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RESUMO
A aranha Trichonephila clavipes pertence ao grupo das aranhas construtoras

de teia orbital, que constroem teias grandes e circulares para capturar suas presas.
Através de uma glandula produtora de seda denominada de agregada, essas aranhas
depositam goticulas oleosas que recobrem os fios da espiral de captura. Essas
goticulas oleosas contém muitas vesiculas lipidicas que aprisionam em seu interior
solucdes de proteinas, peptideos e compostos de baixas massas moleculares. Dentre
essas moléculas muitas sdo toxinas de natureza proteica e de baixas massas
moleculares, as quais podem, por exemplo, paralisar as presas no momento em que
as mesmas entram em contato com a teia. Especula-se que quando um inseto-presa
€ aprisionado pela teia, as goticulas e vesiculas lipidicas desempenham um papel
importante em penetrar, armazenar, transportar, e por fim, liberar as toxinas para o
interior do corpo da presa. Considerando isso, utilizando andlises de espectrometria
de massas, foi possivel identificar seis classes de lipidios que comp&em as goticulas
e vesiculas lipidicas da teia. Dentre elas, principalmente os acidos e ésteres graxos,
além de fosfolipidios do tipo glicerofosfolipidio e esfingolipidios, e também
glirecerolipidios e esterolipidios. Posteriormente, através da analise quantitativa do
extrato vesicular da teia, foi possivel estimar que para uma Unica teia, o extrato
vesicular apresentou em média 14.709.800 vesiculas lipidicas, com um valor expresso
em massa de 700ug de proteinas/peptideos; de forma que cada vesicula
possivelmente aprisiona em seu interior = 47 pg de proteinas/peptideos que
provavelmente correspondem as toxinas que paralisam o inseto-presa ho momento
em que as mesmas sao liberadas para o interior do corpo do inseto. Até 0 momento
ndo se sabe muito sobre a composi¢cdo peptidica da teia, dessa forma, através da
andlise do perfil de peptideos por LC-MS/MS, foram identificados um total de 729
peptideos presentes na seda da teia e nas glandulas produtoras de seda da aranha
T. clavipes, sendo que 13 peptideos foram selecionados e sintetizados em fase sélida,
para que posteriormente o potencial toxico dos mesmos fossem avaliados em ensaios
de inseto-toxicidade. Foi observado que tanto o extrato vesicular da teia como 0s
peptideos Trichonephiline-1, -2, -3, -4, -8, 10 e 13 apresentaram efeitos toxicos
guando injetados na hemocele de abelhas. O extrato vesicular da teia apresentou
valor de DLso = 0,323 ng/mg enquanto os peptideos Trichonephiline-1, -2, -3
apresentaram valor de de DLso = 1,06 ng/mg, 0,846 ng/mg e 1,06 ng/mg,

respectivamente. Além disso, quando submetidos a ensaios de Fluorescence Imaging



Plate Reader (FLIPR), os peptideos Trichonephiline-1, -2, -3, -4, -8, 10 e 13 também
apresentaram acao inibitéria em canais de ions sodio (Nav) e calcio (Cav2.2). O
peptideo Trichonephiline-8 também inibiu canais de ions célcio (Cavl.3) e o receptor
nicotinico de acetilcolina alfa 7 (hnAChRa7), enquanto o peptideo Trichonephiline-10
inibiu apenas o receptor nAChRa7. Além dos peptideos potenciais inseticidas
envolvidos na captura de presas, 0 peptideo Trichonephiline-6 foi identificado com
acado antibiotica (MIC <= 0,25 ug/mL) para a bactéria Gram+ Staphylococcus aureus.
O extrato total da teia também apresentou agéo antibiética com valor de MIC < 2 pg/mL
para a bactéria Gram- Pseudomonas aeruginosa. Tanto a seda da teia quanto o
peptideo Trichonephiline-6 podem estar contribuindo no mecanismo de defesa da teia
para que a seda, ou até os ovos da aranha em desenvolvimento, resistam a
decomposicao microbiana. Finalmente, foi realizada pela primeira vez a analise de
imageamento quimico por espectrometria de massas (IMS-MALDI) da seda da teia da
aranha T. plumipes, a qual evidenciou que a distribuicdo dos peptideos na teia ocorre
de forma heterogénea. Dessa forma, os resultados obtidos na presente tese
forneceram uma melhor compreenséo quimico-ecolégica da captura de presas pelas
teias das aranhas do género Trichonephila, além de servir de inspiracdo para o

desenvolvimento de novos inseticidas-seletivos e/ou antibidticos.

Palavras chave: seda de aranha, glandulas de seda, caracterizagéo do perfil
lipidico, abordagem peptidémica, imageamento quimico



ABSTRACT

Trichonephila clavipes spider belongs to the group of orb-web weaving spiders,
which build large and circular webs to capture their prey. Through aggregate silk-
producing gland, these spiders deposit oily droplets that coat the threads of the capture
spiral. These oily droplets contain many lipid vesicles that trap solutions of proteins,
peptides, and low molecular weight compounds. Among these molecules, many are
low molecular weight toxins and toxic proteins which can, for example, paralyze prey
at the moment they come in contact with the web. It is further speculated that when an
insect-prey is trapped by the web, droplets and lipid vesicles play an important role in
penetrating, storing, transporting, and ultimately releasing the toxins into the prey's
body. Considering this, using mass spectrometry analyses, it was possible to identify
six classes of lipids that constitute the web droplets and vesicles lipids. Those classes
include mainly fatty acids and esters, as well as glycerophospholipids and
sphingolipids, and also glycerolipids and sterolipids. Furthermore, through the
guantitative analysis of the web vesicular extract, it was possible to estimate that, for
a single web, the vesicular extract presented an average of 14,709,800 lipid vesicles,
with a value expressed in mass of 700ug of protein/peptides; so that each vesicle
possibly traps inside = 47 pg of protein/peptides, probably corresponds to the toxins
that paralyze the insect-prey at the time they are released into the insect body. So far,
not much is known about the peptide composition of this web. Thus, through the
peptide profile analysis by LC-MS/MS, a total of 729 peptides were identified in the T.
clavipes spider web silk and in its silk-producing glands. Thirteen peptides were
selected and synthesized in solid phase, and their toxic potential could be evaluated
in insect-toxicity assays. It was observed that both the web vesicular extract and the
peptides named Trichonephiline-1, -2, -3, -4, -8, 10 and 13 showed toxic effects when
injected into the bee hemocele. Web vesicular extract showed LD50 value = 0.323
ng/mg while Trichonephiline-1, -2, -3 peptides showed LD50 value = 1.06 ng/mg, 0.846
ng/mg and 1.06 ng/mg, respectively. Furthermore, when subjected to Fluorescence
Imaging Plate Reader (FLIPR) assays, Trichonephiline-1, -2, -3, -4, -8, 10 and 13
peptides also showed inhibitory action on sodium (Nav) and calcium (Cav2.2) ion
channels. The Trichonephiline-8 peptide also inhibited calcium ion channels (Cavl.3)
and the nicotinic acetylcholine receptor alpha 7 (hnAChRa7), while the Trichonephiline-
10 peptide inhibited only the nAChRa7 receptor. In addition to potential insecticidal
peptides involved in prey capture, the peptide Trichonephiline-6 was identified with



antibiotic action (MIC <= 0.25 ug/mL) for Gram+ Staphylococcus aureus bacteria. The
total web extract also showed antibiotic action with MIC value < 2 yg/mL for Gram-
Pseudomonas aeruginosa bacteria. Both web silk and Trichonephiline-6 peptide may
be contributing to the defense mechanism of the web, or even the developing spider
eggs, resist microbial decay. Finally, chemical imaging analysis by mass spectrometry
(IMS-MALDI) of T. plumipes spider web was performed for the first time, which showed
that the distribution of peptides in the web occurs heterogeneously. Thus, this chapter
provides a better chemical-ecological understanding of prey capture by the webs of
the genus Trichonephila spiders, and serves as inspiration for the development of new

insecticide-selectives and/or antibiotics.

Keywords: spider silk, silk glands, lipid profile characterization, peptidomic
approach, chemical imaging.
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peptidica similar a toxina) que foram injetadas nas abelhas. Além disso é evidenciado o
local da insercdo da seringa na regido dorsal do abdémen da abelha Apis mellifera e
apresentado o perfil esperado do comportamento das abelhas durante as 24 horas do
bioensaio. O perfil esperado do comportamento das abelhas do pote controle em que foram
injetadas apenas solucéo controle (solucdo salina) - abelhas vivas. O perfil esperado do
comportamento das abelhas do pote em que foram injetadas a solugdo com potencial
téxico (200 ng da sequéncia peptidica similar a toxina) - abelhas paralisadas/mortas..........

Figura 21. Espectro CID representativo do peptideo natural
AAAGGAGQGGYGGLGSQGAGRGGQGAGAA-OH, selecionando-se o ion de m/z
763.6979 [M + 3H]3+, como precursor; evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -
b e -y. Esse peptideo #18 esta presente na glandula ampulada maior da aranha T. clavipes,
e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial da proteina dragline silk fibroin
partial (codigo de acesso: AAA29380.2), nos bancos de dados Arachnidae — Tabela s.........
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Figura 22. Espectro CID representativo do peptideo natural AAAGGAGQGGYGGLGSQG-
OH, selecionando-se o ion de m/z 718.3342 [M + 2H]2, como precursor; evidenciados
apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #41 esta presente na glandula
ampulada maior da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante & uma sequéncia
parcial da proteina Dragline silk fibroin 1 (cédigo de acesso: sp|P19837.3) nos bancos de
dados Arachnidae — Tabela 5. e

Figura 23. Espectro CID representativo do peptideo natural
QRANAGGARGQGAGAGGGAAQ-OH, selecionando-se o ion de m/z 891.9343 [M + 2H]2,
como precursor; evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo
#89 esta presente na glandula ampulada maior da aranha T. clavipes e foi identificado
como semelhante a uma sequéncia parcial da proteina minor ampullate spidroin (cédigo
de acesso: ARA91163.1) através do sequenciamento de novo. — Tabela s.........................

Figura 24. Esquema representativo da emulséo de 6leo em agua, evidenciando as redes
de nanofibras de fibroina da seda (NFS) de Bombyx mori, as quais garantem o aumento
na estabilidade dessas emulsdes. Figura extraida de Chen etal., 2017........cccccccvvvveereeninnnns

Figura 25. Esquema representativo das esferas funcionais de seda de aranha,
utilizadas como carregadoras de drogas para terapia dirigida contra o cancer. a) A
imagem mostra o hibrido composto pelo peptideo com dominio especifico de ligacao a
Her2 (em laranja) e a seda MS1 modificada (em verde). b) A imagem evidencia o peptideo
de ligacdo exposto (em laranja) na superficie das esferas de seda (em verde), as esferas
carregam em seu interior a droga desoxirrubicina (em vermelho). c) As esferas funcionais
de seda se ligam especificamente, através do dominio de reconhecimento a Her2, a células
cancerigenas da mama (células que estdo supreexpressando Her2). Figura extraida de
[ To T or4-1 Q= = | I O S

Figura 26. Espectro CID representativo do peptideo natural MVDDALGAADAEMV-OH,
selecionando-se o ion de m/z 704.3569 [M + 2H]2, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #9 esta presente na seda da teia da
aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial da Serpin
B6 (cAdigo de acesso: XP_015915454.1), através do sequenciamento de novo — Tabela 7.

Figura 27. Espectro CID representativo do peptideo natural ASVAEPSQTPLW-OH,
selecionando-se o ion de m/z 634.3249 na forma de [M + 2H]2+, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #25 esté presente
na glandula agregada da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante & uma
sequéncia parcial da proteina venom peptide U3-SYTX-Sthih_1 (c6digo de acesso:
AIW62674.1), através do sequenciamento de novo —Tabela 7..........coccveeiviiiiiniiiiee e,

Figura 28. Espectro CID representativo do peptideo natural EGYVDDALGAADNLDT-OH,
selecionando-se o ion de m/z 738.3660 [M + 2H]2+, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #11 esta presente na seda da teia da
aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial da proteina
venom anionic peptide-5 (cédigo de acesso: ABR21033.1), através do sequenciamento de
NOVO — TADEIA ... e e e e e ——————

Figura 29. Espectro CID representativo do peptideo natural MVSVDLGAACMDPV-OH,
selecionando-se o ion de m/z 704.3449 na forma de [M + 2H]2, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #10 esta presente
na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante & uma sequéncia
parcial da proteina TxLP4 (c6digo de acesso: ABY26686.1), através do sequenciamento
A NOVO — TADEIA ...t e e

Figura 30. Figura 30. Espectro CID representativo do peptideo de digestos tripticos
YVTDDALEAADNLES-OH, selecionando-se o ion de m/z 1624.7104 [M + 2H]2+, como
precursor; evidenciados apenas o0s ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #15 esta
presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante & uma
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sequéncia parcial da proteina venom toxin meuTx19 (c6digo de acesso: AMX81489.1),
através do sequenciamento de NOVO — Tabela 10..........cciiiiiiiiiiiiiii e

Figura 31. Espectro CID representativo do peptideo natural TAMKASVAAGALVSA-OH,
selecionando-se o ion de m/z 674.3691 [M + 2H]2+, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #15 esta presente na glandula ampulada
maior da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial da
proteina venom peptide HtKTx2 (cddigo de acesso: AOF40180.1), através do
sequenciamento de NOVO — Tabela 10...........cuvviiiiiiiiie e a e e e e e s sennes

Figura 32. Espectro CID representativo do peptideo natural MVDSVLGAACNNLT-OH,
selecionando-se o ion de m/ z 704.3522 [M + 2H]2+, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #12 esta presente na seda da teia da
aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial da proteina
Venom metalloproteinase antarease TserMP_A-like isoform X3 (cédigo de acesso:
XP_023216482.1), através do sequenciamento de novo —Tabela 9.........ccccovvieiiniineennne,

Figura 33. Espectro CID representativo do peptideo natural MVADDLGAACDPVM-OH,
selecionando-se o ion m/ z de 704.3517 [M + 2H]2+, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #13 esta presente na seda da teia da
aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial da proteina
Venom metalloproteinase antarease TserMP_A-like isoform X3 (c6digo de acesso:
XP_023216482.1), através do sequenciamento de novo —Tabela9............cccccvvveevneieeeinninns

Figura 34. Espectro CID representativo do peptideo natural FNRLLDTGFIL-OH,
selecionando-se o ion de m/ z 654.8019 [M + 2H]?*, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #2 esta presente na seda da teia da
aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante & uma sequéncia parcial da proteina
Conotoxin (cAdigo de acesso: ATF27505.1), nos bancos de dados conotoxinas — Tabela 9..

Figura 35. Espectro CID representativo do peptideo natural TIGRASSLSK-OH,
selecionando-se o ion de m/z 1019.5385 [M + 1H]'*, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #13 estd presente na seda da teia da
aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante & uma sequéncia parcial da proteina
Mr_precursor_155 (cédigo de acesso: BAO02229.1), nos bancos de dados conotoxinas —
11K 01 - T T

Figura 36. Espectro CID representativo do peptideo natural MTALSGAALCGPT-OH,
selecionando-se o ion de m/ z 604.7927 [M + 2H]?*, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #16 esta presente na seda da teia da
aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial da proteina
Conotoxin Superfamily 11 (cédigo de acesso: BAS22205.1), através do sequenciamento de
NOVO — TabEla 10. .. ... et e et e e e e e e e e e e e e e

Figura 37. Espectro CID representativo do peptideo natural MSVVFAALGADDVL-OH,
selecionando-se o ion de m/z 704.3585 [M + 2H]2+, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo esta presente na seda da teia da aranha
T. clavipes e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial de uma
uncharacterized protein LOC111251952 isoform X1 (c6digo de acesso: XP_022664869.1),
através do sequenciamento de NOVO — APENAICE A7......cocueiii it

Figura 38. Espectro CID representativo do peptideo natural
EYVGVDPGFNVQPQQPHIIPL-OH, selecionando-se o ion de m/z 1174.1318 [M + 2H]2+,
como precursor; evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo
esta presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante a
uma sequéncia parcial de uma hypothetical protein X975 20520 (c6digo de acesso:
KFM78378.1), através do sequenciamento de Novo — ApENdiCe A7.......cceeeeiviiieeeiiiiiee e
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Figura 39. Distribuicdo do total das sequéncias de peptideos identificadas nas glandulas
produtoras de seda e na seda da teia da aranha T. clavipes, de acordo com os quatro
o U] o T 1= PP

Figura 40. Distribuicdo das proteinas identificadas nas glandulas de seda, e na seda da
teia de T. clavipes de acordo com 0s 4 grupos funCioNaIS...........cc.viuiiiii i,

Figura 41. Bioensaio de inseto-toxicidade. a) favo de abelhas recém emergidas. b)
imagens de 3 abelhas exercendo alguns dos comportamentos observados durante a
execucao do bioensaio: inseto ativo (b1), inseto ativo realizando auto-limpeza (b2), inseto
paralizado ou morto (b3). ¢) Imagem registrada de um dos bioensaios de inseto-toxicidade..

Figura 42. Curva dose-resposta para a injecéo do extrato vesicular da teia da aranha
T. clavipes, na hemocele de abelhas A. mellifera. Foram injetadas cinco diferentes
concentragdes do extrato vesicular da teia, além do grupo controle (solucédo salina), e
observado o comportamento dessas abelhas em um periodo de 72 horas. Apés o término
deste bioensaio de inseto-tocixidade foram obtidos os valores de LD50 = 0,323 ng/mg (21
ng do extrato/65 mg da abelha) e, r2 = 0,95 para a curva de dose-resposta (Esteves et al.,

Figura 43. Imagens registradas dos bioensaios de inseto-toxicidade, apds 72 horas
de injecdo do controle/concentragdes do extrato vesicular da teia. a) vista superior do
grupo controle evidenciando as abelhas vivas. b) vista lateral do grupo controle
evidenciando que além de vivas as abelhas demonstraram movimenta¢do normal dentro
do pote. c) vista lateral do grupo que foi injetado a maior concentracdo do extrato vesicular
da teia (250 ng/uL), evidenciando que além da morte da maioria das abelhas houve a
auséncia da movimentacao normal das mesmas dentro do pote, de forma que as abelhas
que ndo morreram apresentaram paralisia. d) vista superior do grupo que foi injetado a
maior concentracdo do extrato vesicular da teia (250 ng/uL), evidenciando a morte da
MAIOria das ADEINAS.........eueiiiiiiie e e e e

Figura 44. Curva dose-resposta para a injecdo do Trichonephiline-1 na hemocele de
abelhas A. mellifera. Foram injetadas cinco diferentes concentra¢des, além do grupo
controle (solugéo salina), e observado o comportamento dessas abelhas em um periodo
de 24 horas. Apo6s o término deste bioensaio de inseto-tocixidade foi obtido o valor de DL50
= 1,06 ng/mg (69 ng do extrato/65 mg da abelha), com limite de confianca (area cinza) =
L0 TS Y o T 2T T PSSR

Figura 45. Curva dose-resposta para a inje¢cdo do Trichonephiline-2 na hemocele de
abelhas A. mellifera. Foram injetadas cinco diferentes concentragdes, além do grupo
controle (solucdo salina), e observado o comportamento dessas abelhas em um periodo
de 24 horas. Apoés o término deste bioensaio de inseto-tocixidade foi obtido o valor de DLso
= 0,846 ng/mg (55 ng do extrato/65 mg da abelha), com limete de confian¢a (area cinza) =
(O TRS3C T I 7 o o T o o

Figura 46. Curva dose-resposta para a injecdo do Trichonephiline-3 na hemocele de
abelhas A. mellifera. Foram injetadas cinco diferentes concentragdes, além do grupo
controle (solucao salina), e observado o comportamento dessas abelhas em um periodo
de 24 horas. ApGs o término deste bioensaio de inseto-tocixidade foi obtidos os valores de
DL50 = 1,01 ng/mg (66 ng do extrato/65 mg da abelha), com limete de confianca (area
CINZA) = 0,67-1,52 NO/MMQ....eetieiiiiiiieiiieee ettt ettt e e st et e e s bbb e e e s abb e e e e e s annaeeee s

Figura 47. Resultados do ensaio FLIPR ap6s adicdo de 1mM, 100uM, 10uM de
sequéncias de peptideos da teia de aranha de T. clavipes em canais de ions Nav,
usando células de neuroblastoma SH-SY5Y, Veratridina para evocar respostas de
influxo de calcio (controle positivo) e TTX para bloquear canais de Nav. a)
Trichonephiline-1: MVDDALGAADAEMV b) Trichonephiline-2: GVDDALGAADNLDT c)
Trichonephiline-3: MVSVDLGAACMDPYV d) Trichonephiline-4: YYVTDDALEAADNLES e)
Trichonephiline-8: MVADDLGAACDPVM f) Trichonephiline-13:
EYVGVDPGFNVQPQQPHIIPL......oiiiiiiiiiie ittt et e e
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Figura 48. Resultados do ensaio FLIPR apés adicdo de 1mM, 100uM, 10uM de
sequéncias de peptideos da teia da aranha T. clavipes no canal de ions Cav 2.2,
usando células de neuroblastoma SH-SY5Y e 90 mM KCI 5 Mm CaCl2 para evocar
respostas de influxo de calcio (controle positivo) e CVIF para bloquear canais Cav
2.2. a) Trichonephiline-1: MVDDALGAADAEMV b) Trichonephiline-2:
EGVDDALGAADNLDT c) Trichonephiline-3: MVSVDLGAACMDPYV d) Trichonephiline-4:
YVTDDALEAADNLES e) Trichonephiline-8: MVADDLGAACDPVM f) Trichonephiline-13:
EYVGVDPGFNVQPQQPHIIPL......eiiiiiiiiiiie ittt ettt e e e ee e e s nnneeas

Figura 49. Resultados do ensaio FLIPR apés adicdo de 1 mM, 100 uM, 10 uM de
sequéncias de peptideos da aranha T. clavipes usando células de neuroblastoma
SH-SY5Y. a) Trichonephiline-10: TIGRASSLSK contra o receptor AChRa7 usando Colina
/ PNU para evocar resposta ao influxo de célcio e Tubocurarina para bloquear nAChRa; b)
Trichonephiline-8: MVADDLGAACDPVM contra o canal Cav 1.3 usando 90 mM KCI 5Mm
CacCl2 para evocar a resposta ao influxo de célcio e Nefedipina para bloquear Cav 1.3; ¢)
Gréfico representativo mostrando atividade insignificante ou inibitoria baixa para as outras
SEQUENCIAS 08 PEPLIHROS. ....eeieieeeieie ettt ettt e st e e e nannee s

Figura 50. Ensaio de FLIPR contra canais Nav e Cav 2.2. a) Curvas de dose-resposta
representativas e b) valores IC50 (uM) para canais de Nav. c) Curvas de dose-resposta
representativas e d) valores de IC50 (uM) para o canal Cav 2.2. Trp 1: Trichonephiline-1 -
MVDDALGAADAEMV, Trp 2: Trichonephiline-2 - EGVDDALGAADNLDT, Trp 3:
Trichonephiline-3 - MVSVDLGAACMDPV, Trp 4. Trichonephiline-4 -
YVTDDALEAADNLES, Trp 8: Trichonephiline-8 - MVADDLGAACDPVM, Trp 13:
Trichonephiline-13 -EYVGVDPGFNVQPQQPHIIPL.......ccuuiiiiiieieeeeee e

Figura 51. Distribuicdo das proteinas totais identificadas na seda da teia e das
glandulas produtoras de seda da aranha T. plumipes, organizado em seis diferentes
grupos de acordo com seu papel funcional relacionado a teia: (i) proteinas estruturais
da teia de seda; (ii) proteinas relacionadas ao transporte de ions e oxigénio para manter a
estabilidade das espidroinas;(iii) proteinas relacionadas ao dobramento/conformacéo e
modificacéo de espidroinas; (iv) proteinas relacionadas a preservacao da espidroina contra
0 estresse oxidativo; (v) proteinas relacionadas a preservacgéo das caracteristicas fibrilares
das espidroinas no meio ambiente; (vi) proteinas relacionadas com a captura de presas e
pré-digestdo. As proteinas housekepping foram removidas..........cccoovveeeeiiiiiieeeeiniiieeeennns

Figura 52. Distribuicdo das proteinas identificadas de acordo com seu papel
funcional nas glandulas produtoras de seda e na seda da teia. As proteinas foram
organizadas em seis grupos funcionais diferentes: (i) proteinas estruturais da seda da teia;
(ii) proteinas relacionadas ao transporte de ions e oxigénio para manter a estabilidade das
espidroinas; (iii) proteinas relacionadas ao dobramento/conformagdo e modificacdo de
espidroinas; (iv) proteinas relacionadas a preservacdo da espidroina contra o estresse
oxidativo; (v) proteinas relacionadas a preservacao das caracteristicas fibrilares das
espidroinas no meio ambiente; (vi) proteinas relacionadas com a captura de presas e pré-
Lo 10 TS = Lo J PSP

Figura 53. a) T. plumipes - aranha tecedora de teia orbital, coletada no campus da
Universidade de Queensland em Brisbane, QLD, Australia. b) Fio de seda sem goticulas.
¢) Goticulas depositadas ao longo do fio de seda. d) Visdo aproximada das goticulas
depositadas sobre os fios da teia. As imagens da teia em b,c e d foram obtidas com o
MIcroscOPIo INVErtido NIKON Ti-U.....oueiiiiiiiiiie ettt e e s e e

Figura 54. a) Imagem obtida por microscopia invertida da seda da teia em uma lamina de
vidro evidenciando as goticulas tocando umas as outras. b) Esquema representativo das
goticulas se tocando umas as outras (feito a partir da figura “a”). c) Area da teia
selecionada, evidenciando os fios de seda analisados por MALDI-Imaging. d) Imagem da
distribuicao do peptideo de valor de m/z 2717 a forma ([M+H]+) detectado na seda da teia
de T. plumipes. A alta intensidade é representada pelas cores vermelho/rosa; e a baixa

intensidade representada pelas cores azul/preto.......cccoviii i
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Figura 55. Distribuigdo heterogénea de peptideos sobre os fios dateia. a) area da teia
selecionada para realizar andlise de MALDI-Imaging. Imagem da distribuicdo do peptideo
com valor de m/z 715 (b), m/z 2753 (c) e m/z 1952 (d) detectado nos fios da teia da T.
plumipes. A alta intensidade é representada pelas cores vermelho/rosa; e a baixa
intensidade representada pelas cores azul/preto. Essas imagens foram geradas a partir da
selecdo dos valores de m/z de cada molécula na forma ([M+H]+)......cocociiiiiiiiiiincee

Figura 56. Espectro CID representativo do peptideo natural LFDDAAHAAD-OH,
selecionando-se o ion de m/z 523.2342 [M + 2H]2+, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo esta presente na seda da teia da aranha
T. plumipes e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial da proteina
aminotransferase class l/lI-fold pyridoxal phosphate-dependent enzyme (cddigo de acesso:
WP_146864660.1), nos bancos de dados NCBInr—Tabela 14..........cccccovveeiiiiiiiiiniiiiee e

Figura 57. Espectro CID representativo do peptideo natural DDAAHAADKLL-OH,
selecionando-se o ion de m/z 570.2897 [M + 2H]2+, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo esté presente na seda da teia da aranha
T. plumipes e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial da proteina
hypothetical protein NCL1_ 13025 (cédigo de acesso: MAE71440.1), nos bancos de dados
NCBINE — TADEIA 14 ettt e e e e e bb e e e e e e e e e e e e e e annnes

Figura 58. Espectro CID representativo do peptideo natural mDDAAHAADQL-OH,
selecionando-se o ion de m/z 587.2802 [M + 2H]2+, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #13 esta presente na seda da teia da
aranha T. plumipes e foi identificado como semelhante & uma sequéncia parcial da proteina
hypothetical protein (cédigo de acesso: MAE71440.1), nos bancos de dados NCBInr —
L= o= - T U RPPPRPRP

Figura 59. Espectro CID representativo do peptideo natural MLGGDAAHQEDTPT-OH,
selecionando-se o ion de m/z 721.8485 [M + 2H]2+, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo esta presente na seda da teia da aranha
T. plumipes e foi identificado como semelhante & uma sequéncia parcial da proteina
hypothetical protein, nos bancos de dados NCBInr —Tabela 14................cccooovvivevivivviniiinnnn,

Figura 60. Espectro CID representativo do peptideo natural QDVAKGLEAQVPLTNLL-OH,
selecionando-se o ion de m/z 1019.5385 [M + 1H]!*, como precursor; evidenciados apenas
os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo esta presente na seda da teia da aranha
T. plumipes e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial da proteina
hypothetical protein AVEN_85707_1, nos bancos de dados NCBInr — Tabela 14...................

Figura 61. Alinhamento entre as sequéncias de peptideo oriundos da teia de aranha T.
plumipes (Trichonephiline-16, -17, -19 e -20 da tabela 14) com as sequéncias de 2
peptideos “semelhantes a toxinas” previamente identificados na teia de aranha T. clavipes
(Trichonephiline-1 e -2 da tabela 4). Cor vermelha: alto consenso (> 90%); cor azul: baixo
CONSENSO (3 500 ieiteteetie e e e e ettt et e e e e e e e et be bttt eeeae e e e e e sanbbbbbe e et e aaee e e e e nbbbeeseeeeeasseeees

Figura 62. Sequéncias de peptideos oriundos da teia da aranha T. plumipes que se
apresentaram semelhantes a peptideos previamente identificados como toxicos na
teia da aranha T. clavipes. Imagem da distribuigdo do peptideo a)Trichonephiline-19:
DDAAHAADKLL, m/z: 1139; b)Trichonephiline-16: SLFDDAAAH, m/z: 945;
¢)Trichonephiline-20: MDDAAHAADQL, m/z: 1172 e d)Trichonephiline-17:
LFDDAAHAAD, m/z: 1044. A alta intensidade é representada pelas cores vermelho/rosa;
e a baixa intensidade representada pelas cores azul/preto. Essas imagens foram geradas
a partir da selecao dos valores de m/z de cada molécula na forma ([M+H]+)........cccccevvniennn.

Figura 63. Sequéncias peptidicas ndo caracterizadas identificadas na seda da teia da
aranha T. plumipes. Imagem da distribuicdo do peptideo a) Trichonephiline-22;
KPVAQLGNSQLVGSK, m/z: 1525; b)Trichonephiline-18: YNDNALGVGPT, m/z: 1120;
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¢)Trichonephiline-23 QDVAKGLEAQVPLTNLL, m/z: 1809; d)Trichonephiline-24;
PQPTYDTGESVQSAQDARSQDNP, m/z: 2491, e)Trichonephiline-14: KALVGLL, m/z: 713;
f) Trichonephiline-15: MLNDASC, m/z: 753 e g) Trichonephiline-21: MLGGDAAHQEDTPT,
m/z: 1442. A alta intensidade é representada pelas cores vermelho/rosa; e a baixa
intensidade representada pelas cores azul/preto. Essas imagens foram geradas a partir da
selecéo dos valores de m/z de cada molécula na forma ([M+H]*)......cocoiiiiiiiiiiiiieen,

Figura 64. Valores de m/z das sequéncias de peptideos que foram detectados na seda da
teia (a) e também na glandula agregada da aranha T. plumipes (b), evidenciando que sao
produzidos por esta glandula e subsequentemente secretados na teia de seda. A alta
intensidade é representada pelas cores vermelho/rosa; e a baixa intensidade representada
pela cor azul/preta. Essas imagens foram geradas a partir da selecdo dos valores de m/z
de cada molécula Na forma ([M+H] ). .o
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INTRODUCAO GERAL

As aranhas do género Trichonephila sintetizam fios adesivos que sao
encontrados na espiral de captura das teias. Esses fios apresentam goticulas oleosas
contendo vesiculas lipidicas que aprisionam em seu interior solu¢des de proteinas,
peptideos e compostos de baixas massas moleculares. Dentre essas moléculas
muitas sao toxinas de natureza proteica e de baixas massas moleculares, que facilitam
a captura das presas quando as mesmas entram em contato com a teia. A acao prévia
desses compostos afeta o sistema nervoso da presa, paralisando-a (Marques et al.,
2005; Salles et al., 2006; Volsi et al., 2006; Zhang et al., 2012; Sanggaard et al., 2014;
Dos Santos-Pinto et al., 2016; Esteves et al, 2020).

Mediante os estudos ja realizados, todas essas moléculas presentes nas teias
de aranhas, descritas até entdo, e suas possiveis atuacdes, evidenciam que essas
teias desempenham um papel “quimico-ativo”, estratégico na captura de suas presas.
Porém, o mecanismo através do qual, as toxinas que estdo presentes nas teias,
conseguem penetrar o corpo do inseto ainda ndo esté totalmente elucidado; uma vez
que, para que as toxinas encontradas nas vesiculas lipidicas entrem em contato com
o corpo e o tecido mole dos insetos-presa existe uma barreira fisica a ser
ultrapassada: a cuticula do inseto.

Em estudos anteriores (Esteves, 2017) foi possivel elaborar uma hipotese, que
pela primeira vez tenta relacionar o papel das goticulas, vesiculas lipidicas e
compostos identificados na teia, como parte da estratégia de captura e pré-digestédo
de presas. Essa hipétese descreve que quando um inseto € capturado pela teia,
ocorre 0 primeiro contato entre a cuticula do inseto e as goticulas depositadas sobre
a seda. A camada de cera dos insetos € constituida principalmente por
hidrocarbonetos e acidos graxos de cadeia longa; estes quando entram em contato
com as goticulas da teia podem interagir quimicamente formando micelas,
promovendo entdo a dissolucao/desestabilizacdo da camada de cera; formando
espacos/poros que aumentardo a permeabilidade da cuticula (Eisner et al., 1978;
Esteves et al., 2020). Dessa forma, o0 aumento de permeabilidade pode favorecer a
entrada das vesiculas lipidicas para dentro do corpo do inseto. Uma vez dentro do
corpo do inseto, essas vesiculas lipidicas podem se fundir com as membranas dos
tecidos moles do inseto, liberando na hemolimfa as toxinas aprisionadas pelas

vesiculas, paralisando o inseto conforme o esquema representativo mostrado abaixo.
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Esquema representativo do mecanismo geral de acdo proposto para as proteinas e compostos
de baixas massas moleculares identificados nas glandulas produtoras de seda e na teia. (a)
aranhaT. clavipes. (b) glandula produtora de seda; (c) ducto de fiagcdo, onde ocorrem as trocas de ions,
perda de &gua, dobramento/conformacdo das espidroinas; (d) fibras da seda, constituidas pelas
espidroinas, apos a secrecao pelo ducto de fiacdo; (e) captura do inseto-presa pela teia, destacando o
contato da cuticula do inseto com as goticulas presentes na seda; (f) 4cidos graxos presentes na
goticula podem interagir quimicamente com a camada de cera da cuticula do inseto, promovendo a
dissolugéo/desestabilizacdo da camada de cera com abertura de espacos/poros e aumento da
permeabilidade da cuticula; (g) representagéo basica do tegumento do inseto-presa, destacando a
liberacédo de vesiculas (em amarelo) apos o contato da cuticula do inseto-presa com as goticulas. A
seta curvilinea pontilhada indica o processo de liberagéo e fusdo das vesiculas com a membrana do
tecido mole do inseto-presa; apos essa fusdo ocorre a liberagdo do contetdo vesicular que contém
toxinas, neurotoxinas e enzimas proteoliticas (representadas pelos pontos em cinza) dentro da
hemocele (esquema proposto nos resultados obtidos na dissertacdo de mestrado de Esteves, 2017 —
processo FAPESP 2015/14220-8).

Como ja mencionado acima, os estudos das moléculas presentes na seda da
teia evidenciam a presenca de compostos toxicos (proteinas e compostos de baixas
massas moleculares) que estéo relacionados com a captura e pré-digestao das presas
aprisionadas por essas teias (Marques, et al., 2005; Salles, et al., 2006, Volsi et al.,
2006; dos Santos-Pinto et al., 2016); Porém, sabe-se muito pouco em relacdo a
composicao peptidica das glandulas produtoras de seda e da seda da teia de aranhas.

Sendo assim, existe a necessidade de se elucidar e conhecer esse perfil peptidico, o



que podera contribuir para uma melhor compreensao sobre o papel “quimico-ativo” da
teia na captura dos insetos-presa.

Além disso, faz-se necesséario também investigar o perfil lipidico das goticulas
e vesiculas depositadas sobre a teia, a fim de entender mais sobre o mecanismo de
penetracdo e interacdo das mesmas com a camada de cera e tecido mole dos insetos; além
de servir de inspiragdo e modelo para 0 desenvolvimento de novas estratégias de
aplicacdo de inseticidas-seletivos. E ainda, esse estudo podera proporcionar uma
melhor compreensédo sobre as propriedades da seda que podem contribuir em
aplicacbes biomédicas, farmacoldgicas e biotecnolégicas de novos materiais a base
da seda de aranhas.

Dessa forma, a presente tese foi dividida em trés capitulos: Capitulo 1 - Andlise
investigativa do perfil lipidico das goticulas e vesiculas lipidicas da seda da teia da
aranha Trichonephila clavipes; Capitulo 2 - Desvendando os segredos venenosos das
teias das aranhas Thichonephila clavipes e Thichonephila plumipes; Capitulo 3 -
Distribuicdo espacial dos peptideos sobre as goticulas da seda da teia da aranha

Trichonephila plumipes.
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CAPITULO 1

Analise investigativa do perfil lipidico das goticulas
e vesiculas lipidicas da seda da teia da aranha

Trichonephila clavipes



RESUMO

A aranha Trichonephila clavipes pertence ao grupo das aranhas construtoras
de teia orbital, que constroem teias grandes e circulares para capturar suas presas.
Através de uma glandula produtora de seda denominada de agregada, essas aranhas
depositam goticulas oleosas que recobrem os fios da espiral de captura. Essas
goticulas oleosas contém muitas vesiculas lipidicas que aprisionam em seu interior
solugdes de proteinas, peptideos e compostos de baixas massas moleculares. Dentre
essas moléculas muitas sdo toxinas de natureza proteica e de baixas massas
moleculares, as quais podem, por exemplo, paralisar as presas no momento em que
as mesmas entram em contato com a teia. Especula-se ainda que quando um inseto-
presa é aprisionado pela teia, as goticulas e vesiculas lipidicas desempenham um
papel importante em penetrar, armazenar, transportar, e por fim, liberar as toxinas
para o interior do corpo da presa. Considerando isso, neste capitulo foi investigado o
perfil lipidico das goticulas e vesiculas lipidicas a fim de entender mais sobre o
mecanismo de penetracdo e interacdo das mesmas com a camada de cera e tecido
mole dos insetos. Utilizando andlises de espectrometria de massas, foi possivel
identificar seis classes de lipidios que compdem as goticulas e vesiculas lipidicas da
teia. Dentre elas, principalmente os acidos e ésteres graxos, além de fosfolipidios do
tipo glicerofosfolipidio e esfingolipidios, e também glirecerolipidios e esterolipidios. Os
acidos e ésteres graxos também foram identificados na glandula agregada, uma vez
que esta glandula é responsavel por produzir e depositar as goticulas sobre a seda
da teia. Além disso, foi revelado que a glandula agregada possui secrecéo holécrina
e este tipo de mecanismo de secrecédo, possivelmente, pode estar contribuindo de
forma direta no processo de formacdo das vesiculas lipidicas. Até o momento, as
vesiculas lipidicas da teia estdo sendo designadas apenas como vesiculas lipidicas
extracelulares. No entanto, devido a presenca de algumas mobleculas tipicas de
exossomos apresentados neste estudo, e também em estudos anteriores, foi possivel
sugerir que as vesiculas possam ser do tipo exossomos. Por fim, através da analise
quantitativa do extrato vesicular da teia, foi possivel estimar que para uma Unica teia,
o0 extrato vesicular apresentou em média 14.709.800 vesiculas lipidicas, com um valor
expresso em massa de 700ug de proteinas/peptideos; de forma que cada vesicula
possivelmente aprisiona em seu interior = 47 pg de proteinas/peptideos. Este
conteudo proteico/peptidico provavelmente corresponde as toxinas que paralisam o

inseto-presa no momento em que as mesmas sao liberadas para o interior do corpo



do inseto. Portanto, os resultados obtidos neste capitulo contribuem para um melhor
entendimento sobre a composicdo, formacdo e funcionalidade das goticulas e
vesiculas lipidicas quando as mesmas entram em contato com a presa que foi
capturada pela teia; além de servir de inspiracdo para o desenvolvimento de novas

estratégias de aplicacédo de inseticidas-seletivos.

Palavras chave: seda de aranha, glandula agregada, goticulas lipidicas, vesiculas
lipidicas, caracterizacao do perfil lipidico.



ABSTRACT

Trichonephila clavipes spider belongs to the group of orb-web weaving spiders, which
build large and circular webs to capture their prey. Through aggregate silk-producing
gland, these spiders deposit oily droplets that coat the threads of the capture spiral.
These oily droplets contain many lipid vesicles that trap solutions of proteins, peptides,
and low molecular weight compounds. Among these molecules, many are low
molecular weight toxins and toxic proteins which can, for example, paralyze prey at the
moment they come in contact with the web. It is further speculated that when an insect-
prey is trapped by the web, droplets and lipid vesicles play an important role in
penetrating, storing, transporting, and ultimately releasing the toxins into the prey's
body. Considering this, in this chapter the lipid profile of droplets and vesicles was
investigated in order to understand more about their mechanism of penetration and
interaction with the wax layer and soft tissue of insects. Using mass spectrometry
analyses, it was possible to identify six classes of lipids that constitute the web droplets
and vesicles lipids. Those classes include mainly fatty acids and esters, as well as
glycerophospholipids and sphingolipids, and also glycerolipids and sterolipids. Fatty
acids and esters were also identified in the aggregate gland, as this gland is
responsible for producing and depositing the droplets on the web silk. Furthermore, it
was revealed that the aggregate gland possesses holocrine secretion and this type of
secretion mechanism, possibly, may contribute directly to the formation process of the
lipid vesicles. So far, the web lipid vesicles are being designated only as extracellular
lipid vesicles. However, due to the presence of some typical exosome molecules
presented in this and previous studies, it was possible to suggest that the vesicles may
be exosome type. Finally, through the quantitative analysis of the web vesicular extract,
it was possible to estimate that, for a single web, the vesicular extract presented an
average of 14,709,800 lipid vesicles, with a value expressed in mass of 700ug of
protein/peptides; so that each vesicle possibly traps inside = 47 pg of protein/peptides.
This protein/peptide content probably corresponds to the toxins that paralyze the
insect-prey at the time they are released into the insect body. Therefore, the results
obtained in this chapter contribute to a better understanding of the composition,
formation and functionality of the lipid droplets and vesicles when they come into
contact with into the prey that has been captured by the web; as well as serving as

inspiration for the development of new insecticide-selective application strategies.



Keywords: spider silk, aggregate gland, lipid droplets, lipid vesicles, lipid profile
characterization.
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1. INTRODUCAO
1.1. A aranha Trichonephila clavipes e sua teia para captura de presas

As aranhas pertencem ao filo Arthropoda, sendo amplamente dispersas em
todo o mundo, e cuja historia evolutiva possui relatos de até 390 milhGes de anos
(Selden et al., 2008). Existem pelo menos, 49.555 espécies de aranhas descritas em
129 familias, ocupando o sétimo lugar na diversidade total de espécies entre todos 0s
outros grupos de organismos (disponivel em:
<http://research.amnh.org/iz/spiders/catalog/COUNTS.html|>, acessado em:
09/07/2021). As aranhas do género Nephila - recentemente mudada para
Trichonephila (Kuntner et al., 2019; Kallal et al., 2020) estéo situadas dentro da ordem
Araneae, pertencente a familia Nephilidae, cuja distribuicdo geografica €
predominantemente subtropical, sendo encontradas nas trés Américas, Africa e
Australia (Kuntner et al., 2008; Platnick, 2010).

A aranha Trichonephila clavipes (Figura 1la), pertence ao grupo de aranhas
construtoras de teia orbital, que constroem teias grandes circulares, com coloracao
amarelada e fios altamente resistentes (Figura 1b), capazes de capturar até pequenas
aves como o beija-flor. Essas aranhas sdo carnivoras, localizando-se nos espacos
entre a vegetacdo e em areas de florestas nas margens de rios. Também sao
encontradas em areas externas as moradias, construindo reflgio junto as paredes
proximo de luminarias, o que facilita a captura de presas, uma vez que as presas sao
atraidas pela luz (Comstock, 1975; Humenik, et al., 2011).

Para a captura de suas presas, essas aranhas utilizam de estratégias nas quais
tanto o veneno quanto a teia apresentam papéis relevantes. Uma das principais
funcdes do veneno das aranhas é promover a paralisia ou morte de suas presas, e
ainda realizar pré-digestdo da presa capturada (Humenik, et al., 2011). Esse veneno
€ constituido de uma mistura complexa de substancias, sendo o0s principais
constituintes: proteinas, peptideos, poliaminas, acidos nucléicos, aminoacidos livres,
moaminas livres, sais inorganicos e muitos compostos organicos de baixas massas

moleculares (Vassilevski, et al., 2009; Zhong et al., 2014).
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Figura 1. a) Trichonephila clavipes - aranha construtora de teia aérea orbital, na cidade de Santa
Gertrudes/SP. b) Em detalhe, os fios de coloragdo amarelada que formam a teia orbital (figura extraida
da dissertacdo de mestrado de Esteves, 2017).
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A maioria das aranhas apresentam venenos que contém muitos tipos de
peptideos com propriedades de bioinseticidas, que atuam com uma elevada poténcia
e rapidez na morte de uma grande quantidade de pragas (Vassilevski et al., 2009;
Windley et al., 2012). Assim, como no veneno das aranhas, estudos anteriores
realizados em nosso laboratorio, tém demonstrado que a teia também é composta por
proteinas, peptideos e compostos de baixas massas moleculares. A presenca dessas
moléculas tem 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-digestdo de suas
presas (Salles et al., 2006; Marques et al., 2005; Volsi et al., 2006; dos Santos-Pinto
et al., 2016; Esteves et al., 2020). Sendo assim, o uso de veneno letal para subjugar
as presas, em combinacdo com a producgéo de teias, facilita a eficiente captura de

presas a um gasto minimo de energia (Terborgh et al., 2001; Langellotto et al., 2004).

