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RESUMO

As aranhas-marrons do género Loxosceles sdo endémicas em Curitiba e regido
metropolitana e foram responsaveis pelos 1797 acidentes registrados em 2015 nesta
area. O veneno dessas aranhas € composto por uma mistura de toxinas, com
predominancia de moléculas de baixa massa molecular. A partir do veneno de L.
intermedia foram purificados 3 peptideos (LiTx1, LiTx2 e LiTx3) com massas
moleculares de 5,6-7,9 kDa e contendo 10 residuos de cisteina. O estudo do
transcriptoma da glandula produtora de veneno de L. intermedia revelou que mais de
50% de todas as sequéncias relativas a toxinas séo relacionadas com os peptideos
LiTx descritos anteriormente. Esses peptideos contém um arranjo tipico de pontes
dissulfeto intracadeia que compdem um motivo estrutural denominado “n6 de cistina
inibidor” (ICK). Os peptideos ICK possuem agéo sobre canais ibnicos dependentes
de voltagem, sendo assim muito visados do ponto de vista biotecnolégico. Também
foi identificada na glandula de veneno de L. intermedia uma sequéncia codificante de
uma proteina homéloga a alérgenos. Esta pertence a familia CAP/CRISP, que sao
proteinas ricas em cisteina e o estudo dessa toxina pode auxiliar a elucidar eventos
de hipersensibilidade e o processo inflamatdrio decorrente dos acidentes com
aranhas do género Loxosceles. O objetivo deste trabalho foi identificar sequéncias
codificantes de peptideos ICK e de sequéncias homologas a alérgenos no veneno
das espécies L. gaucho e L. laeta. Para isso, as glandulas de veneno dessas
espécies foram extraidas, o RNA total foi purificado, foram obtidos os cDNA através
de uma RT-PCR, seguida de clonagem em vetor pGEM-T. Essas constru¢cdes foram
transformadas em bactérias da cepa E. coli DH5a e os clones positivos foram
confirmados por PCR de colbnia e sequenciamento. Para os grupos dos peptideos
ICK, também foi feito uma andlise comparativa dos venenos das trés espécies por
meio de SDS-PAGE, no qual os perfis proteicos revelaram ser similares, e um
imunoensaio de reatividade cruzada, no qual os soros hiperimunes dos venenos de
L. intermedia, L. gaucho e L. laeta reconheceram um peptideo ICK recombinante de
L. intermedia. Os resultados de ambos experimentos reforcam a ideia de que a
familia das toxinas ICK € conservada no género. Os sequenciamentos dos grupos
de peptideos ICK revelaram que todas as sequéncias obtidas continham os 10
residuos de cisteinas em posi¢cdes conservadas. Em L. gaucho foram encontradas
sequéncias codificantes idénticas com as ja descritas para L. intermedia, o que ndo
foi observado em L. laeta; esse achado indica uma semelhanca maior dos venenos
e uma filogenia mais proxima entre L. intermedia e L. gaucho. Essa suposicao
também foi reforcada ao analisar as sequéncias de proteinas homologas a
alérgenos. Uma das sequéncias obtidas em L. gaucho apresentou 100% de
similaridade com a ja descrita de L. intermedia. As sequéncias obtidas de L. gaucho
e L. laeta mostraram-se altamente conservadas quando comparadas com as de L.
intermedia, divergindo em apenas duas substituicbes aminoacidicas. Essas analises
identificaram novas sequéncias codificantes de peptideos ICK e de moléculas
alergénicas nos venenos de aranhas do género Loxosceles. Ambas as toxinas
podem ser exploradas do ponto de vista biotecnolégico e a proteina alergénica pode
ajudar a elucidar mecanismos do Loxoscelismo

Palavras-chave: ICK, Alergeno, Sequenciamento



ABSTRACT

The Loxosceles genus spiders (brown spiders) are endemic in Curitiba city and
metropolitan region and they were responsible for the recorded 1,797 accidents in
this area in 2015. Loxosceles’ venom is composed by a mixture of toxins, especially
low molecular mass components. From the venom of L. intermedia, 3 peptides were
purified (LiTx1, LiTx2 and LiTx3) with molecular masses ranging from 5.6 to 7.9 kDa
and containing 10 cysteine residues. The L. intermedia venomous gland
transcriptome showed that over 50% of all annotated toxins sequences are related to
LiTx peptides previously described. These peptides contain typical intra-disulfide
bonds, which establish a structural motif called "inhibitor cystine knot" (ICK). The ICK
peptides have action upon voltage-dependent ion channels, thus being targeted as
potential biotechnological tools. In the L. intermedia venom gland, a coding sequence
for a protein homologous to an allergen has also been identified. This toxin belongs
to the CAP/CriSP family, which contains cysteine-rich proteins, and consequently the
study of this toxin can help elucidate hypersensitivity events and the inflammatory
process during loxoscelism. The objective of this study was to identify coding
sequences for ICK peptides and sequences homologous to allergens in the venom of
L. gaucho and L. laeta spiders. For this, venom glands from these two species were
extracted, the total RNA was purified, cDNA was obtained by means of RT-PCR and
cloning was perfomed into pGEM-T vector. These constructs were transformed into
E. coli DH5a bacterial strain and positive clones were confirmed by colony PCR and
sequencing. The venoms from L. intermedia, L. laeta e L. gaucho showed similar
protein profiles in SDS-PAGE analysis, suggesting a high content of peptides ICK.
Besides that the cross-reactivity immunoassay performed with hyperimmune sera
raised against L. intermedia, L. gaucho and L. laeta venoms recognized a
recombinant ICK peptide from L. intermedia; The results of both experiments
reinforce the idea that the ICK family of toxins is conserved in the Loxosceles genus.
The sequencing of ICK peptides groups showed that all contained the 10 cysteine
residues in conserved positions. In L. gaucho, coding sequences for such peptides
were identical to those already described for L. intermedia, however, the same was
not observed for L. laeta, indicating a possible greater venoms similarity and closer
phylogeny between L. intermedia and L. gaucho. This finding was reinforced by the
analyses of sequences related to proteins homologous to allergens. One of the
sequences obtained in L. gaucho showed 100% similarity to the previously described
for L. intermedia. Allergens sequences obtained from L. gaucho and L. laeta were
highly conserved when compared to L. intermedia, diverging in only 2 conservative
amino acid residues substitutions. Such analyses identified new coding sequences
for ICK peptides and allergenic molecules in the Loxosceles genus. Both toxins can
be exploited from a biotechnological perspective and may help elucidate the
loxoscelism mechanisms progression.

Key-words: ICK, Allergen, Sequencing
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1. INTRODUCAO

As aranhas do género Loxosceles estdo distribuidas mundialmente e mais
de 100 espécies ja foram registradas, dentre as quais 12 sdo encontradas no Brasil.
L. rufescens, L. reclusa, e, principalmente, L. intermedia, L. laeta e L. gaucho séo as
que possuem maior importancia clinica em virtude dos acidentes de
envenenamento. O veneno dessas aranhas é composto por uma mistura de toxinas
como fosfolipases-D, hialuronidases, metaloproteases, peptideos inseticidas,
proteina tumoral controlada traducionalmente (TCTP) e proteinas alergénicas
(GREMSKI et al., 2014).

Peptideos potencialmente inseticidas também sdo conhecidos como
peptideos ICK (Inhibitor Cystine Knot) ou notinas (do inglés “knot”, nd), pois
possuem um motivo estrutural composto por folhas betas antiparalelas, estabilizadas
por duas pontes dissulfeto e uma ponte dissulfeto intercruzando-as, formando um
“nd” na parte central do peptideo (DALY E CRAIK, 2011; SU et al., 2016). Os
peptideos ICK sdo encontrados em altas percentagens nos venenos de aranhas e
estdo associados a funcdes importantes como captura de presas e defesa frente a
predadores. A atividade desses peptideos decorre da interacdo com canais i6nicos
voltagem-dependentes de sodio, célcio e potassio, principalmente (HERZIG e KING
2015; LOPEZ e POSSANI 2015; ARIKI et al., 2016). Devido a essas caracteristicas,
os peptideos ICK sado toxinas potencialmente visadas para producdo de novas
drogas ou producao de bioferramentas como bioinseticidas.

Existem mais de 800 moléculas alérgenas registradas no banco de dados
“‘Allergen Nomenclature Sub-committee” (http://www.allergen.org) e destas, 242
estdo relacionadas ao filo artropoda. Em aranhas do género Loxosceles, uma
sequéncia semelhante a alérgenos foi identificada por Gremski e colaboradores em
2010 pela analise do transcriptoma da glandula de veneno de L. intermedia.
Adicionalmente também foram depositadas no GenBank 3 sequéncias incompletas
de alérgenos de L. laesta (FERNANDES-PEDROSA et al., 2008).

Apesar de muitas toxinas do veneno de aranhas do género Loxosceles ja

terem sido bem estudadas e caracterizadas, é necessario ampliar o conhecimento



13

sobre as toxinas encontradas nos venenos loxoscélicos. Esse trabalho contribui para
os estudos das moléculas alergénicas e dos peptideos ICK, duas familias de toxinas
ja relatadas para venenos de aranhas do género Loxosceles. As sequéncias dessas
toxinas obtidas por meio do presente trabalho podem ser exploradas para o

desenvolvimento de insumos biotecnologicos ou farmacologicos.

2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

* Identificar a presenca de proteinas alergénicas e peptideos ICK no veneno de
aranhas das espécies Loxosceles gaucho e Loxosceles laeta por meio de andlise de

transcritos produzidos nas glandulas de veneno dessas aranhas.
Objetivos Especificos

* Avaliar a reatividade imunoldgica cruzada de um peptideo ICK recombinante de L.

intermedia (U2-SCTX-Lilb) e os soros hiperimunes anti-L. gaucho e anti-L. laeta;

» Obtencao dos cDNAs codificantes de peptideos ICK e toxinas alergénicas por meio
de RT-PCR a partir do RNA total extraido da glandula de veneno de L. gaucho e L.

laeta;

* Clonagem dos cDNAs obtidos em vetor de clonagem e sequenciamento dos
clones positivos obtidos;

» Comparacao das sequéncias obtidas para L. gaucho e L. laeta com as sequéncias

ja descritas para a espécie L. intermedia.

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 ARANHAS DO GENERO LOXOSCELES
De acordo com Platnick (2014), as aranhas do género Loxosceles pertencem

a familia Sicariidae, sub-ordem Labidognatha, ordem Araneae, classe Arachnida, filo

Artropoda e ja foram registradas, aproximadamente, 130 espécies. Elas sé&o
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popularmente conhecidas como aranhas-marrons, devido a sua coloragcédo, ou
aranhas-violino, em raz&do da presenca de um desenho semelhante ao instrumento
sobre o cefalotérax (FUTRELL et al., 1992).

No Brasil, 12 espécies de aranhas do género Loxosceles sdo encontradas
(GREMSKI et al., 2014). O Parana é o estado brasileiro com o maior numero de
notificacdes de acidentes com aranhas desse género. Em 2013 foram mais de 3.500
acidentes envolvendo essas aranhas, enquanto que em 2014 foram registrados,
aproximadamente, 3.140 casos e em 2015, 2.629 casos (SINAN, 2015).

