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RESUMO

O loxoscelismo (picadas provocadas por aranhas do género Loxosceles) € a unica
causa comprovada de dermonecrose provocada por aranhas. Na regido sul do Brasil,
onde os acidentes provocados por estas aranhas representam um problema de saude
publica, pode-se citar pelo menos duas espécies que sao encontradas: Loxosceles
laeta e Loxosceles intermedia. A gravidade dessas lesdes indica que existe a
necessidade de ser desenvolvida uma terapia antiveneno especifica e uma maneira de
alcangar esse objetivo € estudando as composi¢bes das pecgonhas de diferentes
espécies de aranhas. A fim de se determinar a distribuicdo dos diferentes peptideos
existentes nos venenos entre estas duas espécies de Loxosceles, utilizados uma
abordagem peptidémica offline, combinando RP-HPLC e espectrometria de massas do
tipo MALDI-TOF. Cada pegonha foi injetada em uma coluna de RP-HPLC Shimadzu
Shim-pack C4s e eluida com um gradiente linear de 0.1% TFA agua e 0.1% TFA em
ACN. Cada fragdo cromatografica foi liofilizada, ressuspendida, transferida a placa de
MALDI e misturada com 1 uL de solugado de matrix (sendo uma combinagdo de DHB e
HCCA, ou somente SA). Os experimentos de MALDI-TOF foram realizados com o
instrumento Autoflex Il (Bruker Daltonics, Germany). Detectamos 1216 componentes
para uma faixa de 500 Da a 10.000 Da, 613 indicaram serem exclusivos para L. laeta e
531 para L. intermedia. Em comum, as duas espécies compartilham 29 peptideos.
Foram detectados diversos picos na regido de baixa massa (abaixo de 1.000 Da), os
quais suspeitamos que sejam acilpoliaminas, compostos encontrados na pegonha de
aranhas e possuem uma atividade inseticida e também sao responsaveis pela
paralisacdo da presa. As perspectivas futuras incluem a identificagdo de alguns desses
peptideos detectados em cada peconha, a confirmagao da expressdo dos mesmos e
elucidar a estrutura das possiveis poliaminas detectadas.
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ABSTRACT

Loxoscelism (bites by spiders of the Loxosceles genus) is the only proven
arachnological cause of dermonecrosis. In the south region of Brazil, where accidents
caused by this type of attack represent a public health issue, at least 2 species have
been found: Loxosceles intermedia and Loxosceles laeta. The gravity of the injuries
indicates the need of a specific antivenom therapy, and a way to accomplish that is
studying the differences between the venom compositions of the different species. To
determine the distribution of different polypeptide toxins between the two Loxosceles
venoms, we used an offline peptidomic approach combining RP-HPLC and MALDI-TOF
mass spectrometry. Each venom was injected into a Shimadzu Shim-pack C+g reversed-
phase HPLC column and eluted under a gradient of 0.1% TFA in water and 0.1% TFAin
acetonitrile. Each HPLC fraction was dried, ressuspended, transferred to a MALDI plate
and mixed with 1 pyL of a matrix solution (either a combination of DHB and HCCA or SA
alone). MALDI-TOF experiments were performed with an Autoflex Il instrument (Bruker
Daltonics, Germany). We detected 1216 components in the range of 500 Da-10000 Da;
613 of these components were indicated to be exclusive for L. laeta and 531 for L.
intermedia. The two species share 29 peptides. There are many MS peaks at the low
mass region (below 1.000 Da), which leaves the suspicion that they may be
polyamines, compounds present in spider venoms which present insecticidal activity
and are also responsible for the insect paralysis during predation. Future perspectives
include the identification of some peptides found in each venom, the confirmation of the
up and down-regulated ones, and the search for the elucidation of the structure of the

polyamines detected.
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1.1. Anatomia e filogenia das aranhas

As aranhas estdo descritas na Ordem Arachnida, dentro do Filo Arthropoda e
embora pertengam ao mesmo Filo que os insetos, as aranhas se diferenciam
anatomicamente principalmente pela presenca de queliceras, com as quais injetam a
peconha; pela auséncia de asas e antenas; pelo pedipalpo (que ajuda a manipular e
envolver a presa na seda) e por apresentarem quatro pares de patas. Elas possuem
uma segmentacdo corporal a menos, compreendendo somente o cefalotérax (uma
combinagao de cabecga e térax) e o abddomen’. Estes artropodes estéo distribuidos em
praticamente toda a superficie terrestre, sendo mais raro encontra-los em tundras e
estepes das regides polares e subpolares de ambos os hemisférios. Atingem maiores
densidades nas regides de clima tropical e subtropical onde povoam selvas, campos,

planicies e plantagc”)esz.

Como apresentado na Figura 1, a Ordem Aranae pode ser dividida em duas
Subordens: Mesothelae e Opisthothela: Mesothelae, a primeira contendo somente uma
familia, Liphistiidae, que sdo aranhas primitivas e raras®, enquanto que a segunda
Subordem é composta por dois grupos, o Mygalomorphae e Aranaeomorphae. Os dois
grupos apresentados estdo organizados de acordo com a posicdo da quelicera na
aranha: no primeiro grupo, ela se projeta a frente do cefalotérax enquanto as queliceras
se posicionam para baixo, enquanto que no segundo grupo, as queliceras estao
posicionadas verticalmente e que conjuntamente com as presas se movem

lateralmente como pingas®.

As aranhas migalomorfas (aranhas do tipo tarantula) representam cerca de 7% das
espécies ja descritas para Opisthothela enquanto que as aranhas araneomorfas (todas
as outras aranhas) representam os 93 % restantes®.
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Filo : Arthropoda
Subfilo : Chelicerata
Classe : Arachnida

|
| I | I | | | I I

tardntulas (Theraphosidae...)

aranha-marrom (Loxosceles spp.)

aranhas de alcapdo (Ctenizidae) iiiihas Sahadoras |5 Hckig)

Figura 1. Classificagéo da classe Arachnida®.

1.2. Composicao das pegconhas de aranhas

As pegonhas de aranhas possuem uma complexa mistura de componentes, cuja
composicado depende de fatores como género da aranha, nutrigdo, habitat, clima e &
claro, da espécie. Os trés grupos principais’® nos quais os componentes podem ser
classificados serao discutidos nos préximos topicos.

1.2.1. Componentes de massa molecular abaixo de 1.000 Da

A presenca de diversos componentes inorganicos e moléculas organicas de
baixa massa molecular foi constatada na peconha de diversas espécies de aranhas,
tais como os acidos livres (citrico, latico), glicose, aminoacidos livres, aminas
(espermina, putrescina, cadaverina) e neurotransmissores (acido glutamico, acido
aspartico, além de sais e ions (Ca®*,Na*, K*, Mg®*, CI).No entanto, os componentes de
maior destaque para este grupo sao as acilpoliaminas’.

As acilpoliaminas (Figura 2) sdo compostos organicos que apresentam atividade
neurotdéxica e atuam como antagonistas sobre varios tipos de canais ionotrépicos,
sendo os principais responsaveis pela paralisacao do presa durante a predacdo. Em

algumas espécies, esses componentes sdo 0s mais abundantes na pegonha®.
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Figura 2. Estrutura geral de uma acilpoliamina®.

grupo aromatico amida cadeia de poliaminas amina
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1.2.2. Componentes de massa molecular entre 3.000 Da e 10.000 Da

As funcbdes dos diversos peptideos identificados até o momento podem ser
resumidas em duas principais: acao neurotdxica e citolitica. A maioria dos peptideos
identificados apresenta massa molecular entre 3.000 Da a 8.000 Da e cisteinas em sua
estrutura primaria. Em combinacdo com as poliaminas, aparentam compor o arsenal
téxico das peconhas’. Essas toxinas sdo as mais investigadas e atuam nos canais
ibnicos de membranas, tais como Na', K', Ca®* e CI, bloqueando seu
funcionamento®*®. Os canais mais estudados sd3o os de sodio dependentes de
voltagem, pois eles representam os principais alvos das toxinas, e sua inativagao

parcial implica na paralisagao e imobilizagao da presa 9

Parte da caracterizagdo destas neurotoxinas, além dos ensaios biolégicos que
avaliam sua atuacio nos canas ionicos, inclui a determinagao do numero e distribuigcao
das cisteinas presentes. O padréao observado para os peptideos exibindo o padrao ICK
(inhibitory cystine knot) pode ser expandido para Cq Xz.7 C2 X3.11 C3 Xo.7 C4 X1.17 C5 Xj-
19 Ce, No qual X representa um residuo de aminoacido. A estrutura apresentada na
Figura 3 € composta por duas pontes dissultefo que forma uma espécie de anel, pela

qual uma terceira ponte passa, resultando na formacéo de um “n¢”"°.

Figura 3. Representacdo do né de cisteina™.
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Diferencas estruturais baseadas nesse padrdo podem resultar em diferentes
propriedades farmacolégicas”; diversos peptideos com esse padréo ja foram descritos
na literatura, possuindo diversas fung¢des biologicas, tais como inibidores de proteases,

peptideos neurotdxicos, bioinseticidas e entre outros®

Atualmente, tem se o registro de toxinas contendo de 3 a 7 pontes dissulfeto. A
presenca de uma quantidade variavel de cisteinas provém uma alta estabilidade
quimica e resisténcia a desnaturagao e protedlise, além de auxiliar na formacado de
uma superficie de contato, na qual a maioria de seus residuos participa. Uma
caracteristica comum observada é o momento de dipolo, provocado pelos residuos
catiénicos e aniénicos. O momento de dipolo foi proposto como a maior forga motriz

que permite a difusdo da toxina em diregdo ao seu receptor'>.

E importante salientar que a presenca de pontes de dissulfeto ndo faz com que a
toxina obrigatoriamente apresente uma fungdo farmacoldgica, no entanto, foi

observado que a presenca delas é essencial para a atividade inseticida.

Alguns peptideos encontrados nas pegonhas de aranhas ndo apresentam
residuos de cisteina em sua sequéncia e adotam estruturas anfipaticas em solugao e
sdo formadoras de poros em membranas plasmaticas. Os peptideos citoliticos
(também conhecidos como antimicrobianos) identificados até o momento, apresentam
entre 27 a 48 residuos, sao lineares, altamente catidnicos, geralmente sem cisteinas
em sua sequéncia primaria, de p/ acima de 10,2 e apresentam uma alta carga total de
+6 a +10 por conta da alta proporgao de residuos de lisina. Além disso, apresentam a
porcao C-terminal modificada (CONH;) e geralmente apresentam residuos de glicina

ou serina na porcdo N-terminal**?,

1.2.3. Componentes de massa molecular acima de 10.000 Da

Neste grupo estdo descritas as neurotoxinas de alta massa molecular e as
enzimas. As diferengas mais significativas entre as pegonhas se justificam nas classes
de proteinas expressas, como a enzima esfingomielinase D (SMD), presente para o
género Loxosceles e principal responsavel pela caracteristica lesdo dermonecroética e
para o género Latrodectus, cujos componentes protéicos possuem massa molecular

acima de 40 kDa e sao neurotdxicos para vertebrados também®*$,

A presenca de enzimas na pec¢onha deve ser confirmada, pois pode se tratar de
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contaminagdo, por enzimas salivares ou fluidos digestivos, provocada pela
eletroestimulagédo. Portanto, elas devem ser investigadas e caracterizadas antes de

serem consideradas como um componente real da pegonha.

1.3. Aranhas do género Loxosceles

A Familia Sicariidae compreende 122 espécies em dois géneros'®: Sicarius e
Loxosceles. Existem aproximadamente 100 espécies de Loxosceles descritas'®"?,
distribuidas principalmente entre o Continente Americano , Europa e Africa’®, todavia
esse género também ocorre na Oceania' e na Turquia®®. Na Figura 4 esta

representada a distribuicdo das principais espécies do género Loxosceles.
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Figura 4. Distribuicdo geografica das espécies do género Loxosceles"”.

