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RESUMO

Apesar do grande interesse pelas propriedades mecanico-elasticas das fibras
da seda produzida pelas aranhas, visando o0 seu uso em aplicacdes biomédicas e
biotecnolégicas devido as suas propriedades de resisténcia, elasticidade e
biocompatibilidade, pouco se conhece sobre os detalhes das glandulas produtoras de
seda e o processo de fiacdo que ocorre para a producao das fibras.

Dessa forma, alguns estudos tém demonstrado que as glandulas produtoras de
seda apresentam diversas proteinas relacionadas com o envolvimento na secrecao
das proteinas da seda, transporte, regulacao de atividades proteoliticas e preservagao
das proteinas da seda contra o estresse oxidativo e degradacao, durante todo o
processo de fiacdo; além disso, estudos também ja demonstraram nas fibras de seda
da teia, a presenca de toxinas de acao geral e de neurotoxinas, comuns em venenos
animais, sugerindo que essas toxinas/neurotoxinas contribuem para a paralisia e
captura de presas. Porém, esses estudos ndo tém considerado a possivel presenca
de modificagcBes pos-traducionais (PTMs) que podem atuar sobre a atividade biologica
e funcdo dessas moléculas. A determinacdo de PTMs é fundamental para a
elucidacdo de processos que controlam os eventos celulares, como crescimento,
divisdo e diferenciacdo celular, incluindo a interacdo entre proteinas. Portanto, no
presente estudo adotamos o0 uso da cromatografia de afinidade com TiO2 como
método de enriquecimento de fosforilagdo, combinados com a abordagem protedmica
livre de gel - shotgun, utilizando ténicas avancadas de espectrometria de massas in-
tandem (ULC-ESI-micrOTOF-Q-III-CID) a fim de identificar o perfil fosfoprotedmico das
glandulas que secretam a seda da aranha Trichonephila clavipes. Os resultados
obtidos com a andlise fosfoprotedmica do conjunto de glandulas produtoras de seda
da ranha T. clavipes, mostrou a identificacdo de 1316 proteinas fosforiladas sendo
gue 155 foram identificadas na glandula agregada, 580 na ampulada maior, 143 na
flageliforme e 438 na ampulada menor. Estas fosfoproteinas foram classificadas de
acordo com a sua funcao geral e subdividas em sete diferentes grupos de proteinas:
() proteinas estruturais que compdem as fibras da seda — as espidroinas; ii) proteinas
relacionadas com o transporte de ions e oxigénio nas glandulas para manter a
estabilidade das  espidroina; (i) proteinas relacionadas  com o]
dobramento/conformacéo e modificacdo das espidroinas; (iv) proteinas relacionadas

com a preservacdo das espidroinas contra o estresse oxidativo; (v) proteinas



relacionadas com a preservacao das caracteristicas fibrilares das espidroinas no meio
ambiente; (vi) proteinas housekeeping e (vii) proteinas relacionadas com a captura e
pré-digestdo de presas. Para o ultimo grupo, foram identificadas 284 proteinas
semelhantes a toxinas, neurotoxinas, enzimas proteoliticas, e defensinas em sua
forma fosforilada.

O enriquecimento funcional destas proteinas nos permitiu avaliar a contribuicéo
de suas fungdes as caracteriticas fisico-quimicas das proteinas estruturais da seda,
bem como a interagdo entre os grupos funcionais das proteinas listadas envolvidas
com o processo de fiacdo da seda; assim como também a influéncia sobre a atividade
toxica das toxinas. Os resultados também permitiram identificar uma série de
sequéncias peptidicas fosforiladas que ndo apresentaram resultados de Identificacdo
com proteinas depositadas nos bancos de dado e foram obtidas utilizando da
abordagem de sequenciamento de novo e submetidas a um alinhamento de
sequencias utilizando a ferramenta BLASTP. O ensaio de inseto-toxicidade realizado
ao final do estudo, nos permitiu verificar a toxicidade do extrato bruto fosforilado das
glandulas ampulada maior e agregada, que apresentaram os valores de dose letal,
DLs0=28,40 ng/mg de inseto (A. mellifera) para a glandula ampulada maior e
DLs0=23,07 ng/mg de inseto (A. mellifera) para a glandula agregada.

Dessa forma, demonstramos que a combinacao do uso de métodos baseados
em cromatografia de afinidade, como a estratégia de enriguecimento de
proteinas/peptideos fosforilados, e 0 uso de uma abordagem proteémica com estudos
de PTMs se mostrou uma estratégia eficiente na investigacdo de amostras
complexas, como as glandulas produtoras de seda da teia de aranhas. Um estudo
com modificacdes pbds-traducionais das proteinas presentes nas glandulas produtoras
de seda da aranha T. clavipes, como demonstrado no presente trabalho, nos
possibilitou obtermos informagdes biolégicas e quimicas das caracteristicas dessas
moléculas, contribuindo para uma melhor compreenséao sobre o perfil fosfoprotedmico

das glandulas analisadas.

Palavras chave: glandulas de seda; espidroinas; proteinas semelhantes a toxinas;

fosforilacdo; bioensaio de inseto-toxicidade; abordagem protedmica.



ABSTRACT

Despite the great interest in the mechanical-elastic properties of the silk fibers
produced by spiders, aiming their use in biomedical and biotechnological applications
due to their properties of resistance, elasticity and biocompatibility, little is known about
the details of the silk-producing glands and the spinning process that takes place for
the production of the fibers.

Studies have shown that the silk producing glands, present several proteins
related to the involvement in the secretion of silk proteins, transport, regulation of
proteolytic activities and preservation of silk proteins, against oxidative stress and
degradation, throughout the spinning process; in addition, studies have also
demonstrated in the silk web fibers, of general action toxins-like and neurotoxins-like
common in animal venom, suggesting that these proteins contribute to paralysis and
prey capture. However, these studies have not considered the possible presence of
post-translational modifications (PTMs) that can act over biological activity and function
of these molecules. The determination of PTMs is fundamental for the processes
elucidation that control cellular events, such as cell growth, division and differentiation,
including the interaction between proteins. Therefore, in the present study we adopted
the use of TiO2 affinity chromatography as a phosphorylation enrichment method,
combined with the gel-free proteomic approach - shotgun, using advanced techniques
of in-tandem mass spectrometry (ULLC-ESI-micrOTOF-Q -11I-CID) in order to identify
the phosphoproteomic of glands profile that secrete the spider silk Trichonephila
clavipes.

The results obtained with the phosphoproteomic analysis of the set of silk
producing glands of the T. clavipes spider, demonstrateded the identification of 1316
phosphorylated proteins, of which 155 were identified in the aggregated gland, 580 in
the major ampulate, 143 in the flagelliform and 438 in the minor ampulate. These
phosphoproteins were classified according to their general function and subdivided into
seven different groups of proteins: (I) structural proteins that make up the fibers of silk
- the spidroins; (Il) proteins related to the transport of ions and oxygen in the glands to
keep the spidroins stability; (11l) proteins related to the folding/shaping and modification
of spidroins; (IV) proteins related to the preservation of spidroins against oxidative
stress; (V) proteins related to the preservation of the fibrillar characteristics of spidroins

in the environment; (VI) housekeeping proteins and (vii) proteins related to prey



capture and pre-digestion. For the last group, 284 toxin, neurotoxins, proteolytic
enzymes, and defensins-like proteins, in their phosphorylated form were identified.
The functional enrichment of these proteins allowed us to evaluate the contribution of
their functions to the physicochemical characteristics of structural silk proteins, as well
as the interaction between the functional groups of the listed proteins involved with the
silk spinning process; And also the influence on the toxic activity of the toxins. The
results also made it possible to identify a series of phosphorylated peptide sequences
that did not present identification results with proteins deposited in the data banks and
were obtained using the sequencing approach de novo and subjected to a sequence
alignment using the BLASTP tool. The insect-toxicity assay carried out at the end of
the study allowed us to verify the toxicity of the crude phosphorylated extract of the
major ampulate and aggregated glands, which showed the lethal dose values LD50 =
28.40 ng/mg of insect (A. mellifera) for the major ampulate gland and LD50 = 23.07
ng/mg of insect (A. mellifera) for the aggregated gland.

Thus, we demonstrate that the combination of using methods based on affinity
chromatography, such as the strategy of enriching proteins / phosphorylated peptides,
and the use of a proteomic approach with studies of PTMs proved to be an efficient
strategy in the investigation of complex samples, like the silk-producing glands in the
spider web. A study with post-translational modifications of proteins present in the
spider producing glands of the spider T. clavipes, as demonstrated in the present work,
enabled us to obtain biological and chemical information on the characteristics of these
molecules, contributing to a better understanding of the phosphoproteomic profile of

the glands. analyzed.

Keywords: silk glands; spidroins; toxin-like proteins; phosphorylation; insect-toxicity

bioassay; proteomic approach.
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l.Introducéo

1.1. As glandulas produtoras de seda da teia das aranhas construtoras de teia
orbital

As aranhas formam um grupo monofilético, cuja monofilia € apoiada pela
presenca de apéndices abdominais modificados, como fiandeiras, glandulas
sericigenas e fasulas. A ordem Araneae, pertencente ao filo Arthropoda, contém
aproximadamente 40 mil espécies de aranhas descritas incluidas em 108 familias
(Platnick, 2008). Dessas 108 familias encontradas no mundo, 67 sdo encontradas no
Brasil (Brescovit et al., 2004). Dentro da ordem Araneae, pertencente a familia
Nephilidae esta a aranha Nephila clavipes (Figura 1), também conhecida como aranha
construtora de teia aérea orbital. A familia Nephilidae € composta por 58 espécies,
cuja distribuicdo geogréfica é predominantemente subtropical (Kuntner et al., 2013).
Recentemente, a partir de estudos de filogenia, essa aranha passou a pertencer ao
género Trichonephila e, portanto, passou a ser chamada de Trichonephila clavipes
(Kuntner et al., 2019; Kallal et al., 2020).

Figura 1. Aranha construtora de teia aérea orbital, A - Trichonephila clavipes, coletada
no campus da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” localizado na
cidade de Rio Claro, Sdo Paulo. B - glandulas de seda da aranha T. clavipes
destacando destacando a glandula ampulada maior, indicada por uma seta; C - seda
da teia da aranha T. clavipes. Imagens modificadas de dos Santos-Pinto et al., 2016.

As aranhas do género Trichonephila apresentam uma dieta carnivora e localizam-se
Nos espacos entre a vegetacdo e em areas de florestas nas margens de rios. As teias
sdo construidas estrategicamente entre os galhos das arvores, em uma altura em que
costumam voar insetos, 0s quais ficam presos na teia servindo de alimento para as
aranhas. Também sdo encontradas em areas externas as moradias, construindo
refugio junto as paredes proximo de luminarias, o que facilita a captura de presas
(Comstock, 1975; Humenik et al., 2011). No Brasil, estas aranhas sédo encontradas
por toda a Mata Atlantica (Brescovit et al.,, 2004); sdo animais peconhentos,

entretanto, ndo sdo agressivos, dificilimente abandonam suas teias e a acdo de seu
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veneno nao tem importancia médica, causando no homem apenas vermelhidao e leve
dor no local da picada (Allimeling et al., 2006).

Durante milhbes de anos de evolugdo, as aranhas tornaram-se eficientes
produtoras de seda, atraindo o interesse humano para esse material que apresenta
uma notavel diversidade em sua composi¢cdo quimica, estrutura e funcdo, que vai
desde a construcdo da teia orbital até o casulo. A seda produzida pelas aranhas sao
filamentos proteicos, constituindo uma interessante relacdo de estrutura-funcéo e
propriedades mecanicas, sendo produzida por um conjunto de glandulas abdominais.
Existem varios tipos de glandulas de seda nas aranhas, e cada uma € responsavel
pela producédo de um tipo especifico deste material (Altman et al., 2003). Até entao,
tem sido descrito sete tipos diferentes de glandulas produtoras de seda; o nimero
depende do género e espécie. As aranhas tecedoras de teias orbitais, como por
exemplo, as aranhas dos géneros Triconephila, possuem um conjunto de glandulas
abdominais composto por até sete tipos diferentes de glandulas (Figura 2): glandulas
ampulada maior, ampulada menor, flageliforme, cilindrica ou tubuliforme, aciniforme,
piriforme e agregada (Rousseau et al., 2009). Acredita-se que essas diferentes
glandulas evoluiram a partir de um Unico tipo ancestral, e se divergiram na anatomia,

no conteudo do Iimen e na morfologia (Vollrath, 1992).

Piriforme

Cilindrica ou " y Aciniforme

Ampulada menor

Ampulada maior

Flageliforme Agregada

Figura 2. Esquema representativo das glandulas produtoras de seda das aranhas tecedoras
de teias orbitais (adaptado de Vollrath, 2000).

A glandula ampulada maior é a mais volumosa e de facil acesso de todas as
glandulas produtoras de seda, sendo, portanto a mais utilizada como modelo nos
estudos para se compreender e decifrar as caracteristicas morfoldgicas e funcionais

do mecanismo de fiacdo. Estudos demonstraram que essa glandula € composta
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basicamente de trés partes: a cauda, na qual as proteinas, chamadas espidroinas,
sao sintetizadas; a ampola, onde as proteinas sdo armazenadas em uma solucéo
aguosa; e o ducto de fiagdo onde ocorre a formacédo das fibras (Knight et al., 2000;
Lefévre et al., 2011).

A habilidade de tecer uma fibra sélida a partir de uma solucdo altamente
viscosa, porém aquosa, € Unica e incomparavel na quimica dos polimeros. A aranha
utiliza um mecanismo que evita a auto-organizacao e a interacao das proteinas, antes
de serem liberadas pelo ducto de fiacdo para a formacéo das fibras sélidas. Para
compreender esse mecanismo, e dessa forma, reproduzir como a aranha produz a
seda é necessario conhecimento, ndo so6 sobre as propriedades mecanicas das fibras
da seda, mas também como das espidroinas individuais que constituem as fibras que
sdo secretadas e armazenadas nas glandulas; e ainda, como essa seda é expelida
em uma fibra sélida a partir de uma solucao liquida cristalina de fiacdo, sem usar
solventes extremos ou outras condicdes ambientais. O processo de fiacdo €, portanto,
uma das principais atividades desenvolvidas pela aranha e esta envolvido em cada
etapa de sua vida, uma vez que sao produzidos até sete tipos diferentes de fibras,
conforme representado na figura 3 (Vollrath, 2000; Rémer et al., 2008; Rousseau et
al., 2009).

Os diferentes tipos de fios de seda sdo comumente nomeados e diferenciados
apos serem secretados pelas respectivas glandulas (Figura 3); e possuem aplicacdes
em tarefas especificas como captura de presas, reproducdo, e como linha de
segurancga “escape” para fugir de predadores (Vollrath, 2000). As glandulas de seda
presentes na aranha Trichonephila clavipes representam uma conquista fundamental
para o desenvolvimento dessa espécie, uma vez que a seda é utilizada, ndo sé na
construcéo das teias de captura, como também nos cuidados com a prole e para atrair

0s machos no processo de acasalamento (Bittencourt et al., 2012; Rising et al., 2005).
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Figura 3. Tipos de fios de seda secretados pelas aranhas tecedoras de teias orbitais.
A - glandula ampulada maior secreta os fios de seda dos raios da teia orbital, do frame
e da linha de seguranca “escape”; B - glandula flageliforme secreta os fios de seda da
espiral de captura; C - glandula ampulada menor secreta os fios de seda que auxiliam
a espiral de captura; D - glandula piriforme secreta os fios de seda das conexdes entre
as sedas e a fixacdo sobre um substrato; E - glandula agregada secreta um
revestimento adesivo aquoso sobre a espiral; F - glandula tubuliforme secreta os fios
de seda que cobrem/protegem os ovos externamente (bolsa de seda) apds a postura;
G - glandula aciniforme secreta os fios de seda que protege 0s ovos internamente
(modificado de Rémer et al., 2008).

Essa organizacdo em um complexo de glandulas para producdo de seda
apresentado pelas aranhas, ndo apenas permite que a seda seja produzida para usos
especificos como também, proporciona a producdo de mudltiplas fibras
simultaneamente. Mais de 130 formas diferentes de teias de aranha sao conhecidas.
Os frames e os raios da teia orbital sdo construidos a partir de uma seda forte e
bastante rigida, apresentando uma combinacdo excepcional de resisténcia e
extensibilidade (Vollrath, 2000). As proteinas dessa seda s&do produzidas nas
glandulas ampuladas maiores, enquanto que a espiral de captura de uma teia orbital
compreende fibras de seda de apenas um tipo de proteina produzida na glandula
flageliforme. Essa seda € altamente elastica e dissipa perfeitamente a energia
produzida pelo impacto das presas se colidindo contra a teia. A enorme resisténcia
dessas fibras é importante para a captura e detencéo de presas, que as vezes sao
maiores do que as proéprias aranhas (Romer et al., 2008). Além das fibras de seda
produzidas pelas glandulas ampulada maior e flageliforme, as aranhas utilizam ainda

as fibras de seda produzidas pela glandula ampulada menor para auxiliar a construcao
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da espiral de captura. As propriedades mecanicas dessa seda sdo semelhantes aos
da seda produzida pela ampulada maior, apesar de sua resisténcia ser menor e a
elasticidade maior (Blackledge et al., 2006). As conexdes entre as sedas e a fixacao
da teia sobre um substrato (arvores, arbustos, alvenaria, etc.), sdo realizadas por uma
fibra de seda sofisticada, composta por proteinas produzidas pela glandula piriforme.
A espiral de captura apresenta um revestimento adesivo aquoso secretado pela
glandula agregada; os ovos séo protegidos/cobertos externamente, apds a postura,
por uma bolsa de seda produzida pela glandula tubuliforme e protegidos internamente
por fios de seda secretados pela glandula aciniforme (Gosline, 1986; Rémer et al.,
2008).

1.2. Aplicac@es biotecnolégicas da seda

A exploracéo das aplicacdes da seda produzida pelas aranhas tem se mostrado
potencialmente equivalente aquelas ja conhecidas para a seda produzida pelo “bicho
da seda” (Bombyx mori), que tem sido domesticado a mais de cinco mil anos (Kluge
et al., 2008). Atualmente a seda do “bicho da seda” é utilizada em larga escala pela
industria téxtil, demonstrando também aplicac6es biomédicas e desenvolvimento de
novos biomateriais (Chen et al., 2010). Essas aplicacbes também podem ser
estabelecidas para a seda de aranhas, oferecendo um grande potencial em aplicacées
biomédicas devido a combinacéo de propriedades mecanicas, biocompatibilidade e
lenta biodegradabilidade (Altman et al., 2003).

