimentacdo, eles séo, portanto, injetados na

presa antes da ingestdo da mesma. Desta forma, eles podem desinfectar o alimento antes que
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ele seja consumido, garantindo que o animal ndo seja contaminado com microrganismos
patogénicos.

Além de auxiliar no entendimento do papel biolégico e funcionamento, o estudo de
PAMs ¢ bastante interessante devido ao fato de que estas moléculas sdo capazes de agir em
diferentes compartimentos celulares. Sendo assim, elas se tornam candidatos promissores para
0 desenvolvimento de novos farmacos que podem vir a ser empregados no combate a

microrganismos resistentes aos antibidticos atuais (Daffre et al., 2001).

4.2 Perfil eletroforético do veneno

Uma quantidade de 100 pg de veneno de A. juruensis foi analisada através da técnica
de eletroforese, sob condi¢des nao redutoras e redutoras. Foram feitos géis com concentracées
de 8, 10, 12 e 15% de poliacrilamida. Nos géis com menor concentragéo foi possivel observar
melhor as moléculas de alta massa molecular, enquanto que nos géis com maior concentracao
de poliacrilamida as proteinas de baixa massa molecular foram mais bem visualizadas (Figura
42).

O perfil eletroforético obtido para o veneno ndo reduzido indicou a presenca de
proteinas com massa entre 130 e 95 kDa, entre 72 e 43 kDa e entre 17 e 10 kDa. A coloragéo
por nitrato de prata possibilitou a visualizacdo de outras moléculas com massa entre 26 e 17
kDa (Figura 42 D). Sob condigbes redutoras o veneno apresenta grande quantidade de
proteinas com massa entre 95 e 72 kDa, entre 72 e 55 kDa, entre 55 e 43 kDa e com massa
aproximada de 10 kDa. Quando o gel foi corado com nitrato de prata foi possivel identificar a
presenca de outras moléculas com massa aproximada de 55 kDa (Figura 42 C) e com massa
entre 34 e 26 kDa (Figura 42 B).

Estes resultados indicam que algumas proteinas que compdem o veneno de A.
juruensis possuem pontes dissulfeto em sua estrutura, pois observa-se que as moléculas nao
apresentam a mesma massa quando analisadas sob as condi¢fes nao redutoras e redutoras. O
B-mercaptoetanol presente no tampédo de amostra e 0 aquecimento que € realizado em anélises
redutoras provocam a quebra destas pontes, destruindo conformacdo tridimensional da
molécula. Assim, as subunidades que compdem a proteina correm separadamente de acordo
com a massa de cada uma delas. Isso justifica o fato de serem obtidos diferentes perfis
eletroforéticos nas duas condi¢cdes e comprova que algumas proteinas do veneno possuem

pontes dissulfeto.
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A - Gel 8% B - Gel 10%
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Figura 42 - Perfil eletroforético do veneno de Avicularia juruensis, analisado sob condigdes nao redutoras e
redutoras. O experimento foi realizado em géis com diferentes concentragdes de poliacrilamida. Todos foram
corados tanto com azul de coomassie R-250 quanto com nitrato de prata. A) Gel com concentracdo de 8% de
poliacrilamida. B) Gel com concentracdo de 10% de poliacrilamida. C) Gel com concentracdo de 12% de
poliacrilamida. D) Gel com concentragdo de 15% de poliacrilamida. Marcador: Padrdo de massa molecular
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.). S/R: Veneno analisado sobre condiges
ndo redutoras. C/R: Veneno analisado sobre condicfes redutoras.

Trabalhos realizados com o veneno das aranhas Acanthoscurria gomesiana (Abreu,
2016), Acanthoscurria natalensis (Borges, 2008), Nhandu coloratovillosus (Fernandes, 2010)
e Vitalius dubius (Rocha-e-Silva et al., 2009) (Figura 43) indicam que em todos eles ha a
presenca de proteinas com massa molecular acima de 100 kDa e com massa aproximada de
40-45 kDa, além de moléculas menores que 15 kDa, o0 mesmo observado para A. juruensis.
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Estas proteinas, provavelmente, estio comumente presentes nos venenos de espécies da

familia Theraphosidae, ja que todas estas aranhas citadas pertencem a este grupo.

A. gomesiana A. natalensis N. coloratovillosus V. dubius

MARCADOR .. AGM L AGE 150 400 mM 1 2 3 4 1" 2 3’ 4
TE = e S5 '

50 Da
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Figura 43 - Perfil eletroforético dos venenos das aranhas terafosideas Acanthoscurria gomesiana (Fonte: Abreu,
2016), Acanthoscurria natalensis (Fonte: Borges, 2008), Nhandu coloratovillosus (Fonte: Fernandes, 2010) e
Vitalius dubius (Fonte: Rocha-e-Silva et al., 2009). As bandas com massa molecular acima de 100 kDa, com
massa aproximada de 40-45 kDa e com massas menores que 15 kDa, semelhantes as observadas no veneno de
Avicularia juruensis, estdo destacadas com os retdngulos.

Apesar das semelhancas observadas, descritas anteriormente, cada espécie apresentou
um perfil eletroforético especifico para seu veneno. Segundo Garcia-Arredondo et al., (2015),
cada aranha possui veneno composto por uma mistura particular de componentes que se ligam
a alvos especificos. Essa variagdo possivelmente é resultado evolutivo da diversidade
alimentar de cada espécie. Outro fator que também pode influenciar nas diferencas observadas
é o periodo no qual foi feita a coleta. Em estudo realizado por Herzig (2010) foi observado
que em época de muda a producdo de veneno da aranha Coremiocnemis tropix €
drasticamente reduzida. Ja em analises realizadas por Boevé et al., (1995) notou-se que apos a
alimentacdo os componentes toxicos do veneno da espécie Cupiennius salei demoram por
volta de 8 a 16 dias para serem repostos, modificando consideravelmente a quantidade de
proteinas. Sendo assim, estes fatos podem explicar as diferencas observadas no veneno de A.
juruensis com relacdo aos das espécies A. gomesiana, A. natalensis, N. coloratovillosus e V.
dubius, apesar de todas elas pertenceram a mesma familia.

Em geral, o veneno de aranhas terafosideas é constituido por sais, neurotransmissores,
compostos de baixa massa molecular (acido citrico, nucleotideos, aminas biogénicas,
aminodcidos livres e acilpoliaminas), peptideos, proteinas e enzimas, sendo, portanto,

extremamente complexo (Escoubas, Rash, 2004; Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013).
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4.3 Zimografia em gel de poliacrilamida copolimerizado com caseina

Para realizar o experimento de zimografia foram utilizados 100 pg de veneno de A.
juruensis, o qual ndo foi reduzido. Ao final de experimento foi identificada uma faixa clara,
que indica a degradacdo do substrato, na altura proxima a 95 kDa (Figura 44 A), resultado que
confirma que o veneno possui enzimas capazes de clivar a caseina. Para identificar a familia
destas enzimas alguns géis foram incubados, separadamente, em tampG&es contendo inibidores
de serinoproteases e metaloproteinases, sendo eles PMSF e EDTA, respectivamente. Tanto
nos géis incubados com PMSF quanto nos incubados com EDTA nota-se a auséncia de faixas
claras (Figuras 44 B e 44 C), indicando que as enzimas podem ser metaloproteinases ou

serinoproteases.

A - Sem inibidores B- Com PMSF C-ComEDTA

Marcador B. jar A. jur Marcador B. jar A. jur A. jur

Marcador B. jar

170 kDajiee 170 kDa »
130 kDa » 130 kDa ==
95 kDa « 95 kDa
72 kDa il 72 kDa %
55 kDa 55 kDa

43 kDa

34 kDa

Figura 44 - Zimografia realizada com o veneno de Avicularia juruensis. O experimento foi feito em gel com
concentracdo de 12% (A) e 10% (B e C) de poliacrilamida copolimerizado com 0,1% de caseina de leite bovino.
A seta mostra a faixa clara, que indica que houve a degradacdo do substrato. A) Gel incubado em tampdo sem
inibidores enziméticos. B) Gel incubado em tampdo contendo PMSF. C) Gel incubado em tamp&o contendo
EDTA. Marcador: Padrdo de massa molecular PageRuler” Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific
Inc.). B. jar: Veneno de Bothrops jararaca (controle positivo). A. jur: Veneno de A. juruensis.

Serinoproteases e metaloproteinases sdo bastante conhecidas no veneno de aranhas do
género Loxosceles (familia Sicariidae). Veiga et al., (2000) e Feitosa et al., (1998)
identificaram estes dois grupos de enzimas no veneno da espécie L. intermedia. Com relagédo
as aranhas da familia Theraphosidae, a presenca de enzimas também é conhecida (Nentwig,
Kuhn-Nentwig, 2013). Em estudo realizado por Sutti et al., (2014), por exemplo, foi
caracterizada uma hialuronidase no veneno da espécie Vitalius dubius. Entretanto, os

terafosideos ainda sdo um grupo pouco estudado, pois até o ano de 2015 eram conhecidas 226
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sequéncias de toxinas proteicas de apenas 20 espécies (Garcia-Arredondo et al., 2015). Sendo

assim, pouco se sabe sobre as familias de enzimas presentes no veneno destas aranhas.

4.4 Cromatografia liquida de gel filtracdo e ensaio de atividade caseinolitica

Através da técnica de cromatografia liquida de gel filtracdo o veneno de A. juruensis
foi fracionado de acordo com o tamanho das moléculas que o compdem (Figura 45). A fim de
se identificar quais fracdes possuiam as metaloproteinases ou serinoproteases todas foram
testadas utilizando-se o ensaio de atividade caseinolitica. As fracdes 7, 8 e 9, destacadas na
Figura 45, foram as Unicas capazes de degradar a caseina. Na Figura 46 pode ser observado o
perfil de degradacdo da caseina que foi incubada com as fragdes 7, 8 e 9.

mAU
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180
160
140 7
120
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20 \ /

0 5 10 15 20 25 30 35 min
Figura 45 - Perfil cromatografico do veneno de Avicularia juruensis, obtido por cromatografia liquida de gel
filtracdo em coluna Superose 12 10/300 GL. A cromatografia foi feita sob condices isocréticas, utilizando como
eluente uma solucédo de acetato de amdnio 50 mM. A absorbéncia foi monitorada a 280 nm. As fracbes foram
coletadas automaticamente a cada minuto, durante 36 minutos. Todas foram testadas através do ensaio de

atividade caseinolitica e apenas as fragdes 7, 8 e 9, destacadas no cromatograma, foram capazes de degradar a
caseina.
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Figura 46 - Perfil eletroforético da degradacéo da caseina. As fracdes isoladas por cromatografia liquida de gel
filtracdo foram incubadas com solucdo de caseina 2% (m/v) e aplicadas num gel com concentracdo de 12% de
poliacrilamida, a fim de se avaliar a degradacdo do substrato. As fracdes 7, 8 e 9 (Figura 45) foram as Unicas
capazes de degradar a caseina. O veneno de Bothrops jararaca foi empregado como controle positivo e a
solucdo de caseina incubada somente com a solucdo tampéo foi usada como controle negativo de degradagéo.
Marcador: Padrdo de massa molecular Spectra” Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific Inc.). CSN: Caseina (controle negativo). a: Subunidade alfa da molécula de caseina. B: Subunidade
beta da molécula de caseina. k: Subunidade kappa da molécula de caseina. B. jar: Veneno de B. jararaca
(controle positivo). 7-9: FracOes 7-9, respectivamente.

