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RESUMO 

 

Nascimento SM. Moléculas bioativas do veneno da aranha migalomorfa Avicularia juruensis. 

[dissertação (Mestrado em Biotecnologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo; 2016. 

 

As aranhas são animais que habitam diversos ambientes e essa ampla distribuição sugere que 

elas possuam mecanismos de defesa eficientes, um deles é a produção de veneno, que é 

produto de vários anos de evolução e tem diversidade molecular estimada em até 12 milhões 

de compostos. Os venenos de aranhas podem vir a ser boas fontes de moléculas com potencial 

terapêutico e biotecnológico, já que contêm grande número 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 peptídeos 

antimicrobianos - PAMs e enzimas. O veneno foi extraído por estimulação elétrica e, através 

das técnicas de cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa, ensaio de 

inibição do crescimento microbiano em meio líquido e análise por espectrometria de massas, 

foram identificados e caracterizados sete PAMs: Avilina, que apresentou ação antimicrobiana 

contra Escherichia coli SBS 363; Juruína (já descrita em outro trabalho) e Juruína_2 (uma 

isoforma da Juruína), que impediram o crescimento de todos os microrganismos testados; 

Avinina, Aviensina, Juruenina e Juruensina, que foram eficazes contra as bactérias E. coli 

SBS 363 e Micrococcus luteus A270. Todos esses peptídeos possuem o motivo “nó 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 terafosídeas foi 

possível observar que em todos eles há a presença de proteínas com massa molecular acima 

de 100 kDa, com massa aproximada de 40-45 kDa e menores que 15 kDa. Apesar das 

semelhanças observadas, cada espécie tem um perfil eletroforético específico para seu 

veneno, que pode ser resultado evolutivo da diversidade alimentar de cada indivíduo. Através 

dos testes de zimografia e ensaio de atividade caseinolítica observou-se que o veneno de A. 

juruensis é capaz de degradar a caseína. Utilizando espectrometria de massas e análise 

transcriptômica foi possível identificar uma metaloproteinase, que possui domínios 

conservados típicos de proteínas do tipo ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase). 

Diferentemente da maioria, esta metaloproteinase possui sítio ativo composto pela sequência 

HMxxHxxGxxH, com uma metionina no lugar do ácido glutâmico, o que parece não afetar 

sua ação proteolítica. Avaliando os resultados da análise transcriptômica foram identificadas 

outras cinco metaloproteinases. Elas possuem domínios conservados comuns de ADAMs, 

MMPs (Matrix Metalloproteinases) e metalopeptidases do tipo astacina-like. A presença de 

todas estas enzimas é, provavelmente, importante para a digestão extracorpórea do alimento, 

visto que esta aranha geralmente consome pequenas aves. Os resultados obtidos mostram que 

o veneno de A. juruensis é rico em compostos de diferentes naturezas que, futuramente, 

podem vir a ter uma aplicação biotecnológica. O estudo de venenos de aranhas da família 

Theraphosidae é bastante importante, visto que este é um grupo pouco estudado em 

comparação a aranhas de importância médica, como as do gênero Latrodectus e Loxosceles. 

 

Palavras-chave: Avicularia juruensis. Veneno. Moléculas bioativas. Peptídeos 

antimicrobianos - PAMs. Metaloproteinase.  



 
 

ABSTRACT 

 

Nascimento SM. Bioactive molecules from the venom of mygalomorph spider Avicularia 

juruensis. [Master thesis (Biotechnology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São 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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Å  Ångström 
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Da  Dalton 

Hz   Hertz 

kDa   Quilodalton 

kV  Quilovolts 

M  Molar 

mAU  Mili unidade de absorbância 

mg  Miligrama 

mg/mL  Miligrama por mililitro  

mL  Mililitro 

mL/minuto Mililitro por minuto 

mM  Milimolar  

mm  Milimetro 

ms  Milissegundo 

mV  Milivolts 



 
 

m/v  Massa/volume 

m/z  Massa/carga 

nL  Nanolitro 

nL/min  Nanolitro por minuto 
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pb  Pares de bases 

ppm  Partes por milhão 

v/v   Volume/volume 

V  Volts 

xG   Gravidade 

 

Elementos químicos 

Ca
2+

  Íon de cálcio 

CaCl2  Cloreto de cálcio 

CO2  Dióxido de carbono 

HCl  Ácido clorídrico 

K
+  

Íon de potássio 

KCl  Cloreto de potássio 

KH2PO4 Fosfato monopotássico 

MgCl2  Cloreto de magnésio 

NaCl  Cloreto de sódio 

Na2HPO4 Fosfato dissódico 

SDS  Dodecil-sulfato de sódio 

Zn  Zinco 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As aranhas formam um dos mais diversos grupos de animais terrestres, com seu 

registro fóssil mais antigo datando de 300 milhões de anos atrás, no período Carbonífero 

(Rash, Hodgson, 2002). Elas pertencem ao subfilo Chelicerata, o qual engloba animais 

caracterizados por possuírem o corpo dividido em cefalotórax e abdômen e não possuírem 

antenas, característica mais peculiar do grupo. O primeiro par de apêndices destes animais são 

estruturas alimentares denominadas quelíceras e o segundo par é chamado de pedipalpos, que 

é modificado para realizar funções variadas. Os pedipalpos são seguidos por quatro pares de 

pernas (Ruppert, Barnes, 1996) (Figura 1). 

 

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

 

O subfilo Chelicerata é dividido em três classes: Arachnida, Merostomata e 

Pycnogonida (Ruppert, Barnes, 1996). As aranhas pertencem à Classe Arachnida, Ordem 

Araneae e são subdivididas em três subordens: Mesothelae, Mygalomorphae e 

Araneomorphae (Foelix, 2011).  

 A subordem Mesothelae agrupa aranhas que são consideradas primitivas por 

possuírem o abdômen segmentado. A família Liphistiidae é a única desta subordem que ainda 

possui espécies viventes, ela engloba 8 gêneros e 96 espécies, sendo que a sua distribuição é 

limitada ao Sudeste e Leste da Ásia (World Spider Catalog, 2016; Xu et al., 2015). 

 A subordem Mygalomorphae é também chamada de Orthognatha, em referência ao 

alinhamento paralelo das quelíceras das aranhas pertencentes a esse grupo (orto = ângulo 

quase totalmente reto; gnata = maxilar, queixo), característica que pode ser observada na 

Figura 2. Ela abrange todo o grupo de aranhas conhecidas como “caranguejeiras” ou 

“tarântulas”, que são, em sua maioria, animais grandes, com glândulas de veneno pequenas 

posicionadas no segmento basal das quelíceras (Foelix, 2011; Kuhn-Nentwig et al., 2011). 
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Atualmente, as aranhas migalomorfas estão organizadas em 16 famílias (World Spider 

Catalog, 2016). 

  

 
Figura 2 - Disposição das quelíceras de aranhas migalomorfas. A) Foto detalhando a disposição paralela das 
quelíceras. B) Ilustração indicando como ocorre a movimentação das quelíceras. Fonte: Foelix, 2011. 

 

 A subordem Araneomorphae é também denominada Labidognatha, em referência ao 

alinhamento perpendicular das quelíceras das aranhas pertencentes a esse grupo (labido = 

pinça; gnata = maxilar, queixo) (Figura 3). Ela agrupa aranhas que são conhecidas como 

“aranhas verdadeiras”, as quais possuem glândulas de veneno muito longas, que alcançam a 

parte interna do cefalotórax, e produzem venenos bastante tóxicos, o que levou à possibilidade 

de subjugarem presas maiores (Foelix, 2011; Kuhn-Nentwig et al., 2011). Atualmente, as 

araneomorfas estão divididas em 97 famílias, que englobam, aproximadamente, 85% de todas 

as espécies conhecidas (World Spider Catalog, 2016). 

 

 
Figura 3 - Disposição das quelíceras de aranhas araneomorfas. A) Foto detalhando a disposição perpendicular 

das quelíceras. B) Ilustração indicando como ocorre a movimentação das quelíceras. Fonte: Foelix, 2011. 

 

As aranhas formam um dos grupos mais diversificados em número de espécies, com 

mais de 46 mil espécies descritas, e estão entre os 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 regiões mais altas, com exceção do ar, oceanos e polos. Algumas, inclusive, 

se adaptaram a viver próximas ao homem (Escoubas et al., 2000; Foelix, 2011). Por terem 

uma ampla distribuição e sucesso nos ambientes em que são encontradas, é certo que as 
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aranhas possuem mecanismos eficientes de defesa contra patógenos. Sendo assim, é possível 

afirmar que parte do seu êxito na colonização 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 produção de veneno bastante tóxico, 

empregado para capturar presas e como proteção contra possíveis predadores. Esse veneno é 

produto de milhões de anos de evolução e é constituído 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 proteínas ricas em 

cisteína, proteínas grandes, enzimas e peptídeos lineares (descritos na Tabela 1) (Nentwig, 

Kuhn-Nentwig, 2013). Esses compostos podem agir como neurotoxinas, citotoxinas e/ou 

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

 

Tabela 1 - Componentes principais de venenos de aranhas: massas moleculares, função, distribuição entre 
diferentes famílias e diversidade molecular. Adaptado de: Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013. 
 

Componente 

do veneno 

Massa 

(kDa) 
Função Distribuição 

Diversidade 

molecular 

Compostos de 

baixa massa 

molecular 

<1 Variadas 
Provavelmente em 

todos os venenos 
Limitada 

Acilpoliaminas <1 

Neurotoxinas, 

atuam em canais 

de íons 

Araneidae e Nephilidae 

e algumas outras 

famílias 

Limitada 

Mini proteínas 

ricas em 

cisteína 

2-15 

Neurotoxinas, 

atuam em canais 

de íons 

Na maioria das famílias Muito alta 

Proteínas 

grandes 

110-

140 

Destroem 

membranas 
Theridiidae 

Provavelmente 

alta 

Enzimas 18-44 

Destroem 

membranas e 

tecidos 

Provavelmente em 

todos os venenos, 

principais componentes 

em Sicariidae 

Limitada 

Peptídeos 

lineares 
1-9 

Destroem 

membranas 

Lycosoidae e 

Zodariidae, 

provavelmente em 

outras famílias 

Alta 
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1.1.1 Compostos de baixa massa molecular 

 

Os venenos de aranhas contêm uma vasta variedade de compostos de baixa massa 

molecular, como íons, ácidos orgânicos, nucleotídeos, nucleosídeos, aminoácidos, 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 potássio em comparação à sua hemolinfa. Na concentração observada, o 

potássio é capaz de induzir a despolarização de membranas celulares, causando a paralisia da 

presa (Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013; Wullschleger et al., 2005). 

Outro exemplo é o ácido cítrico, cuja presença foi observada no veneno de diferentes 

espécies de aranhas. Ele desempenha funções como impedir o crescimento bacteriano, agir 

como um íon negativo, sendo um tampão em contrapartida aos peptídeos catiônicos presentes 

no veneno, e atuar como quelante de íons metálicos, como o Ca
2+

 e Zn, levando à inativação 

de enzimas dependentes destes cofatores. Após a inoculação na presa, o ácido cítrico é diluído 

e as enzimas são ativadas. Essa é, possivelmente, uma estratégia de defesa própria contra o 

efeito tóxico 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 

análise de peptídeos e proteínas, 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 são uma classe de compostos neuroativos que evoluíram 

especificamente para causar a rápida paralisia da presa (Estrada et al., 2007; Mourão, 2012). 

Elas têm massa molecular variada entre 350 e 1000 Da e estrutura formada por uma cadeia 

poliamina central com um ácido carboxílico em uma extremidade e um grupamento amino 

primário ou guanidina na outra. Geralmente um ou dois resíduos de aminoácidos conectam o 

anel aromático à cadeia poliamina, mas este pode estar ausente (McCormick, Meinwald, 

1993; Mourão, 2012). As acilpoliaminas possuem cargas positivas nas aminas livres e 

secundárias de sua cadeia, o que explica a sua atividade bloqueadora em canais de íons 

catiônicos seletivos. Em geral, estas moléculas atuam em canais de Ca
2+

, K
+
 e receptores 

ionotrópicos (Kuhn-Nentwig et al., 2011). 
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Além das funções já citadas acima, algumas acilpoliaminas também podem possuir 

ação 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 o ano de 2011 haviam sido identificadas 176 acilpoliaminas diferentes no veneno 

de 20 espécies de aranhas. Entre as migalomorfas elas foram encontradas em três famílias: 

Ctenizidae, Hexathelidae e Theraphosidae (Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013). 

 

1.1.3 Mini proteínas ricas em cisteína 

 

As mini proteínas ricas em cisteína têm massa molecular variada entre 2650 e 14800 

Da e contêm de 6 a 14 cisteínas. Comumente apresentam uma estrutura chamada motivo “nó 

de cistina”, que é composto por folhas β pregueadas antiparalelas interconectadas por pontes 

dissulfeto formadas entre as cisteínas presentes na molécula (Ayroza, 2012; Escoubas, Rash, 

2004; Norton, Pallaghy, 1998). Estes motivos podem ocorrer em três tipos: inhibitory cysteine 

knot - ICK, disulfide-directed β-hairpin - DDH ou Kunitz (Kuhn-Nentwig et al., 2011) 

(Figura 4). 

 

 
Figura 4 - Exemplos de mini proteínas que possuem os três tipos de motivos “nó de cistina”. As que possuem o 

motivo tipo inhibitory cysteine knot: A) Huwentoxin-IV de Haplopelma schmidti, com seis cisteínas; B) ACTX-

HI: OB4219 de Hadronyche infensa, também com seis cisteínas; e C) ω-atracotoxin-Hv1 de Hadronyche 

versuta, com oito cisteínas. D) Huwentoxin-II de H. schmidti, com seis cisteínas e o motivo disulfide-directed β-

hairpin. E) Huwentoxin-XI de H. schmidti, com seis cisteínas e o motivo Kunitz. A porção N-terminal das 

moléculas está indicada pela letra N e as pontes dissulfeto estão marcadas com a cor preta. Adaptado de: Kuhn-
Nentwig et al., 2011.  

 

  



27 
 

O motivo ICK possui uma estrutura espacial consistindo de três folhas β pregueadas e 

pontes dissulfeto formadas entre as cisteínas C1-C4, C2-C5 e C3-C6. Em proteínas com oito 

cisteínas, as pontes dissulfeto têm a seguinte disposição: C1-C4, C2-C5, C3-C8 e C6-C7 

(Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013; Norton, Pallaghy, 1998). 

O motivo DDH é formado por duas folhas β antiparalelas estabilizadas por duas 

pontes dissulfeto. Uma terceira ponte se forma sem ligar as folhas β. As ligações seguem a 

disposição: 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 310 em sua região N-terminal, uma α-

hélice na região C-terminal e três folhas β antiparalelas, seguindo o padrão de formação de 

pontes dissulfeto: C1-C6, C2-C4 e C3-C5. Esse tipo de motivo só é encontrado no veneno de 

duas aranhas da família Theraphosidae: Haplopelma schmidti e Haplopelma hainanum 

(Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013). 