Diferente do “bicho da seda”, as aranhas nao foram domesticadas para
produzirem fibras em escala industrial. Essa diferenca deve-se a dificuldade de se
obter grandes populacdes de aranhas, devido a sua natureza solitéria, predadora, e
dependente da sazonalidade. Além disso, as sedas de aranhas sao produzidas em
pequena quantidade e ndo podem ser enoveladas como uma fibra simples, de forma
semelhante ao que ocorre com o casulo do “bicho da seda” (Altman et al., 2003).
Entretanto, as caracteristicas fisicas das sedas de aranhas s&o muito superiores as
encontradas nas sedas de Bombyx mori. As sedas de aranhas sdo biomateriais leves,
extremamente fortes e elasticas, e apresentam caracteristicas mecanicas
comparaveis as melhores fibras sintéticas ja produzidas pela alta tecnologia (Hinman
et al., 2000). A tabela 1 mostra a comparacao entre as diferentes propriedades
mecanicas de alguns tipos de sedas produzidas pelas aranhas do género

Trichonephila, em relagédo a alguns materiais naturais ou sintéticos.
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Tabela 1. Comparacéo entre as diferentes propriedades mecéanicas de sedas de

aranhas, seda do bicho da seda, fibras naturais e polimeros sintéticos (adaptado de

Hinman et al., 2000; Lewis, 2006).

Tipos de materiais

Seda produzida pela glandula

ampulada maior

Seda produzida pela glandula

ampulada menor

Seda produzida pela glandula
flageliforme

Seda produzida pelo “bicho da seda”

Kevlar

Borracha

Nylon tipo 6

Tensao
(Pa)

4 x10°

1x10°

1x10°

1.3 x

10°

4 x 10°

1x 106

7 x 107

Extensibilidade
(%)

35

>200

600

200

Energia
para romper
(J/Kg

1x10°

3 x 104

1x10°

3 x 104

8 x 104

6 x 104

Diversos estudos comparam a seda de aranhas com materiais sintéticos mais

resistentes, como por exemplo, o kevlar, uma fibra de poliamida aromatica produzida

pela empresa DuPont. O kevlar é uma inovacao tecnologica, e assim como as fibras

da seda de aranhas, é extremamente resistente e apresenta baixo peso molecular por

isso é de grande interesse industrial, podendo ser produzida de diferentes formas
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dependendo de sua aplicacdo. Sendo assim, € possivel que alguns materiais a base
de biopolimeros de seda de aranha possam ser desenvolvidos com uma grande
aceitacao e aplicabilidade (Hinman et al., 2000; Lewis, 2006; Slotta et al., 2012).

Considerando as suas propriedades mecanicas e fisico-quimicas, a seda de
aranha é perfeitamente adequada para inumeras aplicacdes industriais. A producao
em larga escala das fibras da seda de aranha tornaria possivel a elaboracdo de uma
nova geracao de biomateriais com elevado grau de biodegradabilidade, envolvendo
aplicacbes préaticas em diferentes segmentos do setor industrial. Alternativamente a
inabilidade de domesticar as aranhas, de forma a produzirem quantidades
necessarias e suficientes de proteinas para propiciar estudos e utilizagcdo comercial,
a seda de aranha tem sido produzida como proteinas recombinantes utilizando a
tecnologia do DNA recombinante e a engenharia de organismos hospedeiros (Hardy
et al., 2008; Rising et al., 2011; Eisoldt et al., 2011; Cranford et al., 2012; Slotta et al.,
2012).

O campo de aplicacdes para 0 uso da seda tem se tornado cada vez mais
amplo, porém as areas mais promissoras tém sido as areas médica e de engenharia
de tecidos. Em estudos de Allmeling et al. (2006), fibras de seda de aranha foram
coletadas e semeadas com células de Schwann humanas, para se investigar uma
possivel biocompatibilidade, sugerindo uma promissora estratégia para um futuro
tratamento das lesGes nervosas periféricas. Utilizados em conjunto, os biomateriais a
base de seda tem se mostrado promissores na engenharia de tecidos esqueléticos
como 0ssos, ligamentos e cartilagens, tecidos conjuntivos, atuando como fios de
sutura mais finos e mais resistentes, curativos e suportes para a recuperagao ou a
substituicao de tenddes e ligamentos (Scheller et al., 2004; kluge et al., 2008). Estudos
de biocompatibilidade in vivo e in vitro demonstraram que um recombinante, rS1/9
scaffolds, analogo a proteina espidroina-1 presente na seda, pode ser potencialmente
aplicavel na regeneracéo de tecidos in vivo (Moisenovich et al., 2011; Moisenovich et
al., 2012).

As proteinas da seda tém se mostrado totalmente solUveis em agua, solventes
organicos e liquidos idnicos, indicando uma versatilidade de op¢des disponiveis na
qual podem ser transformadas em novos biomateriais como fibras, filmes, géis,
esponjas porosas e outros sistemas de aplicabilidade biomédica (Vepari et al., 2007).
E finalmente, a seda de aranha pode ser aplicada também na inddstria téxtil. Segundo

pesquisadores da industria téxtil DuPont, o fio de seda da aranha é tao resistente que
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seria capaz de “parar um Boing 747 em pleno v60”, e a0 mesmo tempo, ser tao
maleavel que poderia ser utilizado como tecido para roupas (Fiber engineers, meet
thy master, 1996)

Estudos tém demonstrado a eficicia da utilizacdo dessa seda para coletes a
prova de balas, tornando-os mais leves, flexiveis e resistentes; assim como
componentes para avides e para-choques de automoveis (Teia de aranha pode ser
matéria prima para a industria, 2002).

A utilidade para os fios da seda variam, desde a confecgéo de casco de navios,
airbags para automoveis, fibras Opticas até lingeries confortaveis (Helmer, 2001).
Outras aplicacfes se referem a produtos cosméticos como shampoos, sabonetes e
cremes, realcando o brilho, maciez e resisténcia do produto (Yang et al., 2005; Slotta
et al., 2007).

A AMSIlk® high performance materials € uma empresa alema, fundada em
2008, que desenvolveu um processo patenteado para a producéo de seda de aranhas
em escala industrial, com o desenvolvimento de novos produtos com qualidade
superior e caracteristicas anteriormente inatingiveis, com base nas propriedades
mecanicas e fisico-quimicas da seda de aranhas. As proteinas da seda AMSilk
mimetizam as espidroinas que constituem as fibras da seda de aranhas, com diversas
propriedades desejaveis que ndo sao encontradas em comum com o “bicho da seda”
Bombyx mori. Essas proteinas sdo ndo imunogénicas, biocompativeis e possuem
propriedades Unicas de revestimento; e podem ser produzidas com um elevado grau
de pureza e qualidade. A tecnologia AMSIilk® abrange diferentes setores e aplicacdes,
incluindo aplicacdes biomédicas, farmacéuticas e desenvolvimento de fibras.

A AMSIlk® desenvolveu uma fibra Gnica produzida através de proteinas
recombinantes da seda de aranhas. Essa fibra foi apresentada com a marca de
Biosteel (Figura 4), que como outras fibras sintéticas pode ser fabricada como um
monofilamento ou multifilamento. Trata-se de uma fibra branca com um brilho sedoso
e permeavel a 4gua; mostra-se suave sobre a pele e, como a seda normal, pode ser
processada e corada. Utlizando meétodos biotecnologicos, a matéria-prima -
inicialmente na forma de po - é produzida em grande quantidade e alta qualidade. O
processo é baseado nas descobertas do Professor Dr. Thomas Scheibel da
Universidade de Bayreuth, Alemanha, que foram desenvolvidas tecnologicamente
pela AMSIlk®.
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O Biosteel Spidersilk Fibers permite que as propriedades versateis da seda de
aranhas possam ser utilizadas comercialmente. As caracteristicas Unicas das
proteinas da seda podem ser adaptadas e orientadas para a fabricacdo de produtos
sob medida. Estudos mostraram que o0 material é adequado para aplicacbes
biomédicas, como por exemplo, material de sutura, curativos e outras aplicacdes

cirdrgicas.

Figura 4. Biosteel Spidersilk Fibers produzida pela AMSIk® high performance

materials.

Em paralelo com o desenvolvimento da fibra Biosteel, a AMSIk® esta
expandindo a producdo de matérias-primas para apoiar o desenvolvimento de
aplicacdes em diversas areas, buscando uma ampla gama de produtos baseados na
plataforma Spidersilk, incluindo revestimentos de implantes mamarios de silicone,
filmes, tecidos, granulos, fibras e cosméticos a base de seda. Estudos pré-clinicos
mostraram que os implantes mamarios de silicone sdo mais bem aceitos pelo corpo
guando revestido com BioShield-S1, um filme especial de seda de aranha nao
imunogénica. Especificamente, a fibrose capsular e a inflamagdo séo
significativamente reduzidas (AMSIlk® - http://www.amsilk.com; dos Santos-Pinto
2014). A empresa esta desenvolvendo também um novo conceito de tratamento de
ferimentos baseado nas proteinas da seda de aranhas. Um produto denominado de
SanaSilk esta sendo desenvolvido para efetivamente hidratar a pele e criar um filme
de seda com a funcao de proteger a pele. Um outro produto é o TruSilk® Deluxe Line
um cosmetico inovador para a pele que contém verdadeiras proteinas oriundas da
seda de aranhas que transfere os seus beneficios para a pele. Misturado com

ingredientes naturais, o creme protege a pele deixando uma camada lisa e macia de
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seda sobre a pele com efeitos de equilibrio da umidade; dessa forma a pele mostra-
se fresca, macia e com brilho (AMSIlk® - http://www.amsilk.com). A AMSIIk® ja
comecou a disponibilizar a seda de aranhas (Figura 5) como ingrediente para
cosmeéticos sendo a primeira seda funcional no mercado testada e aprovada para
formulacdes de cosméticos.

A AMSIlk® é uma marca registrada da AMSilk GmbH, Alemanha, Uniédo
Europeia e os EUA que vem crescendo muito desde a sua fundacdo e atualmente
possui mais de 18 aplicagBes de patentes, das quais diversas ja foram concedidas.
Apresenta diversas publicacfes sobre as mais diversas aplicabilidades para a seda
de aranhas (Hardy et al., 2009; Lammel et al., 2011; Spiess et al., 2010; Hagn et al.,
2011; Humenik et al., 2011; Eisoldt et al., 2011; Leimer et al., 2012; AMSIlk® -

http://www.amsilk.com).

Figura 5. Cosméticos produzidos pela AMSIk® high performance
materials contendo as propriedades da seda de aranhas comercialmente
disponiveis.
(http://www.amsilk.com/fileadmin/content/Techlinsight_Cosmetics.pdf).

Como pode ser notado, a seda da teia de aranhas se encaixa perfeitamente
dentro da pratica bioprospectiva do processo de transformacao de recursos biolégicos
para a obtenc&o de produtos com uma aplicabilidade biotecnolédgica possibilitando o
desenvolvimento de diversos produtos baseados nas propriedades mecéanicas e

fisico-quimicas da seda.
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1.3. Composicao bioquimica das glandulas produtoras de sedas das aranhas

Apesar do grande interesse pelas propriedades mecéanicas da seda das
aranhas, visando o seu uso em aplicacdes biomédicas e biotecnoldgicas devido as
suas propriedades de resisténcia, elasticidade e biocompatibilidade (Vollrath et al.,
2002; Numata, 2020), surpreendentemente ainda pouco se conhece sobre os detalhes
das glandulas produtoras de seda e o processo de fiagdo que ocorre para a producao
das fibras. Alguns estudos tém abordado ndo so as propriedades mecéanicas da seda,
mas também como se da a producéo natural das espidroinas constituintes da seda, o
processo de fiacdo e ainda a morfologia e composicédo das glandulas produtoras de
seda (Eisoldt et al., 2011; Slotta et al., 2012; Andersson et al., 2013; Chaw et al., 2015;
dos Santos-Pinto et al., 2016, 2019).

Nos ultimos anos alguns estudos utilizando de uma abordagem “6mica”, ou
entdo a combinacao entre as diferentes abordagens, tém apresentado resultados que
possibilitam uma compreensao sobre o processo de fiacdo da seda pelas glandulas.
Nos estudos de Chaw et al. (2015), utilizando uma abordagem de transcriptoma foram
relatados 48 diferentes formas de proteinas relacionadas com a seda, presente nas
glandulas ampulada maior e menor e na glandula tubuliforme da aranha L. hesperus,
sugerindo que as aranhas podem apresentar diferentes formas para contruir as suas
teias utilizando diferentes propriedades da seda. Também nesse estudo foram
identificadas algumas proteinas como sendo similares aos componentes de venenos.

Em estudos de dos Santos-Pinto et al. (2016), realizados em nosso laboratério,
utilizando uma abordagem proteémica bottom-up gel-based e gel-free shotgun,
relataram a identificacdo de 469 proteinas presentes em seis glandulas de seda
(ampulada maior e menor, tubuliforme, agregada, flageliforme e aciniforme) da aranha
T. clavipes. Essas proteinas foram relacionadas com o envolvimento na secrecdo das
proteinas da seda, transporte, regulacéo de atividades proteoliticas e preservacao das
proteinas da seda contra o estresse oxidativo e degradacéo, durante todo o processo
de fiagdo. Além disso, nesse estudo também foram identificadas algumas toxinas e
neurotoxinas comuns em venenos animais tais como proteinas semelhantes a delta-
latroinsectotoxin-Ltla, alpha-latrotoxin-Ltla, toxin acra I-3, conotoxin MIEr95, e M-
lycotoxin-Ls4a, sugerindo que essas proteinas podem contribuir para a paralisia e
captura de presas; dessa forma esses resultados corroboram a hipétese de que a teia

da aranha T. clavipes desempenha um papel ativo na captura de suas presas.
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Recentemente, dos Santos-Pinto e colabolaradores (2019), exploraram o
conteudo das glandulas produtoras de seda da aranha T. clavipes por meio de uma
andlise proteotranscriptbmica em larga escala, a fim de conhecer melhor a
composicao glandular desta aranha. Os resultados do transcriptoma demonstraram a
presenca de 46 transcritos que codificam proteinas homélogas as espidroinas. Devido
a grande quantidade de dados fornecidos pelo transcriptoma, decidiu-se utilizar o
banco de dados de proteinas baseado no transcriptoma das glandulas de seda da
aranha T.clavipes para identificar padrées de expresséo de proteinas individualmente
produzidas nas glandulas de seda; e para isso, a abordagem protedmica shotgun
(livre de gel) foi utilizada. Os resultados da analise proteémica mostraram que 1961
proteinas estavam sendo expressas pela glandula ampulada maior, 860 na glandula
ampulada menor, 843 na flageliforme e 927 na agregada. O estudo, portanto, revelou
um extenso repertério de proteinas desconhecidas até entdo, que possivelmente
estdo envolvidas no processo de secrecdo das proteinas para a fiacdo dos fios de
seda.

Além da constituicdo proteica, a teia da aranha T. clavipes apresenta goticulas
viscosas (secretadas pela glandula agregada) em sua superficie, que desempenham
um papel importante na captura de presas. Essas goticulas sdo constituidas por
diferentes compostos quimicos solucdo aguosa, e uma camada lipidica na qual ocorre
uma suspensao de vesiculas contendo polipeptideos e/ou lipidios (Salles et al., 2006).
Volsi et al. (2006) relatam a identificacdo e a caracterizacdo bioquimica de trés
peptideos relacionados a bradicinina (nephilacininas | a Ill), a partir do extrato aquoso
de lavagem da teia da aranha T. clavipes, aparentemente utilizados como toxinas para
captura de presas. Em 2020, o estudo realizado por Esteves et al., também com a
aranha T. clavipes, forneceram resultados com base nas abordagens prote6mica e
transcriptbmica de base quantitativa, que evidenciaram um extenso repertorio de
proteinas semelhantes a toxinas e neurotoxinas, ja relatados anteriormente em
venenos de aranhas; estes resultados em conjunto aqueles encontrados nos ensaios
de inseto-toxicidade demonstraram o potencial toxico desses componentes como
armas quimicas letais e/ou na paralisia de presas. E ainda nos estudos de Esteves
(2021) foram identificados um total de 11 peptideos (de sequéncias conservadas em
relacdo a algumas toxinas e neurotoxinas); esses peptideos foram sintetizados e
submetidos aos ensaios de inseto-toxicidade. Os resultados desses ensaios

demonstraram que seis desses peptideos apresentaram atividade inseto-téxicas.
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Marques e et al., (2005), demonstraram que existem algumas toxinas de
baixas massas moleculares que séo sintetizadas por certas glandulas produtoras de
seda, e somente depositadas sobre a seda da teia da aranha Trichononephila clavipes
em determinados periodos do ano, como primavera / verdo ou outono / inverno, de
acordo com a dieta da aranha. Um exemplo, sao as [B-carbonilas que s6 foram
detectadas em amostras coletadas durante os periodos de primavera / verao.

Muitos desses compostos, identificados como semelhantes a toxinas e
neurotoxinas, podem apresentar um potencial no desenvolvimento de bioinseticidas.
Dessa forma, atualmente muitas toxinas de diferentes fontes vém sendo estudadas
como potenciais inseticidas bioativos (Peferoen et al., 1997; Shu et al., 2007, Hurst et
al., 2007, Matsushita et al., 2007, Ribeiro et al., 2008;Yoshimoto et al., 2019; Baptista
& Konno, 2020).

Como se pode notar, os estudos realizados até entdo utilizando uma
abordagem metabolémica, transcriptbmica e protebmica, tém contribuido
significativamente para a identificacdo e caracterizagdo de compostos de baixas
massas moleculares, peptideos e proteinas, que podem apresentar algum potencial
biotecnoldgico, presentes nas glandulas produtoras de seda da teia de aranhas;
porém, esses estudos ndo tém considerado a possivel presenca de modificacdes pos-

traducionais nas moléculas protéicas, por exemplo.

1.4. O estudo das modificacBes pds-traducionais (PTMs)

As modificacdes pds-traducionais que consistem em modificacdes quimicas de
proteinas apos a traducdo, e se tornaram uma ampla estratégia utilizada por células
eucaridticas para modificar rapidamente, a atividade local e especifica de fatores
essenciais em resposta as mudancas ambientais. Estas modificagbes permitem uma
diversificacdo das atividades das proteinas codificada por todos os organismos
aumentando significativamente a diversidade e a complexidade do proteoma (Walsh
et al., 2005; Ribet et al., 2010). A determinacdo de PTMs é fundamental para a
elucidacdo de processos que controlam os eventos celulares, como crescimento,
diviséo e diferenciacao celular, incluindo a interacéo entre proteinas (Seo et al., 2008).
Essas PTMs frequentemente ocorrem em multiplos sitios, podendo ocorrer em muitos
residuos de aminoacidos do mesmo grupo; ou em uma Série de cascatas que séo
cruciais para a funcao da proteina (Walsh et al., 2005). Atualmente sdo conhecidas

mais de 300 PTMs, entre as quais estéo incluidas a adigdo de grupos quimicos, como
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por exemplo, o fosfato ou acetado, ou moléculas mais complexas como carboidratos
ou lipideos, a ligacdo covalente de pequenas proteinas, como a ubiquitina e a
modificacdo de residuos da cadeia lateral de amino&cidos especificos (Deribe et al.,
2010). As PTMs mais comumente estudadas sao a fosforilagdo, a ubiquitinacéo, a

glicosilacdo e a hidroxilacéo (Tabela 2).

