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Titulo do projeto: "Toxinas do veneno da aranha Avicularia juruensis".

Parecer Consubstanciado da CEUA IB

A Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan, na reunido de 21/09/2016, ANALISOU e APROVOU o protocolo de
estudo acima referenciado. A partir desta data, é dever do pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteracao do protocolo.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do protocolo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos
6rgaos competentes.

4. Relatdrios parciais de andamento deverdo ser enviados anualmente a CEUA até a conclusdo do protocolo.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Toxinas do veneno da aranha Avicularia juruensis
Pesquisador: SORAIA MARIA DO NASCIMENTO

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 15390119.9.0000.5473

Instituicdo Proponente: Instituto Butantan

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 3.486.142

Apresentacéao do Projeto:

O projeto tem como objetivo isolar e identificar peptideos antimicrobianos presentes no veneno da aranha
Avicularia juruensis. Sera coletado veneno de aranhas da espécie mencionada e testadas em ensaio de
inibicao do crescimento microbiano em meio liquido contra bactérias Gram positivas, negativas, fungos e
leveduras. Alem disso, fragdes que forem capazes de inibir o crescimento de algum dos microrganismos
testados também serdo testadas contra hemacias humanas. Sera coletado sangue do tipo A+ de dois
doadores humanos.

Objetivo da Pesquisa:
Este estudo tem como objetivo fazer a caracterizagio total do veneno da aranha migalomorfa Avicularia
juruensis, hem como avaliar a presenca de peptideos antimicrobianos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos

O doador humano podera estar exposto aos riscos de dor ou incémodo no ato da coleta de sangue.
Também podera ocorrer a formagéo de hematoma no local onde a agulha sera introduzida para a coleta de

sangue.

Beneficios

Endereco: Rua Pedro Vicente, 625

Bairro: Canindé CEP: 01.109-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3775-4665 E-mail: cep_ifsp@ifsp.edu.br
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Continuagéo do Parecer: 3.486.142

Rere ™

mo

Ao participar dessa pesquisa o doador de sangue humano néo tera beneficio direto, porém sua colaboragéo

sera essencial para a descoberta e caracterizacdo de peptideos antimicrobianos. Tais moléculas séo fortes

candidatas para a criagdo de novos medicamentos antibidticos que podem vir a ser empregados no

tratamento de infec¢des causadas por microrganismos resistentes aos antibiéticos disponiveis atualmente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudo relevante para a area de conhecimento de ciéncias da saide e apresenta objetivos e métodos

claros.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Todos os termos obrigatorios foram apresentados.

Recomendacdes:

Todas as recomendagdes apontadas no parecer anterior foram realizadas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nada a declarar.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagédo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 15/07/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1346737.pdf 15:42:51
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 15/07/2019 [SORAIA MARIA DO | Aceito
Brochura 15:40:57 |NASCIMENTO
Investigador
Outros Termo_de_consentimento.pdf 15/07/2019 |SORAIA MARIA DO | Aceito

15:40:38  [NASCIMENTO
TCLE/Termos de |Termo_de_consentimento_assinado.pdf| 15/07/2019 |SORAIA MARIA DO | Aceito
Assentimento / 15:39:42 [NASCIMENTO
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada.pdf 31/05/2019 [SORAIA MARIA DO | Aceito
15:47:30  [NASCIMENTO
Declaragéo de Declaracao_de_uso_material_biologico. | 03/05/2019 [SORAIA MARIA DO | Aceito
Manuseio Material | pdf 15:03:31 NASCIMENTO
Biolégico /
Biorepositorio /
Biobanco
Enderegco: Rua Pedro Vicente, 625
Bairro: Caninde CEP: 01.109-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3775-4665 E-mail: cep_ifsp@ifsp.edu.br
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Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

SAO PAULO, 05 de Agosto de 2019

Assinado por:

Camila Collpy Gonzalez Fernandez
(Coordenador(a))

Endereco: Rua Pedro Vicente, 625

Bairro: Canindé

UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3775-4665

CEP: 01.109-010
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PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Projeto de Pesquisa:
Toxinas do veneno da aranha Avicularia juruensis

Informagdes Preliminares

Responsavel Principal

CPF/Documento: 360.976.378-70 Nome: SORAIA MARIA DO NASCIMENTO

Telefone: 11966180735 E-mail:  soraia.nascimento@butantan.gov.br
Instituigdo Proponente

CNPJ: 61.821.344/0001-56 Nome da Instituigdo:  Instituto Butantan

E um estudo internacional? Nao

B Assistentes

CPF/Documento

Nome

782.296.268-04

PEDRO ISMAEL DA SILVA JUNIOR

= Equipe de Pesquisa

CPF/Documento

Nome

782.296.268-04

PEDRO ISMAEL DA SILVA JUNIOR

Area de Estudo

Grandes Areas do Conhecimento (CNPq)

® Grande Area 2. Ciéncias Biolégicas

® Grande Area 4. Ciéncias da Satde

Propésito Principal do Estudo (OMS)

® Ciéncias Basicas

Titulo Publico da Pesquisa: Toxinas do veneno da aranha Avicularia juruensis

Contato Publico

CPF/Documento

Nome Telefone E-mail

360.976.378-70

SORAIA MARIA DO NASCIMENTO 11966180735

soraia.nascimento@butantan.gov.br

Contato Cientifico:

Data de Submissao do Projeto: 03/05/2019 Nome do Arquivo: PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1346737 pdf

SORAIA MARIA DO NASCIMENTO
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Desenho de Estudo / Apoio Financeiro

Desenho:

Este projeto visa o isolamento e identificagéo de peptideos antimicrobianos presentes no veneno da aranha Avicularia juruensis. Exemplares desta
espécie serdo coletados e utilizados neste estudo sob as licengas Sisbio n® 11024-3 e CGEN n° 010345/2014-0. O veneno sera obtido por
estimulagédo elétrica e fracionado por cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa. As fragdes obtidas serdo testadas em
ensaio de inibigdo do crescimento microbiano em meio liquido contra bactérias Gram positivas, negativas, fungos e leveduras. As fragdes que forem
capazes de inibir o crescimento de algum dos microrganismos testados também serdo testadas contra hemacias humanas, a fim de se verificar se
elas possuem atividade hemolitica. O sangue do tipo A+ sera coletado de um doador humano saudavel na presenca de tampao citrato de soédio 150
mM pH 7,4 (proporgéo de 9:1) e centrifugado a 700 xG por 15 minutos. O plasma sera descartado e as hemacias seréo lavadas por trés vezes em
tampao fosfato-salino - PBS 1 X (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1,76 mM; pH 7 4), a cada lavagem serdo feitas novas
centrifugagdes a 700 xG por 15 minutos e o sobrenadante sera descartado. Por fim, as heméacias serdo ressuspendidas no mesmo tampéo PBS 1 X
até a concentragéo final de 3% (v/v). Serdo coletadas aliquotas de 20 L das fragGes antimicrobianas, as quais serdo testadas em duplicata em
diluigbes seriadas iniciadas a partir da maior concentragdo na qual elas apresentarem capacidade de inibir o crescimento de microrganismos. Como
controle positivo (100% de hemolise) serdo utilizados 50 L de solugéo de Triton X-100 (0,1%) e como controle negativo (0% de hemdlise) serdo
utilizados 50 L do tampé&o PBS 1 X, citado anteriormente. O teste sera feito numa microplaca de 96 pogos com fundo em “U". A cada pogo, que ja
contera as amostras e os controles, serdo adicionados 50 L da solugé@o de hemacias 3% (v/v). A placa sera incubada durante 1 hora a 37 °C. Apos a
incubagéo, o sobrenadante sera recolhido de cada pogo e transferido para outra microplaca de 96 pogos (sem fundo “U”). A presenga ou auséncia
de hemolise sera determinada através da medida da absorbancia a 405 nm, feita em um leitor de microplacas Victor3 (Perkin Elmer Inc.). O valor da
absorbancia a 405 nm sera determinado pela média dos valores obtidos. A porcentagem de hemdlise sera calculada pela férmula indicada no
trabalho realizado por Hao et al., 2009.

—— Apoio Financeiro

CNPJ Nome E-mail Telefone Tipo
Financiamento
Préprio
Palavra Chave
Palavra-chave
Veneno
Peptideos antimicrobianos
Aranha
Data de Submisséo do Projeto: 03/05/2019 Nome do Arquivo: PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1346737.pdf Versao do Projeto: 1
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Detalhamento do Estudo

Resumo:

As aranhas s&o animais que habitam diversos ambientes e essa ampla distribui¢@o sugere que elas possuam mecanismos de defesa eficientes, um
deles é a produgéo de veneno, que é produto de varios anos de evolugdo e tem diversidade molecular estimada em até 12 milhdes de compostos.
Sendo assim, os venenos de aranhas podem vir a ser boas fontes de moléculas com potencial terapéutico e biotecnolégico, ja que contém grande
numero de componentes biologicamente ativos. Visto estes fatos, esse estudo tem como objetivo analisar moléculas bioativas presentes no veneno
da aranha migalomorfa Avicularia juruensis, com foco em peptideos antimicrobianos.

Introducao:

As aranhas tém registro féssil mais antigo datando de 300 milhdes de anos atrés, no periodo Carbonifero (Cheng et al., 2015). Elas pertencem ao
subfilo Chelicerata, Classe Arachnida e Ordem Araneae, sendo subdivididas em trés subordens: Mesothelae, Mygalomorphae e Araneomorphae
(Foelix, 2011; Ruppert, Barnes, 1996).

Estes animais formam um dos grupos de maior sucesso em termos de diversidade, com mais de 48 mil espécies descritas, e estdo entre os
predadores terrestres mais bem-sucedidos (Akef, 2018; Nicholson, Kastin, 2013; World Spider Catalog, 2019). Elas distribuem-se por todo o planeta
e habitam praticamente todos os ambientes, com exceg&o do ar, oceanos e polos (Escoubas et al., 2000; Foelix, 2011). Por terem uma ampla
distribuicdo e sucesso nos ambientes em que s&o encontradas € certo que as aranhas possuem mecanismos de defesa eficientes. Um destes
mecanismos é a produgdo de veneno bastante toxico, empregado para capturar presas e como protegdo contra possiveis predadores. Esse veneno
& produto de milhdes de anos de evolugdo e € constituide de uma complexa mistura de toxinas (Windley et al., 2012).

O peptideos antimicrobianos (PAMs), por sua vez, s&o moléculas amplamente distribuidas na natureza, possuindo uma grande diversidade de
estruturas e espectro de atividade (Solis et al., 2014). Além de estarem presentes em venenos de aranhas, eles sdo encontrados em todas as
espécies de seres vivos, sendo importantes elementos primitivos da resposta imune inata (Bachére et al., 2004; Hoffmann et al., 1999).

O modo de agdo mais conhecido dos PAMs se caracteriza por sua insergdo na membrana celular, provocando a desnaturagdo (Daffre et al., 2001).
Porém, eles também sdo capazes de se ligar com receptores de membranas, interagir com DNA, agir sobre a producgéo de peréxido de hidrogénio
ou induzir células a morte através da ativagao de vias apoptoticas (Brogden et al., 2003; Pasupuleti et al., 2012).

Ja & bastante conhecido que venenos de aranhas possuem PAMs em sua constituigdo, sendo que a primeira descrigdo sobre este fato foi publicada
em 1989 por Xu et al., em estudo com a espécie Lycosa singoriensis. Desde entdo, muitos estudos tém sido realizados. Em buscas realizadas no
banco de dados ArachnoServer (Herzig et al., 2011), utilizando o termo “antimicrobial’, sdc obtidos 41 resultados. S&do exemplos as moléculas
PcFK1 e PcFK2, isoladas no veneno da espécie Psalmopoeus cambridgei (Choi et al., 2004); as latarcinas, do veneno de Lachesana tarabaevi
(Kozlov et al., 2006); e as licotoxinas | e Il, de Lycosa carolinensis (Yan, Adams, 1998).

Hipétese:

A proposta em questdo trata-se de pesquisa qualitativa, portanto, ndo utilizara de hipétese.

Objetivo Primario:

Este trabalho tem como objetivo principal estudar moléculas bioativas presentes no veneno da aranha migalomorfa Avicularia juruensis, bem como
identifica-las e caracteriza-las. Um dos objetivos especificos € identificar e caracterizar os peptideos antimicrobianos.

Metodologia Proposta:

Animais: Os animais serdo coletados e utilizados neste estudo sob as licengas Sisbio n°11024-3 e CGEN n°010345/2014-0. Eles serdo mantidos no
biotério do Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan, sob temperatura controlada entre 24 e 26°C, sendo alimentados a
cada 15 dias com insetos ou carne e com agua a vontade.

Obtengéo do veneno: O veneno analisado neste estudo sera extraido seguindo-se a metodologia descrita por Rocha-e-Silva et al., (2009).
Fracionamento: 10 mg de veneno serdo fracionados utilizando-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa,
num sistema Prominence LC-20A (Shimadzu). A elui¢ao sera realizada com um gradiente de 2 a 80% de acetonitrila durante 60 minutos, com fluxo
de 1,5 mL/minuto e absorbancia monitorada a 225 nm. As fragdes correspondentes aos picos observados no cromatograma seréo coletadas
manualmente e separadamente e utilizados no ensaio de inibigdo do crescimento microbiano em meio liquido.

Inibigdo do crescimento microbiano: Para detectar a presenga de atividade antimicrobiana (antibacteriana e/ou antifungica) em todas as fragdes
coletadas na etapa de fracionamento sera empregada a técnica de ensaio de inibigdo de crescimento microbiane em meio liquido, baseando-se no
método descrito por Bulet et al., (1993).

Ensaio hemolitico: O sangue do tipo A+ sera coletado de um doador humano saudavel na presenga de tampéo citrato de sddio 150 mM pH 7 4
(proporgéo de 9:1) e centrifugado a 700 xG por 15 minutos. O plasma sera descartado e as hemacias ser&o lavadas por trés vezes em tampao
fosfato-salino - PBS 1 X (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1,76 mM; pH 7.4), a cada lavagem serdo feitas novas
centrifugagdes a 700 xG por 15 minutos e o sobrenadante sera descartado. Por fim, as hemacias seréo ressuspendidas no mesmo tampédo PBS 1 X
até a concentragao final de 3% (viv).

Serdo coletadas aliquotas de 20 L das fragdes antimicrobianas, as quais serdo testadas em duplicata em diluicdes seriadas iniciadas a partir da
maior concentragdo na qual elas apresentarem capacidade de inibir o crescimento de microrganismos. Como controle positivo (100% de hemadlise)
serdo utilizados 50 L de solugdo de Triton X-100 (0,1%) e como controle negativo (0% de hemadlise) serdo utilizados 50 L do tamp&o PBS 1 X, citado
anteriormente. O teste sera feito numa microplaca de 96 pogos com fundo em “U”. A cada pogo, que ja contera as amostras e os controles, serdo
adicionados 50 L da solugdo de hemacias 3% (v/v).

A placa sera incubada durante 1 hora a 37 °C. Apds a incubagéo, o sobrenadante sera recolhido de cada pogo e transferido para outra microplaca
de 96 pogos (sem fundo “U”). A presenga ou auséncia de hemolise sera determinada através da medida da absorbancia a 405 nm, feita em um leitor
de microplacas Victor3 (Perkin Elmer Inc.). O valor da absorbancia a 405 nm sera determinado pela média dos valores obtidos. A porcentagem de
hemolise sera calculada pela féormula indicada no trabalho realizado por Hao et al., 2009.

Riscos:
Nao se aplica.
Beneficios:

Data de Submisséo do Projeto: 03/05/2019 Nome do Arquivo: PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1346737.pdf Versao do Projeto: 1
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Nao se aplica.

Metodologia de Analise de Dados:

A andlise dos resultados sera feita manualmente e também com o auxilio do software Excel para a construgéo dos graficos de porcentagem de
hemdlise.

Desfecho Primario:

O desfecho primario esperado é a identificagdo de peptideos com agéo antimicrobiana frente a diferentes microrganismos.
O estudo de peptideos antimicrobianos se faz importante porque estes podem vir a ser empregados para o desenvolvimento do novos antibiéticos
empregados no tratamento de microrganismos resistentes.

Tamanho da Amostra no Brasil: 2

—— Paises de Recrutamento

Pais de Origem do Estudo Pais N° de participantes da pesquisa
Sim BRASIL 2

Outras Informagoes

Havera uso de fontes secundarias de dados (prontuarios, dados demograficos, etc)?
N&o

Informe o numero de individuos abordados pessoalmente, recrutados, ou que sofrerao algum tipo de intervengao neste centro de
pesquisa:

2
Grupos em que serao divididos os participantes da pesquisa neste centro

ID Grupo N° de Individuos Intervengdes a serem realizadas
Grupo Unico 2 Coleta de sangue

0 Estudo é Multicéntrico no Brasil?
Nao

Propde dispensa do TCLE?
N&o

Havera retengdo de amostras para armazenamento em banco?
Nao

Cronograma de Execucédo

Identificac@o da Etapa Inicio (DD/MM/AAAA) Término (DD/MM/AAAA)
Desenvolvimento do projeto 03/05/2019 04/11/2020
Orgamento Financeiro
Identificagéo de Orgcamento Tipo Valor em Reais (R$)
Bolsa de estudos Bolsas R$ 30.800,00
R$ 30.800,00
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RESUMO

Nascimento SM. Toxinas do veneno da aranha Avicularia juruensis. [tese (Doutorado em
Biotecnologia)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo;

2022.

As aranhas formam um dos grupos mais diversificados em numero de espécies e estao entre
0s animais venenosos mais bem sucedidos, pois distribuem-se por todo o planeta e habitam
praticamente todos os ambientes. Essa ampla distribuicdo sugere que elas possuam
mecanismos de defesa muito eficientes, um deles € a produgdo de veneno, que ¢ resultado de
milhdes de anos de evolucdo e ¢ constituido por uma complexa mistura de toxinas. Os
venenos animais podem vir a ser boas fontes de moléculas com potencial terapéutico e
biotecnoldgico, ja que contém um grande nimero de componentes biologicamente ativos que
possuem alta especificidade a seus alvos. Uma ampla variedade de atividades ja foi detectada
no veneno de aranhas e algumas toxinas isoladas tém ajudado no desenvolvimento de
biotecnologias em diferentes areas. Visto estes fatos, esse estudo teve como objetivo
identificar as toxinas do veneno da aranha Avicularia juruensis, que foi escolhida para este
estudo devido ao fato de geralmente consumir pequenas aves e, por este motivo,
provavelmente possuir veneno bastante toxico e com agado rapida. Para isso, foi feita a andlise
transcriptomica de suas glandulas de veneno e a andlise protedmica do veneno. A andlise
transcriptomica retornou 64.020 transcritos ao todo e, apds a remogao dos redundantes e dos
que possuiam FPKM menor do que 1, foram obtidos 46.537. Com eles foi montado um banco
de dados denominado “Best candidates™. Estes transcritos também foram submetidos a buscas
utilizando-se as ferramentas UniprotToxins e VenomKB, os que apresentaram homologia com
moléculas depositadas nestes bancos foram utilizados para a montagem de um segundo banco
de dados, nomeado “Uniprot toxins”. Os 46.537 transcritos também foram manualmente
anotados, obtendo-se ao final 203, estes compuseram um terceiro banco de dados chamado
“Transcriptoma anotado”. Os trés bancos criados com os transcritos foram empregados na
andlise dos resultados obtidos por espectrometria de massas. A combinagdo das técnicas de
analise transcriptomica e espectrometria de massas foi empregada com o objetivo de verificar
se as toxinas observadas no transcriptoma realmente estavam presentes no veneno. Com esta
abordagem, foi possivel verificar que as terafotoxinas sdo as moléculas mais abundantes, em
especial as U-terafotoxinas. Elas s3o toxinas encontradas em venenos de aranhas pertencentes

a familia Theraphosidae e, em sua maioria, possuem acao neurotoxica € podem agir numa



ampla gama de alvos moleculares. Ademais, tendo em vista que as U-terafotoxinas foram as
toxinas mais abundantes, foi construida uma arvore filogenética ilustrativa com as mesmas, o
que ajudou a compreender um pouco mais sobre a evolugdo destas toxinas entre as aranhas.
Além das terafotoxinas também foi observada a presenca de CRISPs, hialuronidase e
neprilisinas. Visto estes resultados, ¢ provavel que o veneno de A. juruensis ¢ bastante
neurotdxico e a presenca das enzimas € um indicativo de que ele age rapidamente. Estudos
posteriores sao necessarios para a avaliagdo do modo de acao deste veneno sobre vertebrados
e invertebrados e novas analises empregando-se diferentes metodologias podem ajudar a

identificar uma maior quantidade de toxinas.

Palavras-chave: Caracterizacao. Veneno. Toxina. Transcriptoma. Theraphosidae.



ABSTRACT

Nascimento SM. Toxins from Avicularia juruensis’s spider venom. Ph.D thesis
[(Biotechnology)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo;

2022.

Spiders are one of the most diverse groups in the number of species and are among the most
successful venomous animals because they are distributed all over the world and inhabit
practically all environments. This broad distribution suggests that they have very efficient
defense mechanisms, one of them is the production of venom, which is the result of millions
of years of evolution and consists of a complex mixture of toxins. Animal venoms can be
good sources of molecules with therapeutic and biotechnological potential since it contains
many biologically active components that have high target specificity. A wide variety of
activities have already been detected in spider venom and some isolated toxins are being used
in the development of biotechnologies in different areas. Given these facts, this study aimed
to identify the toxins in the venom of the spider Avicularia juruensis, which was chosen
because it generally eats small birds and, for this reason, it probably has a very toxic and fast-
acting venom. For this, the transcriptomic analysis of their venom glands and the proteomic
analysis of the venom were performed. The transcriptomic analysis returned a total of 64,020
transcripts and, after removing the redundant ones and those with FPKM <1, 46,537 were
obtained. With them, a database named “Best candidates” was created. These transcripts were
also searched using the UniprotToxins and VenomKB tools, those that showed homology
with molecules deposited in these tools were used to assemble a second database named
“Uniprot toxins.” The 46,537 transcripts were also manually annotated, resulting in 203,
which made up the third database “Annotated transcriptome”. These three databases created
with the transcripts were used to analyze the results obtained by mass spectrometry. The
combination of transcriptomic analysis and mass spectrometry approaches was used to verify
if the toxins observed in the transcriptome are present in the venom. So, it was possible to
verify that terafotoxins are the most abundant molecules, especially the U-terafotoxins. They
are toxins found in the venoms of spiders belonging to the Theraphosidae family and, most of
them, have neurotoxic action and can act on a wide range of molecular targets. Furthermore,
considering that U-terafotoxins were the most abundant toxins, an illustrative phylogenetic
tree was constructed with them, which helped to understand a little more about the evolution

of these toxins among spiders. In addition to terafotoxins, the presence of CRISPs,



hyaluronidase, and neprilysins was also observed. Considering these results, it is probable that
A. juruensis venom is quite neurotoxic and the presence of enzymes indicates that it acts fast.
Further studies are needed to evaluate the mode of action of this venom on vertebrates and
invertebrates, and new analyzes using different methodologies may help to identify more

toxins.

Keywords: Characterization. Venom. Toxin. Transcriptome. Theraphosidae.
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1 INTRODUCAO

As aranhas formam um dos mais diversos e bem-sucedidos grupos de animais do Filo
Arthropoda (Garwood et al., 2016). Dentro deste Filo, elas estdo organizadas no Subfilo
Chelicerata, que engloba espécies que possuem o corpo dividido em cefalotorax e abdomen e
ndo apresentam antenas, caracteristica mais marcante do grupo. O primeiro par de apéndices
destes animais sao estruturas alimentares denominadas queliceras, o segundo par corresponde
aos pedipalpos, os quais sdo seguidos por quatro pares de pernas (Ruppert, Barnes, 1996)

(Figura 1).

Abdbémen (ou opistossoma)

Cefalotorax (ou prossoma)

Quelicer.

a /

Pedipalpo

Presa

Figura 1 - Divisdes e estruturas do corpo de um quelicerado. Adaptado de: Nentwig et al., 2022.

O Subfilo Chelicerata ¢ dividido entre as Classes Pycnogonida, Eurypterida,
Xiphosura e Arachnida (Thorp, Rogers, 2015). As aranhas pertencem a Classe Arachnida,
Ordem Araneae e organizam-se entre as Subordens Mesothelae, Mygalomorphae e
Araneomorphae (Foelix, 2011).

A Subordem Mesothelae agrupa aranhas que sdo consideradas “fosseis vivos”, uma
vez que apresentam caracteristicas primitivas como abddmen segmentado e fiandeiras
posicionadas no meio da regido ventral (Xu et al., 2021) (Figura 2). Atualmente esta
Subordem possui apenas duas familias, Heptathelidae e Liphistiidae, com 8 géneros e 174
espécies descritas, as quais tém sua distribui¢do limitada ao leste e sudeste da Asia (World

Spider Catalog, 2022; Xu et al., 2021).



31

Figura 2 - A espécie Liphistius pinlaung, pertencente & Subordem Mesothelae. A) Foto exibindo o dorso do
animal e seu abdomen segmentado. B) Foto exibindo o ventre do animal, onde observa-se que as fiandeiras estio
localizadas no meio do abdomen. Adaptado de: Aung et al., 2019.

A Subordem Mygalomorphae ¢ também denominada Orthognatha, em referéncia ao
alinhamento paralelo das queliceras das espécies pertencentes a esse grupo (orto = angulo
quase totalmente reto; gnata = maxilar, queixo) (Figura 3). Ela abrange todo o grupo de
aranhas conhecidas como “caranguejeiras” ou “tarantulas”, que sdo, em sua maioria, animais
grandes que possuem glandulas de veneno pequenas posicionadas no segmento basal das
queliceras (Foelix, 2011; Kuhn-Nentwig et al., 2011).

Até o momento, esta Subordem apresenta 31 familias com mais de 3.300 espécies
descritas, que estdo amplamente distribuidas em todo o mundo em especial na regido

neotropical (Pérez-Miles, Perafan, 2017; World Spider Catalog, 2022).

Figura 3 - Disposicdo das queliceras de aranhas migalomorfas. A) Foto detalhando a disposicdo paralela das
queliceras. B) Ilustracdo indicando como ocorre a movimentacgao destas estruturas. Adaptado de: Foelix, 2011.

A Subordem Araneomorphae ¢ também conhecida como Labidognatha, em referéncia
ao alinhamento perpendicular das queliceras dos animais deste grupo (labido = pinca; gnata =
maxilar, queixo) (Figura 4). Ela reune espécies conhecidas como “aranhas verdadeiras”, que
apresentam grande diversidade de tamanho, forma, cor e hébitos (Santos et al., 2017). Estas
possuem glandulas de veneno muito longas que alcangam a parte interna do cefalotérax e
produzem venenos bastante toxicos, o que possibilita a captura de presas maiores (Foelix,

2011; Kuhn-Nentwig et al., 2011).
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Atualmente, esta Subordem estd organizada em 99 familias com mais de 46.800
espécies descritas, o que representa mais de 93% de toda a diversidade conhecida (World

Spider Catalog, 2022).

Figura 4 - Disposic¢do das queliceras de aranhas arancomorfas. A) Foto detalhando a disposi¢do perpendicular
das queliceras. B) Ilustragdo indicando como ocorre a movimentagdo destas estruturas. Adaptado de: Foelix,
2011.

As aranhas formam um dos grupos de maior sucesso em termos de diversidade e estdo
entre os predadores mais bem-sucedidos (Akef, 2018; Nicholson, 2013). Elas ocorrem em
todos os habitats terrestres, geralmente em densidades notavelmente altas de espécies e
individuos e, portanto, sdo ecologicamente importantes. Apenas a aranha d'dgua (4rgyroneta
aquatica) ¢ encontrada em 4gua doce e no mar as aranhas estdo completamente ausentes
(Nentwig et al., 2022).

Por terem uma ampla distribui¢do e sucesso nos ambientes em que sdo encontradas ¢
certo que as aranhas possuem mecanismos de defesa muito eficientes. Um destes mecanismos
¢ a producdo de veneno bastante toxico, empregado para capturar presas € como protecao
contra possiveis predadores. Esse veneno ¢ produto de milhdes de anos de evolucdo e €

constituido de uma complexa mistura de toxinas (Windley et al., 2012).

1.1 Venenos animais

Animais venenosos sao onipresentes, visto que todos os filos conhecidos contém tais
animais (Holford et al., 2018). Além da ampla distribuicdo, estima-se que espécies que
produzem venenos existam desde os tempos pré-historicos. O réptil extinto Euchambersia
mirabilis, por exemplo, foi um animal pré-histérico que viveu durante o periodo Permiano-
Triassico, 257 milhdes de anos atras, € que ja possuia estruturas caracteristicas de animais
peconhentos, como uma grande fossa maxilar para abrigar glandulas de veneno, sulcos ou
canais para o transporte do veneno até a cavidade bucal e dentes inoculadores (Benoit et al.,

2017) (Figura 5).
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Can Sulc MxFos

Figura 5 - Cranio do animal pré-histérico Euchambersia mirabilis. Estdo indicados o dente canino (Can), o
sulco que une a fossa maxilar a cavidade bucal (Sulc), a fossa maxilar (MxFos) e a orbita (Orb). Essa anatomia

levou a conclusdo comumente aceita de que a fossa maxilar acomodava uma glandula de veneno. Adaptado de:
Benoit, 2016.

A aquisi¢ao de veneno ¢ um evento transformador na evolu¢ao de um animal, pois lhe
confere vantagens ecologicas e remodela a interagdo predador-presa, transformando uma
batalha fisica em uma batalha bioquimica e permitindo a caga e defesa contra espécies
maiores (Holford et al., 2018; King, Hardy, 2013).

Os venenos animais sdo secregdes produzidas por glandulas especializadas associadas
ou ndo a dentes, ferrdes e espinhos. A composi¢do varia de animal para animal, mas, em
geral, sabe-se que eles sdo constituidos por uma mistura heterogénea de sais inorgénicos,
moléculas organicas de baixa massa molecular, peptideos e enzimas (Khusro et al., 2018;
King, 2011).

A constante evolu¢do dos animais venenosos € de suas presas resultou em venenos
extremamente complexos, contendo toxinas que buscam alvos moleculares com excelente
poténcia, afinidade e seletividade (Arbuckle et al., 2017). Os processos de duplicacdo génica,
splicing e modificacdes pods-traducionais asseguraram que as toxinas possuam tais
caracteristicas (Sabatier et al., 2013).

Apesar de sua toxicidade, os venenos animais representam otimas ferramentas para a
investigagdo de mecanismos fisioldgicos e patologicos. Além disso, sdo fontes naturais de
diversos componentes bioativos cuja maioria possui propriedades impares como baixa massa
molecular, estabilidade, meia vida longa e alta poténcia, os quais podem ser empregados para
o desenvolvimento de novas drogas e métodos de diagnostico para uma variedade de doencas
como artrite, diabetes, cancer, trombose, hipertensdo, insuficiéncia cardiaca e acidente
vascular cerebral (Khusro et al., 2018; Martinez et al., 2022; Sabatier et al., 2013). Portanto,

nao ¢ de se surpreender que as pesquisas mais recentes se concentrem na identificagao dos
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principais constituintes de venenos (Khusro et al., 2018), sendo que as tecnologias dmicas

representam uma das melhores ferramentas para este objetivo.

1.2 Tecnologias 6micas no estudo de venenos

As transformacgdes tecnoldgicas que expandiram o conhecimento sobre biologia
molecular durante a década de 1980 trouxeram novos métodos para isolamento e
caracterizagdo génica. Técnicas sofisticadas para triagem de bibliotecas especificas e
aleatorias de cDNA e a descoberta de marcadores de sequéncias expressas (ESTs - expressed
sequence tags) permitiram a analise do transcriptoma, abrindo novos caminhos para o estudo
de animais peconhentos e venenosos e os componentes de seus venenos (Diego-Garcia et al.,
2016).

Um dos primeiros grupos de pesquisa a investigar transcritos de toxina de aranha foi o
do professor Eugene Grishin, que descreveu o cDNA de uma o-latrotoxina obtido de
glandulas da espécie Latrodectus mactans (Diego-Garcia et al., 2016; Kiyatkin et al., 1990).
Atualmente, os avangos realizados nos campos de protedmica, transcriptomica, gendmica e
bioinformatica favoreceram o estudo rapido e aprofundado de quantidades diminutas de
amostras complexas provenientes de animais que sdo pequenos, raros ou de dificil
manutengao no laboratorio (Holford et al., 2018; Oldrati et al., 2017). A analise holistica da
composicdo de venenos aplicando-se a combinagdo destas técnicas ¢ denominada vendmica
(Pineda et al., 2014). Utilizando esta abordagem, diversos trabalhos elucidaram a composi¢ao
de venenos de diferentes animais. Santibafiez-Lopez et al. (2016), por exemplo, analisaram o
escorpido Superstitionia donensis e observaram a presenga de toxinas que agem sobre canais
de sodio, potassio e cdlcio, inibidores de proteases, enzimas, entre outros componentes. De
Oliveira et al. (2018), realizaram um estudo comparativo dos escorpides Tityus obscurus e
Tityus serrulatus e constaram grande abundancia de metaloproteinases para ambos. Ao
analisar o veneno da aranha Phoneutria nigriventer, Diniz et al. (2018) mostraram que os
peptideos ricos em cisteina sdo 0os componentes mais abundantes e a maioria deles contém em
sua estrutura o motivo “no de cistina” do tipo ICK (inhibitory cysteine knot).

Com relacao aos venenos de aranhas ainda ha muito a ser desvendado, visto que sdo
menos analisados em comparacdo aos de organismos marinhos, escorpides e serpentes. Em
buscas realizadas com a ferramenta UniProt, por exemplo, sdo retornados 3.608 resultados

utilizando-se as palavras-chave “spider venom”. Em contrapartida, sao obtidos 100.902 e
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6.687 resultados nas buscas com as palavras-chave “snake venom” e ‘“conus venom”,
respectivamente.

Desta forma, as tecnologias Omicas sdo uma Otima alternativa para o estudo destes
venenos, pois elas fornecem um sistema inigualavel para a caracterizacao de toxinas e tém
grande importancia para a descoberta e identificagdo de novas moléculas potencialmente

terapéuticas (Garb et al., 2018; Perumal Samy et al., 2017).

1.3  Venenos de aranhas

Por dependerem completamente da predagdo para se alimentarem, as aranhas
desenvolveram venenos bastante complexos ao longo de sua evolucdo, os quais sdo capazes
de provocar alteragdes bioquimicas e neurologicas variadas em diversos animais (Beleboni et
al., 2004; Gimenez, 2013; Nicholson, 2013). Em geral, eles podem ser constituidos por uma
mistura de mais de cem componentes que atuam em diferentes alvos, incluindo varios
receptores localizados no sistema muscular ou nervoso, membranas celulares e matriz
extracelular. Embora algumas toxinas isoladas possam agir independentemente ¢ a agao
sinérgica entre os componentes que desencadeia toda a toxicidade do veneno. Tais
componentes sdo normalmente classificados em quatro grupos: compostos de baixa massa
molecular, peptideos antimicrobianos, peptideos neurotoxicos e proteinas (incluindo as

enzimas) (Langenegger et al., 2019).

1.3.1 Compostos de baixa massa molecular

Os venenos de aranhas contém uma vasta variedade de compostos de baixa massa
molecular como ions, acidos organicos, nucleotideos, nucleosideos, aminoacidos, aminas,
poliaminas e acilpoliaminas. Eles possuem massa menor do que 1 kDa e muitos deles agem
como neurotransmissores (Langenegger et al., 2019; Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013).

As espécies Cupiennius salei e Aphonopelma hentzi, por exemplo, possuem venenos
ricos em potassio (aproximadamente 200 mM e 70 mM, respectivamente) e pobres em sodio
(aproximadamente 10 mM), concentragdes opostas as encontradas na hemolinfa. Este alto teor
de potassio ¢ capaz de induzir a despolarizacdo das membranas celulares excitaveis, causando
a paralisia da presa, e aumenta sinergicamente a atividade dos peptideos do veneno

(Langenegger et al., 2019; Wullschleger et al., 2004; Wullschleger et al., 2005).
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Os acidos organicos auxiliam na manutencdo do pH dos venenos de aranha que, em
geral, varia entre 5,3 e 6,1. O principal deles ¢ o acido citrico, cuja presenga também ¢
observada em venenos de serpentes, escorpides, abelhas, vespas e formigas. Além do seu
papel na manutencdo do pH, propde-se que este acido inibe reversivelmente enzimas
dependentes de cations divalentes (fosfolipase A2 ou metalopeptidases, por exemplo) através
da complexagio dos ions Ca?" e Zn?*. Apos a inoculagdo do veneno na presa, a dilui¢do do
acido citrico muda o equilibrio de complexacdo dos cations pelas enzimas, as quais sao
reativadas (Kuhn-Nentwig et al., 2011; Langenegger et al., 2019; Odell et al., 1999).