A primeira espécie de Loxosceles descrita no Brasil foi a Loxosceles similis
Moenkhaus, 1898' e atualmente tem-se o registro de 11 espécies de aranha marrom

no Brasil'®. A Tabela 1 relaciona cada espécie com sua respectiva distribuicao no pais.
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Tabela 1. Aranhas do género Loxosceles presentes no Brasil (modificado)??

Espécies de Aranhas Marrom encontradas no Brasil

L. adelaida Gertsch, 1967 (RJ)*®
L. amazonica Gertsch, 1967 (BA, AM, MG, MA, PB)**2°

L. anomala Mello-Leitdo, 1917 (MG)*®
L. gaucho Gertsch, 1967 (RS, SP)**?%
L. hirsuta Mello-Leitdo, 1931 (RS e PR)®
L. immodesta Mello-Leitéo, 1917 (RJ)®
L. intermedia Mello-Leitao, 1934 (DF, RJ, RS, SP) %%
L. laeta Nicolet, 1849 (MG, RJ, SP, PR, SC, RS)?>%
L. puortoi Martins, Knysak & Bertani, 2002 (TO)?>?"
L. similis Moenkhaus, 1898 (PA,SP,MG,MS)?>%

L. tropicus Mello-Leitdo, 1936*

* registro somente no Platnick,2008

A aranha do género Loxosceles possui o cefalotérax achatado, seu tamanho

encontra-se entre 2 cm a 3 cm e sua coloracdo varia entre um marrom claro a um

marrom escuro'®. De acordo com o local onde é encontrada, a aranha marrom é

conhecida por outros nomes, tais como arafia de detras de los quadros, arafia de los

rincones (América do Sul), brown recluse spiders e violin spider (América do Norte).

Estas denominagbes revelam algumas das caracteristicas deste género: a sua

coloracéo, sua tendéncia a se esconder e a silhueta de violino presente no dorso do

cefalotérax. Os seis olhos ficam dispostos em trés pares (diades) formando um

semicirculo?. A Figura 5 reline as caracteristicas acima descritas.
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Figura 5. Silhueta de violino no cefalotdrax e disposicdo dos olhos em trés diades - espécie
Loxosceles reclusa®®.

No entanto, a identificagdo positiva para Loxosceles nao deve ser baseada no
desenho observado, porque nem todas as espécies apresentam uma coloragao clara o
suficiente para que ela seja visualisada?®.Uma caracteristica que pode garantir uma
identificagcdo mais segura € a presenca dos trés pares de diades, uma vez que a
maioria das aranhas possui oito olhos. Todavia, esse padrao nédo € exclusivo, sendo

visualizado também nos géneros Scytodes e Sicarius®.

A espécie L. intermedia (Figura 6A) € uma predadora que tem como estratégia
senta-espera e, portanto, apresenta uma dieta diversificada, que inclui formigas e
vespas, presas que geralmente sdo rejeitadas por outras aranhas®’.As aranhas do
género Loxoceles geralmente preferem presas ja mortas a cagar presas vivas e suas
teias sao irregulares, parecendo fios de algodao (Figura 6B). Elas também podem
sobreviver por muitos meses sem comida ou agua e suportam temperaturas de 8°C a
43°C*,
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Figura 6. Macho de L. intermedia (A) e fémea de L. laeta e ooteca(B)'®.

Em geral, as aranhas Loxosceles preferem se esconder durante o dia, saindo
somente a noite. Em ambientes naturais, sdo encontradas sob rochas ou em tocas de
outros animais, onde fazem um pequeno abrigo com sua teia. Em habitat humano, sao
frequentemente encontradas atras de mdveis e armarios, em pordes e so6taos, além de

outros lugares de pouco movimento?®.

As aranhas desse género nao sao agressivas; s6 atacam quando pressionadas,
o que geralmente ocorre & noite, quando saem para procurar por presas®2. Como sua
picada é indolor e os efeitos iniciais do envenenamento s6 sdo observados de 2 a 8
horas apdés o acidente, a identificacdo positiva de um acidente loxoscélico é

comprometida, uma vez que dificilmente a aranha é recuperada para esta analise®.

1.4. Loxoscelismo

O envenenamento provocado pela picada de aranhas do género Loxosceles é
chamado de loxoscelismo. Embora no Brasil se tenha registro de ocorréncia de
acidentes provocados pela aranha marrom desde 1891, o reconhecimendo da les&o
como necrotica data de 19543*. Embora nzo haja registros de acidentes no Distrito
Federal, o loxoscelismo representa um problema de saude publica nos estados de Sao
Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e principalmente no estado do Parana, onde
sdo registrados em meédia 2.577 acidentes por ano e ocorrem quatro espécies de

Loxosceles: L. intermedia, L. laeta, L. gaucho e L. hirsuta®®.

Em Curitiba, capital do Parana, centenas de acidentes provocados pelas

espécies de Loxosceles sao registrados anualmente, sendo que as duas espécies de
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maior incidéncia séo : L. intermedia Mello-Leitdo 1934, com 90 % dos relatos, e L.
laeta , com 10% (Figuras 7A e 7B). A justificativa para a presenca dessas espécies nos

centros urbanos é a grande abundancia e riqueza de presas e a auséncia de

predadores para o controle da populacéo de aranhas®’.

Figura 7. Distribuicdo das espécies L. laeta (A) e L. intermedia (B) no estado do Parana
(modificado)®.
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O loxoscelismo (Figura 8) apresenta duas variedades clinicas: a forma cutanea e
a cutaneo-visceral. Na forma cutéanea, o primeiro sintoma observado € a dor, que surge
somente de 2 a 8 horas apds o acidente, variando de média a intensa. Juntamente
ocorre a formagao de um eritema com coceira e inchago. Apds um periodo de 12 a 24
h, ha a formacgao de bolha, que pode se tornar hemorragica. Alguns dias depois do
acidente, a regido da picada torna-se violeta, apresentando também um espalhamento
no sentido gravitacional. Pode ocorrer a formagao de uma casca, passados trés a sete
dias e na semana subsequente, a area central torna-se dura e ha a formagao de uma
ulcera, cuja cicatrizacédo pode levar de 6 a 8 semanas. A lesao inflamatéria pode evoluir
para necrose e dependendo de sua extensdo, pode haver a necessidade de excisao e
posterior enxerto de pele. Essa manifestacdo descreve um exemplo classico do

loxoscelismo cutaneo?® 3% 3637,

Os casos mais complicados incluem hemoglobinuria, proteinuria, hemdlise
intravascular e vOmitos, entre os efeitos provocados pela peconha, denominados
loxoscelismo sistémico*?*8. Em casos mais extremos, é observada a insuficiéncia renal
aguda. As complicagdes que podem ocorrer sdo muito temidas, pois podem ser letais,

e sdo encontradas em aproximadamente 16% das vitimas®®.

O mecanismo de agao para o loxoscelismo ainda ndo esta muito claro, mas um
trabalho publicado neste ano permitiu uma maior compreensdo a respeito deste
processo, com a identificacdo de diversas proteinas envolvidas no envenenamento®. A
abordagem protedmica utilizada, denominada MudPIT - Tecnologia Multidimensional
para Ildentificacdo de Proteinas - € uma técnica gel-free, baseada na cromatografia

liquida 2D (LC-2D), acoplada a espectrometria de massas.
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Figura 8. Possiveis loxoscelismo: (A) Dano local apds 48 h da picada. O caracteristico edema
e eritema com areas equiméticas e hemorragicas podem ser observadas. (B) Um segundo
paciente procurou cuidados médicos apdés 26 dias de uma suposta picada de aranha,
apresentando uma ferida necrotica (C). O mesmo paciente apresentando formacgao de cicatriz
113 dias apds o acidente. (D) Retorno deste paciente para avaliagdo da cicatriz, trés anos
depois do acidente (D). Ambos os pacientes sentiram a picada e notaram a presenca a aranha,
mas nao a levaram para identificacdo®.

Tal analise permitiu a identificacdo de 39 proteinas presente na peconha de L.
intermedia, sendo 10 exclusivas para o género. As proteinas identificadas foram
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agrupadas em trés categorias diferentes, de acordo com a sua fungao: 14 proteinas
que provocam danos aos tecidos; 15 proteinas, das quais 8 atuam por mecanismos
secundarios no envenenamento e as 7 restantes conferem protegdo a pegonha contra
a degradagaol/inativagao; e 10 sao responsaveis pela manutencdo da glandula de
peconha. A partir dessa investigagao, os autores apresentaram um esquema que une
os conhecimentos obtidos até 0 momento sobre a composigdo da pegonha juntamente

com os resultados, exemplificado na Figura 9.

Sintaxina
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Figura 9. Mecanismo proposto de atuagdo da pegonha de Loxosceles sp.(modificado)*.

O esquema apresentado pode ser compreendido da seguinte forma:

e O envenenamento pode resultar em dermonecrose, com envolvimento provavel

de esfingomielinases, PLA,, hialuronidases, metaloproteases e alguns fatores
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inflamatorios;

A lesao dermonecrética geralmente resulta do efeito direto da pegonha nos
componentes das membranas basal e celular, o que geralmente requer a

participagéo de hialuronidases, SMD e metaloproteases;

A interagdo entre alguns componentes e tecidos pode provocar ativagao do
complemento, migracdo de neutrdfilos, liberagdo de enzimas proteoliticas,
citocinas e quemocinas, promovidas provavelmente por proteases (fator de
inflamacgéo, proteinas similares ao plasmogénio e proteinas relacionadas ao
FMLP);

A agregacgao de plaquetas e alteragdes no fluxo sanguineo pode resultar em
edema e isquemia, com desenvolvimento de necrose, envolvendo possivelmente

a participagao de PLA;s, proteases e fatores de inflamacgao;
A ocorréncia de hemolise parece ser causada pela presenca de PLAs e lipases;

Algumas doencas sistémicas (principalmente nos rins) podem ser ocorrer devido

a acao de PLAzs, peptidases e proteases;

A composicdo de proteinas encontradas na analise protedOmica sugere uma
possivel acdo neurotoxica, caracterizada pela liberacdo macica de
neurotransmissores, causada pela presenca de proteinas ligantes de sintaxina e
associadas as proteinas sinatopsoma, que provavelmente atuam em conjunto

com alguns transportadores de neurotransmissores;

1.5. Revisao de toxinas presentes no género Loxosceles encontradas
no Brasil

Dentro do género Loxosceles, a toxina mais estudada é a SMD, a proteina

responsavel pela necrose caracteristica visualizada no loxoscelismo?®.

Em uma comparacgao entre as toxinas dermonecréticas presentes nas peconhas

das espécies L. laeta, L. intermedia e L. gaucho, apos filtracdo em gel, separagéo por

SDS — PAGE e estudo da atividade letal em camundongos, foi constatado que os

componentes responsaveis pela acdo dermonecrética apresentam uma massa

molecular de aproximadamente 35 kDa para as espécies L. gaucho e L. intermedia e
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32 kDa para L. laeta. As sequéncias parciais obtidas apds sequenciamento por Edman
sugeriu que as proteinas presentes nas espécies L. intermedia e L. laeta apresentam
maior similaridade entre si com a respectiva toxina do veneno de L. gaucho, sendo que
a menor homologia foi observada entre as espécies L. infermedia e L. gaucho*'. Os
perfis eletroforéticos de L. laeta, L. intermedia e L. gaucho sao similares e foi
confirmado que o principal componente, a SMD, estava localizado na regido entre 32-
35 kDa. Também foi apresentado que o veneno de L. intermedia € o mais letal, seguido

por L. gaucho e L. laeta*.

