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Lista de Figuras

Figura 1. Estrutura geral de acilpoliaminas isoladas de pecdra de aranha (A)
Acilpoliaminas com aminoacido: JSTX-1 e NSTX-3. (Bgilpoliaminas sem aminoacido:
AGEL 468 e HO 359. Modificado de McCormick & Meinlda(1993).

Figura 2. Toxinas de aranhas que atuam em canaisni@os voltagem dependenteqA)
Esquema representativo vista do topo dos candig KRaZ" (esquerda) e K(direita). O centro

do poro é circundado pelos quatro sensores degeoftale quatro dominios (I-1V). Nos canais
Na'v e C&'v, os “paddles” ndo sdo idénticos, sendo identifis;ano esquema por cores
diferenciadas. No canal ,Kesses “paddles” sdo idénticos, portanto, estgesentados pela
mesma cor. (B) Visdo lateral dos canais'Wa&CaZv (acima) e K (abaixo) embebidos na
bicamada lipidica. Nos canais Nae C&'v cada dominio (I-IV) consistem em seis segmentos
transmembréanicos (S1-S6) os quais S1-S4 formamersores de voltagem e 0os segmentos S5-
S6 de cada dominio, juntos formam o poro seletiempNd e C&", respectivamente. (C)
Alinhamento das sequéncias primarias das toxinasalehas com trés pontes dissulfeto e acédo
em canais Na, C&'v e/ou K, (indicado por circulos azuis). %C (% residuos eoralos).
Modificado de Bosmans & Swartz, (2010).

Figura 3. Representacdo molecular das estruturas ittimensionais de neurotoxinas
isoladas da peconha de aranhagA) Hanatoxina-1, atua em canais para (RDB 1D1H;
Takahashi et al., 2000); (B) Huwentoxina-1V, atna@anais para NdPDB 1MB6; Peng et al.,
2002); (C)w-Agatoxina-IVA, atua em canais para’C&PDB 10AV; Kim et al., 1995). As
pontes dissulfeto estdo representadas em laranggehs obtidas com auxilio do programa
Pymol.

Figura 4. Espécime de fémea d&uyruita cerrado.

Figura 5. Perfil cromatografico do fracionamento da peconha d Guyruita cerrado.
Fracionamento em coluna;{CPhenomenex (0,46 x 250 mm) em sistema RP-HPLC. O
monitoramento das fragdes foi em 236 e a eluigédo realizada com fluxo de 1 mL/min. As
fracdes destacadas foram selecionadas para caacser bioquimica.

Figura 6. Comparacdo dos perfis cromatograficos dgeconha bruta de fémea (azul) e
macho (preto) deGuyruita cerrado. Fracionamento em colunagPhenomenex (0,46 x 250
mm) em sistema RP-HPLC. O monitoramento das fraffdesm 216nym e a eluicdo realizada
com fluxo de 1 mL/min.

Figura 7. Frequéncia de ions fi/2) detectados nas fracbes cromatogréficas da peconda
Guyruita cerrado por tempo de retencdo (min.) A linha azul representa o gradiente de
acetonitrila.

Figura 8. Recromatografia da fracdo Gc24/25(A) A recromatografia da fracdo Gc24/25 em
sistema RP-HPLC em coluna analiticg Bhenomenex Luna 5u 100 A (4,6 mm x 150 mm) e
gradiente de acetonitrila resultou em trés fragligtintas chamadas de Gc24/25.1; Gc24/25.2 e
Gc24/25.3. (B) Purificacdo da fracdo Gc24/25.2ntifieada pela seta. (C) Espectrograma de
massa do peptideo Gc24/29vkassa molecular detectada em sistema MALDI TOF/M3-

Figura 9. Sequénciamento parcialde novo de Gc24/25.2 por MALDI-ISD. (A)
Sequénciamento do precursor [M+¥HJ044.802. Série c esta assinalada no topo. loos na
assinalados constituem série b e fragmentos irge(B) Detalhe dos ions gerados a partir da
fragmentacgao na fonte do precursor [M+BE(44.802.

Figura 10. Alinhamento da sequéncia parcial de Gc22 realizado por meio do programa
ClustalW. (Thompsoret al., 1994). Balb e Bal®8(achypelma ruhnaui; Corzoet al., 2008);
Bsla Brachypelma smithii; Kaiser et al., 1994); Aspla e AsplbHurypelma californicum;
Savel-Niemann1989); JZTX-47; JZTX-47.2; JZTX-8; JZTX-8.2 (Chilobrachys jingzhao;



Liao et al., 2007). “*": residuos idénticos, “.”: substituicdo @nservativa, “:"; substituicdo
semi-conservativa.

Figura 11. Purificacdo do peptideo GC27_1A) Recromatografia da fracdo Gc¢27.1 (indicada
pela seta) em sistema RP-HPLC em coluna analiticRlt&nomenex Luna 5u 100 A (4,6 mm X
150 mm) e gradiente de acetonitrila. (B) Espectiogr de massa da fragdo Gc2Mhbssa
molecular obtida por sistema MALDI TOF/TOF MS.

Figura 12. Recromatografia da fracdo GC32(A) A recromatografia da fracdo GC32 em
sistema RP-HPLC em coluna analiticg Bhenomenex Luna 5u 100 A (4,6 mm x 150 mm) e
gradiente de acetonitrila resultou em trés fragligintas. (B) As trés fracdes foram novamente
cromatografadas em sistema RP-HPLC em coluna igaalits Phenomenex Luna 5u 100 A
(4,6 mm x 150 mm) e gradiente de acetonitrila tasdo nas fragdes Gc32.1; Ge32.2 e Ge32.3.

Figura 13. Espectrogramas de massa molecular dasaffées recromatografadas de Gc32
detectadas em sistemaMlicroQTOF-Q Il . (A) Massa molecular de Gc32.1. (B) Massa
molécula de G¢32.2. (C) Massa molecular de G¢32.3.

Figura 14. Mobilidade gasosa do peptideo Gc32.1A mobilidade gasosa de GC32_1 foi
observada em sistema ESI/MALDI — SYNAPT. O ion 323(Da, representado pelo valor de
sua dupla carga de 1575.709 apresenta um perfikggere duas conformacdes. O ion que
apresenta apenas a conformacdo menos compactal, pogaui um valor de “drift time” menor,
foi possivel observar que trata-se de um perfiidigico de ion com quatro cargas (diferenca
igual a 0.25 Da entre os picos). O valor da massaoimotopica desse ion € igual a 1575.9418
(em destaque no quadro), ou seja, o dobro da nmaskscular do peptideo Gc32.1 o que
caracteriza a provavel dimerizacao.

Figura 15. Sequénciamento parcialde novo de Gc32.1 por MALDI-ISD. (A)
Sequénciamento do precursor [M+H3151.230. Série c esta assinalada no topo. loos na
assinalados constituem série b e fragmentos irde(B) Detalhe dos ions gerados a partir da
fragmentacdo na fonte do precursor [M+18]151.230. (C) Sequéncia primaria completa de
Gc32.1 resultante das combinacdo de sequénciarpentdegradacdo de Edman e MALDI-
ISD.

Figura 16. Sequénciamento parcialde novo de Gc32.2 por MALDI-ISD. (A)
Sequénciamento do precursor [M+H3313.368. Série c esta assinalada no topo. loos na
assinalados constituem série b e fragmentos irde(B) Detalhe dos ions gerados a partir da
fragmentacgado na fonte do precursor [M+B313.368.

Figura 17. Sequénciamento parcialde novo de Gc32.3 por MALDI-ISD. (A)
Sequénciamento do precursor [M+¥H}385.754. Série ¢ esta assinalada no topo. loos na
assinalados constituem série b e fragmentos irge(B) Detalhe dos ions gerados a partir da
fragmentacao na fonte do precursor [M+B385.754.

Figura 18. Sequénciamento de novo do fragmento tripo (1529.611 m/z) que gerou 0s
altimos residuos C-terminais de Gc32.3(A) Sequenciamento do precursor [M+H]+=
1529.611 pés fonte (MALDI-PSD) por meio do espeaoefio de massa MALDI microFlex.
Séries y e b est&o assinaladas no topo. ions sam@mEslos constituem outras séries, fragmentos
internos ou imoénios. (B) Sequenciamento do precufddt+H]+= 1529.611 (MALDI-
TOF/TOF-MSMS). Séries y estd assinaladas no topoSgjuéncia primaria completa do
peptideo Gc32.3 obtida através da combinacédo dagas de sequénciamento por degradacdo
de Edman, MALDI-ISD e MALDI microFlex-PSD.

Figura 19. Purificacdo da fracdo GC33(A) Recromatografia da fracdo GC33 RP-HPLC em
coluna analitica ¢ Phenomenex Luna 5u 100 A (4,6 mm x 150 mm) e graei de



acetonitrila. (B) Espectrograma de massa moledda&c33.1 em sistema MALDI TOF/TOF
MS, modo linear.

Figura 20. Sequénciamento parcialde novo de Gc¢33.1 por MALDI-ISD. (A)
Sequénciamento do precursor [M¥H3499.90. Série ¢ esta assinalada no topo. lons n&o
assinalados constituem série b e fragmentos irge(B) Detalhe dos ions gerados a partir da
fragmentacao na fonte do precursor [M+B499.90.

Figura 21. Sequénciamento de novo do fragmento ttipo (1642.85 m/z) que gerou os
ualtimos residuos C-terminais de G¢33.1(A) Sequenciamento do precursor [M+H]+= 1642.85
pos fonte (MALDI-PSD) por meio do espectrémetrontiesssa MALDI microFlex. Sériesy e b
estdo assinaladas no topo. ions néo assinaladssteem outras séries, fragmentos internos ou
iménios. (B) Sequéncia primaria completa do pepti@e33.1 obtida através da combinagéo
das técnicas de sequénciamento por degradacdontenEMALDI-ISD e MALDI microFlex-
PSD.

Figura 22. Alinhamento das sequéncias de Gc32.1; &:2; Gc32.3 e Gc33.1 realizado por
meio do programa ClustalW (Thompsonet al., 1994). SGTx1 %codra griseipes;, Marvin et
al., 1999); HaTx1 e HaTx23rammostola rosea; Swartz & Mackinnon); HmTx1Heteroscodra
maculata; Escoubast al., 2002); VaTx1 e VaTx2Rsalmopoeus cambridgei ; Siement al.,
2006); JZTX-XL.4; JZTX-41; ZTX-41.2 e JZTX-42%"; residuos idénticos, “.”: substituicdo
conservativa, “:": substituicdo semi-conservativa.

Figura 23. Comparacdo da superficie molecular de Hetoxina (PBD 1D1H) e os
peptideos GcTx2 e GcTx3As setas indicam os residuos envolvidos na fuatidede da
hanatoxina (K22 e R3) e a substituicdo da lisimalgucina (L22) de GcTx2 e GcTx3. A regido
circundada representa o0 cinto de cargas. Coloragd@cordo com a hidrofobicidade da
molécula, em azul (apolar) e em vermelho (polar).

Figura 24. Modelo molecular 3D dos peptideos G¢cTx2 e GeTXR) Modelos 3D de GcTx2
(acima a esquerda) e GcTx3 (abaixo a esquerdayandsta estrutura gif. (B) Sobreposigcéo
dos modelos 3D de Gc32.3 e Gce33.1 evidenciandmealkanga estrutural entre eles.

Figura 25. Efeito de GcTx1-3 sobre a corrente de potassio de@do com a relagdo de
voltagem. A) GcTx1 aumentou a corrente de potassio no estagoldeizado da membrana. (B)
GcTx2 aumentou a corrente de potassio no estagoldeizado (C) GcTx3 aumentou a corrente
de potassio no estado despolarizado.FbBi. usado rampas de voltagem (120 mV/s) onde as
membranas celulares foram mantidas a -80 mV, daspaflas para +60 mV e em seguida
repolarizadas para -120 mV por 1.5 s.

Figura 26. Efeito de GcTx1-3 sob as correntes traitérias de potassio (k) em canais K de
cardiomiocitos. Valor maximo da corrente transitérigXImedida logo apds o inicio do pulso
despolarizante registradas em miocitos usando ractéae whole-cell patch-clamp. As ks
foram obtidas por pulsos de despolarizacdo +60 ptencial de repouso de -80mV. Os
peptideos G¢cTx1-3 provocaram 0 aumento das cos éatesitorias.

Figura 27. Efeito dos peptideos GcTx1-3 sob 0 deaar para correntes de saida ). Pulso

de despolarizagapara +60 mV/s, pontecial de repouso -80 mV sob icéed controle
(acima); prolongamento do decurso para correntesaftk com 3 uM de GcTx1-3 (ao
meio) e a sobreposicédo da linha das correntesokcontrole, na presenca de 3 uM de
GcTx1-3 (abaixo).

Figura 28. Comparacdo do efeito dos peptideos GcTs8Lna corrente de saida de potassio
de cardiomidcitos (k,). GCTx2 gerou um aumento da corrente transiente @esgo maior em



relacdo aos peptideos GcTx1l e GcTx3. Os asterisdaam que a diferenca foi significante
estatisticamente, p< 0.05.

Figura 29. Comparac¢édo do efeito dos peptideos GcT8Lna corrente de potassio no estado
estavel (ksg). A corrente de potassio retoma ao fluxo do contraeestado estavel, efeito
reversivel.

Figura 30. Relacdo corrente-voltagem (I/V) feita gartir dos valores de correntes medidos
em passos de 10 mV, de -120 a +50 m\@Qs asteriscos indicam que o efeito foi significat
estatisticamente, p< 0.05.

Figura 31. Comparacgéo do efeito dos peptideos GcT-8Lna despolarizagdo dos canais K
de cardiomiécitos.GcTx1 tem um efeito maior na despolarizagdo dosisdf em relacdo a
GcTx2 e 3. Os asteriscos indicam que a diferen¢gidgnificativo estatisticamente, p< 0.05.

Figura 32. Comparacao do efeito dos peptideos GcT8lna repolarizacdo dos canais Kde
cardiomiocitos. As correntes de potassio na presenca de GcTxleBnaet ao fluxo do
potéssio na condi¢do controle no momento da reépat#o, efeito reversivel.

Figura 33. Zimograma hialuronidasico em SDS-PAGE 12%, acidduldnico 0,14% da
peconha bruta déuyruita cerrado; Fracdes GC34 e 35. (M) Marcador de massas malesul
(Broad Range Protein Molecular Weight Markers); Cbntrole positivo -Loxosceles gaucho;
(2) Peconha bruta de. cerrado; (3) Fracbes Gc34 e 35.