Tabela 2. Algumas das mais comuns e importantes PTMs (adaptado de Mann et al.,
2003).

PTMs A Massa Estabilidade durante a
(Da)* fragmentacdo por MS/MS**
Fosforilagéo
Tyr +80 +++
Ser/Thr +80 +/++
Acetilagcéo +42 +++
Metilacao +14 A
Glicosilacéo
N- >800 +/++
O- 203, >800 +/++
Hidroxiprolina +16 A
Pontes dissulfeto -2 ++
Deamidacao +1 +++
Ubiquitinagao >1,000 +/++
Nitrotirosina +45 +/++

* Valores de A Massa (Da) de PTMs podem ser encontrados em:
http://www.unimod.org/
**Estabilidade: + instavel; ++ moderadamente estavel; +++ estavel.

Apesar da grande importancia da funcdo biolégica das modificacbes pos-
traducionais, o seu estudo em larga escala é dificultado pela auséncia de métodos
apropriados, e muitas das modificacdes s0 foram descobertas mais tarde com a
elucidacao de varios processos biologicos (Jensen, 2004).

A fosforilacdo é um das PTMs mais comuns em proteinas e consiste na fixacao
reversivel de um grupo fosfato em um residuo especifico de uma proteina-alvo,

atuando na sinalizacéo e na regulacéo da atividade proteica, assim como também na
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conformacao estrutural. A participacdo das proteinas quinase e fosfatase € crucial e
altamente dinamica, regulando intensivamente a adi¢cdo do grupo fosfato, dada pela
quinase, ou remoc¢ao do mesmo, dada pela fosfatase, em ciclos alternados que podem
ocorrer em intervalos de tempo muito curto (Figura 6). Diversos tipos de fosforilagdes
tém sido relatados, sendo os mais frequientes a fosforilagcdo do grupo hidroxila dos

residuos de treonina, serina e tirosina (Ribet et al., 2010).
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Figura 6. A - Esquema representativo da regulacéo da fosforilagéo de uma proteina.
A enzima quinase € responsavel pela adicao do grupo fosfato a proteina, enquanto
que a enzima fosfatase é responsavel pela remocdo do grupo. B - fosfoserina,

fosfotreonina e fosfotirosina.

A glicosilacdo é também uma das PTMs mais comuns em certas proteinas
secretadas por eucariotos, contribuindo para atividades biolégicas, solubilidade,
estabilidade, imunogenicidade, interacdo célula-célula e resisténcia as proteases
(Steinberg et al.,, 2001). Trata-se de uma modificacdo mais complexa, com dois
principais mecanismos de liga¢cdes covalentes: N-glicosilagéo, no qual a adicdo de um
grupo carboidrato ocorre em um residuo de asparagina; e O-glicosilagédo, no qual a
adicdo de um carboidrato ocorre em um residuo de serina ou treonina (Helenius et al.,
2004; Morelle et al., 2007).

Como estdo envolvidas na maioria dos processos celulares, incluindo a
manutencao da estrutura proteica, as analises das PTMs tém se tornado um grande
desafio as pesquisas protedmicas sendo requeridos métodos sensiveis e eficientes
para a deteccédo das PTMs. A caracterizagdo de PTMs por LC-MS/MS é atualmente

viavel (Mann et al., 2003; Johnson & Eyers et al., 2010). A presenca de modificacdes
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covalentes em proteinas altera o peso molecular dos aminoacidos modificados, e esse
aumento ou perda de massa pode ser detectada através das analises de MS, as quais
apresentam inUumeras vantagens como: alta sensibilidade, capacidade de
identificacdo do local da PTM, possibilita a deteccéo de novas PTMs, capacidade de
identificar PTMs em uma mistura complexa de proteinas, e condicoes de quantificar
as mudancas relativas das PTMs em locais distintos. Nenhuma outra técnica
apresenta todas essas vantagens caracteristicas (Larsen et al., 2006).

A caracterizacdo de PTMs por LC-MS/MS € atualmente viavel utilizando uma
série de abordagens complementares como: (i) espectrometria de massas sequencial
(MS/MS) utilizando um ou mais de um métodos de fragmentacéo disponiveis como
CID (dissociacdo induzida por colisdo), ECD (dissociacdo por captura de elétrons),
e/lou ETD (dissociacao por transferéncia de elétrons) tanto para a determinacao da
sequéncia de aminoacidos quanto para a determinacédo do tipo e localizacdo da PTM;
(i) remocdo da PTM entre analises consecutivas de espectrometria de massas; (iii)
enriquecimento seletivo de proteinas ou peptideos baseados no grupo funcional
modificado antes das andlises de MS/MS; e (iv) utilizac&do de varias estratégias de MS
para a determinacdo de PTMs especificas (Johnson & Eyers et al., 2010). Portanto,
nao existe uma estratégia universal para identificar as PTMs e todas as abordagens
utilizadas apresentam as suas limitacbes. No entanto, o uso de cromatografia de
afinidade, como o método de enriquecimento de fosforilacdo, combinado com a
analise protedmica utilizando técnicas avancadas de espectrometria de massas como
LC-ESI-MS e nano-ESI-MS/MS, e com diferentes métodos de fragmentacdo como
ETD (Dissociacdo por Transferéncia de Elétrons) e CID (Dissociacdo Induzida por
Colisdo), tem progressivamente possibilitado o aumento no nimero de identificacdes
de PTMs em proteinas e peptideos presentes em estudos com amostras complexas,
como as glandulas de seda de aranhas. Dentro da abordagem prote6mica, a
estratégia do tipo shotgun, ou seja, utilizando uma abordagem gel-free, tem se
mostrado muito eficiente no aumento do numero de identificacdes de proteinas. Trata-
se de um método utilizado para a analise de uma amostra complexa de proteinas sem
uma separacao prévia; é realizada uma digestdo enzimatica em solugéo, e os diversos
fragmentos peptidicos gerados podem ser separados e analisados em sistemas como
LC-ESI-MS e nano-ESI-MS/MS (Haas et al., 2006; Roepstorff, 2012; Ni et al., 2016).

Como mencionado anteriormente, as estratégias de enriqguecimento podem

ajudar a aumentar o numero de identificacbes de sequencias que apresentam
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modificacdes pos-traducionais em amostras complexas. As estratégias de
enriguecimento para a identificacdo das modificacbes de fosforilacdo em amostras
complexas, por exemplo, vém sendo muito utilizadas atualmente; e podem ocorrer
principalmente por meio de cromatografia de afinidade, que requer um ligante de
afinidade acoplado a uma matriz. Dentre estas técnicas estdo: a cromatografia de
imunoafinidade - nessa estratégia, anticorpos séo utilizados como reagentes de
afinidade e, portanto, esta abordagem é limitada pela disponibilidade comercial de
anticorpos contra residuos fosforilados Ser, Tyr e Thr (residuos em que ocorrem as
modificacdes) (Paradela & Albar, 2008; Batalha et al., 2012); temos também a
cromatografia de afinidade de metal imobilizado (IMAC) - em que os fosfopeptideos
apresentam afinidade por ions metalicos (Fe**, Al**, Ga%*, Zr*') (Block et al., 2009); a
cromatografia de afinidade de 6xido de metal (MOAC) - esta estratégia nomalmente
utiliza dioxido de titanio (TiO2), que se torna ponto de ancoragem para 0S
fosfopeptideo (Leitner, 2010); e recentemente um nova ténica, SIMAC (eluicédo
sequencial de IMAC) foi relatada como uma versdo melhorada da combinacéao entre
IMAC e TiO2 (Thingholm, et al., 2009; Batalha et al., 2012).

No presente estudo, considerando a complexidade das glandulas produtoras
de seda da aranha T. clavipes, e o importante papel dessas glandulas na producao
de diferentes tipos de fibras, utilizamos de uma combinacdo de métodos de
enriquecimento de fosforilacao, por afinidade com éxido de metal (TiO2) e anélises de
espectrometria de massas (LC-MS/MS) para identificar proteinas fosforiladas
extraidas das glandulas produtoras de seda da arannha T. clavipes. A abordagem
bioldgica de sistemas busca novas aplicacdes farmacoldgicas e biotecnoldgicas para
as moléculas estudadas, ao se levar em consideracao o papel funcional das mesmas,
sendo que a determinacdo de PTMs é fundamental para uma melhor compreenséo

sobre a atuacao das proteinas identificadas.

2.0bjetivos
Considerando a presenca da modificacdo pos-traducional de fosforilacdo nas

amostras, o objetivo do presente estudo foi identificar o perfil fosfoprotedbmico das
proteinas presentes nas secrec¢des das glandulas produtoras de seda da aranha
Trichonephila clavipes.
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3. Material e Métodos

3.1. Obtencao das glandulas de seda da aranha Trichonephila clavipes.

As aranhas T. clavipes foram coletadas em regifes rurais das cidades de
Cordeiropolis, Santa Gertrudes e Rio Claro, do Estado de S&o Paulo, de maneira
georreferenciada (22°23'43.6"S 47°32'38.9"W), para que fossem dissecadas para a
retirada das glandulas produtoras de seda, mais especificamente aquelas que estao
associadas a producao das fibras que constituem a seda da teia, que sao as glandulas
ampulada maior, ampulada menor, agregada e flageliforme.

3.2. Extrac&o das proteinas.

As glandulas foram dissecadas e armazenadas individualmente em frascos distintos.
Logo em seguida, foram maceradas individualmente contra a parede do ependorff, na
presenca de tampao acetato de amoénio 10 mM, pH 6.8 contendo um coquetel de
inibidores de proteases (Sigma) 0.2% (v/v), PMSF 1mM, e inibidores de fosfatase
(Sigma) 0.2% (v/v); liberando dessa forma, o contetdo do lavado do lumem da
glandula. As amostras foram entdo centrifugadas a 8000 x g por 10 min, com o
sobrenadante sendo coletado e filtrado em filtro hidrofébico de acetato-celulose 0,45
pum (MILLIPORE) e em seguida, liofilizado; os extratos secos resultantes
permaneceram armazenados a -20°C, até o momento de serem utilizados

individualmente.

3.3. Quantificacdo da amostra.
A quantificagdo de proteinas das amostras individuais, foi determinada pelo kit Qubit®
Protein Assay (Life Technologies — Qubit® 3.0 fluorometer), conforme instrugdes do

fabricante.

3.4. Enriquecimento das proteinas fosforiladas.

Com a finalidade de favorecer a identificacdo das modificacdes de fosforilacdo nas
proteinas das amostras, foi realizado o tratamento de enriguecimento individualmente
em cada uma das amostras utilizando o kit High-Select TiO2 Phosphopeptide

Enrichment (Thermo Scientific™), conforme as instrugdes do protocolo do fabricante.
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3.5. Preparacdo das amostras para analise proteémica com a estratégia do tipo
Shotgun.

Para a realizacdo da estratégia de shotgun, as amostras individuais (400 pg de extrato
seco) de proteinas enriquecidas, de cada uma das glandulas produtoras de seda,
foram solublizadas em bicarbonato de aménio 50mM, pH 7.9 contendo urea 7.5 M, e
incubada por 60 min a 25°C sob leves agitacGes periddicas, para que em seguida
fosse realizado o tratamento de reducéo e alquilagdo com a adicdo de DTT 10mM por
60 min a 37°C; e iodoacetamida 40mM também por 60 min a 25°C. ApdOs esse
tratamento a amostra foi diluida cinco vezes com bicarbonato de aménio 100 mM, pH
7.8, contendo cloreto de calcio 1M. Em seguida foi adicionado tripsina (Promega) 40
ng/uL a 37°C por 16h. A reacéo de digestéo foi interrompida com 5uL de &cido férmico.
A amostra digerida foi dessalinizada utilizando uma coluna SPE C18 (Discovery DSC-
18, SUPELCO, Bellefonte, PA, USA) condicionada com ACN/TFA 0.1%. Os
fragmentos peptidicos gerados da digestdo foram eluidos da coluna com ACN 80%/
TFA 0.1%, secos em speedvac e solubilizados em ACN 2%/&cido formico 0.5% para

serem analisados.

3.6. Andlises de espectrometria de massas.

Para as andlises de espectrometria de massas foi utilizado um espectrémetro do tipo
MLC-ESI-micrOTOF-Q-III (Bruker Daltonics Bremen, Alemanha), acoplado a um
sistema UFLC (Shimadzu) contendo duas bombas LC-20AD e um amostrador
automatico SIL-20AHT. As amostras em triplicata foram analisadas em um gradiente
de 5 a 95% (v/v) ACN, contendo 0.05% (v/v) de acido férmico por 120 min, em uma
coluna C-18 (3 mm id x 100 mm, 2.2 um) (Shim-pack XR-ODS, Shimadzu). O software
HyStar v3.2 (Bruker Daltonics) foi utilizado para o controle de aquisicdo e analise dos
dados, com a elui¢cdo dos peptideos sendo monitorada a 214 nm em um fluxo de 0.2
mL/min. Os dados de MS e MS/MS foram adquiridos em uma faixa de m/z 100 a m/z
3000, em um espectrometro de massas equipado com uma fonte de ionizagao
“electrospray” (ESI), e analisador de massas hibrido formado pela combinagdo de
sistemas quadrupolo e Time-of-Flight (Q-ToF) (Bruker Daltonics). As analises foram
realizadas no modo positivo (ESI+) e continuo, utilizando o principio de dissociacéo
de ions CID (dissociacao induzida por coliséo) e o hélio como gas de colisdo, a uma
pressdo de 100kPa, energia de colisédo de 50% e frequéncia de 30 kHz. Os espectros

de massas foram adquiridos e uma lista de picos foi gerada utilizando o software
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DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics). Antes das analises, o espectrdmetro de massas

foi calibrado com uma solucéo calibrante Tune-Mix Electrospray Calibrant (Agilent).

3.7. Identificac&o das proteinas.

Para a identificacdo das proteinas foi utilizado o servidor MASCOT 2.3.02 (Matrix
Science, London, UK) realizando buscas contra os bancos de dados Arachnida,
Araneae e ArachnoServer database. Os parametros de busca foram utilizados de
acordo com a taxonomia do organismo de estudo (Metazoa / Other Metazoa), assim
como também conforme dados oriundos durante a manipulacdo experimental das
amostras como o tipo de enzima proteolitica utilizada e possiveis modificagdes fixas
e variaveis que possam ter ocorrido. Dessa forma foram utilizados os seguintes
parametros:

a) Enzima: Tripsina

b) Carbamidometilacdo (C) como modificacao fixa

c) Oxidacédo (M), Fosforilacéo (Y) e Fosforilacdo (ST) como modificacdo variavel

d) N° de clivagens perdidas pela enzima: 2

e) Massa molecular do tipo: Monoisotopica

f) Massa molecular: sem restricbes

g) Erro de tolerancia de peptideos +0.2Da e erro de tolerancia de MS" + 0.5 Da

h) Protonacdo: +1, +2, +3 para o estado da carga dos peptideos

i) Tipo de instrumento: ESI-Trap

j) Protein Scores significativos (p<0.05) foram admitidos para a identificacdo das

proteinas.
k) Numero minimo de peptideos: 2

Além disso, as proteinas identificadas foram submetidas ao Scaffold 4.3.2 (Proteome
Software Inc., Portland, OR) para validar a identificacdo dos peptideos e calculo do
FDR — false discovery rate (menos que 1%). De acordo com o FDR algoritmo
implementado no Scaffold a probabilidade de identificacdo dos peptideos foi ajustada
para um minimo de 99%, enquanto que a probabilidade de identificacdo das proteinas
de 95%.
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3.8. Identificacdo das modificacdes pos-traducionais (PTMs).

Os espectros MS" foram adquiridos e uma lista de picos foi gerada utilizando o
software DataAnalysis 4.1. As modificacdes de fosforilacdo (Y, S, T) foram
selecionadas nos parametros de busca, e adicionadas para a busca de PTMs nos
fragmentos peptidicos dos espectros de MS" obtidos experimentalmente. Foram
utilizados os softwares BioTools 3.2 (Bruker Daltonics), Peaks studio 7 (complete
software for proteomics) e em seguida foi realizada uma analise manual para a

confirmagéo das modificagdes.

3.9. Analise e interpretacdo dos dados utilizando atribuicdo funcional por
consulta a base do Gene Ontology (GO).

Com a finalidade de compreender e interpretar os dados protedmicos, a lista das
proteinas identificadas foram analisadas e classificadas de acordo com os termos do

Gene Ontology (Schmidt et al., 2014; http://geneontology.org/, The Gene Ontology

Consortium, 2015), e de acordo com os termos do algoritmo FunRich 3.0 — Functional
Enrichment Analysis Tool (Pathan et al., 2015). Com base nos termos GO -
componente celular, processo biologico e funcdo molecular destas proteinas, foi
proposto um agrupamento funcional para para as proteinas identificadas nas sedas

das aranhas (dos Santos-Pinto et al., 2016).

3.10. Identifcacdo das sequéncias peptidicas através da ferramenta de
bioinformatica BLASTp.

As sequéncias peptidicas obtidas que ndo apresentaram resultados nas buscas contra
os bancos de dados mencionados acima, foram novamente submetidas as buscas
nos bancos de dados Araneae, Scorpiones, Arachnida e Arthopoda, NCBInr, por meio
da ferramenta de bioinformatica de alinhamento de sequéncias de proteinas(BLASTP)

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/) Somente foram consideradas as identificacdes que

apresentaram valores de E-value < 1.10-4 e cobertura de sequéncia = 70%.

3.11. Bioensaio de Inseto-toxixidade via hemocele de abelhas Apis melifera

3.11.1. Obtencéao das abelhas
Abelhas recém-emergidas foram obtidas de colmeias saudaveis de Apis mellifera

africanizada, Linnaeus 1758 (Moure, 2012) no apiario do Departamento de Biologia

da UNESP, Rio Claro / Brasil. Para a obter as abelhas recém-emergidas, trés
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recipientes com ninhadas lacradas (proximos a emergéncia dos adultos) foram
coletados e mantidos em camara de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) a 34 +
2 ° C, umidade relativa de 80 + 10% e no escuro. Usando este procedimento,
obtivemos espécimes de uma idade conhecida (0-24h).

