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RESUMO

A peconha de aranhas tem provado ser uma fonte valiosa de componentes
farmacologicamente ativos capazes de exercer as mais diversas funcdes. Por atuarem
em diferentes sistemas bioldgicos, a caracterizacdo de componentes bioativos
desperta grande interesse na prospeccao de novos farmacos. Poucos trabalhos com
aranhas caranguejeiras brasileiras tém sido desenvolvidos nessa drea e nenhum até o
momento foi realizado com a pegonha de Nhandu coloratovillosus. O presente
trabalho teve como objetivo caracterizar a composicdo bioquimica da peconha de N.
coloratovillosus visando a identificagdo de compostos bioativos. A peconha bruta foi
submetida a fracionamento por RP-HPLC e 35 fracBes foram eluidas. Analises por
MALDI-TOF MS detectaram a presenca de 46 componentes de massas moleculares
distintas. Por meio de eletroforese foi possivel visualizar a presenca de componentes
de alta massa molecular. Um componente com atividade hialuronidasica foi
identificado e purificado, apresentando aproximadamente 42 kDa. Foi possivel
determinar a concentracdo inibitéria minima da peconha bruta de N. coloratovillosus
contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Foi identificada atividade
antibacteriana em quatro fracdes cromatograficas e um grupo de fragdes com baixa
massa molecular (GF1), entretanto ndo foi possivel a determinacdo de MIC. A
aplicacdo de 1,5 mg da peconha bruta de N. coloratovillosus apresentou um efeito
neurotoéxico irreversivel em nervo cidtico de ra, enquanto que GF1 apresentou um leve
efeito reversivel. Um peptideo teve sua estrutura primdria parcialmente elucidada e
anadlises por alinhamento revelaram 90% de identidade com LTx2, uma toxina isolada
de Lasiodora sp. que interfere nas correntes de Ca** em canais para Ca* voltagem-
dependentes. A utilizagdo de 365 nM desse peptideo em ensaio cardiotéxico nao
causou efeito significativo na ampitude do estimulo. O estudo e caracterizagcdo de
componentes bioativos presentes na peconha de aranhas sdo de extrema relevancia,
uma vez que podem auxiliar no esclarecimento de questdes taxondmicas, na
identificacdo de potenciais drogas terapéuticas e no entendimento da biologia desses

animais.



Abstract

Spider venoms had proven to be a valued source of pharmacologically active
compounds, capable of performing diverse functions. By acting on different biological
systems, the characterization of such compounds exerts great interest in the
prospection of new drugs. Few studies with Brazilian spiders have been developed in
this area and none so far has been conducted with the venom of Nhandu
coloratovillosus. Our objective was to characterize the biochemical composition from
the venom of N. coloratovillosus, aiming at the identification of biologically active
compounds. The crude venom was fractionated by RP-HPLC, and 35 fractions were
eluted. Analysis by MALDI-TOF MS detected the presence of 46 compounds with
different molecular weights. The presence of components with high molecular weights
was visualized by SDS-PAGE. One component with hyaluronidase activity was identified
and purified, with a molecular mass of approximately 42 kDa. The minimal inhibitory
concentration (MIC) of the crude venom of N. coloratovillosus was determined against
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Antibacterial activity was identified in four
chromatographic fractions and a group of low molecular weight fractions (GF1),
however it was not possible to determine their MIC. The application of 1,5 mg of the
crude venom of N. coloratovillosus showed an irreversible neurotoxic effect in frog
sciatic nerve, whereas GF1 showed a mild reversible effect. The primary structure of
one peptide was partially elucidated, and alignment analysis revealed 90% identity
with LTx2, a toxin isolated from Lasiodora sp. which modulates Ca*" currents in Ca*™"
voltage-dependent channels. The utilization of 365 nM of this peptide in a cardiotoxic
test caused no significant effect at the amplitude of the stimulus. The study and
characterization of bioactive compounds present in the venom of spiders is of utmost
importance since it may help in the understanding of taxonomic issues, the biology of

these animals and in the identification of potential therapeutic drugs.



1. Introducgao

Componentes biologicamente ativos podem ser produzidos por plantas,
animais e microorganismos, muitas vezes como parte de uma estratégia de defesa
e/ou para captura de presas. Diversas toxinas produzidas por diferentes taxa tém sido
isoladas, e muitas delas podem ser consideradas valiosas ferramentas para pesquisa na
prospecgdo e direcionamento de novas terapias. Essas toxinas podem ser produzidas
com a auséncia ou presenca de um aparato inoculador de veneno. Toxinas que sdo
produzidas sem associagdo a um aparato inoculador tém sido isoladas de
dinoflagelados, como as ciguatoxinas e brevetoxinas, que ativam canais para Na®
voltagem-dependentes; toxinas presentes em baiacus e caranguejos, que acumulam
niveis letais de tetrodotoxina, um potente bloqueador de canais para Na’,
possivelmente produzidas por bactérias; toxinas presentes em sapos, que acumulam
alcaldides por meio de sua dieta, como a batracotoxina e epibatidina, este ultimo

causador de potente antinocicepcao (Lewis e Garcia, 2003).

Inimeras toxinas também tém sido estudadas de animais que possuem um
aparato inoculador (figura 1). Esse aparato permite a entrega das toxinas para o
interior dos tecidos de suas presas por diferentes vias: subcutanea, intramuscular ou

intravenosa; facilitando e aumentando a sua acao.
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Figura 1. Aparatos para inoculagio de peconha desenvolvidos pelo caramujo-cone (cone snail),
anémona-do-mar, cobra, monstro de Gila, aranha e escorpido. Os aparatos estdo destacados (harpao,
nematocistos, dentes e ferrdo). Retirado de Lewis e Garcia, 2003.
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O isolamento, purificacdo e estudo do mecanismo da acdo de toxinas
encontradas em cobras, escorpides, moluscos, insetos e aranhas, pode revelar muito
sobre o processo fisioldgico no qual elas interferem em diferentes sistemas. Com a
crescente percepgao da utilidade potencial de muitos componentes encontrados em
venenos animais, a peconha de aranhas tem sido reconhecida como uma das fontes
mais promissoras na pesquisa farmacoldgica para o desenvolvimento de novas drogas

com potencial terapéutico (Escoubas e Rash, 2004).

1.1. Aranhas

As aranhas pertencem a um grupo antigo, com registros fdsseis que datam de
300 milhdes de anos, desde o periodo Carbonifero (Rash e Hodgson, 2002). Com
excecao dos insetos, sao os invertebrados mais bem sucedidos na Terra, com 41253
espécies descritas e agrupadas em 3777 géneros e 109 familias (Platnick, 2010). A
ordem Araneae pode ser dividida em dois grandes grupos: Mesothelae e
Opisthothelae. Mesothelae parece especialmente primitivo por reter muitas
caracteristicas plesiomorficas e ndo apresenta interesse do ponto de vista toxinolégico
por conter aranhas desprovidas de glandulas de peconha (Haupt, 2003). Aracnideos da
subordem Opisthothelae apresentam como apomorfia glandulas produtoras de
peconha, e desta maneira despertam grande interesse para toxindlogos e
farmacéuticos. As aranhas caranguejeiras pertencem a infra-ordem Mygalomorphae,
infra-ordem mais basal dentro de Opisthothelae e sdo caracterizadas por um par de
gueliceras paralelas ao sentido do corpo (Raven, 1985), compreendendo as familias

Theraphosidae, Dipluridae e Hexatelidae.

As maiores aranhas, comumente denominadas tarantulas (familia
Theraphosidae) estdo longe de serem as espécies mais perigosas, com excecdo do
género Atrax. Apesar da grande diversidade de espécies de aranhas, somente a
minoria dessas representa algum tipo de perigo ao homem (Escoubas et al., 2000),
como as aranhas dos géneros Latrodectus, Loxosceles, Phoneutria, Atrax e Hadronyche
(Vetter e Isbister, 2008). No Brasil, as causadoras de acidentes de maior gravidade

pertencem aos géneros Latrodectus, Loxosceles e Phoneutria.



Todas as aranhas sdo predadores que produzem pec¢onha (com excec¢do das
aranhas da familia Uloboridae) e a utilizam para paralisar e matar sua presa ou para
defender-se de outros predadores e organismos patogénicos. A peconha de aranhas
tem provado ser uma fonte valiosa de componentes farmacologicamente ativos
(Nicholson, 2006), com algumas apresentando mais de 1000 peptideos diferentes
(Escoubas et al., 2006). S3ao consideradas misturas complexas, podendo ser
encontrados mais de 100 diferentes componentes de distintas naturezas quimicas
(Vassilevski et al., 2009). A maioria das aranhas se alimenta predominantemente de
insetos e outros artrépodes. Entretanto, aranhas de grande porte podem capturar e se
alimentar de sapos, lagartos, cobras, pequenas aves e até roedores (Rash e Hodgson,

2002).

1.2. Composi¢ao da peconha de aranhas

Diversos componentes podem ser encontrados na peconha de aranhas, entre
eles: sais e ions inorganicos, carboidratos, glicose, aminas biogénicas, aminodcidos,
acilpoliaminas, proteinas e pequenos polipeptideos que podem apresentar distintas
acdes farmacolégicas como blogueadores e moduladores de canais i0nicos,
formadores de poros em membranas plasmaticas, entre outras (Escoubas et al., 2000;
Corzo e Escoubas, 2003). Compreendem tanto componentes de baixa massa molecular
quanto polipeptideos, com massas moleculares variando entre 0,1-14 KDa (Estrada et

al., 2007).

As duas maiores classes de moléculas que estdo presentes nas pe¢onhas de
aranhas sdo as acilpoliaminas e os peptideos (modificadores de canais iGnicos e
formadores de poros). Estas categorias moleculares representam em torno de 2/3 do
peso seco das peconhas de aranhas (Corzo et al., 2002). Os principais alvos de
acilpoliaminas e peptideos sdo receptores de insetos, entretanto, devido a similaridade
dos mesmos aos receptores de vertebrados, muitas moléculas encontradas na
peconha de aranhas reconhecem e antagonizam receptores de mamiferos (Estrada et

al., 2007).

Os componentes encontrados na peconha de aranhas podem ser divididos

convencionalmente em trés grupos de acordo com suas massas moleculares: (i)



componentes de baixa massa molecular (< 1 kDa), inclui substdncias com varias
estruturas, como as acilpoliaminas; (ii) peptideos (1-10 kDa), neurotoxinas contendo
pontes dissulfeto e peptideos citoliticos lineares; (iii) substancias de alta massa
molecular (>10 kDa), diferentes polipeptideos e proteinas incluindo enzimas e

neurotoxinas (Vassilevski et al., 2009).

1.3. Componentes de baixa massa molecular (< 1 kDa)
Além do amplo espectro de poliaminas, peptideos e proteinas biologicamente
ativas, a peconha de aranhas contém uma variedade de componentes de baixa massa
molecular que exibem atividades farmacoldgicas, incluindo aminas biogénicas,

aminodcidos livres, nucleotideos e sais inorganicos (Rash e Hodgon, 2002).

Aminas biogénicas como serotonina, histamina, noradrenalina, assim como
aminodacidos como acido glutamico, taurina, acido aspdrtico e acido y-aminobutirico
sdo encontrados na peconha de diversas aranhas (Kuhn-Nentwig et al., 1994; Rash et
al., 1998). A maioria desses componentes é conhecida como neuromediadores ou
neuromoduladores do sistema nervoso de insetos. Alguns casos de sinergismo
ocorrem em agao de neurotoxinas e esses componentes, com efeito, provavelmente
similar ao dos sais de potassio, que ativam alvos de receptores de neurotoxinas
(Adams, 2004). A dor causada pela picada de algumas aranhas ocorre devido a uma
combina¢dao dos danos mecanicos causados pelas queliceras e os efeitos de aminas
biogénicas (serotonina e histamina), adenosina e ATP (Escoubas e Rash, 2004). Aminas
biogénicas também podem aumentar a permeabilidade de vasos e o fluxo sanguineo
local, contribuindo assim para a propagacdo de diferentes componentes da peconha

(Vassilevski et al., 2009).

A presenca de ATP, ADP e AMP na peconha de aranhas foi confirmada por Chan
et al., 1975 e Savel-Neimann, 1989. ATP foi considerado como participante de um
efeito sinérgico com a necrotoxina isolada da peconha de Dugesiella hentzi (Chan et
al., 1975). Os derivados de purina, como adenosina, guanosina, inosina e 2,4,6-
dihidroxipurina foram detectados na peconha de Latrodectus menavodi (Horni et al.,

2001).



Altas concentragcGes de ions potdssio atraem especial atencdo. Em uma dada
concentragdo, eles sdo capazes de causar paralisia na vitima devido a despolarizagao
da membrana de células excitaveis induzidas por potassio. Além disso, sinergismo foi
revelado na agdo das neurotoxinas peptidicas e sais de potadssio, o que ¢é
provavelmente um evento generalizado notado ndo somente para C. salei, mas
também para a pegonha do escorpido Paraguthus transvaalicus (Vassilevski et al.,
2009). Supde-se que o sinergismo é baseado na despolarizacdo induzida por potdssio
durante a qual canais i6nicos voltagem-dependentes, alvos de neurotoxinas, sao

ativados.

1.3.1. Acilpoliaminas

Um grande numero de acilpoliaminas de aranhas tem sido descoberto, e sdo
caracterizadas como componentes hidrofilicos de baixa massa molecular que
provocam uma rapida paralisia em suas presas (Adams et al., 1989). Parecem possuir
essencialmente atividade inseticida e induzem rapida paralisia por bloqueio

irreversivel nas jun¢des neuromusculares de insetos.

A estrutura comum de acilpoliaminas de aranhas compreende um grupamento
de acido carboxilico em uma extremidade, e na outra extremidade um grupamento
amino primdrio ou um grupo guanidina (figura 2-A). O grupamento aromatico esta
ligado a uma cadeia principal que inclui de 1 a 9 unidades aminopropil, aminobutil ou
aminopentil (Escoubas et al., 2000). As acilpoliaminas podem ter ou ndo aminodcidos

em suas estruturas (McCormick e Meinwald, 1993).

Foram primeiramente encontradas em pec¢onhas de aranhas da familia
Theraphosidae, e seu efeito téxico foi relatado pela primeira vez na década de 80 nas
peconhas de Nephila clavata (Aramaki et al., 1986) e Argiope lobata (Grishin et al.,
1986). Esses componentes tém mostrado forte interagdo com as jungdes
neuromusculares de insetos (Estrada et al, 2007), visando principalmente os
receptores ionotropicos de glutamato (Stromgaard et al., 2001). A JSTX-3 (figura 2-B)
isolada de N. clavata, bloqueia receptores pods-sindpticos de glutamato em neurdnios
centrais de mamiferos (Rash e Hodgson, 2002). A Arg-636 (nomeada argiopina - figura

2-C) isolada da peconha de A. lobata bloqueia irreversivelmente a resposta do musculo



de insetos a glutamato exdgeno (Usmanov et al.,, 1983). Diversos antagonistas de
receptores de glutamato (chamados argiotoxinas) foram isolados de Argiope
trifasciata, A. florida e Araneus gemma, uma das quais a Arg-636 (isolada por Grishin
et al., 1986) foi subseqlientemente encontrada como sendo idéntica a argiopina
descrita em 1984 por Usherwood e colaboradores. JSTX-3 foi descrita por ser seletiva
para receptores ionotrépicos de glutamato nao-NMDA (consistindo de AMPA — a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazole) enquanto que argiopina (Arg-636) foi descrita
por inibir tanto receptores ionotrépicos NMDA (N-methyl-D-aspartate) quanto
receptores ionotrépicos ndo-NMDA (Rash e Hodgson, 2002), além de possivelmente

inibir canais para Na* voltagem-dependentes (Scott et al., 1998).

Acilpoliaminas podem atuar também em canais para cdlcio voltagem-sensitivos

e receptores nicotinicos de acetilcolina (Fatehi et al., 1997; Liu et al., 1997).
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Figura 2. Estruturas de acilpoliaminas identificadas em aranhas. (A) Estrutura geral; (B) JSTX-3; (C)
Argiopina ou Arg-636. Adaptado de Estrada et al., 2007 e Rash e Hodgson (2002).

1.4.Peptideos de aranhas (1-10 kDa)
A maioria dos peptideos de aranhas pode ser classificada em dois grandes
grupos: peptideos citoliticos lineares e neurotoxinas com pontes dissulfeto (Corzo e

Escoubas, 2003). O tamanho das neurotoxinas de aranhas varia aproximadamente



entre 3 e 7 kDa, enquanto que peptideos citoliticos sdo tipicamente menores
(aproximadamente 3 kDa) (Kuhn-Nentwig, 2003). Até entdao o maior peptideo citolitico
identificado apresentava 48 residuos de aminodcidos (Corzo et al., 2002), entretanto,
Vassilevski e colaboradores (2008) identificaram um grupo de peptideos da peg¢onha
de Lachesana tarabaevi, nomeadas cito-insetotoxinas, no qual todos os oito peptideos
contém 69 residuos de aminodcidos e apresentam atividade antibacteriana e

inseticida.

E desconhecida a exata func¢do dos peptideos citoliticos lineares encontrados
na peconha de aranhas, sendo atribuida uma fun¢do mais acesséria do que uma acao a
alvos especificos (Vassilevski et al., 2008). Existem algumas sugestdes sobre a exata
funcdo desses peptideos, como por exemplo, o efeito toxico direto em presas. Essa
funcdo foi proposta para as licotoxinas da peconha da aranha Lycosa carolinensis
(Lycosidae) (Yan e Adams, 1998), para as cupieninas de Cupiennius salei (Ctenidae)
(Kuhn-Nentwing et al., 2002) e oxiopininas de Oxyopes kitabensis (Oxyopidae) (Corzo
et al, 2002). Esses peptideos podem ainda agir como um agente ‘espalhador’,
facilitando a passagem de neurotoxinas através de barreiras celulares, garantindo seu
acesso aos neurdnios-alvo. Essa cooperacdo com neurotoxinas também tem sido
atribuida as cupieninas (Kuhn-Nentwig et al., 2002) e oxiopininas (Corzo et al., 2002).
Um papel anti-séptico direto tem sido sugerido para as licotoxinas (Yan e Adams,
1998), cupieninas (Kuhn-Nentwig et al., 2002) e latarcinas (Kozlov et al., 2006), que
podem desempenhar um papel de desinfeccdo e conservacao na presa paralisada.
Uma funcdo adicional de protecdo a glandula de peconha também tem sido levantada

(Kuhn-Nentwig, 2003).

Peptideos neurotdxicos constituem uma biblioteca combinatéria que tem sido
bem direcionado no curso da evolugdo de aranhas para selecionar a melhor acado de
moléculas que acionam diferentes alvos no sistema nervoso da presa/agressor

(Escoubas et al., 2006).

Aproximadamente 50 peptideos ja foram descritos para peconhas de aranhas
caranguejeiras (Migalomorfas), uma quantidade pequena se considerado o universo de

mais de 200 peptideos isolados de aranhas. Mais de 30 peptideos ja foram descritos



para peconhas de aranhas da familia Theraphosidae e a maioria das sequéncias
primarias desses peptideos apresenta de 31 a 41 residuos de aminoacidos com trés
pontes dissulfeto (Escoubas e Rash, 2004), com excec¢do de dois peptideos isolados da
peconha de Lasiodora parahybana que apresenta 49 residuos de aminodcidos e quatro

pontes dissulfeto (Escoubas et al., 1997).