Figura 34. Espectrograma de massa das hialuronidases isoladda pegonha deGuyruita
cerrado obtido em sistema ESI/MALDI — SYNAPT - Waters. (A) Massa molecular
monoisotépica da fracdo Gc34 — 42567 Da.NBksa molecular monoisotdpica da fragdo Ge35
— 42958 Da.
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Resumo

A peconha de aranhas representa um enorme reseva@gocomponentes capazes de
exibir propriedades que os tornam potenciais fegrdas na investigacdo de moléculas
bioativas visando a compreensdo de sistemas biog avancos biotecnoldgicos.
Diante disso, o presente trabalho teve como objetalizar a caracterizacdo quimica e
farmacolégica de componentes bioativos presentepeganha da aranh@uyruita
cerrado. O fracionamento por RP-HPLC da peconha bruta aehos e fémeas resultou
na eluicdo de 28 e 38 fracdes cromatograficaseoctispmente. As analises em RP-
HPLC e espectrometria de massa permitiram obsequar existem diferencas
gualitativas e quantitativas dos componentes mtaexs entre 0s géneros d&
cerrado. As analises descritas a seguir foram realizag@nas com a peconha de
fémea. Por sistemas (MALDI TOF/TOF MS e ESI/MALDI SYNAPT) foram
detectados 274 componentes de massa moleculantakstiDestes, foi possivel a
purificagdo de duas proteinas de cerca de 42 kbeatividade hialuronidasica e de
sete peptideos. As sequéncias primarias complétasparciais foram elucidadas por
meio da combinacdo das técnicas de degradacao rdanidMALDI-ISD e MALDI-
PSD. A sequéncia primaria parcial do peptideo G&4/revelou similaridade de 60 -
65% com toxinas inseticidas de aranhas carangagjdtoi possivel a determinacéo da
sequéncia primaria completa de Gc¢32.1, Gc¢32.3, Ge83parcial de Ge32.2. Esses
peptideos apresentaram similaridade de 48 — 66% remmotoxinas de canais para
potassio de aranhas caranguejeiras. Os peptideB2.2505¢32.3 e Gc33.1 foram
renomeados de GcTx1l, GcTx2 e GcTx3, respectivamérambém foi realizada a
modelagem molecular de GcTx2 e GcTx3 usando a teinatcomo molde. O modelo
proposto para esses peptideos revelou uma estrufifirdigadas por trés pontes
dissulfeto e comportamento estavel na simulacdoasthiente solvatado por agua.
Através da técnicavhole-cell patch clamp foi verificado que GcTx1-3 (3 uM)
provocaram aumento da condutancia das correntesiida K em cardiomidcitos de
camundongos. Dessa forma, € possivel supor gueesidiade de compostos bioativos
encontrados na peconha da aranha carangu€eyraita cerrado pode corroborar para
buscas por novos farmacos e para a ampliacado deipagla biodiversidade de aranhas
caranguejeiras do Cerrado brasileiro.



Abstract

The venom of spiders presents a huge reservomrapounds able to exhibit properties
that become a potential tool for investigation adactive molecules looking for an
understanding of biological systems and biotechgiold advances. Given this, the
objective of this work performed a chemical andrpteceutical characterization of the
bioactive components present Guyruita cerrado venom. The fractionating by RP-
HPLC from the male and female whole venom resuhe?l8 and 38 chromatographic
eluted fractions respectively. The analysis on FR-Bl and mass spectrometry showed
qualitative and quantitative differences of the ecolar mass components betwdgn
cerrado genera. The forward analyses were performed fonake venom. 274
components with different molecular masses weragusivo MS systems (MALDI
TOF/TOF MS and ESI/MALDI — SYNAPT). From these, twproteins with
approximately 42 kDa with hyaluronidase activitydan peptides were purified. The
primary sequences were elucidated by a combinatiokEdman, MALDI-ISD and
MALDI-PSD degradation techniques. The partial pmynaequences of the peptide
Gc24/25.1 revealed a similarity between 60-65%n&ecticide toxins from tarantula
spiders. It was achieved the complete primary serpge determination of Gc32.1,
Gc32.3, Ge33.1 and partial primary sequence rasolatf Gc32.2. These peptides had
48-66% of similarity to tarantula spiders neurotsxthat affects potassium channels.
The peptides Gc¢32.2, Gc32.3 and Gc33.1 were rendbedkl, GecTx2 and GcTx3
respectively. The molecular modeling of GcTx2 amall'& was done using hanatoxin
as template. The mold of peptides showedfh structures linked by three disulfide
bonds and stable behavior in simulation in a watdvated environment. The GcTx1-3
(3 M) were assayed using thwbole-cell patch clamp technique and cause an increase
on the current conductance of Ko mouses cardiomyocites. On this way, it's pdssib
to suppose that the diversity of the bioactive coumuls found in tarantula spiders
Guyruita cerrado venom can collaborate to searches for new drugsaatiee expansion

the biodiversity research of tarantula spiders inrazBian Cerrado.



1. Introducao

A primeira aparicdo das aranhas data do periodbo@G#ero por volta de 300
milhdes de anos. As aranhas estdo entre os aniaregstres mais bem sucedidos e

diversificados, atras apenas dos insetos e cansafaash & Hodgson, 2002).

A lista atual de diversidade global de aranhasuirgl253 espécies em 3777
géneros distribuidas em 109 familias (Platnick,020A ordem Aranae esta dividida em
trés subordens: Mesothelae, a qual contém apelRasdia Liphistiidae, constituida de
aranhas asiaticas de abdémen segmentado; Arandmeorpue é representada por
familias mais derivadas; e Mygalomorphae com remt@stes mais primitivos por
conservarem caracteristicas plesiomorfas (BruscéBr&sca, 2003; Haupt, 2003;
Platinick, 2010).

A disputa por recursos esta presente em todoshasiadessa forma, o uso de
veneno ou de peconha esti entre uma das técnita$as@nantes de captura de presa
e de defesa contra predadores (&rgl. 2006). Assim, as aranhas também utilizam a
peconha na imobilizacdo e/ou morte da presa e alefestra predadores (Rash &
Hodgson, 2002).

As aranhas s&o animais carnivoros com uma dietpastan principalmente por
insetos e outros artropodes. No entanto, aranhgalomorfas de grande porte podem
capturar e se alimentar de sapos, lagartos, colpeguenas aves e roedores
(McCormick & Meinwald, 1993; Rash & Hodgson, 2002).

A peconha de aranhas pode ser dividida em doigigsagrupos de acordo com
o0 carater de sua acdo: neurotoxica ou citoliticalepdo apresentar ambos efeitos

bioldgicos (Vassilevskét al., 2009).
1.2. Composicdao da Peconha de Aranhas

A peconha das aranhas € uma mistura complexa aqupreende moléculas de
diferentes naturezas quimicas, com carater hidrofé de baixa massa molecular, as
acilpoliaminas e pequenos polipeptidios, além dénasnbiogénicas, acidos livres,
neurotransmissores, glicose, aminoacidos livress, saions inorganicos que podem
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possuir acbes farmacologicas, tais como moduladefas bloqueadores de canais
ibnicos, e formadores de poros em membranas pleas®aflém disso, a peconha das
aranhas contém moléculas de alta massa molecutdwindo enzimas e neurotoxinas
proteicas (Escoubas al., 2000; Estradat al., 2007).

A maior parte das toxinas de peconha de aranhafaog@o conhecida tem
como alvo o sistema nervoso central provocando tarrupcdo de impulsos de
condutancia e/ou da transmissdo sinptica atraaéacdo em canais ibnicos. Além
disso, outras toxinas podem causar a ruptura dabnagia celular e consequentemente

necrose através da acao enzimatica (Yan & Adan®8)19

Estudos indicam que as aranhas podem produzir @4 ®00 peptideos toxicos
diferentes em suas glandulas veneniferas (Esc@ibhs2006). Por outro lado, apenas
quatro grupos de aranhas sdo potencialmente |[gagsos humanos como as aranhas
dos génerod atrodectus, Loxosceles, Phoneutria, Atrax e Hadronyche (Isbister &
White, 2004; Vetter & Isbister, 2008).

Os componentes presentes na pegonha de aranhas pedelassificados em trés
grupos em funcéo das diferencas nas massas mo(h) moléculas de baixa massa
molecular (<10 kDa); (2) peptideos (1-10 kDa), idiss pela estrutura funcional em
neurotoxinas contendo pontes dissulfeto e peptidikosares citoliticos; (3)
componentes de alta massa molecular (>10 kDa),pgqmuildeos, proteinas e

neurotoxinas (Vassilevskt al., 2009).
1.3. Componentes Nao-Proteicos (< 10 kDa)

Os componentes de baixa massa molecular que sfefMemente encontrados
na peconha de aranhas sao acidos livres (comoocérlactico), glicose, aminoacidos
livres, aminas biogénicas (como diaminopropanoteguina, cadaverina, espermina e
espermidina) e neurotransmissores (como aspagattamato, serotonia, histamina,
acido y-butirico, dopamina e epinefrina) (Escoubets al., 2000). Véarios desses
componentes sdo neurotransmissores e outros sgaebliores de canais i6nicos.
Diante disso, neurotoxinas de baixa massa molecsBow potenciais fontes
neuroquimicas para estudos do sistema nervosoabeféndo assim, essas pequenas
moléculas podem constituir novos modelos de farsla@ém disso, apresentar

potencial importancia para a industria agroquiniRama & Nakajima, 2005).



Apesar da crescente caracterizacdo de componemtbaixh massa molecular
em peconhas, existem outras remanescentes para siescobertas. Algumas das
toxinas de baixa massa molecular reportadas emnpacale aranhas sao as

acilpoliaminas (Palma & Nakajima, 2005).

As acilpoliaminas sédo constituidas por um grupaméoido carboxilico ligado
a uma cadeia lateral constituida por 1 a 9 unidagesminopropil, aminobutil ou
aminopentil (Escoubas et al., 200Q000; Lima et al., 2007). As primeiras
acilpoliaminas isoladas de peconha de aranha fatantificadas eniNephila clavata e
Argiope lobata. Essas moléculas estao divididas em dois grumgohaminas com
aminoacidos e sem aminoacidos (Figura 1) (McCorndickMeinwald, 1993). Essas
moléculas possuem propriedades que aparentementassdicidas, respondendo pela
paralisacdo rapida de insetos através do blogeeasivel da juncdo neuromuscular de
insetos e no receptor pos-sinaptico sensivel amlato de mamiferos e insetos (Lista
al., 2007). Devido a similaridade entre receptores dertebrados e vertebrados, essas
moléculas também reconhecem e antagonizam recemtermmamiferos (Estradtal.,
2007).
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Figura 1. Estrutura geral de acilpoliaminas isoladas de pecha de aranh: A.
Acilpoliaminas com aminoacido: JS-1 e NSTX-3. B.Acilpoliaminas sem aminoacid
AGEL 468 e HO 359. Modificado de McCormick & Meinlaa(1993)

As acilpliaminas neurotdxicas sdo instrumentos importaptes estudos ¢
funcao fisiologica e organizacdo do sistema nervoso. Egstsdos permitiriam
caracterizacao e identificacdo de neuroreceptotas&s idnicos atraves da habilid:
de regulacdo que essas toxinas exercem sob rexep®lém disso, as poliamin
foram usadaso desenvolvimento de drogas e métodos para doasgasiadas col
distarbios funcionais do sistema nervoso central hdenanos, em particular, |
tratamento da hipdxia, isquemia, epilepisia, e t@sncas de Alzheimer e Parkins
(Rogozeet al., 2005).

Além das acilpoliaminas, * reportado o isolamento de fEgmatina-oxamida
da peconha dBlectreurys tristis (Quistadet al., 1993);toxinas nucleosidicas mono
disulfatada que agem em canais ?* tipo 1 com efeito similar a toxina 6 da

peconha deHololena curta (Taggi et al., 2004); tetraidr@-carbolinas (alcaloide
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isolado da aranha sociBbrawixia bistriata (Cesaret al.,2005) e deNephila clavipes
(Margueset al., 2005); esses componentes apresentam atividaetécida, neurotoxica,
convulsivante e séo letais para ratos (Saidendiealg 2009).

Recentemente, foi caracterizada uma dioxopiperidlaaaranhaPhoneutria
nigriventer, a Nigriventrina (423.06 Da). Esse composto mosser neuroativa em sete
regides cerebrais de rato e foi capaz de causaulsé@o nos mesmos (Gometsal.,
2010).

1.4. Peptideos (1-10 kDa)

Foram descritos aproximadamente 200 peptideosis®lde aranhas, no entanto
apenas, 25% correspondem a peptideos de arantasywajeiras (Migalomorfas).
Cerca de 30 peptideos foram caracterizados de aadn familia Theraphosidae. A
maioria apresenta carater basico, estrutura prnw@mnposta por 31 a 41 residuos de
aminoacidos estabilizada por trés pontes dissufetmssa moleculares de 3500 a 4500
Da (Estradat al., 2007).

1.4.1. Peptideos Citoliticos Lineares

Os peptideos lineares séo livres de pontes didgeulée exibem efeito
citolitico interferindo no status fisiologicos daimal alvo, além de provavelmente
responder pela maior parte da toxicidade de digepggonhas de aranhas (Estrada
et al., 2007). Estes podem ser subdivididos em: ricos eegluos de aminoacidos
prolina, arginina e ocasionalmente, triptofano eqos podem adotar uma estrutura
ema-hélice (Audreu & Rivas, 1998; Braff & Gallo, 2006)

Além de serem lineares, esses peptideos sao caradtes por serem pequenos
(< 50 a.a.), catibnicos com carga positiva relatigate alta, anfipaticos propensos a
formacao de estrutura emhélice e possuem afinidade pela bicamada lipi(Kedon-
Nentwig, 2003). Essas caracteristicas os tornam aormgrupo de peptideos
antimicrobianos e apresentam atividade, em conaedé&s micromolares, por meio
da formacdo de poros na membrana do microorganigmateracdo do peptideo
com a membrana do microorganismo depende princgraenda distribuicdo de
cargas do peptideo e da composicao de fosfolipittosmiembrana celular (Epand &
Vogel, 1999).



O primeiro peptideo com atividade citolitica isaath peconha de aranhas foi
identificado na pecgonha deycosa singoriensis (Xu et al., 1989). Mais tarde, dois
peptideos anfipaticos formadores de poros foranorgraxdos na peconha da aranha

Lycosa carolinensis, as Licotoxinas | e Il (Yan & Adams, 1998).

Budnik e colaboradores (2004) acrescentaram aoogdeppeptideos lineares
outras duas toxinas de singoriensis, as Lycocitinas 1, 2 e 3. Esses peptideos sao

homologos as Licotoxinas e inibiram agéo antibéamere antifungica.

Foram isolados os peptideos Cupienninas e Oxy@sniidentificadas em
peconha das aranh@sipiennus salei e Oxyopes kitabensis, respectivamente (Villegas
& Corzo, 2005). As Cupienninas e Oxyopininas possagior¢cdo N-terminal composta
por residuos de aminoacidos hidrofobicos, enquapte na porcdo C-terminal é
constituido de residuos mais polares. Essas cHgdici#s estruturais permitem as essas
toxinas multiplas atividades, uma vez que, alénatiladade antimicrobiana, também
apresentam atividade inseticida, promovendo o eflde ions de calcio de
sinaptossomos, e assim reduzindo o gradientecgléia membrana, por fim causam
também a lise em eritrécitos (Coratcal., 2002; Haeberlét al., 2000; Kuhn-Nentwiget
al., 2002).