Morfologicamente essas aranhas s&o pequenas, variando de 1 a 5 cm, e
possuem dimorfismo sexual, sendo a fémea maior e com pernas mais curtas,
enquanto que o macho € menor e com pernas mais alongadas. Além dessas
caracteristicas, as aranhas-marrons possuem trés pares de olhos dispostos em
semi-circulos e um desenho no cefalotérax parecido com um violino (FUTRELL et
al., 1992; CHAIM et al., 2011; GREMSKI et al., 2014)(Fig 01).

Figura 01 — Caracteristicas morfologias de espécimes de L. intermedia

A Loxosceles intermedia

Female _dem

A - Espécimes de L. intermedia macho e fémea, evidenciando dimorfismo sexual. B - Setas indicando
os olhos em semicirculo e o desenho do violino no cefalotérax de um espécime de L. intermedia
(Adaptado de CHAIM et al., 2011)

3.2 VENENO LOXOSCELICO

O veneno das aranhas-marrons é um liquido cristalino e incolor, composto por
proteinas, glicoproteinas e peptideos de baixa massa molecular (GREMSKI et al.,
2014). O veneno é enriquecido em toxinas que apresentam massa molecular de 5-

40 kDa (Fig 02). Por meio da analise de um transcriptoma da glandula de veneno de
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L. intermedia foram identificadas sequéncias codificantes de diversos grupos de
toxinas como fosfolipases-D (20,2%), hialuronidases (0,1%), metaloproteases
(22,6%), peptideos da familia das notinas ou peptideos ICK (55,9%), proteina
tumoral controlada traducionalmente (TCTP)(0,4%) e serinoproteases (0,5%) (Fig
03) (GREMSKI et al., 2010).

Figuras 02 e 03 — Gel de poliacrilamida do perfil proteico do veneno de L. intermedia

e transcriptoma da glandula de veneno de L. intermedia

kDa

TCTP
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LiTx4 J Serine protease inhibitor
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55 = ) LiTx3
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20.2% Astacin-like
metalloprotease
22.6%
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02. Gel de poliacrilamida (8-18%) representando o perfil eletroforético do veneno de L. intermedia. A

maior parte das proteinas apresenta massa molecular que varia de 5 a 40 kDa. A- Amostra reduzida,

B- Amostra ndo- reduzida. 03. Transcriptoma da glandula de veneno de L. intermedia separado nas
porcentagens dos grupos de toxinas encontradas. (Adaptado de GREMSKI et al., 2010).

Dentre as toxinas mais bem caracterizadas estdo as fosfolipases-D. Elas
também s&o conhecidas como toxinas dermonecréticas por desencadearem
dermonecrose in vivo, além de serem responsaveis por eventos como
permeabilidade vascular aumentada, edema, agregacdo plaquetaria e
nefrotoxicidade, sendo assim responsaveis pela maior parte dos sintomas
desencadeados pelo envenenamento da aranha-marrom (CHAIM et al., 2006;
RIBEIRO et al.,, 2007, APPEL et al.,, 2008; PALUDO et al.,, 2009; CHAVES-
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MOREIRA et al., 2011; MALAQUE et al., 2011; VUITIKA et al., 2016). Atualmente
em L. intermedia, 7 isoformas foram clonadas, expressas e testadas biologicamente,
e todas elas desencadearam dermonecrose em pele de coelhos (VUITIKA et al.,
2013; GREMSKI et al., 2014). As mesmas atividades biologicas reportadas para L.
intermedia também foram verificadas para as fosfolipases-D recombinantes de
outras espécies de Loxosceles como as LIPLD1 e LIPLD2 de L. laeta (CATALAN et
al., 2011), a LgRecl de L. gaucho (MAGALHAES et al., 2013) e SMaseD de L.
reclusa (LEE et al., 2005).

Outra familia de proteinas encontradas no veneno de L. intermedia sédo as
metaloproteases. Inicialmente em L. intermedia foram identificadas duas proteases
(Loxolisinas A e B) que hidrolisavam fibrinogénio, fibronectina e gelatina. Devido a
dependéncia de zinco para a atividade dessas moléculas, elas foram caracterizadas
como metaloproteases (FEITOSA et al., 1998) pertencentes a familia das astacinas
(TREVISAN et al., 2010). A primeira astacina téxica descrita em venenos de animais
foi a LALP (Loxosceles Astacin-Like Protease), uma enzima identificada a partir da
biblioteca de cDNA da glandula de veneno de L. intermedia (DA SILVEIRA et al.,
2007). Posteriormente, mais duas isoformas (LALP2 e LALP3) foram caracterizadas
por Trevisan-Silva e colaboradores (2010). Além das caracteriza¢des das isoformas
das LALPS, MORGON e colaboradores em 2016 fizeram uma predi¢cdo da estrutura
em 3D do sitio catalitico da isoforma LALP3, permitindo a visualizacdo dos
aminoacidos que interagem e coordenam o0 ion zinco. As metaloproteases de
aranhas do género Loxosceles sdo retratadas como um possivel fator de
espalhamento para outras toxinas do veneno durante, auxiliando no
desenvolvimento da lesdo dermonecroética e também estéo relacionadas a disturbios
hemorragicos e aumento da permeabilidade vascular (GREMSKI et al., 2014,
MORGON et al., 2016). As metaloproteases sao toxinas encontradas também em L.
laeta e L. gaucho, L. deserta e L. reclusa (BARBARO et al., 2005; TREVISAN et al.,
2013).

A analise da glandula de veneno de L. intermedia também revelou a presenca
de transcritos relacionados a uma proteina da familia TCTP (Translationally
Controlled Tumor Protein) (GREMSKI et al., 2010). Esta toxina é expressa
constitutivamente em diversos tecidos e tipos celulares, e seu nome é devido a

primeira proteina identificada dessa familia, a qual se originou de um carcinoma
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mamario humano (SADE et al., 2012; GREMSKI et al.,, 2014). A TCTP de L.
intermedia recombinante foi nomeada de LiRecTCTP e é capaz de induzir
permeabilidade microvascular em vasos da pele e edema na pata de camundongos
(SADE et al., 2012).

Também foram identificadas no veneno de aranhas Loxosceles as
hialuronidases, as quais s&o enzimas associadas como um fator de espalhamento
do veneno por aumentarem a permeabilidade vascular ao degradarem componentes
da matriz extracelular (FERRER et al., 2013). Sdo encontradas nao s6 no veneno da
aranha-marrom, mas também no veneno de outras espécies como lagartos, abelhas
e serpentes (GREMSKI et al.,, 2014). Ferrer e colaboradores (2013) clonaram,
expressaram e avaliaram as atividades de uma hialuronidase recombinante do
veneno de L. intermedia, a qual foi denominada Dietrich’s Hyaluronidase. Em testes
feitos em pele de coelho, essa enzima mostrou-se capaz de aumentar a area de
dermonecrose e edema induzidos por uma toxina dermonecrotica (LiRecDT1).

O transcriptoma da glandula de L. intermedia também revelou que mais de
50% dos transcritos codificavam toxinas potencialmente inseticidas (GREMSKI et al.,
2010). A alta prevaléncia dessas toxinas corrobora com a hipétese do proposito do
veneno em paralisar e matar presas e se defender de predadores, os quais sdo, em
sua maioria, insetos (MATSUBARA et al., 2013). Por meio da analise de sequéncias
de outros peptideos presentes nos venenos de aranhas, observou-se que essas
toxinas possuem uma grande quantidade de residuos de cisteinas em sua estrutura
primaria, as quais estabelecem pontes dissulfeto intracadeia. Estas se organizam de
forma a compor o motivo estrutural denominado “né de cistina inibidor”, ICK (Inhibitor
Cystine Knot) e, por isso, sdo denominadas notinas (do inglés ‘knot”, nd) ou
peptideos ICK (CRAIK, DALY e WAINE, 2001; MOORE, LEUNG e COCHRAN,
2013). Muitas proteinas apresentam este nd, desde hormdnios, inibidores
enzimaticos e toxinas do veneno de artropodes. Muitos peptideos ICK produzidos
por aranhas sao capazes de interagir principalmente com canais ibnicos de sodio e
calcio voltagem-dependentes (BELEBONI et al., 2004).

Uma sequéncia encontrada no transcriptoma da glandula de veneno de L.
intermedia apresentou uma alta semelhanca com alérgenos de outros animais. Essa
sequéncia corresponde a 0,2% dos transcritos e foi posteriormente nomeada de Lox

i 1 (FERRER et al., 2010). Essa molécula alergénica foi enquadrada como membro
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da familia CAP/CRiSP e s&o associadas com a modulacdo dos canais ibnicos
(GIBBS et al., 2008; SCHNEITER e PIETRO., 2013).

3.3 LOXOSCELISMO

O quadro de sinais e sintomas clinicos decorrentes da picada de aranhas do
género Loxosceles é denominado Loxoscelismo e pode ser classificado em duas
variantes: cutaneo e sistémico. Essas duas formas podem ocorrer separadamente
ou simultaneamente (FUTRELL et al., 1992). A manifestacao clinica mais comum do
loxoscelismo cutaneo € a lesdo dermonecraética. Inicialmente, no local da picada, ha
uma sensacao de ardéncia, dor e eritema, e, ap0s algumas horas, ha a formacéo de
uma regido palida chamada de placa marmoérea (Fig 04 A-C). Apos
aproximadamente 72 horas da picada surge a necrose (Fig 04 D) e, posteriormente,
uma escara de dificil cicatrizacdo é formada (ISBISTER e FAN, 2011; GREMSKI et
al., 2014).

O loxoscelismo sistémico € a manifestacéo clinica mais grave e mais
rara decorrente do envenenamento pela picada de aranhas do género Loxosceles. E
caracterizada por febre, cefaleia, nausea, hematuria e coagulacdo intravascular
disseminada. Em casos extremos, pacientes apresentando hemolise extensa podem
apresentar danos nos rins, 0s quais podem ocasionar insuficiéncia renal aguda e,
nos casos mais severos, levar a 6bito (ISBISTER e FAN, 2011; GREMSKI et al.,
2014).

Figura 04 — Lesdes do loxoscelismo cutaneo

A- Dois dias apés a picada de aranha-marrom na coxa de uma paciente, ha formacao de edema,
eritema e areas hemorragicas. B- Paciente picado na regido do antebraco, também dois dias apds a
picada. Houve formacédo de bolhas serosas, e posteriormente erup¢do cutdnea, com a sensacao de
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dor ardente. C e D — 4 dias ap6és a mordida, a ferida apresentava edema, eritema, placa marmérea
(regido palida) e a necrose surgiu nos 20 dias posteriores (Adaptado de GREMSKI et al., 2014).

3.4 PEPTIDEOS ICK

O “nd de cistina” € um motivo estrutural que é composto por trés pontes
dissulfeto, sendo que duas delas, juntamente com o0s segmentos do esqueleto
proteico, formam um anel, o qual é cruzado pela terceira ponte dissulfeto,
estabelecendo um pseudond estrutural. Esse motivo estrutural € classificado em trés
grupos: o no de cistina inibidor (ICK), o né ciclico de cistina (CCK) e o n6 de cistina
de fator de crescimento (GFCK) (Fig 05). Muitas proteinas apresentam este ng,
como hormdnios, inibidores enzimaticos e toxinas do veneno de artrépodes (DALY E
CRAIK, 2011).