A distribuicdo da proteina SMD nas pegonhas das aranhas Haplogyne e
Loxosceles foi investigada e considerando que a presenga dessa proteina s6 foi
descrita até o momento nas peconhas de Loxosceles e Sicarius, a hipétese é que a
SMD surgiu na pegonha de um ancestral em comum da linhagem dessas duas
espécies, sustentada pela comparagao entre as proteinas de massa molecular entre 31
kDa a 35 kDa presentes nas peconhas. Os autores constataram que todas as espécies
indicaram, além da presenga da SMD, pelo menos mais uma molécula nessa faixa de

massa, aparentemente isoformas desta proteina43.

Em 1998 foi mostrado pela primeira vez que a variedade dos diferentes efeitos
bioldgicos caracteristicos do loxoscelismo provocados pela espécie L. intermedia pode
ser justificada pela presenga de duas isoformas da proteina dermonecroética. Elas
mimetizam os efeitos biolégicos de todo o veneno, exibindo atividade de SMD. Também
foram encontradas duas outras proteinas a partir da mesma purificagdo (cromatografia
liquida) da qual foram obtidas as outras isoformas supracitadas, no entanto, além de
nao conseguirem separa-las, os autores observaram que ambas estavam inativas em
todos os ensaios realizados, embora possuissem homologia com as outras duas

toxinas ativas®.

A caracterizagao das isoformas presentes nas pegonhas do género Loxosceles
ja foi abordada. Para a espécie L. gaucho, em um estudo realizado foi apresentada a
separacao de 11 isoformas para a loxnecrogina, a proteina dermonecrética presente
neste veneno **; enquanto que para a espécie L. intermedia, foram isoladas 14 toxinas
Loxtox, agrupadas em 6 familias, cuja presenca foi relacionada a diversas fungdes
bioldégicas (como no caso especifico, a atividade dermonecrdtica), que seria util para

abranger uma maior variedade de presas™®.

O estudo da pegonha de L. similis, espécie geralmente encontrada dentro de

cavernas (e com registros atuais em domicilios de Belo Horizonte, MG) permitiu a
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clonagem de sua toxina dermonecrética, denominada LsD1, de aproximadamente 31,2
kDa e p/ estimado de 7,37, que indicou possuir homologia com a sequéncia da toxina
LiD1 de L. intermedia. Também foi isolada a bactéria Clostridium septicum de suas

queliceras*®.

A espécie L. adelaida, também encontrada em cavernas (Parque Estadual
Turistico do Alto Ribeira, SP), teve sua toxina dermonecrotica caracterizada. Foram
isoladas duas fragbes correspondentes a toxina dermonecrética, denominadas A1 e
A2. No entanto, somente A1 é biologicamente ativa, o que sugere que a mesma
possua uma isoforma ativa. Como A2 apresentou imunorreatividade cruzada com
antiSMD, isto sugeriu que ela contém uma isoforma inativa, similar a isoforma

encontrada na peconha de L. intermedia®.

Para a contribuicdo da agado da peconha, diversas proteinas ja foram descritas
na literatura. O estudo de serino-proteases na peg¢onha de L. intermedia indicou que
elas possuem acado gelanolitica, mas n&o apresentam atividade proteolitica sobre
hemoglobina, imunoglobulina, albumina, fibrinogénio ou laminina, sugerindo, desta
forma, uma especificidade em suas ag¢des proteoliticas e uma atuagado em sinergia com

outros componentes da pegonha‘”.

A existéncia de proteases na peconha de L. /aeta e L. intermedia foi confirmada,
provando que a presenga dessas enzimas na peconha bruta obtida apos
eletroestimulagao ndo é resultado de contaminagao; as proteases podem desempenhar
uma série de papéis nas atividades patolégicas observadas em algumas vitimas de
loxoscelismo, tais como hemorragia, coagulagcédo intravascular disseminada e na
ativacao de proteases que atuam na dermonecrose, como no caso de proteases de

neutréfilos*e,

A identificacdo de metaloproteases na peconha de L. intermedia resultou na
caracterizagdo de duas enzimas denominadas Loxolisina A (20 kDa a 28 kDa), com
efeitos fibronectinoliticos e Loxolisina B (32 kDa a 35 kDa), uma metaloprotease
gelanolitica. Foi sugerido que a agado das enzimas estivesse associada a dermonecrose
e aos efeitos hemorragicos caracteristicos do loxoscelismo*®. Posteriormente, esta
acao das metaloproteases foi comprovada com um estudo envolvendo as peconhas de
L. intermedia e L. laeta, indicando que esta seja uma caracteristica conservativa de
possivel importancia biolégica“. A presenca de metaloproteases similares a astacina,
enzima digestiva isolada do lagostin Astacus astacus, nas pegonhas de L. intermedia,

L. laeta e L. gaucho, sugere que a protedlise estaria de fato envolvida na hemorragia e
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no aumento da permeabilidade vascular observados no local da picada, pois estas
enzimas podem tornar as estruturas dos tecidos mais permeaveis, promovendo assim

uma difusdo das toxinas pelo organismo das vitimas®.

Outro tipo de molécula identificado na pegonha de L. intermedia foi a enzima
hialuronidase. A peconha, obtida por eletroestimulagdo e também por extragdo das
glandulas, foi testada para atividade hidrolitica sobre acido hialurénico e indicou que as
hialuronidases se tratam de componentes constituintes da peconha e néo
contaminantes apdés o processo de eletroestimulagdo. Foi observado que as
hialuronidases eram ativas em condigdes fisiolégicas humanas, comprovando que elas

devem atuar em moléculas vitais e estruturas teciduais®’.

Os aminoacidos envolvidos na catalise e nos sitios de ligagdo de metais sao
estritamente conservados nas isoformas de SMD de L. intermedia. A toxina LiD1
hidrolisa SMD de forma menos eficiente que LiD2, o que pode ser atribuido pela
substituicdo local de aminoacidos no canal hidrofobico que poderiam provavelmente
estar ligados ao reconhecimento de substratos®2.

A bactéria Clostridium perfringens foi isolada na pegonha e queliceras de L.
infermedia, e a sua atuagdo na dermonecrose foi investigada. Foi constatado que a
peconha conjugada a bactéria resultou em um aumento da lesdo dermonecrotica,
comparado ao efeito da pegonha sozinha, o que sugere que C. perfringens participe

deste processo.

Uma toxina fosfolipase-D recombinante de L. intermedia sofreu uma mutagéo
em seu dominio catalitico, para o estudo de seu mecanismo de acdo. Os resultados
descritos forneceram evidéncias de que esta enzima desencadeia a hemdlise direta

sobre eritrécitos humanos, de maneira dependente da atividade catalitica?®*3.

A dificuldade em se obter quantidades de pegonha suficientes para a realizagao
de ensaios para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos no loxoscelismo contribuiu
para busca de uma abordagem alternativa para a obtengcdo de toxinas e resposta
encontrada por alguns grupos € a clonagem e expressao das toxinas da pegonha de
Loxosceles 4,
recombinantes: LiRecDT1 (31,4 kDa e p/ 7,37), LiRecDT2 (31.291 Da e p/ 6,42) e

LiRecDT3 (31.471 Da e pl 6,27)°°.

Para a espécie L. intermedia foram obtidas trés proteinas

Uma andlise comparativa das funcionalidades biolégicas e das estruturas

moleculares entre as trés proteinas recombinantes de L. intermedia mostrou que
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diferentes isoformas de uma mesma toxina podem representar um mecanismo
bioldgico de defesa contra influéncias do meio e que em diferentes condigbes podem
atuar na inibicdo da atividade de algumas toxinas. Esta familia de moléculas representa
uma adaptagao sinérgica que tem como fungao paralisar e matar as presas, assim
como promover a sua autodefesa. Além disso, uma isoforma pode representar uma
molécula mutante, que apesar de apresentar um dominio catalitico, tem suas

atividades bioldgicas influenciadas por certos residuos de aminoacidos vizinhos®®.

A nefrotoxicidade da pegonha, observada em alguns casos clinicos de
loxoscelismo foi confirmada® e a mesma resposta foi obtida para a toxina
recombinante LiRecDT1%8, em estudos envolvendo a espécie L. intermedia. Esta forma
recombinante LiRecDT1 apresenta atividades dermonecréticas, no entanto, a atividade
enzimatica para SMD foi baixa, assim como a atividade hemolitica dependente de
complemento. Mas o estudo com anticorpos revelou que existe uma regido antigénica
na porgdo N-terminal da toxina e a sequéncia de residuos de aminoacidos foi
observada em proteinas dermonecréticas de outras espécies (L. similis, L.gaucho e na
LiRecDT2 de L. infermedia) e alguns de seus residuos estdo correlacionados ao sitio
ativo da toxina®*%°. Também foi observado um efeito pronunciado no envenenamento
de camundongos com a pegonha bruta comparado a acgédo isolada da toxina
recombinante®® .Isto seria esperado, uma vez que a agdo de uma peconha bruta é
resultado da acao concomitante de diversos componentes que compdem uma mistura

complexa de fragdes ativas e isoformas de toxinas.

A habilidade da peconha de L intermedia e de suas isoformas de induzir edemas
e aumentar a permeabilidade vascular foi investigada e os camundongos que foram
tratados previamente com receptores antagonistas de histamina e serotonina
apresentaram significativa atenuagdo dos edemas e da permeabilidade vascular
induzidas pelas toxinas. A purificagcdo por HPLC da peg¢onha bruta indicou a presenca
de histamina em uma concentracédo suficiente para induzir respostas inflamatérias, o
que sugere que ela atue como um componente adjuvante, potencializando a toxicidade

da pegonha®'.

A utilizagdo de seis peptideos como imunogenos foi avaliada como estimulo de
resposta dos anticorpos em coelhos a presenca da toxina dermonecrética LiRecDT1.
Eles observaram que somente um deles era imunogénico e os resultados obtidos
encorajam a utilizacdo de peptideos sintéticos no desenvolvimento de soro para

abordagens terapéuticas®. A extensao deste trabalho resultou em uma réplica sintética
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do epitopo imunogénico: o peptideo contém 27 residuos, incluindo E*?, D** e H*, que
estdo envolvidos no site ativo de SMD e os cindo residuos Y*', H*®, G*°, I°° e P*' do
loop catalitico de SMD. Uma protecédo de 70% contra as atividades necréticas e

hemorragicas foi conferida aos grupos que o receberam como imunégeno®?.

As proteina recombinantes para a L. laeta, SMD | ® e SMD Il pertencem a
classes diferentes de moléculas SMD por exibirem diferengas no potencial toxico,
sendo que as lesdes provocadas por SMD Il sdo menores que as causadas por SMD
1%,

Utilizando a estratégia Expressed Sequencing Tag foi possivel revelar, pela
primeira vez, o repertério genético de uma glandula de pegonha de uma aranha, no
caso, para a espécie L. laeta. Os resultados mostraram uma ampla faixa de moléculas
com diversas fungdes e estruturas. As SMDs corresponderam a 16,4 % das sequéncias
presentes na glandula, confirmando a alta representatividade desta proteina. Outros
genes apresentam similaridades com sequéncias depositadas no GenBank, que podem
se tratar de outras classes de toxinas, tais como neurotoxinas, hialuronidases,
metaloproteinases, lipases, serinoproteinases, lectinas tipo C, inibidores enzimaticos,
cisteina peptidases e outras. Também foram encontradas transcritos com outras
atividades, tais como proteinas salivares, 5'nucleotidases e quitinases. No entanto, 25
% dos transcritos ndo apresentaram nenhum match significativo, indicando haver
muitas possibilidades de estudos destas moléculas ainda nao caracterizadas, que

certamente possuem um potencial biotecnolégicoee.

A obtencao de trés toxinas com potencial inseticida do veneno de L. intermedia,
LiTx1, LiTx2 e LiTx3, foi realizada a partir da sequéncia deduzida do cDNA, de massas

moleculares aproximadamente de 7,4 kDa, 7,9 kDa e 5,6 kDa respectivamente67.

