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RESUMO 

Riciluca KCT. Peptídeos Bioativos do Plasma de Acanthoscurria rondoniae. [Tese 
(Doutorado em Biotecnologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2016. 

 

Na hemolinfa dos artrópodes encontramos os peptídeos antimicrobianos (AMP) que 
são importantes componentes do sistema imune de todos os organismos vivos. Na 
hemolinfa também encontramos a hemocianina, que é uma proteína constituída de 
múltiplos hexâmeros, onde cada um é constituído por monômeros de 
aproximadamente de 72 kDa. Além do seu papel de carregadora de oxigênio 
também pode atuar na osmorregulação e algumas reações imunes. Em quelicerados 
também foi sugerido que esta proteína pode apresentar atividade de fenoloxidase, 
após clivagem proteolítica. Purificamos do plasma de Acanthoscurria rondoniae um 
peptídeo, rondonina, com atividade antifúngica, massa molecular de 1.236 Da e 
sequência primária IIIQYEGHKH. Mostrou identidade com o C-terminal da 
subunidade “D” da hemocianina da aranha Aphonopelma hentzi. Este resultado nos 
levou a propor uma nova via do sistema imune de aracnídeos, atribuindo assim uma 
nova função para a hemocianina: produção de peptídeos antimicrobianos. Sendo 
assim, o objetivo deste trabalho foi continuar a identificação dos peptídeos 
antimicrobianos do plasma da aranha Acanthoscurria rondoniae, obter a sequência 
das subunidades da hemocianina e sua estrutura tridimensional, avaliar as 
atividades da rondonina: antifúngico pH dependente, associação com gomesina (um 
peptídeo presente nos hemócitos), avaliação da citotoxicidade contra células de 
mamíferos, mecanismo de ação utilizando membranas artificiais lipídicas e material 
genético e atividade contra vírus humanos. Através de técnicas cromatográficas 
identificamos 15 frações com atividade antimicrobiana no plasma. Encontramos 
duas frações contra E.coli, e outras treze contra C.albicans (incluindo a rondonina). 
A maioria das frações ativas (dez) mostraram similaridade com subunidades da 
hemocianina. As sequências das subunidades se mostraram muito conservadas e o 
primeiro modelo estrutural de hemocianina de aranha foi obtido por criomicroscopia. 
A produção de rondonina ocorre em condições ácidas, provavelmente pelo 
processamento da hemocianina a partir de uma enzima presente no plasma. Sua 
atividade antifúngica foi ampliada para C. neoformans. Apresentou melhor atividade 
em pH ácido para C. albicans e sinergismo com gomesina. Quando avaliada em 
células de mamífero, tumoral e não tumoral, não alterou a viabilidade celular. O 
peptídeo não foi capaz de interagir com membranas artificiais lipídicas.  Apresentou 
proteção às células da infecção por vírus humanos de RNA, Sarampo, H1N1 e EMC, 
e a primeira vez demonstrado um fragmento de hemocianina com atividade antiviral 
e seu mecanismo de ação quando avaliado demonstrou estar relacionado com 
material genético de levedura. Neste contexto, nossos resultados nos ajudam a 
entender porque aracnídeos sobreviveram por um longo tempo na escala evolutiva. 
E como as doenças infecciosas estão entre as principais causas de morte da 
população humana torna-se vital investir na busca de substâncias naturais ou 
sintéticas que exibam atividades antimicrobianas específicas e, acima de tudo, que 
as exerçam através de mecanismos de ação alternativos daqueles dos antibióticos 
disponíveis.  
 
Palavras-chave: Fragmentos de Hemocianina. Rondonina. Atividade Antiviral. 
Ligação com DNA. cryo-EM. Transcriptoma. 



 

 

 

ABSTRACT 
 
Riciluca KCT. Bioactives Peptides from Plasma of Acanthoscurria rondoniae. [Thesis 
Ph. D (Biotecnology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo; 2016. 
 
 
In the hemolymph of arthropods we found the antimicrobial peptides (AMP) which are 
important components of the immune system of all living organisms. We also found 
in the hemolymph, the hemocyanin, a protein which is composed of multiple 
hexamers, wherein each monomer consists of approximately 72 kDa. In addition to 
its oxygen carrier function can also act in osmoregulation and some immune 
reactions. In quelicerados it was also suggested that this protein may exhibit 
phenoloxidase activity after proteolytic cleavage. We purify in the Acanthoscurria 
rondoniae plasma a peptide, rondonin, with antifungal activity, molecular weight of 
1,236 Da and primary sequence IIIQYEGHKH. It showed identity with the C-terminus 
of subunit "D" of the hemocyanin of Aphonopelma hentzi spider. This result led us to 
propose a new pathway of the immune system of arachnids, thus giving a new 
function to hemocyanin: production of antimicrobial peptides. Thus, the objective was 
to continue the identification of antimicrobial peptides from plasma of the 
Acanthoscurria rondoniae spider, obtain the sequence of subunits of hemocyanin 
and its three-dimensional structure, evaluate the activities of rondonina: antifungal pH 
dependent, association with gomesin (a peptide from hemocytes), evaluation of 
cytotoxicity against mammalian cells, mechanism of action using artificial lipid 
membranes and genetic material and activity against human viruses. By 
chromatographic techniques we identified 15 fractions with antimicrobial activity in 
plasma. We found two fractions against E. coli, and other thirteen against C. albicans 
(including rondonina). The most active fractions (ten) showed similarity to the 
subunits of hemocyanin. The sequences of the subunits were very conserved and 
the first structural model of spider hemocyanin was obtained by cryomicroscopy. The 
production of rondonin occurs under acidic conditions, probably by the processing of 
hemocyanin from an enzyme present in the plasma. Its antifungal activity was 
expanded to C. neoformans. It showed better activity in acid pH to C. albicans and 
synergism with gomesin. When available in mammalian cells, tumor and non-tumor, 
it did not alter cell viability. The peptide was not able to interact with artificial lipid 
membranes. It presented protection to infection of cells by human RNA viruses, 
measles, H1N1 and EMC, and the first time demonstrated a fragment of hemocyanin 
with antiviral activity and its mechanism of action when evaluated showed to be 
related to genetic material of yeast. In this context, our results help us understand 
why arachnids have survived for a long time on the evolutionary scale. And how 
infectious diseases are among the leading causes of death in human population 
becomes vital to invest in the search for natural or synthetic substances that exhibit 
antimicrobial activity specific and, above all, that carry through alternative 
mechanisms of action of these antibiotics available. 
 
Key-words: Hemocyanin’s fragments. Rondonin. Antiviral Activity. cryo-EM. 
Transcriptome. 
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1  INTRODUÇÃO  

 

 Todos os organismos multicelulares dependem de um sistema de defesa para 

sua sobrevivência. Historicamente, o sistema imunológico está dividido em 

imunidade inata e imunidade adaptativa. A imunidade inata representa uma resposta 

rápida e apresenta um grande número, porém limitado, de estímulos. Está 

representada por barreiras físico-químicas e biológicas, ativação de células 

especializadas, como macrófagos, neutrófilos, células dendriticas e células Natural 

Killer – NK e moléculas solúveis que podem estar relacionadas com ativação 

enzimáticas, liberação de mediadores inflamatórios, ativação de proteínas do 

sistema complemento, assim como síntese de proteínas de fase aguda, citocinas e 

quimiocinas (Boehm, 2012; Medzhitov et al.,1997; Medzhitov, Janeway, 2000).  

 Por outro lado, a imunidade adaptativa depende da ativação de células 

especializadas, os linfócitos e células apresentadoras de antígenos, e das moléculas 

por eles produzidas. As principais características da resposta imune adquirida são 

especificidade, que é caracterizada pela variabilidade de seus receptores e memória 

imunológica e diversidade de reconhecimento, especialização de resposta, 

autolimitação e tolerância a componentes do próprio organismo (Cruse, Lewis, 2009; 

Delves, Roitt, 2000). 

 Nos vertebrados encontramos tanto a resposta imune inata quanto à 

adaptativa, Mamíferos, pássaros, reptéis, anfíbios, peixes ósseos e cartilaginosos 

possuem células do sistema adaptativo de dois tipos: células T e células B. Ambas 

as células expressam receptores da família de imunoglobulinas (Litman et al., 1999). 

Essa memória imunológica de células antígeno-específicas disponibiliza em 

vertebrados uma resposta imune mais rápida e mais efetiva depois de repetidos 

estímulos do sistema imune pelo mesmo e/ou patógeno relacionado (Bulet et al., 

2004; Franco et al.,2006; Lie, Heyneman 1979; Pelegrini,  Franco, 2005). 

Nos invertebrados, a defesa é muito semelhante à imunidade inata dos 

vertebrados, reconhecida como um mecanismo mais primitivo e foi conservada ao 

longo da evolução, sendo que atualmente é encontrada em todos os representantes 

do reino animal (Hancock et al., 2006) (Figura 1). Os insetos são considerados o 

grupo mais bem estudado. Após o rompimento da barreira físico-química constituída 

pela cutícula e invasão dos microrganismos, o sistema é ativado. A ativação desse 

sistema é mediada por fatores presentes na hemolinfa, que é composta por células 
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(os hemócitos) e pelo plasma (fluído rico em proteínas, aminoácidos, carboidratos, 

ácidos graxos, hormônios e íons). Desta forma, a resposta imune dos invertebrados 

consiste em reações celulares como a fagocitose, encapsulação e/ou formação de 

nódulos, e de reações humorais incluíndo as cascatas de serina proteinases que 

participam da coagulação e da melanização, além da produção de intermediários 

reativos de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN) e peptídeos antimicrobianos (PAMs) 

(Ratcliffe, Whitten, 2004).  

 

 

Figura 1 – Esquema representativo do sistema imune de artrópodes. Uma vez que patógenos 
entram na hemocele do hospedeiro, eles devem encontrar um mecanismo complexo de defesa do 
sistema imune inato (modificado de Jiravanichpaisal et al., 2006). 

 

 

Entretanto, a imunidade natural é muito mais comum, e entre suas respostas, 

incluem-se componentes cruciais como fenóis, substâncias secundárias e peptídeos 

antimicrobianos (PAMs) (Frecer et al., 2006; Thomma et al., 2002). 

Em insetos uma memória imunológica patógeno-específico foi demonstrado, 

em abelhas Bombus terrestris (Sadd, Schmid-Hempel, 2006), moscas Drosophila 

melanogaster (Pham et al.,2007) e no besouro Tribolium castaneum (Roth et 
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al.,2009). Além disso, outros estudos também indicaram que algum tipo de memória 

imunológica pode persistir através de sucessivas metamorfoses presentes no ciclo 

de vida dos insetos (Thomas, Rudolf, 2010). No molusco, Biomphalaria glabrata, foi 

verificado que este caramujo pode se tornar resistente a infeção por trematódeos 

através de sua sensibilização por trematódeos homólogos antenuados (Hanington et 

al.,2010). 

Os artrópodes são animais com ampla distribuição e adaptados a sobreviver 

em quase todos os ambientes. Sua sobrevivência e a enorme diversidade devem-se 

à adaptação a diferentes ambientes, às vantagens na competição com outras 

espécies, à excepcional capacidade reprodutora, à eficiência na execução de suas 

funções e à resistência a substâncias tóxicas. A conquista de diferentes hábitat 

provavelmente esta relacionada também à capacidade de se defenderem contra 

diversos tipos de microrganismos e parasitas, pois muitos artrópodes vivem em 

ambientes onde esses microrganismos são abundantes. É, portanto, evidente que 

esses invertebrados devam possuir um sistema imunológico eficiente para combater 

esses microrganismos perigosamente potentes (Barraviera, 1994). 

O sistema imune inato dos invertebrados é separado em reações celulares e 

humorais. Nas reações celulares os microrganismos, células apoptóticas, a remoção 

de debris celulares e a remodelagem de tecidos danificados são importantes papéis 

da fagocitose, os microrganismos também podem ser aprisionados pela formação do 

nódulo ou encapsulaçao pelos hemócitos. No processo de defesa humoral três 

reações são desencadeadas: melanização, coagulação da hemolinfa e a síntese 

e/ou liberação de peptídeos antimicrobianos (Fukuzawa et al.,2008; Vilmos, Kurucz, 

1998). 

Em aranhas, como em outros artrópodes, os animais precisam reagir a 

injúrias de maneiras combinadas para evitar a perda de fluídos e se defender de 

patógenos invasores. Sendo assim, os hemócitos circulantes na hemolinfa, que 

pode ser considerada como um orgão multifuncional, responsável pela locomoção 

(Kropf, 2013), respiração (Burmester, 2013) e nutrição, após uma injúria, migram 

para o local da infecção. Chegando ao local podem fagocitar, formar nódulos para 

aprisionar microrganismos (nodulação) e formar cápsulas para aprisionar patógenos 

maiores (encapsulação). Os hemócitos também liberam componentes da cascata de 
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coagulação e peptídeos antimicrobianos para eliminar os microrganismos invasores 

(Fukuzawa et al.,2008). 

A cascata de coagulação é desencadeada por padrões moleculares 

associados ao patógeno resultando numa cascata proteolítica e a coagulação da 

hemolinfa (Iwanaga, Lee, 2005). Componentes da parede fúngica ou parede celular 

bacteriana (β-1,3-glucana e lipopolissacarídio, respectivamente) iniciam a cascata 

em limulídeos, onde todos os componentes são liberados pela degranulação dos 

hemócitos. Esse processo se caracteriza pela conversão do coagulogênio em 

homopolímeros não-covalentes de coagulina (Osaki, Kawabata, 2004). Alguns 

componentes da cascata de coagulação também foram identificados em aranhas 

(Iwanaga, Lee, 2005; Kuhn-Nentwig, Nentwig, 2013; Lorenzini et al.,2006). 

Nos artrópodes em geral, a atividade de fenoloxidase segue o mesmo padrão 

de reconhecimento para a cascata de coagulação. Poucos minutos após a infecção, 

a melanina, formada pela ativação da fenoloxidase através da profenoloxidase por 

serino proteases que é tóxica para microrganismos, é depositada tanto na superfície 

do patógeno ou dentro da cápsula formada, sendo esse processo chamado 

melanização (Iwanaga, Lee, 2005; Sördehäll, Cerenius, 1998). 

Em algumas reações de defesa, uma série de substâncias que estão 

presentes em pequenas quantidades na hemolinfa ou que aparecem somente no 

curso de uma infecção, tem sua síntese estimulada. Essas substâncias estão 

envolvidas no reconhecimento, na mediação da resposta imune-celular ou na ação 

direta antimicrobiana. Entre estas substâncias, as mais estudadas são as lectinas, 

hemolina e os peptídeos e as proteínas antimicrobianas (Andreu, Rivas, 1998; 

Daffre, Faye, 1997; Kawabata, Imanaga, 1999; Mendonza, Faye, 1999; Sun et al., 

1990; Wilson et al., 1999). 

As lectinas são proteínas com afinidades por carboidratos estão relacionadas 

a vários fenômenos de reconhecimento celular, incluindo adesão a hemócitos e 

microrganismos. Desempenham assim, um importante papel na imunidade dos 

artrópodes, funcionando como aderirem aos organismos invasores (Borneman, 

Lowrie, 1998). 

A hemolina está presente na hemolinfa de Hyalophora cecropia e Manduca 

sexta também está relacionada com o reconhecimento dos LPS pelo lipídio A 

(Daffre, Faye, 1997), ligando-se à superfície das bactérias e, também, dos 
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hemócitos, constituindo um fator de opsonização que participa na formação de um 

complexo proteico que, ao tudo indica, iniciador da fagocitose. (Andersson, Steiner, 

1987; Sun et al., 1990; Su et al., 1998; Wang et al.,1995; Zao, Kanost, 1996). Esta 

proteína não apresenta atividade antimicrobiana e foi verificada que pertence a 

superfamília das imunoglobulinas. A esta família também pertencem às moléculas 

que funcionam como anticorpos em vertebrados e várias proteínas envolvidas em 

adesão celular (Faye, Hultmark, 1993). 

Na hemolinfa dos artrópodes também encontramos livremente dissolvidas as 

hemocianinas que são grandes proteínas respiratória alostéricas que são 

constituídas de múltiplos hexameros onde cada hexamero é feito por monômeros de 

aproximadamente 75 kDa (Figura 2) (van Holde et al., 2001).  

 

Figura 2 – Estrutura básica da hemocianina dos Chelicerata. Hemocianina construída 
hierarquicamente 2n (n = 0, 1, 2, 3) em hexâmeros.  

 

O sítio de transporte de oxigênio envolve um par de átomos de cobre, no qual 

o estado Cu (I) está na forma desoxigenada, mas torna-se Cu (II) após oxigenação. 

Isso explica a mudança para a cor azul após a oxigenação (Cuff et al.,1998; Magnus 

et al.,1994). Essas ligações com oxigênio são coordenadas pelo cobre através de 

seis resíduos de histidina (Cuff et al.,1998; van Holde, et al.. 1995).  

A hemocianina da tarântula norte americana Aphonopelma hentzi (Figura 3) é 

um complexo de proteínas nativas de 24-mer constituindo de dois dodecameros 

idênticos com uma massa molecular total estimada em cerca de 1.800 kDa (Markl et 

al, 1979, 1980, 1986; Shneider et al, 1977). A formação do complexo 24 mer exige a 

agregação de sete tipos diferentes de subunidades na mesma quantidade com 

quatro cópias de cada uma das subunidades a, d, e, f, g, e duas cópias da 

subunidade b, c (a esteoquimetria do 24-mer é 4a, 2b, 2c, 4d, 4e, 4f e 4g). As sete 
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subunidades são necessárias para a formação de um 4 x 6 mer completo e estável. 

Este é formado por 2 x 6 mer idênticos com estequeometria 2a,1b, 1c, 2d, 2e, 2f e 

2g. Os dois hexâmeros constituintes do 2 x 6 mer são diferentes, pois um deles 

possui a subunidade b enquanto o outro possui a subunidade c. Estas duas 

subunidades possuem uma forte associação, formando um heterodímero que exerec 

um importante papel na estabilização do complexo. Esta ligação não só estabiliza a 

associação entre os dois hexâmeros de cada 2 x 6 mer, como também é 

responsável pela formação de uma ligação central entre os 2 x 6 mer que formam o  

4 x 6 mer. As diferentes subunidades são necessárias não só para a estabilização 

do complexo, como também para o seu correto funcionamento (Markl, 1981, 1986).  

Além do seu papel como carregadora de oxigênio, a hemocianina aparece 

como uma proteína multifuncional, pois também está envolvida na osmorregulação, 

estoque de proteínas e algumas reações imunes (Decker, Jeanicke, 2004). Em 

chelicerados, ao contrário de outros artrópodes, não apresentam uma fenoloxidase 

verdadeira, neste caso, a região N-terminal da hemocianina foi sugerida por ter 

atividade de fenoloxidase após clivagem proteolítica (Decker, Rimke, 1998; Nagai, 

Kawabata, 2000). O sistema profenoloxidase (ou sistema proPO) envolve uma 

cascata complexa na qual compostos fenólicos são oxidados e muitas moléculas 

tóxicas (quinonas e espécies reativas de oxigênio) são geradas em resposta a 

infecção microbiana (Cerenius et al, 2008; Cerenius, Soderhall, 2004). 
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Figura 3 - Estrutura 24-mer da Hemocianina da tarantula A. hentzi. As diferentes cores se referem 
as diferentes subunidades: a -verde; b - cinza; c - marron; d - amarelo; e - rosa; f - azul; g – vermelho  
(Voit et al, 2000). 

 

Os PAMs são convencionalmente descritos como moléculas anfipáticas e 

catiônicas, compostas de 12 a 45 resíduos de aminoácidos e codificadas por genes, 

diferentemente dos anticorpos, os peptídeos antimicrobianos (PAMs) por serem 

simples produtos da transcrição e tradução gênica podem ser rapidamente 

sintetizados após a infecção, com um gasto limitado de energia e biomassa (Bulet et 

al., 2004; Boman et al., 2003; Pelegrini, Franco, 2005; Thomma et al., 2002), mais já 

há evidências de que outros PAMs ou polipeptídios possam se originar de várias 

outras fontes, tais como de hidrólises de proteínas inativas (Bachère et al., 2004).  

A geração de peptídeos biologicamente ativos e polipeptídeos (criptídeos) ou 

proteínas (cripteínas) pela clivagem de uma proteína precursora é um fenômeno 

comum que ocorre em toda a natureza, de vírus até humanos (Ng, Ilag, 2006). Há 

muitos exemplos ilustrando que um ou mais fragmento(s) peptídico(s) clivado(s) 

proteoliticamente pode ser derivado de uma única proteína precursora, e esses 

peptídeos geralmente mostram atividades que são diferentes da molécula 

precursora. Em muitos casos, essa atividade biológica divergente são crípticas e não 
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podem ser previstas a partir de qualquer sequência de amino ácidos ou a atividade 

da proteína precursora.  Esses peptídeos e/ou polipeptídeos são classificados como 

cripteinas e a proposta que muitas classes de cripteinas existem, tanto como 

fragmentos processados naturalmente ou, alternadamente, como o resultado de 

uma clivagem proteolítica artificial. Eles são dividos em três classes: Tipo 1: são 

produzidos quando uma proteína precursora é naturalmente clivada por uma ou 

mais proteases para gerar um peptídeo ou um grupo de peptídeos com novas 

bioatividades que são distintas da proteína precursora; Tipo 2: são fragmentos 

naturalmente liberados da proteína precursora que ou mantém a original ou a 

bioatividade relacionada com a molécula precursora; Tipo 3: fragmentos de 

proteínas-peptídeos gerados in vitro com novas bioatividades. Fragmentos idênticos 

ou similares podem não ser necessariamente gerados naturalmente (Autelitano et 

al., 2006). 

O principal modo de ação dessas moléculas é por meio do aumento da 

permeabilidade da membrana plasmática. Inicialmente há uma interseção 

eletrostática entre o PAM positivamente carregado e os componentes da membrana 

dos microrganismos, carregados negativamente. Posteriormente, as interações entre 

a porção apolar da membrana das células e os resíduos hidrofóbicos dos PAMs 

culminam na permeabilização das membranas (Silva Jr, 2000). 

Com relação à ruptura da membrana plasmática foram propostos quatro 

modos de ação (Figura 4): 1 - Modelo “barrel-stave” – Neste, os PAMs anfipáticos, α-

hélice, após interação eletrostática com a face externa da membrana bacteriana, 

formam poros do tipo barril, aonde 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. O vazamento do conteúdo intracelular através 

destes poros pode levar a morte celular. A alameticina é um exemplro de PAM que 

induz este tipo de poro 2 - Modelo “carpet” – a membrane da bactéria é totalmente 

coberta pelo peptídeo. Quando uma concentração crítica é atingida, os peptídeos 

danificam a membrana de modo semelhante ao dos detergentes, com a 

desintegração e formação de micelas, o que leva a morte da bactéria. A ovispirina é 

um exemplo de PAM com este tipo de ação; 3 - Formação de poro toroidal – Após a 

interação com fosfolipídios da membrana, várias moléculas de peptídeo se agregam 

e formam um complexo com moléculas de água associadas. Este complexo induz a 
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formação de canais transmembranicos temporários que podem permitir a passagem 

de íons, moléculas de grande massa molecular e inclusive, do próprio peptídeo, sem 

que haja grandes alterações na estrutura da membrana. A diferença entre este 

modelo e o modelo barril é que os peptídeos estão sempre associados com as 

cabeças polares dos fosfolipídeos, mesmo quando inseridos perpendicularmente a 

bicamada lipídica. Este tipo de poro transmembranico é induzido pelas magaininas, 

protegrinas e melitinas (Brogden, 2005); 4 - Formação de poro toroidal desordenado 

– uma modificação recente do poro toroidal propõe que são formadas conformações 

menos rígidas da orientação do peptídeo (Melo et al.,2009); na simulação por 

dinâmica molecular realizada com o peptídeo Melitina em presença da bicamada 

lipídica de dipalmitoilfosfatidilcolina, mostrou a formação espontânea de poros 

transmembranar acima da concentração critica de peptideo/lipídio (P/L). Porém, 

diferente do modelo tradicional, eles mostraram que um ou dois peptídeos era 

suficientes para forrar o poro toroidal (Figura 5) (Sengupta, 2008). 