Os nucleosideos sdo um dos principais componentes dos venenos de Loxosceles spp.
(Schroeder et al., 2008) e Tegenaria spp. (Taggi et al., 2004) e tém a fun¢do de afetar a
transduc¢ao de sinal neuronal ou neuromuscular (McCormick et al., 1999).

Ja as acilpoliaminas sao uma classe de compostos neuroativos que evoluiram
especificamente para causar a rapida paralisia da presa (Estrada et al., 2007; Mourdo, 2012).
Elas possuem cargas positivas nas aminas livres e secundarias de sua cadeia, o que explica a
sua atividade bloqueadora em canais de ions cationicos seletivos. Em geral, estas moléculas
atuam em canais de Ca?*, K* e receptores ionotrépicos (Kuhn-Nentwig et al., 2011).

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

atualmente e que elas estejam presentes na maioria das espécies (Langenegger et al., 2019).

1.3.2  Peptideos antimicrobianos - PAMs

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

Os PAMs geralmente apresentam cargas positivas e um elevado nimero de
aminoacidos hidrofébicos. Eles sao atraidos para a superficie da membrana devido a interagao
de suas cadeias laterais positivamente carregadas com os fosfolipidios ou outras moléculas
negativamente carregadas e, entdo, assumem uma conformacdo anfipdtica em o-hélice
(Langenegger et al., 2019).

O modo de agdo mais conhecido dos PAMs se caracteriza pela sua inser¢do na

membrana celular, provocando desnaturacdo. Sdo conhecidos trés diferentes mecanismos:
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barril-estavel, poro toroidal e carpete. No modelo barril-estavel os PAMs interagem com a
face externa da membrana, formando um poro transmembranico do tipo barril. Neste poro, a
por¢ao apolar do peptideo interage com a porg¢ao hidrofobica dos fosfolipidios da membrana e
a regido hidrofilica do peptideo fica voltada para dentro do poro. No modelo poro toroidal
varias moléculas de peptideos se associam com as cabecas polares dos fosfolipideos da
membrana e formam um poro transmembranico, que permite a passagem de moléculas
variadas. J4 no modelo carpete, os peptideos se acumulam paralelamente na superficie da
membrana, causando uma tensdo de curvatura. Quando uma concentra¢ao limiar de PAMs ¢
atingida ocorre a formagdo de micelas, levando a destrui¢do da membrana (Brogden, 2005;

Daffre et al., 2001) (Figura 6).

PAM assume uma estrutura
anfipatica em alfa-hélice
Modelo carpete

Modelo Modelo
barril-estavel  poro toroidal @

Figura 6 - Trés mecanismos de desnaturacdo de membranas celulares causadas por peptideos antimicrobianos.
Em solugdes aquosas os peptideos estdo desestruturados, mas, ao serem atraidos para a superficie da membrana,
eles assumem uma conformacdo anfipatica em o-hélice. Quando atingem uma concentracao ideal, eles sdo
capazes de desnaturar a membrana de trés modos diferentes: modelo barril-estavel, modelo poro toroidal ou
modelo carpete. Adaptado de: Langenegger et al., 2019.

Além da desnaturacdo da membrana celular, os PAMs também podem agir de outras
maneiras como através da ligagdo com receptores de membranas (provocando perda de
funcdo), interagdo com o DNA (impedindo a sintese de proteinas), acdo sobre a produ¢do de
peroxido de hidrogénio ou indugdo de células a morte através da ativagdo de vias apoptoticas
(Brogden et al., 2003; Pasupuleti et al., 2012).

Outras fungdes propostas para PAMs de venenos de aranha incluem a defesa
antimicrobiana da glandula e do aparato de inoculagdo (Kuhn-Nentwig, 2003), auxiliar a
movimentagdo e o acesso de neurotoxinas aos seus alvos (Wullschleger et al., 2005) e até
mesmo, mas controversamente discutido, a pré-digestao da presa (Kuhn-Nentwig et al., 2011;
Vassilevski et al., 2009).

J& ¢ bastante conhecido que venenos de aranhas possuem PAMs em sua constituigao.
A primeira descri¢do sobre este fato foi publicada em 1989 por Xu et al., em estudo com a

espécie Lycosa singoriensis. Desde entdo, muitos outros peptideos foram identificados. Sao
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exemplos as moléculas PcFK1 e PcFK2, isoladas no veneno da espécie Psalmopoeus
cambridgei (Choi et al., 2004); as Latarcinas, do veneno de Lachesana tarabaevi (Kozlov et
al., 2006); a GsMTx-4, de Grammostola spatulata (Jung et al., 2006); as Licotoxinas I e II, de
Lycosa carolinensis (Yan, Adams, 1998); e as Cupieninas, de Cupiennius salei (Kuhn-
Nentwig et al., 2002), para estas ultimas foi, inclusive, demonstrado que elas podem atuar
sinergicamente com neurotoxinas (Kuhn-Nentwig, 2003), assim como as Oxiopininas do
veneno de Oxyopes takobius (Corzo et al., 2002).

Com relacdo a espécie que ¢ objeto de estudo deste trabalho, sete peptideos
antimicrobianos ja foram identificados em seu veneno: Juruina, Juruina 2, Avilina, Avinina,
Aviensina, Juruenina e Juruensina. Todos possuem o motivo “né de cistina” do tipo ICK em
sua estrutura e apresentaram similaridade com neurotoxinas de venenos de outras espécies de

aranhas (Ayroza et al., 2012; Nascimento, 2016).

1.3.3  Peptideos neurotoxicos

Os venenos de aranha contém uma vasta variedade de peptideos ricos em cisteina, dos
quais acredita-se que a maioria aja em canais e receptores de membranas de células excitaveis
e, por este motivo, também podem ser chamados de peptideos neurotoxicos. Eles
normalmente tém massas moleculares entre 3 e 9 kDa e apresentam >6 residuos de cisteina,
que comumente se estruturam em motivos conservados denominados “n6 de cistina”. Estes
motivos sdo compostos por folhas [ pregueadas antiparalelas interconectadas por pontes
dissulfeto formadas entre as cisteinas presentes na molécula e podem ocorrer em trés tipos:
inhibitory cysteine knot - 1CK, disulfide-directed p-hairpin - DDH ou Kunitz (Escoubas,
Rash, 2004; Langenegger et al., 2019; Norton, Pallaghy, 1998).

O motivo ICK possui uma estrutura que consiste de trés folhas B pregueadas e pontes
dissulfeto formadas entre as cisteinas C1-C4, C2-C5 e C3-C6. A ligagao C3-C6 penetra no
anel formado pelas outras duas ligagdes dissulfeto e a cadeia peptidica. Em proteinas com oito
cisteinas as pontes dissulfeto seguem a disposicao C1-C4, C2-C5, C3-C8 e Co6-C7
(Langenegger et al., 2019; Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013; Norton, Pallaghy, 1998) (Figura
7A).

O motivo DDH ¢, provavelmente, o mais ancestral. Ele formado por duas folhas 8
antiparalelas estabilizadas por duas pontes dissulfeto e uma terceira ponte se forma sem ligar
as folhas B. As ligagdes tém a disposigao C1-C3, C2-C5 e C4-C6 (Kuhn-Nentwig et al., 2011;
Shu et al., 2002) (Figura 7B).
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O motivo Kunitz apresenta uma pequena hélice 310 em sua regido N-terminal, uma o-
hélice na regido C-terminal e trés folhas B antiparalelas, seguindo o padrao de formagdo de
pontes dissulfeto C1-C6, C2-C4 e C3-C5. Apesar da semelhanca estrutural com inibidores de
protease, muitos peptideos de veneno que possuem o dominio Kunitz foram descritos como
bloqueadores de canais de potassio (Langenegger et al., 2019; Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013)
(Figura 7C).

A

—— 1

ICK DDH Kunitz-type
omega-hexatoxin-Hv1a U1-theraphotoxin-Hs1a Kunitz-type
Hadronyche versuta Cyriopagopus schmidti kappaPl-theraphotoxin-Hs1a
UniProt: P56207 UniProt: P82959 Cyriopagopus schmidti

UniProt: P68425

Figura 7 - Exemplos de peptideos de venenos de aranhas que possuem os trés tipos de motivos “né de cistina”.
As cisteinas conectadas por pontes dissulfeto estdo numeradas, sendo que estas pontes sdo mostradas em
amarelo. Uma representacdo esquematica linear de cada motivo estd mostrada abaixo de cada imagem
correspondente. A por¢io N-terminal das moléculas estéd indicada pela letra N. (A) Toxina Omega-hexatoxin-
Hvla, que possui o motivo tipo inhibitory cysteine knot. A ponte dissulfeto colorida em laranja penetra no anel
formado pelas outras duas ligagdes dissulfeto e a cadeia peptidica. (B) Toxina Ul-theraphotoxin-Hsla, que
possui 0 motivo tipo disulfide-directed (-hairpin. A ponte dissulfeto colorida em azul ¢ opcional para este
motivo. (C) Toxina Kappa Pl-theraphotoxin-Hsla, que possui o motivo tipo Kunitz. Adaptado de: Langenegger
etal., 2019.

Os peptideos neurotdxicos formam complexos estdveis com uma ampla gama de
canais e receptores de membranas de células excitaveis e sdo eficazes até em concentragdes
nanomolares. Eles podem atuar em canais i0nicos sensiveis a voltagem de diferentes subtipos,
retardando a inativagdo, inibindo a abertura ou alterando o limite potencial para ativagao.
Outros alvos incluem canais i6nicos sensiveis a acido, canais de potassio ativados por célcio e
canais i6nicos receptores de potencial transitorio (Langenegger et al., 2019).

Os canais i6nicos de células excitdveis sdo responsdveis pela transducdo de sinal
adequada e a interrupcao desta funcao pode afetar a coordenagdo, locomocdo, respiracao e

funcdes cardiacas levando a varios sintomas como convulsdes, paralisia e até morte. Os
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efeitos toxicos, no entanto, podem ser dependentes do tipo de presa, da especificidade das

neurotoxinas e dos receptores presentes nas células (Langenegger et al., 2019).

1.3.4 Proteinas e enzimas

Por muito tempo acreditava-se que as enzimas e proteinas tinham um papel menos
importante em venenos de aranha. A maioria das publicagdes restringia-se a descrever as
enzimas que agem na matriz extracelular ou na membrana das células, facilitando o
espalhamento das toxinas. Mais recentemente um nUmero crescente de proteinas foi
identificado e entdo sugeriu-se a separa¢do destas em trés classes funcionais: enzimas que
atuam como fator de espalhamento, proteinas que tém uma funcdo dentro da glandula de
veneno e as que atuam diretamente em alvos importantes das presas (Langenegger et al.,
2019).

Entre as enzimas que auxiliam o espalhamento do veneno estdo as hialuronidases (da
Silveira et al., 2007; Kaiser, 1956; Rocha-e-Silva et al., 2009), colagenases (Atkinson,
Wright, 1992; Nagaraju et al., 2007) e fosfolipases do tipo A (Kuhn-Nentwig et al., 2011).
Aranhas da familia Sicariidaec possuem também esfingomielinase D (fosfolipase tipo D),
enzima responsavel por efeitos necroticos em humanos e com potente efeito neurotoxico em
insetos (Langenegger et al., 2019; Zobel-Thropp et al., 2012).

Proteinas com uma fung@o potencial na glandula de veneno incluem, por exemplo,
serino proteases responsaveis pela clivagem de propeptideos de toxinas imaturas, proteinas
dissulfeto isomerases e carboxipeptidases (Kuhn-Nentwig et al., 2019; Langenegger et al.,
2019). Entre as proteinas que atuam diretamente em alvos importantes das presas podem ser
citadas uma acetilcolinesterase do veneno de Trittame loki (Undheim et al., 2013) e uma a-
amilase, que pode causar hiperglicemia devido a liberagao rapida de grandes quantidades de
glicose (Kuhn-Nentwig et al., 2019).

As latrotoxinas sd3o os componentes de maior tamanho presentes em venenos de
aranhas, possuindo massa molecular variada entre 110 e 140 kDa, e sdo proteinas que nao
possuem atividade enzimatica. Elas foram identificadas nos géneros Latrodectus, Steatoda e
Achaearanea (Nentwig, Kuhn-Nentwig, 2013). Em estudos realizados com as espécies
Latrodectus mactans, L. tredecimguttatus e L. hasselti foram identificadas sete destas
proteinas, que sdo seletivamente toxicas a trés diferentes grupos, sdo elas: a a-latrotoxina, que
¢ seletiva aos vertebrados; a o-latrocrustotoxina, que ¢ seletiva para crustdceos; e as

latroinsectotoxinas, que sdo seletivas para insetos (Grishin, 1998). As a-latrotoxinas sdao as
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mais bem caracterizadas, elas possuem trés dominios distintos e t€ém grande afinidade para a
formag¢ao de dimeros que, por sua vez, formam tetrAmeros. Neste formato elas se inserem em
membranas de células nervosas e formam poros que atuam como um canal ndo seletivo de
cations, o que causa a perda de ions Ca®" e o bloqueio da transmissdo de sinais, levando a

paralisia muscular (Rohou et al., 2007).

1.4 Diversidade do veneno de aranhas

A diversidade molecular do veneno de aranhas ¢ estimada em até 12 milhdes de
compostos. Essas toxinas possuem atividades bioldgicas distintas, muitas das quais foram
selecionadas ao longo da evolugdo para atuarem bloqueando seletivamente seus alvos
celulares (Escoubas, Rash, 2004).

Devido a sua grande especificidade, toxinas provenientes do veneno de aranhas podem
apresentar alto potencial terapéutico (Pimenta, de Lima, 2005). Tais moléculas foram
utilizadas, por exemplo, como ferramentas para elucidacdo da estrutura, fungdo e
farmacologia de receptores celulares (Adams, 2004; Ushkaryov et al., 2004). Além disso, elas
também podem vir a ajudar no desenvolvimento de biotecnologias nas mais diversas areas
como bioinseticidas (Jin et al., 2017; Xiao et al., 2018), drogas usadas para o tratamento de
doencas neurodegenerativas (Yang et al., 2019), infecciosas (de Oliveira Domingos et al.,
2018; Reis et al., 2018; Tan et al., 2018) e cancer (Barreto dos Santos et al., 2019; Lian et al.,
2018; Shen et al., 2018).

No entanto, a maior parte dos estudos realizados se restringem a analisar géneros que
causam efeitos deletérios a humanos, como Loxosceles, Phoneutria e Latrodectus. Entre as
aranhas migalomorfas os géneros mais estudos sdo Atrax, Hadronyche e Illawarra, pois estes
agrupam espécies que possuem veneno bastante toxico (Pineda et al., 2012).

Sendo assim, visto que os venenos animais possuem uma grande variedade de
componentes € que estes podem vir a ter aplicacdo biotecnoldgica, ¢ de grande importancia
realizar a caracterizagdo de venenos de aranhas que sdo de familias menos estudadas em

comparagao aquelas que causam acidente com humanos.
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1.5 A espécie Avicularia juruensis

\

A aranha Avicularia juruensis pertence a subordem Mygalomorphae e a familia
Theraphosidae, que engloba as espécies que possuem os maiores tamanhos (Fukushima,
2011). Os terafosideos sdo encontrados em regides tropicais e subtropicais e, apds atingirem a
maturidade sexual, podem viver de 2 (machos) a 25 anos (fémeas). Os individuos desta
familia despertam o interesse de pesquisadores, pois quantidades significativas de veneno ou
de hemolinfa podem ser facilmente obtidas destes animais (Foelix, 2011).

A A. juruensis (Figura 8) difere-se das demais caranguejeiras terafosideas por
apresentar cefalotdrax baixo, rima ocular pouco elevada, olhos médios posteriores muito
pequenos, queliceras com onze dentes na borda interna do sulco ungueal, labio tdo largo
quanto longo e tarsos providos de densas escopulas espatuladas, entre outras caracteristicas

(Mello-Leitao, 1922).

Figura 8 - A espécie Avicularia juruensis. A) Exemplar filhote. B) Fémea adulta (Fotos: Soraia Maria do
Nascimento). C) A espécie em seu habitat natural. Registro feito na cidade de Porto Velho, Rondénia, Brasil
(Foto: Katie Cristina Takeuti Riciluca).

Como pode ser observado nas Figuras 8A e 8B, esta espécie apresenta diferengas na
coloracdo entre filhotes e adultos. Holl (1987) destacou trés causas que podem determinar
mudangas na coloragdo de aranhas: variagcdes morfologicas, fisioldgicas e ontogenéticas, esta
ultima se refere as diferencas observadas durante o desenvolvimento do animal, o que ocorre
em A. juruensis. Esta caracteristica também ¢ verificada com as espécies Pachistopelma
rufonigrum (Dias, 2004) e Eriophora fuliginea (Graf, Nentwig, 2001).

A A. juruensis € uma espécie amazonica e, no Brasil, pode ser encontrada nos estados

do Acre, Rondonia, Amazonas, Para, Maranhdo e Mato Grosso, podendo também ocorrer em
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algumas areas do Peru, Colombia e Equador. Ela possui habitos arboricolas (Figura 8C) e
normalmente vive solitdria em troncos de arvores e folhas de palmeiras, onde constroi seus
abrigos numa altura entre 1,5 ¢ 3 metros. (Bertani, 2012; Fukushima, 2011; Fukushima,
Bertani, 2017). Esses abrigos geralmente sao construidos proximos a ninhos de aves, que
podem vir a servir de alimento para esta espécie. O nome de seu gé€nero €, inclusive, uma
alusdo a sua dieta: do latim “avicula” = pequena ave, + aria = que tem referéncia a
(Beechholdo, 1997).

Sendo assim, devido ao fato de geralmente consumir pequenas aves e também
pequenos vertebrados, acreditamos que seu veneno possui acdo rapida e diferentes tipos de
componentes que merecem ser cuidadosamente analisados utilizando-se as tecnologias 6micas

transcriptOmica e protedmica.
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo fazer a caracterizacdo do veneno da aranha

migalomorfa Avicularia juruensis.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

« identificar as moléculas que compdem o veneno da espécie Avicularia juruensis
através de andlise transcriptomica de suas glandulas de veneno;

« confirmar a presenca de tais moléculas através da analise protedmica do veneno;

o construir uma arvore filogenética ilustrativa com os principais componentes
identificados;

o verificar as similaridades destas moléculas com toxinas ja depositadas em

diferentes bancos de dados.
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3 METODOLOGIA
3.1 Animais

As aranhas da espécie Avicularia juruensis foram coletadas nas cidades de Porto
Velho e Monte Negro, Ronddnia, Brasil, sob as licengas Sisbio n° 11024-3-IBAMA e CGEN
n°® 010345/2014-0. Elas foram mantidas no biotério do Laboratério de Toxinologia Aplicada
do Instituto Butantan (Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil) sob temperatura controlada entre 24°C e
26°C, sendo alimentadas a cada 15 dias com baratas e tendo agua disponivel ad libitum.

Este trabalho seguiu os principios éticos em pesquisa animal adotados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan, tendo sido aprovado na reunifio realizada

no dia 21 de setembro de 2016 (protocolo n® CEUAx 5082310816).

3.2 Extracao do veneno

O veneno analisado neste estudo foi extraido através de estimulacao elétrica,
baseando-se na metodologia descrita por Rocha-e-Silva et al. (2009).

Primeiramente, fémeas em diferentes estagios de desenvolvimento foram anestesiadas
com CO; e imobilizadas num suporte especialmente adaptado para a contencdo de aranhas.
Os eletrodos foram posicionados na base de suas queliceras e utilizando-se um estimulador
elétrico modelo Neurodyn Portable (Ibramed, Amparo, SP, Brasil) foram aplicados choques
de 35 V, com frequéncia de 10 Hz e durac¢do de 0,5 ms. O veneno foi coletado diretamente
dentro do tubo de microcentrifuga onde as presas estavam posicionadas (Figura 9), desta

forma, evitou-se a contaminagao por fluidos digestivos.

Figura 9 - Extragdo de veneno de uma fémea da espécie Avicularia juruensis. A) A aranha, anestesiada com
CO,, foi imobilizada num suporte especial e suas presas foram posicionadas dentro de um tubo de
microcentrifuga. B) Os choques foram aplicados na regido basal das queliceras e o veneno foi diretamente
coletado dentro do tubo de microcentrifuga, totalmente livre de contaminagdes (Fotos: Katie Cristina Takeuti
Riciluca e Thais Trostli Costella, respectivamente).
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Apbs a coleta, o veneno foi imediatamente colocado em gelo e, em seguida,
centrifugado a 2.450 xG, durante 10 minutos e sob temperatura de 4°C. Sua fragdo soluvel foi

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

3.3 Andlise transcriptomica

O transcriptoma completo das glandulas de veneno de A. juruensis foi feito em
parceria com o Setor de Gendmica e Transcriptomica do Laboratorio de Toxinologia Aplicada
do Instituto Butantan.

Para a execugdo do experimento, cinco fémeas foram submetidas a extragdo de veneno
trés dias antes da remoc¢do de suas glandulas, esse intervalo foi empregado para que elas
tivessem tempo suficiente para produzir uma boa quantidade de mRNA contendo a
informagdo para a sintese das toxinas. Em seguida, as aranhas foram anestesiadas com CO; e
com o auxilio de pingas e uma lupa suas glandulas de veneno foram removidas,
primeiramente por sec¢do da insercdo das queliceras com o cefalotérax, seguida pela sec¢ao
da parte inferior da quelicera e, por fim, pela retirada das glandulas (Figura 10), as quais

foram imediatamente conservadas em freezer -80°C. Por fim, os animais foram eutanasiados.

Figura 10 - Etapas da remogédo das glandulas de veneno de fémeas de Avicularia juruensis. A) Primeiramente as
queliceras inteiras foram removidas. B) Realizou-se uma sec¢do da parte inferior da quelicera. C) Por fim, a
glandula de veneno foi retirada intacta (Fotos: Soraia Maria do Nascimento).

® Tissue

As glandulas obtidas foram homogeneizadas no equipamento Polytron
Homogenizer (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, EUA) e o RNA total foi extraido com
TRIzol™ Reagent (Thermo Fisher Scientific Incorporated, Waltham, MA, EUA). O mRNA foi
isolado com esferas magnéticas oligo (dT) do kit Dynabeads® mRNA DIRECT™ (Thermo) e
quantificado utilizando-se Quant-iT" RiboGreen® RNA Assay Kit (Thermo), em seguida, sua
integridade foi avaliada através de eletroforese capilar em chip RNA 6000 Pico no

equipamento 2100 BioAnalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).
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O mRNA obtido foi usado para construir a biblioteca de cDNA, a qual foi preparada
seguindo o protocolo padrao do kit TruSeq RNA Sample Prep ({llumina, San Diego, CA,
EUA). Posteriormente, essa biblioteca foi sequenciada no sistema [llumina HiSeq 1500 em
uma célula de fluxo paired end, médulo Rapid Run de 2*150 pb (pares de bases) por 300
ciclos, de acordo com o procedimento padrao do fabricante do equipamento (//lumina).

Para extrair os dados adquiridos pelo sequenciador ///lumina HiSeq 1500 foi utilizado o
software CASAVA, versao 1.8.2 ({llumina). Apos o pré-processamento e aplicagdo de filtros
para obtencdo de reads de alta qualidade, iniciou-se a montagem de novo dos transcritos com
a ferramenta rnaSPADES, versdo 3.10.1 (Bushmanova et al. 2019). Em seguida, os transcritos
montados foram filtrados de acordo com o tamanho minimo de 300 pb e cujo nivel de
expressdo apresentasse FPKM (Fragments Per Kilobase of exon per Million fragments
mapped) maior do que 1, excluindo-se, assim, resultados que podem representar artefatos.
Adicionalmente, os transcritos redundantes foram removidos utilizando-se o software CD-

HIT (Fu et al., 2012; Li, Godzik, 2006).

3.3.1 Estimativa de abunddncia

A estimativa de abundancia foi avaliada através do alinhamento dos transcritos obtidos
contra o transcriptoma montado, seguido pela analise utilizando o método RSEM (RNA-Seq
Expectation Maximization) (Li, Dewey, 2011). O RSEM tem o objetivo de estimar o nivel de
expressao aproximado para cada transcrito, gerando o FPKM para cada um. Este método foi
utilizado pois ndo necessita de genoma de referéncia e pode determinar com confiabilidade a
abundancia de isoformas, variantes de splicing e genes duplicados em transcriptomas

montados pelo método de novo.

3.3.2  Anotagdo funcional

Inicialmente, os transcritos foram mapeados com a ferramenta BLASTx (Altschul et
al., 1990) contra bancos especificos de toxinas como o Animal Toxin Database (He et al.,
2008), UniProtToxinVenom (The UniProt Consortium, 2015) e ArachnoServer (Pineda et al.,
2018). De forma mais abrangente, foram feitos alinhamentos contra os bancos Non-
Redundant protein sequences - nr e Transcriptome Shotgun Assembly - tsa_nr do NCBI, além
do Gene Ontology (Ashburner et al., 2000) e UniProtKB/Swiss-Prot (Apweiler et al., 2004).

Para os alinhamentos foram utilizados pardmetros de e-value menor do que 1e-05.
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A identificacdo de potenciais sequéncias codificadoras e a predi¢do das proteinas
foram  feitas  empregando-se a  ferramenta  TransDecoder,  versio  2.0.1
(https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki/) considerando o parametro padrdo
minimum lenght de 60 pb.

Os transcritos contendo sequéncias codificantes foram alinhados por BLASTp
(Altschul et al., 1990) contra os bancos de dados UniProtKB/Swiss-Prot, nr e tsa_nr do NCBI,
com corte de e-value de 1e-05. As proteinas preditas foram avaliadas quanto a presenca de
dominios conservados utilizando-se o software HMMER3 (Wheeler, Eddy, 2013), alinhando-
as contra o banco de dados de dominios Pfam (EI-Gebali et al. 2019).

O TransDecoder pode identificar mais de uma sequéncia codificante por transcrito,
mas apenas uma foi selecionada baseando-se na ordem de prioridade: UniProtKB/Swiss-Prot,
banco de dados Pfam e tsa nr. Sendo assim, todos estes bancos de dados foram utilizados

para anotagdo e sele¢do do melhor candidato para transcrito.

3.3.3 Anotacdo manual

A anotacdo manual do transcriptoma foi feita analisando-se cada transcrito e
comparando-se os resultados obtidos nos alinhamentos feitos contra os bancos de dados
UniProtKB/Swiss-Prot e ArachnoServer, com corte de e-value <le-06. Desta forma, os
transcritos foram classificados como:

» “Cell”: transcritos com similaridade com moléculas envolvidas em fun¢des celulares;

* “No match”: transcritos que ndo apresentaram similaridades com as moléculas
depositadas nos bancos UniProtKB/Swiss-Prot e ArachnoServer;

» “Toxin”: transcritos que apresentaram similaridade com toxinas depositadas nos
bancos UniProtKB/Swiss-Prot € ArachnoServer (em ambos ou em um dos dois, com e-value
<le-06);

» “Unknown’: transcritos que apresentaram similaridade com moléculas classificadas

como putativas ou nao caracterizadas.

Apos a classificacao dos transcritos, foi feito o célculo da porcentagem de expressao
génica para cada categoria. Para isso, somou-se o FPKM de todos os transcritos da mesma
categoria e o valor obtido foi dividido pela soma do FPKM total do transcriptoma, o resultado

obtido foi entdo multiplicado por 100.


https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki/
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Os transcritos classificados como “Toxin” foram submetidos a buscas mais minuciosas
utilizando-se a ferramenta BLASTp e agrupados de acordo com os dados obtidos.
Considerou-se apenas os resultados onde houveram similaridades com componentes de
venenos, nos quais os alinhamentos ocorreram com a regido ativa das moléculas, com e-value
<le-06. Também foram feitos calculos da porcentagem de expressdo génica para cada grupo

de toxinas, seguindo-se os passos ja citados anteriormente.

3.3.3.1 Bancos de dados montados a partir do transcriptoma

A partir dos resultados do transcriptoma foram criados trés bancos de dados, que
foram utilizados na analise bioinformatica. Eles foram denominados:

* “Best candidates”: contendo os 46.537 transcritos obtidos apds a anotagdo funcional.
Foram excluidos os redundantes e os que possuiam FPKM menor do que 1;

* “UniProt toxins”: contendo 447 transcritos, os quais apresentaram similaridade com
toxinas depositadas nos bancos de dados UniProtToxins € VenomKB (Romano et al., 2018);

» “Transcriptoma anotado”: contendo os 203 transcritos (que correspondem as
proteinas preditas) obtidos apos a anotagdo manual. Estes apresentaram similaridades com

componentes de venenos nas analises feitas utilizando-se BLASTp.

3.4 Preparo das amostras para a analise por espectrometria de massas (reducdo, alquilagdo e
tripsinizagdo)

O processo de digestdo proteica foi feito baseando-se no protocolo utilizado pela
equipe do Laboratorio de Protedmica da Universidade Federal de Sdo Paulo - UNIFESP (de
Almeida, 2018).

Um miligrama de veneno liofilizado de A. juruensis foi reconstituido em 100 pL de
agua ultrapura Milli-Q (Merck Millipore, Burlington, MA, EUA), foram coletadas duas
aliquotas de 13 pL cada (correspondente a 130 pg de veneno cada) e o volume das mesmas
foi completado para 50 pL utilizando-se uma solu¢do de bicarbonato de amoénio 50 mM. Em
seguida, realizou-se uma incubacdo sob temperatura de 80°C durante 15 minutos e,
posteriormente, uma centrifugacao a 2.000 rpm por 3 minutos.

A reducdo das ligacdes dissulfeto nos residuos de cisteina foi feita pela adicao de 2,5
pL de solugcdo 100 mM ditiotreitol (GE healthcare, Center Valley, PA, EUA), as amostras
foram incubadas a 60°C durante 30 minutos e, em seguida, centrifugadas a 2.000 rpm por 3

minutos. A fim de se evitar que as liga¢des dissulfeto se formassem novamente, as cisteinas
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foram alquiladas através da adicdo de 2,5 puL de solugdo 300 mM iodoacetamida (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), sendo também realizada uma nova incubagdo de 30
minutos, sob temperatura ambiente e protegida da luz. Apos esse intervalo, adicionou-se 2 pul
de solugao de tripsina bovina (Promega, Madison, WI, EUA), com concentracao de 0,25
ug/ulL (propor¢do final de 1:250 enzima/proteina, aproximadamente), e as amostras foram
entdo incubadas sob temperatura de 37°C overnight. Apos esse periodo, a acdo da enzima foi
interrompida com a adigdo de 10 pL de solucdo de acido trifluoracético 5%, as amostras
foram aquecidas a 37°C e incubadas nesta temperatura durante 90 minutos. Ao final de todo
este processo, a concentragdo do veneno na solucgdo era de, aproximadamente, 2 pg/pL.
Possiveis materiais particulados foram removidos do volume final das amostras com o
uso de filtros de fluoreto de polivinilideno (Merck Millipore) com tamanho de poro de 0,22
pum. As amostras de veneno foram inseridas em vials e encaminhadas para andlise no

espectrometro de massas.

3.5 Analise por espectrometria de massas

A andlise por espectrometria de massas foi realizada no Laboratorio de Espectrometria
de Massas Aplicadas a Biomoléculas - LEMBio da Escola Paulista de Medicina
EPM/UNIFESP, utilizando-se o equipamento Synapt G2 HDMS (Waters, Milford, MA,
EUA) acoplado a um sistema de cromatografia nanoAcquity UPLC (Waters).

As amostras previamente digeridas foram submetidas a analise por LC-MS/MS pela
metodologia Data Dependent Acquisition - DDA. Inicialmente, 5 pl. de cada amostra
(aproximadamente 10 pg de veneno) foram aplicados em uma coluna C18 nanoAcquity trap
Symmetry (180 um x 20 mm) (Waters) utilizando-se solu¢ao de acido férmico 0,1%, sob
fluxo de 8 pL/min durante 5 minutos. Em seguida, os peptideos foram fracionados em uma
coluna analitica capilar C18 nanoAcquity BEH (75 pm x 150 mm, 1,7 um) (Waters)
empregando-se uma fase movel bindria composta por agua (Fase A) e acetonitrila (Fase B),
ambas com 0,1% de 4cido férmico. As eluigdes foram realizadas com um gradiente de 7% até
35% de Fase B durante 90 minutos, sob fluxo de 0,275 pL/min.

Foi adquirido o MS full scan dos ions precursores em faixa de m/z entre 300-1.600 em
ciclos de 0,5 segundo. Para analise MS/MS, foram selecionados os quatro ions precursores
duplamente ou triplamente carregados que apresentaram maior intensidade, em seguida, os
espectros MS/MS obtidos por CID com argoénio foram adquiridos por 0,5 segundo na faixa de

m/z entre 50-2.000. Para evitar a selecdo de um mesmo ion pelos 45 segundos seguintes,
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foram utilizados outros critérios como a intensidade minima de ions de 2.500 contagens e
aplicagdo de exclusdao dinamica de picos.

A calibra¢ao do equipamento foi realizada anteriormente a primeira injecao e durante
a corrida analitica a cada 60 segundos, utilizando como padrao o Glufibrinopeptideo (Waters)

em concentragdo igual a 500 fmol/uL e fluxo de 0,5 pL/min.

3.6 Analise bioinformatica

Os dados obtidos por espectrometria de massas foram submetidos a analise
bioinformatica utilizando-se o sofiware PEAKS 8.5 (Bioinformatics Solutions Incorporated,
Waterloo, Ontario, Canadd). Através da funcdo PEAKS DB (Database Search) os espectros
foram comparados com os bancos de dados previamente criados (item 3.3.3.1), aplicando-se
0s seguintes parametros: tolerancia de erro de 10 ppm e de 0,025 Da para o ion precursor e
para os fragmentos, respectivamente; carbamidometilacdo das cisteinas determinada como
uma modificacdo pos-traducional fixa; deamidag¢do da asparagina e da glutamina, oxidacao
das metioninas e acetilacdo dos N-terminais determinadas como modificagdes variaveis.

As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas com o software SeaView (Gouy et al.,
2010) utilizando-se a opgao ClustalO e, posteriormente, coloridas com a ferramenta Sequence
Manipulation Suite (Stothard, 2000) e Jalview (Waterhouse et al., 2009).

O diagrama de Venn foi gerado com a ferramenta online Venny 2.0
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html), que realizou a montagem por meio da
sobreposicdo das listas de proteinas identificadas para cada banco de dados. Tais listas foram
fornecidas pelo software PEAKS 8.5 ap6s a andlise dos resultados obtidos por espectrometria

de massas.

3.7 Arvore filogenética ilustrativa

Através das andlises transcriptomica, protedmica e bioinformatica observou-se que as
U-terafotoxinas sdo os componentes mais abundantes do veneno de A. juruensis e, por essa
razdo, estas toxinas foram selecionadas para a constru¢do de uma arvore filogenética
ilustrativa. Para isso, primeiramente, foram obtidas as U-terafotoxinas disponiveis nos bancos
de dados UniProt (The UniProt Consortium, 2017) e GenBank (Benson et al., 2017), sendo
escolhidas as classificadas como Reviewed e as que possuiam mais detalhes sobre sua

estrutura e funcao. Todas as U-terafotoxinas assim obtidas foram alinhadas com as U-


http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html/
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terafotoxinas do veneno de A. juruensis, selecionando-se aquelas que foram identificadas em
comum tanto na andlise transcriptomica quanto protedomica (total de 50). Adicionalmente,
nestes alinhamentos foram utilizadas como referéncias duas toxinas de grupos externos: U2-
sicaritoxin-Lila (UniProt 1D: Q6B4T3), do veneno de Loxosceles intermedia, ¢ U7-
ctenitoxin-Pnla (UniProt 1D: P81791), do veneno de Phoneutria nigriventer.