1.2. A estrutura da seda da teia e a glandulas produtoras de seda

A teia de captura € um sistema fibroso de sedas organizado em um desenho
complexo, para a producdo de uma armadilha moderadamente forte, mas
excepcionalmente extensivel (Swanson, 2007) e eficaz na absorcdo de energia de
presas voadoras (Sensenig, et al 2010). Essas fibras sé@o produzidas pelas glandulas
de seda, as quais estdo localizadas dentro da metade posterior do abdémen da fémea
(Figura 2a). Existem diferentes tipos de glandulas produtoras de seda, sendo cada
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uma delas responséavel pela producdo de um tipo especifico de fio de seda, cuja
localizacdo dentro da arquitetura funcional da teia é bem definida pela aranha
(Blamires, et al., 2017). As aranhas tecedoras de teias orbitais, como aquelas do
género Trichonephila, possuem um conjunto de glandulas abdominais composto por
até sete diferentes glandulas: ampulada maior, ampulada menor, flageliforme,
cilindrica ou tubuliforme, aciniforme, piriforme e agregada (Rousseau et al., 2009),
assim como demonstrado na figura 2b.
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Figura 2. a) Esquema representativo da anatomia de aranhas, destacando a regido posterior
abdominal, a qual estéo localizadas as glandulas produtoras de seda. b) Em detalhe as sete glandulas
produtoras de seda descritas para as aranhas do género Trichonephila: ampulada maior, flageliforme,
ampulada menor, piriforme, agregada, tubuliforme e aciniforme (adaptado de ROMER et al., 2008).

As glandulas de seda, presentes na aranha T. clavipes, representam uma
conquista fundamental para o desenvolvimento dessa espécie, uma vez que a seda é
utilizada, ndo s6 na construcao das teias de captura, como também nos cuidados com
a prole e para atrair os machos no processo de acasalamento (Rising et al., 2005;
Bittencourt et al., 2012). A geometria espacial das teias é constituida
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macroscopicamente por dois tipos de fios de sedas: um fio rigido, o qual estabelece a
estrutura primaria da teia (também chamado de frame), que corresponde aos fios
radiais formados por fibras de seda predominantemente constituidas pelas proteinas
espidroinas-1 e espidroinas-2, produzidas pela glandula ampulada maior (Rising et
al., 2007; dos Santos-Pinto et al., 2014; dos Santos-Pinto et al., 2016); e um fio viscoso
situado ao centro, em forma de espiral formado por fibras constituidas pelas proteinas
da seda flageliforme, as quais sdo produzidas pela glandula flageliforme. Conhecido
como fio de captura, este fio possui uma camada externa de seda adesiva néo
polimerizada e revestida por uma camada aquosa (Romer et al., 2008). A medida que
as fibras axiais sdo expelidas pela glandula flageliforme, um revestimento bastante
viscoso é depositado simultaneamente pela glandula agregada sobre as fibras axiais,
formando goticulas, facilmente visiveis a olho nu (Salles et al., 2006; Blackledge, et
al., 2009).

1.3. O fio viscoso - as goticulas e vesiculas lipidicas depositados sobre o fio de
seda

Estudos com uma abordagem morfologica, realizados por Salles e
colaboradores (2006) através de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e
transmissao (MET), demonstraram que a teia da aranha T. clavipes apresenta
goticulas (40 um @) (Figura 4), contendo muitas vesiculas lipidicas (0,4 um @), em
suspensao dentro do interior aquoso destas goticulas. Também através de MET
juntamente com técnicas de citoquimica, por reacdes com imidazol e &cido tanico, foi
demonstrada a presenca de lipidios e de conteudo proteico aprisionado por essas
vesiculas. Em nossos estudos anteriores (Esteves, 2017), essas goticulas (50-100um
@) foram analisadas por MEV, e as vesiculas lipidicas presentes no interior das
goticulas foram extraidas e analisadas por microscopia de luz (ML) (Figura 3a-b).
Essas vesiculas (0,3-1um ®) revelaram aprisionar um conteudo, que possivelmente
corresponde ao mesmo tipo de conteddo proteico que também foi identificado nos
resultados de MET obtidos nos estudos realizados por Salles e colaboradores (2003).
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Figura 3. a) Microscopia eletronica de varredura (MEV) das goticulas dos fios de seda da teia da aranha

T. clavipes. Imagem da distribuicdo das goticulas sobre o fio intacto da espiral de captura b)
Microscopia de luz (ML) das vesiculas lipidicas extraidas das goticulas da teia da aranha T. clavipes.
Imagem destacando o formato globular das vesiculas e o conteddo mais denso (possivelmente
proteinas e peptideos toxicos - apontado pelas setas pretas) armazenado no interior da vesicula.

Adaptado de Esteves, 2017.

Figura 4. Ultra seccéo da goticula envolta no fio de seda pertencente a espiral de captura da teia de T.
clavipes - técnica de citoquimica de acido tanico e imidazol para identificagdo de proteinas e lipidios
respectivamente através de MET. E possivel observar diversas estruturas globulares (vesiculas
lipidicas) suspensas dentro do conteldo aquoso da goticula. No interior das vesiculas lipidicas ha
conteudo eletrodenso, que correspondem as proteinas armazenadas (figura extraida da tese de Salles,

2003).
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Até o momento, nossos resultados evidenciam a presenca de vesiculas
lipidicas extracelulares, as quais sdo retidas no interior das goticulas, porém ainda
nao foi possivel verificar a composi¢cao completa (tipo de lipidios que as compdem),
ou classificar com seguranca a categoria a que pertence essas vesiculas (como por
exemplo: micela, ectossomo, exossomos e etc).

Nos estudos realizados por Esteves (2017), foi investigado o perfil quimico de
compostos de baixas massas moleculares, presentes nas goticulas da seda da teia
da aranha T. clavipes, utilizando um sistema de cromatografia gasosa bidimensional
abrangente, acoplado a um detector de massas (GCxGC/MS). Nessa analise foram
encontrados 316 compostos, dentre os quais, foram identificados hidrocarbonetos
saturados e insaturados, acidos carboxilicos e graxos, metil ésteres, e alcoois, onde
os &cidos palmitico, oléico e linoléico foram os compostos mais abundantes presentes
nas goticulas. A mesma analise com GC-MS revelou a presenca de acidos graxos
saturados, insaturados e poliinsaturados, como o acido oléico, linoléico, miristoléico e
entre outros presentes nas goticulas da teia da aranha T. clavipes (Salles et al., 2006).

Ainda ndo se sabe exatamente qual € a funcdo dos acidos organicos presentes
nas teias de aranhas, porém existem estudos que descrevem a a¢ao de alguns destes
acidos como agentes tensoativos, que auxiliam no processo de desestabilizacdo da
cuticula dos artrépodes, atuando como uma ferramenta de captura e/ou defesa
(Eisner et al., 1978; Wood-Manson, 1882). Como exemplo, pode-se mencionar a
secrecdo de acidos organicos (principalmente acético e caprilico) liberados pelo
escorpido vinagre Mastigoproctus giganteus. Esses acidos sdo secretados na forma
de um jato de spray, pulverizado sobre o predador/presa quando o escorpido vinagre
€ perturbado (Wood-Manson, 1882). Atuando como um agente tensoativo, o acido
caprilico promove a propagacdo das goticulas liberadas pelo spray do escorpido
vinagre sobre a cuticula do predador/presa; e assim, aumenta a eficacia da area de
contato e penetragdo do acido acético através do tegumento do predador/presa,
provavelmente pelo aumento da permeabilidade da barreira lipidica epicuticular
(Bettini, 1978). Além dos acidos citados acima, também foi identificado nas goticulas
da teia da aranha T. clavipes, o acido dodecandico, 0 qual mostrou exercer acao
repelente a formigas invasoras Nylanderia fulva, consideradas insetos oportunistas
que roubam os recursos nutricionais da teia (Esteves, 2017). Assim como, Zhang e
colaboradores (2011) demonstraram que o composto 2-pirrolidinona isolado da teia

de Trichonephila antropodiana tem efeito repelente a algumas espécies de formigas
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como Pheidole angulicollis e Monomorium pharaonis. Mais detalhes sobre a
composicao quimica das goticulas da aranha T. clavipes serdo discutidos no proximo
capitulo.

Como mencionado acima, ainda pouco se sabe sobre a composicao lipidica e
funcionalidade das goticulas e vesiculas lipidicas extracelulares na teia. Dessa forma,
neste capitulo serdo discutidos os resultados desde aspectos morfolégicos e quimicos
das goticulas e vesiculas lipidicas, a fim de entender melhor os papéis das mesmas
no que se refere a estratégia de captura de presas pela teia da aranha T. clavipes.
Sendo assim, através de analises semi-quantitativas do extrato vesicular da teia, foi
estimada para uma Unica teia, a quantidade de vesiculas lipidicas aprisionadas pelas
goticulas e a quantidade de proteinas/peptideos que sdo aprisionados por essas
vesiculas. Em seguida, sdo apresentados os resultados da investigacdo do perfil
lipidico da seda da teia da aranha T. clavipes, através da separacao da porcao lipidica
da teia, e injecdo direta desta por¢cdo em espectrémetro de massas do tipo microQ-
TOF.

Além disso, é importante retomar aqui que a glandula agregada é a responsavel
por depositar sobre a teia as goticulas e consequentemente as vesiculas que estéao
aprisionadas em seu interior. Dessa forma, foi realizado um exame por microscopia
de luz da glandula agregada, a fim de observar se o processo de formacédo das
vesiculas pode estar diretamente relacionado com o mecanismo de secre¢do desta
glandula. Por fim, através de andlise de GCxGC-MS, também foram
investigados 0os compostos de baixas massas moleculares presentes na secrecao da
glandula agregada, a fim de explorar os compostos que estdo envolvidos na formacgéao

das goticulas e vesiculas secretados por esta glandula.
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2. OBJETIVOS

1. i) Estimar a quantidade de vesiculas lipidicas aprisionadas dentro das
goticulas, através da contagem em camara de Neubauer; ii) estimar a massa
de vesiculas por teia, através da medida de peso seco; iii) quantificar as
proteinas/peptideos aprisionadas por essas vesiculas, através de
espectrofotometria de fluorescéncia;

2. Investigar e elucidar o perfil lipidico presente na seda da teia - goticulas e
vesiculas lipidicas, por injecdo direta em espectrdbmetro de massas do tipo
microQ-TOF;

3. Investigar a morfologia da glandula agregada, a qual deposita as goticulas

sobre a seda, por cortes histologicos através de microscopia de luz (ML);

4. Investigar e elucidar o perfil quimico de compostos de baixas massas
moleculares presentes no secretoma da glandula agregada, através da analise
por GCxGC-MS;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Obtencéo da glandula agregada e da seda da teia da aranha T. clavipes

As aranhas T. clavipes e suas teias foram coletadas na cidade de Santa
Gertrudes/SP, de maneira georreferenciada (22°396455”S 47°545266”°W). As
aranhas foram dissecadas para a retirada da glandula agregada, a qual é responsavel

por produzir e depositar as goticulas sobre a teia.

3.2. Analise semi-quantitativa da porcao vesicular da teia
3.2.1. Contagem das vesiculas extracelulares presentes na porcao vesicular da
teia através de Camara de Neubauer

A técnica de contagem através da camara de Neubauer foi realizada com a
finalidade de quantificar as vesiculas lipidicas extracelulares, as quais se encontram
retidas no interior das goticulas oleosas, que por sua vez, estdo depositadas sobre os
fios de captura da teia, conforme representado na figura 3.

Primeiramente foi obtida a porgéo vesicular da teia. Para isso, as teias orbitais
foram coletadas no campo, e limpas com o auxilio de pincas para a retirada de
particulas contaminantes, restos de insetos, folhas e galhos aderidos a seda. Os fios
de seda foram “lavados” com agua (Milli-Q) a 25°C, sob leve agitacdo por 4 horas
(190mg de teia/AmL de agua). Apds esse periodo, a amostra foi deixada em repouso,
e por decantacdo duas fases foram separadas: uma fina camada oleosa
sobrenadante, e uma fase aquosa mais densa. A fase sobrenadante, a qual
denominamos de porcao vesicular da teia, foi coletada (350L) e inserida em um novo
microtubo, a mesma foi diluida em agua a uma propor¢éao 1:200.

Para a determinacéo da contagem total de vesiculas lipidicas extracelulares,
10uL da porgéao vesicular da teia foi inserida na cadmara de Neubauer (Boeco - 1/10
mm). Em seguida, foi realizada a contagem de vesiculas por mL da porcéo vesicular
da teia, em cinco quadrantes da camara através do microscopio de luz (Olympus,
BX51). Para localizar os cinco quadrantes maiores utilizou-se o aumento de 100x e
para efetuar a contagem utilizou-se o aumento de 400x no microscopio. As
fotomicrografias foram adquiridas por meio de uma camera digital, Olympus DP-71,
acoplada ao microscoépio; e para a aquisicao das imagens foi utilizado o software DP
Controller (Figura 5). Nao foi realizado nenhum tipo de coloragdo da amostra. O
calculo do numero de vesiculas extracelulares por mL foi determinado conforme a

férmula abaixo (Lee et al., 1981):
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Vesiculas/mL = n° de vesiculas contadas x fator de diluigdo x 104
n°® de quadrantes contatos

Elalg
!

Camara de
Neubauer

Y

Teia da aranha em Sobrenadante =
H,O - agitacdo coletado

Analise e contagem DP Controller Microscopio de
das vesiculas luz

Figura 5. Esquema representativo da preparacao de amostra, para a analise quantitativa por camara
de Neubauer. Coleta da teia e separacdo da camada oleosa extraida das goticulas presentes nos fios
de seda. Essa separacdo ocorreu em &gua, sob agitagdo durante um periodo de 4 horas.
Posteriormente o microtubo foi deixado em repouso para que houvesse a separacao das fases pelo
processo de decantacdo. A camada sobrenadante denominada de porcdo vesicular da teia, que
corresponde a uma fina camada de 6leo, foi coletada e inserida em cAmara de Neubauer e coberta por
laminula, para ser analisada e as vesiculas contadas através da observagdo por microscopia de luz.

3.2.2. Quantificacdo por peso seco e quantificacdo das proteinas/peptideos
presentes no extrato da porcéao vesicular da teia

Com o0 mesmo extrato vesicular que foi realizada a contagem de vesiculas em
camara de Neubauer, também foi realizada a quantificacdo por peso seco. E por fim,
foi quantificado as proteinas/peptideos deste mesmo extrato vesicular da teia atraves
do kit Qubit® Protein Assay (Life Technologies - Qubit® 3.0 fluorometer), conforme

instrucdes do fabricante.
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3.3. Caracterizacao do perfil lipidico da teia
3.3.1. Extracéao dos lipidios da teia

A porcéo oleosa da teia foi separada assim como descrito na secéo de materiais
e métodos 3.2.1. Analisando a literatura, observou-se que dentre os métodos de
extracdo de lipidios, a extracao utilizando o cloroférmio (CHCI3 - base das extracdes
descritas em Bligh & Dyer, 1959) é a que apresenta a maior eficiéncia de extracdo em
relacéo aos diferentes tipos de lipidios (Sarafian et al., 2014), tanto para amostras de
origem vegetal como animal (Brum et al., 2009).

Dessa forma, a extracdo dos fosfolipidios da camada oleosa da teia foi
realizada conforme descrito no método desenvolvido por Bligh e Dyer (1959). Este tipo
de extracdo consiste na formacdo de um sistema bifasico baseado na teoria do
equilibrio liquido-liquido de trés componentes (cloroférmio/metanol/agua). Dessa
forma, no microtubo contendo 80uL da camada oleosa da teia, foi adicionado 200uL
de cloroférmio (Sigma-Aldrich), 200uL de metanol (Sigma-Aldrich) e 100uL de agua
(Milli-Q). Posteriormente, esta solucao foi agitada e em seguida deixada em repouso
para que finalmente a fase cloroférmica (aquela em que contém os lipidios) fosse

coletada e injetada de forma direta no espectrdometro de massas.

3.3.2. Andlise de espectrometria de massas da porcédo oleosa da teia

Para as analises de espectrometria de massas foi utilizado um espectrémetro
do tipo uLC-ESI-micrOTOF-Q-III (Bruker Daltonics), para a deteccao dos fosfolipidios.
O software HyStar v3.2 (Bruker Daltonics) foi utilizado para o controle de aquisicéo e
analise dos dados. Os dados de MS e MS/MS foram adquiridos em uma faixa de m/z
entre 50-1800, em um espectrometro de massas equipado com uma fonte de
ionizagao “electrospray” (ESI), e analisador de massas hibrido formado pela
combinacéo de sistemas quadrupolo e Time-of-Flight (Q-TOF) (Bruker Daltonics). As
analises foram realizadas no modo positivo e negativo, utilizando o principio de
dissociacao de ions CID (dissociacao induzida por colisdo) e o hélio como gas de
colisdo, a uma presséo de 100kPa, energia de colisdo de 50% e frequéncia de 30 kHz.
Antes das analises, o espectrometro de massas foi calibrado com uma solucéo

calibrante de formiato de sédio.
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3.3.3 Identificacdo dos lipidios da porcao oleosa da teia

Os dados de espectrometria de massas foram analisados e validados com o
auxilio dos softwares DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics) e Peaks 7 (Complete
software for proteomics).

Inicialmente a identificacdo dos lipidios foi realizada conforme descrito por
Ribeiro (2017). Dessa forma, a identificacdo dos compostos mais intensos foi
realizada através da submissdo dos valores de massas experimentais obtidos em
bancos de dados especifico - The LIPID MAPS® Structure Database (LMSD). A
diferenca de massa (tedrica e experimental) maxima considerada para esta analise
foi de £0,5 Da. Os features foram classificados usando o Sistema de Classificacédo de
Lipidios LIPID MAPS, em 6 diferentes categorias (Fatty Acyls [FA], Glycerolipids [GL],
Glycerophopholipids [GP], Sphingolipids [SP], Sterol lipids [ST] e Polyketides [PK] -
(https:/Iwww.lipidmaps.org/resources/databases/
index.php). Por fim, avaliou-se qual classe de lipidios tinha o maior nimero de

matches para cada feature.

3.4. Microscopia de luz da glandula agregada

A glandula agregada foi fixada em paraformaldeido 4% (v/v) em agua.
Posteriormente, foram desidratadas em uma série crescente de tratamento com alcool
(15% a 95%). Em seguida a amostra foi transferida para a resina de embebigéo
(overnight) e incluida em historresina. Os cortes foram realizados em micr6tomo
(Leica), com espessura de 6 um, e posicionadas sobre laminas histoldgicas, as quais
foram coradas pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE). As fotomicrografias foram
adquiridas por meio de uma camera digital, Olympus DP-71, adaptada a um
microscopio (Olympus, BX51). Para a aquisi¢do das imagens foi utilizado o software
DP Controller.

3.5. Perfilagem quimica dos compostos de baixa massas moleculares da
glandula agregada
3.5.1. Extracdo dos compostos de baixa massas moleculares da glandula

Para as analises do perfil quimico dos compostos de baixa massa molecular, a
gandula agregada foi levemente pressionada em solucdo contendo hexano 95%
(Sigma-Aldrich) a 25°C, sob agitacdo por 4h. Apds esse periodo, a amostra foi
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centrifugada a 8000 x g por 15 minutos, com o sobrenadante sendo coletado e

imediatamente analisado no sistema GCxGC-MS.

3.5.2. Analise dos compostos de baixas massas moleculares por cromatografia
bidimensional abrangente (GCxGC), acoplada ao detector de massas

Como equipamento analitico foi utilizado um sistema de cromatografia gasosa
bidimensional abrangente, acoplado a um detector de massas (GCxGC/MS,
Shimadzu, mod. QP2010 Ultra). A separacdo cromatogréafica foi realizada em duas
colunas capilares conectadas em série, localizadas em um mesmo forno. A primeira
coluna foi uma DB-1-5MS (Agilent) (com fase estacionaria apolar: 100%
Dimetilpolisiloxano; com dimensdes de 15m x 0.25mm DI, 1um de filme), utilizada na
primeira dimensao para separacao por ponto de ebulicdo; e a segunda coluna foi uma
BPX-50 (SGE) (com fase estacionaria polar: 50% Fenilpolisilfenileno Siloxano, com
dimensdes de 2.75 m x 0.1 mm DI, 0.1 ym de filme), usada na segunda dimensao
para separacgao por polaridade.

Utilizou-se o gas Hélio (pureza 99.995%) como carreador, a um fluxo constante
de 9,8 mL.min-1. A temperatura da coluna variou de 90 °C a 296 °C em um gradiente
nao linear de 126,5 minutos. A temperatura inicial de 90° C permaneceu por 5 minutos,
aumentando-se entdo gradativamente a uma inclinacdo de 4° C /min até 240 °C; apos
esse tempo a temperatura aumentou a uma inclinacdo de 1 °C/min até alcancar a
temperatura de 285 °C, que foi mantida 8 minutos. Entdo, aumentou-se a temperatura
a uma inclinacao de 1 °C/min até a temperatura de 296 °C, a qual foi mantida nos 20
minutos finais de analise.

O atraso de solvente foi de 5 minutos e o tempo de equilibrio de 3 minutos. A
porta de injegao foi mantida aquecida a 280 °C e 1uL da amostra foi injetada no modo
“splitless” (50s). O eluente da coluna de GC foi transferido via uma linha de
transferéncia aquecida a 270 °C e introduzido em uma fonte de ioniza¢do por impacto
eletronico (El) ajustada para 70 eV, e mantida a 230 °C. Os dados foram adquiridos e
processados utilizando-se o programa Shimadzu GC Solution e para edicdo e
construgdo de graficos de imagem utilizou programa o GC Image R2.2 (GCxGC
Edition).

Como sistema de modulagé&o foi utilizado o modulador de loop fornecido pela
ZOEX, mod. ZX-2. O sistema de modulacdo é composto por 2 jatos (dualjet) mais a

regido do trapping loop. Os jatos utilizam gas nitrogénio a um fluxo de
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aproximadamente 6L/min. Um jato libera ar frio permanecendo aberto
constantemente, enquanto que o outro jato libera ar quente periodicamente. Foi
estabelecido um periodo de modulagéo de 7,5 segundos. A duracdo do jato quente
(tempo em que 0 mesmo permanece aberto) variou de 220-950 milisegundos, a uma
temperatura de 275°C.

Os compostos foram inicialmente identificados por comparacdo com a
biblioteca de espectros de massas NIST MS 11, 2011. Além da comparacao de seus
tempos de retencéo e espectros de massas obtidos no modo SCAN (varredura de
espectro) com padrdes de alcanos saturados (C7-C40) (Sigma-Aldrich) Catalog
49452-U e alguns acidos graxos (C16:1, C18:1, C18:2) (Sigma-Aldrich) UN10-1KT.
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4.RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Analise semi-quantitativa da por¢céo vesicular da teia

Os resultados seréo apresentados e discutidos de forma que a leitura do texto
e interpretacdo dos dados, no decorrer deste capitulo, possa ocorrer de maneira
compreensivel, mas ndo necessariamente refletem a ordem em que o estudo foi
realizado.

Diferentes métodos de quantificacdo foram determinantes para obter valores
semi-quantitativos acerca do extrato vesicular da teia. Primeiramente foi realizada a
contagem das vesiculas extracelulares, presentes no extrato da porcéo vesicular da
teia, através da Camara de Neubauer. Em seguida, foi realizada a quantificacdo do
extrato da porcao vesicular da teia por peso seco, e por fim, foram quantificadas as
proteinas/peptideos presentes neste mesmo extrato por espectrofotometria de

fluorescéncia.

4.1.1. Contagem das vesiculas extracelulares, presentes no extrato da porcéao
vesicular da teia, através da Camara de Neubauer

A técnica de contagem através da camara de Neubauer foi realizada com a
finalidade de quantificar as vesiculas lipidicas extracelulares, presentes no extrato
vesicular da teia. A camara de Neubauer (CNB) consiste em uma lamina de
microscopia com espessura bem maior que uma lamina normal, onde existe marcagao
de area que permite, através de uso de uma laminula de cobertura, determinar o
volume da amostra contida em cada espaco determinado por quadrantes. Sendo
assim, apds contagem do numero vesiculas lipidicas extracelulares nesses
quadrantes, foi possivel determinar o numero dessas vesiculas/mL da porcao
vesicular da teia.

Inicialmente foi colocado em microtubo de vidro 190mg de teia em 1 mL de
agua Milli-Q, o microtubo foi mantido sob leve agitacdo por 4 horas. Assim como
descrito na secdo de materiais e métodos 3.2.1., ap0s esse periodo a amostra foi
deixada em repouso, ocorrendo a formacéao de uma fina camada oleosa sobrenadante
com um volume de 350pL. Essa fase sobrenadante, denominada de porcéo vesicular
da teia, foi coletada e colocada em um novo microtubo, a mesma foi diluida em uma
proporcao 1:200. Apds a contagem do numero de vesiculas lipidicas extracelulares
nos quadrantes da CNB, os valores foram aplicados a formula descrita na secao 3.2.1
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(Figura 6). Esse resultado mostrou que em 350uL da porcao vesicular da teia existem

105.070.000 de vesiculas lipidicas extracelulares.

Vesiculas/mL = n° de vesiculas contadas x fator de diluigdo x 10*
n° de quadrantes contatos

Vesiculas/mL= 150,1 x 200 x 104
Vesiculas/mL= 300.200.000

Vesiculas/350uL= 105.070.000

Figura 6. Férmula utilizada para a realizacdo do célculo do nimero de vesiculas extracelulares por
mL. Dessa forma, foi possivel estimar a quantidade real dessas vesiculas lipidicas extracelulares,
presentes na porcao vesicular da teia.

4.1.2. Quantificacdo por peso seco e quantificacdo das proteinas/peptideos
presentes no extrato da porc¢ao vesicular da teia

Apés estimar a quantidade de vesiculas, resolvemos quantificar a porcao
vesicular da teia por peso seco. Esse resultado mostrou que, em 350uL da porcéo
vesicular da teia existem 16 mg totais de massa (considerando todas as moléculas
que possam estar presentes nesse extrato). Para essa mesma por¢éo vesicular da
teia, foi realizada uma quantificacdo de proteinas/peptideos presentes no extrato.
Essa quantificacdo foi realizada através do kit Qubit® Protein Assay (Life
Technologies - Qubit® 3.0 fluorometer), e o resultado mostrou que, em 16 mg totais
da porcédo vesicular da teia existem 5 mg de proteinas/peptideos. Podemos sugerir
que essa quantidade (5 mg de proteinas/peptideos) esta distribuida de forma
aprisionada homogeneamente nas 105.070.000 vesiculas lipidicas extracelulares
(valor estimado no calculo do niumero de vesiculas extracelulares por mL da por¢éo
vesicular da teia). E ainda, de acordo com esses resultados, podemos sugerir que
cada vesicula lipidica aprisiona = 47 pg de proteinas/peptideos em seu interior. Sendo
assim, cerca de 1/3 do peso seco (16 mg) da porcao vesicular da teia é constituida de
proteinas/peptideos.

A partir deste momento os valores que serédo apresentados, sdo aproximados,
os quais foram inferidos com base nos calculos realizados anteriormente. Para
realizacdo de todos os calculos de quantificacbes, mostrados acima, foi utilizado o

mesmo extrato de teia (190mg/mL de agua), o qual foi constituido de 7 teias para o
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seu preparo. Dessa forma, para uma uUnica teia pesando 26,6 mg, 0 peso seco da sua
porcao vesicular € de 2,24 mg, contento 700 pg de proteinas/peptideos que estdo
aprisionados em 14.709.800 vesiculas lipidicas extracelulares; de forma que cada
vesicula lipidica aprisiona = 47 pg de proteinas/peptideos em seu interior. A figura 7
representa, de forma simplificada, o procedimento realizado para a quantificacao
estimada da porcao vesicular de uma Unica teia, considerando que a mesma possa

estar no seu meio natural para a captura de presas.

> _i &

Quantificacdao Camara de Neubauer
14.709.800 vesiculas lipidicas extracelulares

Teia da aranha em Separacéo de Porgao
H,0 - agitacao fases vesicular da teia iy,
Quantificacao
Peso seco
\ 2,24 mg
_é
GOTICULA v

Quantificagao Proteinas/peptideos
700 ug

>
\4

Teia de aranha N. clavipes
26,6 mg

Figura 7. Esquema representativo dos diferentes métodos de quantificacdo da porcéo vesicular da
teia. Inicialmente a porgdo vesicular foi submetida a analise em camara de Neubauer para obter o
ndmero de vesiculas lipidicas extracelulares/teia; com a mesma porcao vesicular foi realizada a
guantificac@o por peso seco e a quantificagédo de proteinas/ peptideos.

4.2. Caracterizacéao do perfil lipidico da teia da aranha T. clavipes

Através de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e transmisséo (MET), foi
demonstrado que a teia da aranha T. clavipes apresenta goticulas contendo muitas
vesiculas lipidicas em suspensdo no interior aquoso destas goticulas (Sales et al.,
2006; Santos et al., 2015; Esteves et al, 2020). Através de microscopia de luz (ML)
também foi evidenciado a presenca dessas vesiculas lipidicas, as quais sao retidas
no interior das goticulas, poréem ainda néao foi possivel identificar quais lipidios
constituem essas vesiculas (Esteves 2017).

O estudo da composicéo e da classificagdo das goticulas e vesiculas da teia

se faz necessério, uma vez que ainda nao esté totalmente esclarecido o mecanismo
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de penetracdo dessas goticulas e vesiculas lipidicas pelo corpo (cuticula) e tecido
mole do inseto, conforme hipétese elaborada e descrita na seg¢ao “Introducao geral”.
Sendo assim, no presente estudo a por¢ao oleosa da teia da aranha T. clavipes foi
separada, com a finalidade de explorar e caracterizar o perfil lipidico que constituem
as goticulas e as vesiculas — a extracdo e analise dos lipidios foram realizadas
segundo protocolo descrito na secdo de materiais e métodos 3.3.

A figura 8 apresenta os perfis dos espectros de massas adquiridos nos modos
positivo e negativo, ap0s a injecdo direta do conteudo lipidico extraido da teia da
aranha T. clavipes. Foram identificados 44 valores de m/z no modo ESI positivo e 30
valores de m/z no modo ESI negativo, sendo que 5 identificacbes com mesmo valor
de massa molecular apareceram em ambos os modos, ESI positivo e negativo (MM:
298 Da, 312 Da, 330 Da, 434 Da e 574 Da — todos classificados como Fatty acyls).

Na tabela 1 estdo apresentados os valores de m/z adquiridos no modo ESI
positivo e negativo, a massa molecular (Mm), e a possivel classe de lipidio
correspondente a massa molecular, de acordo com o Sistema de Classificagdo de
Lipidios do LIPID MAPS (https://www.lipidmaps.org/resources/databases/ind
ex.php). Apés a classificacdo dos lipidios detectados e mostrados genericamente nas
figuras 9-11, € possivel observar as classes de lipidios e suas respectivas
porcentagens que compdem o perfil lipidico total da teia (modo ESI positivo + ESI
negativo), e também o perfil lipidico para o modo ESI positivo e ESI negativo
separadamente.
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Figura 8. Espectros ESI-MS nos modos negativo (a) e positivo (b) da porgéo lipidica da teia da aranha T. clavipes. Os valores de m/z detectados estédo na

forma [M + HJ* para o modo positivo, e na forma [M - H]- para o0 modo negativo.
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Tabela 1. Identificacdo do perfil lipidico presente na amostra da porcdo oleosa da teia da aranha T.
clavipes, mostrando os valores de m/z, massa molecular (Mm), nimero (#) de possiveis identificacGes
para cada lipidio detectado - para ambos os modos de andlises ESI (positivo e negativo).

113,0136 | 114,0136 48 ID Fatty acyls [FA] -
166,0433 | 167,0433 - - -
180,0581 | 181,0581 11D Fatty acyls [FA] -
197,1891 | 196,1891 721D Fatty acyls [FA] +
250,1635 | 251,1635 1D Fatty acyls [FA] -
259,2464 | 258,2464 311D Fatty acyls [FA] +
262,1324 | 263,1324 21D Fatty acyls [FA] -
273,2623 | 272,2623 109 ID Fatty acyls [FA] +
282,2887 | 281,2887 21D Fatty acyls [FA] +
283,2883 | 282,2883 118 ID Fatty acyls [FA] +
285,2259 | 284,2259 116 1D Fatty acyls [FA] +
287,2779 | 286,2779 134 1D Fatty acyls [FA] +
297,1754 | 298,1754 160 ID Fatty acyls [FA] -
299,2428 | 298,2428 160 ID Fatty acyls [FA] +
299,2557 | 300,2557 187 ID Fatty acyls [FA] -
300,2523 | 301,2523 81D Fatty acyls [FA] -
303,238 | 302,2380 127 1D Fatty acyls [FA] +
304,1794 | 305,1794 21D Sphingolipids [SP] -
308,1745 | 309,1745 21D Fatty acyls [FA] -
309,1789 | 310,1789 821D Fatty acyls [FA] -
311,1889 | 312,1889 128 ID Fatty acyls [FA] -
313,2604 | 312,2604 128 1D Fatty acyls [FA] +
317,2543 | 316,2543 164 1D Fatty acyls [FA] +
322,1902 | 323,1902 11D Fatty acyls [FA] -
323,1923 | 324,1923 69 ID Fatty acyls [FA] -
324,1876 | 325,1876 121D Fatty acyls [FA] -
325,2046 | 326,2046 102 ID Fatty acyls [FA] -
329,2644 | 330,2644 165 ID Fatty acyls [FA] -
331,2844 | 330,2844 140 1D Glycerolipids [GL]

338,3532 | 337,3532 5ID Fatty acyls [FA]

339,3563 | 338,3563 103 ID Fatty acyls [FA] +
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339,2202 | 340,2202 731D Fatty acyls [FA]
345,2864 | 344,2864 280 ID Glycerolipids [GL]
346,256 | 347,2560 41D Fatty acyls [FA]
385,3033 | 386,3033 711D Fatty acyls [FA]
395,2648 | 396,2648 84 1D Glycerophospholipids [GP]
415,2271 | 414,2271 102 ID Fatty acyls [FA]
431,3075 | 432,3075 139 ID Fatty acyls [FA]
432,2512 | 431,2512 61D Sphingolipids [SP]
433,3241 | 434,3241 132 ID Fatty acyls [FA]
435,3938 | 434,3938 134 ID Fatty acyls [FA]
443,2867 | 442,2867 56 ID Fatty acyls [FA]
445,3246 | 446,3246 113 1D Fatty acyls [FA]
448,2982 | 449,2982 71D Sterol Lipids [ST]
459,3408 | 460,3408 66 ID Fatty acyls [FA]
472,249 | 471,2490 21D Fatty acyls [FA]
480,1784 | 479,1784 16 ID Glycerophospholipids [GP]
500,2787 | 499,2787 71D Glycerophospholipids [GP]
531,2921 | 530,2921 201D Glycerophospholipids [GP]
554,565 | 553,5650 8 1D Sphingolipids [SP]
563,5618 | 562,5618 32 ID Fatty acyls [FA]
573,4452 | 574,4452 211D Fatty acyls [FA]
575,4908 | 574,4908 211D Fatty acyls [FA]
579,5505 | 578,5505 86 ID Glycerolipids [GL]
587,4674 | 588,4674 18 ID Glycerolipids [GL]
601,4841 | 602,4841 251D Glycerolipids [GL]
605,3374 | 604,3374 28 ID Glycerophospholipids [GP]
606,3457 | 605,3457 91D Glycerophospholipids [GP]
610,4047 | 609,4047 16 ID Glycerophospholipids [GP]
619,6352 | 618,6352 311D Glycerophospholipids [GP]
621,3303 | 620,3303 40 ID Glycerophospholipids [GP]
622,3354 | 621,3354 16 ID Glycerophospholipids [GP]
628,2208 | 627,2208 91D Polyketides [PK]



http://lipidmaps.org/data/structure/LMSDSearch.php?&ExactMass=578.5505&Mode=ProcessTextOntologySearch
http://lipidmaps.org/data/structure/LMSDSearch.php?&ExactMass=604.3374&Mode=ProcessTextOntologySearch
http://lipidmaps.org/data/structure/LMSDSearch.php?&ExactMass=605.3457&Mode=ProcessTextOntologySearch
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638,3512 | 637,3512 101D Glycerophospholipids [GP] +
647,4806 | 646,4806 43 1D Glycerophospholipids [GP] +
663,4795 | 662,4795 391D Glycerophospholipids [GP] +
675,6923 | 674,6923 45 1D Glycerophospholipids [GP] +
695,3943 | 694,3943 41 1D Glycerophospholipids [GP] +
696,6760 | 695,6760 151D Sphingolipids [SP] +
702,2373 | 701,2373 321D Glycerophospholipids [GP] +
708,4931 | 709,4931 131D Glycerophospholipids [GP] -
710,5079 | 709,5079 131D Glycerophospholipids [GP] +
717,6460 | 716,6460 52 ID Glycerolipids [GL] +
752,5636 | 751,5636 331D Glycerophospholipids [GP] +
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Glycerolipids [GL] |

Glycerophospholipids [GP]

Figura 9. Classes de lipidios presentes no extrato oleoso da teia da aranha T. clavipes obtidas usando
o banco de dados do LIPID MAPS no modo ESI positivo.
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PERFIL DE LIPIDIOS — MODO ESI NEGATIVO

Glycerolipids [GL]

Glycerophospholipids [GP]

Sphingolipids [SP]

Sterol Lipids [ST] |

Figura 10. Classes de lipidios presentes no extrato oleoso da teia da aranha T. clavipes obtidas usando
o banco de dados do LIPID MAPS no modo ESI negativo.

PERFIL TOTAL DE LIPIDIOS

Polyketides [PK] | .-" Sterol Lipids [ST]

Glycerophospholipids [GP]

Glycerolipids [GL]

\
N,

Sphingolipids [SP]

Figura 11. Classes de lipidios totais (ESI positivo + ESI negativo) presentes no extrato oleoso da teia
da aranha T. clavipes obtidas usando o banco de dados do LIPID MAPS.
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Os resultados da tabela 1 mostram que 69 lipidios de diferentes tipos foram
detectados nas analises. Inicialmente foi definido apenas a possivel categoria lipidica
que cada um esta inserido. E isso foi realizado através da comparacao dos valores de
massa molecular obtidos experimentalmente com valores de massas tedricos
depositados no banco de dados LIPID MAPS -
(https:/Iwww.lipidmaps.org/resources/databases/index.php). Ainda na tabela 1
podemos observar que a partir de um unico valor de massa foi possivel obter dezenas
ou até centenas de identificacbes, pois dentre os diferentes tipos de lipidios, muitos
sao isbmeros e/ou isébaros, quando comparados entre si. A elucidacdo estrutural
destes compostos, exige o uso de padrdes especificos para cada composto.

Dessa forma, diante da riqueza de lipidios encontrados nas amostras, e das
dificuldades de se elucidar as estruturas quimicas, optou-se inicialmente pelo uso da
classificacdo geral dos mesmos, conforme mostrado nas figuras 9-11. Os resultados
destas figuras revelam que os lipidios encontrados nas goticulas da teia de T. clavipes
séo de seis diferentes categorias: acidos graxos, glicerolipideos, glicerofosfolipideos,
esfingolipideos, esterolipideos e poliquetideos.

Considerando-se as classes lipidicas de glicerolipideos, glicerofosfolipideos,
esfingolipideos, e esterolipideos nas proporcdées em que as mesmas foram
detectadas, sugere fortemente que estes compostos sao constituintes de membranas
plasmaticas das células secretoras que estdo presentes nas glandulas de seda das
aranhas. Possivelmente, com o rompimento dessas células durante o processo
secretorio (Salles et al., 2006), os compostos lipidicos liberados podem formar as
membranas das vesiculas lipidicas sob investigacdo no presente trabalho.

J4 os poliquetideos tém sido descritos como metabdlitos secundarios
produzidos por bactérias (antibiéticos), fungos (toxinas) e algumas plantas
(pigmentos), a partir de ésteres de cadeia curta da coenzima A (Martin, 1992). Esta
classe de compostos pode estar presente nas goticulas oleosas das teias através de
contaminacgao das secrecdes glandulares por fungos ou bactérias que frequentemente
se associam as aranhas (Johnson et al.,, 2009; Costa, 2014), ou a partir de
regurgitacdo de fluidos digestivos das presas (insetos fitéfagos).

Através dos resultados das figuras 9-11 podemos observar que para ambos 0s
modos ESI positivo e negativo, a classe funcional de Fatty acyl apresentou-se em
maior porcentagem, correspondendo a 54% do perfil lipidico total da teia. Esta classe

de lipidios compreende principalmente aos acidos e ésteres graxos. Isto corrobora
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com os dados obtidos por Esteves et al (2020), que identificou diversos acidos graxos
e metil ésteres nas goticulas da teia da aranha T. clavipes, através da técnica de
GCxGC-MS. E como serd demonstrado na secdo de resultados a seguir, a glandula
agregada apresenta uma contribuicdo significativa na deposicdo desses acidos e
ésteres na seda da teia, uma vez que esta € a glandula responsavel por depositar as
goticulas oleosas sobre o fio de seda.

Como ja mencionado anteriormente neste capitulo, em estudos de Microscopia
Eletrénica de Transmissdo (MET) com técnica de citoquimica para deteccdo de
lipidios foi possivel observar acidos graxos sobre a superficie das fibras da seda da
aranha T. clavipes (Salles et al., 2006; Dos Santos-Pinto et al., 2015). E ainda, a
anélise metabolémica do material extraido das goticulas lipidicas por cromatografia
gasosa, acoplada a um detector de massas (GC-MS) revelaram a presenca de alguns
acidos graxos saturados, insaturados e poliinsaturados (Sales et al., 2006). Alguns
desses lipidios também ja foram relatados previamente em outros estudos sobre os
lipidios que recobrem as fibras da teia (Prouvost et al., 1999; Schulz, 2001).

Até o momento, a funcdo dessa camada de acidos graxos sobre as fibras da
seda ainda ndo esta bem esclarecida, porém muitos dos acidos graxos relatados
podem estar envolvidos com a estrutura central da fibra, proporcionando uma
superficie suave, regulacdo do contetdo de agua, repelindo-a da seda, e protecédo da
seda contra a degradacéao (Schulz, 2001; Salles et al., 2006).

A presenca de alguns acidos graxos na teia (Salles et al., 2006) também foram
descritos como possiveis agentes tensoativos, responsaveis pela desestabilizacdo da
cuticula de insetos, deixando-a mais permeavel, o que favorece a penetracao e acao
de toxinas como as da familia das tetrahidro-B-carbolinas, que paralisam e matam as
presas como descrito anteriormente por Marques, et al. (2005). Esteves (2017)
identificou uma quantidade significativa do acido palmitico nas goticulas da seda da
teia da aranha T. clavipes. Esse acido foi descrito com agéo potencial na dissolugéo/
desintegracdo da camada superficial da cuticula de abelhas A. mellifera - apos
aplicacdo topica do acido nas concentraces de 20-50 ng (Esteves et al., 2020). E
importante mencionar que, as goticulas lipidicas depositadas sobre os fios de seda da
teiada T. clavipes, variaram de 50-100 um de diametro (Esteves, 2017). Sendo assim,
podemos sugerir que as goticulas depositadas sobre os fios de seda também possam
penetrar através dos espiraculos (estigmas) quando os mesmos colidem com a teia e

se tornam presas capturadas; e/ou ainda, serem absorvidas por determinadas partes
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do inseto, como por exemplo, através de partes ndo esclerosadas como antenas,
patas, aparelho bucal, regiées intersegmentares do corpo do inseto.

A abundancia dos &cidos graxos identificados neste estudo também pode estar
relacionada com a composicao das vesiculas lipidicas da teia. Dessa forma, seria
possivel sugerir a classificacdo das vesiculas lipidicas da teia como micelas. Uma vez
gue a micela é comumente composta de acidos graxos (de comprimentos variaveis),
cujos grupos carboxila polares sdo expostos em direcdo a superficie, enquanto as
cadeias de hidrocarbonetos apolares estdo voltadas para o centro hidrofébico (Wang
et al., 2014). O tamanho das micelas varia de 1 a 100 nm, e as mesmas tém sido
utilizadas com sucesso como transportadores de drogas hidrofébicas, por exemplo,
no tratamento de cancer de mama. (Oerlemans et al., 2010; Jhaveri et al., 2014).

No presente estudo, além dos Fatty acyl (acidos e estéres graxos), foram
também identificadas outras possiveis classes de lipidios que até 0 momento néo
tinham sido relatadas na porcao oleosa da teia da aranha T. clavipes. Dentre essas
possiveis classes destacamos aqui os fosfolipidios do tipo glicerofosfolipidios e
esfingolipidios que correspondem respectivamente a 29% e 6% do perfil lipidico total
da teia. A presenca desses fosfolipidios identificados na presente investigacao
também pode estar relacionada com a composicédo das vesiculas lipidicas da teia,
uma vez que as membranas das vesiculas lipidicas extracelulares, assim como as
membranas plasmaticas de células animais, sdo compostas principalmente de
fosfolipidios de sua maioria glicerofosfolipideos (Alberts et al., 2017).