 

Figura 4 - Mecanismos propostos de peptideos antimicrobianos mediados pela ruptura da 
membrana. a) Modelo “Barrel-stave”, b) Modelo “Carpet”, c) Formação Poro Toroidal, d) Formação 
Poro Toroidal desordenado (Melo et al., 2009). 
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Figura 5 – Esquema das possíveis vias de interação de peptídeos antimicrobianos com 
lipídios. Monômeros e pequenas agregações de peptídeos, em contato com a membrana, que 
acabam se ligando na interface (adsorção). Eventualmente os peptídeos distribuem-se 
equitativamente entre as duas camadas lipídicas. Isto pode ocorrer por duas vias de translocação 
diferentes. Na translocação sem “leakage”(vazamento), os peptídeos são capazes de cruzar a 
membrana sem a formação de poros. Em alguns casos, o estado intermediário transmembranar é 
termodinamicamente estável (por exemplo, peptídeos hidrofóbicos que adotam uma orientação 
transmembranar). A principal caracterisitca dos peptídeos antimicrobianos é a permeabilização da 
membrana seguindo a via translocação com “leakage”. Acima de certa eazao peptídeo/lipídio, os 
peptídeos inserem na membrana formando poros. Uma variedade de estrutura de poros diferentes 
pode ser formada, incluindo os estados: “barril”; toroidal e toroidal desordenado. Estes estados 
separados devem ser interpretados em casos extremos, podendo ocorrer uma mistura de variedades 
desses modelos. O poro pode ser uma estrutura estável, mas também pode ser uma estrutura 
transiente. Neste caso, uma vez que os peptídeos distruibuidos nas monocamadas opostas, a 
formação do poro é reduzida, desativando o processo. Por outro lado, o acumulo de certos peptídeos 
podem levar a desintegração da membrana como um detergente, resultando na formação de micelas 
(via solubilização). Observa-se que a estrutura secundaria do peptídeo pode variar ao longo das 
várias vias. A configuração em randon ou em hélice são meramente ilustrativas desses processos e 
não devem ser interpretadar literalmente (esquema adaptado de Sengupta et al, 2008).  
 

  

 Alguns peptídeos catiônicos têm como alvo constituinte interno celular como 

DNA, RNA, ou paredes celulares enquanto outros parecem indiretamente modular a 

atividade antimicrobiana por interação com outros componentes do sistema imune 

inato (Figura 6) (Finlay, Hancock, 2004, Hammil et al.,2008; Zaio, 2007).  
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Figura 6 - Esquema simplificado do modo de ação intracelular de peptídeos antimicrobianos 
(modificado de Brogden, 2005) 
 

 

Os PAMs apresentam grande diversidade em termos de características 

estruturais, propriedades e funções biológicas, e também em sua distribuição no 

tecido e nível de expressão (Bachère, 2000). 

Peptídeos antimicrobianos estão amplamente distribuídos nos organismos. A 

ampla ocorrência dessas substâncias sugere que elas desempenham um papel 

importante na imunidade inata contra microrganismos e outros patógenos (Boman, 

1995; Ganz, Lehrer, 1999; Hoffmann et al.,1999). PAMs são particularmente 

potentes e apresentam um amplo espectro de ação. Normalmente sua atividade não 

se restringe a um único tipo de patógeno como bactérias Gram positivas e Gram-

negativas, fungos, protozoários. Alguns PAMs também apresentam uma tendência a 

ser hemolíticos, enquanto outros podem ser usados como inseticidas (Hancock et 

al., 2006). Recentemente, tem sido evidenciado que alguns AMPs podem exercer 

funções na modulação da imunidade, as quais têm impacto em infecções e 

inflamações (Brown, Hancock, 2006). 

Nos quelicerados, PAMs têm sido caracterizados dos hemócitos dos 

limulídeos (“horseshoecrabs”) (Iwanaga et al.,1998), em escorpiões não desafiados 

Androctonos australis foram isolados três PAMs da hemolinfa, a androctonina, a 
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buthinina e um peptídeo similar a defensinas de insetos (Ehret-Sabatier et al.,1996), 

a CLL-dlp, uma defensina-like isolada do escorpião Centruroides limpidus limpidus 

(Vega et al.,2004), no opilião Acutisoma longipes, o peptídeo longipina do plasma foi 

caracterizado com 2,1 kDa (Sayegh, 2011), em crustáceos um peptídeo de 6,5 kDa 

(Schnapp et al.,1996) e “callinectin” de 3,7 kDa (Khoo et al.,1999) parcialmente 

caracterizados de Carcinus maenas e Callinectes sapidus, respectivamente. Além 

disso, em camarões, dois tipos de PAMs tem sido inteiramente caracterizados, 

nomeados “penaeidins” dos hemócitos (Destoumieux et al.,1997) e três tipos de 

PAMs derivados da hemocianina presente no plasma com massa molecular de 2.7 

kDa (PvHCt), 7.9 kDa (PsHCt1) e 8.3 kDa (PsHCT2) (Destoumieux-Garzon et 

al.,2001). Peptídeos semelhantes derivados da hemocianina têm sido recentemente 

purificados da hemolinfa de lagostins (Lee et al.,2003). 

 Em Rhipicephalus (Boophilus) microplus, um fragmento da hemoglobina 

bovina (segmento do amino ácido 33 ao 61) com atividade antimicrobiana foi isolado 

do conteúdo do tubo digestivo (Fogaça et al.,1999). Esse fragmento de hemoglobina 

apresentou atividade contra bactéria Gram positiva e fungo. Dois outros fragmentos 

de hemoglobina, correspondentes aos segmentos de amino acidos 1 a 32 and 3 a 

32 de hemoglobina de coelho, foram recentemente isolados do conteúdo do tubo 

digestivo de Ornithodorus moubata (Nakajima et al.,2003). Também foi purificada 

uma lisozima do tubo digestivo de O. moubata se alimentando, sendo mostrado que 

sua atividade aumentava fortemente após o repasto sanguineo (Kopáček 1999). 

Recentemente, quatro defensinas de O. moubata (Nakajima et al.,2001, 2002) e 

uma de Dermacentor variabilis (Johns et al, 2001) foram isoladas e caracterizadas. A 

defensina de D. variabilis foi detectada na hemolinfa de carrapatos inoculados 

experimentalmente com Borrelia burgdorferi ou Bacillus subtilis (Johns et al.,2001).  

 Na hemolinfa da aranha caranguejeira Acanthoscurria gomesiana, uma 

aranha pertencente à família Theraphosidae, foram identificados três peptídeos com 

atividade antimicrobiana: a “theraphosinina” (4.052Da) que foi purificada a partir do 

plasma (Silva Jr., 2000) e, a “gomesina” (2.270Da) e a “acanthoscurrina”, ambas 

purificadas a partir dos hemócitos (Lorenzini et al.,2003; Silva Jr et al.,2000).  

Theraphosinina é um peptídeo com atividade contra a bactéria Gram positiva 

Micrococcus luteus e que ainda não teve sua sequência de amino acidos 

completamente elucidada (Silva Jr et al.,2000). Gomesina, um peptídeo com 18 

residuos de amino ácidos, duas pontes dissulfeto, com amplo espectro de atividade 
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antimicrobiana e antiparasítica e grande similaridade em sequências e estrutura com 

taquiplesina e polifemusina dos limulídeos (Silva Jr et al.,2000). Acanthoscurrina, um 

peptideo antimicrobiano constitutivo, rico em glicina, com atividade contra bacteria 

Gram negativa e contra levedura Candida albicans (Silva Jr et al.,2000; Lorenzini et 

al.,2003). Recentemente, nos hemócitos da aranha Cupienius salei foi encontrado 

um peptideo antimicrobiano rico em glicina, “Ctenidin” muito semelhante à 

Acanthoscurrina (Baumann et al.,2010).  Também foi encontrado nos hemócitos da 

aranha caranguejeira A. gomesina uma molécula de baixo peso (417 Da), a 

migalina, uma acil poliamina com atividade contra bactérias Gram negativas e cuja 

atividade e inibida em presença de catalase, indicando um possível modo de ação 

através da produção de H2O2 (peróxido de hidrogênio) (Silva Jr. et al.,2000; Pereira 

et al.,2007). 

 Na hemolinfa da aranha A. rondoniae foram encontradas três moleculas com 

atividade antimicrobiana nos hemócitos, que apresentaram massa molecular de 

2.272,0Da, 418,2Da e 10.168,0Da respectivamente. Quando comparada as massas 

e as atividades antimicrobianas mostraram muito semelhantes com as moléculas 

que já foram caracterizadas em A. gomesiana. (Riciluca, 2011). No plasma foram 

encontradas seis frações com atividade antimicrobiana, uma dessas revelou um 

peptídeo que foi completamente caracterizado. Esse peptideo foi denominado 

rondonina e apresenta massa molecular de 1.236 Da e seqüência primária: 

IIIQYEGHKH. Esse peptideo mostra identidade com a região C-terminal da 

subunidade “D” da hemocianina das aranhas Aphonopelma hentzi (Eurypelma 

californicum), A. gomesiana. A rondonina não é hemolítica e tem atividade fungicida 

e sugere uma nova via do sistema imune em aranhas (Figura 7) (Kuhn-Nentwig , 

Nentwig, 2013; Riciluca, 2012).  
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Figura 7 – Esquema do sistema imune das aranhas. Processo de injuria e infeção por 
microrganismos. O processo de injúria e infeção das aranhas ainda não é bem conhecido e somente 
os componentes nas caixas tem sido detectado nos hemócitos ou hemolinfa, enquanto a via da 
cascata de coagulação e formação da melanina são adaptações de xiphosura (Kuhn-Nentwig,  
Nentwig, 2013). 

 
 

Na análise de transcriptoma de coágulo da aranha Acanthoscurria geniculata, 

foi identificado no peptidoma após coagulação um peptídeo homólogo a 

acanthoscurrina 1 e acanthoscurrina 2 de A. gomesiana. O peptidoma portanto 

suporta a hipótese que aranhas também usam os PAMs como parte do sistema 

imune. A sequência de rondonina foi encontrada na subunidade D dessa aranha 

também e poderia potencialmente ser liberada a partir da clivagem da hemocianina 

uma vez que está subunidade estava presente no coágulo e expressar sua atividade 

no local (Sanggaard et al.,2016). 

Estudos sobre a biodiversidade de moléculas antimicrobianas nos vários 

grupos de artrópodes podem ser importantes para se entender o processo 

imunológico de uma maneira mais ampla, possibilitando compreender as relações 

existentes entre os vários sistemas bem como sua origem (Silva Jr., 2000). 

Os produtos naturais representam uma rica fonte de compostos a serem 

explorados na seleção de novos defensivos agrícolas para plantas e como suas 

principais características podem-se citar a baixa toxicidade para humanos e para a 

vida selvagem, o baixo impacto ambiental, a presença de baixa quantidade de 

resíduos em alimentos e a compatibilidade com o manejo integrado de pestes. 

Estima-se que perdas causadas por ação de fitopatógenos em todo mundo alcance 
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20% da produção de alimentos e dos lucros econômicos dos agricultores 

(Rommens, Kishore, 2000).  

Enfim, todos os organismos vivos, abrangendo desde microrganismos até 

plantas e animais, evoluíram de forma a desenvolver mecanismos para ativamente 

defender-se contra o ataque de patógenos (Bulet et al.,2004; Franco et al.,2006; 

Pelegrini , Franco, 2005). 

Os fungicidas são, hoje em dia, essenciais para o efetivo controle de doenças 

de plantas, seja na cobertura de sementes, visando aumentar a sobrevivência das 

plantas recém - geminadas (Broekaert, et al.,1995) ou em fase mais adiantada de 

cultivo. Há uma longa tradição no uso de fungicidas e inseticidas para o controle de 

pragas. Entretanto, a alta frequência de aplicação desses defensivos tem 

frequentemente, resultado na emergência de pragas resistentes ao princípio ativo. O 

único caminho para prevenir ou retardar o aparecimento de resistência é 

desenvolver compostos com outros modos de ação e usar estratégia de controle de 

pestes que incluam a proteção de organismos benéficos (Oerke, 2006). 

As doenças infecciosas estão entre as principais causas de morte da 

população humana. A candidíase, principal infecção fúngica oportunista do ser 

humano, é provocada por leveduras do gênero Candida, que fazem parte da 

microbiota normal da cavidade oral e dos tratos gastrointestinal e urogenital de seres 

humanos. Geralmente não ocasionam processos infecciosos em indivíduos 

saudáveis, mas podem acometer pacientes imunocomprometidos e/ou sob terapia 

antimicrobiana por um período prolongado (Matos et al.,2009; Suzuki, 2009). Essa 

infecção expressa muito bem a variedade de relações que ocorrem entre o 

hospedeiro e a microbiota autóctone, podendo ir do comensalismo à doença 

sistêmica fatal (Fisher, Cook, 2001). Candida albicans é a principal espécie do 

gênero associada à candidíase, mas outras também são relatadas, como por 

exemplo: Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida 

parapsilosis, Candida kefir e Candida guilliermondii.  

Uma vez rompido o equilíbrio biológico entre a microbiota e o organismo 

hospedeiro, as espécies de Candida têm a capacidade de provocar infecções 

ocasionando quadros agudos, subagudos ou crônicos, superficiais ou profundos 

(Eggimann et al, 2003; Menezes, Neufeld, 2006; Neufeld, 1999). C. albicans é 

reconhecida por sua maior patogenicidade, secretam proteinases e fosfolipases 

capazes de degradar, destruir ou transformar constitutintes da membrana celular do 
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hospedeiro induzinho a uma disfunção e/ou destruição física. O papel das enzimas 

proteolíticas pode ser digerir proteínas do hospedeiro promovendo uma fonte de 

nitrogênio para a célula e contribuir para a adesão e invasão dos tecidos do 

hospedeiro (Hube, Naglik, 2001). 

As doenças infecciosas estão entre as principais causas de morte da 

população humana. Esse fato é devido, em grande parte, ao surgimento de 

microrganismos multi-resistentes aos antibióticos, tornando-se vital investir na busca 

de substâncias naturais ou sintéticas que exibam atividades antimicrobianas 

específicas e, acima de tudo, que as exerçam através de mecanismos de ação 

alternativos daqueles dos antibióticos disponíveis. A pesquisa, a purificação, e a 

caracterização química, biológica e estrutural provenientes da fauna e da flora 

brasileira podem ser valiosas, uma vez que a própria evolução tratou de selecionar 

um vastíssimo espectro de substâncias eficientes que defendem contra infecções, 

podendo atuar em diferentes compartimentos celulares, sendo então candidatos 

promissores para o desenvolvimento de drogas importantes no combate a 

patógenos resistentes aos antibióticos convencionais.  

Os organismos com uma vida longa pode ser encontrado em todos os taxa 

principais dos animais incluindo os invertebrados. Alguns invertebrados de vários 

grupos filogenéticos (incluindo moluscos, artrópodes e equinodermatas) vivem mais 

que muitas décadas ou atualmente mais que cem anos (Abele et al.,2009; Bodnar, 

2009). Esses organismos podem ser equipados com um sistema imune altamente 

funcional capaz de reagir a mudanças de pressão de agentes patogênicos (Little, 

Kraaijeveld, 2004). 

As aranhas estão distribuídas por todo o planeta e conquistaram praticamente 

em quase todos os ecossistemas. Todos os indivíduos são carnívoros, sendo o 

grupo dos insetos a maior fonte de presas, embora outros artrópodes também 

possam ser consumidos. A maioria das aranhas mede de 0,2 a 1 cm de 

comprimento, mas os espécimes pertencentes ao grupo das caranguejeiras podem 

medir até 9 cm (Foelix, 1996). As evidências mostram que sua origem foi no 

Siluriano ou início do Devoniano, com a maior irradiação de Araneomorphae no fim 

do Paleozóico e começo do Mesozóico (Coddington, Levi, 1991).  

As aranhas pertencem à Ordem Araneae e são subdivididas em três 

subordens: Mesothelae, que são consideradas as mais primitivas; Mygalomorphae, 
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que abrange todo o grupo das caranguejeiras e Araneomorphae, que inclui cerca de 

90% das espécies (Foelix, 1996). 

Existem ainda poucos trabalhos em relação à imunidade das aranhas. O 

estudo do grupo das migalomorfas é bastante interessante do ponto de vista 

evolutivo da imunidade inata, uma vez que o este representa um dos grupos mais 

antigos da ordem Araneae. Outra característica interessante é a longevidade destes 

animais. Em determinadas condições, algumas fêmeas das grandes caranguejeiras 

chegam a viver por mais de vinte anos (Silva Jr, 2000). 

Vivem em buracos suficientes profundos, os quais, em regra, cavadas por 

elas mesmas. A média do tamanho do corpo é cerca de 6-8 cm, e pode alcançar 23 

cm com as patas. 

Neste contexto, se torna interessante estudar os PAMs e as moléculas 

presentes na hemolinfa de A. rondoniae para um melhor entendimento de seu 

sistema imune, já que esses animais estão a milhões de anos na Terra e ao longo 

da evolução sofreram pequenas mudanças, o que nos indica a presença de um 

sistema imune bem eficaz. 
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2  OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Foi estudar a importância das moléculas bioativas da hemolinfa da aranha 

migalomorfa Acanthoscurria rondoniae bem como seu papel e a sua importância no 

sistema imune do organismo. 

 

 2.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar a citotoxicidade de rondonina contra linhagens celulares; 

- Ampliar o espectro de atividade antimicrobiana da rondonina bem como 

atividade antitumoral e antiviral; 

- Avaliar mecanismo de ação do peptídeo rondonina; 

- Caracterizar outras moléculas antimicrobianas presentes no plasma; 

- Avaliar o espectro de atividade dessas moléculas; 

- Sequenciar as subunidades da hemocianina por transcriptoma; 

- Resolver a estrutura tridimensional por “cryo-EM” (microscopia eletrônica 

criogênica). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais e Coleta de Hemolinfa 

 

Para os experimentos, foram utilizadas aranhas da espécie A. rondoniae 

(Error! Reference source not found.), mantidas no biotério do Laboratório Especial de 

Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan (São Paulo). Todas as aranhas utilizadas 

nos experimentos foram coletadas sob Licença Permanente para coleta de material 

zoológico nº 11024-3 – IBAMA e Autorização Especial de Acesso ao Patrimônio 

Genético nº 001/2008 e 010345/2014-0. 

 

      Figura 8 - Aranha caranguejeira Acanthoscurria rondoniae (Theraphosidae, Mygalomorphae). 
 

Foram coletados 0,5 mL de hemolinfa de cada animal, anestesiados por 

aproximadamente 10 minutos no freezer, por punção do vaso dorsal (Error! 

Reference source not found.), utilizando seringa apirogênica. Para evitar a 

degranulação dos hemócitos e conseqüente coagulação da hemolinfa, foi coletada 

na presença de tampão citrato de sódio (NaCl 0,45 M; glicose 0,1 M; citrato 

trissódico 30 mM; ácido cítrico 26 mM; EDTA 10 mM), ph 4,6 (2 volumes de 

hemolinfa:1 volume de tampão) (Söderhäll, Smith, 1983).  

Foto: Katie C.T. Riciluca 
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Figura 9 – Detalhes da região dorsal do abdome da aranha. Punção cardíaca do vaso dorsal com 
a utilização de seringa apirogênica para remoção de hemolinfa.  

 

Os hemócitos foram separados do plasma por centrifugação a 800 g durante 

15 minutos a 4 ºC. O plasma foi retirado e acondicionado. Aos hemócitos foi 

adicionado 1 mL de tampão anticoagulante e feita uma nova centrifugação a 800 g 

durante 15 minutos a 4 ºC, o sobrenadante foi descartado e o pellet acondicionado a 

-80 ºC até o uso. 

 

 3.2 Extração e Purificação de Peptídeos Antimicrobianos do Plasma 

 

 

O plasma, após ser coletado foi adicionado água ultrapura acidificada (ácido 

trifluoracético -TFA 0,05%) diluindo 20 vezes o volume da hemolinfa coletada. A 

solução foi mantida sob agitação constante num banho de gelo por 30 minutos. O 

material foi centrifugado a 16.000 g, a 4 ºC, por 10 minutos, o sobrenadante obtido 

foi submetido à extração em fase sólida, em coluna descartável SEP-PAK C18 (5g), 

equilibradas com água acidificada, com o objetivo de pré-purificar os peptídeos 

antimicrobianos. Três estágios de eluição foram realizados utilizando-se 

sucessivamente diferentes concentrações de acetonitrila (5%, 40% e 80%) em água 

acidificada (TFA 0,05%). 

As eluições obtidas na etapa anterior (5%, 40% e 80%) foram secas em um 

concentrador a vácuo (Savant Instrument, Inc), ressuspendidas em água ultrapura 

acidificada (TFA 0,05%) e submetidas à cromatografia líquida de alta eficiência (FR-

CLAE). A purificação por FR-CLAE foi realizada a uma temperatura ambiente, 

utilizando o sistema Shimadzu LC-20A Prominence. A absorbância foi monitorada a 

225 nm e 280 nm. Estas frações foram aplicadas em uma coluna de fase reversa 

semi-preparativa Júpiter C18 300A (Phenomenex, 250 mm x 10 mm x 10 μ) e as 

Foto: Katie C.T. Riciluca 
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eluições foram realizadas por gradientes de acetonitrila em água acidificada de 0 a 

20%, 2 a 60% e 20 a 80%, respectivamente, por 60 minutos, sob um fluxo de 1,5 

mL/min. 

 As frações correspondentes aos picos foram coletadas manualmente, secas 

em um concentrador a vácuo (Savant Instrument Inc) e reconstituídas em água 

ultrapura. A presença de atividade antimicrobiana nessas frações foi determinada 

por ensaio de inibição em meio líquido. 

 

3.3 Caracterização Estrutural 

 

3.3.1 Espectrometria de Massas  
 

A espectrometria de massa foi utilizada para controlar a homogeneidade das 

frações com atividade antimicrobiana durante as etapas de purificação. Os dados 

obtidos também foram utilizados para avaliar as moléculas por bioinformática. 

As análises foram realizadas por:  

 

 LTQ XL Thermo Scientific (“Linear Ion Trap Mass Spectrometer”) – O 

equipamento foi previamente calibrado com as seguintes substâncias: cafeína (m/z 

192,5), acetato de L-MRFA em água (m/z 524,3) e Ultramark 1621 (m/z 1022, 1122, 

1222, 1322, 1422, 1522, 1622, 1722, 1822 e 1922). Para controle do equipamento 

foi utlizado ovoalbumina (43 kDa). As amostras foram previamente concentradas em 

uma centrifuga a vácuo e ressuspendidas em 15 µL em água ultrapura acidificada 

(Ácido Fórmico - AF 0,1%). Para análise foi utilizada uma coluna C18 (Waters) e um 

gradiente linear de acetonitrila de 0 a 80% em água acidificada (AF 0,1%) em 60 

minutos e fluxo de 400 nL/min. Análises realizadas com o espectrômetro operando 

em modo positivo. Os espectros foram coletados e analisados no software Xcalibur 

2.0 (Thermo Electron, EUA). A deconvolução dos valores de m/z para a obtenção 

das massas moleculares dos peptídeos foi realizada no software MassAnalyzer 1.03 

(Amgen, Thousand Oaks, CA, EUA).  

 

 Q-TOF Ultima API (Micromass) – os espectros de fragmentação obtidos 

por ESI-Q-ToF/MS (eletrospray ionization-quadrupole-time of flight/mass 

spectrometry) em um equipamento Q-ToF Ultima API (Micromass) acoplado a uma 
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fonte de cromatografia líquida em nanoescala nanoACQUITY UltraPerformance LC® 

(Waters). Os peptídeos foram ressuspendidos em 20 µL em água ultrapura 

acidificada (AF 0,1%) e submetidos à análise sob fluxo de 0,5 µL/min em uma 

seringa de 50 µL (Hamilton, Reno, NV, EUA). A fragmentação dos íons mono ou 

duplamente carregados foi realizada sob diferentes energias de colisão (Ecol) contra 

gás inerte (argônio) para que os melhores espectros de MS/MS pudessem ser 

utilizados. Os espectros foram adquiridos a cada 0,5 segundo e a composição final 

de espectros foram obtidos após 1,5 min de acquisição. 