1.4.1. Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos sdo encontrados como um componente do
sistema imune inato de invertebrados e vertebrados (Hancock et al., 2006). Os seres
vivos sdo expostos diariamente a infeccbes microbianas e patdgenos, e para sua
defesa desenvolveram potentes mecanismos que sao parte da imunidade inata e
adaptativa (Bulet et al., 2004). Um mecanismo do sistema imune inato é a producdo de
substancias antimicrobianas, principalmente peptideos e polipeptideos. Dependendo
do organismo considerado, eles sdo tanto constitutivamente produzidas por células

secretoras quanto induzidas no momento da infeccdo (Hancock e Diamond, 2000).

Em 2001, mais de 700 peptideos antimicrobianos ja tinham sido identificados
em todas as espécies vivas (Daffre et al., 2001). Em geral, sdo moléculas pequenas de
até 10 KDa que exibem um alto teor de aminodcidos basicos e, pelo menos 50% de
aminodcidos hidrofdbicos (Bulet et al., 1999; Hancock e Diamond, 2000). Apresentam
um amplo espectro de atividade contra bactérias, fungos, virus e parasitas. O
mecanismo de acdo mais bem conhecido se d4 por meio da sua insercdo na membrana
celular que causa a destruicdo ou a permeabilizacdo da mesma, levando o
microorganismo a morte. Alternativamente, os peptideos antimicrobianos podem se
ligar a um receptor da membrana, levando a uma perda especifica de sua func¢do. Além
disso, ao se translocarem através da membrana, essas moléculas podem atuar
intracelularmente, impedindo a sintese de metabdlitos importantes para o
microorganismo. Por atuarem em diferentes compartimentos celulares, esses
compostos tornam-se candidatos promissores para o desenvolvimento de drogas
importantes no combate a patdgenos resistentes aos antibiéticos convencionais

(Daffre et al., 2001).



Peptideos com acdo antimicrobiana podem ser classificados de acordo com
suas propriedades quimicas e estrutura conformacional em dois grandes grupos:
lineares e ciclicos. Os peptideos lineares sdao aqueles que ndo apresentam em sua
sequéncia pontes dissulfeto, e podem ser subdivididos nos que formam uma a-hélice
anfipatica apds contato com a membrana celular e nos ricos em determinados
residuos de aminoacidos, tais como prolina, histidina e triptofano (Daffre et al., 2001).
Peptideos que ndo apresentam residuos de cisteina em sua estrutura sdo
representados por peptideos que agem em membranas lipidicas. Os ciclicos sao
peptideos que apresentam residuos de cisteina em sua estrutura, podendo ter as

extremidades amino-terminal abertas ou fechadas (Daffre et al., 2001).

Peptideos citoliticos lineares constituem o grupo mais estudado e representam
um modelo adequado para a concepgao de novos medicamentos contra
microorganismos resistentes. Exibem principalmente efeito citolitico, ndo
caracteristico de componentes que contém pontes dissulfeto. Por essa razao, podemos
considerar os peptideos lineares como um grupo especial encontrado na peconha de
aranhas (Vassilevski et al., 2009). Além da linearidade, peptideos citoliticos sdo
geralmente curtos (contendo até 50 residuos de aminoacidos), catidnicos (com
moléculas com carga positiva relativamente alta em pH neutro, Pl >10), e
polipeptideos anfifilicos propensos a formacao de a-hélices, que exibem afinidade a
bicamadas lipidicas e apresentam uma estrutura espacial relativamente simples
(Dubovskii et al., 2006). Exemplos de peptideos antimicrobianos lineares sdo as
latarcinas (Ltc), isoladas da peconha da aranha Lachesana tarabaevi, que exibem um
grande espectro de ac¢do contra bactérias, agindo em membranas plasmaticas

(Dubovskii et al., 2006).

A maioria dos peptideos antimicrobianos é catibnica, ou seja, possuem uma
carga global final positiva em pH fisiolégico devido a presenca de uma alta quantidade
de lisina e arginina (residuos positivamente carregados) do que acido aspartico e acido
glutaminico (residuos negativamente carregados) (Bulet et al, 2004). Essa
caracteristica cationica pode ser reforcada por uma amidacdo C-terminal (Bleakman e
Smyth, 1987). Em adicdo a essa propriedade catidnica, peptideos antimicrobianos

freqlientemente adotam uma estrutura anfipatica com um lado hidrofdbico de



encontro com um lado hidrofilico. A presenca de pontes dissulfeto oferece mais
estabilidade e resisténcia a destanuracdo e protedlise, mas também ajuda a formar
uma superficie de contato da qual a maioria dos residuos participam, em volta de um
nucleo geralmente hidrofébico (Corzo e Escoubas, 2003). Desse modo, essa
caracteristica cati6nica dos peptideos antimicrobianos, associada com sua tendéncia a
adotar anfipaticidade, facilita sua interacao e inser¢cdao em paredes celulares aniénicas
e membranas fosfolipidicas de microorganismos (Oren e Shai, 1998). A associacdo
desses peptideos a bicamada lipidica das células e formagdo de poros na membrana

pode resultar num desequilibrio de cargas ou na lise celular (Villegas e Corzo, 2005).

z

E sugerido que a membrana de procariotos seja mais suscetivel a acdo dos
peptideos antimicrobianos devido a alta densidade de cargas negativas (Yeaman e
Yount, 2003) em decorréncia da composicdao fosfolipidica de sua membrana: em
procariotos encontra-se basicamente o fosfatidilglicerol, cardiolipina e fosfatitidilserina
enquanto que em eucariotos sdo basicamente a fosfatidilcolina, fosfatidifiletanolamina
e esfingomielina. Essa composicdo distinta de fosfolipidios resulta em cargas e

hidrofobicidade diferenciadas para as membranas.

O modo de acdo dos peptideos antimicrobianos é ainda bastante discutido, no
entanto, existem alguns modelos que buscam descrever o seu modo de agao. Todos os
modelos propostos causam rompimento da membrana celular, resultando num fluxo
excessivo de ions e de pequenas moléculas através dessa membrana, levando a lise
celular. Os principais modelos para modo de acdo dos peptideos nas membranas sdo:
formacdao de poros (Barrel-stave) e poros toroidais (Toroid-pore); formacdo de
carpetes (Carpet-like) (Pouny et al., 1992) e atuacdo como detergentes (Detergent-like)

(Shai, 1999; Bechinger e Lohner, 2006) (figura 3).

Modelo Barrel-Stave: Nesse modelo, o peptideo anfipatico e helicoidal se liga
paralelamente na parte externa da bicamada lipidica, e depois penetra nessa bicamada
para induzir a formacdo de poros (Figura 3-A) que sdo orientados perpendicularmente
ao plano da bicamada (Bechinger, 1999; Yeaman e Yount, 2003), por meio de atracdes
eletrostdticas entre os residuos carregados e sitios iOnicos da bicamada. Uma

quantidade minima de residuos de aminodcidos é necessdria para atravessar a
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bicamada e o tamanho do poro é aumentado com o progressivo recrutamento de mais
monomeros (Nascimento et al., 2003). Confirmacdo experimental deste modelo foi

obtida com o peptideo antibiético alameticina (He et al., 1996).

Modelo carpete (Carpet-like): Outro modelo de associacdo de peptideos
antimicrobianos com a membrana é a formagdo de carpetes (Bechinger, 1999). Os
peptideos catidnicos se associam paralelamente a membrana como um carpete, e ndo
chegam a formar a estrutura quaterndria de um poro (Figura 3-B). Ao atingirem uma
concentracdo limiar sujeitam a membrana a um balanco de cargas desfavoravel,
prejudicando a integridade e provocando a ruptura da mesma (Yeaman e Yount, 2003).
Este modelo foi proposto para peptideos antimicrobianos isolados da pele de anfibios
(dermaseptinas) e da hemolinfa de insetos (cecropinas) (Shai, 1999; Oren e Shai, 1998;
Pouny et al., 1992) e é sugerido para muitas latarcinas (Dubovskii et al., 2008;

Vassilevski et al., 2007).

Modelo do poro toroidal (Toroid-pore): Os peptideos que interagem
fortemente com lipidios resultam na formacdo de poros toroidais (Figura 3-C),
auxiliando na estabilizacdo do poro, uma vez que reduzem a repulsdo eletrostatica
existente entre os peptideos positivamente carregados (Shai, 1999). Peptideos
formadores de a-hélice sdo dispostos perpendicularmente na bicamada, mas
permanecem fortemente ligados aos grupos lipidios por toda sua extensdo, devido ao
rearranjo dos lipidios. Como resultado, tem-se a forma¢ao de poros aquosos por onde
os ions fluem. As magaininas parecem atuar por esse tipo de mecanismo (Nascimento
et al., 2003). SupGe-se que a maioria dos peptideos citoliticos de aranhas ajam apenas
desta maneira (Dubovskii et al., 2008; Vassilevski et al., 2007; Belokoneva et al., 2004;

Nomura e Corzo, 2006).

Modelo detergente (Detergent-like): Esse modelo sugere a inser¢do
intercalada dos peptideos na camada lipidica e a formacdo de micelas dos peptideos
juntamente com fosfolipidios retirados da membrana plasmatica, provocando a
destruicao celular. Assim, os peptideos atuariam de modo similar a detergentes como
Triton-X, por exemplo, fato que determinou o nome do modelo proposto (Bechinger e

Lohner, 2006).
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Figura 3. Modelo de atuagdo dos peptideos na membrana plasmatica. (A) Barrel-stave, (B) Carpet-like,
(C) Toroid-pore. Adaptado de Brodgen, 2005.

Modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH): Tal mecanismo envolve tanto a
formacao de carpete quanto de poro (figura 4). Esse modelo propGe uma interagao do
peptideo com a membrana seguido de um deslocamento dos lipidios, uma alteracao
estrutural da membrana com a formacado de poros e, em alguns casos, na passagem do
peptideo para o interior da célula atingindo possiveis alvos intracelulares. Finalmente,
a membrana tem a sua integridade perdida (Nascimento et al., 2003). Geralmente,
peptideos que atuam por esse mecanismo sdo letais para microorganismos em

concentragdes da ordem de micromolares (Zasloff, 2002).
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Figura 4. Representa¢do do modelo Shai-Matsuzaki-Huang. (a) Formagdo de um carpete de peptideos
na superficie da membrana; (b) Integracdo dos peptideos a membrana; (c) Formagdo de poros
transientes; (d) Transporte de lipideos e peptideos para a face interna; (e) Difusdo dos peptideos para
alvos intracelulares (em alguns casos); (f) Colapso da membrana. Adaptado de Zasloff (2002).

Apesar de a agao membranolitica ser considerada a principal causa de morte
celular, peptideos antimicrobianos também podem desencadear processos de morte

celular programada interagindo com alvos intracelulares (Morton et al., 2007).

Em 1989, Xu e colaboradores relataram o primeiro peptideo antimicrobiano da
peconha da aranha Lycosa singoriensis. A partir dai, diversos peptideos

antimicrobianos foram isolados da peconha de aranhas, como é mostrado na tabela 1.

A gomesina (tabela 1) é um peptideo catidnico ciclico rico em residuos de
cisteina, que apresenta homologia com taquiplesina e polifemusina, peptideos isolados
de caranguejos. Gomesina foi isolada da hemolinfa de Acanthoscurria gomesiana e
apresenta forte atividade antimicrobiana contra um amplo espectro de bactérias e

fungos (Silva Jr. et al., 2000).
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Tabela 1. Peptideos de aranhas com atividades antimicrobianas contra os microorganismos indicados com os valores de seus respectivos MICs.

MIC (M)
Espécie Peptideo M.M. (Da) a’\.:. Sequéncia Bactérias Fun Referéncia
gos
Gram-positivas Gram-negativas
L. singoriensis Licocitina 1 1959.12 18 GKLQAFLAKMKEIAAQTL 1.60-3.20 — B. subtilis 3.20-6.40 - E. coli .
Licocitina 2 1987.15 18 GRLQAFLAKMKEIAAQTL 1.57-3.14 — B. subtilis 3.14-6.29 — E. coli 1.25-2.51 - C. albicans Bud;lgozt al.
5.02-10.05 - P. aeruginosa
<5.0 — B. thurigiensis
L. carolinensis Licotoxina 1 2844.50 25 IWLTALKFLGKHAAKHLAKQQLSKL Israelensis 10-20 - E. coli (D31) 100-150 - C. glabrata
80-150 — E. coli (DH5) 100-200 - C. albicans ~ Yan e Adams,
10-60 — B. thurigiensis 1998
Licotoxina 2 3204.80 27 KIKWFKTMKSIAKFIAKEQMKKHLGGE israelensis <10 -E. coli (D31) 100-150 - C. glabrata
<40 - E. coli (DH5) ND - C. albicans
C. salei Cupienina 1a 3798.59 35 GFGALFKFLAKKVAVTVAKQAAKQGAKYVVNKQME 0.31-0.63 - S. aureus 0.31-0.63 — E. coli
2.50-5.0 — E. faecalis 0.31-0.63 — P. aeruginosa Kuhn-Nentwig et
Cupieninald  3795.55 35 GFGSLFKFLAKKVAKTVAKQAAKQGAKYVANKHME 0.63-1.25 - S. qureus 0.08-0.1.6 — E. coli al., 2002
1.25-2.50 - E. faecalis 0.16-0.31 — P. aeruginosa
L. tarabaevi Latarcina 1 3071.80 25 SMWSGMWRRKLKKLRNALKKKLKGE 0.5 — A. globiformis 1.0 —E. coli (DH5a) 17.0 - P. pastoris
1.0 — B. subtilis 0.7 — E. coli (MH1) >33.0 - S. cerevisiae
4.1 - P. aeruginosa
Latarcina 2a 2900.80 26 GLFGKLIKKFGRKAISYAVKKARGKH 0.7 — A. globiformis 0.5 —E. coli (DH5a) 6.7 — P. pastoris
0.4 — B. subtilis 0.7 — E. coli (MH1) >54.0 - S. cerevisiae
6.7 — P. aeruginosa
Latarcina 3a 2481.40 20 SWKSMAKKLKEYMEKLKQRA 0.3 — A. globiformis 2.5 —E. coli (DH5q) 20.0 - P. pastoris
1.2 — B. subtilis 6.0 — E. coli (MH1) 20.0 - S.cerevisiae Kozlov et al.,
>40 — P. aeruginosa 2006
Latarcina 3b 242430 20 SWASMAKKLKEYMEKLKQRA 0.7 — A. globiformis 23 —E. coli (DH5a) 23.0 — P. pastoris
2.9 — B. subtilis 28 — E. coli (MH1) 23.0 - S. cerevisiae
>45 — P. aeruginosa
Latarcina 4a 2900.60 24 GLKDKFKSMGEKLKQYIQTWKAKF 0.3 — A. globiformis 4.5 —E. coli (DH5a) 36.0 — P. pastoris
1.1 - B. subtilis 3.2 —E. coli (MH1) 18.0 - S. cerevisiae
>35 — P. aeruginosa
Latarcina 4b 2882.60 24 SLKDKVKSMGEKLKQYIQTWKAKF 0.3 — A. globiformis 4.4 —E. coli (DH5a) >35.0 — P. pastoris
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O. kitabensis

A. gomesiana

G. spatulata

Latarcina 5

Oxiopinina 1

Oxiopinina 2a

Gomesina

GsMTx-4

3427.90

5221.30
4127.10

2270.40

4092.96

28 GFFGKMKEYFKKFGASFKRRFANLKKRL

1.1 - B. subtilis

1.1 - A. globiformis
0.6 — B. subtilis

48 FRGLAKLLKIGLKSFARVLKKVLPKAAKAGKALAKSMADENAIRQQNQ 6.2 —S. aqureus

37 GKFSVFGKILRSIAKVFKGVGKVRKQFKTASDLDKNQ

18 ZCRRLCYKQRCVTYCRGR

34 GCLEFWWKCNPNDDKCCRPKLKCSKLFKLCNFSF

6.2 —S. aureus

0.8-1.6 — A. viridans

6.25-12.5 - B. cereus
0.2-0.4 — B. megaterium
1.6-3.15 — B. thurigiensis
6.2-12.5 — E. faecalis
0.8-1.6 — L. monocytogenes

0.4-0.8 — M. luteus
3.15-6.25 — P. acidolacrici

1.6-3.15-S. aureus
0.8-1.6 - S. epidermis
0.8-1.6 — S. haemolyticus

0.8-1.6 — S. saprophyticus
1.6-3.15 - S. pyogenes

1.6-3.15 — N. asteroides

0.5 — B. subtilis
4-8 - S. epidermidis
2-4 —-S. aureus

4.4 —E. coli (MH1)
>35 — P. aeruginosa
0.6 — E. coli (DH5a)
0.6 — E. coli (MH1)
18 — P. aeruginosa

1.6 — E. coli
12.5-E. coli

ND — A. tumegaciens

<100 - A. faecalis
0.8-1.6 — E. coli (1106)
0.4-0.8 — E. coli (D22)
0.8-1.6 — E. coli (D31)
0.4-0.8 — E. coli (SBS363)

3.15-6.25 — E. carolovora
carolovora

3.15-6.25 — E. cloacae B12

3.15-6.25 — K. pneumoniae
1.6-3.15 — P. aeruginosa
0.8-1.6 — S. thyphinurium

ND - S. marcescens Db11

3.15-6.25 — X. campestris

8-16 — P. aeruginosa
32-64 - S. typhimurium
8-16 — E. coli

35.0 - S. cerevisiae

>37.0 — P. pastoris
>37.0 - S. cerevisiae

Corzoetal,
2002

0.4-0.8 — A. brassicola
1.6-3.15-A.
fumigatus

12.5-25 - B. bassiana
0.4-0.8 — F. culmorum
0.4-0.8 — F. oxysporum
0.4-0.8 — N. crassa

0.2-0.4—-N.

haematococca

0.4-0.8 - T. viridae SilvaJr. et al.,
0.8-1.6-T. 2000
mentagrophytes

0.15-0.3 - C. albicans
12.5-25 - C.glabrata
3.15-6.25 —
C.tropicalis
0.8-1.6-C.
neoformans
1.6-3.15-S.
cerevisiae

Oswald et al.,
2002

Jung et al., 2006
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1.4.2. Peptideos neurotdxicos

A maioria das aranhas estudadas produz uma peconha com predominancia de
peptideos neurotéxicos com massas moleculares variando de 3 a 7 kDa. Esses
peptideos apresentam um grande numero de residuos de cisteina, que podem formar
de 3 a 7 pontes dissulfeto (Grishin, 1999). Peptideos que contém a mesma quantidade
de pontes dissulfeto geralmente apresentam grande homologia estrutural, mas

diferem em suas caracteristicas funcionais.