Em seguida, os resultados foram analisados com a ferramenta Prottest 2.4 (Abascal et
al., 2005), que selecionou o modelo de substituigado de aminodcidos de Whelan ¢ Goldman,
com distribui¢do Gamma, como o modelo de evolugdo de proteinas que melhor se ajustou aos
alinhamentos das toxinas. As analises estatisticas bayesianas foram realizadas no pacote
BEAST 1.7.5 (Drummond, Rambaut, 2007), utilizando-se o método Markov Chain Monte
Carlo - MCMC. Foram executadas quatro analises MCMC independentes, cada uma delas
consistiu em 25 milhdes de geracdes e as arvores foram amostradas a cada 1.000 geragdes.
Posteriormente, a convergéncia foi inspecionada com Tracer versdo 1.5 (Rambaut et al.,
2018), empregando-se um nivel estacionario apds Burnin de 10%. As arvores obtidas foram
usadas para gerar uma Unica arvore de credibilidade maxima com a ferramenta TreedAnnotator
versao 1.7.5 (Helfrich et al., 2018), a visualizacdo e edi¢dao foi feita utilizando-se FigTree

versao 1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Andlise transcriptomica das glandulas de veneno de Avicularia juruensis

No experimento de andlise transcriptomica das glandulas de veneno da aranha A.
juruensis foram obtidos 64.020 transcritos. Deste total foram removidos os que possuiam
FPKM menor do que 1 e os redundantes, ou seja, aqueles com sequéncia nucleotidica
exatamente igual entre si, sendo mantidos apenas os que apresentaram maior FPKM. Desta
forma, foi obtida uma listagem final com 46.537 transcritos. Estes foram manualmente
anotados seguindo-se a metodologia descrita anteriormente no item 3.3.3. 10.715 transcritos
foram classificados como “Cell”, 34.953 como “No match”, 365 como “Toxin” € 509 como
“Unknown”. Estes resultados podem ser observados na Figura 11, que mostra as porcentagens
de expressdo génica de cada categoria. Estas medidas indicam o quanto determinado
transcrito estava sendo expresso pelas células da glandula de veneno no momento em que foi

realizada a analise transcriptomica.

Unknown
0,42%
(509)

Cell
~._16.67%
(10715)

Tt ox.in/

o,
65.81% No match
(365) 17.10%
(34.953)

Figura 11 - Grafico indicando as porcentagens de expressdo génica das categorias nas quais os transcritos
obtidos na analise transcriptomica das glandulas de veneno de Avicularia juruensis foram classificados, de
acordo com os resultados obtidos nas buscas realizadas utilizando-se os bancos de dados UniProt e
ArachnoServer. Entre parénteses sdo mostradas as quantidades de transcritos incluidos em cada categoria.

Uma pequena parte dos transcritos foi classificada como “Unknown”, eles representam
0,42% da expressdo génica das células da glandula de veneno. As moléculas com as quais eles
apresentaram similaridade ndo foram totalmente caracterizadas ou s@o proteinas putativas
ligadas a fungdes ou estruturas celulares.

Os transcritos incluidos na categoria “Cel/” totalizam 16,67% da expressdo génica,
eles correspondem a componentes celulares e a proteinas ligadas ao metabolismo como, por

exemplo, transposases, histonas e ubiquitinas. A preseng¢a destes tipos de moléculas ¢ normal



54

em analises transcriptomicas, visto que todas as células necessitam sintetizar componentes
que sdo indispensaveis para sua manutencdo. Fuzita et al. (2015) utilizaram analise
transcriptomica e protedmica para investigar o processo digestivo no escorpido Tityus
serrulatus e identificaram transcritos envolvidos nao apenas com a digestao, mas também em
muitos aspectos diferentes da homeostase celular.

A presenca de transcritos que apresentaram similaridade com moléculas envolvidas
em fungdes celulares também pode confirmar o quanto as células das glandulas estdao
envolvidas na produ¢dao de veneno. Em trabalho realizado por Diniz et al. (2018), onde foi
feita a andlise transcriptomica das glandulas de veneno da aranha Phoneutria nigriventer, foi

visto que dos 49.992 transcritos, 21.882 correspondiam a proteinas ligadas a processos

o~

bioldgicos, fungdes moleculares ou eram componentes celulares. As moléculas ligadas

O~

processos bioldgicos, como a traducdo, eram abundantes, indicando que a glandula
altamente comprometida com a sintese proteica. Além disso, foram identificados muitos
transcritos com fungdes relacionadas a sintese e processamento de proteinas, confirmando que
a maior parte da atividade da glandula ¢ dedicada a producao de veneno.

Quase 35 mil transcritos, que representam 17,10% da expressdo génica das glandulas
de veneno de A. juruensis, nao apresentaram similaridades com as moléculas depositadas nos
bancos de dados UniProt e ArachnoServer e foram classificados como “No match”. Eles
podem representar toxinas que sao especificas para o veneno da espécie estudada. De Oliveira
et al. (2018) também observaram no transcriptoma das glandulas de veneno dos escorpides
Tityus obscurus e Tityus serrulatus a presenca de transcritos que ndo possuem similaridades
com moléculas ja descritas, eles representam 14,97% e 21,99% do total de transcritos,
respectivamente. Os autores deste trabalho também propdem que estes transcritos podem
representar toxinas que sao exclusivas para as espécies analisadas.

E importante destacar que mesmo estando em menor quantidade os transcritos
classificados “Toxin” apresentam a maior porcentagem de expressdo génica, totalizando
65,81%. Eles representam transcritos que possivelmente sdo toxinas.

Diniz et al. (2018) também observaram que, mesmo estando em menor quantidade
(apenas 2% de um total de 49.992), os transcritos que correspondem a componentes de
veneno respondem por 65% da expressdo génica das células da glandula de veneno de P.
nigriventer. Este resultado mostra que a maioria das proteinas produzidas nas glandulas de
veneno desta espécie estdo relacionadas as toxinas do veneno, assim como em A. juruensis.

Com o objetivo de melhor caracteriza-los, os transcritos “Toxin” foram submetidos a

novas buscas utilizando-se a ferramenta BLASTp e foram classificados de acordo com as
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similaridades observadas. Os resultados podem ser verificados na Figura 12, que mostra as

porcentagens de expressdo génica de cada categoria:

Componente de veneno

0,
T —— 0,6320% (29)
0,0071% (5) CRISP
2.8100% (3)
Hialuronidase

0.0200% (2)

Molécula de funcdo celular
1.0670% (40)

Terafotoxina —
75.2278% Neprilisina
(155) 0.0011% (8)

Niao significativo
20,2143%(117)
| Fosfolipase A

Fosfolipase D 0.0205% (4)
0,0003% (2) -

Figura 12 - Grafico indicando as porcentagens de expressdo génica das categorias nas quais os transcritos
“Toxin”, que representam potenciais toxinas, foram classificados apds as buscas realizadas utilizando-se a
ferramenta BLASTp. Entre parénteses sao mostradas as quantidades de transcritos incluidos em cada categoria.

Apods as andlises com BLASTp, 117 transcritos, que representam 20,2143% da
expressao génica dentro do grupo “7Toxin”, foram classificados como “Nao significativo”, pois
nao se alinharam com as regides ativas das toxinas com as quais apresentaram similaridade.
Isso pode ser explicado pelo fato de que estes transcritos ndo foram completamente montados
durante a analise transcriptomica.

Quarenta transcritos (1,0670% da expressdo génica) foram classificados como
“Molécula de fun¢do celular”, por apresentarem similaridade com proteinas envolvidas em
fungdes celulares, e 5 transcritos (0,0071% da expressao génica) foram classificados como
“Unknown”, pois possuem similaridade com moléculas classificadas como putativas ou nao
caracterizadas. Nestes casos os valores de e-value obtidos por BLASTp foram melhores dos
que os obtidos nas buscas feitas com UniProt e ArachnoServer. Como o BLASTp possui
maior quantidade e variedade de moléculas depositadas em seu banco de dados foi possivel
identificar estas reais similaridades, sendo assim, estes transcritos que inicialmente eram
considerados como possiveis toxinas foram reclassificados.

Excluindo-se os transcritos das categorias “Molécula de funcgdo celular”, “Nao
significativo” e “Unknown” obtém-se uma lista com 203 deles. Estes foram analisados

cuidadosamente e foram utilizados para montar o banco de dados denominado
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“Transcriptoma anotado”, empregado na analise bioinformatica dos resultados adquiridos por

espectrometria de massas.

4.1.1 Componentes de veneno

A categoria “Componente de veneno” reine 29 transcritos que possuem similaridade
com diferentes tipos de moléculas. A Tabela 1, a seguir, mostra os resultados obtidos nas
analises feitas utilizando-se a ferramenta BLASTp e a Tabela A. I. (Apéndice I) indica estes

resultados com mais detalhes.

Tabela 1 - Toxinas com as quais os transcritos da categoria “Componente de veneno” apresentaram
similaridade, de acordo com as buscas realizadas utilizando-se a ferramenta BLASTp. A Tabela também indica a
fungdo descrita para estas toxinas. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua identificacdo
numérica. As porcentagens de expressdo génica se referem ao conjunto dos transcritos que possuem similaridade
com uma mesma toxina.

Expressao

Funcio descrita  Transcritos com

Toxina para a toxina* similaridade génica dent.ro
da categoria
BLTX228 Nao conhecida Ajur8384 0,2310%
Ajur21511
Ajur25684
BLTX669 Nao conhecida Ajurl7621 0,8675%
Ajur48290
Carboxylic ester hydrolase  Acetilcolinesterase Ajurl413 0,8521%
Chymotrypsin Inibidor enzimatico Ajur23233 5,7016%
inhibitor-like Ajur24070
Cystatin-1 Inibidor enzimatico Ajur7877 3,6776%
Ajurl5507
EF-hand protein-like Papel na secregdo Ajur3310 19,5719%
protein de toxinas Ajurl1434
Endothelin-converting ~ Metaloendopeptidase Ajur48047 0,0212%
enzyme 1
Kunitz-type serine protease  Inibidor de serino Ajur18807 0,4029%
inhibitor spermatin protease
Peptidase-like Metaloendopeptidase Ajur5037 0,4677%
protein Ajur5674
Ajur19434
Spider venom protein Nao conhecida Ajur29594 0,1073%

NPTX C771

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.

Continua na pagina 57.
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Continuacao da Tabela 1.

~ . . Expressao
Funcao descrita  Transcritos com P

Toxina para a toxina* similaridade génica dent.ro
da categoria
TCTP1-1 Causa edema e Ajur8701 52,9086%
inflamacdo e aumenta  Ajur10276
a permeabilidade
vascular
Toxin-like Nao conhecida Ajur13814 6,3687%
protein 14 Ajurl5625
Ajur20339
Ajur23665
Ul-hexatoxin-Iwle Nao conhecida Ajur9290 7,7908%
U24-ctenitoxin-Pnla Nao conhecida Ajur12508 0,3764%
U3-aranetoxin-Cel a-like Nao conhecida Ajur60093 0,0185%
US8-agatoxin-Aola-like Nao conhecida Ajur13904 0,0368%
Venom peptide Provavel inibidor Ajurl8753 0,5995%
SjAPI-2-like enzimatico

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.

Entre os resultados mais interessantes podemos observar que o transcrito Ajurl413
possui similaridade com a enzima acetilcolinesterase, que ¢ capaz de hidrolisar rapidamente o
neurotransmissor acetilcolina nas sinapses neuronal e neuromuscular, interferindo na
transdugao de sinal.

A existéncia de acetilcolinesterase em venenos de serpentes ja € conhecida hé bastante
tempo (Duhaiman et al., 1996; Frobert et al., 1997) e, em trabalho realizado com a espécie
Bungarus fasciatus, Bourne et al. (2015) obtiveram pela primeira vez a estrutura cristalina
desta enzima.

Em venenos de aranhas a preseng¢a desta molécula foi descrita uma unica vez por
Undheim et al. (2013) em estudo realizado com a espécie Trittame loki. A Figura 13 mostra o
alinhamento desta acetilcolinesterase com a de A. juruensis, onde ¢ possivel observar que os
aminodacidos localizados nos sitios ativos e as cisteinas que formam pontes dissulfeto se

alinham perfeitamente.
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Ajurldl3 360 LH A GSQ ——DIiKQEE VGLIgONSTNPPPQVVS G SINTS

Sitio ativo

Ponte dissulfeto

| v
W4VsSJ0 415 E-mRrsETEG T ¥4 92D SITRGIANV ) EITSP i
Ajurlédl3 419 S TKE DS LSE Al RGIEg VI (T2 03 Iel1 G- F

Ponte dissulfeto (continuagao)

W4vsJo 476 Q NYPE RTLEEYYTRTHT EDLKLKNGS Sh4=1L ATIR:T
Ajurl4dl3 478 P SSYp4yP I RS&MERHVT GVPTASKTE E L.«LEI®. P
Ponte dissulfeto (final)

|
W4vsJo 537 NEQINGSEQ Ki 2P I-
Ajurl4l3 539 KRLKMSEEP REIYF\43S
Figura 13 - Alinhamento e comparagdo do transcrito Ajurl413 com a acetilcolinesterase do veneno da aranha
Trittame loki (UniProt 1D: W4VSJ0). Estdo indicados o peptideo sinal, as cisteinas que formam as pontes
dissulfeto e os aminoacidos localizados nos sitios ativos. Os aminoacidos conservados sdo mostrados em preto,

0s que possuem 0 mesmo cardter quimico sdo mostrados em cinza e os aminoacidos ndo conservados sdo
mostrados em branco. O Simbolo (-) representa os gaps.
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Os transcritos Ajur3310 e Ajurl1434 correspondem a 19,57% da expressdo génica
dentro da categoria “Componente de veneno”. Eles apresentaram similaridade com a
molécula “EF-hand protein-like protein”, presente nas glandulas de veneno da aranha
Haplopelma schmidti. A familia EF-hand protein ¢ composta por proteinas com motivos
conservados de ligagdo ao Ca®" e que possuem importantes papéis bioldgicos na comunicagio
intracelular (Junqueira-de-Azevedo et al., 2003).

A Figura 14 indica que o alinhamento dos transcritos Ajur3310 e Ajurl1434 com a
EF-hand protein-like protein de H. schmidti & praticamente total. Os autores que descreveram
esta molécula propdem que ela tem papel fundamental na secre¢do das proteinas do veneno de
H. schmidti (Jiang et al., 2010). Portanto, as EF-hand protein-like do transcriptoma de A.

Jjuruensis provavelmente ndo estdo presentes no veneno, mas atuam na liberacdo das toxinas.

B5M6G5 1
Ajur3310 1
Ajurll434 1

B5M6G5 64
Ajur3310 64
Ajurll434 64

B5M6G5 127
Ajur3310 127
Ajurlld34 127

Figura 14 - Alinhamento ¢ comparacdo dos transcritos Ajur3310 e Ajurl1434 com a EF-hand protein-like
protein de Haplopelma schmidti (UniProt ID: BSM6GS). Os aminoacidos conservados sdo mostrados em preto,
0s que possuem 0 mesmo carater quimico sdo mostrados em cinza ¢ os aminoacidos ndo conservados sdo
mostrados em branco.

O transcrito Ajur48047 apresentou similaridade com a molécula “Endothelin-
converting enzyme 1” do genoma da aranha Stegodyphus mimosarum. Esta enzima catalisa a
etapa final da biossintese de endotelinas, que sdo peptideos vasoconstrictores (Bras-Silva,
Leite-Moreira, 2008). No estudo realizado por de Oliveira et al. (2018) observou-se a
presenca de Endothelin-converting enzyme 1 no proteoma do veneno do escorpido Tityus
obscurus, porém seu papel no envenenamento ainda nao foi esclarecido.

Os transcritos Ajur8701 e Ajurl0276 tém similaridade com a toxina “TCTP1-1”
(Translationally-controlled tumor protein homolog) do veneno da aranha Grammostola rosea
e correspondem a expressivos 52,9% de expressdo génica dentro da categoria “Componente
de veneno”. Na Figura 15 pode-se observar que o alinhamento dos transcritos com esta toxina

¢ completo:
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M5B4R7 IEMT T FKDMITGDEMFTDSSKYKVVDDCIIFEVECRHVTRRMGD IQLEGANPSQEEADEGTDE
Ajur8701 1 IIIFKDIITGDEMFTDSSKYKVVDDCIFEVECRHV.RRMGDIQLEGANPSQEEADEGTDE
Ajurl0276 iBMT TFKDMITGDEMFTDSSKY DDCIFEVECRHVTRRMGDIQLEGANPSQEEADEGTDREV]

M5B4R7 TESGLDLVLNQRLVETGFSKSDYKNYLKTYTKALOQDKWKEVGMSDSQMAEAKTKFTEAVK
Ajur8701 TESGLDLVLNQRLVETGF.KSDYKNYLKTYTKALQDKWKEVGMSDSQMAEAKTKFTEAVK
Ajurlo276 TESGLDLVLNQRLVETGFSKSDYKNYLKTYTKALOQDKWKEVGMSDSQMAEAKTKFTEA

M5B4R7 bWV, PKVGDLQFFMGES SNPDGLVALLEYRENSDGTETPVMMFFKHGLEEE
SRt Wk B P WV L. PKVlD LQF FMGE SSNPDGLEALLE YRENSDGTET PEMMFFKHGLEEE
F SRS N A I P X V1. PKVGDLQFFMGES SNPDGLVALLEYRENSDGTETPVMMFFKHGLBEE

Figura 15 - Alinhamento e comparagdo dos transcritos Ajur8701 e Ajurl0276 com a toxina TCTP1-1
(Translationally-controlled tumor protein homolog) do veneno da aranha Grammostola rosea (UniProt 1D:
M5B4R7). Os aminoacidos conservados sdo mostrados em preto, 0s que possuem 0 mesmo carater quimico sao
mostrados em cinza e os aminoacidos ndo conservados sdo mostrados em branco.

As proteinas TCTP estdo envolvidas em uma ampla gama de interacdes moleculares
com proteinas, peptideos, acidos nucléicos, carboidratos ou pequenas moléculas e ja foram
descritas na secre¢do glandular, veneno e saliva de artrépodes (Assrir et al., 2017; Gremski et
al., 2014). Elas foram identificadas no transcriptoma das glandulas de veneno das aranhas
Loxosceles intermedia (Sade et al., 2012), Grammostola rosea (Kimura et al., 2012) e
Scytodes thoracica (Zobel-Thropp et al., 2014).

No veneno de Loxosceles intermedia as TCTP podem intensificar as cascatas
inflamatérias e a resposta alérgica pela ativagdo de células imunes envolvidas nestes
processos, contribuindo para os sinais clinicos observados apds as picadas. Porém, o papel
biologico das TCTP como componente do veneno de Loxosceles na captura de presas ainda €
desconhecido (Senff-Ribeiro, 2017), assim como para as outras espécies onde estas proteinas
foram identificadas.

Os transcritos Ajur23233, Ajur24070, Ajur7877, Ajur15507 e Ajurl8807 possuem
similaridade com inibidores enzimaticos e correspondem, juntos, a 9,78% da expressdao génica
observada nas glandulas de veneno de A. juruensis. Acredita-se que os inibidores
desempenham um importante papel na sobrevivéncia de animais peconhentos através da
protecao de suas toxinas proteicas da degradacao por proteases de suas presas ou predadores
(Ma et al., 2016).

Os demais transcritos incluidos dentro da categoria “Componente de veneno”
representam, ao todo, 16,86% da expressdo génica desta categoria e apresentaram

similaridades com moléculas que nao tém fungdo conhecida ou com proteinas-/ike.
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4.1.2 CRISPs (Cysteine rich secretory proteins)

Trés transcritos apresentaram similaridade com cysteine rich secretory proteins -
CRISPs identificadas no transcriptoma da glandula de veneno de G. rosea (Tabela A. II. -
Apéndice I). Apesar de ndo terem sido completamente montados na etapa de analise
transcriptdmica, os transcritos Ajur5422 e Ajur39949 se alinharam com a regiao de dominio
da CRISP “GTx-VA1” (Figura 16). Ja o transcrito Ajur5801 teve similaridade com a “GTx-

CRISP1”, alinhando-se com a molécula completa (Figura 17).

Peptideo sinal Dominio
M5AWW7 1 MOIRVILMLSWEFWLGVSAETCPAIYLRYSREHTYCLPRKSSCTILQSGVTKSDIEIIVREH

Ajur5422 i e e
AJUr39949 1 ——m—m oo

M5AWW7
Ajurb422
Ajur39949
Dominio (continuacao)
M5AWW7 123 2T PE QPSPPTWAEAVKDWY| IKDFOIKQIDGFIDGHGPPOTGHFTQEIW‘

Ajur5422 56
Ajur39949 36

sy pil e PR A KW Y WELY D FDSK O I DEFRDGEGP PIETGHF TOYMW.
BS\[QPSEPTWAEAVY

M5AWW7 -V WRVGCGY SEWYKIGSGFEELYTCNYGP SGG.'S
Ajur5422 116 TGaANEL YTCNYGP SN
Ajur39949 96 KTGSGFEE LY TCNYG P

M5AWW7 245 EleioNA PeY Kt He RN FNC S FNNE PDCALN S D TLSGSYMGIVLNGGE
Ajur5422 177 IYNNNA PIRYKidele) 4= AF1AC I FNNE PDC A4k D TLSGSY|I3GIVLNGGE
AJUr39949 | —m e e
M5AWW7 282 SIENK SIF VP TAD! (S Figcyd GmeGGEl SAGIFTIMF PDKsfgp: v TES
Ajur5422 215 PIFAGO-KA | (SLideay 1K IS KAITEGNNAA YIoNIL, L-HF E
AJUr39949 | mm e e
MS5AWW7 343 SPTHF KKIAGT EE TF-./Sl3s pAl TD!ISAR -

Ajur5422 274 DL ITIANG YPQLL csle KN.EVI ]

AJUr39949 = e e

Figura 16 - Alinhamento e comparagdo dos transcritos Ajur5422 e Ajur39949 com a CRISP GTx-VA1 (UniProt
ID: M5AWW7) do veneno da aranha Grammostola rosea. Estdo indicados os peptideos sinal e o dominio da
molécula. Os aminoacidos conservados sdo mostrados em preto, 0s que possuem o mesmo carater quimico sao
mostrados em cinza e os aminoacidos ndo conservados sao mostrados em branco. O Simbolo (-) representa os

gaps.
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Peptideo sinal Dominio

M5AYF1 1 ———mmm—— NH AL ‘AATRCY 'VPRi#s YIINRNTSNE m

Ajur5801 M T . HWRQGCQERAY -T STLETA SKYIFR S| 2ANIAY PRHO MH
Dominio (continuacao)

M5AYF1 52 1 RSR PPASDMLIN EGn AQRWAERICORTLIN:DIN NN TQI» N|

Ajur5801 61 | a R PPASDMLIN REE EIAQRWAEINCQ )NGIL VEI», N
Dominio (continuacgao)

M5AYF1 113 VQ F KV 14 D! NVIINPD YS RVMGCGFHYClejzy VA

Ajur5801 122 E ET YD S!NN” SLSE! [ESHREGCGFHYCl KNN— I

Dominio (£final)

M5AYF1 174 WS HISEREFD P (EKKLC TNTCPI:ADpNHAN
Ajur5801 182 RIfe) s E (¥ KKLCTNTCPYADI#
M5AYF1 235 UReGUEQNE CRA EAIR

Ajur5801 243 NURESNPEHQ CRA PEKAT

Figura 17 - Alinhamento e comparacdo do transcrito Ajur5801 com a CRISP GTx-CRISP1 (UniProt 1D:
MS5AYFT1) do veneno da aranha Grammostola rosea. Estao indicados o peptideo sinal e o dominio da molécula.

Os aminoacidos conservados sdo mostrados em preto, 0s que possuem o mesmo carater quimico sdo mostrados
em cinza e os aminoacidos nao conservados sdo mostrados em branco. O Simbolo (-) representa os gaps.

As CRISPs formam uma extensa familia de proteinas altamente conservadas que sdo
ricas em cisteinas. Elas compreendem trés grupos principais denominados CRISP-1, CRISP-2
e CRISP-3 (Barth et al., 2018). As CRISP-1 e CRISP-2 estdo envolvidas nos processos de
maturagdo e fusdo dos gametas em mamiferos e também atuam no bloqueio de canais idnicos
(Cohen et al., 2011). A CRISP-3 ¢ encontrada no plasma sanguineo e em secregdes exocrinas
e acredita-se que ela possua papel na imunidade inata de humanos (Udby et al., 2002).

As CRISPs estdo presentes em uma ampla variedade de organismos como mamiferos,
répteis, anfibios e at¢ mesmo vermes, sendo que a primeira a ser descrita foi isolada do
epididimo de ratos (Kierszenbaum et al., 1981). As provenientes de venenos sdo encontradas
principalmente em lagartos e serpentes (Kimura et al., 2012). A Helothermine, por exemplo, €
uma CRISP isolada do veneno do lagarto Heloderma horridum que atua bloqueando canais de
calcio e potassio voltagem-dependentes e receptores de rianodina (Nobile et al., 1996). J4 a
Ablomin ¢ um exemplo de CRISP encontrada no veneno da serpente Agkistrodon blomhoffi.
No trabalho realizado por Yamazaki et al. (2002), ela se mostrou capaz de bloquear a
contragdo do musculo liso arterial da cauda de ratos.

Com relacdo as CRISPs presentes em venenos de aranhas ainda ha muito a ser

desvendado. Em buscas realizadas no NCBI com as palavras-chave “CRISP venom”, por
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exemplo, sdo obtidos 928 resultados, sendo que 281 se referem a serpentes, 82 a lagartos e 15
sdo provenientes de aracnideos, sendo apenas 6 de aranhas.

A GTx-CRISP, proteina com a qual o transcrito Ajur5801 apresentou similaridade, foi
uma das primeiras CRISPs identificadas no veneno de aranhas (Kimura et al., 2012). Desde
entdo, em estudos posteriores, também observou-se a presenga destas moléculas nos venenos
de outras espécies como Lycosa singoriensis (UniProt ID: A9QQ26), Phoneutria keyserlingi
(UniProt 1D: P85860), Trittame loki (UniProt 1ID: W4VS53) (Undheim et al., 2013),
Phoneutria nigriventer (Diniz et al., 2018) e Lycosa tarantula (Koua et al., 2020).

A contribuicdo das CRISPs para a toxicidade dos venenos, seus alvos moleculares
exatos e os mecanismos de a¢do ainda permanecem desconhecidos em sua maioria. Porém,
em estudos utilizando diferentes abordagens experimentais observou-se que as CRISPs
podem causar inflamagao, inducdo da expressao de moléculas de adesao de células endoteliais
vasculares e inibicdo da angiogénese, indicando que essas moléculas, além de terem um papel

no envenenamento, também podem ter potencial aplica¢ao biotecnologica (Diniz et al., 2018).

4.1.3 Fosfolipases A e D e hialuronidases

Oito dos transcritos identificados apresentaram similaridades com fosfolipases e
hialuronidases (Tabela A. III. - Apéndice I), enzimas que tém a capacidade de hidrolisar
diferentes substratos. Somados, eles representam 0,0408% da expressdo génica dentro das
toxinas de 4. juruensis.

Quatro transcritos (Ajur7374, Ajur7500, Ajur8771 e Ajur10234) possuem similaridade
com fosfolipase A2 e dois (Ajurl5997 e Ajur29642) com fosfolipase D. Dentre eles foram
selecionados os mais completos e com melhor FPKM para a elaboragdo dos alinhamentos e,
desta forma, o transcrito Ajur8771 foi alinhado com uma fosfolipase A2 do veneno da lacraia
Scolopendra viridis (Figura 18A) e o transcrito Ajur29642 foi alinhado com uma fosfolipase
D do veneno da aranha Sicarius albospinosus (Figura 18B).

Na Figura 18A pode-se observar que esse alinhamento ¢ completo, ocorrendo
inclusive com as cisteinas que formam pontes dissulfeto, com a maior parte dos aminoacidos
que se ligam ao célcio e com os que estdo localizados nos sitios ativos. A Figura 18B indica
que o alinhamento ndo ¢ completo, pois provavelmente o transcrito Ajur29642 nao foi
totalmente montado durante a andlise transcriptdmica, entretanto, ele ocorre com a regido de

dominio da fosfolipase.
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A Ligacgao
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Peptideo sinal
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Ponte dissulfeto (continuagao)
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Ponte dissulfeto
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Figura 18 - Alinhamento e comparacdo dos transcritos Ajur8771 e Ajur29642 com fosfolipases A2 ¢ D dos
venenos da lacraia Scolopendra viridis e da aranha Sicarius albospinosus, respectivamente. Estdo indicados o
peptideo sinal, a regido de dominio, os aminoacidos que estdo localizados nos sitios ativos e os que fazem
ligagdo com metais, bem como as cisteinas que formam pontes dissulfeto. Os aminoacidos conservados sao
mostrados em preto, os que possuem o0 mesmo carater quimico sdo mostrados em cinza e os aminoacidos nao
conservados sdao mostrados em branco. O Simbolo (-) representa os gaps. A) Alinhamento do transcrito
Ajur8771 com uma fosfolipase A2 do veneno de Scolopendra viridis (UniProt ID: C1JAR9). B) Alinhamento do
transcrito Ajur29642 com uma fosfolipase D do veneno de Sicarius albospinosus (UniProt ID: C0JB91).
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Os transcritos Ajur2769 e Ajur4195 apresentaram similaridade com hialuronidases. A
Figura 19 mostra o alinhamento do transcrito Ajur2769 com uma hialuronidase do veneno da
aranha Loxosceles intermedia, nela ¢ possivel notar que todas as cisteinas que formam as

pontes dissulfeto e o aminoacido localizado no sitio ativo se alinham.

Ponte dissulfeto

Peptideo sinal
R4J7Z9 1 EIQT IT--TFI#SALF - - LAVGDY - ! SHIUKENNGS
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Figura 19 - Alinhamento e comparagdo do transcrito Ajur2769 com uma hialuronidase do veneno da aranha
Loxosceles intermedia (UniProt 1D: R4J7Z9). Estdo indicados o peptideo sinal, as asparaginas que sofrem
glicosilacdo e o aminoacido localizado no sitio ativo, bem como as cisteinas que formam pontes dissulfeto. Os

aminodcidos conservados s3o mostrados em preto, os que possuem o0 mesmo carater quimico sao mostrados em
cinza e os aminoacidos ndo conservados sdo mostrados em branco. O Simbolo (-) representa os gaps.
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As fosfolipases sdo enzimas lipoliticas que hidrolisam substratos fosfolipidicos em
ligacdes éster especificas. Elas sdo comuns na natureza e desempenham papéis muito
diversos, desde acdo toxica em venenos até a transdugdo de sinal, producao de mediadores
lipidicos e digestdo de metabolitos em humanos. As fosfolipases variam consideravelmente
em estrutura, fun¢do, regulacdo e modo de acdo e sdo separadas em duas categorias: as
acilhidrolases, as quais agem sobre ligagdes éster carboxilicas, e as fosfodiesterases, que
hidrolisam ligagdes fosfodiéster. No primeiro grupo estdo as fosfolipases A2, enquanto que o
segundo contém as fosfolipases D (Aloulou et al., 2018; Magalhaes, 2017).

As fosfolipases A2 apresentam varias fungdes celulares como, por exemplo, a
manuten¢do de fosfolipideos, geracdo de prostaglandinas, tradu¢do de sinais e contragdo
muscular (Santos-Filho, 2009). Elas ocorrem no veneno de animais vertebrados e
invertebrados e podem estar entre os componentes mais abundantes, especialmente em
venenos de serpentes (Gonzalez-Morales et al., 2009). No estudo realizado com a serpente
Bungarus sindanus, por exemplo, observou-se que as fosfolipases A2 sdo o segundo
componente mais abundante em seu veneno, correspondendo a 32,59% do total de proteinas
(Oh et al., 2019).

As fosfolipases A2 de venenos podem ter efeitos mionecrdtico, neurotoxico,
cardiotoxico, anticoagulante e também podem induzir a formac¢do de edema (Santos-Filho,
2009). No trabalho realizado por Magalhdes (2017) foram isoladas duas fosfolipases A2 no
veneno do escorpido Hadrurus gerstchi, ambas demonstraram importante atividade
edematogénica e hemolitica sobre eritrocitos humanos.

Com relacao as fosfolipases D, historicamente elas foram descobertas em plantas cujos
extratos possuiam uma importante atividade catalitica. Em humanos e na maioria dos
mamiferos elas parecem ter um importante papel na sinalizagao celular (Aloulou et al., 2018).
Elas sdo as enzimas mais estudadas em venenos de aranhas e sdo consideradas as toxinas
dermonecrodticas mais potentes destes venenos. Além da dermonecrose, elas exibem vérias
outras atividades patoldgicas como agregagdo plaquetdria, hemolise, imunogenicidade,
nefrotoxicidade, edema, atividades neurotdxicas e inseticidas (Masood et al., 2018).

Com base em sua estrutura primaria e terciaria, as fosfolipases D de venenos de
aranhas foram agrupados em duas classes. As de classe I contém trés residuos de cisteina que
formam uma ponte de dissulfeto, também tém uma extensdo com os cinco aminoacidos
YLPSL organizados em um loop flexivel. As de classe II apresentam quatro cisteinas que
formam duas pontes dissulfeto, uma das quais conecta a alga catalitica a alca flexivel,

diminuindo o volume da cavidade do sitio ativo. Estas, por sua vez, foram subdivididas nas
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classes Ila e IIb, baseando-se na afinidade em relacdo a esfingomielina como substrato. A
primeira classe ¢ capaz de hidrolisar a esfingomielina, enquanto a segunda ¢ desprovida dessa
propriedade (Masood et al., 2018). Os transcritos obtidos do transcriptoma de A. juruensis
apresentaram similaridade com uma fosfolipase D IIb e, provavelmente, também sao
desprovidos da capacidade de hidrolisar a esfingomielina.

As hialuronidases sdo outro tipo bem conservado de enzimas hidroliticas, sendo
sintetizadas por varios organismos, desde unicelulares até vertebrados. Elas catalisam
preferencialmente a hidrdlise do 4cido hialurdnico, um dos principais constituintes da matriz
extracelular presente nos tecidos conjuntivos. Esta acdo aumenta a permeabilidade, reduz a
viscosidade e torna os tecidos mais facilmente permedveis as toxinas presentes no veneno e
sdo, portanto, conhecidas como um fator de espalhamento (Barth et al., 2018; Pessini et al.,
2001).

Embora as hialuronidases tenham sido descritas em varios venenos incluindo
serpentes, escorpides, aranhas, abelhas, lagartas, vespas, moluscos e peixes, a caracterizagao
bioquimica e bioldgica dessas enzimas € restrita a algumas espécies como Naja naja (Girish,
Kemparaju, 2005), Apis mellifera (Markovi¢-Housley et al., 2000) e Tityus serrulatus (Horta
et al., 2014).

As hialuronidases foram a primeira classe de enzimas encontradas no veneno de
aranhas (Kaiser, 1953). Desde entdo, elas foram descritas em espécies de diversas familias
como Lycosidae, Ctenidae, Scicariidae, Theridiidae e Theraphosidae (Barth et al., 2018). Em
estudo realizado por Sutti et al. (2014), por exemplo, foi caracterizada uma hialuronidase no
veneno da espécie Vitalius dubius. Barth et al. (2018) isolaram do veneno da aranha
Acanthoscurria natalensis um complexo de proteinas formado por hialuronidase e CRISP.
Rodriguez-Rios et al. (2017) forneceram evidéncias da presenca de hialuronidases nos
venenos de 13 aranhas terafosideas e, segundo os autores, estas evidéncias apoiam a ideia de
que a hialuronidase ¢ um componente necessario para um processo de envenenamento eficaz.

Sendo assim, o presente estudo realizado com a espécie A. juruensis vem a contribuir

para o entendimento da importancia das hialuronidases no veneno de aranhas terafosideas.

4.1.4 Neprilisinas

Os transcritos Ajurd79, Ajur2049 e Ajur27716 tém similaridade com “Neprilysin-1”
do veneno da aranha Trittame loki (Tabela A. IV. - Apéndice I). Ajur479 e Ajur27716 foram

completamente sequenciados e se alinham a toda neprilisina, tal alinhamento ocorre com
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todos os residuos localizados nos sitios ativos e com a maioria das cisteinas que formam

pontes dissulfeto e dos aminoacidos que se ligam ao zinco (Figura 20).