 

 Orbitrap-ESI - As amostras de peptídeos foram dissolvidas em 20 μL de 

água ultrapura acidificada (AF 0,1%) e analisadas por LC-MS/MS (Liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry) utilizando espectrômetro de massas 

LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific, Bremen, GA, USA) acoplado ao sistema de 

nano-cromatografia líquida Easy-nLCII (Thermo Scientific, Bremen, GA, USA). 5μL 

de cada amostra foram automaticamente injetados em pré-coluna C-18 (100 μm I.D. 

x 50 mm; Júpiter 10 m, Phenomenex Inc, Torrance, CA, USA) acoplada a uma 

coluna analítica C-18 (75 μm I.D. x 100 mm; ACQUA 5 μm, Phenomenex Inc, 

Torrance, CA, USA). Os peptídeos foram eluídos em gradiente linear de 0% a 80% 

de solvente B (0,1% ácido fórmico em acetonitrila) por 45 minutos, sob fluxo de 200 

nL/min. A fonte de ionização por electrospray (ESI source) foi operada em modo 

positivo, com a voltagem e temperatura ajustadas para 2,0 kV e 200ºC, 

respectivamente. O intervalo de varredura de massas considerado para o full scan 

(MS1) foi de 200 - 2000 m/z (resolução de 60.000 em 400 m/z), operando no modo 

DDA (Data Dependent Acquisition), onde os cinco íons mais intensos por scan foram 

selecionados para o evento de fragmentação por dissociação induzida por colisão 

(CID, collision induced dissociation). O sinal mínimo requerido para disparar eventos 

de fragmentação (MS2) de determinado íon foi ajustado para 5.000 cps, e o tempo 

de exclusão dinâmica utilizado foi 15 segundos. A deconvolução dos valores de m/z 

para a obtenção das massas moleculares dos peptídeos foi realizada no software 

MassAnalyzer 1.03 (Amgen, Thousand Oaks, CA, EUA). 
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3.3.2 Digestões enzimáticas 
 

3.3.2.1 Digestão “in solução” 
 

As digestões em solução foram realizadas seguindo o protocolo de redução e 

alquilação da literatura (Villén, Gygi, 2008) e digeridas com a enzima tripsina 

(Sigma). Uma alíquota de 10 µL da fração seca foi dissolvida em 20 L de 0,4 M de 

bicarbonato de amônio (NH4HCO2) e 8M Ureia. A essa solução adicionou-se 5 L 

ditiotreitol (DTT) 45 mM. A amostra foi mantida a 50 ºC por 15 minutos. Após 

resfriada em temperatura ambiente, foi adicionado 5 L de iodocetamida 100 mM na 

solução e mantida em temperatura ambiente por 15 minutos protegida da luz. 

Adicionou-se 130 L de água ultrapura para diluição da Ureia e 2 L de tripsina, 

incubada a 37 ºC por 12 horas. Para interromper a reação acrescentou-se 160 L de 

água acidificada (TFA) 0,1%. O produto foi seco em concentrador a vácuo, 

dessalinizado em colunas Zip Tip ® C18. A amostra foi analisada no ESI-MS 

utilizando uma coluna C18 num gradiente linear de 5% a 80% de acetonitrila em 

água acidificada, por 40 minutos sob um fluxo de 250 L/min.  

3.3.2.2 Digestão in gel 
 

Proteínas de interesse, presente nos géis SDS-PAGE ou nos spots do gel 

bidimensional, foram recortadas e submetidas ao processo de digestão in gel 

segundo protocolo descrito por Hanna et al. (2000), com algumas modificações. 

Todos os reagentes foram preparados no momento do uso. 

Inicialmente os fragmentos do gel recortados foram incubados em 500 μL de 

uma solução de metanol 50% em água ultrapura contendo ácido acético 5% por 2h. 

Em seguida, essa solução foi removida por aspiração com pipeta e 500 μL foram 

adicionados aos fragmentos de gel, que permaneceram por mais uma hora nesta 

solução. Os fragmentos de gel foram então desidratados pela incubação por 10 min 

(2 vezes por 5 min) em 200 μL de acetonitrila (100%). A solução de acetonitrila foi 

aspirada com pipeta e o restante foi evaporado em um sistema de concentração a 

vácuo (speed vac). Após esta etapa, os pedaçoes de gel foram reidratados por 30 

min em 30 μL (por fragmento de gel) da solução redutora (ditiotreitol 10mM em 

bicabornato de amônio 100mM). Decorrido o tempo de reidratação com DTT, a 

solução foi aspirada com pipeta e os fragmentos de gel foram incubados por 30 min, 
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protegidos da luz, em 30 μL (por fragmento de gel) da solução alquilante 

(iodoacetamida 50 mM em bicarbonato de amônio 100 mM). Em seguida, a solução 

alquilante foi removida por aspiração com pipeta e, os fragmentos de gel foram 

submetidos a incubação, por 10 min, em 100 μL (por fragmento de gel) de 

bicarbonato de amônio 100 mM. Após esta etapa, a solução de bicarbonato de 

amônio foi retirada e 200 μL (por fragmento de gel) de acetonitrila (100%) foram 

adicionados e os fragmentos de gel incubados nesta solução por 5 min. A solução 

de acetonitrila foi retirada e, novamente os fragmentos de gel foram incubados, por 

10 min, em 200 μL da solução de bicarbonato de amônio 100 m. Na última etapa de 

desidratação, a solução de bicarbonato de amônio foi retirada e os fragmentos de 

gel foram incubados por 10 min (duas vezes por 5 min) em 200 μL de acetonitrila 

100%. A solução de acetonitrila foi retirada por aspiração com pipeta e o restante foi 

evaporado num sistema speed vac. Os fragmentos de gel goram reidratados em 16 

μL de uma solução fresca de tripsina (Sigma) (50ng/μL em bicarbonato de amônio 

50 mM), em banho de gelo, por 30 min. Em seguida a solução de tripsina foi 

retirada, uma solução de bicarbonato de amônio 50mM foi adicionada (em um 

volume suficiente para cobrir os fragmentos de gel) e os tubos contendo os 

fragmentos de gel foram incubados em estufa a 37º C por 18h. 

A extração dos peptídeos do gel se deu com a adição de 30 μL (por 

fragmento de gel) da solução 1 – ácido fórmico 5% (em água ultrapura) – e 

incubação dos pedaços de gel por 10 min. nesta solução, a temperatura ambiente. 

Em seguida, a solução contendo os peptídeos foi transferida para um novo tubo e, 

ao pedaço de gel do tubo anterior, foi adicionado 12 μL (por fragmento de gel) da 

solução 2 – ácido fórmico 5% em acetonitrila 50%. Os fragmentos de gel foram 

incubados por 20 min (duas vezes por 10 min) nesta solução, e a solução transferida 

para o tubo que continha os peptídeos extraídos com a solução 1. A solução foi 

concentrada em speed vac e os peptídeos resultantes foram ressuspendidos em 15 

μL (por amostra) de ácido fórmico 0,1% nas análises com o espectrômetro LTQ-XL 

ou Q-ToF. 
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3.3.2.3 Análise Bioinformática 
 

Os dados brutos (Raw files) referentes às análises de MS/MS utilizando o 

espectrômetro LTQ XL e Orbitrap-ESI foram processados utilizando o software 

Trans-Proteomics Pipeline (Keller et al., 2005) para converter os arquivos brutos no 

formato *.mgf e para os espectros obtidos com o espectrômetro Q-ToF Ultima, foi 

utilizado o programa ProteinLynxTM versão 2.3 (Waters) para converter os arquivos 

brutos em *.pkl. 

Os arquivos resultantes foram utilizados para buscas em banco de dados 

inseridos no programa Mascot (Matrix Science), acessado através de um servidor 

instalado no Laboratório Especial de Toxinologia Aplicada. Os parâmetros para 

busca foram modificações fixas como carbamidometilação e oxidação das 

metioninas como modificação variável utilizando o banco de dados SwissProt com 

filtro para Arachnida. 

3.3.2.4 Síntese do Peptídeo Rondonina 
 

O peptídeo, rondonina, foi sintetizado pela ChinaPeptides Co., Ltd, com 98% 

de grau de pureza, através do método clássico Fmoc, como descrito por Atherton e 

Sheppard (1989). O material foi caracterizado por FR-CLAE utilizando-se coluna de 

fase-reversa Kromasil 100-5C18 (4,6 mm X 250 mm, 5 μ num gradiente de 15% a 

40% de acetonitrila (tampão A - 0,1% TFA em água e tampão B - 0,1% TFA em 

acetonitrila) no fluxo de 1 ml/min em 9 minutos e a identidade da molécula foi 

verificada por espectrometria de massas (Figura 10). 
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Figura 10 – Relatório de síntese do Peptideo Rondonina. Perfil cromatográfico para purificação da 
rondonina sintética. Inset: Espectrometria de massa do peptídeo 
 
. 

3.4 Bioensaios 

 

3.4.1 Microrganismos 
 

 

Para realizar os testes de inibição de crescimento em meio líquido, com o 

intuito de identificar peptídeos do plasma e as atividades biológicas da rondonina, 
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utilizamos as cepas padrões de bactéria Gram-negativa Escherichia coli SBS 363 e 

Gram-positiva Micrococcus luteus A270 e a levedura Candida albicans MDM8. 

Esses microrganismos também foram utilizados para realizar os ensaios de retardo 

de migração de DNA/RNA/mRNA. 

Para avaliar também o espectro de atividade antimicrobiana da rondonina 

foram feitos testes contra os microrganismos Cryptococcus neoformans tipo 

molecular VN1, por pertencer ao filo Basidiomicetos e ser agente patogênico da 

criptococose, Saccharomyces cerevisae, cepa industrial pertencente ao filo 

Ascomiceto e não patogênica, e o fungo filamentoso entomopatogênico 

Paecilomyces farinosus IBCB-251. As cepas são mantidas na Coleção de 

Microrganismos do Setor de Química de Proteínas do Laboratório Especial de 

Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan.  

 

3.4.2 Atividade Antimicrobiana 
 

 

Para a atividade antimicrobiana utilizamos o ensaio de inibição de 

crescimento microbiano em meio líquido (Bulet et al.,1993).  A 20 µL da fração ou 

de água (controle), aplicados em poços de uma microplaca, foram adicionados 

80µL de meio de cultura PDB (Poor Dextrose Potato Broth - 1/2 PDB: 1.2 g 

Dextrose de Batata em 100 ml de H2O, pH 5.0; 79 mOsM) para leveduras e 

fungos, e PB (Poor Broth - PB: 1.0 g Peptona em 100 ml de H2O, 86 mM NaCl;  

pH 7,2; 217 mOsM) para bactérias, contendo uma suspensão de uma cultura de 

microrganismo em fase logarítima 103. A medida de absorbância das culturas 

após 18 horas de incubação a 30° C foi realizada em um leitor de microplaca 

Victor3 (1420 Multilabel Counter/Victor3 – Perkin Elmer) a 595 nm (Figura 11). 
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Figura 11 - Esquema de ensaio de inibição de crescimento microbiano em meio líquido em 
microplaca. 
 

 

3.4.5 Ensaio Hemolítico 
 

 A atividade hemolítica foi testada contra eritrócitos humanos em microplaca 

de 96 poços com fundo em “U” (Figura 12). O sangue de um doador saudável (O+) 

foi coletado na presença de um tampão de citrato de sódio (150 mM; pH 7,4), 

centrifugado por 15 min a 700 g, lavado três vezes e ressuspendido em PBS (NaCl 

137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,76 mM; pH 7,4). As frações 

purificadas foram testadas na concentração que apresentaram atividade 

antimicrobiana, diluídas em 50 µL de tampão PBS, adicionando-se mais 50 µL de 

uma solução 3% (v/v) de eritrócitos em tampão PBS. A microplaca foi centrifugada 

por 5 min a 700 g após ter sido incubada por uma hora a 37 ºC. O sobrenadante, 

aproximadamente 80 µL, foi transferido para uma nova microplaca de 96 poços e 

usado para a medida de absorbância (λ = 405 nm) em um leitor de microplaca 

Victor3 (1420 Multilabel Counter/Victor3 – Perkin Elmer). As medidas de absorbância 

do sobrenadante para 0 e 100% de hemólise foram obtidas com 80 µL da solução 

1,5% de hemácias em 50 µL de PBS e Triton X-100 0,1%, respectivamente. O valor 
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da absorbância a 405 nm das hemácias em PBS e Triton X-100 0,05% foi 

determinado pela média da triplicada (modificado de Hao et al., 2009). A 

porcentagem de hemólise foi calculada pela fórmula:  

 

 

 

 

Figura 12 - Esquema de ensaio hemolítico em microplaca. 
 

 

3.4.6 Atividade Biológica de Rondonina 
 

3.4.6.1 Avaliação da Atividade antifúngica da Rondonina em combinação com  
Gomesina 

 

 A atividade antifúngica in vitro dos compostos antimicrobianos foi avaliada pelo 

ensaio modificado de inibição de crescimento em meio líquido M-27A, de acordo 

com o “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”. Inicialmente foi 

determinada a concentração mínima inibitória (CMI) dos peptídeos separadamente, 

utilizando o meio PDB (1/2 PDB: 1.2 g dextrose de batata in 100 ml of H2O, pH 5; 79 

mOsM) contendo 103 leveduras/mL de C. albicans MDM8 e em fase logarítimica de 

crescimento. Após a determinação da CMI (gomesina 0,6 μM, rondonina 25 μM), foi 

realizado um novo teste em microplaca de 96 poços com a combinação dos 

peptídeos em estudo conforme descrito anteriormente (material e Métodos 3.3.2 

com modificações). A mínima concentração inibitória (CMI) foi expressa como 

intervalo de concentrações [a]-[b], onde [a] é a máxima concentração do peptídeo 

testada na qual os microorganismos estão crescendo e [b] é a menor concentração 

que causa 100% de inibição do crescimento.  
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 Para determinar o índice de fração inibitória (IFI) da combinação entre 

rondonina e gomesina em diferentes proporções foi calculado de acordo com a 

equação: 

 

 Valores abaixo de 0,5 foram interpretados como havendo um efeito sinérgico 

entre os compostos, valores entre 0,5 a 4 como indiferentes e valores maiores que 4 

como um efeito antagonista entre os compostos (Johnson et al., 2004). 

3.4.6.2 Atividade Antifúngica pH dependente 
 

 

 Para avaliar se rondonina apresentava atividade antifúngica pH dependente, 

foi realizado o ensaio de inibição em meio líquido de acordo com Material e Métodos 

3.3.2, com a concentração inicial de 100 μM do peptídeo rondonina em diluição 

seriada utilizando o meio de cultura PDB (1/2 PDB: 1.2 g dextrose de batata in 100 

ml of H2O; 79 mOsM, ajustado em diferentes pH (pH=4, pH=5, pH=6, pH=7 e pH=8)) 

para C.albicans MDM8 e PB (Poor Broth - PB: 1.0 g Peptona em 100 ml de H2O, 86 

mM NaCl; 217 mOsM, ajustado em diferentes pH (pH=4, pH=5, pH=6, pH=7 e 

pH=8)) para a bactéria Gram-negativa E.coli SbS363 e a bactéria Gram-positiva M. 

luteus A270. 

 

3.4.6.3 Interação com Membranas Artificiais Lipídicas 
 

 

 Para avaliar o possível mecanismo de ação do peptídeo rondonina em 

membranas artificiais lipídicas, tiramos proveito da presença do aminoácido tirosina 

presente na sequência primária, uma vez que esse apresenta leitura de 

fluorescência natural. Esses estudos foram realizados no Laboratório de Biologia 

Estrutural – IQ –USP. 
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3.4.6.3.1 Preparação das membranas modelos – Vesiculas Unilamelares Grandes 
(LUV) 

 

 

 As vesículas unilamelares grandes (LUVs, large unillamelar vesicles) ou 

lipossomas, foram preparadas com diferentes porções dos fosfolipídios 1-palmitoil-

2oleoil-sn-glicero-3-fosfoclina (POPC) e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero3-[fosfo-rac-(1-

glicerol)] (POPG). A parte polar de POPC é zwiteriônica, enquanto a parte polar em 

POPG é negativamente carregada (Figura 13). 

 

 

 Figura 13 – Estrutura dos fosfolipídeos utilizados para a preparação das vesículas artificiais. 
Em POPC a região polar é zwiteriônica e em POPG a parte polar é aniônica. 

 

 Os fosfolipídios foram pesados em tubos de 1,5 mL e dissolvidos em 

clorofórmio.  A solução foi seca sob jato de nitrogênio a baixa pressão de modo que 

os fosfolipídios ficassem aderidos à parede interna do tudo e o material mantido 

“overnight” sob vácuo dentro de uma campânula. Os fosfolipídios foram então 

ressuspendidos, sob forte agitação e submetidos a cinco ciclos de choque térmicos 

entre nitrogênio líquido e banho a 40 ºC. O material então foi aplicado em um 

extrusor (Avestin) contendo duas membranas de policarbonato com poros de 100nm 

de diâmetro e extruído 30 vezes. 

 

3.4.6.3.2 Titulação da Rondonina com LUVs 
 

 

 Espectro de fluorescência foi adquirido à temperatura ambiente em um 

equipamento Hitachi F-4500 ligado a um computador. O comprimento de onda de 

excitação foi 280 nm e de emissão escaneado de 305 a 450 nm, a 60 nm/min. 

 O espectro foi tirado sob as mesmas condições na ausência do peptídeo onde 

foi subtraído do espectro da amostra e o efeito da diluição corrigido. A concentração 

do peptídeo foi de 15 μM e a concentração dos lipídios variaram de 0 a 1,5 mM. Os 

tampões utilizados foram Fosfato 10 mM para pH=7 e Acetato 10 mM para pH=5. 
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3.4.6.4 Mecanismo de Ação do Peptídeo Rondonina 
 

3.4.6.4.1 Extração de DNA  
 
 Alíquotas dos microrganismos, E. coli SBS363, M. luteus A270 e C. albicans 

MDM8 (107 células) foram mantidos a -80 °C até o uso. Cada alíquota foi inoculada 

em 4 mL de meio rico Luria-Bertani (LB) e expandida por 20 horas a 37 °C sob 

agitação. 500 μL contendo microrganismos foram transferidos para outro tubo 

contendo 20 mL de meio LB e incubados por 8 horas sob agitação. Todo o conteúdo 

foi submetido à centrifugação a 20.000 g. O sobrenadante foi descartado e o pellet 

obtido foi ressuspendido em 500 μL de tampão de Lise (2% Triton X-100, 1% SDS, 

100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCL (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0), 50 μL SDS 10%). Os 

tubos foram colocados em um banho gelado de etanol for 5 minutos (até que 

ficassem completamente congelados), e então submetidos a um banho seco a 95°C 

para um descongelamento rápido. O processo foi repetido mais uma vez, e os tubos 

foram submetidos à agitação vigorosamente. Cada alíquota foi tratata com 10 μL of 

Proteinase K (10 mg/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e mantidas por 2 

horas a 60 °C em banho seco. Foi adicionado o mesmo volume de fenol equilibrado 

pH 25 °C 7,49 – 7,79 (Invitrogen – Canadá) e misturado por inversão do tubo até 

que as fases estivesse completamente homogêneas. As amostras foram 

centrifugadas a 4.000g por 5 minutos a temperatura ambiente. A fase superior 

aquosa foi cuidadosamente transferida para um novo tubo e 250 μL de fenol 

equilibrado e 250 μL clorofórmio/álcool isoamílico (24:1 v/v), novamente misturado 

ate as fases se tornarem homogêneas e centrifugado novamente a 4.000g por 5 

minutos e removida a fase aquosa. A fase aquosa foi transferida para num novo tubo 

contendo 500 μL clorofórmio/ álcool isoamílico (24:1v/v), centrifugado a 4.000 g por 

5 minutos.  250 μL de acetato de amômio gelado 7,5M e 750 μL de etanol 100% 

foram adicionados a fase aquosa e precipitado a -80 °C por 20 minutos. As amostras 

foram centrifugadas a 10.000 g a 4 °C por 30 minutos. O pellet de DNA foi lavado 

com 1 mL de etanol gelado 70% e centrifugado novamente a 10.000 g a 4 °C por 15 

minutos. O pellet de DNA foi seco a temperature ambiente e ressuspendido em água 

ultrapura. A contaminaçao de RNA foi removida adicionando 1μL de RNase A 

(20mg/mL) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e incubada por 

30 minutos a 37 °C.  

https://www.google.com.br/search?sa=X&espv=2&biw=1440&bih=755&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&ved=0ahUKEwiBtJX8yZXKAhUJIZAKHaCIBKQQmxMIhAEoATAP
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1440&bih=755&q=massachusetts+waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiFlOHayZXKAhXDhZAKHRnYAEcQmxMIiQEoATAO
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3.4.6.4.2 Extração de RNA total da levedura Candida albicans MDM8 
 

 

 O mesmo protocolo foi aplicado para a expansão do microrganismo usado 

para a extração de RNA. O pellet cellular foi mantido a -80 °C até o uso. Nós 

adicionamos 500 μL do Tampão A (50mM NaOAc, 10 mM EDTA, 1% SDS e 1% 

DEPC). Os tubos foram homogeneizados vigorosamente por 30 segundos e 

adicionados 600 μL de fenol equilibrado pH 25 °C 7,49 – 7,79 (Invitrogen - Canada) 

a 65 °C. A amostra foi mantida a 65 °C por cinco minutos e centrifugada a 14,000 g 

por 30 segundos. Esse procedimento foi repetido mais uma vez. A fase aquosa foi 

removida para outro tubo e então adicionado 300 μL de fenol equilibrado 300 μL de 

clorofórmio e centrifugado a 14.000 g por três minutos. A fase aquosa foi removida e 

adicionado 50 μL de 3 M NaOAc (pH 5.2) e 1 mL de etanol gelado 100%. O RNA foi 

precipitado a -20 °C por 15 minutos. A amostra foi centrifugada por 10 minutes a 

14.000 g. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e seco por 10 minutos a 

temperatura ambiente. O pellet de RNA pellet foi ressuspendido em 400 μL de água 

ultrapura DEPC (Diethylpyrocarbonate) tratada com 40 μL de 3 M NaOAc e 1 ml de 

etanol gelado 100%. O RNA foi precipitado novamente a -20 °C por 15 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e seco a temperatura ambiente. Finalmente, o pellet de 

RNA foi lavado com 1 mL etanol 70% e centrifugado a 14.000 g por 5 minutos. O 

sobrenadante foi discartado e seco a temperatura ambiente. O pellet foi 

ressuspendido em água ultrapura DEPC e aquecidos a 65 °C por 10 minutos para 

facilitar a solubilização do RNA. Para obter somente RNA para o ensaio de retardo 

em gel de agarose, nós usamos DNase I, livre de RNase, suplementade com MnCL2 

(1 U/μL) (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). 

 

 

3.4.6.4.3 Extração de mRNA da levedura Candida albicans MDM8 
 

 

 Nós usamos 890 ng/μl de RNA total para a extração de mRNA. A extraçao foi 

realizada usando o kit “Dynabeads® mRNA DIRECT TM” (Ambion, Life Technologies, 

USA). 

 

https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1440&bih=755&q=massachusetts+waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiFlOHayZXKAhXDhZAKHRnYAEcQmxMIiQEoATAO
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3.4.6.4.4 Ensaio de retardo de migração DNA/RNA em gel agarose 
 

 O DNA de levedura e bactérias foram purificados de acordo com os métodos 

acima. O DNA genômico (aproximadamente 100 ng) or RNA total (89 ng/μL) foram 

misturados com quantidades crescentes do peptídeo (1.2 μg, 2.4 μg, 3.6 μg, 4.8 μg, 

6,2 μg, 12 μg). As misturas foram incubadas a temperature ambiente 10 minutos, e 

entao submetidas a eletroforese em gel de agarose 0.8% em tampão TAE (40 mM 

Tris, 20 mM ácido acético, e  1 mM EDTA). 

 

3.4.6.4.5 Ensaio de retardo de migração mRNA em eletroforese capilar  
 

 O mRNA extraído (7,5 ng) foi incubado com o peptídeo sintético (6,2 μg) a 

temperatura ambiente por 10 minutos, e então submetido a eletroforese capilar 

usando  mRNA Pico Series II no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, USA). 