Outra classe de peptideos lineares sédo as latar(lite (latarcina 1, latarcina
2a, latarcina 3a, latarcina 4a e latarcina 5) dimdade Lachesana tarabaevi que

demonstram atividade contra um amplo espectro détias (Dubovskiet al., 2006).
1.4.2. Peptideos Neurotoxicos

Canais voltagem dependentes para sodid,JNeélcio (C&',) e potéssio (K,)
sao responsaveis por produzir sinais elétricosridr pia geracdo de potenciais de acao

em neurdnios e em outras células excitaveis (@#it&095).

A estrutura do canal para V& uma Gnica proteina complexa formada por uma
subunidade principal (220-260 kDa) e duas subunidaflesuxiliares (33-36 kDa). A
subunidade principal € formada por dois dominiosndlogos que contém seis
segmentos transmembranicos formando um poro (Figia2B) (Catterall, 1995;
Catterallet al., 2007). Clonagem e sequenciamento demonstrar&rastrutura do
canal para Ga, é homoéloga ao canal para Wacom uma subunidade associada a

subunidades auxiliare®s, f ey. Assim como os canais para‘Nea subunidade do
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canal para G4, forma o poro. Enquanto que os canais pafa 8o formados por
guatro segmentos transmembranicos homoélogos a iscn dominio da subunidade
dos canais para Nge C&", (Figura 2A, 2B) (Catterakt al., 2007).

As subunidades principais e auxiliares dos canaia pld,, C&£", e K', sdo
elementos requeridos para conducéo, reconhecineesgtecao de ions (Catteretllal .,
2007). O mecanismo dos sensores de voltagem aparemte € conservado nesses
canais (Hille, 2001)Essa estrutura € alvo de neurotoxinas que modelasuaa
funcionalidade e a conservacgéo presente ao longevdiacdo molecular dos canais
ibnicos provavelmente explica a similaridade do endd ac&o dos peptideos sobre as
diferentes familias de canais (Li-Smerin & Swatt298; Swartz & MacKinnon, 1997;
Winterfield & Swartz, 2000; Catteradt al., 2007).

As toxinas de peconha de aranhas com acédo em c¢anaes consistem em
uma cadeia Unica de polipeptidio que contém de63ceteinas, que formam pontes
dissulfeto intramoleculares (Figura 3). Esses pepd compartiham um motivo
estrutural comum conhecido conmhibitor cystine knot (ICK) (Bosmanset al., 2006;
Sollod et al., 2005; Takahashét al., 2000) (Figura 2C). Como consequéncia desse
dobramento todos os peptideos apresentam uma rfeidgi@dobica circundada por um

anico “cinto de cargas” na superficie de interacgéo.
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Figura 2. Toxinas de aranhas que atuam em canaisni@os voltagem dependentesA.
Esquema representativo exibindo uma visdo do tasocdnais para Na Ce&*, (esquerda) e
K*, (direita). O centro do poro é circundado pelostmuaensores de voltagem de quatro
dominios (I-IV). Nos canais para Nae C&', os “remos” ndo sio idénticos, sendo
identificados no esquema por cores diferenciadas.chhal para K, esses “remos” sdo
idénticos, portanto, estdo representados pela mesmB. Visao lateral dos canais para‘lya
cd”, (acima) e K, (abaixo) embebidos na bicamada lipidica. Nos caais N4, e C&", cada
dominio (I-1V) consiste em seis segmentos transmanitos (S1-S6) sendo que S1-S4 formam
0s sensores de voltagem e os segmentos S5-S6 aldaadhio, juntos formam o poro seletivo
para N4 e C&", respectivamenteC. Alinhamento das estruturas primarias das toxiras d
aranhas com trés pontes dissulfeto e acdo em cpaisNa, C&", e/ou K, (indicado por
circulos azuis). %C (% residuos conservados). Madib de Bosmans & Swartz, (2010).



Figura 3. Representacdo esquematica das estruturasidimensionais de neurotoxinas
isoladas da peconha de aranhasd. Hanatoxina-1, atua em canais para (RDB 1D1H;
Takahashi et al., 2000); B. Huwentoxina-IV, atuaanais para NaPDB 1MB6; Peng et al.,
2002); C.w-Agatoxina-IVA, atua em canais para‘C#PDB 10AV; Kim et al., 1995). As
pontes dissulfeto estdo representadas em laranggehs obtidas com auxilio do programa
Pymol.

As neurotoxinas de peconha de aranhas podem ssificadas em dois grupos
de acordo com o seu mecanismo de acao: 1) Bloquesade poro (inibicdo direta da
condutividade do ion pela interacdo com a regiaeptora do canal i6nico); 2)

Moduladoras da ativagdo ou inativagéo (Vassilegtséi., 2009).
1.4.2.1. A¢do em canais para Ca?+

A maioria das toxinas de aranhas bloqueadoras daiscgara Cd, foi
inicialmente encontrada na busca pela atividadetimda ou por moduladores de
funcdes sinapticas (Adang al., 2004; Kinget al., 2002; Tedfordet al., 2004). No
entanto, algumas dessas toxinas sdo considerapla$spuas, uma vez que provocam
efeito em canais para €ade vertebrados e invertebrados, tal como-@sjatoxinas
tipo IV (n-AgalV) (Adamset al., 2004; Rash & Hodgson, 2002).

As w-agatoxinas foram isoladas da peconha da arAgH&nopsis aperta e a
acado inibitéria € resultado da liberacdo de varimsurotransmissores. Esses
polipeptidios antagonistas pré-sinapticos de carei C4", possuem massa molecular
entre 5 e 10 kDa e sua classificacdo € baseadianilarislade estrutural e no espectro
de atividade contra canais para’Gale insetos e vertebrados. S&o conhecidas quatro

familias dew-agatoxinas (tipos I-1V):



- Tipo | (m-Aga IA, IB e IC) bloqueia a transmissao neuromtescde insetos, mas nao

inibe os receptores pagaconotoxina GVIA em membranas de sinaptossomos;

- Tipo Il (o-Agall) bloqueia a transmissdo neuromuscular detass e inibe os
receptores par@-conotoxina GVIA em membranas de sinaptossomos;

- Tipo Il (o-Agalll) inibe os receptores paraconotoxina GVIA em membranas de

sinaptossomos, mas nao bloqueia transmissédo nescataude insetos;

- Tipo IV (w-AgalV) ndo séo téxicas nas juncbes neuromuscylanes sao as-
agatoxinas melhores caracterizadas por serem pstémbidores de canais para
Ccd”*, em neurénios centrais de insetos e bloqueadoreardss tipo P/Q (G4, 2.1)
de mamiferos (Adanmgt al., 2004; Rash & Hodgson, 2002).

Interessantemente, em termos de neurotoxinas EEwid peconhBhoneutria
nigriventer € composta basicamente por toxinas que atuam een wamedade de
subtipos de canais Ca2+v. A PnTx3-3 inibe a litrage neurotransmissores atraves
do bloqueio de canais P/Q e tipo-R. Asphonetoxinas IIA (PnTx3-4), as quais
mostram estrutura primaria com alta homologia ailfamll das w-agatoxinas,
bloqueiam canais para €ado tipo-N. Além disso, esses peptideos tambénubiaq

canais Ca2+do tipo-L, assim como as toxinas Tx3-2 e Tx3-5 (Gpst al., 2002).

Outras toxinas também foram isoladas e caracterizat® migalomorfacf-
grammotoxina SIA deéGrammostola. spatulata e SNX482 deHysterocrates gigas) e
aranhas de araneomorfas (SNX325 $hgestria florentina; DW13.3 de Filistata
hibernalis e PLTX-Il de Plectreurys tristis) (Lampe, 1999; Liang, 2004; Rash &
Hodgson, 2002).

Foram descritos alguns bloqueadores seletivosmspara Cd, de insetos na
peconha de aranhas “funnel web”. Estes peptidemsedrotoxinas letais comoa
ACTX-Hvla, uma das mais potentes toxinas descabefta-ACTX-Hvla se liga a
canais para G4 de ortopteros em concentracbes nanomolares. Assimo ao-
ACTX-Hv2a, uma toxina seletiva de 45 residuos ofoba de canais para €ade

insetos, mas com uma estrutura 3D muito diferdRésli & Hodgson, 2002).
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1.4.2.2. A¢do em canais para Na*

Os canais para Nasdo um dos alvos mais comuns de moléculas presemies
venenos/peconhas de animais (Mebs, 2002). Porras3a, essas toxinas estdao sendo
usadas para descri¢do de receptores de sitiosdis para N5. No entanto, estudos da
interacdo de toxinas de aranhas com os canaisN@yae mamiferos foram iniciados

recentemente (Bosmans & Swartz, 2010).

Diversas toxinas de aranhas modulam canais paria atrdvés da ligagdo nos
sitios 3 e 4, no retardo da ativagdo ou causandoraudanca no potencial de ativacao.
Dentre essas estdo adoxinas das aranhaladronyche, Atrax spp. e Missulena
bradleyi as quais sdo toxinas letais, responsaveis pelar paite do envenenamento
humano. Essa familia de peptideos possui 42 residecaminoacidos e causam um
prolongamento do potencial de acdo durante o adpaato do plator da
potencializacdo. Essa acido de inativagdo lenta amhal cpara N& também foram
detectadas para as toxinas PnTx2-6 isoladas danip@cda aranha armadeira
Phoneutria nigriventer (Nicholson, 2006) es-palutoxins dePireneitega luctuosa
(Bosmanst al., 2008; Corzcet al., 2000).

Da pecgonha dagelenopsis aperta foi isolada a familia de toxinas de canais para
sbédiq as p-agatoxinas (u-Aga-1 a pu-Aga-Vl). As p-agatasipossuem de 36 a 48
residuos de aminoacidos, com oito cisteinas quaafior quatro pontes dissulfeto,
podendo ter ou ndo a por¢cao C-terminal amidadasBssinas induzem uma mudanca
em canais para N@gpara potenciais mais negativos (Skineeal., 1989). Assim como
as Curtatoxinas (Ct-1 e Ct-1l) da pegonha da ardtibl@lena curta, os polipeptideos
(Tx1 e Tx2-9) da peconha da aranha armaddd@meutria nigriventer e
huwentoxinalV deH. schmidti. No entanto, o mecanismo de acdo ainda ndo esta
esclarecido (Stapletaat al., 1990; Cordeircet al., 1992).

As toxinas moduladoras de canais pard,da mamiferos melhores estudadas
sao as Protoxinas (ProTx-1 e ProTx-ll) dérixopelma pruriens. As Protoxinas
interagem com regifes conservadas do dominio \ettadependente de canais para
Na', e interferem na sua ativacdo (Bosmahsal., 2008; Middletonet al. 2002;
Schmalhofeet al., 2008; Smithet al., 2007).
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1.4.2.3 A¢cdo em canais para K*

Os estudos de toxinas de peconha de aranhas quam am canais para’K
estdo em um continuo avan¢o, onde toxinas comonatddna deGrammostola
gpatulata tem sido usada como modelo na investigacdo dagigdapes e funcbes
desses canais (Swartz & MacKinnon, 1995; Escosatuas 2002).

A hanatoxina (HaTx) € um peptideo de 35 residucandi@oacidos de 4.1 kDa
gue foi isolado durante a procura por inibidoresa®ais K2.1. A HaTx mostrou efeito
sobre canais .1 através da mudanca do potencial da membraagppéenciais mais
positivo inibindo a ativacdo do canal. No entarteletividade da hanatoxina nao é
exclusiva para os canais X1, uma vez que inibe com similar afinidade caka#k?2.
Por essa razdo, a hanatoxina tem sido considerpéptimleo neurotoxico modulador de
canais para K mais bem estudada (Huadigal., 2002; Leeet al., 2003; Li-Smerin &
Swartz, 1998, 2000, 2001; Laual., 2002, 2003; Nishizawa & Nishizawa, 2006; Shiau
et al., 2003; Swartz & MacKinnon, 1995, 1997a, b; Talshiet al., 2000; Wangt al .,
2004).

Outras toxinas que tem como alvos os canaid,ekK 4 foram identificadas, tais
como as stromatoxina (ScTx1l) d&romatopelma calceata e heteroscodratoxinas
(HmTx1,2) deHeteroscodra maculate (Escoubast al., 2002).

Foi isolado da aranh&codra griseipes uma toxina homadloga a HaTx,SGTx1
que impede a inativacao rapida de canai®. K Essas toxinas possuem um grupo de
residuos hidrofébicos cercados por residuos bagMasvin et al., 1999; Leeet al.,
2004). Também foi observado que a GuangxitoxinaT&kE) de Plesiophrictus
guangxiensis se ligam a canais,R.1 com alta afinidade (Herringtehal., 2006).

Por outro lado, algumas toxinas aparentemente ed@bveis apenas para canais
K4, como as heteropodatoxinas (HpTx1-3)Hkteropoda venatoria (Sanguinettiet
al., 1997; Zarayskit al., 2005), as phrixotoxinas (PaTx1,2) erixotrichus auratus
(Diochot et al., 1999) e TLTx1-3 da peconha dkeraphosa leblondi (Ebbinghausat
al., 2004).

A atividade de toxinas de canais para potassicesforestrita aos canais Kv2 e
Kv4, como foi para VsTx1 isolada derammostola spatulata que se liga em canais

K. AP (Rutaet al., 2003).
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Além da classe de toxinas moduladoras de canas patadssio existem as
bloqueadoras, tais como a huwentoxina-X| Kaeplopema schmidti que possui
estrutura com motivo Kunitz, um potente inibidortdpsina (Yuaret al., 2008).

A sequéncia de aminoacidos das toxinas com efgitoamal para K, discutidas
mostraram serem similares (82% a 30%) e todas posseis residuos de cisteina,
formando trés pontes dissulfeto. Interessantemewoi®, excecdo de HpTx1-3, todas
essas toxinas foram isoladas da peconha de areaatagyuejeiras (Jiang al., 2003;
Leeet al., 2005).

A acdo dessas moléculas sob canais para potassigide considerada uma
ferramenta promissora no entendimento da completaaicdo entre essa familia de

toxinas com os dominios sensiveis a voltagem (hgonet al., 2006).
1.5. Componentes Protéicos (> 10 kDa)

Diversos componentes de alta massa molecularag@ameente encontrados em
peconha de aranhas, tais como: enzimas que amesamn amplo espectro de
atividades enzimaticas, proteinas transportadoggs)atorias, e estruturais (Vassilevski
et al., 2009).

Estudos tém sido realizados para demonstrar astiiaele e caracterizagao de
enzimas presentes em peconha de aranhas (proteastsases, lipases, fosfatases,
glicosidases). Entre estas, as hialuronidases, &#oponentes frequentemente

encontrados em peconhas de aranhas (Deatralja 2008).