1.6. Alguns estudos comparativos dentro do género Loxosceles

As diferencas intraespecificas nas pegonhas de machos e fémeas de
Loxosceles intermedia foram investigadas por meio da comparagdo de algumas
propriedades biologicas. Foi constatado que as fémeas produziam uma maior

quantidade de pecgonha, cuja atividade dermonecrética era mais potentees.

Mudangas na composi¢cao da pegonha de L. intermedia em fungao dos estagios
de desenvolvimento ontogenético foram avaliadas. A toxina dermonecrdtica surgiu na

peconha, em sua plena forma ativa, somente a partir do terceiro instar de
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desenvolvimento, sendo que sua atividade foi aumentando gradativamente até que a
aranha alcangasse sua forma adulta. A auséncia deste componente no extrato dos
ovos e nos filhotes dos estagios anteriores sugere que a toxina seja um importante
componente para a defesa da aranha, uma vez que € somente no 3° instar que ela

comeca a desenvolver sua habilidade de cacar®.

As contribuicdes na severidade do loxoscelismo das pegonhas de L. intermedia
e L. laeta, entre machos e fémeas de ambas as espécies foram comparadas. As
analises mostraram que atividades bioldgicas, tais como diferengas na expresséao de
proteinas e glicoproteinas, além da atividade da SMD, foram mais expressivas nas
fémeas, especialmente da espécie L. laeta. O antiveneno produzido por estas fémeas
apresentou a maior eficacia em neutralizar os venenos das espécies comparadas e foi
concluido que as variagdes nas composicoes em funcdo do sexo e espécie sio fatores

que influenciam a severidade do loxoscelismo®.

Comparando a fertilidade de fémeas de L. intermedia e L. laeta, foi observada
uma produ¢do maior de ovos para a segunda espécie; iSSO sugere que a expansao
significante de L. infermedia observada no sul da regido do pais n&o esta relacionada
com a razao reprodutiva dessa espécie e que deve haver uma explicagdo para a sua
predominéncia proliferagdo na regiao sul®®. Uma correlacdo pode ser o comportamento
apresentado por cada uma das espécies: enquanto L. intermedia possui habitos mais
generalistas, se desloca mais e é mais tolerante ao filhote coespecifico®®, a espécie L.
laeta € mais agressiva e sedentaria, mas possui grande resisténcia, podendo
permanecer muito tempo sem comida ou agua, fator que provavelmente favoreceu sua
maior dispersao pelo mundo, porém sua predile¢cdo por determinados ambientes ainda

faz com que prevaleca em intradomicilio™.

Apds uma hora de exposigdo constante, foi reportado que 50% dos espécimes
observados de L. intermedia morreram a uma temperatura de 35°C e L. laeta, a 32°C.
O valor de LTsp, considerando um aumento gradual de temperatura, foi 42°C para L.
intermedia e 40°C para L. laeta. Em baixas temperaturas e diminuigdo gradual, o valor
determinado foi -5°C para ambas as espécies, enquanto que para uma temperatura

constante, temperatura encontrada foi -7°C, também para ambas’".
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1.7. Abordagens analiticas para o estudo da composicao peptidomica
de peconhas

Para a obtenc&o do perfil da pegconha de aranhas, diversas abordagens podem
ser adotadas, sendo que esta escolha depende do nivel de caracterizacdo que se
deseja obter, pois quanto mais completo o estudo, mais complexa deve ser a

estratégia.

Na escolha por uma abordagem gel-free, a cromatografia liquida assume a
funcdo de separar as proteinas e peptideos presentes na peconha de forma
satisfatéria. Nesse caso, ainda pode ser utilizada mais de uma dimensdo de
cromatografia liquida baseada em propriedades distintas, como troca idnica (promove a
interagdo entre as cargas de um trocador e as das proteinas em determinado pH);
acompanhada de uma etapa de cromatografia em fase reversa. Esta abordagem é
utilizada tanto para o estudo protedbmico quanto para o peptidémico. A opg¢ao por duas
dimensbes se justifica pela co-eluicdo observada em algumas fragdes, embora, em
teoria, uma unica dimens&do cromatografica deveria ser suficiente para separar os
componentes presentes em uma amostra. No entanto, a natureza complexa das

peconhas torna a separagao unidimensional limitada para a separacao de peptideos.

Como ferramenta complementar as técnicas de separagéao apresentadas acima,
a espectrometria de massas tem um papel fundamental no estudo de toxinas, uma vez
que é adequada para o estudo de proteinas e peptideos. A utilizacido de diferentes
tipos de espectrometros de massas possibilita o acesso a uma rica quantidade de
informacgdes, desde a simples informagao a respeito da massa molecular a sequéncias

primarias de peptideos’.

A analise da pegonha bruta por LC-ESI-MS ou MALDI-TOF-MS (off line) fornece
o perfil das massas moleculares em fungdo da distribuicdo dos componentes
presentes. A escolha por uma abordagem LC-MS off line permite que as fracdes
obtidas na etapa de purificagcdo sejam liofilizadas e congeladas, tornando-as
disponiveis para a repeticdo de uma analise. A dissolugdo do conteudo da fragdo em
solvente apropriado e em menor volume concentra os componentes presentes (em
comparagao com a fragdo original) e a utilizacdo de matrizes adequadas para
promoverem a ionizagdo sao alguns dos fatores determinantes para a espectrometria

de massas.

Todavia, considerando novamente a complexidade das peconhas, a analise

direta por espectrometria de massas geralmente nido é indicada, pela supressao do
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sinal de alguns peptideos, uma vez que os mais abundantes ou aqueles que melhor
ionizam apresentardo um maior sinal, resultando na detecgdo de um numero menor de
componentes. Por isso um tratamento prévio € indicado, para que a analise qualitativa

da pegonha seja a mais realista o possivel73.

Finalmente, a técnica hifenizada MS/MS permite que se faca sequénciamento de
novo, que tem por finalidade elucidar a estrutura primaria do peptideo ou da proteina
de interesse pela fragmentagdo dos mesmos, gerando a sequéncia, mesmo que
parcial. Este estudo requer a utilizagdo de equipamentos especificos, geralmente
adequados para fontes ESI ou MALDI combinados com analisadores de massa, tais
como ion traps, TOF (tempo de vbéo), hibridos quadrupolo/ion trap, Q-TOF (TOF

ortogonal em série com quadrupolo), entre outros’®.

O sequénciamento de Edman é uma abordagem também utilizada para gerar
informacdes a respeito da sequéncia N-terminal do componente de estudo’®. Esta
técnica requer que a amostra esteja pura e, no caso da proteina ou peptideos conte
cisteinas, as pontes dissulfeto devem ser rompidas para facilitar o acesso as ligagdes
peptidicas. Esse procedimento pode ser realizado de diversas formas, sendo sempre
dependente do estado da amostra (em gel ou em solugao). Considerando uma proteina
em solugao, ela pode ser tratada com a combinacdo de reducio e alquilagdo com os

reagentes adequados’>’®.

A utilizacdo da espectrometria de massas permite, portanto os estudos
filogenéticos, atuando como ferramenta complementar na diferenciacdo de espécies a
partir da analise do mapeamento dos peptideos e proteinas expressas’’, a descoberta
de novas moléculas e a ainda promove estudos a respeito da fungdo a partir da
estrutura, uma abordagem muito utilizada quando a quantidade de peconha disponivel

€ limitante para a realizagao de ensaios biolégicos78.

Um esquema reunindo as metodologias mais utilizadas no estudo e

caracterizagao de pegonhas esta apresentado na Figura 10.
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Figura 10. Estratégias utilizadas na abordagem peptiddmica de pegonhas para a prospecc¢ao
de moléculas bioativas (modificado)®.
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CAPITULO 2
OBJETIVOS
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2.1. Objetivos gerais

e Realizar uma analise peptiddmica comparativa entre os venenos das espécies
L. L. intermedia e L. laeta, utilizando como ferramentas a cromatografia liquida

de fase reversa e a espectrometria de massas.

2.2. Justificativa

Como apresentado, existem diversos estudos realizados para o género
Loxosceles que, no entanto, estdo concentrados na elucidacdo dos mecanismos de
acao das SMDs e de outras proteinas presentes na pegonha no loxoscelismo. Todavia,
ha outros componentes na peconha passiveis de estudo. Considerando que a maior
parte dos componentes da peconha de Loxosceles apresenta massa molecular abaixo
de 8.000 Da, justificamos a nossa escolha pela faixa de 500 Da a 10.000 para este
projeto de mestrado, uma vez que esses componentes também podem estar
relacionados com o loxoscelismo, além de representarem possiveis componentes com
interessantes atividades biolégicas e aplicagbes, tais como bioinseticidas e

composic¢des farmacoldgicas, respectivamente.
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CAPITULO 3
MATERIAIS E METODOS
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3. 1. Obtencao da peconha

As pegonhas de Loxosceles intermedia e Loxosceles laeta foram gentilmente
fornecidas pela Prof’. Katia C. Barbaro, do Laboratério de Imunopatologia, Instituto
Butantan, SP, Brasil. As amostras se tratavam de um pool de peconhas de machos e

fémeas, obtidos por eletroestimulagéo.

3.2. Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

Para efeito comparativo, as purificagcdes em sistema HPLC deveriam ser feitas
nas mesmas condicbes e com a mesma quantidade de peconha. Por isso, a
concentragdo de proteinas presentes em cada aliquota de pegonha total foi dosada
pelo método de microensaio de Bradford®®. A curva de calibracdo foi construida
utiizando a diluicdo seriada de albumina sérica bovina, BSA (solucdo-estoque 2
mg/mL). A absorbéncia foi obtida em 595 nm.

3.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia — fase reversa (RP-HPLC)
Os componentes da pegonha de cada espécie foram separados por RP-HPLC.
Aliquotas de 200 pL de pegonha bruta (1 mg/mL) foram utilizadas em cada separagéo,
previamente centrifugadas por 3 min a 14.000 rpm. O sobrenadante foi injetado em
uma coluna de fase reversa (coluna Shimadzu Shim-pack Cys, 300 A, 4.6 mm, 150
mm), equilibrada com um solvente A (0,1% TFA em agua milli-Q) e eluido a um fluxo de
0,5 mL/min, utilizando um gradiente de 0 a 50 % de solu¢do B (0,1% TFA em
acetonitrila) por 50 min, seguido por um gradiente de 50 % a 100 % de solugéo B por
10 min, seguido por uma lavagem com 100 % de tampao B por 10 min. A absorvancia
foi monitorada em 216 nm. O sistema utilizado foi um Shimadzu Co. (Kioto, Japao)

série LC20A. Cada fragdo cromatografica foi liofilizada apds a etapa de separacgéo.

Para auxiliar a comparagdo dos perfis cromatograficos, a interpretagcdo dos
dados obtidos para as areas dos picos e os respectivos tempos de retencao foi feita

post run.
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3.4. Espectrometria de massas

A determinacdo das massas moleculares presentes em cada fragcéo
cromatografica (correspondente a uma corrida) foi realizada em um espectrobmetro de
massas do tipo MALDI-TOF/TOF (Autoflex II, Bruker Daltonics, Alemanha).

Uma prospeccao inicial foi feita para cada fragdo, no modo refletor, em um
intervalo de massas entre 500 Da - 10.000 Da. Para a calibragdo do instrumento foi
utilizada uma mistura de peptideos (Peptide mix, Bruker Daltonics, Alemanha). A
analise foi realizada com a intensidade do /aser variando entre 15 até 26 % da

intensidade maxima, com 200 tiros de laser em média.

Para aplicagcao das fracbes, cada uma foi ressuspendida com 10 yL de uma
solucao de TFA 0,1 %, transferido juntamente com 1 yL de mistura de matrizes (DHB
20 pg/uL e HCCA 20 p/pL 1:1 viv)®! para a placa de MALDI.