Somente o peptídeo sintético rondonina (6,2 μg) foi usado como controle. 

 

3.4.7 Avaliação da Atividade Citotóxica da Rondonina 
 

 3.4.7.1 Citotoxicidade 
 

 Estes estudos foram realizados no Laboratório de Parasitologia e Malacologia 

do Instituto Butantan. Para avaliação da citotoxicidade, foi adicionada ao cultivo de 

células VERO a concentração inicial de 200 μM do peptídeo rondonina em diluição 

seriada. A morfologia dos cultivos foi acompanhada através de observação diária em 

microscópio óptico invertido em aumento de 100 x e 200 x. No final do cultivo, os 

poços foram corados com cristal de violeta (0,25%) e fotografados, determinando as 

alterações morfológicas ocorridas nas células. 

 

3.4.7.2 Atividade Antitumoral 
 

 
 Estes estudos foram realizados no Laboratório Especial de Ciclo Celular 

localizado no Laboratório Especial de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan. 
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3.4.7.2.1 Linhagens celulares 
 

 
 As células Y1 são derivadas de tumor funcional do córtex adrenal de 

camundongo (Yasumura et al., 1966). Foram obtidas da American Type Culture 

Collection (Rockville, MD) expandidas e mantidas no banco de células do 

laboratório. 

 A HeLA foi a primeira linhagem imortal de células humanas, extraídas do colo 

do útero de Henrietta Lacks, diagnosticada com câncer cervical (Caldas, 2010). 

Foram obtidas da American Type Culture Collection (Rockville, MD) expandidas e 

mantidas no banco de células do laboratório. 

 

3.4.7.2.2 Manutenção das linhagens celulares 
 

 

 As linhagens celulares utilizadas fazem parte do banco de células que o 

laboratório mantém sob congelamento em tanques contendo nitrogênio líquido. 

Sempre que necessário, uma alíquota (vial) de cada uma das linhagens foi 

descongelada rapidamente em banho-maria a 37 °C, e imediatamente após 

descongelar, o conteúdo de cada um dos vials foi colocado em uma garrafa de 

poliestireno, própria para cultura celular. No caso das linhagens utilizadas, Y1 e 

HeLA, foi adicionada a cada uma das garrafas a quantidade necessária de meio de 

cultura DMEM (Meio DMEM suplementado com 1,2 g/l de NaHCO3, 25 mg/ml de 

ampicilina, 100mg/ml de sulfato de estreptomicina e 10% de soro fetal bonivo 

(SFB)). As células foram acondicionadas na estufa a 37 °C numa atmosfera com 5% 

de CO2 e, após a adesão das células à garrafa, o meio de cultura foi substituído por 

meio fresco previamente aquecido para a retirada do DMSO presente no meio de 

congelamento. Realizado este procedimento as células voltam a estufa para o 

crescimento da população celular. Durante o crescimento celular o meio de cultura 

foi renovado a cada 2 ou 3 dias até que as células atingissem a confluência 

necessária para realização dos experimentos e/ou sub cultivo. Nesse ponto, após a 

retirada do meio de cultura, as células foram lavadas com PBSA e liberadas da 

garrafa por tripsinização permitindo assim o sub - cultivo e/ou plaqueamento para 

realização dos ensaios desejados. A quantidade de células foram contadas e 
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analisadas quanto ao seu tamanho utilizando o contador de partículas Z2 Coulter 

Counter ®(Beckman). 

 

 

3.4.7.2.3 Ensaio colorimétrico MTT para avaliação de citotoxicidade 

 

 

 Para realização dos ensaios de MTT, foram utilizadas microplacas de 96 

poços onde foram plaqueadas 80 μl de 104 células por poço e mantidas 24 horas em 

estufa a 37 °C numa atmosfera com 5% de CO2 para adesão e confluência das 

células. Após foi adicionado 20 μl do peptídeo sintético rondonina (200 μM) em 

diluição seriada para avaliar a citotoxicidade contra as duas linhagens celulares 

tumorais. Também foram avaliadas todas as frações obtidas por purificação nas 

eluições de 5% ACN, 40% ACN e 80% ACN do plasma. Como controle negativo 

para citotoxicidade foi utilizado somente o PBSA e controle positivo DMSO (20 μl). 

Um poço foi deixado em branco para leitura do DMSO. 

 Após incubação por 48horas estufa a 37 °C numa atmosfera com 5% de CO2, 

todos os poços foram lavados duas vezes com PBSA e adicionados 100 μl de meio 

de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB e 0,5 mg/mL de MTT, após 4 

horas de incubação, os poços foram fotografados e a solução de MTT foi retirada e 

adicionado DMSO 100% em todos os poços. A placa foi mantida sob agitação por 5 

minutos. Após agitação, a placa foi mantida em repouso para estabilização da cor. A 

leitura foi feita a 595 nm em leitor de microplaca Victor3 (1420 Multilabel 

Counter/Victor3 – Perkin Elmer). 

 

3.4.7.3 Atividade Antiviral 
 

 

 Células L929, VERO e MDCK foram cultivadas em placas de 96 pocos 

contendo meio de cultura L-15 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). 

As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 horas. As células confluentes foram 

inoculadas com 9 μM ou 24 μM de rondonina. Depois de uma hora, as células foram 

infectadas com diluições seriadas dos vírus EMC (encephalomyocarditis vírus), 

Sarampo (Edmonston) ou Influenza (H1N1), respectivamente. As placas foram 
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observadas diariamente quanto ao aparecimento do efeito citopático e após 72 

horas a 120 horas foram coradas com cristal de violeta (0,25%) e fotografadas. 

 

3.5 Hemocianina 

 

3.5.1 Transcriptoma 

 

3.5.1.1 Extração de RNA, construção da biblioteca e sequênciamento 
 

 

 A hemolinfa de 2 aranhas fêmeas (Acanthoscurria rondoniae) foi extraída na 

presença de tampão anticoagulante e os hemócitos separados por centrifugação a 

800g a 4 °C por 15 minutos. O pellet dos hemócitos foi colocado em tubo eppendorf 

e imediatamente congelado −80 °C. O RNA total foi extraído usando o reagente 

TRIzol® (Ambion, Life Technologies). A integridade do RNA foi avaliada através de 

eletroforese capilar em chip RNA 6000 Nano em um equipamento Agilent 2100 

Bioanalyzer e quantificado pelo kit Quant-iT™ RiboGreen® RNA (Invitrogen, Life 

Technologies Corp.). A biblioteca de cDNA foi gerada seguindo o protocolo do kit 

padrão TruSeq Stranded RNA Sample Prep (Illumina, San Diego, CA). 

Resumidamente, o RNA mensageiro foi extraído pela cauda poli-A, posteriormente 

foi fragmentado e o cDNA sintetizado usando hexâmeros randômicos, finalmente 

foram incorporados adaptadores apropriados para amplificação e sequenciamento. 

A distribuição do tamanho da biblioteca de cDNA foi avaliada no 2100 Bioanalyzer 

com o ensaio DNA1000 (Agilent Technologies). O ABI StepOnePlus Real-Time PCR 

System foi usado para quantificação da biblioteca antes do sequenciamento. As 

bibliotecas de cDNA foram sequenciadas no Illumina HiSeq 1500 System, em 300 

ciclos de 2*151bp pareados, de acordo com o protocolo padrão do fabricante 

(Illumina). 

 

3.5.1.2 Bioinformática: montagem e anotação dos contigs 

 
 O arquivo de leituras gerados foi extraído utilizando o CASAVA-1.8.2 

(Illumina), com filtro de qualidade Q30. A montagem dos contigs foi feita utilizando o 

Trinity (Grabherr et al., 2011). Os contigs foram anotados por script de Blast 
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(Altschul et al., 1990) utilizando banco de dados de Aracnídeos do Uniprot. A 

curagem da anotação foi feita manualmente, separando os contigs em duas 

categorias: hemocianina e outros.  

 Após o pré-processamento e aplicação de filtros para obtenção de sequências 

de alta qualidade, foram utilizados programas especializados para gerar estatísticas, 

novas leituras pareadas e leituras ajustadas pareadas. A montagem foi realizada 

utilizando o software Trinity (versão 2.1.1) com parâmetros de “paired-end”. Para a 

montagem foram utilizados todos os reads (paired-end e únicos) que passaram 

pelos filtros. 

 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 RSEM 

(RNA-Seq Expectation Maximization). 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 

é utilizado devido à geração de isoformas, variantes de splicing e genes duplicados 

em montagens De novo de transcriptomas, e utiliza um processo iterativo para 

determinar reads fracionalmente para cada transcrito baseado na probabilidade dos 

reads sendo derivados de cada transcrito, levando em consideração o viés na 

posição gerado pelo protocolo de criação da biblioteca de RNA-seq.  

 

3.5.1.3 Sequênciamento das subunidades da Hemocianina 
 

 As sequências das sete subunidades de hemocianina da aranha 

Aphonopelma hentzi, já conhecidas e depositadas no catalogo de informações de 

proteínas Uniprot (http://www.uniprot.org/), foram armazenadas em um arquivo 

*.fasta e utilizadas como referência para a busca com a ferramenta Blastp nos 

contigs montados de A. rondoniae.  
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3.5.2 Microscopia Eletrônica de Transmissão 
  

 Microscopia eletrônica representa um método direto, que significa que pode 

se obter imagens de macromoléculas no microscópio e não está restrito a somente 

padrões de difração do objeto de interesse, como no caso da cristalogragia, (Figura 

14) para obter informações estruturais de macromoléculas biológicas (Blundell, 

Johnson, 1976).  

 

 

 

Figura 14 – Obtenção da imagem por técnicas de Cristalografia e “cryo-EM”. Diferenças entre 
obtenção da imagem pelas técnicas de Cristalografia (esquerda), refração do cristal e “cryo-EM” 
(direita), projeção da imagem (Callaway, 2015). 

 

3.5.2.1 Análise por contraste negativo (negative stain) 
 

 

 Para análise em microscopia eletrônica de transmissão realizada no 

Laboratório Nacional de Nanotecnologia (LNNano), a hemolinfa, aproximadamente 

300 μL, foi retirada na ausência de tampão anticoagulante, centrifugada por 10 min à 

14.000 rpm. O sobrenadante foi então acondicionado em banho de gelo até o uso.  

 Na preparação das grades de microscopia, a amostra obtida foi diluída 1.000 

vezes. Foram utilizadas grades com um filme fino de carbono, tratadas no Easy 

Glow (Figura 15) por 20 segundos a uma corrente de 5 mA para carregar 

negativamente as grades. 
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 Figura 15 - Easy Glow. A – Equipamento usado para preparar as grades negativamente; B – 
Ausência de corrente nas grades; C – Presença de corrente nas grades. 
 

 Foi utilizado um protocolo simples para o preparo da amostra de contraste 

negativo (negative stain): 

 Aplicamos 3 μL de amostra na grade por 60 segundos; 

 Secamos a grade tocando na lateral com um papel filtro; 

 Lavamos a grade três vezes com tampão “Tris Stabillizing Buffer” pH 

7,4  

(50 mM Tris, 5 mM CaCl2, 5 mM MgCl2)  por 30 segundos cada 

lavagem; 

 Secamos novamente a grade tocando na lateral com um papel filtro 

entre cada lavagem; 

 Aplicamos 3 μL de Acetato de Uranila (2%) por 30 segundos (repetir 

esse passo); 

  Secamos novamente a grade tocando na lateral com um papel filtro. 

 

 As grades foram analisadas em um microscópio eletrônico de transmissão 

JEOL modelo JEM 2100 Lab6 operando à voltagem de aceleração de 200 kV e as 

imagens obtidas através da câmera CCD Gatan ES500W (Gatan, USA). 

 

3.5.2.2 Análise por microscopia criogênica  
 

3.5.2.2.1 Preparo de amostra da Hemocianina 
 
 

 A hemolinfa foi retirada na ausência de tampão anticoagulante com uma 

seringa apirogênica. Após, a Hemolinfa foi centrifugada por 3.300 g por 30 minutos a 

4 °C para separar hemócitos do plasma. O sobrenadante (plasma) foi submetido à 

ultracentrifugação a 132.000g a 4 °C por 12 horas.  
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 O pellet de hemocianina foi ressuspendido em tampão estabilizante Tris (50 

mM TRIS, 5 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, pH 7,4) sob agitação 4 °C por 12 horas. 

  

3.5.2.2.2 Preparo de Amostra no Laboratório Nacional de Nanotecnologia (LNNano – 
CNPEM – Campinas SP) 

 

 A quantificação da hemocianina foi realizada no Nanodrop usando 1 μL da 

amostra (~109 mg/mL). Nós diluímos até 1 mg/mL. A amostra foi mantida a 8°C até 

o uso.  

 As grades foram preparadas pelo Dr. Alexandre Cassago e com a supervisão 

do Dr. Rodrigo Villares Portugal. Cerca de 3 µL da amostra foi utilizado para o 

preparo das grades (C-flat R2/2 - 400mesh) utilizando o equipamento Vitrobot Mark 

IV (FEI) a 100% de humidade a 22 °C. As grades foram secas utilizando uma etapa 

de contato de 2.5 segundos com papel filtro 597 e força de contato de -10. As 

grades foram então usadas para uma primeira coleta de dados para avaliar a 

qualidade no preparo e outras estocadas em nitrogênio líquido e enviada para o 

NeCEN-LU (Holanda) em dewar seco para a aquisição da segunda coleta de dados. 

 

3.5.2.2.3 Aquisição de dados LNNano 
 

 

A aquisição de dados da hemocianina foi realizada no microscópio Jeol JEM-

2100 operando a 200 kV e utilizando uma câmera F-416 CMOS (TVIPS).  

Tamanho do pixel: 1.78 Å 

Faixa de defocus: -1.5;-5 (μm) 

Magnificação: 60 K 

Tamanho do conjunto de dados: 5.12GB; 307 imagens foram consideradas usáveis 

3.5.2.2.4 Aquisição de dados NeCEN 
 

A aquisição de dados da hemocianina foi realizada no microscópio Titan Krios 

1 (FEI) no Netherlands Centre of Electron Nanoscopy (NeCEN-LU) operando a 300 

KV e utilizando uma câmera 4k x 4k (16Mp) de detecção direta Falcon-2 sem 

correção de aberração esférica (Cs corretor). Foram coletadas 7 frames por região 

de exposição sendo 5 regiões por whole como ilustrado na Figura 16, sendo 5 

regiões expostas e coletadas com um defocus de aproximadamente -1.0 µm (roxo) e 
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uma mesma região com defocus de aproximadamente -3.0 µm (verde). As imagens 

de baixo defocus (~ 1.0 µm) são aquelas que maior resolução, ou seja, as que levam 

os conjuntos de dados ao maior detalhamento atômico, enquanto que as imagens de 

alto defocus (~ 3.0 µm) são aquelas que não possuem informação de alta resolução, 

porém possuem melhor contraste, o que facilita a visualização das partículas e no 

processamento de dados inicial.  As grades foram estocadas em nitrogênio líquido 

até o uso.  

 

Tamanho do pixel: 1.0445476 Å 

Faixa de defocus : -1; -3 (μm) 

Aberração esférica: 2.7 mm 

Dose integrada (e/A2/s): 50-60 

Magnificação: 58 K 

Tamanho do conjunto de dados: 998.3 GB; 2254 filmes foram considerados usáveis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Esquema de uma grade de microscopia: A grade de aproximadamente 3 mm possui 
cerca de 400 quadrados (square) de aproximadamente 60 µm onde cada um possuí inúmeros 
buracos de 1 µm onde é formado um filme fino de solução contendo a amostra de interesse. Abaixo, 
o esquema de como foram realizadas as coletas de dados, onde em um único buraco são coletadas 5 
diferentes imagens de 7 frames cada uma. As imagens coletadas nas regiões em roxo foram em 
baixo valores de defocus (~ - 1.0 µm), ou seja, coleta de alta resolução. Enquanto que a região 
representada em verde foi coletada tanto em baixo quanto em alto defocus (~ - 3.0 µm), o que não 
leva a altas resoluções mas favorece o processamento de dados (Serrao, 2015) 

 

Utilizando o programa Atlas (FEI) para mapear as regiões da grade a serem 

coletadas, e EPU for Life Sciences (FEI), utilizado para aquisição automática dos 
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dados, os frames foram coletados com a participação do especialista Dr. Roman 

Koning (Leiden University Medical Center – LUMC). Os conjuntos de dados 

coletados (~ 1 TB) em formato .mrc (FEI_EPU) foram agrupados em um único 

arquivo e convertidos para arquivos IMAGIC (.img) para dar sequência ao 

processamento de dados. 

3.5.2.2.5 Processamento de dados  
 

Após a aquisição das imagens, inicia o ciclo de processamento. Como 

primeiro passo, deve se trabalhar nas imagens obtidas, como correção da câmera 

(Afanasyev et al., 2015), alinhamento dos frames e soma dos frames em filmes em 

seguida deve-se selecionar as imagens com partículas. É necessário fazer a 

correção do CTF (Função de transferência de contraste – Contrast Transfer 

Function), que é necessária para inversão das fases, aplicar filtros e normalização 

das imagens com o objetivo de se obter um conjunto de dados homogêneo.  

O próximo passo para o processamento se dá com a seleção de partículas 

(van Heel, 1982), estas podem apresentar baixa relação sinal-ruído, sendo 

necessária a soma das imagens semelhantes para obter um aumento na relação 

sinal-ruído e assim apresentar um melhor contraste. As partículas devem ser 

divididas em pequenos grupos (classes) que apresentem a mesma orientação da 

molécula para serem somadas. A soma das imagens de mesma classe são 

chamadas classums. 

A primeira classificação deve ser feita sem referências para evitar a 

introdução de tendências no conjunto de dados. Para essa etapa é utilizado a 

classificação por estatística multivariada (MSA – Multivariate Statistical Analysis) 

(Borland, van Heel, 1990; van Heel et al.,2009; van Heel, Frank, 1981) onde 

partículas semelhantes em orientações semelhantes serão somadas. Para melhor 

alinhamento dessas partículas também é necessário utilizar referências criadas a 

partir de uma primeira classificação para uma classificação estatística multivariada 

(MRA – Multireference Alignment), que irá alinhar translacionalmente e 

rotacionalmente o conjunto de partículas (van Heel, Stöffler-Meilicke, 1985).  

Em seguida serão realizados novos ciclos de classificação por MSA, seleção 

de classes para serem utilizadas como referência e MRA (Schatz et al.,1997). 

Após diversos ciclos de MSA-MRA, as classes consideradas boas, com 

relação sinal-ruído melhorados em relação ao conjunto de dados, foram utilizadas 
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para a próxima etada de reconstituição angular (Schatz et al.,1995; Serysheva et 

al.,1995; van Heel et al.,2000) que corresponde a atribuição dos angulos Euler das 

projeções que definem sua orientação espacial, obtendo-se assim uma relação 

angular entre as imagens escolhidas (van Heel, 1987). 

Baseando-se na relação angular, o modelo estrutural foi obtido. Esse modelo 

foi usado para gerar projeções bidimensionais para nova atribuição de ângulos e 

seleção de novas partículas do conjunto de dados para um novo ciclo de MSA-MRA 

para refinamento do modelo tridimensional (Cheng, 2015). 

O processamento de dados foi todo realizado utilizando o pacote de 

programas IMAGIC 4D (van Heel et al.,2012) e sob a supervisão do Prof. Dr. Marin 

van Heel e seu aluno de doutorado Pavel Afanasyev. O pipeline do Processamento 

de dados utilizado está representado na Figura 17. 

 

 

Figura 17 – Esquema geral do processamento de dados utilizado neste projeto: (modificado de 
www.imagescience.de/manuals/smi_2014_brazil_school.pdf) 
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3.5.3 Purificação da Hemocianina 
 

 A hemolinfa foi coletada na presença de tampão citrato e centrifugada por 30 

minutos a 800 g à 4 °C para a remoção das células (hemócitos). O sobrenadante foi 

separado e submetido à ultracentrifugação a 280000 xg por 4 horas a 4 °C. O “pellet” 

com a hemocianina foi ressuspendido em água ultrapura e acondicionado a 8 °C até 

o uso para experimentos de eletroforese SDS-PAGE e eletroforese bidimensional. 

 Para estudos realizados em microscopia, a hemolinfa foi coletada na ausência 

de tampão citrato, centrifugada a 14.000 rpm e o sobrenadante obtido foi mantido 

em banho de gelo até o uso. 

  

3.5.3.1 Quantificação da Hemocianina  
 

 

 A concentração da hemocianina foi determinada pelo protocolo de Bradford, 

1976. Resumidamente, uma solução de BSA (Soro albumina bovina) a 0,1 mg/mL 

em diferentes concentrações (1µg – 30µg) foi utilizada como controle para construir 

a curva padrão. A absorbância a 595 nm foi utilizada para leitura em um leitor de 

microplacas Victor3 (1420 Multilabel Counter/Victor3 – Perkin Elmer). O mesmo 

procedimento foi utilizado para a proteína e a concentração proteica foi calculada a 

partir da equação da reta da curva padrão. 

 

3.5.3.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 

 
As proteínas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida na 

presença ou ausência de SDS (Laemmli, 1970), utilizando mini-gel de 8 cm x 8,5 cm 

x 1,5 mm em cuba Digel DGV-10. As amostras foram diluídas em um mesmo volume 

de tampão de amostra (4 vezes concentrado) (350 mM de Tris/HCl; 30% de glicerol; 

1,2 mg de azul de bromofenol com ou sem β-mercaptoetanol). O material foi 

aplicado em um gel de empilhamento 4,5% e gel de separação de 6% de 

poliacrilamida e submetido à eletroforese com corrente constante de 80 volts. Os 

géis foram corados com azul de Coomassie R-250 e também com nitrato de prata. 

Foi utilizado o marcador de peso molecular Fermentas (Page RulerTM Prestained 

Protein Ladder). 
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3.5.3.3 Eletroforese Bidimensional da Hemocianina 
 

 Para o experimento de eletroforese bidimensional, foi utilizado o sistema da 

GE Healthcare, composto dos módulos IPGphor (1ª. Dimensão, focalização 

isoelétrica) e (2ª. dimensão, eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida) segundo 

procedimento descrito por Serrano et al.. (2005). 

 Focalização isoelétrica (1ª. dimensão): Para a isoeletroficalização das 

proteínas foi utilizada fita de gradiente de pH imobilizados (IPG strips, GE 

Healthcare) de 7cm. A fita variando de 3 a 10 ou de 4 a 7 foi reidratada com a 

solução de hemocianina em água ultrapura para um volume final de 125 μL 

utilizando o reagente Destreak solution® (GE Healthcare) acrescido de 1% de 

solução de anfólitos (IPG Buffer, GE Healthcare). Após esta etapa, a solução foi 

incubada por 30 min a temperatura ambiente e depositada nas canaletas da cuba de 

reidratação. Em seguida, a fita foi coberta com óleo mineral e deixadas em repouso 

para reidratação a temperatura ambiente por 18 h. Após a remoção do excesso de 

óleo mineral, a fita foi montada na cuba de focalização isoelétrica IPGPhor (GE 

Healthcare), cobertas novamente com óleo mineral e submetida à focalização 

isoelétrica a 20 C, utilizando o programa de gradiente de voltagem constituído de 

três etapas: 500 V a 0,01kV/h; 4000V a 3,4 kV/h e 5000V a 4,6 kV/h. 

 Equilíbrio das fitas e eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (2ª. 

dimensão): Após a eletrofocalização, o excesso de óleo mineral foi removido da fita 

e esta foi colocada em tubo plástico para a etapa de equilíbrio. A seguir, as 

proteínas focalizadas foram reduzidas e alquiladas por meio de incubação no 

tampão de equilíbrio (TE: Tris-HCl 0,05M, pH 8.8, SDS 2%; glicerol 30%, ureia 6M) 

contendo DTT 20mg/mL (por 12 min, sob agitação) e, em seguida (por 10min, sob 

agitação) no TE (acrescido de azul de bromofenol 0,02%) contendo iodoacetamida 

30 mg/mL. Para iniciar a 2ª. Dimensão, a fita foi colocada diretamente sobre a parte 

superior do gel de SDS-poliacrilamida (8%) coberta com agarose 0,5% com 0,5% de 

azul de bromofenol para a formação do stacking gel. A corrida ocorreu a temperatura 

ambiente, utilizando voltagem de 120 V. 