As hialuronidases sdo uma classe de (glicosidases degradam
predominantemente acido hialurénico (AH) preserematriz extracelular de células
de vertebrados, com habilidade limitada para aagbwm de condroitina e sulfato de
condroitina (El-Saforyet al., 2010). As hialuronidases/AH estdo envolvidas em
processos fisioldgicos tais como, migracao celdasenvolvimento embrionario e na
fertilizacdo e também estdo associados a procesgogicos, inflamatorios, artrite
reumatoide e cancer (Laurent & Fraser, 1986; Ki€i95).

Além disso, as hialuronidases sdo consideradasitddoras da difusdo de
toxinas nas presas, uma vez que a degradacdo dg mstracelular aumenta a

13



permeabilidade de tecidos conectores e diminuisaogidade de fluidos corporeos
(Nagaraju, 2007; El-Safomt al., 2010).

Foram descritas hialuronidases em peconha de ds/aspécies de aranhas
pertencentes ao géndroxosceles e de aranhas caranguejeiras (Barlehad, 2005; Da
Silveira 2006; El-Saforgt al., 2010).

Inibidores da degradacao de acido hialurénico posienusados na reducdo do
progresso de doencas, da difusdo de peconha ectii&m patogénicas. Dessa forma,
inibidores de hialuronidases sédo potentes agergesegulacdo do catabolismo e
anabolismo de AH. Além disso, esses inibidores posier usados como contraceptivo,
devido o envolvimento que essas enzimas tém nbzagho (El-Saforyet al., 2010).

Existem outras aplicacbes de hialuronidases, tamoco uso de moléculas
recombinantes para o desenvolvimento de ferram@atasfertilizacdon vitro, agentes
anti-tumorais, antibacterianos e na inibicdo doad®mmento de toxinas (Kreil, 1995;
Shusteret al., 2002; Botzkiet al., 2004; Girisk & Kemparaju, 2007; Lampet al.,
2007). Adicionalmente, moléculas recombinantespoder utilizadas na investigagcédo
do papel fisioldgico e fisiopatologico de AH e hianidases nativas (Senff-Ribeied
al., 2008).

Outra classe de proteinas conhecidas de peconaialeas séo as fosfolipases
D que catalisam a hidrdlise de esfingomielina denbrana celular, por essa razdo eram
chamadas de esfingomielinases D. As fosfolipasesidencontradas nas aranhas do
géneroLoxosceles e sdo consideradas as principais mediadoras dades@onecroética
tipica provocada pelo envenenamento por essas asarmh loxoscelismo cutaneo
(Barbaroet al., 2005; Lee & Lynch, 2005; Murakarei al., 2005).

Na peconha das aranhas conhecidas como “vidva‘nggrgéneroLatrodectus
€ encontrada uma familia de neurotoxinas de altssanaolecular (>100 kDa), as
latrotoxinas, que exibem um efeito letal contra iogr animais. Ensaios
eletrofisiologicos mostraram que as latrotoxinastimegam a liberacdo de
neuromediadores de terminacdes nervosas com algitvaseForam reportadas sete
diferentes latrotoxinas da peconhaldéredecimguttatus. a a-latrotoxina que responde
pelo efeito nas sinapses de vertebrados; as lsé@iotoxinas - LITsof, B-, y-, 6- e e-
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LIT) sdo seletivas para insetos e-¢atrocrustoxina ¢-LTC) com acédo seletiva para
crustaceos (Ushkaryat al., 2004).

Em resumo, os componentes protéicos da peconhaadbas desempenham
vérias funcdes como: efeito toxico direto (necratag ou neurotoxinas) e “fator de

espelhamento” (enzimas que destroem elementositesjqVassilevskét al., 2009).
1.6. Guyruita cerrado (Guadanucci, 2007)

A familia Theraphosidae esta distribuida principaite em areas tropicais e
semi-tropicais e apresentam uma grande diversidenlégica, podendo ser encontrada
em areas secas e Umidas, savanas, desertos ashsdnit&temperados. A variedade de
nichos ecolégicos é devida a combinacdo do comperito de predagdo com a
diversidade da peconha (Corzo & Escoubas, 2003).thesaphosas, conhecidas
popularmente como tarantulas (caranguejeiras), dorna familia de aranhas mais
diversificada, com 116 géneros, 900 espécies dasce estad dividida em 10
subfamilias (Platnick, 2010; Raven, 1985).

A subfamilia Ischnocolinae compreende os terafosidge menor tamanho,
podendo ter em média 15 mm de comprimento. Os dechilleos sdo aranhas muito
rapidas que se abrigam debaixo de troncos e pgurasyem numerosos espinhos nas
pernas, auséncia de pelos urticantes, subteguleite® bulbo copulador sem quilhas
(Gerschman de Pikelin & Schiapelli, 1973). Essafauflia compreende 13 géneros,
entre elesGuyruita que possui trés espéci€s:atlantica, G. cerrado e G. waikoshiemi.

A espécie Guyruita cerrado (Figura 4) foi descrita por Guadanucci e
colaboradores (2007), é endémica do Brasil e estidbdiida nos estados do Para, Piaui,

Maranh&o, Tocantins, Goias e Distrito Federal.
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Figura 4. Espécime de fémea d&uyruita cerrado.

16



2. Justificativa

Embora exista cerca de 41000 espécies de arankastale um namero ainda
maior aguarda caracterizacao. Dentre essas apeatns grupos de aranhas sao capazes
de causar envenenamentos fatais em humanos @rsBistVhite, 2004; King, 2004;
Platnick, 2010). Assim, diante da historia das pesss de toxinas, ndo € surpreendente
que a peconha de aranhas tem recebido menos atm@arada a peconha de outros
animais, devido ao seu impacto minimo sobre a satchana.

Sendo assim, 0s primeiros estudos relacionados;@npa de aranhas foram
concentrados exclusivamente nas aranhas que refmeserelevancia meédica
(Latrodectus spp., Loxosceles spp., Atrax e Hadronyche). O cenario da pesquisa de
toxinas de aranhas mudou no final da década deu8Adg Adams e colaboradores
demonstraram as propriedades farmacologicas imsreas diferentes classes de

agatoxinas isoladas da aramgelenopsis aperta (Adams, 2004; Escoubasal., 2006).

A partir disso, um namero crescente de pegonhasalha tem sido explorado
com o objetivo de elucidar a sua composi¢cao, masipalmente como fontes de novos

canais ionicos e ligantes do receptor (Escoebals, 2000; Corzo & Escoubas, 2003).

Adicionalmente, o estudo das neurotoxinas da pecdeharanha pode fornecer
subsidios para a construcdo de compostos ativaddoexjueadores de canais ibnicos
com potenciais terapéuticos (Rash & Hodgon, 200&)a vez que, esta cada vez mais
evidente que a peconha de aranha apresenta unmezdiversidade de moléculas com

amplas propriedades farmacoldgicas.

A investigacao sistematica de moléculas bioatmapicia a compreensao de
sistemas bioldgicos, avancos biotecnologicos, bemmocatentam para a necessidade da
conservacdo desses animais. O presente traballia ans buscas por novos farmacos
e na a ampliacdo de pesquisa da biodiversidadeatdbas caranguejeiras do Cerrado
brasileiro, uma vez que este € o primeiro estudoadecterizacdo da peconha da aranha

caranguejeir&uyruita cerrado.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Caracterizar quimica e farmacologicamente compesdribativos presentes na

peconha da aranha caranguej@&tgruita cerrado.

3.2. Objetivos especificos

1.

Isolar, purificar e identificar peptideos e/ou pioas presentes na peconha da
aranha caranguejeifa cerrado;

Caracterizar quimicamente os peptideos purificguysmeio da determinacdo de

suas estruturas primarias;

Comparar as estruturas primarias dos peptideosifidedos com outras estruturas

depositadas em banco de dados;
Investigar a atividade biol6gica dos componenteleocutares isolados;

Realizar modelagem molecular das estruturas pramaéios peptideos isolados.
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4. Material e métodos

4.1. Obtenc¢ao da peconha

Os espécimes d6uyruita cerrado (cerca de 200 fémeas e 15 machos) sob
licenca do IBAMA (23424-2) foram coletados na Falgemossa Senhora Aparecida,
municipio de Monte Alegre — GO e mantidos em catiyeem caixas individuais no
biotério do Laboratdrio de Toxinologia — UnB. Osimais foram regularmente

alimentados, aproximadamente uma vez ao més, (Setos

A peconha foi obtida por meio de estimulacdo e&ti30 s) moderada de
corrente continua de 100 V, com baixa amperagemegido basal das queliceras. A
peconha foi coletada individualmente em &gua “Mili com o auxilio de tubos
plasticos tipoeppendorf, de acordo com Estrada al., 2007. Estas amostras foram

imediatamente congeladas e liofilizadas.
4.2. Quantificacao das amostras

A quantificacdo da peconha bruta e das fracdes atagraficas foi realizada
medindo-se a absorbancia em 280, assumindo que uma unidade de absorbancia em
uma cubeta de quartzo de 1 cm equivale a 1 mg/nmdodeentracdo protéica (Caliskan
et al., 2006).

4.3. Fracionamento da Peconha Bruta

As amostras liofilizadas foram ressuspendidas em sotucdo de 0,1% de &cido
trifluoracético (TFA), centrifugadas a 14000 RPMoesobrenadante aplicado em
sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiénera Fase Reversa (RP-HPLC):
Shimadzu Co. (Kioto, Japan) série LC10A; equipaaim arranjo de diodo SPD-M10A
e coluna analitica fgPhenomenex Synergi4-usion-RP80 (0,46 x 250 mm). A elui¢do
foi realizada com gradiente binario de solventes:Sdlucao aquosa de TFA 0,12% e B
- Solucéo de acetonitrila e TFA 0,1% (v/v) com Bude 1 mL/min. (Cheet al., 2004).

O gradiente teve inicio com 0% de B por 10 minufoa;60% de B em 60 minutos; 60
a 100% de B em 10 minutos; 100% de B por 10 minutd@ a 0% de B em 5 minutos;

com monitoramento em 216 e 2.
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As fracOes coletadas passaram por processo demaorgrafia em sistema de
RP-HPLC, utilizando gradientes otimizados de ad#tlen e monitoradas em
comprimentos de onda (216 e 280) com coluna analitica;gPhenomenex Luna 3

100 A (4,6 mm x 150 mm). As fragcdes manualmentetadbs foram liofilizadas.
4.4. Analises por Espectrometria de Massa e Sequenciamento De Novo

Espectrometria de Massa em sistema MALDI TOF/TO#taBlex Il (Bruker
Daltonics, Alemanha), operando no modo refletido rau linear positivo, foram
realizados para a inspecao de massas molecular8y éMpara fragmentacdo das
amostras de interesse (MS/MS). Para MALDI TOF agdes foram dissolvidas em
uma matriz saturada de acidm-cyano 4-hydroxicinamico e para fragmentacao
diretamente na fonte MALDI (ISD) foi utilizada a tna 1,5-diaminonaftaleno (1,5
DAN) ambas dissolvidas em acetonitrila/agua/3%aidcétrifluoroaceético (5:4:1).

Foi adicionada uma solucé&o de matriz para ionizaggaroporcéo de 1/1 (v/iv) a
mistura de peptideos antes da calibracdo. Panadsises em MALDI-ISD foi utilizado
BSA (69,3 kDa) como calibrante.

Em alguns casos também foi utilizado o hibrido \Wa®&YNAPT G1 FDMS
(High Definition Mass Spectrometry) o qual apreaenima geometria do tipo
ESI/MALDI-Quadrupolo-mobilidade i6nica-TOF. Nestpd de equipamento, pacotes
de ions sédo lancados em uma camara na qual sdmdmpade acordo com sua
mobilidade através de um gas inerte sob a inflaédei um campo elétrico fraco. Os
dados foram adquiridos com a fonte de ions ESlampgkr em modo positivo, voltagem
do capilar igual a 1,8 kV e tensdo de cone igu85aV. A mobilidade idnica foi
realizada em presséo de nitrogénio igual a 1 ldocidade da onda variando entre 300
a 450 m/s, e amplitude de onda com variacdo dd&\Aa A aquisicdo dos dados e as

analises foram realizadas com os programas Masst.yndtScope.

Com o objetivo de obter uma precisdo maior nosrgalde massa molecular dos
ions de interesse (aproximadamente 0,5 ppm), apali®ram realizadas em
espectrometro de massa MicroQTOF-Q Il (Bruker Dadt®, Alemanha), operando em

modo positivo.
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O sequenciamentde novo foi realizado por meio de interpretacdo manual com
o auxilio do software FlexAnalysis. Buscas por kndade foram realizadas por meio
dos programas Fasta3 sob o servidor Expasy (Expasigcular Biology server;
http://www.expasy.org) e BLAST _(http://blast.nctimnih.gov/Blast.cgi. Outros

programas como Clustal foram utilizados para o halinento das sequéncias e

comparacao das substituicdes de aminoacidos.
4.5. Reducao e Alquilacao

As fracOes purificadas por RP-HPLC foram reduzidas 100uL de tampao
NH4HCO; 100 mM, pH 8 adicionado com DTT 50 mM. As amosftaaam incubadas
sob agitacao constante de 300 rpm durante 1 h’@.37ara a alquilagéo foi adicionado
iodoacetamida 50 mM em tampédo MCO; 100 mM, pH 8. Em seguida, as amostras

foram incubadas no escuro por 1 h a 70°C.

AplOs a reducdo e alquilagdo das amostras, cadaofrémi dessalinizada
utilizando-se coluna de fase reversa em sistentdRl€C com coluna C4 Vydac 4.6 x
150 mm/5um, equilibrada previamente com TFA 0,1% (v/v) cdaxd de 1 mL/min e

deteccdo em 216 nm.
4.6. Hidrodlise enzimatica

Apés reducédo e alquilacdo, os peptideo purificadmtéresse foram submetidos
a hidrolise enzimatica com tripsina imobilizada rfiobilized Trypsin, TPCK Treated,
Pierce) em tampéao de atividade (100 mM4sNBO; 50 mM, pH 8) incubadas a 37 °C
(2 — 12h). A razdo de enzima/substrato utilizadalé1:50 (v/v) em um volume final
de 50uL para obtencéo de digestbes parciais que pudesseiar no sequénciamento
do peptideo. Aliquotas deul foram dissolvidas em matriz de acidaiano 4-hidroxi-
cinamico e monitoradas em MALDI TOF e/ou MALDI nucFlex para estabelecer

otemo de hidrolise enzimatica.
4.7. Degradacao de Edman e Sequenciamento N-terminal

ApoOs a determinacdo das massas moleculares e dodgrgureza, alguns
peptideos de interesse foram sequenciados autamatite pelo método de degradacdo
de Edman (realizado pela Dra. Isabel de Féatimae@orBatista, pesquisadora do

Laboratério de Bioquimica e Biofisica — InstitutautBntan). A determinacdo da
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estrutura primaria por meio do sequénciamento atioomdo N-terminal de peptideos
foi realizada no sequenciador de aminoacidos PPS(BRBimadzu, Japao), conforme
instrugcdes do fabricante. O sistema cromatogrdficoalibrado previamente com PTH

aminoacidos padrdes antes de cada analise.
4.8. Ensaios Eletrofisioldgicos

4.8.1. Isolamento de Cardiomiocitos

Cardiomidécitos ventriculares de camundongo (C57Blferam enzimaticamente
isolados como descrito em Shioya (2007) com algumadificacbes. Resumidamente,
0os coracOes foram montados em um sistema Langéralarma pressédo constante,
perfundidos com uma solucédo tampao livre de c§lciB8) contendo (mM): 130 NacCl,
5,4 KCI, 0,5 MgC}, 0,33 NaHPQ,, 22 glicose, 25 HEPES, e 0,4 EGTA (pH ajustado
para 7,4 com NaOH) mantidos a%7por 3 min.