As fragdes que apresentaram massas moleculares acima de 4000 Da foram
analisadas também em modo linear. Para a calibracao, foi utilizada uma mistura de
proteinas (Protein mix, Bruker Daltonics, Alemanha) e a matriz usada nesse caso foi 0
SA. O intervalo de massas permaneceu o mesmo da abordagem anterior. A
intensidade do /aser sofreu uma variacdo entre 24 e 30 % da intensidade maxima,
enquanto que o numero de shots foi de 150 por pulso do /aser.

Para analise das peconhas brutas de L. laeta e L. intermedia foram utilizados os
mesmos protocolos de aplicagdo e analise das fragdbes em modo refletor positivo e

linear utilizados para as fragbes cromatograficas.

Todos os espectros obtidos foram analisados com a assisténcia do programa

Flex Analysis 2.4 (Bruker Daltonics, Alemanha).

As listas de massas obtidas foram exportadas para planilhas do Excel® 2007
para organizagao dos dados e analise (determinagao tedrica de numero de cisteinas,
comparacgao entre lista de massas obtidas apds modo refletor ou linear e possiveis

modificagdes pds-traducionais).
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3.5. Reducgao e Alquilagao de fragcoes de L. laeta e L. intermedia

Algumas fragbes obtidas apos a purificagdo por RP-HPLC foram submetidas a
reducdo e alquilagdo, para a determinacdo do numero de residuos de cisteinas
presentes na cadeia polipeptidica. A cada fracao liofilizada foram adicionados 200 pL
de tampao guanidina 6 mol/L/, Tris 0,25 mol/L, DTT 10 mmol/L, pH 8,6. As amostras
foram incubadas sob agitacdo constante de 400 rpm (Thermomixer Comfort,
Eppendorf) por 1h a 37 °C, em atmosfera inerte (N,). Em seguida, foram adicionados 4
pL de 4-vinilpiridina, também na presenca de N, e a mistura foi novamente incubada
por 1 h a 37 °C. Para analise por espectrometria de massas, cada fragdo foi
dessanilizada com ponteiras Cis Zip Tip® (Millipore) de acordo com o seguinte
protocolo: cada ponteira foi lavada com 10 yL de ACN 100% (ap6s dois ciclos de sugar
e expulsar a solugao) e equilibrada com 0,1 % TFA (dois ciclos de repeti¢cdes). Para a
ligacdo das proteinas e peptideos na coluna, foi repetido o processo de sugar e
expulsar a solugédo de cada fragdo por sete ciclos e entdo a coluna foi lavada com 0,1
% TFA. Com 4 ciclos, sem a introdu¢ao de ar na ponteira, o conteudo ligado a coluna
foi eluido com 2 pyL de uma solucédo de ACN 50%, TFA 0,05 %.

Em uma placa de MALDI, 1 uL da solugdo obtida apds a dessanilizagcado foi
misturado com 1 pL de SA, seguindo os mesmos protocolos de aplicagdo e analise

descritos anteriormente para essa matriz.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Andlise da pegonha bruta de L. laeta e L. intermedia

Previamente a etapa de purificacdo dos venenos, foi realizada a analise da
peconha bruta por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF. Os espectros para

ambas as espécies foram obtidos em modo refletor e em modo linear, como

apresentado nas Figuras 11 e 12, respectivamente.
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Figura 11. Espectros de massa do tipo MALDI-TOF da pegonha bruta de L. laeta (A) e L.
intermedia (B). Aquisicao de espectros em um intervalo entre 500 Da — 7.000 Da, em modo

refletor positivo e com a mistura de matrizes (DHB e HCCA).
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Figura 12. Espectros de massa do tipo MALDI-TOF da pegonha bruta de L. laeta (A) e L.
intfermedia (B). Aquisicao de espectros em um intervalo entre 4.500 Da — 10.000 Da e modo
linear e matriz AS.

4.2. Fracionamento das peconhas de L. laeta e L. intermedia

Os perfis cromatograficos das espécies foram obtidos por fracionamento em
sistema HPLC utilizando coluna Cis. Como o intuito era realizar um estudo
comparativo, as condi¢cbes experimentais foram idénticas para ambas as espécies.
Dessa forma, foram utilizados os mesmos solventes para ambas as purificacdes, a
mesma quantidade de peconha foi aplicada e as analises foram realizadas no mesmo
dia e com isso foi observada uma boa reprodutibilidade dos perfis. Para a espécie L.
laeta (Figura 13A) foram coletadas 64 fracbes, enquanto que para a espécie L.
intermedia (Figura 13B) foram obtidas 66 fracbes. Apds a coleta, as fragbes foram

liofilizadas para analise posterior por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF.

A sobreposi¢cdo de ambos os perfis cromatograficos, na forma da Figura 14, tem
como objetivo destacar as diferengas e semelhangas das expressdes dos componentes

presentes nas peconhas de cada espécie.
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Figura 13. Perfis cromatograficos obtidos para as pegonhas das espécies L. laeta (A) e L.
intermedia (B) por RP-HPLC em coluna C4g (Shim-pack Shimadzu) com emprego de gradiente
linear de acetonitrila/ TFA 0,1%. O monitoramento das fracdes foi realizado a 216 nm e a
eluicdo feita com fluxo de 0,5 mL/min.
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Figura 14. Sobreposicao dos perfis cromatograficos obtidos para L. laeta (em azul) e L. intermedia (em vermelho).
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A comparacgao entre perfis cromatograficos revelou algumas semelhangas entre
as espécies de estudo. Pode ser observada a distribuicdo de trés grupos de
componentes, de acordo com sua hidrofobicidade (15 min a 26 min, 28 min a 55 min e

56 min a 63 min de tempo de corrida)

4.3. Analise por espectrometria de massas - comparacao peptidomica
geral

Cada fracao foi analisada em espectréometro de massas do tipo MALDI-TOF/TOF
(Autoflex Il, Bruker Daltonics, Alemanha), em um intervalo de deteccdo de massas
entre 500 Da a 10.000 Da. Os componentes detectados foram dispostos em uma
tabela, de acordo com o tempo de retencéo (Tabela 6). A analise revelou um total de
649 componentes para L. laeta, em uma faixa de massa que varia de 579,222 Da a
8.292,843 Da, e 567 para L. intermedia, entre 525,105 Da e 9.737,732 Da. No total,
foram detectados 1.216 componentes e o0 resultado dessa composicdo esta
representado na Figura 15.

Aproximadamente 74 % e 61 % dos componentes encontrados para L. laeta e L.
infermedia, respectivamente, apresentam uma massa molecular entre 500 Da a 5.000
Da, sendo a faixa de 1.001 Da a 1.500 Da a mais expressiva para L. laeta, enquanto
que para a L. intermedia, foi observada a regido entre 4.501 Da a 5.000 Da. E
importante apontar que nenhum peptideo foi detectado entre 2.501 Da a 3.000 Da para

L. intermedia.

Na segunda parte do histograma, o numero de componentes detectados para L.
intermedia prevaleceu com 38,80 %, contra 25,38 % para L. laeta. Nessa regiao,

nenhum componente foi detectado para L. laeta nas faixas de 8.501 Da a 10.000 Da.
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Figura 15. Histograma das massas moleculares encontradas na peconha de L. laeta e L.
intermedia.

Com o intuito de gerar um espectro que tivesse o maior numero de informacdes
a respeito da composi¢cdo de cada peconha bruta, foram utilizadas duas abordagens:
aplicagao de matriz SA e analise em modo linear, e utilizagdo de mistura de matrizes
HCCA e DHB em modo refletor positivo. Com a utilizagdo da mistura de matrizes e
analise em modo refletor, somente um componente visualizado na peconha bruta ndo
foi detectado apos a etapa de purificagdo em sistema de RP-HPLC. O resultado
observado com a matriz SA, por sua vez, permitiu a detecgdo prévia de alguns
componentes, no entanto, somente de 41 a 50 % dos componentes visualizados na
peconha bruta, para as L. laeta e L. intermedia respectivamente, foram detectados pos-

corrida.
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E interessante observar que a maioria dos componentes relacionados nas
Tabela 2, 3, 4 e 5 correspondem a eluicdo dos picos de intensidade intermediaria, em
ambos os perfis cromatograficos. No entanto, foi curioso o fato de que, para ambas as
espécies, 0s picos mais intensos ndo tiveram nenhum de seus componentes
detectados pela analise do veneno bruto (nas Tabelas, a sigla n.d. significa n&o

determinado).

Tabela 2. Massas moleculares detectadas na analise da pegonha bruta de L. /Jaeta com matriz
AS.

tr SA
(min) (Da)
31,32 5225,11
34,09 5225,11
38,48 494574
40,15 5147,14
43,39 5280,90
44,09 5787,06
46,09 5201,89
47,41 6105,40
48,38 4686,66; 4945,74
54,74 6848,71; 8012,73
n.d. 4820,33; 6215,53; 6327,70; 6457,15; 6571,93; 7515,06; 9262,15

Tabela 3. Massas moleculares detectadas na analise da pegonha bruta de L. intermedia com
matriz AS.

tr SA
(min) (Da)
34,30 5125,25
36,20 4846,33
37,68 5543,50
38,81 5204,35
41,83 7778,86
46,32 4891,26
n.d. 4774,48; 5412,53; 6093,68; 8073,28; 8514,12; 9159,49
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Tabela 4. Massas moleculares detectadas na analise da pegonha bruta de L. /aeta utilizando a

mistura de matrizes HCCA e DHB.

tr HCCA+DHB

(min) (Da)

21,03 772,88

21,89 675,70
23,493 1138,23; 1267,42
25,49 675,70

27,26 1834,80

28,59 952,12; 1312,48; 1443,52;
29,05 952,12; 1457,52; 1778,73; 1834,80;
29,43 1312,48

29,84 1037,16; 1151,23; 1312,48
30,84 758,87; 1807,82;
31,32 5281,61

34,09 1544,56; 5498,03
34,39 2846,08

35,36 1142,30; 1621,637
36,47 746,932;

37,37 1142,30; 1560,55;
38,48 1028,22; 4944 ,11
40,15 1793,92

40,85 5062,38

41,30 4976,08

41,97 5238,88

43,39 5281,61

44,09 4465,02

46,09 4976,08

47,41 1981,92; 2076,01; 2846,08; 4821,64;
47,95 2915,29; 4821,64
48,38 4821,64; 4944,11; 4686,21
49,06 1973,94

50,17 2089,00

50,91 1720,80; 1987,96; 2029,00; 4686,21
54,74 6845,64

n.d. 1700,78
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Tabela 5. Massas moleculares detectadas na analise da peconha bruta de L. intermedia
utilizando a mistura de matrizes HCCA e DHB.

tr mix matrizes
(min) (Da)
22,18 727,66; 746,62
25,34 1974,51
26,31 721,57; 1164,91
27,09 1514,16
29,56 3317,48
30,71 5541,07
31,10 3317,48
32,35 787,57; 1141,96; 1236,01
32,70 1651,22; 5035,10
33,47 1651,22; 1523,12
33,74 1523,12; 5541,07
34,30 1107,85; 1214,03; 1523,12
36,77 3878,18
37,28 954,77; 3701,99
37,68 972,78
38,06 969,83
38,52 5205,79
39,10 1134,94
44,29 1214,03
48,42 4815,21

n.d. 2072,58

A distribuicido das massas moleculares detectadas para cada espécie em fungao
do perfil de eluicdo esta apresentada na Figura 16, assim com a sobreposi¢ao de

ambos os perfis (Figura 17).
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Figura 16. Distribuicio dos componentes de massas moleculares em relagédo
hidrofobicidade.
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Figura 17. Sobreposigao da distribuicao dos componentes de massas moleculares em relagao

a hidrofobicidade para as espécies L. laeta (azul) e L. intermedia (rosa).