  A corrida foi interrompida quando o corante migrou aproximadamente 95% do 

comprimento do gel e este foi corado com Coomassie Brilliant Blue E-250 (GE 

Healthcare). 
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3.4.7 – Processamento da Rondonina  

 

3.4.7.1 – Processamento da Rondonina a partir do Plasma 
 

 

 Para testar a produção de rondonina em aranha, o plasma foi separado dos 

hemócitos, diluído duas vezes em tampão CAC (10mM Cacodilato de Sódio, 5mM 

CaCl2, pH=7) e tratado com ácido trifluoacético (TFA) para a concentração final de 

0,1%. Plasma (1,4 mg) tratado com TFA em tampão CAC foi incubado por diferentes 

intervalos de tempo, como 24 h, 48 h, 72 h e 8 dias, a 4 ºC. Como controle, o plasma 

foi tratado com TFA e então imediatamente centrifugado sem nenhuma incubação. 

Cada amostra foi centrifugada a 16.000 g for 20 minutos, e o sobrenadante 

resultante foi submetido a colunas descartáveis Sep-Pak C18 (0,5 g). As frações 

foram eluídas a 80% de acetonitrila com TFA 0,05% e concentradas em uma 

centrífuga à vácuo. As amostras secas foram dissolvidas em tampão de amostra e 

50 μg de cada amostra foram submetidas a 20% “Acid-Urea PAGE” (Lee et al., 

2003).  

 As amostras de 80% ACN também foram avaliadas por fase reversa em 

cromatografia liquida de alta eficiência (FR-CLAE) numa coluna Júpiter analítica 

(250mm x 4,6μm x 10 μ) com gradiente de 10% a 30% ACN (TFA 0,05%) em fluxo 

de 1mL/min em 30 minutos.  

 

3.4.7.2 – Extração do conteúdo dos hemócitos  
 

 Os hemócitos obtidos através da centrifugação da hemolinfa, lavados duas 

vezes com tampão anticoagulante por centrifugação a 800 g por 15 minutos, foram 

macerados em água ultrapura com o auxílio de um pistilo e submetidos a rápido 

congelamento em gelo seco para ruptura dos grânulos e liberação de seu conteúdo. 

O sobrenadante obtido por centrifugação 16.000 g por 15 minutos foi liofilizado, 

ressuspendido em água ultra pura e acondicionado a -20 °C até o uso. A solução de 

hemócitos foi quantificada pelo equipamento Nanodrop® 2000. 
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3.4.7.3 – Atividade enzimática dos Hemócitos na Hemocianina 
 

 

 Para avaliar a atividade enzimática do conteúdo dos hemócitos, uma solução 

de hemocianina purificada por ultracentrifugação (0,125 mg/ml) foi incubada com 

5μL da solução de hemócitos por 1 hora, 2 horas e 3 horas em banho-maria a 37 °C 

em tampão Tris (0,2M, pH8,8). Como controle foi utilizado somente hemocianina 

acrescida de tampão e hemócitos acrescido de tampão. Após o período de 

incubação, as amostras foram diluídas em tapão de amostra 4 x concentrado (250 

mM Tris-HCl pH 6,8, 300 mM SDS, 1 mM azul de bromofenol, 40% glicerol e 8% β-

mercaptoetanol) e aquecidas a 90 °C durante 5 minutos.  

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

separação na concentração de 15% de poliacrilamida. Eles foram polimerizados em 

forma de mini-géis nas dimensões 85 mm x 80 mm 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 foi utilizado o marcador de peso molecular Fermentas 

(Page RulerTM Prestained Protein Ladder). O gel foi corado pela coloração de prata. 

 

3.4.7.4 – Zimografia em gel de poliacrilamida copolimerizado com gelatina 
 

 

 A técnica de zimografia é uma técnica de eletroforese para avaliar a atividade 

proteolítica. A matriz em que as proteínas serão separadas, constituída de 

poliacrilamida, é copolimerizada com diversos substratos, nesse caso com gelatina, 

que é degradado pelas peptidases durante o período de incubação. A coloração azul 

do gel revela os locais de proteólise como faixas brancas sobre o fundo azul escuro 

(Leber, Balkwill, 1997).  Para este ensaio, foi utilizado gel de poliacrilamida na 

concentração de 12%, contendo gelatina (na concentração final de 1 mg/mL). 5 μl de 

hemócitos foi aplicados e 50 μg de veneno de jararaca (Bothrops jararaca) foi 

utilizado como controle diluídos em um mesmo volume de tampão de amostra (4 

vezes concentrado) (350 mM de Tris/HCl; 30% de glicerol; 1,2 mg de azul de 

bromofenol). A eletroforese ocorreu em voltagem de 110 V, sob condições não 

redutoras. Após a corrida o gel foi lavado por 60 minutos em solução tampão Tris-
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HCl 50 mM pH 7,4, contendo 2,5% do detergente Triton X-100, para a remoção do 

SDS presente no gel. Em seguida foi lavado 3 vezes por 5 minutos com água ultra 

pura para a remoção do Triton X-100 e incubado por 12 horas a 37 °C em tampão 

Tris-HCl 50 mM pH 8,0 com CaCl2 10 mM, NaCl 200 mM e 0,02% de IGEPAL. O gel 

foi submetido ao mesmo processo de revelação de bandas protéicas aplicado para 

SDSPAGE, utilizando o corante Comassie Brilliant Blue R-250 (Sigma, St. Louis, 

USA). A descoloração foi feita até o aparecimento das áreas de atividade 

proteolítica. 

 

3.4.7.5 – Zimografia em gel de poliacrilamida copolimerizado com caseína 
 

 Para avaliar a atividade caseinolítica dos hemócitos, foi preparado um gel de 

SDS-PAGE a 12% copolimerizado com caseína bovina (0,1%). Foi aplicado 5 μl de 

hemócitos e 50 μg de veneno de jararaca (Bothrops jararaca) foi utilizado como 

controle diluídos em um mesmo volume de tampão de amostra (4 vezes 

concentrado) (350 mM de Tris/HCl; 30% de glicerol; 1,2 mg de azul de bromofenol). 

A eletroforese ocorreu em voltagem de 110 V. Após a corrida, o gel foi lavado em 

uma solução de Triton X-100 a 2,5% por 30 minutos para a remoção do SDS. Em 

seguida foi lavado 3 vezes por 5 minutos com água ultra pura para a remoção do 

Triton X-100 e e incubado a 12 horas a 37 °C no tampão de reação (Tris-HCl 30 mM, 

pH 7,4, NaCl 200 mM e CaCl210 mM). O gel foi submetido ao mesmo processo de 

revelação de bandas protéicas aplicado para SDS-PAGE, utilizando o corante 

Comassie Briliant Blue R-250 (Sigma, St. Louis, USA). A descoloração foi feita até o 

aparecimento das áreas de atividade proteolítica. 

 

3.4.7.6 – Produção da rondonina e envolvimento dos hemócitos 
 

 

 Para avaliar se o peptídeo rondonina estava sendo processado a partir de 

enzimas, o plasma (1,325 mg) foi incubado em dois intervalos de tempo, 0 hora e 48 

horas, como realizado no experimento anterior (Material e métodos 3.4.7.1 – 

Processamento da Rondonina a partir do Plasma). Utilizamos um coquetel de 

inibidores enzimáticos, contendo os inibidores específicos: AEBSF-[4—(2-

Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride] que inibe classe de serino 
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proteases (ex: tripsina, quimotripsina,  plasmina, calicreina e trombina); Aprotinina 

que inibe classe de serino proteases (ex: tripsina, quimotripsina, plasmina, 

calicreina, elastase de leucócitos humanos, não inibe elastase pancreática); Bestatin 

hydrochloride inibe classe de aminopeptidases (ex: leucina aminopeptidase e 

alanina aminopeptidase), E-64 ([N-(trans-Epoxysuccinyl)-leucine 4-

guanidinobutylamide] que inibe classe de cisteino proteinases (ex: calpaina, papaina, 

catepsina B e catepsina L), EDTA inibe classe de metaloproteases e Leupeptine 

hemisulfate salt inibe classe de cisteino proteinase (ex: plasmina, tripsina, papaína e 

catepsina B) (Sigma Aldrich), e o inibidor enzimático E64 isolado do coquetel(Sigma 

Aldrich), que é capaz de inibir enzimas da classe cisteíno proteinases, o mesmo 

utilizado no experimento feito por Lee e colaboradores (2003). Para avaliar a 

participação dos hemócitos, 5 μL deste foi incubado na presença de plasma, e dos 

inibidores. O peptídeo rondonina sintético foi avaliado sozinho para determinar o 

tempo de eluição. Para avaliar a produção do peptídeo, o material foi centrifugado a 

12.000g por 20 minutos a temperatura ambiente e submetidos à purificação em fase 

sólida utilizando coluna sep-pak 0,5 g na eluição de 80%. Esta foi seca em 

concentrador a vácuo e ressuspendida em água ultrapura acidificada (TFA 0,05%) e 

avaliadas por cromatografia líquida de fase reversa de alta eficiencia (FR-CLAE) 

utilizando uma coluna semi-preparativa Júpiter C18 (250 mm X 10 mm X 10 μ) em 

um gradiente linear de 10 a 40% ACN com fluxo 1,5 mL/min em 30 minutos. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Peptídeos Antimicrobianos do Plasma 

 

O plasma, após ser coletado e concentrado em um concentrador a vácuo 

(Savant Instrument, Inc) foi ressuspendido em água ultrapura acidificada (ácido 

trifluoracético - TFA 0,05%) (20 vezes o volume da hemolinfa coletada). A solução 

foi mantida sob agitação constante num banho de gelo por 30 minutos e 

centrifugado a 16.000 xg, a 4 °C, por 10 min. O sobrenadante obtido foi aplicado em 

uma coluna (5 g) descartável Sep-Pak C18, equilibrada com água acidificada, com o 

objetivo de pré-purificar as amostras. Três estágios de eluição foram realizados 

utilizando-se sucessivamente diferentes concentrações de acetonitrila (5%, 40% e 

80%) em água acidificada. 

As frações obtidas na etapa anterior foram concentradas em um concentrador 

a vácuo, ressuspendidas em água ultrapura acidificada e submetidas à 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). A purificação por CLAE foi realizada 

a uma temperatura ambiente, utilizando o sistema UFLC-Shimadzu. A absorbância 

foi monitorada a 225 nm. As frações (5%, 40%, e 80% de acetonitrila) foram 

primeiramente aplicadas em uma coluna de fase reversa semi-preparativa Júpiter 

C18 (250 mm x 10 μm x 10 μ) e as eluições foram realizadas por gradientes de 

acetonitrila em água acidificada de 0 a 20%, 2 a 60% e 20 a 80%, respectivamente, 

por 60 min, sob um fluxo de 1,5 mL/min. 

 As frações correspondentes aos picos foram coletadas manualmente, secas 

em um concentrador a vácuo, e reconstituídas em água ultrapura. A presença de 

atividade antimicrobiana nessas frações foi determinada por ensaio de inibição em 

meio líquido, em cada etapa de purificação dos peptídeos utilizando-se M. luteus, E. 

coli e C. albicans, resultando em 15 frações com atividade antimicrobiana. Nenhuma 

das frações testadas apresentou atividade contra a bactéria Gram-negativa M. luteus 

A270. 

 Na eluição de 5% de acetonitrila, encontramos quatro frações com atividade 

antimicrobiana, sendo duas contra C. albicans MDM8 (P5-2 e P5-4) e duas contra 

E.coli SBS363 (P5-1 e P5-3) (Tabela 1) como mostra o perfil cromatográfico abaixo 

(Figura 18). 
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Figura 18 - Fracionamento de peptídeos antimicrobianos do plasma de Acanthoscurria 
rondoniae. Frações antimicrobianas obtidas do plasma eluídas com ACN 5% analisadas numa 
coluna semi-preparativa Júpiter C18 com um gradiente linear de acetonitrila de 0 a 20% em água 
acidificada por 60 min, num fluxo de 1,5 mL/min. 

 

 As Frações foram submetidas à digestão “in solução” (3.2.1 – Digestão “in 

solução”), e analisadas em um espectrômetro de massas acoplado a cromatografia 

líquida. Os perfis obtidos foram transformados em arquivos de extensão “mgf” e 

analisados no programa mascot utilizando o banco de dados Swissprot com filtro 

para Arachnida. Das quatro frações com atividade antimicrobiana, duas delas (P5-1, 

P5-2) mostram similaridade com subunidades de hemocianina (Tabela 1 e Tabela 

4). 
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Tabela 1 – Tabela de atividade antimicrobiana do 5%, concentração e busca em banco de 
dados das frações obtidas após purificação por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. (nd – 
não detectado) 

 

Etapas de Purificação Microrganismo Concentração 
( μg/μL ) 

Banco de Dados 
    SwissProt (Mascot) Sep Pak CLAE-FR C. albicans  E. coli  

5% 

P5-1 + - 0,44 Hc D, Hc F 

P5-2 - + 0,28 Hc E 

P5-3 + - 0,37 Hge-scorpine 

P5-4 - + 0,28 nd 

 

 A fração P5-1 apresentou atividade contra a levedura C. albicans e foi 

analisada por um espectrometo de massas LTQ-ESI e revelou uma massa molecular 

de 1.594,28 Da (Figura 19) deduzida pela deconvolução do perfil de íons utilizando o 

programa MassAnalyzer muito semelhante ao fragmento encontrado na subunidade 

D da hemocianina da aranha A. hentzi como mostra a Figura 20. 

 

 

Figura 19 – Perfil cromatográfico da Fracão P5-1 obtido pelo espectrômetro de massas LTQ-
ESI. Deconvoluçao do perfil de íons obtidos para determinação da possível massa molecular do 
peptídeo. 
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Figura 20 – Análise em banco de dados SwissProt pelo software Mascot. O fragmento 
assinalado em vermelho corresponde ao peptídeo que mostrou similaridade com o perfil de íons. 

  

 A fração P5-2 apresentou atividade antimicrobiana contra a bactéria Gram-

negativa E.coli e mostou similaridade com a subunidade E da hemocianina da 

aranha A. hentzi (Figura 21), esses resultados mostram que essa fração ainda 

precisa ser novamente purificada e avaliada sem o processo de hidrólise enzimática. 

 

  

Figura 21 - Análise em banco de dados SwissProt pelo software Mascot. Os fragmentos 
assinalados em vermelho correspondem aos peptídeos encontrados na busca. 
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 A fração P5-3 apresentou atividade antimicrobiana contra a levedura C. 

albicans e quando analisada por espectrômetro de massas tipo Orbitrap – ESI, sem 

o processo de digestão revelou uma massa de 8.066,5 Da (Figura 22). A amostra foi 

submetida ao protocolo de redução, alquilação e digestão enzimática por tripsina e 

submetida ao espectrômetro de massas LTQ-ESI, o perfil de íons resultante foi 

analisado contra um banco de dados SwissProt utilizando o filtro Arachnida pelo 

software Mascot e mostrou similaridade com um pedaço do peptídeo antimicrobiano 

Hge-scorpine (Figura 23).  “Scorpine” é uma classe de peptídeos antimicrobianos, 

com uma cadeia longa apresentando o motif “cysteine stabilized α/β motif” (CS-αβ), 

no C-terminal (presença de três pontes dissulfeto e alta similaridade com peptídeos 

da família β-KTxs, cerca de 50% e compostos por um uma α-hélice na região N-

terminal identificadas em venenos de escorpiões Pandinus imperator (Conde et al., 

2000), Hadrurus gertschi  e do gênero Tityus (Diego-García et al., 2007). 

 

Figura 22 - Perfil cromatográfico da Fracão P5-3 obtido pelo espectrômetro de massas LTQ-
ESI. Deconvoluçao do perfil de íons obtidos para determinação da possível massa molecular do 
peptídeo. 
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Figura 23 - Análise em banco de dados SwissProt pelo software Mascot. O fragmento assinalado 
em vermelho corresponde ao peptídeo encontrado na busca. 

 

 A “scorpine” identificada no veneno de escorpião Pandinus imperator, 

apresentou similaridade com cecropinas, peptídeo antimicrobianos de hemolinfa de 

insetos (Lee et al.,1989; Okada, Natori, 1985; Qu et al.,1982) na região N-terminal e 

defensinas na região C-terminal pela presença das três pontes dissulfeto (Bulet et 

al.,1992; Cociancich et al.,1993) como representada na Figura 24.  

 

 

Figura 24 – Comparação da sequência de aminoácidos de “Scorpine” com peptídeos 
antimicrobianos cecropinas e defensinas. As sequências foram alinhadas com espaços em 
branco, por causa da diferença do tamanho dos peptídeos. Os segmentos com alguma sequência 
consensus são mostradas com espaços artificiais brancos (pontos para aumentar a similaridade ) e 
os * representam correspondem a aminoácidos idênticos. As sequências comparadas foram: 1-
cecropina B de Antheraea pernyi (mariposa), 2- sarcotoxina Ic de Sarcophaga peregrina (mosca), 3- 
cecropina de Sus scrofa (javali), 4-scorpine Pandinus imperator, 5- defensina de Aeschna cyanea 
(libélula), 6-denfensina de Leiurus quinquestriatus hebraeus (escorpião) (Conde et al,2000). 

 

 Se compararmos a “scorpina” identificada por Conde et al.,(2000) com a de H. 

gertschi (Diego-García et al., 2007), os dois peptídeos apresentam regiões bastante 

conservadas como podemos observar na Figura 25.   
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Figura 25 – Alinhamento de sequência de aminoácidos de Scorpine e Scorpine-like. Peptídeos 
antimicrobianos isolados de veneno de escorpião.  A região assinalada em vermelho corresponde ao 
peptídeo identificado por espectrometria de massas em nossos dados. 

 

 Na análise do transcriptoma de hemócitos de A. rondoniae não encontramos 

nenhum contig montado com similaridade para “scorpine” o que pode indicar que 

esse peptídeo não está sendo produzido nos hemócitos. 

 

 A fração P5-4 apresentou atividade antimicrobiana contra a bactéria Gram-

negativa E.coli e quando analisada por comparação com banco de dados não 

apresentou nenhuma similaridade com proteínas ou peptídeos já depositados. 

 

 Na eluição de 40% de acetonitrila (Figura 26), encontramos nove frações com 

atividade antimicrobiana contra C. albicans, incluindo a Rondonina. Essas frações 

também foram submetidas à digestão “in solução” (3.2.1 – Digestão “in solução”). 

Após análise no programa mascot, pudermos verificar a presença de seis frações 

(Rondonina, P40-5, P40-6, P40-7, P40-8 e P40-9) com alta similaridade com 

subunidades de hemocianina (Tabela 2 e Tabela 4), esses peptídeos precisam ser 

sequenciados para determinar se são outros fragmentos de hemocianina. 

 

Tabela 2 - Tabela de atividade antimicrobiana do 40%, concentração e busca em banco de 
dados das frações obtidas após purificação por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. (nd – 
não detectado; * íons duplicados) 

 

Etapas de Purificação Microrganismo Concentração 
( μg/μL ) 

Banco de Dados 
    SwissProt (Mascot) Sep Pak CLAE-FR C. albicans  E. coli  

40% 

P40-1 + - 1,51 nd 

P40-2 + - 1,72 Frag Hialuronidase  

P40-3 + - 2,44 Frag Hialuronidase  

Rondonina + - 1,13 Rondonina 

P40-5 + - 0,95 Hc E - Cterminal 

P40-6 + - 0,44 Hc G, Hc F, Hc A 

P40-7 + - 0,74 Hc G, Hc A, Hc F 

P40-8 + - 0,34 Hc F*, Hc D*, Hc E* 

P40-9 + - 0,29 Hc F*, Hc E*, Hc D* 
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Figura 26 - Fracionamento de peptídeos antimicrobianos do plasma de Acanthoscurria 
rondoniae. Frações antimicrobianas obtidas do plasma eluídas com ACN 40% analisadas numa 
coluna semi-preparativa Júpiter C18 com um gradiente linear de acetonitrila de 2 a 60% em água 
acidificada por 60 min, num fluxo de 1,5 mL/min. 

  

 A fração P40-1 apresentou atividade antimicrobiana contra a levedura C. 

albicans e quando analisada por comparação com banco de dados não apresentou 

nenhuma similaridade com proteínas ou peptídeos já depositados. 

 

 A fração P40-2 e a fração P40-3 apresentaram atividade antimicrobiana 

contra a levedura C. albicans e mostram similaridades com um fragmento de 

Hialuronidase de Phoneutria keyserlingi (Figura 27).  
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Figura 27 - Análise em banco de dados SwissProt pelo software Mascot. O fragmento assinalado 
em vermelho corresponde ao peptídeo encontrado na busca. Resultado obtido após comparação em 
banco de dados da fração P40-2 esquerda e fração P40-3 a direita. 

 

 A fração correspondende a Rondonina foi analisada por espectrometria de 

massas LTQ-ESI e teve sua massa molecular confirmada e mostrou-se homogênea 

(Figura 28) e foi acondicionada a -20 °C para posterior uso. 

 

 

Figura 28 - Perfil cromatográfico da Rondonina obtido pelo espectrômetro de massas LTQ-ESI. 
Deconvoluçao do perfil de íons obtidos para determinação da massa molecular do peptídeo. 
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 A fração P40-5 apresentou atividade antimicrobiana contra a levedura C. 

albicans e quando analisada por busca em banco de dados mostrou similaridade 

com a subunidade E da hemocianina da aranha A. hentzi (Error! Reference source 

not found.), esses resultados mostram que essa fração ainda precisa ser novamente 

purificada e avaliada sem o processo de hidrólise enzimática para confirmar o 

resultado. 

 

 

 

Figura 29 - Análise em banco de dados SwissProt pelo software Mascot. O fragmento assinalado 
em vermelho corresponde ao peptídeo encontrado na busca. 

 

 

 A Fração P40-6 apresentou atividade antimicrobiana contra a levedura C. 

albicans e mostrou maior similiaridade com subunidade G da hemocianina de A. 

hentzi (Figura 30) apresentando um score de 182, essa fração também apresentou 

similaridade com subunidades A e F porém com scores mais baixos. 
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Figura 30 - Análise em banco de dados SwissProt pelo software Mascot. O fragmento assinalado 
em vermelho corresponde ao peptídeo encontrado na busca. 

 

 

 A Fração P40-7 apresentou atividade antimicrobiana contra a levedura C. 

albicans e mostrou maior similiaridade com subunidade G da hemocianina de A. 

hentzi (Figura 31), apresentando um score de 311, essa fração também apresentou 

similaridade com subunidades A, C, E, F porém com scores mais baixos. 
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Figura 31- Análise em banco de dados SwissProt pelo software Mascot. O fragmento assinalado 
em vermelho corresponde ao peptídeo encontrado na busca. 

 

 

 A Fração P40-8 apresentou atividade antimicrobiana contra a levedura C. 

albicans e mostrou maior similiaridade com subunidade F da hemocianina de A. 

hentzi (Figura 32), apresentando um score de 462, essa fração também apresentou 

similaridade com subunidades B, C, D, E com similaridades em 113 peptídeos que 

correspondem a ambas subunidades.  
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Figura 32 - Análise em banco de dados SwissProt pelo software Mascot. O fragmento assinalado 
em vermelho corresponde ao peptídeo encontrado na busca. 

 

 

 A Fração P40-9 apresentou atividade antimicrobiana contra a levedura C. 

albicans e mostrou maior similiaridade com subunidade F da hemocianina de A. 

hentzi (Figura 33), apresentando um score de 118, essa fração também apresentou 

similaridade com subunidades D, E com similaridades em 28 peptídeos que 

correspondem a ambas subunidades.  
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Figura 33 - Análise em banco de dados SwissProt pelo software Mascot. O fragmento assinalado 
em vermelho corresponde ao peptídeo encontrado na busca. 

 

 Na eluição de 80% de acetonitrila (Figura 34), encontramos duas frações com 

atividade antimicrobiana contra C. albicans (P80-1 e P80-2) e quando submetidas à 

digestão “in solução” (3.2.1 – Digestão “in solução”) e analisadas no programa 

Mascot, também revelou alta similaridade com subunidades de hemocianina (Tabela 

3 e Tabela 4).  