Como o principal objetivo da peconha é a de paralisar a presa, as aranhas
produzem uma variedade de toxinas que afetam o sistema nervoso. No aspecto
bioldgico, os principais alvos de toxinas de aranhas devem ser procurados em insetos.
O efeito em mamiferos pode ser: (i) também biologicamente justificado e realizar a
funcdo de protecdo e ataque, (ii) resultado da homologia de moléculas-alvo entre os
membros de diferentes taxa, ou (iii) acidental por possuirem requerimentos
estruturais com ligantes dos receptores correspondentes (Vassilevski et al., 2009). Os
principais alvos de peptideos que contém pontes dissulfeto atualmente caracterizados
sdo, de acordo com seus efeitos neurotdxicos, componentes proteicos de membranas

celulares eletro-excitaveis (de neur6nios e midcitos).

As neurotoxinas isoladas da peconha de aranhas podem ser classificadas de
acordo com seu modo de a¢do como toxinas que agem em canais para célcio (Ca™),
sddio (Na*) e potéssio (K'); toxinas que estimulam a liberacdo de neurotransmissores e

toxinas que bloqueiam receptores colinérgicos pds-sinapticos (Rash e Hodgson, 2002).

1.4.2.1. Acéo em canais para K*
Canais para K desempenham um papel fundamental no processo de
sinalizacdo celular regulando a liberagao de neurotransmissores, frequéncia cardiaca,
secrecao de insulina, excitabilidade neuronal, transporte de eletrdlitos epitelial,

contracdo do musculo liso e regulacdo do volume celular (Estrada et al., 2007).

Neurotoxinas animais que agem em canais para K tém sido isoladas da
peconha de diversas espécies animais, como caramujos marinhos, aranhas, escorpioes,
anémonas marinhas e cobras (Mouhat et al, 2004). A maioria dessas toxinas

apresenta entre 22 e 60 residuos de aminoacidos e podem estar estabilizadas por duas
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a quatro pontes dissulfeto. Componentes que influenciam em canais para K* s3o

menos abundantes em peconhas de aranhas.

Dois peptideos com 35 residuos de aminoacidos e trés pontes dissulfeto —
hanatoxina 1 (HaTx1) (figura 5-A) e hanatoxina 2 (HaTx2) — ambas isoladas de
Grammostola spatulata, bloqueiam canais para K' K, 2.1 em concentracdes
nanomolares (Swartz e MacKinnon, 1995). As hanatoxinas ndo apresentam homologia
estrutural nitida com outros inibidores conhecidos de canais para K* mas sua estrutura
primaria é similar (>40% de identidade) com o bloqueador de canais para Ca*" w-
gramotoxina-SIA isolada da pegonha da mesma aranha (Grishin, 1999). Estudos tém
indicado que hanatoxinas e gramotoxinas podem interagir tanto em canais para K*

quanto em canais para Ca'" voltagem-dependentes.

Outro grupo de peptideos de aranhas que também inibem canais para K* foi
isolado da peconha de Heteropoda venatoria. As heteropodatoxinas (HpTx1-3)
consistem de peptideos com 30 — 33 residuos de aminodcidos e trés pontes dissulfeto
capazes de prolongar a duracdo do potencial de acdo em midcitos ventriculares
isolados de ratos, sugerindo que essas toxinas bloqueiam correntes de potassio

(Estrada et al., 2007).

As frixotoxinas (PaTxs) isoladas da peconha de Phrixothichus auratus (Diochot
et al., 1999) blogueiam especificamente correntes K, 4.3 e K, 4.2 com ICso de 5 a 70
nM, alterando as propriedades de propagac¢ao dos canais. Em 2002, Escoubas e
colaboradores isolaram peptideos de aranhas que inibem canais para K* voltagem-
dependentes nas subfamilias K, 2 e K, 4, ScTx1 de Stromatopelma calceata e HmTx1 e
HmTx2 de Heteroscodra maculata. ScTx1 é o primeiro inibidor de alta afinidade para
canais do subtipo K, 2.2, e também inibe com alta afinidade canais do subtipo K, 4.2.
Similarmente, TLTx1 de Theraphosa blondi inibe canais para K* do subtipo K, 4.2
(Ebbinghaus et al., 2004). SGTx1, isolada da peconha de Scodra griseipes, inibe

reversivelmente mais de 40% das correntes de potdssio (Marvin et al., 1999).
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Figura 5. Representacdo molecular das estruturas tridimensionais de neurotoxinas isoladas da
peconha de aranhas. (A) Hanatoxina-1, atua em canais para K* (PDB 1D1H; Takahashi et al., 2000); (B)
Huwentoxina-IV, atua em canais para Na* (PDB 1MB6; Peng et al., 2002); (C) w-Agatoxina-IVA, atua em
canais para Ca"* (PDB 10AV; Kim et al., 1995). As pontes dissulfeto estdo representadas em amarelo.
Imagens obtidas com auxilio do programa VMD (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/; Humphrey et
al., 1996).

1.4.2.2. Ag¢do em canais para Na*

Canais para Na’ voltagem-dependentes juntamente com os canais para K*
representam a base fisioldgica da transmissdo de sinal no sistema nervoso (Estrada et
al., 2007) e toxinas que agem nesses canais claramente possuem mais de um
mecanismo de acdo, e muitas vezes podem ser classificados como modificadores de
canais (Mouhat et al., 2004). A organiza¢do dos canais para Na* em neurdnios pode
afetar na atividade do nervo, levando a disfuncdes sensoriais e motoras em humanos,
contribuindo para mecanismos pato-fisiolégicos de diversas doencas neuroldgicas,
como esclerose multipla, epilepsia, neuropatias periféricas e dor neuropatica (Estrada
et al., 2007). Esse tipo de canal é o alvo molecular primario de numerosas drogas
terapéuticas, como anestésicos, anticonvulsivantes e antiarritmicos; e inseticidas,
como piretréides. Peptideos de escorpides, anémonas marinhas e caramujos tém
contribuido significativamente no entendimento da topologia e farmacologia dos

canais para Na* (Cestele e Catterall, 2000).

Ainda que todos os subtipos de canais para Na® apresentem mais de 70% de
homologia e farmacologia similares, suas respostas a uma variedade de toxinas de
aranhas pode ser diversa. Duas categorias principais de canais para Na® tém sido
caracterizadas em mamiferos com base na utilizacdo da tetrodotoxina (TTX). Os canais
sensiveis a TTX encontram-se essencialmente no cérebro de mamiferos e musculo
esquelético (Nay 1.1-1.3, 1.4, 1.6 e 1.7), e 0s canais resistentes a TTX sdo encontrados

no corac¢do (Na, 1.5) e neurénios sensitivos nos ganglios periféricos (Na, 1.8 e 1.9)
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(Estrada et al., 2007). A habilidade de uma determinada toxina em discriminar dentre
os diferentes subtipos de canais para Na* em tecidos de mamiferos é de grande valia

do ponto de vista terapéutico no desenvolvimento de novas drogas.

Os primeiros peptideos que apresentaram acdo bloqueadora em canais para
Na® foram isolados das aranhas australianas Atrax robustus (5-atracotoxina Arl ou
robustoxina) (Sheumack et al., 1985) e Hadronyche versuta (6-atracotoxina Avl ou
versutoxina) (Brown et al., 1988). Ambos os peptideos com 42 residuos de
aminodcidos estabilizados por quatro pontes dissulfeto, atrasam a inativacao de canais
para Na' sensiveis a TTX se ligando ao mesmo sitio do canal em invertebrados e em
vertebrados (Estrada et al., 2007). PnTx1l, um conjunto de peptideos isolado de
Phoneutria nigriventer, produz inibigdo reversivel em Na, 1.2 recombinante (Martin-
Moutot et al, 2006). Outra neurotoxina que age em canais para Na’, nomeada
huwentoxina-IV (HWTX-IV) (figura 5-B), foi isolada de Selenocosmia huwena (agora
Haplopelma huwenum). Esse peptideo inibe especificamente canais para Na®
neuronais sensiveis a TTX e ndo apresenta efeito significativo em canais resistentes a
TTX, sendo proposto que essa neurotoxina tem um mecanismo de agdo similar a
tetrodotoxina. PaurTx3, isolado de Phrixotrichus auratus, é um dos peptideos
moduladores de canais voltagem-dependentes para Na* mais potentes ja descritos em
peconha de aranhas, com acdao em concentragdes nanomolares (Bosmans et al., 2006).
Uma familia de peptideos que afetam somente canais para Na* voltagem-dependentes
de insetos, nomeadas p-agatoxinas (u-Aga-I-1V), foi isolada de Agelenopsis aperta
(Skinner et al., 1989). Esses peptideos que apresentam de 36 — 38 residuos de
aminodcidos e oito residuos de cisteinas possuem mecanismo de acdao semelhante a
das insetotoxinas escorpibnicas, induzindo deslocamento da curva da ativacao para
potenciais mais negativos em canais para Na® de insetos. As curtatoxinas (I-Il)
(Stapleton et al., 1989) isoladas de Holoena curta e as 6-palutoxinas (Corzo et al.,
2000) de Paracoelotes luctuosus também afetam somente canais para Na* voltagem-

dependentes de insetos.

1.4.2.3. Ag¢do em canais para Ca**
Muitos peptideos e polipeptideos neurotdxicos afetam a funcionalidade de

diferentes canais para Ca”. Membros dessa familia de canal desempenham um papel
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crucial no acoplamento da atividade elétrica dos neurbnios de uma variedade de
processos celulares, tais como neurotransmissores e secrecdo hormonal, proliferagao

celular e expressdo génica (Corzo e Escoubas, 2003).

S3o reconhecidos seis grupos de canais para Ca' (tabela 2) ativados por
voltagem baseados em suas propriedades eletrofisioldgicas e sensibilidade para varios
ativadores/inibidores e ions (Uchitel, 1997). Correntes de cdlcio tipo-L geralmente
requerem uma despolarizacdo forte para a ativacdo, sdo de longa duracdo, e sdo
bloqueados por antagonistas como dihidropiridinas, fenilalquilaminas e
benzotiazepinas. Canais para Ca"" dos tipos-N, -P e -Q, e também do tipo-R exigem
forte despolarizacdo para a ativagdo. Eles sdo relativamente pouco afetados por
drogas antagonistas a canais para Ca’ do tipo-L, mas sdo bloqueadas por toxinas
polipeptidicas especificas de peconhas de caramujos e aranhas. S3o expressos
principalmente em neur6nios, onde iniciam a neurotransmissao nas sinapses mais
rapidas e mediam a entrada de calcio nos corpos celulares e dendritos. Correntes de
calcio do tipo-T sdo ativados por despolarizacdo fraca e sdo transitérios. Eles sdo
resistentes tanto a antagonistas organicos quanto a toxinas de cobras e aranhas
usadas para definir correntes de calcio dos tipos -N e -P/-Q. Sdo expressos em uma
grande variedade de tipos celulares onde estao envolvidos na definicao do potencial
de acdo e controle de padrdes de disparos repetitivos (Catterall et al., 2005). A funcao
fisioldgica, localizacdo, antagonistas especificos e func¢des celulares de cada tipo de

canal para Ca’" estdo presentes na tabela 2.
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Tabela 2. Fungio fisioldgica e farmacolégica dos diferentes tipos e subtipos de canais para Ca*’. Adaptado de Catterall et al., 2005.

Canal Corrente Localizagao Antagonistas especificos Fungoes celulares
Ca,l.1 L Musculo esquelético; tubulos transversos Dihidropiridinas; Fenil- Acoplamento excitagdo-contragdo
alquilaminas; benzotiazepinas
Ca 1.2 L Midcitos cardiacos; midcitos musculares lisos; células enddcrinas; corpos Dihidropiridinas; Fenil- Acoplamento excitagdo-contragdo; liberagdo de
celulares neuronais; dendritos proximais alquilaminas; benzotiazepinas horménios; regulacdo da transcrigdo; integragdo
sinaptica
Ca 1.3 L Células enddcrinas; corpos de células neuronais e dendritos; midcitos Dihidropiridinas; Fenil- Liberagdo de hormonios; regulagdo da transcrigdo;
cardiacos atriais e células marca-passo; células ciliadas da céclea alquilaminas; benzotiazepinas regulagdo sinaptica; marca-passo cardiaco;
audicdo; liberagdo de neurotransmissores de
células sensoriais
Ca,l.4 L Células da retina bastonetes e bipolares; corddo espinhal; glandula adrenal; Dihidropiridinas; Fenil- Liberagdo de neurotransmissores de
mastdcitos alquilaminas; benzotiazepinas fotoreceptores
Ca2.1 P/Q Nervos terminais e dendritos; células neuroenddcrinas w-Agatoxina IVA Liberacdo de neurotransmissores; Ca*" transitério
dendritico; liberagdo de horménios
Ca,2.2 N Nervos terminais e dendritos; células neuroenddcrinas w-Conotoxina-GVIA Liberacdo de neurotransmissores; Ca*" transitério
dendritico; liberagdo de hormonios
Ca,2.3 R Corpos celulares neuronais e dendritos SNX-482 Disparos repetitivos; Ca™* transitério dendritico
Ca,3.1 T Corpos celulares neuronais e dendritos; midcitos musculares cardiacos e lisos Nenhum Marca-passo; disparos repetitivos
Ca,3.2 T Corpos celulares neuronais e dendritos; midcitos musculares cardiacos e lisos Nenhum Marca-passo; disparos repetitivos
Ca,3.3 T Corpos celulares neuronais e dendritos Nenhum Marca-passo; disparos repetitivos
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A presenca de toxinas de aranhas bloqueadoras de canais para Ca*" foi sugerida
a partir de estudos com a pegonha de Agelenopsis aperta, que causou um bloqueio
pré-sindptico irreversivel nas jun¢des neuromusculares de drosdfilas (Rash e Hodgson,
2002). Trabalhos posteriores com a pegonha de A. aperta resultaram na descoberta
das w-agatoxinas, uma familia de peptideos com massas moleculares entre 5 e 10 kDa
que apresentam diferentes seletividades em canais para Ca™ (Uchitel, 1997). As w-
agatoxinas s3o os representantes de toxinas bloqueadoras de canais para Ca*’, e
podem ser classificadas em quatro grupos: as do grupo | bloqueiam a transmissao
nervo-musculo em insetos, mas ndo influenciam na ligagdo da w-conotoxina GVIA
(bloqueador de canais para Ca™ do tipo-L isolados de caramujos marinhos) aos
sinaptosossomos; as w-agatoxinas do grupo Il bloqueiam a transmissdao nervo-musculo
em insetos e inibem a ligacdo da w-conotoxina GVIA aos sinaptossomos; w-agatoxinas
do grupo Il inibem a ligagdo da w-conotoxina GVIA, mas ndo agem na transmissao
nervo-musculo em insetos e as do grupo IV sdo bloqueadoras seletivas de canais para
Ca™ do tipo-P (Grishin, 1999). Um peptideo do grupo w-Agatoxina-1V, w-Aga-IVA
(figura 5-C) mostrou bloqueio seletivo em canais para Ca" do tipo-P (K4 de
aproximadamente 2 nM para tipo-P e aproximadamente 90 nM para tipo-Q) em
sistemas de mamiferos (Mintz et al., 1992). Todos os peptideos desse grupo contém 48

residuos de aminodcidos estabilizados por quatro pontes dissulfeto (Grishin, 1999).

Um peptideo isolado de Grammostola spatulata, w-gramotoxina SIA (GsTxSIA),
gue possui 36 residuos de aminodcidos e trés pontes dissulfeto, bloqueia canais para
Ca"" voltagem-dependentes dos tipos -N, -P e -Q, mas n3o bloqueia canais do tipo-L
(Lampe et al., 1993). Esse peptideo foi originalmente identificado como um inibidor de
canais para Ca’ voltagem-dependentes, porém também apresenta atividade em
canais para K com uma afinidade muito menor. Um peptideo de 74 residuos de
aminodacidos isolado da peconha de Filistata hibernalis nomeada DW13.3, bloqueia
potencialmente todas as correntes de canais para Ca' estudadas, com excec¢do dos
canais tipo-T (Sutton et al., 1998). O peptideo SNX-325 (49 residuos de aminodacidos e
guatro pontes dissulfeto), isolado da peconha de Segestria florentina, blogqueia canais
do tipo-N em concentracdes nanomolares, mas nao bloqueia nenhum outro tipo de

canal para Ca™" (Newcomb et al, 1995). Similarmente, huwentoxina-l (HWTX-I) e
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huwentoxina-X (HWTX-X) da pegonha de Selenocosmia huwena (agora Haplopelma
huwenum), inibem canais para Ca*" do tipo-N e apresentam fracos efeitos em canais

para Ca’" do tipo-L (Peng et al., 2001; Liu et al., 2006).

Existem ainda toxinas isoladas da peconha de aranhas que apresentam
atividade bloqueadora em canais para Ca*" especificos de insetos. As w-atracotoxinas,
Hvla —f, sdo uma familia de neurotoxinas isoladas de Hadronyche versuta (Fletcher et
al., 1997), que bloqueiam canais para Ca" voltagem-dependentes de insetos e ndo de
vertebrados. E sugerido que a natureza da carga e as propriedades dos residuos da
regido N-terminal desses peptideos contribuam significativamente para o potencial

inseticida das w-atracotoxinas (Fletcher et al., 1997; Corzo e Escoubas, 2003).

Foi descrita que GsMTx-4, uma toxina isolada de Grammostola spatulata, além
de atuar em canais mecano-sensitivos, também interage com canais para Ca’" ativados
por estiramento, facilitando a contratilidade cardiaca e mantendo sua frequencia
persistente por varios minutos mesmo apés a morte do animal (Bowman et al., 2007).
Esse peptideo também apresenta atividade antimicrobiana em concentragdes

micromolares (tabela 1).

1.5. Componentes proteicos

Independentemente da estratégia escolhida para forma¢ao da composicao dos
componentes, varias proteinas sdo geralmente encontradas na peconha de aranhas.
Dentre algumas proteinas estudadas nos quais homologias foram encontradas em
banco de dados, varias sdao enzimas e proteinas de transporte, proteinas regulatdrias,
proteinas estruturais, e a maioria realiza func¢oes intracelulares (Vassilevski et al.,
2009). Os componentes proteicos da peconha de aranhas podem exercer efeito téxico
direto, agir como fatores de propagacdo de peconha (enzimas que destroem
estruturas teciduais), ou estar relacionadas com maturacdo de toxinas (Vassilevski et

al,, 2009).

A peconha de aranhas apresenta compostos com ac¢des bioldgicas
diferenciadas, como atividades: hemorragica, neurotdxica, citotdxica; podendo causar,
dermo/mionecrose, edema, hemdlise, inflamacdo, agregacdo plaquetadria e

interferéncia na coagulacdo do plasma (Rash e Hodgson, 2002; Nagaraju et al., 2006).
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Muitas neurotoxinas e enzimas como hialuronidases, proteases, fosfolipases D e
esfingomielinases tém sido isoladas e caracterizadas da peconha de aranhas (Devaraja
et al., 2008). Aranhas reclusas do género Loxosceles apresentam em sua peconha uma
grande quantidade de componentes com massa molecular >10 kDa (Da Silveira et al.,
2002; Barbaro et al., 2005), e contém um grande numero de diferentes enzimas,
dentre elas fosfatases, hialuronidases, fosfolipases e diferentes proteases (Feitosa et
al., 1998; Barbaro et al., 2005; Da Silveira et al., 2007). Cerca de dez diferentes
isoformas de esfingomielinase D, responsaveis pelos efeitos dermonecréticos da
picada, foram identificadas em pegonhas de trés espécies de Loxosceles usando

investigacGes protedmicas (Machado et al., 2005).