4.4.1 Caracterizacdo das enzimas identificadas

As concentracOes das fracGes 7, 8 e 9, Unicas capazes de degradar a caseina, foram
verificadas no equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.), utilizando-se o
comprimento de onda de 280 nm. Em seguida, foram coletadas aliquotas correspondentes a
quantidade de 30 pug. As mesmas foram concentradas em centrifuga a vacuo, submetidas a
reducdo, alquilacdo e tripsinizacdo e analisadas por LC-MS/MS. Os espectros foram
analisados no software PEAKS 7.5, utilizando-se a funcdo PEAKS DB, onde foi feita a
comparacdo com um banco de dados montado com os contigs obtidos na anélise
transcriptobmica da glandula de veneno de A. juruensis. Os resultados mostram que para as
fracbes 7, 8 e 9 foram identificados fragmentos peptidicos que pertencem ao contig
Ajur72031_seql0 (Figura 47) (Apéndice VII).
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Fragao 7
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Figura 47 - Sequéncia completa de aminoécidos do contig Ajur72031_seqlO, obtida através da andlise
transcriptdmica das glandulas de veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptidicos identificados por
espectrometria de massas nas fracdes 7, 8 e 9 estdo destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis.
Os espectros destes fragmentos sdo mostrados dentro dos retdngulos. A acetilagdo dos N-terminais e a
carbamidometilacdo das cisteinas (modificagdes pds traducionais) estdo indicadas com quadrados amarelo e cor-
de-rosa, respectivamente. As imagens foram obtidas no software PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions).
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O contig Ajur72031_seql10 foi submetido a buscas em diferentes bancos de dados
utilizando-se as ferramentas InterPro (Mitchell et al., 2015) e BLASTP (Altschul et al., 1990),
desta forma verificou-se que ele possui os dominios conservados Pep M12B_propep,
ZnMc_adamalisina_ll_like/Reprolisina, Desintegrina e ACR/ADAM __ CR (Figura 48), tipicos
de metaloproteinases. Através destas buscas também foi identificado que o contig possui
similaridades com proteinas do tipo ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) de outras
espécies de artrépodes, especialmente Limulus polyphemus e Polistes canadensis.

O alinhamento e a comparacdo de Ajur72031_seql0 com trés tipos de ADAMs destas
duas espécies (NCBI ID: gi|926630664, gi|926637610 e gi|954573061) mostram porcentagens
de identidade de, aproximadamente, 38% (Figura 49). Quando a comparacao foi feita apenas
entre os aminodcidos do sitio ativo as porcentagens de identidade variaram entre 72 e 81%. Ja
as porcentagens de similaridade foram de 90,9%.

O alinhamento e a comparacdo do contig Ajur72031_seql10 com uma astacina-like do
veneno da aranha marrom L. intermedia (NCBI ID: @i|122130019) mostrou menor
porcentagem de identidade: 19,31% (Figura 49). Quando o contig foi comparado com uma
SVMP (Snake Venom Metalloproteinase) do veneno da serpente Echis coloratus (NCBI ID:
gi|297593890) a porcentagem de identidade tambem foi baixa, de apenas 29,96% (Figura 49).
Apesar das baixas porcentagens de identidade observadas, quando a comparacdo foi feita
apenas entre os aminoacidos localizados no sitio ativo destas enzimas a identidade e a
similaridade ficaram maiores que 54%.

Através da ferramenta ProtParam (Gasteiger et al., 2005) foi possivel determinar que o
contig Ajur72031_seql0 possui massa molecular de, aproximadamente, 87 kDa. Essa massa
se assemelha a da enzima que foi capaz de degradar a caseina no experimento de zimografia
(em 4.3, Figura 44).

Como ja mencionado, o contig Ajur72031_seql0 é uma metaloproteinase que possui
dominios conservados tipicos de enzimas do tipo ADAM, também chamadas de adamalisinas
ou reprolisinas. Elas sdo uma familia de proteinas que possuem, aproximadamente, 750
aminoacidos em sua estrutura e sdo responsaveis por uma variedade de funcgdes, incluindo
atividades proteolitica, adesiva e de sinalizacdo celular. As ADAMSs podem ser encontradas
numa grande variedade de espécies, desde protozoarios até vertebrados (Huovila et al., 2005;
Rawlings et al., 2016; Reiss, Saftig, 2009). Estas proteinas pertencem a subfamilia M12B na
classificacdo MEROPS (Rawlings et al., 2016), que inclui também as metaloendopeptidases
do tipo ADAMTSs (ADAM com o motivo tipo thrombospondin) e as SVMP de classe P-I11
(Cerda-Costa, Gomis-Riith, 2013; Takeda et al., 2012).
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Figura 48 - Regides de dominios conservados do contig Ajur72031_seql0. S&o eles: Pep_M12B_propep (verde), ZnMc_adamalisina_ll_like/Reprolisina (vermelho e cinza),
Desintegrina (laranja) e ACR/ADAM_CR (vermelho). Os nimeros em azul indicam a posi¢do dos aminoacidos. O sitio ativo (HMxxHxxxxxH) também esta indicado por
setas e letras vermelhas. A imagem foi obtida na ferramenta BLASTP (Altschul et al., 1990).
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Figura 49 - Alinhamento do contig Ajur72031_seql0 com trés tipos de ADAMSs (A Disintegrin And Metalloproteinase) de Limulus polyphemus e Polistes canadensis, uma
SVMP (Snake Venom Metalloproteinase) do veneno da serpente Echis coloratus e uma astacina-like do veneno da aranha Loxosceles intermedia. Os aminoacidos
conservados sdo0 mostrados em preto, 0s que possuem o0 mesmo carater quimico sdo mostrados em cinza e os aminoacidos nao conservados sdo mostrados em branco. As
porcentagens de identidade, comparando-se com a primeira sequéncia, estdo indicadas no final da sequéncia de aminoacidos de cada molécula. O Simbolo (-) representa os
gaps. O sitio ativo esta indicado por uma linha preta. NCBI ID gi|926630664: ADAM 11-like (L. polyphemus). gi|926637610: ADAM 9-like (L. polyphemus). gi|954573061:
ADAM 11-like isoforma X12 (P. canadensis). gi|122130019: Loxosceles astacina-like protease 1. gi|297593890: Metaloproteinase (E. coloratus).
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As enzimas do tipo ADAM possuem sitio ativo normalmente composto pela sequéncia
HEXxHxxGxx(H,D) (Cerda-Costa, Gomis-Rith, 2013). As histidinas estdo envolvidas na
ligagdo com o metal, que é essencial para a atividade catalitica da enzima (Gremski et al.,
2014). Um aminoacido em geral, na maioria das vezes um &cido glutdmico, fica localizado
préximo ao local de ligacdo com o metal e tem papel importante durante a catélise (Cerda-
Costa, Gomis-Ruth, 2013). O contig Ajur72031_seqlO possui sitio ativo composto pela
sequéncia HMxxHxxGxxH, assim como ocorre com as ADAMs de L. polyphemus (NCBI ID:
0i|926630664 e gi|926637610) e P. canadensis (NCBI ID: gi:954573061), por exemplo. Os
resultados obtidos sugerem que a substituicdo do &cido glutdmico por uma metionina, um
aminoécido apolar alifatico, aparentemente ndo afeta a funcdo desta metaloproteinase do

veneno de A. juruensis.

4.4.1.1 Outras metaloproteinases identificadas por andlise transcriptdmica

Com o intuito de se identificar outras metaloproteinases entre as proteinas preditas
pela analise transcriptémica, foram efetuadas pesquisas utilizando os padroes “HE[A-Za-
Z[{2}H[A-Za-z]{2}G[A-Za-z] {2}H” ¢ “HMJ[A-Za-z]{2}H[A-Za-z]{2}G[A-Za-z]{2}H".
Assim, foram identificados outros cinco contigs com sitio ativo tipico de metaloproteinases:
Ajur8793_seql, Ajurle4l3 seql, Ajur64801 seq2, Ajur66621 seql e Ajur76134 seql
(Apéndices VIII, IX, X, XI e XIl, respectivamente). Eles possuem dominios conservados
comuns de ADAMs, MMPs (Matrix Metalloproteinases) e metalopeptidases do tipo astacina-

like de outras espécies de artropodes (Figura 50).
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Figura 50 - Regibes de dominios conservados dos contigs Ajur8793_seql, Ajurl6413 seql, Ajur64801 seq2, Ajur66621 seql e Ajur76134_seql. Ajur8793 seql e
Ajurl6413 seql possuem o dominio ZnMc (cor-de-rosa). Ajur64801_seg2 tem o0 mesmo dominio citado, além do dominio tipo Pep_M12B_propep (verde). Ajur66621_seql
possui 0 dominio ZnMc_MMP/Peptidase M10 (vermelho e cinza) e HX (azul). Finalmente, o contig Ajur76134_seql tem os mesmos dominios citados e também possui o
dominio tipo PG_binding_1 (vermelho). Os nimeros em azul indicam a posi¢do dos aminoacidos. Todos os contigs tém sitio ativo composto pela sequéncia HEXXHxxxxxH,

indicada por setas e letras vermelhas nas imagens. As figuras foram obtidas na ferramenta BLASTP (Altschul et al., 1990).
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O contig Ajur8793_seql possui 0 dominio conservado ZnMc, uma regido tipica de
metaloproteinases dependentes de zinco. Ele apresenta 98% de identidade com uma
ADAMTS da aranha Stegodyphus mimosarum.

O contig Ajurl6413 seql apresenta 0 mesmo dominio conservado citado
anteriormente e 48% de identidade com um astacina-like do escorpido Tityus serrulatus. As
astacinas sdo uma familia de metaloproteinases envolvidas na digestdo de alimentos e na
ativacdo de fatores de crescimento, degradacdo de polipeptideos e processamento de
moléculas extracelulares (da Silveira et al., 2007b).

Assim como Ajur72031 seqlO, o contig Ajur64801 seql possui os dominios
Pep_M12B_propep e ZnMc e mostrou similaridade com ADAMs de L. polyphemus.

Por fim, Ajur66621_seql e Ajur76134 seql apresentaram similaridade com MMPs
das aranhas Parasteatoda tepidariorum e S. mimosarum, com porcentagens de identidade
superiores a 60%. Alem disso, eles tém dominios conservados tipicos desta classe de enzimas.
As MMPs, também conhecidas como matrixinas, sdo proteinases capazes de degradar todos
0s componentes da matriz extracelular (Loffek et al., 2011).

O alinhamento e a comparacédo destes cinco contigs com as mesmas metaloproteinases
com as quais foram feitos os alinhamentos de Ajur72031_seql0 (Figura 49) indicam maior
similaridade apenas entre os aminoacidos do sitio ativo destas enzimas (Figura 51), com
porcentagens de identidade e similaridade maiores que 45%.

Como foi visto nos resultados mostrados, no veneno da aranha A. juruensis foram
identificadas seis metaloproteinases, cada uma com dominios conservados caracteristicos de
classes de enzimas especificas. As metaloproteinases sdo enzimas proteoliticas cuja atividade
é dependente da presenca de ions divalentes em seu sitio catalitico, geralmente zinco ou,
eventualmente, niquel, manganés ou cobalto (Cerda-Costa, Gomis-Rith, 2013). Essas
enzimas sdo comuns em venenos de serpentes, aranhas marrom e escorpifes e podem atuar
sobre a proliferacédo e diferenciacao celular e na remodelagem da matriz extracelular (Oliveira
et al., 2015).
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Figura 51 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos contigs Ajur8793 seql, Ajurl6413 seql, Ajur64801 seq2, Ajur66621 seql and Ajur76134 seql com trés
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A presenca de diversos tipos de enzimas como, por exemplo, hialuronidases,
colagenases e esfingomielinase D é conhecida no veneno de diferentes espécies de aranhas
(Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013). Com relacdo as metaloproteinases, elas podem ser
encontradas em venenos de aranhas araneomorfas das familias Araneidae, Nephilidae,
Sparassidae, Lycosidae e Sicariidae (Kuhn-Nentwig et al., 2011), nas espécies Latrodectus
spp. (Yan, Wang, 2015), Loxosceles spp. (Feitosa et al., 1998), Parawixia bistriata (Gimenez
et al., 2014) e Hippasa partita (Nagaraju et al., 2007a), por exemplo.