 

 

 Tabela 3 – Tabela de atividade antimicrobiana do 80%, concentração e busca em banco de 
dados das frações obtidas após purificação por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência.  

 

Etapas de Purificação Microrganismo Concentração 
( μg/μL ) 

Banco de Dados 
    SwissProt (Mascot) Sep Pak CLAE-FR C. albicans  E. coli  

80% 

P80-1 + - 0,02 Hc G 

P80-2 + - 
0,73 

Hc F*, Hc D*, Hc G, 
Hc C, Hc B 
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Figura 34 - Fracionamento de peptídeos antimicrobianos do plasma de Acanthoscurria 
rondoniae. Frações antimicrobianas obtidas do plasma eluídas com ACN 80% analisadas numa 
coluna semi-preparativa Júpiter C18 com um gradiente linear de acetonitrila de 20 a 80% em água 
acidificada por 60 min, num fluxo de 1,5 mL/min. 

 

 A Fração P80-1 apresentou atividade antimicrobiana contra a levedura C. 

albicans e mostrou maior similiaridade com subunidade G da hemocianina de A. 

hentzi (Figura 35), apresentando um score de 17, a massa dessa fração ainda 

precisa ser avaliada.  
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 Figura 35 - Análise em banco de dados SwissProt pelo software Mascot. O fragmento 
assinalado em vermelho corresponde ao peptídeo encontrado na busca. 

 

 

 A Fração P80-2 apresentou atividade antimicrobiana contra a levedura C. 

albicans e mostrou maior similiaridade com subunidade F da hemocianina de A. 

hentzi (Figura 36), apresentando um score de 426, essa fração também apresentou 

similaridade com subunidade D, com score de 276 com similaridades em 48 

peptídeos que correspondem a ambas subunidades.  
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Figura 36 - Análise em banco de dados SwissProt pelo software Mascot. O fragmento assinalado 
em vermelho corresponde ao peptídeo encontrado na busca. 

 

Nossos resultados apontam que a nova via do sistema imune de aranhas 

descrita em estudos anteriores (Kuhn-Nentwig, Nentwig, 2013; Riciluca et al., 2012) 

caracterizada pela formação da rondonina através de uma atividade proteolítica na 

hemocianina e pode estar ocorrendo não só pela formação deste peptídeo e sim 

pela formação de diversos peptídeos antimicrobianos. 

Análises mais detalhadas precisam ser realizadas para confirmar 

corretamente as sequências dos peptídeos encontrados e determinar de qual 

subunidades eles pertecem, já que foi visto que as subunidades de hemocianina são 

muito conservadas entre si. 

A hemocianina é um componente integral do sistema imune dos 

invertebrados, como descreve Coates e Nairn (2014), apresenta um domínio ERK 

1/2, um domínio Ig-like, liberação de peptídeos antimicrobianos e expressão 

aumentada e síntese de uma região particular durante uma viremia, indicando que o 

C-terminal da hemocianina dos artrópodes é importante para as diversas funções 

imunes dessa proteína. 
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Tabela 4 – Análise das frações antimicrobianas em banco de dados 

  

Fração 

Banco de Dados 
Score 

    SwissProt (Mascot) 

P5-1 Hc D 41 

P5-2 
Hc E* 31 

Hc G* 29 

P5-3 Hge-scorpine 17 

P5-4 nd nd 

P40-1 nd nd 

P40-2 Frag Hialuronidase  17 

P40-3 Frag Hialuronidase  13 

Rondonina Rondonina  - 

P40-5 Hc E - Cterminal 32 

P40-6 

Hc A 79 

Hc F 53 

Hc G 311 

P40-7 

Hc A 155 

Hc C 34 

Hc E - Cterminal 26 

Hc F - C-terminal 193 

Hc G 315 

P40-8 

Hc D 141 

Hc E 157 

Hc F 425 

P40-9 

Hc A* 41 

Hc D 63 

Hc E* 50 

Hc F 121 

Hc G* 41 

P80-1 Hc G 17 

P80-2 

Hc B 20 

Hc C 41 

Hc D 269 

Hc F 436 

Hc G 69 

 

 Todas as frações com atividade antimicrobiana foram submetidas a ensaio de 

citotoxicidade contra eritrócitos humanos (Figura 37), somente a fração P5-3, com 

similaridade a scorpine-like mostrou-se hemolítica (100% de hemólise), como já 
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descrita em estudos anteriores (Diego-García et al.,2008) e citotóxica (0% de 

viabilidade) quando avaliada contra células tumorais de colo de útero humano 

lingagem HeLA (Figura 38Error! Reference source not found.) e adrenal de 

camundongo linhagem Y1 (Figura 39) pelo método de MTT.  

 As outras frações demonstraram baixa taxa de hemólise, variando de 0 a 2% 

quando comparadas ao controle de triton X-100 e não citotóxicas contra as 

linhagens tumorais testadas. 

   

  

Figura 37 – Ensaio de citotoxicidade contra eritrócitos humanos. Avaliação dos peptídeos 
antimicrobianos contra eritrócitos humanos. 
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Figura 38 – Ensaio de citotoxicidade em linhagem celular HeLA. A fração P5-3 foi avaliada em 
linhagem celular HeLa. A- somente células, B-células com cristal de formazan (MTT), C- células com 
a fração P5-3, D- células com a fração P5-3 após MTT. 
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Figura 39 – Ensaio de citotoxicidade em linhagem celular Y1. A fração P5-3 foi avaliada em 
linhagem celular Y1. A- somente células, B-células com cristal de formazan (MTT), C- células com a 
fração P5-3, D- células com a fração P5-3 após MTT. 

 

 

 Peptídeos antimicrobianos originando de grandes proteínas percursoras têm 

sido reportados em diversos organismos e parecem ser uma via em geral para a 

geração desses peptídeos (Zasloff, 2002). 

 Neste contexto, alguns peptídeos, fragmentos de hemocianina, foram 

detectados na hemolinfa de crustáceos como Penaeus vannamei (PvHCt), Penaeus 

stylirostrisi (PsHCt1, PsHCt2) (Destoumieux-Garzón et al., 2001) e Pacifastacus 

leniusculus (Astacidina)  podendo esta ser considerada como fonte de peptídeos 

antimicrobianos (Lee et al., 2003). Na hemocianina de Aphonopelma hentzi, 

somente as subunidades b e c mostraram atividade de oxidase 0-diphenol após 

ativação por SDS (Decker et al., 1998), o que pode indicar que as outras 

subunidades estão livres para a produção de peptídeos antimicrobianos, pois o 

gasto energético no animal seria reduzido aproveitando proteínas já existentes ao 

invés da síntese de novas moléculas.  

 

A 

C 

B 

D 
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4.2 Microscopia Eletrônica de Transmissão da Hemocianina 

  

 Uma vez que peptídeos antimicrobianos estão sendo gerados a partir do 

processamento da hemocianina, torna-se interessante o conhecimento de sua 

estrutura tridimensional e sequência primária de aminoácidos. Pensando desse 

modo, buscamos inicialmente a confirmação da estrutura quartenária da proteína e 

análise da qualidade da amostra através de um protocolo de contraste negativo 

(negative stain). O plasma foi coletado na ausência de tampão anticoagulante e 

diluído 1000 vezes em tampão “Tris Stabilizing Buffer” (50 mM Tris, 5 mM CaCl2, 5 

mM MgCl2). A grade foi preparada segundo metodologia já citada e a imagem obtida 

em um microscópio eletrônico de transmissão com aumento de 150k. Segundo 

figura abaixo (Figura 40), podemos verificar a presença das estruturas 4x6mer como 

já descrito na literatura para Aphonopelma hentzi (Eurypelma californicum) (Markl, 

Decker, 1992).   

 As estruturas quartenárias estão presentes em maior quantidade, mostrando 

assim que não houve dissociação dos hexâmeros. 
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Figura 40 – Microscopia Eletrônica de Transmissão. A) Presença de estruturas 4X6 mer da 
hemocianina de Acanthoscurria rondoniae (aumento de 150k) coradas por “negative stain” com 2% 
de acetato de uranila . B) Estrutura 4x6 mer vista superior (Markl, Decker, 1992)  C) Estrutura 4x6 
mer vista  a 45º (Markl, Decker, 1992)  D) As diferentes cores se referem às diferentes subunidades: 
a - verde; b - cinza; c - marron; d - amarelo; e - rosa; f - azul; g – vermelho  (Voit et al, 2000). A seta 
preta indica a vista lateral. 
 

   

 Com o objetivo de obter uma estrutura de alta resolução, a metodologia de 

preparo de amostras em condições criogênicas (Cryo-EM) tornou-se extremamente 

relevante, uma vez que essa metodologia permite o estudo estrutural da amostra em 

solução, uma vez que, com o congelamento, as amostras permanecem com a 

conformação estrutural semelhante a que apresentavam em solução aquosa, o que 

torna possível o estudo de complexos transientes, como o complexo dessa proteína. 

Inicialmente, as grade foram preparadas no Laboratório Nacional de 

Nanotecnologia (LNNano-CNPEM, Campinas) pelo Dr. Alexandre Cassago e com a 

supervisão do Dr. Rodrigo Villares Portugal. Foram utilizados grades C-Flat (R2/2 

400 mesh), negativamente carregadas utilizando equipamento Glow-Discharger 

(Pelco) operando a 15 mA durante 25 segundos.  
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Cerca de 3 µL da amostra foi utilizado para o preparo das grades utilizando o 

equipamento Vitrobot Mark IV (FEI) a 100% de humidade a 22 °C. As grades foram 

secas utilizando uma etapa de contanto de 3 segundos com papel filtro 597 e forças 

de contato variando de -10 e -5. Algumas amostras foram então estocadas em 

nitrogênio líquido e enviada para o NeCEN-LU (Holanda) em dewar seco para a 

segunda aquisição de dados. 

 Uma primeira coleta de dados, foi realizada utilizando o microscropio Jeol 

JEM-2100 200kV e as micrografias foram adquiridas manualmente utilizando numa 

camêra F-416 CMOS (TVIPS). A coleta foi feita com o pixel size de 1.78 Å em uma 

faixa de defocus variando de -1.5 a -5(μm) com magnificação de 60 k. No total foram 

obtida 307 micrografias usáveis. 

 As 307 micrografias de 4096 x 4096 pixels foram convertidas para o format 

padrão IMAGIC e três destas consideradas “ruins” foram deletadas resultando num 

conjunto de dados final de 304 micrografias (Figura 41). Após isso, foi necessária a 

determinação da função de transferência de contraste (CTF) de todas as imagens. O 

CTF muda o detalhe do contraste de certas imagens dependendo do defocus 

utilizado. Para “boas” imagens é possível inverter o contraste para seu valor correto, 

mas esse procedimento se torna difícil quando as micrografias não são coletdas com 

“Field Emission Gun” - FEG (feixe principal de elétrons capaz de produzir imagens 

de alta resolução).   
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Figura 41 – Micrografia obtida pela técnica de crio microscopia. Os retângulos representam 
algumas partículas distribuídas no gelo. 
 

 O procedimento foi possível somente para 172 micrografias que foram 

consideradas por apresenter um bom CTF. Essas 172 micrografias foram utilizadas 

para a obtenção de partículas (Figura 42).   
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Figura 42 – Obtenção automática das partículas baseado na variância. A figura da esquerda 
corresponde a micrografia obtida diretamente do microscópio já a da esquerda representada com os 
pontos vermelhos as partículas recortadas. 

 

 Após a obtenção, as partículas foram selecionadas pela correlação cruzada 

(van Heel et al.,1992) com respeito a 12 referências com pouca rotação simétrica e 

as partículas obtidas foram submetidas à classificação automática. As classes 

resultantes (Figura 43) foram usadas por algumas etapas de alinhamento multi-

referência e classificação. Após várias etapas desse refinamento, as classes foram 

usadas para procedimentos de reconstituição angular assumindo o grupo de simetria 

C2 para obter uma reconstrução 3D inicial (Figura 44). Para uma melhor 

interpretação da estrutura obtida, foi aplicado um filtro para retirar o ruído de alta 

frequência (Figura 45). A visualização foi feita usando o software Chimera. 

 

 

Figura 43 – Classes obtidas pela classificação automática das partículas 
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Figura 44 – O primeiro 3D baseado no conjunto de dados obtidos no LNNano mostra alto nível 
de ruído de alta frequência. 
 

   
 
Figura 45 – O primeiro 3D após aplicar um filtro de baixa frequência para eliminar o ruído de 
alta frequência. 

 

Após checar o primeiro modelo criado com o conjunto de dados do LNNano, 

nos realizamos uma coleta de dados usando o laboratório do NeCEN (The 

Netherlands Center of Nanoscopy) localizado na Universidade de Leiden. Este 

centro tem dois equipamentos equipados com um “Field-Emission Gun” (FEG) de 

alta resolução 300 kV  e uma câmera de detecção direta (Falcon II). 

As micrografias de crio-EM da amostra de hemocianina foram coletadas 

durante três dias consecutivos (3 x 24 horas) no TITAN KRIOS I no laboratório do 

NeCEN na Universidade de Leiden, Holanda, resultando em aproximadamente 1TB 

de dados. 
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Para conversão das micrografias no formato IMAGIC foi necessário criar uma 

lista de nomes excluindo as imagens que continham buracos vazios. Nos então 

usamos o programa “em2em” para converter todas as imagens em um único 

arquivo. Após a conversão, nos criamos outro índex no cabeçalho da imagem, 

chamado “user2”, o qual tem a localização de cada frame dentro do conjunto 

original. 

Todos os frames (24.899) obtidos após a conversão foram somados, em 

grupo de sete, para criar (3.557) filmes. Nós selecionamos 2.254 bons filmes, 

aqueles que não apresentavam “drift”, regiões de gelo grosso ou má qualidade, e 

extraímos estes do arquivo original com todos os frames correspondentes (15.778). 

Essa seleção foi baseada em estatísticas como média de densidade dos tons de 

cinza (average density) e desvio padrão (sigma) dos filmes somados como mostra 

os histogramas abaixo (Figura 46). 

 

Figura 46 – Histogramas utilizados para seleção dos filmes. A região rosa representa os filmes 
selecionados pela média da densidade (esquerda) e sigma (direita). 
 

Cada câmera tem suas propriedades específicas e nós aplicamos os 

procedimentos para padronizar as características de todos os pixels na câmera 

(Afanasyev et al., 2015). Para iniciar a correção da câmera foi necessário selecionar 

somente as imagens ativas (retângulo vermelho) no histograma. As áreas 

selecionadas dos frames ativos de 491 - 512 na média da densidade e 69,9 - 75,2 

para sigma foram usadas para a normalização da câmera (Figura 47). 

A câmera foi normalizada usando distribuição gaussiana. 
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Figura 47 – Correção da câmera a posteriori. Utilizando normalização através dos valores de 
média de densidade (esquerda) e sigma (direita) , foi possível corrigir as imperfeições da câmera. A 
soma total da média de densidade mostra pontos que são decorrentes de pixels danificados com o 
passar do tempo. A soma total de sigma das imagens revela algumas faixas com variação nos 
valores esperados.  Abaixo, é apresentada a estatística média de densidade e de sigma para esse 
conjunto de dados. O retângulo vermelho refere-se a área selecionada. 
 

 Uma vez corrigido as imperfeições da câmera, é necessário alinhar os frames 

pertencentes a cada movie. Durante a aquisição de dados, os frames possuem 

deslocamentos na ordem de angstrons que interferem diretamente na resolução do 

conjunto de dados, portanto, sendo necessário um alinhamento dos frames para 

cada movie, incrementando a resolução do conjunto de dados. 
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 Primeiramente, os 15.778 frames selecionados e corrigidos foram usados 

para preparar a imagens e coarseadas pelo fator 4, ou seja, 1.024 X 1.024 pixels, 

para o alinhamento dos frames. Após isso, foi necessário aplixar uma rotação 

equivalente nos dados não corseados para calcular o p-spectra e checar se os 

frames foram alinhados corretamente. 

 Uma vez que o p-spectra foi calculado para todos os frames, nós cortamos a 

parte central e aplicamos um filtro de baixa frequência e realizamos o calculo de 

CTF e a correção do CTF. Nós selecionamos 14.287 frames (2.041 filmes) com bom 

CTF dos arquivos meio/meio para continuar o processamento do conjunto de dados 

(Figura 48). 

 

  

  

Figura 48 - Comparativo de bons e maus ajustes de CTF. As duas imagens superiores mostram 
que as curvas teóricas se ajustam com as amplitudes encontradas no conjunto de dados, sendo esse 
o padrão de imagens selecionadas para o processamento do conjunto de dados. Por outro lado, os 
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dados representados na parte inferior da figura mostram que não há ajuste entre a predição teórica e 
determinada experimentalmente, correspondendo ao um mau ajuste de CTF. 
 
 

 Para a seleção de boas imagens, nos criamos um arquivo de coordenadas 

(plt) contendo a localização de bons filmes e então apagamos os filmes 

considerados com CTF ruim do arquivo original. As boas imagens foram “corseadas” 

(diminuídas de tamanho) 4 vezes e aplicado um filtro de baixa frequência para 

aumentar a visibilidade das partículas. 

 Para obter um primeiro modelo a partir desse conjunto de dados, 

selecionamos apenas as micrografias de alto contraste (-3 μm) e usamos para a 

obtenção das partículas. Aproximadamente 100 partículas por filme foram coletadas 

(Figura 49). 

 

  

 

Figura 49 - Obtenção automática das partículas baseado na variância. Os pontos vermelhos 
representam as partículas recortadas das micrografias. 
 

  

 No final, nós obtemos 30.556 partículas recortadas e após a seleção por 

correlação cruzada, mostrado no histograma abaixo (Figura 50) na região rosa, 

resultou em 28.886 partículas (Figura 51). 
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Figura 50 – Histograma utilizado para seleção de partículas. A região marcada em rosa 
representa as partículas selecionada para próxima etapa do processamento. 

 

 

Figura 51 – Algumas partículas obtidas pelo “particle picking. 

 

 

 Após a seleção de partículas, retirando o que poderia ser gelo ou ruído, foi 

necessário criar uma máscara para classificação por análise estatística multivariada 

(MSA) que irá especificar a área da imagem a ser usada para calcular as 

estatísticas. Nós usamos uma máscara larga 0,7 da área central da caixa recortada. 
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Foram geradas 150 “eigenimages” (combinação linear de imagens) para esse 

conjunto de dados e todas foram usadas para a clasificação (Figura 52). 

 

 
 
Figura 52 – Primeiras 30 Eigenimages que representam o conjundo de dados. 

 

 

 Nós classificamos as partículas em 1.000 classes e selecionamos pelo 

número de classes e qualidade para criar referências (Figura 53) para outro ciclo de 

obtenção de partículas.  

  

 

 

 
Figura 53 – Classes geradas pelo primeiro ciclo de classificação (MSA). Classes usadas como 
referencia para outro ciclo de obtenção de partículas. 
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 Com o objetivo de obter mais partículas, utilizamos as referências para um 

novo ciclo para obtenção das partículas do conjunto de dados de alto defocus pela 

metodologia de CCF (Função de correlação cruzada), que evita problemas com a 

variabilidade do background da imagem (Figura 54). 

 
 
 

 
 
Figura 54 - Obtenção automática das partículas baseado na variância por CCF. Os pontos 
vermelhos representam as partículas recortadas das micrografias. 
 

 Nós recortamos as partículas das micrografias em caixas 192 x 192 num total 

de 29.886 partículas. Após a seleção por correlação cruzada (área rosa), resultou 

em 28.310 partículas e inativamos as ruins (2.105) pelo sigma (área amarela) para 

um novo ciclo de MSA como pode ser observado abaixo no histograma (Figura 55). 
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Figura 55 – Histograma para seleção de partículas. Os histogramas foram utilizando para 
selecionar as partículas, a região rosa (esquerda) corresponde as partículas selecionadas e a região 
amarela (direita) corresponde as partículas inativas. 

 

 

 As partículas foram “coarseadas” 2 vezes, aplicado um filtro de baixa 

frequência para aumentar o contraste. 

 Para gerar novas classes a partir dessas partículas obtidas, outro ciclo de 

MSA foi processado usando 100 “eigenimages” (Figura 56) para classificação em 

100 classes (Figura 57). 
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Figura 56 – Primeiras 30 eigenimages do novo ciclo de MSA. 

 

 

 
 
Figura 57 – Primeiras classes obtidas após seleção por qualidade. 

 

 Nós selecionamos as primeiras 66 classes, mascaramos e usamos para a 

primeira reconstituição angular (Figura 58). 
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Figura 58 – Classes usadas para primeira reconstituição angular. 

 

 

 Após vários ciclos de refinamento, nós criamos as reprojeções do 3D (Figura 

59) para usar como referência para a recontituição de todas as classes. Nós 

checamos por erro angular e apagamos as consideradas ruins e criamos a imagem 

3D final (Figura 60) como referência para um novo ciclo de obtenção de partículas. 

 

 

Figura 59 – Reprojeções usadas como referências para todas as classes. 
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Figura 60 – Primeiro 3D obtido com todas as classes. 

 
 Depois de criada as refêrencias, nós realizamos um novo cilco de obtenção 

de partículas automatizada, as partículas foram selecionadas por correlação cruzada 

e sigma e usadas para classificação. As classes foram usadas para reconstituição 

angular e reconstrução 3D. Após vários cliclos de refinamento, nos usamos as 

reprojeções para análise multi-referência. Essas partículas foram alinhadas com as 

refêrencias, e então submetidas a outro ciclo de classificação. As classes foram 

usadas para outro ciclo de reconstituição angular e reconstrução 3D (Figura 61). 

 
 

  

Figura 61 – O último 3D obtido com as classes de alto defocus (-3μm). Modelo 3D da 

hemocianina visualizado pelo programa Chimera. Vista superior (esquerda) e vista lateral (direita). 
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 Usando as reprojeções (Figura 62) do 3D reconstruído com todas as 

referências (Figura 61), nos realizamos um novo ciclo de obtenção de partículas 

usando os pares de “defocus” (-1μm, -3μm) para validar este passo (Figura 63). 

 

Figura 62 – Reprojeções do ultimo 3D usado para novo ciclo de obtenção de partículas. 

 

 Após checar todos os parâmetros, nos realizamos um novo ciclo de obtenção 

de partículas de todas as imagens (2.041 movies). Estes dados ainda estão sendo 

processados para alcançar a alta resolução da estrutura da proteína hemocianina 

com o objetivo de localizar o peptídeo rondonina. 

 

 

Figura 63 – Obtenção de Partículas automatizada com os pares de defocus para validação. O 
filme da esquerda corresponde ao alto defocus -3μm e a da direita corresponde a de alta resolução -
1μm. Os pontos vermelhos correspondem as partículas recortadas. Como podemos ver as mesmas 
partículas foram recortadas nos dois filmes. 
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 Nós recortamos as partículas das micrografias em caixas 384 x 384 num total 

de 116.144 partículas que estão sendo selecionadas e serão usadas para a 

reconstrução do 3D em alta resolução. Durante o processamento, utilizamos o 

programa que está em fase de aperfeiçoamento, portanto, todos os problemas 

encontrados deveriam ser reportados e levou um atraso na obtenção final do modelo 

tridimensional.  

 A criomicroscopia nos últimos anos tem se tornado uma técnica muito 

utilizada e com a sofisticação das câmeras de detecção, a obtenção de uma 

molécula individual pode ser colectada em dezenas de frames por segundo. A 

técnica de “cryo-EM” está causando revolucionando o campo da biologia estrutural, 

uma vez que moléculas podem ser obtidas na sua forma nativa já que estão 

envoltas de um gelo amorfo (Callaway, 2015). 

 Com o desenvolvimento da reconstrução por “cryo-EM”, muitas estruturas de 

baixa e média resolução de hemocianina de artrópodes foram resolvida 

recentemente. As estruturas de Limulus (48-mer) e Scutigera (36-mer) foram 

publicadas a 10 Å de resolução (Markl et al.,2009; Martin et al.,2007) e a estrutura 

de hemocianina do escorpião Pandinus imperator (24-mer) a 6.8 Å (Cong et al., 

2009). 