As vesiculas lipidicas sédo definidas como estruturas esféricas constituidas por
um entorno de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas, podem apresentar diferentes
tamanhos e organizagfes e sdo amplamente utilizadas como sistemas miméticos de
membrana celular (Lasic,1988). Estas vesiculas sdo frequentemente classificadas
com base no seu mecanismo de biogénese e divididas em trés grandes classes:
exossomas, microvesiculas e corpos apoptéticos. (Vader et al., 2014; Yafiez-mé et
al., 2015).

Os exossomos, sdo vesiculas extracelulares originados de vesiculas
multilamelares (MLVs), com tamanho médio que varia de 40 a 100 nm de diametro
(Raposo e Stoorvogel, 2013), esses podem aprisionar em seu interior proteinas,
lipidios e até acidos nucléicos (Cocucci et al., 2009). Além dos exossomos ha outros

tipos de vesiculas extracelulares, como as microvesiculas (MVs), as quais séo
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geradas pela gemulacdo da membrana plasméatica para o exterior da célula. O
tamanho das mesmas varia de 50 nm a 1 um de diametro, (Brownlee et al., 2014).

Os exossomos e principalmente os lipossomos (que ndo foram mencionados
no texto por se tratarem de vesicula produzidas de forma artificial), sdo importantes
nos estudos de aplicacdes terapéuticas, pois 0s mesmos podem aprisionar farmacos
ou DNA para experimentos de terapia génica; e interagem facilmente com a
membrana plasmatica de muitos tipos de células, introduzindo nelas as moléculas
aprisionadas (Alberts et al., 2012).

Utilizando-se os dados das Figuras 3 e 4, pode-se estimar que as vesiculas
observadas no interior das goticulas da teia possuem tamanho médio de 450 nm.
Assim, considerando-se apenas a dimensdo fisica para classificar esse tipo de
material (exossomos com diametros variando de 40 a 100 nm; microvesiculas com
tamanhos de 50 a 1000 nm; micelas variando de 1 a 100 nm), podemos classificar as
vesiculas em suspensao no interior das goticulas da teia mais adequadamente como
microvesiculas.

A literatura destaca que, apesar de muitos estudos atualmente publicados
sobre a compreenséo das diferentes vesiculas, é importante salientar gue mesmo com
a combinacao de diversas técnicas como a analise protedmica, microscopia eletronica
e diferentes protocolos de ultracentrifugacdo, ainda ndo sdo suficientes para
discriminar com seguranca os diferentes tipos de vesiculas (Bobrie, et al., 2011). E
importante enfatizar que a maioria dos estudos ndo consegue elucidar exatamente
qgual é o tipo de vesiculas identificadas em cada amostra, e se as mesmas sao do tipo
exossomos ou MVs; portanto, o termo vesiculas extracelulares (EVs) é o mais
apropriado ao nos referirmos em vesiculas que ndo estdo claramente definidas
(Raposo e Stoorvogel, 2013).

No presente estudo, foi revelado que o perfil lipidico das goticulas e vesiculas
€ constituido principalmente de acidos graxos, glicerolipideos, glicerofosfolipideos,
esfingolipideos e esterolipideos. A presenca tanto dos acidos graxos como dos
fosfolipidios pode estar relacionada com a formacdo das vesiculas que séo
encontradas no interior das goticulas da teia. Sugerindo entdo, que através da
composicdo quimica essas vesiculas possam ser do tipo micela ou exossomos.

Além disso, também sabemos que através da analise proteémica das glandulas
de seda e da teia da aranha T. clavipes foram identificadas proteinas envolvidas na

biogénese, transporte e secrecdo de exossomos (dos Santos-Pinto et al., 2019). A
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presenca destas proteinas consequentemente sugere a possibilidade de que tais
vesiculas possam ser do tipo exossomos.

Com os resultados obtidos até o momento, ainda ndo é possivel classificar,
com certeza, qual é o tipo de vesicula lipidica que se encontra aprisionado nas
goticulas. Dessa forma, de acordo com o guia publicado pela “International Society of
Extracellular Vesicles” (www.isev.org), decidimos utilizar somente o termo vesiculas

extracelulares para designar as vesiculas lipidicas identificadas na seda da teia.

4.3. Microscopia de luz da glandula agregada

A glandula agregada foi escolhida para realizar este tipo de andlise, pois foi a
glandula que demonstrou produzir o maior numero de toxinas proteicas dentre as
glandulas produtoras de seda (Esteves et al.,, 2020), além de ser a glandula
responsavel por produzir e secretar as goticulas, contendo as vesiculas lipidicas
extracelulares, sobre os fios de seda da teia (Salles, et al 2006; Esteves, 2017).

Apds examinar as fotos obtidas por microscopia de luz (ML) obtivemos
informacdes sobre as caracteristicas morfolégicas da glandula agregada. Através do
corte transversal dessa glandula foi observado a parede secretora (por¢ao secretora)
do tipo tubular simples ramificada, com dobras, a qual € composta por células epiteliais
altas com nucleo basal, conforme demonstrado na figura 12a.

Na figura 12b é possivel observar que a eliminacdo do produto final pela
glandula agregada ocorre de forma assincronica, ou Seja, ndo ocorre
simultaneamente. Foi observado, que o limen de algumas dobras da glandula estava
cheio de secrecéo, enquanto que o limen de outras dobras estava vazio, pois ja havia
eliminado seu produto para o meio externo, nesse caso sobre as fibras da seda da
teia. Esta assincronia deve ocorrer, possivelmente, porque a teia necessita de
manutenc¢des periddicas, e haveria um gasto energético muito alto para a glandula se
regenerar por completo para comecar a secretar novamente. Sendo assim, conforme
a necessidade de manutencdo da teia, apenas porcdes dessa secrecdo Sao

eliminadas.
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Figura 12. Microscopia de luz (ML). a) imagem do corte transversal da glandula agregada da aranha
T. clavipes. b) imagem evidenciando o assincronismo da eliminagdo do contetido pela glandula, em LV
€ possivel observar o limen vazio, enquanto que em LC o lumen ainda esta cheio. ¢) aumento da figura
“a” destacando o tecido conjuntivo circunjacente (TCC) com o nucleo alongado (NA). d) aumento da
figura “c” destacando fragmentos de acido nucleico (AN) e citoplasma das células secretoras (CCS)
caracterizando o mecanismo holécrino da porcéo secretora desta glandula.

Por fim, nas Figuras 12c-d é possivel observar o tecido conjuntivo circunjacente
com o nucleo alongado (indicado por setas), este tecido confere sustentacao a porcao
secretora da glandula. Através dessas figuras foi possivel classificar o mecanismo de
secrecdo da glandula agregada, que até este momento ainda era desconhecido.
Dessa forma, podemos sugerir que o mecanismo de secrecao € holécrino, isto porque,
a secrecdo liberada para o limen contém além do produto de secrecao, também parte
do citoplasma e até acidos nucléicos das células secretoras. Essa observacao
corrobora com o estudo anterior de Esteves (2017), o qual tinha sugerido inicialmente
0 mecanismo de secrecao holdcrino, uma vez que identificou no secretoma desta
glandula diversas proteinas intracelulares tipicas, geralmente designadas como
“proteinas housekeeping”, que provavelmente eram oriundas do extravasamento de
células/tecidos glandulares (dos Santos-Pinto et al., 2019).

Mediante esses resultados, apresentados por Esteves (2017), e os resultados

de microscopia de luz apresentados no presente estudo, podemos elaborar a seguinte
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guestao: Qual seria a funcdo do mecanismo de secrecao holocrino e a relacdo do
mesmo com o produto final secretado pela glandula agregada na teia?

Sabemos até o momento que a glandula agregada € a responsavel por secretar
um revestimento bastante viscoso na forma de goticulas sobre a teia, e que existem
diversas vesiculas lipidicas extracelulares suspensas dentro do contetdo aquoso de
uma goticula (Salles, 2003; Esteves 2017). Porém ainda ndo sabemos o processo
pelo qual essas vesiculas lipidicas extracelulares sdo produzidas, transportadas e
liberadas dentro das glandulas, para entdo serem secretadas sobre a teia.

No entanto, o presente resultado nos revelou que o mecanismo de secrecao
das células secretoras da glandula agregada € holécrino, ou seja, ocorre o
extravasamento de proteinas intracelulares citoplasmética e até 4cidos nucleicos para
o limen da glandula (figura 12c-d). E que além disso, foram identificadas no
secretoma da glandula agregada diversas proteinas intracelulares, dentre elas: Ras-
related protein ORAB-1, Ras-related protein Rab-1A e predicted rab-like protein 1-like,
além de muitas formas de actinas, tropomiosinas, miosinas, cinesinas e pequenas
GTPases (dos Santos-Pinto et al., 2019) Todas essas proteinas ja foram relatadas na
literatura (Rao et al, 2004; Savina et al., 2005; Cai et al., 2007) como sendo
relacionadas com a formacao, transporte e secrecao de vesiculas extracelulares do
tipo exossomos. Dessa forma, é possivel que as proteinas do conteudo intracelular
das células secretoras da glandula agregada estejam diretamente relacionadas com
o processo de producéo, transporte e liberacao das vesiculas lipidicas extracelulares
na teia. Portanto, 0 mecanismo de secrec¢ao holécrino ndo ocorre ao acaso, e dessa
forma, possivelmente contribui de forma direta no processo de formacéo das vesiculas

presentes no conteddo aquoso das goticulas.

4.4. Perfilagem quimica dos compostos de baixa massas moleculares da
glandula agregada

Com a finalidade de se investigar e elucidar o perfil quimico de compostos de
baixa massa molecular presentes na glandula agregada, enfatizando aqueles que
segundo a literatura possivelmente desempenham um “papel ativo” na estratégia na
captura de presas, a amostra foi entdo analisada em um sistema de GCxGC/MS. O
sistema de cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplado a um

espectrometro de massas € adequado para a caracterizacdo de compostos de baixa
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massa molecular em misturas complexas, possibilitando uma maior quantidade de
informacdes qualitativas e quantitativas em uma Unica analise.

Os resultados dessa andlise estdo demonstrados nas figuras 13 e 14. A figura
13 mostra o cromatograma 2D representativo da andlise, que apresenta uma
separacao abrangente; as cores representam a intensidade do sinal de deteccéo dos
compostos, onde 0s sinais mais intensos sao representados por cores proximas ao
vermelho, e 0s sinais menos intensos sao representados por cores proximas ao azul
escuro; o eixo X representa o tempo de retencdo na primeira dimensao, e o eixo Y
representa o tempo de retencdo na segunda dimenséo; o eixo Z foi substituido pela
representacdo em cores de cada pico, conforme descrito acima. Cada “mancha”
visualizada no cromatograma representa a visédo superior de um pico cromatogréfico.

Em uma analise prévia foram detectados aproximadamente 211 compostos.

W 100%

Tempo de retengao (seg.)
Intensidade

Tempo de retengdo (min.)

Figura 13. Cromatograma GCxGC-2D. Cromatograma bidimensional representativo da andlise de
GCxGC-MS da amostra da glandula agregada da aranha T. clavipes, mostrando os 211 picos
cromatograficos (cada “mancha” representa um pico).

A figura 14 mostra a representagao do cromatograma em 3D, da separagao por
GCxGC, no gual eixo X representa o tempo de retencdo na primeira dimenséo, o eixo
Y, o tempo de retencdo na segunda dimensédo e o eixo Z, a intensidade de sinal
(Muhlen, 2007).
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Figura 14. Cromatograma GCxGC-3D. Cromatograma tridimensional representativo da analise de
GCxGC-MS da amostra da glandula agregada da aranha T. clavipes.

A partir dos resultados obtidos e através de uma analise prévia dos espectros,
0S compostos quimicamente relacionados foram agrupados de acordo com a sua
funcao orgéanica: hidrocarboneto, acido e éster. A figura 15 mostra esse agrupamento,
no qual cada grupo esta representado por uma cor diferente. Esse agrupamento,
conhecido como “efeito telhado” (“roof-tile effect”) & um perfil relativo ao agrupamento
dos picos de uma classe de compostos quimicamente relacionados em um espaco de
separacdo, o qual se repete quando o numero de carbonos destes compostos
aumenta ou diminui de forma a causar uma impressao visual de “telhado” na
representacdo do cromatograma 2D, sendo que cada conjunto corresponde a um
grupo de compostos pertencentes a uma mesma classe de fungdo organica, que
apresenta um numero determinado de carbonos (Von Muhlen et al., 2007). Podemos
notar na figura 15 uma tendéncia a formacao do “efeito telhado”, principalmente para

0 grupo dos hidrocarbonetos.
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Figura 15. Cromatograma GCxGC-2D. Cromatograma bidimensional representativo da andlise de
GCxGC-MS da amostra da glandula agregada da aranha T. clavipes, mostrando o agrupamento de
cada funcdo organica representado por uma cor diferente. Contorno preto - &cidos graxos, contorno
vermelho - metil éster e contorno branco — hidrocarbonetos.

Podemos notar uma grande quantidade de compostos visualizados no
cromatograma, porém, devido a necessidade de se obter todos os padrées quimicos
para confirmacao dos tempos de retencdo e espectros EI-MS, até o momento foram
identificados 19 compostos, sendo 17 hidrocarbonetos alcanos saturados, e 2 acidos
graxos. Esses resultados e outras informacdes referentes a esses compostos: tempo
de retencdo das duas dimensdes (Trl e Tr2), relacdo massa carga (m/z) e a % do
volume do pico, estdo mostrados na tabela 2. Esses compostos foram inicialmente
identificados por comparagcédo de seus tempos de retencédo e espectros de massas
obtidos no modo SCAN (varredura de espectro) com padrées de alcanos saturados
(C7-C40) e padrbes de acidos graxos (C16:1, C18:1, C18:2, C18:3) (Sigma-Aldrich).
A figura 16A-B mostra os resultados desses padrdes. E ainda, a partir dos resultados
obtidos com o cromatograma 2D representativo da andlise da amostra sera possivel

realizar uma analise quantitativa dos compostos ja identificados.
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Figura 16. Cromatogramas GC x GC-2D. Cromatogramas bidimensionais representativos das
andlises de GCxGC-MS dos padrfes. A - Padrbes de acidos graxos (C16:1, C18:1, C18:2, C18:3). B-
Padrbes de alcanos saturados (C7-C40).

A figura 17 e a tabela 2 mostram os dados representativos sobre a area
superficial de cada pico cromatografico, em que cada pico foi representado por uma
‘bolha” (“bubble-plot”) e sua area é proporcional ao valor do didmetro da mesma.
Valores do volume (comprimento x largura x intensidade) de cada pico cromatografico
da amostra também foram anotados (% volume do pico).

Como ja descrito anteriormente, a glandula agregada € responséavel por
produzir e secretar as goticulas oleosas, contendo as vesiculas lipidicas
extracelulares, sobre os fios de seda da teia (Salles, et al 2006; Esteves, 2017). Por
isso, foi possivel identificar nessa glandula os &cidos oleico, linoleico e palmitico com

as maiores porcentagens de volume do pico (Tabela 2).
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Tabela 2. Identificacdo dos compostos presentes na amostra da glandula agregada da aranha T.
clavipes, mostrando o tempo de retencdo da primeira (Trl) e da segunda (Tr2) dimenséo, relacdo

massa carga (m/z) e a % do volume do pico.

Pico Nome do Tr_l Tr_2 m/z Vo_Iume do

composto (min) | (min) pico (%)
1 Tetradecane 29,50 1,00 | 198 0,1755
2 Pentadecane 33,00 1,05 | 212 0,1710
3 Hexadecane 36,00 1,20 | 226 0,2888
4 Heptadecane 39,00 1,25 | 240 0,2412
5 Octadecane 41,88 1,30 | 254 0,6561
6 Nonadecane 44,63 1,65 | 268 0,9584
7 Eicosane 48,13 1,95 | 282 3,7799
8 Heneicosane 51,38 2,35 | 296 3,3481
9 Linoleic Acid 52,13 4,80 | 280 29,0086
10 Oleic Acid 52,25 4,30 | 282 3,2632
11 Docosane 55,38 2,75 | 310 5,9861
12 Tricosane 59,75 3,25 | 324 9,2717
13 Tetracosane 64,50 3,70 | 338 9,0750
14 Pentacosane 69,75 4,15 | 352 9,5260
15 Hexacosane 75,25 4,40 | 366 7,5027
16 Heptacosane 80,88 | 5,00 | 380 6,1656
17 Octacosane 86,63 5,30 | 394 5,9259
18 Nonacosane 92,88 6,10 | 408 3,1011
19 Triacontane 100,13 | 6,65 | 422 1,5552

Tempo de retengdo (seg.)

Tempo de retengdo (min.)

Wioo%

Intensidade

Figura 17. Cromatograma GCxGC-2D de bolhas (“bubble-plot”). Cromatograma bidimensional de
bolhas da andlise de GCxGC-MS da amostra da glandula agregada da aranha T. clavipes, mostrando
a area superficial e cada pico cromatogréfico representado por uma bolha, a qual possui um valor de
area proporcional ao seu tamanho em diametro (¢). A numeracédo acima de cada bolha corresponde
aos numeros dos compostos indicados na tabela 2.

Assim como na glandula agregada, em nossos estudos anteriores realizados

com 0 uso de analises GCxGC-MS com a seda da teia da aranha T. clavipes,
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demonstraram a presenca dos mesmos acidos: o acido oleico, acido linoleico e acido
palmitico. Além destes, foram também identificados na teia o acido palmitoléico e o
acido dodecandico (Esteves et al., 2020). E ainda, através de Microscopia Eletrénica
de Transmissdo (MET) com técnica de citoquimica para deteccdo de lipidios foi
possivel observar acidos graxos sobre a superficie das fibras da seda da aranha T.
clavipes (dos Santos-Pinto et al., 2015); e como ja evidenciado pelos resultados
apresentados no presente capitulo, a glandula agregada contribui de forma
significativa com a producéo e secrecdo desses 4cidos graxos sobre as fibras da seda.
Algumas das possiveis funcdes desempenhadas pelos acidos graxos
depositados sobre a teia, ja foram discutidas em mais detalhes na se¢éo de resultados
4.2 - 4cidos como possiveis agentes tensoativos. Além de produzir os 4cidos graxos,
a glandula agregada também foi relatada como responséavel por produzir e depositar
a maioria das toxinas identificadas sobre a teia da aranha T. clavipes (Esteves et al.,
2020). Dessa forma, a glandula agregada apresenta uma grande contribuicdo na
secrecao de compostos que auxiliam na estratégia de captura de presas pela teia.
Posteriormente os demais compostos também serdo identificados para que
possamos investigar e elucidar o perfil quimico dos compostos de baixa massa
molecular presentes na glandula agregada da aranha T. clavipes, enfatizando aqueles
que segundo a literatura, possivelmente desempenham um “papel ativo” na estratégia

em captura de presas.
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5. CONCLUSAO

Através dos resultados apresentados neste capitulo, foi possivel identificar as
diferentes classes de lipidios que compdem as goticulas e vesiculas lipidicas da teia.
Dentre elas, principalmente os acidos e ésteres graxos, além de fosfolipidios do tipo
glicerofosfolipidio e esfingolipidios. Os acidos e ésteres graxos também foram
identificados na glandula agregada, uma vez que esta glandula é responsavel por
produzir e depositar as goticulas contendo as vesiculas lipidicas sobre a seda da teia.
Além disso, foi revelado que o mecanismo de secrecdo da glandula agregada € do
tipo holdcrino. Este tipo de mecanismo de secrecdo pode nao estar ocorrendo ao
acaso, e possivelmente, pode estar contribuindo de forma direta no processo de
formacéo das vesiculas lipidicas.

Por fim, através da andlise quantitativa do extrato vesicular da teia, foi possivel
estimar que para uma unica teia (massa da teia pesada — peso seco), o extrato
vesicular apresentou 14.709.800 vesiculas lipidicas (contagem em camara de
Neubauer), com um valor expresso em massa de 700ug de proteinas/peptideos
(determinado por espectrofotometria de fluorescéncia); de forma que cada vesicula
possivelmente aprisiona em seu interior = 47 pg de proteinas/peptideos.

Com os dados adquiridos até entdo, ainda néo foi possivel classificar com
certeza qual é o tipo de vesicula lipidica que se encontra aprisionado nas goticulas.
Portanto, até o momento, as vesiculas lipidicas da teia podem ser designadas apenas
como vesiculas lipidicas extracelulares. No entanto, devido a presenca tanto dos
acidos graxos como dos fosfolipidios, além dos dados protedmicos (dos Santos-Pinto
et al., 2019), foi sugerido que as vesiculas possam ser do tipo micela ou exossomos.

No decorrer deste capitulo também foram discutidas as possiveis
funcionalidades das goticulas e vesiculas lipidicas no auxilio da captura de inseto-
presas pela teia. Dessa forma, as goticulas podem ser responsaveis por promover um
aumento da permeabilidade da cuticula do inseto-presa quando o mesmo € capturado
pela teia; enquanto que as vesiculas lipidicas podem ser responsaveis em armazenar,
transportar, e por fim, liberar as toxinas para o interior do corpo da presa. Mais
detalhes estdo apresentados na hipotese da segao “introducgéo geral”.

Portanto, os resultados obtidos até o momento contribuiram para um melhor
entendimento sobre a composicdo, formagdo e funcionalidade das goticulas e
vesiculas lipidicas quando as mesmas entram em contato com a presa que foi

capturada pela teia.
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CAPITULO 2

Desvendando os segredos venenosos das teias das
aranhas Trichonephila clavipes e Trichonephila

plumipes
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RESUMO

A aranha Trichonephila clavipes pertence ao grupo das aranhas construtoras
de teias orbitais, que desenvolveram a capacidade de sintetizar fios adesivos. Esses
fios adesivos séo encontrados na espiral de captura das teias, e apresentam goticulas
oleosas contendo vesiculas lipidicas que aprisionam em seu interior solucbes de
proteinas, peptideos e compostos de baixas massas moleculares. Dentre essas
moléculas muitas séo toxinas de natureza proteica e de baixas massas moleculares,
as quais podem apresentar acdes letais em potencial para as presas capturadas. Até
0 momento ndo se sabe muito sobre a composicao peptidica desta teia. Dessa forma,
através da analise do perfil de peptideos por LC-MS/MS, foram identificados um total
de 729 peptideos presentes na seda da teia e nas glandulas produtoras de seda da
aranha T. clavipes, sendo que 13 peptideos foram selecionados e sintetizados em fase
sélida, para que posteriormente o potencial toxico dos mesmos fossem avaliados em
ensaios de inseto-toxicidade. Foi observado que tanto o extrato vesicular da teia como
os peptideos Trichonephiline-1, -2, -3, -4, -8, 10 e 13 apresentaram efeitos tdxicos
guando injetados na hemocele de abelhas. O extrato vesicular da teia apresentou
valor de DLso = 0,323 ng/mg enquanto os peptideos Trichonephiline-1, -2, -3
apresentaram valor de de DLso = 1,06 ng/mg, 0,846 ng/mg e 1,06 ng/mg,
respectivamente. Além disso, quando submetidos a ensaios de Fluorescence Imaging
Plate Reader (FLIPR), os peptideos Trichonephiline-1, -2, -3, -4, -8, 10 e 13 também
apresentaram acao inibitéria em canais de ions sodio (Nav) e calcio (Cav2.2). O
peptideo Trichonephiline-8 também inibiu canais de ions célcio (Cavl.3) e o receptor
nicotinico de acetilcolina alfa 7 (nAChRa7), enquanto o peptideo Trichonephiline-10
inibiu apenas o receptor nAChRa7. Além dos peptideos potenciais inseticidas
envolvidos na captura de presas, o peptideo Trichonephiline-6 foi identificado com
acdo antibiotica (MIC <= 0,25 ug/mL) para a bactéria Gram+ Staphylococcus aureus.
O extrato total da teia também apresentou agao antibiética com valor de MIC <2 pg/mL
para a bactéria Gram- Pseudomonas aeruginosa. Tanto a seda da teia qunto o
peptideo Trichonephiline-6 podem estar contribuindo no mecanismo de defesa da teia
para que a seda, ou até os ovos da aranha em desenvolvimento, resistam a
decomposicdo microbiana. Por fim, foram também apresentados os resultados da
investigacdo do perfil proteico da seda da teia e das glandulas produtoras de seda da

aranha Trichonephila plumipes, utilizando-se da abordagem proteotranscriptémica.
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Foram identificadas um total de 932 proteinas (glandulas e seda). Dentre essas foram
destacadas as proteinas que se mostraram semelhantes a toxinas e neurotoxinas
comumente encontradas em venenos de aranhas, escorpides, insetos e até
organismos marinhos. Assim, como a aranha T. clavipes os resultados da aranha T.
plumipes revelou que a teia ndo € uma ferramenta simples e passiva para a captura
mecanica de presas, mas uma arquitetura naturalmente sofisticada que desempenha
um papel ativo durante a captura de suas presas. Dessa forma, este capitulo fornece
uma melhor compreensédo quimico-ecoldgica da captura de presas pelas teias das
aranhas do género Trichonephila, além de servir de inspiracdo para o

desenvolvimento de novos inseticidas-seletivos e/ou antibidticos.

Palavras chave: seda de aranha, glandulas de seda, toxinas peptidicas, abordagem
peptidémica, abordagem proteotranscriptémica
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ABSTRACT
Trichonephila clavipes spider belongs to the group of orb-web weaving spiders that
have developed the ability to synthesize adhesive threads. These adhesive threads
are present in the capture spiral of the orb-webs, coated by a viscous solution that
covers the entire silk fibers in the shape of droplets, which contain many vesicles under
suspension, entrapping a solution containing proteins, peptides and low molecular
mass compounds. Among these molecules many are low molecular weight and
proteinaceous toxins, which may have potentially lethal actions on the prey capture.
So far, not much is known about the peptide composition of this web. Thus, through
the peptide profile analysis by LC-MS/MS, a total of 729 peptides were identified in the
T. clavipes spider web silk and in its silk-producing glands. Thirteen peptides were
selected and synthesized in solid phase, and their toxic potential could be evaluated
in insect-toxicity assays. It was observed that both the web vesicular extract and the
peptides named Trichonephiline-1, -2, -3, -4, -8, 10 and 13 showed toxic effects when
injected into the bee hemocele. Web vesicular extract showed LD50 value = 0.323
ng/mg while Trichonephiline-1, -2, -3 peptides showed LD50 value = 1.06 ng/mg, 0.846
ng/mg and 1.06 ng/mg, respectively. Furthermore, when subjected to Fluorescence
Imaging Plate Reader (FLIPR) assays, Trichonephiline-1, -2, -3, -4, -8, 10 and 13
peptides also showed inhibitory action on sodium (Nav) and calcium (Cav2.2) ion
channels. The Trichonephiline-8 peptide also inhibited calcium ion channels (Cav1.3)
and the nicotinic acetylcholine receptor alpha 7 (hnAChRa7), while the Trichonephiline-
10 peptide inhibited only the nAChRa7 receptor. In addition to potential insecticidal
peptides involved in prey capture, the peptide Trichonephiline-6 was identified with
antibiotic action (MIC <= 0.25 ug/mL) for Gram+ Staphylococcus aureus bacteria. The
total web extract also showed antibiotic action with MIC value < 2 yg/mL for Gram-
Pseudomonas aeruginosa bacteria. Both web silk and Trichonephiline-6 peptide may
be contributing to the defense mechanism of the web, or even the developing spider
eggs, resist microbial decay. Finally, using the proteotranscriptomics approach were
also presented the results of the investigation of the Trichonephila plumipes spider web
protein profile and its silk-producing glands. A total of 932 proteins (glands and silk)
were identified. Among these were proteins similar to toxins and neurotoxins
commonly found in venoms of spiders, scorpions, insects, and even marine organisms.
Thus, the results for the spider T. plumipes revealed that the web is not a simple,

passive tool for mechanical prey capture, but a naturally sophisticated architecture that
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plays an active role during prey capture. Thus, this chapter provides a better chemical-
ecological understanding of prey capture by the webs of the genus Trichonephila
spiders, and serves as inspiration for the development of new insecticide-selectives

and/or antibiotics.

Keywords: spider silk, silk glands, peptide toxins, peptidomics approach,

proteotranscriptomics approach



71

1. INTRODUCAO
1.1. Composicao quimica da seda da teia

Estudos moleculares e estruturais revelam que a seda da teia da aranha T.
clavipes é constituida por proteinas, peptideos e compostos de baixas massas
moleculares; e essas moléculas tém demonstrado uma importancia fundamental no
qgue se refere as estratégias quimicas adotadas, tanto na defesa da propria aranha
qguanto na captura de presas (Salles et al., 2006; Marques et al., 2005; Volsi et al.,
2006; dos Santos-Pinto et al., 2016; Esteves et al., 2020).

1.1.1. Compostos de baixas massas moleculares

Em estudos realizados por Higgins e colaboradores (2001) foi demonstrado a
presenca de neurotransmissores nas goticulas presentes na seda da aranha T.
clavipes, tais como N-acetiltaurina, 4-aminobutiramida, glicina, betaina, colina e
putrescina. Marques e colaboradores (2005) demonstraram a presenca de toxinas de
baixas massas moleculares na teia da aranha T. clavipes; utilizando-se de
espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear foi caracterizado um
composto organometalico (ferro [1-(3-diazenilfenil) etanol] e uma toxina alcaloide (1-
(2-guanidinoetil)-1,2,3,4-tetrahidro-3-(hidroximetil)-B-carbonila), os quais apresentam
acoOes letais potentes para as presas capturadas nas teias de T. clavipes (Figura 18).
Estes resultados indicam que o contetdo das goticulas da teia pode ser letal e/ou
paralitico para as presas e, consequentemente, deve desempenhar um importante

papel no processo de paralisia/morte das mesmas.
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Figura 18. Estrutura quimica da (ll) toxina alcaléide (1-(2-guanidinoetil)-1,2,3,4-tetrahidro-3-
(hidroximetil)-B-carbonila) e de um (I) composto organometdlico de acdo inseticida ferro [1-(3-
diazenilfenil) etanol] identificados na seda da teia da aranha T. clavipes (Marques et al., 2005).

Em outro estudo realizado anteriormente por nosso grupo, foram identificados
na teia da aranha T. clavipes aminoacidos, neurotransmissores, poliaminas,

nucleotideos e alcaloides, dentre eles: acido hidroxi-indolacético, glutamina, prolina,
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arginina, acido cisteico, epinefrina, adenosina difosfato, tripargina, hidroxitripargina e
espermidina. Além disso, também foram identificados a presenca de duas
acilpoliaminas toxinas: NPTX-615 e NPTX-12 (Saidemberg, 2012 — Relatorio de Pos-
Doutorado, Proc. 09/15798-2). As acilpoliaminas foram descritas como toxinas
neuroativas de baixas massas moleculares, que atuam como antagonistas de
diferentes classes de receptores ionotropicos de glutamato (Palma e Nakajima, 2005;
Saidemberg, 2012- Relatorio de Po6s-Doutorado, Proc. 09/15798-2), geralmente
encontradas em venenos de aranhas. Estes compostos possuem uma forte agdo em
juncdes neuromusculares de insetos, levando a uma rapida paralisia das presas
(Adams et al., 1989).

1.1.2. Proteinas/peptideos

Estudos com a seda da teia de T. clavipes, demonstraram a presenca de
proteinas de acéo toxica, como a proteinase calcio-ativada e metaloproteinase do tipo
jararagina, indicando assim o possivel envolvimento dessas enzimas no processo de
paralisacdo e/ou pré-digestao das presas antes do ataque final pelas aranhas (Salles
et al., 2006). Além dessas proteinas, recentemente através da abordagem proteémica
do tipo shotgun, foram identificadas 274 proteinas semelhantes a toxinas na seda da
teia da aranha T. clavipes (Esteves et al., 2020). Muitas dessas toxinas mostraram-se
semelhantes aguelas comumente encontradas em venenos de diferentes espécies de
aranhas; alguns exemplos séo: latrotoxinas, agatoxinas, ctenitoxinas, terafotoxinas,
zodatoxinas e licotoxinas. Esses resultados corroboram os dados prévios obtidos por
dos Santos-Pinto et al. (2016), usando de uma abordagem proteémica Bottom-up nos
estudos com as glandulas de seda de T. clavipes.

Esteves e colaboradores (2020) também investigaram o secretoma da glandula
agregada, a qual é responsavel por depositar as goticulas sobre os fios de seda; a
andlise protedmica mostrou a identificacdo de um ndamero expressivo de proteinas
semelhantes a toxinas, sendo que a maioria dessas toxinas também foram
identificadas na teia da aranha T. clavipes. Essas proteinas semelhantes a toxinas,
muito provavelmente, estdo armazenadas no interior das vesiculas lipidicas, as quais
estdo em suspensdo retidas dentro do material aquoso das goticulas. Além da
glandula agregada, as outras glandulas produtoras de seda também produzem
algumas proteinas semelhantes a toxinas e contribuem parcialmente na composicao

toxica da teia.



73

Como se pode notar, os estudos realizados até entdo utilizando de uma
abordagem metaboléomica e protedmica, tem contribuido significativamente para a
identificacdo e caracterizacdo de compostos de baixas massas moleculares e
proteinas, que podem apresentar algum potencial farmacolégico e biotecnolégico,
presentes na seda da teia da aranha T. clavipes. Porém, até o momento sabe-se muito
pouco em relacdo a composicdo peptidica da teia de aranhas. Dentre os poucos
estudos acerca da composicao peptidica da seda da teia da aranha T. clavipes
podemos citar o estudo realizado por Volsi e colaboradores (2006), no qual foram
identificados trés peptideos da familia das bradicininas (nephilacinina-1, -1l e -lll),
tabela 3. Esses compostos foram isolados por técnicas cromatograficas e suas
sequéncias determinadas por espectrometria de massas (ESI-MS/MS), sendo
caracterizados como toxinas aplicadas pela aranha sobre a teia, com a finalidade de

causar a paralisia das presas.

Tabela 3. Peptideos da familia das bradicininas identificados na seda da teia da aranha T. clavipes

(Volsi et al., 2006).
Peptideo Sequéncia Primaria

Nephilacinina-| GPNPGFSPFR
Nephilacinina-Il EAPPGFSPFR
Nephilacinina-III PSPPGFSPFR

Dessa forma, neste capitulo serdo apresentados os resultados da investigacao
do perfil peptidico da teia e das glandulas produtoras de seda da aranha T. clavipes,
utilizando-se da abordagem peptiddmica. Além disso, considerando-se que 0S
peptideos, presentes na teia de aranhas, podem representar possiveis modelos
moleculares para o desenvolvimento racional de novas drogas e/ou inseticidas, alguns
dos peptideos, foram sintetizados em fase solida e submetidos a ensaios de inseto-
toxicidade e também ensaios antibiose.

Por fim, serdo também apresentados os resultados da investigagédo do perfil
proteico da teia e das glandulas produtoras de seda da aranha T. plumipes, utilizando-
se da abordagem proteotranscriptdmica e destacando as proteinas que possivelmente

desempenham um papel importante na captura de presas.



74

2. OBJETIVOS

Para a aranha T. clavipes:

1. Investigar e elucidar o perfil peptidico presente na seda da teia, e também no
secretoma das glandulas produtoras de seda que estdo associadas a secrecao
das fibras que formam a teia - ampulada maior, ampulada menor, flageliforme

e agregada.

2. Selecionar e sintetizar em fase sélida 13 peptideos identificados na teia, e

posteriormente, realizar a carcaterizagéo funcional dos mesmos;

3. Avaliar o potencial toxico da teia, através do bioensaio de inseto-toxicidade, via
injecdo da porcdo vesicular da teia e dos 13 peptideos sintetizados em

laboratério na hemocele de abelhas Apis mellifera;

4. Avaliar a atividade dos 13 peptideos sintetizados em laboratério contra os
canais de ions sodio (Nav), calcio (Cav2.2 e Cavl.3) e receptor nicotinico de

acetilcolina alfa 7 (nAChRa7), através de ensaios de FLIPR;

5. Avaliar a atividade antibiética dos 13 peptideos sintetizados em laboratorio

através de ensaios de antibiose;
Para a aranha T. plumipes:
1. Investigar e elucidar o perfil de proteinas presente na seda da teia, e também

do secretoma das glandulas produtoras de seda - ampulada maior e agregada,

atraveés da abordagem proteotranscriptomica.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Analise do perfil peptidico da seda e glandulas produtoras de seda da
aranha T. clavipes
3.1.1. Obtencéao das glandulas e da seda da teia da aranha T. clavipes

As aranhas T. clavipes e suas teias foram coletadas na cidade de Santa
Gertrudes/SP de maneira georreferenciada (22°396455”S 47°545266”W). As aranhas
foram dissecadas para a retirada das glandulas produtoras de seda, mais
especificamente aquelas que estdo associadas com a produgédo das fibras que
constituem a teia, que sado as glandulas ampulada maior, ampulada menor, agregada

e flageliforme.

3.1.2 Extracdo da fracao de peptideos solUveis da seda da teia

As teias foram coletadas no campo, e limpas com o auxilio de pincas para a
retirada de particulas, restos de insetos, folhas e galhos aderidos a seda; evitando
dessa forma uma contaminacdo da amostra. Apés a limpeza, os fios de seda foram
pesados e tratados para a extracao dos peptideos presentes nas fibras e nas goticulas
presentes sobre os fios. Dessa forma, o material limpo foi lavado com acetonitrila 50%
(v/v) em &gua, contendo inibidores de proteases (p-metilsulfonil fluoreto - PMSF) 10
mM e um coquetel de inibidores de proteases (Sigma) a 25°C e sob agitacdo continua
por aproximadamente 4 horas (75 mg de teia/1 mL de acetonitrila 50% (v/v), em
triplicata). Apds esse periodo, as amostras (denominadas de “lavado da teia”) foram
centrifugadas a 8000 x g por 15 minutos, com o sobrenadante sendo coletado e filtrado
em filtro hidrofébico de acetato-celulose 0,45 um (Millipore) e em seguida, liofilizado;
0s extratos secos resultantes foram armazenados a -20°C, até o momento de serem

utilizados.

3.1.3 Extracdo dos peptideos presentes nas secrecdes das glandulas
produtoras de seda

As glandulas ampulada maior, ampulada menor, agregada e flageliforme, foram
armazenadas em frascos distintos para a extracdo dos peptideos. Logo apds, em
presenca de solucdo de acetonitrila 50% (v/v) em agua, contendo inibidor de
proteases (p-metilsulfonil fluoreto - PMSF) 10 mM, as glandulas (20 glandulas/1mL
solucéo, em triplicata para cada amostra) foram comprimidas com o auxilio de um

mini-pistilo de Teflon, para provocar a liberacdo do contetdo glandular. Em seguida,
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as amostras (denominadas de secretoma das glandulas) foram centrifugadas a 8000
X g por 15 minutos, com o sobrenadante sendo coletado, filtrado em filtro hidrofébico
de acetato-celulose 0,45 pym (Millipore) e liofilizado; os extratos secos resultantes

foram fracionados assim como descrito abaixo.

3.1.4. Fracionamento das amostras para a obtencéo dos peptideos de até 3kDa

As amostras foram fracionadas através de centrifugacdo a 12000 x g por 90
minutos em filtros microconcentradores Amicon 3000, para separar os peptideos que
apresentam massas de até 3 kDa dos proteopeptideos, que apresentam massas
acima de 3 kDa. Apos o fracionamento, as amostras de até 3 kDa foram quantificadas,
liofilizadas e os extratos secos resultantes foram armazenados a -20°C, até o

momento de serem utilizados.

3.1.5. Fracionamento das amostras para a obtencéo dos peptideos de 3 kDa até
10kDa

A fracOes de proteopeptideos, que apresentam massas acima de 3 kDa, foram
novamente fracionadas através de centrifugacéo a 12000 x g por 30 minutos em filtros
microconcentradores Amicon 10.000, para a obtencdo de proteopeptideos que
apresentam massas entre 3-10 kDa. Apos o fracionamento, as amostras foram
quantificadas, liofilizadas e os extratos secos resultantes foram armazenados a -20°C,

até o momento de serem utilizados.

3.1.6. Digestdo em solucéao das fracfes de 3-10 kDa (estratégia shotgun)
Apenas para as amostras correspondentes as fragfes que apresentam massas
entre 3-10 kDa foram aplicadas a estratégia shotgun. Essas amostras foram
solubilizadas em bicarbonato de aménio 50 mM, pH 7.9 contendo ureia 7.5 M, e
incubadas por 60 minutos a 25°C sob leves agitacdes a cada 20 minutos. Em seguida,
foi realizado o tratamento de reducgéo e alquilagdo com a adi¢ao de Ditiotreitol (DTT)
10 mM por 60 minutos a 37°C; e iodoacetamida (IAA) 40 mM também por 60 minutos
a 25°C. Apos esses tratamentos, as amostras foram diluidas 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 reagao de digestao foi
interrompida com 5 pL de acido férmico. As amostras digeridas foram dessalinizadas

utilizando uma coluna SPE C18 (Discovery DSC-18, Supelco) condicionada com
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acetonitrila/acido trifluoracético (ACN / TFA 0.1%). Os fragmentos peptidicos gerados
da digestéao foram eluidos da coluna com ACN 80%/ TFA 0.1%, secos em speedvac

e solubilizados em ACN 2%/é&cido férmico 0.5% para serem analisados.

3.1.7. Quantificacdo das amostras

A quantificacdo dos peptideos dos extratos da seda e das glandulas produtoras
de seda foram determinadas pelo kit Qubit® Protein Assay (Life Technologies - Qubit®
3.0 fluorometer), conforme instrugdes do fabricante.

3.1.8. Andlises de espectrometria de massas dos extratos da seda da teia e
glandulas produtoras de seda

Para as analises de espectrometria de massas foi utilizado um espectrémetro
do tipo PLC-ESI-micrOTOF-Q-IIl (Bruker Daltonics), para a deteccdo e
sequenciamento de peptideos. Um sistema UFLC (Shimadzu) contendo duas bombas
LC-20AD, amostrador automético SIL-20AHT e um forno para coluna CTO-20A, foi
acoplado diretamente (on-line) ao espectrbmetro de massas. As analises
cromatograficas foram realizadas sob um gradiente de 5 a 95% (v/v) ACN, contendo
0.05% (v/v) de acido férmico por 120 minutos, em uma coluna C-18, 12 nm (3 mm id
X 100 mm, 2.2 um) (Shim-pack XR-ODS, Shimadzu) com a eluicdo dos peptideos
sendo monitorada a 214nm em um fluxo de 0.2 mL / min. O software HyStar v3.2
(Bruker Daltonics) foi utilizado para o controle de aquisi¢cao e analise dos dados. Os
dados de MS e MS/MS foram adquiridos em uma faixa de m/z entre 50-1800, em um
espectrometro de massas equipado com uma fonte de ionizagao “electrospray” (ESI),
e analisador de massas hibrido formado pela combinacado de sistemas quadrupolo e
Time-of-Flight (Q-TOF) (Bruker Daltonics). As analises foram realizadas no modo
positivo e continuo, utilizando o principio de dissociacdo de ions CID (dissociacao
induzida por colisdo) e o hélio como gas de colisdo, a uma pressdo de 100 kPa,
energia de colisdo de 50% e frequéncia de 30 kHz. Antes das analises, o
espectrometro de massas foi calibrado com uma solugdo calibrante Tune-Mix
Electrospray Calibrant (Agilent). Os espectros de massas foram adquiridos e uma lista

de picos foi gerada utilizando o software DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics).



78

3.1.9. Identificacdo da origem em potencial dos peptideos observados

Os dados de espectrometria de massas foram analisados e validados com o
auxilio dos softwares DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics) e Peaks 7 (Complete
software for proteomics). Em seguida, foram também manualmente analisados para
a confirmacao dos resultados, conforme método de interpretacdo e sequenciamento
de peptideos descrita por Cantd et al. (2008). Os espectros contendo ions
multiprotonados foram deconvoluidos para espectros contendo apenas ions
monoprotonados, com o0 objetivo de simplificar a interpretacdo de tais espectros;
possibilitando dessa forma, o assinalamento das sequéncias primarias dos peptideos.
Foi considerada uma tolerancia de massa de 0,1 u.m.a para a realizacdo dos calculos
para a obtencdo das sequéncias. Apos determinadas as sequéncias peptidicas, foram
realizadas buscas através do software de alinhamento e busca local de sequéncias
proteicas — BLASTp: (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) em banco de dados com
sequéncias de proteinas ndo redundantes e restricdo de organismo a classe
Arachnida e/ou a ordem Araneae. Além do blastp, as sequéncias foram submetidas a
buscas em bancos de dados mais especificos como o ArachnoServer spider toxin
database (http://www.arachnoserver.org/mainMenu.html) e Uniprot animal toxin

database (www.uniprot.org/program/toxins).

3.2. Sintese dos peptideos identificados na aranha T. clavipes

Treze peptideos foram selecionados e sintetizados em fase sélida, pela
empresa Life PROtein (New Jersey, Estados Unidos) — grau de pureza acima de 95%.
As informac@es sobre as sequéncias dos peptideos estdo mostradas na tabela abaixo
(Tabela 4).

Tabela 4. Sequéncia peptidicas sintetizadas. #: NUmero do peptideo; Sequence: sequéncia
peptidica; #AA: nimero de aminoacidos; Mm: massa molecular; Nome: nome dado a sequéncia
peptidica; (*): troca do residuo de C por S.