3.11.2. Ensaio de inseto-toxicidade por injecéo via hemocele

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Manzoli Palma
et al. 2003, no qual as cinco concentracfes foram definidas através da relacédo do
extrato seco das glandulas ampulada maior e agregada pelo peso do inseto (hg/mg) -
neste caso foram utilizadas as abelhas Apis mellifera recém emergidas de 65mg.
Sendo assim, inicialmente foi injetadol pL do extrato da glandula ampulada maior
nas concentracgées - 7,69ng/mg; 15,38ng/mg; 30,76ng/mg; 61,53ng/mg; 123,07ng/mg
e para a glandula agregada nas concentracdes — 3,84ng/mg; 7,69ng/mg; 15,38ng/mg;
30,76ng/mg; 61,53ng/mg. Posteriormente, para o grupo controle foi injetado 1 L de
solucdo salina (NaCl 0,9 % (m/v)). E importante mencionar que as concentracdes
foram injetadas com auxilio de uma seringa (Hamilton®) de 50 pL inserida em um
dispenser (Hamilton® PB600) na insercdo entre o primeiro e o segundo tergo,
diretamente na hemolinfa da abelha.

ApGs a injecdo, as abelhas recém-emergidas foram mantidas em camaras
plasticas de 250 ml e alimentadas em grupos por meio de pequenos recipientes
contendo uma solucéo pastosa de acucar (50%) e mel. Os recipientes foram mantidos
em BOD a 32 £ 2 ° C, umidade relativa de 60 + 10% e em escuriddo constante. Deve-
se considerar que, para cada concentracdo, foram realizadas trés réplicas de 10
abelhas recém-emergidas e para cada réplica a mortalidade foi verificada ap6s 24
horas da injecdo. Portanto, a DLso foi calculada a partir da concentracdo em “ng de
extrato seco/mg inseto” necesséria para matar 50% da populagéo testada. Além disso,
também foram observadas as seguintes respostas ao extrato: animal ativo,

movimentos lentos, paralisia e morte, conforme descrito por Zlotkin (1983).

3.11.3. Anédlise estatistica
Com base na mortalidade de cada concentracao testada, apds o periodo de 24h, foi

determinada a dose letal média (DLso - a concentracdo necesséria para matar 50% da
populacdo testada). Os dados de dose resposta foram analisados com modelos

binomiais generalizados. As funcdes de ligacao logit, probit, log-log complementar e
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cauchit foram testadas (Venables, W. N. & Ripley, B. D., 2002; Moral R.A., Hinde J.,
Demétrio C.G.B., 2017). O modelo logistico binomial com a funcéo de ligacdo Logit foi
0 que melhor se ajustou aos dados de mortalidade de 24 horas para as amostras das
glandulas ampulada maior e agregada. O ajuste do modelo foi confirmado utilizando
“Graficos meio-normais com envelope de simulagdo” com o uso do software R versao
3.5.0 com o pacote HNP (Half- NormL Plots).

4. Resultados e discussao

4.1. Analise protedmica com a identificacdo da modificacdo de fosforilacédo
Com a finalidade de obter informagbes fundamentais para uma melhor
compreensao funcional das proteinas fosforiladas que podem estar envolvidas com o
processo de fiacdo da seda, manutencao e até mesmo com a captura de presas ha
teia, as proteinas constituintes das glandulas produtoras de seda da aranha T.
clavipes (Figura 7) foram submetidas a um enriquecimento de fosforilagéo, utilizando
o0 método de afinidade com dioxido de titanio (TiO2), seguido por uma analise
protedmica gel-free do tipo shotgun. Essa estratégia permite concentrar as proteinas
que apresentam a modificacdo de fosforilacdo, proporcionando assim, um aumento
no numero de identificacdes de proteinas menos abundantes e com menores valores

de massa em amostras complexas como as glandulas produtoras de seda de aranhas.

Figura 7. A — Trichonephila clavipes, coletada no campus da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” localizado na cidade de Rio Claro, Sao Paulo. B —
glandulas de seda da aranha T. clavipes destacando a glandula ampulada maior,
indicada por uma seta— Imagens modificadas de dos Santos-Pinto et al., 2016.
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As modificacbes de fosforilacdo que ocorrem em proteinas, sdo reversiveis,
podendo ocorrer de forma incessante e assim desempenhar um papel crucial na
regulacdo de muitos processos celulares. As fosfoproteinas, modificadas apds a
traducéo, tendem a coexistir com suas proteoformas néo fosforiladas dentro da célula;
sendo assim, o0 enriquecimento € uma forma de tornar a sua identificacdo mais viavel
(Fila & Honys, 2012).

A partir das analises e processamento de dados, realizados no presente
estudo, um total de 1316 proteinas fosforiladas foram identificadas. Desse total, 155
foram identificadas na glandula agregada, 580 na ampulada maior, 143 na flageliforme
e 438 na ampulada menor. As buscas para a identificacdo das proteinas fosforiladas
foram realizadas nos bancos de dados Araneae, Arachnida e ArachnoServer.
Considerando-se a grande quantidade de dados que foram gerados e processados
apos as analises, e para que a redacdo da dissertacdo pudesse ocorrer de forma
continua, de modo que sua leitura ndo fosse interrompida, a relacdo completa de
todas as proteinas identificadas constando todas informac¢des dos dados oriundos da
analise protedbmica das quatro amostras analisadas estdo demonstrados no Apéndice
1, tabelas A1-A4 em arquivo excel.

Todas as proteinas foram inicialmente classificadas de acordo com as funcfes
atribuidas pelas analises no Gene Ontology — GO (componente celular, processo
biolégico e funcdo molecular). Uma vez que as amostras do presente estudo sao
produtos da secrecdo das diferentes glandulas produtoras de seda, envolvidas no
processo de fiacdo, € importante considerar que a busca dos papeis funcionais de
proteinas na base de dados G.O. prevé funcdo molecular, processo biologico e
componente celular (quando a informacéo esta disponivel), com base em relatérios
de papéis intracelulares destas proteinas. Os papéis funcionais de proteinas
secretadas ndo sdo bem preditos pelas pesquisas de enriquecimento no GO (dos
Santos-Pinto et al., 2016); proteinas secretadas geralmente desempenham apenas
papeéis individuais no meio extracelular, uma vez que aparentemente, ndo existem
interacbes como aquelas observadas em rotas metabdlicas do citoplasma ou
organelas. O mecanismo de secrec¢ao das glandulas de seda de aranhas ndo € bem
conhecido; algumas glandulas podem secretar os seus produtos exocrinos através de
mecanismos holocrinos, enquanto outras glandulas podem secretar suas proteinas
através de um mecanismo merocrino e/ou apécrino (Bell et al., 1969). Sendo assim, 0

secretoma das glandulas de seda podem conter uma mistura complexa de proteinas
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exocrinas, com tipicas proteinas intracelulares (geralmente designadas como
“proteinas housekeeping”). Ha relatos freqlientes sobre a existéncia de citocromo-
oxidase, chaperoninas e outras enzimas mitocondriais localizadas em regides extra-
mitocondrial, sugerindo a possibilidade da existéncia de mecanismos ainda
desconhecidos de translocacdo de proteinas para outros destinos celulares, ou
mesmo para o meio extracelular (Soltys et al., 1999; Soltys et al., 2000; Gupta et al.,
2008). Dessa forma, consideramos o0 processo bioldgico especifico da amostra, ou
seja, a complexidade das glandulas produtoras de seda e a sua relagdo com o
processo de fiacdo para a construcdo da teia, para classificar as proteinas em
diferentes grupos funcionais.

Baseado nas andlises de dados do Gene Ontology — G.O e de acordo com 0s
termos do algoritmo FunRich 3.0 — Functional Enrichment Analysis Tool (Pathan et al.,
2015), as fosfoproteinas foram organizadas em sete diferentes grupos funcionais,
relacionados com o seu papel na teia: — (i) proteinas estruturais que compdem as
fibras da seda — as espidroinas; ii) proteinas relacionadas com o transporte de ions e
oxigénio nas glandulas para manter a estabilidade das espidroina; (iii) proteinas
relacionadas com o dobramento/conformacdo e modificacdo das espidroinas; (iv)
proteinas relacionadas com a preservacdo das espidroinas contra 0 estresse
oxidativo; (v) proteinas relacionadas com a preservacao das caracteristicas fibrilares
das espidroinas no meio ambiente; (vi) proteinas housekeeping e (vii) proteinas
relacionadas com a captura e pré-digestao de presas.

Considerando-se a grande quantidade de dados que foram gerados e
processados apos as analises, e para que a redacao do trabalho pudesse ocorrer de
forma continua, de modo que sua leitura nao fosse interrompida, a relacdo completa
de todas as proteinas identificadas e classificadas nos grupos funcionais constando
todas informagfes dos dados oriundos da andlise do GO estdo demonstradas no
Apéndice 2, tabelas A1-A7 em arquivo excel.

Os dados fosfoprotedmicos de cada uma das glandulas foram analisados
separadamente, posteriormente combinados na analise de enriqguecimento, uma vez
gue a maioria das proteinas identificadas estéo, de alguma maneira, relacionadas com
0 processo de fiacdo e protecdo das proteinas estruturais das teias, exceto aquelas
classificadas como housekeeping.

As figuras 8, 9 e 10, demonstram os resultados obtidos para as analises de

enriqguecimento funcional para todas as fosfoproteinas identificadas nos grupos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soltys%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10322429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soltys%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10494626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gupta%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18575266
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funcionais (ii), (iii), (iv) e (v), considerando que estes grupos estdo envolvidos com o
processo de fiacdo da seda dentro das glandulas. Para o grupo funcional (i) proteinas
estruturais que constituem as fibras da seda, as espidroinas, ndo existe um processo
biolégico atribuido a essas proteinas na base de dados GO; dessa forma, foi atribuida
a fungdo molecular de “proteinas da seda”, portanto esse grupo funcional nao foi
considerado para essa analise. Ja para o grupo funcional (vii) proteinas relacionadas
com a captura e pré-digestdo de presas, a analise de enriquecimento funcional foi
realizado separadamente e esses resultados serdo apresentados mais adiante, no

momento da discussao desse grupo.
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Figura 8. Andlise de enriquecimento funcional demonstrando a fun¢cdo molecular das fosfoproteinas identificadas nas glandulas

agregada, ampulada maior, ampulada menor e flageliforme. Esse resultado foi obtido pela combinacdo de todas as identificagbes

de proteinas obtidas para cada glandula individualmente.
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Figura 9. Analise de enriquecimento funcional demonstrando o componente celular das fosfoproteinas identificadas nas glandulas agregada,
ampulada maior, ampulada menor e flageliforme. Esse resultado foi obtido pela combinacgéo de todas as identificacdes de proteinas obtidas para

cada glandula individualmente.
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Figura 10. Andlise de enriquecimento funcional demonstrando o processo bioldgico das fosfoproteinas identificadas nas glandulas agregada,
ampulada maior, ampulada menor e flageliforme. Esse resultado foi obtido pela combinacao de todas as identificacdes de proteinas obtidas para
cada glandula individualmente.
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Pode-se observar na figura 8 que cerca de 16% das proteinas fosforiladas
identificadas apresentam funcdo de metal ion binding [GO:004687] e ATP binding
[GO:0005524]. Os ions metélicos podem ser cruciais para a estrutura e funcéo de
proteinas e ajudam a estabilizar a estrutura das proteinas estruturais da teia. Esses
ions estdo envolvidos em eventos de catalise nucleofilica, na inducdo das mudancas
conformacionais em proteinas, no transporte de elétrons, no dobramento e
estabilizacdo de estruturas protéicas (Akcapinar & Sezerman, 2017); desta forma,
possivelmente esses ions podem induzir mudancgas conformacionais das espidroinas
apos a ligacdo dos mesmos, e garantir a estabilizacdo dessas proteinas. O ATP esta
correlacionado com a transducdo de energia em uma célula, e além disso,
desempenha um papel central na sinalizacao celular. O ATP atua como um doador do
grupo fosfato para a ativacédo do substrato em reacdes metabdlicas; na regulacdo da
funcdo das proteinas, o ATP pode servir como um doador de grupos fosfato para
modificacdes pos traducionais (Rajedran et al., 2016). Além destes termos GO, outros
termos relevantes como, kinase activity [GO:0016301]; protein kinase activity
[GO:0006672]; protein phosphatase [GO:0004725], apesar de representarem baixas
porcentagens de proteinas, cerca de 2%, mostram-se relevantes para o estudo uma
vez que, podem a partir da ligacdo ou retirada do grupo fosfato da cadeia lateral dos
aminoéacidos das proteinas, alterar significativamente a conformacédo das espidroinas
e desta forma afetar as interacGes entre as proteinas estruturais da seda (Hardy &
Scheibel, 2010; dos Santos-Pinto et al., 2014). A elevada porcentagem de proteinas
fosforiladas presentes na membrana celular (>40%), apresentada na figura 9
corrobora com o que foi mencionado anteriormente, de que ha mecanismos, até entao
pouco conhecidos que atuam na translocacdo de proteinas para outros destinos
celulares e até mesmo para 0 meio extracelular (Soltys et al., 1999; Soltys et al., 2000;
Gupta et al., 2008), para que no meio extracelular estas moléculas possam
desempenhar suas funcbes bioldgicas. Uma pequena porcentagem (<1%) sao
proteinas que demonstraram estarem presentes na regiao extracelular. Os resultados
da anélise de enriquecimento funcional para o processo biolégico das fosfoproteinas
apresentados na figura 10 mostram que as fun¢gbes mais abundantes s&o: oxidative
phosphorylation [GO:0006119] e aerobic respiration [GO:0009060], que juntas
representam aproximadamente 32% das identificacdes; isso € um forte indicativo de
que a producao aerébica de ATP €& muito importante para suprir gastos metabdlicos

com as atividades glandulares. Pode-se observar também que existem em menor
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porcentagem, proteinas responsaveis pelo metabolismo de lipideos (<2%) que estéao
relacionados com a preservacdo das caracteristicas fibrilares das espidroinas,
seguida por dobramento de proteinas (<6%), transporte celular e transporte de ions,
essas Ultimas estdo relacionadas com o constante transporte de ions e oxigénio nas
glandulas durante o processo de fiacao da teia (<2%).

A figura 11 demonstra a distribuicdo de fosfoproteinas, de acordo com os
grupos funcionais identificados no resultado da combinagé&o das glandulas de seda da
aranha T. clavipes. Como podemos notar, a grande maioria das fosfoproteinas, 65%
do total identificado nas quatro glandulas, correspondem as proteinas housekeeping.
Este elevado numero estad relacionado ao processo de producdo de energia,
possivelmente para suportar a grande sintese de proteinas nas glandulas, e dos seus
produtos que séo secretados. Considerando-se a complexidade da amostra, 18% das
fosfoproteinas identificadas, aparentemente estao envolvidas no processo de captura
e pré-digestdo de presas, e foram classificadas como toxinas, neurotoxinas e
defensinas. Até entdo, muito estudos tem relatado a presenca de toxinas e
neurotoxinas nas fibras da seda produzidas por aranhas (Marques et al., 2005; Salles
et al., 2006; Volsi et al., 2006; Zhang et al., 2012; Sanggaard et al., 2014; Chaw et al.,
2015; Xu et al., 2016; dos Santos-Pinto et al., 2016a; Esteves et al., 2020); a presenca
destes compostos tem portanto, evidenciado que a teia ndo é uma simples ferramenta
para captura mecanica e aprisionamento de presas, mas sim uma complexa estrutura,
que parece desempenhar um papel estratégico “quimico-ativo” na captura e pré-
digestado de suas presas. Os estudos ainda ndo consideraram a presenca de possiveis
PTMs, como a fosforilagéo nas proteinas das glandulas produtoras da seda e o quanto
essa modificagdo pode determinar a conformacgdo estrutural, atividade biologica,
solubilidade, interacéo e funcéo dessas moléculas. As proteinas estruturais da seda —

as espidroinas, representam aproximadamente 0,6% do total da amostra.
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Figura 11. Distribuicdo do total de fosfoproteinas identificadas nas quatro glandulas
combinadas — agregada, ampulada maior, flageliforme e ampulada menor da aranha

T. Clavipes de acordo com o seu papel funcional.

A seguir, estdo discutidas as caracteristicas bioquimicas, das principais proteinas
identificadas em cada grupo funcional, conforme classificacdo mencionada acima:

(i) Proteinas estruturais que compdem as fibras da seda: este primeiro
grupo € composto pelas proteinas constituintes das fibras da seda, as espidroinas.
Nesse grupo foram incluidas 5 espidroinas fosforiladas identificadas na glandula
ampulada maior, 1 espidroina fosforilada identificada na glandula agregada, e 1 na
glandula ampulada menor. Estas proteinas foram encontradas em diferentes
proteoformas, como aciniform spidroin 1, major ampullate spidroin , minor ampullate
spidroin, spidroin 1, egg case protein variant 1, e egg case silk protein. Esses
resultados estdo demonstrados na tabela 3, constando algumas das informacdes dos
dados oriundos da analise protedbmica. Nao foram observadas espidroinas
fosforiladas produzidas pela glandula flageliforme neste estudo, possivelmente porque
nao havia nenhuma sintese de espidroinas fosforiladas por essa glandula no momento
da coleta da aranha, e/ou essas proteinas ndo estavam presentes em quantidades
suficientes para serem detectadas. Os resultados apresentados revelam diferentes
proteoformas de espidroinas, que ainda ndo tém suas fungbes bem conhecidas,
possibilitando dessa forma futuras investigacées na area de biomateriais a base de

seda de aranhas.
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Tabela 3. Identificagdo das proteinas estruturais da teia (grupo “”), em suas formas
fosforiladas — as espidroinas. MM: Massa Molecular; PIP (%) — score, probabilidade
de Identificacdo da Proteina; Glandulas de seda: AGRE — agregada, AMA- ampulada
maior, FLAG - flageliforme, AME- ampulada; (+) presenca da proteina, (-) auséncia

da proteina.
Codigo de MM Taxonomia PIP Glandulas de seda
acesso Fosfoproteinas (kDa) (%) | AGRE | AMA | FLAG | AME
AFX83562.1 | Aciniform spidroin 1 33 | Latrodectus hesperus 100 + ) ) R
AAT08436.1 | Major ampullate spidroin 70 | Agelenopsis aperta 96 - + - -
ADM14317.1 | Major ampullate spidroin protein 31 | Diguetia canities 100 - + - -
ARA91171.1 | Minor ampullate spidroin Latrodectus
21 | tredecimguttatus 100 - + - -