Peptideo sinal

W4VS99 1 ——mmm e MAVALLVALSVVSSRMA-—---~ IpsEWVPFYRODS
Ajur479 1 MPNCPAGRRCYPNEDLYQGGKLGRLQOKRYPAMVQENEKPI IHEKRIET‘QFK—PPECI PGA
AJUr27716 1 —--—--——mmmmmmmmmoooo MRAAVYFSVTL@LVIPRIT------ \/PSAEISRYZEDT

Pontes dissulfeto

W4vVs99
Ajur479
Ajur27716
Glicosilagao
Pontes dissulfeto

e e e o e o o e o o e o —— ——1

$0000000000000js000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000
W4Vs99 92 INTV, LKNATS T-S{L
Ajur479 123 FSSRE PSKSﬁ
Ajur27716 94 WTV. LRNASSIXTIzITR-ALD

Glicosilagao Glicosilagao
Pontes dissulfeto (continuagao)

— e e e o e o o e e e e e e e [ e o o e e e e e e o - -
8000000000000 00000000sssstststcstscsttsssssstssnnsssssdecscssscssssescnssescsesnsescssssscssslocsscnse

W4vs99 152 SGANY. TQ PIID'r 1.DQ-ADFGLGRNOLINLTSS
Ajur479 184 VNTNG SFGFPQSEME-LR»WHLKVKR
Ajur27716 154 NGDGYEQQKQ TAIIS“ YLDQPNEFGMGRN >LKDRDAS

Pontes dissulfeto (continuacgao)

W4VS99 212 SRT TN YIIASH Q FSTPP '1D Y
(E LIRQVH SKGDH\II L[ -
4 FMVAT: FSKPPIR; Y

Ajur4d79 244 KTP.

Ajur27716 215 ERS

WAVS99 273 HKMT QTVT S NTYFQUTEFLNT,.} LKEFPQVMPl TE YHRDYTKNVL E---TN
Ajurd479 301 ---- --MD>YPKIDAYLFG FDINVKED iSA-—-HIE KHLKDVP
Ajur27716 276 HKMT, I3 QSAT NTGFLY DFLNVHLRDFPKVTSI SSKDYVKNTLKMIQETYSTK
Ponte dissulfeto (final) Pontes dissulfeto
............................................................................. (continuagao)

——————————————————————'——————u

W4vs99 1EFY TRQ QIEeIEKEE TDHTIGLLGY VG
Ajur4d79 TL HIYEeTROKKPIFKT SGAIETFMPI S
Ajur27716 "TEH T QKEE AVERLGYA) G
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Continuacao da Figura 20.

W4vso9o
Ajur479
Ajur27716

W4vs99
Ajur479
Ajur27716

W4vs99
Ajur479
Ajur27716

W4vs99
Ajur479
Ajur27716

W4vs99
Ajur479
Ajur27716

W4vs99
Ajur479
Ajur27716

Glicosilagao

Pontes dissulfeto (continuacgdo)

— o e e o e e e mae e e e e e e e e e e e e e e e e o
D Y

392
414
398

BANEKLEAMIENAN YEgH
KEImKVDAMIs Y PjaW]

Pontes dissulfeto (continuagao)

o O O . O EE EEE B B M M BSOS EEe S B BEe GEe e B S e M Eem o
000000000000 000000000000000tcssisssesesesssssesasacssnsscncssssssscsscssssscssncssscscscscsancscsss

453 QK NEEEE STP—AEﬁi;E SELLE AUKAIQLG PTDRIIKDW--ITTE
475 ME»PEE\4>SL NEG—DI RENY FM AN EIDASYSLG PL
459 N SKE HG“ENREREEE ; AITL PTDIY HDW—-DTTP-i
Sitio ativo
Ligagao Ligagao
Pontes dissulfeto (continuacgao) com zinco com zinco

511 | fIQOYGTSP
535 | SEGPM:NAY ofer -\ ifeshn elzia
518 | PSSYS IT YZN I 1#STJ5F) (KYGRSS

Ligagao
Glicosilagao com zinc

Pontes dissulfeto (continuagao)

— o o O e S e e e S e e e e — - -
R R Y

572 Vi
596 K»
579 AL

Ponte dissulfeto
Ponte dissulfeto (final) . -
—— - ——— —] (continuagao)

D L T TR R R T PR TR PR TRy

633 LLHSQNNHVMRKKTIBSG?SIUAIIRIF criS K YDSI;kPSEFIN.
652 M--AKNKHLIPLQ GHD s SR FEKSK,\GHS PS StﬁT
640 VLQSRR---L . SEL SEIt¢ SMEYSEQYDP LNQFJV:'T

Ponte dissulfeto (continuagao)
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Figura 20 - Alinhamento e comparagdo dos transcritos Ajur479 e Ajur27716 com uma neprilisina do veneno da
aranha Trittame loki (UniProt 1ID: W4VS99). Estio indicados o peptideo sinal, as asparaginas que sofrem
glicosilagao, as cisteinas que formam pontes dissulfeto, os aminoacidos localizados nos sitios ativos e os que se
ligam ao zinco. Os aminoacidos conservados sdo mostrados em preto, 0s que possuem o mesmo carater quimico
s30 mostrados em cinza e os aminoacidos ndo conservados sdo mostrados em branco. O Simbolo (-) representa

0s gaps.
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As neprilisinas sdo metaloendopeptidases de membrana do tipo II compostas por,
aproximadamente, 750 residuos de aminoécidos (~110 kDa), possuem um sitio ativo contendo
um motivo de ligacdo ao zinco (HEXXH) e apresentam especificidade dirigida a clivagem no
lado amino dos residuos hidrofobicos (EI-Amouri et al., 2008; Quay et al., 1994).

Nos mamiferos, as neprilisinas sdo abundantes nos rins, intestino, placenta e plexo
coroide, sendo também encontrada nas células reticulares do sistema imune € no sistema
reprodutivo (Nalivaeva et al., 2013). Estas enzimas apresentam papel importante na
inativacao de peptideos de sinalizagdo envolvidos na atividade neuronal moduladora, pressao
arterial e sistema imunoldgico (Bland et al., 2008).

Undheim et al. (2013) foram os primeiros a identificar a presenga de neprilisinas em
veneno de aranha. Em estudo elaborado com a espécie Trittame loki, os autores sugerem que
estas enzimas podem estar envolvidas na degradacdo da matriz extracelular ao redor das
sinapses, facilitando o acesso das demais toxinas do veneno. No trabalho realizado por nosso
grupo foi observado que a neprilisina de A. juruensis possui atividade proteolitica sobre a
caseina, comprovando que esta enzima tem a capacidade de degradar substratos, facilitando,
assim, o espalhamento do veneno (Nascimento et al., 2021) (ANEXO A - Artigo publicado na
revista Toxin Reviews). A neprilisina caracterizada neste trabalho corresponde ao transcrito
Ajur27716, o qual foi nomeado Ajur Neprilysin, e foi observado que o mesmo possui 6
isoformas.

Visto estes fatos, a presenca de fosfolipases, hialuronidases e neprilisinas no veneno
de A. juruensis pode indicar que as toxinas nele presentes provavelmente atingem seus alvos

com rapidez, considerando que estas enzimas sao capazes de hidrolisar tecidos.

4.1.5 Terafotoxinas

Apoés as andlises feitas utilizando-se a ferramenta BLASTp observou-se que as
terafotoxinas s3o o tipo de toxina mais abundantemente identificado no transcriptoma de A.
Jjuruensis, com um total de 155, possuindo também a maior porcentagem de expressao génica.
A Tabela 2, a seguir, mostra os dados obtidos e a Tabela A. V. (Apéndice 1) indica os

resultados com mais detalhes.
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Tabela 2 - Toxinas com as quais os transcritos da categoria “Terafotoxina” apresentaram similaridade, de acordo
com as buscas realizadas utilizando-se a ferramenta BLASTp. A Tabela mostra a quantidade de transcritos que
apresentaram similaridade com uma mesma terafotoxina e¢ as porcentagens de expressdo génica se referem ao
conjunto dos transcritos que possuem similaridade com uma mesma classe de toxina.

. Expressao
Classe de . Transcritos com N .p
. Terafotoxina e e . génica dentro
terafotoxina similaridade .
da categoria

0,0048%
2,3207%

O-theraphotoxin O-theraphotoxin-Hmla
K-theraphotoxin HW11c117 toxin
HW11c¢57 toxin

K-theraphotoxin-Cgla

K-theraphotoxin-Cglb

K-theraphotoxin-Grlc

K-theraphotoxin-Grld

o-theraphotoxin w-theraphotoxin-Bs2a 0,5079%

o-theraphotoxin-Hhnlc

w-theraphotoxin-Hhn1d

w-theraphotoxin-Hhnlf 2

w-theraphotoxin-Hhnlf 3

n-theraphotoxin Asicla Blocker Pctx1 0,0528%

0,2146%

96,4228%

1-theraphotoxin t-theraphotoxin-Grlb
U-theraphotoxin ~ Ul-theraphotoxin-Apla
Ul-theraphotoxin-Ctla
Ul-theraphotoxin-Grla
Ul-theraphotoxin-Grlb
Ul-theraphotoxin-Pcla
U2-theraphotoxin-Cglb 1
U2-theraphotoxin-Cglb 2
U2-theraphotoxin-Pcla
U3-theraphotoxin-Cglb
U3-theraphotoxin-Grlb
U3-theraphotoxin-Grld
U3-theraphotoxin-Pmla
U4-theraphotoxin-Pf15
US-theraphotoxin-Cgla
US-theraphotoxin-Grld
US-theraphotoxin-Grle
US-theraphotoxin-Hhnla
U6-theraphotoxin-Hhnla 1
U7-theraphotoxin-Grla

%@O\»—A»—t»—ib)l\)»—t»—t»—tl\).b»—i.b»—n»—n\]

N = N = NN = Q= N oo = NN

8: Delta; k: Kappa; o: Omega; m: Pi; 1: Tau; U: unknown

Continua na pagina 72.
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Continuacao da Tabela 2.

] Expressao
Classe de . Transcritos com " .p
. Terafotoxina e e . génica dentro
terafotoxina similaridade .
da categoria

U-theraphotoxin ~ U7-theraphotoxin-Grlb 1
U7-theraphotoxin-Hs3a L8 2
U10-theraphotoxin-Cgla 1
U10-theraphotoxin-Hhnla 1

U10-theraphotoxin-
Hhnla.2

U10-theraphotoxin-Hhnlc
Ul 1-theraphotoxin-Hs2a
U12-theraphotoxin-Hhnla
U13-theraphotoxin-Hs1a
Ul4-theraphotoxin-Hhnla
Ul4-theraphotoxin-Hhnlf
Ul4-theraphotoxin-Hhnlg
U20-theraphotoxin-Cgla
U22-theraphotoxin-Cgla
U26-theraphotoxin-Cgla
U29-theraphotoxin-Cgla
U35-theraphotoxin-Cgla
U36-theraphotoxin-Cgla

[

—_— = = = W WO DN W

5: Delta; x: Kappa; ©: Omega; m: Pi; t: Tau; U: unknown

Como o proprio nome sugere, as terafotoxinas sdo toxinas encontradas no veneno de
aranhas da familia Theraphosidae. Elas podem atuar em uma grande variedade de alvos
moleculares sendo que a maioria possui modo de agdo neurotdxico (Herzig, King, 2013).

De acordo com a nomenclatura proposta por King et al. (2008), as toxinas de aranhas e
de outros animais venenosos podem ser nomeadas de acordo com sua atividade bioldgica.
Sendo assim, as toxinas Delta (0) atrasam a inativacdo de canais de sodio voltagem-
dependentes - Nav; as toxinas Kappa (k) inibem canais de potassio ativados por voltagem -
Kyv; toxinas Omega (o) inibem canais de calcio dependentes de voltagem - Cavy; toxinas Pi (1)
tém como alvo os canais i0nicos sensiveis a acidos - ASICs; toxinas Tau (1) t€m como alvo os
canais receptores de potencial transitorio; e, por fim, U toxinas, em sua maioria, t€ém atividade
desconhecida (Unknown-theraphotoxin).

Assim, das 155 terafotoxinas identificadas no transcriptoma de A. juruensis 30 delas

apresentaram similaridade com toxinas que tiveram sua atividade biologica elucidada. Os
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outros 125 transcritos correspondem a maior parte da expressdo génica dentro das
terafotoxinas (96,42%), porém, ndo € possivel presumir suas provaveis fungdes, ja que eles
tém similaridade com U-terafotoxinas.

Rokyta e Ward (2017) estudaram o escorpido Hadrurus spadix e também observaram
uma grande quantidade de proteinas que ndo possuem sua funcdo caracterizada. Elas
representam 20,6% do total de componentes do veneno das fémeas e 28,1% do veneno dos
machos. No trabalho realizado com o escorpido da espécie Megacormus gertschi os resultados
mostraram que mais de 50% de seu veneno ¢ constituido por moléculas de funcao
desconhecida (Santibafiez-Lopez et al., 2017). Oldrati et al. (2017) investigaram quatro
espécies de aranhas e concluiram que as toxinas nao caracterizadas representam 34%, 41%,
45% e 36% do conteudo dos venenos de Heteropoda davidbowie, Poecilotheria formosa,
Viridasius fasciatus e Latrodectus mactans, respectivamente. Esses dados mostram que o
crescente aumento das pesquisas que identificam os componentes de veneno animais nio foi
acompanhado por estudos que determinam a fung¢do destas toxinas.

No trabalho realizado por nosso grupo foram descritos 3 peptideos antimicrobianos no
veneno de A. juruenmsis, os quais correspondem aos transcritos Ajurl8923, Ajurl7940 e
Ajurd1161 (Nascimento et al., 2022) (ANEXO A - Artigo no preprint bioRxiv). Estes
apresentaram similaridade com U-terafotoxinas US5-theraphotoxin-Cgla, Ul-theraphotoxin-
Grla e U3-theraphotoxin-Cglb, respectivamente. A primeira delas ndo possui fungdo
conhecida, enquanto que as outras duas sdo provaveis inibidoras de canal i0nico.
Considerando que elas tém similaridade com os peptideos de A. juruensis, estas toxinas
podem também possuir atividade antimicrobiana.

Tendo em vista que as U-terafotoxinas foram os componentes identificados em maior
quantidade no veneno da espécie estudada elas foram melhor analisadas e os resultados

obtidos serdo discutidos mais adiante.

4.2 Andlise protedmica do veneno de Avicularia juruensis

De acordo com Sabatier et al. (2013), analises protedmicas combinadas a estudos
transcriptomicos fornecem informacdes mais precisas sobre a identidade dos componentes de
peconhas. Sendo assim, com o objetivo de confirmar a presenga das toxinas identificadas
através da andlise transcriptomica das glandulas, o veneno bruto de A. juruensis foi submetido
a andlise por espectrometria de massas. Como citado anteriormente na metodologia (item

3.3.3.1), trés bancos de dados diferentes foram montados com os transcritos e estes foram
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usados como referéncia na andlise bioinformadtica. Os resultados adquiridos podem ser

consultados na Tabela 3, a seguir:

Tabela 3 - Resultados obtidos na andlise por espectrometria de massas do veneno da espécie Avicularia
Jjuruensis. Estdo indicadas as quantidades de proteinas identificadas para cada categoria, dentro de cada banco de
dados empregado.

Banco de dados Categoria identificada pro t(eQillllzlsltil(;l:I?t;?c ‘; das
Best candidates CRISP 1
Hialuronidase 1
Molécula de funcao celular 4
Nao significativo 9
Neprilisina 1
Terafotoxina 53
Total: 69
Uniprot toxins CRISP 1
Hialuronidase 1
Molécula de fung¢ao celular 16
Nao significativo 13
Neprilisina 2
Terafotoxina 52
Unknown 3
Total: 88
Transcriptoma anotado CRISP 1
Hialuronidase 1
Neprilisina 2
Terafotoxina 77
Total: 81

Assim como foi observado para o transcriptoma, a maior parte das toxinas
identificadas na andlise por espectrometria de massas sao terafotoxinas. Esse resultado sugere
que o veneno de A. juruensis tem forte atividade neurotdxica, visto que grande parte das
terafotoxinas possui esse modo de acdo (Herzig, King, 2013).

Os resultados confirmam que os transcritos que possuem similaridade com CRISP,
hialuronidase e neprilisinas estdo realmente presentes no veneno. Também ¢ possivel observar
algumas proteinas classificadas como “Nao significativo”, elas se referem a transcritos que
ndo foram completamente montados na andlise transcriptomica e que ndo se alinham com

regides ativas de toxinas.
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Dentro dos bancos de dados “Best candidates” e “UniProt toxins” foram identificadas
proteinas que possuem fungdes celulares. Isto pode ser resultado de alguma injaria sofrida
pelo animal durante a extragdo do veneno e, desta forma, o mesmo pode ter sido contaminado
por componentes celulares. Outra hipdtese esta relacionada ao modo como o veneno de
aranhas ¢ produzido e liberado, que pode ocorrer por secrecdo apocrina, com destruicao
parcial das células epiteliais secretoras, ou holocrina, com destruicdo total destas células,
sendo, portanto, possivel encontrar compostos intracelulares no veneno (Silva et al., 2008).

Apenas no banco de dados “Transcriptoma anotado” nao foram identificadas proteinas
das categorias “Nao significativo” e “Molécula de fungdo celular”, isso porque durante a
montagem desse banco os transcritos foram minuciosamente analisados e apenas as toxinas
foram consideradas.

Com os resultados adquiridos para cada banco de dados foi gerado o diagrama de

Venn, que esta representado na Figura 21, a seguir:

Transcriptoma

Uniprot toxins
anotado P

Best candidates

Figura 21 - Diagrama de Venn representando a sobreposi¢do das toxinas em comum identificadas utilizando-se
os bancos de dados Transcriptoma anotado, UniProt toxins e Best candidates. Tais toxinas foram detectadas
através da anélise por espectrometria de massas do veneno da aranha Avicularia juruensis.

Considerando os resultados obtidos com os trés bancos de dados, ao todo, foram
identificadas 121 toxinas. Em trabalho realizado com o veneno do escorpido Hadrurus spadix,

Rokyta e Ward (2017) identificaram 79 proteinas no proteoma e 69 transcritos com
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homologia com outras toxinas. Santibafiez-Lopez et al. (2017) estudaram o escorpido
Megacormus gertschi e obtiveram 30 toxinas por espectrometria de massas e 182 transcritos
anotados. Esses resultados sdo diferentes dos observados para A. juruensis, porém,
comparando-se com estudos feitos com venenos de aranhas os nimeros s3o mais parecidos:
combinando as técnicas de transcriptoma e espectrometria de massas, Diniz et al. (2018)
observaram 176 proteinas para Phoneutria nigriventer. Utilizando as mesmas metodologias,
Abreu (2015) identificou 188 toxinas no veneno de Acanthoscurria gomesiana.

Tendo em vista que a espectrometria de massas foi feita com amostras de veneno
obtidas de animais que foram mantidos em biotério sob condi¢des controladas, o nimero de
toxinas identificadas para A. juruensis pode vir a aumentar caso sejam realizadas novas
analises com venenos extraidos de aranhas submetidas a diferentes condi¢des ambientais e a
diferentes dietas.

Levando em consideracdao apenas as toxinas identificadas em comum utilizando-se os
trés bancos de dados temos um total de 48 (Figura 21, acima). A Tabela 4 mostra quais sdo os
transcritos referentes a estas toxinas e indica que, mais uma vez, as terafotoxinas foram as

moléculas em maior nimero.

Tabela 4 - Transcritos referentes a toxinas identificadas em comum nos bancos de dados Transcriptoma anotado,
UniProt toxins e Best candidates através da analise por espectrometria de massas do veneno da aranha
Avicularia juruensis. Sdo mostradas a cobertura de identificacdo em porcentagem, a quantidade de peptideos
detectados que se encaixam na sequéncia do transcrito, a quantidade de peptideos Unicos que se encaixam
exclusivamente na sequéncia do transcrito e a toxina com a qual o transcrito possui homologia.

Peptideos Peptideos

Transcrito Cobertura identificados Anicos Toxina
Ajur436 47% 8 0 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajur2402 68% 9 0 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajur2769 5% 1 1 Hialuronidase
Ajur3183 17% 1 1 U12-theraphotoxin-Hhnla
Ajur3532 17% 1 1 U12-theraphotoxin-Hhnla
Ajurd373 52% 6 5 Ul4-theraphotoxin-Hhnla
Ajur4639 16% 1 1 U12-theraphotoxin-Hhnla
Ajur5230 19% 1 1 U12-theraphotoxin-Hhnla
Ajur5563 14% 1 1 U12-theraphotoxin-Hhnla
Ajur7184 19% 2 2 O-theraphotoxin-Hmla
Ajur7876 15% 8 4 Ul-theraphotoxin-Ctla
Ajur8804 19% 1 1 U20-theraphotoxin-Cgla

d: Delta; «: Kappa; o: Omega; t: Tau; U: unknown

Continua na pagina 77.
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Transcrito Cobertura i dlzzlt)itiii(ig(()lsos Pf,l[:ltiif:sos Toxina
Ajur9199 26% 5 1 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajur9780 14% 2 2 O-theraphotoxin-Hmla
Ajur10070 15% 1 1 K-theraphotoxin-Grlc
Ajurl0186 29% 1 1 Ul-theraphotoxin-Pcla
Ajurl0187 67% 4 4 U36-theraphotoxin-Cgla
Ajur11007 16% 2 2 K-theraphotoxin-Grld
Ajur11058 19% 1 1 U20-theraphotoxin-Cgla
Ajur11407 20% 1 1 U10-theraphotoxin-Hhnla
Ajurl1781 30% 3 3 U29-theraphotoxin-Cgla
Ajurl2145 11% 1 1 U22-theraphotoxin-Cgla
Ajurl12146 24% 1 1 Ul4-theraphotoxin-Hhnlg
Ajurl12176 38% 4 4 U7-theraphotoxin-Hs3a L8
Ajurl2373 48% 10 0 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajurl2428 73% 9 1 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajurl2532 33% 5 5 t-theraphotoxin-Grlb
Ajurl2559 29% 1 1 Ul-theraphotoxin-Pcla
Ajurl2670 15% 9 4 Ul-theraphotoxin-Ctla
Ajur14901 13% 1 1 Chain A, Asicla Blocker Pctx1
Ajurl6243 41% 3 3 US-theraphotoxin-Grld
Ajurl7429 11% 1 1 K-theraphotoxin-Cgla
Ajurl 7662 70% 18 0 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajurl18214 54% 10 0 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajur19486 10% 1 1 Ul4-theraphotoxin-Hhnla
Ajur20541 68% 11 4 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajur23484 50% 4 0 Ul4-theraphotoxin-Hhnlg
Ajur33665 45% 12 0 Ul-theraphotoxin-Grla
Ajur33666 45% 11 0 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajur35757 36% 6 0 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajur36128 36% 10 1 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajur39949 55% 4 4 CRISP
Ajurd0422 12% 1 1 w-theraphotoxin-Hhn1f 2
Ajurd1160 19% 1 U3-theraphotoxin-Cglb
Ajur42786 49% 9 0 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajur43330 73% 15 0 Ul-theraphotoxin-Grlb
Ajur54299 67% 13 0 US-theraphotoxin-Hhnla
Ajur56021 62% 16 0 U6-theraphotoxin-Hhnla 1

o: Delta; «: Kappa; o: Omega; t: Tau; U: unknown
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Entre os transcritos que foram identificados em todos os bancos de dados destaca-se o

Ajur56021, ele possui o maior FPKM, ou seja, ¢ a toxina mais expressa pelas células da

glandula, e os resultados do proteoma confirmaram a sua presenca no veneno. A Figura 22

mostra a analise realizada no software PEAKS 8.5, indicando que foram detectados varios

fragmentos peptidicos correspondentes a este transcrito.
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Figura 22 - Resultado obtido na analise por espectrometria de massas do transcrito Ajur56021, identificado no
transcriptoma das glandulas de veneno e no proteoma do veneno da aranha Avicularia juruensis. Os dados foram
processados no software PEAKS 8.5 (Bioinformatics Solutions). Este transcrito ¢ o mais expresso pelas células
da glandula de veneno e, através da espectrometria de massas, sua presenga foi confirmada no veneno. Os
fragmentos peptidicos identificados estdo destacados pelo sombreamento em cinza e pelas barras azuis, os
espectros indicando a deconvolugdo dos ions destes fragmentos sdo mostrados dentro dos retingulos A
carbamidometilacdo das cisteinas (modificagdo pds-traducional fixa) esta indicada com quadrados cor-de-rosa e
a acetilacdo dos N-terminais (modificagdo pos-traducional variavel) estd indicada com quadrados roxos.
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O transcrito Ajur56021 apresentou homologia com a toxina “U6-theraphotoxin-Hhnla
1” (UniProt 1ID: D2Y2C1), do veneno de Haplopelma hainanum. A Figura 23 mostra o
alinhamento do transcrito com esta toxina, bem como com outras toxinas de aranhas do
género Avicularia com as quais o transcrito também possui similaridade. Nesta Figura pode-
se observar que a regido do peptideo ativo e as cisteinas que formam pontes dissulfeto se

alinham perfeitamente.

Peptideo sinal Propeptideo
D2Y2C1 2 MLIKQFSRRSKNMKVQILLAFAALFVLAVGSYASESKKLDLRDALFSAMFSADYQLNPQER
PODW96 3 -
AQOA3F2YLPS 4 ——————— - mmmm—m
PODQJ6 5 - ———

AJUr56021 1 —-—————mmmmmmmm e

D2Y2C1 KD
PODW96 ses
AOA3F2YLP5 T

PODQJ6 T@ST,
Ajur56021 Ses

Pontes dissulfeto

Figura 23 - Alinhamento e comparagdo do transcrito Ajur56021 com a U6-theraphotoxin-Hhnla 1 do veneno da
aranha Haplopelma hainanum (UniProt ID: D2Y2CI1), Omega-theraphotoxin-Avspla de Avicularia sp.
(UniProt 1D: PODW96), Kappa-theraphotoxin-Aala de Avicularia aurantiaca (UniProt 1D: AOA3F2YLPS) e
Mu/kappa-theraphotoxin-Apla de Avicularia purpurea (UniProt 1D: PODQJ6). Estdo indicados o peptideo sinal,
o propeptideo e o peptideo ativo, bem como as cisteinas que formam as pontes dissulfeto. Os aminoacidos
conservados sdo mostrados em preto, 0s que possuem 0 mesmo carater quimico sdo mostrados em cinza e 0s
aminoacidos ndo conservados sdo mostrados em branco. O Simbolo (-) representa os gaps.

A func¢do descrita para a U6-theraphotoxin-Hhnla 1 ¢ a de inibidora de canais i0nicos
(Tang et al., 2010), Omega-theraphotoxin-Avspla atua como modulador alostérico de Cay
(Herzig et al., 2022), Kappa-theraphotoxin-Aala ¢ inibidora seletiva de Ky e Mu/kappa-
theraphotoxin-Apla inibe Kv e Nay (Ma et al., 2018). Assim, tendo em vista a similaridade
com estas toxinas, € possivel inferir que o transcrito Ajur56021 provavelmente também atue

sobre canais i0nicos. Novos estudos devem ser feitos para confirmar esta hipotese.
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4.3  Arvore filogenética ilustrativa

Considerando os resultados descritos até aqui foi observado que as U-terafotoxinas sao
as toxinas mais abundantes do veneno de A. juruensis. Sendo assim, para melhor caracteriza-
las, foi construida uma arvore filogenética ilustrativa seguindo a metodologia descrita no item
3.7, a mesma estad representada na Figura 24, a seguir. As Figuras subsequentes (25 a 33)
mostram os alinhamentos realizados com as toxinas que foram agrupadas num mesmo ramo
desta arvore.

Os ramos que possuem U-terafotoxinas de 4. juruensis foram separados em subgrupos

e 0s mesmos serao discutidos mais detalhadamente adiante.
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Figura 24 - Arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis
e toxinas depositadas nos bancos de dados UniProt ¢ GenBank. Foram selecionadas as toxinas classificadas
como Reviewed e as que possuiam mais detalhes sobre sua estrutura e fung@o. Ja para as U-terafotoxinas de 4.
Jjuruensis foram escolhidas aquelas que foram identificadas em comum tanto na analise transcriptomica quanto
protedmica, sendo 50 ao total. A arvore foi gerada com a ferramenta TreedAnnotator (versdo 1.7.5), a
visualizacdo e edi¢do foi feita utilizando-se o software FigTree (versao 1.4.0).
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Figura 25 - Subgrupo I da arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis e toxinas depositadas nos bancos de dados
UniProt e GenBank. Uma parte do alinhamento das toxinas correspondentes a este subgrupo também ¢ exibido, o sombreamento colorido indica os aminoacidos conservados.
Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua identificagdo numérica. Os IDs correspondem as toxinas: B1P1J4 - U35-theraphotoxin-Cgla, Q6B4T3 - U2-
sicaritoxin-Lila, B3FIU2 - Ul2-theraphotoxin-Hsla, BIP1B0 - U4-theraphotoxin-Cgla, BIP1B3 - US-theraphotoxin-Cgla, POC202 - U2-theraphotoxin-Pcla, BIP1B4 -
U6-theraphotoxin-Cgla, B1P1J0 - U33-theraphotoxin-Cglb, MSAYD7 - U4-theraphotoxin-Grlb, HTCEL2 - U4-theraphotoxin-Grle, M5B4R4 - U4-theraphotoxin-Grla,
MS5SAXQ8 - US-theraphotoxin-Grld, H7CEL1 - US5-theraphotoxin-Grle, B3FIP3 - U9-theraphotoxin-Hsla, D2Y2CO - US8-theraphotoxin-Hhnla, B1P1J2 - U34-
theraphotoxin-Cgla, B3FIVO - U13-theraphotoxin-Hsla, BIP110 - U29-theraphotoxin-Cgla e P68423 - U4-theraphotoxin-Hsla.
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Tabela S - Toxinas obtidas dos bancos de dados UniProt e GenBank que foram reunidas no subgrupo I da arvore
filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis.

Toxina GZZ%’ZZtkOIuD Espécie na qual foi identificada
U35-theraphotoxin-Cgla B1P1J4 Chilobrachys guangxiensis
U2-sicaritoxin-Lila Q6B4T3 Loxosceles intermedia

Ul2-theraphotoxin-Hsla B3FIU2 Cyriopagopus schmidti
U4-theraphotoxin-Cgla B1P1B0 Chilobrachys guangxiensis
US5-theraphotoxin-Cgla B1P1B3 Chilobrachys guangxiensis
U2-theraphotoxin-Pcla P0C202 Psalmopoeus cambridgei
U6-theraphotoxin-Cgla B1P1B4 Chilobrachys guangxiensis

U33-theraphotoxin-Cglb B1P1JO Chilobrachys guangxiensis
U4-theraphotoxin-Grlb MS5AYD7 Grammostola rosea
U4-theraphotoxin-Grle H7CEL2 Grammostola rosea
U4-theraphotoxin-Grla M5B4R4 Grammostola rosea
U5-theraphotoxin-Grld MS5AXQS8 Grammostola rosea
US-theraphotoxin-Grle H7CEL1 Grammostola rosea
U9-theraphotoxin-Hs1a B3FIP3 Cyriopagopus schmidti

US8-theraphotoxin-Hhnla D2Y2C0 Cyriopagopus hainanus

U34-theraphotoxin-Cgla B1P1J2 Chilobrachys guangxiensis
U13-theraphotoxin-Hsla B3FIVO Cyriopagopus schmidti

U29-theraphotoxin-Cgla B1P110 Chilobrachys guangxiensis
U4-theraphotoxin-Hsla P68423 Cyriopagopus schmidti

O subgrupo I retne 22 toxinas que compartilham em comum 2 residuos de cisteina
conservados (Figura 25). Entre elas BIP1B0O, BIPIB3, B1P1B4, B1P110 e B3FIU2 sdo
descritas como provaveis inibidoras de canais i6nicos (Chen et al., 2008; Jiang et al., 2008;
Liao et al., 2007). POC202 possui forte atividade contra o estdgio intra-eritrocito de P.
falciparum in vitro (Choi et al., 2004) e P68423 causa a paralisia de camundongos quando
injetada via intracisternal (Liang, 2004). A toxina Q6B4T3 ¢ uma das que foi empregada
como grupo externo, ela é proveniente do veneno de L. intermedia e ¢ ativa contra larvas de
Spodoptera frugiperda, podendo também atuar sobre canais Nay (de Castro et al., 2004).
Todas as demais nao possuem fungao conhecida, porém, tendo em vista que a maior parte das
que ja foram caracterizadas sdo provaveis inibidoras de canais i6nicos, este também pode ser

o modo de acdo de tais toxinas.
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Subgrupo II

QO ‘ 9|0 ‘ 1‘00 . 1‘10 . 1|20
P81791 ARGC|l - - - -GRNESCKF-D-------- RHGECWPW- - SCSCWN - KEG
P82601 - -ACS----RAGENECYK---------- SGRECDGL--YCKAYV-VT -
Ajur5563 ARNECI ----YAKLTCHR- ------- GKGLREECNG- - -DEMCPV - VD -
B1P1H3 KRSl - ---ERMQTEEV-------- EAGLPECCSGA--PCICPY-I1G-
D2y2C5 ERSCA----KPRENENR--------- MNILECCRG- - -ECVCPT-FG-
B27BA2 ERPCA----KPRETENR--------- MNILECCRG- - -ECVCPI - 1G-
B3FIU1 ERSCA----KPRETENR--------- MNILECRG- - -ECVCPI -1G-
B27BA6 QRSECA----KPGEMEMG- - - -------- | KECDG- - -QCGCNRGTG-
B3FIT9 QRSCA----KPGEMEMG----------- | KECDG- - -QCGCNRGTG -
B3FIT6 QRSCA----KPGEMEMR- - --------- | KECDG- - -QCGCNRGTG-
D2Y2HO QRSEA----KPGEMEMR- - - - - - ----- | KECDG- - -QCGCNRGTG -

2.0

Figura 26 - Subgrupo II da arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis e toxinas depositadas nos bancos de dados
UniProt e GenBank. Uma parte do alinhamento das toxinas correspondentes a este subgrupo também ¢ exibido, o sombreamento colorido indica os aminoacidos conservados.
Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua identificagdo numérica. Os IDs correspondem as toxinas: P81791 - U7-ctenitoxin-Pnla, P82601 - Ul-
theraphotoxin-Cvla, BIP1H3 - U25-theraphotoxin-Cgla, D2Y2C5 - Ul2-theraphotoxin-Hhnla, B2ZBA2 - Ul 1-theraphotoxin-Hs2b, B3FIU1 - Ul 1-theraphotoxin-Hs2a,
B2ZBAG6 - Ul 1-theraphotoxin-Hs1b, B3FIT9 - Ul1-theraphotoxin-Hs1b, B3FIT6 - Ul 1-theraphotoxin-Hsla e D2Y2HO - U13-theraphotoxin-Hhnla.
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Tabela 6 - Toxinas obtidas dos bancos de dados UniProt ¢ GenBank que foram reunidas no subgrupo II da
arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis.

Toxina GZZ%’ZZZOIUD Espécie na qual foi identificada

U7-ctenitoxin-Pnla P81791 Phoneutria nigriventer
Ul-theraphotoxin-Cvla P82601 Coremiocnemis valida

U25-theraphotoxin-Cgla B1P1H3 Chilobrachys guangxiensis
U12-theraphotoxin-Hhnla D2Y2C5 Cyriopagopus hainanus
Ul 1-theraphotoxin-Hs2b B27ZBA2 Cyriopagopus schmidti
Ul 1-theraphotoxin-Hs2a B3FIU1 Cyriopagopus schmidti
Ul1-theraphotoxin-Hs1b B27ZBA6 Cyriopagopus schmidti
Ul1-theraphotoxin-Hs1b B3FIT9 Cyriopagopus schmidti
Ul 1-theraphotoxin-Hs1a B3FIT6 Cyriopagopus schmidti
U13-theraphotoxin-Hhnla D2Y2HO Cyriopagopus hainanus

O subgrupo II possui 11 toxinas que tém 5 cisteinas conservadas (Figura 26), entre

elas a P81791, a segunda empregada como grupo externo. Ela ¢ proveniente do veneno de P.

nigriventer e, entre outras funcdes, atua como antagonista de canais de célcio do tipo L

(Cardoso et al., 2003; Cordeiro et al., 1993; Richardson et al., 2006). A toxina BIP1H3 ¢

capaz de inibir canais de sodio sensiveis a tetrodotoxina em neurdnios do ganglio da raiz

dorsal de ratos (Chen et al., 2008; Liao et al., 2007). D2Y2CS5 ¢ provavel inibidora de canais

i6nicos, D2Y2HO inibe canais Kv e P82601 induz paralisia reversivel em grilos, porém seu

alvo molecular ¢ desconhecido (Balaji et al., 2000; Correnti et al., 2018; Tang et al., 2010).