Em seguida, os coracbes foram perfundidos por 5a7com CIB (sem EGTA)
contendo 0,3 mM Cagl1 mg/mL colagenase tipo Il, 0,06 mg/mL de prodeigo
XXIII e 0,06 mg/mL de tripsina pancreatica. Os @aes foram removidos da canula e
os ventriculos foram separados, cortados em pegueedacos, submetidos a uma
digestdo adicional por 15 min a 3Z com CIB suplementado com colagenase, tripsina

e protease como descrito anteriormente e com RTMM.

As células isoladas foram filtradas (150 pum mesétrifugadas a 300 rpm por 3
mim, ressuspendidas e mantidas em solucéo CIB mdmte.2 mM CaGle 2 mg/mL
albumina sérica bovina (BSA) por 5 min a 37°C. Fmemte, as células foram
centrifugadas novamente (300 rpm por 3 min), regendidas e armazenadas em
solugdo Tyrode’s com 1% de penicilina/estreptonaicen BSA 2 mg/mL contendo
(mM): 140 NacCl, 5,4 KCl, 0,5 MgGJl 0,33 NaHPQ,, 11 glicose, 5 HEPES e 1,8 CaCl
(pH ajustado para 7,4 com NaOH). Apenas 0s miotitiesantes a calcio, quiescentes,
com forma arredondada mostrando estrias evidemtesnf utilizados. Os midcitos

cardiacos isolados foram usados no prazo de 3&s lapos o isolamento enzimatico.
4.8.2. Experimentos em Whole-cell Patch-Clamp

Registros eletrofisiologicos déVhole-cell voltage-clamp foram obtidos a
temperatura ambiente (22 - 28) em amplificador EPC-9.2 patch clamp (HEKA
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Electronics, Rheinland-Pfalz, Germany) como prewata descrito por (Oliveiret al.,
2007). Em seguida, as solu¢bes de equilibrio detgiforam igualadas com o interior
da célula de 3 a 5 minutos. A resisténcia dosagetr estava entre 0.5 a 1.80MAs
correntes de potassio foram registradas com fi2r® kHz) e digitalizadas a 10 kHz.
Para as analises, foram utilizados os midcitosmostraram uma resisténcia em série
(Rs) menor do que 6 M e a compensacao da Rs foi de 40%. As pipetas foram
preenchidas com solucédo interna contendo (mM): 20 K30 KOH, 130 aspartato, 2
MgCl,, 5 NaCl, 10 HEPES, 5 EGTA (pH ajustado para 7,&h d6OH). Para a
mensuracao das correntes de potassio foi usadcsolmgéo externa contendo (mM):
140 NacCl, 5,4 KCI, 0,5 MgG] 0,33 NaHPQ,, 11 glicose, 5 HEPES, 1.8 CacCl
Nifedipina (10 uM) e tetrodotoxina (10 uM) forami@dnadas a solucao externa para

suprimir as correntes de célcio e sédio, respatiavde.
4.8.3. Protocolo Experimental

Para analise do efeito de 3 UM de GcTx1l, GcTx2 €x3Gsobre canais para
potdssio presentes em midcitos, foram utilizados g@ootocolos experimentais: no
primeiro, a corrente de potassitk)( foi medida a cada 10 s pelos pulsos de
despolarizacdo para +60 mV/s de um potencial deusgpanterior de -80 mV, durante
e depois da lavagem dos peptideos. Nesse cason forensuradas as correntes
transientes de saida’ Kl,,) quando o pulso comecava e a corrente no estddoeks
(Iks9 até o fim do pulso (duragdo de 800 ms). No segprdtocolo, foi realizada a
analise do efeito dos peptideos sobre a correnpetdssio versos a relacao de voltagem
usando rampas de voltagem (120 mV/s), onde as na@abrcelulares foram mantidas a
-80 mV, despolarizadas para +60 mV e em seguidaaepadas para -120 mV por 1.5

S.
4.8.4. Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos com significanci® £Dos numeros das
células estdo mostrados como n. As diferencas estgeupos foi determinada por teste
t Student pareado unilateral. Os valores de prtidatle p< 0.05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os dados foramisatkls usando Origin (Origin Lab,
Northampton, MA, USA) ou Sigmaplot (Systat Softwhare., San Jose, CA, USA).
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4.9. Construc¢do do Modelo Molecular

A modelagem molecular dos peptideos (GcTx2 e J)efmlizada submetendo as
sequéncias (GcTx2: GCRWMFGACKTTADCCKALACIGTCVWDGTYG e
GcTx3: GCRWMFGACKTTADCCKALACIGTCVWDGTYGN ) no Biolnfo Meta
Server26 (Ginalskiet al., 2003) para obtencdo de um molde com homologia para
estruturas primarias dos peptideos. Foi escolladaartir dos resultados do algoritmo
FFASO03, a estrutura da hanatoxina 1Gammostola rosea (PDB 1D1H) com um
escore de -14300 para GcTx2 e -11900 para GcTxlgzando uma boa homologia
estrutural entre a sequéncia e o molde. FFAS038ih énétodo de alinhamento de
sequéncias que utiliza um perfil algoritmo que émen escores de menores e maiores
identidades de sequéncias. Escores menores do.guedam menos do que 3% de
falsos positivos. (Jaroszewstdtial., 2005). Os modelos tridimencionais de GcTx2 e 3
foram obtidos por transferéncia das coordenadamiea8 da estrutura consenso de
RMN da hanatoxina para as sequéncias de GcTx2 ati§fazendo as restricdes
espaciais usando o Programa Modeller. As estrutdogs modelos foram checadas
usando o VADAR web Server (Leighet al., 2003). Os modelos finais foram

visualizados e manipulados usando o software Pyon@® rc6) (DeLano, 2002).
4.10. Zimograma: Hialuronidase

A atividade hialuronidasica foi verificada em gddSPAGE 12% preparado
entre placas de vidro utilizando o sistema de afl@tese Mini-PROTEAN Il (Bio-
Rad), seguindo o método de Laemmli, 1970. O gearselor foi elaborado para o
volume total de 5 mL, sendo composto por 2 mL déaaeida 30%, 1,25 mL de Tris-
HCIl 1,5 M pH 8,8, 1,645 mL de Agua Milli-Q, 50 ple $DS 10%, 50 pL de PSA 10%
e 5 uL de TEMED. O gel concentrador 4%, constityddo 266,7 pL de acrilamida
30%, 500 pL de Tris-HCI 1,5 M ph 8,8, 1,192 uL deiad MiliQ, 20 uL de SDS 10%,
20 pL de PSA 10% e 2 uL de TEMED, foi preparaaiouen volume total de 2 mL e
polimerizado sobre o separador entre as placagldejuntamente com o pente.

Foi adicionado ao gel SDS-PAGE 0,14% de acido roalco como substrato
para atividade enzimatica, utilizando com modiftes; 0 método de Miura e
colaboradores (1995). O gel foi lavado com agudildda para remover 0 excesso de
Triton X-100 e incubado em tampéo de atividade exwad Tris-HCI 20 mM pH 7.4
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com 0,5 mM de CaGlpor 16 h a 37C sob constante agitacdo e em seguida corado com
0,5% de Alcian Blue em 25% de metanol e 10% deocdaaético. A digestdo do acido

hialurénico foi identificada como zonas claras camt fundo corado em azul.
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5. Resultados

5.1. Fracionamento da Peconha e Analise por Espectrometria de Massa

O fracionamento da peconha brutaGlgyruita cerrado em sistema RP-HPLC
resultou em perfis cromatograficos com significatreprodutividade e a eluicdo de 38
fracbes cromatograficas. As fracfes em destagueesgpam 0S componentes
selecionados para recromatografia, com excecadrag®es Gc 34 e Gec 35 que nao
necessitaram de passos cromatograficos subseguemas/ez que ja se encontravam
em estado de pureza satisfatério (Figura 5).
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Figura 5. Perfil cromatografico do fracionamento da peconha € Guyruita cerrado.
Fracionamento em coluna;dCPhenomenex (0,46 x 250 mm) em sistema RP-HPLC. O
monitoramento das fracdes foi em 238 e a eluicdo realizada com fluxo de 1 mL/min. As
fracdes destacadas foram selecionadas para caacser bioquimica.

As fracOes obtidas a partir do fracionamento dapleg bruta de fémea d&
cerrado foram analisadas em espectrometro de massa davilddI-TOF/TOF na
faixa dem/z 500 a 10000 Da. Os 132 componentes de massas taobscdetectados
[M + H]" estéo classificados por faixa e representadosbedata.
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Tabela 1. Massas moleculares detectadas no fraciananto da peconha bruta de fémea de
G. cerrado. Dados obtidos a partir de analise em espectromdgrimassa (MALDI-TOF), nos
modos refletido e linear com intervalo de faixa5@@ a 20000n/z. As massas moleculares em
negrito indicam exclusividade para a pe¢conha de&&m

Fracdo Massa moleculam/z

1-12
13
14
15
16
17

18
19
20

21
22

23

24

25

26
27
28
29
30
31
32
33

34
35
36
37
38

ND

587.024602.0501762.9231777.897 2008.718164.829

1019.4941979.6842886.272 2901.212916.243944.2672978.1512979.165
1738.5992311.8952929.3252944.329

2481.946 2723.075 4064.780 4079.845

602.048 2332.941 2424.965 2647.081 3274.259 37773867.994 3926.962 4064.822
4079.882 4118.225 4133.350 5134.022

1171.564 1203.604 2422.936 2549.022 31733881.5238777.622 4079.929

ND

2789.106 2947.609 2959.272 3339.58269.5763531.549 3534.547 3540.312 3592.637
3867.615 3884.874 3925.598 4010.896 4087.904 49604.17.678 4133.111 4165.050
5520.380

1934.26 3533.46 3739.51 3851.58 3867.66 3926.72.913

3009.197 3283.503 3425.392724.5343739.566 3766.548 3798.563 3867.654 3911.675
3926.701 3943.637

2696.564 3040.238 3696.564 3740.238 3750.516 39863770.471 3798.455 3832.468
3850.558 3867.568 3909.513 3926.534 3983.724 4P044D23.840 4043.745 4058.952
4073.161 4133.006 5046.000 5554.334

3040.267 3696.604 3740.583816.448 3831.506 3926.592 3970.641 4007.823 4084.8
4898.876 5044.802

3780.488 3795.589 3839.574 3867.547 3926.3982.6543971.541 4008.677 4023.779
4039.791 4809.869 4851.887 4884.978 4898.785 4856:044.802 5952.113

3892.86 3907.95 3936.8952.064958.04 4999.05 5046.23

2522.64 3892.79 3907.80 3951 4859.884998.16 5045.07 8914.684

2478.63 2499.67 2522.64 3891.77 3907.79 3951.88.9951999.12 5029.95 5045.02
3025.47 3169.57 4160.25 4958.46

3169.31 3186.38 4084.81 4159.89

2351.89 2784.99 3039.10 3169.21 3187.27 4084.63

3006.437 3042.893 3135.623 31503A%55.5293313.36 3385.76901.74

3474.347 3499.90 3683.630 3909.611 4084.801 4318.971 4374.071 44B34748.423
4958.012

3150.233234.51 3250.47 3737.50 3754.52
3150.233165.253313.363367.293385.703401.39 3417.34

ND

ND

ND

ND — ndo detectado.

O perfil cromatografico do fracionamento da pecoritata de macho de

Guyruita cerrado em sistema RP-HPLC resultou em 28 fragcdes cromeiogs,

revelando a eluicdo de 7 fragcbes a menos em relsgdi@cionamento da peconha de

fémea (Figura 6).
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Figura 6. Comparacdo dos perfis cromatograficos dgeconha bruta de fémea (azul) e
macho (preto) deGuyruita cerrado. Fracionamento em coluna,dPhenomenex (0,46 x 250
mm) em sistema RP-HPLC. O monitoramento das fraffdesm 216nm e a eluicdo realizada
com fluxo de 1 mL/min.

Além disso, foi observado através da deteccdo dassas moleculares em
espectrometro de massa que existem componentesasigangue diferem entre os
géneros d&s. cerrado, sendo possivel destacar massas moleculares edasBpenas

nas fracbes cromatograficas da peconha de macheléra).
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Tabela 2. Massas moleculares detectadas no fracionanto da peconha bruta de macho de
G. cerrado. Dados obtidos a partir de analise em espectromdgrimassa (MALDI-TOF), nos
modos refletido e linear com intervalo de faixa5@@ a 20000n/z. As massas moleculares em
negrito indicam exclusividade para a peconha déhmac

Fracdo Massa moleculam/z

1 1313.636

2 1313.636 1154.192476.476

3 1313.636

4 1313.6363412.954

5 1313.636

6 4399.120

7 2164.310 3767.314397.860

8 3742.435

9 3835.354

10 3466.280 3481.296 4847.64215.650

11 3893.175 3908.885 3937.084 3952.866

12 4959.440

13 3354.1483369.0233397.987 3413.018 4888.43954.816
14 ND

15 3333.192 3662.501 3677.391 3709.386

16 3466.683 3481.648

17 2607.8708313.3813724.832

18 ND

19 1706.888 3397.874 3724.873

20 3313.88(@377.9573397.94083412.9363480.2323716.062
21 2480.536 3313.937 3383.870 3423.023 3716.415
22 ND

23 3313.0483480.4403716.396

24 3499.900@1241.042

25 3313.937 3385.870 3499.900

26 ND

27 3243.708

28 3313.937 3499.9(8B03.330

ND — ndo detectado.

A partir das analises em RP-HPLC e espectromegiandssa foi possivel
observar que existem diferencas qualitativas e tgadwas entre 0os componentes

moleculares de macho e fémea@eerrado.

Foi observado que a frequéncia de iang)(variando entre 500 e 6000 Da foi
maior entre 35 e 45 minutos, cerca de 25 a 35%elemitrila (TFA 0,1%) (Figura 7).
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Figura 7. Frequéncia de ionsr{/z) detectados nas fragBes cromatograficas da pegontda
Guyruita cerrado por tempo de retenc¢do (min.) Fracdes de fémea estdo representadas por
circulos pretos e fragbes de macho representadascipmlos vermelhos. A linha azul
representa o gradiente de acetonitrila.