Figura 05 — Estrutura bésica dos trés grupos de proteinas que contem o né

de cistina

CyslII CysHI

N6 Inibidor de Cistina (I1CK) N6 Ciclico de Cistina (CCK) Fator de Crescimento N6 de Cistina

As setas representam as folhas betas e as linhas pontilhadas as pontes dissulfeto. As cisteinas sédo
numeradas de | a VI (Adaptado de LYER e ACHARYA, 2011).

Toxinas com atividades inseticidas de L. intermedia foram primeiramente
descritas e caracterizadas por de Castro e colaboradores em 2004. Elas foram
designadas LiTx1, LiTx2 e LiTx3, e possuiam massas moleculares entre 5,6k Da e
7,9k Da. Andlises de sequéncias aminoacidicas semelhantes a essas toxinas as
relacionaram com peptideos que possuem acdo sobre canais idnicos voltagem-
dependentes de sddio e calcio. Em 2006, foi depositado no GenBank uma sequéncia
referente a uma possivel nova isoforma dos peptideos ICK, a LiTx4. Posteriormente,
um estudo revelou que mais de 50% dos transcritos de toxinas da glandula de

veneno de L. intermedia codificavam peptideos potencialmente inseticidas da familia
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das notinas (GREMSKI et al., 2010). Esses peptideos podem ter de 3 a 10 residuos
de cisteinas e foram enquadrados na familia das notinas devido a seu motivo
estrutural (Fig 06). Esses peptideos sdo conhecidos como notinas ou peptideos ICK
(DALY E CRAIK., 2011; SU et al., 2016).

Essas toxinas sdo encontradas em altas percentagens nos venenos de
aranhas e escorpides e possuem acdo sobre canais de sédio e calcio voltagem-
dependentes. Por exemplo, um peptideo isolado do veneno da tarantula
Hysterocrates gigas (SNX-482) apresentou atividade de inibicdo de canais de calcio
(Cav2.3) (NEWCOMB et al., 1998) e, mais recentemente, Luo e colaboradores
(2014) testaram um peptideo ICK da aranha Chilobrachys jingzhao (JZTX-V) e este
mostrou-se capaz de inibir canais de sodio de ratos (HERZIG e KING 2015; LOPEZ
e POSSANI 2015; ARIKI et al., 2016). Além dessa interacdo, estudos mostram que
alguns peptideos ICK tém acéo antifingica, antimicrobiana e inseticida, como por
exemplo, o peptideo ICK da abelha Apis cerana (AcICK). Park e colaboradores em
2014 demonstraram que o AclCK possui atividade antifingica e inseticida. O
peptideo ICK Lilb de L. intermedia, obtido de forma recombinante em bactérias,
demonstrou atividade inseticida sobre moscas da espécie Lucilia cuprina,
visualizada por meio de paralisia por mais de 24 horas (MATSUBARA et al., 2016).
Devido ao seu motivo estrutural, esses peptideos sao notavelmente resistentes a
variagcbes ambientais, o que foi demonstrado em ensaios realizados por Herzig e
King (2015) com o peptideo ICK Hvla da aranha Hadronyche versuta. O peptideo
em questdo demonstrou alta resisténcia a degradacdo proteolitica e se manteve

estavel em pH variando de 1-8 e em temperaturas maiores que 75°C.

Figura 06 — Esquema do motivo estrutural “Inhibitor Cystine Knot” (ICK)

A — Esquema do motivo estrutural ICK, composto pelas folhas beta antiparalelas (em verde)
estabilizadas pelo né de cistina. As cisteinas que formam o n6 estdo numeradas de 1-6. B — Esquema
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genérico da estrutura tridimensional dos peptideos ICK, com énfase no motivo estrutural (Adaptado
de SAEZ et al., 2010).

3.5 ALERGENOS

Alérgenos, por definicdo, sdo moléculas que desencadeiam a producdo de
anticorpos IgE e reacfes alérgicas. Além de relacionada com alergias, a IgE também
tem sua funcdo na resposta imune relacionada a vermes parasitas. A producao de
IgE é regulada por células Ty2 CD4 produtoras de interleucina 4 (IL-4) e interleucina
13 (IL-13) (MURPHY, 2010).

Anticorpos IgE que se ligam em moléculas alérgenas sdo encontradas em
mamiferos e medeiam respostas de hipersensibilidade do tipo I. No primeiro contato
com um alérgeno, estes sdo apresentados como antigenos para os linfocitos T,
desencadeando em seguida a producéo de anticorpos IgE especificos por linfécitos
T que apresentam receptor CD4. Também ha liberacdo de citocinas como a
interleucina 4. Ap6s o segundo contato com o mesmo alérgeno, ha liberacdo de
outras moléculas como a histamina, que desencadeiam os sintomas das reacdes
alérgicas (CUI, 2013).

Mais de 800 moléculas alérgenas foram registradas no banco de dados
Allergen Nomenclature Sub-committee (http://www.allergen.org) e destas, 242 séo
do filo artropoda. H4 um amplo numero de estudos que pesquisam moléculas
alérgenas em animais do filo artrépoda como, por exemplo, baratas, vespas,
formigas, carrapatos, mariposas e aranhas (HOFFMAN, 2010; LOCKWOOD et al.,
2012; BERARDI et al., 2015; ARRUDA et al., 2014; PENG et al., 2016; FANG et al.,
2015).

3.5.1 ALERGENOS EM ARANHAS LOXOSCELES

A analise do transcriptoma da glandula de veneno de L. intermedia produzido
por GREMSKI e colaboradores (2010) identificou uma sequéncia semelhante a
alérgenos presentes em venenos e secregdes de outros animais. Essa sequéncia
encontrada apresentou maior identidade aminoacidica (positividade) com os

alérgenos de formigas das espécies Pachycondyla chinensis e Solenopsis invicta
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(36 e 37), além de similaridade significativa com alérgenos do piolho Pediculus
humanus (35), da vespa Rhynchium brunneum (33), da aranha Lycosa singoriensis
(29) e do crustaceo Caligus rogercresseyi (22). Essa proteina possui um peptideo-
sinal, € composta por 415 aminoacidos, tem ponto isoelétrico de 8.4 e um tamanho
de aproximadamente 46 kDa (FERRER et al, 2010). Posteriormente essa molécula
foi nomeada de Lox i 1 de acordo com a nomenclatura proposta por King (2005) e
Larsen (2006), na qual o alérgeno € descrito pelas primeiras 3 letras do género, a
primeira letra da espécie e um numero arabico. Ela foi inserida na familia
CAP/CRISP, as quais sdo caracterizadas por serem ricas em residuos de cisteinas
(FERRER et al., 2010).

Proteinas da familia CAP s&@o encontradas em diversos organismos como
mamiferos, cobras, lagartos, aranhas e insetos, e estdo relacionadas com processos
biolégicos como defesa imune em mamiferos, maturacado de esperma, toxicidade de
venenos e viruléncia de patégenos. Existem trés grupos de proteinas dessa familia,
uma delas sdo as proteinas Antigeno 5 (Ag5), as quais sao encontradas
abundantemente nos ductos secretores de veneno de insetos, desencadeando
respostas alérgicas. Outro membro fundador da familia CAP séo as proteinas ricas
em residuos de cisteina (CRISPs). Essas proteinas sdo encontradas no trato
reprodutor de mamiferos e no ducto secretor de veneno de lagartos, cobras e outros
vertebrados. A estrutura dessas moléculas revela a presenca de um dominio C-
terminal rico em cisteinas e foram associadas com a modulacdo dos canais i6nicos
(GIBBS et al., 2008; SCHNEITER e PIETRO., 2013).

Reac0Oes de hipersensibilidades relatadas com aranhas do género Loxosceles
sdo raras, entretanto existem registros de reacfes alérgicas envolvendo espécies
como L. reclusa e L. rufescens (GREMSKI et al., 2014). Em ambos o0s casos
relatados houve o desenvolvimento de exantema pustuloso generalizado e uma
reacdo cutdnea severa caracterizada pelo aparecimento de pequenas pustulas
sobre uma pele eritematosa, seguida de febre (Fig 07) (MAKRIS et al., 2009, LANE
etal., 2011).
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Figura 07 — Reag0es de hipersensibilidade decorrentes de picadas de

aranhas do género Loxosceles

A - Exantema pustuloso generalizado causado pela picada de L. rufescens (Adaptado de MAKRIS et
al., 2009). B - Erupc¢éo de pustulas decorrentes da picada de L. reclusa. C - Zoom da erupc¢éo de
pustulas (Adaptado de LANE et al., 2011).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS ARANHAS DO GENERO LOXOSCELES

As aranhas adultas de L. intermedia foram capturadas na cidade da Lapa-PR
(Sob autorizacdo do SISBIO Numero 29801-5, em anexo) e mantidas no laboratério
com trocas de 4gua semanais e alimentagéo a base de tenébrios uma vez por més.
As aranhas das espécies L. laeta e L. gaucho foram cedidos gentilmente pelo Dr.
Jodo Carlos Minozzo, do CPPI (Centro de Producdo e Pesquisa de

Imunobioldgicos).

4.2 OBTENGAO DOS VENENOS LOXOSCELICOS

Para a extracdo do veneno, as aranhas foram privadas de alimentacdo por 2
semanas, a fim de evitar a contaminagcédo com egesta. As aranhas foram submetidas
a eletrochoque de 15V no cefalotérax (FEITOSA et al., 1998), e a goticula cristalina

de veneno foi coletada das queliceras com micropipeta, solubilizada em PBS (NaCl
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100 mM; Tampéo Fosfato de Sédio 10 mM; pH 7,3) e mantida em gelo até o final da
coleta. Os venenos de L. laeta e L. gaucho foram gentilmente cedidas pelo CPPI,
Prof. Dr. Jodo Carlos Minoso e MSc. Isolete de Pauli. As proteinas dos venenos das

trés espécies foram dosados por meio da técnica de Bradford (BRADFORD, 1976).

4.3 ELETROFORESE EM GEL DESNATURANTE DE POLIACRILAMIDA (SDS-
PAGE)

O gel gradiente (10-20%) foi preparado com a mistura de solugdo de
acrilamida (acrilamida e bis-acrilamida), Lower Gel Buffer (1,5 M Tris-Cl, pH 8,8 e
0,4% dodecil sulfato de sodio (SDS)), agua destilada e os catalisadores APS
(Persulfato de amoénio 10%) e TEMED (N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamina). A
solucdo de poliacrilamida foi polimerizada entre duas placas de vidro e adicionada
uma fina camada de butanol na parte superior. Em seguida, ao retirar a 4gua e o
butanol, o “stacking” (com 5% de poliacrilamida e catalisadores) foi colocado em
cima do gel e adicionado um pente para a formacdo dos poc¢os. ApGs a retirada dos
pentes, os pocos foram secados e as amostras foram aplicadas. As amostras de
veneno das espécies L. gaucho e L. laeta (5 ug) foram corridas no gel com SDS, sob
condi¢des redutoras (5% B-mercaptoetanol) (LAEMMLI, U. K 1970). A amperagem
utilizada na corrida foi de 25 mA e apds o término, o gel foi corado usando o método

de prata monocromatica conforme WRAY et al., 1981.