As mini proteínas são efetivas até em concentrações nanomolares. Elas atuam 

principalmente em proteínas de membrana de células neuronais e musculares, modulando 

canais iônicos de cálcio, sódio e potássio, além de receptores químicos, mecânicos e térmicos. 

Elas inibem, ativam ou afetam estes canais e receptores, alterando o fluxo normal de íons 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 terapêutico (Abreu, 2016; Ayroza et al., 2012; 

Gimenez et al., 2014; Yount, Yeaman, 2004).  

Até o ano de 2013 quase mil tipos de mini proteínas já haviam sido descobertas no 

veneno de 60 espécies de aranhas, sendo o componente mais comum observado (Nentwig, 

Kuhn-Nentwig, 2013). 

 

1.1.4 Proteínas grandes 

 

As proteínas grandes são os componentes de maior tamanho presentes no veneno, 

possuindo massa molecular variada entre 110 e 140 kDa. Elas foram identificadas 

exclusivamente nos gêneros 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 proteínas grandes, que são seletivamente 

tóxicas a três diferentes grupos, são elas: a α-latrotoxina, que é seletiva aos vertebrados; a α-
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latrocrustotoxina, que é seletiva para crustáceos; e as latroinsectotoxinas, que são seletivas 

para insetos (Grishin, 1998). As α-latrotoxinas possuem três domínios distintos e têm grande 

afinidade para a formação de dímeros que, por sua vez, formam tetrâmeros. Neste formato 

elas se inserem em membranas de células nervosas e formam poros que atuam como um canal 

não seletivo de cátions, o que causa a perda de íons Ca
2+

 e o bloqueio da transmissão de 

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

 

1.1.5 Enzimas 

 

Por muito tempo a presença de enzimas em venenos de aranhas foi colocada em 

dúvida, pois os métodos de extração mais comumente empregados eram a dissecação ou 

punção das glândulas e a produção de extratos do cefalotórax, o que poderia levar à 

contaminação com proteases dos tecidos. O desenvolvimento de técnicas de extração por 

estimulação elétrica, aliada aos devidos cuidados para evitar a contaminação por fluidos 

digestivos, proporcionou a confirmação da presença de enzimas no veneno de diferentes 

espécies (Kuhn-Nentwig et al., 2011).  

A razão pela qual as enzimas estão presentes nos venenos de aranhas parece ser óbvia: 

elas provocam a destruição da matriz extracelular e de membranas celulares, facilitando a 

entrada e a ação das demais toxinas, que atingem seus alvos mais rapidamente. Outra 

característica importante é a capacidade de promover a digestão extracorpórea do alimento 

(Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013).  

A maior parte das enzimas pode ser classificada em dois grupos: um que cliva 

polímeros da matriz extracelular e o outro que tem como alvo fosfolipídios 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 ácido hialurônico, o maior constituinte da matriz 

extracelular. Elas foram identificadas no veneno de espécies das famílias 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 são metaloproteinases que clivam o colágeno, um importante 

componente da matriz extracelular. Elas estão presentes no veneno de aranhas das famílias 
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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 polímeros da 

matriz extracelular é a astacina, encontrada no veneno de aranhas do gênero Loxosceles. Ela 

pode atuar tanto na degradação dos tecidos quanto na digestão das presas, já 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 relação às enzimas que atuam sobre os fosfolipídios e compostos da membrana 

celular são conhecidas as fosfodiesterases, que quebram a ligação fosfodiéster; as 

fosfolipases, que agem sobre os fosfolipídeos; e as esfingomielinases, que degradam a 

esfingomielina, um esfingolipídio da membrana de células eucarióticas (Kuhn-Nentwig et al., 

2011). As esfingomielinases são o componente mais importante do veneno de aranhas 

Loxosceles. Ao clivar a esfingomielina, elas causam lesões necróticas e hemólise 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 famílias (Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013). 

 

1.1.6 Peptídeos lineares 

 

Os peptídeos lineares são moléculas catiônicas que possuem diversos tamanhos e 

funções biológicas. Além de serem encontrados no veneno de aranhas, eles também foram 

identificados no veneno de escorpiões e outros artrópodes (Kuhn-Nentwig et al., 2011). Estes 

peptídeos podem ser divididos em dois grupos: os que possuem massa molecular menor que 6 

kDa, que podem ou não ter conformação em α-hélice, e os que têm massa molecular maior 

que 7 kDa que possuem conformação em α-hélice (Vassilevski et al., 2008). 

A maioria dos peptídeos lineares identificados em venenos de aranhas pertence ao 

grupo dos que possuem massa molecular menor que 6 kDa e que têm conformação em α-

hélice, os α-SCP. Eles têm de 18 a 48 resíduos de aminoácidos e massa molecular variada 

entre 1910 e 5221 Da. Normalmente, os α-SCP não possuem resíduos de cisteína e 

apresentam grandes quantidades de lisina e arginina em sua composição, o que lhes confere 

carga positiva variada entre +3 e +10. Quando em soluções aquosas, esses peptídeos ficam 

desordenados, mas adotam a conformação em α-hélice na presença de membranas, que 

possuem carga negativa. Através de interações eletrostáticas, a porção positiva dos peptídeos 

(composta por lisinas e argininas) é atraída por componentes negativamente carregados da 
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membrana celular (fosfolipídeos, lipopolissacarídeos ou ácido teicóico) (Kuhn-Nentwig et al., 

2011; Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013). 

Os α-SCP são compostos por mais de 37% de aminoácidos hidrofóbicos, o que pode 

torná-los anfipáticos. Graças a essa anfipaticidade, esses peptídeos têm a capacidade de se 

ligar à membrana celular de células procariotas e/ou eucariotas. Dependendo do alvo ao qual 

se ligam, eles são denominados peptídeos citolíticos, membranolíticos ou peptídeos 

antimicrobianos - PAMs, quando se ligam exclusivamente a membrana celular de 

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

 

1.1.6.1 Peptídeos antimicrobianos - PAMs 

 

Os PAMs são moléculas amplamente distribuídas na natureza, possuindo uma grande 

diversidade de estruturas e espectro de atividade. Eles são eficientes contra vírus, bactérias 

Gram positivas e negativas, leveduras, fungos, protozoários e parasitas (Solís et al., 2014).  

Além de estarem presentes em venenos de aranhas, eles são encontrados em todas as 

espécies de seres vivos, sendo importantes elementos primitivos da resposta imune inata. Suas 

vias de indução são relativamente conservadas em vertebrados e insetos. Eles podem ser 

codificados por genes ou se originar da hidrólise de proteínas maiores e inativas (Bachère et 

al., 2004; Hoffmann et al., 1999). 

O modo de ação mais conhecido dos PAMs se caracteriza por sua inserção na 

membrana celular, provocando a sua desnaturação (Daffre et al., 2001). São conhecidos três 

diferentes modelos de desnaturação causados pro PAMs: barril-estável, poro toroidal e 

carpete, indicados na Figura 5.  

No modelo barril-estável os PAMs interagem com a face externa da membrana 

bacteriana, formando um poro transmembrânico do tipo barril. Neste poro, a porção apolar do 

peptídeo interage com a porção hidrofóbica dos fosfolipídios da membrana e a região 

hidrofílica do peptídeo fica voltada para dentro do poro. No modelo poro toroidal várias 

moléculas de peptídeos se associam com as cabeças polares dos fosfolipídeos da membrana e 

formam um poro transmembrânico, que permite a passagem de moléculas variadas. Já no 

modelo carpete, os peptídeos se acumulam paralelamente na superfície da membrana, 

causando uma tensão de curvatura. Quando uma concentração limiar de peptídeos é atingida, 

ocorre a formação de micelas, levando à destruição da membrana e à morte do microrganismo 

(Brogden, 2005). 
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Figura 5 - Três modelos de desnaturação de membranas celulares causadas por peptídeos antimicrobianos. Em 

soluções aquosas os peptídeos estão desestruturados, mas em contato com a membrana eles assumem uma 

conformação em α-hélice. Quando atingem uma concentração ideal, eles são capazes de desnaturar a membrana 

de três maneiras diferentes: modelo barril estável (esquerda), modelo poro toroidal (centro) ou modelo carpete 

(direita). Adaptado de: Pasupuleti et al., 2012. 

 

Além da desnaturação da membrana celular, os PAMs também podem agir de outras 

maneiras, como através da ligação com receptores de membranas (provocando perda de 

função), interação com o DNA (impedindo a síntese de proteínas), ação sobre a produção de 

peróxido de hidrogênio ou indução de células à morte através da ativação de vias apoptóticas 

(Brogden et al., 2003; Pasupuleti et al., 2012). 

Já é bastante conhecido que venenos de aranhas possuem PAMs em sua constituição. 

A primeira descrição sobre este fato foi publicada em 1989 por Xu et al., em estudo com a 

espécie Lycosa singoriensis. Desde então, muitos estudos têm sido realizados. Em buscas 

realizadas no banco de dados ArachnoServer (Herzig et al., 2011), utilizando o termo 

“antimicrobial”, são obtidos 41 resultados. São 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 GsMTx-4, de Grammostola spatulata 

(Jung et al., 2006); as licotoxinas l e II, de Lycosa carolinensis (Yan, Adams, 1998); e as 

cupieninas, de Cupiennius salei (Kuhn-Nentwig et al., 2002). 
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Com relação à espécie que é objeto de estudo deste trabalho, a A. juruensis, um 

peptídeo antimicrobiano já foi identificado no seu veneno: a Juruína. Esta molécula possui 

potente atividade fungicida contra leveduras do gênero Candida e alta similaridade com 

peptídeos do veneno das espécies Haplopelma schmidti e Chilobrachys guangxiensis (Ayroza 

et al., 2012). 

 

1.2 Diversidade do veneno de aranhas 

 

A diversidade molecular do veneno de aranhas é estimada em até 12 milhões de 

compostos. Essas toxinas possuem atividades biológicas distintas, muitas das quais foram 

selecionadas ao longo da evolução para atuarem bloqueando seletivamente seus alvos 

celulares, como, por exemplo, canais de potássio dependentes de voltagem, causando uma 

rápida paralisia da presa (Escoubas, Rash, 2004). 

Moléculas provenientes do veneno ou da hemolinfa de aranhas podem apresentar alto 

potencial terapêutico e biotecnológico, pois muitas delas têm como alvos receptores, 

membranas celulares e enzimas (Pimenta, de Lima, 2005). Este fato vem estimulando cada 

vez mais a prospecção de novos candidatos a medicamentos entre esses animais. A 

Rondonina e a Gomesina, por exemplo, são PAMs que foram isolados do plasma e dos 

hemócitos das espécies Acanthoscurria rondoniae e Acanthoscurria gomesiana, 

respectivamente (Riciluca et al., 2012; Silva Junior et al., 2000).  

Devido à sua grande seletividade, toxinas provenientes do veneno de aranhas foram 

utilizadas como ferramentas para elucidação da estrutura, função e farmacologia de receptores 

celulares (Adams, 2004; Ushkaryov et al., 2004), metabotrópicos (Guharay, Sachs, 1984) e 

canais iônicos (Doyle et al., 1998; Mackinnon et al., 1998). Além disso, tais toxinas têm 

ajudado no desenvolvimento de biotecnologias nas mais diversas áreas, 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 doenças neurodegenerativas (Estrada et al., 

2007; Mazzuca et al., 2007), arritmia cardíaca (Bode et al.,2001), disfunção erétil (Nunes et 

al., 2008) e doenças 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, os venenos de aranhas ainda são menos analisados em comparação aos 

de organismos marinhos, escorpiões e serpentes. Apenas alguns gêneros são amplamente 

estudados, notando-se que diversas substâncias integram o veneno dos mesmos (Gimenez, 

2013). Em trabalhos realizados com o gênero Loxosceles foi observada a presença de 
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nucleosídeos sulfatados, fosfolipases, hialuronidases, fosfatases alcalinas, serinoproteases, 

metaloproteinases e toxinas inseticidas. Os componentes do veneno do gênero Phoneutria 

também são alvos frequentes de estudo, devido à variedade de espécies e principalmente pela 

agressividade dos indivíduos, que resulta no envolvimento em casos graves de 

envenenamento. Aranhas do gênero Latrodectus possuem em seus venenos uma rica 

combinação de toxinas de 110 a 140 kDa, as latrotoxinas, além de substâncias com atividade 

inseticida e outras que causam dor local aguda e sintomas neurotóxicos (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 gêneros mais estudos são Atrax, 

Hadronyche e Illawarra (Hexathelidae: Atracinae), pois estes agrupam espécies que possuem 

veneno bastante tóxico. Representantes do gênero Atrax, por exemplo, causaram pelo menos 

14 mortes de pessoas entre 1927 até 1980, quando se iniciou a produção de antiveneno 

(Pineda et al., 2012). 

Independentemente da espécie estudada, observa-se que os venenos de aranhas são 

complexas misturas de toxinas, as quais provocam alterações bioquímicas e neurológicas 

variadas em diversos animais (Beleboni et al., 2004; Gimenez, 2013). Mais de cem compostos 

distintos podem ser encontrados em um único veneno, alguns deles podem agir 

sinergicamente, promovendo maior eficiência de ação da mistura (Mourão, 2012; Vassilevski 

et al., 2009).  

Visto que os venenos animais possuem uma grande variedade de componentes e que 

estes podem vir a ter aplicação biotecnológica, é de grande importância realizar a prospecção 

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 há muito a ser 

descoberto sobre a composição do veneno desta espécie.  

 

1.3 A espécie Avicularia juruensis 

 

A espécie Avicularia juruensis pertence à subordem Mygalomorphae e à família 

Theraphosidae, que engloba as espécies que possuem os maiores tamanhos (Fukushima, 

2011). Os terafosídeos são encontrados em regiões tropicais e subtropicais e, após atingirem a 

maturidade sexual, podem viver de 2 (machos) a 25 anos (fêmeas). As aranhas desta família 

vêm, 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 família 

Theraphosidae por apresentar cefalotórax baixo, rima ocular pouco elevada, olhos médios 

posteriores muito pequenos, quelíceras com onze dentes na borda interna do sulco ungueal, 

lábio tão largo quanto longo e tarsos providos de densas escópulas espatuladas, entre outras 

características (Mello-Leitão, 1922).  

 

 
Figura 6 - A espécie Avicularia juruensis. A) Exemplar filhote. B) Fêmea 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 diferenças na coloração de filhotes e adultos (Figura 6 A e 6 B). 

Holl (1987) destacou três causas que podem determinar mudanças na coloração de aranhas: 

variações morfológicas, fisiológicas e ontogenéticas, esta última se refere às diferenças 

observadas durante o desenvolvimento do animal, o que ocorre em A. juruensis. Esta 

característica também está presente nas espécies Pachistopelma rufonigrum (Dias, 2004) e 

Eriophora fuliginea (Graf, Nentwig, 2001). 