As analises seguintes foram realizadas apenasagsafeacfes resultantes do

perfil cromatografico de fémea @riyruita cerrado.
5.2. Caracteriza¢do Quimica e Farmacoldgica

5.2.1. Caracterizacdo Quimica Parcial da Fracdo Gc24/25

A recromatografia com o gradiente de acetonitriianizado resultou em trés
fracbes cromatograficas (Gc24/25.1, Gc24/25.2 ed2823) (Figura 8A). As trés
fracbes foram novamente cromatografadas, no entapemas o componente principal
da Gc24/25.2 foi efetivamente isolado (Figura 8B).

A andlise em sistema MALDI/TOF MS confirmou o bomaw de pureza da
fracdo Gc24/25.2 a qual apresentou o ion com nmas$ecular igual a 5044.80&/z
(Figura 8C).
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Figura 8. Recromatografia da fracdo Gc24/25(A) A recromatografia da fracdo Gc24/25 em
sistema RP-HPLC em coluna analiticg Bhenomenex Luna 5u 100 A (4,6 mm x 150 mm) e
gradiente de acetonitrila resultou em trés fragligtintas chamadas de Gc24/25.1; Gc24/25.2 e
Gc24/25.3. (B) Purificagdo da fracdo Gc24/25.2ntifieada pela seta. (C) Espectrograma de
massa do peptideo Gc24/28assa molecular detectada em sistema MALDI TOF/M3-
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A sequéncia primaria dos componentes isolados d@npa deGuyruita
cerrado foi determinada através da combinacdo de sequeenta por degradacdo de
Edman e técnicas associadas a espectrometria da:nfap fragmentacdo diretamente
na fonte (MALDI-ISD) sem a necessidade de nenhumtarmento prévio especial,
apenas o uso da matriz lgeaminonaftaleno (1,5-DAN) e (2) a fragmentacao-fodge
(MALDI microFlex-PSD) através do método FASTFrégmentationAnalysis and
Strutural TOF).

O sequénciamento parcial por MALDI-ISD permitiu latencéo de 22 residuos
de aminoacidos do peptideo Gc24/25.2 o qual apmsanassa molecular igual a
5044.802 DaGFSKGEKSCKGKEKKCGGDF (Figura 9).
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Figura 9. Sequénciamento parcialde novo de Gc24/25.2 por MALDI-ISD. (A) Sequénciamento do
precursor [M+H] 5044.802. Série c esta assinalada no topo. loosaséinalados constituem série b e
fragmentos internos. (B) Detalhe dos ions geradpartr da fragmentacédo na fonte do precursor [M+H]
5044.802.

A busca por similaridades em bancos de dados eermostalinhamento
mostraram que a sequéncia parcial obtida do commpen&c24/25.2 apresenta
similaridade 60 a 65% com toxinas inseticidas &$ade aranhas caranguejeiras
(Figura 10).
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Toxina Sequéncia aa 1%
Gc24.2 22

Balb CLK$9

Bala CLKBQ

Bs1A CLK.139

Asplb CLKI 65
AsplA K CLKI 60
JZTX-47 FCVKF 39

JZTX-47.2 MNFCVKF 39

JZTX-8.2 NFCVKV 44
JZTX-8 NFCVKV 44

kk ***** *- ***** ***** *** ** * *

Figura 10. Alinhamento da sequéncia parcial de Gc22 realizado por meio do programa
ClustalW. (Thompsoret al., 1994). Balb e Bal®(achypelma ruhnaui; Corzoet al., 2008);
Bsla Brachypelma smithii; Kaiser et al., 1994); Aspla e AsplbHurypelma californicum;

Savel-Niemann1989); JZTX-47; JZTX-47.2; JZTX-8; JZTX-8.2 (Chilobrachys jingzhao;

Liao et al., 2007). “*: residuos idénticos, “.”: substituicdo @nservativa, “:": substituicdo

semi-conservativa.

5.2.2. Purificagdo da Fracao Gc27

A recromatografia da fracdo Gc27 resultou em doisygonentes de massa

molecular igual a 4959.888 e 8914.684z, chamados de Gc27.1 e Gc27.2,

respectivamente (Figura 11A). Nas analises reaian sistema MALDI TOF/TOF
foi possivel observar que o peptideo Gc27.1 (488N182) apresenta um maior grau de
pureza em relacéo ao peptideo Gc¢27.2 (Figura 11B).
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Figura 11. Purificacdo do peptideo GC27_1A) Recromatografia da fracdo Gc¢27.1 (indicada
pela seta) em sistema RP-HPLC em coluna analiticRlt&nomenex Luna 5u 100 A (4,6 mm X
150 mm) e gradiente de acetonitrila. (B) Espectmogr de massa da fracdo Gc2Mhssa
molecular obtida por sistema MALDI TOF/TOF MS.

5.2.3. Caracterizacdo Quimica e Farmacolodgica das Fragdes Gc32 e Ge33

A recromatografia da fracdo GC32 resultou em tréstintas fracdes
cromatograficas chamadas de Gc¢32.1; Ge32.2 e G¢BRyBra 12). Um novo passo
cromatografico com gradiente de acetonitrila otadiz foi necessario para a purificacao

dessas fracOes (Figura 12).
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Figura 12. Recromatografia da fragdo GC32(A) A recromatografia da fragdo GC32 em sistema
RP-HPLC em coluna analiticaqgPhenomenex Luna 5u 100 A (4,6 mm x 150 mm) e graeide
acetonitrila resultou em trés fracdes distintag. AB trés fracdes foram novamente cromatografadas
em sistema RP-HPLC em coluna analitigg Bhenomenex Luna 5u 100 A (4,6 mm x 150 mm) e
gradiente de acetonitrila resultando nas fraco6&2G¢Gc32.2 e Gc32.3.
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O grau de pureza dos componentes isolados a gant@cromatografia da fracéo
Gc32 foi observado utilizando espectrometria desa@sALDI TOF/TOF MS). Além
disso, foram determinadas as massas moleculareBagées Gc32.1 (3150.230 Da);
Gc32.2 (3313.364 Da) e Gc32.3 (3385.700 Da) com roaior grau de precisdo
(aproximadamente 0,5 ppm) por meio de analiseszagias no MicroQTOF-Q 1l
(Figura 13 A, B e C).
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Figura 13. Espectrogramas de massa molecular dasaffées recromatografadas de Gc32
detectadas em sistemaMicroQTOF-Q 1l . (A) Massa molecular de Gc32.1. (B) Massa
molécula de Gc32.2. (C) Massa molecular de Gc32.3.

Adicionalmente, foi realizada uma analise da mdade gasosa do peptideo
Gc32.1 na qual foi possivel verificar a ocorrérigauma provavel dimerizacdo deste.
Como pode ser observado na figura 13, a mobilidiad®n 3150.23 Da, representado
pelo valor de sua dupla carga de 1575.709 apresentgerfil que sugere duas
conformacdes. Analisando o ion que apresenta apecasformacdo menos compacta,
0 qual possui um valor de “drift time” menor (Figut4), foi possivel observar que se
trata de um perfil isotépico de ion com quatro aar@iferenca igual a 0.25 Da entre os
picos). O valor da massa monoisotopica desse igma¢a 1575.9418, ou seja, o dobro
da massa molecular do peptideo Gc32.1. Essasemaligerem fortemente que o ion

3150.23 Da esta presente na amostra em duas fatimessizado e ndo dimerizado.
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Figura 14. Mobilidade gasosa do peptideo Gc32.1A mobilidade gasosa de GC32_1 foi
observada em sistema ESI/MALDI — SYNAPT. O ion 328(Da, representado pelo valor de
sua dupla carga de 1575.709 apresenta um perfisagere duas conformagdes. O ion que
apresenta apenas a conformacdo menos compacta, gogaui um valor de “drift time” menor,
foi possivel observar que trata-se de um perfiidigico de ion com quatro cargas (diferenca
igual a 0.25 Da entre os picos). O valor da massa@oreotopica desse ion € igual a 1575.9418
(em destaque no quadro), ou seja, o dobro da mrmekecular do peptideo G¢32.1 o que
caracteriza a provavel dimerizacao.

O peptideo Gc32.1, cuja massa molecular experiménigual 3150.230 Da,
apresenta 30 residuos de aminoacidos em sua estprtmaria, incluindo 6 cisteinas
que formam 3 pontes dissulfeto. A composi¢do deaatidos da por¢cdo N-terminal do
peptideo foi obtida por degradacdo de EdMa@RWMFGACK . Enquanto que a
porcdo C-terminal foi obtida por MALDI-ISDTTADCCKALACVGTCIWDGS
(Figura 16A). A sequéncia primaria do peptideo dstposta na figura 15C.
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Figura 15. Sequénciamento parcialde novo de Gc32.1 por MALDI-ISD. (A)
Sequénciamento do precursor [M+¥H}151.230. Série ¢ esta assinalada no topo. loos na
assinalados constituem série b e fragmentos irge(B) Detalhe dos ions gerados a partir da
fragmentacdo na fonte do precursor [M*1]151.230. (C) Sequéncia primaria completa de
Gc32.1 resultante das combinacdo de sequénciampentdegradacdo de Edman e MALDI-
ISD.
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O peptideo Gc32.2, o qual apresenta massa moleext@rimental igual a
3313.368 Da, possui 6 cisteinas que formam 3 pafigssilfeto. A estrutura primaria
completa foi resolvida por degradagcéo de Edman, DMIASD e MALDI-PSD. Foram
obtidos 29 residuos de aminoacidos por Edman:
GCRWMFGACKTTADCCKALACVGTCIWDG . Além disso, essa técnica ainda
permitiu a confirmagdo da sequéncia priméria pbhotiida através de MALDI-ISD e a
diferenciacdo entre lle e Leu (Figura 16). Paraeesolucdo da sequéncia primaria
completa do peptideo, restou apenas, a determirtgaadltimos residuos C-terminais

0S quais correspondem a uma massa molecular iQ2d Ba.
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Figura 16. Sequénciamento parcialde novo de Gc32.2 por MALDI-ISD. (A)
Sequénciamento do precursor [M+H}313.368. Série ¢ estd assinalada no topo. lons na
assinalados constituem série b e fragmentos irge(B) Detalhe dos ions gerados a partir da
fragmentacgao na fonte do precursor [M+B313.368.

O peptideo Gc¢32.3, cuja massa molecular experiméngual a 3385.754 Da,
apresenta 31 residuos de aminoacidos em sua estprtmaria, com 6 cisteinas que
formam 3 pontes dissulfeto. A composi¢cdo de amido&cda por¢cdo N-terminal do
peptideo foi obtida pelo sequenciamento por degéma de Edman:
GCRWMFGACK . Enquanto que, 19 residuos da por¢céo C-termimairfabtidos por
MALDI-ISD (Figura 17), para a obtencao dos ultimmesiduos C-terminais, o peptideo
foi submetido a hidrélise com tripsina da qual mgstos foram analisados em MALDI
TOF e MALDI microFlex. O ion 1529.611yz foi fragmentado e o sequenciamento “de
novo” revelou os residuos de aminoéacido restant¥&> (Figura 18). A figura 18B
mostra a sequéncia completa do peptideo Gc32.3 mgssa molecular tedrica
(3385.4317 Da) calculada esta em concordancia camassa experimental (3385.754
Da).
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Figura 17. Sequénciamento parcialde novo de Gc32.3 por MALDI-ISD. (A)
Sequénciamento do precursor [M+H}385.754. Série ¢ esta assinalada no topo. lons na
assinalados constituem série b e fragmentos irge(B) Detalhe dos ions gerados a partir da

fragmentacao na fonte do precursor [M+B385.754.
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Figura 18. Sequénciamento de novo do fragmento tripo (1529.611 m/z) que gerou 0s
altimos residuos C-terminais de Gc32.3(A) Sequenciamento do precursor [M+H]+=
1529.611 pés fonte (MALDI-PSD) por meio do espeaoefio de massa MALDI microFlex.
Séries y e b estdo assinaladas no topo. ions samkslos constituem outras séries, fragmentos
internos ou iménios. (B) Sequenciamento do precufddt+H]+= 1529.611 (MALDI-
TOF/TOF-MSMS). Séries y esta assinaladas no topoS&juéncia primaria completa do
peptideo Gc32.3 obtida através da combinacdo dagas de sequénciamento por degradacdo
de Edman, MALDI-ISD e MALDI microFlex-PSD.
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A fracdo GC33 foi recromatografada para a obtengdoseu componente
principal Ge33.1 (Figura 19A). A verificagdo da @za de G¢33.1 e da massa molecular
de 3499.90 Da foi realizada por meio de espectmeneie massa (MALDI-TOF)
(Figura 19B).

A mV % B
2500 F 60000 -
2250] o0 { 3499.903
§ E 50000
20001 F80
1150 70 40000 -
> b r .
E 1500 ) g
g 1 g 2 30000 -
S
] S 2
8 1000] bao ~ @ 20000 -
< ] r €
750 F3o
] r 10000
500 F20
25&f ilO 04 B |
1 |
o e T e y y J
275 300 325 350 375 min 2000 4000 6000
Tempo de retencdo (min) m/z

Figura 19. Purificacdo da fracdo GC33(A) Recromatografia da fracdo GC33 RP-HPLC em
coluna analitica g Phenomenex Luna 5u 100 A (4,6 mm x 150 mm) e graei de
acetonitrila. (B) Espectrograma de massa mole@dda©c33.1 em sistema MALDI TOF/TOF
MS, modo linear.

44



Intens. [a.u.

x108

= 4105
i e A 349090
- T——T : T——C , e — T - T——t -
=
1.2 2
=
= 125
1.0 1,00 14z0.895 | 1648951
3066.794
2135272 2503435
8754 1258785
nae4 1355.84]
0.504 2897633
382 a97
0.6 2711624 :
1751974 2171830 |
2238.286 :
azs 1880080 2084250 |
0.4+ B
s "izEy | 1m0 avsm | zooo "zzen 7 TzEoo 's7E0 | Zo000 "gpmpmE o
1 ————+—7—+2+—0—+—C——C—+—K—A—+—I—+A——C —— I —+GA+—T——L————— W ———D—G—T ——— ——=G-
0.2+
1545.934
164E 951 H
1 o8¢ 7g5 (22L893 ) 1026991 213£.272 250¢.495 | 3066794 3331930 - lnj
i l 1751974 1951.111 l 223¢ 2gp 2408414 ] 2711624 2897.693 371830 |
0.0 Ak R N PO T e i vt wouril T EU BV W ok
B N e B e e L I s R B B B s T 1 T T T T [ T T T T [ T T T T T T T T T T T 7 T T T T T
1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 35002
m

Figura 20. Sequénciamento parciable novo de Gc33.1 por MALDI-ISD. (A) Sequénciamento do
precursor [M+H] 3499.90. Série ¢ esta assinalada no topo. lonsasginalados constituem série b e
fragmentos internos. (B) Detalhe dos ions geragmstir da fragmentagdo na fonte do precursor [M+H]
3499.90.
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Figura 21. Sequénciamento de novo do fragmento ttiipo (1642.85 m/z) que gerou os
ultimos residuos C-terminais de G¢33.1(A) Sequenciamento do precursor [M+H]+= 1642.85
pos fonte (MALDI-PSD) por meio do espectrémetrontiessa MALDI microFlex. Sériesy e b
estdo assinaladas no topo. ions n&o assinaladstteem outras séries, fragmentos internos ou
iménios. (B) Sequéncia primaria completa do pepti@e33.1 obtida através da combinacgéo
das técnicas de sequénciamento por degradacaontenEMALDI-ISD e MALDI microFlex-
PSD.