 Essa será a primeira estrutura de alta resolução a ser reconstruída a partir de 

hemocianina de aranha. De acordo com o material obtido, esperamos alcançar a 

resolução de 3,5 Å. 

 

 4.3 Hemocianina 

 

 Hemocianinas são complexos grandes de multi subunidades de proteínas 

alostéricas representando uma das três classes de proteínas respiratórias animais. 

Estas estão livremente dissolvidas na hemolinfa de artrópodes e moluscos e 

constituem um grupo predominante de proteínas da hemolinfa neste táxon, cerca de 

50% a 90%, e em algumas espécies está presente em concentrações acima de 

100mg/mL (Coates et al., 2012).  

A hemocianina da aranha migalomorfa Aphonopelma hentzi é um complexo 

de proteínas nativas de 24-mer constituindo de dois dodecâmeros idênticos com 

uma massa molecular total estimada em cerca de 1.800 kDa (Markl et al, 1979, 
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1980, 1986; Shneider et al, 1977). A formação do complexo 24 mer exige a 

agregação de sete tipos diferentes de subunidades na mesma quantidade com 

quatro cópias de cada uma das subunidades a, d, e, f e g, e duas cópias da 

subunidade b e c (Markl, 1981, 1986). 

Cada subunidade da hemocianina dos artrópodes (~70 - 75kDa) consiste de 

três domínios; domínio I contem de 5 a 6 α-hélices, domínio II contem um feixe de 4 

α-hélices e o domínio III é de sete folhas β antiparalelas presas. O domínio II 

engloba o centro di-cobre (Jaenicke et al.,2012; Hazes et al.,1993; Magnus et 

al.,1994; Rehm et al.,2012, Volbeda, Hol, 1989; van Holde et al.,2001). 

 Na aranha caranguejeira Acanthoscurria rondoniae identificamos diversos 

peptídeos antimicrobianos derivados de hemocianina, neste caso é muito 

interessante a separação e identificação das subunidades. Na biblioteca de cDNA 

construída a partir de hemócitos de Acanthoscurria gomesiana, o alinhamento das 

subunidades de hemocianina encontrados com A. hentzi sugerem que existe uma 

oitava subunidade (Lorenzini, 2006).  Neste contexto procuramos saber se em A. 

rondoniae também encontramos sete ou oito subunidades. Para avaliar o número de 

subunidades existentes aquecemos a solução de hemocianina em tampão de 

dissociação a 95 ºC por 20 minutos em banho seco. Após esse procedimento, a 

amostra, em diferentes concentrações (100 μg, 50 μg e 25 μg) foi diluída em tampão 

de amostra (4 x concentrado) com ou sem redução e submetida à eletroforese 6% 

SDS-PAGE revelando cinco bandas distintas como mostra  a Figura 64. 
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Figura 64 – Eletroforese em gel de poliacrilamida 6%. Amostras de Hemocianina reduzidas ou não 
reduzidas após tratamento com tampão de dissociação. 

 

 Obtivemos uma melhor separação em amostras reduzidas e na maior 

concentração testada. As bandas observadas no gel, numeradas de 1 a 5, foram 

recortadas e submetidas à digestão “in gel” segundo protocolo já descrito (3.2.2 -  

Digestão “in gel” ). As amostras obtidas da digestão foram submetidas à 

espectrometria de massas e os espectros obtidos transformados e analisados em 

banco de dados SwissProt com filtro para Arachnida. Pudemos verificar a presença 

de cinco subunidades existentes em Aphonopelma hentzi (Tabela 5). Apenas a 

subunidade E foi totalmente isolada, o que nos levam a acreditar que precisamos 

melhorar a técnica de separação. 

 

Tabela 5 – Análise de bioinformática - Busca em banco de dados das bandas recortadas e tratadas 
(ND não detectado) 

 

Banda Subunidade Score Fragmentos 

1  Hc A 17 R.AMGYPFDR.K 

2 
Hc F 164 R.IFLGPTQDELGNR.L 

Hc E 179 K.GIVVPAIQEIFPDR.F 

3 
Hc D 18 R.ILPLFK.K 

Hc G 35 K.GVTLPPIQEVFPDR.F 

4 
Hc A 60 K.DTGNILDPEYK.L 

Hc D 76 R.FVPAETINR.A 

5 ND ND ND 
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 Com o intuito de melhorar a separação das subunidades da hemocianina, 

esta foi submetida à eletroforese bidimensional onde pudemos verificar a presença 

de 10 “spots” distintos (Figura 65). Esses “spots” foram recortados, e analisados por 

espectrometria de massas para identificação das subunidades (Tabela 6Error! 

Reference source not found.). Podemos observar que spots localizados próximos 

(“spots” 6, 7 e 8) apresentam a mesma subunidade identificada após análise em 

banco de dados.   

 

Figura 65 – Eletroforese bidimensional da hemocianina pH 3 a pH 10. 

 

 No total foram observadas a presença de seis (Hc A, Hc B, Hc D, Hc E, Hc F, 

Hc G) das sete subunidades existentes em Aphonopelma hentzi (Eurypelma 

californicum) como verificados na tabela abaixo (Tabela 6).  
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Tabela 6 - Análise de bioinformática - Busca em banco de dados dos spots recortados e tratados. 

 

Spot  Subunidade Score Fragmento 

1 

Hc B 30 R.DPIFYR.W 

Hc D 271 R.DDCNGVVLPPIQEVFPDR.F 

Hc E 30 R.DDCKGIVVPAIQEIFPDR.F 

2 
Hc D 29 R.DDCNGVVLPPIQEVFPDR.F 

Hc F 86 R.DLVDFVDVQDMAR.W 

3 Hc G 36 K.IHTAEEILTPNMSLTDVVIQYVGHE.- 

4 Hc G 89 R.FVDNIFQEYK.A 

5 
Hc A 147 R.SSTDSSVTLSSVHTFK.E 

Hc F 33 R.FIDNIFQEYK.A 

6 Hc E 26 R.TLNIELDKFK.A 

7 Hc E 69 K.GIVVPAIQEIFPDR.F 

8 Hc E 133 K.GIVVPAIQEIFPDR.F 

9 Hc A 19 K.DTGNILDPEYK.L 

10 
Hc B 24 R.ILKDMR.E 

Hc G 29 R.IVSVQVNAK.S 

 

  

 

 De acordo com o gel 2D (pH 4-7) somente foi possível identificar seis bandas 

(Figura 66), provavelmente esse resultado se deve ao ponto isoelétrico das 

subunidades serem muito semelhantes e apresentarem peso moleculares próximos 

(Tabela 7). 
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Figura 66 – Eletroforese bidimensional da hemocianina pH 4 a pH 7. 

 

 Voit et al., 2000 observou que no sequenciamento das sete subunidades 

existentes a partir do cDNA construído a partir do material genético extraído do 

coração da aranha A. hentzi, as subunidades apresentaram um alto grau de 

aminoácidos conservados o que pode estar prejudicando a nossa análise, sendo 

que íons gerados podem estar presente em mais de uma subunidade, como 

podemos ver na Tabela 5 a identificação de diferentes subunidades com o mesmo 

íon na fragmentação. 

  

 

Tabela 7 – Análise das subunidades com a ferramenta expasy. 

 

Subunidade PI PM (Da) PM + IAA 

Hc A 5,5 72.388 72.955 

Hc B 5,78 72.231 72.803 

Hc C 5,57 72.582 73.268 

Hc D 5,87 72.122 72.694 

Hc E 5,38 71.459 72.088 

Hc F 5.9 72.031 72.545 

Hc G 5.83 71.729 72.357 
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 Como não foi possível identificar corretamente as subunidades através do gel 

de eletroforese e com o objetivo de obter a sequência completa das subunidades da 

aranha caranguejeira A. rondoniae, foi realizada a análise do transcriptoma obtido a 

partir dos hemócitos. Após a montagem dos contigs, uma busca utilizando as sete 

subunidades já sequenciadas anteriormente para a aranha caranguejeira A. hentzi 

(Voit et al., 2000) foi realizada, assim obtemos as sequências das subunidades por 

consensus (Tabela 8). 

 

Tabela 8 – Identificação dos contigs. Contigs montados referentes as subunidades de hemocianina 

 

contig Subunidade 

TRINITY_DN52286_c1_g1_i1 Hc A 

TRINITY_DN35476_c0_g1_i1 Hc B 

TRINITY_DN58239_c0_g1_i1 Hc C 

TRINITY_DN40774_c0_g1_i1 Hc D 

TRINITY_DN58496_c0_g1_i1 Hc E 

TRINITY_DN65331_c1_g2_i1 Hc F 

TRINITY_DN56571_c0_g1_i1 Hc G 

 

 

 O resultado nos revelou que em A. rondoniae as subunidades apresentam 

regiões bem conservadas com A. hentzi (Figura 66) com porcentagem de identidade 

maior que 94% para todas as subunidades, demonstrando que essa proteína é bem 

conservada nas aranhas migalomorfas. O alinhamento entre as subunidades 

também nos mostram essa conservação, dificultando um pouco a análise por 

espectrometria de massas (Figura 67).  
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Figura 67 - Alinhamento das subunidades da hemocianina da aranha caranguejeira 
Acanthoscurria rondoniae com as subunidades da aranha Aphonopelma hentzi. As analises 
foram realizadas utilizando a ferramenta ClustalX no programa jalview. As regiões em azul 
representam as regiões conservadas entre elas (Hc* – A. rondoniae, HCY* – A. hentzi). 
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Figura 68 – Alinhamento das sete subunidades da hemocianina da aranha caranguejeira 
Acanthoscurria rondoniae. As analises foram realizadas utilizando a ferramenta ClustalX no 
programa jalview. As regiões coloridas representam as regiões conservadas entre elas. 
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 A anotação dos contigs montados foi feita a partir de comparação das 

sequências obtidas nesse transcriptoma com banco de dados do uniprot de 

aracnídeos através da ferramenta Blastp. O resultado obtido nos mostra que existem 

poucas moléculas ainda não caracterizadas 29,02% como mostra o gráfico abaixo 

(Figura 69). Apenas 1,49% de todo o transcriptoma correponde a hemocianina, o 

que pode nos levar a acreditar que essa proteína é pouco expressa uma vez que é 

produzida e armazenada nos cianócitos. 

 Dentre as subunidades da hemocianina, a mais expressa é a subunidade D 

(29,95%) que pode sugerir seu uso como possível geradora de peptídeos 

antimicrobianos (Figura 70). 

 

 

 
 

Figura 69 – Nível de expressão da hemocianina em relação ao transcriptoma obtido a partis 
dos hemócitos de Acanthoscurria rondoniae.  

 

Outros 
69.49% 

no Match 
29.02% 

Hemocianina 
1.49% 
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Figura 70 – Nível de expressão das subunidades da hemocianina de Acanthoscurria rondoniae. 

 

 A hemocianina dos Chelicerata não contém nenhum peptídeo sinal no N-

terminal que tem como alvo a proteína para a via secretora (Voit et al., 2000). As 

hemocianinas dos Chelicerata são sintetizadas por ribossomos livres e após, 

liberadas pela ruptura dos hemócitos (Kempter, 1983) como podemos ver pelos 

resultados obtidos, onde nenhum peptídeo sinal foi localizado.  

 

4.4 Rondonina 

 

4.4.1 Atividade Antifúngica  
  

 Para ampliar o espectro de atividades do peptídeo rondonina, novos ensaios 

de inibição em meio líquido foram realizados. Esse peptídeo se mostrou ativo não 

somente contra leveduras do gênero Candida como já visto anteriormente (Riciluca 

et al.,2012). O peptídeo também se mostrou ativo contra a única levedura 

encapsulada capaz de causar uma doença a seres humanos, o Cryptococcus 

neoformans (Ribas et al.,2011). Este fungo apresenta característica de ser 

oportunista podendo acometer pacientes imunodeprimidos (Filiú et al.,2002). O 

fungo apresenta uma cápsula polissacarídica que o protege da fagocitose, reduzindo 

assim a apresentação de antígenos pelas células T o que ocasiona numa diminuição 

da resposta imunológica do hospedeiro (Reolon et al.,2004), o que torna nosso 

resultado interessante. 

HcA 
8.33% 

HcB 
13.57% 

HcC 
9.62% 

HcD 
29.95% 

HcE 
8.03% 

HcF 
15.81% 

HcG 
14.67% 
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 Não foi observada atividade contra Sacharomycces cerevisae, essa levedura 

pertence ao filo Ascomycota (Kurtzman, 1997), no qual podemos encontrar os 

fungos filamentos Aspergilus niger, Cladosporium sp e Penicilum fumegatus, que já 

foram testados anteriormente e o peptídeo não apresentou atividade (Riciluca et al., 

2012).  Esta levedura está associada a processos industriais como a panificação, 

produção de etanol e vinhos, além de uso na indústria e farmacêutica na obtenção 

de lepirudina (Schaden, Kozek-Langenecker, 2010) se tornando bem interessante o 

resultado encontrado nesse trabalho.  

 O fungo entomopatogênico Paecilomyces farinosus é encontrado em regiões 

tropicais, sendo sapróbio de solos florestais e parasita de várias espécies de 

artrópodes. Foi encontrado em larvas de Lepidoptera, pupas de Diptera, Coleóptera, 

Hymenoptera, pupário de Hemiptera e Arachnida (Goettel et al.,1990), a rondonina 

não foi capaz de inibir o crescimento desse fungo na concentração testada contra 

esse patógeno como podemos observar na tabela abaixo (Tabela 9).  

 

Tabela 9 – Atividade antifúngica do peptídeo rondonina. Avaliação da concentração mínima 

inibitória do peptídeo rondonina com concentração inicial de 200μM. (ND – não detectada na 

concentração testada) 

 

Microrganismos Rondonina CIM μM 

Cryptococcus neoformans 
 

50 -25  
 

Sacharomycces cerevisae 
 

ND 
 

Paecilomyces farinosus 
 

ND 
 

 

 
 Cryptococcus neoformans é um patógeno levedura-like encapsulado que 

causa meningoencefalite em indivíduos imunosuprimidos. Meningite criptocócica é 

uma das mais importantes infecções fungícas desenvolvida em pacientes infectados 

por HIV-1 e a terceira mais frequente em complicações neurológicas em pacientes 

com AIDS (Del Valle, Piña-Oviedo, 2006). 
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4.4.2 Atividade Antifúngica pH Dependente 
 

 Doenças causadas por fungos passaram a receber maior atenção no século 

passado, principalmente nas duas décadas finais, com o advento da AIDS, avanços 

nas terapêuticas de doenças de base, maior uso de antibacterianos, aprimoramento 

de técnicas de transplantes, ou seja, com a maior sobrevida de pacientes. Dentre os 

fungos responsáveis por doenças em indivíduos imunodeprimidos, e nos 

aparentemente sadios, encontramos as espécies do gênero Candida (Naglik et al., 

2003). 

 O gênero Candida é constituído de aproximadamente 200 diferentes espécies 

de leveduras, que vivem normalmente nos mais diversos nichos corporais, como 

orofaringe, cavidade bucal, dobras da pele, secreções brônquicas, vagina, urina e 

fezes. Entre as espécies que compõem esse gênero, a Candida albicans apresenta 

maior relevância em função de sua taxa de prevalência em condições de 

normalidade e de doença (Kurtzmann et al.,1998; Odds et al.,1988; Rippon, 1974). 

 As leveduras do gênero Candida, em particular a C. albicans, são patógenos 

oportunistas freqüentemente isolados das superfícies mucosas de indivíduos 

normais (Moragues et al., 2000). Colonizam as mucosas de todos os seres humanos 

no decorrer ou pouco depois do nascimento, havendo sempre o risco de infecção 

endógena (Brooks et al., 2000). O balanço entre o hospedeiro e esse fungo 

comensal pode-se transformar em uma relação parasitária, com o desenvolvimento 

de infecções denominadas candidíases (Chaffin et al., 1998) 

 Candidíase é uma micose causada por leveduras do gênero Candida, em que 

a lesão pode ser branda, aguda ou crônica, superficial ou profunda, e de espectro 

clínico bem variável. O principal agente causador dessa doença é a Candida 

albicans (Chaves et al., 2003). 

 Espécies de Candida vivem como comensais, ou seja, fazendo parte da 

microbiota normal dos indivíduos sadios, portanto, quando há uma ruptura no 

balanço normal da microbiota ou o sistema imune do hospedeiro encontra-se 

comprometido, as espécies do gênero Candida se manifestam de forma agressiva, 

tornando-se patogênica (Monge et al.,2006; Naglik et al.,2003). 

 A microbiota vaginal normal é rica em lactobacilos produtores de peróxido 

(bacilos de Döderlein), os quais formam ácido lático a partir do glicogênio, presente 

principalmente no citoplasma das células escamosas do tipo intermediárias do 
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epitélio vaginal, cuja produção é estimulada pelos hormônios sexuais femininos. 

Esse mecanismo propicia acidez adequada do ambiente vaginal (pH em torno de 

4,5), dificultando a proliferação da maioria dos patógenos. As leveduras são uma 

exceção, uma vez que proliferam em ambiente ácido (Almeida et al.,1995). 

 A flora vaginal composta por lactobacilos constitui uma barreira defensiva 

importante à Candidiase vulvovaginal, sendo que os lactobacilos atuam em três 

diferentes níveis. Em primeiro lugar, competem com os fungos pelos nutrientes. Em 

segundo, realizam um processo de co-agregação, podendo com isso, além de 

competir com os fungos, bloquear os receptores epiteliais para eles, inibindo a 

adesão dos mesmos ao epitélio vaginal. Esse mecanismo de defesa é o mais 

importante. Em terceiro lugar, são capazes de produzir substâncias (bacteriocinas) 

capazes de inibir a germinação de micélios. Isso talvez explique porque tratamentos 

com antibióticos podem desencadear Candidiase vulvovaginal em decorrência da 

depleção da flora vaginal (Ziarrusta, 2000).   

 Estudos realizados anteriormente demonstram que a rondonina apresenta 

sua CIM na faixa de 33,5 μM a 16,75 μM quando testada contra C. albicans MDM8, 

sendo sua máxima concentração testada de 67 μM. De acordo com o seu tempo de 

ação, em experimentos de cinética de morte, foi verificado que em 10 minutos não 

existia mais nenhum blastoconídio viável (Riciluca et al.,2012). 

 Partindo de estudos realizados anteriormente e visando a busca de um novo 

possível antifúngico para tratamento contra candidíase, avaliamos o pH ótimo para 

atividade antifúngica de Rondonina. Testamos inicialmente contra os três 

microrganismos propostos (E.coli, M. luteus e C. albicans), mais somente a levedura 

Candida albicans MDM8 cresceu em todos os pH testados, que variou de 4 a 8 

segundo a metodologia escrita acima. Essa levedura teve seu crescimento 

homogêneo em todos os pH, desta maneira sendo possível testar a atividade do 

peptídeo sintético conforme mesma metodologia para os testes de inibição de 

crescimento em meio líquido.  Segundo mostra Tabela 10, este peptídeo apresenta 

um melhor resultado em pH ácido, o que se torna interessante se pensarmos que o 

pH da região vaginal, um dos ambientes propícios para o desenvolvimento de 

candidíase. 
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Tabela 10 – Atividade antifúngica da rondonina pH dependente. Avaliação da concentração 
mínima inibitória do peptídeo rondonina em diferentes pH. 

 

   Microrganismo 
Rondonina  CIM ( μM) 

 

Candida albicans 

MDM8 

pH 4 25 - 12.5 

pH 5 25 - 12.5 

pH 6 50 – 25 

pH 7 100 - 50 

pH 8 100 - 50 

  

 

 Segundo tabela apresentada, testamos a rondonina com concentração inicial 

de 100 μM e obtivemos como resultado a faixa de concentração inibitória mínima 

entre 25 μM a 12,5 μM em pH mais ácidos (pH 4 e pH 5), este resultado se confirma 

com os dados anteriores já encontrados para o peptídeo, pois se encontra dentro da 

faixa determinada. Segundo protocolo já descrito, o pH do meio de cultura PDB está 

definido como sendo de 5, o que demonstra a melhor eficácia do peptídeo em pH 

ácido. 

 Esses resultados nos levam a acreditar que rondonina pode se tornar um 

possível fármaco no futuro, mais experimentos devem ser realizados, porém estes 

dados nos demonstram que além de ser um potente antifúngico, atua em diferentes 

concentrações em diferentes pH e não apresenta atividade antibacteriana, podendo 

assim talvez não prejudicar o tratamento, já que não destrói a flora bacteriana local.  

    

4.4.3 Processamento da Hemocianina 

 
 Como Lee et al., 2003  verificou em Pacifastacus leniusculus a formação do 

peptídeo astacidina 1, um peptídeo antibacteriano, com 16 resíduos de aminoácidos,  

a partir do processamento do C-terminal da hemocianina do crustáceo e sugere que 

o mecanismo de formação desse peptídeo envolve uma proteinase rica em cisteína 

presente no plasma e esse peptídeo tem sua concentração aumentada após 

exposição a infecção por microrganismos. Sendo assim, decidimos avaliar a 

possível via de processamento de rondonina a partir da subunidade D da 
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hemocianina da aranha como já visto anteriormente para crustáceo, neste caso 

repetimos o experimento já descrito que consistiu na adição de Cacodilato de Sódio 

e CaCl2 no plasma ocasionando assim na recuperação da atividade enzimática 

presente que foi bloqueada pela presença de EDTA no tampão anticoagulante. 

Segundo o gel abaixo (Figura 71), não verificamos a presença da formação do 

peptídeo rondonina após o processo de recuperação enzimática do plasma por esse 

método, verificamos apenas a intensificação de outras bandas, que serão analisadas 

posteriormente.  

  

 

 

Figura 71 – “Acid-Urea” PAGE 20% – Processamento da Hemocianina para formação de peptídeos 
antimicrobianos em diferentes intervalos de tempo. 

 

 Uma vez que não foi possível verificar a presença do peptídeo em gel, as 

frações de 80% eluídas foram analisadas por cromatografia líquida de alta eficiência 

em fase reversa numa coluna analítica Júpiter C18 (250 mm x 4,60 mm x 10 μ) em 

um gradiente linear de acetonitrila na faixa de 10% a 30% ACN em 30 minutos.  

Para avaliar o tempo de retenção da rondonina como controle, foi utilizado o 

Lis Apr Rond Gom LMW 0 
h 

24 h 48 h 72 
h 

8 D 
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peptídeo nativo isolado (Figura 72) e o peptídeo sintético em concentração de 6,2 μg 

(Figura 73). 

 

 

Figura 72 – Peptídeo Rondonina nativo – isolado a partir de cromatografia liquida de alta 

eficiência.  
 

 

Figura 73 - Peptídeo Rondonina sintético.  
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 De acordo com nossos resultados, pudemos verificar que houve um aumento 

na quantidade do peptídeo rondonina nos diferentes intervalos de tempo, dessa 

forma nos levando a propor a presença de uma enzima capaz de liberar esse 

peptídeo após acidificação (Figura 74). 

 

 

 

Figura 74 – Perfil cromatográfico do processamento da rondonina. 
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 Para avaliar se nos hémocitos existem enzimas capazes de clivar a 

hemocianina, foi realizado um experimento em que consistiu na incubação de 

hemócitos macerados frescos em água ultrapura não tratados com o substrato de 

hemocianina purificada. Para esse experimento a solução de hemócito com 

hemocianina foi incubado em 3 intervalos de tempo (1 h, 2 h e 3 h) e pode-se 

verificar a presença de enzimas capazes de clivar a hemocianina sem alteração em 

relação ao tempo de incubação como mostra a região destacada em vermelho 

(Figura 75). Este resultado nos mostra a importância da degranulação dos 

hemócitos no sistema imune dos aracnídeos. 

 

Figura 75 – Atividade enzimática de hemócitos. Avaliação da presença de enzimas nos hemócitos 
utilizando a hemocianina como substrato. SDS- PAGE 12% na presença de agentes redutores. 

 

 A atividade enzimática foi confirmada por zimografia em gel de poliacrilamida 

copolimerizada com gelatina bovina e caseína. Como podemos ver na figura abaixo 

(Figura 76), a atividade enzimática pode ser vista nos dois substratos utilizados na 

mesma faixa de massas moleculares. 
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Figura 76 – Zimografia em gel de poliacrilamida 12%. Os géis foram copolimerizado com gelatina 
(A) e caseína (B). LMW – marcador de peso molecular. ARH – Hemócitos VJ – veneno de jararaca. 