Existiram diversos relatos conflitantes em relacdo a presenca de atividade
protedsica detectada na pegonha de aranhas do género Loxosceles. Em 1973, Geren e
colaboradores nao detectaram atividade proteolitica utilizando caseina e hemoglobina
como substrato na peconha obtida a partir da dissecacdo da glandula. Em
contrapartida, Jong e colaboradores (1979) detectaram atividade proteolitica na
peconha obtida por eletroestimulacdo da mesma aranha. Perret (1977) defendeu a
hipétese de que a atividade proteolitica detectada foi decorrente de contaminagdo da
peconha com secre¢des digestivas no momento da eletroestimulacdo. Kuhn-Nentwig e
colaboradores (1994) sustentaram essa hipétese ao ndo detectarem atividade
proteolitica na peconha cuidadosamente obtida das queliceras de Cupiennius salei. Em
oposicdo a essa hipdtese, diversos trabalhos relataram o isolamento de metalo-
proteases e serino-proteases com atividades gelatinolitica, caseinolitica,
fibronectinolitica e fibrinogenolitica na pegonha obtida por eletrostimulagcdao e por
meio da dissecacdo da glandula de diversas aranhas do género Loxosceles (Feitosa et

al., 1998; Veiga et al., 2000b; Da Silveira et al., 2002).

As aranhas do género Latrodectus (familia Theridiidae), conhecidas como
“vidva-negra”, estdo entre as espécies de aracnideos mais perigosos para o homem
(Vetter e Isbister, 2008). Uma familia de neurotoxinas de alta massa molecular (>100
kDa), as latrotoxinas, apresentam forte efeito téxico contra diversos animais
(Longenecker et al., 1970). Proteinas semelhantes foram encontradas em peconhas de

aranhas do género Steatoda (Cavalieri et al., 1987). Mais de 400 publica¢cGes tratam da

24



investigacao das latrotoxinas e seus receptores. A mais bem estudada é a a-latrotoxina
(a-LTX), que é eficaz contra vertebrados. Foi possivel mostrar por meio de técnicas
eletrofisiolégicas que esta toxina causa a liberacdo exaustiva de neuromediadores das
terminagdes nervosas dos vertebrados, resultando em bloqueio da transmissdao do

sinal.

Hialuronidase é um componente freqliente em peconhas de aranhas (Rash e
Hodgson, 2002; Kuhn-Nentwig et al., 2004; Nagaraju et al., 2007; Da Silveira et al,,
2007), incluindo aranhas da familia Theraphosidae (Rocha e Silva et al., 2009). As
hialuronidases pertencem a um grupo de enzimas que naturalmente clivam &cido
hialurénico e podem ser encontradas na peconha de cobras, abelhas, escorpies e
lagartos (Meyer, 1971; Kreil, 1995). Agem principalmente como fator de
espalhamento, facilitando a difusdo de toxinas dentro da circulagdo sistémica da presa.
As metalo-proteases e hialuronidases sdo os principais componentes envolvidos no
dano tecidual local e espalhamento gravitacional da peconha, degradando proteinas e
glicosaminoglicanos na matriz extracelular em torno de vasos sanguineos e capilares

(Xu et al., 1982; Baramova et al., 1989; Maruyama et al., 1992; Girish et al., 2002).

1.6. Potencial biotecnoldgico

Como consequéncia de sua alta seletividade, componentes isolados da pegonha
de aranhas tem se revelado particularmente Uteis para estudos in vitro e in vivo. No
entanto, para aplicacbes terapéuticas, uma quantidade de questdes associadas com
seguranca, farmacocinética e entrega, precisa ser resolvida. A otimizacdo da entrega
dos peptideos aos alvos periféricos e centrais ajudara a determinar se esses peptideos
podem ou ndo ser candidatos para desenvolvimento de drogas. Ainda restam
determinar quantos e quais peptideos presentes em pec¢onhas podem realmente
apresentar utilidade clinica. A tabela 3 mostra o estagio de desenvolvimento clinico de
algumas drogas desenvolvidas a partir de componentes de pegonha isolados de

diversos animais.

Acilpoliaminas que blogueiam juncdes neuromusculares visam principalmente
receptores ionotrdopicos de glutamato e, devido ao seu pequeno tamanho e

solubilidade aquosa, sdo candidatos promissores em estudos com esses receptores.
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Uma vez que o glutamato é o principal neurotransmissor excitatéorio do sistema
nervoso central, receptores de glutamato desempenham um papel importante na
mediacdo da transmissdo sindptica excitatdria. O desenvolvimento de agonistas e
antagonistas especificos a receptores ionotrdpicos de glutamato tém potencial para o
desenvolvimento de novos medicamentos envolvidos com distlirbios neuroldgicos,

mentais e psiquidtricos (Estrada et al., 2007).

Como os insetos abrangem a maioria das presas de aranhas, e essa interacao é
altamente especifica, as insetotoxinas vém sendo apontadas como promissoras
bioinseticidas na biotecnologia agricola. A criacdo de vetores virais afetando insetos
(por exemplo, com o uso de baculovirus) contendo genes de toxinas é de particular
interesse porque nesse caso o problema da entrega da toxina ao seu alvo no

organismo da vitima é resolvido automaticamente (Vassilevski et al., 2009).

Quanto a presenca de peptideos antimicrobianos encontrados na peconha de
aranhas, diversos estudos vém demonstrando que tais moléculas possuem atividade
contra uma ampla variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Kozlov et
al., 2006; Jung et al.,, 2006; Budnik et al, 2003; Haeberli et al., 2000). Com o
surgimento de linhagens de microorganismos resistentes aos antibidticos
convencionais, cada vez se torna mais importante a busca por novas moléculas
capazes de substituir de forma eficiente os antibidticos atualmente utilizados no
mercado. O controle dessa resisténcia depende diretamente do desenvolvimento de
novos medicamentos. Nesse contexto, a pesquisa, a purificacdo, e a caracterizagao
quimica, bioldgica e estrutural de novas substancias antimicrobianas sao de grande
valia, uma vez que a prdpria evolugdo tratou de selecionar um vastissimo espectro de

substancias eficientes que defendem contra infeccGes (Daffre et al., 2001).

26



Tabela 3. Drogas desenvolvidas a partir de toxinas animais.

Espécie Medicamento Principio Ativo Empresa Agao Estagio Fonte
Bothrops jararaca Capoten Captopril Par Pharm Inibidor de ACE Aprovada em Food and Drug Administration
(serpente) (anti-hipertensivo) 1981
Sistrurus m. barbouri Integrilin Eptifibatide Schering Inibidor de integrina Aprovada em Food and Drug Administration
(serpente) (barbourina) (anti-trombose) 1998
Agkistrodon rhodostoma Viprinex™ Ancrod RxMed Cliva fibrinogénio ClinicalTrials.gov
(serpente) (usado no tratamento de derrames) Fase llI
Pseudonaja textilis Textilinina-1 QRxPharma Inibidor de plasmina - Antifibrinolitico Aguarda testes QRxPharma
(serpente) (anti-hemorragico) clinicos
Bothrops atrox Baquting Batroxobina Nuokang Hemocoagulase Aguarda QRxPharma
(serpente) (anti-hemorragico) aprovagdo do FDA
Conus marmoreus XEN2174 X-MrlA Xenome Ltd. Inibidor de transportador de Martin et al. 2009;
(gastrépode) noradrenalina Brust et al., 2009
(tratamento da dor neuropatica — mais Fase Il
eficiente que morfina)
Conus magus Prialt w-conotoxina Elan Pharms Inibidora de canal de calcio Ca,2.2 Food and Drug Administration
(gastrépode) MVIIA (tratamento da dor cronica severa Aprovado em
inflamatdria e neuropatica de cancer e 2004
AIDS)
Heloderma suspectum Byetta Exenatide Amylin Pharms Peptideo glucagon-simile-1 (tratamento Aprovado em Food and Drug Administration
(monstro de Gila) Inc. de diabetes tipo 2) 2005
Grammostola spatulata - GsMTx-4 - Inibidor de canais mecano-sensitivos - Bowman et al. 2007; Park et al.

(aranha)

(tratamento da dor, arritmia cardiaca,
distrofia muscular, atividade
antimicrobiana, etc)

2008
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1.7. Nhandu coloratovillosus (Schmidt, 1998)

A familia Theraphosidae compreende 116 géneros e mais de 900 espécies
(Platnick, 2010), com distribui¢do principalmente em dareas tropicais e semi-tropicais, e
encontradas em d4reas secas e Umidas, savanas, desertos e ambientes semi-
temperados (Escoubas e Rash, 2004). Estas aranhas, referidas em muitas partes do
mundo como caranguejeiras, sdo popularmente conhecidas devido ao seu grande

porte.

O género Nhandu foi descrito na década de 80 (Lucas, 1983) e apresenta cinco
espécies: N. carapoensis, N. cerradensis, N. chromatus, N. vulpinus e N.
coloratovillosus. Nhandu coloratovillosus (figura 6) é uma aranha caranguejeira
endémica do Brasil sendo encontrada na regido centro-norte do pais, com registros

nos estados do Pard, Tocantins, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul e habita regides de

cerrado com influéncias amazonicas (Bertani, 2001).

Figura 6. Fémea de Nhandu coloratovilosus.
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2. Justificativa

A busca por novos componentes na pe¢onha de aranhas que apresentem
caracteristicas e propriedades desejaveis para a criacdo de novas drogas e inseticidas é
de extrema importancia. A peconha de apenas cerca de uma centena de espécies de
aranhas, algo em torno de 0,25% das espécies conhecidas, foi estudada. Devido ao
pequeno tamanho de muitas aranhas, pouca ou nenhuma quantidade de suas
peconhas é obtida. Esta é uma das razdes pela escassez ou completa auséncia de
informacgdo sobre pegonhas de membros de muitas familias. Para investigagdes mais
amplas, métodos padronizados de fracionamento e andlise estrutural de componentes
ativos precisam ser otimizados, e novas tecnologias sdo necessarias. A abordagem que
combina métodos genéticos (obtencdo de cDNA de glandulas de peconha) e
prote6mica ou peptidémica (baseadas em cromatografia analitica e espectrometria de

massa) € promissora nesse aspecto.

O Brasil € um pais de grande extensdo que abriga uma das maiores
biodiversidades de fauna do Planeta. Ainda assim, pouco se sabe sobre as peconhas de
aranhas caranguejeiras brasileiras. A caracterizacdo de componentes bioativos
presentes na peconha destas aranhas pode levar a ferramentas atraentes para a
compreensao de bases moleculares e da seletividade destas toxinas em nivel de
receptores, bem como de mecanismos fisiolégicos. Assim, é possivel a exploragao
como potencial para o desenvolvimento de novos terapéuticos como inseticidas mais

eficientes e seguros, e fdrmacos com propriedades neuroprotetoras e analgésicas.

O presente trabalho se trata do primeiro estudo com caracterizacdo de
componentes bioativos da pec¢onha da aranha caranguejeira brasileira Nhandu

coloratovillosus.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral
O presente estudo teve como objetivo identificar a composi¢cdao quimica da
peconha bruta de Nhandu coloratovillosus, buscando verificar a presenca de diferentes

atividades bioldgicas.

3.2. Objetivos especificos
e Caracterizar a composicdo peptidica/proteica da peconha bruta de N.
coloratovillosus por meio de RP-HPLC, espectrometria de massa e perfil

protéico em SDS-PAGE unidimensional;

e Avaliar as atividades antimicrobiana, hemolitica, proteolitica, hialuronidasica e

neurotéxica da peconha bruta de N. coloratovillosus;

e Isolar, purificar e identificar peptideos com possiveis atividades presentes na

peconha bruta de N. coloratovillosus.

30



4. Material e Métodos

4.1.Reagentes quimicos
Somente reagentes de grau analitico provenientes de diferentes fontes
comerciais foram utilizados nos experimentos. Todas as solu¢des foram preparadas

com agua Milli-Q (Millipore Reagent Water System, EUA).

4.2. Animais e coleta
Individuos adultos de Nhandu coloratovillosus (figura 6) foram coletados sob
licenga do IBAMA no estado do Tocantins e mantidos em cativeiro no Laboratdrio de
Aracnologia, sob coordenacdo do professor Paulo César Motta. Os animais foram
alimentados regularmente, aproximadamente uma vez ao més, com camundongos

neonatos (Mus musculus) e insetos.

4.3. Extracao e quantificacao da peconha
A peconha de exemplares adultos de N. coloratovillosus (ambos os sexos) foi
obtida por meio de estimulacdo elétrica (aproximadamente 100 V, baixa corrente e
pulsada) da regido basal das queliceras. A pegonha foi coletada individualmente em
agua destilada com o auxilio de tubos de polietileno tipo eppendorff, de acordo com
Estrada et al. (2007). Estas amostras foram imediatamente congeladas e liofilizadas. A
guantificacdo da peconha bruta foi realizada pelo método de microdosagem de

proteinas de Bradford (1976) medindo-se a absorbancia em 595 nm.

4.4.Eletroforese em Gel Desnaturante de Poliacrilamida 12% (SDS-PAGE)
Gel de poliacrilamida 12% foi preparado entre placas de vidro utilizando o
sistema de eletroforese Mini-PROTEAN III (Bio-Rad), seguindo o método de Laemmli
(1970). O gel separador foi elaborado para o volume total de 5 mL, sendo composto
por 2 mL de acrilamida 30%, 1,25 mL de Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, 1,645 mL de Agua Milli-
Q, 50 pL de SDS 10%, 50 pyL de PSA 10% e 5 uL de TEMED. O gel concentrador 4%
(constituido por 266,7 uL de acrilamida 30%, 500 pL de Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, 1,192 L
de Agua MiliQ, 20 pL de SDS 10%, 20 pL de PSA 10% e 2 uL de TEMED) foi preparado
em um volume total de 2 mL e polimerizado sobre o separador entre as placas de vidro

juntamente com o pente.
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Apds a polimerizacdo, 20 pL da peconha bruta fresca (40 pg) de N.
coloratovillosus foi misturado a 5 uL de tampao de amostra 5x (Tris-HCI 312,5 mM pH
6,8, SDS 10%, Glicerol 50%, 0,05 mg/mL de azul de bromofenol) com ou sem 25% de B-
mercaptoetanol. Amostras reduzidas ou ndo e/ou fervidas ou ndo foram aplicadas no
gel. O marcador de massa molecular BenchMark (Invitrogen) consiste de uma mistura
de proteinas artificialmente produzidas com massas moleculares conhecidas entre 10
e 200 kDa. A eletroforese foi realizada com tampao Tris-Glicina (Tris 25 mM e Glicina

192 mM, pH 8,3), sob corrente constante de 150 V a 25 °C por 16 h.

4.4.1. Coloraciao com Azul de Comassie G250

Ao final da eletroforese, os géis foram corados com solucdo de Azul de
Coomassie G250 0,25% (p/v) em 45% de metanol (v/v) e 10% de 4cido acético (v/v)
por 30 min, e descorados com solucdo descorante (metanol e acido acético nas

mesmas propor¢oes da solugdo corante).

4.4.2. Coloracio com Nitrato de Prata

A coloragao com nitrato de prata ocorreu de acordo com Blum et al., 1987.
Primeiramente o gel foi fixado com metanol 50% (v/v), acido acético 12% (v/v) e
formaldeido 0,05% (v/v) por 1 h. Em seguida, foi incubado em etanol 50% (v/v) trés
vezes por 20 min e sensibilizado por tiossulfado de sédio 0,01% (p/v) por 1 min. A
sensibilizagao foi seguida de lavagem em agua Milli-Q por 1 min e impregnagao com
solucdo de nitrato de prata 0,1% (v/v) e formaldeido 0,075% (v/v) por 30 min.
Finalmente o gel foi lavado com agua Milli-Q duas vezes por 20 seg e revelado em sala
escura com carbonato de sddio 6% (p/v), formaldeido 0,05% (v/v) e tiossulfato de
sédio 0,27% (p/v). A reacdo foi interrompida incubando-se o gel em solugdo metanol

50% (v/v) e acido acético 12% (v/v) até o surgimento das bandas.

4.5.Zimogramas SDS-PAGE

4.5.1. Caseinolitico e Gelatinolitico

SDS-PAGE 8% foi preparado de acordo com o método de Laemmli (1970).
Aliquotas de 20 pL da peconha bruta fresca (40 ug) de N. coloratovillosus (reduzidas ou
nao e/ou fervidas) foram misturadas ao tamp3do de amostra 5x (Tris-HCI 312,5 mM pH

6,8, SDS 10%, Glicerol 50%, 0,05 mg/mL de azul de bromofenol) e aplicadas em gel
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SDS-PAGE 8% contendo 0,1% (p/v) de gelatina ou caseina como substrato para
atividade proteolitica. A eletroforese ocorreu a 4° C, em aparelho Mini-PROTEAN IlI
(BioRad), sob voltagem constante de 90 V. Apds a corrida, os géis foram submetidos a
cinco lavagens de 15 min em 2,5% (v/v) de Triton X-100 para remover tragos de SDS.
Finalmente, foram lavados com agua destilada para remover o excesso de Triton X-100
e incubados a 25° C por 16 h em tampdo Tris-HCl 50 mM pH 8,0 sob constante

agitacao.

Os géis foram corados e descorados como descrito anteriormente (coloragao
em Coomassie Briliant Blue G250) para revelar bandas onde houve atividade
gelatinolitica ou caseinolitica. A digestao da gelatina e da caseina foi identificada como

zonas claras contra o fundo corado em azul.

4.5.2. Hialuronidasico

A atividade hialuronidasica foi verificada em gel SDS-PAGE 12% como descrito
anteriormente, contendo 0,14% de dacido hialurénico como substrato para atividade
enzimatica, utilizando com modificagdes o método de Miura e colaboradores (1995). O
gel foi lavado com dgua destilada para remover o excesso de Triton X-100 e incubado
em tampao de atividade contendo Tris-HCI 20 mM pH 7,4 com 0,5 mM de CaCl, por 16
h a 37° C sob constante agitacdo e em seguida corado com 0,5% de Alcian Blue em
25% de metanol e 10% de acido acético. A digestdao do dacido hialurénico foi

identificada como zonas claras contra o fundo corado em azul.

4.6.Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Fase Reversa (RP-HPLC)

4.6.1. Fracionamento da peconha bruta

Aliquotas (1 mg) da pegonha bruta (ambos os sexos) de N. coloratovillosus
liofilizadas foram ressuspendidas em 100 pL de solugdo aquosa de 0,12% de TFA/4gua
(v/v) e centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi aplicado em sistema
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (RP-HPLC) Shimadzu Co.
(Kioto, Japan) série LC10A; equipado com arranjo de diodo SPD-M10A em coluna
analitica C18 Shim-pack CLC-ODS (4,6 mm x 250 mm). A eluicdo foi realizada com
gradiente binario de solventes: A - Solugao aquosa de TFA 0,12% e B - Solugdao de

acetonitrila e TFA 0,1% (v/v) com fluxo de 1 mL/min (Chen et al., 2004). O gradiente
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teve inicio com 0% de B por 10 minutos; seguido de 0 a 60% de B em 60 minutos; 60 a
100% de B em 10 minutos; 100% de B por 10 minutos e 100 a 0% de B em 5 minutos;
com monitoramento em 216 e 280 nm. As fracdes foram manualmente coletadas,

secadas a vacuo e armazenadas a -20 °C.