No que se refere as aranhas migalomorfas da familia Theraphosidae, ja foram descritas
metaloproteinases no veneno das espécies Grammostola inhering (Borges et al., 2016) e
Haplopelma hainanum (Cheng et al., 2016). Sendo assim, a presenca de metaloproteinases no
veneno da aranha A. juruensis é descrita pela primeira vez neste trabalho. Devido aos seus
habitos alimentares, que incluem o consumo de pequenas aves, € provavel que estas enzimas
tenham um papel fundamental na digest&o preé-oral do alimento.

O estudo de venenos de aranhas terafosideas € muito importante para descrever sua
composicdo, uma vez que esse grupo é menos estudado em comparacdo as aranhas de
importancia médica, como Latrodectus spp. (Yan, Wang, 2015) e Loxosceles spp. (Feitosa et
al., 1998). Além da importancia biologica, o estudo destes venenos pode, eventualmente,
resultar na identificacdo de moléculas com potencial biotecnolégico, como, por exemplo, a
Juruina (Ayroza et al., 2012).
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5 CONCLUSOES

Através das andlises realizadas com o veneno da aranha Avicularia juruensis foi
possivel identificar a presenca de sete peptideos antimicrobianos. Um deles, a Juruina, ja
havia sido descrito anteriormente em outro trabalho. Os demais foram caracterizados e
receberam os nomes de Avilina, Juruina_2, Avinina, Aviensina, Juruenina e Juruensina.

A Avilina apresentou ac¢do antimicrobiana contra a bactéria Escherichia coli SBS 363
e causou a hemolise de heméacias humanas até a concentracdo de 0,875 pg/mL. A Juruina e
Juruina_2, uma isoforma da Juruina, impediram o crescimento de todos 0os microrganismos
testados e, como ja esperado, ndo apresentaram atividade hemolitica. Os peptideos Avinina,
Aviensina, Juruenina e Juruensina foram eficazes contra as bactérias E. coli SBS 363 e
Micrococcus luteus A270 e também n&o causaram a hemdlise de hemacias humanas. Todos
esses peptideos possuem o motivo “nd de cistina” do tipo ICK em sua estrutura e
apresentaram similaridade com neurotoxinas de venenos de outras espécies de aranhas, o que
indica que essas podem ser caracteristicas comuns de PAMs da espécie A. juruensis.

A presenca de PAMs em venenos &, provavelmente, de grande importancia, pois estas
moléculas podem desinfectar o alimento antes que ele seja ingerido e, dessa forma, evita que
0 animal seja contaminado.

O perfil eletroforético do veneno de A. juruensis indicou que ele é bastante complexo,
possuindo moléculas com massa entre 130 e abaixo de 10 kDa. Comparando-se com 0 veneno
de outras aranhas terafosideas foi possivel observar que em todos eles hd a presenca de
proteinas com massa molecular acima de 100 kDa, com massa aproximada de 40-45 kDa e
menores que 15 kDa. Apesar das semelhancas observadas, cada espécie tem um perfil
eletroforético especifico para seu veneno. Essa variacdo pode ser resultado evolutivo da
diversidade alimentar de cada individuo ou pode ser devido ao periodo no qual foi feita a
coleta de cada veneno.

Através dos testes de zimografia e ensaio de atividade caseinolitica observou-se que o
veneno de A. juruensis € capaz de degradar a caseina. Utilizando espectrometria de massas e
andlise transcriptdmica das glandulas de veneno foi possivel identificar uma metaloproteinase.
Ela possui 0s dominios conservados do tipo Pep_M12B_propep, ZnMc_adamalisina_Il_like/
Reprolisina, Desintegrina e ACR/ADAM _ CR e apresenta similaridades com proteinas do
tipo ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) de outras espécies de artropodes.

Diferentemente da maioria, esta metaloproteinase possui sitio ativo composto pela sequéncia
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HMxxHxxGxxH. A substituicdo do acido glutamico por uma metionina (na posicao 2 do sitio
ativo) parece ndo afetar a capacidade de esta enzima degradar a caseina.

Analisando os resultados obtidos na analise transcriptomica foram identificadas outras
cinco metaloproteinases no veneno de A. juruensis. Elas possuem dominios conservados
comuns de ADAMs, MMPs (Matrix Metalloproteinases) e metalopeptidases do tipo astacina-
like. A presenca de todas estas enzimas €, provavelmente, bastante importante para a digestdo
extracorporea do alimento, visto que esta aranha geralmente consome pequenas aves.

Os venenos de aranhas da familia Theraphosidae ainda sdo pouco estudados e,
portanto, sua caracterizacdo € bastante importante. Além de ajudar a compreender como o
veneno € constituido, as analises realizadas podem levar a descoberta de moléculas que
podem vir a ter uma aplicacdo biotecnoldgica, como, por exemplo, a fabricacdo de
bioinseticidas e medicamentos para o tratamento de diferentes doencas.

Além de tudo o que foi citado, conhecer melhor o veneno da espécie A. juruensis e as
toxinas que o compdem se torna muito importante, pois nada se sabe sobre acidentes com essa
aranha. Apesar de ser um animal docil, cada vez mais esta espécie € criada como “pet”, 0 que
aumenta os riscos de picadas em humanos. Outro fator que também contribui para a
ocorréncia de acidentes € o crescente desmatamento dos locais onde esta aranha € encontrada,
0 que pode levar a aproximacédo desta com o convivio humano.

Sendo assim, o estudo do veneno da aranha A. juruensis se torna importante tanto do

ponto de vista biotecnoldgico quanto do ponto de vista bioldgico.
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A. | - Sequéncia nucleotidica do contig Ajur63747_seql e seus respectivos aminoacidos
traduzidos.

Ajur63747 seql

atg aat caa aaa ata ata gtt ttt ctt atg gtt ctt ace ctt gtg att tge agt cat geca gaa cag
M N Q K I I v F L M v L T L v I Cc S H A E Q

gaa ttt gaa ccc gat atc gga gac gca cca cta ttt caa gag aat ttt gaa agg gga tgc ttt aga
E F E P D I G D A P L F Q E N F E R G c F R

gaa ggc cat gcg tgc aca aag tct gct cct tge tgt agg ccc atg aaa tgt aaa gaa agg aaa tgc
E G H A C T K ] A P Cc Cc R P M K Cc K E R K c

act aag aca taa

T K T *

Legenda: As sequéncias foram obtidas por andlise transcriptbmica da glandula de veneno de Avicularia
juruensis.

A. 1l - Sequéncia nucleotidica do contig Ajur67205_seql e seus respectivos aminoacidos
traduzidos.

Ajur67205_seql

gat tac gaa aca gca att gca cct ctg gaa gaa gac aga ttc acg tgt gcc ata tca tgc aac ata
D Y E T A I A P L E E D R F T Cc A I S C N I

aaa gtg aac gga aaa cca tgt aaa ggc agt ggg gag aag aag tgt tca ggc gga tgg tca tgc aaa
K v N G K P C K G S G E K K Cc S G G w S c K

ttt aat gtc tgc gta aaa gtg ggg aaa tag

F N v (o] v K v G K *

Legenda: As sequéncias foram obtidas por analise transcriptdmica da glandula de veneno de Avicularia
juruensis.

A. 111 - Sequéncia nucleotidica do contig Ajur66926_seql e seus respectivos aminoacidos
traduzidos.

Ajur66962_seql
agt gga agc aca cag ctt gtt att gta gat aaa agg aca tac att ttg gtg gcc geca ttt cgg aat
S G S T Q L v I Vv D K R T Y I L VvV A A F R N
ttt tgg gat tca aag ata ccg gaa aga atg aag acg ctc agt aga gtg ttc atc ttec ggt tta ttt
F w D S K I P E R M K T L S R v F I F G L F
ctg cat ttt gecc ctt tca att gca gecg gaa atg aaa gaa tca gat tcc att tca ttt gecg gag gaa
L H F A L s I A A E M K E S D s I s F A E E
aag gaa gaa act gac agg gcg gaa tgc cgt tgg ttg ttt gga gga tgc aaa aag cat tca gac tgt
K E E T D R A E C R W L F G G C K K H S D C
tge gag cat tta ggc tge aga tca gat tgg aaa tat tgt gea tgg gat ggc aca ttt cgc aaa
C E H L G Cc R S D W K Y o] A w D G T F R K

Legenda: As sequéncias foram obtidas por analise transcriptbmica da glandula de veneno de Avicularia
juruensis.



A. IV - Sequéncia nucleotidica do contig Ajur75226_seql e seus respectivos

traduzidos.

Ajur75226_seql

atg aag gca ttc gtt gtg ttg gct att geca
M K A F v v L A I A
gaa tcg aag gag cag gat tct ctt gat gaa
E S K E Q D S L D E
gga gac tgc cat aag ttt ttg gga tgg tgc
G D c H K F L G W c
tgt agt agg aaa cat gga tgg tgt gta tgg
Cc S R K H G w C v w

gca tta gcc

A L A
atg tcg gcc
M S A
aga ggc gaa
R G E
gat tgg acc
D w T

ctg ctt tct gtt gtt tgt

L

L

S

v v C

att ctg tcg gaa cag cct

I

L

S

E Q P

ccg gat cca tge tgt gaa

P

D

P

c Cc E

gtc ggg aag taa

v

G

K

*

Legenda: As sequéncias foram obtidas por analise transcriptbmica da glandula de veneno

juruensis.

A. V - Sequéncia nucleotidica do contig Ajur6582_seql e seus

traduzidos.

Ajur6582_seql

atg aag cta ttt tece
M K L F S

att cgc gaa gaa gat
I R E E D

gaa tgc tcg aaa caa
E c S K Q

tge gct tct gtt tgg
c A S v W

atc ttg aat ttt ttc
I L N F F

tag
*

gtt ate
v I
gac ctt
D L
ctt cat
L H Q S
gta gga agc aag
A4 G S
ggt aaa ggc ata
G K G I

tta tecg att
L s I

gga gaa ctc
G
caa tcc tgt
gag

aat

agc ctg ctt

acg caa gat

agt gat aac

agt aga atg

gca gta tca

atc
ttg
tge
tgt

aat

Legenda: As sequéncias foram obtidas por analise transcriptdmica

juruensis.

A. VI - Sequéncia nucleotidica do contig Ajur50565_seq3 e seus

traduzidos.
Ajur50565_seq3

atg aag ctc ttt tce gtt gtec gta ttg atc
M K L F S v v v L I
att cgt gga gaa gat gat tta gaa aac aca
I R G E D D L E N T
att cca gag gct cct cga ggg tgc acg aaa
I P E A P R G Cc T K
tgt ggt tca act gtt gtt tgc ggt tct gtc
c G S T v Vv C G s v
aaa aca tct gat aat tgg att ctg aac atg
K T S D N W I L N M
teg gtt tgt gta taa

5 v ¢C v *

act ctt cta

aag ctg att

caa ctc aat

tgg gta ggc
aaa

K

ggt
G

gcg
A

ate

gga

caa

gge

ggc
G

Legenda: As sequéncias foram obtidas por andlise transcriptbmica

juruensis.

gta
v
gaa
E
gac
D
aag
K
ggt
G

gtt
v
ttg
L
tgt
Cc
gaa
E
ttt
F

respectivos

get ttg
A L
cca gag
I P E
ggg gca
c G A
acg tct
T S
atg tgt
S M c

da glandula de veneno

gca
aaa
cge
aag

ttg
L

gtt
ctc
tgc
gag

aat
N

respectivos

att get ttg

atg gaa gac

gaa gat aac

gta aag act
atg

M

atg
M

aaa

da glandula de veneno

110

aminodcidos

tat gect tce
Y A S
cag caa aga
Q Q@ R
cat ttg tct
H L S

de Avicularia

aminodcidos

cct tca aag

act tect aga

act gtt gte

gac aac agc
aaa

K

ggt
G

cga
R

de Avicularia

aminoacidos

cct tea
P s
ttg gaa
L E
tge gac
C D
tgc aag
C K
aat gct
N A

aag
K
ttg
L
tgt
c
gag
E
gct
A

de Avicularia
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A. VII - Sequéncia nucleotidica do contig Ajur72031_seql0 e seus respectivos aminoacidos
traduzidos.

