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RESUMO

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

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

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



ABSTRACT

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

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

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



1 INTRODUCAO

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

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

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

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

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

posicionadas no segmento basal das queliceras (Foelix, 2011; Kuhn-Nentwig et al., 2011).



Atualmente, as aranhas migalomorfas estdo organizadas em 16 familias (World Spider
Catalog, 2016).

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

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

as espécies conhecidas (World Spider Catalog, 2016).

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

—

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

uma ampla distribuicdo e sucesso nos ambientes em que sdo encontradas, € certo que as



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

1.1 Venenos de aranhas

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

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

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

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

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

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

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

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

1.1.2 Acilpoliaminas

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

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



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

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

1.1.3 Mini proteinas ricas em cisteina

As mini proteinas ricas em cisteina tém massa molecular variada entre 2650 e 14800
Da e contém de 6 a 14 cisteinas. Comumente apresentam uma estrutura chamada motivo “né
de cistina”, que é composto por folhas B pregueadas antiparalelas interconectadas por pontes
dissulfeto formadas entre as cisteinas presentes na molécula (Ayroza, 2012; Escoubas, Rash,
2004; Norton, Pallaghy, 1998). Estes motivos podem ocorrer em trés tipos: inhibitory cysteine
knot - ICK, disulfide-directed p-hairpin - DDH ou Kunitz (Kuhn-Nentwig et al., 2011)
(Figura 4).

) A " B C
P
' & T
N X «} =\
—\}::"\V ' 2.
’ N S
D E
-~ o«
N N’r « > o
v \ K
. U ’ ‘[:i_/ ol ”
=¥, o X e

Figura 4 - Exemplos de mini proteinas que possuem os trés tipos de motivos “n6 de cistina”. As que possuem 0
motivo tipo inhibitory cysteine knot: A) Huwentoxin-1V de Haplopelma schmidti, com seis cisteinas; B) ACTX-
HI: OB4219 de Hadronyche infensa, também com seis cisteinas; e C) w-atracotoxin-Hvl de Hadronyche
versuta, com oito cisteinas. D) Huwentoxin-11 de H. schmidti, com seis cisteinas e o motivo disulfide-directed -
hairpin. E) Huwentoxin-XI de H. schmidti, com seis cisteinas e 0 motivo Kunitz. A por¢do N-terminal das
moléculas esté indicada pela letra N e as pontes dissulfeto estdo marcadas com a cor preta. Adaptado de: Kuhn-
Nentwig et al., 2011.



O motivo ICK possui uma estrutura espacial consistindo de trés folhas B pregueadas e
pontes dissulfeto formadas entre as cisteinas C1-C4, C2-C5 e C3-C6. Em proteinas com oito
cisteinas, as pontes dissulfeto tém a seguinte disposicdo: C1-C4, C2-C5, C3-C8 e C6-C7
(Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013; Norton, Pallaghy, 1998).

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

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

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

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

1.1.4 Proteinas grandes

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

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

toxicas a trés diferentes grupos, sao elas: a o-latrotoxina, que é seletiva aos vertebrados; a a-



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

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

1.1.5 Enzimas

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

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

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

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

As colagenases sdo metaloproteinases que clivam o colageno, um importante

componente da matriz extracelular. Elas estdo presentes no veneno de aranhas das familias



Araneidae, Nephilidae, Sparassidae e Lycosidae (Atkinson, Wright, 1992; Nagaraju et al.,
2007b).

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

Com relacdo as enzimas que atuam sobre os fosfolipidios e compostos da membrana
celular sdo conhecidas as fosfodiesterases, que quebram a ligacdo fosfodiéster; as
fosfolipases, que agem sobre os fosfolipideos; e as esfingomielinases, que degradam a
esfingomielina, um esfingolipidio da membrana de células eucaridticas (Kuhn-Nentwig et al.,
2011). As esfingomielinases sdo0 o componente mais importante do veneno de aranhas
Loxosceles. Ao clivar a esfingomielina, elas causam lesdes necroticas e hemdlise de células
vermelhas do sangue, o que pode provocar até a morte (Leite, 2006).

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

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

1.1.6 Peptideos lineares

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

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

(composta por lisinas e argininas) é atraida por componentes negativamente carregados da



membrana celular (fosfolipideos, lipopolissacarideos ou &cido teicoico) (Kuhn-Nentwig et al.,
2011; Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013).

Os 0-SCP sdo compostos por mais de 37% de aminoacidos hidrofébicos, o que pode
torna-los anfipaticos. Gragas a essa anfipaticidade, esses peptideos tém a capacidade de se
ligar 8 membrana celular de células procariotas e/ou eucariotas. Dependendo do alvo ao qual
se ligam, eles sdo denominados peptideos citoliticos, membranoliticos ou peptideos
antimicrobianos - PAMs, quando se ligam exclusivamente a membrana celular de

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

1.1.6.1 Peptideos antimicrobianos - PAMs

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

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

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

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

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

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

cupieninas, de Cupiennius salei (Kuhn-Nentwig et al., 2002).



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

1.2 Diversidade do veneno de aranhas

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

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

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

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

2013). Em trabalhos realizados com o género Loxosceles foi observada a presenca de



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

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

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

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

descoberto sobre a composi¢cdo do veneno desta espécie.

1.3 Aespécie Avicularia juruensis

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

de veneno ou de hemolinfa podem ser facilmente obtidas destes animais (Foelix, 2011).



A aranha A. juruensis (Figura 6) difere-se das demais caranguejeiras da familia
Theraphosidae por apresentar cefalotdrax baixo, rima ocular pouco elevada, olhos médios
posteriores muito pequenos, queliceras com onze dentes na borda interna do sulco ungueal,
labio tdo largo quanto longo e tarsos providos de densas escopulas espatuladas, entre outras

caracteristicas (Mello-Leitdo, 1922).

e

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

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

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

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

cuidadosamente analisados.



2 CONCLUSOES

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

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

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

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

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

Diferentemente da maioria, esta metaloproteinase possui sitio ativo composto pela sequéncia



HMxxHxxGxxH. A substituicdo do acido glutamico por uma metionina (na posicao 2 do sitio
ativo) parece ndo afetar a capacidade de esta enzima degradar a caseina.

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

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

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

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

ponto de vista biotecnoldgico quanto do ponto de vista bioldgico.
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