Todas as demais ainda nao tém a fung¢ao caracterizada.
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Figura 27 - Subgrupo III da arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis e as U-terafotoxinas depositadas nos bancos
de dados UniProt e GenBank. O alinhamento das toxinas correspondentes a este subgrupo também ¢ exibido, o sombreamento colorido indica os aminoacidos conservados.
Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua identificagdo numérica. Os IDs correspondem as toxinas: M5SAXRS - US8-theraphotoxin-Grla, B3FIP1 - U8-
theraphotoxin-Hs1la, B1P1J5 - U36-theraphotoxin-Cgla, D2Y2Q6 - Ul5-theraphotoxin-Hhnlo e PODJ64 - U15-theraphotoxin-Hhn1b.
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Tabela 7 - Toxinas obtidas dos bancos de dados UniProt e GenBank que foram reunidas no subgrupo III da
arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis.

Toxina GZZ%’ZZZOIUD Espécie na qual foi identificada
US8-theraphotoxin-Grla MS5AXRS Grammostola rosea
US8-theraphotoxin-Hsla B3FIP1 Cyriopagopus schmidti

U36-theraphotoxin-Cgla B1P1J5 Chilobrachys guangxiensis
U15-theraphotoxin-Hhnlo D2Y2Q6 Cyriopagopus hainanus
Ul15-theraphotoxin-Hhnlb PODJ64 Cyriopagopus hainanus

O subgrupo III agrupa 6 toxinas que possuem em comum 9 residuos de aminoacido
conservados (Figura 27). Além disso, este ¢ o grupo menos derivado, visto que possui menos
ramificagdes (Figura 24, pagina 80). B1P1J5 e B3FIP1 sdo provaveis neurotoxinas com
atividade sobre canais i6nicos (Chen et al., 2008; Jiang et al., 2008). D2Y2Q6 ¢ PODJ64 tém
dupla funcdo, sendo inibidoras de serino proteases e de canais Kv (Tang et al., 2010; Yuan et
al., 2008). M5SAXRS e Ajurl0187 nao tém funcdo conhecida, mas, considerando que foram

agrupadas com toxinas que atuam sobre canais i0nicos, provavelmente também tém esse

papel.
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Figura 28 - Subgrupo IV da arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis e as U-terafotoxinas depositadas nos bancos
de dados UniProt e GenBank. Uma parte do alinhamento das toxinas correspondentes a este subgrupo também ¢é exibido, o sombreamento colorido indica os aminoacidos
conservados. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua identificagdo numérica. Os IDs correspondem as toxinas: PODM68 - U4-theraphotoxin-Splla,
B1P1H9 - U28-theraphotoxin-Cgla, M5B4R0 - U3-theraphotoxin-Grld, MSAWT1 - U3-theraphotoxin-Grle, M5AXL3 - U3-theraphotoxin-Grlb, D2Y2A0 - U7-
theraphotoxin-Hhnla 1, POCH70 - Ul-theraphotoxin-Hhnla, BIP1F9 - U20-theraphotoxin-Cgla 1, BIP1D7 - Ul3-theraphotoxin-Cgla, BIP1G1 - U21-theraphotoxin-Cgla

4, BIP1G6 - U2-theraphotoxin-Cglb 1 e BIP1G8 - U22-theraphotoxin-Cgla.
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Tabela 8 - Toxinas obtidas dos bancos de dados UniProt e GenBank que foram reunidas no subgrupo IV da
arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis.

Toxina GZZ%’ZZZOIUD Espécie na qual foi identificada
U4-theraphotoxin-Splla PODM®68 Selenotypus plumipes
U28-theraphotoxin-Cgla B1P1H9 Chilobrachys guangxiensis
U3-theraphotoxin-Grld M5B4R0 Grammostola rosea
U3-theraphotoxin-Grle MSAWTI1 Grammostola rosea
U3-theraphotoxin-Grlb MS5AXL3 Grammostola rosea
U7-theraphotoxin-Hhnla 1 D2Y2A0 Cyriopagopus hainanus
Ul-theraphotoxin-Hhnla POCH70 Cyriopagopus hainanus
U20-theraphotoxin-Cgla 1 B1P1F9 Chilobrachys guangxiensis
U13-theraphotoxin-Cgla B1P1D7 Chilobrachys guangxiensis
U21-theraphotoxin-Cgla 4 B1P1Gl1 Chilobrachys guangxiensis
U2-theraphotoxin-Cglb 1 B1P1G6 Chilobrachys guangxiensis
U22-theraphotoxin-Cgla B1P1G8 Chilobrachys guangxiensis

Para o subgrupo IV observa-se que as 18 toxinas nele agrupados compartilham 6
cisteinas conservadas e, excluindo-se PODM68, também tém uma leucina conservada (Figura
28). Com excecdo dos transcritos de 4. juruensis, MSAWTI1, M5SAXL3 e M5B4R0 todas as
toxinas sdo provaveis inibidoras de canais idnicos (Chen et al., 2008; Liao et al., 2007; Tang

etal., 2010; Wang et al., 2010; Wong et al., 2013).



89

50 ‘ 80 ‘ 70 ‘ 80 ‘ 90
SubgrupoV msaxm9  BBESKEQPIL - - - - - - - - o-- GDALL----- AFYATD- - PEP
H7CEK?  ASESKEQDL----------mmnmn-- HDALL----- AFFATD- - PEP
D2Y2C1  ASESKKLDIL - - - - - - == o oo oo e oo o RDALF - - - - - AMF SADYQLNP
D2Y263  ASKSKEQDIL - - - - - - = c oo oo me o RDALF----- AMF SADNQLNP
Ajur17662 ABESKEQDS----------oommmo- LDEM- - - - - - AILSEQ----P
Ajur54299 ABESKEQDS- - - -« - - oo e oo LDEML- - - - - AILSEQ----P
Ajurd3330 ASESKEQDS- - -----cceeoooooo LDEM- - - - - - AILSEQ----P
Ajur35757 ABESKEQDS- - - - - - - - - - oo VDEML - - - - - AILSEQ----P
Ajur33502 ABESKEQDS-------cceeoooooo VDEM- - - - - - AILSEQ----P
Ajurd2786 ASESKEQDS- - - - - --ccccoooo oo LDEM- - - - - - AIMSEQ----P
Ajur12373 ABESKEQDS- - - - - - - - - - o LDEM- - - - - - AIMSEQ----P
Ajurd36  ABESKEQDS-------cccooooo oo LDEM- - - - - - AIMSEQ----P
Ajur20541 ASESKEQDS - - <= --ccccoooooo LDEM- - - - - - AILSEQ----P
Ajur2402  ABGSKEQDS- - - - - - - - - - oo LDEM- - - - - - AILSEQ----P
Ajur12428 ABESKEQDS - - - =< - - - oo LDEM- - - - - - AILSEQ----P
Ajur9199  ASESKELDS-------ccaeooo o IDARL--- - - AILFEQ----P
Ajur33666 ABESKEQDS- - - - - - --c-ooooo oo LDEM- - - - - - AILSEQ----P
Ajur33665 ABESKEQDS-------cceeoooooo LDEM- - - - - - AILSEQ----P
Ajur56021 ABESKEQDS----------ommmmo- LDEM- - - - - - AILSEQ----P
Ajur36128 ABESKEQDS- - - - - --cccuoooooo IDEML- - - - - AILSEQ----P
Ajur18214 ASESKEQDS- - - - ---ccceoooo oo LDEML- - - - - AILSEQ----P
Ajurd3329 ABESKEQDS- - - - - - - - - oo LDEM- - - - - - AILSEQ----P
M5AYA5 GBELQEKDIL - - - - - - = c oo e o e e o s KETLL----- AIMETALEAQP
‘ 100 ‘ 110 ‘ 120 ‘ 130 . 140
M5AXM9  QER- -DCRKFL-------- GACTQTSD------n---- C-CKH-UABHNK
H7CEK7  QER- -DCRKFL-------- GGCDQADSN---------- C-CEH- LVEHNK
D2Y2C1  QER- -GCRYFL---e-n-- GECKKTSE-=-n-mnm--- C-CEH-LACHDK
D2v2c3  QER- -ECRYWL- - - - - - - - GTCSKTGD----mmm--- C-CSH-ILsEsPK
Ajur17662 QQR-GDCHKFL-------- GWCRGEPD--- - - - P---C-CEH-LSESRK
Ajur54299 QHR|-GDCHKFL- - ----- GWCRGEPD--=-- - - P---C-CAH-LSCSRK
Ajur43330 QQR-GDCHKFL-------- GWCRGEPD - -~ - - - P---C-CEH-LSESRK
Ajur35757 QQR|-GDCHKFL-------- GWCRGEPD--- - - - P---C-CEH-LEGSKK
Ajur33502 QQR|-GDCHKFL--=----- GWCRGEPD--=-- - - P---C-CEH-LSESRK
Ajur42786  QQR-GDCHKFL-------- GWCRGEPD - -~ - - - P---C-CAH-LSESRK
Ajur12373 QQR-GDCHKFL------- - GWCRGEPD--- - - - P---C-CAH-LSESRK
Ajur436  QQR-GDCHKFL-------- GWCRGEPD--=-- - - P---C-CAH-LSCSRK
Ajur20541 QQR|-GDCHKFW- - - - - - - - GWCRDEPD----- - P---C-CEH-LTESTK
Ajur2402  QQR-GDCHKFL-------- GWCRGEPD - -~ - - - P---C-CEH-LTESTK
Ajur12428 QQR-GDCHKFL-------- GWCRGEPD---- - - P---C-CEH-LTESRK
Ajur9199  QQRDGECHKLY - ------- GWCRGDPEKNI - - -PEEKC-CEH-LECSKK
Ajur33666 QQR|-GNCHKFL--=----- GWCRGEPD - -~ - - - P---C-CEH-LAGHVK
2.0 Ajur33665 QQRI-GNCHKFL-------- GWCRGEPD--=-- - - P---C-CAH-LSCSRK
Ajur56021 QQR|-GNCHKFL-------- GWCRGEPD--- - - - P---C-CEH-LSESRK
Ajur36128 QQR|-GDCHKFW- - - - - - - - GWCRDEKD - - - - - - P---C-CEH-LTEHVK
Ajur18214 QHR-GDCHKFL-------- GWGRGEKD - - - - - - P---C-CEH-LTEGHVK
Ajur43329 QQR-GDCHKFL-------- GWCRGEPD--- - - - P---C-CEH-LAGHVK
M5AYA5  EER- - -K--lL----ono-- EKCGIS-cooooooaaao-- AEY-LSCIGL

Figura 29 - Subgrupo V da arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis e as U-terafotoxinas depositadas nos bancos
de dados UniProt e GenBank. Uma parte do alinhamento das toxinas correspondentes a este subgrupo também ¢ exibido, o sombreamento colorido indica os aminoacidos
conservados. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua identificagdo numérica. Os IDs correspondem as toxinas: MSAXMO - Ul-theraphotoxin-Grla,
H7CEKY7 - Ul-theraphotoxin-Grlb, D2Y2C1 - U6-theraphotoxin-Hhnla 1, D2Y2C3 - US5-theraphotoxin-Hhnla e MSAYAS - U9-theraphotoxin-Grla.
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Tabela 9 - Toxinas obtidas dos bancos de dados UniProt e GenBank que foram reunidas no subgrupo V da
arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis.

Toxina GZZ%’ZZZOIUD Espécie na qual foi identificada
Ul-theraphotoxin-Grla M5SAXM9 Grammostola rosea
Ul-theraphotoxin-Grlb H7CEK7 Grammostola rosea

U6-theraphotoxin-Hhnla 1 D2Y2C1 Cyriopagopus hainanus
US-theraphotoxin-Hhnla D2Y2C3 Cyriopagopus hainanus
U9-theraphotoxin-Grla MS5AYAS Grammostola rosea

O subgrupo V € o que possui a maior quantidade de transcritos de A. juruensis, eles
representam 18 das 23 toxinas nele presentes. Estas tém em comum um residuo conservado de
acido aspartico, prolina, arginina, leucina e cisteina, ¢ dois de serina e alanina (com exce¢ao
de M5SAYAS) (Figura 29). Apenas D2Y2Cl e D2Y2C3 tém funcdo conhecida, sendo

inibidoras de canais i6nicos (Tang et al., 2010).
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Subgrupo VI
. 100 110 . 120 |
PODL78 FECSLECD I KKNGHK- - - - - - PCRGSG--------
B1P1A6 FECSFSCD I KKNGK- - - - - - PCRGSG- -------
B1P1A7 FECSFSCD I KKNGK- - - - - - PCRKGAG- - - - - - - -
PODL77 FECSFECD I KKNGK- - - - - - PCKGSG--------
Ajur8858 FECSISCDIKKNGK- - - - - - PCRGST--------
Ajuri1091 FECS | SCD/I KKNGHK - - - - - - PCRGST--------
Ajur1i2670 FECSISCD I KKNGK- - - - - - PCRGSG--------
Ajur7876 FECSISCDIKKNGK- - - - - - PCKGSG--------
Ajur41161 FTCAISCNIKVNGHK- - - - - - PCRGSG--------
Ajurd1160 FTCA | SCNII KVNGHK- - - - - - PCKGSG- -------
Ajur52299 STCAISCNIKVNGK- - - - - - PCRGSG--------
B3EWQ0e -TCAISCD/IKVNGHE- - - - - - PCKGSG--------
1|30 . 1|40 . 1|50 . 1|60
popL78 [HC-BGG-WRERMN - - - - - - - - - - oo oo FOIL
B1P1A6 C-SGC-WRCHKIMN - - - - - - - o oo oo oo FCV
B1P1A7 C-SGG-WRCHKIMN - - - - - - - o oo oo oo FCV
PODL77 C-SGG-WRCKIMN - = - = = - - - - o o - o oo oo - - FCV
Ajurss58 [KC-8GG-WRCKFN- - - - - - - - - oo 1cV
Ajur11091 HC-SGG-WRCKFN- - - - - - - - - - - - - - - - - - - |CV
Ajur12670 lRC - SGG-WRCHKFA- - - - - - - - - - - - - - - - - - - vielv
Ajur7876 C-SGG-WRCHKIFA----- - VeV
Ajur41161 KC-8GG -WSCRFN- - - - - - - - - - oo oo - VeV
Ajur41160 MC - SCGG-WSCHKFN- - - - - - - - - - - - - - - - - - - vicvV
20 Ajur52299 [KC -8GG -WSCRFN- - - - - - - - - VeV
] B3EWQ0 IKC-SGG-WSCKFN- - - - - - - coooo oo VeV

Figura 30 - Subgrupo VI da arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis e as U-terafotoxinas depositadas nos bancos
de dados UniProt e GenBank. Uma parte do alinhamento das toxinas correspondentes a este subgrupo também ¢ exibido, o sombreamento colorido indica os aminoacidos
conservados. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua identificagdo numérica. Os IDs correspondem as toxinas: PODL78 - Ul-theraphotoxin-Ctlb, BIP1A6
- U3-theraphotoxin-Cgla, BIP1A7 - U3-theraphotoxin-Cglb, PODL77 - Ul-theraphotoxin-Ctla e BBEEWQO - U-theraphotoxin-Ajula.
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Tabela 10 - Toxinas obtidas dos bancos de dados UniProt e GenBank que foram reunidas no subgrupo VI da
arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis.

Toxina GZZ%’ZZZOIUD Espécie na qual foi identificada
Ul-theraphotoxin-Ctlb PODL78 Coremiocnemis tropix
U3-theraphotoxin-Cgla B1P1A6 Chilobrachys guangxiensis
U3-theraphotoxin-Cglb B1P1A7 Chilobrachys guangxiensis
Ul-theraphotoxin-Ctla PODL77 Coremiocnemis tropix
U-theraphotoxin-Ajula B3EWQO Avicularia juruensis

No subgrupo VI observa-se que as 12 toxinas nele reunidas possuem diversos

aminoacidos conservados (Figura 30). BIP1A6, BIP1A7, PODL77 e PODL78 sdo descritas

como inibidoras de canais i6nicas putativas (Chen et al., 2008; Ikonomopoulou et al., 2016;

Liao et al., 2007). B3EWQO corresponde ao peptideo antimicrobiano Juruina, que possui forte

atividade antifungica e foi isolada anteriormente do veneno de A. juruensis por Ayroza et al.

(2012). Como esperado, neste ramo da arvore também est4 localizado o transcrito Ajur41161,

que corresponde a isoforma da Juruina, a Juruina 2 (Nascimento et al., 2022) (ANEXO A -

Artigo no preprint bioRxiv).



2.0

Subgrupo VII

Ajur12560
Ajur12305
Ajur12705
Ajur10186
PoC201
K7NSK9
B1P1HS8

Ajur12560
Ajur12305
Ajur12705
Ajur10186
PoC201
K7NSK9
B1P1HS8

Ajur12560
Ajur12305
Ajur12705
Ajur10186
PoC201
K7NSK9
B1P1HS8
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| 110 | 120 | 130
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VY - oo - - - VPAQNP - - = - == - o - - - - C-CGGE-L
VY - oo - - VPAQNP - - = - - - - oo - - - C-CGG-L
VY - oo - - - VPAQNP - - = - == - o - - - - C-CGGE-L
VY - oo - - - VPAQNP - - = - - = - o - - - - C-CRG-L
PND- - - - - RPGHRT - = - === == === C-CIG-L
PND- - - - - RPGHRT - = - === - === - C-CIG-L
140 | 150 | 160 |

CRYG- - - - oo KELVaVve

CRYG - - - - o e oo e e e e KCLVQVGE

CRYG - - - - o e oo e e e e KCLVQVGE

CRYG - - s e e e e e e e o KCLVQVG

CRYG - - - - o e oo e e e e KCLVQVGE

CRYG - - - - o e oo e e e e KCLVRVG

CRYG - - - - oo oo e oo oo SCLVQVG
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Figura 31 - Subgrupo VII da arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis e as U-terafotoxinas depositadas nos bancos
de dados UniProt e GenBank. Uma parte do alinhamento das toxinas correspondentes a este subgrupo também ¢é exibido, o sombreamento colorido indica os aminoacidos
conservados. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua identificacdo numérica. Os IDs correspondem as toxinas: POC201 - Ul-theraphotoxin-Pcla,

K7N5K9 - Ul-theraphotoxin-Spla e BIP1HS - U27-theraphotoxin-Cgla.
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Tabela 11 - Toxinas obtidas dos bancos de dados UniProt e GenBank que foram reunidas no subgrupo VII da
arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis.

Toxina GZZ%’ZZZOIUD Espécie na qual foi identificada
Ul-theraphotoxin-Pcla P0OC201 Psalmopoeus cambridgei
Ul-theraphotoxin-Spla K7N5K9 Selenotypus plumipes

U27-theraphotoxin-Cgla B1P1HS Chilobrachys guangxiensis

No subgrupo VII foram agrupadas 7 toxinas que compartilham diversos aminoacidos
conservados (Figura 31). BIP1HS8 ¢é provavel inibidora de canais i6nicos (Chen et al., 2008),
POC201 possui forte atividade contra o estdgio intra-eritrocito de P. falciparum in vitro (Choi
et al., 2004; Pimentel et al., 2006) ¢ K7N5K9, além de provavel inibidora de canais i6nicos,
também possui acdo inseticida (Hardy et al., 2013; Wong et al., 2013). Tendo em vista as
diferentes fungdes citadas, ndo é possivel inferir o modo de agdo dos transcritos de A.

Jjuruensis também presentes neste ramo.



95

@@% Subgrupo VIII
SEAC)
A ‘PA} %o

@36'&?‘;:’6 110 120 130 140 150 160
O-7F~0 B1P1H7  -VPEEDE--------- NSPE-CPP-LKCEKTFGYGW- - - - - - - - - WYGSPFEV

2.0
43 4"99 ’ B3FIQ5 ~VPEDEN-=-------- DPRE-CSG-LVCLKPTLHGI - = = === --- WYKSYYEY
i, K> 29 D2Y2H9 ~ -VPEDEN--------- DPRE-CFG-LVCLKPTLHGI - - = - ----- WYKSYYEY
“?,9?’\’7 B3FIP5 -VPEDEN--------- DPRE-CSG-LVCLKPTLHG] == === ---- WYKSYYEY
38 P68420 ~VPEDEN--------- DPRE-CSG-LVVLKKTLHGI - - = == - - - - WIKSSYEY
B3FIQ7 -VPEDPDP------ AKNRRE-CSG-LECLKPYLHG! - - - -« --- WYQDYYECY
D2Y299 -1PEDPNP------ VKDLPG-CSG- LACLKPTLHG! - - - - - = - - - WY KHHYEY
A3F7X1 ~-APCDKD - ---«--- RPDC-CSY-AECLRPSGYGW- - - - - - - - - WHGTYYEY
Ajur29738 - VNEKTLETVE- - - -QKQQEKMEKLMAARSKVQPS - - - - - = = - == = = - - EECL

Figura 32 - Subgrupo VIII da arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis e as U-terafotoxinas depositadas nos bancos
de dados UniProt e GenBank. Uma parte do alinhamento das toxinas correspondentes a este subgrupo também é exibido, o sombreamento colorido indica os aminoacidos
conservados. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua identificacdo numérica. Os IDs correspondem as toxinas: BIP1H7 - U26-theraphotoxin-Cglb,
B3FIQ5 - Ul0-theraphotoxin-Hsla, D2Y2H9 - Ull-theraphotoxin-Hhnlv, B3FIP5 - Ul0-theraphotoxin-Hsla, P68420 - U3-theraphotoxin-Hsla, B3FIQ7 - U10-
theraphotoxin-Hs2a, D2Y299 - U9-theraphotoxin-Hhnla e A3F7X1 - U2-theraphotoxin-Lspla.
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Tabela 12 - Toxinas obtidas dos bancos de dados UniProt e GenBank que foram reunidas no subgrupo VIII da
arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis.

Toxina GZZ%’ZZZOIUD Espécie na qual foi identificada
U26-theraphotoxin-Cglb B1P1H7 Chilobrachys guangxiensis
U10-theraphotoxin-Hs1a B3FIQ5 Cyriopagopus schmidti

Ul1-theraphotoxin-Hhnlv D2Y2H9 Cyriopagopus hainanus
U10-theraphotoxin-Hsla B3FIP5 Cyriopagopus schmidti
U3-theraphotoxin-Hsla P68420 Cyriopagopus schmidti
U10-theraphotoxin-Hs2a B3FIQ7 Cyriopagopus schmidti
U9-theraphotoxin-Hhnla D2Y299 Cyriopagopus hainanus
U2-theraphotoxin-Lspla A3F7X1 Lasiodora sp.

O subgrupo VIII possui 9 toxinas e apenas uma delas ¢ um transcrito de A4. juruensis.
Com excecdo dele, elas tém em comum 5 cisteinas, 1 prolina e 1 glicina conservados (Figura
32). A3F7X1 ¢ uma neurotoxina inseticida. BIP1H7, B3FIQ7 e D2Y299 sdo provaveis
inibidoras de canal i6nico (Chen et al., 2008; Jiang et al., 2008; Tang et al., 2010).
Considerando-se os resultados do Gene Ontology, B3FIP5 e B3FIQS5 tém atividade inibidora
sobre canal de sddio (Jiang et al. 2008). D2Y2H9 inibe fracamente canais Kv e Nay (Correnti
et al., 2018; Tang et al., 2010) e P68420 ¢ capaz de paralisar camundongos quando injetada
via intracerebroventricular (Liang, 2004). Sendo assim, tendo em vista as fun¢des das toxinas
deste subgrupo, provavelmente o transcrito Ajur29738, o unico presente neste ramo, também

atue em canais 10nicos.
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Subgrupo IX
110 . 120 .
B1P1I5 -DHCHGTCD-=--------- C
A3F7X2 -EPEQFH---------- CEC
Ajur14722 -T-CEE---------- SCEC
Ajur11407 -T-CEE---------- SCEC
B3FIPO -T-CEN---------- DCEC
D2y2B6  -T-CEN---------- DCEC
B1P112 -T-CEN---------- SCEC
Ajuri2146 -EECKD- - - - - - - - - - NCDEC
Ajur12176 -QSESD- - ------- - NCDEC
Ajur4373 -QPEKD---------- NCDC
Ajur19486 -QREKD - - - - - - - - - - NCEGC
Ajur12788 -QRECED---------- NCDEC
Ajur6468 -QREED- - -------- NCDC
Ajur23484 -QPEKD- - - - ------ NCDC
B3FINS -DRCKS---------- NCDC
B2zBB2 -DRECKS---------- NCDC
D2y251 -DKCKR---------- NCEC
B3FIN4 -ESETN---------- NCEC
I2FKH7  -QNCND- - - - = - - - - - NCDC
B1P113 -EKEKS---------- NCDE
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130 . 140 ‘ 150 ‘ 160

-CBWTTTCRKSKSAGG------------- KICK
-RGASVLCEAVYGTR----------- SPMY KCM
-CGATAICSPSWVDG----------- KQl KFCR
-CGATAICSPSWVDG----------- KQl KFCR
-CGMSTLCAASWVDG- - - -------- HQIKLECR
-CGMSTLCAASWVDG- - - -------- HQI KLECR
-CGSSTICSSTWAEG- - --------- KEI KLEK
-CGSTVVCASNTVGS- - --------- KVVY SCK
-CGATVVCASVWVGS - - - - - ------ KESRMECK
-CGTTVVEGSVWVGG- - --------- KESKTECK
-CGSTVVEGSVTVGG----------- KEVKTEK
-CGSTVVECGSVWVGG----------- KEVKTECK
-CGSTVVECGSVWVGG- - - -------- KEVKTECK
-CGSTVVECGSVWVGG- - - -------- KEVKTECK
-CGTTVTEGTIYVGG- - --------- KEVNQECM
-CGTTVSCGTIYVGG- ---------- KEVNQCM
-CGKTVVEGTIYVGG- ---------- KEVNQECM
-CGATVVLCASVYVAG- - - -------- VEKKSCK
-CGSAVVECGYISVGS----------- KIENLCM
-CGYSTLEGY I TEGK- - --------- EVKYQECM

Figura 33 - Subgrupo IX da arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis e as U-terafotoxinas depositadas nos bancos
de dados UniProt e GenBank. Uma parte do alinhamento das toxinas correspondentes a este subgrupo também ¢é exibido, o sombreamento colorido indica os aminoacidos
conservados. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua identificagdo numérica. Os IDs correspondem as toxinas: BIP11I5 - U32-theraphotoxin-Cgla,
A3F7X2 - U3-theraphotoxin-Lspla, B3FIPO - Ul6-theraphotoxin-Hsla, D2Y2B6 - Ul10-theraphotoxin-Hhnla, B1P112 - U30-theraphotoxin-Cglb, B3FINS - U7-
theraphotoxin-Hs3c, B2ZBB2 - U7-theraphotoxin-Hs3a, D2Y251 - Ul4-theraphotoxin-Hhnla, B3FIN4 - U7-theraphotoxin-Hsla, 12FKH7 - U7-theraphotoxin-Grlb e

B1P113 - U31-theraphotoxin-Cgla.
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Tabela 13 - Toxinas obtidas dos bancos de dados UniProt e GenBank que foram reunidas no subgrupo IX da
arvore filogenética ilustrativa construida com as U-terafotoxinas do veneno de Avicularia juruensis.

Toxina GZZ%’ZZZOIUD Espécie na qual foi identificada
U32-theraphotoxin-Cgla BI1P1I5 Chilobrachys guangxiensis
U3-theraphotoxin-Lspla A3F7X2 Lasiodora sp.
Ul6-theraphotoxin-Hs1a B3FIPO Cyriopagopus schmidti

U10-theraphotoxin-Hhnla D2Y2B6 Cyriopagopus hainanus
U30-theraphotoxin-Cglb B1P112 Chilobrachys guangxiensis
U7-theraphotoxin-Hs3c B3FINg Cyriopagopus schmidti
U7-theraphotoxin-Hs3a B27ZBB2 Cyriopagopus schmidti
Ul4-theraphotoxin-Hhnla D2Y251 Cyriopagopus hainanus
U7-theraphotoxin-Hsla B3FIN4 Cyriopagopus schmidti
U7-theraphotoxin-Grlb I12FKH7 Grammostola rosea
U31-theraphotoxin-Cgla B1P1I3 Chilobrachys guangxiensis

O ultimo subgrupo analisado, IX, reune 20 toxinas que possuem 4 residuos
conservados de cisteina e 1 de glicina (Figura 33). B1P112, B1P1I3, B1P1I5, D2Y251 e
D2Y2B6 sao provaveis inibidoras de canais i6nicos (Chen et al., 2008; Liao et al., 2007; Tang
et al., 2010). As demais toxinas ndo foram completamente caracterizadas e suas fungdes nao
sdao conhecidas. Desta forma, ndo € possivel inferir se os transcritos de A. juruensis reunidos
nesse ramo atuam sobre canais 16nicos.

Esta arvore filogenética ilustrativa fornece uma ideia inicial de como as U-
terafotoxinas evoluiram e se distribuem entre os individuos da familia Theraphosidae. O
estudo de aranhas desta familia ¢ muito importante, considerando a grande variedade de
espécies e o diminuto nimero de dados disponiveis comparando-se com os de outros animais

venenosos.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo principal fazer a caracterizacao inicial do veneno da
espécie Avicularia juruensis, a qual foi escolhida para o estudo devido ao fato de geralmente
consumir pequenas aves.

Com o transcriptoma foram observadas as possiveis toxinas que sao sintetizadas pelas
glandulas de veneno. Elas apresentaram similaridades com CRISPs, hialuronidase,
fosfolipases, neprilisinas e, principalmente, terafotoxinas. Também foram obtidos transcritos
que ndo apresentaram similaridade com moléculas ja depositadas em bancos de dados, estes
podem representar toxinas exclusivas do veneno de A. juruensis.

Com a espectrometria de massas podde-se confirmar que o veneno possui CRISPs,
hialuronidase e neprilisinas. Assim como observado no transcriptoma, o proteoma mostrou que o
veneno de A. juruensis € rico em terafotoxinas, em especial U-terafotoxinas. A presenca de grande
quantidade de terafotoxinas sugere que a espécie A. juruensis possui veneno bastante neurotdxico
e a presenga das enzimas ¢ um indicativo de que o veneno age com rapidez.

Estudos mais aprofundados podem ser realizados para entender a agdo do veneno em
vertebrados e invertebrados, bem como para identificar e caracterizar mais detalhadamente
seus componentes. Outros transcriptomas em diferentes fases da vida das aranhas podem ser
realizados para que sejam feitas comparagdes com os dados obtidos no presente trabalho.
Além disso, novos proteomas do veneno bruto utilizando-se outros tipos de enzimas para a
digestdo das amostras e o uso diferentes metodologias de analise por espectrometria de
massas podem ser Uteis para a identificagdo de mais toxinas.

O presente trabalho ¢ importante do ponto de vista biotecnoldgico, ja que esta riqueza
de toxinas pode representar uma importante fonte de moléculas que podem vir a ser
empregadas para a criagdo de bioinseticidas ou medicamentos. Além disso, também contribui
para o estudo sobre venenos de aranhas terafosideas, grupo menos estudado em relagdo a

familias que causam acidentes graves com humanos.
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APENDICE A - Tabela

Apéndice I - Tabela: Toxinas com as quais os transcritos da categoria “Componente de
veneno” apresentaram similaridade, de acordo com as buscas realizadas utilizando-se a

ferramenta BLASTp.

Apéndice II - Tabela: CRISPs com as quais os transcritos da categoria “CRISP” apresentaram

similaridade, de acordo com as buscas realizadas utilizando-se a ferramenta BLASTp.

Apéndice III - Tabela: Enzimas com as quais os transcritos das categorias “Fosfolipase A”,
“Fosfolipase D” e “Hialuronidase” apresentaram similaridade, de acordo com as buscas

realizadas utilizando-se a ferramenta BLASTp.

Apéndice IV - Tabela: Neprilisina com a qual os transcritos das categorias “Neprilisina”

apresentaram similaridade, de acordo com as buscas realizadas utilizando-se a ferramenta

BLASTp.

Apéndice V - Tabela: Toxinas com as quais os transcritos das categorias “Terafotoxina”

apresentaram similaridade, de acordo com as buscas realizadas utilizando-se a ferramenta

BLASTp.
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A. I - Toxinas com as quais os transcritos da categoria “Componente de veneno” apresentaram similaridade, de acordo com as buscas realizadas
utilizando-se a ferramenta BLASTp.

. NCBI ou Espécie na qual Func¢ao descrita Transcritos com P Xpressan
Toxina . o . . c e . e-value  génica dentro
Uniprot ID foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
BLTX228 AO0A076KZ59 Nephila Nao conhecida Ajur8384 2,00E-18 0,2310%
pilipes Ajur21511 5,00E-14
Ajur25684 1,00E-11
BLTX669 AO0A076L0S4 Nephila Nao conhecida Ajurl7621 5,00E-18 0,8675%
pilipes Ajurd8290 1,00E-15
Carboxylic ester AOAO087SW65 Stegodyphus Acetilcolinesterase Ajurl413 1,00E-165 0,8521%
hydrolase mimosarum
Chymotrypsin XP_018362656.1  Trachymyrmex Inibidor enzimatico Ajur23233 2,00E-13 5,7016%
inhibitor-like cornetzi Ajur24070 4,00E-14
Cystatin-1 B1P1J3 Chilobrachys Inibidor enzimatico Ajur7877 5,00E-57 3,6776%
guangxiensis Ajurl5507 4,00E-46
EF-hand protein-like B5M6G5 Haplopelma Papel na secregdo Ajur3310 1,00E-128 19,5719%
protein schmidti de toxinas Ajurl1434 6,00E-123
Endothelin-converting ~ A0A087TKV4 Stegodyphus Metaloendopeptidase Ajur48047 1,00E-54 0,0212%
enzyme [ mimosarum
Kunitz-type serine C1IC52 Walterinnesia Inibidor de Ajur18807 7,00E-14 0,4029%
protease inhibitor aegyptia serino protease
spermatin
Peptidase-like D5JoY4 Pelinobius Metaloendopeptidase Ajur5037 1,00E-71 0,4677%
protein muticus Ajur5674 1,00E-56
Ajur19434 2,00E-48

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.

Continua na pagina 116.
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. NCBI ou Espécie na qual Funcio descrita Transcritos com P xpressao
Toxina . .. . . e . e-value  génica dentro
Uniprot 1D foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
Spider venom protein AOATX9PYI1 Nephila Nao conhecida Ajur29594 1,00E-39 0,1073%
NPTX C771 pilipes
TCTPI1-1 MS5B4R7 Grammostola Causa edema ¢ Ajur8701 2,00E-121 52,9086%
rosea inflamagao ¢ aumenta a .
permeabilidade vascular Ajurl0276 1,00E-122
Toxin-like XP _015924724.1 Parasteatoda Nao conhecida Ajur13814 2,00E-18 6,3687%
protein 14 tepidariorum Ajurl5625 2,00E-14
Ajur20339 2,00E-11
Ajur23665 1,00E-13
Ul-hexatoxin-Iwle Q5D232 Hlawarra Nao conhecida Ajur9290 6,00E-07 7,7908%
wisharti
U24-ctenitoxin-Pnla  XP_015916297.1 Parasteatoda Nao conhecida Ajur12508 2,00E-59 0,3764%
tepidariorum
U3-aranetoxin- XP _015928445.1 Parasteatoda Nao conhecida Ajur60093 3,00E-08 0,0185%
Cela-like tepidariorum
U8-agatoxin- XP_015909154.1 Parasteatoda Nao conhecida Ajur13904 6,00E-45 0,0368%
Aola-like tepidariorum
Venom peptide XP_023229070.1 Centruroides Provavel inibidor Ajurl8753 1,00E-07 0,5995%
SjAPI-2-like sculpturatus enzimatico

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.