Ajur72031_seql0

atg cac tgt aat tct ctt ctg aca ata cga atg aag ata cag aag atg cac ttt tcg ttg ttt tca
M H (] N S L L T I R M K I Q K M H F S L F S
cat ctt cct gtt att ttt act ttg cta ttc atc att tgt tta gga aat tct aaa aaa aca gat ctc
H L P v I F T L L F 2 5 I C L G N S K K T D L
cgt caa ctg ttc cag aac tac cca agg aac cag gaa ctc gct gca aat ctt ggg acc agt tac gaa
R Q L F Q N Y P R N Q E L A A N L G T S Y E
gtc gtc tac ccc gtc caa cta aaa gta aac aga ttc cgt gga ctt aca aca agg aag atc tct gct
\'4 \'4 b ¢ P v Q L K v N R F R G L T T R K I S A
gac aat gca gtg gaa cac gtt tcg aac act tecg ttc ctg att gaa gcc cat caa ttc aag att tac
D N A v E H v S N T S F L I E A H Q F K I b ¢
atc gat ttg gaa cta aac att aac ctt cta ccg ccg acg ctg acc cag ttc ctt att tct acec act
I D L E L N I N L L P P T L T Q F L T S T T
tca cgg cag cta att gac gag gac att gaa aac tgt tac tat cac gca act gtg agg aac cgc agc
S R Q L I D E D I E N C b 4 Y H A T v R N R S
gac tcc ttt ggt get tte cgt act tge tet ggg cta age ggt gtt ctg tat tta gaa gat aat gtg
D S F G A F R T (o S G L S G v L Y L E D N v
ttt tca ata cat cct ctt gat gga gat cat acg tcc aag caa ccc cac ttg ctc ttt cat cat tac
F S T H P L D G D H T S K Q P H L L F H H Y
caa acg aac gaa gat gag tgg aaa tgt gat gtt gac gat gaa gat gag aaa ttc cac tgt ttg caa
Q T N E D E W K Cc D v D D E D E K F H (o] L Q
gag cgc ctg cgt gaa att gca gac tac ggg tct gat ata cct ctc agg aag aaa tac atc gaa cta
E R L R E I A D Y G S D I P L R K K > 4 I E L
gct ctc ata atg gat caa gct ttt ttc gag atg cac aac act ccg cct aaa gaa gta att ggc aat
A L I M D Q A F F E M H N T P P K E \'4 I G N
gcg atc caa atg atc aat tgc gca gat tta cac tat cge tct tta aac aca tcg ata tca ctg gta
A I Q M I N C A D L H Y R S L N T S I S L v
cat att gaa ctg tgg act gaa gat gta atc cac gtg gaa cac aat ata cag cag aat cta caa aat
H I E L W T E D V I H V E H N I Q@ Q@ N L ©Q N
ctt cag gaa tac ttg gcg caa cag tac gac caa aga tcc atg gat gcc att cat gtg cta tcg ggt
L Q E Y L A Q Q Y D Q R S M D A I H v L S G
gcec acg ttt aac gac agt gta att gga act gcg gaa agt aac agc ata tgc aca gtg aaa gca gta
A T F N D S v I G T A E S N S I C T \'4 K A v
gga ata aca aag gtg ggt aac ata cac cag act cat gta act tcc cat gtc ata acg cac atg ctg
G I T K V 6 N I H @ T H v T s H v I T B ¥ &
ggt cac aat ctt gga atg act cat gac cac gat tgt tgt aac tgc cct tac aaa tct gga tgc cac
¢ § ¥~ .. ¢ Mm T § P B D C C N C P Y K S G C H
atg ttt aat tcc ata cag tca gca cag cct ttt cac ttt tca tect tgt agt act gaa gat tac ttt
M F N S I Q S A Q P F H F S S c S T E D Y F
cgec act ctt cgc aaa gga tat ggc gtg tge ttg ttt aac atg cct atg ttg cgg gag tca ata tgc
R ] L R K G Y G v C L F N M P M L R E S I Cc
gga aat gga att tta gaa aca gga gaa gaa tgc gac tgc gga aca tca gag gtt tgc aaa aac tcg
G N G I L E T G E E Cc D Cc G T S E v Cc K N S
gac tcg tgt tge gat cac att act tgc aaa ttt gtg aaa aat gcg cag tgt tca tect ggg cca tge
D S Cc C D H I T C K F v K N A Q c S S G P C
tgt gac aaa tgt aaa cct cga agt cct geca ttt gtt tge cge cca get aaa ggg gaa tge gac ata
C D K Cc K P R S P A F v [of R P A K G
cct gaa tat tgc gat ggc aaa aac gga cag tgc cct ttg gat ctg ttt atg aag aac ggg ata ctg
P E b 4 C D G K N G Q C P L D L F M K N G

tgt gca ggt gga aac ggt tat tgc tac caa gga aac tgc cca gtt att aac gat cag tgt aaa cag
Cc A G G N G b 4 C b 4 Q G N C P v I N D Q C K Q
cta tgg gga agt gac tcc gag aca gca gat cca gtt tgt tac caa aaa ctg aat gtt caa gga aca
L w G S D S E T A D P v c Y Q K L N v Q G T
cca aat ggc aac tgt gga tta gat cgg aag gga gga tat ata aag tgc tca gaa gaa aat aca cct
P N G N C G L D R K G G X I K C S E E N T P
tgec gga tct tta caa tgt aaa cac gga gaa aaa gtt cct att tcg tca cga tca act gtc caa ttt
Cc G S L Q (o] K H G E K v P I S S R S T v Q F
aaa atc aac aaa gta cac caa gaa ggg aaa act cac gag tgc aaa gcc gcc cct agt ttg gtg gat
K I N K v H Q E G K T H E C K A A P S L v D
aaa gac aac gag gtc cat tac gga ctg gtt aaa gac ggt act aaa tgt gga tat caa agc gtc tgt
K D N E v H p 4 G L v K D G T K (o] G Y Q S v Cc
gtg aac cgc aca tgt aca agt ttg aag aat tat gtt tct ggt aga tgt cct aaa gat agt tca tcc
v N R T (o] T S L K N Y v S G R (o] P K D S S S
tac aaa ccc tgt tct gga cac ggt gta tgt acc aat atc aac act tgt tac tgt gac gaa gga tgg
Y K P (o] S G H G v o T N I N T (o] Y c D E G W
atg ggt cat gat tgc agc aga cag agt gac gat gaa tca aca gaa acg act tca gaa gcc gac atc
M G H D (= S R Q S D D E S T E T T S E A D s ¢
ttg gac aat gca gaa tat gtc agg aga gca ttc act gta ggg agt aga tca tca gecc gca gga act
L D N A E b ¢ v R R A F T v G S R S S A A G T
aat ctc gcc atc gca gtt gtg gca aca tca aca gta att gga gtg gtc ctc gtg ata tgc ttt aca
N L A I A b4 v A T S T v I G v v L v I C F T
gca ctc ttt att cac aga aaa agt aaa taa

A L F I H R K S K -

Legenda: As sequéncias foram obtidas por andlise transcriptdmica da glandula de veneno de Avicularia
juruensis. Os aminoécidos pertencentes ao sitio ativo da enzima estdo destacados em preto.
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A. VIII - Sequéncia nucleotidica do contig Ajur8793 seql e
traduzidos.

seus respectivos aminoécidos

Ajur8793 seql

ggg aag tac ttg tac agg gaa cat cgg ctg ccg acg tac gac tta gct gtt gtc att acc aaa ctt
G K Y L Y R E H R L P T Y D L A VvV Vv I T K L

gat atg tgt cgt agg aga ttt cct ggt gga aga tgc aac cgt ggg aca gca ggt ttc gect tac gtt
p M ¢ R R R F P G G R €C N R G T A GG F A Y V

gga gga gca tgc gtg gtg aat aaa agg ttg gag aag gta aac agc gtc gec ata att gaa gac age
G 6 A C€C VvV VvV N K R L E K VvV N s VvV A I I E D s

gga gga ttc agt ggt att att gta get gee cat gaa atec gga cat cta cta gga tgce gta cat gat
G 6 F 5 66 I I Vv a a @B B 1 66 § L. . 6 ¢ v [ b»

gga tcg cct cct cca agt tat cta gga ggc cct gga geca act cac tgt cct tgg gaa gac gga tte
G 8§ p P P S ¥ L G G P G A T H C P W E D G F

atc atg agt gat ctt agg cac aca gaa aga gga ttc aag tgg tct tca tgec agc gtg gaa caa ttec
I M § D L R H T E R G F K W 8 8§ € 8 WV E @ F

aag cat ttc ctc cac gga gaa aca gcc aca tge ctc tac aat ttt cct cat gag aat gat ctt cta
K H F L H G E T A T C L Y N F P H E N D L L

gtt cga gta cta cca gga act atg ttg acc

v R V L P G T M L T

Legenda: As sequéncias foram obtidas por andlise transcriptbmica da glandula de veneno de Avicularia
juruensis. Os aminoacidos pertencentes ao sitio ativo da enzima estdo destacados em preto.

A. IX - Sequéncia nucleotidica do contig Ajurl6413 seql e
traduzidos.

seus respectivos aminoacidos

Ajur16413_seql

atg tca ctt geca tet gge tgt ttg age act gge acc att cag cat gag ttt tgt cac gea tta ggg
M S L A S 6 €C L s T 66 T I @ fF B F c [ a L 6
atg gtt cac gaa caa agc aga cct gac aga gat gac cac gtc ata atc ctt tgg gat aac ata tct
MVEEQSRPDRDDHVIILWDNIS
aag gac tgg caa agc cag tat cgg aag gaa tct tca acc acg tac gga att cag gga gac tat gat
K D W @ S Q@ ¥ R K E S8 s T T Y 6 I Q@ 66 D Y D
tgt gaa tct gtg atg cat tac cca aat cag gcg cct aat act aga aaa ccg gec tte gag tgg gtt
c E s VvV M H Y P N Q A P N T R K P A F E W V
aat aat tcc tgc aag aac cca tct aga gtc gga caa cgc aac gga caa act gaa att gac aag ggg
N N S C K N P S R V 6 Q@ R N G Q@ T E I D K G
aaa atg aag aag ttg tac agt tgt aat taa

K M K K L Y s € N -

Legenda: As sequéncias foram obtidas por analise transcriptdmica da glandula de veneno de Avicularia
juruensis. Os aminoacidos pertencentes ao sitio ativo da enzima estdo destacados em preto.
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A. X - Sequéncia nucleotidica do contig Ajur64801_seq2 e seus respectivos aminoacidos
traduzidos.