4.4 IMUNOENSAIO DE REATIVIDADE CRUZADA COM ANTIVENENOS

Apss uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida 18%, as amostras do
peptideo ICK recombinante de L. intermedia U2-SCTX-Lilb (MATSUBARA et al.,
2013), contendo 5% de B-mercaptoetanol, foram fervidas por 5 minutos a 100°C.
Logo apéds, os perfis proteicos foram transferidos para uma membrana de
nitrocelulose com uma voltagem constante de 100 V. Essas membranas foram
coradas com Ponceau-S. Fitas de nitrocelulose foram inicialmente incubadas por
uma hora em solucéo de bloqueio contendo PBS-caseina 3% (p/v) e, em seguida,
essas fitas foram incubadas individualmente com 2 ml dos soros pré-imunes e

hiperimunes antiveneno total (diluidos 1:1000 na mesma solu¢édo de bloqueio): anti-
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L. intermedia, anti-L. laeta e anti-L. gaucho. A lavagem das fitas foi realizada com
PBS-caseina (5 vezes, por 3 minutos cada), e, em sequéncia, foram incubadas com
anticorpos secundarios anti-IlgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina (diluicao
de 1:8000) por uma hora, a temperatura ambiente. Apos 5 lavagens, foram utilizados
para revelacdo da reacdo os reagentes BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato) e o
cromogeno NBT (“nitro blue tetrazolium”) (Promega) em tampao 6timo para atividade
de fosfatase alcalina (Tris-HClI 100 mM, pH 9,5; NaCl 100 mM e MgCl, 5 mM)
(HARLOW e LANE, 1988).

4.5 EXTRACAO DAS GLANDULAS DE PRODUTORAS DE VENENO DE L.
intermedia, L. gaucho E L. laeta

Foram utilizadas 30 espécies de L. laeta e L. gaucho para a extracdo das
glandulas de veneno. Os materiais utilizados para a extracdo das glandulas, como
placas de vidro, alfinetes, bastéo de vidro e laminas de bisturi foram esterilizados por
8 horas, a 200°C, em uma estufa. Outros materiais como microtubos de 2 ml e
ponteiras foram autoclavados e as bancadas foram limpas com etanol 70% para
evitar contaminacfes por RNAses. Além disso, todo o procedimento foi realizado

com luvas e o uso de mascaras.

4.6 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO RNA

As glandulas de veneno foram extraidas e entdo congeladas em microtubos
mantidos em gelo seco. O RNA foi extraido pelo método de TRizol®
(CHOMCZYNSKI, 1993), o qual consiste na adicdo de 750 pL do reagente TRIzol®,
seguido da homogeneizacdo das amostras com um homogeneizador de tecidos
(Tecnal, S&o Paulo, Brasil). Depois da incubacdo das amostras por 5 minutos, a
temperatura ambiente, foram adicionados aos microtubos 150 uL de cloroférmio. Na
sequéncia, 0s microtubos foram vortexados rapidamente e, em seguida,
centrifugados a 20.000 g, por 20 min, a 4°C. Apds isso, houve a formacdo de 3
fases: a aquosa (a que contém o RNA), a proteica e a organica. Foi retirado a fase
que contétm o RNA e foi adicionado isopropanol para a precipitacdo, seguido de
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centrifugacdes, isolamento de pellet, lavagem com etanol 75% e ressuspenssédo do
pellet com agua ultrapura tratada com dietilpirocarbonato - DEPC (a4gua ultrapura
homogeneizada com 0,1% de DEPC por duas horas e autoclavada por 45 minutos)
(CHOMECZINSKI, 1993).

O RNA total foi quantificado por espectrofotometria em espectrofotometro
Nanovue (GE Healthcare) |, o qual tem a capacidade de medir a quantidade de RNA
contido na amostra e o seu grau de pureza. Além da quantidade e da pureza obtida
de RNA, sua integridade também foi avaliada por meio de um gel de agarose na
concentracdo de 1% com brometo de etidio (1:20.000) em tampéo TAE (Tris base
40 mM, acetato 20 mM, EDTA 1 mM), a uma voltagem de 5 V/icm. O aparelho
utilizado para a visualizacdo e andlise foi o Chemidoc — XRS e software Quantity
One — SW (BioRad).

4.7 DESENHO DOS PRIMERS PARA AMPLIFICACAO DAS SEQUENCIAS DAS
LITXS E DO ALERGENO

Os primers especificos foram desenhados manualmente com base nhas
sequéncias obtidas no estudo do transcriptoma da glandula de veneno de L.
intermedia (GREMSKI et al.,, 2010). O algoritimo OligoAnalyzer versdo 3.1 foi
utilizado como ferramenta para a andlise dos primers desenhados, no intuito de
confirmar os parametros desejados. Os primers utilizados e as temperaturas de

anelamento para cada toxina estéo listados na tabela 1.

Tabela 1: Sequéncias e temperatura de anelamento dos primers sintetizados para a
amplificac@o dos peptideos ICK e da molécula alergénica de L. laeta e L. gaucho.

Primer Sequéncia Temperatura de Anelamento
LiTx1 ATGAGGTTTCTCGTTGGAGCA 56,7°C
LiTx2 ATGAAGCTGCTGTTTGAAGGA 56,0°C
LiTx3 CTAGCCATATATGTGGCGAC 54,6°C
LiTx4 ATGAAGCTGTTGTTTGGAG 53,9°C
Lox i 1 Foward ATGTCTGCGATGTATCAAATC 53,1°C
Lox i 1 Reverse CTAACAGCTTCCGGATTTTAC 53,4°C
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4.8 RT-PCR (TRANSCRICAO REVERSA ACOPLADA A REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE)

Essa técnica foi utilizada para obter os cDNAs correspondentes aos mMRNAs
dos peptideos ICK e do alérgeno de L. gaucho e L. laeta. Primeiramente, o primer
oligo(dT),7 adaptor (0,5 pg/pL), 1 ug de RNA total 1 ug de L. laeta ou L. gaucho e
agua suficiente para 5 uL foram adicionados a um microtubo e este foi incubado em
termociclador programado para a temperatura de 72°C, por 5 minutos. Em seguida,
o0 microtubo foi mantido em gelo por 3 a 5 minutos. Logo apés, foi adicionado a
reacdo o tampdo para a enzima transcriptase reversa (1x), 2,5 mM de MgCl,, 0,4
mM de dNTPs, 20 U de inibidor de RNAse e 4gua DEPC-tratada suficiente para
10uL. As amostras foram mantidas no termociclador a uma temperatura de 42°C e
depois de 1 minuto foi adicionada a enzima Transcriptase Reversa (200 U). O
protocolo utilizado no termociclador foi: um ciclo de 25°C/5min, 42°C/60min,
70°C/10min e temperatura final de 4°C. A precipitacdo dos cDNAs foi realizada com
acetato de amoénio (2,5 M) e etanol absoluto gelado (0,1v:3v de amostra) e as
amostras foram incubadas por 30 minutos, a -20°C. Apds a centrifugagédo por 30
minutos, a 4°C, 20.000 g, o sobrenadante foi retirado e o pellet lavado com 750 pL
de etanol 70% e uma nova centrifugacéo foi realizada por 5 minutos. Apos a retirada
do sobrenadante o pellet foi ressuspendido em 12 yl de agua ultrapura (Adaptado de
SAMBROOK, 2011).

4.9 AMPLIFICACAO DAS SEQUENCIAS DOS PEPTIDEOS ICK E DAS
SEQUENCIAS DO ALERGENO

Apos obter o cDNA pela técnica de RT-PCR mencionada anteriormente, foi
feita uma reacdo de PCR convencional utilizando: o tamp&o da Tag DNA polimerase
(1x), MgCl, (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM), o primer reverse Oligo(dT)17-adaptor (0,4
HMM), o cDNA de L. gaucho ou L. laeta (3, equivalente a 10% do volume da reacao),
a enzima Taqg DNA polimerase (1,25U/50uL) e os primers fowards especificos para
cada sequéncia (LiTx 1-4 e alérgeno). A programacdo no termociclador foi a
seguinte: 95°C/2 min (1 ciclo); 95°C/30 s, temperatura de anelamento meédia entre os
primers especificos e o Oligo(dT)17-adaptor/30 s, 72°C/2 min (35 ciclos); 72°C/10
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min (1ciclo); 4°C. A analise dos produtos obtidos foi realizada por um gel de agarose
1,5% e, apés a confirmacdo da amplificagcdo, as bandas foram cortadas e gel-
extraidas, seguindo o protocolo do Kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA). As amostras

eluidas foram dosadas no aparelho NanoVue Plus® (GE Healthcare Life Sciences).

4.10 CLONAGEM DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS NO VETOR pGEM-T EASY
VECTOR E TRANSFORMAQAO DAS CONSTRUC;()ES EM BACTERIAS DA CEPA
DH5a

A ligacédo dos produtos da PCR no vetor pGEM-T Easy Vector foi realizada
utilizando: o tampé&o para a enzima T4 DNA Ligase (2X), a enzima T4 DNA Ligase (3
U/ul) e o vetor pGEM-T Easy Vector (50 ng), em uma propor¢cdao de 3:1
(inserto/vetor). As reacdes foram mantidas a 22°C por no minimo 16 horas no
termociclador ou Banho-Maria.

Para transformar as construgcdes (inserto + vetor) nas cepas
eletrocompetentes de E. coli DH5a foram utilizadas 1 ul da ligacdo. A amostra da
reacao de ligacdo mais 50 ul da cultura de bactéria foram homogeneizadas em uma
cubeta de vidro e colocadas no aparelho Gene Pulser X-Cell (BioRad). As bactérias
foram recuperadas em meio SOC (triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl
0,5 g/L, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM e glicose 0,2 M) e incubadas por,
aproximadamente, uma hora, sob moderada agitacdo (aproximadamente 100 rpm),
a 37°C. ApoOs esse periodo, as bactérias foram plaqueadas em duas placas (uma
com 100 ul da suspenséo bacteriana e outra com os 900 pul restante) com o meio LB
agar (triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L, agar-dgar 15 g/L)
suplementado com ampicilina (100 pg/ml) e tratado com IPTG (100 mM) e X-GAL

(20 mg/ml). Ambas foram incubadas a 37°C por 16 horas.

4.11 MINIPREPARACAO PLASMIDIAL E PCR DE COLONIA

Aproximadamente 50 colbnias foram selecionadas dos materiais oriundos de
L. gaucho e L. laeta para a PCR de colénia tanto dos grupos de peptideos ICK
guanto das moléculas alergénicas. As col6nias foram coletadas com um palito de

madeira autoclavado e transferidas para microtubos de 0,2 mL. Com o0 mesmo
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palito, as colonias foram subcultivadas em uma placa-mae denominada master
plater, a qual possuia quadrados numerados para posterior identificagdo. Foram
adicionados aos tubos tampao para Tag DNA polimerase (1X), dNTPs (0,2 mM),
MgCl, (1,5 mM), primer T7 sense forward (0,2 uM), primer SP6 reverse (0,2 uM) e
enzima Tag DNA polimerase (1,25U/50ul). A programacgédo no termociclador foi:
95°C/5 min (1 ciclo); 95°C/30 s, média das Tm (temperatura de “melting”) dos
primers diminuida de 5°C/30 s e 72°C/2 min (35 ciclos); 72°C/10 min (1 ciclo); 4°C
(ciclo de espera).