A A. juruensis é uma espécie amazônica e, no Brasil, pode ser encontrada nos estados 

do Acre, Rondônia, Amazonas, Pará, Maranhão e Mato Grosso, podendo também ocorrer em 

algumas áreas da Bolívia e do Peru (Fukushima, 2011). Ela possui hábitos arborícolas (Figura 

6 C), vivendo em troncos de árvores e folhas de palmeiras, onde constrói seus abrigos 

(Bertani, 2012). 

 Esses abrigos geralmente são construídos próximos a ninhos de aves, que servem de 

alimentação para esta espécie. O nome de seu gênero, Avicularia, é uma alusão à sua dieta: do 

latim “avicula” = pequena ave, + aria = que tem referência à (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 identificá-las e caracterizá-las. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Os objetivos específicos deste trabalho foram: 

 identificar e caracterizar moléculas com atividade antimicrobiana; 

 avaliar o perfil eletroforético do veneno; 

 identificar e caracterizar enzimas que apresentam atividade caseinolítica; 

 identificar outras metaloproteinases através da análise transcriptômica das 

glândulas de veneno. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Animais 

 

Os animais foram coletados e utilizados neste estudo sob as licenças Sisbio nº11024-3 e 

CGEN nº010345/2014-0. Eles foram mantidos no biotério do Laboratório Especial de 

Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan (São Paulo, SP, Brasil), sob temperatura 

controlada entre 24 e 26 °C, sendo alimentados a cada 15 dias com insetos ou carne e com 

água à vontade. 

 

3.2 Obtenção do veneno 

 

O veneno analisado neste estudo foi obtido de fêmeas em diferentes estágios de 

desenvolvimento. A extração foi realizada seguindo a metodologia descrita por Rocha-e-Silva 

et al., (2009). Para isso, elas foram anestesiadas com CO2 e imobilizadas num suporte 

especialmente adaptado para a contenção de aranhas. Com um estimulador elétrico foram 

aplicados choques de 15 a 30 V, dependendo do tamanho do animal, com frequência de 10 Hz 

e disparos a cada 0,1 ms por 2 ms. Os eletrodos foram posicionados na região basal das 

quelíceras e o veneno foi coletado diretamente dentro de um tubo de micro centrífuga, onde as 

quelíceras foram posicionadas (Figura 7). Desta forma, ele foi obtido totalmente livre de 

contaminações por suco digestivo.  

 

 
Figura 7 - Extração de veneno de uma fêmea da espécie Avicularia juruensis. A) O animal, anestesiado com 

CO2, foi imobilizado num suporte especial e suas quelíceras foram posicionadas dentro de um tubo de micro 

centrífuga. B) Os choques foram aplicados na região basal das quelíceras e o veneno foi diretamente coletado 

dentro de um tubo de micro centrífuga, totalmente livre de contaminações (Fotos: Katie Cristina Takeuti 

Riciluca e Thaís Trostli Costella, respectivamente). 
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Após 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 fração solúvel foi 

coletada, liofilizada e conservada a -80 °C até o uso. 

 

3.3 Estimativa da quantidade de proteínas 

 

A concentração do veneno foi determinada utilizando-se o método descrito por 

Bradford (1976). Soluções com diferentes concentrações 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 µL) foram utilizados seguindo as especificações fornecidas pelo fabricante do 

reagente. Após o período de incubação, a absorbância a 595 nm foi verificada em um leitor de 

microplacas modelo Victor
3
 (Perkin Elmer Inc., Waltham, Massachusetts, EUA) e a média 

dos valores obtidos para cada concentração foi aplicada para a construção da curva padrão e 

obtenção da equação da reta.  

As amostras de veneno foram diluídas cem vezes em água ultrapura (Milli-Q, Merck 

Millipore, Billerica, Massachusetts, EUA) a fim de mantê-las dentro da faixa de detecção do 

método. As alíquotas assim obtidas foram utilizadas para a realização do ensaio em triplicata, 

seguindo as mesmas etapas descritas anteriormente. A média da absorbância obtida foi 

aplicada na equação da reta da curva padrão (no lugar de X), dessa forma a concentração 

proteica das amostras pôde ser calculada e determinada. 

A concentração das frações obtidas após as etapas de cromatografia líquida de alta 

eficiência (em 3.4.1) e cromatografia líquida de gel filtração (em 3.4.2) foi verificada 

utilizando-se o espectrofotômetro modelo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc. 

Waltham, Massachusetts, EUA) de espectro completo (190 a 940 nm). Para determinar a 

concentração de proteínas e peptídeos foram empregados os comprimentos de onda de 280 

nm e 205 nm, respectivamente. 

 

3.4 Fracionamento 

 

3.4.1 Cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa - CLAE-FR 

 

A técnica de cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa - 

CLAE-FR foi empregada com o objetivo de se obter PAMs. Para isso, 10 mg de veneno 

liofilizado foram reconstituídos em 2 mL de água ultrapura (Milli-Q) acidificada com 0,05% 
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de ácido trifluoracético - TFA e centrifugados a 16000 xG por 5 minutos. A fração solúvel foi 

coletada e fracionada num sistema Prominence LC-20A (Shimadzu, Quioto, Quioto, Japão), 

utilizando-se uma coluna de fase reversa semi-preparativa Júpiter C18 (10 μm; 300 Å; 10 mm 

x 250 mm) (Phenomenex, Torrance, Califórnia, EUA). Como eluentes foram utilizadas a Fase 

A (TFA 0,05%) e a Fase B (acetonitrila - ACN/TFA 0,05%). As eluições foram realizadas 

com um gradiente de 2 a 80% de B durante 60 minutos, com fluxo de 1,5 mL/minuto e 

absorbância monitorada a 225 nm. As frações correspondentes aos picos observados no 

cromatograma foram coletadas manualmente e separadamente, concentradas numa centrífuga 

a vácuo refrigerada e reconstituídas em 500 µL de água ultrapura (Milli-Q). 20 µL de cada 

uma delas foram utilizados no ensaio de inibição do crescimento microbiano em meio líquido 

(em 3.5.1).  

Com o intuito de melhor isolar os PAMs, as frações que apresentaram atividade 

antimicrobiana foram acidificadas e submetidas a uma nova etapa de CLAE-FR no mesmo 

sistema já mencionado (Prominence LC-20A - Shimadzu), utilizando-se uma coluna de fase 

reversa analítica Shim-pack VP-ODS C18 (4,6 μm; 12 nm; 4,6 mm x 250 mm - Shimadzu). 

Para cada fração foi empregado um gradiente específico, calculado de acordo com o tempo de 

retenção observado para cada uma delas na primeira etapa de cromatografia. Sendo assim, as 

frações 3, 36, 37, 38, 40, 45 e 49 foram fracionadas realizando-se eluições 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 

absorbância foi monitorada a 225 nm. As frações correspondentes aos picos observados no 

cromatograma foram coletadas manualmente e separadamente, concentradas numa centrífuga 

a vácuo refrigerada e reconstituídas em 200 µL de água ultrapura (Milli-Q). 20 µL de cada 

uma delas foram utilizados no ensaio de inibição do crescimento microbiano em meio líquido 

(em 3.5.1). 

 

3.4.2 Cromatografia líquida de gel filtração 

 

A técnica de cromatografia líquida de gel filtração foi empregada a fim de se fracionar 

o veneno de acordo com o tamanho das moléculas que o compõem. Para isso, 10 mg do 

mesmo foram reconstituídos em 700 µL de acetato de amônio 50 mM. A amostra foi 

centrifugada a 16000 xG por 5 minutos, o sobrenadante foi recolhido e fracionado no 

equipamento ÄKTA purifier 10 (GE Healthcare, Chicago, Illinois, EUA), utilizando-se uma 

coluna Superose 12 10/300 GL (11 μm; 10 mm x 300 mm) (GE Healthcare). A corrida 
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cromatográfica foi realizada sob condições isocráticas, utilizando como eluente uma solução 

de acetato de amônio 50 mM, com fluxo de 1 mL/minuto durante 36 minutos e absorbância 

monitorada a 280 nm. As frações 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 inibição do crescimento microbiano em meio líquido 

 

Para detectar a presença de atividade antimicrobiana (antibacteriana e/ou antifúngica)  

em todas as frações coletadas na etapa de CLAE-FR (em 3.4.1) foi empregada a técnica de 

ensaio de inibição de crescimento microbiano em meio líquido, 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 poços, onde foram aplicadas 

alíquotas de 20 µL de cada uma das frações. O volume foi completado com 80 µL 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 suspensão de microrganismos (bactérias ou fungos, 

respectivamente) em fase logarítmica de crescimento e na concentração final de 10
5
 

células/mL. Como controle positivo da inibição do crescimento microbiano foram 

empregados 0,2 mg do antibiótico estreptomicina e como controle negativo da inibição foi 

utilizada água ultrapura (Milli-Q) autoclavada, ambos aplicados no mesmo volume em que as 

frações foram testadas (20 µL). Para ter a certeza de que o ensaio foi realizado sem 

contaminações externas foram aplicados nos poços laterais (colunas 1 e 12) 100 µL do meio 

de cultura e da água ultrapura (Milli-Q) autoclavada utilizados no experimento, ambos sem a 

suspensão de microrganismos. A Figura 8 ilustra como o ensaio foi realizado.  

As placas foram incubadas em temperatura de 30 °C durante 18 horas sob agitação 

constante. O crescimento do microrganismo e a atividade antimicrobiana das frações testadas 

foram avaliados pela medida da absorbância a 595 nm em um leitor de microplacas Victor
3
 

(Perkin Elmer Inc.). Através da comparação da turbidez do controle positivo com a turbidez 

dos meios que continham as frações foi possível determinar qual delas impediu o crescimento 

do microrganismo testado.  
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Figura 8 - Representação do ensaio de inibição do crescimento microbiano em meio líquido. Neste esquema está 

indicada a distribuição das frações e dos controles na microplaca de 96 poços utilizada no experimento.  
 

3.5.1.1 Concentração mínima inibitória - CMI e concentração mínima bactericida - CMB 

 

A concentração das frações 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 diluições seriadas e, desta forma, foi possível determinar a concentração mínima 

inibitória - CMI e a concentração mínima bactericida - CMB. A CMI é definida pela 

concentração mínima da amostra que é capaz de retardar o crescimento do microrganismo, 

enquanto que a CMB se refere à concentração mínima capaz de matar o microrganismo. 

A CMI foi determinada através da avaliação visual da turbidez dos poços que 

continham as frações, sem que as microplacas fossem abertas para evitar contaminações. A 

CMB foi analisada pela medida da absorbância a 595 nm em um leitor de microplacas Victor
3
 

(Perkin Elmer Inc.), após 96 horas de incubação das microplacas. 

 

3.5.1.2 Microrganismos  

 

Nos ensaios de inibição do crescimento em meio líquido foram utilizadas as bactérias 

Gram negativa Escherichia coli (cepa SBS 363) e Gram positiva Micrococcus luteus (cepa 

A270), além da levedura Candida albicans (cepa MDM8) e do fungo filamentoso Aspergillus 

niger (isolado ambiental). Todas estas cepas fazem parte da coleção do Laboratório Especial 

de Toxinologia Aplicada, Setor Química de Proteínas. 

 

3.5.2 Ensaio hemolítico 

 

As frações que apresentaram atividade antimicrobiana também foram testadas contra 

hemácias humanas a fim de se verificar se elas possuíam atividade hemolítica.  



41 
 

O sangue do tipo O+ foi coletado de um doador humano saudável na presença de 

tampão citrato de sódio 150 mM pH 7,4 (proporção de 9:1) e centrifugado a 700 xG por 15 

minutos. O plasma foi descartado e as hemácias foram lavadas por três vezes em tampão 

fosfato-salino - PBS 1 X (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1,76 mM; 

pH 7,4), a cada lavagem foram feitas novas centrifugações a 700 xG por 15 minutos e o 

sobrenadante foi descartado. Por fim, as hemácias foram ressuspendidas no mesmo tampão 

PBS 1 X até a concentração final de 3% (v/v).  

Foram coletadas alíquotas de 20 µL das frações antimicrobianas (volume com o qual 

foi detectada a atividade antimicrobiana), as mesmas foram concentradas em centrífuga a 

vácuo e ressuspendidas em 50 µL do tampão PBS 1 X. Desta forma, elas foram testadas em 

duplicata em diluições seriadas iniciadas a partir da maior concentração na qual elas inibem o 

crescimento de microrganismos. Como controle positivo (100% de hemólise) foram utilizados 

50 µL de solução de Triton X-100 (0,1%) e como controle negativo (0% de hemólise) foram 

utilizados 50 µL do tampão PBS 1 X, citado anteriormente. O teste foi feito numa microplaca 

de 96 poços com fundo em “U”. A cada poço, que já continha as amostras e os controles, 

foram adicionados 50 µL da solução de hemácias 3% (v/v).  

A placa foi incubada durante 1 hora a 37 °C. Após a incubação, o sobrenadante foi 

recolhido de cada poço e transferido para outra microplaca de 96 poços (sem fundo “U”). A 

presença ou ausência de hemólise foi determinada através da medida da absorbância a 405 

nm, feita em um leitor de microplacas Victor
3
 (Perkin Elmer Inc.). O valor da absorbância a 

405 nm foi determinado pela média dos valores obtidos. A porcentagem de hemólise foi 

calculada pela seguinte fórmula indicada na Figura 9. 

 

 
Figura 9 - Fórmula com a qual foi feito o cálculo da porcentagem de hemólise. Adaptado de: Hao et al., 2009. 

 

3.6 Análises bioquímicas 

 

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 condições redutoras e não redutoras. Na 

primeira condição, elas foram diluídas num tampão 4 vezes concentrado (250 mM Tris-HCl 

pH 6,8; 300 mM SDS; 1 mM azul de bromofenol; 40% glicerol; 8% β-mercaptoetanol) e 
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aquecidas a 90 °C durante 5 minutos. As amostras não reduzidas foram diluídas em tampão 

sem β-mercaptoetanol e não foram aquecidas.  

O gel de empilhamento foi preparado na concentração de 4,5% e o de separação nas 

concentrações de 8, 10, 12 e 15% de poliacrilamida. Eles foram polimerizados em forma de 

mini-géis nas dimensões 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 tampão de corrida utilizado era composto por 250 mM de glicina, 25 mM de Tris 

e 3 mM de SDS. Como referência 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% ácido acético, 3 

mM coomassie brilliant blue R-250) e/ou com nitrato de prata. Na coloração por coomassie o 

gel foi descorado até o aparecimento de bandas através de imersão contínua em solução 

contendo 25% de metanol e 8% de ácido acético. A coloração 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 caseína 

 

A avaliação da atividade proteolítica do veneno sobre a caseína foi feita em géis de 

SDS-PAGE, com concentrações de 10% ou 12% de poliacrilamida, copolimerizados com 

0,1% de caseína de leite bovino (Sigma-Aldrich). Foram feitos mini-géis nas dimensões 85 x 

80 x 1,0 mm no sistema de eletroforese vertical DIGEL modelo DGV10. 