Ajur64801_seq2

ctg atc aat gaa gag atg ata gtc agc aaa cag cat ttc tta ttt ttc ttc tta aca ttg tgt act
L I N E E M I V § K Q H F L F F F L T L C T
gtc gaa agt aca caa aga ata aat gag tac att aag aac tat gaa aca tta aat tac gac acc aaa
vV E S T Q R I N E Y I K N Y E T L N Y D T K
aaa gtc cat gac agt cac ata cgt gcc aaa cgc tca gtt gcc tca gat tca ttc gtc cat ttg cag
K VvV H D S H I R A K R S V A S D S F VvV H L Q
ttt aat gct caa aac agg aac ttc aat ata cgt tta aag cga gac acc tca gtt ttt tct cga aaa
F N A Q N R N F N I R L K R D T s VvV F S8 R K
cta gta gtt gat acc ctt gat ggt gcg ata aag gat ttt gat aca tct cat gtt tat gag ggt cat
L v v D T L D G A I K D F D T S H VvV Y E G H
gta gca ggt gaa cct ggt act act gtt tat gga tct att cga aat ggc gta ttt gaa gga aaa ata
vV A G E P 6 T T VvV Y G S I R N G VvV F E G K I
cat acc aaa aac caa acc tac tat ctc gag cgt gcc cat aaa tat gga ata cga gac cag cca tat
H T K N Q T Y Y L E R A H K Y G I R D Q P ¥
cat tct atc att tac act gat gat gat gtc cat gat cct tat gct gaa aaa aga gac agt cac ttt
H S I I Yy T D D D V H D P Y A E K R D S H F
ggt ggt tgt gct gect aca ggg aaa gtc ctg aag tgg atg gaa gac atc agc ctt tca gca tca cca
G 6 ¢C A A T G K V L K W M E D I S L S A S P
gaa aac aaa gaa cgt cct ggt ttt ttc tca caa gat aaa cat caa agt aat aga gta cgc cga tca
E N K E R P G F F S Q D K H Q S N R V R R S
ccc aat agc cac aac att tat tct aga gaa gct cag caa cat tct tca tat gtc gca aga gaa gta
P N S H N g Y S R E A Q Q H S s Y vV A R E V
gag aag cgt gcc tgc tca ctg tac att cag act gac aca ttt ttg tgg aac cac ata aag aac tat
E K R A C S L Y I Q T D T F L W N H I K N Y
gaa ata aca gac aca aat gtt cgt gaa gaa att aca tct cta att tca cag cat att aaa gct gtg
E I T D T N V R E E I T S L I S Q H I K A V
aat cac ata tat gaa aat acg aat ttt gat ggt ttc cgt gga ata aag ttt gtt gtt cag agg ata
N H I Y E N T N F D G F R G I K F v v Q R i &
aag gtg aat gac acg aga gct tgc gga cca aat ttt agg aaa ggg aat ccc ttt tgt tca ccc aat
K v ~N D T R A C G P N F R K G N P F C S P N
att gat gtg tct aat ttc ctc aat ttg aat tct cag ttt aat cat gat gac ttt tgc cta gca tac
I D v §8 N F L N L N S Q F N H D D F C L A Y
att ttt aca tac aga gac ttc tca ggt ggg aca ctt gga ctt gca tgg gtg gca tct gect tca ggg
I F T Y R D F 8§ 6 6 T L G L A W V A S A S G
gct tct gga ggt ata tgt gaa aag tac aaa tca tac acc gag aat att gct ggt cga caa gtt cag
A S G G I c E K Y K § Y T E N I A G R Q V Q
acc aag cgt agt ctc aat act ggt gtc ata aca ttt gtg aat tac aac agc cgt gta cct cct aag
T K R S L N T G V I T F VvV N Y N S R V P P K
gtt tct gaa ctg act ctt gca cat gaa att ggg cat aat ttt ggc tca ccg cat gac tat cca aag
v s E L T L A g B 1 6 f N F 66 s P F D Y P K
gag tgt cga ccc gga ggc tca aga gga aat ttt ata atg tat gca agt gecg aca tce ggt gac agg
E C R P G G S R G N F I M Y A s A T S G D R

Legenda: As sequéncias foram obtidas por analise transcriptdmica da glandula de veneno de Avicularia
juruensis. Os aminoacidos pertencentes ao sitio ativo da enzima estdo destacados em preto.
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A. XI - Sequéncia nucleotidica do contig Ajur66621 seql e seus respectivos aminoacidos
traduzidos.

Ajur66621 seql

ttg acg ttt gaa gac aag aaa cgt ggt cgt gtg aat tta gac atc cge ttt gaa gaa ggt gat cat
L T F E D K K R GG R V N L D I R F E E G D H
gga gac ggc gat cct ttt gat gga cca gga aag aca ctt gct cat get ttt ttt ceg cag ttec ggt
G D G D P F D G P G K T L A H A F F P Q F G
ggc gat gece cat ttt gac gat gaa gaa aaa tgg acc atc agt gaa aga tat gga act aat tta ttec
G D A H F D D E E K W T I s E R Y G T N L F
caa gtt gca gct cac gag ttc gga cac tca ctg ggt cta gct cat tcc gac aac caa aag gct tta
@ v o A B B F ¢ fJ 8§ L 6 L A g s D N Q K A L
atg get cca tat tat agg aaa tac gaa cca gcc ttt gag cta cat tet gat gac gtec aaa gee att
M A P Y Y R K Y E P A F E L H s D D V K A I
caa gct ctt tac ggt tet tet gag gac cca gtg aca gaa gaa agc gaa gaa gat gca tct ggt ceca
Q A L Y G S8 S E D P V T E E s E E D A 8 G P
ccg cct gac att age gat gecc ccec gat tta tgt cag gat gga tca att gat gec gtt acg aga acc
P P D I s D A P D L ¢ Q@ D G S I D A VvV T R T
cta aat gga agc aca tat gtc ttt aaa ggt gec ttc tat tgg aga att ctg act gat gge ate gee
L N G s T Y v F K G A F Y W R I L T D G I A
agc ggt tat cct aga aga ata aca gac gac tgg gat gga ctt gaa ggc aat tta gat gcc gct ctg
s G Y P R R I T D D W D G L E G N L D A A L
acg tgg tct aat ggc aaa acc tat ttt ttt aag cgt gga aga tac tgg agg ttt aca aac aag gta
T W s N GG K T Y F F K R G R Y W R F T N K V
atg gat gtt ggg tac ccc aag ctg cta agt gtc gga ttt gaa ggc ata cca gac gga cct gac gct
M D V G Y P K L L s VvV G F E G I P D G P D A
gca ttt gtt tgg agt gga aat ggt aaa act tat ttc ttt aaa ggt gat gaa tac tgg cgec ttc gac
A F VvV W S 66 N G K T ¥ F F K G D E Y W R F D
agc aac aac gaa cca cct gtg agc agc aaa tac cct aaa cca atc agec age tgg aaa gga ttg ccc
S N N E P P V S S K ¥ P K P I s S W K 6 L P
aat tat atc gac gect geca ttc caa tgg gaa aat cag cga atg tac ttc ttc aaa gga gac aag tac
N ¥ I D A A F Q W E N Q@ R M Y F F K G D K ¥
tac agg ttc aac gat ttg gct ttt gag gtt gat tcc ggt gat cct ceg tat cca cgt tce act teca
¥ R F N D L A F E V D s G D P P X P R S T s
gtg tgg tgg ttt gac tgt cgt tct ata tect cat caa acc gtt cca ccg gag agt ttg gaa gac tat
vV W W F D C R S8 I S H Q T V P P E S L E D ¥
aca aat ttt acg ata tct ctg aat tac acg gaa tca gca aat ttt aca gag tcc tga

T N F T I ] L N ¥ T E S A N F T E ] -

Legenda: As sequéncias foram obtidas por analise transcriptdmica da glandula de veneno de Avicularia
juruensis. Os aminoacidos pertencentes ao sitio ativo da enzima estdo destacados em preto.
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A. XII - Sequéncia nucleotidica do contig Ajur76134_seql e seus respectivos aminoacidos

traduzidos.

Ajur76134 seql

atg
M
aga
R
ttg
L
tat
Y
tgt
C
agc
S
aag
K
gtg
v
gge
G
ggt
G
tte
F
tta
L
gcg
A
gtc
v
acc
T
ggt
G
gct
A
aac
N
att
I
cgc
R
ctt
L
aag
K
act
T

gaa
E
aaa
K
tta
L
gct
A
gga
G
caa
Q
aag
K
gaa
E
gac
D
gat
D
caa
Q
atg
M
gtt
v
acc
T
aga
R
ata
I
tet
S
aag
K
gat
D
tat
Y
cce
P
tat
Y
tec
S

tgg
w
gag
E
gga
G
ggc
G
gta
v
tgg
W
acg
T
caa
Q
ggc
G
gtc
v
att
I
aat
N
caa
Q
teca
s
acc
T
gce
A
ttt
F
gac
D
get
A
gat
D
aat
N
tat
Y
gtg
v

ttg
L
att
I
gct
A
ctc
L
aag
K
atg
M
aaa
K
aaa
K
gat
D
cat
H
gct
A
cca
P
acc
T
gtt
v
caa
Q
aaa
K
aca
T
atg
M
gec
A
agt
S
cgc
R
aaa
K
tgg
W

tta
L
gaa
E
gct
A
aat
N
gac
D
gag
E
aga
R
aaa
K
cct
P
tte
F
gct
A
tat
Y
ctt
L
tca
S
gac
D
gga
G
aga
R
gac
D
tte
F
gaa
E
atc
I
tte
F
tgg
W

tte
F
gca
A
gtt
v
cag
Q
aaa
K
act
T
gaa
E
aca
T
tte
F
gat
D
cac
cEa
P
tat
Y
gat
D
999
G
tat
Y
tect
S
gaa
E
gat
D
gaa
E
gat
D
aat
N
ttt
F

att
I
aag
K
tect
s
aca
T
gtt
\'
tet
]
att
I
aaa
K
gat
D
gat
D
gaa

cecg
P
gga
G
gtc
\'4
aac
N
cca
P
aat
N
ggt
G
tgg
W
cca
P
gcec
A
gac
D

gge
G

geec
A
tta
L
gta
v
gge
G
ggt
G
atc
I
gtt
v
cac
H

gga
G

gat
D

tte
F

tgg
W
cce
P
agt
S
act
T
agg
R
gga
G
tat
Y
ggt
G
cat
H
gct
A
agc
]
tgt
Cc

cte
L
ttt
F
cca
P
aaa
K
cca
P
tet
s
aga
R
ggt
G
cca
P
gaa
E
ggc
G
aaa
K
agg
R
gat
D
tac
Y
aga
R
aaa
K
ccg
P
gge
G
atc
I
ttt
F
aca
T
tga

ate
ctt
cat
cta
gct
tac
gca
aaa
gat
gag
cat
tac
gaa
gct
ttt
ata
acg
aaa
aat
agt
caa

ttt

gca
caa
gac
gat
aat
aaa
ctt
gge
atg
tgg
tet
aga
aag
cca
ttt
cta
tte
ttg
gac
ccg
tgg

aaa

gte
aag
acg
aaa
tca
ate
aat
gtt
acc
acc
ttg
ccg
aaa
aat
aaa
gat
ttt
cta
aaa
gag
gaa

gte

atc
tat
ttt
cca
gte
agt
ata
atc
cta
ctt
ggt
aca
cca
cta
ggt
G
gac
tte
agt
att
tte
gat

gat

ttt
999
G
cag
act
aga
aaa
tgg
gat
gcg
gat
tta
ttt
aac
tgc
gat
tgg
W
aaa
geg
tat
ccg
ggt

gac

gca
tac
gac
cta
aga
tat
agt
ate
cat
gaa
tct
aaa
aat
caa
tat
gge
G
ggt
aga
ttt
aaa

cac

ggt

aca
ttt
gcc
gag
aag
tee
gaa
cge
gee
caa
cat
cte
atg
gac
tat
gga
G
aca
tte
gtt
cct
act

gat
D

tca
gaa
cta
aaa
aga
aaa
gtt
ttt
tte
aaa
tcg
cat
ata
gca
tgg
w
cta
aag
aag
aaa
ctt
tac