1 MVDDALGAADAEMV 14 1406,606 Trichonephiline-1
2 EGVDDALGAADNLDT 15 1474,624 Trichonephiline-2
3 MVSVDLGAACMDPV (*) 14 1406,624 Trichonephiline-3
4 YVTDDALEAADNLES 15 1624,710 Trichonephiline-4
5 TAMKASVAAGALVSA 15 1346,722 Trichonephiline-5
6 ASVAEPSQTPLW 12 1284,635 Trichonephiline-6
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7 MVDSVLGAACNNLT (*) 14 1406,653 Trichonephiline-7
8 MVADDLGAACDPVM (*) 14 1406,587 Trichonephiline-8
9 FNRLLDTGFIL 11 1307,723 Trichonephiline-9
10 TIGRASSLSK 10 1018,577 | Trichonephiline-10
11 MTALSGAALCGPT (*) 13 1207,558 | Trichonephiline-11
12 MSVVFAALGADDVL 14 1410,717 | Trichonephiline-12
13 | EYVGVDPGFNVQPQQPHIIPL 21 2350,264 | Trichonephiline-13

3.3. Bioensaio de Inseto-toxicidade via hemocele de abelhas Apis mellifera
3.3.1. Bioensaio com a porgéao vesicular da teia da aranha T. clavipes

Considerando que a teia € constituida por uma diversidade de toxinas
proteicas, peptidicas e compostos de baixas massas moleculares, foram realizados
bioensaios de inseto-toxicidade. Inicialmente o bioensaio teve como finalidade
verificar a toxicidade do extrato da por¢cdo vesicular da teia, frente as abelhas A.
mellifera, insetos que séo presas naturais da aranha T. clavipes.

Primeiramente foi separada a porcdo vesicular da teia, uma vez que as
vesiculas lipidicas extracelulares provavelmente carregam em seu interior as
proteinas, peptideos e compostos de baixas massas de carater toxico. Para isso, as
teias orbitais foram coletadas no campo, e limpas com o auxilio de pincas para a
retirada de particulas contaminantes, restos de insetos, folhas e galhos aderidos a
seda. Os fios de seda foram “lavados” com agua (Milli-Q) a 25°C, sob leve agitacéo
por 4 horas (190mg de teia/ImL de agua). Apds esse periodo, a amostra foi deixada
em repouso, e por decantagéo duas fases foram separadas: uma fina camada oleosa
sobrenadante, e uma fase aquosa mais densa. A fase sobrenadante, a qual
denominamos de por¢do vesicular da teia, foi coletada e colocada em um novo
microtubo. Em seguida foi realizada a quantificacdo das vesiculas lipidicas
extracelulares em camara de Neubauer, quantificagcdo por peso seco e quantificacao
de proteinas/peptideos, assim como descrito no capitulo 1 na secdo de materiais e
métodos 3.2. Por fim, a por¢do vesicular da teia foi liofilizada e ressuspendida em
solucéo salina no momento da realizag&o do bioensaio.

Os ensaios foram adaptados e realizados de acordo com o protocolo descrito
por Manzoli-Palma e colaboradores (2003) utilizando individuos de abelhas recém-
emergidas. As diferentes concentragdes do extrato vesicular da teia foram calculadas
através da relacdo em ng de vesiculas que entram em contato com o corpo do inseto-

modelo, quando o mesmo é capturado pela teia (ng de vesiculas/cm? do corpo do
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inseto). Sendo assim, foram injetados 1pL de diferentes concentracbes do extrato
vesicular da teia solubilizado em solucéo fisiolégica, na hemolinfa do inseto - 0,5
ng/uL, 2,5 ng/uL, 10 ng/uL, 25 ng/pL, e 250 ng/uL (Figura 19a). O grupo controle foi
realizado a partir da inje¢éo de 1 pL de solucéo salina (0,9 M de NaCl). Dessa forma,
os insetos foram separados em 6 grupos amostrais (controle e as cinco concentracées
testadas) com 10 individuos em cada grupo; sendo que cada grupo amostral foi
realizado em triplicata (figura 19b). O comportamento das abelhas foi observado por
um periodo de 72 horas. Foram observadas as seguintes respostas ao extrato: animal
ativo, movimentos lentos, paralisia e morte, conforme descrito por Zlotkin (1983)
(figura 19b). Foi avaliado a toxicidade e estabelecido o valor dose letal (LDso) com

auxilio do software GraphPad Prisma verséo 6.01.
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Figura 19. Esquema representativo do Bioensaio de Inseto-toxicidade. a) A imagem mostra a
solugéo controle (solugédo salina) e a solugdo com potencial téxico (extrato vesicular da teia) que foram
injetadas nas abelhas, além de evidenciar o local da insercdo da seringa na regiao dorsal do abdémen
da abelha Apis melifera, e os potes representativos de cada concentragdo injetada. b) Perfil esperado
do comportamento das abelhas do pote controle em que foram injetadas apenas solucdo controle
(solucéo salina) - abelhas vivas. Perfil esperado do comportamento das abelhas do pote em que foram
injetadas a solugdo com potencial toxico (solucéo vesicular da teia) - abelhas mortas.

3.3.2. Bioensaio com os peptideos oriundos da aranha T. clavipes

Foram selecionados 11 peptideos que apresentaram ter similaridade com
sequéncias de toxinas, oriundas da seda da teia e glandulas produtoras de seda. Além
dessas 11 sequéncias foram selecionadas mais 2 sequéncias de peptideos nao
caracterizados. Esses peptideos foram sintetizados artificialmente (conforme descrito
na secdo de materiais e métodos 3.2), e posteriormente avaliado o potencial téxico
dos mesmos quando injetados em abelhas Apis mellifera. Os ensaios foram
adaptados e realizados de acordo com o protocolo descrito por Manzoli-Palma e
colaboradores (2003).

Inicialmente uma Unica concentracado de 200 ng do peptideo foi injetada em
abelhas recém-emergidas a fim de separar quais dos 13 peptideos apresentariam
efeitos toxicos ou ndo. Sendo assim, inicialmente foram injetados 1uL contendo 200
ng do peptideo em solucéo fisiolégica, na hemolinfa do inseto, enquanto que o grupo
controle foi realizado apenas a injecdo de 1 pL de solucéo salina (0,9% de NacCl).
Dessa forma, os insetos foram separados em 2 grupos amostrais (controle e a
concentracdo Unica) com 10 individuos em cada grupo; sendo que cada grupo
amostral foi realizado em triplicata. A figura 20 traz um esquema geral sobre esse
ensaio.

O comportamento das abelhas foi observado por um periodo de 24 horas.
Foram observadas as seguintes respostas ao extrato: animal ativo, movimentos
lentos, paralisia e morte, conforme descrito por Zlotkin (1983) (Figura 20). Foi avaliado
a toxicidade e estabelecido o valor dose letal (LDso) com auxilio do software R versao
3.5.0 com o pacote HNP (Half-NormL Plots).

E importante mencionar que as solucdes mencionadas nos ensaios acima
foram injetadas com auxilio de uma seringa (Hamilton®) de 50 uL inserida em um
dispenser (Hamilton® PB600) na insercdo entre o primeiro e o segundo tergo,
diretamente na hemolinfa da abelha. Além disso, as abelhas foram alimentadas por

meio de pequenos recipientes contendo uma solucéo pastosa de acucar e mel (50%
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m/v). Os recipientes foram mantidos em BOD a 32 + 2°C, umidade relativa de 60 +

10% e em escuridao constante.
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Figura 20. Esquema representativo do Bioensaio de Inseto-toxicidade. A imagem mostra a solugéo
controle (solugéo salina) e a solugdo com potencial toxico (sequéncia peptidica similar a toxina) que
foram injetadas nas abelhas. Além disso € evidenciado o local da insergdo da seringa na regido dorsal
do abdémen da abelha Apis mellifera e apresentado o perfil esperado do comportamento das abelhas
durante as 24 horas do bioensaio. O perfil esperado do comportamento das abelhas do pote controle
em que foram injetadas apenas solugéo controle (solugéo salina) - abelhas vivas. O perfil esperado do
comportamento das abelhas do pote em que foram injetadas a solugdo com potencial téxico (200 ng
da sequéncia peptidica similar a toxina) - abelhas paralisadas/mortas.

3.4. Ensaio antimicrobiano com o extrato bruto da teia e peptideos oriundos da
aranha T. clavipes

Os testes para verificagdo de atividade antimicrobiana do extrato bruto da teia
e dos peptideos sintetizados foram realizados através da determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (MIC). Os peptideos foram testados contra os
seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Escherichia coli
(ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Acinetobacter baumannii
(ATCC 19606), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Os microrganismos
utilizados e o ensaio de atividade antimicrobiana foram realizados pela Community for
Open Antimicrobial Drug Discovery (CO-ADD) — IMB/UQ, Austrélia.
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O extrato bruto da teia e os peptideos foram inoculados seguindo uma dose
resposta de 32 a 0,25 pg / mL (ou 20 a 0,156 uM) em duplicata, com um maximo de
0,5% de dimetilsulféxido (DMSO) na concentragdo final do ensaio. A inibicdo do
crescimento de todas as bactérias foi determinada medindo a absorbéancia a 600 nm
(OD600), usando um leitor de placas monocromador Tecan M1000 Pro. A
porcentagem de inibicdo do crescimento foi calculada para cada poco, utilizando o
controle negativo (apenas meio) e o controle positivo (bactérias sem o extrato bruto
da teia / peptideos) na mesma placa como referéncias.

A porcentagem de inibicAo do crescimento de amostras individuais e a
concentracdo foram calculadas com base nos controles negativos (apenas meio;
100%) e controles positivos (meio bacteriano sem o extrato bruto da teia / peptideos
0%). As taxas de crescimento para todos 0s microrganismos tiveram uma variacao de
-/+ 10%, que esta dentro da distribuicdo normal esperada. A concentracao inibitoria
minima (MIC) foi determinada seguindo as diretrizes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), identificando a concentragcdo mais baixa na qual a inibicdo
total da bactéria foi detectada. A inibicao total do crescimento foi definida em < 20%
do crescimento (ou> 80% de inibicdo), e as concentracdes s6 foram selecionadas se
a proxima concentracdo mais alta também exibisse inibi¢do total (ou seja, 80-100%).

Toda a triagem foi realizada em duplicata (n = 2), com ambas as réplicas em
placas de ensaio diferentes, mas de plaqueamento Unico e realizado em um Unico
experimento de triagem. Além disso, dois valores sdo usados como controles de
qualidade para placas individuais: Z'-Factor = [1 - (3 * (sd (NegCtrl) + sd
(PosCitrl))/(média (PosCtrl) - média(NegCitrl))] e controles de antibiético padrdo em
diferentes concentracdes (>MIC e <MIC). A placa passa no controle de qualidade se
o Fator Z > 0,4 e os padrdes estiverem ativos e inativos nas concentragdes mais alta

e mais baixa, respectivamente.

3.5. Ensaio de Fluorescence Imaging Plate Reader — FLIPR
3.5.1. Cultura de células

Foi utilizada a linhagem de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, a qual
foi mantida a 37 ° C em uma incubadora com 5% de CO2 umidificada em meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 15% de soro fetal bovino (FBS)
e 2 mM de L-glutamina. As células em replicacao foram subcultivadas a cada 3-4 dias

em uma proporc¢édo de 1:5 usando 0,25% de tripsina / EDTA. Todos os reagentes de
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cultura de células foram obtidos da Gibco (Life Technologies Corporation), a menos

gue indicado de outra forma.

3.5.2. Avaliacdo da atividade inibitéria dos peptideos contra canais de ions
hNav, hCav2.2, hCav1.3 e receptor nAChRa7

O ensaio de potencial de membrana FLIPR foi realizado no leitor de placas
FLIPRTETRA (Molecular Devices) para examinar a atividade de 13 peptideos
sintetizados em fase sdlida frente aos canais de NaV, Cav2.2, Cavl.3 e receptor
NAChRa7. Em resumo, as células SH-SY5Y foram plaqueadas a 40.000 células por
poco em placas planas de fundo preto transparente de 384 pocos (Corning Inc.) e
cultivadas em uma incubadora a 37 ° C umidificada a 5% de CO2 por 48 horas. Foi
adicionado nas células 20uL / poco de corante Calcio 4 (Molecular Devices)
reconstituido em tampéo de ensaio contendo (em milimolar) 140 NaCl, 11.5 glicose,
5.9 KClI, 1.4 MgCI2, 1.2 NaH2PO4, 5 NaHCO3, 1.8 CaCl2 e 10 HEPES (pH 7.4) e
incubados em uma incubadora a 37 ° C umidificada com 5% de COz2, por 30 minutos.

As respostas de fluorescéncia foram registradas usando excitacéo de 470-495
nm e emissao de 515-575 nm por 10 segundos para definir a linha de base, entao
novamente 600 segundos apods a adi¢do de 1, 0,1 ou 0,01 mM de peptideo/poco e
finalmente por mais 300 segundos apoés adicdo de 3 uM de veratridina para ativagao
de hNav, 90 mM KCI 5 Mm CaCl2 para ativagdo de Cav2.2, 90 mM KCIl 5Mm CaCl2
para ativacdo de hCav1.3 e 30 uM de colina / PNU para ativacao de nAChRa7. Para
o ensaio hCav2.2, nifedipina a 10 yM foi adicionada ao corante Calcio 4 para inibir as
respostas endodgenas de hCavl. Os controles para a inibicdo das respostas de
fluorescéncia de Ca2* foram tetrodotoxina (TTX) a 1 yM para hNav, CVIF a 1 yM para
hCav2.2, nifedipina a 10 uM para hCav1.3 e tubocurarina a 10 yM para respostas de
NAChRa7. Os ensaios foram realizados em ftriplicatas para cada sequéncia de
peptideo de cada canal/receptor testado. Os dados foram normalizados em relacdo a

linha de base e as respostas de fluorescéncia plotadas usando GraphPad Prism 7.

3.6. Andlise do perfil proteico da seda e das glandulas produtoras de seda da
aranha T. plumipes por abordagem proteotranscriptébmica
3.6.1. Obtencéao das glandulas e da seda da teia da aranha T. plumipes

As aranhas T. plumipes e suas teias foram coletadas no campus da

Universidade de Queensland localizada na cidade de Brisbane, Queensland, de
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maneira georreferenciada (-272952.8’S 15301°01.9E”). As aranhas foram
dissecadas para a retirada das glandulas produtoras de seda - ampulada maior e

agregada.

3.6.2. Procedimentos experimentais de transcriptbmica para amostras de
glandulas produtoras de seda

Duas glandulas produtoras de seda - ampulada maior e agregada - foram
armazenadas na presenca de reagente de estabilizacdo RNAlater (Thermo Fisher
Scientific) para preservacdo de RNA até o uso. As glandulas de 1 individuo feminino;
e todos os procedimentos experimentais para sequenciamento do transcriptoma,
montagem e anotacdo foram realizadas e processadas conforme descrito
anteriormente por Walker e colaboradores (2019). O RNA total da glandula ampulada
maior e glandula agregada foi extraido usando um kit RNeasy (# 74104, Qiagen) de
acordo com as instrucdes do fabricante. O mRNA Poly (A)+ foi purificado usando um
kit Dynabeads mRNA Direct (# 64011, Thermo Fisher) de acordo com as instrugdes
do fabricante, rendendo 920 ng e 732 ng de mRNA para a glandula ampulada maior
e agregada, respectivamente. As concentracbes de acido nucleico foram
quantificadas por absorcdo a 260 nm (A260) em um espectrofotbmetro Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific). A preparacao da biblioteca e o sequenciamento foram
realizados na instalacdo de sequenciamento do Instituto de Biociéncia Molecular na
Universidade de Queensland Austrdlia em um HiSeq 2500 (lllumina), rendendo
42.324.442 e 67.317.010 150 bp em pares de leituras para a ampulada maior e para
a glandula agregada, respectivamente. As leituras foram montadas de novo em
contigs usando o software Trinity 2.4.0 e CLC Genomics Workbench 8.0.2 (CLC Bio).
Para a montagem Trinity, as configuracdes de corte padrdo e um tamanho minimo de
contig de 120 bp resultaram em 83500 contigs. Para CLC Genomics Workbench, as
leituras foram cortadas com um parametro de limite de 0,01, e quatro assemblies
(tamanho minimo de contig 120 bp) foram produzidos usando parametros de palavra
(k-mer) de 31 (44176 contigs), 42 (47707 contigs), 53 (51439 contigs) e 64 (61120
contigs). Para produzir um banco de dados para identificacdo de proteinas com base
em MS, esses conjuntos foram agrupados em um Unico arquivo, a partir do qual
quadros de leitura abertos que codificam polipeptideos> 30 residuos de aminoacidos
foram extraidos usando TransDecoder. Por fim, as sequéncias obtidas pelo

TransDecoder foram comparadas com sequéncias depositadas em bancos de dados
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(sequéncia de proteina ndo redundante) usando a ferramenta de busca de
alinhamento local basica - BLASTp: (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Blast.cgi) com restricdo de aracnideos; e banco de dados Swiss-Prot.

3.6.3 Procedimentos experimentais de proteémica para as amostras de glandula
produtora de seda e a seda da teia, abordagem shotgun

Para cromatografia liquida em MS tandem (LC-MS/MS), 2 glandulas produtoras
de seda - ampulada maior e agregada e a seda da teia foram inseridas em microtubo
contendo agua (Milli-Q) e centrifugadas individualmente 12.000 x g por 10 minutos a
4°C para remover particulados. Cerca de 5-50 ug de glandulas e seda da teia foram
incubados com 20 pyL de tamp&o de reducgao / alquilagéo (carbonato de amdnio 50
mM pH 11, 1% de iodoetanol, 0,025% de trietilfosfina em 48,5% de acetonitrila) por 2
horas a 37°C. A amostra reduzida e alquilada foi entéo liofilizada, ressuspensa em 10
ML de reagente de digestao (20 ng / uL de tripsina de grau protedmico Sigma # T7575,
em 40 mM de bicarbonato de amonio pH 8, 5% de acetonitrila) por 16 horas a 37°C.
A reacdo foi entdo encerrada pela adicéo de 20 uL de acido férmico a 5% e a digestao

triptica foi liofilizada.

3.6.4. Aquisicao e Analise de dados protebmicos

Os digestos tripticos foram ressuspensos em acido férmico a 1%, acetonitrila
2,5% (v/v) e carregados em uma coluna Zorbax 300SB-C18 de 150 x 0,1 mm
(tamanho de particula de 3,5 ym, tamanho de poro 300 A) em um sistema Nano LC
(Shimadzu). O fluxo de saida de LC foi acoplado a um espectrobmetro de massa Triplo
TOF (SCIEX 5600) equipado com uma fonte de ions Turbo V. Os peptideos foram
eluidos em um gradiente de 70 min de 1-40% de solvente B (90% de acetonitrila,
0,1% de &cido férmico) e solvente A (0,1% de acido férmico) a uma taxa de fluxo de
0,2 mL / min. Varreduras de MS1 foram adquiridas em uma faixa de m/z 350-1800, e
ions precursores na faixa de m/z 350-1500 com carga +2 a +5. As varreduras de
MS/MS foram adquiridas com um tempo de acumulacdo de 250 milisegundos (ms) e
um ciclo de tempo de 4 segundos. A opgao “rolling collision energy” foi selecionada,
permitindo que a energia de colisdo seja variada dinamicamente com base em valores
de m/z e de z do ion precursor. Até 20 espectros de MS/MS semelhantes foram

agrupados a partir de ions precursores que diferem em menos de 0,1 Da.
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Os espectros de massa resultantes no formato WIFF foram entdo comparados
com uma biblioteca de ORFs traduzidos extraidos de transcriptomas gerados a partir
de experimentos de RNA-Seq (junto com uma lista de comuns contaminantes MS)
usando um algoritmo Paragon 4.0.0.0 implementado no software ProteinPilot 4.0.8085
(Sciex). Uma tolerancia de massa de 50 mDa foi usada para ions precursores e
MS/MS. Para amostras reduzidas, alquiladas e submetidas a disgestédo, o limite de
identificagdo de proteina foi estabelecido em trés fragmentos tripticos detectados,
cada um com> 95% de confiangca se nenhum peptideo sinal de secrecéo foi previsto
pelo SignalP 4.1, ou dois fragmentos tripticos detectados se um peptideo sinal foi
previsto. Os espectros de massa em tandem também foram analisados manualmente

usando o software Analyst 6.1 e PeakView (Sciex).



88

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados seréo apresentados e discutidos de forma que a leitura do texto
e interpretacdo dos dados, no decorrer deste capitulo, possa ocorrer de maneira
compreensivel, mas ndo necessariamente refletem a ordem em que o estudo foi
realizado.

Inicialmente, serdo apresentados os resultados obtidos da andlise do perfil
peptidico da amostra da teia e das glandulas produtoras de seda, destacando aqueles
que estao relacionados com a estratégia de captura de presas, pela teia da aranha T.
clavipes. Ainda com esta espécie de aranha, através do ensaio de inseto-toxicidade
serdo apresentados os resultados dos possiveis efeitos toxicos, exibidos pela amostra
da teia e dos peptideos sintetizados. Em seguida, através do ensaio de FLIPR
também serdo apresentados os resultados da atividade de inibicdo dos peptideos
sintetizados frente a diferentes canais idnicos/receptor. E posteriormente, através do
ensaio de antibiose serdo apresentados os resultados sobre acdo antibidtica exibidos
pela amostra da teia e peptideos sintetizados oriundos da aranha T. clavipes.

Por fim, serdo apresentados os resultados obtidos da andlise das proteinas da
amostra da teia e das glandulas produtoras de seda, destacando aquelas que estao

relacionados com a estratégia de captura de presas, pela teia da aranha T. plumipes.

4.1. Perfilagem peptidomica da seda da teia e da secre¢cdo das glandulas
produtoras de seda da aranha T. clavipes

O presente estudo teve inicio com a preparacao dos extratos peptidicos através
da lavagem da teia em acetonitrila 50% (v/v), e do secretoma das glandulas produtoras
de seda em acetonitrila 50% (v/v) ambos na presenca de inibidores de proteases, com
a finalidade de extrair os peptideos tanto hidrofilicos, quanto hidrofébicos. E
necessario comentar que em presenca de inibidor de proteases, os peptideos
detectados nesses extratos sao fisioldgicos, i.e, ocorrem naturalmente na amostra e,
portanto, ndo foram produtos de clivagem proteolitica artefatual.

Estes extratos foram ent&o fracionados, através do uso de dois filtros seletivos
por peso molecular, resultando em duas fra¢cdes: uma fracdo com peptideos de
massas de até 3 kDa, e outra fracdo com peptideos de massas entre 3-10 kDa, sendo
gue as amostras pertencentes a esta Ultima fracdo foram submetidas a digestdo em

solucéo pela enzima tripsina.
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Dessa forma, obtivemos amostras com peptideos naturais, correspondentes a
fracdo com peptideos de massas de até 3kDa; e amostras com peptideos de digestos
tripticos, provindos da digestao triptica da fragcdo com peptideos de massas entre 3-
10kDa. Portanto, os dados apresentados neste capitulo foram divididos em duas
partes, que correspondem as duas fracbes mencionadas acima: peptideos naturais e
peptideos oriundos de digestos tripticos.

Para a fracdo de peptideos de até 3 kDa, apds as analises e processamento
dos dados, foi possivel identificar um total de 90, 31, 29, 52 e 64 peptideos naturais
para as glandulas: ampulada maior, ampulada menor, agregada, flageliforme, e na
seda da teia, respectivamente. Enquanto que para a fracdo de peptideos de 3-10
kDa, ap0s as analises e processamento dos dados, foi possivel identificar um total de
62,97, 174, 65 e 70 peptideos de digestos tripticos para as glandulas ampulada maior,
ampulada menor, agregada, flageliforme, e na seda da teia, respectivamente.

Devido a grande quantidade de dados que foram gerados e processados, e
para que a redacdo deste capitulo possa ocorrer de forma continua, de modo que a
sua leitura nédo fosse interrompida, a relacdo completa de todas as sequéncias
peptidicas identificadas estd demonstrada no Apéndice A1-8.

Conforme descrito na se¢do de materiais e métodos 3.1.9. o sequenciamento
dos peptideos foi realizado com auxilio do Software DataAnalysis 4.1 (Bruker
Daltonics) e Peaks 7. Mesmo com o auxilio dos softwares, todos os espectros de
massas foram também manualmente analisados para a confirmacao dos resultados,
conforme método de interpretacdo e sequenciamento de peptideos descrita por Cantu
et al. (2008).

Todas as analises de espectrometria de massas foram realizadas no modo
positivo (ESI+). Os espectros que sao provenientes de fonte de ionizacao do tipo ESI,
normalmente formam ions com mdltiplas cargas (+2, +3, +4, etc). Considerando isso,
a fim de interpretar os espectros de MS e MS/MS, os espectros contendo ions
multiprotonados foram deconvoluidos para a forma de ions monoprotonados, com o
objetivo de simplificar a interpretacéo de tais espectros; possibilitando dessa forma, o
assinalamento das sequéncias primarias dos peptideos.

Além disso, os peptideos foram fragmentados utilizando o principio de
dissociacao induzida por colisdo (CID). Os ions produzidos através do uso de CID,
sdo majoritariamente das séries -b e -y (complementares entre si). A partir da

subtracéo de valores de m/z entre dois ions consecutivos da mesma série, foi revelada
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a massa de um residuo de aminoacido. Dessa forma, a sequéncia completa do
peptideo foi determinada pela subtracdo de valores de m/z sequencial de ions da
mesma série. Também foram considerados ions fragmentos de outras séries para a
realizacdo do sequenciamento dos peptideos, como por exemplo ions das séries a/x
e cl/z.

Enquanto as séries de ions do tipo -b e -y resultam diretamente da clivagem
das ligacdes peptidicas, os ions do tipo -a sdo formados pela perda neutra de
mondxido de carbono dos ions -b (diferenca de 27,9949 u.m.a relativo ao ion -b
correspondente) (Tabb et al., 2003; Dongre.et al.,1996). Dessa forma, foi possivel o
reconhecimento de uma ou mais séries de ions (dos tipos b e/ou y principalmente), os
quais por sua vez, permitiram a determinacdo das sequéncias dos peptideos. Foi
considerado uma tolerancia de massa de 0,1 u.m.a para a realizacdo dos calculos
para a obtencéo das sequéncias.

Considerando a grande quantidade de espectros que foram gerados para a
identificacdo das sequéncias peptidicas de todas as amostras, como exemplos, serdo
mostrados somente alguns espectros CID de algumas sequéncias peptidicas que se
mostraram semelhantes a sequéncias de proteinas estruturais da seda ja descritas e
depositadas nos bancos de dados (Figuras 21-23).

E importante mencionar que nos espectros de massas apresentados abaixo
estdo evidenciados os ions fragmentos da seérie -b e -y, mas também foram
considerados ions-fragmentos de outras séries, para a realizacado do sequenciamento

dos peptideos identificados (Figuras 21-23).
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Figura 21: Espectro CID representativo do peptideo natural AAAGGAGQGGYGGLGSQGAGRGGQGAGAA-OH, selecionando-se o ion de m/z 763.6979 [M +
3H]%*, como precursor; evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #18 esta presente na glandula ampulada maior da aranha T.
clavipes, e foi identificado como semelhante a uma sequéncia parcial da proteina dragline silk fibroin partial (c6digo de acesso: AAA29380.2), nos bancos de
dados Arachnidae — Tabela 5.



92

S NV I I I AT ACT T st
| Y4 575.284
348.155 b6 b4
399.200 b8 1088.490
584,277
y10
852.373 bas
i 1145,540
vs5 980,467
50 | bs 461,223
p328/166 | y8 y16
214119 ’ y6 738,336 b1z y14 1293.672
by 518245 918392 | 1165545
456.214 bio b13 i bi6
698.325 975.441 1232.552
yz by ¥9 ; y12
204,101 641,286 795.373 1037,461 {15
¥3 11222,538
bz 291123 | H ;
| | | Lol bl Ll
N T FE R A LA iy ol bl d L | -
100 200 300 400 500 600 700 800 a00 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Figura 22: Espectro CID representativo do peptideo natural AAAGGAGQGGYGGLGSQG-OH, selecionando-se o ion de m/z 718.3342 [M + 2H]2, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #41 esta presente na glandula ampulada maior da aranha T. clavipes e foi identificado
como semelhante a uma sequéncia parcial da proteina Dragline silk fibroin 1 (codigo de acesso: sp|P19837.3) nos bancos de dados Arachnidae — Tabela 5.
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Figura 23: Espectro CID representativo do peptideo natural QRANAGGARGQGAGAGGGAAQ-OH, selecionando-se o ion de m/z 891.9343 [M + 2H]?, como
precursor; evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #89 esta presente na glandula ampulada maior da aranha T. clavipes e foi

identificado como semelhante & uma sequéncia parcial da proteina minor ampullate spidroin (c4digo de acesso: ARA91163.1) através do sequenciamento de
novo. — Tabela 5
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E importante mencionar novamente, que tanto a amostra da teia quanto as das
glandulas produtoras de seda, sdo consideradas matrizes de composi¢cdo complexa.
Por isso, apds determinadas as sequéncias peptidicas dessas amostras, foram
realizadas buscas, através do software de alinhamento e busca local de sequéncias
proteicas - BLASTp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), em banco de dados com
sequéncias de proteinas ndo redundantes e restricdo de organismo a classe
Arachnida e/ou a ordem Araneae. Além do BLASTp, as sequéncias foram submetidas
a buscas em bancos de dados mais especificos como o Arachno Server spider toxin
database (http://www.arachnoserver.org/mainMenu.html) e Uniprot animal toxin
database (www.uniprot.org/program/toxins). E ainda, para as sequéncias que nao
foram obtidas identificacbes dentro dos bancos de dados, essas foram entéo
submetidas ao sequenciamento de novo.

Dessa forma, a comparacdo com sequéncias depositadas em bancos dados
nos auxiliou inicialmente na classificacdo e identificacdo das potenciais origens
moleculares das sequéncias dos peptideos obtidas nas diferentes amostras. E
importante enfatizar que embora as sequéncias de peptideos da seda da teia da T.
clavipes sejam conservadas a uma pequena regido de uma proteina ja caracterizada
em banco de dados, isso ndo significa que esses peptideos exercerdo a funcao
dessas mesmas proteinas. Por fim, foi considerado também o processo biolégico
especifico das amostras, ou seja, a complexidade das glandulas produtoras de seda
e arelacdo das mesmas com o processo de fiagao para a construcao da teia. Portanto,
foi possivel classificar os peptideos em 4 diferentes grupos, relacionados com o seu
papel em potencial na teia: (i) peptideos estruturais da seda da teia; (ii) peptideos
potencialmente originados de toxinas; (iii) outros peptideos (que ndo apresentam um
papel funcional conhecido, em potencial na teia); e (iv) peptideos ainda nao
caracterizados (existentes nos bancos de dados, mas que ainda ndo foram
caracterizadas funcionalmente). Esses grupos serdao melhor discutidos no decorrer do

presente capitulo.

(i) Peptideos estruturais da seda da teia

Para a fracdo de peptideos de até 3 kDa, foram identificadas na analise do
presente estudo 61, 2, 26 e 8 peptideos aparentemente semelhantes a proteinas
estruturais das fibras de seda para as glandulas ampulada maior, ampulada menor,

flageliforme, e na seda da teia, respectivamente. Enquanto que para a fracdo de


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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peptideos de 3-10 kDa, foram identificadas na analise do presente estudo 44, 13, 72,
27 e 11 peptideos semelhantes a proteinas estruturais das fibras de seda para as
glandulas ampulada maior, ampulada menor, agregada, flageliforme, e na seda da
teia, respectivamente. As tabelas 5 e 6 apresentam, de forma simplificada, os dados
deste grupo de peptideos, considerando apenas os peptideos identificados como
“semelhantes as proteinas” estruturais da seda pertencentes a ordem Araneae
(aranhas) obtidas através da busca contra o banco de dados Arachnidae.

Os peptideos naturais, identificados como semelhantes as sequéncias de
proteinas estruturais da seda, incluidas nesse grupo foram: dragline silk fibroin,
dragline silk fibroin 1, fibroin -1, e -2, flagelliform silk protein, major ampullate spidroin,
major ampullate spidroin 1, minor ampullate silk 1, minor ampullate spidroin, spidroin-
2-like (tabela 5).
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Tabela 5. Agrupamento dos peptideos naturais apresentando massas moleculares de até 3kDa de acordo com o seu papel funcional na teia.- i) Peptideos
estruturais da seda da teia - as espidroinas. Na tabela foram apenas considerados peptideos pertencentes a ordem Araneae (aranhas) obtidas através da
busca contra o banco de dados Arachnidae /ou sequénciamento de novo. #: Namero, #AA: Nimero de aminoacidos, Mm: Massa Molecular, TR: Tempo de
Retencgdo, AMA: Glandula ampulada maior, AME: Glandula ampulada menor, AGRE: Glandula agregada, FLA: Glandula flageliforme, (+) presenca do peptideo,
(-) auséncia do peptideo.

PEPTIDEOS ESTRUTURAIS DA SEDA DA TEIA COM MASSAS MOLECULARES DE ATE 3 KDa

AAAGGAGQGGYG
GLGGQGAGQGGY 28 214599 9,83 100% - + - -
GGLG

STISNVVSQIGA 12 1174,6194 18,46 100% - + - -

GAGQGGYGGLGG

9 - - -
QGAGQGGYGGLG 24 1951,8772 15,16 100% +

AAGGAGQGGYGGL
GSQGAGRGGQGA 27 2145,99 10 100% - + - -
GA

AAAGGAGQGGYG

0, - - -
GLG 15 1162,5366 11,9 100% +

AAAAGGAGQGGLG

COGAGAGAG 22 | 16397662 87 AA2o3g02 | Creginesikforoin | L 100% ] . ] ]

partial

AMBBAGAGELGG | 55 | 17108033 | 932 0% | - | | '

QGAGQGAGAA

AGGAGQGGYGGL

G 13 1020,4624 11,71 100% - + - -

AAAAAGGAGQGGY
GGLGSQGAGRGG 32 2501,1755 10,51 100% - + - -
QGAGAAA

10

GAGQGGYGGLGS

9 - - -
QGAGRGGQGAG 23 1875,8572 9,53 100% +

11

AAAAGGAGQGGYG
GLGSQGAGRGGQ 30 2359,1013 10,29 100% - + - -
GAGAA
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100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

AAAAGGAGQGGYG
12 | GLGSQGAGRGGQ | 20 | 22880642 | 10.17
GAGA
13 | AAAGGAGQGGLG | 12 | 8854304 8
AAAGGAGQGGLGG
10 | aaca 22 | 16397662 | 9,06
15 AAGGAGgGGYGGL 14| 10914995 | 11,79
AAAAGGAGQGGYG
16 | GLGSQGAGRGGQ | 31 | 24304384 | 1043
GAGAAA
AAGGAGQGGLGG
17 A= 20 1497692 | 828
AAAGGAGQGGYG
18 | GLGSQGAGRGGQ | 29 | 22880642 | 1021
GAGAA
AAAAGGAGQGGLG
19 | O o |24 | 17818405 | 945
AAAAGGAGQGGLG
20 | x| 25 | 18528776 | 97
AAAAGGAGQGGLG
21 | MEACSASASS, 23 | 17108033 | 921
22 | AGQGGYGGLG 10 | 8353824 | 1161
AAAGGAGQGGYG
23 | GLGSQGAGRGGQ | 30 | 23591013 | 1034
GAGAAA
AAAAGGAGQGGYG
24 | GLGGQGAGQGGY | 29 | 22930471 | 15.12
GGLG
25 | AAGGAGQGGLG 1 8143933 | 7.65
SAGQAAQIVGQSY
2 ey 17 1746,89 19.95
27 AGQAAS/L\(GQSVY 16 1659858 | 19.12
g8 | GSAGQAAQIVGQS | yg | 4en3gq15 | 2037

VYQAL

100%

100%
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29 | AQIVGQSVYQAL 12 1332,7037 17,63 100%
SPQASSRVSAAVS
30 NLVAS 18 1729,8959 15,55 100%
31 | AAQIVGQSVYQAL 13 1403,7408 17,78 100%
32 SVYQAL 6 736,3755 13,74 100%
33 | SSRVSAAVSNLVAS 14 1346,7153 14,07 100%
AAAGGAGQGGYG
34 | GLGSQGAGRGGQ 27 2145,99 9,83 100%
GAG
AAAAGGAGQGGYG
35 | GLGSQGAGRGGQ 28 2217,0271 9,94 100%
GAG
AAGGAGQGGYGGL
36 | GGQGAGQGGYGG 27 2150,9729 15,08 100%
LG
AAGGAGQGGYGGL
37 | GSQGAGRGGQGA 26 2074,9529 9,71 100%
G
AAAGGAGQGGYG
38 | GLGSQGAGRGGQ 28 2217,0271 10,07 100%
GAGA
AGGAGQGGYGGL
39 | GGQGAGQGGYGG 26 2079,9358 15,13 100%
LG
AAGGAGQGGLGG
40 QGAGQGAGAA 22 1639,7662 9,16 100%
4 AAA%CL%/égggGYG 18 14346487 | 1122 | spIP19837.3 | Dragline silk fibroin 1 |  Nephila clavipes 100%
42 STISNVVSQIGA 12 1174,6194 18,46 100%
43 AAAAGTG 7 5172496 | 4015 | AAvdgossq | dradiine 5'1”‘ spidroin | eohila pilipes 100%
44 SSTTVTAAG 9 793,3818 15,29 AFM97624.1 fibroin 1 Sphodros rufipes 100%
45 SSGKASAF 8 753,3657 21,11 AAK30613.1 fibroin 4 partial Plectreurys tristis 100%
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46 YSPSAAAK 8 793,397 1525 | AAC47009.1 fibroin-2 Araneus 100%
diadematus
48 | SAYSNSVGRMFA 12 1288,5869 | 15,83 100%
49 | SAYSNSVGRMMA 12 1288,554 15,88 92%
AAC38847.1
50 APSPTAPAM 9 841,4004 1118 78%
51 APSPTPAAM 9 841,4004 1116 ﬂag:llgttaerirg silk Nephila clavipes 100%
52 GPSGTGGY 8 694,2922 7,96 100%
53 GPGGAGGPG 9 625,2819 3,79 AAF36090.1 100%
54 GPGGSGGPG 9 641,2769 2,41 100%
55 GGPASSGS 8 618,2609 103,85 | AAC38846.1 100%
APSPTPAAMSAYS ,
56 NSVGRMFA 21 21119768 | 19,49 100%
57 AMSAYS'XSVGRMF 14| 14906646 | 17,01 100%
58 | MSAYSNSVGRMFA | 13 1419,6274 16,51 100%
5 | AYSNSVGRMFA 11 12015549 | 15,02 100%
60 SNSVGRMFA 9 967,4545 13,23 ﬂagtel!iform ?”T Nephila clavipes 100%
rotein partia
61 APSPTPAA 8 8414004 | 1114 | PAC3BB4TA protein 100%
62 SVGRMFA 7 766,3796 12,58 100%
63 GPGSAGG 7 501,2183 53,93 100%
64 GAGGPYGPG 9 731,3238 49,8 100%
65 TYGPG 5 4932173 42,25 100%
66 AGGAGGPGG 9 599,2663 50,34 100%
o7 GAGAGSGE 8 0042452 708 ADM14324 1 major gmpullate Agelenopsis aperta 100%
68 AGAGSGE 7 5472238 49,97 spidroin 100%
AAAAGGAGQGGYG

69 16 1233,5737 12 - 100%

GLG AAT75312.1 mafﬂjgfr’]“z'ate Nephila clavipes :
70 | GGAGQGGYGGLG 12 9494253 11,72 P 100%
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71 | GAGQGGYGGLG 11 8924039 | 1122 100%

AGGAGQGGYGGL )

72 000 16 1262564 | 1115 100%

AAAAAGGAGQGGY )

73 oG 17 | 13046108 | 1207 100%

AAAGGAGQGGYG .

74 aLee00 18 | 14046382 | 11,28 100%

75 |  GQGGYGGLG 9 7643453 | 11,64 100%

AAGGAGQGGYGGL .

76 | A GAGRAA 2 1674771 | 11,91 100%

AAMAGGAGQGGYG .

77 LOGCG 19 | 14756753 | 1137 100%

GGYGGQGAGAAAA
78 | AAGGAGQGGYGG | 27 | 20799358 | 1513 100%
LG
AAGGAGQGGYGGL . .
79 5506 17| 1963616 | M| e ng\;?:é,aas,::r,ﬁgs 100%
SQGAGRGGYGGQ

80 A 18 | 14916814 | 686 100%

AAAAGGAGQGGYG .

81 CLoSas 19 | 15056858 | 11,31 100%

FHGQGGANLAGNA major ampullate Latrodectus 0

82 ANAGAA 21 | 17818193 | 945 | ABYeT42er | AR EE hecoorss 54%

g3 | CCOSNAGAAEAGAV | 1y | yoo74961 | 1861 | CAJoostzq | malorampulate Euprosthenops 75%
M spidroin 1 precursor australis

84 | GAGQGGYNLG 10 | 8924039 | 1122 | AAzis30q |  Mmajorampuliate Latrodactus 100%
spidroin 1-like geometricus

85 | GAGSGAAAASAS | 12 665,269 1575 [ | meorampulate Nephilengys 100%

86 ISAAA 5 594,3013 15,09 ' spidroin-like protein cruentata 100%

87 |  AGAGAGVYG 9 7213395 | 5206 | AAC14589.1 | Minorampullatesik |y cavibes | 100%

protein MiSp1

88 | GSGAGAAAAASS | 12 | 8763937 | 1856 | AFv31e1sq | Minorampuliate Araneus 100%
spidroin ventricosus

QRANAGGARGQG minor ampullate Latrodectus 0

89 | N aGoaAD 21 | 17818628 | 943 | ARA91163.1 oo seometrons 82%
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90 AGAGGAEAY 9 765,3293 8,7 AFV31615.1 minor ampullate Araneus 89%
spidroin ventricosus
91 | GPGGAGPVG 9 Br4004 | 1105 | ARotter | NS dTg‘rJ]”ate Steatoda grossa 90%
minor ampullate
GCGGAGGAGAGN c . Parasteatoda o
92 ARGGAAHSR 21 1710,7717 9,27 ARA91153.1 spldro\Lr;lfi:;tﬁtrmmal tepidariorum 100%
93 | GQGGGGYLG 9 7643453 | 1155 | ARA9i1ggq | Mminorampullate Latrodectus 100%
spidroin variant 2 fredecimguttatus
95 APIATY 6 634,3326 65,1 AAR21194.1 silk gland protein 1 Argiope amoena 100%
NCANGAGKGGLGG XP_01592296 S Parasteatoda 0
96 AGGDHK 19 1639,7485 9,08 9.1 spidroin-2-like tepidariorum 71%
97 APTGY:QL%GSTHA 17 1674,7783 9,29 XP—O§216 4873 spidroin-2-like Varroa destructor 88%
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Os peptideos apresentando massas moleculares entre 3 e 10 kDa ndo foram
analisados por espectrometria de massas com a estratégia de novo, mas por uma
abordagem protebmica; desta maneira, os digestos tripticos dos peptideos naturais
apresentando massas moleculares entre 3 e 10 kDa, ndo ter&o seus espectros
mostrados como aqueles detectados e identificados por espectrometria de massas de
novo, mas sua identificacdo foi representada na tabela 6. Os componentes
identificados por esta estratégia, como sendo semelhantes a proteinas estruturais
seda foram: aggregate spider glue 2, aggregate spidroin 1, dragline silk spidroin 1,
fibroin -1, e -2, flagelliform silk protein, major ampullate silk protein -1, major ampullate
spidroin-1, 1A, 1B, e -2 minor ampullate silk protein -1, minor ampullate spidroin-1, e -
2, spidroin-1, e-2.

As proteinas espidroina-1 e espidroina-2 sdo secretadas pela glandula
ampulada maior, e constituem as fibras da seda dos raios da teia orbital, do frame e
da linha de seguranca “escape” (Vollrath, 2000; 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). A espidroina-1 estd presente em maior
quantidade na seda que a espidroina-2, sendo uniformemente distribuida por todas
as fibras da seda. Ja a espidroina-2 esta ausente nas regides periféricas, formando
aglomerados em determinadas areas centrais da fibra (Sponner et al., 2005; Yazawa
et al., 2011). Os resultados mostrados acima, revelam muitos peptideos naturais e
peptideos de digestos tripticos que sao semelhantes a proteinas de diferentes formas
de espidroinas.

Para todas as glandulas produtoras de seda da aranha T. clavipes foram
identificadas sequéncias de peptideos semelhantes as proteinas fibroinas (tabela 5-
6, apéndice Al e A2). As proteinas fibroinas também sao descritas nos mais diversos
estudos com a glandula de seda de Bombyx mori (bicho da seda) (Zhang et al., 2006;
Hou et al., 2007; Jia et al., 2007; Li et al., 2012; Dong et al., 2013; Yi et al., 2013).
Atualmente a seda do bicho-da-seda (Bombix mori) € utilizada em larga escala pela
industria téxtil, demonstrando também aplicacbes biomédicas e desenvolvimento de
novos biomateriais (Chen et al., 2010).

A exploracéo das aplicacfes da seda produzida pelas aranhas tém se mostrado
potencialmente equivalente aquelas ja conhecidas para a seda produzida pelo
Bombyx mori, que tem sido domesticado a mais de cinco mil anos (Kluge et al., 2008).
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Essas aplicacbes também estdo sendo estabelecidas para a seda de aranhas,
oferecendo um grande potencial em aplicacdes biomédicas e eco-friendly devido a
combinacdo de notaveis propriedades mecanicas, biocompatibilidade e lenta
biodegradabilidade (Altman et al., 2003; Foong et al., 2020).