4.6.2. Purificacdo dos peptideos

As fragdes de interesse passaram por processo de recromatografia em sistema
de RP-HPLC em coluna analitica C18 Phenomenex Luna 3u 100 A (4,6 mm x 150 mm). O
gradiente utilizado variou de acordo com o tempo de reten¢do de cada fracdo. A
eluicdo foi realizada com fluxo de 1 mL/min e detecgdo UV a 216 e 280 nm. As fragdes

manualmente coletadas foram liofilizadas.

4.7.Quantificacao das fra¢oes purificadas
A quantificagdo das fragdes purificadas foi realizada medindo-se a absorbancia
do material em 280 nm com o auxilio de espectofotometro (modelo), assumindo que
uma unidade de absorbancia em uma cubeta de quartzo de 1 cm equivale a 1 mg/mL

de concentragdo proteica (Caliskan et al., 2006).

4.8. Ensaio antimicrobiano

4.8.1. Ensaio preliminar

Para verificar a presenca de fracbes cromatograficas ativas contra
microorganismos, foi realizado um ensaio antimicrobiano inicial em placa multi-pogos
(Nunc F96, Denmark) utilizando duas corridas de cada fracdo majoritaria (ou grupo de
fragBes) contra as bactérias patogénicas Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 25922) e
Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923), baseado no protocolo proposto
por Nascimento et al. (2007). Primeiramente estas bactérias foram crescidas em 5 mL
de meio Mueller-Hinton a 37 °C sob agitacdo até a densidade 6ptica iguala 1 a 590 nm.
As bactérias, em fase logaritmica de crescimento, foram entdo diluidas em meio
Mueller-Hinton nas propor¢des 1:50 para Gram-negativa e 1:100 para Gram-positiva.
Uma aliquota de 50 pL de cada cultura bacteriana (contendo aproximadamente 1.10°
células/mL) foi incubada (por 22h a 37 °C) com 50 pL de cada fragdo. O crescimento e
inibicdo bacteriana foram determinados pela leitura da densidade éptica a 595 nm

com uma leitora de placa BioRad (Modelo 3550-UV, Hercules, CA, USA).

34



4.8.2. Determinacao de MIC

A mesma metodologia descrita acima foi utilizada para a determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (MIC), ou seja, a menor concentragao onde nenhum
crescimento bacteriano é detectado por meio de leitura espectrofotométrica da
peconha bruta de N. coloratovillosus e da fragdo purificada que apresentou maior
atividade antimicrobiana. Para a peconha bruta de N. coloratovillosus foi adotada uma
diluicdo seriada partindo-se de uma concentragdo inicial de 1024 pg/mL. Para a fragdo
purificada RF20, a concentracdo inicial utilizada foi de 128 uM. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.9, Ensaio hemolitico

4.9.1. Ensaio preliminar

Foi realizada uma varredura para detectar atividade hemolitica com a peconha
bruta de N. coloratovillosus e com duas corridas de cada fracdo cromatogréfica
majoritaria (ou grupo de fracbes), de modo a determinar seu HCsg, ou seja, a
concentragdo capaz de provocar hemodlise em 50% das hemdcias presentes na

preparacao.

De acordo com o protocolo utilizado por Castro e colaboradores (2005), as
células foram separadas do plasma por centrifugacdo e entdo foi preparada uma
suspensdo de 1% de eritrécitos do sangue humano O" obtidos no Hemocentro de
Brasilia (previamente lavado trés vezes com tampao Tris-HCl 10 mM pH 7,4 contendo
NaCl 150 mM). Cada amostra, que correspondeu a duas corridas de cada fracao
majoritaria (ou grupo de fracdes) foi suspensa em 75 pL do tampdo salino e
adicionadas a tubos de polietileno com 75 uL da solu¢dao de hemacias. Apds 1 h de
incubacdo a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 2
min. Uma aliquota de 100 uL de cada sobrenadante foi transferida para uma placa
multi-pogos (Nunc F96, Denmark) e a leitura se deu a 405 nm em leitora de placas
(BioRad Modelo 3550-UV, Hercules, CA, USA). Para controle do experimento foi
utilizado 1% (v/v) da suspensdo de eritrécitos incubados com 0,1% (v/v) de Triton X-
100 como referéncia de 100% de lise e 1% (v/v) da suspensdo de eritrécito com
tampao salino como referéncia de 0% de hemdlise. Para determinagao da HCso da

peconha bruta de N. coloratovillosus, o mesmo protocolo descrito acima foi
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empregado, sendo que foi adotada uma diluicdo seriada partindo-se de uma

concentragdo inicial de 1,5 mg/mL. Cada experimento foi realizado em triplicata.

4.10. Ensaio farmacoldgico em nervo periférico de anfibio (Sucrose Gap)

A técnica de Sucrose Gap permite o registro preciso do potencial de agdo
composto de nervos periféricos. A amplitude dos potenciais registrada esta
diretamente relacionada com a atuagdo de uma determinada toxina com canais
ibnicos expressos em axodnios de nervos periféricos, particularmente em canais para
Na® e para K* voltagem-dependentes (predominantemente canais para Na®). Esses s3o
responsaveis pela geracdao do potencial de agdo nas membranas de neurdnios e de

guase todas as células excitaveis.

O experimento foi realizado utilizando nervo ciatico isolado de ra (Lithobates
catesbeianus) com modificacdes da técnica descrita por STRONG e colaboradores
(1973). As duas primeiras camaras (figura 7-D) receberam a estimulacdo
supramaximal, que consistiu de pulsos de voltagem (6 — 7 V) com duracdo de 25 ps,
gerado por estimulador S8 (Grass Instruments) (figura 7-A). Esses parametros sao
utilizados para estimulacdo seletiva de fibras mielinizadas de conducdo rapida,
provocando resposta elétrica homogénea. A quarta camara, com volume de 400 pL, é
perfundido com solucdo Ringer ou com a substancia a ser testada. Este é separado da
quinta camara, contendo 400 plL de solucdo de sacarose renovada constantemente
durante todo o ensaio. Em todas as outras cdmaras o nervo é submerso em solugdo
Ringer. A diferenca de potencial entre a terceira camara contendo solugdo-teste e a
quinta camara é medida por meio de um amplificador diferencial de alta impedancia e
com ganho de voltagem de 50 vezes (figura 7-B), acoplado a um osciloscépio digital

Tektronic TDS 360 (figura 7-C).

O ensaio eletrofisiolégico ocorreu em temperatura ambiente, utilizando:
solucdo fisiolégica para anfibios (Ringer) 111 mM de NacCl, 1,9 mM de KCl, 2,4 mM de

NaHCOs; e 1,1 mM de CaCl; e solugdo ndo-idnica composta por sacarose 216 mM.

Os registros foram realizados apds 10 min de aplicacdo da amostra e apds 30
min de lavagem com solugdo Ringer. Esses registros foram comparados com o registro

controle, obtido antes da aplicacdo das amostras.
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Figura 7. Modelo esquematico da preparacdo do ensaio farmacoldgico com nervo perfiférico de
anfibio (Sucrose Gap). O nervo cidtico isolado de L. catesbeianus foi colocado na canaleta que percorre
as cinco camaras, isoladas mecanica e eletricamente entre si por selos de vaselina. O impulso nervoso é
gerado nas camaras 1 e 2 e captado nas camaras 3 e 5. O potencial de a¢do composto se propaga
através da camara, que estd preenchida por solugdo de sacarose 216 mM. As camaras 3 e 4 possuem
sistemas de perfusdo podendo ser constantemente lavadas. As amostras sdo aplicadas na camara 3.

4.11. Ensaio cardioto6xico

A atividade cardiotdxica foi realizada utilizando um macho adulto de Lithobates
catesbeianus. O animal foi espinhalado, decerebrado, e seu coragao isolado. Uma fina
fatia foi cortada do ventriculo e imersa em solugdao Ringer para anfibios sendo
constantemente aerada. A contragdo no coragao foi constantemente registrada em
poligrafo (NARCO Bio Systems) e estimulada eletricamente por meio de um
estimulador S8 (Grass Instruments) nas condicdes de 100 V (voltagem), 3,0 ms
(duracdo do estimulo) e 0,4 Hz (freqiiéncia). A atividade cardiaca foi registrada e

analisada no momento em que a preparac¢ao recebeu cada uma das amostras testadas.

4.12. Reducgdo e alquilagao
As fracoes purificadas por RP-HPLC foram dissolvidas em 100 pL de tampao
desnaturante (cloridato de guanidina 6,0 M + Tris-HCI 0,3 M em pH 8,6) adicionado de

DTT (na proporgao de 1,5 mg de DDT para cada 1,0 mL de tampdo desnaturante). As
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amostras foram incubadas sob agitacdo constante de 300 rpm (Thermomixer Comfort,
Eppendorf) durante 1 h a 37 °C. Apds esse periodo, 4 pL de 4-vinilpiridina foram
adicionados sob atmosfera de nitrogénio. As toxinas foram novamente incubadas a 37

°C, sob agitagdo constante de 300 rpm durante 1 h.

Apds a reducdo e alquilacdo das amostras, cada fracdo foi dessalinizada
utilizando-se coluna de fase reversa em sistema de HPLC com coluna C4 Vydac 4.6 x
150 mm/5 um, equilibrada previamente com TFA 0,1% (v/v) com fluxo de 1 mL/min e

detecgdo em 216 nm.

4.13. Hidrélise enzimatica
A hidrélise enzimatica de peptideos de maior massa molecular se faz necessaria
como uma alternativa para complementar o sequenciamento por MS/MS, PMF
(Peptide Mass Fingerprinting) e sequenciamento N-terminal por degradagdo de

Edman.

Para realizacdo do Peptide Mass Fingerprinting, apds reducao e alquilagdao, o
peptideo purificado de interesse foi submetido a hidrdlise enzimatica com tripsina em
tampao de atividade (50 mM NH4HCO3, 2 mM CaCl,, pH 8,6) por 16 h a 37 °C. A razao
de enzima/substrato utilizada foi de 1:50 (v/v) em um volume final de 50 pL. Com o
intuito de se obter digestdes parciais que pudessem auxiliar na obtengao da sequéncia
do peptideo, aliquotas de 3 pL foram retiradas a cada 30 minutos e tiveram suas
reacOes interrompidas com TFA 0,05%. Em seguida, aplicou-se 1 pL de cada aliquota

em uma placa AncorchipTM dissolvidas em matriz acido a-ciano 4-hidroxi-cinamico.

O sequenciamento N-terminal por degrada¢ao de Edman foi realizado pela Dra.
Isabel de Fatima Correia Batista, pesquisadora do Laboratério de Bioquimica e Biofisica
— Instituto Butantan. Para o sequenciamento N-terminal por degrada¢dao de Edman, o
peptideo purificado de interesse ja reduzido e alquilado, foi digerido com a
endoproteinase Glu-C de Staphylococcus aureus V8 (Sigma Chemical Co.) em tampao
Tris-HCI 50 mM pH 8,0 por 16 h a 37 °C. A razdo de enzima/substrato utilizada foi de
1:50 (v/v) em volume final de 24 pL. Os peptideos gerados apds digestdo com SV8

foram fracionados por RP-HPLC usando coluna C4 (250 x 4.6 mm, Vydac).
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4.14. Espectrometria de Massa e Sequenciamento De Novo
Espectrometria de Massa em sistema MALDI-TOF/TOF (AutoFlex Il, Bruker
Daltonics, Karlsruhe, Alemanha), operando no modo refletor ou linear positivo, foi
realizado para a inspecdo de massas moleculares (MS) e para fragmentacdo das
amostras de interesse (MS/MS). Para MALDI-TOF as fra¢des foram dissolvidas em uma
matriz saturada acido a-cyano-4-hidroxicindmico dissolvida em acetonitrila/agua/3%

de acido trifluoroacético (2,5/2/0,5).

4.15. Peptide Mass Fingerprinting (PMF)

Os peptideos resultantes da digestdo com tripsina em solucdo foram
submetidos primeiramente a técnica de Peptide Mass Fingerprinting (PMF) usando
espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF (AutoFlex Il, Bruker Daltonics, Karlsruhe,
Alemanha). A amostra (1 pL) foi aplicada numa placa AnchorchipTM seguido, depois de
seca, por 0,5 pL de solugdo matriz (5 mg/mL de acido 2,5-diidroxibenzdico em 30% de
acetonitrila, 0,1% de TFA) e seco antes da analise. O aparelho foi usado com extragdo
tardia de ions e no modo refletor. As massas moleculares foram avaliadas num
intervalo de 700 a 4000 m/z. A identificacdo de proteinas foi realizada por meio de

buscas usando o software MASCOT (http://www.matrixscience.com) contra o banco

de dados nao redundante NCBI, com tolerancia de erro de 100 ppm e até no maximo
um sitio de clivagem enzimatica perdido por peptideo. As proteinas que ndao puderam
ser identificadas por PMF foram submetidas a fragmentacdo/seqlienciamento por
espectrometria de massa (Peptide Fragment Fingerprinting - PFF) utilizando o mesmo
equipamento sendo operado no modo LIFT, que permite a selecdo durante o véo de
um dentre os variados peptideos para fragmentag¢ao. Neste caso foi adicionado ao
mesmo poc¢o, ja com a amostra, 1 pL da solugdo com 0,5 mg/mL de acido a-cyano-4-
hidroxicinamico em 0,1% de TFA e 90% de acetonitrila) e a identificagdo foi realizada
também com o software MASCOT. Tanto para o PMF quanto para o PFF foi
considerado a piridietilacdo de cisteinas como modificacdo fixa e a oxidacao de

metioninas como modificacdo variavel.

4.16. Degradacao de Edman e Sequenciamento N-terminal
Apds a determinacdo das massas moleculares e do grau de pureza, os

peptideos formados apds digestdo com a endoproteinase Glu-C de Staphylococcus
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aureus V8 (Sigma Chemical Co.) foram sequenciados automaticamente pelo método
de degradacdao de Edman (realizado pela Dra. Isabel de Fatima Correia Batista,
pesquisadora do Laboratério de Bioquimica e Biofisica — Instituto Butantan). A
determinacdo da estrutura primdria dos peptideos por meio de seqlienciamento
automatico N-terminal foi realizada no sequenciador modelo PPSg-21 (Shimadzu). O
sistema cromatografico foi calibrado com PTH aminodcidos padrdes antes de cada
analise. Buscas por similaridade foram realizadas por meio dos programas Fasta3 sob o
servidor Expasy (Expasy Molecular Biology Server; http://www.expasy.org) e BLASTP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Outros programas como Clustal foram
utilizados para o alinhamento das sequéncias e comparacdo das substituicdes de

aminoacidos.

O esquema geral da estratégia experimental adotada nesse trabalho é ilustrado

na figura 8.
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Figura 8. Esquema geral da estratégia experimental adotada no isolamento e caracterizacdo de
componentes bioativos na pegonha de N. coloratovillosus.
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5. Resultados

5.1.Fracionamento cromatografico e analises por Espectrometria de
Massa
A peconha bruta de N. coloratovillosus foi fracionada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia de Fase Reversa (RP-HPLC) e produziu perfis reprodutiveis,
resultando na eluicdao de 35 fragdes. As fracdes em destaque na figura referem-se

aquelas que apresentaram algum tipo de atividade bioldgica (figura 9).
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Figura 9. Perfil cromatografico tipico do fracionamento da pegonha bruta de N. coloratovillosus.
Fracionamento por RP-HPLC, coluna analitica C18 Shim-pack CLC-ODS (4,6 mm x 250 mm). As fracdes
cromatograficas foram monitoradas em 216 nm (linha preta) e 280 nm (linha cinza).

O perfil cromatografico obtido de 1 mg de peconha bruta, em coluna C18 de
fase reversa foi similar entre as peconhas brutas de machos e fémeas de N.
coloratovillosus, revelando diferengas apenas quantitativas entre as fragdes, como é

mostrado na figura 10.
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Figura 10. Sobreposicdo do perfil cromatografico de 1 mg de pegonha bruta de fémeas (preto) e
machos (azul) de N. coloratovillosus. Fracionamento por RP-HPLC, coluna analitica C18 Shim-pack CLC-
ODS (4,6 mm x 250 mm).

O perfil de massas moleculares caracteristico da peconha de N. coloratovillosus
foi obtido por meio de analises de espectrometria de massa em sistema MALDI-TOF de
cada uma das fracdes cromatograficas obtidas no primeiro fracionamento. A tabela 4

apresenta todos os 46 componentes detectados, separados por faixas de massa (m/z).

As massas detectadas (m/z) em cada uma das 35 fragdes cromatograficas foram
agrupadas (tabela 5). Destaca-se a abundancia na faixa 500-999 m/z, um total de 16
componentes, representando mais de 30% do total de massas moleculares observadas

(figura 11).
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Tabela 4. Massas obtidas nas frag6es cromatograficas em fracionamento por RP-HPLC da peconha bruta de Nhandu coloratovillosus. Dados obtidos a partir de analise
utilizando espectrometro de massa MALDI-TOF, nos modos refletor (matriz a-ciano 4-hidroxi-cinamico) e linear (matriz acido sinapinico) com intervalo de faixa de 500 a
20000 m/z.

500-999 1000-1499 1500-1999 2000-2499 2500-2999 3000-3499 3500-3999 4000-4499 4500-4999 5000-5499 5500-5999 6000-6499 6500-6999 7000-7499 7500-7999 8000-8499

580,60 2017,18 3162,11  3947,91 4714,16 5132,77 566421 6701,64  7016,97 8330,70
601,21 2099,28 3363,19  3950,01 4737,10  5209,68  5686,94 6907,40  7253,32
615,51 2198,29 3983,68 522555  5883,95 6988,69

653,68 2333,91 5375,43  5902,06

657,36 2356,77 5473,71

662,26 5478,66

708,82 5488,80

729,23 5489,19

774,17

785,71

788,83

841,78

844,76

847,68

902,70

905,55
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Tabela 5. Massas obtidas por fragao cromatografica em fracionamento por RP-HPLC da pegonha bruta
de N. coloratovillosus. Dados obtidos a partir de analise utilizando espectrometro de massa MALDI-TOF,
nos modos refletor (matriz a-ciano 4-hidroxi-cindmico) e linear (matriz acido sinapinico), com intervalo
de faixa de 500 a 20000 m/z.