Legenda: A Tabela também mostra as espécies nas quais as toxinas foram identificadas, seu ID e sua fungdo. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua
identificagdo numérica. O e-value € respectivo aos resultados das buscas realizadas utilizando-se BLASTp e as porcentagens de expressdo génica se referem ao conjunto dos
transcritos que possuem similaridade com uma mesma toxina.
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A. II - CRISPs com as quais os transcritos da categoria “CRISP” apresentaram similaridade, de acordo com as buscas realizadas utilizando-se a

ferramenta BLASTp.
. NCBI ou Espécie na qual Func¢io descrita Transcritos com P Xpressan
Toxina . o . . c e . e-value  génica dentro
Uniprot ID foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
GTx-VAl MSAWW7 Grammostola Nao conhecida Ajur5422 2,00E-139 99,9874%
rosea Ajur39949 2,00E-69
GTx-CRISP1 M5AYF1 Grammostola Nao conhecida Ajur5801 2,00E-104 0,0127%
rosea

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.

Legenda: A Tabela também mostra a espécie na qual as CRISPs foram identificadas, seu ID e sua funcdo. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua
identificacdo numérica. O e-value € respectivo aos resultados das buscas realizadas utilizando-se BLASTp e as porcentagens de expressdo génica se referem ao conjunto dos

transcritos que possuem similaridade com uma mesma CRISP.
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A. III - Enzimas com as quais os transcritos das categorias “Fosfolipase A”, “Fosfolipase D e “Hialuronidase” apresentaram similaridade, de
acordo com as buscas realizadas utilizando-se a ferramenta BLASTp.

. NCBI ou Espécie na qual Func¢io descrita Transcritos com P Xpressan
Toxina . o . . © e . e-value  génica dentro
Uniprot ID foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
Fosfolipases A
Phospholipase A2 AOAO87TLCS Stegodyphus Hidrdlise de lipideos Ajur7374 7,00E-09 97,6054%
mimosarum Ajur8771 2,00E-29
Phospholipase A2 AOAO087UYN9 Stegodyphus Hidrdlise de lipideos Ajur7500 6,00E-73 1,1997%
mimosarum
Phospholipase A2 AO0A087UYP4 Stegodyphus Hidrdlise de lipideos Ajur10234 5,00E-69 1,1948%
mimosarum
Fosfolipases D
Phospholipase D XP_021003386.1 Parasteatoda Clivagem da Ajur15997 4,00E-53 41,7857%
tepidariorum ligacdo fosfodiéster
Phospholipase D C0JB91 Sicarius Clivagem da Ajur29642 2,00E-49 58,2143%
albospinosus ligagao fosfodiéster
Hialuronidases
Hyaluronidase R4J)779 Loxosceles Degradagdo de 4cido Ajur2769 2,00E-157 90,9204%
intermedia hialurénico puro e de
sulfato de condroitina
Hyaluronidase JOXYC6 Brachypelma Hidroélise aleatoria Ajur4195 8,00E-155 9,0796%
vagans de hialuronato

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.

Legenda: A Tabela também mostra as espécies nas quais as enzimas foram identificadas, seu ID e sua fungdo. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua

identificagdo numérica. O e-value ¢é respectivo aos resultados das buscas realizadas utilizando-se BLASTp e as porcentagens de expressdo génica se referem ao conjunto dos
transcritos que possuem similaridade com uma mesma enzima.
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A. IV - Neprilisina com a qual os transcritos das categorias “Neprilisina” apresentaram similaridade, de acordo com as buscas realizadas

utilizando-se a ferramenta BLASTp.

. NCBI ou Espécie na qual Func¢ao descrita Transcritos com P Xpressan
Toxina . .. . . c e . e-value  génica dentro
Uniprot ID foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
Neprilysin-1 W4VS99 Trittame loki Metaloprotease Ajurd79 4,00E-126 0,0014%

Ajur2049 2,00E-162 0,0020%
Ajur27716 4,00E-73 99,9965%

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.

Legenda: A Tabela também mostra a espécie na qual a neprilisina foi identificada, seu ID e sua func¢do. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua
identificagdo numérica. O e-value ¢ respectivo aos resultados das buscas realizadas utilizando-se BLASTp e as porcentagens de expressdo génica se referem a cada um dos

transcritos em relacdo ao total de expressdo génica da categoria “Neprilisina”.
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A. V - Toxinas com as quais os transcritos das categorias “Terafotoxina” apresentaram similaridade, de acordo com as buscas realizadas
utilizando-se a ferramenta BLASTp.

. NCBI ou Espécie na qual Func¢ao descrita Transcritos com P Xpressan
Toxina . .. . . c e . e-value  génica dentro
Uniprot ID foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
Delta (0) terafotoxina

O-theraphotoxin-Hmla P60992 Heteroscodra Inibe a inativagao Ajur801 7,00E-09 0,0048%
maculata de canais de sodio Ajur7184 2,00E-12
Ajur7426 1,00E-09
Ajur9780 4,00E-12
Ajurl15581 1,00E-12
Ajurl15583 2,00E-12
Ajur50755 1,00E-11

Kappa (x) terafotoxina
HW1l1cl117 toxin AO0A023WB47 Haplopelma Regula a atividade Ajurl5194 1,00E-22 2,3207%
schmidti de canais de potassio
HW11c¢57 toxin AO0A023WAD7 Haplopelma Regula a atividade Ajur46234 1,00E-31 0,0001%
schmidlti de canais de potassio

K-theraphotoxin-Cgla B1PI1El Chilobrachys Acao sobre canais 10nicos Ajurl6334 1,00E-10 0,0868%
guangxiensis de sodio e de potassio Ajurl6846 1,00E-10
Ajurl17429 1,00E-10
Ajur34297 2,00E-16

K-theraphotoxin-Cglb B1P1AO Chilobrachys Provavel inibidora Ajur27651 5,00E-08 0,0016%

guangxiensis de canal i6nico

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.

Continua na pagina 121.
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. NCBI ou Espécie na qual Funcio descrita Transcritos com P Xpressan
Toxina . .. . . c e . e-value  génica dentro
Uniprot 1D foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
Kappa (k) terafotoxina
K-theraphotoxin-Grlc M5AYAS Grammostola Inibidora de Ajur9953 7,00E-08 1,8412%
rosea canal i6nico Ajur10070 9,00E-08
Ajur11406 7,00E-08
Ajur12081 2,00E-07
K-theraphotoxin-Grld M5AWSO0 Grammostola Inibidora de Ajur8589 1,00E-07 0,3882%
rosea canal i6nico Ajur11007 5,00E-13
Omega (o) terafotoxina
w-theraphotoxin-Bs2a B3FIV1 Brachypelma Inibidora de Ajur13600 1,00E-47 0,0006%
smithi canal i6nico
w-theraphotoxin-Hhnlc D2Y2F1 Haplopelma Inibidora de Ajur7906 2,00E-17 0,0016%
hainanum canal i6nico
w-theraphotoxin-Hhnld D2Y2L5 Haplopelma Inibidora de Ajurl2147 2,00E-08 0,0408%
hainanum canal i6nico
w-theraphotoxin- D2Y2ES Haplopelma Inibidora de Ajur26957 1,00E-06 0,4498%
Hhnlf2 hainanum canal i6nico Ajur40422 1,00E-06
w-theraphotoxin- D2Y2E9 Haplopelma Inibidora de Ajurl0185 7,00E-21 0,0152%
Hhnlf3 hainanum canal i6nico Ajur15302 1,00E-17
Ajurl18745 2,00E-21
Pi () terafotoxina
Asicla Blocker Pctx1 P60514 Psalmopoeus  Inibidora de canal ASIClae Ajur14901 8,00E-20 0,0528%
cambridgei potencializadora de ASIC1b

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.
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Continuacao da Tabela A. V.

. NCBI ou Espécie na qual Funcio descrita Transcritos com P Xpressan
Toxina . .. . . c e . e-value  génica dentro
Uniprot 1D foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
Tau (1) terafotoxina
t-theraphotoxin-Grlb H7CEK6 Grammostola Inibidora de Ajurl12532 5,00E-09 0,2146%
rosea canal i6nico
Unknown terafotoxina
Ul-theraphotoxin-Apla B3EWY4 Acanthoscurria Neurotoxina. Causa Ajur18925 1,00E-62 0,0100%
paulensis paralisia em larvas de
Spodoptera frugiperda
Ul-theraphotoxin-Ctla PODL77 Coremiocnemis Provavel inibidora Ajur31698 1,00E-13 2,3874%
tropix de canais de calcio Ajur7876 1,00E-36
dependentes de voltagem Ajur9513 6,00E-34
Ajur12670 6,00E-34
Ajur15488 4,00E-34
Ajur23663 5,00E-23
Ul-theraphotoxin-Grla MSAXM9 Grammostola Provavel inibidora Ajurl17940 1,00E-18 10,2107%
rosea de canal idnico Ajur22142 2,00E-19
Ajur22413 1,00E-15
Ajur33665 3,00E-18
Ajur36931 1,00E-14
Ajur39950 2,00E-20
Ul-theraphotoxin-Grlb H7CEKY7 Grammostola Provavel inibidora Ajurd36 1,00E-17 46,9233%
rosea de canal idnico Ajur2402 1,00E-21
Ajur2592 8,00E-23

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.
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. NCBI ou Espécie na qual Funcio descrita Transcritos com P Xpressan
Toxina . .. . . e . e-value  génica dentro
Uniprot 1D foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
Ul-theraphotoxin-Grlb H7CEK7 Grammostola Provavel inibidora Ajur8088 9,00E-22 46,9233%
rosea de canal i6nico Ajur9199 8,00E-21
Ajurl2373 2,00E-18
Ajur12428 1,00E-19
Ajurl6710 1,00E-12
Ajurl7239 3,00E-21
Ajurl7662 4,00E-20
Ajurl8214 2,00E-24
Ajur20541 7,00E-22
Ajur20614 8,00E-13
Ajur27404 6,00E-17
Ajur27519 6,00E-25
Ajur33502 2,00E-19
Ajur33666 7,00E-21
Ajur35757 2,00E-22
Ajur36128 6,00E-24
Ajur38746 2,00E-23
Ajur39230 9,00E-22
Ajur40186 2,00E-20
Ajurd2786 3,00E-18
Ajurd3329 1,00E-19
Ajur43330 1,00E-18

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.
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. NCBI ou Espécie na qual Func¢io descrita Transcritos com P Xpressan
Toxina . o . . © e . e-value  génica dentro
Uniprot ID foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
Ul-theraphotoxin-Grlb H7CEK7 Grammostola Provéavel inibidora Ajur50393 1,00E-13 46,9233%
rosea de canal i6nico Ajur62390 5,00E-11
Ajur62391 1,00E-09
Ajur62940 6,00E-07
Ul-theraphotoxin-Pcla P0OC201 Psalmopoeus Atividade antiplasmodial Ajurl0186 3,00E-35 0,1928%
cambridgei Ajurl1474 1,00E-17
Ajur12305 5,00E-36
Ajurl2559 5,00E-36
Ajur12560 6,00E-35
Ajur12705 6,00E-22
Ajur23412 2,00E-15
U2-theraphotoxin- B1P1G6 Chilobrachys Provavel inibidora Ajurl4155 7,00E-08 0,8090%
Cglb 1 guangxiensis de canal i6nico Ajur14829 3,00E-08
U2-theraphotoxin- B1P1G7 Chilobrachys Provavel inibidora Ajurl257 6,00E-13 0,2188%
Cglb 2 guangxiensis de canal i6nico Ajur7185 1,00E-12
U2-theraphotoxin-Pcla P0C202 Psalmopoeus Atividade antiplasmodial Ajurl3593 2,00E-22 1,0002%
cambridgei
U3-theraphotoxin-Cglb B1P1A7 Chilobrachys Provavel inibidora Ajur8858 3,00E-35 1,5272%
guangxiensis de canal i6nico Ajur8956 4,00E-37
Ajur11091 8,00E-35
Ajurl5487 8,00E-35
Ajur19542 1,00E-35

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.
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. NCBI ou Espécie na qual Func¢io descrita Transcritos com P Xpressan
Toxina . o . . © e . e-value  génica dentro
Uniprot ID foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria

U3-theraphotoxin-Cglb B1P1A7 Chilobrachys Provéavel inibidora Ajur33342 3,00E-24 1,5272%
guangxiensis de canal i6nico Ajurd1160 1,00E-28
Ajur41161 5,00E-29

U3-theraphotoxin-Grlb MS5SAXL3 Grammostola Nao conhecida Ajur36538 3,00E-19 0,0032%
rosea Ajur54304 1,00E-22

U3-theraphotoxin-Grld M5B4R0 Grammostola Nao conhecida Ajur63098 5,00E-08 0,0002%

rosea

U3-theraphotoxin-Pmla D5J6Y1 Pelinobius Nao conhecida Ajur10149 3,00E-39 0,0432%
muticus Ajurl4l16l 2,00E-17
Ajurl5352 6,00E-38
Ajurl5586 3,00E-38
Ajur20182 7,00E-35
Ajur29738 4,00E-23

U4-theraphotoxin-Pf15 ~ AOA1VOFWGS Poecilotheria Nao conhecida Ajur22964 4,00E-09 0,0545%

formosa

U5-theraphotoxin-Cgla B1P1B3 Chilobrachys Nao conhecida Ajur10845 3,00E-12 0,1261%
guangxiensis Ajur18923 3,00E-12

US-theraphotoxin-Grld MS5AXQS8 Grammostola Nao conhecida Ajur11808 5,00E-32 1,3750%
rosea Ajur16243 5,00E-32

US-theraphotoxin-Grle H7CELI1 Grammostola Nao conhecida Ajur34030 5,00E-20 0,0013%

rosea

US-theraphotoxin- D2Y2C3 Haplopelma Inibidora de canais de sddio Ajur43070 2,00E-17 0,8863%

Hhnla hainanum dependente de voltagem Ajur54299 2,00E-21

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.
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Continua na pagina 127.

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.

. NCBI ou Espécie na qual Funcio descrita Transcritos com P xpressao
Toxina . .. . . c e . e-value  génica dentro
Uniprot 1D foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
U6-theraphotoxin- D2Y2C1 Haplopelma Inibidora de Ajur56021 5,00E-11 18,2110%
Hhnla 1 hainanum canal i6nico
U7-theraphotoxin-Grla MS5SAWW?2 Grammostola Nao conhecida Ajur21980 4,00E-22 0,0012%
rosea Ajur26638 1,00E-22
U7-theraphotoxin-Grlb I2FKH7 Grammostola Nao conhecida Ajur20695 5,00E-43 0,0005%
rosea
U7-theraphotoxin- B27ZBA9 Haplopelma Nao conhecida Ajurd805 1,00E-29 0,8234%
Hs3a L8 schmidti Ajurl2176 3,00E-28
U10-theraphotoxin- BIP1IDO Chilobrachys Provavel inibidora Ajur24452 9,00E-15 0,0004%
Cgla guangxiensis de canal i6nico
U10-theraphotoxin- D2Y2B6 Haplopelma Provével inibidora Ajurl11407 1,00E-42 0,4076%
Hhnla hainanum de canal i6nico
U10-theraphotoxin- D2Y2B7 Haplopelma Provavel inibidora Ajurl4722 3,00E-27 0,0033%
Hhnla.2 hainanum de canal i6nico
U10-theraphotoxin- D2Y2B9 Haplopelma Provavel inibidora Ajurl3612 1,00E-42 0,0003%
Hhnlc hainanum de canal i6nico
Ul 1-theraphotoxin- B3FIU1 Haplopelma Nao conhecida Ajur3026 1,00E-11 0,0041%
Hs2a schmidti Ajur3464 1,00E-11
Ajurd324 1,00E-11
Ajur5537 1,00E-11
Ajur30108 2,00E-26
Ul12-theraphotoxin- D2Y2C5 Haplopelma Provavel inibidora Ajur3183 7,00E-12 1,4704%
Hhnla hainanum de canal i6nico Ajur3532 7,00E-13
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. NCBI ou Espécie na qual Funcio descrita Transcritos com P xpressao
Toxina . .. . . c e . e-value  génica dentro
Uniprot 1D foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria

U12-theraphotoxin- D2Y2C5 Haplopelma Provéavel inibidora Ajur4639 1,00E-11 1,4704%
Hhnla hainanum de canal i6nico Ajur5230 6,00E-12
Ajur5563 9,00E-12

U13-theraphotoxin- B3FIV0 Haplopelma Nao conhecida Ajur6277 1,00E-12 0,3341%
Hsla schmidti Ajurl4477 1,00E-15
Ajur36320 2,00E-08

Ul4-theraphotoxin- D2Y2P2 Haplopelma Provéavel inibidora Ajur19486 2,00E-28 0,1500%
Hhnla hainanum de canal i6nico Ajur4373 3,00E-31

Ul4-theraphotoxin- D2Y2P0 Haplopelma Provével inibidora Ajur26638 1,00E-24 0,0029%
Hhnlf hainanum de canal i6nico Ajur2948 1,00E-24

Ul4-theraphotoxin- D2Y2P1 Haplopelma Provéavel inibidora Ajur5012 1,00E-18 7,3531%
Hhnlg hainanum de canal i6nico Ajur5020 1,00E-20
Ajur6468 1,00E-28
Ajur6469 1,00E-28
Ajur11405 2,00E-30
Ajurl2146 6,00E-25
Ajurl12784 4,00E-28
Ajur12788 3,00E-28
Ajur23484 8,00E-24

U20-theraphotoxin- B1P1F9 Chilobrachys Provavel inibidora Ajur8804 1,00E-06 0,0415%
Cgla guangxiensis de canal i6nico Ajur11058 2,00E-06
Ajur13885 2,00E-06

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.
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. NCBI ou Espécie na qual Funcio descrita Transcritos com P xpressao
Toxina . .. . . c e . e-value  génica dentro
Uniprot 1D foi identificada para a toxina* similaridade .
da categoria
U22-theraphotoxin- B1P1G8 Chilobrachys Provéavel inibidora Ajur8200 5,00E-08 0,7516%
Cgla guangxiensis de canal i6nico Ajurl1545 9,00E-11
Ajurl2145 9,00E-11
U26-theraphotoxin- B1P1H6 Chilobrachys Provéavel inibidora Ajur11093 3,00E-30 0,0325%
Cgla guangxiensis de canal i6nico
U29-theraphotoxin- B1P1I0 Chilobrachys Provavel inibidora Ajurl1781 5,00E-24 0,9959%
Cgla guangxiensis de canal i6nico
U35-theraphotoxin- B1P1J4 Chilobrachys Nao conhecida Ajur2819 3,00E-19 0,0023%
Cgla guangxiensis
U36-theraphotoxin- B1P1J5 Chilobrachys Provavel neurotoxina Ajurl0187 9,00E-52 0,0676%
Cgla guangxiensis com atividade inibitoria

sobre canais 10nicos

*De acordo com dados disponiveis no Uniprot e NCBI.

Legenda: A Tabela também mostra as espécies nas quais as terafotoxinas foram identificadas, seu ID e sua fungo. Os transcritos foram nomeados com o prefixo “Ajur” e sua
identificagdo numérica. O e-value ¢ respectivo aos resultados das buscas realizadas utilizando-se BLASTp e as porcentagens de expressdo génica se referem ao conjunto dos
transcritos que possuem similaridade com uma mesma toxina.
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ABSTRACT

Spiders are the most successful and diversified group of venomous animals. Currently, there are
more than 49,000 species distributed almost all over the world. This broad distribution suggests
that they have efficient strategies to improve their survival; one of them is the production of
highly elaborate venoms, which are a heterogeneous mixture of molecules like inorganic salts,
peptides, proteins, and enzymes. Considering this, this study aimed to analyze the venom of the
spider Avicularia juruensis (Mygalomorphae: Theraphosidae) searching for proteolytic enzymes.
Using zymography, electrophoresis, transcriptomics and proteomics approaches we identified
one neprilysin able to degrade casein, that we named “Ajur_Neprilysin”. Neprilysins are metal-
loendopeptidases whose presence has already been described in animal venoms, however, its
function has not yet been elucidated. Our results showed for the first time one non-bacterial
neprilysin which can cleave casein and suggest that its role in envenomation is to degrade the
extracellular matrix, facilitating the access of other toxins to their targets, as well as digestive flu-
ids. Moreover, this discovery contributes to increasing the knowledge about little-studied spe-
cies, since the Ajur_Neprilysin is the second neprilysin found in the venom from a
mygalomorph spider.

KEYWORDS

Avicularia juruensis; spider;
venom; neprilysin; casein;
metalloendopeptidase

Introduction across almost all ecological environments, except the
open sea and the air (Foelix 2011). Because they
depend totally on predation as a trophic tactic for sur-
vival, spiders have developed quite complex venoms
throughout their evolution (Nicholson 2013). They
contain acylpolyamines, low-molecular-mass organic
components, peptides, proteins, nucleic acids, amino
acids, inorganic salts, monoamines, and enzymes, such
as proteases, hyaluronidases, sphingomyelinases, iso-
merases, and phospholipases (Nicholson 2013, Ferreira

Venomous animals are ubiquitous, as they are present
in all known animal phyla and inhabit a wide variety
of habitats (Holford et al. 2018). Their venoms are
secretions produced by specialized glands, associated
or not with stingers, teeth, or spines (Khusro et al.
2018), employed to hunt prey, in intraspecific disputes,
and as defense against predators (Fry et al. 2009).
Their composition consists of a heterogeneous mixture

of organic and inorganic molecules that bind to their
molecular targets with excellent power, affinity, and
selectivity (King 2011, Arbuckle 2017).

Spiders are the most successful venomous animals
(Luddecke et al. 2019). Their first fossil record dates
from 300 million years ago, in the Carboniferous
period (Pennisi 2017). Currently, there are more than
49,000 species described (World Spider Catalog 2021),
but it is estimated that there exist more than 100,000
species (Pineda et al. 2020), which are distributed

et al. 2016, Gomes and Palma 2016, Akef 2018).

The neprilysins (NEPs) are metalloendopeptidase-
type enzymes composed of approximately 750 amino
acid residues (~110kDa) with an active site that has a
zinc binding motif (EI-Amouri et al. 2008). They have a
high preference to cleave the N-terminal bond of
hydrophobic amino acids and, in mammals, play a sig-
nificant role in different biological processes like
metabolism of bioactive peptides, modulation of
blood pressure, control of neurotransmitter levels,
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cancer progression, and reproduction (Bland et al.
2008). Their presence has been observed in the ven-
oms of the snakes Ophiophagus hannah, Echis pyrami-
dum leakeyi, Naja kaouthia, and Crotalus horridus (this
last annotated as Snake Venom Metalloproteinase)
(Casewell et al. 2009, Rokyta et al. 2013, Rokyta et al.
2015, Tan et al. 2015, Tan et al. 2017, Kunalan et al.
2018); the scorpion Didymocentrus krausi (Rojas-
Azofeifa et al. 2019); the jellyfish Cyanea capillata (Liu
et al. 2015); and the hunting wasps Eumenes decoratus,
Anterhynchium flavomarginatum, and Sphecidae sp.
(Yoon et al. 2020). In spiders, the first identification of
a NEP was made in the venom of Trittame Ioki
(Undheim et al. 2013), and recently, it was also
observed in the species Physocyclus mexicanus, being
the most abundant component (Zobel-Thropp
et al. 2019).

The role of NEPs in envenomation has not yet been
elucidated (Tan et al. 2017, Kunalan et al. 2018). Some
authors believe that they degrade the extracellular
matrix around synapses, facilitating the access of tox-
ins to their targets (Undheim et al. 2013, Zobel-Thropp
et al. 2019), while other authors suggest that NEPs are
involved with venom neurotoxicity and prey paralysis,
due to their activity in the regulation of peptide trans-
mitters and their modulators in nervous systems
(Casewell et al. 2009, Liu et al. 2015, Yoon et al. 2020).
Thus, the study of venoms is very important to dis-
cover their components, as well as to elucidate their
functions. However, within spiders, the majority of
studies about toxins have been limited to the most
dangerous or larger species, especially from the gen-
era Atrax and Hadronyche (family Atracidae), Missulena
(Antrodiaetidae), Sicarius and Hexophthalma
(Sicariidae), Latrodectus (Theridiidae), and Phoneutria
(Ctenidae). Concerning family Theraphosidae, the sub-
families  Ornithoctoninae,  Selenocosmiinae, and
Theraphosinae provided the majority of toxins avail-
able in databases, which means that the remaining
are underrepresented, including Aviculariinae. This
subfamily is one that should be prioritized in biopros-
pecting studies, given the clear bias in the character-
ization of its toxin sequences, in addition to its
evolutionary distance from the other subfamilies
(Luddecke et al. 2019).

Therefore, in this work, we analyzed the venom of
the spider Avicularia juruensis (Mello Leitao 1923). This
species lives in the Amazon region, being found in
Colombia, Ecuador, Peru, and Brazil (Fukushima and
Bertani 2017). It has arboreal habits and builds its
retreats on tree trunks, the leaves of palm trees, and
bromeliads (Bertani 2012). According to P.Ld. Silva
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Junior, these retreats are usually close to bird nests,
which may serve as food for this spider (personal com-
munication, 19 Dec 2013). Because of these alimentary
habits, we believe that its venom has components
with proteolytic function. Thus, using zymography,
electrophoresis, and transcriptomics and proteomics
approaches, we identified a neprilysin able to
degrade casein.

Materials and methods
Animals and venom milking

Spiders from the species A. juruensis were collected in
the cities of Porto Velho and Monte Negro, Rondonia,
Brazil, under the Permanent Zoological Material license
n°11024-3-IBAMA and Special Authorization for Access
to Genetic Patrimony n°010345/2014-0.

They were kept in the bioterium of the Laboratory
of Applied Toxinology at Butantan Institute (Sao Paulo,
Brazil) and were fed with cockroaches every 15 days,
with water as desired. The room temperature was con-
trolled between 24°C and 26 °C.

Venom was extracted by electrical stimulation as
described by Rocha-e-Silva et al. (2009). Firstly, the spi-
ders were anesthetized with CO, and immobilized on
a special support. The shocks (35V, 10Hz for 0.5ms)
were delivered in the chelicera base, and venom was
collected directly into a microcentrifuge tube, where
the fangs were positioned. In this way, contamination
by digestive juice was avoided (Figure 1). After milk-
ing, the venom obtained was centrifuged at 2450x g
for 10min at 4°C;, the supernatant was collected,
lyophilized, and stored at —80°C.

This research follows the Ethical Principles in
Animal Research adopted by Ethic Committee in the
Use of Animals of Butantan Institute and was
approved on September 21, 2016 (protocol
n°CEUAx 5082310816).

Transcriptomic analysis and database assembly

The venom glands of five adult female spiders were
removed 72h after venom milking. They were homo-
genized in Polytron® Tissue Homogenizer, and the
total RNA was extracted using TRIzol™ Reagent
(Thermo Fisher Scientific Inc.,, Waltham, MA, USA). The
mRNA was isolated with magnetic beads with an oligo
(dT) using a Dynabeads® mRNA DIRECT™ kit
(Thermo). It was quantified using Quant-iT™
RiboGreen® RNA Assay Kit (Thermo), and its integrity
was evaluated in a 2100 Bioanalyzer pico chip series
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
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Figure 1. Venom milking from a female Avicularia juruensis. (A) The spider, anesthetized with CO,, was immobilized on special
support, and its fangs were positioned inside a microcentrifuge tube. (B) Shocks were applied in the chelicera base, and the
venom was directly collected by the microcentrifuge tube, totally free of contamination.

The mRNA obtained was used to construct a cDNA
library, which was prepared following the standard
TruSeq RNA Sample Prep Kit protocol (lllumina, San
Diego, CA, USA). The cDNA library was sequenced on
an lllumina HiSeq 1500 system, into a rapid paired-
end flow cell in 300 cycles of 2*150bp paired-end
technique, according to the standard manufacturer’s
protocol (lllumina). The software CASAVA, version 1.8.2
(Illumina), was used to extract the data acquired. After
pre-processing and obtaining high-quality sequences,
the transcripts were assembled using the software
rnaSPADES, version 3.10.1 (Bushmanova et al. 2019).
The transcripts obtained were filtered according to the
minimum size of 300 bp; additionally, redundant tran-
scripts were removed using the software CD-HIT (Li
and Godzik 2006, Fu et al. 2012).

For the identification of potential coding sequences
within the assembled transcriptome we used
TransDecoder software, version 2.0.1 (https://github.
com/TransDecoder/TransDecoder/wiki/), with a min-
imum protein length of 60. The transcripts containing
the translated sequences were aligned by Basic Local
Alignment Search Tool (BLASTp) (Altschul et al. 1990)
against the database UniProt/Swiss-Prot proteins and
non-redundant transcriptome shotgun assembly (TSA-
NR) from National Center for Biotechnology
Information (NCBI) to assess the protein description
with a cutoff e-value of <1e-05 and according to the
criterion with longer protein similarity. The predicted
proteins were analyzed for Protein families (Pfam)
domains with hmmer3 (Wheeler and Eddy 2013),
against the Pfam domains database (El-Gebali et al.
2019). TransDecoder may predict more than one cod-
ing sequence by transcript, and we selected only the
best one based on the priority order of UniProt-KB/
Swiss-Prot, Pfam domains database and TSA-NR, all of

which databases were used for annotation and selec-
tion of the best candidate for each transcript.

Abundance estimate and gene expression

In order to estimate transcript abundance, the paired-
end reads were aligned back with the A. jururensis
assembled transcriptome. Further computing of the
abundance for each transcript was performed by
RSEM (RNA-Seq Expectation-Maximization) (Li and
Dewey 2011), along with a maximum likelihood abun-
dance estimates, using the expectation-maximization
algorithm for its statistical model. Final abundance
estimates were calculated as Fragments Per Kilobase
of exons per Million fragments mapped (FPKM) and
Transcripts Per Million (TPM) values.

After manual annotation, the gene expression per-
centage was calculated by adding the FPKM of tran-
scripts of the same category divided by the sum of
the total FPKM.

Zymography

An evaluation of proteolytic activity was performed on
12% polyacrylamide gel copolymerized with 0.1%
bovine milk casein (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, USA).
The mini gel was made in dimensions
85 x 80 x 1.0mm in a DIGEL® vertical electrophoresis
system (model DGV10).

Quantities of 100pg of A. juruensis crude venom
and 50 ug of Bothrops jararaca venom (used as a posi-
tive control of caseinolytic activity) were evaluated
under non-reducing conditions. They were diluted in a
four-fold concentrated buffer (250 mM Tris-HCl pH 6.8,
300mM SDS, 1mM bromophenol blue, 40% glycerol)
before being applied to the gel. PageRuler™
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Prestained Protein Ladder (Thermo) was used as a ref-
erence for molecular masses.

The run was performed at a constant voltage of
80V, with the electrophoresis tank immersed in ice
and the room temperature controlled at 18°C to pre-
serve the proteolytic properties of the venoms. The
running buffer was composed of 250mM glycine,
25 mM Tris-HCl, and 3 mM SDS.

After the run, the gel was immersed in a 2.5%
Triton X-100 solution for 60 min and washed with
ultrapure water three times for 10min each. Then, it
was incubated in a buffer 30mM Tris-HCl, 200 mM
NaCl, 10mM CaCl,, 9mM MgCl,, pH 7.4) for 12h, at
37°C and with constant shaking. Finally, the gel was
stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 (45%
methanol, 10% acetic acid, 3mM Coomassie Brilliant
Blue R-250) and de-stained by continuous immersion
in a 25% methanol/8% acetic acid destaining solution,
until the appearance of clear zones on the dark blue
background of the gel, which indicated caseino-
lytic activity.

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE)

Electrophoresis was carried out based on the method
described by Laemmli (1970). One hundred micro-
grams of A. juruensis crude venom were analyzed
under non-reducing conditions. They were diluted in a
four-fold concentrated buffer (previously cited) and
applied to a 12% polyacrylamide gel with dimensions
85 % 80 x 1.0mm (DIGEL® vertical electrophoresis sys-
tem). PageRuIerTM Prestained Protein Ladder (Thermo)
was used as a molecular weight marker.

The run was performed at a constant voltage of
120V at room temperature using the same running
buffer aforementioned. After, the gel was stained with
Coomassie Brilliant Blue R-250 and de-stained until the
appearance of blue-colored bands.

Protein digestion (reduction, alkylation, and
trypsinization)

The band located in the same place where caseinolytic
activity was observed (by zymography) was cut from
the electrophoresis gel and subjected to trypsin diges-
tion based on the method described by Hanna
et al. (2000).

Briefly, the band was completely de-stained by con-
tinuous immersion in a 50% methanol/5% acetic acid
destaining solution. Afterward, it was dehydrated by
two 5-min incubations with 200puL of acetonitrile
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(ACN). The ACN was evaporated in a vacuum centri-
fuge, and the band was rehydrated for 30 min with
30uL of reducing solution (10mM dithiothreitol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)/100mM ammonium
bicarbonate). This solution was removed, then 30 uL of
alkylation solution (50mM iodoacetamide (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA)/100mM ammonium
bicarbonate) was added for 30min. After removing
this solution, the band was hydrated with 100 mM
ammonium bicarbonate (two times) and dehydrated
with ACN (four times) before digestion. In this step,
800ng of bovine trypsin (Sigma-Aldrich) was added;
after 30min, the excess was removed and a 50 mM
ammonium bicarbonate solution was applied in suffi-
cient volume to cover the band, which was incubated
for 18h at 37°C.

To extract the digested protein from the gel band,
30 uL of 5% formic acid (FA) solution was added for
10 min. It was collected and stored in a new microcen-
trifuge tube. Afterward, the band was incubated twice
for 10 min in 12 uL of a 50% ACN/5% FA solution. It
was collected and transferred to the same microcentri-
fuge tube that already contained the first solution.
The volume obtained was concentrated in a vacuum
centrifuge, and the digested protein was analyzed by
mass spectrometry.

Mass spectrometry and bioinformatics analysis

The sample obtained after digestion by trypsin was
resuspended in 20puL of 0.1% FA solution and ana-
lyzed by liquid chromatography coupled with tandem
mass spectrometry, using an LTQ XL (Thermo)
connected to an Easy-nLC 1000 (Thermo) system. A
volume of 10uL was automatically injected into a
pre-column Jupiter® C18 (10pm; 100pum x 50 mm)
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) coupled to an ana-
lytical reverse-phase column Aqua® C18 (5um; 75um
x 100 mm) (Phenomenex). Two eluents were used:
Phase A (0.1% FA) and Phase B (0.1% FA/ACN). The
sample was eluted in a linear gradient of 5-95% of
Phase B over 18 min, with a flow rate of 200 nL/min.
Electrospray ionization (ESI) was operated in positive
mode, with voltage and temperature adjusted to
2.0kV and 200°C, respectively. The mass scan interval
considered for the full scan (MS1) was 200-1800 m/z,
operating in data-dependent acquisition mode (DDA).
The five most intense ions per scan were selected for
collision-induced dissociation (CID) fragmentation.

The MS/MS spectra obtained (raw file) were proc-
essed using PEAKS Studio software, version X Plus
(Bioinformatics Solution Inc., Waterloo, ON, Canada).



Using the PEAKS DB function (de novo sequencing
assisted database search), the spectra were searched
against the database assembled with predicted pro-
teins obtained in venom gland transcriptomic analysis.
The searches involved a 0.5Da error tolerance for pre-
cursor ions and fragment ions. Carbamidomethylation
of cysteines was determined as a fixed post-transla-
tional modification. Asparagine and glutamine deami-
dation, methionine oxidation, and N-terminal
acetylation were determined as variable modifications,
and trypsin was considered enzyme-specific.

Database searches were performed using BLAST
(Altschul et al. 1997), with default parameters.
Alignments and coloring were made using Seaview
(Gouy et al. 2010) and Sequence Manipulation Suite
(Color Align Conservation tool) (Stothard 2000),
respectively.

Results

The proteolytic activity of A. juruensis venom was eval-
uated by zymography, using a polyacrylamide gel
copolymerized with bovine milk casein. One clear
zone, indicating the caseinolytic activity, was observed
between 95 and 130kDa (Figure 2(A)). Additionally,
the venom was analyzed by electrophoresis, and one
band was identified in the same place where the clear
zone was observed (Figure 2(B)). This band was cut
from the electrophoresis gel and then analyzed by
mass spectrometry. After bioinformatics analysis, it

(A)  Molecular Bothrops Avicularia

weight  jararaca juruensis
marker venom venom

P N Ned M e

— Caseinolytic
activity
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was observed that the band has high identity with
several regions of one predicted protein (Figure 3,
Supplemental online material 1).

By BLASTp search, it was observed that this pro-
tein has high identity with a neprilysin from the
venom of the spider Trittame loki and with five iso-
forms of neprilysin-1-like from the scorpion
Centruroides sculpturatus; it also has conserved
domains which are characteristics of the M13 and
GluZincin families. Given these results, the protein
was called “Ajur_Neprilysin”.