Especificamente a seda do fio de seguranca/escape de aranhas, conhecido
como dragline silk, tem sido extensivamente estudada devido as suas caracteristicas
de alta resisténcia a tracédo, alta extensibilidade e seu baixo peso (Holland et al., 2019).
Como j& mencionado anteriormente, a seda da teia de aranhas € constituida
principalmente por proteinas denominadas espidroinas. A producdo em massa de
espidroinas foi alcancada usando organismos hospedeiros recombinantes (Tokareva
et al., 2013). As espidroinas tem sido expressas com sucesso em bactérias
recombinantes (Escherichia coli - Prince et al., 1995;), leveduras (Pichia pastoris -
Fahnestock et al., 1997), insetos (bicho-da-seda Bombyx mori - Xe, et al., 2018),
plantas (tabaco e batata - Scheller et al., 2001) e animais (camundongos e culturas de
células de mamiferos - Lazaris et al., 2002; Xu et al., 2007).

Usando tecnologias de fermentacdo bacteriana ou de levedura, algumas
empresas lancaram varios prototipos feitos de fibras artificiais de seda de aranha
(Service, 2017). Porém, ainda € um grande desafio produzir espidroinas em larga
escala, pois as sequéncias em tandem hidrofébicas de MaSpl (major ampullate
spidroin 1) podem reduzir a produtividade por fermentagédo microbiana. Além disso, o
alto preco da seda de aranha devido ao alto custo de produgcdo também continua
sendo um desafio a ser resolvido. As matérias-primas utilizadas em sistemas de
fermentacdo microbiana heterotréfica podem contribuir com até 70% do custo de
producao (Singh et al., 2017).

Recentemente Foong e colaboradores (2020) desenvolveram uma fabrica
econdmica e sustentavel utilizando Rhodovulum sulfidophilum - bactéria roxa marinha.
Esta bactéria é capaz de produzir a sequéncia repetitiva hidrofobica de MaSp1 usando
pequena quantidade de substancia organica em condi¢cdes de crescimento foto-
heterotréfico ou foto-autotrofico.

Ainda no ano de 2021 existe a possibilidade de ser lancada uma seda de
aranha sintética a qual substituira plasticos descartaveis em uma ampla variedade de
produtos de consumo. Trata-se de um filme de polimero biomimético, projetado para
imitar as propriedades da seda de aranha. Ayaka Kamada e colaboradores (2021),

descobriram que a organizagdo regular e precisamente espacada das ligacdes de
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hidrogénio que mantém coesas as proteinas da seda, confere uma densidade muito
alta a essa seda. Dessa forma, o material sintético resultante (filme) é tao forte quanto

muitos plasticos de uso comum a base de petréleo (Kamada et al., 2021).
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Tabela 6. Agrupamento dos peptideos de 3-10 kDa de acordo com o seu papel funcional na teia.- i) Peptideos estruturais da seda da teia - as espidroinas. Na
tabela foram apenas considerados peptideos pertencentes a ordem Araneae (aranhas) obtidas através da busca contra o banco de dados Arachnidae. #:
namero, #AA: Nimero de aminoacidos, Mm: Massa Molecuar, TR: Tempo de Retengdo, AMA: Glandula ampulada maior, AME: Glandula ampulada menor,
AGRE: Glandula agregada, FLA: Glandula flageliforme, (+) presenca do peptideo, (-) auséncia do peptideo.

PEPTIDEOS ESTRUTURAIS DA SEDA DA TEIA COM MASSAS MOLECULARES ENTRE 3 E 10 KDa

1 LSNIGDNNNP'LGGVFYLPEMV 29 2406,1638 20,49 92% +
. Nephila

2 FVVPK 5 588,3635 10,78 ACI41239.1 aggregate spider glue 2 claeipes 100% +

3 GGKPINI 7 6974122 | 76,62 100% +
0,

s LSNIGDNNI;AE’/LGGVFYLPE 2 | 24061638 | 2049 100% .
0,

5 ISGFRDDYY\IéPSDVPVYTS 20 | 2360793 | 2031 100% ]

6 | ISGFRDDYYVPSDVPVYTSFL 21 24391633 | 22,43 100% -

7 | ISGFRDDYYVPSDVPVYT | 18 | 20919788 | 18,11 o , Nephila 100% -

8 | DNLQNIPGFSGTYDNLR | 17 | 19229122 | 17,94 AMK48677.1 aggregate spidroin 1 partia clavipes 100% i

9 SFLSEIL 7 9705011 | 2445 100% ]

10 MEGLVAALEALNAAK 15 | 1499,8018 | 2259 100% -

SALMDVSSSTGVNTISQLT 100%
11 | QDIISGINPSEDSVDYNKFF | 41 | 44371167 | 25,01 .
NK

12 | KEESEEEDDDDMGFGLFD | 18 | 21057896 | 20,35 50% +

13 | LILPEGSATTPSTITGPEGQLIR | 23 2350,2744 | 17,89 100% +
AMKA8676.1 aggregate spidroin 1 Latrodectus X

14 TVEGP 5 501,2435 43,26 hesperus 100% +

15 FILPEGAGITPSMVK 15 | 1558,8429 | 18,31 58% +

16 ISGGY 5 4952329 | 47,27 54% +

17 SASAVGGS 8 634,2922 | 103,55 AAV48922.1 dragline silk spidroin 1, partial | Nephila pilipes 100% +

18 GQGGYGAL 7213395 | 24,13 100% +

19 | QCCYGAGAGAGAAMMAG | 45 | 9404 4333 | 1479 AAV48945.1 dragline silk spidroin 1 Nephila pilipes | 97% :

AGAGGAGGYGRGTGAG
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20 GTSGSSAIS 9 7653505 | 51,88 S , - 67% +
AAV48925.1 dragline silk spidroin 1, partial | Nephila pilipes

21 GQGGYGAL 8 7213395 | 2413 100% +

22 GGGLATA 7 5452809 | 5537 80% +

23 GLATAAA 7 5733122 | 7473 100% N

24 PGGDSASAAA 10 | 8023457 | 743 AIU80193.1 fibroin 1 i%{fgg; 100% ¥

25 VAGSAAA 7 545,2809 57,58 100% +

26 GSGAGA 6 418,812 | 5458 100% +

27 AGAASGAAGGGGS 13 | 889,3889 | 41,05 AFM97626.1 fibroin 1, partial Meisﬁzxur a 91% -

28 GAAAAAAG 8 5582761 | 60,99 88% +

29 VASGAAA 7 | 5452809 | 55.26 AFM97624.1 fibroin 1, partial ng,%gs 100% R

30 GLGYA 5 479,238 4713 100% +
STGGYGGQGAGQGGLGG .

31 YGOQGHDG 25 | 2150,9001 | 1571 90% -
TSGGYGGQGAGQGGLGG - . Dolomedes

32 VGOKGHDG 25 | 2150,9365 | 15,62 AAK30599.1 fibroin 2, partial tomahrosLs 94% ;
STGGYGGKGAGQGGLGG

33 YGGOGTHA 25 | 2150,9729 | 1579 85% ;
SDQVALASSLAELVLAESS

34 GODQVR 25 | 25012607 | 2478 90% -
DSQVALASSLAELVLAESS

35 CODVHE 25 | 25012285 | 24,67 86% -
DSQVALASSLAELVLAESS .

36 STAHVM 25 | 25012319 | 24,69 89% -

g7 | QSSVLASSLAELVLAESS | oo | 0510971 | 247 . 73% )
el AVL(;SQLLAD;LVL ESS AAC38846.1 flagelliform ik protein Zﬁﬁ”’é‘l

38 25 | 25012761 | 2473 P 58% -

GGDLRN

SNEVALASSLAELVLAESS

39 GODVVAN 26 | 25012495 | 2472 86% -
SNMPALASSLAELVLAESS 0

40 CODAPSQ 26 | 25011953 | 24,67 89% -

41 | AMIQUALASSIAELVIAESSG | oo [ ps17 0744 | 2361 100% ]

GDVQR
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AMQVALASSIAELVIAESSG 100%
42 GDVORK 26 | 26293745 | 2376 -
NALMSTTGSPNEEFVHEV 100%
43 | QDLIQMLSQEQINEVDTSG | 40 | 4372,0112 | 27,56 .
PGQ
44 | APSPTPAAMSAYSNSVGR | 18 | 1762,8308 | 1347 , , _ , Nephila 100% .
AAC38847.1 flagelliform silk protein partial . 5
45 | SPTPAAMSAYSNSVGR 16 1594,741 | 12,73 clavipes 100% -
46 GGAGGFG 7 5212234 | 57,94 _ , _ Argiope 100% +
AAK30594.1 flagelliform silk protein Lo
47 EGVGGGA 7 5452445 | 56,03 trifasciata 100% -
48 KEESDESDDDMGFGLF 16 | 1934,7363 | 20,37 100% -
0,
49 YLAAYMLASII_EGKGNKNPSAS 23 | 24121995 | 1895 100% ]
50 ILSSVGIEVDKER 13 | 14437932 | 12,81 Nephila 100% -
51 | APSPTPAAMSAYSNSVGR | 18 | 1762,8308 | 134 AAF36092.1 tacellform sik orofei inaurata 100% -
sy | GPGGLGSGPGGLGSGGS | L, | 1a538070 | 1285 ' ageniorm ST profein 1 madagascarien | 100% ]
GSGGIGR ' ’ sis
53 | GPGGLGSGGSGSGGIGR 17 | 13286432 | 9,76 100% -
54 SPTPAAMSAYSNSVGR 16 1594,741 12,73 100% -
55 PGGLGS 6 5432653 | 4554 100% -
56 GSGPGGAG 8 558,2397 | 4537 AAF36090.1 flagelliform silk protein, partial é\l’aeﬁg’fs 100% +
57 AGAVADGG 8 616,2816 52,8 , , , Nephila 88% -
AFN54362.1 major ampullate silk protein 1 .
58 AAAAATA 7 5452809 | 5375 clavipes 100% -
59 TSELADAFLNAFLNEQR 17 | 1937,9482 | 2552 92% -
TSNYGGKGAGAGGGLGG
60 VGGEYM 23 | 20798955 | 1574 ACF19412.1 major ampullate spidroin 1B Al/ephi/a 94% -
61 | TQFTADQLDDMSTLGDRW | 18 | 20989265 | 19,53 precursor clavipes 93% -
62 WMLADAFLNAFLNEQR 16 | 1937,9458 | 2548 92% -
63 GAGAGSSA 8 576,2503 | 56,84 , o i 100% +
ADM14325.1 major ampullate spidroin Agelenopsis °
64 GSGAGA 6 4181812 | 5458 aperta 100% +
VNNGAQNYGGLGGQGAG major ampullate spidroin 1, Nephila 0
65 GAGGYGGVA 26 2222,01 15,79 AAT75312.1 oartl clavipes 89% -
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NGRNAGYGLNGGQGAGQ major ampullate spidroin 1, Nephila 0
66 GGYGGLGSQGRK 29 2707,2922 12,95 AAT75309.1 partial clavipes 91% +
0,
67 AAGGAGQig\R(GGLGSQG 20 1647,7712 9,62 100% N
AAAAGGAGQGGYGGLGS 100%
68 QGAGR 22 1789,8455 9,89 +
0,
69 MAGGAGC?/SGGRYGGLGSQ 21 1718,8083 9.79 100% +
YGGLGGQGAGQGAGQGG major ampullate spidroin 1 Nephila 100%
70 YGGLGSQGAGR 28 2394,106 13,29 ACC77633.1 partial clavipes +
AAAAAGGAGQGGYGGLG 100%
71 SQGAGR 23 1860,8826 10,04 +
GAGQGGYGGLGGQGAGQ 100%
2 | GAGOGGYGGLGSQGAGR | >4 | 28212876 | 1532 )
QGGYGGLGGQGAGQGAG 100%
73 QGGYGGLGSQG 28 2352,0479 14,82 -
STGGYGGKGAGAGGGLG .
74 GYGGAANDHG 27 2221,9736 15,7 70% -
STGGYGGKGAGAGGGLG major ampullate spidroin 1, Peucetia o i
75 GYGGAANDHG 27 2221,9736 15,7 ADE74592.1 partial Viridans 70%
STGGYGGQGAGAGGGLG
76 GYGGANAWHG 27 2292,9895 15,73 83% -
. —— . 5
77 TGAFTADQLDDMSTIGDTI 20 2098.9729 18.93 ACF19411 1 major ampullate spm!rom 1A Nephlla 100% ‘
K precursor partial clavipes
0
78 TGAFTADQLKDDMSTIGDTI 20 2098.9729 19.47 100% i
79 STELADAFINAFMNEAGR 18 1955,9047 24,79 100% -
major ampullate spidroin 1A Nephila
g | TOAFTADQLODMSTIGOTL | oy | 9000720 | 1893 | ~ ACF194141 precursor clavipes 100% .
81 GGQGAGAAAA 10 729,3405 3,66 100% +
82 GGGYGGQ 7 594,2397 56,74 100% +
gy | TOATTADQLODMSTLGDTL 1 5 | 5098.0363 | 1947 95% :
84 YYPWSSTELADAFLNAFLN 2 26342429 30,39 ACF19415.1 major ampullate spidroin 1B Nephila 94% i
WLN precursor, partia clavipes
85 YYPWSSTELADAFLNAFLN 2 26342429 30,35 94% .

LWN
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86 | TQMTADQLDDMSTDAVRW | 18 2098,8936 | 19,34 100% -
87 PQTPWSSLELFQDAFLNAFL 23 | 2634239 | 2985 95% +
88 PQTPWSSI\ITVEMSAFLNAFL 24 | 26342964 | 299 94% +
g | DNPWPSSTEADARLNARL | o3 | 26342006 | 20,87 89% '
0,
90 TGAFTADQLEDMSTIGDTL 20 20089729 | 1947 100% ]
91 STELADAFINAFLNEAGR 18 1937,9482 25,6 100% -
QNTPWSSTELADAFINAFL 100%
92 NEAGR 24 2651,2615 | 27,95 -
AAAGGGGQGGYGNLGGQ 100%
93 | GAGAAAAAAASAAGQGGY | 36 28212764 | 15,22 -
G
94 GPGASAS 7 5452445 53,45 100% -
. . Latrodectus 100%
95 AAAAAAGG 8 558,2761 59,45 ABR68855.1 major ampullate spidroin 2 hesperus o -
96 GVYGP 5 491,238 74,71 100% -
97 GGPAGQGAG 9 670,3034 63,8 . o , 90% -
98 GAGSGAAAASAS 12 | 8763937 | 1863 ABR37275.1 major ampullate spidroin-like | Nephilengys 100% -
protein, partial cruentata
99 GGLGSGPG 8 600,2867 62,28 88% +
FYEPGLGVVQNDPLLDENT
100 GENFANVEER 29 3282,5469 223 30% +
101 | AFLVTTGVTNPYFISEVEK 19 2114,0935 | 20,32 100% +
102 | QIILVLTDAFGSFPDLQK 18 2004,0931 | 23,89 100% +
0,
103 GIPYSPVAI?/%DGGGEDIGGG 2 20479486 | 1919 oaractostods 100% .
XP_021004328.1 mesocentin isoform X9 o 5
104 ATAAGFASAVAER 13 12206149 | 13,22 tepidariorum 100% +
105 LIEVFYLTR 9 1152,6543 | 19,69 100% +
106 TAADIGTGELYEK 13 1366,6616 | 12,64 100% +
107 | KAFLVTTGVTNPYFISEVEK | 20 22421885 | 18,54 100% +
108 IVLLS 5 543,3632 447 100% +
109 LANSGS 6 547,2602 60,27 AAC14589.1 87% -
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10 ESTASSA ; 6512711 69,05 minor ampullate si!k protein Nephila 100% i
MiSp1, partial clavipes

0,

111 GSGAGAAAAASS 12 | 8763037 | 1863 AFV31615.1 minor ampullate spidroin Araneus 100% i

ventricosus

112 GAGTIGA 7 545,2809 55 ARA91152.1 minor ampullate spidroin Latrodectus 86% +

113 VAGTGAGG 8 588,2867 66,36 ' variant 1 hesperus 100% -

114 AGAAAVAGA 9 657,3445 5142 100% -

115 VSGGY 5 481,2173 52,81 . o 100% .

116 GVGAR 5 458.2601 70.73 ARA91182 1 minor ampgllate spidroin Latrodectus 100% i
variant 2 hesperus S

117 AAASGAA 7 517,2496 41,23 100% -

118 GAGAGAGAGALTGSAG 16 11445472 15,08 80% -

119 PGAAGVY 7 633,3122 52,38 . I Latrodectus 100% i
ARA91188.1 minor ampullate SpIdron | - reecimguttatu 1055

120 AGVDQG 6 545,2445 53,58 variant 2 s ° -

121 PGLGGDLG 6843442 | 4641 ARAOT183.1 minor ampullate spidroin, Steatoda 61% +

122 GTGGASGA 576,2504 | 56,57 ' partial grossa 100% +
AAAAGGAGQGGYGGLGG 100%

123 QGAGQGGYGGLGSAG 32 2565,1592 14,59 -
AAAGGAGQGGYGGLGGQ 100%

124 GAGQGGYGGLG 28 2222,01 15,63 -
AAAGGAGQGGYGGLGGQ 100%

125 GAGQGGYGGLGSQG 31 24941221 14,6 -
AGGAGQGGYGGLGGQGA 100%

126 GQGGYGGLG 26 2079,9358 15,82 -
AAGGAGQGGYGGLGGQG I~ Nephila 100%

127 AGQGGYGGLG 27 2150,9729 15,62 SPD1_NEPCL Spidroin-1 clavipes -
AAAAGGAGQGGYGGLGG 100%

128 QGAGQGGYGGLG 29 2293,0471 15,63 -
AAGGAGQGGYGGLGGQG 100%

129 AGQGGYGGLGSQG 30 2423,085 14,66 -
AAAAAGGAGQGGYGGLG 100%

130 GQGAGQGGYGGLGSQG 33 2636,1963 14,63 -
0,

131 AGGAGQGGYGGLGGQGA 29 2352,0479 14.63 100% i

GQGGYGGLGSQG
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AAAAAGGAGQGGYGGLG 100%
132 GOGAGQGGYGGLG 30 | 2364,0842 | 1572 -
RGQGAGQGGYGGLGSQG 100%
133 SGRGGLGGA 26 | 22750801 | 14,62 -
134 | AMAGGRSABSYORLES |51 | 17898818 | 989 100% +
13 | AMAAGGRSICOTORLES 151 | 17808504 | 92 100% ¢
AAAAGGAGQGGYGGLGS .
137 QGAGR 22 | 1789,8455 | 9,89 100% +
0,
138 AAAGGAGGQAGGGRYGGLGSQ 21 | 17188083 | 979 100% .
13 AAGGAGQ?S\R(GGLGSQG 20 | 1677712 | 962 100% .
GLGGQGAGAAAAAAGGA 100%
M0 | 5OGGYGGLGSAGAGR 32 | 2529,2068 | 13,14 +
AAAAAGGAGQGGYGGLG 100%
141 SQGAGR 23 | 1860,8826 | 10,04 +
GRGGYGGQGAGAAAAAA 100%
142 | GGAGQGGYGGLGSQGAG | 35 | 2849,3301 13 +
R
143 GGQGAGAAAA 10 729,3405 3,66 100% +
144 GAAAAAAG 8 558,2761 | 60,99 100% +
AAAAGGAGQGGYGGLGG 100%
145 | QGAGQGGYGGLGSQGAG | 35 | 2849,3188 13 +
R
AAAGGAGQGGYGGLGGQ 100%
146 | GAGAGGYGGLGSQGAGR | 34 | 27782817 | 12,96 — +
AAGGAGQGGYGGLGGQG AAC38957.1 spidroin 1 partial . 100%
W7 | S0GOYGELGSAGAGR 33 | 27072446 | 12,95 clavipes +
0,
148 AAGGAGQSCC;S\R(GGLGSQG 20 | 1677712 | 962 100% .
149 | AAMAGGAGQGGYGGLGS | o) | 47808455 | g 100% .

QGAGR
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50 AAAGGAGgAGGGRYGGLGSQ o | 17188083 | 979 100% .
GGQGAGAAAAAAAGGAG 100%
151 | QGGYGGLGGQGAGQGGY | 44 | 34896118 | 1388 +
GGLGSQGAGR
GLGGQGAGAAAAAAGGA 100%
152 | O oaoven seacacn | 32 | 25292008 | 13,14 +
AAAAAGGAGQGGYGGLG 100%
153 | GQGAGQGGYGGLGSQGA | 36 | 202035 | 13,05 +
GR
AAAAAGGAGQGGYGGLG 100%
154 SAGGR 23 | 18608826 | 10,04 +
GRGGYGGQGAGAAAAAA
155 | o oraoooTec sns | 32 | 25651704 | 1459 97% :
GGYGGQGAGAAAAAAGG 100%
156 onaevaLLe 27 | 20799358 | 1573 .
GRGGYGGQGAGAAAAAA 100%
157 ohcaseYaaLe 29 | 22930583 | 1568 :
GGYGGQGAGAAAAAAGG 100%
158 | O o oronL b 30 | 23520479 | 1463 :
AGRGGYGGQGAGAAAAA 100%
159 | o eneaves aae. | 38 | 2662075 | 1473 :
AGRGGYGGQGAGAAAAA 100%
160 | A0 o ACOOOYOaLG 30 | 23640055 | 1572 :
161 GGYGPGGYG 7833187 | 6841 100% :
XP_021002866.1 spidroin-2 isoform X9 Parasteatoda °
162 ALAAAAGSG 687,3551 | 5504 tepidariorum 100% :
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A discussdo abaixo mencionara alguns estudos que estdo sendo realizados
com as proteinas e 0s peptideos estruturais da seda, de aranhas e de outros
artropodes, evidenciando a importancia dessas proteinas e peptideos no processo de
emulsificacdo e outras aplicagBes biotecnoldgicas. A discussao direcionada no
processo de emulsificacdo e outras aplicacdes biotecnologicas ndo é aleatoéria e sera
revelada no decorrer do texto.

A emulsdo é denominada pela disperséo coloidal de um liquido em contato com
outro liquido, onde estes apresentam um certo grau de imiscibilidade entre si, ou seja,
nao se misturam, ou apresentam uma certa dificuldade para isso. Esse sistema é
composto por uma fase apolar (fase oleosa) e uma fase polar (fase aquosa) (Almeida,
2014). Os emulsificantes desempenham um papel central na formacao e estabilizacao
de emulsbes que sdo amplamente utilizadas na inddstria alimenticia, cosmética, na
catélise, no encapsulamento de drogas, e outras aplicacbes biomédicas. O
emulsificante mais conhecido e frequentemente utilizado para estabilizar as emulsées,
séo os tradicionais surfactantes anfifilicos. Porém, atualmente, novos emulsificantes
com estabilidade bem definida, biocompatibilidade e biodegradabilidade tém sido
desenvolvidos para complementar os tradicionais surfactantes, entre eles:
copolimeros, lipidios, proteinas, polimersomos (classe de vesiculas artificiais) e
particulas sélidas.

Recentemente, um estudo demonstrou que as nanofibras oriundas da fibroina
da seda (FS), de Bombyx mori, sdo bons emulsificantes para estabilizar emulsdes, se
comparadas com emulsificantes tradicionais como os surfactantes e emulsificantes
proteicos (Chen, et al., 2017). O estudo de Chen e colaboradores (2017), demonstrou
que as nanofibras da fibroina da seda (NFS) séo robustas e versateis, pois conseguem
manter a estabilidade da emulsdo mesmo em condicbes adversas de alta
concentracdo salina e baixo valor de pH. Isso porque, essas SNF apresentam uma
guantidade elevada de folhas-beta, densidade de carga, propriedades hidrofébicas e
dispersibilidade na agua (Chen et al., 2017).

Atualmente, os peptideos estdo emergindo como promissores emulsificantes
biocompativeis. Além de possuirem vantagens por serem derivados de emulsificantes
a base de proteinas, esses peptideos apresentam versatilidade superior através do
design ativo, tamanho, e controle de sequéncias dos blocos de peptideos com
diversas funcionalidades quimicas (Dexter et al., 2014; Frederix et al., 2014).

Teoricamente, a formacéo e estabilidade de emulsdes podem ser controladas através
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do posicionamento das sequéncias de peptideos e alteracdes quimicas dos
aminoacidos (Fletcher et al., 2013; Bai et al, 2014; Scott et al.,, 2016). Do mesmo
modo, um aumento na estabilidade das emulsdes tem sido alcancado através da
formacao de redes de nanofibras peptidicas, oriundos de peptideos estruturais da fibra
da seda, em camadas interfaciais. Essas camadas limitam as duas fases na emulséo,
conforme demonstrado na figura 24, e estdo sendo utilizadas como uma estratégia
diferente para o encapsulamento estavel em aplicages terapéuticas e na engenharia
de tecidos (Fletcher et al., 2013; Bai et al., 2014; Scott et al., 2016.

emulsificacdo -
- -
> [N
» > -
\ - -

mm Fase aquosa Goticulas
0 Fase oleosa KSNF v Oleosas

Figura 24. Esquema representativo da emulséo de 6leo em agua, evidenciando as redes de nanofibras
de fibroina da seda (NFS) de Bombyx mori, as quais garantem o aumento na estabilidade dessas
emulsdes. Figura extraida de Chen et al., 2017.

Como ja mencionado anteriormente as goticulas que estdo depositadas sobre
a teia da aranha T. clavipes, possuem diversas vesiculas lipidicas extracelulares as
guais ficam suspensas em seu interior aquoso. Diferentemente da emulsdo promovida
artificialmente, como discutido nos paragrafos acima, essas vesiculas lipidicas
extracelulares ja estdo suspensas dentro do contelldo aquoso da goticula, e portanto,
podemos sugerir que estao naturalmente em estado de emulsificagéo.

Mediante os resultados apresentados por Chen e colaboradores (2017), e 0s
resultados da identificacéo de peptideos semelhantes a proteinas estruturais da seda,
apresentados no presente estudo, podemos elaborar a seguinte questdo: Essas
sequéncias de peptideos estruturais da seda, identificadas tanto na teia quanto nas
glandulas produtoras de seda da aranha T. clavipes, podem estar envolvidas na
estabilizacdo das vesiculas lipidicas extracelulares, dentro do conteddo aquoso das
goticulas?

Ainda ha outros estudos, como o de Florczak e colaboradores (2014), que

desenvolveram a producao de esferas a base de seda de aranha. Essas esferas foram
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utilizadas como carregadoras de drogas para terapia dirigida contra o cancer. Neste
estudo, utilizando de uma abordagem de engenharia genética, foi possivel modificar
e atribuir uma funcionalidade para a seda através da adicdo de sequéncias de
codificacdo de um peptideo de interesse (Florczak et al., 2014). Sendo assim,
sistemas hibridos foram produzidos, constituidos por peptideos de ligacdo a
receptores Her2 (ligam-se a células cancerigenas que superexpressam Her2) e seda
MS1 (com base na sequéncia da proteina MaSp1l - espidroina da glandula ampulada
maior da aranha T. clavipes — sequéncia com 33 residuos de amindcidos, Mm:
2632,23 Da). Os peptideos com dominios de ligacdo a Her2 foram expostos na
superficie das esferas, pois 0s mesmos ligam-se e internalizam de forma especifica
em células que superexpressam Her2 (células cancerigenas da mama). O interior das
esferas de seda foram carregadas com a droga desoxirrubicina, as quais sao liberadas
somente apos a internalizacdo dessas esferas pela célula-alvo (célula cancerigena da

mama), assim como demonstrado na figura 25.

a Bioengenharia da seda da teia b Formacao e carregamento da esfera C Alvodadroga

Funcao Estrutura
Peptideo de Seda da teia \
reconhecimento Her2 bioengenheirada
Desoxirrubicina Funcionalizacdo das esferas de Células cancerigenas

seda com a droga super expressando Her2

Figura 25. Esquema representativo das esferas funcionais de seda de aranha, utilizadas como
carregadoras de drogas para terapia dirigida contra o cancer. a) A imagem mostra o hibrido
composto pelo peptideo com dominio especifico de ligagdo a Her2 (em laranja) e a seda MS1
modificada (em verde). b) A imagem evidencia o peptideo de ligacdo exposto (em laranja) na superficie
das esferas de seda (em verde), as esferas carregam em seu interior a droga desoxirrubicina (em
vermelho). c) As esferas funcionais de seda se ligam especificamente, através do dominio de
reconhecimento a Her2, a células cancerigenas da mama (células que estao supreexpressando Her2).
Figura extraida de Florczak et al., 2014.

Levando-se em consideracdo o modelo sugerido por Florczak et al (2014), que
construiram esferas funcionais de seda da teia da aranha, direcionadas para a terapia
de céncer; o presente estudo nos faz refletir se haveria a possibilidade de se construir
um modelo similar direcionado a elaboracdo de um bioinseticida-seletivo. Sendo
assim, seria possivel construirmos esferas funcionais de seda de aranha através de

hibridos constituidos por sequéncias de peptideos estruturais da seda, e por
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peptideos com dominios especificos, que se liguem a receptores de membrana da
presa-alvo?

Através dos resultados demonstrados até o momento, foram identificados
peptideos semelhantes a sequéncias de proteinas estruturais da seda da teia, com
diferentes tamanhos - de 5 a 31 residuos de aminoacidos para peptideos naturais, e
de 5 a 44 residuos de aminoéacidos para peptideos oriundos de digestos tripticos.
Depois da glandula ampulada maior, a agregada foi a glandula que mais produziu
peptideos semelhante a proteinas estruturais da seda. Uma vez que, esta glandula
produz e secreta as goticulas sobre a teia, podemos sugerir que esses peptideos
semelhantes a proteinas estruturais da seda possivelmente, estdo auxiliando na
estabilizacdo das vesiculas lipidicas extracelulares que estdo suspensas no interior

aquoso das goticulas.

Perspectiva futura do presente estudo

Além de explorar o perfil peptidico da teia, futuramente, existe a intencao de
tentar construir as vesiculas artificiais carregadas de conteddo toxico, para
posteriormente injeta-las na hemocele de insetos-presas. Dessa forma, sera possivel
tentar se assemelhar ao “mecanismo com propriedades de inseticida” presente na teia
da aranha T. clavipes - conforme ja sugerido em estudo anterior por Esteves (2017):
as vesiculas lipidicas extracelulares, que sao liberadas das goticulas, se fundem com
a membrana do tecido mole do inseto-presa, e apés essa fusdo ocorre a liberacdo do

conteudo vesicular que contém toxinas, para dentro da hemocele do inseto-presa.

(ii) Peptideos potencialmente originados de toxinas

Para a fracdo de peptideos de até 3 kDa, foram identificadas na analise do
presente estudo 11, 3, 6, 4 e 15 peptideos semelhantes a toxinas, neurotoxinas,
enzimas proteoliticas e defensinas presentes nas glandulas ampulada maior,
ampulada menor, agregada, flageliforme, e na seda da teia, respectivamente.
Enquanto que para a fragao de peptideos de 3-10 kDa, foram identificadas na analise
do presente estudo 3, 4, 7, 2, 8 peptideos semelhantes a toxinas, neurotoxinas,
enzimas proteoliticas e defensinaspresentes nas glandulas ampulada maior,
ampulada menor, agregada, flageliforme, e na seda da teia, respectivamente. A maior

parte desses peptideos sdo semelhantes a sequéncias de proteinas tipicas de

venenos animais, ou seja, neurotoxinas utilizadas para a paralisia e morte de presas.
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Considerando a grande quantidade de espectros que foram gerados para a
identificacdo das sequéncias peptidicas de todas as amostras, como exemplos, serao
mostrados somente alguns espectros CID de algumas sequéncias peptidicas. Dessa
forma, para exemplificar serdo mostrados apenas o0s espectros de massas
correspondentes as sequéncias que serdo sintetizadas, e que se mostraram
semelhantes a sequéncias de toxinas de aranhas ja descritas e depositadas nos
bancos de dados.

E importante mencionar que nos espectros de massas apresentados abaixo
estdo evidenciados os ions fragmentos da série -b e -y, mas também foram
considerados ions fragmentos de outras séries para a realizacdo do sequenciamento
dos peptideos identificados (Figuras 26-36).

As tabelas 7 e 8 apresentam, de forma simplificada, os dados deste grupo de
peptideos identificados como semelhantes a sequéncias de toxinas de aranhas ja
descritas e depositadas nos bancos de dados. Neste caso estad sendo considerado
apenas as identificacfes pertencentes a ordem Araneae (aranhas) obtidas através da

busca contra o banco de dados Arachnidae.
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Figura 26. Espectro CID representativo do peptideo natural MVDDALGAADAEMV-OH, selecionando-se o ion de m/z 704.3569 [M + 2H]?, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #9 esta presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante
a uma sequéncia parcial da Serpin B6 (cédigo de acesso: XP_015915454.1), através do sequenciamento de novo — Tabela 7.
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Figura 27. Espectro CID representativo do peptideo natural ASVAEPSQTPLW-OH, selecionando-se o ion de m/z 634.3249 na forma de [M + 2H]?*, como
precursor; evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #25 esta presente na glandula agregada da aranha T. clavipes e foi identificado
como semelhante & uma sequéncia parcial da proteina venom peptide U3-SYTX-Sth1lh_1 (cddigo de acesso: AIW62674.1), através do sequenciamento de novo

— Tabela 7.
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Figura 28. Espectro CID representativo do peptideo natural EGVDDALGAADNLDT-OH, selecionando-se o ion de m/z 738.3660 [M + 2H]?*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #11 esta presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante
a uma sequéncia parcial da proteina venom anionic peptide-5 (codigo de acesso: ABR21033.1), através do sequenciamento de novo — Tabela 9.
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Figura 29. Espectro CID representativo do peptideo natural MVSVDLGAACMDPV-OH, selecionando-se o ion de m/z 704.3449 na forma de [M + 2H]?2, como
precursor; evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #10 esta presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como
semelhante a uma sequéncia parcial da proteina TxLP4 (cédigo de acesso: ABY26686.1), através do sequenciamento de novo — Tabela 9.
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Figura 30. Espectro CID representativo do peptideo de digestos tripticos YVTDDALEAADNLES-OH, selecionando-se o ion de m/z 1624.7104 [M + 2H]?*, como
precursor; evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #15 esta presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como
semelhante a uma sequéncia parcial da proteina venom toxin meuTx19 (cédigo de acesso: AMX81489.1), através do sequenciamento de novo — Tabela 10.
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Figura 31. Espectro CID representativo do peptideo natural TAMKASVAAGALVSA-OH, selecionando-se o ion de m/z 674.3691 [M + 2H]?*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #15 esta presente na glandula ampulada maior da aranha T. clavipes e foi identificado
como semelhante & uma sequéncia parcial da proteina venom peptide HtKTx2 (cédigo de acesso: AOF40180.1), através do sequenciamento de novo — Tabela

10.
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Figura 32. Espectro CID representativo do peptideo natural MVDSVLGAACNNLT-OH, selecionando-se o ion de m/ z 704.3522 [M + 2H]?*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #12 esté presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante
a uma sequéncia parcial da proteina Venom metalloproteinase antarease TserMP_A-like isoform X3 (cédigo de acesso: XP_023216482.1), através do
sequenciamento de novo — Tabela 9.
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Figura 33. Espectro CID representativo do peptideo natural MVADDLGAACDPVM-OH, selecionando-se o ion m/ z de 704.3517 [M + 2H]%*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #13 esté presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante
a uma sequéncia parcial da proteina Venom metalloproteinase antarease TserMP_A-like isoform X3 (codigo de acesso: XP_023216482.1), através do
sequenciamento de novo — Tabela 9.
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Figura 34. Espectro CID representativo do peptideo natural FNRLLDTGFIL-OH, selecionando-se o ion de m/ z 654.8019 [M + 2H]?*, como precursor; evidenciados
apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #2 estd presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante a uma
sequéncia parcial da proteina Conotoxin (cédigo de acesso: ATF27505.1), nos bancos de dados conotoxinas — Tabela 9.
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Figura 35. Espectro CID representativo do peptideo natural TIGRASSLSK-OH, selecionando-se o ion de m/z 1019.5385 [M + 1H]*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #13 esta presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como
semelhante & uma sequéncia parcial da proteina Mr_precursor_155 (codigo de acesso: BAO02229.1), nos bancos de dados conotoxinas — Tabela 10.
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Figura 36. Espectro CID representativo do peptideo natural MTALSGAALCGPT-OH, selecionando-se o ion de m/ z 604.7927 [M + 2H]?*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #16 esta presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como
semelhante & uma sequéncia parcial da proteina Conotoxin Superfamily |1(c6digo de acesso: BAS22205.1), através do sequenciamento de novo -Tabela 10.
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Tabela 7. Agrupamento dos peptideos naturais apresentando massas moleculares de até 3kDa de acordo com o seu papel funcional na teia: Peptideos
potencialmente originados de toxinas. Na tabela foram considerados peptideos pertencentes apenas a ordem Araneae (aranhas) obtidas através da busca
contra o banco de dados Arachnidae / ou sequenciamento de novo. #: nimero, #AA: Niamero de aminoacidos, MM: Massa Molecular, TR: Tempo de Retencéo,
AMA: Glandula ampulada maior, AME: Glandula ampulada menor, AGRE: Glandula agregada, FLA: Glandula flageliforme, (+) presenca do peptideo, (-)
auséncia do peptideo.

PEPTIDEOS POTENCIALMENTE ORIGINADOS DE TOXINAS COM MASSAS MOLECULARES ATE 3 KDa

alpha-
1 VSYAT 5 | 5392591 | 42,07 | XP_015925317.1 | latrocrustotoxin-Ltta- | - 2rasteatoda 100% -
like tepidariorum
o Parasteatoda 0
2 WHHYVG 6 | 7973609 | 248 | XP021003658.1 | calsyntenin-lrke | oo 100% +
3 WHHYR 5 | 7973721 | 249 | XP_022651772.1 | calsyntenin-1-like Varroa 100% +
destructor
. Stegodyphus 0
4 MVDDCAAGLPEGET 15 | 1406,569 | 24,95 KFM66487.1 Clotting factor B S sarum 75% +
dipeptidyl peptidase | Parasteatoda 0 i
5 SNSVAAAMMS 10 | 9674103 | 1327 | XP_015904885.1 ke tepidariorum 78%
disintegrin and
6 AHKSGHYR 8 | 9544784 | 4361 | XP 0210011514 | Metalloproteinase | Parasteatoda 83% :
domain-containing tepidariorum
protein 10-like
membrane metallo- Parasteatoda 0
7 MVSVMAAGLADPVM 14 | 1406661 | 2491 | XP0209999331 | oo iked | tepidarioum 71% +
0 +
8 MVDDALGAADMLW 13 | 1406,621 | 24,86 XP 0150154541 serpin B6 Parasteatoda 75%
9 MVDDALGAADAEMV 14 | 1406,606 | 24,96 tepidariorum 75% +
10 SMETGAA 7 | 665,269 15,73 tripeptidyl-peptidase | Parasteatoda 100% +
XP_015926267.1 TG
11 SIAAAY 6 | 431238 41 - 2 tepidariorum 100% +
Oxyopes o
12 DCTCC 5 | 5431127 | 44,1 AHG24517.1 Tx-3 precursor A 100%
13 ECCGALAAGLW 1| 1092473 | 19,39 Q75WH4 U10-hexatoxin-Mg1a Magg’;’;e’e 83% +
14 STGGYGGQGGLGGYGGNHSR 20 | 1837,809 15,58 DOY2ET U15-theraphotoxin- Haplopelma 77% -
15 | TSGGYGGQGGLGGYGGAPSPA | 21 | 1766,786 | 15,65 Hhn1f hainanum 47% -
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16 SG 25 | 1951,862 15,16 85% +
17 GAGQGGYGGLG 11 892,4039 11,75 85% +
18 NCGAGGGAAGGGLGGSAHQ 19 | 1497,638 8,77 53% +
19 | CGGAGGGAGAAGGGVAGGGAPDP | 23 | 1639,701 9,13 61% +
20 AAGGAGGAGGLG 12 | 814,3933 7,65 W4VSH9 U19-barytoxin-Tl1a Trittame loki 75% +
21 NCGAGGKAGGGVAGAGHTQ 19 | 1568,711 8,88 85% +
22 CGGAGAGGAGAGGGRAAGGHTA 22 | 1639,723 9,15 46% +
U1-theraphotoxin- Chilobrachys 0
23 GCGANGAGAGGGAVGAAAHSQ 21 1639,712 9,1 B1P1C2 Calb quangxiensis 63% +
24 CCGDDALGAAGAPAVY 16 | 1452601 | 26,33 P84063 Us-ctenitoxin-Pktb | roneutria 639 :
: ’ keyserlingi ’
venom peptide U3- Scytodes 0 i
25 ASVAEPSQTPLW 12 | 1284,635 6,19 AIW62674.1 SYTX-Sth1h_1 thoracica 86%
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Tabela 8. Agrupamento dos peptideos de 3-10 KDa de acordo com o seu papel funcional na teia: Peptideos potencialmente originados de toxinas. Na tabela
foram considerados peptideos pertencentes apenas a ordem Araneae (aranhas) obtidas através da busca contra o banco de dados Arachnidae. #: nimero,
#AA: Nimero de aminoacidos, MM: Massa Molecular, TR: Tempo de Retengédo, AMA: Glandula ampulada maior, AME: Glandula ampulada menor, AGRE:
Glandula agregada, FLA: Glandula flageliforme, (+) presenca do peptideo, (-) auséncia do peptideo.

PEPTIDEOS POTENCIALMENTE ORIGINADOS DE TOXINAS COM MASSAS MOLECULARES ENTRE 3 E 10 KDa

basic
FNAGYANYGLNWGYGAQGG 19 1978.86 2303 | XP_015923637.4 | Phospholipase A2 | Parasteatoda | ;40
caudoxin-like tepidariorum
isoform X2
ALFAADLEDLLQAGLGDLTVLTH 23 | 2395263 | 2631 P83561 Beta',cleg’%tox'”' Magg;’;e’e 73%
MNASLFVVRGEAEQFLANQA 20 | 2210079 16.4 P82852 omega-hexatoxin- | Hadronyche | 5o,
Hv2d versuta
LLHPYVAA 8 882,4963 16,73 Phospholipase D 100%
GGYGGLGGQGAGAAAAAAGGAGQGGYG Q7Z1Y7.1 LarSicTox- Loxosceles
GLGG 31 2364,084 15,78 alphalB2a arnzonica 100%
FTALGAADNVDD 12 XP_015915454.1 serpin B6 Parasteatoda | 75,
tepidariorum
LPLQTLDGLGAQLLDELDAAAEL 23 2378258 31,78 — Utt-theraphotoxin- | Haplopelma | 63%
LPLQTLDGLGAQLLDELDAAAKN 23 2378,269 31,8 ' Hhn1a hainanum 63%
U3-lycotoxin-Ls1s
HFKHASGPLSQLLDDMDEAGQAGFEGSS % 3674698 2%.16 BEDCT2 Lycosa 50%
VLLSMGQ singoriensis
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As aranhas representam um dos grupos que possuem um grande numero de
espécies  peconhentas  (Platnik, N.I.  The World Spider Catalog,
Version14.0.http://research.amnh.org/entomology/spiders/catalog/index.html]). Os
peptideos potencialmente originados de toxinas, que foram identificados nas
glandulas produtoras de seda e na seda da teia, sdo conservados em relacdo a
pequenos trechos de sequéncias de proteinas tipicas de venenos de diferentes
familias de aranhas (tabela 7 e 8, apéndice A3 e A4), como: Theraphotoxin,
Lycotoxins, Ctenitoxin, Hexatoxin, entre outras que serdo discutidas abaixo. E
importante enfatizar novamente que embora as sequéncias de peptideos da seda da
teia da T. clavipes sejam conservadas a uma pequena regido de uma proteina ja
caracterizada em banco de dados, isso nao significa que esses peptideos exercerao
a funcdo dessas mesmas proteinas.

As Theraphotoxins sdo proteinas neurotoxicas, isoladas do veneno das
aranhas tarantulas da familia Theraphosidae. Essas neurotoxinas apresentam efeitos
de ativacdo dos canais de potassio, inibicdo de canais de sddio, causando o bloqueio
da transmissao neuromuscular e paralisia em insetos (Li et al., 2003). No presente
estudo, as sequéncias de peptideos nomeados de #14-17 e #23 da tabela 7,
apresentaram similaridade com as sequéncias de neurotoxinas U15-theraphotoxin-
Hhnlf (cédigo de acesso: D2Y2F7) e Ul-theraphotoxin-Cglb (cédigo de acesso:
B1P1C2); e as sequéncias de peptideos nomeados de #7-8 da tabela 8 apresentaram
similaridade com a sequéncia de neurotoxina Ull-theraphotoxin-Hhnla (cddigo de
acesso: D2Y2I1.1).

As Lycotoxins constituem uma familia de peptideos antimicrobianos tipicos do
veneno da aranha Lycosa singoriensis (Yan et al., 1998). No presente estudo, a
sequéncia de peptideo nomeado de #9 da tabela 7, apresentou similaridade com a
toxina U3-lycotoxin-Ls1s (cédigo de acesso: B6DCT2).