O alinhamento dos peptideos isoladosGlecerrado com outras toxinas de
aranhas mostrou que as Gc¢32.1, Gc32.2, Ge32.3 8.Gpdssuem a sequéncia N-
terminal idéntica e se diferem apenas nos ultilmegluos C-terminais. Além disso, 0s
peptideos d&. cerrado possuem alta similaridade com toxinas bloqueadieasanais
K2 e K4 (Figura 22). Os peptideos Gc32.2, Gc32.3 e Ge3gdnt renomeados de
GcTx1, GeTx2 e GeTx3, respectivamente, segundaifileescao sugerida previamente
por King et al., (2008) e selecionados para avaliacdo da atividadlecanais para
potassio. Apesar da similaridade do peptideo Go&&m1 toxinas que atuam em canais

para potdssio a caracterizacdo farmacoldgica néoefdizada pela inexisténcia de
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deteccdo em sistema RP-HPLC e espectrometria dearpasteriores a caracterizacao

quimica.

Toxina Sequéncia a.a 1%

Gc32.1 GERWMFGACKT TAIDCCKALACIG---FGVAWDGS--- 30

Gc32.2 GCRWMFEACKTTAIDCCKALACIG---TGVWDGS--- 30

Gc32.3 GCRWMFGACKTTAIDCCKALACIG---TCVWDBGTYG32

Gc33.1 GCRWMFEACKTTAIDCCKALACIG---TCGVWD@EN 33

SGTx1 TCRYLEGGCKTTAIDCCKHEACRSDGIKYCAWDGTR4 66
HaTx1 ECRYLEGGCKTTS DCCKHLEGCKFRDKYCAWDFTFR 51
VaTx2 ECRWFMGGCDSTSIDCCEHLSCKM-GEDYCAWDGBE-- 51
HmTx1 ECRYLFGECSSTSIDCCKHESCRS-DWKYCAWDGTES- 51
HaTx2 ECRYLEGGCKTTAIDCCKHLEGCKFRD:KYCAWDFTFS 54
VaTx1l ECRWFMGGCDSTEDCCKHLSCKM-GEYYCAWDG 5~ 54
JZTX-X1.4  ECRKMEGGCSV CCAHLGCKP-TERYCAWDG TBEK 52
JZTX-42 ECRWMEGGCTTDS DCCEHLGERWEKPSWCAWDGTVRK
JZTX-41.2 ECRWMEGGCTTDSIDCCEHLGCRWEKPSWCAWDGTFRIS
JZTX-41 ECRWMEGGCTTDSIDCCEALGECRWEKPSWEAWDGTFRI8

Kk eokkk kkk kk k- ~kkkk k

Figura 22. Alinhamento das sequéncias de Gc¢32.1; &.2; Gc32.3 e G¢33.1 realizado por
meio do programa ClustalW (Thompsonet al., 1994). SGTx1 Jcodra griseipes, Marvin et
al., 1999); HaTx1 e HaTx2Grammostola rosea; Swartz & Mackinnon); HmTx1Heteroscodra
maculata; Escoubagt al., 2002); VaTx1l e VaTx2Rsalmopoeus cambridge ; Siemenst al.,
2006); JZTX-XL.4; JZTX-41; ZTX-41.2 e JZTX-42%"; residuos idénticos, “."”: substituicdo
conservativa, “:": substituicdo semi-conservativa.

As GcTx2 e 3 compartilham cerca de 50% de idenéidamin a hanatoxina 1
(HaTx1) incluindo as pontes dissulfeto. O alinhatoerealizado em FFAS03 a
estrutura NMR disponivel no (PDB acesso 1DH1) fsada como molde para criar o
modelo da estrutura das GcTx2 e 3, uma vez queesadtados algoritmo FFASO03
revelou uma boa homologia estrutural entre as s®ipg€e e 0 molde, além disso, a
HaTx1 é a toxina de canal para potassio mais bamdada o que auxilia nas analises de

estrutura e funcéo dos peptideos.

O modelo estrutural formado por duas folflagaralelas de GcTx2 e 3 ligadas
por trés pontes dissulfeto esta disposta na figBr&o entanto, os peptideos G¢cTx2 e 3
apresentam algumas diferencas de sequéncia ded&uigioe com a hanatoxina 1, como
formacado da diade, K22 e R3, de residuos candidafimscionalidade em canal X1,
onde a h4 uma substituicdo da Lisina por uma Lauténestrutura priméria de GcTx2 e
3. Além disso, o circulo de cargas formado na digeerda HaTx1 é formado pelos
residuos Y4L5, F6, Y27 e W30, enquanto que existe a substitudg@d.eucina na

posicdo 5 por uma Metionina (YMI5, F6, Y27 e W30).
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HaTx GeTx2 GcTx3

270

Figura 23. Comparacdo da superficie molecular de Hmtoxina (PBD 1D1H) e os
peptideos GcTx2 e GcTx3As setas indicam os residuos envolvidos na fuatidede da
hanatoxina (K22 e R3) e a substituicdo da lisimalguaina (L22) de GcTx2 e GCTx3. A regido
circundada representa o cinto de cargas. Coloragd@cordo com a hidrofobicidade da
molécula, em azul (apolar) e em vermelho (polar).

Os modelos de GcTx2 e 3 revelaram a alta simildedastrutural entre esses
peptideos, diferindo apenas na regiéo final dagmw@;terminal (Figura 24).
Também foi possivel observar que a primeira f@laformada pelos residuos
L19, A20, C21 e a segunda folfgelos residuos C25,V26 e W27.
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GcTx3
GcTx2

Figura 24. Modelo molecular 3D dos peptideos G¢cTx2 e GeTXR) Modelos 3D de GcTx2
(acima a esquerda) e GcTx3 (abaixo a esquerdayandsta estrutura k8. (B) Sobreposicao
dos modelos 3D de G¢32.3 e G¢33.1 evidenciandmalbanca estrutural entre eles.

5.2.3.1. Caracterizacdo Farmacoldgicas dos Peptideos GcTx1-3

Para testar a atividade dos peptideos GcTx1-3 émisnrada a corrente de ions
dos canais para potassio presentes nos cardioasasdlados de camundongos atraves

da técnica devhole-cell patch clamp na presenca de 3 UM de cada peptideo.

Os peptideos GcTx1-3 provocaram um efeito na daspatdo da membrana de
canais para potassio, mas ndo houve acdo sob enteomo momento em que a
membrana foi hiperpolarizada até -120 mV (Figurpa 25
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Figura 25. Efeito de GcTx1-3 sobre a corrente de potassio de@do com a relagdo de
voltagem. A) GcTx1 aumentou a corrente de potassio no estagoldezado da membrana. (B)
GcTx2 aumentou a corrente de potassio no estagoldeizado (C) GcTx3 aumentou a corrente
de potéssio no estado despolarizado.FBi. usado rampas de voltagem (120 mV/s) onde as
membranas celulares foram mantidas a -80 mV, daspaflas para +60 mV e em seguida
repolarizadas para -120 mV por 1.5 s.

Foi verificado o efeito das G¢cTx1-3 sob as corrertansitorias de potassig)lem
canais K de cardiomiocitosDe acordo com o valor maximo da corrente transit@ig) medida
logo apds o inicio do pulso despolarizante regissat+60 mV/s partindo de um potencial de
repouso de -80mV foi observado que os peptideosxG8Tprovocaram o aumento da

amplitude das correntes transitérias (Figura 26).

50



I (max) (PA)

3 uM GcTx1

250

1500~ 9000~ : 3 uM GeTx2 '
l I I I
1450 * oo, -
. < 8000+ .
* . ¢ & b4
—_~ . .
1400+ . e o E . o° .
. P . E °
. .. 4Z 70004 ..
13504 * * .
* o e e e
1300 T T T T 1 6000 T T T T 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200
Tempo (s) Tempo (s)
10000~
3 uM GeTx3
9000+
< « ® ®
[ =9 L
e’
% 8000- * .
é . .
i—iM e & s 0 bl P e L]
7000+
6000 T T T )
0 50 100 150 200
Tempo (s)

Figura 26. Efeito de GcTx13 sob as correntes transitorias de potéssiokl em canais k, de
cardiomidcitos. Valor maximo da correnttransitoria (k) medida logo ap6s o inicio do pu
despolarizante registradas em miocitos usando ractéae whole-cell patch-clamp. As ks

foram obtidas por pulsos de despolarizacdo +60 pdencial de repouso -80mV. Os
peptideos GcTxB-provocarm o aumento das correntes transitérias.

Além disso, s peptideos GcT:-3 provocaram 0 aumento das correl

transitorias (f,) de K, de miocitos. ApOs a lavagem dos peptideos as deser,

voltaram para o nivel do controle, sendo assim eteemostrado pes toxinas é

reversivel (Figura 27).
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Figura 27. Efdato dos peptideos GcTx-3 sobo decurso para correntes de saiday,). Pulso
de despolarizagapara +60 mV/s, pontecial de repol-80 mV sob condi¢bes contrc
(acima); prolongamento dcecurso para correntes de saida com 3 uM de (-3 (ao
meio) e a sobreposi¢do da linha das corren” no controle, na presenca de 3 uM
GcTx1-3 (abaixo).

Estabelecendoma relacdo comparativa entre os peptideos, fareado que
GcTx2 gerou um aumento da corrente trente de potassio significativamente me

do que s peptideos GcTx1 e GcT (Figura 28).
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Figura 28. Comparacdo do efeito dos peptideos GcTs8Lna corrente de saida de potassio
de cardiomidcitos (k). GCTx2 gerou um aumento da corrente transiente @esgo maior em
relacdo aos peptideos GcTx1l e GecTx3. Os asterindamm que a diferenga foi significante

estatisticamente, p< 0.05.

No estado estavel das correntes de potassid €l retomado o fluxo de ions observado

no controle, evidenciando o efeito reversivel d&X3e3 sob esse tipo de corrente (Figura 29).
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Figura 29. Comparacédo do efeito dos peptideos GcT8Lna corrente de potassio no estado
estavel (ksy. A corrente de potassio retoma ao fluxo do contraeestado estavel, efeito

reversivel.

Sobre condi¢Bes controladas, foi realizada umaisandla relagcdo entre as
correntes de potéassio e voltagem (I/V). A perfud@@® pM de GcTx1-3 ndo alterou as
correntes de entrada de potassio nos cardiomioditos outro lado, no limiar da
ativacdo por volta de 10 mV na direcdo da desmaedio houve um aumento da

amplitude das correntes de saida (Figura 30).
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Figura 30. Relagao corrente-voltagem (I/V) feita artir dos valores de correntes medidos
em passos de 10 mV, de -120 a +50 m\Ds asteriscos indicam que o efeito foi signifiaat

estatisticamente, p< 0.05.
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Foi possivel observar que GcTx1l mostrou um efdgoifccativamente mais
pronunciado sob as correntes transientes de potégsiem relacdo aos peptideos

GcTx2 e 3 (Figura 31).
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Figura 31. Comparacéo do efeito dos peptideos GcT-8Lna despolarizacdo dos canais K
de cardiomiécitos.GcTx1 tem um efeito maior na despolarizagdo dosisdf em relacdo a
GcTx2 e 3. Os asteriscos indicam que a diferencgdnificativo estatisticamente, p< 0.05.

O fluxo de ions dos canais, € restabelecido ao nivel do controle ao repolariza

(-120 mV) as membranas dos miocitos (Figura 32).
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Figura 32. Comparacao do efeito dos peptideos GcT-8lha repolarizacdo dos canais Kde
cardiomiocitos. As correntes de potassio na presenca de GcTxleBnaet ao fluxo do
potéssio na condi¢do controle no momento da reépat#o, efeito reversivel.
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5.3. Atividade Hialuronidasica das Fracoes Gc34 e Gc35

Foi realizada a inspecdo de massas moleculareaixea de 10 — 100 kDa e

ensaio enzimatico para analisar a composi¢ao etizarda peconha d8. cerrado.

Foi detectada na pegonha @ecerrado a atividade hialuronidésica através da
digestédo do acido hialurénico, identificada compasoclaras contra o fundo corado em
azul nas faixas entre 35 e 50 kDa. De acordo commograma hialuronidasico as
fracoes Gc34 e Gce35 sdo 0s componentes respongivesssa atividade enzimatica

observada na peconha (Figura 33).

kDa

75
50

35

25

15
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Figura 33. Zimograma hialuronidasico em SDS-PAGE 12%, &cidduldnico 0,14% da
peconha bruta déuyruita cerrado; Fragbes GC34 e 35. (M) Marcador de massas malesul
(Broad Range Protein Molecular Weight Markers); Cbntrole positivo -Loxosceles gaucho;
(2) Peconha bruta de. cerrado; (3) Fracbes Gc34 e 35.

A espectrometria de massa pBSI/MALDI — SYNAPT revelou a massa

molecular das hialuronidases (fracdes Gc34 e 8gdas da peconha & cerrado de
42566 e 42958 Da, respectivamente (Figura 34).
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Figura 34. Espectrograma de massa das hialuronidases isoladda pe¢onha deGuyruita
cerrado obtido em sistema ESI/MALDI — SYNAPT - Waters. (A) Massa molecular
monoisotdpica da fracdo Gc34 — 42567 Da.NBssa molecular monoisotopica da fracdo Gc35

— 42958 Da.
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6. Discussao

A estratégia utilizada (combinacdo das técnicasdmmatografia Liquida de
Alta Performance e Espectrometria de massa) folivafena identificacdo dos

componentes da peconha@eyruita cerrado.

O fracionamento da peconha bruta de macho e fémé&a derrado produziu
perfis cromatograficos reprodutivos, dos quaipfmssivel detectar a eluicdo de 28 e 38
fracOes, respectivamente. Através de analises efdMRIE e espectrometria de massa,
foi possivel observar que existem diferencas qiblds e quantitativas entre os
componentes moleculares dos género§&deerrado, visto que, foram encontrados 24
componentes de massa exclusivos da composi¢cédogdahze de macho (Tabela 2).
Essa diferenca qualitativa e quantitativa deteceadee a peconha de machos e fémeas
foi considerada significativa em estudo comparatintve diferentes espécies de aranhas
(Escoubast al.,1999). Em aranhas do génd?®boneutria, a diferenca entre os sexos é
relativamente comum, onde o0s machos apresentam quaatidade superior de
componentes em relacdo a fémea (Richardsah, 2006).