 

  

 Conforme os experimentos realizados com hemócitos, verificamos que há 

uma liberação do conteúdo dos grânulos capazes de clivar a hemocianina e para 

avaliar se a produção de rondonina está relacionada ao conteúdo dos hemócitos, o 

plasma foi acidificado e incubado em dois intervalos de tempo, 0 hora e 48 horas 

como controle (Figura 77) e utilizamos o coquetel de inibidores enzimáticos (Figura 

78) e o inibidor E64 (Figura 79). Como controle, o peptídeo sintético foi submetido à 

cromatografia (Figura 80).  

 Nossos resultados nos levam a acreditar que existe uma enzima presente no 

plasma que é ativada para a formação da rondonina sugerindo que o plasma 

LMW ARH VJ 

72 kDa 

A 

LMW ARH VJ 

72 kDa 

B 
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representa a primeira barreira na linha de defesa no animal após o rompimento da 

cutícula.  

 

   

 

Figura 77 - Perfil cromatográfico Plasma. Cromatografia liquida de alta efienciencia em uma coluna 
júpiter semi-preparativa C18 em gradiente linear de 10 a 40% de acetronitrila em água acidificada em 
30 minutos num fluxo de 1,5 ml por minuto. 
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Figura 78 - Perfil cromatográfico Plasma incubado com coquetel de inibidores enzimáticos. 
Cromatografia liquida de alta efienciencia em uma coluna júpiter semi-preparativa C18 em gradiente 
linear de 10 a 40% de acetronitrila em água acidificada em 30 minutos num fluxo de 1,5 ml por 
minuto. 
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Figura 79 - Perfil cromatográfico Plasma incubado com inibidor enzimático E64. Cromatografia 
liquida de alta efienciencia em uma coluna júpiter semi-preparativa C18 em gradiente linear de 10 a 
40% de acetronitrila em água acidificada em 30 minutos num fluxo de 1,5 ml por minuto. 

 

 

Figura 80 – Perfil cromatográfico do peptídeo Rondonina sintético. Cromatografia liquida de alta 
efienciencia em uma coluna júpiter semi-preparativa C18 em gradiente linear de 10 a 40% de 
acetronitrila em água acidificada em 30 minutos num fluxo de 1,5 ml por minuto. 
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 Para avaliar qual a relação entre os hemócitos e a formação da 

rondonina, também utilizamos os hemócitos incubados somente com o plasma 

(Figura 81) com o coquetel de inibidores enzimáticos (Figura 82) e com o inibidor 

E64 (Figura 83).  

 

  

 

 

Figura 81 - Perfil cromatográfico Plasma incubado com hemócitos. Cromatografia liquida de alta 
efienciencia em uma coluna júpiter semi-preparativa C18 em gradiente linear de 10 a 40% de 
acetronitrila em água acidificada em 30 minutos num fluxo de 1,5 ml por minuto. 
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Figura 82 - Perfil cromatográfico Plasma incubado com hemócitos e coquetel de inibidores 
enzimáticos. Cromatografia liquida de alta efienciencia em uma coluna júpiter semi-preparativa C18 
em gradiente linear de 10 a 40% de acetronitrila em água acidificada em 30 minutos num fluxo de 1,5 
ml por minuto. 
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Figura 83 - Perfil cromatográfico Plasma incubado com hemócitos e o inibidor enzimático E64. 
Cromatografia liquida de alta efienciencia em uma coluna júpiter semi-preparativa C18 em gradiente 
linear de 10 a 40% de acetronitrila em água acidificada em 30 minutos num fluxo de 1,5 ml por 
minuto. 
 

 Pudermos verificar que com a presença dos hemócitos, houve uma 

diminuição na quantidade do peptídeo rondonina, o que pode sugerir que existe uma 

enzima presente regulando toda essa cascata de eventos.  

 De acordo com análise do transcriptoma dos hemócitos de A. rondoniae, 

encontramos a enzima glutamil aminopeptidase 

(TRINITY_DN65349_c0_g1_i1_translation_of_ORF_aminopeptidase) (Figura 84) 

que é capaz de clivar o ácido glutâmico na porção n-terminal, o que poderia estar 

causando a clivagem do peptídeo rondonina, já que na sua sequência primária 

existe esse aminoácido, inativando assim sua atividade.  
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Figura 84 – Sequência da glutamil aminopeptidase presente no transcriptoma de hemócitos de 
A. rondoniae.  

 

 Propomos que uma enzima presente no plasma (semelhante a uma Glutamyl 

endopeptidase) em forma inativa é ativada no curso de uma infecção clivando a 

subunidade D da hemocianina liberando peptídeos antimicrobianos, entre eles a 

Rondonina. Quando os hemócitos, semelhante rolagem de leucócitos, chegam até o 

local da infecção e liberam os conteúdos dos grânulos, dentre eles a enzima glutamil 

aminopeptidase que inativa a rondonina e de alguma forma interrompe a clivagem 

das subunidades da hemocianina autoregulando esse sistema.   

  

4.4.4 Avaliação da atividade antifúngica – Rondonina x Gomesina 
 

 Como já foi verificado anteriormente, nos hemócitos de A. rondoniae foram 

encontrados os mesmos peptídeos antimicrobianos que existem em A. gomesiana: 

Gomesina e Acanthoscurrina (Riciluca, 2011). 

 Esses peptídeos podem estar agindo sinergisticamente quando de uma 

infecção. Para verificar se isso poderia estar ocorrendo procedemos à avaliação de 

interação “in vitro” da rondonina com gomesina. 

 Se o peptídeo gomesina, presente nos hemócitos, estivesse atuando em 

sinergismo com rondonina, presente no plasma, elucidaremos assim a importância 

da degranulação dos hemócitos no momento da infecção para ocorrer o encontro 

entre esses dois peptídeos. 

 De acordo com os que pudermos verificar no ensaio de inibição em meio 

líquido, gomesina e rondonina estão agindo em sinergismo Tabela 11. 
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Tabela 11 – Concentração Mínima Inibitória (CIM) da rondonina, gomesina e a combinação 
entre eles. 

 

Peptídeo C. albicans MDM8 (CIM) 

Rondonina 25 uM 

Gomesina 0,6 uM 

Rondonina + Gomesina 1,5/0,15 

 

 O índice de fração inibitória (IFI) da combinação entre rondonina e gomesina 

foi calculado de acordo com a equação: 

 

IFI = CIM Gomesina + Rondonina  +  CIM Rondonina + Gomesina 

       CIM Gomesina                             CIM Rondonina 

 

IFI = 1,5   + 0,15  = 0,06 + 0,25 = 0,31 

         25        0,6 

 

 Nosso resultado se deu abaixo de 0,5 o que significa sinergismo segundo 

Johnson et al., 2004. De acordo com o resultado obtido, pudemos verificar que os 

dois peptídeos estão agindo em sinergismo, ou seja, a presença dos dois peptídeos 

pode ter uma resposta melhor em relação a uma infecção fúngica na aranha. 

Provavelmente na aranha isso pode ter um significado muito importante, ou seja, 

dependendo do grau de infecção teremos como primeira barreira de defesa os 

componentes do plasma, segunda barreira de defesa com uma provável associação 

de componentes do plasma com os dos hemócitos. Neste momento fizemos apenas 

para gomesina, mas outros peptídeos estão presentes nos hemócitos que podem 

estar agindo em combinação com peptídeos do plasma. 

 

4.4.5 Interação com membranas artificiais lipídicas 
 

 Os peptídeos são geralmente pequenos, catiônicos e adquirem uma 

conformação anfipática após interação com a membrana celular. Três modelos são 

geralmente considerados para explicar a permeabilização da membrana celular 

(Bechinger, 2011; Brogden, 2005; Jenssen et al., 2006): barrel-stave (Ehrenstein, 
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Lecar, 1977), carpet (Pouny et al., 1992), e toroidal pore (Ludtke et al., 1996). 

Recentemente, tem sido proposto que em alguns casos, alguns peptídeos 

antimicrobianos catiônicos podem atuar promovendo agrupamento dos fosfolipídios 

carregados negativamente das membranas bacterianas, em particular, o lipídio 

abundante fosfatil glicerol (Epand, Epand, 2009).  

 As membranas biológicas são sistemas altamente organizados e essenciais 

para a vida e definem um limite de separação entre a célula e o meio externo, 

mantendo assim uma integridade celular. Por sua vez é o elemento mediador da 

comunicação entre a célula e seu meio externo constituindo uma barreira altamente 

seletiva, que possibilita a criação de um compartimento intracelular com uma 

composição química própria (Shida, 1993). 

 O modelo de membrana biológica mais aceito é o do “mosaico fluído” 

proposto por Singer e Nicolson (1972). Segundo este modelo os lipídios, em sua 

maior parte, estão organizados em bicamadas, formando uma matriz fluída. Este 

modelo, entretanto, com o progresso das técnicas espectroscópicas utilizadas no 

estudo das bicamadas lipídicas, tem sofrido modificações para ajustá-los aos dados 

experimentais (Mouritzen, Jorgensen, 1992).  

 Os lipídios são, pode definição, uma classe de compostos orgânicos de 

origem biológica com estruturas bastante variadas, caracterizadas pela sua alta 

solubilidade em solventes orgânicos e baixa solubilidade em água (Lehninger, 1986; 

Marzzoco, Torres, 1990; Tanford, 1980). Geralmente apresentam em sua molécula 

pelo menos um grupo álcool e um ácido graxo esterificado.  

 Para avaliar o possível mecanismo de ação da rondonina utilizamos o 

protocolo utilizado por Bozelli Jr et al., 2011, onde o peptídeo teve sua ação sobre 

membranas artificiais lipídicas avaliada. 

 Realizamos os experimentos utilizando lipídios polares zwiterionicos (POPC) 

ou polares aniônicos (POPG). Para esses testes, tiramos vantagem da presença do 

aminoácido Tirosina presente na sequência primária de Rondonina. Este aminoácido 

apresenta fluorescência no comprimento de onda 280nm e assim podemos verificar 

se ocorre a interação com membrana uma vez que quando o peptídeo está ligado à 

membrana ocorre uma supressão da fluorescência.  

 De acordo com a Figura 85, podemos verificar que não houve interação com 

a membrana tanto na presença de tampão acetato pH 5 como com tampão fosfato 

pH 7, neste caso, com os lipídios mimetizando células de mamíferos, o resultado 
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mais importante é o de pH 7 pois é este o utilizado para os experimentos em cultura 

celular.  

  

 

Figura 85 – Interação do peptídeo rondonina com membranas artificiais lipídicas POPC em 
diferentes pH. 
 

 Ao acrescentar um lipídio, mimetizando assim a membrana biológica de 

microrganismos, ou seja, carregada negativamente, utilizamos os mesmos tampões 

utilizados anteriormente e mesmo assim continuamos a não verificar a interação do 

peptídeo rondonina com as membranas artificiais como mostra a Figura 86. 
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Figura 86 – Interação do peptídeo rondonina com membranas artificiais lipídicas POPC: POPG 
7:3 em diferentes pH (diferenças entre 0 e 1 é considerado como sem interação). 

 

 De acordo com os resultados obtidos, o peptídeo rondonina não interage com 

membranas artificiais zwiterionicas, as quais mimetizam células de mamíferos, e 

aniônicas, as quais mimetizam as membranas de microrganismos, o que pode 

explicar que se meu mecanismo de ação provavelmente envolve um alvo interno, 

como já descrito para peptídeos aniônicos (Brogden et al., 1996), indolicidina 

(Subbalakshmi, Sitaram, 1998), mersacidina (Brotz et al., 1998), buforina II (Park et 

al., 1998), taquiplesina (Yonezawa et al., 1992) entre outros. 

   

4.4.6 Interação com material genético 
 

 

 Uma vez que não ocorreu formação de poros nas membranas artificiais 

lípidicas, fomos verificar se o mecanismo de ação do peptídeo rondonina estava 

relacionado com alvos internos, como DNA, RNA e mRNA de microrganismos, 

sendo assim, após a extração do DNA genômico de E.coli SBS363, M. luteus A270 

e C. albicans MDM8, nos incubamos o peptídeo rondonina em diferentes 

concentrações (0 μg, 1,2 μg, 2,4 μg , 3,7 μg, 4,9 μg, 6,2 μg and 12 μg) com 

aproximadamente 100 ng/μl do DNA genômico de cada microrganismo durante 10 

min em temperatura ambiente e aplicado em gel de agarose 0,8% em tampão TAE. 

Nós observamos que o peptídeo foi capaz de retardar somente a migração do DNA 
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genômico de C. albicans MDM8 a 4,9 μg do peptídeo ou mais (Figura 87), o que não 

ocorreu quando o peptídeo foi incubado com o DNA genômico das bactérias (Figura 

88). Este resultado nos permite sugerir que o peptídeo está atuando internamente 

dentro das células corroborando com os resultados anteriores (Riciluca et al.,2012).  

 
 
Figura 87 – Gel de agarose 0.8% de DNA genômico de C. albicans. 1 –LMW, 2 – Controle, 3 – 12 
μg  4- 6,2 μg, 5 – 4,9 μg, 6 – 3,7 μg, 7- 2,4 μg, 8 – 1,2 μg. 

  

 

 

 
 
Figura 88 - Gel de agarose 0.8% de DNA genômico de E. coli e M. luteus. 1 – Controle E. coli, 2- 
6,2 μg, 3- 4,9 μg, 4 - 3,7 μg, 5- 2,4 μg, 6 - 1,2 μg, 7- controle M. luteus, 8 - 6,2 μg, 9 - 4,9 μg, 10 - 3,7 
μg, 11 - 2,4 μg, 12 - 1,2 μg. 
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 A inibição foi parcial para o RNA total de C. albicans MDM8 (Figura 89) e 

dessa forma, nos levou a testar contra um RNA específico, RNA mensageiro 

(mRNA), de C.albicans MDM8. 

 

 

Figura 89 - Gel de agarose 0.8% de RNA total de C. albicans. 1 - Controle, 2 - 6,2 μg, 3 – 4,9 μg, 4 
- 3,7 μg, 5 - 2,4 μg, 6 - 1,2 μg. 

 

 Para as análises de retardo desse peptídeo em mRNA, nos utilizamos a 

eletroforese capilar devido a baixa concentração de mRNA obtido. O peptídeo 

rondonina foi capaz de inibir a visualização do mRNA (Figura 90). Este peptídeo se 

mostrou capaz de se ligar aos ácidos nucleicos da levedura C. albicans sugerindo 

assim seu mecanismo de ação em um alvo intracelular.  

  

 

Figura 90 – Eletroforese capilar para avaliação do mRNA de C. albicans. 

 

 Estudos anteriores mostram resultado semelhante para o peptídeo 

indolicidina, que é capaz de se ligar a plasmídeos de levedura e RNA sendo a 

concentração do peptídeo usado nesse experimento menor comparado ao que nós 

1 2 3 4 5 6 
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usamos nesse trabalho, porém a quantidade necessária para que ocorra o retardo 

pode ser menor uma vez que o plasmídeo utilizado apresenta um tamanho menor 

que o DNA gênomico como descrito por Hsu et al., 2005. 

 

4.4.7 Citotoxicidade 
 

 Levando em conta o mecanismo de ação proposto como alvos internos aqui 

nesse trabalho e estudo realizado de citotoxicidade contra eritrócitos humanos onde 

foi verificado que rondonina não foi capaz de causar hemólise em concentração 

máxima de 134 μM (Riciluca et al., 2012), realizamos os testes de citotoxicidade do 

peptídeo em cultura de células de mamífero como pré-requisito para realização do 

teste de atividade antiviral. Foi utilizada uma cultura de células VERO (células renais 

de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) considerada padrão para 

realização desses testes.  

 Os resultados obtidos da cultura celular mostrou que o peptídeo rondonina 

não é citotóxico quando incubado numa concentração inicial de 200 μM partindo 

para uma diluição seriada. A partir dessa observação, os testes utilizando vírus 

vacinais humanos puderam ser avaliados. 

 Para avaliação da atividade antitumoral do peptídeo rondonina foram 

utilizadas culturas celulares de câncer de colo de útero, linhagem HeLA e culturas 

celulares de câncer de adrenal de camundongo com a concentração inicial de 200 

μM partindo para uma diluição seriada. Nossos resultados mostraram que o 

peptídeo não é citotóxico (Tabela 12) quando avaliado a viabilidade celular pela 

técnica de MTT, que consiste na formação do cristal de formazan, que apresenta 

coloração violeta, a partir da metabolização do sal de MTT (brometo de 3-4,5-

dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio) pela atividade metabólica celular ligada ao 

NADH e NADPH. Dessa maneira é possível avaliar que a quantidade de formazan, 

medida por espectrofotometria, é diretamente proporcional ao número de células 

viáveis (Mossman, 1983). 
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Tabela 12 – Teste de viabilidade celular. Diluição seriada do peptídeo rondonina avaliado contra 
duas linhagens celulares tumorais. 

 

 

Concentraçao 
(μM) 

HeLA (%) Y1 (%) 

Rondonina  

200 94.6 77.1 

100 87.9 80.9 

50 82.4 95.7 

25 84.6 97.3 

12,5 86.3 95.4 

6,25 90.6 90.8 

3,12 95.1 92.4 

1,5 71.6 93.7 

DMSO 20% 0.8 3.6 

PBS 20% 100 100 

 

 Nossos resultados mostram que o peptídeo rondonina já caracterizado como 

um peptídeo antifúngico contra cepas de fungo patogênicos, não hemolítico, não 

causa poros em membranas e atua em pH ácidos e uma vez que não se mostrou 

ativo contra linhagens celulares tumorais pode se tornar um possível candidato a um 

novo fármaco contra candidiase, uma doença causada principalmente em mulher, e 

como não afeta o crescimento de células tumorais do colo de útero pode ser 

interessante. 

 

4.4.8 Atividade Antiviral 
  

 O efeito citopático viral (ECV) é definido como o conjunto de alterações 

provocadas por um vírus nas células onde ele se multiplica. Esse efeito pode ser 

manifestado como alterações na forma e no tamanho da célula, na destruição total 

da célula ou no descolamento da monocamada (Sidweel, 1986). 

 A ação antiviral da rondonina foi testada em microplacas de 96 poços 

contendo uma cultura de células confluentes. Na Figura 91, as células MDCK 

(células Madin Darby de rim canino) foram tratadas com Rondonina a 9 μM 1 hora 

antes da sua infecção. Após esse período as células foram infectadas com 0,01 MOI 

(relação entre cópias de vírus na infeção dividido pelo número de células a serem 

infectadas - Multiplicity of infection) de vírus do sarampo (Edmonston). As células 

foram observadas diariamente para visualização do efeito citopático (ECV). A 
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rondonina foi capaz de inibir na diluição ½ do vírus. A titulação do vírus foi dada 

como 1/256 vírus. 

 

          Somente células            Células infectadas com o vírus       Células tratadas com rondonina 

 

 

Figura 91 – Células MDCK infectadas com vírus do sarampo. As placas foram observadas 
diariamente para verificar o aparecimento do efeito citopático. As placas foram observadas em 
microscópio óptico invertido e fotografadas antes da coloração por cristal de violeta. 

 

 Em células VERO, como pode ser observado na Figura 92, o tratamento com 

rondonina a 24 μM foi 1 hora antes da sua infecção. Após esse período as células 

foram infectadas com 0,01 MOI de vírus da influenza (H1N1). 

 As células foram observadas diariamente para visualização do efeito 

citopático (ECV). A rondonina foi capaz de inibir na diluição 1/64 do vírus. A titulação 

do vírus foi dada como 1/256 vírus. 

 

 

        Somente células              Células infectadas com o vírus   Células tratadas com rondonina 

 

Figura 92 – Células VERO infectadas com vírus da influenza. As placas foram observadas 
diariamente para verificar o aparecimento do efeito citopático. As placas foram observadas em 
microscópio óptico invertido e fotografadas antes da coloração por cristal de violeta. 

 

 Em células L929 (célula fibroblástica de camundongo) como pode ser 

observado na Figura 93, o tratamento com o peptídeo rondonina 9 μM a 1 hora 
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antes da sua infecção. Após esse período as células foram infectadas com 0,01 MOI 

de vírus EMC. 

 As células foram observadas diariamente para visualização do efeito 

citopático (ECV). A rondonina foi capaz de inibir na concentração mais alta do vírus. 

A titulação do vírus foi dada como 1/4096 vírus. 

 

         Somente células              Células infectadas com o vírus    Células tratadas com rondonina 

 

Figura 93 – Células L929 infectadas com vírus EMC. As placas foram observadas diariamente 
para verificar o aparecimento do efeito citopático. As placas foram observadas em microscópio óptico 
invertido e fotografadas antes da coloração por cristal de violeta. 
 

 

 Segundo Dolaska e Voelter (2013), as hemocianinas são uma nova classe de 

compostos naturais antivirais contra diferentes vírus. Portanto, hemocianina de 

artrópodes são ativas somente a vírus próprios de artrópodes como WSSV (“white 

spot syndrome virus”) e TSV (“Taura syndrome virus”), enquanto que hemocianinas 

de moluscos são ativas contra vírus humanos, como RSV (“respiratory syncytial 

virus”) e EBV (“Epstein Barr virus”).   

 Estudos realizados com camarões infectados, Penaeus monodon, 

identificaram peptídeos derivados de hemocianina que são capazes de neutralizar 

os vírus WSSV (“White spot syndrome virus) e evitar a sua replicação (Zhang et 

al.,2004). Já Lei et al.,2008, encontrou que partículas de WSSV pré-incubadas com 

hemocianina purificada de P. japonicus antes da infecção, permitiu a redução de 10 

vezes da carga viral nas guelras comparados com os camarões controle que não 

foram previamente tratados. 

 Segundo a literatura, encontramos peptídeos derivados de hemocianina de 

artrópodes com atividade antiviral apenas em crustáceos (vírus de artrópodes) 

mostrando que rondonina pode ser o primeiro peptídeo antimicrobiano derivado de 

hemocianina da aranha migalomorfa com atividade contra vírus humano.  
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 De acordo com os resultados obtidos pudemos observar que provavelmente o 

mecanismo de ação deste peptídeo está envolvido com componentes interno dos 

microrganismos. Em estudo realizado com membranas artificiais lipídicas não 

verificamos sua interação, provavelmente está ocorrendo uma internalização.  Com 

esses resultados de teste com vírus de RNA, envelopado ou não, verificamos a 

proteção das células, evitando a replicação viral. Neste caso podemos acreditar que 

provavelmente o alvo desse peptídeo está no material genético. Novos estudos 

precisam ser realizados para comprovar essa teoria. 
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5 CONCLUSÕES 
 

 Neste trabalho, pudemos concluir: 

 

 A formação da maioria dos peptídeos antimicrobianos do plasma pode estar 

ligada ao processamento de hemocianina; 

 O peptídeo rondonina não apresenta atividade citotóxica contra células de 

mamíferos; 

 O peptídeo rondonina não interage com membranas artificiais lipídicas 

inferindo assim que seu provável mecanismo de ação é um alvo interno; 

 O peptídeo rondonina é capaz de neutralizar vírus de RNA (sarampo, 

Influenza e EMC), impedindo assim sua ação nas células de mamífero o que 

pode ser a primeira vez vista em hemocianinas de aranhas; 

 O peptídeo rondonina age em sinergismo com o peptídeo do hemócito 

gomesina; 

 O peptídeo tem sua melhor atividade antimicrobiana em pH ácidos, 

 O peptídeo rondonina não apresenta atividade contra fungos 

entomopatogênicos testados; 

 A hemocianina na aranha Acanthoscurria rondoniae se encontra na forma de 

4 x 6 mer como já observado em Aphonopelma hentzi e esse é o primeiro 

estudo em relação a estrutura 3D de aranha; 

 O processamento de rondonina ocorre em ph ácido e provavelmente está 

envolvido com uma “cisteino proteinase–like” presente no plasma, que teve 

sua atividade inibida na presença do inibidor E64 e sua regulação pode 

acontecer pela enzima glutamil aminopeptidase presente nos hemócitos. 
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