When aligned with other neprilysins, it was
observed that Ajur_Neprilysin has the active site and
the zinc binding site conserved (Figure 4). In addition,
it also aligns with all cysteines that form disulfide
bridges (Supplentary Appendix 1).

In transcriptomic analysis it was identified 8 tran-
scripts encoding neprilysins, 6 of them are isoforms of
the Ajur_Neprilysin gene (Table 1, Supplemental
online material 2) which represent 34.6% of gene
expression (Figure 5). All Ajur_Neprilysin gene isoforms
encoding identical proteins (Supplentary Appendix 2).

Discussion

In this study, we characterized for the first time the
caseinolytic activity of the venom from the mygalo-
morph spider A. juruensis. This type of activity has
already been observed in venoms from different spe-
cies. In araneomorph spiders, for example, it was

(B) Molecular Avicularia
weight  juruensis
marker venom

l _,.

— This band was

cut from gel

and analyzed by
mass spectrometry

Figure 2. Zymography and electrophoresis gels obtained in the analysis of 100 ug of Avicularia juruensis crude venom (under
non-reducing conditions). (A) 12% polyacrylamide gel copolymerized with 0.1% bovine milk casein; Bothrops jararaca venom
(50 png) was used as a positive proteolytic control. The clear zones on the dark background indicate the caseinolytic activity. (B)
12% polyacrylamide gel electrophoresis. The band located in the same place where we observed the caseinolytic activity (in the
zymography gel) was cut and analyzed by mass spectrometry. Molecular weight marker: PageRuler™ Prestained Protein Ladder

(Thermo Fisher Scientific Inc.).
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Figure 3. Results obtained in the analysis by mass spectrometry of the band cut from electrophoresis gel. High similarity was
observed with several regions of one predicted protein, which was assembled in the transcriptomic analysis of Avicularia juruensis
venom glands. Peptide fragments detected by mass spectrometry are identified by gray shadings and bars.

described for Badumna insignis, Loxosceles rufescens,
Lampona cylindrata (Young and Pincus 2001), Hippasa
partita, H. agelenoides, H. lycosina (Nagaraju et al.
2006), and Phoneutria boliviensis (Estrada-Gomez et al.
2015). Devaraja et al. (2008) characterized the Hag-
protease, a low-molecular-weight serine protease

from H. agelenoides, and Barbaro et al. (2005) demon-
strated that the venoms of the brown spiders L.
deserta, L. gaucho, L. intermedia, L. laeta, and L.
reclusa contain caseinolytic enzymes, most of them
metalloproteases, since they are inhibited by 1,10-
phenanthroline.
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Figure 4. Alignment of the region of the conserved active sites of Ajur_Neprilysin and other neprilysins: from the venom of the
spider Trittame loki (National Center for Biotechnology Information (NCBI) ID: W4VS599); from the scorpion Centruroides sculpturatus
(neprilysin-1-like isoforms X5 to X1; NCBI ID: XP_023211936.1 to XP_023211932.1, respectively); from the venom of the spider
Physocyclus mexicanus (UniProt ID: MN004884); and from the venom of the snake Crotalus horridus (neprilysin-like protein; NCBI
ID: JAA96348.1). Residues that are identical among the sequences were given a black background, and those that are similar
among the sequences were given a gray background. The remaining residues have a white background.

Table 1. Ajur_Neprilysin gene isoforms expression profile.

Transcript ID Gene 1D Length  Effective length FPKM* TPM*

NODE_1_length_3835_cov_5782.441520_g0_i0 NODE_1_length_3835_cov_5782.441520_g0_i0 3835 3,661.27 8,418.97 29,769.89
NODE_2_length_3827_cov_5779.893713_g0_i1  NODE_2_length_3827_cov_5779.893713_g0_i1 3827 3,653.27 1,806.98 6,389.56
NODE_3_length_3792_cov_5863.905889_g0_i2 NODE_3_length_3792_cov_5863.905889_g0_i2 3792 361827 44,435.27  157,125.26
NODE_4_length_3737_cov_5929.441867_g0_i3  NODE_4_length_3737_cov_5929.441867_g0_i3 3737 3,563.27 1,005.33 3,554.91
NODE_5_length_3688_cov_6033.661411_g0_i4 NODE_5_length_3688_cov_6033.661411_g0_i4 3688 3514.27 189,122.31  668,745.54
NODE_6_length_3688_cov_6023.256432_g0_i5 NODE_6_length_3688_cov_6023.256432_g0_i5 3688 3,514.27 3801273  134,414.85

*FPKM: Fragments Per Kilobase of exons per Million fragments mapped; TPM: Transcripts Per Million.

There 6 predicted Ajur_Neprilysin isoforms presented different expression profiles based on the bowtie2 alignment.

Ajur Neprilysin
34.5664%
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Venom component
0.0029%

N

Unknown
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Hyaluronidase

0.0223%
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Cell function
1.4708%
©
Other Neprilysins
0.0115%
(@)

No match
3.8385%
(23)

Figure 5. Graph indicating percentages of gene expression of toxins from Avicularia juruensis venom. The value between paren-
theses indicates the number of transcripts in each category.
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Concerning mygalomorph spiders from the
Theraphosidae family, Perret (1977) proposed that the
proteolytic activity observed was due to contamin-
ation by digestive secretions expelled during the
venom milking. In fact, no caseinolytic activity was
observed in studies carried out with the pure venom
of the species Pamphobeteus aff. nigricolor (Estrada-
Gomez et al. 2013), Poecilotheria regalis, Ceratogyrus
darlingi, and Brachypelma epicureanum (Garcia-
Arredondo et al. 2015). However, Fernandes (2010)
demonstrated the proteolytic activity on casein of
Nhandu coloratovillosus venom, and we also identified
this for A. juruensis, both Theraphosidae spiders.

Using mass spectrometry and transcriptomic ana-
lysis of A. juruensis venom glands, it was found that
one protein is the component responsible for the
caseinolytic activity. By BLASTp search, it was observed
that this protein has high identity with neprilysins
(NEPs), so it was called “Ajur_Neprilysin”. NEPs are a
type of metalloendopeptidase with known presence in
the venoms of different animals, but in spiders this
enzyme has been identified in only Physocyclus mexi-
canus (Araneomorphae: Pholcidae) (Zobel-Thropp et al.
2019) and Trittame loki (Mygalomorphae: Barychelidae)
(Undheim et al. 2013). Thus, in this present work, we
describe the finding of a third spider (the second from
the Mygalomorphae suborder) which has neprilysin in
its venom.

In P. mexicanus spider, neprilysins are the most
abundant venom proteins (Zobel-Thropp et al. 2019),
while in A. juruensis the transcripts that encoding
Ajur_Neprilysin represent 34.6% of gene expression,
being the second most expressed type of toxin. Such
results indicate that neprilysins probably have an
important role during envenoming.

The Ajur_Neprilysin presents conserved domains
which are characteristics of the M13 and GluZincin
families. The Gluzincin family comprises several zinc-
dependent metallopeptidases, including M13 pro-
teases. These are found in a large variety of organisms
(from bacteria to mammals, but not in yeasts) and par-
ticipate in a broad range of physiological processes
due to their greater variation at the S2' subsite. All
M13 proteases have the Zn binding motifs “HEXXH"
and “EXXXD,” in which histidine residues and glutamic
acid (in EXXX) are ligands for zinc atoms, while glu-
tamic acid (in EXX) and aspartic acid are involved in
catalysis (Bianchetti et al. 2002, National Center for
Biotechnology Information 2020). In the alignments
performed, it was observed that Ajur_Neprilysin has
the active site and the zinc binding site conserved, as
well as all cysteines that form disulfide bridges.
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Invertebrate NEPs can cleave a wide range of sub-
strates (Turner et al. 2001) but their role in envenom-
ation has not yet been elucidated (Tan et al. 2017,
Kunalan et al. 2018). There are two hypotheses: they
degrade the extracellular matrix, facilitating the access
of other toxins to their targets (Undheim et al. 2013,
Zobel-Thropp et al. 2019), or they are involved with
neurotoxicity and prey paralysis (Casewell et al. 2009,
Liu et al. 2015, Yoon et al. 2020). As demonstrated
herein, Ajur_Neprilysin is able to cleave casein. Until
now, this type of ability had only been observed for
bacterial NEPs from Streptococcus diacetylactis and
Lactococcus lactis (Desmazeaud and Zevaco 1976,
Zevaco and Desmazeaud 1980, Monnet 1995). So, in
this study, we described for the first time one non-
bacterial neprilysin capable of degrading casein, which
shows that the probable role of NEPs in envenomation
is related to extracellular matrix degradation. Also, as
the release of venom into prey usually precedes the
injection of digestive fluids, it seems plausible that
venom components with enzymatic properties can
also facilitate digestion and, for this reason, envenom-
ation may be considered as the first step of extra-oral
digestion (Vassilevski et al. 2009, Walter et al. 2017).

Conclusion

In summary, we analyzed the venom of the species A.
juruensis (Mygalomorphae: Theraphosidae) and identi-
fied Ajur_Neprilysin, one metalloendopeptidase of the
type neprilysin. This class of enzyme has only been
observed in the venom of two other spiders, but this
present work was the first to assess its function. Given
that Ajur_Neprilysin showed caseinolytic activity, we
suggest that its role in envenomation is to degrade
the extracellular matrix, facilitating the spread of other
toxins, as well as digestive fluids. Finally, the study of
Theraphosidae spider venoms is important to describ-
ing their composition and mode of action, since this
group is less studied in comparison to spiders with
medical importance, such as Latrodectus spp. and
Loxosceles spp.
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How a tarantula can help treat infections: Avicularia juruensis’s

theraphotoxins that also act as antimicrobials

Short abstract: Considering that there are still many species little-studied, this
work aimed to analyze the venom of the spider Avicularia juruensis scarching for
antimicrobial ~ peptides. Using reverse-phase  high-performance liquid
chromatography, microbial growth inhibition assay, transcriptomics, and
proteomics approaches we identified three antimicrobial peptides: Avilin,
Juruin_2, and Juruenine. All of them showed similarities with neurotoxins that
act on ion channels and, probably, they have the ICK motif. The study of animal
venoms is of great importance to carry out the characterization of unknown
components and that may have a biotechnological application, in special venoms

from spiders that are from less studied families.

Spiders are the most successful group of venomous animals, comprising more
than 50,350 species distributed in all terrestrial habitats. One strategy that facility
their broad distribution is the production of elaborate venoms, which are
composed of inorganic salts, organic molecules with low molecular mass, free
amino acids, small polypeptides, linear peptides, nucleotides, disulfide-rich
peptides, enzymes, and high molecular mass proteins. Considering that there are
still many species little-studied, this work aimed to analyze the venom of the
mygalomorph spider Avicularia juruensis scarching for new antimicrobial
peptides. Using reverse-phase high-performance liquid chromatography,
microbial growth inhibition assay, transcriptomics, and protcomics approaches
we identified three antimicrobial peptides that were named Avilin, Juruin_2, and
Juruenine. All of them showed similarities with neurotoxins that act on ion
channels and, probably, they have the ICK motif in their structure. The ICK fold
seems to be conserved in several venomous animal lincages and presents elevated
functional diversity, as well as gives stability to the toxins. The study of animal
venoms is of great importance to carry out the characterization of unknown
components and that may have a biotechnological application (like the
antimicrobial peptides), in special venoms from spiders that are from less studied

families.

Keywords: venom, spider; antimicrobial; Theraphosidae; Avicularia juruensis
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Introduction

Several are the animals that evolved using an efficient immune system and
excellent protection against pathogens, some of them also employed venoms as a
defense mechanism, including arthropods, cnidarian, echinoderms, mollusks, annelids,

and vertebrates (Pineda ef al. 2014, Zhang 2015, Arbuckle 2017).

Concerning biodiversity, spiders are the most successful group of venomous
animals (Luddecke er al. 2019), comprising more than 50,350 species, 4,280 genera,
and 132 families characterized to date (World Spider Catalog 2022). Their venoms are
highly elaborate cocktails composed of a heterogeneous mixture of inorganic salts,
organic molecules with low molecular mass (< 1 kDa), free amino acids, small
polypeptides and linear peptides, nucleotides, disulfide-rich peptides (generally with 3-6
disulfide bonds), as well as enzymes and higher mass proteins (10-120 kDa) (Pineda ef
al. 2014, Saez and Herzig 2019). These molecules can have multiple functions like
blockage or modulation of ion channels, anti-cancer, anti-insect, antimicrobial and

antihypertensive activities (Melo-Braga ef al. 2020).

To date, more than 1,390 spider toxins have been described in Uniprot (The
UniProt Consortium 2021) most of them from araneomorph spiders, as the anticancer
peptide Latarcin-2a from Lachesana tarabaevi (Dubovskii et al. 2015), or the
neurotoxins Tx3, PnPP-19, and &-CNTX-Pnla from well-studied Phoneutria
nigriventer (Cordeiro et al. 1992, Cordeiro et al. 1993, Figueiredo et al. 1995).
Although less studied, the suborder Mygalomorphae comprises spiders that are very
helpful for biotechnology purposes due to their longevity (15-30 years) and large venom
glands (Bond et al. 2012, Windley ef al. 2012). The biggest mygalomorph species are

included in the Theraphosidae family and their toxins are named theraphotoxins, whose
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majority conform to the Inhibitory Cystine Knot (ICK) motif (Escoubas and Rash 2004,
King et al. 2008). The ICK fold seems to be conserved in several venomous animal
lineages and presents elevated functional diversity (Gao ef al. 2013), as well as gives

tremendous thermal, chemical, and biological stability to the toxins (Saez et al. 2010).

The peptides GsMTx4, from Grammostola spatulaia venom (Jung et al. 2006),
and Oh-defensin, from Cyriopagopus hainanus (Zhao et al. 2011), are examples of
theraphotoxins that adopt the ICK motif and have antimicrobial activity. These toxins
are antimicrobial peptides (AMPs), molecules that can be good candidates for the
development of new antibiotics since they present notable features like specific action
against microorganisms, accelerated pharmacokinetics, immunomodulatory activity, the
effect on endotoxin neutralization, and also the possibility of combining with

conventional antibiotics to increase the treatment effectiveness (Santos ef al. 2016).

The search for novel effective antibiotics becomes urgent due to the remarkable
proficiency of pathogenic microorganisms at adapting to environmental stresses and
developing at least one mechanism of resistance to conventional drugs, compromising
their effectiveness. The ever-increasing antibiotic resistance associated with the
decrease in the rate of creation of new medicines makes infectious diseases one of the
main causes of human deaths (Saez e/ al. 2010, Garcia ef al. 2013, Saez and Herzig

2019).

Therefore, in this work, we analyzed the venom of the spider Avicularia
Jjuruensis (Mygalomorphae: Theraphosidae) (Mello Leitdo 1922) looking for new
antimicrobial peptides. This species is found in Colombia, Ecuador, Peru, and Brazil
(Fukushima and Bertani 2017), and is often an exotic pet due to its docility, awesome

color, and size. Although A. juruensis is easily raised in captivity, there are only two
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studies about its venom composition, in which it was described the antifungal peptide

Juruin (Ayroza et al. 2012) and a neprilysin (Nascimento ef al. 2021).

In addition to the identification of molecules that can be employed in the
development of new drugs effective against resistant microorganisms, the study of
venoms from mygalomorph spiders is very important to understand its composition,

since this suborder is less studied than Araneomorphae.

Materials and methods

Animals and venom milking

Spiders from the species 4. juruensis were collected in Porto Velho and Monte
Negro, Rondonia, Brazil, under the Permanent Zoological Material license n°11024-3-
IBAMA and Special Authorization for Access to Genetic Patrimony n°010345/2014-0.
They were kept in the bioterium of the Laboratory of Applied Toxinology at Butantan
Institute (Sdo Paulo, Brazil) and were fed with cockroaches every 15 days, with water at

ease. The room temperature was controlled between 24 and 26°C.

Venom was extracted by electrical stimulation as described by Rocha-e-Silva et
al. (2009). After milking, the venom obtained was centrifuged at 2450x g for 10

minutes at 4°C; the supernatant was collected, lyophilized, and stored at -80°C.

This research follows the Ethical Principles in Animal Research adopted by the
Ethic Committee in the Use of Animals of Butantan Institute and was approved on

September 21, 2016 (protocol n°CEUAx 5082310816).

Reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC)

5 mg of crude venom were reconstituted in 2 mL of acidified ultrapure water
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[0.05% trifluoroacetic acid (TFA)] and centrifuged at 16,000x g for 5 minutes, the
supernatant was subjected to RP-HPLC on a Prominence LC-20A system (Shimadzu,
Kyoto, KY, Japan), carried out with a semi-preparative reverse-phase column Jupiter®
C18 (10 pm, 300 A, 10 mm x 250 mm) (Phenomenex International, Torrance, CA,

USA).

Two eluents were used: phase A (0.05% TFA) and phase B |acetonitrile
(ACN)/0.05% TFA]. Elution was made with a linear gradient of 2 to 80% of phase B
over 60 minutes, with a flow rate of 1.5 mL/minute and absorbance monitored at 225
nm. The fractions corresponding to peaks observed in the chromatogram were collected

manually and dried in a refrigerated vacuum centrifuge.

Second chromatography step

The f[ractions with antimicrobial activity were acidified with 0.05% TFA and
subjected to the second chromatography step using the same system aforementioned and
an analytic reverse-phase column Jupiter® C18 (10 um, 300 A, 250 x 4.60 mm)
(Phenomenex). A linear gradient of phase B was calculated specifically for each
fraction according to their retention time observed in the first chromatography step:
Avilin = from 0 to 7%, Juruin 2 = from 18 to 48%, and Juruenine = from 23 to 53%.
Elutions were carried out for 60 minutes, with a flow rate of 1 mL/minute and
absorbance monitored at 225 nm. The fractions corresponding to peaks observed in the

chromatogram were collected manually and dried in a refrigerated vacuum centrifuge.

Quantification

Quantification was carried out based on absorbance at 225 nm measured by

NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
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USA).

Bioassays

Microbial growth inhibition assay and minimum inhibitory concentration (MIC)

Fractions collected in the RP-HPLC step were reconstituted with ultrapure water
and tested against Gram-negative bacteria Escherichia coli (strain SBS 363), Gram-
positive bacteria Micrococcus [uteus (strain A270), yeast Candida albicans (strain

MDMB), and the fungi Aspergillus niger.

Bacteria were cultured in Poor Broth medium (PB) (1% bactopeptone, 0.5%
NaCl, pH 7.4, 217 mOsm) and fungi were cultured in Potato Dextrose Broth medium
(PDB) (1.2% PDB, pH 5.0, 79 mOsm). 0.2 mg of streptomycin and sterile ultrapure
water were employed as a positive inhibition control and microbial growth control,
respectively. The plates were incubated at 30°C for 18 hours under constant shaking,
then the antimicrobial activity was evaluated by measuring absorbance at 595 nm in a

Victor3 microplate reader (Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA).

The determination of MIC was performed as described above but using a serial
dilution of the antimicrobial fractions. It was expressed as [a]-[b]: |a] is the highest
concentration at which the microorganism grows and [b] is the lowest concentration that

inhibits the growth.

Hemolytic assay

Type A+ human blood was centrifuged at 700x g for 15 min, plasma was discarded and
the red blood cells were washed three times in phosphate-buffered saline (PBS) 1X (137

mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na,HPQy4, 1.76 mM KH>PO,, pH 7.4), at each washing
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new centrifugations were performed and the supernatant was discarded. The
erythrocytes obtained were diluted in the same PBS 1X buffer until a final concentration

of 3% (V/v).

Aliquots of the antimicrobial fractions were reconstituted in the PBS 1X buffer
and tested in duplicate in serial dilutions using a 96-well U-bottom microplate. 0.1%
Triton X-100 solution and the PBS 1X buffer were used as positive and negative
hemolysis control, respectively. The plate was incubated for 1 hour at 37°C, then the
supernatant was transferred to a 96-well flat-bottom microplate, and hemolysis was
evaluated by measuring the absorbance at 405 nm using a Victor3 microplate reader
(Perkin Elmer). Hemolysis percentage was expressed concemning the 100% lysis
control, according to the equation: % hemolysis = (Absorbance sample - Absorbance

PBS 1X)/(Absorbance Triton X-100 - Absorbance PBS 1X).

The use of human blood was authorized by the Brazilian National Health
Council, Plataforma Brasil CAAE: 15390119.9.0000.5473 (protocol number

3.486.142).

Cytotoxicity assay

Vero cells (ATCC CCL81; Manassas, VA, USA) were cultivated and
maintained in Opti-MEM(1X) + GlutaMAX (reduced serum medium) culture medium
(Gibco, Waltham, MA, USA). The cells were seeded in 96-well flat-bottom sterile
plates (2 x 10° cells/well) and cultured for 24 h at 37°C in a humidified atmosphere
containing 5% CO». Serial dilutions of the samples were carried out using the same
culture medium aforementioned (starting at 100 pg/mL for Avilin and 100 uM for
Juruin_2 and Juruenine) and were incubated with cells for 24 h. The assays were

conducted in duplicate and the culture medium was employed as a negative cytotoxicity



148

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2022.10.09.511474; this version posted October 9, 2022. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

control. 20 uL of MTT (5 mg/mL in PBS) were added and a new incubation was carried
out for 3 h at 37°C. Afier, 150 uL of isopropanol was used to dissolve the formazan

crystals.

Absorbance at 570 nm was measured using a FlexStation 3 microplate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) and the cell survival was calculated
according to the equation: % survival = (Absorbance treated cells/Absorbance untreated

cells) x 100.

Transcriptomic analysis and database assembly

Venom glands of five adult spiders were removed and homogenized in
Polytron® Tissue Homogenizer. Total RNA was extracted using TRIzol™ Reagent
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) and mRNA was isolated with
magnetic beads with an oligo (dT) using a Dynabeads® mRNA DIRECT™ kit
(Thermo). It was quantified using Quant-iT™ RiboGreen® RNA Assay Kit (Thermo)
and its integrity was evaluated in a 2100 Bioanalyzer pico chip series (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, USA).

The mRNA obtained was used to assemble the cDNA library, following the
standard TruSeq RNA Sample Prep Kit protocol (Illumina, San Diego, CA, USA). The
c¢DNA library was sequenced on [llumina HiSeq 1500 system, into a rapid paired-end
flow cell in 300 cycles of 2*150 bp paired-end technique, according to the standard
manufacturer’s protocol (Illumina). Transcripts obtained were assembled using
rmaSPAdes software, version 3.10.1 (Bushmanova ef al. 2019), and filtered according to
the minimum size of 300 bp. Also, redundant transcripts were removed using CD-HIT

software (Li and Godzik 2006, Fu et al. 2012).
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Potential coding sequences were identified by TransDecoder software, version
2.0.1 (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki/), with a minimum protein
length of 60. Transcripts containing the translated sequences were aligned by BLASTp
(Altschul er al. 1990) against the databases UniProt/Swiss-Prot proteins and TSA-NR
from NCBI to assess the protein description with a cut-off e-value of <le-05 and
according to the criterion with longer protein similarity. The predicted proteins were
analyzed for Protein families (Pfam) domains with HMMER3.1 (Wheeler and Eddy
2013), against the Pfam domains database (El-Gebali ef al. 2019). TransDecoder may
predict more than one coding sequence by transcript and we selected only the best one
based on the priority order of UniProt-KB/Swiss-Prot, Pfam domains database, and
TSA-NR. All these databases were used for annotation and selection of the best

candidate for each transcript.

In-solution digestion (reduction, alkylation, and trypsinization)

Aliquots of antimicrobial fractions were reconstituted in 20 puL of 8 M urea/0.4
M ammonium bicarbonate solution. 5 puL. of reducing solution [45 mM dithiothreitol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)] were added and incubated at 50°C for 15 minutes.
After cooling at room temperature, 5 uL of alkylation solution [ 100 mM iodoacetamide
(GE Healthcare, Chicago, IL, USA)] was added and incubated protected from light for
15 minutes. 130 pL of ultrapure water and bovine trypsin (Sigma-Aldrich, San Luis,
MO, USA) were added in a 1:25 (enzyme:protein) ratio and incubated at 37°C for 12

hours, then the digestion was stopped by acidifying with 0.1% TFA.

The samples were desalinated by ZipTip® Pipette Tips (Merck Millipore,
Billerica, MA, USA) with a unique elution step using 80% ACN, concentrated in a

vacuum centrifuge, and analyzed by mass spectrometry.
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Mass spectrometry and bioinformatics analyses

Aliquots of the antimicrobial fractions (trypsinized and non-trypsinized) were
reconstituted in 0.1% formic acid solution and analyzed by the Easy-nLCII system
(Thermo) connected to LTQ-Orbitrap Velos (Thermo). Electrospray ionization was
operated in positive mode, with voltage and temperature adjusted to 2.0 kV and 200°C.
The mass scan interval considered for the full scan (MS1) was 200-2,000 m/z, operating
in data-dependent acquisition mode. The five most intense ions were selected for
collision-induced dissociation fragmentation and the minimum signal required to start

fragmentation events (MS2) was adjusted to 5,000 cps.

The MS/MS spectra obtained from non-trypsinized samples were analyzed by
MassAnalyzer software, version 1.03 (Amgen, Thousand Oaks, CA, USA). The spectra
of trypsinized samples were converted to a .mgf file by MSConvert software (Chambers
et al. 2012) and employed in searches in different databases using Mascot Server
(Perkins er al. 1999). They were also processed by PEAKS Studio software, version X
Plus (Bioinformatics Solution Inc., Waterloo, ON, Canada). Using the PEAKS DB
function, the spectra were searched against the database assembled with predicted
proteins obtained in the transcriptomic analysis. The searches involved 10 ppm and 0.6

Da error tolerance for precursor ions and {ragment ions, respectively.

Database searches were performed using BLASTp and Uniprot. Alignments and
coloring were made using Seaview (Gouy et a/. 2010) and Sequence Manipulation Suite
(Stothard 2000), respectively. The similarity percentage was calculated by the SIAS
server (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html), and physical and chemical parameters
were evaluated by ProtParam (Gasteiger ef al. 2005). For all tools were used default

parameters,
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Results

Fractionation of the venom by RP-HPLC

To isolate and characterize the antimicrobial peptides (AMPs), A. juruensis
venom was [ractionated by RP-HPLC, and all [ractions obtained were tested by
microbial growth inhibition assay. Thus, were identified three fractions with
antimicrobial activity: fraction 1, which prevented the growth of Escherichia coli SBS
363; fraction 19, which prevented the growth of Aspergillus niger, Candida albicans
MDMBS8, Micrococcus luteus A270, and E. coli SBS 363; and fraction 24, which was

effective against E. coli SBS 363 and M. luteus A270.

By mass spectrometry analysis, it was observed that these fractions were not
homogeneous (data not shown), therefore, it was necessary to submit them to a new RP-
HPLC step. The purified antimicrobial fractions obtained were named Avilin, Juruin_2,

and Juruenine (Figure 1 and Appendices 1 to 3).

Bioassays

The Table 1 indicates the MIC of Avilin, Juruin 2, and Juruenine against the
microorganisms tested. By hemolytic assay, it was observed that only Avilin has toxic
effects in MIC concentrations (Figures 2C, 3D, and 4D). Concerning cytotoxicity assay,
the viability of cells decreased at the maximum concentrations tested for all samples,
and Juruenine is the molecule with the lowest cytotoxicity observed (cell viability

between 70-90%) (Figures 2D, 3E, and 4E).

Characterization of antimicrobial fractions
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Avilin (Fraction 1)

No significant results were obtained in the analyzes carried out with PEAKS X
and MassAnalyzer. In the searches performed with the Mascot Server, it was observed
that Avilin has a similarity with the theraphotoxin U12-TRTX-Hsla from the venom of
the spider Cyriopagopus schmidti. Using this theraphotoxin as a reference were
performed searches among the predicted proteins obtained in the transcriptomic
analysis, thus, it was identified the transcript which encodes the Avilin (NODE_18923),
as well as their complete sequence with signal peptide, propeptide, and active peptide

(Figure 2A and Appendice 4).

By aligning Avilin with five other theraphotoxins which has ICK motif, it is
observed that it also probably has this structure, with disulfide bridges formed between
C1-C4, C2-C5, and C3-C6 (Figure 2B). Additionally, using ProtParam the molecular
mass of the active peptide region of Avilin was evaluated at 3,260.9 Da. Its cationic
character was also verified due to the presence of eight positively charged amino acids

(five lysines and three arginines), with pl calculated at 9.08.

Juruin 2 (Fraction 19)

By analyzes carried out with PEAKS X, it was observed high similarity with the
antimicrobial peptide Juruin, which was previously isolated and characterized in A.
Juruensis venom by Ayroza et al. (2012) (Figure 3A). Additionally, it was identified
that the transcript NODE 41161 encodes the Juruin and Juruin 2 (Figure 3B and

Appendice 5).

Analyses carried out with Mascot Server indicated that Juruin 2 has similarity

with the theraphotoxin U4-TRTX-Hhnlac from the venom of the spider Cyriopagopus
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hainanus and, as expected, it has ICK motif with disulfide bridges formed between C1-

C4, C2-C5, and C3-C6 (Figure 3C).

Searches performed using MassAnalyzer indicated a molecular mass of 4,319.1
Da (Appendice 6), which corresponds to the Juruin molecule with DR and G amino
acids linked to its N and C-terminal portions, respectively
(DRFTCAISCNIKVNGKPCKGSGEKKCSGGWSCKFNVCVKVG).  This  result
shows that even with three more amino acid residues linked to its original structure,

Juruin still maintains its antimicrobial action, and this isoform was named Juruin_2.

By ProtParam was verified that Juruin 2 has a cationic character due to the
presence of eight positively charged amino acids (seven lysines and one arginine), with

pl calculated at 9.27.

Juruenine (Fraction 24)

No significant results were obtained in the analyzes carried out with the Mascot
Server. In the searches performed with PEAKS X, it was observed that Juruenine
contains peptide fragments corresponding to the transcript NODE 17940 (Figure 4A
and Appendice 7). Using BLASTp it was identified similarity with the theraphotoxins
US-TRTX-Hhnla and U6-TRTX-Hhnla from the venom of the spider Cyriopagopus
hainanus. By alignment and comparison with these toxins, the signal peptide,

propeptide, and active peptide were identified (Figure 4B).

As Avilin and Juruin 2, Juruenine probably has an ICK motif in this structure,
with disulfide bridges formed between C1-C4, C2-C5, and C3-C6 (Figure 4C). Searches
performed using MassAnalyzer indicated a molecular mass of 4,221.6 Da (Appendice

8), which corresponds to the fragment
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GDCHKFLGWCRGEPDPCCEHLSCSRKHGWCVWDWTYV, the active peptide of
Juruenine. Additionally, by ProtParam it was verified that the active peptide has an
anionic character due to the presence of eleven negatively charged amino acids (five

aspartic acid and six glutamic acid), with pI calculated at 5.46.

Discussion

The study of antimicrobial molecules is an important strategy to identify
substances that may be alternatives to actual antibiotics. Several works carried out with
invertebrates characterized antimicrobial peptides from the hemolymph of
Acanthoscurria rondoniae (Riciluca et al. 2012), Acutisoma longipes (Sayegh et al.
2016), Tityus serrulatus (de Jesus Oliveira ef al. 2019), and Triatoma infestans (Diniz et
al. 2020), for example. Concerning spider venoms, it was verified the presence of these
molecules in the species Acanthoscurria gomesiana (Abreu et al. 2017), Lycosa
erythrognatha (Santos et al. 2010), L. singoriensis (Wang et al. 2016), and Lachesana

tarabaevi (Lazarev ef al. 2013), for example.

All antimicrobial molecules identified in 4. juruensis venom are effective
against F. coli SBS 363 and Avilin has the lowest MIC (1.75 - 3.5 pg/mL), nether than
the MIC of the peptide Ul-SCRTX-Lgla from Loxosceles gaucho venom (7.6 pg/mL)
(Segura-Ramirez and Silva Junior 2018). Only Juruin 2 prevented the growth of all
microorganisms tested, similar to Gomesin, a potent antimicrobial peptide isolated from
hemocytes of mygalomorph spider A. gomesiana (Silva Junior ef al. 2000). However,
this peptide has MIC up to four times smaller than Juruin 2. Juruenine showed
antimicrobial activity against M. [uteus A270 and L. coli SBS 363, but with a MIC eight
times higher for Gram-positive bacteria than Gram-negative, probably due to

differences between the cell walls of these bacterias.
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In the hemolytic assays, it was observed only Avilin causes hemolysis of human
erythrocytes from a concentration of 0.875 pg/mL. This characteristic is also observed
for the Zodatoxins Ltc I, Ltc 2a, and Ltc 5 from [. tarabaevi venom (Kozlov et al.
2006) and Lycosin-II from L. singoriensis venom (Wang ef al. 2016). The Zodatoxins
cause hemolysis of rabbit red blood cells at concentrations ranging from 245.6 to 17.4
pg/mL, values much higher than those observed for Avilin. The Lycosin-II led to

approximately 20% hemolysis of human red blood cells from the concentration of 50

M.

In cytotoxicity assays, Juruin_2 was the most toxic molecule. However, this
cytotoxicity is observed at higher concentrations of which there is antimicrobial
activity. The highest MIC is 6.4 uM for 4. niger and the cytotoxicity is detected from
the concentration of 12.5 uM. Furthermore, it was also observed that Juruin 2 is an
isoform of Juruin, previously isolated in 4. juruensis venom by Ayroza ef al. (2012). In
the transcriptomic analysis of the venom glands, the complete nucleotide sequence of
the transcript NODE_41161 was not obtained, which made it impossible to identify the
signal peptide and propeptide of the Juruin and Juruin_2 molecule. However, it was
possible to observe that the amino acid located at position 8 is aspartic acid and not
asparagine as described by Ayroza ef al., (2012). This can be explained by the fact that
the molecular masses of these two amino acids are very similar: aspartic acid has a mass
of 115 Da, while asparagine has a mass of 114 Da. Moreover, in the study carried out
by Ayroza et al., (2012) only the antifungal activity of Juruin was observed, while in
this work it was detected the antimicrobial activity of Juruin 2 was also against Gram-

positive and Gram-negative bacteria.

Avilin has a similarity with the theraphotoxin U12-TRTX-Hsla from the

venom of the spider Cyriopagopus schmidli, a neurotoxin that acts by blocking N-type
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calcium channels (Jiang ef al. 2008). Juruin 2 and Juruenine have a similarity with the
theraphotoxins U4-TRTX-Hhnlac, U5S-TRTX-Hhnla, and U6-TRTX-Hhnla from C.
hainanus (Tang et al. 2010), respectively. All these theraphotoxins are also neurotoxins
that act in ion channels. According to Redaelli ef al. (2010), arachnid neurotoxins can
also be potent antimicrobial molecules as, for example, the Cupienins 1a, 1b, Ic, and 1d
from Cupiennius salei venom (Kuhn-Nentwig ef al. 2002), the Lycotoxins M-LCTX-
Hela, M-LCTX-Hc2a, and M-LCTX-Ls2a from Lycosa carolinensis (Yan and Adams
1998), CsTx-1 from Cupiennius salei (Kuhn-Nentwig et al. 2012), and GsMTx-4 (Jung

et al. 2006) from Grammostola spatulata.

Avilin, Juruin_2, and Juruenine probably have the ICK motif in their structure.
According to Fujitani ef al. (2007), the ICK motif is fundamental for the antimicrobial
activity of Takhistatins, antimicrobial peptides isolated from the horseshoe crab
Tachypleus tridentatus. The authors observed that Tachystatins A and B are molecules
with high similarity, however, in the antimicrobial tests performed, it was noticed that
only Tachystatin A is effective against E. coli. The difference between the two
molecules is in the size of the loop formed between two cysteine residues that form a
disulfide bridge. Takhistatin B has a smaller loop, which impairs its antimicrobial
potential. Therefore, the ICK motif may also be of fundamental importance for the

structure and function of spider venom antimicrobial molecules.

The phylogeny of toxins with ICK motif suggests that they are derived from
genes related to B-defensins, a class of innate immunity-related antimicrobial peptides
widely found in different living organisms. These toxins may have originated by
duplication of genes related to defensins in venom glands, developing new functions
during evolution (Fry ef al. 2009). The existence of B-defensins from Drosophila

melanogaster reinforces the aforementioned hypothesis. These antimicrobial peptides
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act by blocking sodium channels, identical to the mechanism of action of the majority of

neurotoxins from arachnids that have an ICK motif (Cohen ez al. 2009).