As amostras de veneno foram avaliadas sob condições não 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 caseinolítica foram 

utilizados 50 µg de veneno de Bothrops jararaca. O tampão de corrida e o marcador de massa 

molecular utilizados foram os mesmos citados anteriormente (em 3.6.1).  

Após a corrida, os géis foram imersos durante 60 minutos numa solução contendo 

2,5% de Triton X-100 e, em seguida, foram feitas 3 lavagens de 10 minutos com água 

ultrapura (Milli-Q). Os géis foram incubados durante 12 horas, sob temperatura de 37 °C e 

agitação constante, em tampão 30 mM de Tris, 200 mM de NaCl, 10 mM de CaCl2, 9 mM de 

MgCl2 e pH 7,4. Para verificar a presença de metaloproteinases e/ou serinoproteases nas 

amostras de veneno alguns géis foram incubados em solução tampão contendo 50 mM de 

ácido 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 íons 

metálicos e, portanto, um inibidor de metaloproteinases. Já o PMSF reage com resíduos de 

serina do sítio ativo e inibe a atividade enzimática de serinoproteases. 

Ao final do período de incubação, 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 caseinolítica das amostras. 

 

3.6.3 Ensaio de atividade caseinolítica 

 

As frações isoladas através da técnica de cromatografia líquida de gel filtração (em 

3.4.2) foram ressuspendidas em 200 µL de água ultrapura (Milli-Q), alíquotas de 20 µL de 

cada uma delas foram coletadas e colocadas em tubos de micro centrífuga de 0,5 mL. Foram 

adicionados 5 µL de uma solução de 2% (m/v) de caseína de leite bovino (Sigma-Aldrich) e  

8 µL da solução tampão 100 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2, pH 8,8. Como controle positivo da 

degradação do substrato foram utilizados 25 μg de veneno de Bothrops jararaca e como 

controle negativo a solução de caseína foi incubada somente com a solução tampão citada 

anteriormente. As amostras foram incubadas durante três horas a 37 °C. Em seguida, o perfil 

de degradação da caseína 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 

concentração de 12% de poliacrilamida. A coloração com nitrato de prata foi feita de acordo 

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

 

3.7 Análise transcriptômica das glândulas de veneno de A. juruensis  

 

O transcriptoma completo das glândulas foi sequenciado pelo Setor de Genômica e 

Transcriptômica do Laboratório Especial de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan. 

Para a realização do experimento, cinco fêmeas de A. juruensis foram submetidas à 

extração de veneno por estimulação elétrica três dias antes da remoção das glândulas. Esse 

intervalo foi empregado para que elas tivessem tempo suficiente para produzir uma boa 

quantidade de mRNA. As aranhas foram anestesiadas com CO2 e, com o auxílio de pinças e 

uma lupa, suas glândulas de veneno foram removidas primeiramente por secção da inserção 

das quelíceras com o cefalotórax, seguida pela secção da parte inferior da quelícera e, por fim, 

pela remoção da glândula e sacrifício dos animais (Figura 10). As glândulas foram 

imediatamente conservadas em -80 °C até o procedimento de extração do mRNA.  
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Figura 10 - Etapas da remoção da glândula de veneno de fêmeas de Avicularia jururensis. A) Primeiramente as 

quelíceras inteiras foram removidas. B) Foi feita uma secção da parte inferior da quelícera. C) A glândula foi 

removida intacta (Fotos: Soraia Maria do Nascimento).  

 

O RNA total das glândulas de veneno foi extraído 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, Califórnia, EUA). O mRNA foi extraído 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 

padrão do kit TruSeq RNA Sample Prep (Ilumina, San Diego, Califórnia, EUA). 

Posteriormente, as bibliotecas de cDNA foram sequenciadas no sistema Ilumina HiSeq 1500, 

em uma célula de fluxo paired end no módulo Rapid Run de 2*150 pb por 300 ciclos, de 

acordo com o procedimento padrão do fabricante (Ilumina). 

Para a extração dos dados obtidos pelo Sequenciador Ilumina HiSeq 1500 foi utilizado 

o software CASAVA (Ilumina) versão 1.8.2. Este software produz um arquivo “*.fastq” com 

todas as sequências aprovadas no controle de qualidade de bases (>Q30). Em seguida, um 

roteiro de pré-processamento, desenvolvido pelo grupo do Setor de Genômica e 

Transcriptômica, foi criado visando filtrar as sequências por qualidade, tamanho de leitura, 

sequências com regiões de homopolímeros, de baixa complexidade, caudas poli A/T/N e 

adaptadores. Após o pré-processamento e aplicação de filtros para gerar sequências de alta 

qualidade, foram utilizados programas especializados para gerar estatísticas, novas leituras 

pareadas e leituras ajustadas pareadas. A montagem de novo foi realizada utilizando-se o 

software Trinity (versão 2.1.1) (Grabherr et al., 2011), com parâmetros de paired end e 

utilizando todos os reads (paired-end e únicos) que passaram pelos filtros. 

A identificação de sequências ribossômicas 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
-20

 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 os transcritos 

obtidos foram utilizados como referência para as análises de expressão gênica. A análise de 

expressão condição-específica foi realizada através do alinhamento dos reads paired-end da 

amostra contra a montagem do transcriptoma de referência, seguido pela estimativa da 

abundância utilizando o método RNA-Seq Expectation Maximization - RSEM (Li, Dewey, 

2011). O RSEM tem o objetivo de estimar o nível de expressão aproximado para cada 

transcrito, gerando o FPKM (Fragments Per Kilobase of Exon Per Million Fragments 

Mapped) para cada transcrito. Este método foi utilizado devido à geração 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 consideração o 

viés na posição gerado pelo protocolo de criação da biblioteca de RNA-seq. Os contigs 

(proteínas preditas) foram anotados automaticamente por script de BLAST (Altschul et al., 

1990) utilizando banco de dados de Aracnídeos 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 quão completo o transcriptoma estava ao compará-

lo com sequências altamente conservadas em eucariotos. A predição das proteínas foi 

realizada utilizando-se o software Transdecoder (https://transdecoder.github.io/) com 

parâmetros padrão (minimum lenght de 100 pb). Os resultados obtidos foram utilizados para a 

preparação dos bancos de dados utilizados para a identificação e caracterização de peptídeos 

antimicrobianos e enzimas do veneno de A. juruensis.  

 

3.8 Caracterização das moléculas bioativas 

 

3.8.1 Digestão proteica em solução (redução, alquilação e tripsinização) 

 

O processo de digestão proteica em solução foi feito baseando-se no protocolo descrito 

por Stone et al., (1996). As frações que apresentaram atividade caseinolítica e atividade 

antimicrobiana foram concentradas em centrífuga a vácuo e reconstituídas em 20 µL de uma 

solução 8 M ureia e 0,4 M bicarbonato de amônio. Também foram adicionados 5 µL de 

solução 45 mM ditiotreitol (Sigma-Aldrich) e foi feita uma incubação sob temperatura de     
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50 °C durante 15 minutos. Após o resfriamento até a temperatura ambiente, foram 

adicionados 5 µL de solução 100 mM iodoacetamida (Sigma-Aldrich) e foi feita uma nova 

incubação, agora sob temperatura ambiente e protegida da luz durante 15 minutos. Foram 

adicionados 130 µL de água ultrapura (Milli-Q) e tripsina bovina (Sigma-Aldrich) na 

proporção 1/25 (enzima/proteína). Foi feita uma incubação sob temperatura de 37 °C por 24 

horas. Após esse período, a ação da enzima foi interrompida com a adição de 130 µL da 

solução de TFA 0,1%. O volume total foi concentrado numa centrífuga a vácuo 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 especificações fornecidas pelo fabricante, as proteínas foram 

eluídas em solução de ACN/TFA 0,05% (80/20, v/v). 

 

3.8.2 Análise por espectrometria de massas  

 

As amostras tripsinizadas e não tripsinizadas foram concentradas em centrífuga a 

vácuo, reconstituídas em 10 μL de solução de ácido fórmico 0,1% e analisadas por 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em tandem - LC-MS/MS, 

utilizando-se o espectrômetro de massas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific Inc.) 

acoplado ao sistema de nano-cromatografia líquida Easy-nLCII (Thermo Fisher Scientific 

Inc.). 5 μL de cada amostra foram automaticamente injetados numa pré-coluna Júpiter C-18 

(10 μm; 100 μm x 50 mm) (Phenomenex) acoplada a uma coluna da fase reversa analítica 

ACQUA C-18 (5 μm; 75 μm x 100 mm) (Phenomenex). As amostras foram eluídas em 

gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (0,1% ácido fórmico em ACN) por 15 minutos, sob 

fluxo de 200 nL/minuto. A fonte de ionização 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 (resolução 

de 60000 em 400 m/z), operando no modo data dependent acquisition, onde os cinco íons 

mais intensos por scan foram selecionados para o evento de fragmentação por dissociação 

induzida por colisão. O sinal mínimo requerido para disparar eventos de fragmentação (MS2) 

de determinado íon foi ajustado para 5000 cps, e o tempo de exclusão dinâmica 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 Análise bioinformática 

 

A deconvolução dos valores de m/z para a obtenção das massas moleculares foi 

realizada no software MassAnalyzer 1.03 (Amgen, Thousand Oaks, Califórnia, EUA). Os 

espectros também foram submetidos à análise bioinformática utilizando-se o software PEAKS 

7.5 (Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, Ontario, Canadá). Através da função PEAKS 

DB, os espectros foram comparados com bancos de dados construídos com os contigs obtidos 

no transcriptoma da glândula de veneno de A. juruensis ou com bancos de dados construídos 

com toxinas provenientes de venenos de aranhas e com moléculas antimicrobianas de 

artrópodes, ambos obtidos das ferramentas Uniprot (The UniProt Consortium, 2015) e NCBI 

(Geer et al., 2010). As análises foram feitas com tolerância de erro de 10 ppm e de 0,6 Da 

para o íon precursor e para os fragmentos, respectivamente. A carbamidometilação das 

cisteínas foi utilizada como uma modificação pós-traducional fixa, enquanto a oxidação das 

metioninas e a acetilação dos N-terminais foram utilizadas como modificações variáveis. 

Os contigs que apresentaram similaridades com os fragmentos peptídicos 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 sequências completas de aminoácidos 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 coloração foram 

feitos com os programas SeaView (Gouy et al., 2010) e Boxshade 

(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html), respectivamente, e os cálculos 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 DISCUSSÃO 

 

4.1 Fracionamento do veneno por CLAE-FR e ensaio de inibição do crescimento 

microbiano em meio líquido 

 

O veneno de A. juruensis foi fracionado por CLAE-FR com o intuito de isolar e 

caracterizar os peptídeos antimicrobianos - PAMs. Todas as frações obtidas foram testadas 

quanto à presença de potencial antimicrobiano, utilizando-se a técnica de ensaio de inibição 

do crescimento microbiano em meio líquido. Desta forma, foram identificadas sete frações 

capazes de impedir o crescimento dos microrganismos testados, são elas: a fração 3, que 

impediu o crescimento da bactéria Gram negativa Escherichia coli SBS 363; as frações 36, 

37, 38 e 40, que impediram o crescimento do fungo Aspergillus niger, da levedura Candida 

albicans MDM8, da bactéria Gram positiva Micrococcus luteus A270 e de E. coli SBS 363; e 

as frações 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 

frações antimicrobianas. 

 

Tabela 2 - Frações isoladas do veneno de Avicularia juruensis que apresentaram atividade antimicrobiana contra 

os microrganismos testados.  
 

Fração Aspergillus niger 
Candida albicans 

MDM8 

Escherichia coli 

SBS 363 

Micrococcus luteus 

A270 

03 - - + - 

36 + + + + 

37 + + + + 

38 + + + + 

40 + + + + 

45 - - + + 

49 - - + + 

 (+): Com atividade antimicrobiana. (-): Sem atividade antimicrobiana. 
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Figura 11 - Perfil cromatográfico do veneno de Avicularia juruensis, obtido por cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa semi-preparativa Júpiter 

C18 (Phenomenex). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 2 a 80% de acetonitrila em água acidificada com 0,05% de ácido trifluoracético, durante 60 

minutos sob fluxo de 1,5 mL/minuto. A absorbância foi monitorada a 225 nm. Todas as frações, correspondentes aos picos observados no cromatograma, foram coletadas 

manualmente e separadamente. Estão destacadas as que apresentaram potencial antimicrobiano, sendo elas: a fração 3, que impediu o crescimento da bactéria Gram negativa 

Escherichia coli SBS 363; as frações 36, 37, 38 e 40, que impediram o desenvolvimento do fungo Aspergillus niger, da levedura Candida albicans MDM8, da bactéria Gram 

positiva Micrococcus luteus A270 e de E. coli SBS 363; e as frações 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 frações antimicrobianas e ensaio de inibição do 

crescimento microbiano em meio líquido 

 

Na análise por espectrometria de massas observou-se que as frações com atividade 

antimicrobianas não estavam homogêneas (dados não mostrados). Sendo assim, foi necessário 

submetê-las a uma nova etapa de cromatografia utilizando-se uma coluna de fase reversa 

analítica Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). As novas frações obtidas por CLAE-FR foram 

avaliadas quanto à presença de atividade antimicrobiana através do ensaio de inibição do 

crescimento microbiano em meio líquido. Assim, foram identificadas treze frações capazes de 

impedir o crescimento dos microrganismos testados, são elas: a fração 3_2, que impediu o 

crescimento de E. coli SBS 363; as frações 36_4, 36_5, 37_3, 37_4, 38_6, 38_7, 40_4 e 40_5, 

que impediram o crescimento de A. niger, C. albicans MDM8, E. coli SBS 363 e M. luteus 

A270; e as frações 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 os 

cromatogramas obtidos, destacando as frações antimicrobianas. 

 

Tabela 3 - Frações obtidas na segunda etapa de CLAE-FR que apresentaram atividade antimicrobiana contra os 

microrganismos testados.  
 