A listagem relacionando os componentes detectados nas fragcbes apods o
fracionamento em RP-HPLC das peconhas de L. laeta e L. intermedia pode ser
visualizada na Tabela 6. Os componentes também foram comparados entre as
espécies em funcao do tempo de retencdo. Os limites fixados para a comparagao
foram de = 0,5 min, para o tempo de retengado, e + 3 Da para a massa molecular. Na
Tabela 6 também foi incluida a porcentagem da area do pico (com relagéao a area total).
Os componentes que tiveram correspondentes em ambas as espécies estdo

sublinhados na Tabela 6.

No presente caso, ndo foi possivel assumir que a expressdo dos componentes
detectados esta relacionada com a area do pico no cromatograma correspondente,
uma vez que a maioria das fragdes coletadas ndo estava pura, portanto ha a influéncia
dos outros componentes atuando na expressao da area de cada pico. Além disso, foi
constatado que ndo houve uma relacao diretamente proporcional entre a quantidade de
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componentes e a porcentagem da area do pico, pois em alguns casos a porcentagem
de area calculada foi menor mesmo esta apresentando um numero maior de
componentes (por exemplo, para o tg 30,835 min para L. laeta e 30,706 min para L.
intermedia — a area observada para o pico para o perfil de L. laeta foi praticamente a
metade do encontrado valor para L. intermedia, no entanto, no mesmo pico foram
obtidos 24 componentes, mais que o dobro do detectado para L. intermedia — 11

componentes).

Para o estudo da expressdao de um componente de interesse, seria necessaria
uma etapa posterior de purificacdo de sua fragdo correspondente, para que essa

relacéo fosse avaliada de maneira mais adequada.

55



Tabela 6. Massas moleculares detectadas nas pegonhas de L. /aeta e L. intermedia.

Loxosceles laeta

Loxosceles intermedia

tr Massa molecular Area tr Massa molecular Area
(min) (Da) %) | (Min) (Da) (%)
4,12 703,94 0,27 4,11 525,11 893,65 909,72 2,49
4,48 681,93 892,87 908,85 0,27 4,80 595,39 0,54
19,41 708,40 749,48 806,54 1112,38 7,97 18,94 620,65 701,76 709,37 749,70 755,71 806,79 849,72 18,94
21,03 773,47 844,54 867,40 901,54 0,32 21,52 631,76 0,50
21,89 674,53 804,62 0,77 2218 585,45 671,48 682,46 727,56 746,52 789,49 806,56 0,15
943,66 989,64 1204,65 1225,64 1300,70 1356,69
1415,71 1427,76 1471,75
2497 659,45 719,34 811,54 1035,43 1040,44 0,37 2481 591,47 71956 752,49 1150,69 1673,82 1863,86 0,40
1050,59 1237.68 1934.66 1919,92 1941,02 2069,11 2103,08 2231,2
25,49 674,34 4850,64 0,55 25,34 578,55 601,46 672,51 694,50 710,47 759,55 829,68 0,28
849,63 878,72 886,72 911,75 949,62 962,67 976,63
1233,82 1265,83 1281,84 1384,75 1402,89 1673,88
1863,95 1864,94 1941,10 1975,12 2069,24 2103,23
2232,29
26,09 579,41 709,43 762,37 928,32 1242,83...1257,49 0,42 26,31 594,38 721,45 751,42 796,45 808,43 907,53 922,46 0,44
1268,75 1285,52 1331,56 1355,77 1372,55 1469,53 931,49 978,51 1036,49 1143,48 1164,57 1195,67
1598,561772,61 1254,94 1269,59 1384,60 1410,66 1465,73 1634,76
2345,21
27,26 1036,36 1203,44 1220,58 1290,50 1363,53 1433,47 0,46 27,09 922,61 952,64 1049,73 1051,73 1138,85 1153,73 0,56
1563,72 1834,89 2307,10 1513,84 1830,03 2001,04 2004,14 2019,08 2022,15
2077,13 3358,39 3367,54
28,11 1113,40 1190,43 1269,46 1286,46 1346,50 1430,45 0,42 28,16 654,54 0,36
3650,32 3722,33 3737,23
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Loxosceles laeta

Loxosceles intermedia

tr Massa molecular Area tr Massa molecular Area
(min) (Da) o | ™" (Da) (%)
28,59 60148 714,98 729,59 801,62 847,61 88558 946,66 0,63 28,81 579,43 601,52 700,59 948,71 1384,85 1613,94 0,66
948,63 950,68 972,61 1131,60 1158,60 1442,92 1813,17 1841,18 1931,02 2000,55 2002,12 2005,16
1576,86 1773,03 2000,86 3652,55 3740,05 394845 2016,18 2059,17
3966,23
29,43 601,51 684,57 753,62 76557 841,59 921,62 948,64 0,34 29,56 579,43 3317,77 3668,80 1,29
1022,67 1106,75 1118,79 1183,74 1186,70 1236,85
1263,64 1282,90 1283,72 1311,81 1384,73 1490,85
1637,84 1646,89 1813,01 1914,07 2173,03 2329,12
2582,38
29,84 601,52 753,60 801,56 883,62 921,64 929,66 1037,62 0,55 30,00 780,86 1113,07 1143,09 4002,95 5688,22 5850,97 0,51
1118,82 1127,72 1152,67 1154,85 1170,77 1183,78 5908,42 5965,7 6025,00
1269,79 1311,87 131545 1316,77 1318,78 1342,84
1384,81 1433,80 1490,96 2011,13 2167,25 2173,22
2329,32 3140,74 3170,21 4094,92 4109,11 4123,10
30,84 590,35 733,64 75549 758,67 793,62 1100,91 1123,98 0,44 30,71 729,87 809,85 1124,18 1289,06 1308,14 3783,67 0,83
1417,92 144190 1586,96 1596,91 1632,98 1650,06 5541,39 5687,47 5703,20 5849,95 6026,81
1670,96 1808,02 1821,08 1931,20 3765,35 3915,71
3933,20 3973,77 399146 7421,52 7479,81
31,32  3711,15 3768,79 4137,17 5225,93 5282,67 5339,28 1,86 31,10 748,69 1018,58 1237,83 1280,86 1359,84 1654,03 0,44
1932,20 2158,24 3317,04 3534,21 3794,81 4665,83
5140,06 5285,91 5550,85 5757,59 5851,85 5904,38
6066,20 6125,23
32,22 588,45 822,72 1222,76 1274,81 2399,73 2402,44 1,24 31,76 79564 1110,97 1221,90 1223,89 1233,91 1268,99 0,82
3533,52 4132,36 1337,20 1352,90 1381,07 1383,09 1395,24 1408,05
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Loxosceles laeta

Loxosceles intermedia

tr Massa molecular Area tr Massa molecular Area
(min) (Da) (%) | (M) (Da) (%)
32,80 63558 1650,99 3890,49 499553 5023,49 5230,74 4,81 32,35 787,69 983,90 1140,96 1236,01 1312,14 1342,07 1,48
5539,75 5301,35 5549,11 5695,75 5858,60 6036,26
32,70 5,84
651,01 4911,64 5038,19 5038,19 5534,27 5680,54
5696,69 5748,52 5843,17 5896,06 6020,36 6058,16
6122,58 6235,11 6285,92 6308,40
33,62 650,96 5226,34 5502,45 5605,92 3,47 33,47 1522,94 1633,97 1650,99 3388,79 3596,62 3776,20 2,30
3839,48 4539,42 4927,20 5136,23 5344,20 5518,84
5551,74 5590,52 5698,27 5767,13 5861,62 5914,66
5996,20 6039,61 6077,43 6143,01 6255,19 6305,96
34,09 1120,82 1505,93 1508,12 1522,97 1527,02 1545,02 0,82 33,74 1439,05 1485,08 1509,29 1523,13 1525,21 1526,78 1,49
1586,04 1634,02 1651,05 3882,86 4048,43 4255,72 1561,09 1634,19 1651,23 1676,29 3377,20 5047,08
4389,98 4725,79 5042,71 5116,73 5170,12 5225,41 5124,83 5541,74 5847,86 6063,03 6662,92 7416,47
5373,88 5498,68 5634,84
34,39 842,85 859,91 1107,95 1195,03 1368,90 1439,06 0,90 34,30 926,76 1107,87 1213,99 1385,96 1438,98 1505,99 0,31
1485,11 1506,08 1523,06 1650,30 1652,18 1660,19 1523,07 1524,03 1567,04 1568,13 1600,10 1652,12
1811,30 2071,53 2083,45 2146,33 2464,66 2471,72 4929,17 5047,27 5125,67 5191,96 5349,40 5504,97
2505,72 2846,86 3883,33 4049,15 4158,31 4726,15 5661,74 5848,22 6062,89 6128,43 6292,21 7288,46
479257 5171,23 5645,04 5780,80 5847.,46 7416,75
35,04 1687,13 1762,18 3970,94 4794,41 5101,21 5396,44 3,22 34,59 1458,05 3448,63 3564,02 3994,67 4854,92 5048,69 1,10
5591,07 6048,82 6276,08 5106,65 5192,16 5303,41 5832,53 6850,24
35,36 801,95 114210 1622,35 3577,76 3973,72 4190,51 3,72 35,16 4834,79 5021,15 5139,98 5232,87 5345,24 5440,92 9,73
5046,13 5104,01 5161,94 5311,94 5524,35 6036,07 5533,30 5648,54
6199,61 6263,89 6314,43 6784,64 6842,83 35.52 1634,09 5014,16 5072,69 5224,22 5416,59 5483,72 973
’ 5525,31 5586,84 5811,25 ’

58




Loxosceles laeta

Loxosceles intermedia

tr Massa molecular Area tr Massa molecular Area
(min) (Da) (%) | (M) (Da) (%)
36,06 801,93 3510,84 3540,83 4958,57 5085,71 5102,52 1,91 36,20 3973,59 4497,88 4844,56 5016,48 5105,57 5224,26 3,21
5413,66 5505,12 6034,35 7542,28 5418,35 5656,02
36,83 1088,08 1192,15 4940,75 4958,62 5072,89 5160,73 1,49 36,77 3705,27 3879,90 5105,84 5313,91 5756,8 9002,56 5,43
5768,47
37,37 930,94 1142,92 1342,10 1382,51 1396,27 1517,32 1,98 37,28 954,80 1041,86 1431,00 1752,21 2399,28 3701,66 1,60
1547,34 1560,18 1574,37 1741,32 1884,56 4936,89 3875,71 3935,96 5090,41 5564,44 5694,52 5924,24
5150,48 5442,56 5827,20 6254,71 6627,55 6354,14 6438,62
37,85 84295 919,98 97299 1021,01 1954,59 2074,41 2,87 37,68 972,91 5088,51 5295,33 5313,33 5371,81 5543,54 2,17
2441,82 5244,36 5303,17 5807,09 5613,85 5862,78 6078,05 6141,85 6173,01 6350,58
6437,13
38,48 1028,07 1290,26 1664,50 1674,58 1710,66 1715,71 1,69 38,06 969,83 1473,04 1497,96 5544,06 5751,25 6437,50 5,79
1?%‘7“75 1%%%%; 24%115%17 357‘?%0221 451);)2153;7 4;‘;‘71052 38,52 1735,07 1739,19 1810,17 1825,14 1863,13 3716,11 0,71
6219724 ’ ’ ’ ’ ’ 3869,11 4078,99 4357,55 4725,89 5239,39 5316,84
' 5389,79 5542,19
38,84 4133,44 4160,66 5393,51 5446,91 5694,12 5917,14 0,96 38,81 3504,55 3646,36 3733,35 3808,72 3929,41 472755 0,71
6202,79 8021,99 4963,28 5020,20 5127,47 5170,40 5189,20 5206,75
5392,75 5505,80 5527,72 5545,37 5599,76 5933,70
6174,99 6409,62
39,33 357,02 213140 3812, 71 4127,21 4138,34 4395,14 1,97 39,10 1134,85 2062,31 3607,58 3649,70 3736,04 4731,39 0,54
4473,63 4750,00 4884,34 5070,86 5128,35 5548,71 4924,82 4966,11 5396,69 5507,80 5937,01 5985,42
5754,47 6267,63 749534 7658,82 7773,68 7980,04 6114,61 6206,30
8196,44
39,61 1,11
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Loxosceles laeta