A andlise dos produtos de PCR de coldnia amplificados foi realizada por meio
de gel de agarose 1,5% e o resultado foi avaliado e fotodocumentado com auxilio do
equipamento de captura de imagem Chemidoc (Bio-Rad) por meio do software
Quantity One.

Os clones confirmados como positivos foram selecionados para um pré-
in6culo. Utilizando o meio LB liquido com ampicilina (100 pg/mL), foram usados
palitos estéreis para coletar um clone positivo e o pré-inéculo foi deixado sobre
agitacao constante na temperatura de 37°C. Apos 16 horas, foi seguido o protocolo
recomendado no Kit Miniprep Pure Link Quick Plamid (Invitrogen) para a extracao da
construcdo. A dosagem foi pelo aparelno NanoVue Plus® (GE Healthcare Life

Sciences).

412 PCR DE SEQUENCIAMENTO, PRECIPITACAO E ANALISE DE
SEQUENCIAMENTO

Os reagentes utilizados para a PCR de sequenciamento foram: o reagente
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing, o tampé&o de sequenciamento (1X) e os
primers forward T7 ou o primer reverse SP6 (0,8 pmol) e 400 ng do DNA molde
(construcdes pGEM-T Easy Vector + sequéncias dos peptideos ICK/alérgeno). Cada
clone foi feito em duplicata, um com o primer T7 e o outro com o primer SP6. Os
ciclos programados no termociclador foram 95°C/20 min, 50°C/15 s e 60°C/4 min (35
ciclos); 4°C (ciclo de espera). Em seguida, os produtos obtidos da PCR foram
submetidos ao protocolo de precipitacdo por etanol absoluto e acetato de sodio-
EDTA (1,5 M) (propor¢cao 3:0,1 V:V) e enfim, sequenciados no sequenciador ABI
PRISM 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, EUA).
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Na analise de bioinformética foram utilizados softwares como FinchTV
Version 1.4.0 (eletroferogramas), Open Reading Frame Finder e o Expasy Translate
para analisar as possiveis sequéncias de aminoacidos. A ferramenta online Clustal
Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) foi utilizada para producdo dos
alinhamentos das sequéncias obtidas com aquelas referentes aos peptideos LiTx de
L. intermedia descritos por De Castro e colaboradores (2004) e depositadas no
banco de dados online GenBank, como também as sequéncias obtidas por
GREMSKI e colaboradores (2010) no estudo do transcriptoma da glandula de
veneno de L. intermedia. Para o alérgeno, foram alinhadas as sequéncias obtidas

com a sequéncia de L. intermedia obtida por FERRER em 2010. Na ferramenta

online BOXSHADE Server versao 3.21 (disponivel em
http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) foram realizados 0Ss
alinhamentos graficos e no BLASTp (disponivel em

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) foi possivel determinar as
porcentagens de identidade das sequéncias obtidas de L. gaucho e L. laeta em
relacdo as sequéncias mencionadas anteriormente de De Castro e colaboradores
(2004) e Ferrer (2010).

5. RESULTADOS

5.1 PERFIL PROTEICO ELETROFORETICO DOS VENENOS DE L. intermedia, L.
gaucho E L. laesta EM SDS-PAGE

Os venenos brutos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta foram analisados e
comparados por meio de uma corrida eletroforética em gel desnaturante de
poliacrilamida gradiente 10-20%. Os perfis protéicos, caracterizados por regides
enriquecidas em proteinas ou peptideos, mostraram-se similares. As bandas de 30 a
35 kDa no gel estdo associadas as enzimas fosfolipases-D, enquanto que as bandas
relativas as massas de 5 a 10 kDa correspondem as massas esperadas para 0s
peptideos ICK, sugerindo a presenca desses peptideos nos venenos das 3 espécies
de Loxosceles (Fig 08).
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Figura 08 — Gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) gradiente 10-

20% com amostras brutas dos venenos das espécies de Loxosceles.

L. intermedia L. gaucho L. laeta

kDa
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Regido correspondente aos peptideos de baixa massa presentes nos venenos (seta).

’
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5.2 REATIVIDADE IMUNOLOGICA CRUZADA DE UM PEPTIDEO ICK
RECOMBINANTE E ANTIVENENOS DE DIFERENTES ESPECIES DE ARANHAS
DO GENERO LOXOSCELES

Em um imunoensaio de western blotting, o peptideo recombinante U,-SCTX-
Lilb (MATSUBARA, 2013) foi reconhecido pelos soros hiperimunes que reconhecem
0 veneno das espécies de Loxosceles estudadas. Esse resultado indica a presenca
de toxinas nativas com epitopos lineares relacionados com peptideos da familia ICK

nos venenos das 3 espécies (Fig 09).

Figura 09 — Reatividade imunoldgica cruzada dos soros hiperimunes que
reconhecem o veneno total de diferentes espécies de aranhas do género Loxosceles

com o peptideo recombinante U,-SCTX-Lilb.
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1, 3 e 5 - Amostras do peptideo recombinante U,-SCTX-Lilb foram submetidas a SDS-PAGE 18%
sob condicdes redutoras e transferidas para membranas de nitrocelulose. Em seguida, foram
expostas aos soros pré-imunes. 2, 4 e 6 — Exposta ao soro hiperimune que reconhece: 2- 0 veneno
total de L. intermedia, 4 — 0 veneno total de L. gaucho e 6 — 0 veneno total de L. laeta. Reacfes
positivas podem ser verificadas tanto para as formas monoméricas (~12 kDa; seta) quanto para as
formas diméricas (~24 kDa; cabeca de seta) do peptideo recombinante.

5.3 RASTREAMENTO DE SEQUENCIAS CODIFICANTES DOS PEPTIDEOS ICK
EM L. gaucho E L. laeta

A técnica RT-PCR foi utilizada para a obtencdo dos cDNAs relativos as
toxinas produzidas nas glandulas de L. gaucho e L laeta a partir do RNA total
extraido. Para a amplificacdo dos cDNAs obtidos, em cada reacdo de PCR, foram
utilizados primers especificos do grupo de toxina a ser rastreado. As reacdes de
amplificacdo obtiveram sucesso e indicaram um tamanho de 400 pb para os
peptideos semelhantes a LiTx 1, LiTx2 e LiTx4 para L. gaucho e L. laeta e de 300 pb
para os peptideos semelhantes a LiTx3 também nas duas espécies de Loxosceles
(Fig 10).

Figura 10 — Amplificacdo das sequéncias relativas aos diferentes grupos de

LiTx (Litx1-4) analisadas por eletroforese em gel de agarose 1,5%

LiTx1 LiTx2 LiTx3 LiTx4
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A amplificacéo foi realizada por meio de PCR convencional com a utiliza¢géo de um par de primers
composto pelo primer forward gene-especifico do grupo de LiTx a ser rastreado e o primer reverse
oligo (dT);7-adaptor.

Apoés a corrida em gel de agarose, as bandas visualizadas correspondentes

as sequéncias dos peptideos foram extraidas, purificadas, eluidas em agua ultrapura
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e dosadas. Nesse material foi realizada a reacao de ligacado no vetor de clonagem
pGEM-T. Em seguida, o produto dessa ligacéo foi transformado por eletroporagao
na cepa de bactéria E. coli DH5a. Para confirmagdo de clones positivos, foram
testados 50 clones para cada grupo de peptideos das duas espécies em PCRs de
colénia. Mais de 90% de todos os clones de bactérias contendo o inserto dos grupos
de peptideos das LiTx1-4 de L. gaucho e L. laeta foram positivos, ou seja, continham
a sequéncia de interesse. Para a LiTx1, LiTx2 e LiTx4 os fragmentos amplificados
apresentaram tamanho aproximado de 600 pb, como esperado, nos quais 400 pb
referem-se as sequéncias codificantes dos peptideos e 200 pb s&o referentes as
porcdes do vetor amplificadas devido ao anelamento dos primers forward T7 sense e

o primer reverse SP6 utilizados na reagéo de PRC de colbnia (Fig 11, 12 e 13).

Figura 11 — Gel agarose 1,5%. Perfil eletroforético proveniente das amostras
amplificadas por PCR de colbnia de peptideos semelhantes a LiTx1 em L. gaucho (a

esquerda) e L. laeta (a direita).

LiTx1 L. gaucho LiTx1 L. laeta

Gel mostrando 10 clones positivos, dos 50 testados. Todos os clones foram positivos e demonstram
banda na altura aproximada de 600 pb. Primers utilizados: forward T7 sense e o primer reverse SP6.

Figura 12 — Gel agarose 1,5%. Perfil eletroforético proveniente das amostras
amplificadas por PCR de colbénia de peptideos semelhantes a LiTx2 em L. gaucho (a

esquerda) e L. laeta (a direita).

LiTx2 L. gaucho LiTx2 L. laeta
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Gel mostrando 10 clones positivos, dos 50 testados. Todos os clones foram positivos e demonstram

banda na altura aproximada de 600 pb. Primers utilizados: forward T7 sense e o primer reverse SP6.
Figura 13 — Gel agarose 1,5%. Perfil eletroforético proveniente das amostras

amplificadas por PCR de colbnia de peptideos semelhantes a LiTx4 em L. gaucho (a

esquerda) e L. laeta (a direita).

LiTx4 L. gaucho LiTx4 L. laeta
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500 =

Gel mostrando 10 clones positivos, dos 50 testados. Todos os clones foram positivos e demonstram
banda na altura aproximada de 600 pb. Primers utilizados: forward T7 sense e o primer reverse SP6.

Diferindo dos outros grupos, os peptideos semelhantes a LiTx 3 tiveram o
tamanho aproximado de 500 pb, os quais 300 pb s&o relativos as sequéncias
codificantes dos peptideos e 200 pb relativos ao vetor amplificado devido ao
anelamento de primers (forward T7 sente e reverse SP6) utilizados no PCR de

colonia (Fig 14)

Figura 14 — Gel agarose 1,5%. Perfil eletroforético proveniente das amostras
amplificadas por PCR de col6nia de peptideos semelhantes a LiTx3 em L. gaucho (a

esquerda) e L. laeta (a direita).

LiTx3 L. gaucho LiTx3 L. laeta

Gel mostrando 10 clones positivos, dos 50 testados. Todos os clones foram positivos e demonstram
banda na altura aproximada de 600 pb. Primers utilizados: forward T7 sense e o primer reverse SP6.

Dos 50 clones testados, 10 positivos foram selecionados para a analise das

sequéncias codificantes dos peptideos, nas duas espécies em estudo. Foram
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realizadas minipreparacdes para obtencdo das constru¢cdes dos clones, PCR de
sequenciamento e sequenciamento pelo método dos dideoxinucleotideos. As
sequéncias obtidas foram trimadas e submetidas a analises bioinformaticas como
descrito anteriormente.

Todas as sequéncias encontradas dos peptideos LiTx1-4 possuiam o0s
residuos de cisteina conservados em relacdo aos peptideos de L. intermedia (Fig
16-19). Além disso, os provaveis residuos de cisteina que estabelecem as pontes
dissulfeto que compdem o motivo estrutural “n6 de cistina inibidor”, o qual confere
nome a essa familia de peptideos (ICK), também estédo conservados.