Fração Aspergillus niger 
Candida albicans 

MDM8 

Escherichia coli 

SBS 363 

Micrococcus luteus 

A270 

3_2 - - + - 

36_4 + + + + 

36_5 + + + + 

37_3 + + + + 

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 cromatográfico da segunda etapa de fracionamento de fração 3, obtido por cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa analítica Shim-
pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 2 a 15% de acetonitrila em água acidificada com 0,05% de ácido trifluoracético, 

durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbância foi monitorada a 225 nm. Todas as frações, correspondentes aos picos observados no cromatograma, foram 

coletadas manualmente e separadamente. Apenas a fração destacada, denominada 3_2, impediu o crescimento da bactéria Gram negativa Escherichia coli SBS 363. 
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Figura 13 - Perfil cromatográfico da segunda etapa de fracionamento de fração 36, obtido por cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa analítica 

Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 33 a 45% de acetonitrila em água acidificada com 0,05% de ácido 

trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbância foi monitorada a 225 nm. Todas as frações, correspondentes aos picos observados no 

cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as frações destacadas, denominadas 36_4 e 36_5, impediram o crescimento do fungo Aspergillus 
niger, da levedura Candida albicans MDM8, 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 frações 36_4 e 36_5. 
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Figura 14 - Perfil cromatográfico da segunda etapa de fracionamento de fração 37, obtido por cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa analítica 

Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 35 a 45% de acetonitrila em água acidificada com 0,05% de ácido 

trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbância foi monitorada a 225 nm. Todas as frações, correspondentes aos picos observados no 

cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as frações destacadas, denominadas 37_3 e 37_4, impediram o crescimento do fungo Aspergillus 

niger, da levedura Candida albicans MDM8, 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 frações 37_3 e 37_4. 
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Figura 15 - Perfil cromatográfico da segunda etapa de fracionamento de fração 38, obtido por cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa analítica 
Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 36 a 46% de acetonitrila em água acidificada com 0,05% de ácido 

trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbância foi monitorada a 225 nm. Todas as frações, correspondentes aos picos observados no 

cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as frações destacadas, denominadas 38_6 e 38_7, impediram o crescimento do fungo Aspergillus 

niger, da levedura Candida albicans MDM8, 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 frações 38_6 e 38_7. 
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Figura 16 - Perfil cromatográfico da segunda etapa de fracionamento de fração 40, obtido por cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa analítica 

Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 37 a 47% de acetonitrila em água acidificada com 0,05% de ácido 
trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbância foi monitorada a 225 nm. Todas as frações, correspondentes aos picos observados no 

cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as frações destacadas, denominadas 40_4 e 40_5, impediram o crescimento do fungo Aspergillus 

niger, da levedura Candida albicans MDM8, 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 frações 40_4 e 40_5. 
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Figura 17 - Perfil cromatográfico da segunda etapa de fracionamento de fração 45, obtido por cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa analítica 

Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 42 a 52% de acetonitrila em água acidificada com 0,05% de ácido 

trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbância foi monitorada a 225 nm. Todas as frações, correspondentes aos picos observados no 

cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as frações 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 frações 45_5 e 45_6. 
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Figura 18 - Perfil cromatográfico da segunda etapa de fracionamento de fração 49, obtido por cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa analítica 

Shim-pack VP-ODS C18 (Shimadzu). A cromatografia foi feita empregando-se um gradiente de 45 a 55% de acetonitrila em água acidificada com 0,05% de ácido 

trifluoracético, durante 40 minutos sob fluxo de 1 mL/minuto. A absorbância foi monitorada a 225 nm. Todas as frações, correspondentes aos picos observados no 
cromatograma, foram coletadas manualmente e separadamente. Apenas as frações 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 frações 49_7 e 49_8. 
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4.1.1.1 Caracterização das frações antimicrobianas 

 

Com o objetivo de determinar a massa exata e a sequência de aminoácidos das frações 

antimicrobianas, as mesmas foram analisadas por LC-MS/MS. No primeiro caso, 20 µL de 

cada amostra (volume com o qual foi detectada a atividade antimicrobiana) foram aplicados 

diretamente no espectrômetro. Já para realizar o sequenciamento, o mesmo volume citado de 

cada uma das frações 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 frações e 

para avaliar se as mesmas eram capazes de causar a hemólise de hemácias humanas. 

 

4.1.1.1.1 Análise da fração 3_2 

 

Nas análises realizadas com os softwares PEAKS 7.5 e MassAnalyzer 1.03 não foram 

obtidos resultados significativos. No entanto, nas buscas realizadas com a ferramenta Mascot


 

observou-se que a fração 3_2 apresenta similaridade com a theraphotoxina U12-TRTX-Hs1a 

do veneno da aranha Haplopelma schmidti (Figura 19).  

 

 
Figura 19 - Resultado obtido na análise da fração 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-Hs1a do veneno da aranha Haplopelma schmidti. O fragmento peptídico destacado 

com o retângulo foi identificado como sendo similar entre as duas moléculas. 

 

Utilizando a theraphotoxina U12-TRTX-Hs1a como referência foram realizadas 

buscas entre os contigs provenientes da análise transcriptômica da glândula de veneno de A. 

juruensis. Desta forma, identificou-se que o contig Ajur63747_seq1 (Apêndice I) possui 
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similaridade com a theraphotoxina citada. Este contig foi então denominado Avilina, em 

referência ao gênero Avicularia.  

Através da comparação com a theraphotoxina U12-TRTX-Hs1a foram determinadas 

as porções correspondentes ao peptídeo sinal, ao propeptídeo e ao peptídeo ativo da Avilina 

(Figura 20).  

 

 

Figura 20 - Alinhamento e comparação da Avilina com a theraphotoxina U12-TRTX-Hs1a do veneno da aranha 

Haplopelma schmidti. Estão indicados o peptídeo sinal, o propeptídeo e a região do peptídeo ativo da 
theraphotoxina. Os aminoácidos conservados são mostrados em preto, os que possuem o mesmo caráter químico 

são mostrados em cinza e os aminoácidos não conservados são mostrados em branco. As porcentagens de 

identidade, comparando-se com a primeira sequência, estão indicadas no final da sequência de aminoácidos de 

cada molécula. O Símbolo (-) representa os gaps.  

 

Utilizando a ferramenta ProtParam (Gasteiger et al., 2005) a massa molecular da 

região do peptídeo ativo da Avilina foi avaliada em 3260,9 Da. Também verificou-se seu 

caráter catiônico devido à presença de oito aminoácidos positivamente carregados (cinco 

lisinas e três argininas), com pI calculado em 9,08. Sendo assim, a Avilina pode ser 

classificada como um peptídeo antimicrobiano, pois apresenta massa molecular abaixo de 10 

kDa e é uma molécula catiônica, características próprias de PAMs (Pasupuleti et al., 2012).  

A theraphotoxina U12-TRTX-Hs1a é uma neurotoxina que atua bloqueando canais de 

cálcio do tipo N (Jiang et al., 2008). A Avilina apresentou 43,47% de similaridade com esta 

theraphotoxina, porém, quando a comparação foi feita apenas entre a região do peptídeo ativo 

das duas moléculas, observou-se uma similaridade de 62%. Esse resultado indica que, 

provavelmente, a Avilina também atue no bloqueio de canais de cálcio. De acordo com 

Redaelli et al., (2010), neurotoxinas de aracnídeos também podem ser potentes moléculas 

antimicrobianas. São exemplos as Cupieninas 1a, 1b, 1c e 1d de veneno de  Cupiennius salei 

(Kuhn-Nentwig et al., 2002) e as licotoxinas M-LCTX-Hc1a, 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 ação bactericida de 

inibidores de canais de íons contra cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis. Entre as 

drogas utilizadas foi testado o Verapamil, um bloqueador de canais de cálcio. 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 inibição dos complexos da cadeia respiratória, o 

que reduz a produção de energia e afeta o metabolismo bacteriano. Sendo assim, este pode ser 

o mecanismo de ação empregado pela Avilina, provável bloqueadora de canais de cálcio, 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 

“nó de cistina” do tipo ICK, foi possível determinar que ela também apresenta este tipo de 

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

 

 

Figura 21 - Alinhamento da Avilina com diferentes toxinas do veneno de aranhas que possuem o motivo “nó de 

cistina” do tipo inhibitory cysteine knot. Estão destacadas as cisteínas entre as quais se formam as pontes 

dissulfeto (entre C1-C4, C2-C5 e C3-C6). Uniprot ID JZ50B_CHIGU: Theraphotoxina U4-TRTX-Cg1a do 

veneno de Chilobrachys guangxiensis. JZT51_CHIGU: Theraphotoxina U6-TRTX-Cg1a do veneno de C. 

guangxiensis. JZT52_CHIGU: Theraphotoxina U5-TRTX-Cg1a do veneno de C. guangxiensis. 

TX10A_HAPSC: Theraphotoxina U12-TRTX-Hs1a do veneno de Haplopelma schmidti. TXFK2_PSACA: 

Theraphotoxina U2-TRTX-Pc1a do veneno de Psalmopoeus cambridgei. TXH10_HAPSC: Omega-

theraphotoxina Omega-TRTX-Hs1a do veneno de H. schmidti.  

 

A filogenia de toxinas que possuem motivo “nó de cistina” ICK sugere que elas 

tenham surgido de genes relacionados às β-defensinas, uma classe de PAMs amplamente 

encontrados entre os seres vivos. Estas toxinas podem ter se originado por duplicação de um 

ou mais genes relacionados às defensinas nas glândulas de veneno, sofrendo diversificação e 

ganhando novas funções durante os eventos evolutivos (Fry et al., 2009). Um fato que reforça 

a hipótese citada é a existência de β-defensinas de Drosophila melanogaster que atuam 

bloqueando canais de sódio, de maneira idêntica ao mecanismo de ação de neurotoxinas de 

aracnídeos que possuem motivo ICK (Cohen et al., 2009). 

As toxinas que possuem o motivo “nó de cistina” apresentam uma grande variedade de 

atividades biológicas, entre elas atividades antimicrobianas e bloqueio de canais de íons. Essa 

característica leva à 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 possível 

determinar que ela apresenta valores de CMI e CMB de 1,75 e 3,5 µg/mL, respectivamente. 
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Devido ao fato de a massa molecular exata da Avilina não ter sido confirmada através das 

análises realizadas, os resultados foram calculados apenas em µg/mL, considerando-se a 

concentração medida no equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). 

Nos ensaios hemolíticos realizados observou-se que a Avilina foi capaz de causar a 

hemólise de hemácias humanas até a concentração de 0,875 µg/mL (Figuras 22 e 23). As 

zodatoxinas Ltc 1, Ltc 2a e Ltc 5 são PAMs isolados do veneno da aranha Lachesana 

tarabaevi que também têm atividade hemolítica (Kozlov et al., 2006). Elas causam a hemólise 

de eritrócitos de coelho nas concentrações de 245,6, 17,4 e 137,1 µg/mL, respectivamente, 

valores bem maiores do que os observados para a Avilina. 

 

 
Figura 22 - Resultado obtido nos ensaios hemolíticos realizados com diferentes concentrações de Avilina. 

Foram feitas diluições seriadas, partindo-se da concentração 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 

hemólise das hemácias humanas nas concentrações entre 28 e 0,875 µg/mL. Os testes foram feitos em 
microplaca de 96 poços com fundo em “U”. A) Poços onde foram aplicadas alíquotas da solução 0,1% de Triton 

X-100 (controle positivo de hemólise), em duplicata. B) Poços onde foram aplicadas alíquotas da solução 

tampão fosfato-salino - PBS 1 X (controle negativo de hemólise), em duplicata. C) Poços onde foram feitas as 

diluições seriadas da Avilina, em duplicata.  

 

 
Figura 23 - Gráfico indicando as porcentagens de hemólise das hemácias humanas incubadas com diferentes 

concentrações de Avilina. Foram feitas diluições seriadas, partindo-se da concentração 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 hemólise nas concentrações entre 28 e 0,875 µg/mL. Também estão indicadas as 

porcentagens de hemólise de hemácias incubadas com tampão fosfato-salino - PBS 1 X (controle negativo de 

hemólise) e com solução 0,1% de Triton X-100 (controle positivo de hemólise). 

 

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

exata e a sequência peptídica da Avilina.  
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4.1.1.1.2 Análise das frações 36_4 a 40_5 

 

Os resultados obtidos nas análises das frações 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-II-8 do veneno da 

aranha Haplopelma hainanum (Figura 24). 

 

 
Figura 24 - Resultado obtido na análise das frações 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 peptídicos destacados com os retângulos foram identificados como sendo 

similares entre as moléculas analisadas. 

 

Através das análises realizadas no software PEAKS 7.5 observou-se que as frações 

correspondem ao peptídeo antimicrobiano Juruína (Figura 25), que foi isolado e caracterizado 

no veneno de A. juruensis por Ayroza et al., (2012). Também foi possível identificar que o 

contig Ajur67205_seq1 (Apêndice II) contém a informação para a tradução da Juruína, pois as 

frações antimicrobianas também apresentaram fragmentos peptídicos pertencentes à esse 

contig (Figura 26). 
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Figura 25 - Resultado obtido nas análises por espectrometria de massas das frações 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 possuíam 

fragmentos peptídicos correspondentes ao peptídeo antimicrobiano Juruína, já identificado por Ayroza et al., 

(2012) no veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptídicos identificados por espectrometria de massas 

estão destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis. Os espectros indicando a deconvolução dos 

íons de dois fragmentos são mostrados dentro dos retângulos. A carbamidometilação das cisteínas (modificação 
pós traducional) está indicada com quadrados amarelos.  
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Figura 26 - Resultado obtido nas análises por espectrometria de massas das frações 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 possuíam 

fragmentos peptídicos correspondentes ao contig Ajur67205_seq1. Este contig foi identificado através da análise 

transcriptômica das glândulas de veneno de Avicularia juruensis e é o responsável pela tradução do peptídeo 

antimicrobiano Juruína, já identificado por Ayroza et al., (2012). Os fragmentos peptídicos identificados por 

espectrometria de massas estão destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis. Os espectros 

indicando a deconvolução dos íons de dois fragmentos são mostrados dentro dos retângulos. A 

carbamidometilação das cisteínas (modificação pós traducional) está indicada com quadrados amarelos.  
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O alinhamento e a comparação do contig Ajur67205_seq1 e da Juruína com a 

hainantoxina HNTX-II-8, identificada nas análises realizadas com a ferramenta Mascot


, 

mostra que a sequência peptídica da Juruína se alinha à região do peptídeo ativo da 

hainantoxina (Figura 27). 

 

 
Figura 27 - Alinhamento e comparação do contig Ajur67205_seq1 e da Juruína com a hainantoxina HNTX-II-8 

do veneno da aranha Haplopelma hainanum. Estão indicados o peptídeo sinal, o propeptídeo e a região do 

peptídeo ativo da hainantoxina. Os aminoácidos conservados são mostrados em preto, os que possuem o mesmo 

caráter químico são mostrados em cinza e os aminoácidos não conservados são mostrados em branco. O Símbolo 

(-) representa os gaps.  

 

Na análise transcriptômica das glândulas de veneno de A. juruensis a sequência 

completa de nucleotídeos do contig Ajur67205_seq1 não foi obtida, o que impossibilitou a 

identificação das regiões referentes ao peptídeo sinal e propeptídeo da molécula de Juruína. 

Ainda assim, foi possível observar que o aminoácido situado na posição 8 na verdade se trata 

de um ácido aspártico e não 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 aminoácidos serem bastante parecidas. O ácido aspártico apresenta massa de 115 Da, 

enquanto a asparagina possui 114 Da. 