Conclusion

In summary, we analyzed the venom of the mygalomorph spider Avicularia
Juruensis and identified 3 new antimicrobial peptides, since they have a molecular mass
of less than 10 kDa. Antimicrobial peptides are fundamental molecules from innate
immunity found in all living organisms and they are a principal first line of defense
against pathogens. Their presence in venom is very important to protect venom glands
and, furthermore, considering that the envenomation is the first step of feeding, they

could avoid the contamination of the prey by pathogenic microorganisms.

The study of animal venoms is of great importance to carry out the
characterization of unknown components and that may have a biotechnological
application, in special of spider venoms that are from less studied families compared to

those with medical importance.

Acknowledgments: We would like to thank MSc Thiago de Jesus Oliveira for his help in the
maintenance of the bioterium where the spiders used in this study were kept. Mariana Salgado
Loureiro de Caldas Morone, Ursula Castro de Oliveira, and Milton Yutaka Nishiyama-Jr for
their support in the transcriptomic analysis. Ismael Feitosa Lima for his support in the mass

spectrometry analysis.
Declaration of interest statement: No potential conflict of interest was reported by the authors.

Funding: This study was financed in part by the Coordenagido de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001, as well as by the Research Support
Foundation of the State of Sdo Paulo (FAPESP/CeTICS - grant No. 2013/07467-1) and the
Brazilian National Council for Scientific and Technological Development (CNPq - grant No.
472744/2012-7).



158

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2022.10.09.511474; this version posted October 9, 2022. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

References

Abreu, T.F., et al., 2017. Peptidomics of Acanthoscurria gomesiana spider venom
reveals new toxins with potential antimicrobial activity. Journal of Proteomics,
151, 232-242.

Altschul, S.F., ef al., 1990. Basic local alignment search tool. Journal of Molecular
Biology, 215 (3), 403-410.

Arbuckle, K., 2017. Evolutionary context of venom in animals. In: A. Malhotra, ed.
Evolution of venomous animals and their ioxins. Dordrecht: Springer
Netherlands, 3-31.

Ayroza, G., et al, 2012. Juruin: an antifungal peptide from the venom of the
Amarzonian Pink Toe spider, Avicularia juruensis, which contains the inhibitory
cystine knot motif. Frontiers in Microbiology, 3, 324.

Bond, J.E., er al., 2012. A reconsideration of the classification of the spider infraorder
Mygalomorphae (Arachnida: Araneae) based on three nuclear genes and
morphology. PLoS One, 7 (6), e38753.

Bushmanova, E., ef al., 2019. rnaSPAdes: a de novo transcriptome assembler and its
application to RNA-Seq data. Gigascience, 8 (9), giz100.

Chambers, M.C., et al., 2012. A cross-platform toolkit for mass spectrometry and
proteomics. Nature Biotechnology, 30 (10), 918-920.,

Cohen, L., et al, 2009. Drosomycin, an innate immunity peptide of Drosophila
melanogaster, interacts with the fly voltage-gated sodium channel. Journal of
Biological Chemistry, 284 (35), 23558-23563.

Cordeiro, M.N., ef al., 1992. The purification and amino acid sequences of four Tx2
neurotoxins from the venom of the Brazilian 'armed' spider Phoneutria
nigriventer (Keys). FEBS Letters, 310 (2), 153-156.

Cordeiro, M.N_, ef al., 1993. Purification and amino acid sequences of six Tx3 type
neurotoxins from the venom of the Brazilian 'armed' spider Phoneutria
nigriventer (Keys). Toxicon, 31 (1), 35-42.

de Jesus Oliveira, T., Oliveira, U.C., and Silva Junior P.I., 2019. Serrulin: a glycine-rich
bioactive peptide from the hemolymph of the yellow Tityus serrulatus scorpion.
Toxins (Basel), 11 (9), 517.

Diniz, L.C.L., ef al., 2020. Two tachykinin-related peptides with antimicrobial activity
isolated from Triatoma infestans hemolymph. Microbiology Insights, 13,
1178636120933635.

Dubovskii, P., et al., 2015. Latarcins: versatile spider venom peptides. Cellular and
Molecular Life Sciences, 72 (23), 4501-4522.

El-Gebali, S., ef al., 2019. The Pfam protein [amilies database in 2019. Nucleic Acids
Research, 47 (D1), D427-D432.

Escoubas, P., and Rash, L., 2004, Tarantulas: eight-legged pharmacists and
combinatorial chemists. Toxicon, 43 (5), 555-574.

Figueiredo, S.G., ef al., 1995. Purification and amino acid sequence of the insecticidal
neurotoxin Tx4(6-1) from the venom of the 'armed' spider Phoneutria
nigriventer (Keys). Toxicon, 33 (1), 83-93.

Fry, B.G., et al., 2009. The toxicogenomic multiverse: convergent recruitment of
proteins into animal venoms. Annual Review of Genomics and Human Genetics,
10, 483-511.

Fu, L., et al., 2012. CD-HIT: accelerated for clustering the next-generation sequencing
data. Bioinformatics, 28, 3150-3152.



159

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2022.10.09.511474; this version posted October 9, 2022. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

Fujitani, N., ef al., 2007. The solution structure of horseshoe crab antimicrobial peptide
Tachystatin B with an inhibitory cystine-knot motif. Journal of Peptide Science,
13 (4), 269-279.

Fukushima, C.S., and Bertani, R., 2017. Taxonomic revision and cladistic analysis of
Avicularia Lamarck, 1818 (Araneae, Theraphosidae, Aviculariinae) with
description of three new aviculariine genera. ZooKeys, 659, 1-185.

Gao, B, et al., 2013, Functional evolution of scorpion venom peptides with an inhibitor
cystine knot fold. Bioscience Reports, 33 (3), e00047.

Garcia, F., et al, 2013. Antimicrobial peptides from arachnid venoms and their
microbicidal activity in the presence of commercial antibiotics. The Journal of
Antibiotics, 66 (1), 3-10.

Gasteiger, E., ef al., 2005. Protein identification and analysis tools on the ExPASy
server. In: JM. Walker, ed. The proteomics protocols handbook. Totowa:
Humana Press, 571-607.

Gouy, M., Guindon, S., and Gascuel, O., 2010. SeaView version 4: a multiplatform
graphical user interface for sequence alignment and phylogenetic tree building.
Molecular Biology and Evolution, 27 (2), 221-224.

Jiang, L., et al., 2008. Molecular diversification based on analysis of expressed
sequence tags from the venom glands of the Chinese bird spider Ornithoctonus
huwena. Toxicon, 51 (8), 1479-1489.

Jung, H.J., et al., 2006. Lipid membrane interaction and antimicrobial activity of
GsMTx-4, an inhibitor of mechanosensitive channel. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 340 (2), 633-638.

King, G.F, et al.,, 2008. A rational nomenclature for naming peptide toxins from spiders
and other venomous animals. Toxicon, 52 (2), 264-276.

Kozlov, S.A., et al., 2006. Latarcins, antimicrobial and cytolitic peptides from the
venom of the spider Lachesana tarabaevi (Zodariidae) that exemplify
biomolecular diversity. Journal of Biological Chemistry, 281 (30), 20983-
20992,

Kuhn-Nentwig, L., ef al, 2002. Cupiennin 1, a new family of highly basic antimicrobial
peptides in the venom of the spider Cupiennius salei (Ctenidae). Journal of
Biological Chemistry, 277 (13), 11208-11216.

Kuhn-Nentwig, L., ef al., 2012. A venom-derived neurotoxin, CsTx-1, from the spider
Cupiennius salei exhibits cytolytic activities. Journal of Biological Chemisiry,
287 (30), 25640-25649.

Lazarev, V.N., et al, 2013. Antimicrobial peptide from spider venom inhibits
Chlamydia trachomatis infection at an early stage. Archives of Microbiology,
195 (3), 173-179.

Li, W, and Godzik, A., 2006. Cd-hit: a fast program for clustering and comparing large
sets of protein or nucleotide sequences. Bioinformatics, 22 (13), 1658-1659.

Luddecke, T., Vilcinskas, A., and Lemke, S., 2019. Phylogeny-guided selection of
priority groups for venom bioprospecting: harvesting toxin sequences in
tarantulas as a case study. Toxins (Basel), 11 (9), 488.

Melo-Braga, M.N., ef al., 2020. Antimicrobial peptides from Lycosidae (Sundevall,
1833) spiders. Current Protein & Peptide Science, 21 (5), 527-540.

Mello Leitdo, C.F.D., 1922. Theraphosoideas do Brasil. Sdo Paulo: Revista do Museu
Paulista.

Nascimento, S.M., ef al, 2021. Presence of a neprilysin on Avicularia juruensis
(Mygalomorphae: Theraphosidae) venom. Toxin Reviews, 41 (2), 370-379.



160

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2022.10.09.511474; this version posted October 9, 2022. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

Perkins, D.N., et al., 1999. Probability-based protein identification by searching
sequence databases using mass spectrometry data. FElectrophoresis, 20 (18),
3551-3567.

Pineda, S.S., ef al., 2014. Spider venomics: implications for drug discovery. Future
Medicinal Chemistry, 6 (15), 1699-1714.

Redaelli, E., er al., 2010. Target promiscuity and heterogeneous effects of tarantula
venom peptides affecting Nat+ and K+ ion channels. Journal of Biological
Chemistry, 285 (6), 4130-4142.

Riciluca, K.C., ef al, 2012. Rondonin an antifungal peptide from spider
(Acanthoscurria rondoniae) haemolymph. Results in Immunology, 2, 66-71.

Rocha-e-Silva, T.A.A., Sutti, R., and Hyslop, S., 2009. Milking and partial
characterization of venom from the Brazilian spider Vitalius dubius
(Theraphosidae). Toxicon, 53 (1), 153-161.

Saez, N.J., et al., 2010. Spider-venom peptides as therapeutics. Toxins (Basel), 2 (12),
2851-2871.

Saez, N.J., and Herzig, V., 2019. Versatile spider venom peptides and their medical and
agricultural applications. Toxicon, 158, 109-126.

Santos, D.M., ef al., 2010. LyeTx 1, a potent antimicrobial peptide from the venom of
the spider Lycosa erythrognatha. Amino Acids, 39 (1), 135-144.

Santos, D.M., Reis, P.V_, and Pimenta, A.M.C., 2016. Antimicrobial peptides in spider
venoms. In: P. Gopalakrishnakone, er al., eds. Spider venoms. Dordrecht:
Springer Netherlands, 361-377.

Sayegh, R.S.R., ef al., 2016. Longipin: an amyloid antimicrobial peptide from the
harvestman Acutisoma longipes (Arachnida: Opiliones) with preferential afTinity
for anionic vesicles. PLoS One, 11 (12), e0167953.

Segura-Ramirez, P.J., and Silva Junior, P.1., 2018. Loxosceles gaucho spider venom: an
untapped source of antimicrobial agents. Toxins (Basel), 10 (12), 522.

Silva Junior, P.I., Daffre, S., and Bulet, P., 2000. Isolation and characterization of
gomesin, an 18-residue cysteine-rich defense peptide from the spider
Acanthoscurria gomesiana hemocytes with sequence similarities to horseshoe
crab antimicrobial peptides of the tachyplesin family. Journal of Biological
Chemistry, 275 (43), 33464-33470.

Stothard, P., 2000. The sequence manipulation suite: JavaScript programs for analyzing
and formatting protein and DNA sequences. BioTechnigues, 28 (6), 1102-1104.

Tang, X., ef al., 2010. Molecular diversification of peptide toxins from the tarantula
Haplopelma  hainanum  (Ornithoctonus  hainana) venom  based on
transcriptomic, peptidomic, and genomic analyses. Journal of Proteome
Research, 9 (5), 2550-2564.

The Uniprot Consortium, 2021. UniProt: the universal protein knowledgebase in 2021.
Nucleic Acids Research, 49 (D1), D480-D489.

Wang, Y., et al., 2016. The spider venom peptide Lycosin-II has potent antimicrobial
activity against clinically isolated bacteria. Toxins (Basel), 8 (5), 119.

Wheeler, T.J., and Eddy, S.R., 2013, nhmmer: DNA homology search with profile
HMMs. Bioinformatics, 29 (19), 2487-2489.

Windley, M.J., ef al., 2012. Spider-venom peptides as bioinsecticides. Toxins, 4 (3),
191-227.

World Spider Catalog, 2022. [online]. Available from: http://wsc.nmbe.ch |[Accessed 10
September 2022].



161

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2022.10.08.511474; this version posted October 9, 2022. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

Yan, L., and Adams, M.E., 1998. Lycotoxins, antimicrobial peptides from venom of the
wolf spider Lycosa carolinensis. Journal of Biological Chemistry, 273 (4), 2059-
2066.

Zhang, Y., 2015. Why do we study animal toxins? Zoological Research, 36 (4), 183-
222,

Zhao, H., et al., 2011. A defensin-like antimicrobial peptide from the venoms of spider,
Ornithoctonus hainana. Journal of Peptide Science, 17 (7), 540-544.



162

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2022.10.09.511474; this version posted October 9, 2022. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

Appendices
Absorbance (mV) Acetonitrile (%)
o -2

150 Avilin UV detector: 225 nm [, 0
90

125
=80
=70

1004
60

754 50
=40

504
30
20

254
=10

0 Lo
T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 65

Time (min)

Appendice 1: Chromatographic profile of the second high-performance liquid
chromatography step performed with the fraction 1. Elution was carried out using an
analytic reverse-phase column Jupiter® C18 (Phenomenex) under a flow rate of 1
mL/minute for 60 minutes. A linear gradient of acetonitrile in acidified water was
calculated according to its retention time observed in the first chromatography step

(from 0 to 7%). The purified antimicrobial fraction obtained was named Avilin.
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Appendice 2: Chromatographic profile of the second high-performance liquid
chromatography step performed with the fraction 19. Elution was carried out using an
analytic reverse-phase column Jupiter® C18 (Phenomenex) under a flow rate of 1
mlL/minute for 60 minutes. A linear gradient of acetonitrile in acidified water was
calculated according to its retention time observed in the first chromatography step

(from 18 to 48%). The purified antimicrobial fraction obtained was named Juruin_2.
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Appendice 3: Chromatographic profile of the second high-performance liquid
chromatography step performed with the fraction 24. Elution was carried out using an
analytic reverse-phase column Jupiter® C18 (Phenomenex) under a flow rate of 1
mL/minute for 60 minutes. A linear gradient of acetonitrile in acidified water was
calculated according to its retention time observed in the first chromatography step

(from 23 to 53%). The purified antimicrobial fraction obtained was named Juruenine.



atg aat caa aaa ata ata gtt ttt ctt atg gtt ctt acc ctt gtg att tgc agt cat gca gaa cag gaa ttt gaa ccc gat atc gga
M N Q K 1 & I v F L M v L T L v I c s H A E Q E F E P D I G

gac gca cca cta ttt caa gag aat ttt gaa agg gga tgc ttt aga gaa ggc cat geg tge aca aag tect get cct tge tgt agg cce
P A P L F @ E N F E R G 8 F R E G H A @ T K s a p B E rR P

atg aaa tgt aaa gaa agg aaa tgc act aag aca taa
M kK § K E R K § T K T *

Appendice 4: Nucleotide sequence and translated amino acids of NODE 18923 (Xpression FPKM 943.26), which encodes the Avilin. The
cysteines that form disulfide bonds are highlighted in black.
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Appendice 5: Nucleotide sequence and translated amino acids of NODE 41161 (Xpression FPKM 10,965.1), which encodes the Juruin and

Juruin_2. The arrows indicate the regions that correspond to each molecule. The cysteines that form disulfide bonds are highlighted in black.

‘uoissiwuad JnoYuM pamoj|e ashal oN ‘PaaIasal s1ybll |y Japunyoyine au) st (malnal Joad Ag paIILIa0 10U SEM LoIym)

Juudaud siu) 1o} 1epjoy JUBLAdD BY L "ZZ0Z ‘6 1800100 pa)sod UOISIoA SIU} b1 LG'60°0L'2202/L0L L 0L/BI0Iop//SdNY 10p Julideid Axyold

166



A4319.1
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000 24000 26000 28000 30000
Mass
Ab
1081.03
72118 "
s 123532 A3
700.58 B D3 43
r aa T T vt ot T s T - e USRS m T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz

Appendice 6: Determination of molecular mass of Juruin_2 by MassAnalyzer 1.03 (Amgen), the analysis indicated mass 0f4,319.1 Da.
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Appendice 7: Nucleotide sequence and translated amino acids of NODE_17940 (Xpression FPKM 460.63), which encodes the Juruenine. The
cysteines that form disulfide bonds are highlighted in black.
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Appendice 8: Determination of molecular mass of Juruenine by MassAnalyzer 1.03 (Amgen), the analysis indicated mass of 4,221.6 Da.
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Table 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) of antimicrobial fractions.

Avilin
Microorganism MIC MIC MIC
(uM) (ug/mL) (uM)
Aspergillus niger - - 32-64
Candida albicans MDM8 - - 16-32
Escherichia coli SBS 363 ND 1.75-3.5 1.6-32
Micrococcus luteus A270 - - 1.6-32

Juruin_2

MIC
(ng/mL)

13.8-27.6
69-138
69-138

69-138

MIC
(uM)

25-5

20 -40

Juruenine

MIC
(ug/mL)

10.46 - 20.92

83.67 - 167.35

Avilin, Juruin 2, and Juruenine were tested against the fungi Aspergillus niger, the yeast Candida albicans (strain MDMS), the Gram-negative
bacteria Escherichia coli (strain SBS 363), and the Gram-positive bacteria Micrococcus luteus (strain A270). Symbol (-): not detected. ND: not

determinate.
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Figure captions

Figure 1. (A) Chromatographic profile of Avicularia juruensis venom, obtained by high-
performance liquid chromatography carried out with a semi-preparative reverse-phase
column Jupiter® C18 (Phenomenex). Elution was performed using a gradient of 2 to
80% of acetonitrile in acidified water, over 60 minutes under a flow rate of 1.5
mL/minute. The fractions corresponding to the peaks observed in the chromatogram
were collected separately, those with antimicrobial activity are highlighted: fraction 1,
which prevented the growth of the Gram-negative bacteria Escherichia coli SBS 363,
fraction 19, which prevented the development of the fungus Aspergillus niger, the yeast
Candida albicans MDMS, the Gram-positive bacteria Micrococcus luteus A270 and E.
coli SBS 363; and fraction 24, which prevented the growth of E. coli SBS 363 and M.
luteus A270. The fraction corresponding to the antimicrobial peptide Juruin (previously
identified in A. juruensis venom by Ayroza ef al, 2012) is also indicated. (B)
Chromatographic profiles of the second high-performance liquid chromatography step
performed with the fractions 1, 19, and 24. Elutions were carried out using an analytic
reverse-phase column Jupiter® C18 (Phenomenex) under a flow rate of 1 mL/minute
for 60 minutes. A linear gradient of acetonitrile in acidified water was calculated
specifically for each sample according to their retention time observed in the first
chromatography step: fraction 1 = from 0 to 7%, fraction 19 = from 18 to 48%, and
fraction 24 = from 23 to 53%). The purified antimicrobial fractions obtained were

named Avilin, Juruin 2, and Juruenine.

Figure 2. (A) Alignment of Avilin with the theraphotoxin U12-TRTX-Hsla from the
venom of the spider Cyriopagopus schmidti. The signal peptide, propeptide, and active
peptide are indicated. Conserved amino acids are shown in black, those with the same
chemical character are shown in gray, and non-conserved amino acids are shown in
white. The percentages of identity, compared to the first sequence, are indicated at the
end of the amino acid sequence. The symbol (-) represents the gaps. (B) Alignment of
Avilin with five theraphotoxins that have the Inhibitor Cystine Knot (ICK) motif. The
disulfide bridges are formed between C1-C4, C2-C5, and C3-C6 (highlighted in black).
Uniprot ID JZT52 CHIGU: theraphotoxin U5S-TRTX-Cgla from the venom of the
spider Chilobrachys guangxiensis. TX10A CYRSC: theraphotoxin Ul2-TRTX-Hsla
from Cyriopagopus schmidt. JZ50B_CHIGU, JZ50A CHIGU, and JZ50C CHIGU:
isoforms of the theraphotoxin U4-TRTX-Cgla from C. guangxiensis. (C) Hemolytic
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effect of Avilin on human erythrocytes. The concentration-response curves of hemolytic
activity show its toxicity at different concentrations. The arrows indicate the minimum
inhibitory concentration at which Avilin has antimicrobial activity against Escherichia
coli SBS 363 ([a] is the highest concentration at which the microorganism grows and
[b] is the lowest concentration that inhibits the growth). PBS was used as a negative
hemolysis control. (D) Cytotoxic effect of Avilin on Vero cells (ATCC CCL81). The
cells were incubated with different concentrations of Avilin (0.05 to 100 ug/mL) for 24
h at 37°C. The effects on cell viability were determined by MTT colorimetric assay.

Untreated cells were used as a negative cytotoxic control.

Figure 3. (A) Result obtained in mass spectrometry analyses of Juruin_2, carried out by
PEAKS Studio software X Plus (Bioinformatics Solution). Juruin 2 has peptide
fragments corresponding to the antimicrobial peptide Juruin (Ayroza et al, 2012),
which are highlighted by gray shadings and bars. The carbamidomethylation of
cysteines (post-translational modification) is indicated. (B) By mass spectrometry, it
was also possible to identify that the NODE 41161 encodes the Juruin and Juruin_2.
The peptide fragments detected are highlighted by gray shadings and bars. N-term
acetylation, carbamidomethylation of cysteines, and NQ deamidation (post-translational
modification) are indicated. (C) Alignment of the translated amino acids of
NODE 41161, Juruin, and Juruin_2 with two theraphotoxins that have the Inhibitor
Cystine Knot (ICK) motif. The disulfide bridges are formed between CI1-C4, C2-C5,
and C3-C6 (highlighted in black). Uniprot ID CT1B_CORTR: theraphotoxin Ul-
TRTX-Ctlb from the venom of the spider Coremiocnemis tropix. CTIA_CORTR:
theraphotoxin U1-TRTX-Ctla from C. fropix. (D) Hemolytic effect of Juruin 2 on
human erythrocytes. The concentration-response curves of hemolytic activity show its
toxicity at different concentrations. The arrows indicate the minimum inhibitory
concentration at which Juruin_2 has antimicrobial activity against Escherichia coli SBS
363, Micrococcus luteus A270, Candida albicans MDMB, and Aspergillus niger. ([a] 1s
the highest concentration at which the microorganism grows and [b] is the lowest
concentration that inhibits the growth). PBS was used as a negative hemolysis control.
(E) Cytotoxic effect of Juruin 2 on Vero cells (ATCC CCL81). The cells were
incubated with different concentrations of Juruin 2 (100 to 0.0488 uM) for 24 h at
37°C. The effects on cell viability were determined by MTT colorimetric assay.

Untreated cells were used as a negative cytotoxic control.
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Figure 4. (A) Result obtained in mass spectrometry analyses of Juruenine, carried out by
PEAKS Studio software X Plus (Bioinformatics Solution). Juruenine has peptide
fragments corresponding to the NODE 17940, which are highlighted by gray shadings
and bars. The carbamidomethylation of cysteines (post-translational modification) is
indicated. (B) Alignment of Juruenine with the theraphotoxins U5-TRTX-Hhnla and
U6-TRTX-Hhnla from the venom of the spider Haplopelma hainanum. The signal
peptide, propeptide, and active peptide are indicated. Conserved amino acids are shown
in black, those with the same chemical character are shown in gray, and non-conserved
amino acids are shown in white. The percentages of identity, compared to the first
sequence, are indicated at the end of the amino acid sequence. The symbol (-) represents
the gaps. (C) Alignment of Juruenine with four theraphotoxins that have the Inhibitor
Cystine Knot (ICK) motif. The disulfide bridges are formed between C1-C4, C2-C5,
and C3-C6 (highlighted in black). Uniprot ID JZT1C CHIGU: theraphotoxin Delta-
TRTX-Cgla from the venom of the spider Chilobrachys guangxiensi. JZ13A CHIGU:
theraphotoxin Ul0-TRTX-Cgla from Coremiocnemis tropix. HT7A0l CYRHA:
theraphotoxin US5-TRTX-Hhnla from Cyriopagopus hainanus. H12A1 CYRHA:
theraphotoxin U6-TRTX-Hhnla from €. hainanus. (D) Hemolytic effect of Juruenine
on human erythrocytes. The concentration-response curves of hemolytic activity show
its toxicity at different concentrations. The arrows indicate the minimum inhibitory
concentration at which Juruenine has antimicrobial activity against Escherichia coli
SBS 363 and Micrococcus luteus A270 ([a] is the highest concentration at which the
microorganism grows and [b] is the lowest concentration that inhibits the growth). PBS
was used as a negative hemolysis control. (E) Cytotoxic effect of Juruenine on Vero
cells (ATCC CCLS81). The cells were incubated with different concentrations of
Juruenine (100 to 0.0488 puM) for 24 h at 37°C. The effects on cell viability were
determined by MTT colorimetric assay. Untreated cells were used as a negative

cytotoxic control.
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redness of the face and neck, swelling of the eyes and urticaria were more
frequente. Regarding the skin test, the subjects presented allergy to foods
and respiratory allergens, Serum specific IgE dosage was lower for Bj toxins
than C.d.t toxins. It is known that several particles of the venom can spread
through the air and induce several IgE-mediated responses. Quantitatively
the reactivity was higher with venom of the genus Crotalus snake. But all the
individuals that showed reactivity for this genus also presented for Bothrops
sp. PLA2 is present in the venom of both snakes, being homologous, we
believe that for this reason reactivity occurs for both types of snakes.
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AVICULARIA JURUENSIS'S VENOM: A RICH SOURCE OF NEUROTOXINS

Soraia Maria Do Nascimento ', Ursula Castro De Oliveira', Milton Yutaka
Nishiyama Junior', Alexandre Keiji Tashima“, Pedro Ismael Da Silva
Junior ', 'instituto Butantan, Sao Paulo, SP. Brazil; ?Universidade Federal
De Sao Paulo, Sao Paulo, SP, Brazil

Introduction and Objectives: Spiders inhabit almost every environment.
This broad distribution suggests that they have efficient strategies that
improve survival, like venom production. Spider venoms are estimated to
be composed by 12 million molecular compounds, most of them can be
better explore as potential molecules with therapeutic and biotechnolog-
ical applications, Recent studies describe that spider venom toxins can be
used to treat different disorders including: neurodegenerative and skeletal
muscle diseases, pain and metabolic disorders. Therefore, the aim of this
study was to analyze the composition of the venom of mygalomorph
spider Avicularia juruensis, searching for molecules with potential for
development of new therapeutic drugs.

Material and Methods: Five days after venom milking by electrical stim-
ulation, the venom glands were removed and total RNA was purified. cDNA
libraries were prepared and sequencing was performed in Illumina
HiSeq1500 as pair-end run. Databases were created by manual analysis of
results. The crude venom was digested by trypsin and analyzed by mass
spectrometry by data-dependent acquisition approach in Synapt G2 HDMS
instrument. Finally, we used the software Peaks” to compare results ob-
tained by transcriptomic analysis and mass spectrometry, in order to es-
timate venom composition. This study was certified by Butantan Institute
Ethic Committee by protocol number CEUAx 5082310816. Spiders were
collected under Sisbio n°11024-3 and CGEN n°010345/2014-0 licenses.
Results and Discussion: By transcriptomic analysis, 64,020 transcripts
were obtained. After manual analysis of these transcripts and comparison
with mass spectrometry results, 121 protein sequences were obtained. The
theraphotoxins are the main component of the A. juruensis’s venom, cor-
responding to 82 protein sequences and representing 86.5% of gene
expression. These toxins are found in the venom of spiders belonging to
Theraphosidae family. They can act on a range of molecular targets, mostly
of them has neurotoxic effects. A. juruensis's theraphotoxins are classified
as: delta, kappa, omega, pi, tau, and U (unknown activity). These results
show that Avicularia juruensis’s venom is rich in toxins that may be used to
create bioinsecticides or medicines. However, new studies are necessary to
better understand the mechanism of action of this venom.

0101
PROSPECTION OF THE ANTIVIRAL EFFECT OF BUFOTENINE ON THE
RABIES VIRUS INFECTION INHIBITION

Patricia Mariano Cruz Pereira ', Hugo Vigerelli De Barros', Juliana Mozer
Sciani®, Rita De Cissia Collaco”®, Thalita Rocha?, Daniel Carvalho
Pimenta . 'Instituto Butantan, Sao Paulo, SP. Brazil; 2 Universidade Sao
Francisco, Bragang¢a Paulista, SP, Brazil; * Universidade Estadual De
Campinas, Campinas, SP, Brazil

Introduction and Objectives: Rabies, an incurable disease, kills over
70,000 people every year. In vitro experiments showed that nicotinic
acetylcholine receptor (nAChR) can participate on the entry of rabies virus
into cells. Bufotenine, a tryptophan-derived alkaloid found in skin secre-
tion of Brazilian toads of Rhinella genus and plants of Leguminosae family,
can inhibit rabies infection in vitro and increase the survival rate of
intracerebrally virus-infected mice from 15 to 40%. To glimpse on possible

bufotenine mechanisms of action, this study investigated the action of this
alkaloid on cell penetration, interaction with nAChR, through liposomes
delivery and andphrenic nerve-diaphragm muscle (PND) preparation, as
well as a preliminary proteomic study on bufotenine-treated cells.
Material and Methods: Liposomes were obtained from a mixture of
phospholipids and cholesterol. We have synthesized both positively and
negatively charged liposomes. Size exclusion chromatograph, Ultra-Fast
Liquid Chromatography and Electrospray-lon Trap-Time of Flight were
performed in order to identify bufotenine inside the liposomes and verify
its ability to penetrate membranes without transmembrane proteins. Male
Swiss mice (Mus musculus 30g) were used for twitch-tension studies in an
organ bath system, with different concentrations of bufotenine (Butantan
Ethics Committee number: CEUA 9532050216). For proteomics experi-
ments, neuroblastoma murine cells (N2A) were treated with different
concentrations of bufotenine and lyzed for intracellular protein attain-
ment. MS? spectra were acquired and protein identification was
performed.

Results and Discussion: Our experiments showed that bufotenine cannot
passively penetrate either liposomes, suggesting that cell receptors, or
other surface molecules, are necessary to facilitate bufotenine cellular
entry. However, in PND preparations, bufotenine did not caused neuro-
muscular blockade, indicating that this alkaloid does not bind to the
nAchR, and the blockage of such receptor is not the mechanism of action of
bufotenine, regarding the inhibition of virus infection. Our preliminary
proteomic data indicate that cytoskeleton proteins (vimentin, tubulin,
actin and tropomyosin) are differently expressed when compared to un-
treated cells, suggesting that other physiological systems, such as viral
retrograde transport, and not only the direct cell penetration virus inhi-
bition, could be involved.
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PHRAGMOSIS IN ANURANS: A MORPHOLOGICAL AND TOXINOLOGICAL
APPROACH.

César Alexandre', Pedro Luiz Mailho-Fontana', Marta Maria
Antoniazzi ', Edmund D. Brodie, Jr.°, Carlos Jared . ' Instituto Butantan,
Sio Paulo, SP, Brazil; 2 Utah University, Logan, USA

Introduction and Objectives: Protection against water loss is a persistent
challenge for modern amphibians that are still poorly adapted to a strictly
terrestrial life, keeping them dependent of water (or humidity), at least for
reproduction. Their mechanically unprotected and permeable skin makes
survival dependent of a variety of morphological, physiological and
behavioural adaptations, capable of promoting water balance and pro-
tection against predation. In this context, skin mucous and poisonous
glands are very important for amphibian life. The group of casque-headed
tree frogs developed phragmosis, which is the peculiar behaviour of
entering holes or burrows and closing them with any part of the body.
Corythomantis greening is a casque-headed tree frog that makes use of its
hard and spiny head as a cover when protected in holes.

Material and Metheds: Specimens were collected in Angicos, State of Rio
Grande do Norte, Brazil, and brought to the vivarium of the Cell Biology
Laboratory of Instituto Butantan. Phragmosis was experimentally repro-
duced submitting the animals to a dry environment provided with test
tubes mimetizing holes. Conventional procedures for anatomy, histology
and histochemistry were used to study the heads and their relation with
phragmosis. The secretion extracted from the head skin was tested for
toxicity.

Results and Discussion: The animals were induced by low humidity
levels to reproduce phragmosis entering backwards in the tubes and
closing them with the flat and spiny head, perfectly adapted to the hole
aperture by the large and soft lip. We verified that the head is covered by
bony spines, surrounded by poisonous glands with great toxicity, which
are specially developed in the lip. These glands are trespassed by the
spines when the head is compressed, for example, if the animal is
attacked by a predator. This seems, therefore, a very successful defensive
model were morphology, behaviour and secretion composition act
together protecting the animal both from dehydration and predation.
While in phragmosis, the animal defends itself stiffing the body and
bending the spiny and poisonous head, which makes it practically unat-
tainable by an aggressor.
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ABSTRACT: Acanthoscurria juruenicola is an Amazonian spider described for
the first time almost a century ago. However, little is known about their venom Venam Gland venon (D garoEin b
composition. Here, we present a multiomics characterization of A. juruenicola
venom by a combination of transcriptomics, proteomics, and peptidomics
approaches. Transcriptomics of female venom glands resulted in 93,979 unique
assembled mRNA transcript encoding proteins. A total of 92 proteins were 1)
identified in the venom by mass spectrometry, including 14 mature cysteine-rich © sem;‘m;
peptides (CRPs). Quantitative analysis showed that CRPs, cysteine-rich (
secretory proteins, metalloproteases, carbonic anhydrases, and hyaluronidase i
comprise >90% of the venom proteome. Relative quantification of venom toxins ®5in°l\'¥:i'sm“°
was performed by DIA and DDA, revealing converging profiles of female and |:| o
male specimens by both methods. Biochemical assays confirmed the presence of

active hyaluronidases, phospholipases, and proteases in the venom. Moreover,

the venom promoted in vive paralytic activities in crickets, consistent with the high concentration of CRPs, Overall, we report a
comprehensive analysis of the arsenal of toxins of A. juruenicola and highlight their potential biotechnological and pharmacological
applications. Mass spectrometry data were deposited to the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE repository with the
dataset identifier PXD013149 and via the MassIVE repository with the dataset identifier MSV000087777.

KEYWORDS: Acanthoscurria juruenicola, spider, venom, quantitative proteomics, peptidomics, transcriptomics, cysteine-rich peptides

Bl INTRODUCTION These studies provided new understanding of the venom
composition, gave insights of possible toxin actions, and
highlighted the importance of South American Acanthoscurria
spider venoms as potential sources of new molecules for
pharmacological and biotechnological applications, as shown
for venoms of other spider genera.”™**

Spider venoms are mainly composed by proteins and
bioactive CRPs.'”'7 Neurotoxic CRPs are the best charac-
terized spider toxins, playing essential role in paralysis and
death of prey.'” Other enzymes and nonenzymatic toxins in
the venoms may also act synergistically to disturb the
homeostasis and metabolism of the target organism, as
recently proposed by the group of Kuhn—Nentwig.][) However,
it is challenging to make generalizations regarding spider

Acanthoscurria juruenicola is a Brazilian Mygalomorphae
(tarantula) spider that inhabits regions of the Amazon Forest."
The specimens were first described in 1923 and reported as
very aggressive, biting, and releasing urticating setae when
threatened.”” Despite being aggressive, most tarantulas are
essentially harmless to humans. Clinical reports of bites by
Acanthoscurria spiders represented less than 1% of cases in a
specialized hospital in Brazil.® The main symptoms of
Acanthoscurria bites were local pain, oedema, and erythema,
without late complications such as necrosis.” Possibly due to
the lack of medical relevance, the venom of Acanthoscurria
spiders remained unexplored by almost a hundred years. This
changed recently with the reports of new cysteine-rich peptides
(CRPs) from Acanthoscurria spiders, such as the Ul-TRTX-
Apla of A. pau!emis," #-TRTX-Anla of A. natalensis,” and Ul- Received:  September 28, 2022
TRTX-Agmla, Ul-TRTX-Agm2a and Ul-TRTX-Agm3a of A,

gomesiana.” In addition, a report of the genome and of the

venom proteome of A. geniculata’ and a multiomics

investigation of A. rondoniae venom® vastly increased the

number of venom toxins described for Acanthoscurria spiders.
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