Das duas sequéncias obtidas em L. gaucho relativas aos peptideos de LiTx1
(Tx1_gauchol-Ill) uma delas, a Tx1_gauchol, é a propria LiTx1 encontrada no estudo
do transcriptoma de Gremski (2010) e aguela obtida por De Castro (2004) do veneno
de L. intermedia (Fig 15). A outra sequéncia revelou identidade de 96% com a LiTx1,
apresentando a substituicdo ndo conservativa de um residuo de lisina (K) por um de
glutamina (Q) na posicao 13 e também a substituicdo de um residuo de lisina (K) por
um de arginina na posicao 46.

Em L. laeta foi possivel obter 6 isoformas do peptideo LiTx1 (Tx1_laetal-VI),
com identidades variando de 87% a 93% com a LiTx1(Fig 16). Os residuos
encontrados que diferem da LiTx1 s&o: residuos de alanina(A) (posicao 1), de lisina
(K) (posicdo 21), de acido aspartico (D) (posicdo 31) e de glutamina (Q) (posicao
39); nas mesmas posicdes, no peptideo LiTx1, sdo encontrados residuos de lisina
(K) (posicédo 1), de arginina (N) (posicdo 21), de serina (S) (posicdo 31) e de
metionina (M) (posicéo 39) (Fig 15).

Duas sequéncias foram obtidas tanto em L. laeta (Tx2_laetal-1l) quanto em L.
gaucho (Tx2_gauchol-Il) para o grupo de peptideos LiTx2. Em L. gaucho, ambas as
sequéncias apresentaram identidade de 85% com a LiTx2 de L. intermedia (Fig 16)
e os residuos de aminoacidos diferindo da LiTx2 sdo os das posi¢cdes 11 a 14 e 0s
das posicdes 31 a 33. Em L. laeta, as identidades apresentadas foram de 87% com
a LiTx2. (Fig 16) e as diferencas de residuos de aminoacidos também se localizaram
nas mesmas posi¢cdes observadas para os peptideos de L. gaucho.

Com relacdo ao grupo dos peptideos LiTx3, duas isoformas foram
encontradas em L. gaucho (Tx3_gauchol-Il). Uma delas possui 100% de identidade
com a LiTx3 de L intermedia e a outra apresentou identidade de 87%. As duas

isoformas encontradas para L. laeta (Tx3 laetal-1l) demonstraram identidades de
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90% e 92% com relacdo ao peptideo LiTx3 de L. intermedia. Os residuos de
aminoacidos na sequéncia em L. laeta foram de 52 e em L. gaucho e L. intermedia
53 (Fig 17).

Tanto em L. gaucho quanto em L. laeta, duas isoformas relacionadas ao
grupo das LiTx4 foram identificadas (Tx4_gauchol-ll e Tx4_laetal-1l). Em L. gaucho,
uma das sequéncias apresentou 100% de identidade com a LiTx4 de L. intermedia e
a outra possui 83% de identidade com a LiTx4. Em L. laeta, as isoformas

apresentaram identidade de 83% e 85% com relagdo a LiTx 4 (Fig 18).
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Figura 15 — Comparacao das sequéncias codificantes do grupo de peptideos LiTx1 de L. gaucho e L. laeta com relacéo as

sequéncias de LiTx1 de L. intermedia.

IDENTIFICAGAO ESPECIE SEQUENCIA IDENTIDADE REFERENCIA

DA SEQUENCIA AMINCACIDICA (%)

LiTx1l L. intermedia FCHGDGSEGCATEPDDWCCENT PCECPAWS STSECRCAMDC SERCE] - De Casztro =t 21., 2004
LIC42% L. intermedia 100 Gremski =t a1., 2010
LIC38S L. i1ntermedia 8 Grem=ki =t al., 2010
Tx1 gauchol L. gaucho 100 E=zte trabalho
Tx1l gauchoIT L. gaucheo & Ezte trabalho
Tx1 laetal L. lasta HGDHGSEGCATEPDDWCC 28 E=zte trabalho
Tx1l laetall L. laets HGEGSEGCATEFDDWCC i 57 E=zte trabalho
Txl laetalll L. lzsta HGDGSEGCATEFDDWCC i o3 Ezte trabalho
Tx1l laetalIWV L. lasta HGEGSEGCATEPDDWCC B 1 E=zte trabalho
Tx1l laetaV L. laets HGDGESEGCATERFDDWCC i 43 E=zte trabalho
Txl laetaVl L. lasta HGDGSEGCATEPDDWCC V Bl il Ezte trabkbalho

Em L. gaucho foram encontradas duas isoformas de LiTx1 e em L. laeta cinco isoformas. A sequéncia da LiTx1 de L. intermedia também é representada no
alinhamento. Em asteriscos os residuos de cisteina conservados e aqueles que estabelecem pontes dissulfeto séo indicados por colchetes.
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Figura 16 — Comparacao das sequéncias codificantes do grupo de peptideos LiTx2 de L. gaucho e L. laeta com relacdo as
sequéncias de LiTx2 de L. intermedia.

IDENTIFICACAD ESPECIE SEQUENCIA IDENTIDADE REFERENCIA
D& SEQIOEMCTA AMTHOACIDICA (%)
LiTxZ L. intermedis k2 CEAFEC IR CCEET PCKCP AR SN ECRCTOPCHPSCE - De Castro =t s1., 2004
LIC43& L. intermsedis B ] :’H‘: DWCCHET PCHCPRR SEINSECRCTORCHPSCE 100 Gremski st =1., 20130
IxZ gauchol L. gaucho A CHCECVEGCRES POOWCCHET PCECPARN ST SECRCTOPCHESCE 25 Ezte trskalho
TxZ gaucholl L. gaucheo A CHEECTEGCRNS PODWCCEET PBCKCPARSET SECRCTOPCHESCE, 25 Ezte trzkalho
IxZ laetal L. lasts B CHEEGVEGCAEE PDIWCCEET PFCHCP AW S TMECRC TOECHESCE 87 Este trzakalho
TxZ laetall L. lasts BCHEEGTHGC AR POOWCCEET PCECPRAR ST SECRCTQPCHEPSCE. a7 Este trakalho

r = o & * = r

I |

Em L. gaucho foram encontradas duas isoformas de LiTx2 e em L. laeta duas outras isoformas. A sequéncia da LiTx2 de L. intermedia também é
representada no alinhamento. Em asteriscos os residuos de cisteina conservados e aqueles que estabelecem pontes dissulfeto sdo indicados por colchetes.
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Figura 17 — Comparacao das sequéncias codificantes do grupo de peptideos LiTx3 de L. gaucho e L. laeta com relacdo as
sequéncias de LiTx3 de L. intermedia.

IDENTIFICACAD ESPECIE SEQUENCIA IDENTIDADE REFERENCIA
DA SEQUENCIA AMINOACIDICA (%)

= D
[ S T i T i T e T i |

[

=

LiT=3 L. intermedia - De Castro =t al., 2
LIC431 L. intermedia B& Gremski =t a1., 20
LIC341 L. intermedia 100 Grem=ski =t al., 20
LIC433 L. intermedia 100 Gremski =t al., 20
LIC380 L. intermedia = Gremski =t al., 20
T2-3CTX-Lilb L. intermedia B7 Matszubara =t al., 2
Tx3 gauchol L. gaucheo 100 Ezte trabalho
Tx3: gaucholl L. gaucheo 37 Ezte trakalho
Tx3 laetal L. lasta e CC IESGORCGSPHGLPSHCCDDWEYEGRCGCTHGVCT CGEIRCESRGCDN SEIS 0 Ezte trabalho
Tx3 laetall L. lasta -C IESGORCGSPHGLPSHCCDDWEYEGRCGCTHGVCT CGENCESRGCDW SEISE o2 Este trakalho

b3 " i " LA ] =

2 =)

(%]

Em L. gaucho foram encontradas duas isoformas de LiTx3 e em L. laeta também duas isoformas. Cinco isoformas de peptideos LiTx3 descritas na literatura
estdo representadas no alinhamento. Em asteriscos os residuos de cisteina conservados e aqueles que estabelecem pontes dissulfeto sédo indicados por
colchetes.



Figura 18 — Comparacao das sequéncias codificantes do grupo de peptideos LiTx4 de L. gaucho e L. laeta com relacdo as

sequéncias de LiTx4 de L. intermedia.

40

IDENTIFICACAD ESPECIE SEQUENCIA IDENTIDADE REFERENCIZ

DA SEQUENCIA AMINOACIDICA (&)

LiTxd L. intermedis JEEGEGEH{GC&'DiPDIﬁECI{ETPCHCPEHL CRCTOPCARECE - De Castro st a1., 2004
LIC4z7 L. intermsdis B HEEGVEGCY DI PDDWC CEE T PCRCPAN S ERECRCTOPCARICE, 100 Eremski st 21., 2010
Ix4 gauchol L. gaucho B CHEEETEECE D PTOWC CRET BCECE AN SEMSE CRC T BOMSs CT B3 Ezste trekalho

ITxd gsucholl L. gaucho EHGEGH]HSC'ID*PDIHECI{ETPCHCPEHL CECTOPRCRRISCT 100 Este trekalho

Txd laetal L. lasta ES Este trakalho

Txd laetall L. lasts g3 Este trabalho

I [ PTTWCCEE T PCECE BN Stapeged] ER"'._'-IQP i
L T Do DODWC CEET PCECP RN = CRCTODCE RiaCE
r- - - T- o - -‘H - -

Fig 18. Comparacao das sequéncias codificantes do grupo de peptideos LiTx4 de L. gaucho e L. laeta com relagdo as sequéncias de LiTx4 de L. intermedia.
Em L. gaucho foram encontradas duas isoformas de LiTx4 e em L. laeta duas isoformas. A sequéncia da LiTx4 de L. intermedia também é representada no
alinhamento. Em asteriscos os residuos de cisteina conservados e aqueles que estabelecem pontes dissulfeto s&o indicados por colchetes.
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5.4 RASTREAMENTO DAS SEQUENCIAS SEMELHANTES A Lox i1 EM L. laeta E
L. gaucho

ApoOs a obtencdo dos cDNAs das sequéncias homadlogas a Loxi 1 de L. intermedia,
provenientes do RT-PCR, foi realizada uma PCR utilizando os primers especificos. As
reacoes foram amplificadas indicando amostras com tamanho aproximado de 1.200 pb

para ambas as espécies, L. gaucho e L. laeta (Fig 19).

Figura 19 — Gel agarose 1,5%. Amplificacdo das sequéncias homologas a Lox i 1
rastreadas de L. gaucho e L. laeta.
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A amplificacéo foi realizada por meio de PCR convencional com a utilizacdo de um par de primers
composto pelo primer forward gene-especifico da sequéncias alergénicas a serem rastreadas e o
primer reverse oligo (dT),7-adaptor.