AAC38957.1 | Spidroin 1 44 | Trichonephila clavipes 100 - + - -
AOC60773.1 | Egg case protein variant 1 25 | Argiope argentata 100 - + -
ABC68105.1 | Egg case silk protein 2 80 | Latrodectus hesperus 100 - - - +

Os principais constituintes da seda das aranhas sao proteinas fibrosas
denominadas espidroinas, constituidas predominantemente pelos aminoacidos
alanina e glicina (Kaplan et al., 1992; Sponner et al., 2005). As espidroinas sdo
sintetizadas pelas células epiteliais nas glandulas produtoras de seda e secretadas no
[imen glandular, onde sdo armazenadas como uma solucdo liquida cristalina
altamente concentrada (Scheibel et al., 2004) para serem processadas em fibras.
Como podemos observar na tabela 3, foram obtidas proteoformas diferentes de
espidroinas fosforiladas dentro das glandulas produtoras dos fios de seda. As
proteinas spidroin 1 e major ampullate spidroins sao secretadas pela glandula
ampulada maior e constituem as fibras da seda dos raios da teia obital, do frame e da
linha de segurancga “escape”, utilizada para escapar de possiveis predadores; essa
fibra possui alta resisténcia a tracdo combinada com alta viscoelasticidade (Vollrath,
2000; Sponner et al., 2005; Rémer et al., 2008); e podem ser codificadas por diferentes
genes (Beckwitt & Arcidiacono 1994; Romer et al., 2008; Rising et al., 2007; Ayoub et
al., 2008). Suas propriedades mecanicas dependem das sequéncias altamente
repetivas, composta por blocos ricos em glicina, alternados com blocos ricos em
alanina (Rising et al., 2007; dos Santos Pinto et al., 2014). A resisténcia a tracao
mencionada anteriormente é dada pelas repeticbes (A)n e/ou (GA)n que formam
estruturas cristalinas de folha B intra- e intermoleculares na fibra, enquanto a
viscoelasticidade esta relacionada as repeti¢cdes ricas em glicinas (GGX e GPGXX)
(Gatesy et al., 2001; dos Santos-Pinto et al., 2014; 2015). Curiosamente Winkler et al.,

2000, demonstraram que € possivel controlar a montagem da folha B via
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fosforilacdo/desfosforilacdo enzimatica de proteinas recombinantes curtas (25kDa)
inspiradas em espidroinas produzidas pela aranha T. clavipes. Em 2014 dos Santos-
Pinto et al., realizou um estudo com a seda da teia das aranhas T. clavipes, Nephila
edulis e Nephila madagascariensis, em que a estratégia de espectrometria de massas
gel-based foi utilizada a fim de sequenciar e determinar a presenca/localizacéo de
modificacdes pos traducionais na proteina spidroin -1, foram reportados 11 sitios de
fosforilagdo nas espidroinas do género Trichonephila sendo que 8 destes
apresentaram maior confiabilidade. Posteriormente, em outros estudos realizados por
nosso grupo (dos Santos-Pinto et al., 2015 e 2016), com o intuito de compreender a
estrutura das espidroinas na seda de T. clavies, em condi¢cfes naturais, incluindo a
identificagdo das PTMs mais abundantes, foram relatados um total de 15 e 16 sitios
de fosforilagdo nas proteinas spidroin 1-A e 1-B respectivamente; bem como a
contribuicdo dessas PTMs na modelagem 3D dessas proteinas. Além disso, 0s
autores também relataram a presenca de um total de 36 sitios de fosforilacdo na
proteina spidroin-2, e diversas outras PTMs como glicosilacdo, hidroxilacdo e
nitrotirosilacao.

Os resultados apresentados acima, revelam diferentes proteoformas de
espidroinas fosforiladas que estdo sendo transitoriamente expressas por essas
glandulas, e dessa forma sendo detectadas durante a analise protedmica. A maioria
dessas PTMs estdo localizadas dentro dos motivos estruturais que seriam
responsaveis pelas propriedades mecéanicas da seda; e de acordo com os estudos
mencionados, o significado biolégico da grande quantidade de fosforilacdo observada
nas proteinas da seda da aranha T. clavipes, ainda é desconhecido. Porém,
corroborando com os dados ja descritos na literatura, sugerem que a fosforilagéo pode
estar envolvida na determinacédo da conformacéao estrutural das espidroinas, uma vez
que a maioria dos sitios de fosforilagcdo foram observados dentro dos motivos
estruturais GGX e (A)n, em espidroinas ; e desta forma, alterando a estrutura dessas
moléculas, as PTMs podem também atuar na ligacdo e interacéo entre as proteinas
da seda ao influenciar as propriedades fisico-quimicas da fibra (Eyers & Gaskell, 2008;
Hardy et al., 2010, dos Santos-Pinto et al., 2015, 2016). Foi postulado também que o0s
residuos de fosfato podem desempenhar papeis importantes no armazenamento das
proteinas da seda em altas concentracbes na glandula de seda e também, na
organizacao das proteinas durante o processo de fiacdo da fibra (Vollrath & Knight,
1999; Huemmerich et al., 2004; dos Santos Pinto et al., 2014, 2015).
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(i) Proteinas de transporte de ions e moléculas relacionadas com a
estabilidade das espidroinas: neste grupo foram identificadas 20 fosfoproteinas na
glandula ampulada maior, 5 na glandula agregada, e 11 na ampulada menor. N&o foi
identificada nenhuma fosfoproteina desse grupo funcional na glandula flageliforme.
Diferentes proteoformas de chloride channel protein, potassium voltage-gated channel
protein Shal protein, calcium-activated potassium channel slowpoke-like isoform X10,
foram identificadas nas trés glandulas mencionadas A tabela A2, do Apéndice 2,
apresenta a relacdo completa de todas as proteinas identificadas, constando as
informacdes dos dados oriundos da andlise protedbmica e analise GO.

A presenca destes canais idnicos para o futuro processo de fiacdo da seda é
importante para a estabilidade das espidroinas que é geralmente afetada pelos ions
circundantes. A partir de alguns estudos realizados, ions como sodio e cloreto,
presentes nas glandulas inibem a agregacdo das proteinas da seda, e
consequentemente a formacao das fibras impedindo a separacédo da fase liquido-
liguido (Scheibel et al., 2009). Enquanto que ions como potassio e fosfato promovem
a agregacao das proteinas e formacdo da estrutura organizada. Essa mudanca de
ions, agindo sinergicamente com a diminuicdo do pH no meio favoreceria o
desdobramento e B-cristalizacdo das proteinas da seda (Knight et al., 2000; Vollrath
etal., 2001). Estudos de Knight et al. (2001), sugerem gque a capacidade de transportar
prétons e ions para dentro do limen da glandula, enquanto transporta agua para fora
pode ser fundamental para a formacao das fibras da seda, visto que a aranha ativa e
controla cuidadosamente o ambiente i6nico durante o processo de fiacdo, o que
proporciona consequéncias importantes durante o dobramento das espidroinas (Dos
Santos-Pinto et al., 2016).

(i) Proteinas relacionadas com o dobramento/conformacdo e
modificacdes pos traducionais (PTMs) das espidroinas: no terceiro grupo foram
identificadas 15 fosfoproteinas na glandula agregada, 29 na ampulada maior e 10 na
ampulada menor. Néo foi identificada nenhuma fosfoproteina desse grupo funcional
na glandula flageliforme. Foram identifcadas neste grupo diferentes proteoformas de
serine/threonine-protein kinase, heat shock protein e tyrosine-protein phosphatase
10D protein. A tabela A3, do Apéndice 2, apresenta a relagcdo completa de todas as

proteinas identificadas, constando as informac¢des dos dados oriundos da andlise
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protedbmica e analise GO. Sob condicdes normais, essas proteinas facilitam o
transporte de proteinas entre compartimentos celulares, o dobramento de proteinas
recém-sintetizadas e a degradacéo de proteinas instaveis (Parcellier et al., 2003). As
proteinas de choque térmico também foram identificadas nos estudos de Hou et al.
(2007) com a glandula de seda de Bombix mori. Embora a funcéo das proteinas de
choque térmico seja incerta, no presente estudo, é sugerido que desempenham a
funcd@o no dobramento e transporte das espidroinas, durante o processo de formacéo
das fibras no ducto de fiagdo da glandula; e ainda na seda podem estar relacionadas
na manutencao da estabilidade e integridade das proteinas da seda, uma vez que as
mesmas podem ser expostas as variagcdes ambientais e consequentemente alterar a
conformacao estrutural dessas proteinas na teia. As diferentes proteinas quinases
aqui identificadas, podem estar relacionadas com as modificagcdes de fosforilacéo
presentes nas espidroinas, conforme ja mencionado nos estudos de dos Santos-Pinto
et al., (2015 e 2016) com a seda da aranha T. clavipes. Estas proteinas pertencem a
grande familia de quinases e junto com as fosfatases, e € responsavel pelo
mecanismo de fosforilacdo e ativacdo de cascatas a partir da fosforilacao de diferentes
aminoacidos da cadeia polipeptidica (Alberts et al., 2007; Ardito et al., 2017). A
ativacdo ou desativacdo da quinase ocorre de diferentes maneiras: pela propria
qguinase com cis-fosforilacdo/autofosforilacdo, pela ligacdo com proteinas ativadoras
ou inibidoras ou verificando sua localizacdo na célula em relacdo ao seu substrato
(Roskoski, 2012). Outro importante grupo de proteinas séo as proteinas fosfatases,
estas atuam opostas as quinase e desta forma, removem o grupo fosfato das
fosfoproteinas por meio da hidrolise de monoésteres do acido fosférico em um grupo
fosfato e uma molécula com um grupo hidroxila livre (Barford, 1996; Ardito et al.,
2017). Em nossos resultados, foi identificada uma proteoforma da proteina tyrosine —
protein phosphatase 10 D protein. A super familia das proteinas tirosina fosfatase
compreendem 103 enzimas (Alonso et al., 2004) que catalizam a desfosforilagcado do
substrato atraveés de um intermediario enzimatico covalente, envolvendo a ligacdo de
um tiofosfato a partir do sitio ativo de um residuo de cisteina (Yu & Zhang, 2018). Essa
familia de proteinas atua em conjunto com as proteinas tirosina quinases e modulam
o nivel de fosforilacdo de residuos de tirosina celular. Um nivel apropriado de tirosinas
fosforilada € essencial para regular 0 crescimento celular, diferenciacéo,
metabolismo, ciclo celular, comunicacdo célula-célula, migracdo celular, transcricao

de genes, atividade dos canais ibnicos, a resposta imune, e apoptose (Neel & Tonks,
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1997; Hunter, 2000; Zhang, 2002). No estudo de dos Santos-Pinto et al., (2019), em
que foi realizada uma analise proteotranscriptomica das glandulas de seda, 7.52% do
proteoma total € representado por proteinas que pertecem a este grupo, ou seja,
proteinas relacionadas com as modificacdes poOs-traducionais e dobramento das

espidroinas.

(iv) Proteinas relacionadas com a protecdo das espidroinas contra o
estresse oxidativo: neste grupo foram identificadas 3 fosfoproteinas na glandula
agregada, 48 na ampulada maior e 27 na ampulada menor. Nao foi identificada
nemhuma fosfoproteina desse grupo funcional na glandula flageliforme. A tabela A4,
do Apéndice 2, apresenta a relacdo completa de todas as proteinas identificadas,
constando as informacdes dos dados oriundos da andlise protedmica e analise GO.
Neste grupo foram incluidas diferentes proteoformas de cytochrome oxidase subunit,
NADH dehydrogenase subunit 5 e uma proteoforma de peroxidase, que
possivelmente estdo envolvidas na preservacdo das espidroinas contra o estresse
oxidativo, quando as mesmas estdo sendo produzidas/sintetizadas pelas glandulas
de seda. A atividade de peroxidases ja havia sido descrita na glandula ampulada maior
das aranhas do género Trichonephila, e foi proposto que essa atividade das
peroxidases poderia catalisar a formacéao de ligacdes cruzadas de ditirosina, e dessa
forma ajudar na estabilizacdo das proteinas das fibras na seda. No entanto, até entéo
essa formacdo de ligacbes cruzadas nas fibras da seda nédo tem sido relatada,
permanecendo por ser elucidada (Vollrath e Knight, 1999; Pouchkina et al., 2003). As
peroxidases também foram identificadas nas glandulas de seda de Bombix mori e
possivelmente estdo envolvidas em ligacbes cruzadas, na reticulacdo da matriz
extracelular da glandula de seda (Suderman et al., 2006; Thein et al., 2009; Dong et
al., 2013).

(v) Proteinas relacionadas com a preservacdo das caracteristicas
fibrilares da seda: neste quinto grupo foram identificadas 4 fosfoproteinas na
glandula agregada, 16 na glandula ampulada maior e 15 na ampulada menor. Nao foi
identificada nenhuma fosfoproteina desse grupo funcional na glandula flageliforme. A
tabela A5, do Apéndice 2, apresenta a relagcdo completa de todas as proteinas
identificadas, constando informacfes dos dados oriundos da analise protebmica e

analise GO. Diferentes proteoformas de fatty acyl-CoA reductase 1, fatty-acid amide
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hydrolase 2-like protein, fatty acid synthase e mucin. As proteinas desse grupo podem
estar envolvidas em processos metabdlicos, como catalise e oxidacdo de acidos
graxos (Thorpe et al., 1995). Estudos relatam que as fibras da seda de aranhas sao
revestidas com uma camada lipidica que é aderida sobre a fibra, apés a sua formacéo
pela aranha (Vollrath et al., 2001; Salles et al., 2006; Sponner et al., 2007). Assim
como outras substancias, os lipideos encontram-se na solucéo viscosa, a qual &
secretada pela glandula agregada e aderida sobre as fibras (Vollrath & Knight, 2001,
Schulz, 2001; Romer et al., 2008). E andlises de lipideos sobre essas fibras tem
indicado a presenca de uma grande variedade de acidos graxos. Estudos de analises
de GC-MS realizados por Salles et al. (2006) com as fibras da teia da aranha T.
clavipes demonstraram a presenca de uma diversidade de acidos graxos saturados e
insaturados sobre estas fibras. Nos estudos realizados por dos Santos-Pinto et al.
(2016), com as glandulas produtoras de seda da aranha T. clavipes, essas proteinas
foram identificadas na glandula agregada e podem estar envolvidas com o
metabolismo dos acidos graxos que sdo depositados sobre as fibras apds a liberacéo
da seda; e essa camada de &cidos graxos pode estar envolvida com a protecao das
fibras contra a degradacao (Schulz, 2001), e/ou até mesmo como um repelente para
alguns insetos e também apresentar uma agao antimicrobiana (Avis et al., 2000; Salles
et al., 2006). E ainda podemos sugerir que essa camada de acidos graxos pode estar
envolvida com a lubrificacéo da seda, protegendo contra as acdes naturais do meio e
dessa forma manter a estrutura conformacional das espidroinas e consequentemente
as propriedades mecéanicas das fibras. Além disso, os acidos graxos também podem
contribuir para aumentar a permeabilidade da barreira epicuticular de lipidios dos
insetos presas, facilitando a difusdo de toxinas presentes na seda da teia para o
interior do inseto presa (Salles et al., 2006; dos Santos-Pinto et al., 2016; Esteves et
al., 2020).

Além disso, em 2015, Chaw et al., evidenciaram a partir do transcriptoma das
glandulas de seda da aranha Latrodectus hesperus, a presenca de glicoproteinas
COmMo as mucinas que estao entre os componentes presentes na seda da aranha, que

possivelmente estdo presentes para a protecao fibrilar da seda.

(vi) Proteinas housekeeping: neste grupo foram identficadas 99
fosfoproteinas na glandula agregada, 378 na ampulada maior, 4 na flageliforme, e 342

na ampulada menor. A tabela A6, do Apéndice A2, apresenta a relacdo completa de
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todas as proteinas identificadas, constando as informac¢des dos dados oriundos da
analise protedbmica e analise GO. Essas proteinas possivelmente foram secretadas
das células constituintes das glandulas de seda, sendo, portanto, um contaminante no
contetdo glandular derivado do tecido muscular das glandulas, uma vez que elas
foram maceradas para o extravasamento do conteudo glandular durante o preparo
dos extratos para as analises. A maioria das proteinas housekeeping estéo
associadas ao processo de produgdo de energia, provavelmente para sustentar a
biossintese dos produtos que sao secretados, principalmente as proteinas
constituintes da seda, as espidroinas.

Nos estudos realizados por dos Santos-Pinto et al., 2016 e 2019, com as
glandulas produtoras de seda da aranha T. clavipes, foram identificadas uma grande
quantidade de proteinas que ja foram relatadas na literatura (Rao et al, 2004; Savina
et al., 2005; Cai et al., 2007) como proteinas relacionadas com a formacéao, transporte
e secrecdo de exossomos. E assim como ja relatado nesses estudos, na presente
investigacdo também foram identificadas proteinas que possivelmente estédo
envolvidas na secrecdo de vesiculas do tipo exossomos, entre elas, proteinas das
familias Ras e Rab, como, Ras GTPase-activating protein-binding protein 2, ras GTP-
ase activating protein with iq motif, putative, Putative rab subfamily protein of small
gtpase, prenylated Rab aceptor. Essas proteinas sdo conhecidas por desempenharem
um papel na secrecéo de vesiculas exossdmicas e estao envolvidas no trafego dessas
vesiculas entre compartimentos intracelulares. (Savina et al., 2005; Hsu et al, 2010).
O termo exossomo foi proposto em 1987 para designar vesiculas intraendossomais
liberadas extracelularmente (Johnstone et al., 1987). Os exossomos Sa0 pequenas
vesiculas de membrana (40-100 nm de didmetro) secretadas pela maioria dos tipos
celulares a partir de endossomos multivesiculares. Essas vesiculas de membrana séo
secretadas para o ambiente extracelular juntamente com seu contetdo, composto de
numerosas proteinas, lipideos e até acidos nucléicos, interferindo em processos de
comunicacao celular; e diversos estudos tém investigado o papel dessas vesiculas
como mensageiras intracelulares gerais (Cocucci et al., 2009).