Os estudos subsequentes foram realizados apena$éomas deG. cerrado
devido a maior diversidade de componentes e adad# de obtencdo de peconha em

relacdo aos machos.

Os componentes de massas moleculares mais abundintpeconha dé.
cerrado encontram-se na faixa de massa que varia de 3000(Da, e a frequéncia de
ions (Wz) detectados nas fragdes, referindo-se a valotes 800 e 6000 Da, foi maior
na regido do gradiente de acetonitrila (TFA 0,1%4¢ gariou entre 25 e 35%. Sendo
assim, é possivel relatar que a peconhadeerrado possui uma taxa pequena de
componentes de carater hidrofilico e baixa masdaaular, pois as fracdes que eluem
no inicio do gradiente de acetonitrila sdo refegrdos componentes de baixa massa
molecular, tais como as acilpoliaminas (Adastsal., 1989; Skinneret al., 1990;
Quistad et al., 1991). Além disso, a faixa de massas molecslamjoritarias
encontradas na peconha @ecerrado esta de acordo com 0s componentes de massa
detectados na peconha de outros therafosideosulizsoet al., 1998; Gentzt al.,
2009).
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Foram purificados seis peptideos da peconha.aerrado: Gc24/25.2; Ge27.1;
Gc32.1; Ge32.2; Ge32.3 e Ge33.1, além de duasipastecom alta massa molecular
Gc34 e Ge35 (42 kDa).

A sequéncia primaria parcial e/ou completa dosigeps Gc24/25.2; Gc32.1;
Gc32.2; Gc32.3 e Gce33.1 foi obtida a partir da doedfio das técnicas de
sequenciamento por Degradacdo de Edman e espetteode massa (MALDI-ISD e
MALDI-PSD).

A aplicacdo das técnicas de separacdo por RP-HPHG eso extensivo da
espectrometria de massa é considerada a prinegabmsavel pela crescente descoberta
de novas toxinas peptidicas da peconha de araBbasubast al., 2003).

O peptideo Gc24/25.2 possui massa molecular igua048.802 Da e uma
sequéncia primaria parcial de 22 residuos foi alaitiavés do método de fragmentacao
na fonte (MALDI-ISD) a qual apresentou similaridadem toxinas inseticidas de
aranhas caranguejeiras enquanto que o0s peptid&%1G6c32.2; Ge32.3 e Ge33.1
compartilham cerca de 60% de identidade com toxcws acdo em canais para
potassio. Dessa forma, os cinco peptideos isolda@econha dé. cerrado possuem o
motivo estrutural ICK (fnhibitory cysteine knot”) frequentemente observado em
neurotoxinas de aranhas (Bosmahsl., 2006; Sollodet al., 2005; Takahastt al.,
2000). Estudos sobre a interacdo de toxinas dé@saoom canais para Kabrange um
mapa de caracteristicas requeridas para a funimlaedal das superficies dessas
moléculas (Huangt al., 2007; Swartzt al., 2007).

Os resultados obtidos com o emprego do algoritm®SBRB revelou homologia
estrutural entre as sequéncias de GcTx2 e 3 e denaohanatoxina 1 (HaTx1). Assim
como a hanatoxina 1, o modelo dos peptideos GcT82revelaram uma estrutura
compacta consistindo em duas folfigsaralelas e uma hélice ligadas por trés pontes
dissulfeto (Figura 24). Por outro lado, os peptsdéaTx2 e 3 ndo apresentam a diade,
K22 e R3, de residuos candidatos a funcionalidadéahatoxina 1 em canal,X1,
onde a Lisina € substituida por uma Leucina. Aereifcas da composicdo da diade
observadas entre diversas toxinas bloqueadoraardgscpara K, ndo representa um
determinante Unico dos fatores envolvidos na igé&racom o canal ibnico, uma vez
que, os residuos diferenciais possam favorecer divgasidade de ligacbes com o0s

segmentos dos canais idnicos (Alessandri-Hetar, 1999; Cottoret al., 1997).
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As superficies hidrofébicas de HaTx e sua homoB®@dx1 sdo compostas dos
residuos Y4, L5, F6, Y27 e W30, onde os aminoacatosnaticos (Y4, F6 e W30)
estdo situados em volta de L5, constituindo unodilet cargas. Os peptideos GcTx2 e 3
possuem uma superficie hidrofébica composta pddues que sédo equivalentes para a
formacdo do cinto de cargas (W4, F6 e W28) situadosolta da M5.

Foram evidenciadas em outras toxinas com acao saiscpara K, a presenca
de um anel de residuos basicos que pode desempenhzapel essencial na interacdo
entre essas moléculas, por exemplo, a Pil, Pi2 d&peconha do escorpiBandinus
imperator (Mouhatet al., 2004; M’'Bareket al., 2003) que atuam em canaiglk nas
quais o cinto de cargas € formado por quatro resitiasicos (R ou L). No entanto, ndo
se pode descartar a ocorréncia de variacfes deiossjue compdem o anel basico para
outras toxinas. Por essa razao, estudos experiméotam conduzidos para avaliar as
implicacbes do anel basico no reconhecimento dalc@mico. Foi observado que
mutacfes pontuais podem comprometer grandementieidade do peptideo com o

canal ou produzir efeitos poucos significativos (Matet al., 2004).

O cinto de cargas presente na HaTx confere a toain@abilidade de se
comportar como uma molécula anfipatica, propiciamderacdes com os fosfolipideos
através das cargas dos residuos e com a cadeihattgués dos residuos aromaticos
(Li et al., 2003; Li-Smeriret al., 2000; Louet al., 2002; Nishizawa & Nishizawa, 2006;
Shiauet al., 2003; Silvermant al., 2004; Takahastt al., 2000; Takeuchst al., 2002).
Essa propriedade anfipatica da hanatoxina aparenten® observada para a maioria
das toxinas de aranhas moduladoras de canais patEdCoubast al., 2002; Shiatet
al., 2003). De acordo com o modelo de mecanismo ddqtala HaTx para atuar em
canais para K, e as substituicbes de residuos polares por applarénteracio de
GcTx1-3 com as subunidades transmembranicos da@ssc@micos pode ser diferente,
refletindo na afinidade e, consequentemente, nesosfdesses peptideos sobre os

canais para K.

Através da técnica dehole-cell patch clamp foi verificada a atividade dos
peptideos GcTx1-3 sobre a corrente de ions dosscpasa potassio presentes nos
cardiomiocitos isolados de camundongos. GcTx1-3. ddacentracdo de 3 uM,
provocaram um efeito na despolarizacdo da memlu@mranais para potassio, mas nédo

houve acéo sobre as correntes, no momento em npe@endrana foi hiperpolarizada até

60



-120 mV, voltagem na qual as correntes de pota@gsanais da familia de retificadores
de entrada (K sdo observadas (MonsuelQ97). Portanto, € possivel supor que os
peptideos atuaram sobre os canais paygkesentes em cardiomiocitos promovendo o
aumento das correntes dé (K, e k). Segundo dados da literatura e o Guide of Annual
of British Pharmacological Society (2010), essaaidiaumento na condutancia #os
subtipos k4.2, K4.3, K/1.4 e K1.2 de cardiomiécitos (Tabela 3) nunca foi descrito
para toxinas isoladas de peconha de aranhas.

Tabela 3. Canais e genes correspondentes as corestle K cardiacas.

Correntes Subunidade do Canal Gene
lto-epi Kv4.2 subunidade KCND2
Kv4.3 subunidade KCND3
lto-endo Kv1.4 subunidade KCNA4
Kvp1.2 subunidadg KCNAB1
HERG1 subunidade KCNH1
Ikr HERGL1 b subunidade KCNH1
MiRP1 KCNE2
lks KvLQT1 subunidade KCNQ1
Mink KCNE1
I kur Kv1.5 subunidade KCNA5

Retirado de Strauss al. (2001).

As células cardiacas possuem um vasto repertoramatentes de K(Snyders,
1999; Barry & Nerbonne, 1996):

- Corrente transiente de saidg)(brovoca uma rapida ativacao e inativacdo de
canais para potassio voltagem dependentgs BSsas correntes respondem pelo inicio

da repolarizacéo (Fase I);

- Correntes transientesq(lé uma ativagéao lenta ou néo ativagéo da corrente d
K" ativadas por voltagem responsavel pela iniciacicegalarizacdo do potencial de

acéo (Fase 3);

- Retificadores de correntes de entrada) (bassam correntes de saida
(repolarizagéao) sobre uma gama limitada de corsetggootenciais de membrana. Essas
correntes desempenham um papel importante nosiasstdg repolarizacdo e no

controle do potencial de repouso da membrana.
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Teoricamente, componentes que sédo capazes de gaolorpotencial de acao
cardiaco e o periodo refratdrio devem possuir dlithatbe de prevenir a excitagdo
prematura de células cardiacas e diminuir a incidéshe arritmias (Wickenden, 2002).
Sendo assim, o efeito dos peptideos GcTx1-3 sabreoaentesy comprometeu o
controle da duracdo do potencial de acdo de capais K, presentes em
carciomiécitos de camundongos, e pode ser vistoocoma possivel ferramenta na

investigacdo de agentes anti-arritmia.

Sob o aspecto biolégico, o efeito de toxinas dates sobre mamiferos pode ser
justificado pela protecédo contra ataques, resuitama homologia de moléculas-alvo
entre os membros de diferentes taxons e realizaadessarias exigéncias estruturais

para ligantes em receptores correspondentes (¥essitt al., 2009).

A andlise de mobilidade gasosa do peptideo Gcgitificou uma provavel
dimerizagdo. Embora, ndo tenham sido realizadoslestde mobilidade gasosa para os
peptideos Gc32.2, Ge32.3 e Ge33.1 é possivel supazi esses peptideos possuam a

capacidade de formacédo de dimero devido a ideid@8% de sequéncia primaria.

Foram reportadas formacdes de dimeros em toxiotsdes de serpentes, tais
como: a irdirtoxina da cobra d’agua marrduiga irregularis e aa-cobrotoxina de
Naja kaouthia (Osipov et al., 2008; Pawlaket al., 2006; Pawlaket al., 2008 ). A
irdirtoxina € uma potente neurotoxina pos-sinaptiga entanto, nao foi observado o
efeito individual das subunidades na neurotoxigaetfenanece sem elucidacdo (Pawlak
et al., 2006; Pawlalet al., 2008 ). No caso dacobrotoxina, existe a hipétese de que os
residuos de cisteinas devem estar envolvidos neridimgdo, uma vez que, a ligacao da
ponte dissulfeto no segundo “loop” foi encontraddadta. Funcionalmente, o
heterodimero dai-cobrotoxina atua em tecido muscular e ndo aprasatividade
citotoxica. Enquanto que o homodimero reconhecehi®@euronal e € considerado
um analogo dak-bungarotoxina. Assim, a dimerizacdo nestas toxioasduz ao
reconhecimento de novas zonas funcionais. No entadio ha indicios de que esta
mudanca funcional possa implicar significativamemas propriedades farmacoldgicas
da peconha devido a sua baixa incidéncia (<0,1%ip(®et al., 2008).

Diante disso, € razoavel supor que o0s peptideosxIs8Tpossuem as
propriedades estruturais tipicas para a interagdoaanais para potassio, no entanto, as

diferencas na superficie dessas moleculas podécaxpl aumento das correntes de K
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resultantes do prolongamento da ativacdo dos caaais K, através do retardo na
inativagdo ou no aumento da probabilidade de af@ertio canal. Além disso, a
formacgao de dimero pode estar envolvida no recomasto de regides de ligacdo do

peptideo com o canal iénico.

No que diz respeito aos componentes de alta maeksutar encontrada na
peconha d&uyruita cerrado, foi detectada a presenca de atividade hialursiidanas
fracbes Gc34 e 35. Hialuronidases sdo comuns nanpacde aranhas (Rash &
Hodgson, 2002), incluindo espécies terafosideoséce conhecidas por possuirem a
funcao de facilitador da difuséo de toxinas da peaqSchanbachet al., 1973; Savel-
Niemann, 1989). A andlise em sistema ESI/MALDI NPT — Waters mostrou que
as enzimas possuem a massa molecular de 42 kD4,gijdlar as enzimas encontradas
na peconha da aranha fuhllppasa partida (Nagarajuet al., 2007) Loxosceles spp.
(41-44 kDa) (Barbarat al., 2005; Silveiraet al., 2007), das aranhas caranguejeiras
Dugesiella hentzi (39.6 kDa) (Schanbachet al., 1973) eVitalius dubius (45 kDa)
(Rocha & Silveet al., 2009).
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7. Conclusoes

O presente trabalho avaliou a composi¢cdo quimicgeainha deG. cerrado
visando a identificagdo de componentes bioativoscofbinagdo das técnicas de
cromatografia liquida de alta performace e de déspeetria de massa propiciou o
conhecimento sobre a diversidade da composicdoeganpa através das fracOes
cromatograficas obtidas, da inspecdo das massarueries e da determinacdo das

estruturas primarias.

Foram isolados sete componentes da peconhaG.deerrado. Os peptideos
caracterizados quimicamente nesse trabalho possstrutura primaria inédita e
similaridade com outras toxinas presentes na pecaté aranhas com atividade
inseticida ou acdo em canais para potassio. Al&sodfoi descrita pela primeira vez
para neurotoxinas de peconha de aranha, um efeitauthento da corrente” kem
canais para K de cardiomiocidos isolados de camundongos provogalds peptideos
GcTx1-3 na concentracdo de 3 pM. Sendo assim, sené&ressario ensaios
eletrofisiol6gicos adicionais para determinar camig subtipos de canais para potassio
presentes em cardiomiécitos esses peptideos ietafagem como, estudos que

fornecam subsidios para a elucidacdo do mecanismagab destes.

Os modelos moleculares e a simulacdo da dinamicaaratiente solvatado de
GcTx2 e 3 forneceram importantes indicios sobrsteuteira 3D que esses peptideos
adotam e das propriedades das superficie que getaracom canais i6nicos. As
ferramentas de bioinformatica disponiveis sao éssantes na indicacdo dos
mecanismos envolvidos nas interagbes intermolessilatessa forma simulacdes da
dinamica de GcTx1-3 com canais pard, odem prover dados que auxiliem para

experimentosn sito.

Foi detectada a presenca de atividade hialurom@asa peconha dé. cerrado
através de zimografia. Os componentes com a fudedbidrolisar acido hialurénico
sdo duas proteinas de alta massa molecular (42 EDsaios zimograficos adicionais e
outras estratégias podem ser usados para caractibiofisica das hialuronidases
como, por exemplo, dicroismo celular para deteamalbbientes e co-fatores envolvidos

na atividade enziméatica.
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Portanto, € possivel concluir que a caracterizagdionica e farmacologica de
componentes da peconha @ecerrado apresentou dados relevantes para a ampliagao
de estudos toxinolégicos utilizando peconhas dehas
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