Ap6s a confirmagdo das sequéncias amplificadas, essas bandas foram
extraidas do gel de agarose, purificadas e eluidas em &gua ultrapura. Essas
amostras foram utilizadas para realizar a ligacdo no vetor de clonagem pGEM-T,
utiizando a T4 ligase. O tubo foi mantido a temperatura ambiente por
aproximadamente 24 horas, e em seguida foi realizada a transformacédo dessa
amostra na cepa de bactéria E. coli DH5a. Para confirmagao de clones positivos,
aproximadamente 50 clones foram testados para cada construcdo referente as
sequéncias de cada espécie. Na reacdo de PCR de coldnia os primers utilizados
foram T7 sense e o SP6. Foram obtidos 10 clones positivos tanto em L. gaucho

guanto em L. laeta, todos com aproximadamente 1350 pb (Fig 20).
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Figura 20 — Perfil eletroforético proveniente das amostras amplificadas por

PCR de colbnia das sequéncias homologas a Lox i 1

e LOxi 1 1L gaucho
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Gel de agarose 1,5% mostrando aproximadamente 10 clones positivos com a constru¢do das
sequéncias alergénicas e pGEM-T. Foi observada uma banda na altura aproximada de 1350 pb tanto
em L. gaucho quanto para L. laeta. Primers utilizados: T7 sense e o SP6

Os clones positivos foram entdo submetidos a procedimentos de
minipreparacdo, 0S quais consistem no isolamento das construcfes. Apds a
dosagem das amostras obtidas, estas foram submetidas a uma PCR para
sequenciamento pelo método dos dideoxinucleotideos. Em seguida, as Sequéncias

obtidas foram analisadas por bioinformatica como descrito anteriormente.

As sequéncias obtidas em L. laeta (loxi_| 1, loxi | 2, loxi_| 3) possuem
aproximadamente 99% de similaridade com a sequéncia da Lox i 1 de L. intermedia.
Em L. gaucho, duas sequéncias encontradas possuem 99,52% de similaridade
(loxi_g_1, loxi_g_3) e uma delas, a loxi_g_2, apresenta 100% de identidade com a
Lox i1 de L. intermedia. (Fig 21)
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Figura 21 — Comparacéao das sequéncias codificantes da Lox i 1 de L. intermedia com as encontradas em L. gaucho (Loxi_g) e L.
laeta (Loxi_I).
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6. DISCUSSAO

Os venenos dos artrépodas desempenham papeis importantes para o animal
como captura de presas e defesa de predadores. Apesar dessas funcdes, pouco se
sabe sobre as glandulas produtoras de veneno. Sabe-se que, devido a processos
ecoldgicos e evolutivos, a expressao génica das toxinas presentes na glandula de
veneno varia dentre os espécimes desses animais (HANEY et al., 2016). O
desenvolvimento de tecnologias como o sequenciamento revelou essa variagcao
génica por meio da demonstracdo da expressdo de transcritos homologos em
glandulas de veneno dentro de uma mesma espécie. Além disso, analises desses
transcritos podem ajudar a elucidar os mecanismos de evolucdo dos genes que
codificam tais toxinas de venenos (FERNANDES-PEDROSA et al., 2008; GREMSKI
et al., 2010; HE et al., 2013; HANEY et al., 2016).

Existem na literatura analises de transcriptomas de glandulas de veneno de
aranhas do género Loxosceles. Nos transcriptomas de L. intermedia e L. laeta foram
encontradas transcritos das mesmas familias de toxinas como metaloproteases,
serinoproteases, hialuronidases e fosfolipases-D, em porcentagens equivalentes,
demonstrando assim um perfil de toxinas expressas semelhantes (PEDROSA et al.,
2008; GREMSKI et al., 2010). Apesar de ndo haver um transcriptoma da glandula de
veneno de L. gaucho, existe uma andlise prote6mica da composicao de seu veneno.
O perfil proteico do veneno de L. gaucho em gel bidimensional revela similaridades
com os perfis protéicos dos venenos de L. intermedia e o L. laeta, com
predominancia de bandas de massas moleculares variando de 30 a 35 kDa. Nessa
analise, os venenos dessas trés espécies também apresentaram bandas de alta
massa molecular de 45-94 kDa e de 14-25 kDa, sendo assim, venenos com
composic¢des proteicas muito semelhantes (MACHADO et al., 2005). No presente
estudo, os perfils proteicos dos venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho
analisados em gel desnaturante de poliacrilamida revelou a presenca de bandas
similares na altura de 5-10 kDa (correspondente aos peptideos ICK), corroborando
com a semelhanca proteica do veneno dessas trés espécies.

No transcriptoma da glandula de veneno de L. intermedia e de L. laeta foram

encontrados transcritos de toxinas (0,2% e 0,6%, respectivamente) que codificavam
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proteinas semelhantes a alérgenos de outros organismos (GREMSKI et al., 2010).
A sequéncia da proteina alergénica de L. intermedia foi obtida por meio de uma
biblioteca de cDNA da glandula de veneno dessa espécie. Posteriormente essa
molécula foi nomeada de Lox i 1 e foi enquadrada na familia CAP/CRISP, as quais

sao caracterizadas por serem ricas em residuos de cisteinas (FERRER et al., 2010).

As sequéncias de alérgenos de L. gaucho e L. laeta obtidas nesse trabalho
revelaram uma alta identidade com a Lox i 1 descrita por Ferrer em 2010 para L.
intermedia. Estudos demostram que certas familias de toxinas sdo bem conservadas
entre espécies de aranhas do género Loxosceles. Trevisan e colaboradores em
2010 analisaram metaloproteases da familia das astacinas de L. intermedia (LALP1,
LALP2 e LALP3), de L. laeta (LALP4) e L. gaucho (LALP5). A LALP 2 e a LALP 3 de
L. intermedia apresentaram similaridades consideraveis de 48% e 44%,
respectivamente, com a LALP 4 de L. laeta e 39% e 40% com a LALP 5 de L.
gaucho. A maior similaridade foi encontrada entre a LALP1 de L. intermedia com a
LALP4 de L. laeta e a LALP5 de L. gaucho, de 75%. Sendo assim, essas toxinas sao
conservadas entre essas espécies, podendo ter um valor biolégico significativo no
veneno de aranhas do género Loxosceles, como por exemplo, um mecanismo
bioldgico de defesa contra variagcbes do ambiente, defesa de predadores e presas
diferentes encontradas no ambiente onde elas se encontram (TREVISAN-SILVA et
al., 2010).

Nesse trabalho, foram encontradas varias isoformas de grupos dos
peptideos ICK (LiTx1-4) dentro da mesma espécie de Loxosceles. Na literatura, é
comum encontrar varias isoformas de uma mesma toxina em diferentes espécies do
género Loxosceles, a exemplo das toxinas dermonecroticas fosfolipases-D.
Kalapothakis e colaboradores em 2007 denominaram as toxinas dermonecréticas ou
esfingomielinases de Loxosceles de Loxtox. No trabalho, os autores identificaram 8
sequéncias de toxinas dermonecréticas apenas em L. intermedia. Destas, duas
sequéncias: a Loxtox i 6 e a Loxtox i 4, revelaram similaridade de 100% quando
comparadas com as fosfolipases LiRecDT3 e a P1 de L. intermedia. As 8 novas
sequéncias encontradas apresentaram identidades aminoacidicas variando entre
63% e 99% quando comparadas com sequéncias anteriores descritas para as
fosfolipases-D de L. intermedia. A presenca de muitas isoformas de toxinas de uma

mesma familia encontradas em uma mesma espécie pode estar relacionada a uma
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coevolucdo com a para presa, defesa e adaptacdo ao meio ambiente. Por exemplo,
caso ocorra alguma mudanca de temperatura drastica ou variagdo de valor pH que
degrade uma isoforma de uma toxina, a aranha possui outras isoformas funcionais

mais resistentes em seu arsenal bioquimico (MATSUBARA, 2015).

Apesar dessa grande variedade de isoformas dentro da mesma espécie,
entre espécies, existem em L. intermedia e L. gaucho sequéncias de toxinas mais
semelhantes do que em L. laeta. Um claro exemplo dessa observacdo é a
comparacao entre fosfolipases-D: a sequéncia da LiRecDT1 de L. intermedia possui
uma similaridade maior com a LgRecl de L. gaucho (78%) e menor com a SMase |
de L. laeta (58%). Essa semelhanca entre as sequéncias aminoacidicas de L.
intermedia e L. gaucho também foi observada com as sequéncias codificantes dos
peptideos ICK desse trabalho. Em todos os grupos dos peptideos ICK (LiTx1-4),
uma sequéncia de L. gaucho possuia 100% de identidade com a de L. intermedia.
Assim, esses dados sugerem que L. gaucho e L. intermedia podem ter uma
proximidade filogenética maior. Entretanto, A LALP 2 de L. intermedia revelou
similaridade maior com a LALP 4 de L laeta (44%) do que com a LALP 5 de L.
gaucho (39%), diferindo assim da hip6tese proposta (TREVISAN-SILVA et al., 2010).
Sendo assim, novos estudos sdo necessarios para avaliar a proximidade entre

essas trés espécies do género Loxosceles.

Apenas 3 sequéncias codificantes de alérgenos em L. laeta estdo
depositadas no GenBank, sendo que todas elas sdo parcialmente incompletas
(EY189185, EY188440, EY189716). Para L. gaucho nenhuma sequéncia até agora
foi descrita. Este trabalho revelou pela primeira vez sequéncias aminoacidicas
completas de alérgenos dessas duas espécies de aranhas do género Loxosceles.
As sequéncias de ambas as espécies possuem similaridade de 99,52% quando
comparadas com a sequéncia do alérgeno de L. intermedia, possuindo apenas duas
substituicdes aminoacidicas. Em L. intermedia o aminoacido 249 é uma serina e o
251 uma asparagina. Nas espécies L. gaucho e L. laeta, na posi¢cdo 249, o
aminoacido correspondente € uma treonina e o 251 € uma serina, sendo assim
substituicbes conservativas.

Outra familia de toxinas do género Loxosceles que demonstram altos
indices de similaridades entre suas sequéncias aminoacidicas sdo as

notinas/peptideos ICK. No transcriptoma da glandula de veneno de L. intermedia,
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produzido por Gremski e colaboradores (2010), mais de 50% das EST
correspondem a esses peptideos ICK (LiTx1, LiTx2, LiTx3 e LiTx4). Os peptideos
ICK em geral possuem um tamanho que varia de 3 a 15 kDa e foram relacionados a
peptideos que possuem acgao sobre canais de sodio e calcio voltagem-dependente.