Os exossomos orginam-se de compartimento multivesicular interno, chamados
corpos multivesiculares (MVBs) os quais sdo endossomos tardios. Apesar da
biogénese dos exossomos ainda ndo estar bem elucidada, sabe-se que para a
formacdo de MVBs é necessaria a participacdo das proteinas ESCRT (complexo

endossomal necessario para transporte), tetraspaninas e o lipideo LBPA (acido



60

lisobisfosfatidico) (Babst, 2005; Michelet et al., 2010). O processo final de secrecao
do exossomo ocorre através da fusdo de MVBs com a membrana plasmatica, muito
provavelmente com auxilio de um complexo de proteinas SNARE de natureza ainda
desconhecida (Rao et al, 2004). Os resultados das andlises fosfoprotedmica das
glandulas produtoras de seda da teia de T. clavipes demonstraram a presenca de
proteinas relacionadas ao complexo de proteina SNARES: synaptojanin-1-like,
synapse-associated protein 1 protein, Regulating synaptic membrane exocytosis
protein 2-like protein. Estudos relatam que o processo de liberacdo, secrecdo e
ancoramento de vesiculas extracelulares em membranas-alvo requerem proteinas
como actina e microtubulos, cinesinas e miosinas, pequenas GTPases e proteinas
relacionadas ao complexo-SNAREs (Cai et al., 2007). No presente estudo também
foram identificadas muitas actinas, tropomiosinas, miosinas, microtibulo e GTPases.
Inicialmente essas proteinas estdo sendo classificadas como housekeeping, pois
ainda, ndo se conhece o processo pelo qual as vesiculas extracelulares, que
possivelmente estao presentes nas goticulas depositadas sobre a seda de aranhas,
sao produzidas, transportadas e secretadas sobre a teia.

(vii) Proteinas relacionadas com a captura e pré-digestao de presas: o ultimo
grupo consiste em uma série de proteinas que apresentam-se em sua forma
fosforilada e que séo tipicas de venenos animais, ou seja, neurotoxinas utilizadas para
paralisia e morte de presas ou para prevencao de infeccdes microbianas (defensinas).
Foram identificadas 28 proteinas fosforiladas semelhantes as toxinas, neurotoxinas,
enzimas proteoliticas e defensinas na glandula agregada, 85 na glandula ampulada
maior, 139 na flageliforme e 32 na glandula ampulada menor. A Tabela 4 apresenta
algumas destas identificacdes encontradas nas amostras. A tabela A7, do Apéndice
2, apresenta a relacdo completa de todas as proteinas identificadas, constando as
informacdes dos dados oriundos da analise protedmica e analise GO. NOS nossos
resultados foram identificadas uma série de proteoformas de proteinas semelhantes
a alpha-latrotoxin, alpha-Latrocrustotoxin, aminopeptidase, astacin-like
metalloprotease, theraphotoxin, ctenitoxin, lycotoxin, metalloprotease,
metallopeptidase, SphingomyelinaseD, zodatoxin, Dermonecrotic toxin, e defensin

precursor.
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Tabela 4. Identificacdo das proteinas relacionadas com a captura e pré-digestdo de presas
(grupo “vii’), em suas formas fosforiladas. MM: Massa Molecular; PIP (%) — score,
probabilidade de Identificacdo da Proteina; Glandulas de seda: AGRE - agregada, AMA-
ampulada maior, FLAG - flageliforme, AME- ampulada; (+) presenca da proteina, (-)

auséncia da proteina.

% de
Lodigo de acesso Proteinas MM (kDa) Taxonomia PIP (%) AMA |[AGRE | FLAG | AME
cobertura
) Latrodectus
Q9XZCo Alpha-Latrocrustotoxin-Ltla 156 kDa ) 100% 19% + + +
tredecimguttatus
) Latrodectus
P23631 Alpha-Latrotoxin-Ltla 157 kDa 100% 0.60% + + + +

tredecimguttatus

) ) Centruroides
XP_023209417.1 | Aminopeptidase N 109 kDa 100% 1.62% - +
sculpturatus

Astacin-like metalloprotease Loxosceles

AOFKN6 ) 30kDa | ) 100% 15.10% - + +
toxin precursor intermedia
) Haplopelma
B2ZBB0O U7-theraphotoxin-Hs3f 12 kDa o 100% 16.50% + -
schmidti
o Haplopelma
P85030 U18-ctenitoxin-Colb 3 kDa o 100% 100.00% - - +
schmidti
) Lycosa
B6DD44 U15-lycotoxin-Ls1b 9 kDa ) o 100% 39.50% - - +
singoriensis
. Hottentotta
ADY39609.1 Putative metalloprotease 7 kDa o 100% 44.90% - - - +
judaicus
) ) Hyalomma
JAP68338.1 Putative metallopeptidase 41 kDa 100% 4.83% - +
excavatum
SphingomyelinaseD(LISicTox-
Q81914 ) 35 kDa Loxosceles laeta | 100% 7.72% - - +
alphalll1i)
) Lachesana
Q1ELU4 M-zodatoxin-Lt4b 20 kDa ) 100% 24% - + +
tarabaevi
Dermonecrotic toxin LiSicTox- Loxosceles
Q1W694 35kDa | ) 100% 43.6 - + +
betalD1 intermedia

) Centruroides
AAS90630.1 Defensin precursor 6 kDa o o 100% 73.20% - +
limpidus limpidus

O diagrama de Venn, demonstrado na figura 12, apresenta uma analise de
comparacao das fosfoproteinas relacionadas com a captura e pré-digestao de presas
identificadas nas glandulas agregada, ampulada maior, ampulada menor e
flageliforme. Para essa analise foram considerados os cédigos de acesso das
diferentes proteoformas identificadas e depositadas nos bancos de dados. Sendo
assim, a mesma proteina pode apresentar diferentes codigos de acesso, e na nossa
analise comparativa somente as proteinas com o mesmo cédigo de acesso serao

denominadas como comuns entre as quatro amostras.
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AMA FLAG

AGRE AME

Figura 12. Diagrama de Venn destacando as fosfoproteinas relacionadas com a captura e
pré-digestao de presas identificadas e compartilhadas (que apresentam o mesmo codigo de
acesso) entre as quatro glandulas produtoras de seda da aranha T. clavipes. AGRE — glandula
agregada, AMA — glandula ampulada maior, FLAG — glandula flageliforme, AME — glandula
ampulada menor.

A interseccdo entre as quatro glandulas — agregada N ampulada maior N
ampulada menor N flageliforme, demostrou uma unica proteina comum entre as
quatro glandulas produtoras de seda: a fosfoproteina alpha-Latrotoxin-Ltla, codigo de
acesso P2363, pertencente a familia das Latrotoxins, e originalmente descrita no
veneno da espécie Latrodectus tredecimguttatus.

As aranhas representam um dos grupos que possuem um grande nimero de
espécies venenosas (Platnik, N.Il. The World Spider Catalog, Version 14.0.
[http://research.amnh.org/entomology/spiders/catalog/index.html]); e as proteinas
identificadas no sétimo grupo funcional do presente trabalho contém componentes
representativos de diferentes familias de aranhas, séo alguns deles:

a) Sphigomyelinase D — uma proteina que provoca dermonecrose em
mamiferos; é considerada uma proteina de veneno Unica para as aranhas da
familia Sicariidae, como as aranhas marrom (género Loxosceles) e aranhas
do género Sicarius. Esta proteina € utilizada como marcador nos estudos de
evolugcdo molecular deste grupo de aranhas (Binford et al., 2009); e
provavelmente pode estar envolvida com a pré-digestdo das presas
capturadas pelas teias;

b) Latrotoxins — constituem uma familia de neurotoxinas tipicas dos venenos de
aranhas Theridiidae (constituidas principalmente pelas vilvas negras —

género Latrodectus); sendo importante na paralisia e captura de presas, e
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também é utilizada como referéncia molecular em estudos de evolugéao
molecular deste grupo de aranhas (Garb et al., 2013);

c) Ctenitoxin Pn ou Pk — peptideos neurotdxicos presentes no veneno
pertencentes a familia Ctenidae (Glenn et al ., 2008), neste caso as aranhas
Phoneutria nigriventer (Pn) e Phoneutria keyserlingi (Pk). As Ctenitoxin Pn
tem complexos efeitos sobre canais de sodio, seu efeito principal parece ser
o retardamento da inativagdo da corrente de sddio em axdnios isolado de
insetos (Matavel et al., 2002);

d) Theraphotoxin — proteinas neurotoxicas, isoladas do veneno das aranhas
tarantulas da familia Theraphosidae. Efeitos de ativacdo dos canais de
potassio, inibicdo de cainais de sédio, causando o blogqueio da transmissdo
neuromuscular e paralisia em insetos (Li et al., 2003);

e) Lycotoxins — constitui uma familia de peptideos antimicrobianos tipicos do

veneno da aranha Lycosa singoriensis (Yan et al., 1998).

Os resultados do presente estudo demonstram que a aranha T. clavipes
(Araneidae) esta expressando toxinas até entdo consideradas Unicas do ponto de
vista evolutivo, de pelo menos dois grupos distantes de aranhas, i.e.,
sphingomyelinase-D da aranha do género Loxosceles (Sicariidae) e latrotoxins da
aranha vilva negra do género Latrodectus (Theriidae). Além disso, essas aranhas
também estdo expressando toxinas consideradas tipicas de outros dois grupos de
familias de aranhas ndo muito distantes filogeneticamente entre elas, i.e., as
zodatoxins da aranha L. Tarabaevi (Zodariidae) e lycotoxins da aranha do género
Lycosa da familia Lycosidae. Atualmente, existem duas hipéteses sugerindo que as
familias Sicariidae e Theriidae evoluiram independentemente uma da outra (Binford et
al., 2009; Garb et al., 2013). Ao invés disso, os resultados do presente estudo estéo
sugerindo que algumas dessas proteinas podem estar presentes em todas as familias
de aranhas. Hipoteses anteriores foram elaboradas baseadas na presenca ou
auséncia dessas proteinas nos venenos de aranhas; na maioria das investigacoes
anteriores a ocorréncia dessas proteinas utilizadas como marcadores moleculares de
evolucdo, ndo foram investigadas nas glandulas de seda, mas somente nos venenos.
Ainda deve ser especulado que, filogeneticamente as aranhas da familia Araneidae
representam um grupo intermediario entre dois clados mais distantes (Sicariidae and

Theriidae) na filogenia das familias de aranhas (Gregory et al., 2003), e portanto,
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compartilham caracteristicas genéticas e bioquimicas comuns entre ambos 0s
extremos. Recentemente, Esteves et al., (2020), evidenciaram por meio de uma
andlise de proteotranscriptdmica a presenca de 217 proteinas semelhantes a toxinas
e neurotoxinas, defensinas e enzimas proteoliticas presentes na seda da teia da
aranha Trichonephila chavipes, sendo que 65 destas identificacbes sé&o
compartilhadas com as glandulas de seda. E sugerido que estas proteinas contribuem
para um papel “quimico-ativo” sobre as fibras da seda da teia, ou seja, na captura e

paralisia de presas.

As figuras 13, 14 e 15 demonstram os resultados obtidos para as analises de
enriqguecimento funcional para todas as fosfoproteinas identificadas como

semelhantes as toxinas, neurotoxinas, defensinas e enzimas proteoliticas.
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Fungdo molecular
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Figura 13. Andlise de enriquecimento funcional, demonstrando a fungdo molecular das fosfoproteinas do grupo vii (toxinas, neurotoxinas,
defensinas e enzimas proteoliticas) identificadas nas glandulas agregada, ampulada maior, ampulada menor e flageliforme. Esse resultado foi
obtido pela combinacao de todas as identificacdes de proteinas obtidas para cada glandula individualmente.
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Figura 14. Andlise de enriguecimento funcional demonstrando o componente celular das fosfoproteinas do grupo vii (toxinas, neurotoxinas,
defensinas e enzimas proteoliticas) identificadas nas glandulas agregada, ampulada maior, ampulada menor e flageliforme. Esse resultado foi
obtido pela combinacao de todas as identificacdes de proteinas obtidas para cada glandula individualmente.
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Processo bioldgico
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Figura 15. Andlise de enriquecimento funcional demonstrando o processo biolégico das fosfoproteinas do grupo vii (toxinas, neurotoxinas,
defensinas e enzimas proteoliticas) identificadas nas glandulas agregada, ampulada maior, ampulada menor e flageliforme. Esse resultado foi
obtido pela combinacao de todas as identificagfes de proteinas obtidas para cada glandula individualmente.
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E possivel observar, a partir dos dados obtidos do enriquecimento funcional da
funcdo molecular, que cerca de 50% das proteinas deste grupo apresentam toxin
activity [GO:00900729]; e a segunda maior porcentagem, cerca de 15%, € composta
por proteinas com funcdes de inibir os canais ibnicos. Como mencionado
anteriormente, muitas proteinas neurotoxicas atuam nestes canais a fim de paralisar
suas presas, 0 que auxilia na estratégia de captura de presas dessas aranhas (Li et
al., 2003; Rates et al., 2013; Cherki et al., 2014). Analisando os dados do
enriquecimento funcional de componente celular, fica evidente que a maioria das
proteinas (>80%) s&o oriundas da regido extracelular, uma vez que essas proteinas
sao secretadas para o meio extracelular onde desenvolvem suas funcdes. De acordo
com o0 processo bhioldgico que estas proteinas assumem, pode-se observar que as
quatro maiores porcentagens, sdo: patogénese (>50%); hemdlise do organismo
(>10%); processo catabodlico de lipideos (>10%); e resposta de defesa contra
proliferacdo de bactérias (>5%). As defensinas que tém funcdo antimicrobianas,
identificadas neste trabalho séo caracteristicas de outros venenos animais e ja foram
descritas no veneno do escorpido Centruroides limpidus limpidos (Rodriguez et al.,
2004). Essas proteinas relacionadas a defesa do organismo contribuem para
preservar a presa sob digestao, livre de infec¢cées por microorganismos (dos Santos-
Pinto et al., 2016), assim como também a seda da teia.

A grande maioria das fosfoproteinas semelhantes as toxinas e neurotoxinas,
relatadas no presente estudo, tém sido descritas com propriedades de inseticidas e
acOes farmacologicas, atuando em canais idnicos e receptores neuronais (Windley et
al., 2012; King et al., 2013; Kalia, et al., 2014; Bende et al., 2015 Jin et al., 2017; Ma
et al.,, 2018). O significado biolégico da presenca da fosforilagdo observada nas
toxinas/neurotoxinas identificadas ainda precisa ser melhor investigado; porém,
podemos sugerir que a atuacao e importancia da fosforilagdo nessas toxinas pode ser
bem ampla, contribuindo para as propriedades bioquimicas dessas moléculas. Dessa
forma, a fosforilagdo pode contribuir para a estabilidade, solubilidade e atividades
biologicas especificas; pode contribuir no direcionamento dessas toxinas em
diferentes rotas de sinalizacdo para a atuacdo em canais idnicos e receptores
neuronais. E ainda, podemos sugerir que a fosforilagdo de uma fracdo de toxinas
proteicas presentes nas amostras, poderia entao proporcionar uma novidade evolutiva
para a adaptacéao e diversificacdo das funcdes dessas moléculas, em um sistema tao

complexo como séo as glandulas produtoras de seda da teia de aranhas.
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Além dos resultados ja mencionados e discutidos anteriormente, os dados
brutos dessas analises foram entdo submetidas ao sequenciamento de novo com o
uso do software Peaks studio 7 (Complete software for proteomics and PTMs); foram
detectadas 148 sequéncias peptidicas fosforiladas, que néo resultaram na
identificacdo funcional de proteinas. Desse total, 52 sequéncias foram detectadas na
glandula agregada, 54 na ampulada maior, 28 na flageliforme e 14 na ampulada
menor. No entando, por meio da ferramenta de bioinformatica de alinhamento de
sequéncias de proteinas (BLASTP), foram realizadas buscas nos bancos de dados
Araneae, Scorpiones, Arachnida e Arthopoda; 19 destas sequéncias apresentaram
E-value, cobertura de sequéncia e identificacfes significativas para o presente estudo.
A tabela 5 apresenta a relacdo completa dessas sequéncias; enquanto a tabela A5,
do Apéndice 1, apresenta a relacdo completa de todas as sequéncias peptidicas
fosforiladas identificadas nas quatro glandulas.

A grande maioria dessas sequéncias peptidicas possivelmente podem ter se
originado de proteinas “ndo caracterizadas”, uma vez que se tratam de fragmentos
oriundos de digestdo enzimatica, ou seja, ndo sao peptideos naturais / intactos
presentes nas glandulas produtoras de seda. Proteinas “ndo caracterizadas” sao
designadas como proteinas de funcdes desconhecidas, devido a auséncia de
homologia com outras proteinas. No entanto podemos notar com este trabalho que
ainda existe uma quantidade muito grande de proteinas fosforiladas, presentes nas
glandulas produtoras de seda que apresentam funcdes desconhecidas e que
possivelmente podem apresentar alguma atividade significativa para o processo de
fiacdo da seda, assim como também, alguma atividade de toxina sobre a teia para a

captura de presas.
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Tabela 5. Sequéncias de peptideos tripticos fosforilados, oriundos da analise individual das glandulas agregada, ampulada
maior, ampulada menor e flageliforme, da aranha T. clavipes, e obtidos utilizando a abordagem de sequenciamento de novo através
do software Peaks study 7 (Complete software for proteomics and PTMs). Essas sequéncias apresentaram identificacdes em bancos
de dados através da ferramenta de alinhamento BLASTp. A tabela mostra as informac¢des como sequéncia peptidica e localizacao
glandular, ALC (Average Local Confidence) - % de confiabilidade de identificacdo da sequéncia pelo sequenciamento de novo,
valores de m/z (massa/carga) observados, carga (z), RT — tempo de retencdo, massa do peptideo (Da); PTMs detectadas nos
fragmentos — fosforilacdo nos residuos de serina (S), tirosina (Y) e treonina (T) (A = +80 Da), oxidagao no residuo de metionina (M)
(A = +15 Da), carmbamidometilagdo nos residuos de cisteina (C) (A = +57 Da). Informagdes oriundas do alinhamento utilizando a
ferramenta BLASTp: cédigo de acesso da proteina identificadas, nome da proteina, taxonomia, banco de dados, % de identificacdo
ID), E-value, e % de cobertura. Valores de massas de PTMs podem ser encontrados em http://www.unimod.org.