As Ctenitoxin Pn ou Pk sdo peptideos neurotdxicos presentes no veneno de
aranhas pertencentes a familia Ctenidae (Glenn et al., 2008), neste caso as aranhas
Phoneutria nigriventer (Pn) e Phoneutria keyserlingi (Pk). No presente estudo a
sequéncia de peptideo nomeado de #24 da tabela 8, apresentou similaridade com a
neurotoxina U5-ctenitoxin-Pk1b (cédigo de acesso: P84063). Segundo Richardson e
colaboradores (2006), esta neurotoxina demonstrou causar paralisia espastica e
morte em camundongos, logo apds a sua administracéo via intracerebroventricular (4-

6 minutos).
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As sequéncias de peptideos nomeados de #13 da tabela 7, e os nomeados de
#2 e #3 da tabela 8, apresentam similaridade com as neurotoxinas hexatoxins isoladas
do veneno das aranhas Hadronyche versuta e Macrothele gigas. A omega-hexatoxin-
Hv2d (codigo de acesso: P82852), apresenta potencial efeito inibitério em canais de
calcio em insetos (Mukherjee et al., 2006). Enquanto que, a Beta-hexatoxin-Mgla
(codigo de acesso: P83561) pode causar paralisia temporaria em lepidépteros, e até
a morte em camundongos se injetadas em altas concentragdes (Corzo et al., 2003).

A identificacdo de diversas sequéncias peptidicas, semelhantes a neurotoxinas
no presente estudo sugere que estes peptideos contribuem para paralisia de presas,
facilitando a captura, e corrobora com a hipétese de que a teia da aranha T. clavipes
desempenha um papel ativo na captura dessas presas.

As sequéncias de peptideos nomeados de #5, #7, #10 e #11 da tabela 7,
possuem similaridade com enzimas proteoliticas do tipo peptidase, metaloproteinases
e metalopeptidases, as quais sdo tipicamente encontradas em diferentes venenos
animais (Tan e Ponnudurai, 1992; Fletcher et al., 2010). Um estudo comparativo da
atividade enzimatica de varias espécies animais, incluindo serpentes, anfibios,
lagartos e artrépodes (aranhas, escorpides, formigas e abelhas) detectou atividade
peptidasica no veneno de todos os animais testados, contudo em diferentes
intensidades (Tan e Ponnudurai, 1992).

Além dos peptideos ja mencionados, a sequéncia de peptideo nomeado de #4
da tabela 7, mostrou similaridade com a sequéncia da proteina Clotting factor B
(codigo de acesso: KFM66487.1) isolada da aranha Stegodyphus mimosarum. Esta
proteina esta relatada com atividade de endopeptidase. As enzimas endopeptidases
também s&o encontradas tipicamente em venenos animais (conforme descrito no
UniProt o cédigo de acesso: KFM66487).

E ainda, nos nossos resultados, as sequéncias de peptideos nomeados de #8
e #9 da tabela 7, e a sequéncia de peptideo nomeado de #6 da tabela 8, mostraram
similaridade com a proteina Serpin B6 (codigo de acesso: XP_015915454.1), isolada
da aranha Parasteatoda tepidariorum (conforme descrito no NCBI o codigo de acesso:
XP_015915454.1). A maioria das serpinas sao inibidoras da enzima serina-protease,
as mesmas foram identificadas em venenos animais e desempenham papéis como
potenciais toxinas. Os mecanismos pelos quais as serpinas atuam e exercem seus

efeitos nocivos, ndo estdo totalmente esclarecidos; mas ja foi proposto, que as
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serpinas podem estar envolvidas na atividade de regulacdo de ions em canais ibnicos
(Yang et al., 2017). Além disso, foi proposto também que as serpinas podem estar
presentes no veneno para proteger suas proprias toxinas, de proteases de defesa
provindas das presas.

Dessa forma, a presenca de peptideos semelhantes a serpinas na teia da
aranha T. clavipes, sugere que as mesmas podem proteger as toxinas desta teia,
descritas no presente estudo, contra proteases de defesa das presas, quando as
mesmas séo capturadas pela teia (tabela 7 e 8).

Nos resultados apresentados neste capitulo, algumas sequéncias peptidicas,
contendo menos que 8 residuos de aminoacidos, também foram comparadas a
sequéncias dos bancos de dados; porém, essas sequéncias reduzidas ndo possuem
namero de residuos de amino&cidos suficientes, para que as identificacdes advindas
dos bancos de dados possam ser confiaveis. Este fato ocorreu para as sequéncias de
peptideos nomeados de #1 a #3, #11 e #12, da tabela 7.

Além das toxinas e neurotoxinas, originalmente descritas em venenos de
aranhas, 0s nossos resultados também apresentam sequéncias peptidicas
identificadas como semelhantes a toxinas presentes em outros venenos animais.
Estudos tém demonstrado que as toxinas de venenos animais (aranhas, serpentes,
escorpides, moluscos marinhos — Conus, e anémonas) sao frequentemente membros
de grandes familias de genes que representam bibliotecas combinatérias naturais; isto
€, eles contém grupos de toxinas que apresentam sequéncias homélogas (Casewell
et al., 2013; Sachkova et al., 2014; Haney et al., 2014). Assim, a evolucdo molecular
de venenos animais pode ser altamente dindmica e parece ser frequentemente
moldada por duplicacéo de genes e uma forte selecéo diversificada, assim como a co-
evolugéo e a convergéncia (Fry et al., 2006; Binford et al., 2009; Doley et al., 2009).
Dessa forma, decidimos também realizar uma busca dos dados obtidos no presente
trabalho contra outros bancos de dados, tais como o Artrhopoda e NCBInr. Isto
permitiu que, além das identificagcbes de sequéncia de peptideos semelhantes a
toxinas de venenos de aranhas, também encontrassemos identificacbes de
sequéncias de peptideos semelhantes a toxinas comumente relatadas em outros
venenos animais, como venenos de escorpides, e até de organismos marinhos.
Algumas dessas sequéncias de peptideos identificadas estdo apresentadas nas
tabelas 9 e 10.
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Tabela 9. Agrupamento dos peptideos naturais de massas moleculares de até 3kDa de acordo com o seu papel funcional na teia: Peptideos potencialmente
originados de toxinas. Na tabela foram considerados peptideos obtidos através da busca contra o banco de dados Arthropoda e NCBInr / ou sequencimento

de novo. #: nUmero, #AA: NUmero de aminoacidos, Mm: Massa Molecular, TR: Tempo de Retencdo, AMA: Glandula ampulada maior, AME: Glandula ampulada

menor, AGRE: Glandula agregada, FLA: Glandula flageliforme, (+) presenca do peptideo, (-) auséncia do peptideo.
PEPTIDEOS POTENCIALMENTE ORIGINADOS DE TOXINAS COM MASSAS MOLECULARES ATE 3 KDa

TEIA | AMA | AME | AGRE | FLA
1 AATDNK 6 6182973 | 545 AGK23166.1 Alpha-conotoxin-like Conus 100% | - ¥
caracteristicus
2 FNRLLDTGFIL 11 1307,7238 30,29 ATF27505.1 Conotoxin Conus andremenezi | 100% +
3 GFYGT 5 5432329 | 48,11 . Conus 100% | - ¥
4 TLAMS 6 521252 | 495 BOLOYS Conotoxin Ca8.1 caracteristicus | 100% | - ¥
5 TGCGCAC 7 613,1658 29,57 BAS22698.1 Conotoxin Superfamily S Conus episcopatus | 100% - +
6 GQSACG 6 | 5211904 | 558 ABP4BIONY | CYSIOIOTIon STty POt s marmoreus | 100% | - +
7 GRCSV 5 520,2427 58,75 AAP75889.1 four-loop conotoxin partial Conus ermineus 100% - +
8 GDAGRA 6 | 5452557 | 5507 | XP 0023096304 | 9\einerichsecreted cement | oo ooutaris | 100% | - +
protein, putative
8 RAGRGIVC 8 830,4545 74,88 BAO02229.1 Mr_precursor_155 Conus marmoreus | 100% - +
10 | MVSVDLGAACMDPV | 14 | 1406624 | 2331 ABY?26686.1 TXLP4 Lychas mucronatus | 100% | +
11 | EGVDDALGAADNLDT | 15 | 14746423 | 2468 | ABR21033.1 venom anionic pepide-5 Meesjﬁf’:;g“s 3% | +
12 | MVDSVLGAACNNLT | 14 | 14066533 | 2325 Venom metalloproteinase Contruroides 100% | +
13 | MVADDLGAACDPVM | 14 | 14065879 | 2334 | “-0232164821 a”tareaissf)%f;r'\)é'g Adlike sculpturatus 86% | +
14 | CGCDDALGAAGAPAVY | 16 | 14526013 | 2468 |  AOF40213.1 venom peptide HtLa12 adogenes 75% |+
troglodytes
15 | TAMKASVAAGALVSA | 15 | 13467227 | 13,79 AOF40180.1 venom peptide HIKTx2 fladogenes 0% | - ¥
troglodytes

Tabela 10. Agrupamento dos peptideos de 3-10 kDa de acordo com o seu papel funcional na teia. Peptideos potencialmente originados de toxinas. Na tabela

foram considerados peptideos obtidos através da busca contra o banco de dados Arthropoda e NCBInr. #: nimero, #AA: Nimero de aminoacidos, Mm: Massa




Molecular, TR: Tempo de Retencdo, AMA: Glandula ampulada maior, AME: Glandula ampulada menor, AGRE: Glandula agregada, FLA: Glandula flageliforme,

(+) presenca do peptideo, (-) auséncia do peptideo.

PEPTIDEOS POTENCIALMENTE ORIGINADOS DE TOXINAS COM MASSAS MOLECULARES ENTRE 3 E 10 KDa
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TEIA AMA AME | AGRE FLA
1 DGVRASASADA T 1018,468 14,27 AFEg2g55.1 | Conotoxinmr23a Conus 80% + . . .
precursor, partial marmoreus
2 VPYIIDYSLGGYDR 14 1629,804 19,21 astacin-like 80% - - - +
CDJ26725.1 metallopeptidase 10 | Tityus serrulatus
3 | SDRDDHLIYIGNWR | 16 1955,023 18,41 orotein 80% . - - +
astacin-like
4 VPYLLDYSLNYDR 13 1629,804 19,18 CDJ26718.1 metallopeptidase 3 | Tityus serrulatus 64% - - - +
protein
HGGALTE 683,3239 86,47 AMP44595.1 conotoxin Conus betulinus 100% - - - +
KGCCP 506,198 68,32 Conotoxin Conus 100% - - + -
BAS22127.1 . .
LVVLAT 614.4003 77,04 Superfamily A episcopatus 100% - - + -
conotoxin-specific Conus 100%
8 KAAAGE 6 545,2809 53,46 AMM®62651.1 protein disulfide + - - -
. : geographus
isomerase (cspdi)
Ctr_M_13 100%
9 SGPKC 5 490,2209 35,38 JAI17931.1 conopeptide Conus tribblei - - - - +
precursor
10 GMvCDCC 745,1904 50,84 AOF40152.1 insulin precursor | Conus bandanus 100% - - + -
11 VYADCNEP 909,3538 15,73 AMO002562.1 | metalloserrulase 20 | Tityus serrulatus 100% + - - -
12 | TMALGAADNVDD 12 1207,503 19,58 BAO02138.1 | Mr_precursor_064 Conus 66% ¥ - - -
marmoreus
13 TIGRASSLSK 10 1018,577 14,32 BA002229.1 | Mr_precursor_155 Conus 100% + - - -
marmoreus
CGCDDALGAAGAPAV venom peptide Hadogenes 0 i i i
14 Y 16 1452,601 26,32 AOF40213.1 HtLa12 troglodytes 75% +
15 | YVTDDALEAADNLES | 15 1624,71 29,01 AMX81489.1 venorn toxin Mesobuthus 73% + - - -
meuTx19 eupeus
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16

MTALSGAALCGPT

13

1207,558

18,6

'BAS2220
3.1

Conotoxin
Superfamily 11

Conus
episcopatus

100%
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As sequéncias de peptideos, nomeados de #10-15 da tabela 9, e os nomeado
de #2, #3, #14 e #15 da tabela 10, apresentam similaridade com toxinas ja descritas em
venenos de escorpides, como por exemplo: venom peptide HtLal2 (codigo de acesso:
AOF40180.1), astacin-like metallopeptidase 10 protein (codigo de acesso: CDJ26725.1),
venom toxin meuTx19 (cédigo de acesso: AMX81489.1, figura 30), Venom
metalloproteinase antarease TserMP_A-like isoform X3 (codigo de acesso:
XP_023216482.1, figura 32 e 33) e TxLP4 (cddigo de acesso: ABY26686.1, figura 29).
Segundo Marcussi e colaboradores (2011), sao conhecidas dez familias de peptideos e
proteinas escorpibnicas, as quais incluem: toxinas ligadas a canais de potassio, toxinas
gue agem em canais de ions célcio, sédio, cloro e citoliticas.

Também podemos notar nos nossos resultados, que as sequéncias de
peptideos, nomeados de #1-7 da tabela 9, e os nomeados de #1, #5-10, #12, #13 e
#16 da tabela 10, mostram-se semelhantes a conotoxinas, que constituem um grupo
de neurotoxinas tipicas dos venenos de caramujos marinhos do género Conus
(Olivera et al., 1985). Entre as identificacfes, estdo incluidas: Conotoxin Ca8.1 (cédigo
de acesso: BOLOY5), Conotoxin Superfamily A (cédigo de acesso: BAS22127.1),
Conotoxin Superfamily S (codigo de acesso: BAS22698.1), Alpha-conotoxin-like
(codigo de acesso: AGK23166.1) e Conotoxin Superfamily 11 (codigo de acesso:
BAS22205.1, figura 36). Atualmente, conhece-se cerca de 10 superfamilias de
conotoxinas com alta seletividade para um alvo molecular especifico, como canais
iGnicos ou receptores (Olivera & Cruz, 2001; Oliveira et al, 2014).

Estes resultados estdo indicando que o0s genes destas proteinas/peptideos
podem ter evoluido independentemente em todos esses animais. Corroborando esta
hip6tese é importante mencionar a ocorréncia do peptideo glacontryphan-M, com
100% de cobertura de sequéncia presente nas asas da borboleta Hebomoia
glaucippe; o qual é estrutural e funcionalmente muito semelhante as toxinas peptidicas
relatadas nos venenos de Conus (Bae et al., 2012).

Ja esta bem documentado que diversas toxinas presentes nos venenos de
escorpides, aranhas, serpentes e moluscos marinhos correspondem a peptideos
biologicamente ativos, dos quais, uma porcentagem significativa, € rica em pontes
dissulfeto que estabilizam suas estruturas tridimensionais (Ueberheide et al 2009). A
possivel funcdo bioldégica dessas moléculas, esta na capacidade de interagirem
especificamente com canais i6nicos, sendo importantes ferramentas para se estudar

o funcionamento desses canais (Ueberheide et al 2009).
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Considerando-se todas as sequéncias de peptideos identificadas no presente
estudo, para este grupo (peptideos potencialmente originados de toxinas), algumas
delas foram selecionadas para serem sintetizadas. Essas sequéncias sintetizadas em
fase solida, foram submetidas a ensaios de inseto-toxicidade, a fim de avaliar e validar
0 potencial toxico das mesmas ao serem injetadas na hemocele de insetos-presa

(secéo de resultados 4.2.).

(iii) Outros peptideos

Neste grupo foram incluidos os peptideos que ndo apresentam um papel
funcional conhecido, na teia da aranha T. clavipes. Para a fracdo de peptideos naturais
apresentando massas moleculares de até 3 kDa, foram identificadas na analise do
presente estudo 8, 17, 20, 18 e 33 de “outros peptideos”, presentes nas glandulas
ampulada maior, ampulada menor, agregada, flageliforme, e na seda da teia,
respectivamente. Enquanto que para a fracdo de peptideos apresentando massas
moleculares de 3-10 kDa, foram identificadas na analise do presente estudo 6, 53, 56,
22 e 33 de “outros peptideos”, presentes nas glandulas ampulada maior, ampulada
menor, agregada, flageliforme, e na seda da teia, respectivamente (apresentadas no
Apéndice A5 e AB).

Foram denominados de “outros peptideos”, todos aqueles que nao
apresentaram semelhancas com proteinas/peptideos estruturais da seda, ou toxinas
dos venenos de aranhas e/ou venenos de outros animais. Sendo assim, foram
identificados nas glandulas produtoras de seda algumas dessas sequéncias de outros
peptideos que se mostraram semelhantes a diferentes proteinas, tais como:
proteoformas de NADH dehydrogenase (subunidade 1,2, 4, e 5), e cytochrome
oxidase subunit | partial. Essas proteinas ja foram classificadas pelo modelo proposto
por dos Santos-Pinto e colaboradores (2016), como proteinas relacionadas a protecao
das espidroinas dentro da glandula, contra o estresse oxidativo durante o processo
de fiacdo da seda.

Também foi identificada a sequéncia de peptideo semelhante a proteina fatty
acyl-CoA elongase. Essa proteina foi descrita nos estudos realizados por dos Santos-
Pinto e colaboradores (2016), como proteina relacionada com a preservacdo das
caracteristicas fibrilares das espidroinas na seda; uma vez que essas proteinas
podem estar relacionadas com a sintese de acidos graxos, 0s quais compdem a

solucdo aquosa das goticulas secretadas sobre as fibras, preservando-a.
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Além dessas, também foram identificadas sequéncias de peptideos
semelhantes as proteinas ribossomais, como: ribosomal protein S30-like protein,
ribosomal protein S6 kinase beta-1 protein partial, 60S acidic ribosomal protein P1
partial. Em estudos prévios, essas proteinas foram descritas como proteinas
housekeeping; provavelmente sdo oriundas das células/tecidos glandulares, que
provavelmente extravasaram durante o método de preparacéo do extrato protéico das
glandulas (dos Santos-Pinto et al., 2016).

Como ja mencionado anteriormente, embora as sequéncias de peptideos da
sedadateiadaT. clavipes sejam conservadas a uma pequena regido de uma proteina
ja caracterizada em banco de dados, isso nao significa que esses peptideos exercerao

a funcdo dessas mesmas proteinas.

(iv) Peptideos nédo caracterizados

Neste ultimo grupo, foram incluidos os peptideos sequenciados, porém nao
caracterizados, ou seja, sdo sequéncias existentes nos bancos de dados, mas que
ainda nao foram caracterizadas funcionalmente. Para a fracdo de peptideos
apresentando massas moleculares de até 3 kDa, foram identificadas na analise do
presente estudo 10, 9, 3, 4 e 8 de peptideos ndo caracterizados nas glandulas
ampulada maior, ampulada menor, agregada, flageliforme, e na seda da teia,
respectivamente. Enquanto que para a fracdo de peptideos apresentando massas
moleculares de 3-10 kDa, foram identificadas na analise do presente estudo 9, 27, 39,
14 e 18 de peptideos néo caracterizados nas glandulas ampulada maior, ampulada
menor, agregada, flageliforme, e na seda da teia, respectivamente (apresentadas no
Apéndice A7 e A8).

Esses peptideos ndo apresentaram similaridade com sequéncias parciais de
nenhuma proteina, ou seja, suas sequéncias nao apresentaram homologia nenhuma
com as sequéncias ja caracterizadas funcionalmente e depositadas em bancos de
dados. Dessa forma, € necessario que, futuramente, essas sequéncias de peptideos
possam ser sintetizadas e submetidas a ensaios de atividades biologicas, para que
possamos caracteriza-las funcionalmente e entender seus papéis na seda da teia.

Considerando a grande quantidade de espectros que foram gerados para a
identificacdo das sequéncias peptidicas de todas as amostras, como exemplos, serao
mostrados somente alguns espectros CID de algumas sequéncias peptidicas. Dessa

forma, para exemplificar serdo mostrados apenas o0s espectros de massas
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correspondentes as sequéncias que serdo sintetizadas, e que se mostraram
semelhantes a sequéncias ndo caracterizadas ja descritas e depositadas nos bancos
de dados.

E importante mencionar que nos espectros de massas apresentados abaixo
estdo evidenciados os ions fragmentos da série -b e -y, mas também foram
considerados ions fragmentos de outras séries para a realizacdo do sequenciamento

dos peptideos identificados (Figuras 37-38).
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Figura 37: Espectro CID representativo do peptideo natural MSVVFAALGADDVL-OH, selecionando-se o ion de m/z 704.3585 [M + 2H]?*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo estd presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como semelhante
a uma sequéncia parcial de uma uncharacterized protein LOC111251952 isoform X1 (cédigo de acesso: XP_022664869.1), através do sequenciamento de

novo — Apéndice A7.
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Figura 38: Espectro CID representativo do peptideo natural EYVGVDPGFNVQPQQPHIIPL-OH, selecionando-se o ion de m/z 1174.1318 [M + 2H]?*, como
precursor; evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo esté presente na seda da teia da aranha T. clavipes e foi identificado como
semelhante a uma sequéncia parcial de uma hypothetical protein X975 20520 (cédigo de acesso: KFM78378.1), através do sequenciamento de novo —

Apéndice A7.
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Realizando-se uma breve sintese dos resultados obtidos pela analise do perfil
peptidico do presente estudo, estamos apresentando um total de 729 sequéncias de
peptideos presentes na seda da teia e nas glandulas produtoras de seda. A figura 39
demonstra que, 36% séo sequéncias peptidicas semelhantes a proteinas estruturais
da seda; 9% sao sequéncias peptidicas potencialmente originadas de toxinas; 36%
sdo de “outros peptideos”; e por fim 19% sao sequéncias peptidicas que ainda nao

foram caracterizadas.

PEPTIDEOS

| POTENCIALMENTE

PEPTIDEOS NAO | ORIGINADOS DE
CARACTERIZADOS |\ P TOXINAS

. PEPTIDEOS
ESTRUTURAIS DA
OUTROS |~ SEDA DA TEIA
PEPTIDEOS

Figura 39. Distribuicdo do total das sequéncias de peptideos identificadas nas glandulas produtoras de

seda e na seda da teia da aranha T. clavipes, de acordo com 0s quatro grupos.

A figura 40, demonstra a quantidade de sequéncias de peptideos de cada
grupo, presentes na teia e glandulas produtoras de seda. Sendo assim, os peptideos
semelhantes as proteinas espidroinas, que compdem as fibras da seda, foram
produzidas pelas quatro glandulas produtoras de seda. A biossintese e secrecdo de
peptideos semelhantes as toxinas, neurotoxinas, enzimas proteoliticas e defensinas

também foram observados nas quatro glandulas produtoras de seda.
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Figura 40. Distribuicdo das proteinas identificadas nas glandulas de seda, e na seda da teia de T.

clavipes de acordo com os 4 grupos funcionais.

Podemos notar que, a maior parte dos peptideos secretados pela glandula
ampulada maior e pela glandula agregada estao relacionados com a producéo de
peptideos estruturais da seda da teia. Além disso, essas mesmas glandulas
produziram o maior nimero de peptideos potencialmente originados de toxinas dentre
as glandulas produtoras de seda, conforme mostrado na figura 40.

Através da analise da perfilagem peptidémica, utilizando o sistema LC-MS-
QTOF, foi possivel identificar centenas de peptideos, que até entdo, ndo haviam sido
identificados em estudos anteriores, com essas mesmas amostras de estudo,
realizados pelo nosso grupo. Dessa forma, 0s nossos resultados podem contribuir
para uma melhor compreensao sobre o papel das glandulas de seda e da seda da

teia de T. clavipes.

4.2. Bioensaio de inseto-toxicidade via hemocele de abelhas A. mellifera

(i) extrato vesicular da teia da aranha T. clavipes

Apds a andlise dos resultados obtidos dos extratos peptidicos das glandulas
produtoras de seda e da seda da teia por LC-MS-QTOF, foi observada a presenca de
diferentes sequéncias de peptideos semelhantes a toxinas. Por isso, decidiu-se
realizar o ensaio de inseto-toxicidade para avaliar e validar o efeito toxico do extrato

vesicular da teia, frente a um inseto-presa.
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E importante enfatizar que o ensaio foi realizado com a porgéo vesicular da
teia, uma vez que os peptideos e proteinas toxicas estao provavelmente, aprisionados
dentro das vesiculas lipidicas extracelulares, que por sua vez estdo suspensas no
interior aquoso das goticulas. Sendo assim, apés a quantificacéo e preparo do extrato
da porcéo vesicular, o mesmo foi injetado dentro da hemocele de abelhas A. melifera,
a fim obter uma avaliacdo inicial do potencial toxico deste extrato, conforme

procedimento ilustrado na Figura 41.
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Figura 41. Bioensaio de inseto-toxicidade. a) favo de abelhas recém emergidas. b) imagens de 3
abelhas exercendo alguns dos comportamentos observados durante a execuc¢ao do bioensaio: inseto
ativo (b)), inseto ativo realizando auto-limpeza (b2), inseto paralizado ou morto (bs). ¢) Imagem
registrada de um dos bioensaios de inseto-toxicidade.

Apés 72 horas da injecdo do extrato vesicular das teias, foi realizada a
contagem do numero de abelhas vivas e mortas de cada grupo amostral (controle + 5
concentracdes do extrato vesicular (0,5 ng/uL, 2,5 ng/pL, 10 ng/uL, 25 ng/uL e 250
ng/pL) — em triplicatas). Apos a contagem de individuos mortos e vivos foi estabelecido
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o valor de dose letal (DLso), ou seja, foi mensurada a quantidade necessaria de extrato
vesicular da teia em relacdo ao peso do inseto (ng/mg) para matar 50% das abelhas.
Esse resultado esta demonstrado na figura 42. O extrato vesicular da teia apresentou
o valor de DLso de 0,323 ng/mg (ou seja 21 ng extrato vesicular da teia / 65 mg do
peso da abelha recém-emergida), foi necessaria para matar 50% das abelhas A.
melifera, em um periodo de 72 horas. A curva de dose-resposta apresentou um r?
=0,95 (Esteves et al., 2020).

E ainda, retomando os dados apresentados no capitulo anterior, foi sugerido
que cerca de 1/3 do peso seco da porcdo vesicular da teia € constituida de
proteinas/peptideos e dessa forma, cada vesicula lipidica aprisiona = 47 pg de
proteinas/peptideos em seu interior. Sendo assim, podemos estimar que em 21 ng do
extrato vesicular da teia existem = 7 ng de proteinas/peptideos que se encontram
aprisionados no interior = 150 vesiculas lipidicas extracelulares. Portanto, foram
injetados na hemocele das abelhas cerca de 7 ng de proteinas/peptideos, os quais
possivelmente correspondem a proteinas/peptideos semelhantes a toxinas que foram
identificados neste presente estudo e em estudos anteriores (Marques et al., 2005;
Volsi et al., 2006; dos Santos-Pinto, et al 2016; Esteves, 2017).

100-
L2
£
g 80+
2 -o- Extrato vesicular da teia
- j Curva log-dose x resposta
% 404
B DLsy= 0,323 ng/mg
S 201 (21 ng do extrato vesicular da teia/ 65 mg abelha)
0 1 1 1 1

0,0ing/mg 0,15ng/mg 1,52ng/mg 15,38 ng/mg

concentragao

Figura 42. Curva dose-resposta para ainjecdo do extrato vesicular dateia da aranha T. clavipes,
na hemocele de abelhas A. mellifera. Foram injetadas cinco diferentes concentracfes do extrato
vesicular da teia, além do grupo controle (solu¢do salina), e observado o comportamento dessas
abelhas em um periodo de 72 horas. Ap6s o término deste bioensaio de inseto-tocixidade foram obtidos
os valores de LDso = 0,323 ng/mg (21 ng do extrato/65 mg da abelha) e, r2 = 0,95 para a curva de dose-
resposta (Esteves et al., 2020).
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Apés 72 horas, foi observado que =100% das abelhas avaliadas com a injecédo
de solugéo salina permaneceram vivas, enquanto que =80% das abelhas avaliadas
com a injecao do extrato vesicular da teia na concentracéo de 250 ng/uL morreram. A
Figura 43 mostra imagens gerais deste tipo de ensaio. Por fim, foi também observado
que, as abelhas que permaneceram vivas, apos a injecao de diferentes concentracdes
do extrato, apresentaram outros tipos de comportamentos: atividade, inatividade e/ou
movimentos lentos.
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Figura 43. Imagens registradas dos bioensaios de inseto-toxicidade, apds 72 horas de injecéo
do controle/concentragfes do extrato vesicular da teia. a) vista superior do grupo controle
evidenciando as abelhas vivas. b) vista lateral do grupo controle evidenciando que além de vivas as
abelhas demonstraram movimentagdo normal dentro do pote. c) vista lateral do grupo que foi injetado
a maior concentracdo do extrato vesicular da teia (250 ng/pL), evidenciando que além da morte da
maioria das abelhas houve a auséncia da movimentagdo normal das mesmas dentro do pote, de forma
que as abelhas que ndo morreram apresentaram paralisia. d) vista superior do grupo que foi injetado a
maior concentracdo do extrato vesicular da teia (250 ng/uL), evidenciando a morte da maioria das
abelhas.
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Em estudos de Marques e colaboradores (2005), também foram realizados o
mesmo ensaio de inseto-toxicidade via hemocele, no qual o extrato total da teia da
aranha T. clavipes foi injetado em abelhas A. mellifera recém emergidas. Este extrato
total da teia apresentou DLso de 2 ng/mg, ou seja, 2ng do extrato total da teia/mg do
peso da abelha, foi necessario para matar 50% das abelhas. Ao compararmos o valor
de DLso do extrato total da teia (Marques et al., 2005) com o valor de DLso do extrato
vesicular da teia no presente estudo (0,323 ng/mg, podemos constatar que o extrato
vesicular da teia se mostrou 6 vezes mais toxico em relacdo ao extrato total da teia.

A diferenca de toxicidade entre os extratos pode ser explicada pelo fato do
extrato vesicular da teia estar concentrado apenas com as vesiculas lipidicas que
carregam em seu interior as proteinas/peptideos semelhantes a toxinas. Enquanto
que, o extrato total da teia além de conter as vesiculas lipidicas, as mesmas estao
diluidas em meio de outras moléculas presentes no extrato total.

Além disso, Marques e colaboradores (2005) demonstraram que algumas
toxinas, de baixas massas moleculares, s6 sdo sintetizadas por certas glandulas
produtoras de seda e somente depositadas sob a seda da teia em determinados
periodos do ano, como primavera e verdo ou outono e inverno, de acordo com a dieta
da aranha. Por isso, é importante mencionar que, possivelmente pode existir uma
variabilidade na intensidade do efeito toxico da teia, de acordo com a regido e/ou
estacdo do ano em que essas teias foram coletadas para a realizacao deste bioensaio.

Em estudos de Souza (2021), foram identificadas proteinas semelhantes a
toxinas fosforiladas presentes nas glandulas produtoras de seda ampulada maior e
agregada da aranha T. clavipes. Da mesma forma Souza (2021) realizou 0 mesmo
ensaio de inseto-toxicidade via hemocele, no qual o extrato da secrecao da glandula
ampulada maior e agregada, ambos enriquecidos em fosfoproteinas, foram injetados
em abelhas A. mellifera recém emergidas. Os extratos enriquecidos em fosfoproteinas
da glandula ampulada maior e agregada apresentaram valor de DLso de 28,40 ng/mg
e 23,07 ng/mg, respectivamente.

Os extratos da secrecdo das glandulas ampulada maior e agregada
enriquecidos em fosfoproteinas se apresentaram, respectivamente, cerca de 90 e 75
vezes menos toxicos em relagdo ao extrato vesicular da teia. Souza (2021), especula
gue essa diferenca de toxicidade se deve principalmente pelo fato de que a secrecao
da glandula além de conter as proteinas semelhantes a toxinas fosforiladas, também

contém outros componentes e proteinas ndo tdxicas que desempenham outras
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funcdes, como por exemplo as espidroinas; dessa forma, as proteinas semelhantes a
toxinas se apresentam mais diluidas no complexo material da secrecdo glandular.
Além disso, especula-se a possibilidade da fosforilagdo estar reduzindo a atividade

toxica das proteinas semelhantes a toxina.

(ii) Peptideos semelhantes a toxinas sintetizados em fase sélida

Foram identificados tanto na seda da teia como nas glandulas produtoras de
seda, peptideos que apresentaram ter similaridade com sequéncias de toxinas ja
relatadas na literatura e depositadas em bancos de dados. Onze desses peptideos
foram selecionados e sintetizados. Embora a sequéncia de um peptideo sintetizado
seja conservada em relacdo a uma pequena regido de uma proteina toxica
(identificada por BLAST), isso nao significa que este peptideo ir4 exercer um efeito
toxico.

Considerando isso, decidiu-se realizar o ensaio de inseto-toxicidade para
avaliar e validar o efeito toxico das 11 sequéncias peptidicas semelhantes a toxinas,
frente a um inseto-presa: abelhas recém-emergidas A. mellifera. Além das 11
sequéncias que se apresentaram semelhantes a toxinas foram selecionadas mais 2
sequéncias de peptideos ndo caracterizados e estes também foram submetidos ao
ensaio de inseto-toxicidade.

Apods 24 horas da injecao dos peptideos na hemolinfa das abelhas, foi realizada
a contagem do nimero de abelhas vivas e mortas de cada grupo amostral (controle +
concentragdo Unica de 200 ng/uL) — em triplicatas). Inicialmente o ensaio de inseto-
toxicidade teve como finalidade apenas identificar quais dos 13 peptideos poderiam
apresentar efeitos téxicos ou ndo - mais detalhes desses peptideos estdo
apresentados na secdo de métodos 3.3.1 e figura 20.

A concentragdo unica de 200 ng/uL foi escolhida com base no valor de DLso de
0,3 ng/mg do extrato vesicular da teia (valor obtido ap0s a inje¢do da concentracdo de
20 ng/uL do extrato vesicular da teia). O extrato vesicular € composto por milhares de
proteinas, peptideos e outros compostos que possivelmente atuam de forma conjunta
guando um inseto é capturado pela teia. Entretanto, ndo se sabe a acdo e nem a
concentracdo para cada peptideo quando testado isoladamente. Sendo assim, foi
adotado um valor de concentragdo 10 vezes maior (200 ng/pL) para cada peptideo

injetado de forma isolada.
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Apés as 24 horas, foi observado que =100% das abelhas avaliadas com a inje¢do
de solucao salina permaneceram vivas, enquanto que parte das abelhas avaliadas com a
injecdo dos peptideos na concentracdo de 200 ng/uL estavam mortas. Dessa forma, as abelhas
que foram injetados os peptideos nomeados de Trichonephiline -1, -2, -3, -4, -8, -10 e -13
apresentaram taxa de mortalidade 270%, enquanto que para os peptideos nomeados
de Trichonephiline -5, -6, -7, -9, -11 e -12 apresentaram taxa de mortalidade <53%.

A tabela 11 mostra a porcentagem de abelhas mortas para cada peptideo na
concentracdo 200 ng/pL. Por fim, foi também observado que, as abelhas que
permaneceram vivas, apos a injecdo da concentracdo de 200 ng/uL, apresentaram
outros tipos de comportamentos: atividade, inatividade e/ou movimentos lentos.

E importante ressaltar que as abelhas, antes de morrer, apresentaram
anteriormente uma atividade de paralisia, e dessa forma ficaram incapacitadas de se
locomoverem e se alimentarem. Possivelmente, o fato de ndo se alimentarem devido
a paralisia ocasionada pela injecdo do peptideo, pode ter contribuido para a morte
dessas abelhas. Isso pode ser sugerido, uma vez que do ponto de vista ecolégico 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 com essa observacgao, pode-se mencionar o estudo realizado
por Fuzita e colaboradores (2016) com a aranha Nephilingis cruentata que também é
uma aranha construtora de teia e que se alimenta de presas que séo capturadas por
sua teia. Nesse estudo os autores demonstraram que as presas capturadas estdo
vivas até o momento em que a aranha secreta sobre a presa um fluido digestivo, rico
em enzimas, que a ajudam a digerir suas presas. Esse fluido dissolve os tecidos das
presas, de forma que a aranha consegue se alimentar lentamente, consumindo

pequenas partes pré-digeridas (Fuzita et al., 2016).



152

Tabela 11. Resposta de cada sequéncia peptidica aos testes de inseto-toxicidade. Peptideos que paralizaram/mataram as abelhas mais de 70% (cor
vermelha) e menos de 55% (cor verde), apos a injecdo de 200 ng/uL de cada sequéncia peptidica na hemocele de abelhas Apis mellifera. Nome: nome dado
a sequéncia peptidica; Sequéncia: sequéncia peptidica; Mm: massa molecular; Amostra: origem da sequéncia peptidica; Mortalidade (%): % de abelhas
paralizadas/mortas; Nome da potencial proteina de origem: nome da proteina obtido usando a ferramenta de pesquisa de alinhamento local basica (BLAST);
Organismo: organismo de origem da proteina.

Trichonephiline-1 MVDDALGAADAEMV | 1406,606 | Web-silk 70% serpin B6 Parasteatoda
tepidariorum
Trichonephiline-2 EGVDDALGAADNLDT 1474,624 |  Web-silk 76% | venom anionic peptide-5 Mzsuopbéﬁzus
Trichonephiline-3 MVSVDLGAACMDPV () | 1.406.624 |  Web-silk 73% TXLP4 Lychas
mucronatus
Trichonephiline-4 YVTDDALEAADNLES 1624,71 Web-silk 93% venom toxin meuTx19 Meesuopb;ljzus
. —— Major o . Hadogenes
Trichonephiline-5 TAMKASVAAGALVSA 1346,722 ampullate 40% venom peptide HtKTx2 troglodytes
. —— o venom peptide U3- Scytodes
Trichonephiline-6 ASVAEPSQTPLW 1284,635 Aggregate 53% SYTX-Sthih 1 thoracica
venom
Trichonephiline-7 MVDSVLGAACNNLT () | 1406,653 | Web-silk 43% metalloproteinase | Centruroides
antarease TserMP_A- | sculpturatus
like isoform X3
venom
Trichonephiline-8 MVADDLGAACDPVM (¥) | 1406,587 |  Web-silk 83% metalloproteinase | Centruroides
antarease TserMP_A- | sculpturatus
like isoform X3
Trichonephiline-9 FNRLLDTGFIL 1307,723 |  Web-silk 53% Conotoxin Conus
andremenezi




Trichonephiline-10 TIGRASSLSK 1018,577 |  Web-silk 76% Mr_precursor_155 Conus
marmoreus
. . . Conotoxin Superfamily Conus
- * - 0,
Trichonephiline-11 MTALSGAALCGPT (*) 1207,558 Web-silk 43% 11 episcopatus
uncharacterized protein Varroa
Trichonephiline-12 MSVVFAALGADDVL 1410,717 Web-silk 33% LOC111251952 isoform
X1 destructor
. . . hypothetical protein Stegodyphus
- - 0,
Trichonephiline-13 | EYVGVDPGFNVQPQQPHIIPL | 2350,264 Web-silk 70% X975_2052 mimosarum
T. clavipes Proteic i i web-silk 7506 i Trichonephila

extract of web-silk

clavipes

153
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Com base nos resultados de inseto-toxicidade apresentados aqui, os peptideos
Trichonephiline-1, -2, -3, -4, -8, -10 e -13 mostraram-se potencialmente tdéxicos em
relacdo aos outros, quando injetados na hemocele de abelhas Apis mellifera. Sendo
assim, para esses 7 peptideos que se mostraram toxicos foram iniciados novos testes

de inseto-toxicidades para ser estabelecido o valor dose letal (DLso) — figuras 44-46.
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Figura 44. Curva dose-resposta para a injegdo do Trichonephiline-1 na hemocele de abelhas A.
mellifera. Foram injetadas cinco diferentes concentragdes, além do grupo controle (solugado salina), e
observado o comportamento dessas abelhas em um periodo de 24 horas. Apds o término deste
bioensaio de inseto-tocixidade foi obtido o valor de DLso = 1,06 ng/mg (69 ng do extrato/65 mg da
abelha), com limite de confianc¢a (&rea cinza) = 0,78-1,55 ng/mg.



155

100 - ---'""'—'"--j:

75 h ”~
5
’/
50 4 7 . .
’ 7 Trichonephiline-2

2 DLs, = 0,846 ng/mg

% (55 ng do peptideo/65 mg abelha)

% de individuos mortos

0 1,53ng/mg  3,07ng/mg 4,61ng/mg 6,15ng/mg  7.69ng/mg

Concentragdo (ng/mg)

Figura 45. Curva dose-resposta para a injegdo do Trichonephiline-2 na hemocele de abelhas A.
mellifera. Foram injetadas cinco diferentes concentragfes, além do grupo controle (solucdo salina), e
observado o comportamento dessas abelhas em um periodo de 24 horas. Apds o término deste
bioensaio de inseto-tocixidade foi obtido o valor de DLso = 0,846 ng/mg (55 ng do extrato/65 mg da
abelha), com limite de confian¢a (area cinza) = 0,53-1,32 ng/mg.
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Figura 46. Curva dose-resposta para a inje¢cdo do Trichonephiline-3 na hemocele de abelhas A.
mellifera. Foram injetadas cinco diferentes concentracdes, além do grupo controle (solugdo salina), e
observado o comportamento dessas abelhas em um periodo de 24 horas. ApGs o término deste
bioensaio de inseto-tocixidade foi obtidos os valores de DLso = 1,01 ng/mg (66 ng do extrato/65 mg da
abelha), com limite de confianga (area cinza) = 0,67-1,52 ng/mg.



156

Para os peptideos nomeados de Trichonephiline -4, -8, -10 e -13 nao foi possivel
estabelecer o valor de dose letal (DLso) devido as medidas de distanciamento social e
restricbes de acesso a locais de coletas das abelhas, determinados pela Instituicao
decorrente a pandemia de COVID-19.

Os peptideos Trichonephiline -1, -2 e -3 apresentaram valor de DLso de 1,06
ng/mg, 0,84 ng/mg e 1,01 ng/mg, respectivamente — todos dentro dos limites de 95%
de confianga. Ao compararmos o valor de DLso do extrato vesicular da teia no presente
estudo (0,32 ng/mg), com o valor de DLso dos peptideos podemos constatar que o
extrato vesicular da teia se mostrou 2 a 3 vezes mais toxico em relacdo aos peptideos
sintetizados e purificados.

A diferenca de toxicidade entre o extrato vesicular da teia e peptideos
sintetizados pode ser explicada pelo fato de que os peptideos da teia estdo misturados
e aprisionados dentro de vesiculas lipidicas e provavelmente agem sinergicamente
quando entram em contato com a presa. Assim, a acao toxica dos peptideos pode ter
se apresentado de forma reduzida, uma vez que foram testados individualmente. E
preciso levar em consideracao que, quando uma presa € capturada pela teia, ela entra
em contato com centenas de goticulas e cada uma dessas goticulas contém milhares
de vesiculas lipidicas que além de aprisionarem em seu interior os peptideos toxicos,
também aprisionam uma mistura complexa de proteinas toxicas.

Para uma melhor compreenséao dos resultados obtidos do bioensaio de inseto-
toxicidade, sera apresentado logo abaixo uma breve discusséo sobre a potencial acédo
toxica e/ou bioinseticidas de venenos de aranhas, disponivel na literatura.

As aranhas séo eficazes predadoras, uma vez que usam seu veneno contendo
peptideos inseticidas como armas bioquimicas para a captura de suas presas. Devido
a alta especificidade e poténcia das suas toxinas peptidicas, novas descobertas de
toxinas inseticidas de venenos de aranhas estdo fornecendo uma oportunidade para
se obter compostos naturais para as aplicagbes na agricultura sem afetar a saude
humana (Wang et al., 2017).

Estudos de toxinas inseto-seletivas de venenos de aranhas tém fornecido
dados para o desenvolvimento de bioinseticidas (Zhang et al., 2003; Mourao et al,
2013). Como por exemplo, a toxina oxytoxin-la isolada da aranha-lobo Oxyopes
takobius, foi relatada por exibir uma positiva atividade de inseticida (DLso= 75ng/mg
em larvas de mosca). Porém, os mecanismos moleculares de agdo dessas toxinas

inseticidas permanecem incertos (Vassilevski et al., 2013). A neurotoxina brachyin,



157

caracterizada no veneno da aranha Brachypelma albopilosum, demonstrou forte efeito
letal em insetos (LDso= 0,005ng/mg em baratas adultas e LDs0=0,007ng/mg em
besouros) e atividade analgésica em mamiferos. Porém o mecanismo molecular de
acdo da brachyin também ainda permanece desconhecido (Zhong etal., 2014).

Além dessas, a PriT1, uma potente toxina inseticida isolada do veneno da
aranha Phoneutria reidyi, demonstrou toxicidade em moscas (DLso= 4nmol/mg) e em
baratas (DLso= 230nmol/mg), ambos quando injetadas via cavidade intratoréxica
(Oliveira et al., 2015). Enquanto que o veneno bruto desta mesma aranha apresentou
valor de DLso= 0,022ng/mg em moscas e 0,278ng/mg em baratas.

Estudos recentes de Jin e colaboradores (2017) identificaram uma toxina
inseticida, Ncla, isolada do veneno da aranha T. clavata, a qual exibiu potente
bioatividade inseticida com valor de DLso= 0,573ng/mg e inibicdo da corrente de canais
de sbdio e potassio de baratas. E ainda foi relatado que um peptideo inseticida,
denominado de Aela isolado de aranha Augacephalus ezendami, e outro denominado
de Dcla isolado da aranha Dieguetia canities, mostraram ter agéo seletiva em canais
de sédio de apenas algumas espécies animais (Bende, et al., 2014). Esses estudos,
com foco em peptideos inseticidas espécies-seletivos, podem abrir perspectivas para
encontrar ou modificar novos pesticidas que seréo inofensivos para o0s insetos néo-
alvos.