Do ponto de vista biotecnoldgico, as isoformas de toxinas encontradas em
um género podem ser exploradas como ferramentas imunolégicas se seus epitopos
forem conservados para a producdo de anticorpos que neutralizem a atividade
dermonecrética da toxina, por exemplo (GREMSKI et al., 2014; BUCH et al., 2015).
Existem estudos que demonstram essa conservagdo de epitopos em familias de
toxinas de aranhas do género Loxosceles. Buch e colaboradores em 2015
demonstraram que 6 isoformas da toxina dermonecrética de L. intermedia foram
reconhecidas pelos soros hiperimunes dos venenos totais de L. gaucho e L. laeta,
reforcando a ideia da presenca de epitopos conservados nos venenos dessas trés
espécies. Além da toxina dermonecrética, a hialuronidase recombinante de L.
intermedia também foi reconhecida pelos anticorpos antiveneno de L. laeta e L.
gaucho, também indicando uma conservacao imunologica. Seguindo essa logica de
toxinas com conservacdo de epitopos, foi feito neste trabalho o experimento de
imunoensaio de reatividade cruzada entre peptideo ICK e soros hiperimunes. O
peptideo ICK recombinante de L. intermedia (U2-SCTX-Lilb) foi reconhecido pelos
soros hiperimunes que reconhecem os venenos de L. laeta e L. gaucho, indicando
assim a presenca de toxinas com epitopos lineares da familia ICK. Isso reforca a
importancia biolégica dessas toxinas presentes no género Loxosceles (GREMSKI et
al., 2014)

Como demonstrado nesse trabalho, todas as sequéncias novas rastreadas
dos peptideos ICK, tanto em L gaucho quanto em L laeta, possuiam os 10 residuos
de cisteina em posicbes conservadas encontrados nos peptideos ICK de L.
intermedia. Esse resultado € um indicativo da relacéo tanto estrutural como funcional
existente entre esses peptideos. Além disso, através da ferramenta online
KNOTTER 1D, foi possivel confirmar que o arranjo do motivo estrutural ICK foi
conservado em todas as sequéncias encontradas.

No grupo da LiTx1, foram identificadas no estudo do transcriptoma de
Gremski e colaboradores (2010) duas isoformas, sendo uma delas a propria LiTx1

descrita por De Castro e colaboradores em 2004 e a outra possui duas substituicdes



48

aminoacidicas. Na espécie L. gaucho foram encontradas também duas isoformas,
uma delas também é a prépria LiTxl e a outra com duas substituicdes
aminoacidicas. E comum na literatura encontrar no mesmo veneno de aranhas
isoformas semelhantes com poucas diferengcas na sequéncia aminoacidicas. A
similaridade na sequéncia codificante de peptideos ICK é tanto associada a
atividades biol6gicas muito distintas quanto associadas ao mesmo alvo. Peptideos
homélogos isolados da aranha Machrotheles gigas (Magi5 e Magill) com
similaridade de 70% entre si causaram o0 mesmo sintoma de lacrimejamento quando
injetados em camundongos. Além desses, os peptideos Magi 14 e Magi 4, também
da mesma aranha, apresentaram uma similaridade de 68% e induziram o mesmo
sintoma de convulsdo em camundongos (CORZO et al., 2003; SATAKE et al., 2004).
Entretanto, as toxinas HwTx4 da aranha Selenocosmia huwena e PaurTx3 da
aranha Phrixotrichus auratus compartilham apenas 40% de similaridade na
sequéncia aminoacidica e modulam canais de sodio com afinidades similares
(REDAELLI et al.,, 2010). E além das divergéncias de atividade relacionadas a
similaridade das sequéncias aminoacidicas, existem toxinas, como por exemplo, da
aranha Selenocosmia huwena, que diferem entre si apenas nos ultimos 2 residuos
de aminoacido em suas sequéncias, que ndo causaram o0 mesmo efeito quando
injetados em grilos e gafanhotos (ZHANG et al., 2003). Na espécie L. laeta, foram
encontradas 6 possiveis isoformas e em L. gaucho apenas duas isoformas com
relacdo ao grupo das LiTx1l. Este resultado pode sugerir que em L. gaucho as
poucas isoformas podem interagir de forma menos especifica com varios alvos,
enquanto que em L. laeta cada isoforma pode interagir com um alvo diferente.
Entretanto, sdo necessarios mais estudos para corroborar essa hipotese.

No grupo da LiTx2, tanto em L. laeta quanto em L. gaucho foram encontradas
duas sequéncias com pequenas diferencas entre elas. Quando comparadas as
encontradas em L. intermedia, as diferencas concentram-se nas regifes das
posicbes aminoacidicas 11 a 14 e 31 a 33. Essas diferencas podem estar
associadas a alvos e/ou intensidades diferentes relacionadas a alguma atividade
biologica. Estudos com peptideos similares, diferindo em posi¢cdes especificas,
mostraram que a regido contendo a heterogeneidade na estrutura dos peptideos
pode estar relacionada com perfis diferentes de toxicidade (SATAKE et al., 2004).

No grupo da LiTx3, 7 isoformas foram identificadas em L. intermedia no

estudo do transcriptoma de Gremski e colaboradores (2010). Em L. gaucho e L.
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laeta duas isoformas foram encontradas relacionadas a LiTx3. As sequéncias de L.
gaucho e algumas sequéncias de L. intermedia ndo possuem a terminacao
composta pelo dipeptideo lisina-glicina na regido C-terminal. Esse dipeptideo €&
associado com a amidacdo C-terminal dessas toxinas, cuja funcdo seria proteger o
peptideo contra a degradacdo proteolitica (SAEZ et al., 2010; WINDLEY et al.,
2012). A literatura também indica que essa amidacao C-terminal pode ser importante
para a atividade biolégica dos peptideos. Deng e colaboradores (2013) mostraram
que o peptideo ICK HWTX-IV, da aranha Ornithoctonus huwena inibe canais de
soédio dos neurdnios de ratos. Entretanto, ao mutar 3 residuos de aminoacidos
presentes na regido C-terminal, essa ligacdo da toxina no canal de sodio torna-se
severamente mais fraca, prejudicando a atividade biol6gica desse peptideo. O fato
dos peptideos de L. gaucho ndo possuirem a sequéncia de amidagcdo pode indicar
uma atividade mais fraca quando interagem com canais voltagem-dependente ou
pode indicar que estes possuam atividade biolégica independente dessa
modificacdo em questao.

Tanto em L. gaucho quanto em L. laeta duas sequéncias foram encontradas
para o grupo da LiTx4. O peptideo LiTx4 ndo foi biologicamente caracterizado e
apenas a sua sequéncia foi depositada no GenBank por De Castro e colaboradores.
Gremski em 2010 revelou que o peptideo LiTx4 possui identidade de 77% com o
peptideo LiTx2. Essa semelhanca de LiTx2 e LiTx4 pode indicar que esses
peptideos podem pertencer a um mesmo grupo (GREMSKI et al., 2010). Entretanto,
novos estudos sdo necessarios para corroborar essa ideia.

Nas sequéncias aminoacidicas obtidas em cada um dos grupos de peptideos
(LiTx1-4) de L gaucho, foram encontradas pelo menos uma sequéncia que possui
100% de similaridade com as sequéncias dos grupos de L. intermedia. E entre L.
intermedia e L. laesta nenhuma sequéncia codificante com 100% de similaridade dos
peptideos foi encontrada. Esse resultado corrobora com o0s resultados das
sequéncias das moléculas alergénicas, podendo indicar uma maior similaridade dos
venenos de L. intermedia e L. gaucho, além de sugerir uma maior proximidade
filogenética entre essas espécies.

Diversas isoformas de toxinas encontradas em um género podem refletir um
processo evolutivo comumente encontrado em glandulas de veneno de aranhas.
Aquelas relacionadas diretamente com uma atividade, como a atividade inseticida

dos peptideos ICK, pode ser utilizada para cacar diferentes presas. Assim, isoformas
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menos potentes ndo sdo um problema para a aranha, pois ela possui um arsenal
diversificado e potente de toxinas (CARDOSO et al., 2003; KALAPOTHAKIS et al.,
2007)

7. CONCLUSAO

Ha uma grande variedade de moléculas em venenos de aranhas. O presente
estudo mostrou sequéncias diferentes de peptideos ICK dos grupos LiTx1-4 de L.
laeta e L gaucho, que até o presente momento eram desconhecidos. Além destes,
também foram identificadas pela primeira vez sequéncias aminoacidicas completas
de alérgenos de ambas as espécies. Essas moléculas servem de exemplo para
explicar a complexidade do que é codificado pelo RNAs mensageiros das glandulas
de veneno dessas aranhas. Uma andlise de uma quantidade maior de clones
ampliaria ainda mais a diversidade dessas sequéncias. Essas sequéncias de toxinas
podem ser exploradas futuramente através de abordagens de biologia molecular e
bioguimica, com a finalidade de caracterizacdo de suas atividades bioldgicas e suas

potencialidades do ponto de vista biotecnolégico e terapéutico.
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Abstract

Loxosceles Imermedia venom comprises a complex
mibcture of proteins, glycoproteins and low molecu lar
mass peptides that act synergistically to Immobllize
ermenomed prey. Analysis of a venom-gland tran-
scriptome from L imermedia revealed that knottins,
algo known as inhibitor cystine knot peptides, are the
most abundant class of toxing expressed in this spe-
cles. Knottin peptides contain a particular amange-
ment of intramolecular disulphide bonds, and these
peptides typlcally act upon lon channels or receptors
in the insect nervous system, triggering paralysis or
other lethal effects. Hereln, we focused on a knottin
peptide with 53 amino acid residues from L. imferme-
dla venom. The recombinant peptide, named Us-slcar-
itoxin-Li1b (L Hb), was obtalned by expression In the
periplasm of Eschenchis coll The recombinant pep-
tide Iinduced irreversible flaccid paralysis in shesp
blowflles. We screened for knottin-encoding sequen-
ces in total RNA extracts from two other Loxosceles
specles, Loxosceles gauvcho and Loxosceles lbeta,
which revealed that knottin peptides constitute a con-
sarved family of toxins in the Loxosceles genus. The
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insecticidal activity of UL-SCTX-L1b, together with
the large number of knottin peptides encoded In Lox-
oaceles venom glands, suggests that studies of these
venoms might facilitate future biotechnologlcal appll-
cations of these toxdns.

Keywords: brown splder, Loxosceles, venom, knot-
tin, inhibitor cystine knot, blolnsecticide.

Intreduction

Lovosceles spider venoma are well known becawse of
e adverse dinical ouicomes that often result from bies
by these apiders (da Siha et a, 2004; \ietter & lsbister,
2008). Several studies have revealsd that these venoms
contain a wide range of molecules with mostly enzymatc
propertes andior toxic effects (Gremald e al, 2010).
Some identified toodna are well characterized from a bio-
chemical and binlogical parspective, such a3 phoapholl-
pase DO, astacindike metelioproteases, hyabmonidase
and translatonally-controled twmor protein  (Chaim
gt d., 2006, Trevisan-Siha et al, 2010; Sade ot al,
2011; Femer ot al, 2013, Vuitka at al, 2013). Other
Lowoscelas wenom tosdns. have been identified from tran-
gcripiomic analyses, such as knotiin peptides, allsrgena,
gerine proteases, serine protease inhibitors and C-
lecting, but there s litthe information about their activites
both in witro and in wvo (Femandes-Pedrosa st al,
2008, Gremald et al, 2010; Masubara et al, 2013).
Knottin peptides are low molecular mass todins (4-10
kDa) containing 2 minimum of sx conserwed cysteins
residues that form  intramolecular disulphide bonds
{Grighin, 1999). The knottin siuciural motif s character-
[zed by an antiparalisl f-shedt (formed by two or fres B
girands) stablized by three disulphide bonds. that estab-
lish & paewdoonot structure (Pallaghy et al, 1994, Nor-
ion & Fallaghy, 1998; King & Hardy, 2013). The cystine
lnoit typically provides these peptides with high levels of
chemical, thermal and biological stability, making knoitin

58