http://www.unimod.org/
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. . Massa Banco
Sequéncia Peptidica/ glandula de ALC . Nome da . E- % de
m/z RT | Molecular PTM Cadigo Taxonomia de % ID
seda (%) Proteina value |cobetura
(Da) dados
Trichonephila
AAAGGAGQGGYGGLGFGGSK (ampulada maior) 79 |860.3679 9.87 | 1718.7412 | Fosforilagdo P19837.3 Spidroin-1; clavipes Araneae 100% 3.00E-09 | 95%
Carbamidometilacao; major ampullate | Trichonephila
CGQGGLGGGAGGAGAATK (agregada) 86 | 763.8358 8.95 | 1525.6345 | Fosforilagdo ACC77633.1 spidroin 1 clavipes Araeane 88% 5.00E-04 | 88%
Carbamidometilacao; flagelliform  silk | Nephila inaurata
CGGAGGAGAGGGAVGAGGATK (agregada) 90 | 820.8550 9.11 | 1639.6772 | Fosforilagao AAF36091.1 protein madagascariensis | Araneae 83% 5.00E-04 | 90%
Carbamidometilacéo; zinc finger protein | Centruroides
CKGGAGAGAGGGLGGAGGTK (agregada) 88 | 820.8555 9.18 | 1639.7136 | Fosforilagao XP_023244543.1 | 608-like sculpturatus Scorpiones | 83% 1.00E-05 | 90%
Carbamidometilagéo; flagelliform  silk | Nephila inaurata
CGAGGAGGAGGGALGGAGGATK (agregada) 91 | 856.3702 9.28 | 1710.7144 | Fosforilagdo AAF36091.1 protein madagascariensis | Araneae 86% 7.00E-05 | 90%
Carbamidometilagéo; flagelliform  silk
CAGGAGGAGAGGGLGGAAAGGTK (agregada) 89 |[891.8891 9.48 | 1781.7515 | Fosforilagao AAK30593.1 protein Argiope trifasciata | Araneae 72% 2.00E-04 | 91%
Carbamidometilacéo; Minor ampullate | Araneus
CAGAGQGAGGAGGLGGAGGATK (agregada) 93 |891.8881 9.57 | 1781.7515 | Fosforilagao GBM96188.1 spidroin B ventricosus Araneae 85% 6.00E-04 | 90%
Carbamidometilacéo; major ampullate
CAGAGAGGAGQGGLGGAGGAATK (agregada) 90 | 927.4062 9.68 | 1852.7886 | Fosforilacdo ADE74592.1 spidroin 1l Peucetia viridans | Araneae 68% 6.00E-05 | 91%
Carbamidometilacao; major ampullate | Nephila inaurata
QKCASGLGGYGGQGAGGAAAATK (agregada) 89 | 706.6435 10.95 | 2116.9360 | Fosforilagdo AAK30606.1 spidroin 1 madagascariensis | Araneae 93% 4.00E-05 | 73%
Oxidagéo da
metionina; major ampullate
SMTAAPGLGGYGGAGGAGGAAAATK (agregada) 80 | 706.6445 11.04 | 2116.9248 | Fosforilagdo ADE74592.1 spidroin 1 Peucetia viridans | Araneae 82% 2.00E-04 | 84%
STGGYGGAGGAGAGGGLGGYGGQGATK dragline silk
(agregada) 90 | 1111.9609 14.85 | 2221.9387 | Fosforilagdo AAV48945.1 spidroin 1 Nephila pilipes Araneae 65% 9.00E-06 | 85%
STGGYGGQGAGAGGGLGGYGGAGGATK major ampullate
(agregada) 83 | 741.6457 14.88 | 2221.9387 | Fosforilagdo ADE74592.1 spidroin 1 Peucetia viridans | Araenae 85% 6.00E-07 | 85%
flagelliform  silk | Nephila inaurata
STNYGGAGGAGGAGGLGGYGGSK (agregada) 91 | 976.9002 14.98 | 1951.8062 | Fosforilagdo AAF36091.1 protein madagascariensis | Araneae 89% 1.00E-04 | 82%
Dolomedes
STGGYGGQGGLGGYGGAGGATK (agregada) 93 | 955.4012 15.37 | 1908.8003 | Fosforilagao AAK30598.1 fibroin 1 tenebrosus Araneae 90% 1.00E-06 | 95%
Centruroides
MGGGYGGAGGGLGGYGGAGGTK (agregada) 90 |919.8828 15.38 | 1837.7454 | Fosforilagao XP_023210969.1 | ctenidin-3-like sculpturatus Scorpiones | 84% 1.00E-05 | 86%
Dolomedes
STNYGGQGGLGGYGGGGAAATK (agregada) 86 |990.9171 15.4 | 1979.8374 | Fosforilagédo AAK30599.1 fibroin 2 tenebrosus Araneae 80% 9.00E-06 | 95%
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Dolomedes
STGGYGGAGGGLGGYGGAGSK (agregada) 88 |884.3660 |2 | 15.41 | 1766.7261 | Fosforilagdo AAK30599.1 fibroin 2 tenebrosus Arachnida | 80% 2.00E-05 | 95%
TSGGADCGGQGAGAGGGLGGYGGAGGAATK Carbamidometilacéo; major ampullate
(agregada) 82 |826.3333 |3 | 16.02 | 2476.0073 | Fosforilagdo ADE74592.1 spidroin 1 Peucetia viridans | Araneae 79% 7.00E-06 | 90%
FSRPSFGYGGQGAGGAAAAAAAGAGSR (ampulada [Trichonephila
menor) 72 | 844.0377 |3 | 12.95 | 2529.0586 | Fosforilagdo P19837.3 Spidroin-1; clavipes] Arachnida | 65% 3.00E-07 | 77%
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Com base na tabela, podemos notar que a maioria das proteinas que
apresentaram E-value significativo (menor que 1.00E-04) foram encontradas na
glandula agregada. Como mencionado anteriormente as demais sequencias
encontradas nas glandulas, agregada, ampulada maior, ampulada menor e
flageliforme, que ndo apresentaram E-value significavos, podem ser observadas na
tabela A5 do apéndice. Podemos notar também a partir da tabela 4 que grande parte
das proteinas que apresentaram uma identificacéo significativa através das buscas no
BLASTP, sd@o proteinas estruturais da seda, ou sdo peptideos naturais oriundos
dessas proteinas, as quais ja foram discutidas anteriormente (Beckwitt & Arcidiacono
1994; Romer et al., 2008; Rising et al., 2007; Ayoub et al., 2008; dos Santos- Pinto et
al., 2014). A espidroina flagelliform silk protein, por exemplo, ndo foi identificada
inicialmente nas buscas pelos bancos de dados de proteinas, porém, foi identificada
guando a sequéncia peptidica, obtida através da andlise de novo, foi alinhada na
ferramenta de buscas BLASTp. Isso demonstra que, as espidroinas podem ser
constituidas por uma diversidade de fragmentos peptidicos que ainda nao foram
descritos na literatura, e depositados nos bancos de dados. E 0 uso da abordagem
protedmica combinado com um estudo de PTMs possibilitou a identificagcdo de um
fragmento fosforilado que apresentou valores significativos de homologia com a
sequéncia da espidroina flagelliform silk protein.

Alguns estudos com proteinas e peptideos estruturais da seda de aranhas e
outros artrépodes estdo sendo realizados, e tem evidenciando a importancia dessas
proteinas e peptideos no processo, por exemplo, de emulsificagdo. Os emulsificantes
desempenham um papel central na formacao e estabilizacdo de emulsGes que séo
amplamente utilizadas na indlstria alimenticia, cosmética, na catalise, no
encapsulamento de drogas Florczak et al., 2014, e outras aplicagcbes biomédicas.
Recentemente, um estudo demostrou que as nanofibras oriundas da fibroina da seda
(FS), de Bombyx mori, sdo bons emulsificantes, se comparados com emulsificantes
tradicionais, como os surfactantes e emulsificantes proteicos (Chen, et al., 2017). O
estudo de Chenetal., (2017), demonstrou que as nanofibras da fibroina da seda (SNF)
sao robustas e versateis, pois conseguem manter a estabilidade da emulsdo mesmo
em condi¢cOes adversas de alta concentracdo salina e baixo valor de pH. Isso porque,
essas SNF apresentam uma quantidade elevada de folhas-beta, densidade de carga,
propriedades hidrofébicas e dispersibilidade na agua (Chen, et al., 2017). Os papeis
funcionais destes peptideos em suas formas naturais, ainda sdo desconhecidos; para
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iISS0, serd necessario sintetiza-los e submeté-los a diferentes ensaios de atividades
biolégicas.

Dentre as identificacbes obtidas nas andlises de novo outra proteina que
apresenta papel relevante neste estudo e que apresentou um E- value significativo foi
a proteina ctenidin-3-like — Cédigo de acesso: XP_023210969.1. O peptideo ctenidin
foi estudado recentemente e descrito em venenos de aranhas e escorpides, como
sendo rico em glicina, que desempenha importante papel na acdo antimicrobiana
(Wang & Wang, 2016). Como ja mencionado anteriormente, as defensinas, ou seja,
as proteinas que apresentam acdo antimicrobiana contra patdégenos, sdo muito
importantes para prevenir as infeccdes microbianas (dos Santos-Pinto et al., 2016;
Esteves et al., 2020) na teia, enquanto a presa esta sendo digerida.

As figuras numeradas de 16 a 34 mostram alguns dos espectros de massas
representativos obtidos para as modificacdes de fosforilagdo detectadas nos residuos

de serina, treonina e tirosina das sequéncias peptidicas exibidas na tabela 5.



75

# b Seq ¥ : 3
) 1 72.0499 A 20
2 | 143.0820 A 1648.7114 | 19
3 | 214.1192 A 1577.6360 | 18
4 | 271.1406 G 1506.5990 | 17
5 328.1490 G 1449.5850 | 16
] 399.1770 A 1392.5980 | 15
Y20¥19y18y17 Y16 y15 y14y13y12y11y10 y2 y& y7 ¥6 ¥5 ¥4 y3 y2 ¥l _7 | 956.1980 G 1321.5660 | 14
N A AN EREEAR AR BE T N e
Izﬁ?s'ty(m b1 B2 b3 b4 H5 B6 b7 b b3 b10b11612 13014515 b16017018010020 9 | 641.2670 G 1136.4740 | 12
Vg 10 | 698.2740 G 1079.4540 | 11
859,3960 Y12 11 | 861.3620 Y 1022.4390 | 10
1136.4740 12 | 918.3590 G 859,390 9
13 | 975.3510 G 802, 3680 8
14 | 1088.44960 L 745,3590 7
6315'76?60 15 | 1145.4590 G 632.2760 | 6
= 16 | 1292.6023 F 575.2590 5
17 | 1349.6238 G 428, 1800 4
% . bs 18 | 1406.6453 G 3711790 | 3
bs 584.2470 Y14 19 | 1573.6436 | 5(+75.97) | 314.1260 2
399.1770 62 3400 Y11 13215660 20 K 147.1128 | 1
bs b7 ¥s o2 . '8 bt yio R
a0 461980  575.2590 641.2670 8023680 fllgen 3000 1022.4390 AT s V17 Y18 1720.7130
’ | | 88,2370 ‘ . 1';‘_1335 20 ‘ l 13909050 1506.5990  1577.6360
' " - . ! | ...I|..|l| Il lﬂ. Ll I I.I | |.'J'J“'.' ||.I. l:n]l |Il .||LI e I]I: | I_-)||| II.I - I:" ILI .|IL " ‘ . . ; . ’ mjz
100 200 300 400 S00 600 F00 S00 =] 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Figura 16. Espectro CID representativo do peptideo triptico AAAGGAGQGGYGGLGFGGSK, selecionando-se o ion m/z 860.3679 [M + 2H]**
, como precursor, e mostrando o sitio de fosforilagdo no reiduo de serina (A = +80 Da), observado na sequéncia peptidica presente na
glandula ampulada maior da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos da série -y foram representados em
vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa sequéncia peptidica foi identificada como

sendo a proteina spidroin 1 através do banco de dados Araneae.
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Figura 17. Espectro CID representativo do peptideo triptico SMTAAPGLGGYGGAGGAGGAAAATK, selecionando-se o ion m/z 706.6445 [M
+ 3H]3*, como precursor, e mostrando os sitos de oxidacéo no residuo de metionina (A = +15 Da) e no residuo de treonina (A = +80 Da) ,
observado na sequéncia peptidica presente na glandula agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos da
série -y foram representados em vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa sequéncia

peptidica foi identificada como sendo a proteina major ampullate spidroin 1 através do banco de dados Araneae.
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Figura 18. Espectro CID representativo do peptideo triptico STGGYGGQGAGAGGGLGGYGGAGGATK, selecionando-se o ion m/z
741.6457 [M + 3H]®*, como precursor, e mostrando o sito de fosforilagcdo no residuo de treonina (A = +80 Da) , observado na sequéncia
peptidica presente na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos da série -y foram representados em
vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa sequéncia peptidica foi identificada como

sendo a proteina major ampullate spidroin 1 através do banco de dados Araneae.
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Figura 19. Espectro CID representativo do peptideo triptico CGGAGGAGAGGGAVGAGGATK, selecionando-se o ion m/z 820.855 [M +
2H]?*, como precursor, e mostrando os sito de carbamidometilagdo no residuo de cisteina (A = +57 Da) e fosforilacdo no residuo de treonina
(A =+80 Da), observado na sequéncia peptidica presente na glandula agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-
fragmentos da série -y foram representados em vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul.

Essa sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina flagelliform silk protein através do banco de dados Araneae.
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Figura 20. Espectro CID representativo do peptideo triptico CKGGAGAGAGGGLGGAGGTK, selecionando-se o ion m/z 820.8555 [M + 2H]?*
, COMo precursor, e mostrando os sitos de carbamidometilacao no residuo de cisteina (A = +57 Da) e fosforilagdo no residuo de treonina (A
= +80 Da) , observado na sequéncia peptidica presente na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos
da série -y foram representados em vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa

sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina zinc finger protein 608-like através do banco de dados Scorpiones.
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Figura 21. Espectro CID representativo do peptideo triptico TSGGADCGGQGAGAGGGLGGYGGAGGAATK, selecionando-se o ion m/z
826.3333 [M + 3H]®**, como precursor, e mostrando os sitos de carbamidometilacdo no residuo de cisteina (A = +57 Da) e fosforilagdo no
residuo de treonina (A = +80 Da) , observado na sequéncia peptidica presente na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes
aos ions-fragmentos da série -y foram representados em vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados

em azul. Essa sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina major ampullate spidroin 1 através do banco de dados Araneae.
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Figura 22. Espectro CID representativo do peptideo triptico CGAGGAGGAGGGALGGAGGATK, selecionando-se o ion m/z 856.3702 [M +
3H]3*, como precursor, e mostrando os sitos de carbamidometilacéo no residuo de cisteina (A = +57 Da) e fosforilacédo no residuo de treonina
(A=+80Da), observado na sequéncia peptidica presente na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos
da série -y foram representados em vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa

sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina flagelliform silk protein através do banco de dados Araneae.
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Figura 23. Espectro CID representativo do peptideo triptico CAGAGQGAGGAGGLGGAGGATK, selecionando-se o ion m/z 891.8881 [M +
2H]?*, como precursor, e mostrando os sitos de carbamidometilacéo no residuo de cisteina (A = +57 Da) e fosforilagéo no residuo de treonina
(A=+80Da), observado na sequéncia peptidica presente na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos
da série -y foram representados em vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa

sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina major ampullate spidroin 1 através do banco de dados Araneae.
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Figura 24. Espectro CID representativo do peptideo triptico CAGGAGGAGAGGGLGGAAAGGTK, selecionando-se o ion m/z 891.8891 [M +

2H]%*, como precursor, e mostrando os sitos de carbamidometilacéo no residuo de cisteina (A = +57 Da) e fosforilagédo no residuo de treonina

(A=+80Da), observado na sequéncia peptidica presente na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos

da série -y foram representados em vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da seérie -b foram representados em azul. Essa

sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina flagelliform silk protein através do banco de dados Araneae.
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Figura 25. Espectro CID representativo do peptideo triptico MGGGYGGAGGGLGGYGGAGGTK, selecionando-se o ion m/z 919.8828 [M +
2H]?*, como precursor, e mostrando o sito de fosforilagcdo no residuo de treonina (A = +80 Da) , observado na sequéncia peptidica presente
na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos da série -y foram representados em vermelho, enquanto
agueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina

ctenidin-3-like através do banco de dados Scorpiones.
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Figura 26. Espectro CID representativo do peptideo triptico STGGYGGQGGLGGYGGAGGATK, selecionando-se o ion m/z 955.4012 [M +
2H]?*, como precursor, e mostrando o sito de fosforilacdo no residuo de treonina (A = +80 Da) , observado na sequéncia peptidica presente
na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos da série -y foram representados em vermelho, enquanto
agueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina

fibroin 1 através do banco de dados Araneae.
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Figura 27. Espectro CID representativo do peptideo triptico STNYGGAGGAGGAGGLGGYGGSK, selecionando-se o ion m/z 976.9002 [M +
2H]?*, como precursor, e mostrando o sito de fosforilacdo no residuo de serina (A = +80 Da) , observado na sequéncia peptidica presente
na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos da série -y foram representados em vermelho, enquanto

agueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina

flagelliform silk protein através do banco de dados Araneae.
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Figura 28. Espectro CID representativo do peptideo triptico STNYGGQGGLGGYGGGGAAATK, selecionando-se o ion m/z 990.9171 [M +
2H]?*, como precursor, e mostrando o sito de fosforilacdo no residuo de serina (A = +80 Da) , observado na sequéncia peptidica presente
na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos da série -y foram representados em vermelho, enquanto
agueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina

fibroin 2 através do banco de dados Araneae.
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Figura 29. Espectro CID representativo do peptideo triptico QKCASGLGGYGGQGAGGAAAATK, selecionando-se o ion m/z 706.6435 [M +
3H]3*, como precursor, e mostrando os sitos de carbamidometilacéo no residuo de cisteina (A = +57 Da) e fosforilagéo no residuo de treonina

(A=+80Da), observado na sequéncia peptidica presente na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos

da série -y foram representados em vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa

sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina major ampullate spidroin 1 através do banco de dados Araneae.
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Figura 30. Espectro CID representativo do peptideo triptico STGGYGGAGGGLGGYGGAGSK, selecionando-se o ion m/z 884.366 [M +
2H]?*, como precursor, e mostrando o sito fosforilacdo no residuo de serina (A = +80 Da) , observado na sequéncia peptidica presente na
agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos da série -y foram representados em vermelho, enquanto
agueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina

fibroin 2 através do banco de dados Araneae.
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Figura 31. Espectro CID representativo do peptideo triptico CAGAGAGGAGQGGLGGAGGAATK, selecionando-se o ion m/z 927.4062 [M +
2H]?* , como precursor, e mostrando os sitios de carbamidometilacdo no residio de cisteina (A = +57 Da) e fosforilacdo nos residuo de
treonina (A = +80 Da) , observado na sequéncia peptidica presente na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-
fragmentos da série -y foram representados em vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul.