E conhecido que, uma diversidade enorme de aranhas possui uma grande
variedade de substéncias neuroativas em seus venenos, capazes de interagir com
alvos distintos no sistema nervoso de suas presas. Essas moléculas peptidicas tém
sido indicadas como ferramentas para aumentar nosso conhecimento sobre os
mecanismos moleculares da neurotransmissdo; desde mecanismos das funcdes
neuronais, como a elucidacao de canais idnicos ou caracterizacao das funcdes dos
receptores (Harvey et al., 1993). E consequentemente, as pesquisas com essas
neurotoxinas também estdo se voltando para o desenvolvimento de inseticidas
naturais, para aplicagcbes agricolas e drogas potenciais para o tratamento de
neuropatologias (Belleboni et al 2004; Yoshimoto et al., 2019; Baptista & Konno,
2020).

Assim como no veneno das aranhas, na teia da aranha T. clavipes foram
identificadas diversas proteinas (dos Santos-Pinto et al., 2016; Esteves, et al 2020) e
peptideos que sdo semelhantes a toxinas/neurotoxinas e enzimas proteoliticas

tipicamente caracterizados em venenos de aranhas, e de outros animais. A presencga
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dessas moléculas juntamente com os resultados dos ensaios de inseto-toxicidade tem
fundamentado a hipdétese de que a teia € uma complexa estrutura, que parece
desempenhar um papel “quimico-ativo” na captura e pré-digestdo de suas presas
(Salles et al., 2006; Marques et al., 2005; Volsi et al., 2006; dos Santos-Pinto et al.,
2016; Esteves et al., 2020). Sendo assim, a combinagcédo do veneno da aranha com
uma teia “quimicamente ativa”, favorece o processo de captura de presas tornando-o

mais eficiente.

4.3. Ensaio de Fluorescence Imaging Plate Reader (FLIPR)

Como mencionado na discussdo acima, uma variedade de substancias
neuroativas do veneno de diferentes aranhas s&o capazes de interagir com alvos
distintos no sistema nervoso de suas presas, como por exemplo, em canais idnicos
e/ou receptores neuronais. Sendo assim, além do ensaio de inseto-toxicidade, as
mesmas 13 sequéncias peptidicas foram submetidas a ensaios de FLIPR em células
de neuroblastoma SH-SY5Y, o qual avaliou a atividade das mesmas nos canais
ibnicos de ions sodio (hNav), ions célcio (hCavl.3 e hCav2.2), e no receptor
nAChRa7.

Verificou-se que 7 peptideos inibiram hNAv, hCav2.2, hCav1.3 e nAChRa7
(pelo menos 75% de inibicdo) em concentracbes de 1 mM. A Tabela 12 mostra
resumidamente os canais idnicos que foram inibidos por cada uma das 13 sequéncias
de peptideos. Os peptideos nomeados de Trichonephiline -1, -2, -3, -4, -8 e -13
apresentaram atividade inibitoria em Nav e Cav2.2, sendo que a atividade inibitoria foi
maior em Nav (Figura 47) do que em Cav2.2 (Figura 48) para a maioria dos peptideos.
O peptideo Trichonephiline-8 também inibiu Cav1.3 e nAChRa7 (Figuras 47-49),
enguanto o peptideo Trichonephiline-10 inibiu apenas o nAChRa7(Figura 49).
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Figura 47. Resultados do ensaio FLIPR apds adicdo de 1mM, 100uM, 10uM de sequéncias de
peptideos da teia de aranha de T. clavipes em canais de ions Nav, usando células de
neuroblastoma SH-SY5Y, Veratridina para evocar respostas de influxo de célcio (controle
positivo) e TTX para bloquear canais de Nav. a) Trichonephiline-1: MVDDALGAADAEMV b)
Trichonephiline-2:  GVDDALGAADNLDT c¢)  Trichonephiline-3: MVSVDLGAACMDPV  d)
Trichonephiline-4:  YVTDDALEAADNLES e)  Trichonephiline-8:  MVADDLGAACDPVM  f)
Trichonephiline-13: EYVGVDPGFNVQPQQPHIIPL.
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Figura 48. Resultados do ensaio FLIPR apés adicdo de 1mM, 100uM, 10uM de sequéncias de
peptideos da teia da aranha T. clavipes no canal de ions Cav 2.2, usando células de
neuroblastoma SH-SY5Y e 90 mM KCI 5 Mm CaCl2 para evocar respostas de influxo de célcio
(controle positivo) e CVIF para bloquear canais Cav 2.2. a) Trichonephiline-1: MVDDALGAADAEMV
b) Trichonephiline-2: EGVDDALGAADNLDT c¢) Trichonephiline-3: MVSVDLGAACMDPV d)
Trichonephiline-4:  YVTDDALEAADNLES e)  Trichonephiline-8:  MVADDLGAACDPVM  f)
Trichonephiline-13: EYVGVDPGFNVQPQQPHIIPL.
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Figura 49. Resultados do ensaio FLIPR apés adicdo de 1 mM, 100 uM, 10 uM de sequéncias de
peptideos da aranha T. clavipes usando células de neuroblastoma SH-SY5Y. a) Trichonephiline-
10: TIGRASSLSK contra o receptor AChRa7 usando Colina / PNU para evocar resposta ao influxo de
calcio e Tubocurarina para bloquear nAChRa; b) Trichonephiline-8: MVADDLGAACDPVM contra o
canal Cav 1.3 usando 90 mM KCI 5Mm CaCl2 para evocar a resposta ao influxo de calcio e Nefedipina
para bloquear Cav 1.3; c) Gréfico representativo mostrando atividade insignificante ou inibitéria baixa
para as outras sequéncias de peptideos.
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Figura 50. Ensaio de FLIPR contra canais Nav e Cav 2.2. a) Curvas de dose-resposta
representativas e b) valores IC50 (uM) para canais de Nav. c) Curvas de dose-resposta representativas
e d) valores de IC50 (uM) para o canal Cav 2.2. Trp 1: Trichonephiline-1 - MVDDALGAADAEMV, Trp
2: Trichonephiline-2 - EGVDDALGAADNLDT, Trp 3: Trichonephiline-3 - MVSVDLGAACMDPYV, Trp 4:
Trichonephiline-4 - YVTDDALEAADNLES, Trp 8: Trichonephiline-8 - MVADDLGAACDPVM, Trp 13:
Trichonephiline-13 -EYVGVDPGFNVQPQQPHIIPL.

E importante ressaltar que os mesmos peptideos que inibiram os canais idnicos
nos testes FLIPR, foram os mesmos que paralisaram mais de 70% das abelhas nos
testes de inseto-toxicidade (Tabela 12). Os peptideos Trichonephiline -5, -6, -7, -9, -
11 e -12 apresentaram atividade inibitoria baixa ou insignificante nos canais i6nicos
testados. Esses também foram os mesmos peptideos que paralisaram menos de 55%
das abelhas nos testes de inseto-toxicidade (Tabela 11).

Além disso, através da tabela 12 também foi possivel verificar a seletividade de
cada sequéncia peptidica para os diferentes canais i6nicos testados. Por exemplo, o
Trichonephiline-10 mostrou atividade inibitoria apenas para nAChRa7, ou seja, este
peptideo foi seletivo apenas para este receptor especifico. Ja o Trichonephiline-8
apresentou atividade inibitéria para todos os canais testados incluindo o receptor,
demonstrando que néo foi seletivo e, consequentemente, ndo possui um canal como

alvo especifico.

Tabela 12. Respostas de cada peptideo aos testes de inseto-toxicidade e FLIPR. Nome: nome
dado a sequéncia peptidica; Sequéncia: sequéncia peptidica; Nome da potencial proteina de origem:
nome da proteina obtido usando a ferramenta de pesquisa de alinhamento local basica (BLAST);
Bioensaio: Peptideos que paralisaram mais de 70% (cor vermelha) e menos de 55% (cor verde) das
abelhas, apés a injecdo de 200 ng/uL de cada sequéncia peptidica na hemocele de abelhas Apis
mellifera; Ensaio FLIPR: todas as sequéncias de peptideos que apresentaram resposta inibitéria em
concentragées de 1mM (assinalados com +), nos canais de ions Cav e Nav e receptor AChRa7,

utilizando células de neuroblastoma SH-SY5Y.

Trichonephiline-1 MVDDALGAADAEMV serpin B6 70
Trichonephiline-2 EGVDDALGAADNLDT venom anionic 76
peptide-5
Trichonephiline-3 MVSVDLGAACMDPYV TXLP4 73
Trichonephiline-4 YVTDDALEAADNLES venom toxin 93

meuTx19
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Trichonephiline-5

TAMKASVAAGALVSA

venom peptide
HtKTx2

40
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Trichonephiline-6

ASVAEPSQTPLW

venom peptide
U3-SYTX-
Sthilh_1

58]

Trichonephiline-7

MVDSVLGAACNNLT

venom
metalloproteinas
e antarease
TserMP_A-like
isoform X3

43

Trichonephiline-8

MVADDLGAACDPVM

venom

metalloproteinas
e antarease

TserMP_A-like
isoform X3

83

Trichonephiline-9

FNRLLDTGFIL

Conotoxin

58/

Trichonephiline-10

TIGRASSLSK

Mr_precursor_15
5

76

Trichonephiline-11

MTALSGAALCGPT

Conotoxin
Superfamily 11

43

Trichonephiline-12

MSVVFAALGADDVL

uncharacterized
protein
LOC111251952
isoform X1

88/

Trichonephiline-13

EYVGVDPGFNVQPQQPHIIPL

hypothetical
protein
X975 2052

70

Para uma melhor compreensao dos resultados obtidos do ensaio de FLIPR,

sera apresentado logo abaixo uma breve discussdo de dados encontrados na

literatura sobre a acéo de toxinas peptidicas oriundas de veneno das aranhas frente

a diferentes canais ibnicos.

As aranhas desenvolveram venenos altamente complexos, ricos em toxinas

peptidicas ativas para auxiliar na captura de suas presas; e esses venenos, em

particular, sdo ricos em moduladores de canal de ions sédio (Nav). Um terco de todas

as toxinas de canais de ions conhecidas de venenos de aranha atuam em canais de
Nav (Herziget al., 2011; Gilchristet al., 2014).
O peptideo ICK GpTx-1 (u/w-TRTX-Gr2a), isolado da tarantula Grammostola

rosea foi descrito pela primeira vez como um inibidor nanomolar de Cav (Ono et al.,

2011) e posteriormente como um inibidor nanomolar de Nav de Grammostola Porter,

com alta poténcia para o subtipo de canal de NaV1.7 (ICso de 10 nM) (Murray et al.,

2015).
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O peptideo Huwentoxin-IV (u-TRTX-Hs2a), isolado do veneno da aranha
chinesa Selenocosmia huwena, foi identificado pela primeira vez como um potente
inibidor de Nav (ICso de 30 nM) de correntes sensiveis a tetrodotoxina (TTX-S) em
neurdnios ganglionares da raiz dorsal em ratos adultos (Peng et al., 2002).

O peptideo ProTx-Il (B/w-TRTX-Tp2a) foi isolado da aranha Thrixopelma
pruriensusing e esta entre os inibidores de Nav mais potentes descritos até o
momento, com valor de ICso relatado de 0,3 nM, para a inibicdo de Navl.7
(Schmalhofer et al., 2008).

O peptideo CcoTx1 (B-TRTX-Cmla) € um potente inibidor de Nav, isolado da
tarantula Ceratogyrus cornuatus (Bosmans et al., 2006). Este peptideo tem forte
preferéncia pelo subtipo de NaV1.2 e menor afinidade para os alvos de NaV1.4 e
NaV1.5 (Shcherbatko et al., 2016).

Estudos de Klint e colaboradores (2014), através de ensaios de FLIPR,
analisaram 205 venenos brutos de aranhas frente a hNavl.7 humanos, expressos
endogenamente em células de neuroblastoma SH-SY5Y. Oitenta e dois venenos de
aranha inibiram hNaV1.7, enquanto trinta venenos ativaram hNaV1.7. E ainda alguns
venenos supostamente mostraram conter ambos, ativadores e inibidores de hNaV1.7.

Os canais de Cav2.2 sdo preferencialmente inibidos por uma gama de
peptideos ricos em pontes de dissulfeto (conotoxinas) isolados de caracdis marinhos
(Lewis et al., 2000 e Lewis et al., 2012). No entanto, alguns peptideos de veneno de
aranha com atividade em Cav2.2 também foram descritos de Haplopelma huwenum,
Agelenopsis aperta, Phoneutria nigriventer, Phoneutria reidyi e Segestria florentina
(Dos Santos et al., 2002; Vieira et al., 2007; Jiang et al., 2008).

Por exemplo, o veneno de Agelenopsis aperta forneceu a primeira fonte de
inibidores de Cav, tornando as agatoxinas alguns dos antagonistas do canal de Cav
de aranha mais estudados, sendo que as agatoxinas do tipo Il (w-Agatoxina-Aa2a)
exibem atividade em Cav2.2 (Adams et al., 1990; Sousa et al., 2013).

Sousa (2014), através de ensaios de FLIPR, examinou a bioatividade de
venenos de aranha em canais de Cav2.2 humanos, expressos endogenamente em
células de neuroblastoma SH-SY5Y. De 60 venenos brutos de aranha analisados,
50% inibiram pelo menos 50% das respostas de Ca®* mediadas por Cav2.2, indicando
gue os venenos de aranhas sdo fontes abundantes de inibidores de Cav2.2.

Em geral, os peptideos inseticidas que sdo potentes bloqueadores de canais

tém atividade inibitéria na magnitude de picomolar, nanomolar e até mesmo poucos
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micromolar. Os peptideos da teia da seda de T. clavipes apresentaram valores de ICso
que variaram de 250 a 742 uM e 334 a 896 uM para Nav e Cav 2.2 respectivamente
e, portanto, valores considerados altos (Tabelal2 e Figura 50).

Esses peptideos da teia estdo misturados e aprisionados dentro de vesiculas
lipidicas e provavelmente agem sinergicamente quando entram em contato com a
presa. Assim, a acao inibitéria dos peptideos pode ser reduzida, uma vez que foram
testados individualmente. E preciso levar em consideracéo que, quando uma presa €
capturada pela teia, ela entra em contato com centenas de goticulas e cada uma
dessas goticulas contém milhares de vesiculas lipidicas que aprisionam em seu
interior uma mistura complexa de proteinas e peptideos toxicos. Por fim, o ensaio de
FLIPR do presente estudo foi realizado com células de neuroblastoma humano SH-
SY5Y, e muito provavelmente, esses peptideos poderdo apresentar acdo seletiva
potente a células de insetos, 0s quais sdo 0s animais alvo da aranha. Futuramente é

necessario repetir o ensaio de FLIPR para células do sistema nervoso de insetos.

4.4. Ensaio Antimicrobiano com o extrato bruto da teia e peptideos sintetizados

Os ensaios antimicrobianos foram realizados com a finalidade de verificar se a
teia da aranha T. clavipes e/ou possivelmente alguns dos peptideos identificados na
seda desta teia apresentariam um potencial efeito antimicrobiano. Dessa forma, os 13
peptideos sintetizados e o extrato total da teia foram submetidos a ensaios
antimicrobianos contra 5 diferentes bactérias, dentre elas uma bactéria Gram+ e
quatro Gram- (Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Escherichia coli (ATCC 25922),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)). Os valores de dose-resposta para 0S
peptideos foram de 0,25 a 32 pg/mL (ou 0,156 a 20 uM), portanto, toda a amostra
indicada com valor de MIC <32 exibiu atividade antimicrobiana, conforme

demonstrado na tabela 13.
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Tabela 13. Resposta de cada sequéncia peptidica aos testes de antibiose.
Valores de concentracdo minima inibitéria (MIC) expressos em ug/mL, frente a
bactérias Gram+ e Gram-. Os valores de MIC com sinal de “<” indica que a amostra
exibiu atividade antimicrobiana (cor azul). Os valores de MIC com sinal de “>” indica
gue a amostra ndo exibiu atividade, ou exibiu atividade parcial na concentracdo mais
alta testada. Nome: nome dado a sequéncia peptidica; Sa: Staphylococcus aureus;
Ec: Escherichia coli; Kp: Klebsiella pneumoniae; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Ab:
Acinetobacter baumannii.

Trichonephiline-1 >32 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-2 >32 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-3 >32 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-4 >32 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-5 >32 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-6 <0.25 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-7 >32 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-8 >32 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-9 >32 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-10 >32 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-11 >32 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-12 >32 >32 >32 >32 >32
Trichonephiline-13 >32 >32 >32 >32 >32
T. cla\_/lpes web 532 >3 >32 - >392
Proteic extract

O Trichonephiline-6, apresentou MIC <0.25 pg/mL para a bactéria Gram+
Staphylococcus aureus, e 0 extrato total da teia apresentou MIC=2 ug/mL para a
bactéria Gram- Pseudomonas aeruginosa. Os valores de MIC observados para o
peptideo Trichonephiline-6 e para o extrato total da teia, apresentaram uma atividade
antibiotica significativamente alta. A tabela 13 mostra os resultados obtidos nos
ensaios de atividade antibidtica realizado para os 13 peptideos sintéticos, e a
discussdo abaixo faz a comparacdo desses peptideos a outros peptideos
antimicrobianos oriundos de venenos de aranhas, descritos em literatura, sendo os
resultados expressos em pg/mL ou puM.

Nos estudos de Ferreira e colaboradores (2016) foi demonstrado que a
peconha bruta da aranha Lasiodora sp inibiu o crescimento de S. aureus e de P.
aeruginosa - MIC de 31,25 pg/mL e 7,81 ug/mL, respectivamente. Afonso e

colaboradores (2015) isolaram e caracterizaram um peptideo antimicrobiano catiénico
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des-His16-LyeTx |, anadlogo de um peptideo obtido da peconha da aranha Lycosa
erythrognatha. O valor de MIC para este peptideo foi de 8 ug/mL para as amostras
de P. aeruginosa e 4 ug/mL nos testes com S. aureus. Enquanto que nos estudos de
Wang e colaboradores (2016), o peptideo Lycosin-Il isolado do veneno da aranha L.
singoriensis apresentou efeito inibitorio potente quanto testado nas bactérias S.
aureus e de P. aeruginosa - MIC de 3,1 e 12,5 pM, respectivamente. Sutti e
colaboradores (2015) isolaram a acilpoliamina chamada VdTX-I do veneno da
tarantula Vitalius dubius. Esta acilpoliamina demosntrou uma atividade antimicrobiana
significativa, quando testada em S. aureus — MIC entre 6,25 e 12,5 uM.

Também podemos mencionar os estudos realizados por Zhao e colaboradores
(2011). Nesse estudo os autores purificaram e caracterizaram um peptideo
antimicrobiano semelhante a defensina denominado Oh-defensina a partir do veneno
da aranha Ornithoctonus hainana. A Oh-defensina exerceu atividades antimicrobianas
potentes quando testados em S. aureus e de P. aeruginosa - MIC de 1,25 e 5 pug/mL,
respectivamente.

Assim como nos estudos com venenos de aranhas, mencionados acima,
também podemos mencionar alguns estudos que evidenciaram a presenca de
atividade antimicrobiana exercida pela amostra da seda da teia de diferentes aranhas.
Sendo que todos esses ensaios foram realizados com o extrato total da seda da teia.
Dessa forma, através de ensaio antimicrobiano por disco-difusao, realizado em placas
de agar, Amaley e colaboradores (2014) verificaram o potencial antibacteriano da
seda da teia da aranha Trichonephila pilipes. Esta seda teve a capacidade de inibir o
crescimento da bacteria E. coli, S. aureus e P. Aeruginosa. Wright e Goodacre (2012)
testaram a seda da aranha Tegenaria domestica contra bactérias Gram-positivas B.
subtilis e bactérias Gram-negativas E. coli e observaram que a seda foi eficaz contra
bactérias gram-positivas (B. subtilis), mas ndo contra bactérias gram-negativas (E.
coli). Pdérem, o estudo posterior de Al-Kalifawi e Kadem (2017) relatou a atividade
antimicrobiana da seda de Tegenaria domestica contra ambas bactérias, gram-
negativas e gram-positivas. E ainda, os estudos realizados por Phartale e
colaboradores (2019) demonstraram que a seda da aranha Pardosa brevivulva
apresentou potencial antimicrobiano significativo com propriedades bactericidas e
fungicidas. A seda foi capaz de inibir o crescimento de B. megaterium (MIC =1,67
pg/mL), S. typhi (MIC =0,83 pg/mL), K. Pneumoniae (MIC =1,67 pg/mL), A. flavus (MIC
=3,34 ug/mL), e C. albicans (MIC =1,67 pug/mL).
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De acordo com a literatura, o efeito antimicrobiano da seda provavelmente é
uma propriedade que pode ter evoluido para que a seda pudesse resistir a
decomposicao por microrganismos. A decomposic¢éo reduzida pode ser vantajosa se
diminuir os custos energéticos de manutencédo da teia, e/ou o nivel de microrganismos
prejudiciais aos quais uma aranha é exposta. O efeito pode ser ainda mais fortemente
selecionado em sedas que protegem os ovos em desenvolvimento, que podem ser
particularmente adaptados para resistir a decomposicdo ou destruicdo por
predadores, parasitas ou flutuacdes em condi¢cdes abidticas externas (Zhao et al.,
2005).

Além do ponto de vista ecoldgico e funcional, essas moléculas antimicrobianas
podem representar uma fonte promissora de potenciais novos antibiéticos. As
bactérias sdo notavelmente eficientes na adaptacdo aos estresses ambientais e
desenvolveram pelo menos um mecanismo de resisténcia para todas as 17 classes
de antibioticos que foram desenvolvidas até o momento (Alanis et al., 2005). Portanto,
h& uma necessidade urgente de descobrir e desenvolver novos antimicrobianos, com
novos mecanismos de acao (Saez et al., 2010).

Dessa forma, ao fazer-se uma comparacdo entre os peptideos citados na
literatura e os peptideos testados do presente estudo, observa-se que de maneira
geral que além do extrato da teia, a sequéncia peptidica Trichonephiline-6 pode ser
considerada um protetor da teia contra sua degradacao por bactérias, além de seu
um promissor modelo estrutural para o desenvolvimento de novos antibiéticos, pois
apresenta valores de MIC inferiores a maioria daqueles observados para seus

equivalentes ja relatados na literatura.

4.5. Perfilagem protedbmica da seda da teia e da secrecdo das glandulas

produtoras de seda por uma abordagem proteotranscriptomica

Deste ponto em diante serdo apresentados os resultados obtidos com a
abordagem proteotranscriptdmica. Essa analise foi realizada com a finalidade de se
investigar e elucidar o perfil proteinas das goticulas presentes nos fios de seda, e
também do perfil proteinas do secretoma das glandulas produtoras de seda. ApGs as
analises e processamento dos dados, foi possivel identificar um total de 75, 255, e 64
proteinas na glandula ampulada maior, agregada e seda da teia, respectivamente
(Apéndices A9-Al1l1). Todas essas proteinas foram inicialmente classificadas de
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acordo com as funcbes atribuidas pelas analises no Gene Ontology — G.O.
(componente celular, processo biologico e fungdo molecular).

Lembrando que a teia € o produto da secrecdo de diferentes glandulas
produtoras de seda envolvidas no processo de fiacdo, € importante considerarmos
gue a busca por papéis funcionais de proteinas na base de dados G.O. prevé funcao
molecular, processo bioldgico, e os componentes celulares (quando a informacéao esta
disponivel) com base em relatérios de papéis intracelulares destas proteinas. Os
papéis funcionais de proteinas secretadas ndo sdo bem preditos pelas pesquisas de
enriguecimento no G.O. (Dos Santos-Pinto et al., 2016); proteinas secretadas
geralmente desempenham apenas papéis individuais no meio extracelular, uma vez
que aparentemente, nao existem interacdes como as proteinas observadas em rotas
metabdlicas do citoplasma ou organelas.

O mecanismo de secrecdo das glandulas de seda de aranha ndo é bem
conhecido; algumas glandulas podem secretar os seus produtos através de
mecanismos holécrinos, enquanto outras glandulas podem secretar suas proteinas
através de um mecanismo merocrino e/ou apoécrino (Bell et al., 1969). Sendo assim, 0
secretoma das glandulas de seda pode conter uma mistura complexa de proteinas
gue sdo secretadas, e proteinas intracelulares tipicas (geralmente designadas como
“proteinas housekeeping”). Ha relatos freqlientes sobre a existéncia de citocromo-
oxidase C, chaperoninas e outras enzimas mitocondriais localizadas em regides extra-
mitocondriais, 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).

Com as andlises G.O. ndo é possivel prever de forma confiavel a funcédo de
proteinas, quando estas sdo secretadas para o meio extracelular; algumas vezes, na
presente investigagdo ocorreu uma situacdo semelhante. Sendo assim, decidiu-se
assumir a funcdo molecular destas proteinas previstas pelas analises G.O. e propor
uma adaptacdo dessa fungcéo a um processo biolégico especifico para a situacéo de
estudo no meio extracelular. Sendo assim, consideramos 0 processo bioldgico
especifico das amostras, ou seja, a complexidade das glandulas produtoras de seda
e a sua relacdo com processo de fiagdo para a construcao da teia, para classificar as

proteinas em diferentes grupos funcionais.


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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Portanto, as proteinas foram organizadas em seis diferentes grupos funcionais
relacionados com o seu papel, em potencial na teia (assim como descrito por Dos
Santos-Pinto et al., 2016): (i) proteinas estruturais da seda da teia; (ii) proteinas
relacionadas ao transporte de ions e oxigénio para manter a estabilidade das
espidroinas; (iii) proteinas relacionadas com o dobramento/conformacdo e
modificacdes pos traducionais (PTM) das espidroinas; (iv) proteinas relacionadas a
preservacao da espidroina contra o estresse oxidativo; (v) proteinas relacionadas a
preservacdo das caracteristicas fibrilares das espidroinas no meio ambiente; (vi)
proteinas relacionadas com a captura de presas e pré-digestao (Figura 51). Esses

grupos serdao melhor discutidos no decorrer deste capitulo.
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Figura 51. Distribuicdo das proteinas totais identificadas na seda da teia e das glandulas
produtoras de sedada aranha T. plumipes, organizado em seis diferentes grupos de acordo com
seu papel funcional relacionado a teia: (i) proteinas estruturais da teia de seda; (ii) proteinas
relacionadas ao transporte de ions e oxigénio para manter a estabilidade das espidroinas;(iii) proteinas
relacionadas ao dobramento/conformacéo e modificacdo de espidroinas; (iv) proteinas relacionadas a
preservacdo da espidroina contra o estresse oxidativo; (v) proteinas relacionadas a preservagédo das
caracteristicas fibrilares das espidroinas no meio ambiente; (vi) proteinas relacionadas com a captura
de presas e pré-digestao. As proteinas housekepping foram removidas.
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i) Proteinas estruturais da seda da teia

Na andlise do presente estudo um total de 13, 26 e 8 proteinas estruturais das
fibras de seda da teia foram identificadas na glandula ampulada maior, glandula
agregada e seda da teia, respectivamente. As proteinas estruturais da seda
identificadas neste grupo foram: aciniform spidroin protein AcSp (2 formas), aggregate
spider glue 2-like protein, partial (5 formas), aggregate spidroin 1, partial (2 formas),
aggregate spidroin protein AgSp-a, partial (2 formas), aggregate spidroin protein
AgSp-c (14 formas), sendo que a maioria delas foi identificada na glandula ampulada
maior (Apéndice A9-11).

As proteinas espidroina-1 e espidroina-2 sdo secretadas pela glandula
ampulada maior, e constituem as fibras da seda dos raios da teia orbital, do frame e
da linha de seguranca “escape” (Vollrath, 2000; Romer 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). A espidroina-1 esta presente em maior
quantidade na seda do que a espidroina-2, sendo uniformemente distribuida por todas
as fibras da seda. J& a espidroina-2 esta ausente nas regides periféricas, formando
aglomerados em determinadas areas centrais da fibra (Sponner et al., 2005; Yazawa
et al., 2011). Os resultados mostrados acima, revelam muitas diferentes formas de
espidroinas, que ainda ndo tém suas funcées bem conhecidas, abrindo um enorme
campo de trabalho para o futuro.

Mais de 95% das espécies de aranhas tecedoras de teia orbital garantem o
sucesso da captura de presas, produzindo fios viscosos equipados com goticulas
pegajosas. A glandula agregada produz um material pegajoso semelhante a cola (rico
em acidos graxos) que interage diretamente com a presa (Vollrath, 2000; Rémer et
al., 2008). Aparentemente, as glandulas agregadas parecem produzir e secretar as
goticulas pegajosas sobre as teias orbitais; essas goticulas sédo constituidas por uma
série de compostos organicos de baixo peso molecular (principalmente acidos graxos
de cadeia média), neurotransmissores, peptideos e proteinas que contribuem para a
alta viscosidade das goticulas, o suficiente para manter a presa grudada na teia
(Choresh et al., 2009; Sahni et al., 2011; Vasanthavada et al., 2012).
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(ii) Proteinas relacionadas com o transporte de ions durante o processo de fiacdo da

seda

Foram identificadas para este grupo 113, 26 e 8 proteinas relacionadas com o
transporte de ions durante o processo de fiacdo da seda na glandula ampulada maior,
glandula agregada e na seda da teia, respectivamente.

Neste grupo, foram identificadas as proteinas Hemocianinas (formas de A a G),
as quais estéo relacionadas com o transporte de ions e oxigénio nas glandulas durante
0 processo de fiacdo da seda (Apéndice A9-11). Estudos descrevem as hemocianinas
relacionadas, por exemplo, com o transporte de moléculas de oxigénio e ions cloreto,
e processos de oxirreducédo (Rehm et al., 2012). Durante o processo de fiacdo ocorre
uma notavel mudanca no meio, com o aumento na concentracao dos ions potassio e
fosfato, e uma diminuigédo na concentracao dos ions cloreto e sodio, remoc¢édo de agua
e uma leve acidificacdo do meio (Knight et al., 2001; Sheibel et al., 2009).

A estabilidade das proteinas em uma solucdo aquosa, geralmente € afetada
pelos ions circundantes. De acordo com estudos realizados, ions como sodio e
cloreto, presentes na glandula inibem a agregacdo das proteinas da seda, e
consequentemente a formacédo das fibras impedindo a separacédo da fase liquido-
liquido (Sheibel et al., 2009). Enquanto que ions como potassio e fosfato promovem a
agregacao das proteinas e formacdo da estrutura. Essa mudanca de ions, agindo
sinergicamente com a diminuicdo do pH no meio favoreceria o desdobramento e [3-
cristalizacao das proteinas da seda (Knight et al., 2000; Vollrath et al., 2001).

Estudos de Knight et al. (2001), sugerem que 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 iGnico durante o processo de fiacdo, o que
proporciona consequéncias importantes durante o dobramento das espidroinas.
Sendo assim, os muitos tipos de hemocianinas identificadas podem estar relacionados
com o transporte/remocéo de ions cloreto, sodio, potassio e fosfato; e moléculas de
agua que atuam no meio influenciando/favorecendo a estabilidade e dobramento das
espidroinas, quando as mesmas estdo sendo produzidas/sintetizadas pelas glandulas

As hemocianinas, ainda podem estar envolvidas na atividade da enzima
fenoloxidase, ou seja, na pigmentacao da teia. A fenoloxidase ocorre em quase todos

0s organismos, sendo essencialmente envolvida em varios processos como a
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resposta imune, cicatrizacao de feridas, pigmentacéo e esclerotizacéo nos artropodes
(Averdam et al., 2003; Cunningham et al., 2007; Jaenicke et al., 2008).

(iii) Proteinas relacionadas com o dobramento/conformacao e modificacées pos

traducionais (PTMs) das espidroinas

Foram identificados para este grupo 21 e 43 proteinas relacionadas ao
dobramento/conformacao e modificagdes pos-traducionais (PTMs) das espidroinas na
glandula ampulada maior e glandula agregada, respectivamente. Neste grupo foram
identificadas peptidil-prolil cistrans isomerase, dissulfeto isomerase, chaperonina e
proteinas de choque térmico, que podem atuar na complementacdo do dobramento
das espidroinas (Apéndice A9-11).

Em condigcbes normais, essas proteinas facilitam o transporte de proteinas
entre os compartimentos celulares, o dobramento de proteinas recém-sintetizadas e
a degradacao de proteinas instaveis (Parcellieret al., 2003). As proteinas de choque
térmico também foram identificadas nos estudos de Hou et al. (2007) com a glandula
de seda Bombix mori. Embora a funcao das proteinas de choque térmico seja incerta,
no presente estudo, sugere-se que desempenhem um papel no dobramento e
transporte das espidroinas, durante o processo de formacéo da fibra no ducto de

fiacdo da glandula.

(iv) Proteinas relacionadas com a protecdo das espidroinas contra o0 estresse

oxidativo

Para este grupo, foram identificadas 7 e 9 proteinas relacionadas a protecao
das espidroinas contra o estresse oxidativo na glandula ampulada maior e glandula
agregada, respectivamente. Este grupo inclui proteinas do citocromo P450 que
possivelmente estdo envolvidas na preservacdo das espidroinas contra o estresse
oxidativo, quando as mesmas estdo sendo produzidas/sintetizadas pelas glandulas
produtoras de seda (Apéndice A9-A11).

Ainda neste grupo, também estdo incluidas as proteinas tiorredoxina
peroxidase, superoxido dismutase e tiol peroxiredoxina (Kanzok et al., 2001; Apel et
al., 2004; Dayer et al., 2008). Essas proteinas, provavelmente estdo relacionadas
com a protecdo das espidroinas contra o estresse oxidativo dentro das glandulas, no
sentido de preservar intactas as estruturas das proteinas que constituem as fibras dos

diferentes tipos de sedas das teias.
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Tem sido sugerido que as proteinas peroxidases podem estar envolvidas
também na formacéao de ligacdes cruzadas covalentes de ditirosina, para fortificar as
fiboras da seda. A atividade de peroxidases ja havia sido detectada na glandula
ampulada maior das aranhas do género Trichonephila, e foi proposto que essa
atividade poderia catalisar a formacao de ligacdes cruzadas de ditirosina, e dessa
forma ajudar na estabilizacdo das proteinas das fibras na seda. No entanto, até entédo
essa formacdo de ligacdes cruzadas nas fibras da seda ndo 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
descritas como possivelmente envolvida em cross-linking da matrix extracelular da
glandula de seda (Suderman et al., 2006; Thein et al., 2009; Dong et al., 2013).

(v) Proteinas relacionadas com a preservacao fibrilar da seda no ambiente

Foram identificadas para este grupo 2 e 20 proteinas foram identificadas
relacionadas com a preservacao fibrilar de seda na glandula ampulada maior e
glandula agregada, respectivamente. A identificacdo dessas proteinas possivelmente
esta relacionada com a preservacdo das caracteristicas fibrilares das espidroinas,
guando as mesmas estdo expostas ao meio ambiente, aos radicais livres e
consequentemente variagcdes de umidade e temperatura (Apéndice A9-Al1l).

As proteinas identificadas foram: acetyl-CoA carboxylase, acyl-CoA synthetase
e fatty acid synthase. Essas proteinas podem estar envolvidas em processos
metabdlicos, como catalise e oxidacao de acidos graxos (Thorpe et al., 1995). Estudos
relatam que as fibras da seda de aranhas séo revestidas com uma camada de acidos
graxos que é aderida sobre a fibra, apés a sua formacéo pela aranha (Vollrath et al.,
2001; Salles et al., 2006; Sponner et al., 2007). Por exemplo, uma analise bioquimica
e ultra estrutural das goticulas que sdo depositadas sobre a teia da aranha T. clavipes
revelou a existéncia de muitas vesiculas formadas por acidos graxos em suspensao
no material aquoso dessas goticulas (Salles et al., 2006; Esteves, 2017). Os acidos
graxos encontrados na solugdo viscosa da teia sdo secretados pela glandula
agregada (Vollrath & Knight, 2001; Schulz, 2001; Romer et al., 2008).

Em uma investigacdo anterior sobre o papel dos acidos graxos na secrecao
defensiva do pseudoescorpido Mastigoproctus giganteus (escorpido-vinagre), relatou
0 acido caprilico como agente tensoativo. Esse acido além de promover o

espalhamento do material defensivo sobre a cuticula do inseto-presa, também auxilia
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a dissolver a camada protetora lipidica do exoesqueleto (cuticula) da presa. Este
processo facilita a difusdo do material defensivo do pseudoescorpido, como por
exemplo o &cido acético, para dentro do corpo da presa (Eisner et al., 1978).
Estabelecendo um paralelo com a teia de aranha, a presenca de &cidos graxos nas
goticulas da teia contribuiria para tornar a cuticula dos insetos-presa permeavel as

toxinas presentes nas vesiculas da teia.

(vi) Proteinas relacionadas com a captura e pré-digestao de presas

Foram identificadas 47 e 4 proteinas semelhantes a toxinas na glandula
agregada e seda da teia, respectivamente. A maior parte dessas proteinas sao tipicas
de venenos animais, ou seja, neurotoxinas utilizadas para a paralisia e morte de
presas (Apéndice A9-All).

Assim, neste grupo estdo incluidas diferentes toxinas, neurotoxinas e
proteoformas de metaloproteases que foram originalmente relatadas em venenos de
diferentes géneros de aranhas, tais como: Stonustoxin subunit alpha (Trichonephila
clavipes), Kunitz-type serine protease inhibitor A (Trichonephila clavipes), Astacin
(Trichonephila clavipes), Nephitoxin-Nspl1f (Nephila sp. SGP-2016), Nephitoxin-Nspla
(Nephila sp. SGP-2016), toxin 1 (Araneus ventricosus), Eretoxin-Ekla (Eresus
cinnaberinus), Deinotoxin-Dsula (Deinopis subrufa), Toxin CSTX-20 (Cupiennius
salei), U24-ctenitoxin-Pnla (Phoneutria nigriventer), Astacin-like metalloprotease toxin
2 (Loxosceles intermedia), CRISP/Allergen/PR-1 (Trittame loki).

Conforme descrito acima para a aranha T. plumipes, estudos anteriores ja
relataram a ocorréncia de proteinas e toxinas peptidicas tipicas de venenos, nas
goticulas da teia e glandulas de seda de outras aranhas tecedoras de teias orbitais,
como T. clavipes (Marques et I., 2005; Salles et al., 2006; Volsi et al., 2006; Zhang et
al., 2011; Sanggaard et al., 2014, dos Santos-Pinto et al., 2016; Esteves et al., 2020).

O sequenciamento gendbmico do DNA da aranha africana Stegodypus
mimosarum relatou a presenca de nove proteinas comuns entre as secrecdes do
veneno e das glandulas de seda dessa aranha. Entre essas proteinas foram
identificadas stegotoxins-A3, -B1l, -B2 and -B4; venom phospholipase-A2; venom
aminopeptidase-A; venom cystatin; astacin-like metalloprotease; venom pancreatic-
like triacylglycerol lipase-D (Sanggaard et al., 2014).

Outros estudos descrevem que os ovos da aranha “vilva-negra”, Latrodectus

tredecimguttatus, possuem toxinas (Yan et al, 2014) com atividade na degradacéo de
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proteinas teciduais, inibicdo em canais ibnicos (neurotoxinas), bloqueio da
transmissdo neuromuscular, anafilaxia, inducdo a apoptose e hiperalgesia (Xu &
Wang, 2016). Através de andlises protedmicas e transcriptomicas foram identificados
nos ovos de Latrodectus tredecimguttatus a neurotoxina U24-ctenitoxin-Pnla, além
de metalloprotease phopolipase, phosphatase, allergen, Plancitoxin-1 e entre outras
(Xu & Wang, 2016).

As toxinas de venenos animais (aranhas, serpentes, escorpides, moluscos
marinhos — Conus, e anémonas) sao frequentemente membros de grandes familias
de genes que representam bibliotecas combinatérias naturais; isto €, eles contém
grupos de toxinas que apresentam sequéncias homologas (Casewell et al., 2013;
Sachkova et al., 2014; Haney et al., 2014). Assim, a evolu¢cdo molecular de venenos
animais pode ser altamente dinamica e parece ser frequentemente moldada por
duplicacdo de genes e uma forte selecéo diversificada, assim como a co-evolucao e
a convergéncia (Fry et al., 2006; Binford et al., 2009; Doley et al., 2009).

Dessa forma, decidimos também realizar uma busca dos nossos dados contra
outros bancos de dados como o Artrhopoda e SwissProt. Isto permitiu que, além das
identificacbes das proteinas semelhantes a toxinas de venenos de aranhas, também
encontrassemos identificacbes de proteinas semelhantes a toxinas comumente
relatadas em outros venenos animais, como venenos de escorpifes, organismos
marinhos e insetos, em sua maioria da ordem Hymenoptera. Algumas dessas
proteinas identificadas séo: astacin-like metallopeptidase 3 protein (Tityus serrulatus),
Venom peptide SjAPI-2 (Scorpiops jendeki), Venom serine protease inhibitor (Apis
cerana), U-actitoxin-Avd3g (Anemonia viridis), Kunitz-type serine protease inhibitor A
(Fragments) (Rhipicephalus microplus), KappaPI-stichotoxin-Shd2a (Stichodactyla
haddoni), Neoverrucotoxin subunit alpha (Synanceia verrucose), Stonustoxin subunit
alpha (Synanceia horrida) — apéndice A9-A11.

Estes resultados estdo indicando que 0s genes destas proteinas/peptideos
podem ter evoluido independentemente em todos esses animais. Corroborando esta
hipétese é importante mencionar a ocorréncia do peptideo glacontryphan-M com
100% de cobertura de sequéncia presente nas asas da borboleta Hebomoia
glaucippe, o qual é estrutural e funcionalmente muito semelhante as toxinas peptidicas
relatadas nos venenos de Conus (Bae et al., 2012). Estudos de Esteves (2017)
tambeém identificaram na seda da teia da aranha T. clavipes a proteina glacontryphan-

M com 40% de cobertura de sequéncia. Além dessa conotoxina foram identificadas
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outras 85 proteinas semelhantes a conotoxinas tanto nas glandulas produtoras de
seda quanto na seda da teia, destacando a a-D-conotoxina Ms20.4 originalmente
isolada do veneno de Conus mustelinus que foi identificada com 100% de cobertura
de sequéncia na seda da teia de T. clavipes (Esteves, 2017).

Um papel ativo, além do papel mecanico de captura de presas, foi
anteriormente proposto para as teias de aranhas do género Trichonephila, quando
uma série de peptideos toxicos, proteases e neurotoxinas de baixas massas
moleculares foram relatadas em goticulas da teia de T. clavipes (Marques et al., 2005;
Salles et al., 2006; Volsi et al., 2006). A identificacdo de diversas neurotoxinas no
presente resultado sugere que estas proteinas contribuem para a paralisia de presas,
facilitando a captura, e corrobora com a hipétese de que a teia da aranha T. plumipes
também desempenha um papel ativo na captura dessas presas.

Hypothetical or Uncharacterized

Fibrilar preservation of silk in the web

Folding/conformation and PTM of spidroins

Prey capture and pre-digestion

Silk protection against oxidative stress

Transport of ions during silk fiber spinning

Web silk proteins

Web Major ampullate  ® Aggregate

Figura 52. Distribuicdo das proteinas identificadas de acordo com seu papel funcional nas
glandulas produtoras de seda e na seda da teia. As proteinas foram organizadas em seis grupos
funcionais diferentes: (i) proteinas estruturais da seda da teia; (ii) proteinas relacionadas ao transporte
de ions e oxigénio para manter a estabilidade das espidroinas; (iii) proteinas relacionadas ao
dobramento/conformacao e modificacao de espidroinas; (iv) proteinas relacionadas a preservacao da
espidroina contra o estresse oxidativo; (v) proteinas relacionadas a preservacao das caracteristicas
fibrilares das espidroinas no meio ambiente; (vi) proteinas relacionadas com a captura de presas e pré-
digestéo.

A figura 52 mostra a contribuicdo de cada glandula para a biossintese de
proteinas de cada grupo funcional, bem como a quantidade de proteinas em cada
grupo presente na teia. Assim, as proteinas espidroinas, que compdem as fibras da
seda, foram produzidas por ambas as glandulas ampulada maior e agregada. Ja a
biossintese e secrecao de proteinas semelhantes a toxinas, neurotoxinas e enzimas

proteoliticas foram observadas apenas na glandula agregada.
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Podemos notar que a maioria das proteinas secretadas pela glandula
ampulada maior esta relacionada a funcao de protecdo da seda contra o estresse
oxidativo. Enquanto que para a glandula agregada, a maioria das proteinas esta
relacionada a captura e pré-digestao da presa, uma vez que essa glandula produz e
secreta as goticulas aquosas na teia, e que por sua vez contém as vesiculas lipidicas
gue aprisionam os peptideos e proteinas toxicas em seu interior.

Estudos, utilizando de uma abordagem protedmica e transcriptdmica, tem
demonstrado que apesar de todas as glandulas produtoras de seda da aranha T.
clavipes contribuirem na biossintese e secrecao de proteinas semelhantes as toxinas
e neurotoxinas da teia, a glandula agregada € a que mais contribui de forma
abundante - foram identificadas mais de 190 proteinas semelhantes a toxinas nesta
glandula. (dos Santos-Pinto et al., 2019; Esteves et al. 2020).
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5. CONCLUSAO

Para a aranha T. clavipes:

Foram identificadas um total de 729 sequéncias de peptideos (glandulas e
seda). Todos esses peptideos foram organizados em 4 grupos: (i) peptideos
estruturais da seda; (ii) peptideos potencialmente originados de toxinas; (iii) outros
peptideos (que ndo apresentam um papel funcional, em potencial na teia); e (iv)
peptideos ndo caracterizados. O grupo dois (i) € composto por uma série de
sequéncias peptidicas que sdo semelhantes a proteinas tipicas de venenos animais,
ou seja, toxinas, neurotoxinas, enzimas digestivas utilizadas para pré-digestdo das
presas, e toxinas que causam paralisia/morte das presas. Foi observado que
principalmente a glandula ampulada maior e a glandula agregada, podem sintetizar e
depositar sobre a seda da teia sequéncias peptidicas pertencentes ao grupo (i) e (ii).