Fragdo  Massa Molecular (m/z)

1 ND
2 ND

3 ND

4 ND

5 ND

6 ND

7 662,26

8 ND

9 580,60 601,21 708,82

10 601,21 729,23 785,71 847,68

11 601,21 653,68 657,36 729,23 78571 788,83 841,78 844,76 902,70
12 601,21 729,23

13 601,21 653,68 729,23 785,71

14 601,21 729,23

15 601,21 615,51 657,36 774,17 905,55
16 2356,77  6701,64  6907,40

17 7093,17

18 5132,77  5902,06

19 4737,10  5209,68 522555 537543  5883,95
20 5478,66  5686,94

21 2017,10  2744,40  5478,66

22 5489,19  5664,21  6988,69

23 3950,01  5488,80

24 3363,19  3947,91  8330,70

25 3363,19  3947,91  8330,70

26 2099,28  2198,29

27 2198,29

28 2198,29  2333,91

29 2333,91  7253,32

30 ND

31 4714,16  3983,68  3162,11

32 ND

33 ND

34 ND

35 ND

ND — N3o-detectado.
Em negrito destacam-se os dois componentes mais abundantes e freqientes de GF1.
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Figura 11. Freqiiéncia dos componentes de massas obtidas das fraces cromatograficas da pegonha de
N. coloratovillosus. Dados obtidos a partir de analise utilizando espectrometro de massa MALDI-TOF,
nos modos refletor (matriz a-ciano 4-hidroxi-cindmico) e linear (matriz acido sinapinico) com intervalo
de faixa de 500 a 20000 m/z.

A figura 12 mostra a distribuicdo de massas moleculares encontradas na
peconha de N. coloratovillosus por MALDI-TOF em relacdo ao tempo de retencdo e
porcentagem de acetonitrila necessaria para a eluicdo em sistema RP-HPLC. Todas as
fracoes observadas apresentam massas moleculares abaixo de 10 kDa (utilizando

intervalo de faixa de prospecc¢do de 500 a 20000 m/z).

9000 - 60
8000 -
7000 -
6000 -

>

[}

o

., 5000 1 g

~ -

£ =4

4000 - 2

Q\j
3000 -
2000 -
1000 -

0 |0

0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo de Retengdo (min)

Figura 12. Distribuicdo dos componentes de massas em relagdo a hidrofobicidade. A linha cinza indica
o gradiente de acetonitrila.
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5.2.Ensaios com a peconha bruta de N. coloratovillosus e GF1

5.2.1. Perfil eletroforético

A peconha bruta de N. coloratovillosus foi separada por eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% como descrito anteriormente.
As amostras foram fervidas ou ndo e/ou reduzidas ou n3o, para averiguar as diferencas
nos padrdes de migracdo. Foi possivel observar, em todas as condicGes, que as
proteinas de massa molecular préximas a 40 kDa sdo responsaveis pela maior parcela
do peso seco total da pegonha bruta (figura 13). Além disso, a pegonha bruta nao-
reduzida (figura 13, pocos 3, 4, 3’ e 4’) apresenta uma maior quantidade de proteinas
de alto peso molecular (maiores do que 120 kDa) quando comparada com a pegonha
reduzida (figura 13, pocos 1, 2, 1’ e 2’). As proteinas de baixa massa molecular sé
puderam ser visualizadas apds coloragdo com nitrato de prata (figura 13, pocos 1’, 2/,
3’ e 4’) e estavam ligeiramente mais visiveis nas amostras reduzidas (figura 13, pocos

1"e2).

waM 1 2 3 4 1’ 2 3 4

220
160
120
100
90

60
50

Figura 13. Perfil eletroforético da pegonha bruta de N. coloratovillosus (40 pg) em SDS-PAGE 12%. (M)
Marcador de massas moleculares (BenchMark Protein Ladder, Invitrogen); (1, 2, 3 e 4) gel corado com
Azul de Comassie, (1’, 2, 3’ e 4’) gel corado com nitrato de prata; (1 e 1’) amostras reduzidas e fervidas;
(2 e 2’) amostras reduzidas e ndo-fervidas; (3 e 3’) amostras ndo-reduzidas e fervidas e (4 e 4’) amostras
nao-reduzidas e ndo-fervidas.
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5.2.2. Zimograma SDS-PAGE - Caseinolitico, Gelatinolitico e

Hialuronidasico

A atividade caseinolitica foi visualizada por meio de zimografia. A aplicacdo de
40 pg de peconha bruta fresca de N. coloratovillosus em gel SDS-PAGE 8% co-
polimerizado com 0,1% (p/v) de caseina, incubado em pH 8,0, revelou bandas com
uma leve atividade caseinolitica acima de 160 kDa para a amostra reduzida (figura 14-
B, poco 2) e acima de 220 kDa para a ndo-reduzida (figura 14-B, poco 4). A atividade
mostrou-se mais intensa na amostra ndo-reduzida e ao serem fervidas nao
apresentaram atividade (figura 14-B, pocos 1 e 3). Ndo foi observada atividade

gelatinolitica sob as mesmas condigdes (figura 14-C).

A B C

3 4 L 2 3 4 1 2 3 4
kDa
220
160
120
100
S0
80
70
60
S0 -
40 - - -
-
30

Figura 14. Zimograma em SDS-PAGE 8% da pegonha bruta fresca (40 pg) de N. coloratovillosus. (A)
Perfil eletroforético em SDS-PAGE 8%; (B) Zimograma caseinolitico, caseina 0,1%; (C) Zimograma
gelatinolitico, gelatina 0,1%; (M) Marcador de massas moleculares (BenchMark Protein Ladder,
Invitrogen); (1) amostra reduzida e fervida; (2) amostra reduzida e ndo-fervida; (3) amostra nao-
reduzida e fervida; (4) amostra ndo-reduzida e ndo-fervida. Os géis foram corados com Azul de Comassie

G250.
A aplicacdo de 20 ug da peconha bruta de N. coloratovillosus revelou uma forte

atividade hialuronidasica em uma banda entre 35 e 50 kDa (figura 15).
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Figura 15. Zimograma hialuronidasico em SDS-PAGE 12%, acido hialuronico 0,14%. (M) Marcador de

massas moleculares (Broad Range Protein Molecular Weight Markers); (*) Pegonha bruta de N.
coloratovillosus (20 ug).

5.2.3. Atividades antimicrobiana e hemolitica

A peconha bruta de N. coloratovillosus (pool de machos e fémeas) foi testada
em diluicdo seriada, concentracdo inicial de 1024 pg/mL, para detectar possivel
inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli
(ATCC 25922). A concentragao inibitéria minima da pegonha bruta de N.
coloratovillosus foi de 256 ug/mL para S. aureus (Figura 16-A) e 1024 ug/mL para E. coli
(figura 16-B).
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Figura 16. Inibi¢do do crescimento de S. aureus (A) e E. coli (B) causada pela peconha bruta de N.
coloratovillosus. Maior concentragdo utilizada de 1024 pg/mL.

A partir do material obtido com duas cromatografias, realizou-se um ensaio
preliminar das fragdes majoritarias presentes na pegonha de N. coloratovillosus para
testar a atividade antimicrobiana contra S. aureus e E. coli. O grupo de fracdes 1 (GF1)
e as fracBGes 20 e 24 apresentaram inibicdo de crescimento para E. coli (tabela 6) com

porcentagem de inibicdo variando entre 75 e 83,90%, enquanto que todas as fra¢oes
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testadas apresentaram inibicio de crescimento para S. aureus (tabela 6) com

porcentagem de inibi¢ao variando entre 2,96 e 56%.

Ndo foi detectada atividade hemolitica para a peg¢onha bruta de N.
coloratovillosus (concentragdo inicial de 1,5 mg/150 uL) e nem para o grupo de fracdes
1 (GF1) e fragdes 16, 20, 24 e 29.

Tabela 6. Porcentagens de inibicao de crescimento microbiano e atividade hemolitica das fragdes

majoritarias de N. coloratovillosus. FracGes 16, 20, 24 e 29 e grupo de fragdes 1 (GF1) contra bactérias
as patogénicas Escherichia coli (ATCC 25923) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), (-) sem atividade.

FragOes GF1 16 20 24 29
E. coli 75% - 75,84% 83,90% -
S. aureus 15,19% 24% 2,96% 6,30% 56%
Hemolitico - - - - -

5.1.1 Ensaio farmacoldgico em nervo periférico de anfibio

O efeito farmacoldgico de 1,5 mg (dissolvido em 400 pL de solugdo Ringer) da
peconha bruta de N. coloratovillosus (pool de machos e fémeas) foi testado em nervo
cidtico de ra Lithobates catesbeianus. Foi registrada alteracdo do potencial de acdo
composto apds a aplicacdo do extrato bruto, conforme mostrado na figura 17. Apds 10
min da aplicacdo da peconha, o potencial de acdo composto foi reduzido em mais de
95% (figura 17-B) em relagdo ao registro controle (figura 17-A). Mesmo apds 30 min de
lavagem com solucdo Ringer para retirada da peconha (figura 17-C), ndo foi mais
possivel observar a formacao do potencial de a¢do, demonstrando um efeito

irreversivel no bloqueio da transmissao dos impulsos nervosos.
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Figura 17. Ensaio farmacoldgico em nervo ciatico isolado de ra. (A) Potencial de agdo composto antes
da aplicacdo de 1,5 mg/400 uL de peconha bruta de N. coloratovillosus; (B) potencial de acdo composto
10 minutos apds a aplicacdo de 1,5 mg/400 uL de pegonha bruta de N. coloratovillosus; (C) potencial de
acdo composto apds 30 minutos de lavagem com solugdo Ringer para retirada da pegonha.

5.2.4. Ensaio farmacoldgico em nervo periférico de anfibio com GF1

O efeito farmacoldgico de 100 pg/400 pL do grupo de fragdes 1 (GF1) em nervo
cidtico de ra foi diferente do observado com a aplicacdo da peconha bruta (figura 18
versus figura 17). Apdés 10 min da aplicacdo da amostra na camara-teste, houve uma
ligeira diminuicdo do potencial de acdo composto registrado (figura 18-B) em relacdo
ao registro controle (figura 18-A), acompanhado de um pequeno deslocamento para
direita, possivelmente ocasionado por uma alteracdo no tempo de abertura dos canais

para Na’ voltagem-dependentes.
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Figura 18. Ensaio farmacoldgico no nervo ciatico isolado de ra. (A) Potencial de agdo composto antes
da aplicacdo de 100 pg/400 pL de GF1; (B) potencial de agdo composto 10 minutos apds a aplicagdo de
100 pg/400 uL de GF1; (C) potencial de agdo composto apds 30 minutos de lavagem com solugdo Ringer
para retirada da amostra.

5.3.Purificacao e caracterizacao dos componentes

5.3.1. Recromatografias e Espectrometria de Massa MALDI-TOF

Ap0s realizagdo do ensaio antimicrobiano preliminar para as fragdes 16, 20, 24
e 29 e grupo de fracdoes 1 (GF1), as fracOes de interesse 16, 20, 24 e 29 foram
submetidas a recromatografia para purificacdo dos componentes responsaveis pela

atividade bioldgica apresentada.

A fracdo 16 foi recromatografada para a obtencao do seu componente principal
RF16 (figura 19-A) e analisada em sistema de espectrometria de massa em MALDI-TOF

para verificacdo da pureza da amostra (figura 19-B).
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Figura 19. Purificagdo da fragcdo 16. (A) Recromatografia da Fracdo 16 (RF16) em sistema RP-HPLC,
coluna analitica C18 Phenomenex Luna 3u 100 A (4,6 mm x 150 mm), gradiente de acetonitrila
otimizado; (B) Espectrograma de massa em sistema MALDI-TOF, matriz acido sinapinico, modo linear.

A figura 20-A mostra a recromatografia da fracdo cromatografica 20 (RF20) e o

espectrograma de massa do componente RF20 (figura 20-B).
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Figura 20. Purificacdo da fragdo 20. (A) Recromatografia da fracdo 20 (RF20) em sistema RP-HPLC,
coluna analitica C18 Phenomenex Luna 3u 100 A (4,6 mm x 150 mm), gradiente de acetonitrila; (B)
Espectrograma de massa em sistema MALDI-TOF, matriz acido sinapinico, modo linear.

A figura 21-A mostra a recromatografia da fracdo cromatografica 29 (RF29) e o

espectrograma de massa do componente RF29 (figura 21-B).
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Figura 21. Purificagdo da fragdo 29. (A) Recromatografia da fracdo 29 (RF29) em sistema RP-HPLC,
coluna analitica C18 Phenomenex Luna 3u 100 A (4,6 mm x 150 mm), gradiente de acetonitrila
otimizado. (B) Espectrograma de massa em sistema MALDI-TOF, matriz acido sinapinico, modo linear.

A atividade hialuronidasica detectada na peconha bruta de N. coloratovillosus
foi identificada como uma banda com massa molecular entre 35 e 50 kDa (figura 15).
Nagaraju e colaboradores (2007) identificaram uma banda de massa molecular
aproximada de 42 kDa como a responsavel pela atividade hialuroniddsica na peconha
bruta de Hippasa partita. A proteina responsavel por tal atividade em H. partita foi
isolada, apresentando eluigdo em aproximadamente 50% de acetonitrila por RP-HPLC.
A trigésima segunda fracdo cromatografica identificada na peconha bruta de N.
coloratovillosus apresentou caracteristicas similares aquelas encontradas no trabalho
de Nagaraju e colaboradores (2007). Desta maneira, a fracdo 32 foi purificada e
submetida a analise por MALDI-TOF MS, com faixa de prospecc¢do de massas variando
entre 20 e 45 kDa, ja que a banda que apresentou atividade hialuronidasica possui

massa molecular entre 35 e 50 kDa.

A figura 22-A mostra a recromatografia da fracdo cromatografica 32 (RF32) e o
espectrograma de massa de RF32 (figura 22-B), com deteccdo de um componente de

massa molecular de aproximadamente 42 kDa.
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Figura 22. Purificagdo da fragdo 32. (A) Recromatografia da fracdo 32 (RF32) em sistema RP-HPLC,
coluna C18 Phenomenex Onyx Monolithic (4,6 mm x 100 mm), gradiente de acetonitrila otimizado. (B)
Espectrograma de massa em sistema MALDI-TOF, matriz acido sinapinico, modo linear.

5.3.2. Reducio/Alquilacio e Peptide Mass Fingerprinting (PMF)

A fracdo purificada RF20 foi submetida a redu¢do com DTT e alquilagdo com 4-
vinilpiridina a fim de proteger os residuos de cisteina possivelmente presentes em sua
estrutura. Aliquotas dessa fracao foram analisadas por MALDI-TOF para determinar o

numero de residuos de cisteina presentes nos peptideos.

A massa molecular de RF20 apds reducdo e alquilagcdo observada foi de 6336,28
m/z (figura 23), uma diferenca de 857,62 em relagdo a massa molecular do peptideo

nativo (5478,66 m/z), evidenciando a presenca de oito residuos de cisteina (a massa da

cisteina é acrescida em 105 apés alquilagdo).
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Figura 23. Espectrograma de massa (MALDI-TOF) da RF20 nativa (em azul) e da RF20 reduzida e
alquilada (em roxo). A redugdo foi realizada com DTT e alquilagdo com 4-vinilpiridina.

Apds reducdo e alquilacdo, e hidrélise de RF20 com tripsina, os digestos foram
analisados por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF. A identificacdao de
proteinas foi realizada por meio de Peptide Mass Fingerprinting (PMF) usando o

software MASCOT (http://www.matrixscience.com). A pontuacdo de probabilidade

calculada pelo software foi usada como critério para a correta identificacdo do
peptideo, onde escores maiores do que 78 foram considerados significantes (p < 0,05)

(figura 24).

Foi obtido um total de 14 fragmentos apds digestao com tripsina, e a busca por
similaridades usando o software MASCOT revelou que sete desses fragmentos
apresentaram similaridade com uma toxina isolada de Lasiodora sp., a theraphotoxina
Lplb ou toxina LTx2. Ndo foram identificadas proteinas por PMF das fracdes

purificadas RF16, RF29 e RF32.
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Figura 24. Identificagao de RF20 por Peptide Mass Fingerprinting revelou alta similaridade com LTx2. A
identificagdo foi realizada por meio de buscas utilizando o software MASCOT
(http://www.matrixscience.com) contra o banco de dados n3o redundante NCBI.
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Apesar de o PMF ser amplamente utilizado para identificacdo de homadlogos, a
confirmacgdo da sequencia do peptideo é imprescindivel, seja por seqlienciamento de
novo ou por degradacdao de Edman. Desta forma, mesmo identificando uma alta
similaridade entre RF20 e LTx2 por meio de PMF, houve a tentativa de
seqlienciamento por MS/MS (operado no modo LIFT). Entretanto, poucos espectros
obtidos na fragmentac¢do apresentaram viabilidade para o seqlienciamento, ndao sendo
possivel seqlienciar um grande nimero de residuos de aminoacidos. Sendo assim, o

seqlienciamento N-terminal por degrada¢ao de Edman fez-se necessaria.

5.3.3. Sequenciamento, alinhamentos e similaridades

O seqiienciamento N-terminal por degradacao de Edman resultou na obtencao
de uma sequencia parcial de 38 residuos de aminoacidos:
LFECTFECDIKPEGKPCKPKGCKCDNKDNKTNKKC_GGW. Por MS/MS (operado no modo
LIFT) foi possivel acrescentar dois residuos de aminoacidos a sequencia previamente
obtida por Edman. O seqlenciamento de novo do fragmento de m/z 898,43, obtido

por digestdo triptica, resultou na sequencia KCSGGWR (figura 25).
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Alinhando a sequencia obtida por Edman a sequencia obtida por

seqlienciamento de novo do fragmento de m/z 898,48, temos:

LFECTFECDIKPEGKPCKPKGCKCDNKDNKTNKKC_GGW

KCSGGWR;
onde o espacgo nao resolvido existente entre o sexto residuo de cisteina e o residuo de
glicina corresponde a um residuo de serina. Também foi possivel identificar um residuo
de arginina apds o residuo de triptofano. Desta maneira, a combinagdo de ambas as
técnicas permitiu o seqiienciamento de 40 residuos com sequencia parcial final:

LFECTFECDIKPEGKPCKPKGCKCDNKDNKTNKKCSGGWR.

A busca por similaridades em bancos de dados e posterior alinhamento
confirmaram que a sequencia N-terminal parcial obtida apresenta identidade de 90%
com LTx2 (figura 26). Um total de doze toxinas isoladas da pegonha de aranhas

apresentou similaridade com RF20, com identidades variando entre 90 e 56%.