Loxosceles intermedia

tr Massa molecular Area tr Massa molecular Area
(min) (Da) (%) (min) (Da) (%)
39,91 1516,81 4853,47 5133,21 5212,42 5270,64 5421,19 0,68
5439,23 6104,48 6224,70
40,15 1739,99 179411 4418,11 4497,34 5035,82 5082,27 1,80 40,10 4527,41 4856,87 5136,01 5216,34 5343,74 5424,16 0,69
5140,61 5244,40 5297,80 7449,31 813542 5997,40 6106,78
40.54 4438,84 4523,31 4694,71 4802,73 4852,58 4882,63 114
’ 4975,11 5131,70 5210,99 5481,19 5990,78 6085,83 ’
6249,34 6649,35
41,30 4904,54 4950,76 4977,60 5211,47 5252,82 5291,47 3,85 41,35 763,64 1154,79 1322,80 1409,88 1493,88 1556,77 0,82
5373,11 5500,38 5518,37 1824,09 1976,12 1984,28 3910,98 4437,19 5084,14
5208,12 5282,46
41,97 3832,87 4006,21 4883,62 4963,14 5157,89 5238,03 2,35 41,83 1485,74 3952,42 4574,99 4782,69 4959,28 5080,24 0,38
5319,14 5446,85 5464,96 6883,19 7778,70
0,78
4228 1752,20 1756,27 1895,28 1976,31 4565,34 4794,47
’ 6810,85 7796,41
43,39 3612,50 4168,15 4446,40 4768,65 4933,97 5100,34 0,62 4319 4319,72 4557,18 4798,08 4910,87 5479,03 5536,80 1,59
5226,36 5254,90 5281,73 5307,85 5786,46 5846,63 5605,51 6834,48 7788,49
5994,36 6274,82 6768,82
44,09 4331,69 4465,99 4969,64 5393,96 5787,73 5988,21 0,84 4429 1213,76 1216,94 3883,19 4227,14 4317,39 4779,69 0,54
6867,68 8292,84 4954,86 5391,94 5573,78 6453,02
45,02 1354,98 1642,38 1991,43 4112,13 4166,88 4483,11 0,40 4523 1330,91 4163,26 4760,47 4852,01 4894,21 4909,67 1,29
4693,72 5071,86 5241,53 5313,92 5381,88 5469,09 4967,50 5063,24 5571,13 5744,98 5779,65 5796,98
5571,60 5699,07 5759,96 6854,53
4549 1330,99 2078,51 4840,16 4864,63 4940,99 4960,54 0,77 4575 4572,09 4987,46 5005,54 5575,08 9562,38 9679,00 1,77

60




Loxosceles laeta

Loxosceles intermedia

tr Massa molecular Area tr Massa molecular Area
(min) (Da) (%) | (min) (Da) (%)
5052,41 5699,00 575659 6850,90
46,09 306085 356049 363211 376138 396843 406293 047 | 46,32 336778 383737 394455 431564 440921 442967 0.14
4468.48 4626.56 473776 489632 497857 5185.77 457138 4586.38 464284 477736 485183 4875.74
5203.22 6640.70 6854.73 4893.61 5000.31 528228 550469 555529 557254
46,51 428461 451415 477779 489462 5207.95 522558 0,19
528315
46,81 173501 174390 3239,70 336827 370144 381667 0,44
4160.76 4188.16 428552 439806 451521 4573.25
4778.84 487707 4895.83 496140 500182 5574.04
4838 207619 209872 407021 428392 457542 468645 083 | 48,42 400067 414371 440420 447529 474342 481597 0,64
4804.96 482151 490875 494483 516613 5776.89 494362 5071.96
6106.30
49,06 197346 197551 207456 207933 2502,89 348157 034
382919 441078 4554.88 469947 481883 494285
508558 510130 5163.99 5457.58 6250.14
50,17 208844 224356 407936 4380,87 441713 465317 0,52
491117 5116.37 5134.04 584817
50,91 172004 198715 198919 200576 2014.60 203150 076
2066.34 330041 337227 369620 371091 374513
4052.83 4267.05 444826 446197 466838 4685.18
4803.03 4926.74 500165 507001 529615 6152.99
7370.80

61




Loxosceles laeta

Loxosceles intermedia

tr Massa molecular Area tr Massa molecular Area
(min) (Da) (%) | (M) (Da) (%)
51,71 1745,34 1787,27 1948,41 4392,40 4680,30 4737,31 0,35 51,78 3511,00 4836,89 493345 5048,83 8126,52 8540,27 0,36
4886,20 5014,12 7437,13
0,84
52,72 3505,55 5435,50 5671,51 8083,33 8156,89 8343,37
8529,88
54,74 1672,00 3498,58 5596,38 6412,60 6846,11 8011,57 6,77
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4.3.1. Moléculas com m/z abaixo de 1000 Da

Como apresentado na seg¢ao anterior, foram detectados 90 componentes para L.
laeta e 67 para L. intermedia na faixa de massas moleculares abaixo de 1000 Da. Para
a analise das fracdes, cada espectro foi comparado com um espectro padrdo da
mistura de matrizes, para que os picos referentes aos clusters pudessem ser

descartados.

Os picos observados nos cromatogramas referentes aos primeiros 20 min de
eluicdo sao consistentes com a possibilidade de presenca de poliaminas e outros
compostos de baixa massa molecular, no entanto, ainda foram detectados
componentes de m/z abaixo de 1.000 Da até 30 min a 35 min de gradiente, variando de

acordo com a espécie.

Alguns desses componentes foram escolhidos para serem fragmentados, mas
0s espectros obtidos, apesar de indicarem um padrdo de fragmentacao diferente do
observado na fragmentacdo de peptideos, os resultados da interpretacdo foram
inconclusivos quanto a estrutura destes compostos. Como exemplo de um espectro
obtido, tem-se a Figura. 18, que retrata a fragmentacéo do componente de m/z 674 Da,
detectado na pegonha de L. laeta. Como pode ser observado, o ion pai fragmentado foi
de m/z 656 Da. A diferenca entre eles, 18 Da, sugere a perda de H»O, apés um

rearranjo de um alcool benzilico presente na estrutura.

A observagao dos picos de m/z 44 Da, 58 Da, 85 Da e 129 Da sugere a quebra
de sucessivas ligagdes C-C, com a liberacdo de (CpHzn+2N)" com a formagdo de
clusters de intervalos de massa molecular de 14 Da. Esse padrao é visualizado na
fragmentacdo de aminas alifaticas. O pico m/z 598,235 Da sugere a saida de 58 Da,
que pode se tratar do ion CsHgN®, amina primaria ou a uma amina terciaria,
H,NC(NH)NH*, sendo este o inicio da cadeia da poliamina®2#384,

Sabe-se que a técnica mais adequada para a analise desse tipo de composto &
a RMN. Portanto, no futuro, seria interessante é fazer uso também desta técnica, para
complementar o estudo a respeito da estrutura de alguns deste compostos. Esta
técnica revelou recentemente que as pegonhas de L. arizonica, L. deserta e L. reclusa
continham o composto guanosina 2,5-disulfato e guanosina 2-sulfato, em maior e

menor abundancia, respectivamente®.
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Figura 18. Espectro de MS/MS obtido para o composto de m/z 656, observado nos primeiros

tempos de eluigao para L. laeta.

4.3.2. Componentes com m/z acima de 1000 Da

Além das comparacbes apresentadas anteriormente, outros estudos também
foram realizados. Uma vez que é esperado que as pegonhas contenham compostos
com atividades biolégicas, é realizada uma prospecgdao para complementar a
caracterizacdo da mesma. Isso pode ser contemplado pela realizagdo de ensaios
bioldgicos especificos ou por meio de estudos estruturais que, desta forma, podem

sugerir sua atividade.

Para iniciar essa investigagdo, foram selecionados alguns dos picos que
apresentaram uma porcentagem de area acima de 3% da area total, para terem seus
componentes reduzidos e alquilados para a determinagcdo do numero de cisteinas

presentes em suas estruturas.

Os resultados obtidos apods este processo estdo apresentados nas Tabelas 5 e
6, para as espécies L. laeta e L. intermedia, respectivamente.
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Tabela 7. Determinagcdo do numero de cisteinas presentes em alguns dos componentes
detectados na peconha de L. /aeta.

Componente tr Massa Massa experimental A m/z N°. de
(m/z) (min) tedrica (m/z) (m/z) Cisteinas
5502,45 33,62 6344,85 6345,09 -0,24 8
5226,34 33,62 5856,34 5859,03 -2,69 6
5591,07 35,04 6326,07 6327,13 -1,06 7
5104,01 35,36 6364,01 6362,90 1,117 12
5161,94 35,36 6211,94 6213,12 -1,18 10
5311,94 35,36 6361,94 6362,90 -0,95 10
5524,35 35,36 6574,35 6574,28 0,06 10
6036,07 35,36 7086,07 7085,55 0,52 10
6263,89 35,36 7313,89 7312,52 1,37 10
4950,76 41,30 6210,76 6209,51 1,24 12
5211,47 41,30 6051,47 6050,41 1,06 8
5252,82 41,30 6092,82 6090,17 2,65 8
5500,38 41,30 6130,38 6129,60 0,78 6
4883,62 41,97 5723,62 5725,68 -2,05 8
4963,14 41,97 5803,14 5804,87 -1,72 8
5157,89 41,97 5997,89 5999,67 -1,78 8
5238,03 41,97 6078,03 6079,11 -1,08 8
5319,14 41,97 6159,14 6158,46 0,68 8
5446,85 41,97 6286,85 6287,35 -0,50 8
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Tabela 8. Determinagcdo do numero de cisteinas presentes em alguns dos componentes
detectados na peconha de L. intermedia.

Componente tr Massa Massa experimental A m/z N°. de
(m/z) (min) tedrica (m/z) Cisteinas
(m/z)
5551,74 33,47 6286,74 6285,67 1,07 7
5861,62 33,47 7121,62 7119,11 2,50 12
5021,15 35,16 6281,15 6281,32 -0,16 12
5440,92 35,16 6490,92 6489,58 1,33 10
5533,30 35,16 6583,30 6583,16 0,14 10
5648,54 35,16 6803,54 6801,85 1,69 11
5483,72 35,52 6428,72 6428,65 0,07 9
5525,31 35,52 6470,31 6472,65 -2,34 9
3879,90 36,77 4299,90 4301,24 -1,33 4
6078,05 37,68 7233,05 7234,64 -1,59 11
4557,18 43,19 5817,18 5819,64 -2,46 12
5605,51 43,19 6655,51 6657,18 -1,67 10

Foi observado que, para as fragdes avaliadas, a modificagdo caracteristica de (+
105 x n )Da - onde n indica o numero de cisteinas passiveis de alquilagao pelo grupo 4-
vinilpiridina - ndo foi detectada para todos os componentes, 0 que sugere que tais

componentes ndo possuam cisteinas em suas sequéncias.

Apesar de certa discrepancia ter sido observada entre as massas teodricas e
experimentais (o que pode ser atribuido a baixa resolugdo no modo linear), nas fragdes
avaliadas de L. laeta foram detectadas modificagdes para 19 componentes, enquanto
que para L. intermedia, para 12 somente. Para a espécie L. laeta, a maioria das
modificagdes sugeriram a presenca de 8 cisteinas, ou seja 4 pontes de dissulfeto,
enquanto que para L. intermedia, foram observadas 10 ou 12 cisteinas, representando

no final, 5 ou 6 pontes dissulfeto.