cct
P

act
gat
aga
atg
tat
aaa
act
gaa
ttt
acc
gat
gca
gaa
tet
aaa
cca
tte
agc
ggt
G
aaa
ttt

ccg

tet
cca
gaa
aag
gct
ctg
cce
cga
cct
gga
G
aat
gac
ggt
ata
gta
999
G
tgg
atc
cct
gtt
tte

tac
Y

ttt
aat
ttt
gct
ctg
gct
ctt
gga
caa
aca
gta
gac
gat
gat
tta
aac
agg
cca
cag
tgg
aaa

cct

cca
999
G
caa
cct
caa
gat
gat
gaa
ttt
aat
aaa
ata
aat
act
cgt
ttg
tte
cca
ttt
aag
gga

cgt

gag
aac
aga
agg
gge
G
cag
ttt
cat
ggt
G
tta
gct
aaa
gac
gtg
aaa
gac
acc
gga
tgg
W
gga
G
gaa

ttg

Legenda: As sequéncias foram obtidas por analise transcriptdmica da glandula de veneno de Avicularia
juruensis. Os aminoacidos pertencentes ao sitio ativo da enzima estdo destacados em preto.
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Abstract: Spiders are one of the most diverse groups of terrestrial animals, distributed all over the
world, which inhabit almost every environment. Venom is a key factor that contributed to the
evolutionary success of spiders. However, little is known about the key players of venoms - toxic
enzymes - in neglected groups of spiders, such as the Avicularia genus. In this work, we analyzed
the venom from the spider Avicularia juruensis, an arboreal mygalomorph spider known as the bird
eating yvyellow-banded pinktoe tarantula. Combining gel filtration chromatography, mass
spectrometry and transcriptomic analysis yielded the identification of metalloproteinases in A.
Juruensis venom. These enzymes showed conserved domains typical from ADAMs, MMPs and
astacin-like metallopeptidases. The active site of one metalloproteinase with caseinolytic activity is
composed by the HMxxHxxGxxH motif, similar to that observed in ADAMs from Limulus
polyphemus (Xiphosura, Limulidac) and Polistes canadensis (Hymenoptera, Vespidae). The
substitution of a methionine in the site where a glutamate is usually found apparently does not affect
this enzyme function. In conclusion, metalloproteinases in the venom of Avicularia juruensis are
described for the first time in this work. We suggest these metalloproteinases play an important role
in pre-oral digestion and may contribute to their venom toxicity.

Keywords: ADAM toxins; Avicularia juruensis; enzymes; metalloproteinases; spider venom

1. Introduction

Spiders are one of the most diverse groups of terrestrial animals, with the oldest known
fossil record dating 300 million years ago, from the Carboniferous period [1]. They are distributed
all over the world and inhabit almost every environment, with the exception of Earth poles and
oceans [2]. Venom production is a key adaptation that contributed to spider’s evolutionary success,
since it is used both for predation and self-defense. Thus, spider venoms are the product of millions
years of evolution and constituted by a complex mixture of highly diverse toxins [1,3].

Six groups of molecules can be found in spider venoms: low molecular mass compounds,
acylpolyamines, linear peptides, cysteine-rich mini-proteins, large proteins and enzymes. Enzymes
have a wide variety of activities and perform two significant tasks: destroy the extracellular matrix
and the cell membranes, facilitating the entry of other toxins, as well as initiating pre-oral digestion
of preys [4].

Avicularia juruensis [5] is an arboreal species endemic from the Amazon rainforest region
and that belong to the Theraphosidae family [6]. A. juruensis has broad feeding habits, preying on
invertebrates and small vertebrates, including bird chicks. Thus, their venom might be a potential
source of enzymes toxic to vertebrates.

However, venoms of Theraphosidae spiders are poorly studied, with only 226 toxin
sequences described for approximately 20 species [7]. Therefore, the study of venoms in this family
is important to describe their composition and, eventually, identify molecules with biotechnological
applications. For instance, our group has previously identified U-theraphotoxin-Ajula, a putative
neurotoxin from A. juruensis that shows pharmaceutical potential as a candidate antifungal drug and
possibly as a template for the development of cardiovascular and neuromodulatory drugs [8].

Here, we combined mass spectrometry and transcriptomic analysis to identify enzymes in
the venom of A. juruensis. One isolated enzyme showed proteolytic activity on casein, and
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bioinformatics analysis revealed conserved domains and similarities with metalloproteinases from
other arthropods species. Another five metalloproteinases were identified using only predicted
proteins from the transcriptome. These enzymes have similarities with ADAMs, MMPs and astacin-
like metallopeptidases. Our results suggest, for the first time, the presence of metalloproteinases in
the venom of the arboreal spider A. juruensis.

2. Materials and Methods
(a) Spiders and venom milking

Spiders were collected in the cities of Porto Velho and Monte Negro, Rondénia, Brazil,
under license Permanent Zoological Material no.11024-3-IBAMA and Special Authorization for
Access to Genetic Patrimony no.010345/2014-0. They were kept in the biotherium of the
Laboratory of Applied Toxinology at Butantan Institute (Sdo Paulo, Brazil) and were fed with
cockroaches and meat every 15 days, with water at ease.

Venom was extracted by electrical stimulation as described by Rocha-e-Silva et al. [27].
The shocks (15-30 V, 10 Hz for 2 ms) were delivered with an electrical stimulator. After milking,
the venom yield was centrifuged and the supernatant was lyophilized and stored at -80 °C.

(b) Enzymes isolation

Avicularia juruensis crude venom (10 mg) was dissolved in 700 pL of ammonium acetate
buffer (50 mM) and centrifuged at 16,000 xG for 5 minutes to remove the insoluble materials. The
clear supernatant was fractionated by a Superose” 12 HR 10/300 gel filtration column (11 pm; 10
mm x 300 mm) (GE Healthcare, Chicago, Illinois, EUA), with an isocratic elution of the same
buffer cited before. Fractions of 1 mL/tube were automatically collected at a flow rate of 1
mL/minute, during 36 minutes, using an AKTA-Purifier chromatographic system (GE Healthcare).
The elution profile was determined by monitoring the absorbance at 280 nm. The obtained fractions
were lyophilized and stored at -80 °C.

(¢) Proteolytic activity assays

The fractions isolated by gel filtration chromatography were dissolved in 200 pL of
ultrapure water, 20 uL aliquots were collected and applied into microcentrifuge tubes. 5 uL of 2%
(m/v) casein solution and 8 pL of buffer solution (100 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl,, pH 8.8) were
added. The samples were incubated at 37 °C for 3 hours. 25 pg of Bothrops jararaca venom was
used as positive control, whereas the casein solution, incubated just with buffer solution, was
employed as negative control. After, the degradation profile of casein was evaluated by
clectrophoresis, using the method described by Laemmli [28]. Samples were applied into 12%
polyacrylamide gels under reduced conditions. The silver staining was made using the method
described by Bassam et al. [29].

(d) Measure of sample concentration

The concentration of fractions with caseinolytic activity was measured in the equipment
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, EUA), using a wavelength
280 nm.

(e) Protein digestion in solution (reduction, alkylation and trypsinization)

Fractions that showed caseinolytic activity were reduced, alkylated and trypsinized using
the method described by Stone ef al. [30]. Approximately 30 pg of the samples was resuspended in
20 uL of a solution of 8 M urea and 0.4 M ammonium bicarbonate, to which 5 pL of 45 mM
dithiothreitol was added and incubated at 50 °C for 15 minutes. After cooling at room temperature,
5 uL of 100 mM iodoacetamide was added and incubated at room temperature for 15 minutes,
protected from light. 130 puL of ultrapure water and trypsin (Sigma-Aldrich, Merck Millipore,
Billerica, Massachusetts, EUA) was added in a 1:25 (enzyme/protein) ratio. Samples were
incubated at 37 °C for 24 hours and digestion was stopped by adding trifluoroacetic acid (TFA)
0.1%. After protein digestion, the sample was desalinated by ZipTip® Pipette Tips (Merck
Millipore) with a unique elution step using acetonitrile (ACN) 80%. Purified sample was
concentrated in a vacuum centrifuge and then analyzed by tandem mass spectrometry.
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(f) Mass spectrometry

Trypsinized samples were resuspended in formic acid 0.1% and analyzed by LC-MS/MS in
a LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific) linked to a liquid nano-chromatography system Easy-
nLCII (Thermo Scientific). For the chromatographic step, 5 pL of each sample were automatically
applied in a CI8 pre-column (100 pm I.D. x 50 mm; Jupiter 10 um, Phenomenex Inc., Torrance,
California, USA) coupled to a C18 analytical column (75 pum ILD. x 100 mm; ACQUA 5 pm,
Phenomenex Inc.). Samples were eluted using gradients of solution B (0.1% formic acid in ACN) as
follows: 5%-95% B over 15 min, 95% B for 5 min, 95%-5% B for 1 min and 5% B for 19 more min
at a flow rate of 200 nL/min. The cluate was electro-sprayed at 2 kV and 200 °C in positive ion
mode. Mass spectra were acquired by FTMS analyzer, the mass scan interval considered for full
scan (MS1) was 200-2000 m/z (60,000 resolution at 400 m/z) and the instrument was operated on
Data Dependent Acquisition, where the five most intense ions per scan were selected for
fragmentation by Collision Induced Dissociation. The minimum threshold for selecting an ion for a
fragmentation event (MS2) was set to 5000 cps. The dynamic exclusion time used was 15 s
repeating in intervals of 30 s.

(g) cDNA library construction

Venom glands of 5 adult female spiders were removed 72 h after the venom milking. They
were homogenized in Polytron® Tissue Homogenizer (Kinematica, Luzern, Switzerland) and the
total RNA was extracted using TRIzol® reagent (Thermo Fisher Scientific Inc.). The RNA integrity
was assessed using an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, California,
EUA) with the RNA 6000 Nano assay. mRNA was extracted with an oligo (dT) using Dynabeads”
mRNA DIRECT kit (Thermo Fisher Scientific Inc.). mRNA was quantified by Quant-iT™
RiboGreen® RNA reagent and Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) and the integrity of mRNA was
evaluated in a 2100 Bioanalyzer, picochip series (Agilent Technologies). cDNA library were
prepared following the standard TruSeq RNA Sample Prep Kit protocol (Illumina, San Diego,
California, EUA). The cDNA libraries were sequenced on the Illumina HiSeq 1500 System, into a
rapid paired end flowcell in a 300 cycles of 2*150 bp paired end technique, according to the
standard manufacturer's protocol (Illumina). The reads were filtered and trimmed with fastq-mcf
version 1.04.662 [31]. First, we applied a quality filter by trimming reads using mean Phred quality
scores below 25, reads covered for more than 90% of homopolymer or low complexity, reads with
at least 5 N's or 5 poly-A/T's and adapters in the ends, and removing reads with minimum length of
40 after trimming, and assembled by Trinity (version r20131110) [32], with parameters: --CuffFly
and —min_contig_length=300. Reads were combined, and the minimum sequence length in the
assembly was set to 300 bp.

(h) Bioinformatics

The MS and MS/MS spectras were analyzed in PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions Inc.,
Waterloo, Ontario, Canada) using the function PEAKS DB (Database Searching) against a database
of proteins predicted from the transcriptome of the venom gland of Avicularia juruensis. To the
identification of potential coding regions within reconstructed transcripts, and construction of the
predicted proteins database, was used the TransDecoder software (version r20140704). Analysis
was performed with error tolerances of 10 ppm and 0.6 Da for precursor and fragment ions,
respectively, with Trypsin enzyme specificity. Cysteine carbamidomethylation was considered as a
fixed modification, whereas N-terminal acetylation and methionine oxidation were considered as
variable modifications.