Toxina Sequencia a.a. (%)
RF20 LFEETFEEDIKPEGKPEKPKGEKEDNKDNKTNKKESGGWR-———————— 40
LTx2 LFE@TFEEDIKKEGKPEKPKGEKEDDKDNKDHKKESGGWREKLKLELKTI 49 90
LTx3 FFEQTFEEDIKKEGKPEKPKCGEKED DKDNKDHKKESGCWREK LKLELKF 49 87
LTx1 FFEQTFEEDIKKEGKPEKPKCEKEK DKDNKDHKKESGGWREK LKLELKF 49 85

LpTxl  FFEGTFEEDIKKEGKPEKPKGEKEKDKDNKDHKKESGCWREKLKLELKF 49 85
LpTx2  FFEGTLEEDIKKEGKPEKPKGEKEN DKDNKDHKKESGCWREKLKLELKF 49 82

Ba2 IFEEVESEDIKKEGKPBKPKG-—-—-—-—-- EKKETGOWREK IKLELKI 39 61
BsTxla IFEGVESEBDIEKEGKPEKPKG----—------ EKK@SGGWKEKIKLELKI 39 58
ESTX2  IFEGVESEBDIEKEGKPEKPKG---—----—- EKK@SGGWKEKIKLELKI 39 58
Bal ILEGVESBDIKKEGKPEKPKG-—-—-——-—- EKK@TGEGWREBKIKLELKI 39 58
JZTX8.2 LFE@SFSEBDIKKNGKPEKGSG--—------- EKKESGGWREKMNFEVKY 39 56
ESTX1  IFEGVFSEBDIEKEGKPEKPKG---—------ EKKETGEWKEK IKLELKT 39 58
BsTx5  IIEGVEFSEBDIEKEGKPEKPKG----—------ EKKESGGWKEKIKLELKT 39 56

e e kk o KKk k. ek kK kK * *kkkkKkkKk Kk

Figura 26. Alinhamento do fragmento N-terminal de RF20 realizado por meio do programa ClustaW
(Thompson et al., 1994). LTx1, LTx2 e LTx3 (Lasiodora sp.; Vieira et al., 2004); LpTx1 e LpTx2 (Lasiodora
parahybana; Escoubas et al., 1997); Bal e Ba2 (Brachypelma albiceps; Corzo et al.,, 2009); BsTxla e
BsTx5 (Brachypelma smithi; Kaiser et al.,1994); ESTX1 e ESTX2 (Aphonopelma sp.; Savel-Niemann, 1989);
JZTX8.2 (Chilobrachys jingzhao; Chen et al., 2008). “*”: residuos idénticos, “.”: substituicdo conservativa,

“w,n,

:”: substituicdo semi-conservativa.
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5.4.1dentificacao da hialuronidase
Atividade hialuroniddsica foi detectada aplicando-se 20 ug da peconha bruta de
N. coloratovillosus (figura 27-1) e 10 ug (figura 27-2) e 20 pg (figura 27-3) de RF32 em
gel SDS-PAGE 12% contendo 0,14% (p/v) de acido hialurénico como substrato (figura
27). A digestao do acido hialurénico, identificada como zonas claras contra o fundo
corado em azul no gel para ambas as amostras, confirmou que RF32 é a responsavel

pela a atividade hialuronidasica detectada na peconha de N. coloratovillosus.
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Figura 27. Zimograma hialuronidasico em SDS-PAGE 12%, acido hialurénico 0,14% da pegonha bruta
de N. coloratovillosus e RF32. (M) Marcador de massas moleculares (Broad Range Protein Molecular
Weight Markers); (1) Peconha bruta de N. coloratovillosus (20 ug); (2) RF32 (10 pg); (3) RF32 (20 ug).

5.5.Ensaios com RF20
5.5.1. Determinacio do MIC

Os dados obtidos no ensaio preliminar com as fragdes majoritarias presentes na
peconha de N. coloratovillosus revelaram que a fracdo 20 ndo possui atividade
hemolitica e foi responsavel pela segunda maior atividade antimicrobiana contra E. coli
(tabela 6). Todavia, o componente purificado da fracdo 20 (RF20), foi testado em
diluicao seriada para a determina¢dao do MIC em E. coli e S. aureus. Utilizando uma
concentracdo inicial de 128 uM, ndo houve inibicdo do crescimento para ambas as

bactérias.

Os demais componentes purificados que apresentaram atividade
antimicrobiana no ensaio preliminar (fracées 16, 24 e 29) ndo foram acumulados em

guantidade ou pureza suficientes para a determinag¢do do MIC.
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5.5.2. Ensaio farmacoldgico em nervo periférico de anfibio

O efeito farmacolégico de 90 nM de RF20 foi testado em nervo cidtico de ra
Lithobates catesbeianus. Nao foi registrada alteracao significativa do potencial de acdo

composto apods a aplicagdo da amostra, conforme mostrado na figura 28.

29,04}

14,52}

Voltagem (mv)

Tempo {ms)

Figura 28. Ensaio farmacoldgico em nervo ciatico isolado de ra. (A) Potencial de agdo composto antes
da aplicacdo de 200 pg/400 pL (90 nM) da Fragdo 20; (B) potencial de agdo composto 10 minutos apds a
aplicagdo de RF20; (C) potencial de agdo composto apds 30 minutos de lavagem com solugdo Ringer
para retirada da amostra.

5.5.3. Ensaio cardiot6xico

A aplicacdo de 365 nM de RF20 na fatia de coracdo isolado de L. catesbeianus

causou um pequeno declinio reversivel na amplitude do estimulo, conforme figura 29.

RF20 Lavagem

J wla &

g

Figura 29. Microcardiograma da fatia de ventriculo isolado de L. catesbeianus ap6s aplicagdo de 365
nM de RF20. A barra horizontal representa um periodo de 10 segundos e a barra vertical uma forga de
contrac¢do equivalente a um grama.
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6. Discussao

6.1. Componentes da peconha de N. coloratovillosus

Para obtencdo do perfil peptidico e protéico presente na peconha bruta de N.
coloratovillosus foi utilizado uma combinacdo das técnicas de Cromatografia Liquida
(RP-HPLC), eletroforese (SDS-PAGE) e espectrometria de massa (MALDI-TOF).
Cromatografia e espectrometria de massa fornecem uma visdo detalhada de
componentes <10 kDa. Em contraste, o perfil eletroforético que se obtém por SDS-
PAGE produz menor resolucdo para componentes de baixa massa molecular, mas
fornece uma melhor visdao para polipeptideos e proteinas com massa molecular >10

kDa.

Os perfis cromatograficos obtidos por RP-HPLC com a utilizacdo de 1 mg de
peconha bruta apresentaram consideravel similaridade, observando-se a eluicdo de 35
fracbes bem separadas (com exce¢do do grupo de fragcdes 1 — GF1) (figura 9).
Sugerimos que o grupo de fracdes 1 (GF1) faca parte do grupo das acilpoliaminas, por
apresentarem dificil separacao (coeluem entre 27 e 32 minutos), carater hidrofilico e
componentes de baixa massa molecular (500 — 800 m/z). Dados da literatura sugerem
que fracbes que eluem no comeco em sistemas de cromatografias de fase reversa
apresentam como caracteristicas componentes de baixa massa molecular como
aminas biogénicas e poliaminas (Adams et al., 1989; Skinner et al., 1990; Quistad et al.,
1991). Componentes que eluem entre 35 — 55% de acetonitrila sdo provavelmente
peptideos com massas moleculares variando entre 2000 — 8000 Da e componentes
qgue eluem no final da cromatografia podem representar componentes com massa
molecular acima de 10000 Da. As fracOes de interesse eluiram entre 25 — 60 min de

tempo de retenc¢do e foram utilizadas no presente estudo.

Os dados obtidos a partir de andlise utilizando espectrometro de massa MALDI-
TOF, nos modos refletor (matriz a-ciano 4-hidroxi-cindamico) e linear (matriz acido
sinapinico) com intervalo de faixa de prospec¢do de 500 a 20000 m/z, revelaram a
presenca de 46 componentes de massa variando entre 500 e 8500 m/z, ndo sendo
observados componentes de massa acima de 10 kDa. Esses resultados demonstram

gue a peconha de N. coloratovillosus contém um numero de componentes peptidicos

64



inferior ao encontrado em peconhas de outras aranhas da familia Theraphosidae

(Gentz et al., 2009; Guette et al., 2006; Escoubas et al., 1998).

A analise por MALDI-TOF MS do perfil peptidico obtido da pegonha de 55
tarantulas (Escoubas e Rash, 2004) revelou uma distribuicdo de massas moleculares
bimodal, isto é, 57,8% dos peptideos detectados estdo na classe central de 3500 a
4500 Da, e uma distribuicdo secundaria (6,9%) na classe que vai de 6500 a 7000 Da. No
entanto, o perfil obtido por espectrometria de massa da peconha de N.
coloratovillosus mostra que 21,73% dos peptideos detectados se encontram numa
faixa de 2000 a 4000 m/z e outros 30,43% numa faixa de 4000 — 6000 m/z, ambos
totalizando 52,17% da peconha total, além de 13,04% entre 6000 e 8500 m/z. Se
considerarmos que a massa média de um residuo de aminodacido seja 118,66 + 30,10
Da (Escoubas e Rash, 2004), podemos inferir que mais de 52% dos peptideos

detectados contém entre 19 e 50 residuos de aminoacidos.

As analises do grupo de fracdes GF1 em sistema MALDI-TOF MS no modo
refletor permitiram a deteccdo de 16 componentes (tabela 4). Mais de 30% dos
componentes detectados na peg¢onha bruta de N. coloratovillosus apresentaram
massas moleculares entre 500 e 1000 m/z (figura 11). Os dois componentes mais
abundantes e frequentes nos espectrogramas para GF1 foram os componentes 601,21
e 729,23 m/z (tabela 5). Sugerimos que esses dois componentes sejam acilpoliaminas.
Skinner e colaboradores (1990) caracterizaram parcialmente duas acilpoliaminas
identificadas na aranha Aphonopelma chalcodes. Esses dois componentes
correspondiam as duas fracdes mais proeminentes do cromatograma da pec¢onha
bruta de A. chalcodes, sendo entdo purificadas e subsequentemente analisadas por
LMSI-MS, mostrando uma predomindncia de componentes com massas protonadas
[M+H]* de aproximadamente 601 e 729 m/z. As acilpoliaminas foram designadas
APCgoo € APCs5 € suas andlises mostraram a presenca de uma espermina e um
componente 1,3-diaminopropano em ambos os componentes, ndo apresentando
aminodcidos em sua estrutura. Em 1993, McCormick e Meinwald sugeriram uma

estrutura ndo completamente elucidada para essas duas acilpoliaminas (figura 30).
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Figura 30. Estrutura proposta parcialmente elucidada para as acilpoliaminas APCg € APC;,5. Adaptado
de McCormick e Meinwald (1993).

O perfil de massas moleculares obtido por MALDI-TOF MS da glandula de
peconha de Lasiodora parahybana (Guette et al., 2006) apresentou 18 moléculas
protonadas como biomarcadores. Dentre essas moléculas, destacam-se duas
acilpoliaminas de massas moleculares protonadas 601,38 e 729,35 m/z, muito
proximas as encontradas na pegonha bruta de N. coloratovillosus (tabela 5, em
negrito). Acilpoliaminas com massas muito semelhantes a essas foram também

identificadas na pegonha bruta de Lasiodora sp. (Vizzotto, 2009).

O perfil cromatogréfico obtido de 1 mg da peconha bruta de machos e de
fémeas de N. coloratovillosus revelou diferengas apenas quantitativas (figura 5), nao
existindo a presenca de fracGes sexo-especificas. Similarmente, os perfis
cromatograficos da peconha de machos e fémeas de Atrax versutus se mostraram
muito similares (Sheumack et al, 1984). Entretanto, Richardson e colaboradores
(2006) verificaram que em geral, a peconha de machos de aranhas do género
Phoneutria, apresentou maior nimero de componentes do que na peconha de fémeas.
Foram também detectadas diferencas qualitativas relacionadas ao sexo entre as
peconhas de machos e de fémeas de A. robustus, no qual os perfis cromatograficos e
perfis eletroforéticos se mostraram significativamente diferentes (Rash e Hodgson,
2002). Escoubas e colaboradores (1999) encontraram diferencas qualitativas e
guantitativas em seis das oito espécies de aranhas examinadas. Essas observacoes
indicaram que o sexo pode ser considerado um fator substancial na variacao

intraespecifica da peconha de aranhas.
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O perfil eletroforético da pegonha bruta de N. coloratovillosus por SDS-PAGE
12% revelou uma variedade de bandas com massas moleculares entre
aproximadamente 20 e 220 kDa (figura 13). O gel corado com nitrato de prata (figura
13, pogos 1’, 2/, 3’ e 4’) revelou um maior nimero de bandas, principalmente abaixo

de 40 kDa, do que o gel corado com Comassie Blue (figura 13, pocos 1, 2, 3 e 4).

A diferenga entre o perfil eletroforético de amostras nao-reduzidas e reduzidas
indica a presenca de pontes dissulfeto em alguns dos componentes da pegconha de N.
coloratovillosus. Estas pontes podem ser responsaveis pelo aumento da velocidade de
migracdo da banda de aproximadamente 90 kDa em amostras reduzidas (figura 13,
pocos 1, 1’, 2 e 2" versus 3, 3’, 4 e 4’), devido a uma maior facilidade de
macromoléculas linearizadas migrarem na matriz de poliacrilamida, ou até mesmo a
participacdo das mesmas na formagcdao de um complexo dimérico. J4 a banda de
aproximadamente 40 kDa apresentou uma maior taxa de migracdo quando a amostra
nao foi reduzida, sugerindo que as pontes dissulfeto possivelmente apresentem um

papel de compactacdo deste componente especifico.

No entanto, comparando-se as amostras fervidas e nao-fervidas a principal
diferenca encontrada foi uma reducdo de intensidade das bandas tanto no gel corado
com Azul de Coomassie (figura 13, pocos 1 e 3 versus 2 e 4) quanto com nitrato de
prata (figura 13, pocos 1’ e 3’ versus 2’ e 4’). Tal fato pode ser explicado pela formacao
de agregados de proteinas desnaturadas, que ao terem suas regides hidrofébicas
expostas ao tampdo de amostra, formam precipitados que tém dificuldade em entrar
no gel separador. Esse agregado pode ser observado principalmente nas amostras
fervidas (figura 13, pocos 1, 1’, 3, 3’) como uma banda de alta massa molecular (maior

gue 220 kDa), exatamente na divisdo entre o gel concentrador e o separador.

Em ambas as coloracGes é possivel observar a presenca de duas bandas
principais: uma fracamente corada com massa molecular em torno de 90 kDa e outra
fortemente corada em torno de 40 kDa, responsaveis pela maior parcela da peconha
bruta. Gentz e colaboradores (2009) demonstram a presenca de dois componentes
principais por SDS-PAGE na peconha de seis aranhas da familia Theraphosidae, um

componente de aproximadamente 45 e 95 kDa. As massas moleculares desses
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componentes se aproximam muito com as encontradas no perfil eletroforético da
peconha bruta de N. coloratovillosus. Foi sugerido que essas proteinas possivelmente
correspondem a enzimas envolvidas no processamento e secrecdo de peptideos

menores (Gentz et al., 2009).

6.2.Ensaios preliminares com a pe¢conha bruta de N. coloratovillosus

As concentragdes inibitéorias minimas da peconha bruta de N. coloratovillosus
variaram entre as diferentes linhagens bacterianas. O MIC para S. aureus (256 pg/mL)
foi duas vezes maior do que para E. coli (1024 pg/mL) (figura 15-A e -B,
respectivamente). Interessantemente, no ensaio preliminar realizado com as fracGes
cromatograficas de interesse (tabela 6), as maiores inibicdes foram registradas contra
E. coli, porém, somente trés das cinco amostras testadas apresentaram atividade
(grupo de fragdes 1, fracdo 20 e fragdo 24), enquanto que todas as amostras testadas
apresentaram atividade contra S. aureus, ainda que a inibi¢do tenha sido menor que
25% (com excecdo da fracdo 29 com inibicdo de 56%). O fato de a peconha bruta
apresentar maior atividade antibacteriana contra S. aureus do que contra E. coli, pode
ser explicado por um possivel sinergismo entre as fracdes que a compdem, ja que as
maiores porcentagens de inibicdo para as fragGes cromatograficas isoladas foram

contra E. coli.

As diferengas de comportamento nos ensaios antimicrobianos contra E. coli e S.
aureus provavelmente estdo relacionadas as diferencas na composicdo da parede
celular de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, respectivamente. A parede
celular bacteriana é um obstdaculo a ser ultrapassado pelos peptideos antimicrobianos,
pois dificulta o acesso a superficie com cargas negativas da membrana (Bechinger,
1999). Desta maneira, hd diferenca na atividade desses peptideos em Gram-positivas e
Gram-negativas, devido as suas diferentes paredes celulares. Uma vez vencidas as
barreiras de acesso a membrana, é necessdria a interacdo com a superficie
negativamente carregada e o acimulo de uma concentracdo limiar de peptideos para

que estes possam atuar na camada lipidica (Yeaman e Yount, 2003; Bechinger, 1999).

A peconha bruta de N. coloratovillosus e nenhuma fracdo majoritdria testada

apresentaram atividade hemolitica. A auséncia dessa atividade, mesmo nas fracoes
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gue apresentaram atividade antimicrobiana, possivelmente esta relacionada as
diferencas existentes na composicdo de membranas celulares de eucariotos e

procariotos (Bechinger, 1999; Yeaman e Yount, 2003).

6.3. Atividades enzimaticas

6.3.1. Atividade proteolitica

No intuito de avaliar a presenca de atividades enzimatica e/ou proteasica na
peconha de N. coloratovillosus, foram realizados zimogramas da peconha bruta fresca
utilizando gelatina ou caseina como substrato. Ambos os zimogramas foram
submetidos as mesmas condicdes, incubagdao em tampao Tris-HCl 25 mM, pH 8,0 por
16 horas a 25 °C. Nessas condicdes, foi possivel observar apenas atividade caseinolitica
(figura 14-B), e tal atividade foi ligeiramente aumentada, acompanhada de um
aumento na massa molecular na amostra n3do-reduzida em comparacdo com a
reduzida (figura 14-B, pocos 4 versus 2). Isso pode ser explicado pela importancia de
pontes dissulfeto na manutencao da estrutura tridimensional da protease em questao.
Nao foi possivel observar atividade gelatinolitica nessas mesmas condigdes (figura 14-

C).

E importante salientar que, apesar da atividade caseinolitica parecer fraca, ndo
ha banda visivel no gel controle corado com Azul de Comassie com massa molecular
semelhante a da banda com atividade no gel com caseina (figura 14, A versus B). Isso
sugere que mesmo uma pequena concentracdo da enzima (ndo identificada com a
coloracdo por Azul de Comassie) é capaz de realizar a quebra do substrato no
zimograma. Nas amostras fervidas, ndo houve sinais de hidrélise, fato que contribui
para a hipdtese de que o responsavel pela atividade hidrolitica no gel € um composto

protéico.

A descricdo de atividade proteolitica para a pecgonha obtida por
eletroestimulacdo de Loxosceles reclusa (Eskafi e Norment, 1976; Jong et al., 1979) e
para a peconha de L. intermedia (Feitosa et al., 1998; Veiga et al., 1999; Veiga et al.,
2000a,b) abriu a critica de que essa atividade ocorria devido a uma contaminac¢do com
o egesto estomacal e de enzimas hidroliticas que se misturavam a peconha no

momento da coleta. Kuhn-Nentwig e colaboradores (2004) sugeriram que a presenca
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de uma atividade proteolitica significante é geralmente um bom indicador de
contaminagao por regurgito. Com a finalidade de responder se a presenca de
proteases na peconha é devido a contaminacdo com secre¢do abdominal, Da Silveira e
colaboradores (2002) testaram atividade protedsica com as peconhas de L. intermedia
e L. laeta coletadas diretamente das glandulas de peconha por microdissecacdo e
homogeneizagdao. O zimograma-SDS-PAGE da pec¢onha coletada por eletroestimulagao
foi comparado com o da peconha obtida da glandula, ndo havendo diferencas
significativas no perfil eletroforético. Nesse trabalho foi detectada atividade
gelatinolitica para moléculas entre 32 — 35 kDa, e essa atividade foi inibida por 1,10-
fenantrolina, suportando a idéia de que tal atividade é ocasionada por uma metalo-

protease.