Os resultados obtidos com o software MassAnalyzer 1.03 indicaram que as frações 

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 à massa da Juruína. Já as frações 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 possível determinar que essa massa é correspondente à da molécula 

de Juruína que possui os resíduos de DR e G ligados às suas porções N e C-terminal, 

respectivamente (DRFTCAISCNIKVNGKPCKGSGEKKCSGGWSCKFNVCVKVG) 

(Figura 29). Esse resultado é bastante interessante, pois mostra que mesmo com três resíduos 

de aminoácido a mais ligados à sua estrutura original, a Juruína ainda mantém sua ação 

antimicrobiana. Esta isoforma foi então denominada Juruína_2. 
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Figura 28 - Determinação das massas moleculares das frações 36_4, 36_5, 37_3, 37_4, 38_6, 38_7, 40_4 e 40_5 

através do software MassAnalyzer 1.03 (Amgen). Para as frações 36_4, 36_5, 37_3, 37_4 e 38_6 observou-se a 

presença de uma molécula com massa molecular de 4003,9 Da, que corresponde à massa da Juruína (Ayroza et 

al., 2012). Já as frações 38_7, 40_4 e 40_5 apresentaram massa de 4319,1 Da, que corresponde à massa da 

Juruína_2. A) Deconvolução dos íons indica uma massa de 4003,9 Da. B) Deconvolução dos íons indica uma 

massa de 4319,1 Da. 
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Figura 29 - Resultado obtido no cálculo da massa molecular da Juruína_2, uma isoforma da Juruína (Ayroza et 
al., 2012) que contém os resíduos de aminoácido DR e G ligados às suas porções N e C-terminal, 

respectivamente. A massa obtida é igual à observada nas análises realizadas com as frações 38_7, 40_4 e 40_5 

no software MassAnalyzer 1.03 (Figura 28 B).  

 

Os ensaios antimicrobianos realizados indicaram que a Juruína e a Juruína_2 foram 

capazes de impedir o crescimento de todos os microrganismos testados (fungo A. niger, 

levedura C. albicans MDM8, 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 concentração mínima inibitória - CMI e concentração mínima bactericida - CMB obtidos 

nos ensaios antimicrobianos realizados com os peptídeos antimicrobianos Juruína e Juruína_2, isolados do 

veneno de Avicularia juruensis. 
 

Microrganismo 

testado 

Juruína Juruína_2 

CMI 

(µM-µg/mL) 

CMB 

(µM-µg/mL) 

CMI 

(µM-µg/mL) 

CMB 

(µM-µg/mL) 

Aspergillus niger 

(isolado ambiental)  
4 - 16,35 8 - 32,7 3,2 - 13,8 6,4 - 27,6 

Candida albicans 

MDM8 
2 - 8,17 4 - 16,35 1,6 - 6,9 3,2 - 13,8 

Escherichia coli  

SBS 363 
0,5 - 2,04 1 - 4,09 1,6 - 6,9 3,2 - 13,8 

Micrococcus luteus 

A270 
0,5 - 2,04 1 - 4,09 1,6 - 6,9 3,2 - 13,8 

 

É interessante citar que no trabalho realizado por Ayroza et al., (2012) foi observada 

apenas a ação antifúngica da Juruína. Isso pode ter ocorrido devido a diferenças na etapa de 

fracionamento ou então a Juruína pode ter perdido sua integridade, o que prejudicou sua ação 

antimicrobiana contra bactérias Gram positiva e negativa.  

Assim como esperado, a Juruína e a Juruína_2 não apresentaram atividade hemolítica 

contra hemácias humanas. Esse resultado reforça o potencial desta molécula em ser 

empregada para o desenvolvimento de novos antibióticos. 
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4.1.1.1.3 Análise das frações 45_5 e 45_6 

 

As análises realizadas com a ferramenta Mascot
®

 não retornaram resultados 

significativos. Porém, utilizando o software PEAKS 7.5, observou-se que as frações 45_5 e 

45_6 possuem fragmentos peptídicos correspondentes aos contigs Ajur66926_seq1 (Apêndice 

III) e Ajur75226_seq1 (Apêndice IV), respectivamente. Estes contigs foram denominados 

Juruenina e Juruensina, em referência à espécie A. juruensis (Figuras 30 e 31).  

 

 
Figura 30 - Resultado obtido na análise por espectrometria de massas da fração antimicrobiana 45_5 feita no 

software PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions). Esta fração apresentou fragmentos peptídicos correspondentes 

ao contig Ajur66926_seq1. Este contig, denominado Juruenina, foi identificado através da análise 

transcriptômica das glândulas de veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptídicos identificados por 

espectrometria de massas estão destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis. O espectro 

indicando a deconvolução dos íons de um dos fragmentos está mostrado dentro do retângulo. A 

carbamidometilação das cisteínas (modificação pós traducional) está indicada com quadrados amarelos. 
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Figura 31 - Resultado obtido na análise por espectrometria de massas da fração antimicrobiana 45_6 feita no 

software PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions). Esta fração apresentou fragmentos peptídicos correspondentes 

ao contig Ajur75226_seq1. Este contig, denominado Juruensina, foi identificado através da análise 

transcriptômica das glândulas de veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptídicos identificados por 

espectrometria de massas estão destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis. Os espectros 

indicando a deconvolução dos íons de dois fragmentos são mostrados dentro dos retângulos. A 

carbamidometilação das cisteínas (modificação pós traducional) está indicada com quadrados amarelos. 

 

Utilizando a ferramenta BLASTP (Altschul et al., 1990), foi possível verificar que a 

Juruenina possui similaridade com as theraphotoxinas Delta-TRTX-Cg1a e U10-TRTX-Cg1a 

do veneno da aranha terafosídea Chilobrachys guangxiensis. As análises feitas com a 

Juruensina indicaram que ela tem similaridade com as theraphotoxinas U5-TRTX-Hhn1a e 

U6-TRTX-Hhn1a do veneno da aranha Haplopelma hainanum. Através do alinhamento e 

comparação com estas toxinas, as regiões correspondentes ao peptídeo sinal, propeptídeo e 

peptídeo ativo da Juruenina e da Juruensina puderam ser determinadas (Figuras 32 e 33). 
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Figura 32 - Alinhamento e comparação da Juruenina com as theraphotoxinas Delta-TRTX-Cg1a e U10-TRTX-

Cg1a do veneno da aranha Chilobrachys guangxiensis. Estão indicados o peptídeo sinal, o propeptídeo e a região 

do peptídeo ativo das theraphotoxinas. Os aminoácidos conservados são mostrados em preto, os que possuem o 

mesmo caráter químico são mostrados em cinza e os aminoácidos não conservados são mostrados em branco. As 

porcentagens de identidade, comparando-se com a primeira sequência, estão indicadas no final da sequência de 
aminoácidos de cada molécula. O Símbolo (-) representa os gaps. 

 

 
Figura 33 - Alinhamento e comparação da Juruensina com as theraphotoxinas U5-TRTX-Hhn1a e U6-TRTX-

Hhn1a do veneno da aranha Haplopelma hainanum. Estão indicados o peptídeo sinal, o propeptídeo e a região 

do peptídeo ativo das theraphotoxinas. Os aminoácidos conservados são mostrados em preto, os que possuem o 

mesmo caráter químico são mostrados em cinza e os aminoácidos não conservados são mostrados em branco. As 

porcentagens de identidade, comparando-se com a primeira sequência, estão indicadas no final da sequência de 

aminoácidos de cada molécula. O Símbolo (-) representa os gaps. 

 

Todas as theraphotoxinas com as quais a Juruenina e a Juruensina apresentaram 

similaridades são inibidoras de canais iônicos. Estudos feitos com toxinas provenientes de 

venenos aracnídeos indicam que algumas delas podem atuar como inibidoras de canais 

iônicos e também como agentes antimicrobianos. São exemplos os peptídeos CsTx-1 (Kuhn-

Nentwig et al., 2012) e GsMTx-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 Juruína (Ayroza et al., 2012), a Juruenina e a 

Juruensina apresentam em sua estrutura o motivo “nó 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 são moléculas com alta 

similaridade, porém, nos testes antimicrobianos realizados, notou-se que apenas a 



71 
 

Taquistatina A foi capaz de matar a bactéria Gram negativa E. coli. A diferença entre as duas 

moléculas se dá no tamanho do loop formado entre dois resíduos de cisteína que formam uma 

ponte dissulfeto. A Taquistatina B possui um loop menor, o que prejudica seu potencial 

antimicrobiano. Sendo assim, o motivo ICK pode também ser de fundamental importância 

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

 

 
Figura 34 - Alinhamento da Juruenina e da Juruensina com as theraphotoxinas Delta-TRTX-Cg1a e U10-

TRTX-Cg1a do veneno da aranha Chilobrachys guangxiensis, e com as theraphotoxinas U5-TRTX-Hhn1a e U6-

TRTX-Hhn1a do veneno da aranha Haplopelma hainanum, toxinas que possuem o motivo “nó de cistina” do 

tipo inhibitory cysteine knot. Como visto anteriormente, a Juruenina e a Juruensina apresentam similaridade com 

estas theraphotoxinas. Estão destacadas as cisteínas entre as quais se formam as pontes dissulfeto (entre C1-C4, 

C2-C5 e C3-C6). 

  

A massa molecular da Juruenina não pôde ser confirmada através das análises 

realizadas com o software MassAnalyzer. Sendo assim, o cálculo de sua provável massa foi 

feito considerando-se a região do seu peptídeo ativo (Figura 32) e o resultado obtido foi de 

3363 Da. Já massa da Juruensina foi avaliada em 4221,6 Da (Figura 35). Esse valor 

corresponde ao fragmento GDCHKFLGWCRGEPDPCCEHLSCSRKHGWCVWDWTV, 

que é encontrado na região do peptídeo ativo da Juruensina (Figura 33). 

Como já 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 possível determinar a CMI e a CMB 

destes PAMs, os resultados podem ser conferidos na Tabela 5. Devido ao fato de a massa 

molecular exata da Juruenina não ter sido confirmada através das análises feitas, os resultados 

foram calculados apenas em µg/mL, considerando-se a concentração medida no equipamento 

Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Os ensaios hemolíticos mostraram que as 

duas moléculas não causam a hemólise de hemácias humanas. 
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Figura 35 - Determinação da massa molecular da Juruensina, realizada através do software MassAnalyzer 1.03 

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

 

Tabela 5 - Valores de concentração mínima inibitória - CMI e concentração mínima bactericida - CMB obtidos 

nos ensaios antimicrobianos realizados com os peptídeos antimicrobianos Juruenina e a Juruensina, isolados do 

veneno de Avicularia juruensis. 
 

Microrganismo 

testado 

Juruenina Juruensina 

CMI 

(µM-µg/mL) 

CMB 

(µM-µg/mL) 

CMI 

(µM-µg/mL) 

CMB 

(µM-µg/mL) 

Escherichia coli  

SBS 363 
N/D - 5,75 N/D - 11,5 2,5 - 10,46 5 - 20,92 

Micrococcus luteus 

A270 
N/D - 11,5  N/D - 23 20 - 83,67 40 - 167,35 

(N/D): Não determinado 

 

4.1.1.1.4 Análise das frações 49_7 e 49_8 

 

As análises realizadas com a ferramenta Mascot
®
 não apresentaram resultados 

significativos. No entanto, utilizando o software PEAKS 7.5, observou-se que as frações 49_7 

e 49_8 possuem fragmentos peptídicos correspondentes aos contigs Ajur6582_seq1 

(Apêndice V) e Ajur50565_seq3 (Apêndice VI), respectivamente. Estes contigs foram 

denominados Avinina e Aviensina, em referência ao gênero Avicularia (Figuras 36 e 37).  
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Figura 36 - Resultado obtido na análise por espectrometria de massas da fração antimicrobiana 49_7 feita no 

software PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions). Esta fração apresentou fragmentos peptídicos correspondentes 

ao contig Ajur6582_seq1. Este contig, denominado Avinina, foi identificado através da análise transcriptômica 

das glândulas de veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptídicos identificados por espectrometria de 

massas estão destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis Os espectros indicando a 
deconvolução dos íons de dois fragmentos são mostrados dentro dos retângulos. A carbamidometilação das 

cisteínas (modificação pós traducional) está indicada com quadrados amarelos. 

 

 



74 
 

 
Figura 37 - Resultado obtido na análise por espectrometria de massas da fração antimicrobiana 49_8 feita no 

software PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions). Esta fração apresentou fragmentos peptídicos correspondentes 
ao contig Ajur50565_seq3. Este contig, denominado Aviensina, foi identificado através da análise 

transcriptômica das glândulas de veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptídicos identificados por 

espectrometria de massas estão destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis. Os espectros 

indicando a deconvolução dos íons de dois fragmentos são mostrados dentro dos retângulos. A acetilação dos N-

terminais, a carbamidometilação das cisteínas e a oxidação das metioninas (modificações pós traducionais) estão 

indicadas com quadrados cor-de-rosa, amarelos e azuis, respectivamente.  
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Utilizando a ferramenta BLASTP (Altschul et al., 1990), foi possível verificar que a 

Avinina possui similaridade com as hainantoxinas HNTX-XVIII-5 e HNTX-XVIII.2 do 

veneno da aranha Haplopelma hainanum. As análises 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 comparação com estas toxinas possibilitou a 

identificação das regiões correspondentes ao peptídeo sinal, propeptídeo e peptídeo ativo da 

Avinina e da Aviensina (Figuras 38 e 39). 

 

 
Figura 38 - Alinhamento e comparação da Avinina com as hainantoxinas HNTX-XVIII-5 e HNTX-XVIII.2 do 

veneno da aranha Haplopelma hainanum. Estão indicados o peptídeo sinal, o propeptídeo e a região do peptídeo 
ativo das hainantoxinas. Os aminoácidos conservados são mostrados em preto, os que possuem o mesmo caráter 

químico são mostrados em cinza e os aminoácidos não conservados são mostrados em branco. As porcentagens 

de identidade, comparando-se com a primeira sequência, estão indicadas no final da sequência de aminoácidos 

de cada molécula. O Símbolo (-) representa os gaps. 

 

 

Figura 39 - Alinhamento e comparação da Aviensina com as hainantoxinas HNTX-XVIII-7 e HNTX-XVIII-6 

do veneno da aranha Haplopelma hainanum. Estão indicados o peptídeo sinal, o propeptídeo e a região do 

peptídeo ativo das hainantoxinas. Os aminoácidos conservados são mostrados em preto, os que possuem o 

mesmo caráter químico são mostrados em cinza e os aminoácidos não conservados são mostrados em branco. As 

porcentagens de identidade, comparando-se com a primeira sequência, estão indicadas no final da sequência de 

aminoácidos de cada molécula. O Símbolo (-) representa os gaps. 