To identify the class of enzymes, the contigs that showed similarity with the fragments
identified in mass spectrometry analysis were submitted to searches using InterPro [9] and BLASTP
[10] with default parameters.

In order to find others metalloproteinases, based on the predicted proteins from the
transcriptome, were made searches using the patterns: “HE[A-Za-z]{2}H[A-Za-z]{2}G[A-Za-
z]{2}H” and “HM[A-Za-z]{2}H[A-Za-z]{2}G[A-Za-z]{2}H”. The metalloproteinases identified
were also submitted to searches using InterPro [9] and BLASTP [10] with default parameters.

The complete sequence of different types of metalloproteinases were obtained on NCBI
database [33] and employed to identify similar sequences on enzymes from the A. juruensis venom.
The alignments were made in SeaView [34] and the coloring was made using Boxshade
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(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). The identity and similarities percentages
were calculated by SIAS server using default parameters (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html).

3. Results
(a) Fractions with proteolytic activity on casein

Venom was fractionated by gel filtration chromatography. Fractions 7, 8 and 9 showed
proteolytic activity on casein (Figures 1 and 2).

Figure 1. Chromatographic profile from Avicularia juruensis venom. Crude venom was fractionated in a Superose® 12
HR 10/300 gel filtration column using an AKTA-Purifier chromatographic system (Pharmacia, Sweden), under an
isocratic condition using ammonium acetate buffer (50 mM). The fractions of 1 mL/tube were automatically collected at a
flow rate of 1 mL/minute, during 36 minutes. The elution profile was determined by monitoring the absorbance at 280 nm.
Fractions 7, 8 and 9, indicated by black and gray colours, showed proteolytic activity on casein.

ATWAL CSN Bjar 7 8 9
= =L
260 kDa =5

140 kDa
100 kDa
70 kDa

S0 kDa

40 kDa

35KkDa

a
25 kDa '
®

Figure 2. Electrophoretic profile of casein degradation. The fractions isolated by gel filtration chromatography were
incubated with casein solution. They were applied into 12% polyacrylamide gels to evaluate the casein degradation.
Fractions 7, 8 and 9 (Fig. 1) degraded casein. Bothrops jararaca venom was used as positive control. Casein solution
incubated with buffer solution was employed as negative control. MWM - molecular weight marker (Spectra™ Multicolor
Broad Range Protein Ladder - Thermo Fisher Scientific Inc.), CSN - casein (negative control), a - alpha casein subunit, -
beta casein subunit, k - kappa casein subunit, Bjar - Bothrops jararaca venom (positive control), 7-9 - fractions 7-9,
respectively.

(b) Mass spectrometry analysis

Fractions with protease activity were reduced, alkylated, trypsinized and analyzed by
tandem mass spectrometry. Mass spectra were compared with a database composed by contigs
identified in transcriptomic analysis from the venom gland of A. juruensis. Thus, peptides fragments
that belong to contig Ajur72031_seql0 were identified (Figure 3).
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Ajur72031_seq 10

Fraction 7
MHCNSLLTIR MKIQKMHFSL FSHLPVIFTL LFIICLGNSK KTDLRQLFQN YPRNQELAAN LGTSYEVVYP VQLKVNRFRG
LTTRKISADN AVEHVSNTSF LIEAHQFKIY IDLELNINLL PPTLTQFLIS TTSRQLIDED IENCYYHATV RNRSDSFGAF
RTCSGLSGVL YLEDNVFSIH PLDGDHTSKQ PHLLFHHYQT NEDEWKCDVD DEDEKFHCLQ ERLREIADYG SDIPLRKKYI
ELALIMDQAF FEMHNTPPKE VIGNAIQMIN CADLHYRSLN TSISLVHIEL WTEDVIHVEH NIQONLONLQ EYLAQQYDQR
SMDAIHVLSG ATFNDSVIGT AESNSICTVK AVGITKVGNI HQTHVTSHVI THMLGHNLGM THDHDCCNCP YKSGCHMFNS
IQSAQPFHFS SCSTEDYFRT LRKGYGVCLF NMPMLRESIC GNGILETGEE CDCGTSEVCK NSDSCCDHIT CKFVKNAQCS
SGPCCDKCKP RSPAFVCRPA KGECDIPEYC DGKNGQCPLD LFMKNGILCA GGNGYCYQGN CPVINDQCKQ LWGSDSETAD
BVCYQKLNVQ GTPNGNCGLD RKGGYIKCSE ENTPCGSLOC KHGEKVPISS RSTVQFKINK VHQEGKTHEC KAAPSLVDKD
NEVHYGLVKD GTKCGYQSVC VNRTCTSLKHNI¥VSGRGPRDS SSYKPCSGHG VCTNINTCYC DEGWMGHDCS RQSDDESTET

TSEADILDNA EYVRRAFTVG SRSSAAGTNL|ATAVVATSTV IGVVLVICFT ALFIHRKSK
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Fraction 8
MHCNSLLTIR MKIQKMHFSL FSHLPVIFTL LFIICLGNSK KTDLRQLFQN YPRNQELAAN LGTSYEVVYP VQLKVNRFRG
LTTRKISADN AVEHVSNTSF LIEAHQFKIY IDLELNINLL PPTLTQFLIS TTSRQLIDED IENCYYHATV RNRSDSFGAF
RTCSGLSGVL YLEDNVFSTH PLDGDHTSKQ PHLLFHHYQT NEDEWKCDVD DEDEKFHCLQ ERLRETADYG SDTPLRKKYT
ELALIMDQAF FEMHNTPPKE VIGNAIQMIN CADLHYRSLN TSISLVHIEL WTEDVIHVEH NIQQONLONLQ EYLAQQYDQR
SMDAIHVLSG ATFNDSVIGT AESNSICTVK AVGITKVGNI HQTHVTSHVI THMLGHNLGM THDHDCCNCP YKSGCHMFNS
IQSAQPFHFS SCSTEDYFRT LRKGYGVCLF NMPMLRESIC GNGILETGEE CDCGTSEVCK NSDSCCDHIT CKFVKNAQCS
SGPCCDKCKP RSPAFVCRPA KGECDIPEYC DGKNGQCPLD LFMKNGILCA GGNGYCYQGN LWGSDSETAD

PVCYQKLNVQ GTPNGNCGLD RKGGYIKCSE ENTPCGSLQC KHGEKVPISS RSTVQFKINK|VHQEGKTHEC KAAPSLVDKD
NEVHYGLVKD GTKCGYQSVC VNRTCTSLKN YVSGRCPKDS SSYKPCSGHG VCTNINTCYC |DEGWMGHDCS RQSDDESTET
TSEADILDNA EYVRRAFTVG SRSSAAGTNL AIAVVATSTV IGVVLVICFT ALFIHRKSK

I EIEI I

preise)

YY H3

b2 2-H20 ﬁ’l

venll L, L1 T -
100 200 200 400 500 600

Fraction 9
MHCNSLLTIR MKIQKMHFSL FSHLPVIFTL LFIICLGNSK KTDLRQLFQN YPRNQELAAN LGTSYEVVYP VQLKVNRFRG
LTTRKISADN AVEHVSNTSF LIEAHQFKIY IDLELNINLL PPTLTQFLIS TTSRQLIDED IENCYYHATV RNRSDSFGAF

meo PHLLFHHYQT NEDEWKCDVD DEDEKFHCLQ ERLREIADYG SDIPLRKKYI

ELALIMDQAF FEMHNTPPKE|VIGNAIQMIN CADLHYRSLN TSISLVHIEL WTEDVIHVEH NIQONLONLQ EYLAQQYDQR
SMDAIHVLSG ATFNDSVIGT|AESNSICTVK AVGITKVGNI HQTHVTSHVI THMLGHNLGM THDHDCCNCP YKSGCHMFNS
101 IQSAQPFHFS SCSTEDYFRT|LRKGYGVCLF NMPMLRESIC GNGILETGEE CDCGTSEVCK NSDSCCDHIT CKFVKNAQCS
4 SGPCCDKCKP RSPAFVCRPA|KGECDIPEYC DGKNGQCPLD LFMKNGILCA GGNGYCYQGN CPVINDQCKQ LWGSDSETAD
PVCYQKLNVQ GTPNGNCGLD|RKGGYIKCSE ENTPCGSLQC KHGEKVPISS RSTVQFKINK VHQEGKTHEC KAAPSLVDKD
NEVHYGLVKD GTKCGYQSVC|VNRTCTSLKN YVSGRCPKDS SSYKPCSGHG VCTNINTCYC DEGWMGHDCS RQSDDESTET
TSEADILDNA EYVRRAFTVG|SRSSAAGTNL AIAVVATSTV IGVVLVICFT ALFIHRKSK
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Figure 3. Complete amino acid sequence of contig Ajur72031 seql0, obtained by transcriptomic analysis from 4.
juruensis venom glands. Tryptic peptides identified by mass spectrometry in the fractions 7, 8 and 9 are highlighted by
gray shadows. Their mass spectra are indicated into the boxes. The post-translational modifications (N-terminal
acetylation and cysteine carbamidomethylation) are also indicated with colored boxes. Figures were generated in Peaks
7.5 (Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, Ontario, Canada).

(¢) Bioinformatics analysis

Conserved domains and similarities with others molecules were identified by InterPro [9]
and BLASTP [10]. The contig Ajur72031_seql0 has the conserved domains Pep_M12B_propep,
ZnMc_adamalysin_II_like/Reprolysin, Disintegrin and ACR/ADAM_CR (Figure 4).
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Figure 4. Conserved domains of the contig Ajur72031_seql0 generated in BLASTP alignments [10]. It has the conserved

domains Pep M12B propep, ZnMc_adamalysin_II like/Reprolysin, Disintegrin and ACR/ADAM_CR. The active site
(HMxxHxxxxxH) is indicated.

The contig Ajur72031_seq10 showed similarities with ADAMs proteins (A Disintegrin And
Metalloproteinase) from other arthropods species, mainly the horseshoe crab Limulus polyphemus
and the wasp Polistes canadensis. The alignment and comparison of the contig with three types of
ADAMs proteins (NCBI Reference Sequences: gi|926630664, gi|926637610 and gi|954573061)
showed identity percentages of, approximately, 38% (Figure 5). When the comparison was made
between amino acid residues located in the active site region, the identity percentages varied from
72% to 81% and the similarity percentages are 90.9%.

The alignment and comparison of the contig with a snake venom metalloproteinase (SVMP)
from Echis coloratus (gi|297593890) showed lower identity percentage: 29.96%. When compared
to an Astacin-like metalloproteinase from the venom of the brown spider Loxosceles intermedia
(gi/122130019), the contig showed similarly low identity percentage: 19.31% (Figure 5). Despite
the low identity percentages, when the comparison was made between amino acid residues located
in the active sites regions, the identity and similarity percentages are higher than 54%.

For the metalloproteinases standard BLASTP searches did not result in any conclusive
findings. As an alternative to BLASTP search, regular expression in combination with Perl
Programming language was implemented and applied. In this approach, any user-predefined pattern
can be searched against a protein FASTA database. In order to identify others metalloproteinases ,
based on the predicted proteins, were made searches using the patterns: “HE[A-Za-z]|{2}H[A-Za-
z]{2}G[A-Za-z]{2}H” and “HM[A-Za-z|{2}H[A-Za-z]{2} G[A-Za-z]{2}H”. Thus, five other
contigs with active site typical to metalloproteinases were identified: Ajur8793_seql,
Ajurl6413_seql, Ajur64801_seq2, Ajur66621_seql and Ajur76134_seql. They have conserved
domains common to ADAMs, MMPs (Matrix Metalloproteinases) and astacin-like
metallopeptidases from other arthropods species (Figure 6).