Depois disso, diversos trabalhos demonstraram a presenga de atividade
proteolitica na peconha de aranhas, caracterizadas principalmente por serino e
metalo-proteases (Devaraja et al., 2008). Em 1998, Feitosa e colaboradores
identificaram duas diferentes metalo-proteases em L. intermedia: uma com atividade
fibronectinolitica e figrinogenolitica (20 — 28 kDa) e outra com atividade gelatinolitica
(32 — 35 kDa). Posteriormente, atividade metalo-protedsica foi encontrada em diversas
peconhas de aranhas e algumas foram até purificadas (Young e Pincus, 2001; Da
Silveira et al., 2002; Zanetti et al, 2002; Nagaraju et al., 2007). Barbaro e
colaboradores (2005) identificaram atividades caseinolitica e gelatinolitica em cinco
espécies de aranhas do género Loxosceles (L. deserta, L. gaucho, L. intermedia, L. laeta
e L. reclusa) com um amplo espectro de proteases, principalmente entre 18,1 e 31,8
kDa, das quais a maioria foi inibida com 1,10-fenantrolina, sugerindo que sejam
metalo-proteases. Entretanto, atividade proteolitica causada por uma serino-protease
de massa molecular entre 85 e 95 kDa foi relatada pela primeira vez na peconha de L.
intermedia (Veiga et al., 2000b). Em 2002, Joo e colaboradores descreveram e isolaram
uma serino-protease ativadora de protrombina do fluido corporal de Nephila clavata.
Em 2008, Devaraja e colaboradores isolaram e caracterizaram uma serino-protease de
baixa massa molecular da glandula de peconha de H. agelenoides, apresentando massa

de 16,35 kDa.
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Existem inUmeras razoes possiveis para a presenca de enzimas proteoliticas na
peconha de aranhas e escorpides. Essas enzimas podem atuar como fatores de
dispersao e espalhamento, aumentando a permeabilidade tecidual e facilitando a
dispersao de proteinas na pegonha. Eles podem ser responsaveis por pancreatite
observada em pacientes picados por escorpides, o que resulta de ativacdo de
tripsinogénio intrapancreatico (Almeida et al., 2002), e podem ainda estar envolvidas
no processamento pos-traducional de toxinas, como é sugerido para uma proteina
identificada em T. serrulatus, que se apresenta como uma versdao menor da TsKp

(Pimenta et al., 2001).

6.3.2. Atividade hialuronidasica

Uma forte atividade hialuroniddsica foi identificada na peconha bruta de N.
coloratovillosus por meio de zimografia utilizando acido hialurénico como substrato
(figura 15). Comparando o perfil cromatografico da peconha de N. coloratovillosus ao
perfil de H. partita (Nagaraju et al., 2007), identificamos uma fracdo cromatografica
que possivelmente seria a responsavel por tal atividade. Desta maneira, a fracao 32 foi
purificada (figura 22-A) e aplicada em zimograma hialuroniddsico juntamente com a
peconha bruta de N. coloratovillosus a fim de confirmar se essa fracdo era a
responsavel pela a atividade detectada. A aplicacdo de 10 e 20 pg da fracdo 32
purificada resultou em uma atividade claramente visivel, com massa molecular muito
semelhante aquela detectada na pegonha bruta (quando considerado o centro da

banda resultante da aplicacdo de 20 pg da peconha bruta) (figura 27).

A andlise de RF32 em MALDI-TOF MS revelou que esse componente possui uma
massa molecular de aproximadamente 42 kDa (figura 22-B). Esse resultado é
compativel com hialuronidases identificadas na peconha de outras aranhas. Além de
H. partita (Nagaraju et al., 2007), outros trabalhos relatam a identificacdo de
hialuronidases com massa molecular em torno de 40 kDa. Em 2005, Barbaro e
colaboradores identificaram atividade hialuroniddsica em um componente de
aproximadamente 44 kDa nas peconhas de L. deserta, L. gaucho, L. intermedia, L. laeta
e L. reclusa. Dois componentes de 41 e 43 kDa em L. intermedia (Da Silveira et al.,
2007) também apresentaram atividade. Entre aranhas de outros géneros, um

componente de aproximadamente 45 kDa apresentou atividade hialuronidasica em
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Vitalius dubius (Rocha e Silva et al, 2009) e a primeira purificagdo de uma
hialuronidase, de aproximadamente 42 kDa, foi realizada por Nagaraju e

colaboradores em 2007, da peconha de H. partita.

A maioria dos trabalhos que envolve atividade hialuronidasica foi realizada em
aranhas do género Loxosceles. Aranhas desse género sao popularmente conhecidas
como aranhas marrom, e podem causar um quadro clinico de envenenamento
nomeado Loxoscelismo. O Loxoscelismo é notdvel pelas lesdes hemorragicas e
dermonecrdticas seguidas de espalhamento gravitacional, podendo em alguns casos
induzir manifestacbes sistematicas como coagulacdo intravascular disseminada,
hemolise e faléncia renal (Futrell, 1992; Da Silva et al., 2004; Luciano et al., 2004;
Chaim et al., 2006; Swanson e Vetter, 2006). As lesdes na pele aparecem entre 4 e 12 h
apods a picada e sdo caracterizadas por edema e hemorragia local e pode progredir
para uma lesdo necrética. O efeito sistémico geralmente ocorre 24 — 48 h apds o
envenenamento. A presenca de edema, eritema e necrose sdao comuns, indicando a

ocorréncia de disturbios na matriz extracelular (Tan e Ponnundarai, 1992).

Acido hialurénico é um glisosaminoglicano de alta massa molecular, sendo o
principal componente da matriz extracelular de vertebrados, conectando filamentos
de proteinas, fibras de colageno e células do tecido conectivo (Laurent, 1989; Laurent
e Fraser, 1992). E importante para fertilizacdo, desenvolvimento embrionario,
migracao celular, cicatrizacdo e também pode estar envolvido em diversas desordens,
como na resposta inflamatéria, alérgica, artrite reumatdide e metastase de células
tumorais (Laurent e Fraser, 1986; Kreil, 1995). Hialuronidases podem ser utilizadas
como excelentes ferramentas para biologia celular, pesquisa em bioquimica e
aplicagdo em farmacéutica, pois estdo envolvidas na fertilizagdo de ovos. Essas
enzimas podem ser utilizadas como ferramentas de fertilizagdo in vitro e no desenho
de métodos contraceptivos, ja que inibidores de hialuronidases podem bloquear a
fertilizacdo (Kreil, 1995). Além do mais, devido a grande permeabilidade tecidual, elas
podem ser usadas para aumentar a absorcao de drogas (Bocci et al., 1986; Smith et al.,

1997; Menzel e Farr, 1998).
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6.4.Sequenciamento

A fracdo 20 corresponde a mais de 13% da quantidade proteica total
encontrada na pegonha de N. coloratovillosus. Além de ter sido responsavel pela
segunda maior atividade antimicrobiana contra E. coli (tabela 6) esta fracao foi
acumulada em quantidade suficiente para realizagdo dos ensaios biolégicos e
sequenciamento. Foi obtido cerca de 6 mg dessa fracdo purificada, contra um total de
300 ug da fragdao 16 e em torno de 200 ug da fragdo 29 (nao foi possivel purificar o
componente majoritario da fracdo 24). Desta forma, somente RF20 teve sua sequencia

N-terminal determinada.

Os resultados obtidos por PMF e degrada¢ao de Edman apontaram a LTx2
como a toxina que apresenta maior identidade com RF20, com 90% de identidade
(figura 26). A theraphotoxina Lplb ou LTx2 teve sua sequencia predita por banco de
cDNA da glandula de pegonha de Lasiodora sp. (Vieira et al., 2004). Dutra (2006) em
dissertagdo de mestrado, indicou uma atividade antimicrobiana desse peptideo na
concentra¢cdo de 400 mg/mL. Em 2008, Dutra e colaboradores realizaram ensaios
eletrofisiolégicos e indicaram que esta toxina modifica as oscilacdes do fon Ca™*
através da membrana, sugerindo que essa toxina pode atuar em canais para Ca""
voltagem-dependentes do tipo-L. LTx1 e LTx3 tiveram também suas sequencias
preditas por banco de cDNA (Vieira et al., 2004) e diferem entre si somente por um
residuo de aminodacido na posicdo 25 (figura 27). Ainda ndo se sabe qual a possivel

atividade bioldgica dessas duas toxinas.

A figura 31 mostra a proximidade entre os géneros Lasiodora e Nhandu, ambos
pertencentes a subfamilia Theraphosinae. A sequéncia conservada encontrada entre
as LTx’s e RF20, além de nos remeter a alta proximidade taxonGmica entre os dois

géneros, pode sugerir uma importancia evolutiva compartilhada dessa toxina.

Foi detectada a presenca de oito residuos de cisteina apds reducao e alquilacao
de RF20 (figura 23). Na sequencia N-terminal parcial obtida verifica-se a presenca de
seis dos oito residuos de cisteina. Todas as toxinas que apresentaram similaridade com
RF20 possuem esses residuos conservados na mesma posicao, sugerindo que dentre os

residuos ndo resolvidos encontram-se dois residuos de cisteina, provavelmente nas
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mesmas posicoes observadas no alinhamento (figura 26). Ainda analisando o
alinhamento, observa-se nas LTx’s a existéncia de uma sequencia conservada — KLKL —
entre os dois Ultimos residuos de cisteina, sugerindo que essa sequencia

possivelmente esta presente entre os residuos nao resolvidos de RF20.

As diferencas observadas entre as sequencias de RF20 e LTx2 podem resultar
em alteracbes nas propriedades fisico-quimicas do peptideo. Trés das quatro
substituicoes de LTx2 para RF20 foram de residuos com propriedades acidas ou basicas
para neutras (D 2N, D 2 T e H = N), o que pode interferir tanto no ponto isoelétrico
do peptideo quanto nas suas interacdes idnicas. Ja a substituicdo de K12 por P12 pode
ter um impacto maior na estrutura tercidria da molécula, uma vez que um residuo

apolar tende a buscar regides menos expostas em ambientes aquosos.
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Figura 31. Arvore da subfamilia Theraphosinae. Em destaque os géneros Nhandu e Lasiodora (retirado
de Perez-Miles, 2000).

6.5. Ensaios eletrofisioldgicos
A peconha bruta de N. coloratovillosus (1,5 mg) apresentou um efeito
irreversivel no bloqueio da transmissdo dos impulsos nervosos em nervo ciatico

isolado de r3, ndo sendo possivel observar a formacdo do potencial de acdo apds 30
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minutos de lavagem da peconha na camara-teste (figura 17). O grupo de fracbes 1
(GF1), que sugerimos que sejam acilpoliaminas, mostrou um leve efeito reversivel
(figura 18). O comportamento observado revela que GF1 (100 pg/ 400 pL) além de ter
reduzido levemente o potencial de agdo composto no nervo, também reduziu o tempo
de ativacdo dos canais voltagem-dependentes para Na®. Os dois componentes mais
abundantes e frequentes nos espectros de massa para GF1 foram os componentes
601,21 e 729,23 m/z (tabela 5, em negrito). Componentes de massas muito similares a
essas, as acilpoliaminas APCgoo € APC;55, foram detectadas na pegonha bruta de A.
chalcodes, e revelaram atividade paralitica em larvas de Manduca sexta (lepidoptera)
com EDsp (1 h) de 0,6 uL/g (Skinner et al., 1990). Possivelmente o efeito observado em
nervo cidtico de ra corresponde ao efeito neurotéxico observado em larvas de

lepidoptera.

Entretanto, ndo é possivel afirmar ao certo quais sdo os componentes
presentes na peconha de N. coloratovillosus responsaveis pelo forte efeito irreversivel
observado no bloqueio do potencial de acdo composto. A partir do fracionamento por
RP-HPLC, foram obtidas 35 fragGes, e somente GF1 e RF20 foram testadas em nervo
cidtico de ra. E possivel que existam outras fracdes que possuam como alvos
moleculares canais para Na* voltagem-dependentes. Diversos peptideos isolados da
peconha de aranhas da familia Theraphosidae apresentam atividade contra diferentes

+

~ . + ++ 7 : s
alvos, como a¢do em canais para K, Ca ', Na', além de canais mecano-sensitivos,

canais i6nicos sensiveis a dcidos e membranas fosfolipidicas (Vassilevski et al., 2009).

N3o se verificou efeitos significativos nos ensaios eletrofisiolégicos realizados
com RF20 nas concentracbes testadas (figuras 28 e 29). Entretanto, foi possivel
observar um pequeno declinio reversivel na amplitude do estimulo no ensaio
cardiotdxico utilizando 365 nM de RF20. Por RF20 ter apresentado 90% de identidade
com LTx2, uma toxina que interfere nas correntes de Ca*" e possivelmente atue em
canais para Ca” voltagem-dependentes do tipo-L, era esperado que o peptideo
purificado correspondente a fracdo 20 apresentasse algum efeito cardiotdxico (ja que

canais para Ca" do tipo-L s3o encontrados em células musculares cardiacas).
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Entretanto, os resultados observados no ensaio cardiotdxico podem ser
explicados por algumas hipoteses: (i) possivelmente a concentragdao de RF20 testada
ndo foi adequada. SNX-482 é um peptideo antagonista seletivo a canais voltagem-
dependentes para Ca*" dos tipos-R e -L isolado da pegonha da aranha Hysterocrates
gigas (Newcomb et al., 1998). Em concentracdes nanomolares (em torno de 40 nM),
SNX-482 é capaz de bloquear correntes de Ca*" (tipo-R) em nervos neurohipofisais
terminais, mas em concentra¢cdes maiores (200 — 500 nM) ndo foi detectado efeito
nessas correntes. LTx2 alterou as correntes de Ca*" na concentra¢io de 80 uM, muito
superior a quantidade de RF20 testada (Dutra et al., 2008); (ii) RF20 pode ser um
bloqueador de canais para Ca”" de um tipo especifico, e ndo necessariamente de
canais do tipo-L, encontrados principalmente em células musculares cardiacas.
Peptideos de aranhas que bloqueiam especificamente um tipo de canal para Ca*™ tém
sido isolados, como SNX-325 de Segestria florentina (Newcomb et al., 1995). Esse
peptideo bloqueia canais para Ca** do tipo-N, mas ndo demonstra efeitos detectaveis
em canais dos tipos -L, -P/-Q e -R. Similarmente, huwentoxina-l (HWTX-l) e
huwentoxina-V (HWTX-V) isolados da peconha de Haplopelma huwenum (Zhou et al.,
1997) sdo capazes de inibir canais para Ca’" do tipo-N e apenas produzem baixos
efeitos em canais do tipo-L (Peng et al., 2001; Liu et al., 2006); (iii) a acdo neurotdxica
de RF20 pode ser especifica em canais para Ca’" de insetos. Poucos peptideos com
acdo especifica a canais para Ca’" de insetos tém sido isolados da peconha de aranhas.
As w-atracotoxinas Hv2 (Hadronyche versuta), Hi2a (H. infensa) e As2a (Atrax sp.) sao
peptideos que apresentam fortes efeitos em canais para Ca’ de insetos, n3o
apresentando efeitos significativos nas correntes de Ca”™ em canais voltagem-

dependentes de vertebrados (Wang et al., 2001).

A identidade de 58% observada entre a toxina RF20 e ESTX2 pode indicar uma
possivel atividade inseticida para RF20, ja que ESTX2 apresentou forte efeito inseticida

em Periplaneta americana (Savel-Niemann, 1989).

Embora as toxinas isoladas da peconha de aranhas sejam consideradas
ferramentas valiosas no estudo de uma variedade de receptores celulares e canais
ibnicos, em particular os dos vertebrados, tais alvos potenciais de interesse

farmacéutico sdo relevantes somente se seus efeitos ocorrerem em condi¢des
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naturais. De fato, as presas naturais das aranhas sdo geralmente muito diferentes
taxonomicamente das células de mamiferos, utilizadas em estudos farmacoldgicos.
Apesar de algumas caranguejeiras predarem vertebrados de pequeno porte, como
répteis, anfibios, roedores, aves e até peixes, o comportamento de predacao tipico gira
em torno de uma dieta baseada principalmente em insetos. Como consequéncia, a
evolucao molecular dos componentes da pegonha provavelmente selecionou toxinas
que eficientemente apresentam como alvos, células excitdveis do sistema nervoso

desses pequenos invertebrados (Escoubas e Rash, 2004).

Avancos em espectrometria de massa e bioquimica de peptideos aliados a
métodos modernos em eletrofisiologia tém permitido o isolamento e a identificacdo
de novos peptideos de toxinas provenientes da peconha de diversos animais nos
ultimos anos. Estes avangos também abriram o campo da pesquisa de peconha de

aranhas, anteriormente inexplorada devido a limitagdes metodoldgicas.
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7. Conclusoes

O presente trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento acerca da
composi¢ao quimica da pegonha de Nhandu coloratovillosus visando a identificagao de
componentes bioativos. A partir da combinacdo das técnicas de cromatografia,
espectrometria de massa e eletroforese foi possivel conhecer o perfil cromatografico
da pegonha de N. coloratovillosus, com elui¢ao de 35 fragdes. As andlises em MALDI-
TOF resultaram na deteccdo de 46 componentes com massas moleculares variando
entre 600 e 8500 m/z. O perfil eletroforético identificou duas bandas predominantes

com massas moleculares aproximadas de 40 e 90 kDa.

Foi possivel determinar a concentragao inibitéria minima da peconha bruta de
N. coloratovillosus contra as duas linhagens de bactérias testadas. Quatro fracdes
cromatograficas e GF1 também inibiram o crescimento bacteriano, porém nao foi

possivel determinar seus MIC's.

Experimentos por zimografia revelaram que a peconha bruta de N.
coloratovillosus possui fraca atividade caseinolitica, enquanto que atividade
hialuronidasica foi fortemente detectada utilizando 20 pug de pegonha. O responsavel
por tal atividade foi identificado e purificado, apresentando aproximadamente 42 kDa.
Outras condicdes podem ser utilizadas para verificar a atividade enzimatica, por
exemplo, a influéncia da temperatura e do pH. O gel podera ainda ser incubado com

diferentes inibidores para identificar a qual grupo tais enzimas pertencem.

Muito ainda deve ser esclarecido acerca da atividade neurotdxica detectada na
peconha de N. coloratovillosus. Como os componentes testados apresentaram baixo
efeito quando comparado a peconha bruta, acredita-se que existam outros
componentes responsaveis pela acao neurotdxica e que o sinergismo entre elas resulte

no forte efeito visualizado.

Apenas uma fracao foi purificada em quantidade suficiente para realizacao do
seqlenciamento N-terminal. Os resultados por alinhamento revelaram que RF20
apresenta identidade com uma toxina moduladora de canais para Ca™ e com toxinas

inseticidas. Ensaios em patch clamp podem confirmar quais sdo seus possiveis alvos.
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