Treze sequéncias de peptideos foram sintetizadas em fase sdlida para que
posteriormente o potencial téxico dos mesmos fossem avaliados em ensaios de
inseto-toxicidade. Os peptideos nomeados de Trichonephiline -1, -2, -3, -4, -8, -10 e -
13, foram considerados toxicos, pois apresentaram taxa de mortalidade 270%, apos
a injecao da concentracao de 200 ng/uL na hemocele de abelhas A. melifera. O extrato
vesicular da teia, também apresentou agéo toxica com o valor de DLso=0,323 ng/mg.
Os mesmos peptideos que apresentaram efeitos toxicos também inibiram diferentes
canais ibnicos, tais como, hNAv, hCav2.2 e hCav1.3 e o receptor nAChRa7 em
concentracfes de 1mM. Possivelmente, esses peptideos ndo tém alto efeito inibitério
guando testados individualmente. Na natureza, esses peptideos sdo misturados e
aprisionados dentro de vesiculas lipidicas, e provavelmente agem sinergicamente
quando entram em contato com a presa.

Além dos peptideos potenciais inseticidas envolvidos na captura de presas,
também foi identificado um peptideo que desempenhou acado antibidtica. O peptideo
Trichonephiline-6 apresentou MIC <=0.25 pug/uL para a bactéria Gram+
Staphylococcus aureus. O extrato total da teia também apresentou acao antibidtica
com valor de MIC <= 2 ug/mL para a bactéria Gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa. Tanto o peptideo Trichonephiline-6 quanto o extrato total da teia
apresentaram atividade antibiotica significativamente alta, se comparado com dados
encontrados na literatura. A presenca do peptideo Trichonephiline-6 pode estar

contribuindo como mecanismo de defesa da teia para que a seda, ou até os ovos da
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aranha em desenvolvimento, resistam a decomposi¢cdo microbiana. Também néo se
pode desconsiderar a possibilidade de que tais peptideos também podem atuar
prevenindo a infec¢do das presas capturadas e paralisadas, que servirdo de alimento
para as aranhas.

Portanto, os peptideos toxicos e antibidticos identificados neste trabalho
juntamente com as proteinas neurotéxicas, enzimas proteoliticas e defensinas (ja
caracterizadas na literatura), tém fundamentado a hipétese de que a teia € uma
complexa estrutura que desempenha um papel “quimico-ativo” na captura de suas

presas.

Para a aranha T. plumipes:

Foram identificadas um total de 932 proteinas (glandulas e seda). Todos essas
proteinas foram organizados em 5 grupos: (i) proteinas estruturais da seda da teia;
(i) proteinas relacionadas ao transporte de ions e oxigénio para manter a estabilidade
das espidroinas;(iii) proteinas relacionadas com o dobramento/conformacdo e
modificacdes pés traducionais (PTM) das espidroinas; (iv) proteinas relacionadas a
preservacao da espidroina contra o estresse oxidativo; (v) proteinas relacionadas a
preservacdo das caracteristicas fibrilares das espidroinas no meio ambiente; (vi)
proteinas relacionadas com a captura de presas e pré-digestado. Foi observado que
apenas a glandula agregada pode sintetizar e depositar sobre a seda da teia proteinas
pertencentes ao grupo (vi).

Dessa forma, a analise proteotranscriptdmica revelou que a seda da teia e a
glandula agregada da aranha T. plumipes contém toxinas e neurotoxinas semelhantes
as encontradas nos venenos de aranhas, escorpifes, insetos e até organismos
marinhos. Assim, como a aranha T. clavipes os resultados da aranha T. plumipes
revelou que a teia ndo é uma ferramenta simples e passiva para a captura mecanica
de presas, mas uma arquitetura naturalmente sofisticada que desempenha um papel
ativo durante a captura de suas presas.

Os resultados demonstrados no presente capitulo contribuem para um melhor
entendimento da interacdo quimico-ecoldgica na captura de insetos-presa pela teia
da aranha do género Trichonephila. Esses resultados também poderéo contribuir para
futuros estudos, que possam possibilitar o uso dessas moléculas no desenvolvimento

de inseticida-seletivo e/ou antibidticos.
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CAPITULO 3

Distribuicéo espacial dos peptideos sobre as
goticulas da seda da teia da aranha Trichonephila

plumipes
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RESUMO

Assim como as aranhas T. clavipes, as aranhas T. plumipes sdo aranhas
construtoras de teias orbitais. Essas aranhas utilizam suas teias principalmente como
ferramenta na captura de presas. No capitulo anterior foi evidenciado que a teia da
aranha T. plumipes possui diversas proteinas, dentre elas as proteinas estruturais da
seda (espidroinas), e além dessas, foram destacadas as proteinas identificadas como
semelhantes a toxinas. As proteinas semelhantes a toxinas também foram
identificadas na glandula produtora de seda agregada desta aranha. Além deste
estudo, existem poucos ou nenhum estudo sobre a morfologia e analise quimica de
macromoléculas constituintes da seda da teia e/ou das glandulas produtoras de seda
para a espécie T. plumipes. Considerando isso, neste capitulo foram apresentados
principalmente os resultados das andalises de imagens morfologicas e quimica-
espacial dos peptideos distribuidos nos fios de captura da teia da aranha T. plumipes.
Através de microscopio optico, foi observado que assim como em outras espécies do
género Trichonephila, a teia da aranha T. plumipes possui goticulas oleosas
depositadas sobre a teia que provavelmente sdo produzidas e secretadas pela
glandula agregada. Essas goticulas apresentaram morfologia globular, com tamanhos
de aproximadamente 100 um de diametro, distribuidas em intervalos regulares ao
longo do fio. Posteriormente, através da andlise de imageamento quimico por
espectrometria de massas (IMS-MALDI) foram investigadas as distribuicdes de 20
peptideos sobre os fios de seda e também em cortes da glandula agregada, sendo
gue 6 peptideos foram compartilhados por essas amostras. Esta foi a primeira vez que
foi realizada a analise IMS-MALDI da seda da teia de uma aranha, e evidenciado que
a distribuicao dos peptideos na teia ocorre de forma heterogénea. Por fim, através de
analise de sequenciamento de novo foi possivel determinar 11 sequéncias primarias
dos 20 peptideos investigados. Quatro sequéncias peptidicas denominadas de
Trichonephiline-16, -17, -19 e -20 oriundos da teia da aranha T. plumipes, se
mostraram similares a duas sequéncias dos peptideos Trichonephiline-1 e -2,
previamente identificados como “semelhantes as toxinas” na teia de aranha de T.
clavipes. Embora as sequéncias de peptideos da seda da teia da T. plumipes sejam
conservadas as sequéncias de peptideos da seda da teia da T. clavipes, isso néo
significa que esses peptideos exercerdo a mesma fungdo. Em estudos futuros sera

necessario sintetizar as sequéncias primarias desses peptideos oriundos da seda da
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T. plumipes e realizar ensaios de inseto-toxicidade para avaliar o efeito toxico dos
mesmos. Portantos, os resultados deste capitulo contribuiram para um melhor
entendimento sobre a morfologia e distribuicdo espacial de alguns peptideos nas
goticulas depositadas sobre a teia; além de também corroborar com a hipétese de que
a teia € uma arquitetura naturalmente sofisticada que desempenha um papel ativo

durante a captura de suas presas.

Palavras chave: seda de aranha, glandulas agregadas, toxinas, imageamento

quimico, espectrometria de massas.
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ABSTRACT

T. plumipes spiders use their webs mainly as a tool to capture prey. In the previous
chapter, it was shown that the T. plumipes spider web has several proteins, among
them the structural silk proteins (spidroins) and, besides these, the proteins identified
as toxin-like were highlighted. Toxin-like proteins were also identified in the aggregated
silk-producing gland of this spider. Apart from this study, there are few or no studies
about morphology and chemical analysis of constituent macromolecules from the T.
plumipes web silk and/or silk producing glands for these species. This chapter mainly
presentes the morphological and chemical-spatial image analyses results of peptides
distributed in the T. plumipes spider web threads. Using light microscopy, it was
observed that in other species of the genus Trichonephila, the T. plumipes spider web
has oily droplets deposited on the web that are probably produced and secreted by the
aggregate gland. These droplets showed globular morphology, with sizes of
approximately 100 pum in diameter, distributed in regular intervals along the web.
Subsequently, through chemical imaging analysis by mass spectrometry (IMS-MALDI),
the distribution of 20 peptides on the silk threads and sections of the aggregated gland
were investigated and 6 peptides were shared by these samples. This was the first
time that IMS-MALDI analysis of spider web silk was performed, and evidenced that
the distribution of peptides in the web occurs heterogeneously. Finally, by de novo
sequencing analysis, it was possible to determine 11 primary sequences of the 20
peptides investigated. Four peptide sequences named Trichonephiline-16, -17, -19
and -20 originating from the T. plumipes spider web, showed similar to two peptide
sequences named Trichonephiline-1 and -2, previously identified as "toxin-like" in the
T. clavipes spider web. Although the silk peptide sequences from the T. plumipes web
are conserved the silk peptide sequences from the T. clavipes web, this does not mean
that these peptides will exert the same function. In future studies, it will be necessary
to synthesize the primary sequences of these peptides from the T. plumipes silk and
perform insect-toxicity assays to evaluate their toxic effect. Therefore, the results of
this chapter contributed to a better understanding of the morphology and spatial
distribution of some peptides in the droplets deposited on the web; and also
corroborated the hypothesis that the web is a naturally sophisticated architecture that
plays an active role during prey capture.
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Keywords: spider silk, aggregated glands, toxins, chemical imaging, mass

spectrometry.
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1.INTRODUCAO

A aranha Trichonephila plumipes € uma espécie de aranha encontrada na
Australia, Indonésia e algumas ilhas do Pacifico. Esta aranha costuma construir suas
teias grandes e circulares em locais altamente urbanizados devido a maior
disponibilidade de alimentos, temperaturas mais altas e menos predadores (Kerr et
al., 2018).

No capitulo anterior foi evidenciado que a teia da aranha T. plumipes possui
diversas proteinas, dentre elas as proteinas estruturais da seda (espidroinas), e além
dessas, foram destacadas as proteinas identificadas como semelhantes a toxinas.
Sendo que, as proteinas semelhantes a toxinas também foram identificadas na
glandula produtora de seda agregada desta aranha.

De forma geral, existem poucos estudos sobre a aranha T. plumipes, e quase
gue a totalidade séo acerca do comportamento de canibalismo sexual das fémeas, e
alguns estudos sobre a propriedades de resisténcia dos fios de seda (Elgar et al.,
1996; Kasumovic et al., 2006; Schneider et al., 2001; Whaite et al., 2018).

Considerando isso, neste capitulo a fim de se obter mais informacfes
morfologicas da teia, através de microscopio invertido foram apresentados resultados
das analises de imagens das goticulas que estdo depositadas sobre os fios de seda.
Além disso, através de imageamento quimico por espectrometria de massas foram
adquiridas e analisadas pela primeira vez imagens da distribuicdo quimica-espacial
de alguns peptideos sobre os fios da teia aranha T. plumipes.

O imageamento por espectrometria de massas (Mass spectrometry imaging
-MSI) tem emergido como uma importante ferramenta analitica na ultima década,
mostrando informac¢des valiosas em varios campos do conhecimento (WU et al.,
2013). No presente estudo para as analises de imageamento das goticulas
depositadas sobre os fios de seda sera aplicada a técnica de IMS-MALDI. Uma das
vantagens mais atrativas do imageamento por MALDI é a visualizacdo de
moléculas individuais, presentes nas superficies de secdes de tecidos sem a
necessidade da utilizacdo de anticorpos, coloracéo, ou etapas demoradas de pré-
tratamentos.

Ao longo dos ultimos anos diversos métodos para o estudo de moléculas in
situ tém sido desenvolvidos, possibilitando a analise de uma variedade de moléculas

por IMS (Rubakhin e Sweedler 2010). Essa tecnologia tem sido rotineiramente
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aplicada para andlise de diversos compostos biolégicos e ndo bioldgicos, tais como:
proteinas, peptideos, lipidios, compostos de baixa massa molecular, nucleotideos,
metabdlitos, cosméticos, dentre outros, devido a sua capacidade Unica de identificar
e resolver espacialmente diferentes compostos simultaneamente (Eleanor et al.; 2013;
Ye et al, 2013; Oliveira et al, 2013; Schwamborn e Caprioli, 2010). Apesar dessas
carcateristicas interessantes, o IMS-MALDI sé tem sido aplicado a cortes e estruturas
biolégicas planas; por isso, estamos ainda trabalhando para adaptar o uso dessa

técnica a estruturas cilindricas, como os fios das teias de aranhas.
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2. OBJETIVOS

1. Analisar a disposicao das goticulas sobre os fios de seda presentes na espiral
de captura da teia da aranha T. plumipes, através de microscépia Optica

invertida;

2. Investigar a distribuicAo espacial do conteudo peptidico identificados,
principalmente sobre os fios de seda na teia e também em cortes da glandula

agregada da aranha T. plumipes, através da analise MALDI-Imaging;

3. Analise de sequenciamento de novo dos peptideos da seda da teia e da
glandula agregada, a fim de apenas combinar a massa do peptideo obtida por
esta analise, com a massa correspondente identificada na analise MALDI-

Imaging e, consequentemente, obter as sequéncias dos peptideos;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéao das glandulas agregadas e da seda da teia da aranha T. plumipes
As aranhas T. plumipes e suas teias foram coletadas no campus da

Universidade Queensland localizada na cidade de Brisbane, Queensland, de maneira

georreferenciada (-2729°52.8 ”S 15301°01.9E”). As teias foram limpas com o auxilio

de pincas para a retirada de particulas contaminantes. E por fim, as aranhas foram

dissecadas para a retirada das glandulas produtoras de seda agregada.

3.2. Microscopia da teia da aranha T. plumipes

A teia foi disposta em lamina de vidro, para entdo ser observada em um
microscoépio invertido. N&o foi realizado nenhum tipo de coloracdo das laminas. As
fotomicrografias foram adquiridas por meio de uma camera digital Qil CCD, adaptada
a um microscopio invertido Nikon Ti-U. Para a aquisicao das imagens foi utilizado o

software NIS Elements-BR e NIS Elements F.

3.3. Imageamento quimico por espectrometria através de MALDI (IMS-MALDI)
3.3.1 IMS-MALDI das goticulas sobre os fios da teia T. plumipes

Uma modificacéo de protocolos publicados (Caprioli et al., 1997; Yarnold et al.,
2012) foi usada para investigar o conteudo de peptideos das goticulas presentes na
teia da aranha T. plumipes através da andlise de imagens de IMS-MALDI. Sendo
assim, inicialmente um fragmento da seda da teia foi inserido em uma lamina de vidro
e fotografado opticamente por microscopio (Olympus, BX51). Posteriormente, a
lamina de vidro contendo o fragmento de teia foi imersa em metanol 100% (v/v) por
10 segundos antes da aplicagao da matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA,;
7 mg / mL em 50% ACN, 0,2% acido trifluoroacético) através do pulverizador
automatizado de matriz (Bruker ImagePrep). N&o foi aplicada na lamina vidro a
solugéo de tripsina, ou qualquer solugéo de digestao, pois o objetivo foi investigar

apenas os peptideos na sua forma natural.

3.3.2. IMS-MALDI da glandula agregada da aranha T. plumipes

A glandula agregada foi incluida em cera de parafina para que posteriormente
fosse realizado cortes com 7 um de espessura. Os cortes foram inseridos em laminas
de vidro, desparafinizados por lavagem cuidadosa com xileno e fotografadas
opticamente por microscopio (Olympus, BX51). Posteriormente, a lamina de vidro
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contendo o corte da glandula foi imersa em metanol 100% (v/v) por 10 segundos antes
da aplicacdo de matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA; 7 mg / ml em 50%
ACN, 0,2% de acido trifluoroacético) através do pulverizador automatizado de matriz
(Bruker ImagePrep). Nao foi aplicada na lamina vidro a solugcdo de tripsina, ou
qualquer solucédo de digestao, pois o objetivo foi investigar apenas os peptideos na

sua forma natural.

3.3.3. Analise de IMS-MALDI

O software FlexControl 2.1 (Bruker) foi utilizado para operar o espectrometro
de massa UltraFlex Il TOF-TOF (Bruker) em ambos os modos: positivo linear e
positivo de refletor. Para ambos os modos de operagéao, um tamanho de laser pequeno
foi escolhido para dar uma resolucéo espacial de 50 ym, com 300 tiros de laser por
ponto de varredura, e habilitada a supresséo de ions da matriz até 980m/z. Os dados
adquiridos foram subsequentemente analisados através do software Fleximaging 2.1
(Bruker) o qual disponibiliza os dados em mapas de intensidade de ions 2D,
produzindo um espectro médio baseado nos espectros individuais normalizados

adquiridos durante o experimento.

3.4. Analise de sequenciamento dos peptideos encontrados no secretoma da
glandula agregada e da seda da teia
3.4.1. Extracdo dos peptideos presentes na seda da teia e na secrecdo da
glandula agregada

As amostras de seda da teia e das glandulas agregadas foram armazenadas
em frascos distintos para a extracao dos peptideos. Logo apds, as amostras foram
suspensas em agua Milli-Q (v/v) na presenca de inibidores de proteases (p-
metilsulfonil fluoreto - PMSF) 10 Mm e um coquetel de inibidores de proteases (Sigma)
a 25°C, sendo que as glandulas foram comprimidas com o auxilio de um mini-pistilo
de Teflon, para provocar a liberacdo do conteudo glandular. Em seguida, a amostra
contendo o secretoma da glandula agregagda e a solucdo aquosa contento a seda da
teia foram centrifugadas individualmente a 12.000 x g por 10 minutos a 4° C com os
sobrenadantes sendo coletados, filtrados em filtro hidrofobico de acetato-celulose 0,45
pum (Millipore) e liofilizados. Posteriormente, cerca de 5-50 ug dos extratos da glandula
agregada e da seda da teia foram entdo incubados com 20 uL de tampéao de redugao

/ alquilacdo (carbonato de aménio 50 mM pH 11, 1% de iodoetanol, 0,025% de
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trietilfosfina em 48,5% de acetonitrila) por 2 horas a 37°C. As amostras reduzidas e
alquiladas foram entéo liofilizadas, e mantidas em freezer -20° C até o momento da

analise em LC-MS.

3.4.2. Procedimentos experimentais para andlise dos peptideos - aquisicdo e
analise de dados

Os extratos da glandula agregada e seda da teia (previamente reduzidos e
alquilados) foram solubilizados em acido férmico a 1% (v/v), acetonitrila 2,5% (v/v) e
carregados em uma coluna Zorbax 300SB-C18 de 150 x 0,1 mm (tamanho de
particula de 3,5 um, tamanho de poro 300 A) em um sistema Nano LC (Shimadzu). O
fluxo de saida de LC foi acoplado a um espectrémetro de massa Triplo TOF (SCIEX
5600) equipado com uma fonte de ions Turbo V. Os peptideos foram eluidos em um
gradiente de 70 min de 1-40% de solvente B (90% de acetonitrila, 0,1% de &cido
férmico) e solvente A (0,1% de &acido féormico) a uma taxa de fluxo de 0,2 mL / min.
Varreduras de MS1 foram adquiridas em uma faixa de m/z 350-1800, e ions
precursores na faixa de m/z 350-1500 com carga +2 a +5. As varreduras de MS/MS
foram adquiridas com um tempo de acumulacao de 250 milisegundos (ms) e um ciclo
de tempo de 4 segundos. A opg¢ao “rolling collision energy” foi selecionada, permitindo
gue a energia de colisdo seja variada dinamicamente com base em valores de m/z e
de z do ion precursor. Até 20 espectros de MS/MS semelhantes foram agrupados a
partir de ions precursores que diferem em menos de 0,1 Da.

Os espectros de massa resultantes foram analisados no software ProteinPilot
4.0.8085 (Sciex). Uma tolerancia de massa de 50 mDa foi usada para ions precursores
e MS/MS. Os espectros de massa em tandem também foram analisados usando o
software Analyst 6.1 e PeakView (Sciex). Em seguida, foram também manualmente
analisados para a confirmacao dos resultados, conforme método de interpretacdo e
sequenciamento de peptideos descrita por Cantu et al. (2008). Por fim, apés a
determinacdo das sequéncias peptidicas, estas foram comparadas com sequéncias
depositadas em bancos de dados (sequéncia de proteinas ndo redundante) por meio
da ferramenta de busca de alinhamento local basica - BLASTp:
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A comparag¢do com sequéncias depositadas
em bancos de dados nos ajudou inicialmente na classificacdo e identificagdo das

sequéncias peptidicas oriundas da amostra da teia da aranha T. plumipes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados seréo apresentados e discutidos de forma que a leitura do texto
e interpretacdo dos dados, no decorrer deste capitulo, possa ocorrer de maneira
compreensivel, mas ndo necessariamente refletem a ordem em que o estudo foi
realizado.

ApoOs a coleta das teias, as mesmas foram observadas em microscopio para
verificar a integridade dos fios e se ndo estavam contaminados, por folhas, ou mesmo
cuticulas e restos de outros animais. Assim, as melhores regides da teia (as regides
mais estruturadas e preservadas em termos arquiteténicos) foram selecionadas e
fotografadas para posterior andlise pelo MALDI-Imaging (Figura 53a-d).

Da mesma forma, secc¢des de tecido da glandula agregada foram selecionadas
e fotografadas para posterior analise pelo MALDI-Imaging. A glandula agregada foi
escolhida para andlise de MALDI-Imaging uma vez que esta glandula € a responsavel
pela producéo e secrecdo das goticulas sobre os fios da teia. Conforme mostrado na
figura 54, no momento em que a teia entra em contato com a lamina de vidro, as
goticulas se tocam umas as outras e, portanto, ndo permanecem em sua forma

intacta.

Figura 53. a) T. plumipes - aranha tecedora de teia orbital, coletada no campus da Universidade de
Queensland em Brisbane, QLD, Australia. b) Fio de seda sem goticulas. c) Goticulas depositadas ao
longo do fio de seda. d) Visdo aproximada das goticulas depositadas sobre os fios da teia. As imagens
da teia em b,c e d foram obtidas com o microscépio Invertido Nikon Ti-U.
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Através das fotomicrografias da teia da aranha T. plumipes foi observado a
presenca de diversas goticulas distribuidas ao longo dos fios da teia; as mesmas
apresentaram morfologia globular, com tamanhos de aproximadamente 100 pm de
diametro (®), distribuidas em intervalos regulares ao longo do fio da teia (Figura 53c-

d). A figura 53b possibilita a visualizacdo apenas das fibras do fio.

2717+ 1Da

Magnification: 2%

Figura 54. a) Imagem obtida por microscopia invertida da seda da teia em uma lamina de vidro
evidenciando as goticulas tocando umas as outras. b) Esquema representativo das goticulas se
tocando umas as outras (feito & partir da figura “a”). c¢) Area da teia selecionada, evidenciando os fios
de seda analisados por MALDI-Imaging. d) Imagem da distribuicdo do peptideo de valor de m/z 2717
a forma ([M+H]*) detectado na seda da teia de T. plumipes. A alta intensidade é representada pelas
cores vermelho/rosa; e a baixa intensidade representada pelas cores azul/preto.

Considerando-se que a manutenc¢ao das goticulas depositadas nos fios da teia

ocorre regularmente, esperava-se que 0 conteudo de peptideo também fosse
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distribuido de maneira uniforme. Porém, o primeiro fato a ser notado em nossos
resultados foi que a imagem gerada pela técnica de MALDI-Imaging revelou que a
distribuicdo dos peptideos na teia ndo ocorre de forma homogénea. Diferentes valores
de massas sao distribuidos de forma heterogénea pelos fios da teia (Figura 55).

m/z1952

m/22753

Figura 55. Distribuicdo heterogénea de peptideos sobre os fios dateia. a) area da teia selecionada
para realizar analise de MALDI-Imaging. Imagem da distribuicdo do peptideo com valor de m/z 715 (b),
m/z 2753 (c) e m/z 1952 (d) detectado nos fios da teia da T. plumipes. A alta intensidade é representada
pelas cores vermelho/rosa; e a baixa intensidade representada pelas cores azul/preto. Essas imagens
foram geradas a partir da selegéo dos valores de m/z de cada molécula na forma ([M+H]*).

Esta foi a primeira vez que a analise MALDI-Imaging da seda da teia foi
realizada, portanto, ndo ha dados na literatura que possam ser comparados com o
presente estudo. Apesar disso, algumas questdes foram levantadas sobre a possivel
distribuicdo heterogénea de peptideos nos fios da teia.

Existe um padréo para a distribuicdo desses peptideos, ou seja, a aranha de
alguma forma controla a deposi¢céo do conteudo de peptideo no momento da fiagao
da teia e/ou quando ocorre a manutencado das goticulas da teia? Ou o0s peptideos séo
simplesmente depositados aleatoriamente? Se isso ndo ocorre de forma aleatoria,

gual seria a importancia ecoldgica disso para aranha? Sabe-se que a aranha controla
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a altura da construcéo da teia, tamanho, geometria e até o espacamento entre os fios
de seda de acordo com a disponibilidade de presa no ambiente. Talvez da mesma
forma, a distribuicdo heterogénea do contetudo de peptideo pode ser uma estratégia
mais eficiente e econOmica para captura de presas pela teia.

A analise de sequenciamento de novo da seda da teia da aranha T. plumipes
também foi realizada, a fim de, combinar a massa de peptideos obtidos por esta
analise com a massa correspondente, identificada na anélise MALDI-Imaging e,
consequentemente, obter a sequéncia do peptideo (tabela 14). Apds a determinacao
das sequéncias peptidicas, estas foram comparadas com sequéncias depositadas em
bancos de dados (sequéncia de proteinas ndo redundante) por meio da ferramenta
de busca de alinhamento local béasica - BLASTp:
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). A comparagdo com sequéncias depositadas
em bancos de dados nos ajudou inicialmente na classificacdo e identificacdo das
sequéncias peptidicas oriundas da amostra da teia da aranha T. plumipes.

Como exemplos, serdo mostrados somente alguns espectros CID de algumas
sequéncias peptidicas. E importante mencionar que nos espectros de massas
apresentados abaixo estdo evidenciados os ions fragmentos da série -b e -y,
mas também foram considerados ions fragmentos de outras séries para a realizagcao

do sequenciamento dos peptideos identificados (Figuras 56-60).
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# b Seq y #
1 114.0919 L 10
2 | 261.1610 F 932.3700 9
3 | 376.1870 D 785.3040 | 8
4 | 491.2250 D 670.2790 7
5 | 562.2513 A 555.2550 | 6
6 | 633.2840 A 484.2160 5
7 | 770.3550 H 413.1770 4
8 | 841.3780 A 276.1260 3
9 | 912.4200 A 205.0820 2
10 D 134.0460 1

Yo ¥Ys Y7 ¥Yes Y5 Ya Y3 Y2 Y1

sy LIED/DAAMRAMAMD
62n
b, b; b, be b; bg by ') pre[1+]
785.3040 1045.4590
i 233,1660
Yo
b2 932.3700
261,1610 pre[2+] V7
Y4 Y5 523.2600 5
b3 413.1770  484.2160 670.2790 bs
| | 376.1870 | | | l 841.3780
I|_.I " I| .IIII. I| 5 |I " 'IIII III r - T l Ll !. II II T T um,I'Z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Figura 56. Espectro CID representativo do peptideo natural LFDDAAHAAD-OH, selecionando-se o ion de m/z 523.2342 [M + 2H]?*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo esté presente na seda da teia da aranha T. plumipes e foi identificado como semelhante
a uma sequéncia parcial da proteina aminotransferase class I/1l-fold pyridoxal phosphate-dependent enzyme (cédigo de acesso: WP_146864660.1), nos bancos
de dados NCBInr — Tabela 14.
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# b Seq y #

1 | 116.0348 D 11

2 | 231.0620 D 1024.5439 | 10

3 | 302.0990 A 900.4990 | 9

4 | 373.1360 A §38.4680 | 8

5 | 510.1920 - 767.2920 | 7

6 | 581.2300 A 630.3770 | 6

7 | 652.2640 A 550.3440 | 5

Yio Yo Ys Y7 Ve ¥5 Y4 ¥z Y2 V1 8 | 767.2920 D 438.3080 | 4

9 | 895.3390 K 373.1360 | 3

Intensity (%) D ﬁ)ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ 10 | 1008.4680 L 245.1870 | 2

3 b, b; by bs bg by bg bg byg 11 L 132.1040 | 1 ore[1+)
1139,5680
15.5: bg b10
895 3300 10084680
i
b8
767.2920
y2 b3 ? 510??920 581?3300 ,bz Yo
245,1870 3020990 4 652.2640 ¥8 09,4990 Y10
I | I | 373.1360 838.4680 ' 1024,5439
' I| | ' |II|.1 :.|| . I..IIJI. 1 |“|‘[ IIIII. Illl‘Jlll |I| :l IlI |T .I I| |I r || | |I |l : ' ||'|'||'2
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300

Figura 57. Espectro CID representativo do peptideo natural DDAAHAADKLL-OH, selecionando-se o ion de m/z 570.2897 [M + 2H]?*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo esté presente na seda da teia da aranha T. plumipes e foi identificado como semelhante
a uma sequéncia parcial da proteina hypothetical protein NCL1_13025 (c6digo de acesso: MAE71440.1), nos bancos de dados NCBInr — Tabela 14.
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# b Seq y #
1 | 148.0432 |M(+15.99) 11
2 | 263.2050 D 1026.4700 | 10
3 | 378.1270 D 911.4570 | 9
4 | 449.1710 A 796.4260 | 8
5 | 520.1713 A 725.3980 | 7
YioYs Ye Y7 Ye V5 Ya V2 V2 6 | 657.2700 H 654.3770 | 6
7 | 728.2%%0 A 517.2950 | 5
II"IEEE.HSitV (%) " ’_DJ_D_I_H—l_A ﬁ]ﬁﬁﬁﬁj L 8 | 799.3320 A 446.2590 | 4
1 b; b, b; b,  bgb; bg bg by 9 | 914.3540 D 375.2320 | 3 pre[1+]
10 | 1042.4600 Q 260.1990 | 2 1173.5430
11 L 132.1019 | 1 '
8-
bo
914,3540
b Y5 bé
y2 3 517.2950 657.2700 Y7
260,1900 378.1270 7253080 b8
Il | Lo A
HI' - Il[llllull.l'll If|| l|| II| | |II|||II|||‘ T|. ; Il.ill ' 1l L: | Y |I|I[|||‘ . : . |I'|1J'Z
100 200 300 400 500 600 700 800 00 1000 1100 1200 1300

Figura 58. Espectro CID representativo do peptideo natural mDDAAHAADQL-OH, selecionando-se o ion de m/z 587.2802 [M + 2H]2*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo #13 esta presente na seda da teia da aranha T. plumipes e foi identificado como
semelhante & uma sequéncia parcial da proteina hypothetical protein (cédigo de acesso: MAE71440.1), nos bancos de dados NCBInr — Tabela 14.
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# b Seq y #
1 | 132.1040 M 14
2 | 245.1860 L 1311.5861 | 13
3 | 302.1538 G 1198.5160 | 12
4 | 359,1753 G 1141.4900 | 11
5 | 474,2620 D 1084.4700 | 10
6 | 545.2393 A 989.4490 | 9
7 | 616.2764 A 898.4010 | 8
8 | 753.3354 H §27.3%40 | 7
9 | 831,3400 Q 690.2941 | 6
Y1z ¥12¥11 Y10 Yo Y V7 Ya¥s Wi 10 | 1010.5060 E 62,2355 | 5
11 | 1125.5240 D 433.2190 | 4
1”%'32"'5“5’(3‘@) MJ—LJ—G F; |_Dﬁ |1 |_H(ﬂ Eﬁﬁ P |_T 12 | 1226.5111 T 318.1790 | 3
] b, b, bs by byg byy 13 | 1323.5640 B 217.1183 | 2 V12
14 T 120.0820 | 1 1198.5160
pre(1+]
Y13 1442,6990
1311,5861
86,0990
314

Y1 Y10

1200820 45?123 o V3 yo 10844700 12836000

- 218.1790 Y3 1181.4760
b1 bs 893.4010 969.4490
132.1040 474,2620
I| ||. [l :l |||I|||||*||||: ||||I ||III|1I |“Il”| ' | ||| r ' !Im I| J ]l III' lll |! |ll |I | I| ' . ' . r ’ ITle
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Figura 59. Espectro CID representativo do peptideo natural MLGGDAAHQEDTPT-OH, selecionando-se o ion de m/z 721.8485 [M + 2H]?*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo esta presente na seda da teia da aranha T. plumipes e foi identificado como semelhante
a uma sequéncia parcial da proteina hypothetical protein, nos bancos de dados NCBInr — Tabela 14.
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# b Seq Vi #

1| 129.1020 Q 17

2 | 244.0940 D 1680.9530 | 16

3 | 343.1670 v 1565.7679 | 15

4 | 414.1980 A 1466.7660 | 14

5 | 542.2900 K 1395.7419 | 13

6 | 599.3230 G 1267.6281 | 12

7 | 712.3960 L 1210.6370 | 11

8 | 8414419 E 1097.5300 | 10

9 | 912.4790 A 968.5060 | 9

Y15¥14 Y1a¥12 Y11 Y10 Yo Ve ¥7 Y5 Y4 Y3 ¥2 10 | 1040.5020 Q 897.4600 | 8

11 | 1139.5660 v 769.4300 | 7

meercity () [0 [V]A[R[G[L[E[a[o[v]p[L[T [N L]L D [eems| P [emame e

1004 by by b; by bs bg by biop B11 Dby bysbig 13 | 1349.6760 L 573.3680 | 5 1+

14 | 1450.7050 T 460.2800 | 4 1%%%[ 9 110
15 | 1564.7230 N 359.2380 | 3 i

16 | 1677.8010 L 245.1900 | 2

17 L 132.1019 | 1

50-
Y14
1466,7660 6
b2 ,)b7 pre[2+] 1579.8400 1677.8010
b1 y Y4 7123960 9049680 Vg Y10 b13
. TO i || ||343 o oL e e el
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200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Figura 60. Espectro CID representativo do peptideo natural QDVAKGLEAQVPLTNLL-OH, selecionando-se o ion de m/z 1019.5385 [M + 1H]'*, como precursor;
evidenciados apenas os ions-fragmentos do tipo -b e -y. Esse peptideo esta presente na seda da teia da aranha T. plumipes e foi identificado como semelhante
a uma sequéncia parcial da proteina hypothetical protein AVEN_85707_1, nos bancos de dados NCBInr — Tabela 14.
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Tabela 14. Sequéncias de peptideos identificadas na teia de seda da aranha T. plumipes, usando
analise de sequenciamento de novo. Nome: Nome dado a sequéncia peptidica; Sequéncia: sequéncia
peptidica; Nome da potencial proteina de origem: nome da proteina obtido usando a ferramenta de
pesquisa de alinhamento local basica (BLAST); Mm: Massa molecular; Amostra: amostra onde a
sequéncia foi identificada.

hypothetical protein

Trichonephiline-14 KALVGLL 712.484 web silk
AVEN_255074 1
) - hypothetical protein )
Trichonephiline-15 MLNDASC 752.283 web silk
AVEN_125692 1
. . trypsin-like serine )
Trichonephiline-16 SLFDDAAAH 945.419 web silk
protease
aminotransferase class
. . I/lI-fold pyridoxal )
Trichonephiline-17 LFDDAAHAAD 1044.415 | web silk
phosphate-dependent
enzyme
Trichonephiline-18 YNDNALGVGPT hypothetical protein 1119.519 | web silk
) - hypothetical protein ]
Trichonephiline-19 DDAAHAADKLL 1138.561 | web silk
NCL1 13025
Trichonephiline-20 MDDAAHAADQL hypothetical protein 1172.476 | web silk
Trichonephiline-21 MLGGDAAHQEDTPT hypothetical protein 1441.715 | web silk
) - uncharacterized protein )
Trichonephiline-22 KPVAQLGNSQLVGSK 1524.862 | web silk
LOC107442173
) - hypothetical protein )
Trichonephiline-23 QDVAKGLEAQVPLTNLL 1808.004 | web silk

AVEN_85707_1
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. . hypothetical protein _
Trichonephiline-24 | PQPTYDTGESVQSAQDARSQDNP 2490.089 | web silk
AVEN_206132_1

Nos resultados do presente estudo, a sequéncia peptidica designada como
Trichonephiline-16 (tabela 14) é semelhante a trypsin-like serine protease - codigo de
acesso: WP_101402806.1. A trypsin-like serine protease (Triptase) € um membro da
familia das serinas proteases (Jin et al., 2002; Dora et al., 2007; Yuan et al., 2012). As
serinas proteases sao 0s principais componentes do veneno de serpentes e tém como
alvo vérios estdgios do sistema de coagulacdo do sangue em vitimas e presas
(Vaiyapuri et al., 2011).

A sequéncia peptidica designada como Trichonephiline-17 (tabela 14) é
semelhante a identificacdo da aminotransferase class I/ll-fold pyridoxal phosphate-
dependent enzyme - cédigo de acesso: WP_146864660.1. A aminotransferase foi
encontrada associada a secre¢fes venenosas da vespa ectoparasitoide Nasonia
vitripennis. (Graaf et al., 2010). Duas aminotransferases pertencem ao subgrupo
quinurenina aminotransferase, foram relatadas no veneno da vespa solitaria, e as
mesmas estdo envolvidas na transaminagao da quinurenina em a-cetoacido (Graaf et
al., 2010).

Embora as sequéncias de peptideos da seda da teia da T. plumipes sejam
conservadas a uma pequena regido de uma proteina ja caracterizada em venenos de
animais, isso nao significa que esses peptideos exercerédo a funcao dessas mesmas
proteinas (Tabela 14). No futuro sera necessario realizar ensaios de inseto-toxicidade
para avaliar se essas sequéncias de peptideos apresentaréo efeito toxico.

Posteriormente foram comparadas as sequéncias peptidicas obtidas da teia da
aranha T. plumipes com sequéncias peptidicas ja identificadas na teia da aranha T.
clavipes. A figura 61 mostra o alinhamento entre as sequéncias peptidicas oriundas
da teia de aranha T. plumipes (Trichonephiline-16, -17, -19 e -20, tabela 14) com as
sequéncias de 2 peptideos oriundos da teia de aranha T. clavipes (Trichonephiline-1
e -2, tabela 4), os quais foram previamente identificados como “semelhantes a
toxinas”, além de causarem paralisia quando injetados em abelhas Apis mellifera
(resultados apresentados no capitulo 2). A figura 62 mostra a distribuicdo dessas

sequéncias peptidicas sobre os fios de seda da aranha T. plumipes.
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1 186 15
T———
T. clavipes | Trichonephiline-1  HYDDALGARDAEHY
- Trichonephiline-2 EGYDDALGAADNLDT
" Trichonephiline-17 LFDDARHARD
Trichonephiline-19 DDAAHAARDKLL
Trichonephiline-20 HDDAARHARDOL
_ Trichonephiline-16 SLFDDAAAH
Consensus 1fDDAa aad

Figura 61. Alinhamento entre as sequéncias de peptideo oriundos da teia de aranha T. plumipes
(Trichonephiline-16, -17, -19 e -20 da tabela 14) com as sequéncias de 2 peptideos “semelhantes a
toxinas” previamente identificados na teia de aranha T. clavipes (Trichonephiline-1 e -2 da tabela 4).
Cor vermelha: alto consenso (> 90%); cor azul: baixo consenso (> 50%).

T. plumipes

DDAAHAADKLL

m/z 1139

MDDAAHAADQL

m/z 1173
m/z 1045

Figura 62. Sequéncias de peptideos oriundos dateiada aranha T. plumipes que se apresentaram
semelhantes a peptideos previamente identificados como téxicos na teia da aranha T. clavipes.
Imagem da distribuicdo do peptideo a)Trichonephiline-19: DDAAHAADKLL, m/z: 1139;
b)Trichonephiline-16: SLFDDAAAH, m/z: 945; c)Trichonephiline-20: MDDAAHAADQL, m/z: 1172 e
d)Trichonephiline-17: LFDDAAHAAD, m/z: 1044. A alta intensidade é representada pelas cores
vermelho/rosa; e a baixa intensidade representada pelas cores azul/preto. Essas imagens foram
geradas a partir da selecé@o dos valores de m/z de cada molécula na forma ([M+H]*).
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Da mesma forma, embora as sequéncias de peptideos da seda da teia da T.
plumipes sejam conservadas a as sequéncias de peptideos da seda da teia da T.
clavipes, isso ndo significa que esses peptideos exercerdo a mesma funcao. Portanto,
no futuro serd necessario realizar ensaios de inseto-toxicidade para avaliar se essas
sequéncias de peptideos apresentaréo efeito toxico.

A maioria das identificacdes obtidas por blast foram proteinas hipotéticas ou
nao caracterizadas (Trichonephiline-14, 15, 18, 19, 20, 21, 22, 23 e 24 - tabela 14); a
distribuicdo destes peptideos ao longo dos fios da teia estédo representados na figura
63.

Por fim, a figura 64 mostra 7 valores de m/z que estdo presentes na glandula
agregada, e também na seda da teia. Esses resultados estdo evidenciando que esses
peptideos sdo produzidos por essa glandula e posteriormente secretados na seda da
teia; eles sdo: m/z: 2222, m/z: 2717, m/z: 2776, m/z: 3261, m/z: 6692 e m/z: 13570.

Finalmente foi também comparado os valores m/z (carga +1) oriundos da
aranha T. plumipes, com os valores de massas de peptideos identificadas na seda da
teia ou glandulas produtoras de seda da aranha T. clavipes (resultados obtidos no
capitulo 2). Dessa forma, foi encontrada a sequéncia peptidica
STGGYGGKGAGAGGGLGGYGGAANDHG com massa de 2221 Da, previamente
obtida na glandula ampulada maior da aranha T. clavipes e identificada por Blast como
major ampullate spidroin 1, partial (codigo de acesso: ADE74592.1). Esta sequéncia
€ oriunda da analise de peptideos entre 3-10 kDa os quais foram submetidos a

digestao por tripsina).
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da KPVAQLGNSQLVGSK YNDNALGVGPT QDVAKGLEAQVPLTNLL d
PQPTYDTGESVQSAQDARSQDNP
q %L 17 "_Y

MLNDASC

m/z713 m/z753 m/z 1442

Figura 63. Sequéncias peptidicas ndo caracterizadas identificadas na seda da teia da aranha T. plumipes. Imagem da distribuicdo do peptideo a)
Trichonephiline-22: KPVAQLGNSQLVGSK, m/z: 1525; b)Trichonephiline-18: YNDNALGVGPT, m/z: 1120; ¢)Trichonephiline-23 QDVAKGLEAQVPLTNLL, m/z:
1809; d)Trichonephiline-24: PQPTYDTGESVQSAQDARSQDNP, m/z: 2491; e)Trichonephiline-14: KALVGLL, m/z: 713; f) Trichonephiline-15: MLNDASC, m/z:
753 e g) Trichonephiline-21: MLGGDAAHQEDTPT, m/z: 1442. A alta intensidade é representada pelas cores vermelho/rosa; e a baixa intensidade representada
pelas cores azul/preto. Essas imagens foram geradas a partir da sele¢ao dos valores de m/z de cada molécula na forma ([M+H]*).
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m/z: 2222 m/z: 2717 m/z: 2776 m/z: 3261 m/z: 6692 m/z: 13570

Figura 64. Valores de m/z das sequéncias de peptideos que foram detectados na seda da teia (a) e também na glandula agregada da aranha T. plumipes (b),
evidenciando que sdo produzidos por esta glandula e subsequentemente secretados na teia de seda. A alta intensidade é representada pelas cores
vermelho/rosa; e a baixa intensidade representada pela cor azul/preta. Essas imagens foram geradas a partir da selecao dos valores de m/z de cada molécula

na forma ([M+H]*).
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5. CONCLUSAO

Esta foi a primeira vez que foi realizada a analise MALDI-Imaging da seda da
teia da aranha Trichonephila plumipes, a qual evidenciou que a distribuicdo dos
peptideos na teia ocorre de forma heterogénea. Foram investigadas as distribuices
de 20 peptideos sobre os fios de seda e também em cortes da glandula agregada,
sendo que 6 peptideos foram compartilhados por essas amostras.

Além disso, através de andlise de sequenciamento de novo foi possivel
determinar 11 sequéncias primarias dos 20 peptideos detectados. Por fim, quatro
sequéncias peptidicas denominadas de Trichonephiline-16, -17, -19 e -20 oriundas da
teia da aranha T. plumipes que se mostraram similares a duas sequéncias dos
peptideos Trichonephiline-1 e -2 previamente identificados como “semelhantes a
toxinas” na teia de aranha de T. clavipes. Embora as sequéncias de peptideos da seda
da teia da T. plumipes sejam conservadas as sequéncias de peptideos da seda da
teia da T. clavipes, isso ndo significa que esses peptideos exercerdo a mesma funcao.
Em estudos futuros serd necessario sintetizar as sequéncias primarias desses
peptideos oriundos da seda da T. plumipes e realizar ensaios de inseto-toxicidade
para avaliar o efeito toxico dos mesmos.

Portanto, os resultados deste capitulo contribuiram para um melhor
entendimento sobre a distribuicdo espacial de alguns peptideos nas goticulas
depositadas sobre a teia; além de também corroborar com a hipétese de que a teia
nado é apenas uma ferramenta simples e passiva para a captura mecéanica de presas,
mas sim uma arquitetura naturalmente sofisticada que desempenha um papel ativo

durante a captura de suas presas.
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