Essa sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina major ampullate spidroin 1 através do banco de dados Araneae.
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Figura 32. Espectro CID representativo do peptideo triptico STGGYGGAGGAGAGGGLGGYGGQGATK, selecionando-se o ion m/z
1111.9609 [M + 2H]?*, como precursor, € mostrando o sito fosforilagdo no residuo de treonina (A = +80 Da) , observado na sequéncia
peptidica presente na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos da série -y foram representados em
vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa sequéncia peptidica foi identificada como

sendo a proteina dragline silk spidroin 1 através do banco de dados Araneae.
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Figura 33. Espectro CID representativo do peptideo triptico CGQGGLGGGAGGAGAATK, selecionando-se o ion m/z 763.8358 [M + 2H]2+

como precursor, e mostrando os sitos de carmabidometilagdo no residuo de cisteina (A = +57 Da) e fosforilagdo no residuo de treonina (A
= +80 Da) , observado na sequéncia peptidica presente na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos
da série -y foram representados em vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa

sequéncia peptidica foi identificada como sendo a proteina major ampullate spidroin 1 através do banco de dados Araneae.
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Figura 34. Espectro CID representativo do peptideo triptico FSRPSFGYGGQGAGGAAAAAAAGAGSR, selecionando-se o ion m/z 844.0377 [M
+ 3H]3+, como precursor, e mostrando os dois sitos de carmabidometilagéo de fosforilagdo em residuos de serina (A = +80 Da), observado na
sequéncia peptidica presente na agregada da aranha T. clavipes. Os picos correspondentes aos ions-fragmentos da série -y foram representados
em vermelho, enquanto aqueles correspondentes ao da série -b foram representados em azul. Essa sequéncia peptidica foi identificada como
sendo a proteina spidroin-1 através do banco de dados Araneae.
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4.2. Bioensaio de inseto-toxicidade das amostras fosforiladas

Devido a diversidade de fosfoproteinas semelhantes a toxinas, neurotoxinas,
enzimas proteoliticas e defensinas identificadas no presente estudo, e que
apresentam similaridade com sequéncias de toxinas/neurotoxinas ja relatadas na
literatura (dos Santos-Pinto et al., 2016; Esteves et al., 2020), decidiu-se entdo
realizar um ensaio de inseto-toxicidade utilizando o extrato bruto enriquecido em
proteinas fosforiladas das glandulas ampulada maior (AMA) e agregada (AGRE), a
fim de verificar a toxicidade destas amostras com a presenca da modificacdo (Figura
35). Para as amostras das glandulas flageliforme e ampulada menor ndo foi possivel
realizar o ensaio, uma vez que nao se dispunha de quantidade de amostra suficiente
dos extratos dessas glandulas. Isto é justificado pelo fato de que, ndo foi possivel
realizar a coleta devido as medidas de distanciamento social e restrices de acesso

aos locais de coletas, determinados pela ocorréncia da pandemia de COVID-19.

Figura 35. Ensaio de inseto-toxicidade com o extrato bruto das glandulas ampulada maior
e agregada da aranha T. clavipes. Representacdo esquematica do ensaio de inseto-

toxicidade.
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Os bioensaios foram realizados de acordo com o protocolo descrito por Manzoli
Palma et al. 2003. Dessa forma, foram injetados 1 pl do extrato bruto (por individuo),
na hemocele de abelhas Apis mellifera - que sao presas naturais da aranha T. clavipes
(Esteves et al., 2020). As abelhas foram separadas em 3 grupos amostrais, sendo
eles: i) o grupo controle com injecédo de solucédo salina (NaCl 0.9 % (m/v)); i) extrato
bruto fosforilado da glandula ampulada maior; iii) e extrato bruto fosforilado da
glandula agregada (ambos testados em cinco contragcbes distintas). Para cada
concentracdo, trés réplicas de 10 abelhas recém-emergidas foram utilizadas. Os

resultados desses ensaios estdo demonstrados nas figuras 36 e 37.
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Figura 36. Gréfico da curva de dose-resposta do ensaio de inseto-toxicidade através da injecao
do extrato bruto da glandula ampulada maior da aranha T. clavipes na hemocele de abelhas A.
mellifera recém emergidas. Foram injetadas cinco concentragdes — 7,69ng/mg; 15,38ng/mg;
30,76ng/mg; 61,53ng/mg; 123,07ng/mg, além do grupo controle representado pelo primeiro
ponto da curva préximo a 0 (solucao salina NaCl 0,9 % (m/v)). DLs;=28,40 + 0,09 ng/mg de inseto.
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Figura 37. Grafico da curva de dose resposta do ensaio de inseto-toxicidade através da
injecao do extrato bruto da glandula agregada da aranha T. clavipes ha hemocele de abelhas
A. mellifera recém emergidas. Foram injetadas cinco concentracdes — 3,84ng/mg;
7,69ng/mg; 15,38ng/mg; 30,76ng/mg; 61,53ng/mg, além do grupo controle representado
pelo primeiro ponto da curva proximo a 0 (solugdo salina NaCl 0,9 % (m/v)). DLso=23,07 *
0,09 ng/mg de inseto.

O comportamento das abelhas recém emergidas foi observado apés 24 horas
da injecdo do extrato glandular e foi possivel constatar que haviam alguns insetos
ativos, com movimentos lentos, e outros mortos. A toxicidade das amostras foi
avaliada com a funcéo de ligacdo Logit, representados nas figuras 36 e 37, onde se
pode observar os valores de DLso= 28,40 ng/mg inseto obtida para a glandula
ampulada maior, e DLso= 23,07 ng/mg inseto obtida para a glandula agregada. Sob o
ponto de vista ecologico é mais interessante para aranha manter os insetos sob o
efeito de paralisia, aprisionados pela teia sem, no entanto, matar. Dessa forma, o
inseto permanece vivo e fresco, para que mais tarde seja consumido pela aranha.

Corroborando essa relagéo, em 2016, Fuzita et al., demonstraram em um estudo com
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a aranha Nephilingis cruentata, que as presas capturadas pela teia dessa aranha
permanecem vivas até 0 momento em que a aranha secreta sob a presa um fluido
rico em enzimas que ajudam a digerir a presa; dessa forma a aranha consegue
consumir aos poucos as partes pré-digeridas da presa. Nos ensaios do presente
trabalho, os insetos modelo de presas (abelhas) morreram dentro das 24 horas de
observacdo, possivelmente porque os extratos foram injetados, e ndo aplicados
topicamente na presenca de goticulas lipidicas, como ocorre na natureza.

Em 2005, Marques et al., realizou ensaio de inseto-toxicidade via hemocele, no
qual o extrato total da teia da aranha T. clavipes, em diferentes dosagens foi injetado
em abelhas A. mellifera recém emergidas. No estudo, o extrato total da teia
apresentou DLso de 2 ng/mg inseto. Além das abelhas, nesse mesmo estudo também
foram realizados ensaios de inseto-toxicidade com outros insetos como: cigarras,
libélulas, borboletas, baratas, grilos, besouros, cupins e moscas, no entanto,
observou-se que grilos e besouros (que ndo sdo presas haturais de Trichonephila
clavipes), ndo sofreram nenhum efeito aparente das toxinas, enquanto 0S outros
insetos das ordens Hymenoptera, Odonata, Homoptera, Lepdoptera e Isoptera, foram
mortos e/ou paralisados pelo extrato do lavado da teia.

Em 2020, Esteves et al., identificaram uma diversidade de proteinas
semelhantes a toxinas e neurotoxinas presentes nas glandulas de seda no extrato
vesicular da teia da aranha T. clavipes; e com a finalidade de verificar a toxicidade do
lavado do extrato bruto vesicular, realizaram bioensaios de inseto-toxicidade via
injecdo na hemocele de A. melifera e foi possivel verificar a acédo toxica do extrato,
que apresentou DLsg de 0,3 ng/mg inseto. Nesse estudo também foi demonstrado o
compartilhamento de 65 proteinas semelhantes a toxinas e neurotoxinas entre as
glandulas de seda e o lavado do extrato bruto da seda da teia.

Deve-se considerar que a intensidade do efeito toxico da seda da teia,
pode variar de acordo com a regiéo de coleta e/ou estacao do ano em que essas teias
foram coletadas, no caso das aranhas T. clavipes.

E ainda, em estudos com aranhas do género Trichonephila, Jin et al., 2017
analisaram veneno da aranha Trichonephila clavata, e identificaram, uma nova toxina
gue mostrou-se ser uma forte candidata potencial e/ ou modelo para o
desenvolvimento de bioinseticidas seletivos. Essa toxina foi identificada e
caracterizada (u-NPTX-Ncla). O peptideo purificado Ncla exibiu efeitos inibitorios

nos canais de NaV e KV em neurdnios medianos dorsais ndo pareados de baratas,
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apresentou valor de DLso= 0,57ng/mg de barata e exibiu 0 mesmo potencial toxico do
peptideo 8-CNTX-Pnla, ja descrito na literatura (Figueiredo et al. 1995).

Comparando-se os valores de DLsgp demonstrados no presente trabalho, com
agueles descritos nos trabalhos de Marques et al., (2005) e Esteves et al., (2020) (que
foram ensaiados em condicdes experimentais semelhantes), pode-se observar que os
valores de DLsp dos extratos ricos em proteinas fosforiladas foram muito maiores que
os valores obtidos para os extratos ndo enriquecidos em fosfoproteinas. Dessa
maneira, apesar de considerar que tais ensaios necessitam ser investigados de
maneira mais extensiva e sistematica, pode-se especular que aparentemente a
fosforilacdo deve estar reduzindo as atividades toxicas das proteinas.

Estudos, utilizando de uma abordagem proteGmica e transcriptdbmica em larga
escala, tem demonstrado que apesar de todas as glandulas contribuirem na
biossintese e secrecdo de proteinas semelhantes as toxinas e neurotoxinas da teia,
as glandulas ampulada maior e agregada sdo as que mais contribuem de forma
abundante (dos Santos-Pinto et al, 2016; Esteves et al. 2020). No presente estudo
utilizando o extrato bruto das glandulas que apresentam proteinas semelhantes a
toxinas fosforiladas, a ampulada maior também mostrou-se uma das maiores
contribuintes em nuamero de identificacdes; e apesar da menor contribuicdo da
glandula agregada em identificacdes de toxinas fosforiladas, esta glandula é muito
importante por sintetizar e secretar as toxinas que ficam armazenadas nas goticulas
depositadas sobre os fios de seda (Salles et al., 2006; Blacklegde, 2009; Esteves et
al., 2020).

Os resultados dos ensaios de inseto-toxicidade do presente estudo corroboram
com a existéncia de um papel quimico ativo, além do papel mecéanico na captura de
presas, conforme ja proposto anteriormente para as teias de aranhas do género
Trichonephila (Marques et al., 2005; Salles et al., 2006; dos Santos-Pinto et al, 2016;
Esteves et al. 2020); assim como também fornece informacBes para a busca de
moléculas presentes na seda da teia, as quais podem apresentar um potencial no

futuro desenvolvimento de bioinseticidas.
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4.3 Qual seria a relevancia da presenca da fosforilacdo nas espidroinas e nas
proteinas semelhantes a toxinas/neurotoxinas?
e Espidroinas:

Em geral, a introducédo de um ou mais grupos fosfato nos residuos de serina, treonina
e tirosina é conhecido por induzir mudancas conformacionais significativas e
consequentemente ocasionar efeitos sobre a atividade e interagdo das proteinas
(Eyers et al., 2008), e tém sido relatados em diferentes tipos de seda. Zhang et al.
(2006) relataram a presenca de sitios de fosforilacao na fibroina de cadeia leve e P25,
um dos trés polipeptideos componentes da fibroina da seda de Bombyx Mori; e em
estudos de Chen et al. (2010), também com a seda do casulo de Bombyx Mori, foram
identificados 12 sitios de fosforilagdo presentes na fibroina de cadeia pesada. Estudos
demonstram a presenca de uma grande quantidade de residuos de fosfato no ducto
de fiacdo sugerindo que a fosforilacdo ocorre durante o processamento da fibra para
ser liberada pela glandula ampulada maior (Michal et al., 1996; Heim et al., 2009).
Além disso, foi demonstrado que o alinhamento/dobramento das proteinas é regulado
por alteracdes fisicas e bioguimicas que ocorrem ao longo do ducto de fiacdo, com
uma diminuicdo de pH e concentracdo de ions Na* e aumento na concentracdo dos
ions K* e fosfato (Knight et al., 2001; Dicko et al., 2004; Askarieh et al., 2010). Winkler
et al. (2000), demonstraram que o alinhamento/dobramento de folhas-f em proteinas
semelhantes as proteinas da seda, foi mediado pelo equilibrio entre fosforilagdo e
desfosforilacdo, que por sua vez foi catalisado pelo balanco entre as atividades das
enzimas proteina kinase e proteina fosfatase.

Apesar do grande interesse pelas propriedades mecéanicas da seda das
aranhas, visando o seu uso em aplicac6es biomédicas e biotecnoldgicas devido as
suas propriedades de resisténcia, elasticidade e biocompatibilidade (Vollrath et al.,
2002; Numata, 2020), ainda pouco se conhece sobre os detalhes das glandulas
produtoras de seda e o processo de fiagdo que ocorre para a producéo das fibras;
assim como também ndo tem sido considerada a presenca de modificacdes pos-
traducionais que, possivelmente, podem contribuir para uma melhor compreensao do
uso das fibras da seda em novas aplicagdes biotecnologicas.

O conhecimento adquirido a partir do presente estudo possibilita um melhor
entendimento sobre a estrutura e fungéo das espidroinas, ainda dentro das glandulas
de seda, considerando a presenca da modificagdo pés-traducional de fosforilagéo. A

modificacdo de fosforilagdo em espidroinas encontradas nos fios de seda da teia da
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aranha T. clavipes ja vem sendo explorada por nosso grupo de pesquisa (dos Santos-
Pinto et al., 2014, 2015, 2016 e 2018),

Nos estudos realizados por dos Santos-Pinto et al. (2015, 2016, 2018), com a
seda da teia da T. clavipes, foi demonstrado que a modificacbes de fosforilagdo
observadas nas espidroinas-1 e espidroinas-2 estédo localizadas exatamente dentro
dos motivos estruturais que seriam responsaveis pelas propriedades mecéanicas da
seda; na espidroina-1 a fosforilagéo foi observada principalmente no motivo GGX, o
qual pode ser responsavel pelas propriedades elasticas. Ja na espidroina-2, a
fosforilacdo foi observada nos motivos GPGXX e (A)n, 0S quais podem ser
responsaveis pelas propriedades elasticas e de resisténcia da seda, respectivamente.
Estudos evidenciam que a estrutura constituida pelo motivo GGX pode formar folhas-
B bem como estruturas helicoidais menos organizadas (Lefévre et al., 2007; Jenkins
et al., 2010; Rising et al., 2011); enquanto que a estrutura constituida pelo motivo
GPGXX, devido ao residuo de prolina, forma claramente voltas-B que quando
repetidos produzem uma estrutura em espiral (Hayashi et al., 1999; Eisoldt et al.,
2011).

O significado biolégico da grande quantidade de fosforilacdo observada nas
proteinas da seda da aranha T. clavipes, relatados até entdo, ainda é desconhecido.
Porém, corroborando os dados da literatura, e como jA mencionado anteriormente,
essa modificacdo pode influenciar nas propriedades mecanico-elasticas da seda,
conformacao estrutural, estabilidade, interacdo entre proteinas, e organizacao das
proteinas durante o processo de fiagdo das fibras; assim como podem também estar
relacionadas com a preservacao das espidroinas e consequentemente da estrutura
da seda no meio ambiente ap6s a formacao da teia de captura (Vollrath & Knight,
1999; Huemmerich et al., 2004; dos Santos Pinto et al., 2014, 2015, 2016, 2018).

Dessa forma, um melhor entendimento sobre o papel dessa modificacdo na
estrutura das espidroinas pode possibilitar uma melhor exploragdo sobre as

propriedades das fibras de seda em estudos visando aplicacdes biotecnoldgicas.
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e Toxinas/Neurotoxinas:

O significado bioldgico da presenca da fosforilagdo observada nas
toxinas/neurotoxinas identificadas ainda precisa ser melhor investigado; porém,
podemos sugerir que a atuacao e importancia da fosforilagcdo nessas toxinas pode ser
bem ampla, contribuindo para as propriedades bioquimicas dessas moléculas. Alguns
estudos ja tém investigado a relacdo das modificacdes, com a toxicidade de peptideos
encontrados em venenos animais, por exemplo. Em 2013, Resende et al., verificaram
a presenca da fosforilacdo no peptideo melitina, uma das principais toxinas presentes
no veneno de abelhas. Esse peptideo é bem conhecido por sua acéo altamente toxica
e alergénica. Ao realizarem ensaios de atividade biologica (hemdlise, degranulacdo
de mastadcitos, atividade citolitica e quimiotatica) da melitina fosforilada, foi observado
gue a toxicidade do peptideo fosforilado é reduzida em comparacéo ao do peptideo
gue néo sofreu a modificacdo pos-traducional.

A contribuicdo das modificagcbes de fosforilagdo nas toxinas/neurotoxinas
encontradas no presente estudo pode ser bem ampla, colaborando para as
propriedades bioquimicas dessas moléculas como estabilidade, solubilidade e
atividades biologicas especificas; pode contribuir ainda no direcionamento dessas
toxinas em diferentes rotas de sinalizacdo para a atuacdo em canais ionicos e
receptores neuronais. Porém, futuros estudos devem ser realizados a fim de elucidar
a real funcdo das modificacbes poOs-traducionais nestas moléculas. Uma possivel
estratégia para a realizacdo desses estudos seria a realizacdo de bioensaios para
avaliar a toxicidade destas moléculas com a presenca ou auséncia da fosforilacéo.
Dessa forma, poderia se comparar a toxicidade entre uma fracéo fosforilada do extrato

bruto e uma fracdo néo fosforilada do extrato bruto.
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5.Concluséao

Com este trabalho foi possivel:

Identificar proteinas fosforiladas que possivelmente estdo envolvidas no
processo de fiagdo, manutencdo da seda e na protecao da integridade das
proteinas da seda, as espidroinas;

Obter uma visao geral do perfil fosfoprotedmico das amostras, bem como a visdo
geral da interacdo entre as proteinas listadas, a partir do enriguecimento
quimico;

Identificar de proteinas fosforiladas semelhantes as toxinas, neurotoxinas,
enzimas proteoliticas e defensinas e corroborar com a hipétese de que essas
toxinas possam desempenhar um papel quimico-ativo na captura de presas;
Verificar a toxicidade da amostra para individuos A. melifera como modelos de
ensaio in vivo;

Verificar a rigueza da amostra em fragmentos peptidicos ainda nao identificados
relevantes por apresentarem funcdes de atividades importantes para o processo

de fiacdo e construcéo da seda da teia;
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