The contig Ajur8793_seql has the conserved domain ZnMc superfamily, a region typical
for zinc-dependent metalloproteases. It showed 98% of identity with an ADAMTS (ADAM with
thrombospondin motif) from the spider Stegodyphus mimosarum. Contig Ajurl6413_seql presents
the same conserved domain and 48% of identity with an astacin-like metallopeptidase from the
yellow scorpion Tityus serrulatus. As Ajur72031_seql0, the contig Ajur64801_seql possesses the
domains Pep_M12B_propep and ZnMc superfamily and showed similarities with ADAMs from the
horseshoe crab Limulus polyphemus. Finally, the contigs Ajur66621_seql and Ajur76134 seql
showed typical domains of MMPs and similarities with these type of enzymes from the spiders
Parasteatoda tepidariorum and Stegodyphus mimosarum, with identity percentages higher than
60%.

The alignment and comparison of contigs with same metalloproteinases, which were made
the alignments of Ajur72031_seql0, showed higher similarity between amino acid residues from
active sites (Figure 7), with identity and similarity percentages higher than 45%.
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Figure 5. Alignment of amino acid sequences of contig Ajur72031 seql0 with ADAMs proteins from Limulus
polyphemus and Polistes canadensis, a SVMP from the venom of Echis coloratus and an Astacin-like metalloproteinase
from the venom of Loxosceles intermedia. Variations in gray scale indicate levels of percent identity of the residues in
each column with consensus sequence. The identity percentages, compared to first sequence, are indicated in the end of
amino acid sequences. The symbol (-) represents gaps to improve the alignment. The active sites are indicated by a black
line. gi/926630664 - disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 11-like (Limulus polyphemus),
£i/926637610 - disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 9-like (Limulus polyphemus), gi|954573061 -
disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 11 isoform X12 (Polistes canadensis), gi122130019 -
Loxosceles astacin-like protease 1 and gi[297593890 - metalloproteinase (Echis coloratus).
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Figure 6. Conserved domains of the contigs Ajur8793_seql, Ajurl6413 seql, Ajur64801_seq2, Ajur66621_seql and
Ajur76134_seql generated in BLASTP alignments [ 10]. Contigs Ajur8793_seql and Ajurl6413_seql have the conserved
domain ZnMc superfamily. Ajur64801 seq? possesses same domain and also Pep MI2B_propep superfamily.
Ajur66621_seql possesses domains ZnMc_MMP/ Peptidase M10 and HX superfamily. And the contig Ajur76134_seql
has the same domains and also PG_binding_1 superfamily. All of them have the active site composed by HExxHxxxxxH
motif, which is also indicated.
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Figure 7. Alignment of amino acid sequences of contigs Ajur8793 seql, Ajurl6413 seql, Ajur64801 seq2,
Ajur66621 seql and Ajur76134 seql with ADAMs proteins from the horseshoe crab Limulus polyphemus, the wasp
Polistes canadensis, a SVMP from the snake Echis coloratus and an Astacin-like metalloproteinase from the venom of the
brown spider Loxosceles intermedia. Variations in gray scale indicate levels of percent identity of the residues in each
column with consensus sequence. The symbol (-) represents gaps to improve the alignment. A black line indicates the
active sites. 2i[926630664 - disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 11-like (Limulus polyphemus),
2i/926637610 - disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 9-like (Limulus polyphemus), gi|954573061 -
disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 11 isoform X12 (Polistes canadensis), gil22130019 -
Loxosceles astacin-like protease 1 and gi[297593890 - metalloproteinase (Echis coloratus).

4. Discussion

In this work, we identified 3 fractions from the venom of spider Avicularia juruensis with
proteolytic activity on casein. By mass spectrometry and transcriptomic analysis we revealed that
these fractions correspond to 1 contig: Ajur72031_seql0.

Analysis by InterPro [9] and BLASTP [10] indicated that this contig is a metalloproteinase,
with conserved domains typical from ADAMSs. Metalloproteases are proteolytic enzymes, which
activity is dependent on divalent ions at their catalytic center, usually zinc, but sometimes nickel,
manganese or cobalt [11]. They are common in several animal venoms, such as snakes, brown
spiders and scorpions, and may act in cell proliferation, differentiation and in extracellular matrix
remodeling [12]. The metal-binding residues present in the catalytic center are mostly histidines,
aspartates and glutamates. For ADAMs, the active site is characteristically composed by the
HExxHxxGxx(H,D) motif [11]. Histidines are involved in metal binding, which is necessary for the
catalytic activity [13]. A general/base acid, mostly a glutamate, is found close to the catalytic metal
binding and is required for catalysis [11]. The contig Ajur72031 seql0 has an active site composed
by the HMxxHxxGxxH motif, similar to ADAMs from the non-venomous horseshoe crab Limulus
polyphemus (NCBI reference sequence: gi[926630664 and gi/926637610) and the wasp Polistes
canadensis (NCBI reference sequence: gi:954573061). Our results suggest that the substitution of
glutamate for methionine, a non-polar aliphatic amino acid, does not affect the proteolytic function
of these metalloproteinase from A. juruensis venom,
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ADAMs (also called adamalysins or reprolysins) are a family of proteins with
approximately 750 amino acids in length. Their domain structure is responsible for their variety of
functions, including proteolytic, adhesive and putative signalling activities. They have been
identified in many species, from the protozoans to vertebrates [14,15,16]. These proteins, also
known as metalloendopeptidases, belong to the M12B adamalysin protease subfamily in the
MEROPS classification [15], which includes also ADAMTSs and class P-IIl SVMP [11,17].

Another five metalloproteinases were identified examining only the results obtained by
transcriptomic analysis of A. juruensis venom gland. The contig Ajur64801_seql has conserved
domains typical from ADAMs and, as well as Ajur72031_seql0, showed similarities with these
type of enzymes from horseshoe crab Limulus polyphemus. Contig Ajur8793_seql presented
similarities with ADAMTS, a subclass of ADAMs, from spider Stegodvphus mimosarum.
Ajurl6413_seql possesses identity with an astacin-like metallopeptidase from 7ityus serrulatus.
The astacin family of metalloproteases is involved in the activation of growth factors, degradation
of polypeptides and the processing of extracellular molecules, as well as, digestive process [18].
The contigs Ajur66621_seql and Ajur76134 _seql showed typical domains and similarity with
MMPs from the spiders Parasteatoda tepidariorum and Stegodyphus mimosarum. The MMPs, also
known as matrixins, are proteinases capable to degrade all components of the extracellular matrix
[19].

The presence of several types of enzymes, such as, hyaluroidases, collagenases and
sphingomyelinase D, is already known in spider venoms [4]. Metalloproteinases have been found in
venoms from the arancomorph spider families Araneidae, Nephilidae, Sparassidae, Lycosidae,
Sicariidae [20], including the species Latrodecius spp. [21], Loxosceles spp. [22], Parawixia
bistriata [23] and Hippasa partita [24]. Regarding mygalomorph spiders from the Theraphosidae
family, the presence of metalloproteinases has already been described in venoms from
Grammostola  inhering (25| and Haplopelma hainanum [26]. Thus, the presence of
metalloproteinases in the venom of Avicularia juruensis is described for first time in this work.
Because this arboreal species has broad feeding habits, preying a wide variety of invertebrates and
small vertebrates including bird chicks, we suggest that these metalloproteinases in their venom are
likely involved in a key role during pre-oral digestion.

5. Conclusion

The study of Theraphosidae spider venom is important to describe its composition, since
this group is less studied in comparison to spiders with medical importance, such as Latrodectus
spp. [21] and Loxosceles spp. [22]. In addition to their biological importance, the study of these
venoms can, eventually, result in identification of molecules with biotechnological applications,
such as the U-theraphotoxin-Ajula from A. juruensis with potential de develop antifungal drugs [8].
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Chromatographic profile from Avicularia juruensis venom. Crude venom was fractionated in a Superose® 12
HR 10/300 gel filtration column using an AKTA-Purifier chromatographic system (Pharmacia, Sweden),
under an isocratic condition using ammonium acetate buffer (50 mM). The fractions of 1 mL/tube were

automatically collected at a flow rate of 1 mL/minute, during 36 minutes. The elution profile was determined

by monitoring the absorbance at 280 nm. Fractions 7, 8 and 9, indicated by black and gray colours, showed

proteolytic activity on casein.
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44 Electrophoretic profile of casein degradation. The fractions isolated by gel filtration chromatography were
45 incubated with casein solution. They were applied into 12% polyacrylamide gels to evaluate the casein
46 degradation. Fractions 7, 8 and 9 (Fig. 1) degraded casein. Bothrops jararaca venom was used as positive
47 control. Casein solution incubated with buffer solution was employed as negative control. MWM - molecular
weight marker (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder - Thermo Fisher Scientific Inc.), CSN -
casein (negative control), a - alpha casein subunit, B - beta casein subunit, k - kappa casein subunit, Bjar -
49 Bothrops jararaca venom (positive control), 7-9 - fractions 7-9, respectively.
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highlighted by gray shadows. Their mass spectra are indicated into the boxes. The post-translational
modifications (N-terminal acetylation and cysteine carbamidomethylation) are also indicated with colored
boxes. Figures were generated in Peaks 7.5 (Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, Ontario, Canada).
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Conserved domains of the contig Ajur72031_seq10 generated in BLASTP alignments [10]. It has the
19 conserved domains Pep_M12B_propep, ZnMc_adamalysin_II_like/Reprolysin, Disintegrin and

20 ACR/ADAM_CR. The active site (HMxxHxxxxxH) is indicated.
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Alignment of amino acid sequences of contig Ajur72031_seq10 with ADAMs proteins from Limulus
polyphemus and Polistes canadensis, a SVMP from the venom of Echis coloratus and an Astacin-like
metalloproteinase from the venom of Loxosceles intermedia. Variations in gray scale indicate levels of
percent identity of the residues in each column with consensus sequence. The identity percentages,
compared to first sequence, are indicated in the end of amino acid sequences. The symbol (-) represents
gaps to improve the alignment. The active sites are indicated by a black line. gi|926630664 - disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 11-like (Limulus polyphemus), gi|926637610 - disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 9-like (Limulus polyphemus), gi|954573061 - disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 11 isoform X12 (Polistes canadensis), gi122130019 -
Loxosceles astacin-like protease 1 and gi|297593890 - metalloproteinase (Echis coloratus).
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133

Conserved domains of the contigs Ajur8793_seql, Ajuri6413_seql, Ajur64801_seq2, Ajur66621_seql and

Ajur76134_seql generated in BLASTP alignments [10]. Contigs Ajur8793_seql and Ajur16413_seql have
the conserved domain ZnMc superfamily. Ajur64801_seq2 possesses same domain and also
Pep_M12B_propep superfamily. Ajur66621_seql possesses domains ZnMc_MMP/ Peptidase M10 and HX

superfamily. And the contig Ajur76134_seql has the same domains and also PG_binding_1 superfamily. All

of them have the active site composed by HExxHxxxxxH motif, which is also indicated.
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Alignment of amino acid sequences of contigs Ajur8793_seql, Ajur16413_seql, Ajur64801_seq2,
Ajur66621_seql and Ajur76134_seql with ADAMs proteins from the horseshoe crab Limulus polyphemus,
the wasp Polistes canadensis, a SVMP from the snake Echis coloratus and an Astacin-like metalloproteinase
from the venom of the brown spider Loxosceles intermedia. Variations in gray scale indicate levels of
percent identity of the residues in each column with consensus sequence. The symbol (-) represents gaps to
improve the alignment. A black line indicates the active sites. gi|926630664 - disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 11-like (Limulus polyphemus), gi|926637610 - disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 9-like (Limulus polyphemus), gi|954573061 - disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 11 isoform X12 (Polistes canadensis), gi122130019 -
Loxosceles astacin-like protease 1 and gi|297593890 - metalloproteinase (Echis coloratus).
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