Interessante observar que para ambas as espécies alguns componentes
apresentaram modificagdes impares: 7, 9 ou 11 cisteinas e como nenhum outro pico foi
observado indicando uma alquilagdo subsequente, o padrdo observado pode se tratar
de um numero par de pontes dissulfeto intramoleculares e uma intermolecular. Este

padrao impar ja foi descrito na literatura, no caso para a w-agatoxin do grupo |, isolada
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da peconha de Agelenopsis aperta, que contém nove cisteinas distribuidas entre 60

residuos, que formam 4 pontes dissulfeto intramoleculares e uma intermolecular®.

As possiveis atuagcdes dos componentes detectados, em fungdo do numero

contabilizado de cisteinas podem ser sugeridas, uma vez que para toxinas atuantes em

canais i6nicos foram observadas de 3 a 7 pontes dissulfeto

4,10,87

, como pode ser

visualizado com os exemplos dispostos na Tabela 9 . No entanto, os resultados obtidos

devem ser confirmados e validados no futuro, por meio de ensaios biologicos que

elucidem a sua atuagéo e pelo sequenciamento das toxinas de interesse.

Tabela 9. Exemplos de algumas toxinas e suas atividades®.

Nome Sequéncia cys | PD | pl Atividade Espécie
. Citolitica .
Gomesin QCRRLCYKQRCVTYCRGR 4 2 199 A. gomesiana
E
Hanatoxin | CRYLFGGCKTTSDCCKHLG 6 3 18,3 Atuante em G. spatulata
1 CKFRDKYCAWDFTFS canais de
potassio
PnTX3-4 SCINVGDFCDGKKDCCQC 9 4 |50 | Antagonista P. nigriventer
DRDNAFCSCSVIFGY dos receptores
KTNCRCE de glutamato
w-Agala | AKALPPGSVCDGNESDCK | o | 5 | g4 | Atuante em A.aperta
CYGKWHKCRCPWKWHFT canais de
GEGPCTCEKGMKHTCITKL sodio
HCPNKAEW
DW13.3 AECLMIGDTSCVPRLGRRC 12 6 | 8,0 Atuante em F. hibernalis
CYGAWCYCDQQLSCRRVG canais de
RKRECGWVEVNCKCGWS sodio
WSQRIDDWRADYSCKCPE
DQ
w- SCINVGDFCDGKKDDCQC 14 7 8.8 Atuante em P. nigriventer
. | CRDNAFCSCSVIFGYKTNC .
phonetoxin canais de
RCEVGTTATSYGICMAKHK .
1A sodio
CGRQTTCTKPCLSKRCKKN

aa (numero de aminoacidos); cys: nimero de residuos de cisteina; pd: pontes dissulfeto; pl: ponto isoelétrico
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No total foram detectados 1216 componentes no intervalo de 500 Da -10.000
Da. No entanto, somente 29 peptideos foram identificados como presentes em ambas
as pegonhas com massas moleculares semelhantes e tempos de retencado similares
nas purificagdes cromatograficas.

Embora um numero menor de fragbes tenha sido coletado para L. laeta, esta
mostrou ter uma quantidade maior de componentes com relagao a L. intermedia. Os
perfis apresentaram algumas semelhangas em certas regides do cromatograma, mas o
baixo numero de componentes em comum pode ser explicado pela presenca de
modificagdes pos-traducionais (que deslocariam os peptideos similares para outros
tempos de eluicdo), a presenga de isoformas, a baixa concentracdo de alguns
peptideos na amostra, dificuldade de ionizacdo desses peptideos e a distingdo
estrutural entre eles considerando a diferenga genética entre as espécies. Além disso,
o intervalo de tolerancia foi restrito para £+ 3 Da, portanto certamente o numero de

componentes em comum ainda pode ser maior,

Como a qualidade de uma analise por espectrometria de massas do tipo MALDI-
TOF é diretamente dependente das técnicas utilizadas na preparagdo da amostra e
uma vez que as pegonhas se tratam de misturas complexas, era essencial avaliar o
método mais adequado de preparacao. Analises preliminares foram realizadas somente
com a matriz HCCA e comparadas com os resultados obtidos com a mistura de HCCA
e DHB. Para este estudo, a escolha pela mistura de matrizes levou a melhores
resultados no modo refletor, com a faixa de massas moleculares entre 500 Da a 4.000
Da. Esta combinacdo pareceu ser mais adequada a analise das fragdes coletadas,
resultando em boa resolugdo dos picos e supressdo de grande parte dos picos
esperados para os clusters de matriz. Para as amostras com componentes de massa
molecular acima de 4.000 Da, outra matriz se fez necessaria e optamos pelo SA e
analise em modo linear. Desta forma, utilizadas duas abordagens de matrizes
diferentes, foi possivel aumentar a possibilidade de ionizagdo de componentes

distintos, aumentando desta forma o nimero de ions detectados.

O alto numero de componentes detectados para as duas espécies pode ter sido
superestimado, uma vez que foram observados diversos peptideos e componentes de
baixa massa molecular de m/z semelhantes, o que pode sugerir que a quantidade real
de componentes presentes na peconha na realidade € menor do que o observado

experimentalmente.

Na comparagao entre perfis cromatograficos de alguns escorpides da familia
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Buthidae, houve certa redundancia de massas moleculares detectadas, essa
observacéo foi justificada pela distribuicdo de algumas proteinas em diferentes fragdes,
seja por um algum comportamento inespecifico dessas moléculas, pela relativa
abundancia em que elas se encontrariam na amostra e a diferentes modificagbes

sofridas pela cadeia polipeptidica, tais como modificacées pds-traducionais e clivagens.

Os autores sugeriram o motivo de terem observados clusters: moléculas com
estruturas relacionadas, isto €, com parametros fisicoquimicos similares (massa
molecular, carga formal, hidrofobicidade, estrutura terciaria, etc), tendem a apresentar
um mesmo comportamento cromatografico e por esta razédo, coeluem em uma mesma
fracdo. Desta forma, a organizagdo molecular em diferentes clusters € um espelho da

complexidade molecular e permite comparar perfis de diferentes®®.

Entretanto, a comparagao peptiddmica entre as espécies de A. robustus e
H.versuta resultou na deteccdo de um alto numero de componentes, sendo 633 e 1018
para A. robustus e H.versuta respectivamente, em uma faixa de m/z semelhante a do
nosso trabalho (1000 Da - 10.000 Da). Os autores argumentaram que o numero de
componentes obtidos foi calculado apds diversos cuidados no tratamento dos dados,
tais como a remog¢ao de massas similares em fragdes adjacentes e a utilizagdo de
HCCA, que gera poucos adutos, dificultando a na escolha de componentes que

supostamente seriam “falsos-positivos™.

Em nossas analises, contudo, a utilizagdo da mistura de matrizes HCCA e DHB
permitiu uma boa resolugcao dos componentes, além da supressao do sinal de matriz, o
que possibilitou a detecgao de diversos componentes, tanto na regido de baixa massa
(abaixo de 1000 Da) quanto para a regidao de até 4.000 Da, embora que para esta
faixa, a detecgdo ja estava consideravelmente comprometida, tornando necessaria a
utilizacdo da matriz SA. Deve ser salientado que todas as fragdes foram analisadas em
modo refletor positivo e com a mistura de matrizes, entdo foi possivel comparar esses
espectros com os obtidos com a matriz SA, permitindo também a confirmacdo dos
diversos componentes observados em ambas as analises. E importante também frisar
as massas relativas a presenca de adutos de sodio (22,990 Da), potassio (39,098 Da) e

ferro (55,845 Da) fossem removidas da lista final.

A complexidade dos perfis cromatograficos pode ser constatada com as figuras
abaixo. Mesmo em picos de pequenas areas de ambos os cromatogramas foram

detectados diversos componentes, como pode ser observado na Figura 19.
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Figura 19. Complexidade observada nos perfis cromatograficos de L. laeta e L. intermedia. A
partir da sobreposicao dos perfis (A), a regido do gradiente que compreende os picos tgr 29,838
min para L. laeta e tgr 46,320 min para L. intermedia foi destacada (B), ambos apontados por
setas. As fragdes, de baixa abundancia, mostram outra realidade na analise por MALDI-TOF:

uma riqueza de componentes presentes para L. laeta (C) e para L. intermedia (D)
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A justificativa apresentada pelo trabalho realizado para Buthidae® pode ajudar a
explicar algumas das observacdes feitas em algumas fragdes, nas quais foram
encontrados alguns componentes que aparentemente se tratam do mesmo peptideo,
mas que veio a sofrer a perda de um residuo de aminoacido. As Tabelas 7 e 8 reinem
os peptideos que aparentemente sofreram alguma modificagdo em sua estrutura. A
identificacdo de proteases nas pegonhas de L. intermedia e L. laeta*® e a deteccao de
0,7 % do numero total de sequéncias identificadas no repertério genético da pegonha
de L. laeta equivalente a degradagcédo de peptideos sugerem a acéo de proteases®.
Contudo, o estudo apresentado abaixo ainda deve ser confirmado com a analise das se

quéncias dos fragmentos obtidos.

Tabela 10. Sugestdes de possiveis modificagbes para alguns dos peptideos-escada
visualizados para L. laeta.

tr Intervalo de massas Possivel
(min) observadas (Da) modificagao
26,67 1501,67 - 1575,71 Perda de 97 Da - Prolina
27,26 1203,44 - 1290,50 Perda de 87 Da - Serina
29,84 1433,80 - 1490,96 Perda de 57 Da - Glicina
34,39 1107,95 - 1195,03 Perda de 87 Da - Serina
37,37 391517,32 - 1574,37 Perda de 57 Da- Glicina
47.95 2005,31 - 2076, Perda de 71 Da - Alanina

Tabela 11. Sugestbées de possiveis modificacbes para alguns dos peptideos-escada
visualizados para L. infermedia.

tr Intervalo de massas Possivel
(min) observadas (Da) modificagao
30,00 5908,42 - 5965,76 Perda de 57 Da- Glicina
31,71 1337,20 - 1408,04 Perda de 71 Da - Alanina
48,42 4404,20 - 4475,29 Perda de 71 Da - Alanina
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CAPITULO 5
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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5. Conclusoes e perspectivas

O presente estudo possibilitou o inicio da compreensdo a respeito da

composicao peptidica das pegonhas de L. laeta e L. intermedia;

As peconhas de L. laeta e L. intermedia apresentam uma grande diversidade de
componentes, entre 500 Da e 10.000 Da, com uma diferenciada distribuicdo de

acordo com a espécie;

Os resultados sugerem a presenga de um grande numero de isoformas em
ambos as pecgonhas e a repetigao de alguns componentes em tempos de eluigdo
proximos torna necessaria a identificacdo destes, para a confirmacao dessa

distribuicao;

E necessaria a realizacéo de ensaios bioldgicos para uma maior compreenséo a

respeito da atuagao dos componentes presentes nessas pegonhas;

Para a analise dos compostos de baixa massa molecular detectados, €
necessario fazer uso de outras técnicas complementares, para uma

caracterizagao mais fiel da estrutura.

A utilizagcdo de duas matrizes em combinagdo (HCCA e DHBA), além de uma
terceira (AS) para a analise dos componentes se mostrou eficaz para a

visualizacdo da maior parte dos componentes presentes;

A complexidade sugere que, para estudos mais detalhados, seria adequado
utilizar outras técnicas de separacgéao, a fim de se obter fragdes mais puras, com

menos interferentes;

Apesar das limitagcbes observadas, a combinacdo das abordagens aqui
utilizadas permitiu obter importantes informacdes a respeito da complexidade e

riqueza das pegonhas de L. laeta e L. intermedia.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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