 

As hainantoxinas são neurotoxinas inibidoras de canais iônicos encontradas no veneno 

da aranha terafosídea Haplopelma hainanum (Xiao, Liang, 2003). Como já visto 

anteriormente, peptídeos com estas características podem também ter ação antimicrobiana.  

A Avinina e a Aviensina apresentaram similaridades com hainantoxinas que possuem 

o motivo “nó de cistina” tipo ICK. Através do alinhamento com estas toxinas foi possível 

observar que esses peptídeos também têm motivo ICK em sua estrutura (Figura 40), assim 

como todos os outros PAMs já descritos anteriormente. A presença de moléculas 
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antimicrobianas com motivo ICK é bastante conhecida no veneno de aracnídeos. As 

spiderines OtTx1a, 1b, 2a e 2b, identificadas no veneno da aranha Oxyopes takobius, são 

exemplos destas moléculas (Vassilevski et al., 2013).  

 

 
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 

“nó de cistina” do tipo inhibitory cysteine knot. Como visto anteriormente, a Avinina e a Aviensina apresentam 

similaridade com estas hainantoxinas. Estão destacadas as cisteínas 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 à sequência peptídica identificada pelo 

software PEAKS 7.5 (Figuras 36 e 37): SKQLHQSCSDNCDCCGATVVCASVWVGSKE 

SRMCKEKTSDNSILNFFGKGINAVSNFSMC e GCTKQLNQRCEDNCDCCGSTVV 

CGSVWVGGKEVKTCKEKTSDNWILNMAGKGLNMMKNAASVCV.  

Tendo conhecimento da massa molecular, foi possível calcular a CMI e a CMB dos 

peptídeos, os resultados são mostrados na Tabela 6. Em comparação com a Juruenina e a 

Juruensina, que também impediram o crescimento de E. coli SBS 363 e M. luteus A270, os 

valores de CMI e a CMB Avinina e da Aviensina foram, em geral, menores. Os ensaios 

hemolíticos realizados mostraram que esses PAMs não causam a hemólise de hemácias 

humanas. 

 

Tabela 6 - Valores de concentração mínima inibitória - CMI e concentração mínima bactericida - CMB obtidos 

nos ensaios antimicrobianos realizados com os peptídeos antimicrobianos Avinina e da Aviensina, isolados do 

veneno de Avicularia juruensis. 
 

Microrganismo 

testado 

Avinina Aviensina 

CMI 

(µM-µg/mL) 

CMB 

(µM-µg/mL) 

CMI 

(µM-µg/mL) 

CMB 

(µM-µg/mL) 

Escherichia coli  

SBS 363 
1 - 6,87 2 - 13,74 6,5 - 45,2 13 - 90,4 

Micrococcus luteus 

A270 
8 - 54,95 16 - 109,9 13 - 90,4 26 - 180,8 
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Figura 41 - Determinação das massas moleculares da Avinina e da Aviensina através do software MassAnalyzer 
1.03 (Amgen). A) A deconvolução dos íons indica que a Avinina possui massa molecular 6839,1 Da, que 

corresponde exatamente à massa da sequência peptídica encontrada pelo software PEAKS 7.5 (Figura 36). B) A 

deconvolução dos íons indica que a Aviensina possui massa molecular 6855,1 Da, que corresponde exatamente à 

massa da sequência peptídica encontrada pelo software PEAKS 7.5 (Figura 37). 

 

A presença de PAMs no veneno de aranhas provavelmente é de grande importância. 

Sendo o envenenamento o primeiro passo da alimentação, eles são, portanto, injetados na 

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

patogênicos. 

Além de auxiliar no entendimento do papel biológico e funcionamento, o estudo de 

PAMs é bastante interessante devido ao fato de que estas moléculas são capazes de agir em 

diferentes compartimentos celulares. Sendo assim, elas se tornam candidatos promissores para 

o desenvolvimento de novos fármacos que podem vir a ser empregados no combate a 

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

 

4.2 Perfil eletroforético do veneno 

 

Uma quantidade de 100 µg de veneno de A. juruensis foi analisada através da técnica 

de eletroforese, sob condições não redutoras e redutoras. Foram feitos géis com concentrações 

de 8, 10, 12 e 15% de poliacrilamida. Nos géis com menor concentração foi possível observar 

melhor as moléculas de alta massa molecular, enquanto que nos géis com maior concentração 

de poliacrilamida as proteínas de baixa massa molecular foram mais bem visualizadas (Figura 

42). 

O perfil eletroforético obtido para o veneno não reduzido indicou a presença de 

proteínas com massa entre 130 e 95 kDa, entre 72 e 43 kDa e entre 17 e 10 kDa. A coloração 

por nitrato de prata possibilitou a visualização de outras moléculas com massa entre 26 e 17 

kDa (Figura 42 D). Sob condições redutoras o veneno apresenta grande quantidade de 

proteínas 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 possível identificar a 

presença 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 proteínas que compõem o veneno de A. 

juruensis possuem pontes dissulfeto em sua estrutura, pois observa-se que as moléculas não 

apresentam a mesma massa quando analisadas sob as condições não redutoras e redutoras. O 

β-mercaptoetanol presente no tampão de amostra e o aquecimento que é realizado em análises 

redutoras provocam a quebra destas pontes, destruindo conformação tridimensional da 

molécula. Assim, as subunidades que compõem a proteína correm separadamente de acordo 

com a massa de cada uma delas. Isso justifica o fato de serem obtidos diferentes perfis 

eletroforéticos nas duas condições e comprova que algumas proteínas do veneno possuem 

pontes dissulfeto. 
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Figura 42 - Perfil eletroforético do veneno de Avicularia juruensis, analisado sob condições não redutoras e 

redutoras. O experimento foi realizado em géis com diferentes concentrações de poliacrilamida. Todos foram 

corados tanto com azul de coomassie R-250 quanto com nitrato de prata. A) Gel com concentração de 8% de 

poliacrilamida. B) Gel com concentração de 10% de poliacrilamida. C) Gel com concentração de 12% de 

poliacrilamida. D) Gel com concentração de 15% de poliacrilamida. Marcador: Padrão de massa molecular 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.). S/R: Veneno analisado sobre condições 

não redutoras. C/R: Veneno analisado sobre condições 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 há a 

presença de proteínas com massa molecular acima de 100 kDa e com massa aproximada de 

40-45 kDa, além de moléculas menores que 15 kDa, o mesmo observado para A. juruensis. 
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Estas proteínas, provavelmente, estão comumente presentes nos venenos de espécies da 

família Theraphosidae, já que todas estas aranhas citadas pertencem a este grupo. 

 

 
Figura 43 - Perfil eletroforético dos venenos das aranhas terafosídeas 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 às observadas no veneno de 

Avicularia juruensis, estão destacadas com os retângulos.  

 

Apesar das semelhanças observadas, descritas anteriormente, cada espécie apresentou 

um perfil eletroforético específico para seu veneno. Segundo García-Arredondo et al., (2015), 

cada aranha possui veneno composto por uma mistura particular de componentes que se ligam 

a alvos específicos. Essa variação possivelmente é resultado evolutivo da diversidade 

alimentar de cada espécie. Outro fator que também pode influenciar nas diferenças observadas 

é o período no qual foi feita a coleta. Em estudo realizado por Herzig (2010) foi observado 

que em época de muda a produção de veneno da aranha Coremiocnemis tropix é 

drasticamente reduzida. Já em análises realizadas por Boevé et al., (1995) notou-se que após a 

alimentação os componentes tóxicos do veneno da espécie Cupiennius salei demoram por 

volta de 8 a 16 dias para serem repostos, modificando consideravelmente a quantidade de 

proteínas. Sendo assim, estes fatos podem explicar as diferenças observadas no veneno de A. 

juruensis com relação aos das espécies A. gomesiana, A. natalensis, N. coloratovillosus e V. 

dubius, apesar de todas elas pertenceram à mesma família. 

Em geral, o veneno de aranhas terafosídeas é constituído por sais, neurotransmissores, 

compostos de baixa massa molecular (ácido cítrico, nucleotídeos, aminas biogênicas, 

aminoácidos livres e acilpoliaminas), peptídeos, proteínas 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 caseína 

 

Para realizar o experimento de zimografia foram utilizados 100 µg de veneno de A. 

juruensis, o qual não foi reduzido. Ao final de experimento foi identificada uma faixa clara, 

que indica a degradação do substrato, na altura próxima a 95 kDa (Figura 44 A), resultado que 

confirma que o veneno possui enzimas capazes de clivar a caseína. Para identificar a família 

destas enzimas alguns géis foram incubados, separadamente, em tampões 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 ausência de faixas 

claras (Figuras 44 B e 44 C), indicando que as enzimas podem ser metaloproteinases ou 

serinoproteases. 

 

 

Figura 44 - Zimografia realizada com o veneno de Avicularia juruensis. O experimento foi feito em gel com 

concentração de 12% (A) e 10% (B e C) de poliacrilamida copolimerizado com 0,1% de caseína de leite bovino. 

A seta mostra a faixa clara, que indica que houve a degradação do substrato. A) Gel incubado em tampão sem 

inibidores enzimáticos. B) Gel incubado em tampão contendo PMSF. C) Gel incubado em tampão contendo 

EDTA. Marcador: Padrão 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 são bastante conhecidas no veneno de aranhas do 

gênero Loxosceles (família Sicariidae). Veiga et al., (2000) e Feitosa et al., (1998) 

identificaram estes dois grupos de enzimas no veneno da espécie L. intermedia. Com relação 

às aranhas da família Theraphosidae, a presença 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 

terafosídeos ainda são um grupo pouco estudado, pois até o ano de 2015 eram conhecidas 226 
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sequências de toxinas proteicas de apenas 20 espécies (García-Arredondo et al., 2015). Sendo 

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

 

4.4 Cromatografia líquida de gel filtração e ensaio de atividade caseinolítica 

 

Através da técnica de cromatografia líquida de gel filtração o veneno de A. juruensis 

foi fracionado de acordo com o tamanho das moléculas que o compõem (Figura 45). A fim de 

se identificar quais frações possuíam as metaloproteinases ou serinoproteases todas foram 

testadas utilizando-se o ensaio de atividade caseinolítica. As frações 7, 8 e 9, destacadas na 

Figura 45, foram as únicas capazes de degradar a caseína. Na Figura 46 pode ser observado o 

perfil de degradação da caseína que foi incubada com as frações 7, 8 e 9. 

 

 
Figura 45 - Perfil cromatográfico do veneno de Avicularia juruensis, obtido por cromatografia líquida de gel 

filtração em coluna Superose 12 10/300 GL. A cromatografia foi feita sob condições isocráticas, utilizando como 
eluente uma solução de acetato de amônio 50 mM. A absorbância foi monitorada a 280 nm. As frações foram 

coletadas automaticamente a cada minuto, durante 36 minutos. Todas foram testadas através do ensaio de 

atividade caseinolítica e apenas as frações 7, 8 e 9, destacadas no cromatograma, foram capazes de degradar a 

caseína.  
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Figura 46 - Perfil eletroforético da degradação da caseína. As frações isoladas por cromatografia líquida de gel 

filtração foram incubadas com solução de caseína 2% (m/v) e aplicadas num gel com concentração de 12% de 

poliacrilamida, a fim de se avaliar a degradação do substrato. As frações 7, 8 e 9 (Figura 45) foram as únicas 

capazes de degradar a caseína. O veneno de Bothrops jararaca foi empregado como controle positivo e a 

solução de caseína incubada somente com a solução tampão foi usada como controle negativo de degradação. 

Marcador: Padrão de massa molecular Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher 

Scientific Inc.). CSN: Caseína (controle negativo). α: Subunidade alfa da molécula de caseína. β: Subunidade 

beta da molécula de caseína. κ: Subunidade kappa da molécula de caseína. B. jar: Veneno de B. jararaca 

(controle positivo). 7-9: Frações 7-9, respectivamente. 

 

4.4.1 Caracterização das enzimas identificadas  

 

As concentrações das frações 7, 8 e 9, únicas capazes de degradar a caseína, foram 

verificadas no equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.), utilizando-se o 

comprimento de onda de 280 nm. Em seguida, foram coletadas alíquotas correspondentes à 

quantidade de 30 µg. As mesmas foram concentradas em centrífuga a vácuo, submetidas à 

redução, alquilação e tripsinização e analisadas por LC-MS/MS. Os espectros foram 

analisados no software PEAKS 7.5, utilizando-se a função PEAKS DB, onde foi feita a 

comparação com um banco de dados montado com os contigs obtidos na análise 

transcriptômica da glândula de veneno de A. juruensis. Os resultados mostram que para as 

frações 7, 8 e 9 foram identificados fragmentos peptídicos que pertencem ao contig 

Ajur72031_seq10 (Figura 47) (Apêndice VII).  
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Figura 47 - Sequência completa de aminoácidos do contig Ajur72031_seq10, obtida através da análise 

transcriptômica das glândulas de veneno de Avicularia juruensis. Os fragmentos peptídicos identificados por 

espectrometria de massas nas frações 7, 8 e 9 estão destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis. 

Os espectros destes fragmentos são mostrados dentro dos retângulos. A acetilação dos N-terminais e a 

carbamidometilação das cisteínas (modificações pós traducionais) estão 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_seq10 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 domínios conservados Pep_M12B_propep, 

ZnMc_adamalisina_II_like/Reprolisina, Desintegrina e ACR/ADAM_ CR (Figura 48), típicos 

de metaloproteinases. Através destas buscas também foi identificado que o contig possui 

similaridades com proteínas do tipo ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) de outras 

espécies de artrópodes, especialmente Limulus polyphemus e Polistes canadensis.  

O alinhamento e a comparação de Ajur72031_seq10 com três 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 comparação foi feita apenas 

entre os aminoácidos do sítio ativo as porcentagens de identidade variaram entre 72 e 81%. Já 

as porcentagens de similaridade foram de 90,9%. 

O alinhamento e a comparação do contig Ajur72031_seq10 com uma astacina-like do 

veneno da aranha marrom L. intermedia (NCBI ID: gi|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 também foi baixa, de apenas 29,96% (Figura 49). 

Apesar das baixas porcentagens de identidade observadas, quando a comparação foi feita 

apenas entre os aminoácidos localizados no sítio ativo destas enzimas a identidade e a 

similaridade ficaram maiores que 54%. 

Através da ferramenta ProtParam (Gasteiger et al., 2005) foi possível determinar que o 

contig Ajur72031_seq10 possui massa molecular de, aproximadamente, 87 kDa. Essa massa 

se assemelha à da enzima que foi capaz de degradar a caseína no experimento de zimografia 

(em 4.3, Figura 44).  

Como já mencionado, o contig Ajur72031_seq10 é uma metaloproteinase que possui 

domínios conservados típicos de enzimas do tipo ADAM, também chamadas de adamalisinas 

ou reprolisinas. Elas são uma família de proteínas que possuem, aproximadamente, 750 

aminoácidos em sua estrutura e são responsáveis por uma variedade de funções, incluindo 

atividades proteolítica, adesiva e de sinalização celular. As ADAMs podem ser encontradas 

numa grande variedade de espécies, desde protozoários até vertebrados (Huovila et al., 2005; 

Rawlings et al., 2016; Reiss, Saftig, 2009). Estas proteínas pertencem à subfamília M12B na 

classificação 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-III 

(Cerdà-Costa, Gomis-Rüth, 2013; Takeda et al., 2012). 
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Figura 48 - Regiões de domínios conservados do contig Ajur72031_seq10. São eles: Pep_M12B_propep (verde), ZnMc_adamalisina_II_like/Reprolisina (vermelho e cinza), 

Desintegrina (laranja) e ACR/ADAM_CR (vermelho). Os números em azul indicam a posição dos aminoácidos. O sítio ativo (HMxxHxxxxxH) também está 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_seq10 com três tipos de ADAMs (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 aminoácidos 

conservados são mostrados em preto, os que possuem o mesmo caráter químico são mostrados em cinza e os aminoácidos não conservados são mostrados em branco. As 

porcentagens de identidade, comparando-se com a primeira sequência, estão indicadas no final da sequência de aminoácidos de cada molécula. O Símbolo (-) representa os 
gaps. O sítio ativo está 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 sítio ativo normalmente composto pela sequência 

HExxHxxGxx(H,D) (Cerdà-Costa, Gomis-Rüth, 2013). As histidinas estão envolvidas na 

ligação com o metal, que é essencial para a atividade catalítica da enzima (Gremski et al., 

2014). Um aminoácido em geral, na maioria das vezes um ácido glutâmico, fica localizado 

próximo ao local de ligação com o metal e tem papel importante durante a catálise (Cerdà-

Costa, Gomis-Rüth, 2013). O contig Ajur72031_seq10 possui sítio ativo composto pela 

sequência HMxxHxxGxxH, assim como ocorre com as ADAMs de L. polyphemus (NCBI ID: 

gi|926630664 e gi|926637610) e P. canadensis (NCBI ID: gi:954573061), por exemplo. Os 

resultados obtidos sugerem que a substituição do ácido glutâmico por uma metionina, um 

aminoácido apolar alifático, aparentemente não afeta a função desta metaloproteinase do 

veneno de A. juruensis. 

 

4.4.1.1 Outras metaloproteinases identificadas por análise transcriptômica  

 

Com o intuito de se identificar outras metaloproteinases entre as proteínas preditas 

pela análise transcriptômica, foram efetuadas pesquisas utilizando os padrões “HE[A-Za-

z]{2}H[A-Za-z]{2}G[A-Za-z]{2}H” e “HM[A-Za-z]{2}H[A-Za-z]{2}G[A-Za-z]{2}H”. 

Assim, foram identificados outros cinco contigs com sítio ativo típico de metaloproteinases: 

Ajur8793_seq1, Ajur16413_seq1, Ajur64801_seq2, Ajur66621_seq1 e Ajur76134_seq1 

(Apêndices VIII, IX, X, XI e XII, respectivamente). Eles possuem domínios conservados 

comuns de ADAMs, MMPs (Matrix Metalloproteinases) e metalopeptidases do tipo astacina-

like de outras espécies de artrópodes (Figura 50). 
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Figura 50 - Regiões de domínios conservados dos contigs Ajur8793_seq1, Ajur16413_seq1, Ajur64801_seq2, Ajur66621_seq1 e Ajur76134_seq1. Ajur8793_seq1 e 

Ajur16413_seq1 possuem o domínio ZnMc (cor-de-rosa). Ajur64801_seq2 tem o mesmo domínio citado, além do domínio tipo Pep_M12B_propep (verde). Ajur66621_seq1 

possui o domínio ZnMc_MMP/Peptidase M10 (vermelho e cinza) e HX (azul). Finalmente, o contig Ajur76134_seq1 tem os mesmos domínios citados e também possui o 
domínio tipo PG_binding_1 (vermelho). Os números em azul indicam a posição dos aminoácidos. Todos os contigs têm sítio ativo composto pela sequência 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_seq1 possui o domínio conservado ZnMc, uma região típica de 

metaloproteinases dependentes de zinco. Ele apresenta 98% de identidade com uma 

ADAMTS da aranha Stegodyphus mimosarum.  

O contig Ajur16413_seq1 apresenta o mesmo domínio conservado citado 

anteriormente e 48% de identidade com um astacina-like do escorpião Tityus serrulatus. As 

astacinas são uma família de metaloproteinases envolvidas na digestão de alimentos e na 

ativação de fatores de crescimento, degradação de polipeptídeos e processamento de 

moléculas extracelulares (da Silveira et al., 2007b).  

Assim como Ajur72031_seq10, o contig Ajur64801_seq1 possui os domínios 

Pep_M12B_propep e ZnMc e mostrou similaridade com ADAMs de L. polyphemus.  

Por fim, Ajur66621_seq1 e Ajur76134_seq1 apresentaram similaridade com MMPs 

das aranhas Parasteatoda tepidariorum e S. mimosarum, com porcentagens de identidade 

superiores a 60%. Além disso, eles têm domínios conservados típicos desta classe de enzimas. 

As MMPs, também conhecidas como matrixinas, são proteinases capazes de degradar todos 

os componentes da matriz extracelular (Löffek et al., 2011). 

O alinhamento e a comparação destes cinco contigs com as mesmas metaloproteinases 

com as quais foram feitos os alinhamentos de Ajur72031_seq10 (Figura 49) indicam maior 

similaridade apenas entre os aminoácidos do sítio 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 domínios conservados característicos de 

classes de enzimas específicas. As metaloproteinases são enzimas proteolíticas cuja atividade 

é dependente da presença de íons divalentes em seu sítio catalítico, geralmente zinco ou, 

eventualmente, níquel, manganês ou cobalto (Cerdà-Costa, Gomis-Rüth, 2013). Essas 

enzimas são comuns em venenos de serpentes, aranhas marrom e escorpiões e podem atuar 

sobre a proliferação e diferenciação celular e na remodelagem da matriz extracelular (Oliveira 

et al., 2015). 
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Continuação na Página 98. 
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Figura 51 - Alinhamento das sequências de aminoácidos dos contigs Ajur8793_seq1, Ajur16413_seq1, Ajur64801_seq2, Ajur66621_seq1 and Ajur76134_seq1 com três 

tipos de ADAMs (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 aminoácidos conservados são mostrados em preto, os que possuem o mesmo caráter 

químico são mostrados em cinza e os aminoácidos não conservados são mostrados em branco. O Símbolo (-) representa os gaps. O sítio ativo está 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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A presença 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 relação às metaloproteinases, elas podem ser 

encontradas em venenos de aranhas araneomorfas das famílias 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 às aranhas migalomorfas da família Theraphosidae, já foram descritas 

metaloproteinases no veneno das espécies Grammostola inhering (Borges et al., 2016) e 

Haplopelma hainanum (Cheng et al., 2016). Sendo assim, a presença de metaloproteinases no 

veneno da aranha A. juruensis é descrita pela primeira vez neste trabalho. Devido aos seus 

hábitos alimentares, que incluem o consumo de pequenas aves, é provável que estas enzimas 

tenham um papel fundamental na digestão pré-oral do alimento. 

O estudo de venenos de aranhas terafosídeas é muito importante para descrever sua 

composição, uma vez que esse grupo é menos estudado em comparação às aranhas de 

importância médica, como Latrodectus spp. (Yan, Wang, 2015) e Loxosceles spp. (Feitosa et 

al., 1998). Além da importância biológica, o estudo destes venenos pode, eventualmente, 

resultar na identificação de moléculas com potencial biotecnológico, como, por exemplo, a 

Juruína (Ayroza et al., 2012). 
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5 CONCLUSÕES 

 

Através das análises realizadas com o veneno da aranha Avicularia juruensis foi 

possível identificar a presença de sete peptídeos antimicrobianos. Um deles, a Juruína, já 

havia sido descrito anteriormente em outro trabalho. Os demais foram caracterizados e 

receberam os nomes de Avilina, Juruína_2, Avinina, Aviensina, Juruenina e Juruensina.  

A Avilina apresentou ação antimicrobiana contra a bactéria Escherichia coli SBS 363 

e causou a hemólise de hemácias humanas até a concentração de 0,875 µg/mL. A Juruína e 

Juruína_2, uma isoforma da Juruína, impediram o crescimento de todos os microrganismos 

testados e, como já esperado, não apresentaram atividade hemolítica. Os peptídeos Avinina, 

Aviensina, Juruenina e Juruensina foram eficazes contra as bactérias E. coli SBS 363 e 

Micrococcus luteus A270 e também não causaram a hemólise de hemácias humanas. Todos 

esses peptídeos possuem o motivo “nó 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 características comuns de PAMs da espécie A. juruensis.  

A presença de PAMs em venenos é, provavelmente, de grande importância, pois estas 

moléculas podem desinfectar o alimento antes que ele seja ingerido e, dessa forma, evita que 

o 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 o veneno 

de outras aranhas terafosídeas foi possível observar que em todos eles há a presença de 

proteínas com massa molecular acima de 100 kDa, com massa aproximada de 40-45 kDa e 

menores que 15 kDa. Apesar das semelhanças observadas, cada espécie tem um perfil 

eletroforético específico para seu veneno. Essa variação pode ser resultado evolutivo da 

diversidade alimentar de cada indivíduo ou pode ser devido ao período no qual foi feita a 

coleta de cada veneno.  

Através dos testes de zimografia e ensaio de atividade caseinolítica observou-se que o 

veneno de A. juruensis é capaz de degradar a caseína. Utilizando espectrometria de massas e 

análise transcriptômica das glândulas de veneno foi possível identificar uma metaloproteinase. 

Ela possui os domínios conservados do tipo Pep_M12B_propep, ZnMc_adamalisina_II_like/ 

Reprolisina, Desintegrina e ACR/ADAM_ CR e apresenta similaridades com proteínas do 

tipo ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) de outras espécies de artrópodes. 

Diferentemente da maioria, esta metaloproteinase possui sítio ativo composto pela sequência 
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HMxxHxxGxxH. A substituição do ácido glutâmico por uma metionina (na posição 2 do sítio 

ativo) parece não afetar a capacidade de esta enzima degradar a caseína. 

Analisando os resultados obtidos na análise transcriptômica foram identificadas outras 

cinco metaloproteinases no veneno de A. juruensis. Elas possuem domínios conservados 

comuns de ADAMs, MMPs (Matrix Metalloproteinases) e metalopeptidases do tipo astacina-

like. A presença de todas estas enzimas é, provavelmente, bastante importante para a digestão 

extracorpórea do alimento, visto que esta aranha geralmente consome pequenas aves.  

Os venenos de aranhas da família Theraphosidae ainda são pouco estudados e, 

portanto, sua caracterização é bastante importante. Além de ajudar a compreender como o 

veneno é constituído, as análises realizadas podem levar à descoberta de moléculas que 

podem vir a ter uma aplicação biotecnológica, como, por exemplo, a fabricação de 

bioinseticidas e medicamentos para o tratamento de diferentes doenças. 

Além de tudo o que foi citado, conhecer melhor o veneno da espécie A. juruensis e as 

toxinas que o compõem se torna muito importante, pois nada se sabe sobre acidentes com essa 

aranha. Apesar de ser um animal dócil, cada vez mais esta espécie é criada como “pet”, o que 

aumenta os riscos de picadas em humanos. Outro fator que também contribui para a 

ocorrência de acidentes é o crescente desmatamento dos locais onde esta aranha é encontrada, 

o que pode levar à aproximação desta com o convívio humano.  

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

ponto de vista biotecnológico quanto do ponto de vista biológico. 
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Apêndice I - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur63747_seq1 e seus respectivos 

aminoácidos traduzidos.  

 

Apêndice II - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur67205_seq1 e seus respectivos 

aminoácidos traduzidos. 

 

Apêndice III - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur66926_seq1 e seus respectivos 

aminoácidos traduzidos. 

 

Apêndice IV - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur75226_seq1 e seus respectivos 

aminoácidos traduzidos. 

 

Apêndice V - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur6582_seq1 e seus respectivos 

aminoácidos traduzidos. 

 

Apêndice VI - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur50565_seq3 e seus respectivos 

aminoácidos traduzidos. 

 

Apêndice VII - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur72031_seq10 e seus 

respectivos aminoácidos traduzidos.  

 

Apêndice VIII - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur8793_seq1 e seus respectivos 

aminoácidos traduzidos. 

 

Apêndice IX - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur16413_seq1 e seus respectivos 

aminoácidos traduzidos. 

 

Apêndice X - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur64801_seq2 e seus respectivos 

aminoácidos traduzidos. 

 

Apêndice XI - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur66621_seq1 e seus respectivos 

aminoácidos traduzidos. 

 

Apêndice XII - Imagem: Sequência nucleotídica do contig Ajur76134_seq1 e seus respectivos 

aminoácidos traduzidos. 
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A. I - Sequência nucleotídica do contig Ajur63747_seq1 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis.  

 

 

A. II - Sequência nucleotídica do contig Ajur67205_seq1 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis.  

 

 

A. III - Sequência nucleotídica do contig Ajur66926_seq1 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis.  
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A. IV - Sequência nucleotídica do contig Ajur75226_seq1 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis.  

 

 

A. V - Sequência nucleotídica do contig Ajur6582_seq1 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis.  

 

 

A. VI - Sequência nucleotídica do contig Ajur50565_seq3 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis.  
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A. VII - Sequência nucleotídica do contig Ajur72031_seq10 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis. Os aminoácidos pertencentes ao sítio ativo da enzima estão destacados em preto. 
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A. VIII - Sequência nucleotídica do contig Ajur8793_seq1 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis. Os aminoácidos pertencentes ao sítio ativo da enzima estão destacados em preto. 

 

 

A. IX - Sequência nucleotídica do contig Ajur16413_seq1 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis. Os aminoácidos pertencentes ao sítio ativo da enzima estão destacados em preto. 
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A. X - Sequência nucleotídica do contig Ajur64801_seq2 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis. Os aminoácidos pertencentes ao sítio ativo da enzima estão destacados em preto. 
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A. XI - Sequência nucleotídica do contig Ajur66621_seq1 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis. Os aminoácidos pertencentes ao sítio ativo da enzima estão destacados em preto. 
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A. XII - Sequência nucleotídica do contig Ajur76134_seq1 e seus respectivos aminoácidos 

traduzidos. 
 

 

Legenda: As sequências foram obtidas por análise transcriptômica da glândula de veneno de Avicularia 

juruensis. Os aminoácidos pertencentes ao sítio ativo da enzima estão destacados em preto. 
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ANEXO A - Artigo científico submetido para a revista Royal Society Open Science 
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