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RESUMO

As aranhas-marrons do género Loxosceles (Araneae, Sicariidae) ocorrem em regides tropicais
e temperadas ao redor do mundo, sendo responsaveis por acidentes que resultam em
loxoscelismo, uma condig¢ao reconhecida pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) como um
problema de satde publica negligenciado. No Brasil, o nimero de casos tem aumentado,
especialmente nas regides Sul e Sudeste, embora apenas cerca de 23% sejam notificados, o que
evidencia falhas nos sistemas de vigilancia e diagnodstico. A Loxosceles similis, uma espécie
de importancia médica, possui ampla distribui¢do e notavel capacidade de adaptacdo, sendo
encontrada tanto em ambientes naturais, como em cavernas e troncos de arvores, quanto em
areas urbanas, incluindo residéncias. Acidentes geralmente ocorrem quando as aranhas,
escondidas em roupas ou calgados, sdo pressionadas contra o corpo, produzindo picadas
inicialmente indolores, cuja dor e sintomas surgem apos algumas horas, retardando a procura
por atendimento ¢ o inicio do tratamento adequado. A analise transcriptomica da glandula de
veneno de L. similis, realizada por meio de tecnologias de Sequenciamento de Nova Geragao
(NGS), proporcionou uma visdo abrangente do perfil génico dessa espécie, permitindo
identificar grupos de genes expressos € moléculas potencialmente implicadas na toxicidade do
veneno. Foram identificadas novas sequéncias de Loxtox das subfamilias s1A e s11A, além de
metaloproteases, hialuronidase, toxinas inseticidas e fosfolipase Az. As isoformas
recombinantes recLoxtox s1A (~34,2 kDa) e recLoxtox s11A (~34,9 kDa) foram expressas e
purificadas, permitindo a caracteriza¢do funcional de suas atividades bioldgicas. Além da agao
dermonecrdtica ja conhecida, a recLoxtox s1A apresentou toxicidade em larvas de Tenebrio
molitor e sobre vasos sanguineos da membrana corioalantoide (CAM). Ademais, as toxinas
recombinantes apresentaram efeitos sobre a atividade de plaquetas lavadas, sugerindo que sua
acao possa envolver vias dependentes de integrinas ou de glicoproteinas de membrana, como o
receptor GPVI. A abordagem empregada neste estudo amplia o entendimento sobre a
diversidade de toxinas produzidas por aranhas do género Loxosceles e fornece subsidios
relevantes para pesquisas de cunho evolutivo, biotecnoldgico e voltadas a saude publica. As
descobertas obtidas revelam uma ampla variedade de toxinas expressas na glandula de veneno
de L. similis, indicando uma complexa rede de moléculas envolvidas nos efeitos locais e
sist€émicos do envenenamento. Por fim, o estudo aprofunda a compreensdo dos efeitos
biologicos das toxinas Loxtox e contribui para o desenvolvimento de abordagens experimentais

alternativas ao emprego de vertebrados em pesquisas cientificas.

Palavras-chave: Loxosceles similis, NGS, Andlise transcriptomica, Loxtox, Fosfolipase-D



ABSTRACT

Brown spiders of the genus Loxosceles (Araneae, Sicariidae) occur in tropical and temperate
regions around the world and are responsible for accidents that result in loxoscelism, a condition
recognized by the World Health Organization (WHO) as a neglected public health problem. In
Brazil, the number of cases has been increasing, especially in the South and Southeast regions,
although only about 23% are reported, which highlights flaws in surveillance and diagnostic
systems. Loxosceles similis, a species of medical importance, is widely distributed and
remarkably adaptable, found in natural environments such as caves and tree trunks, as well as
in urban areas, including homes. Accidents usually occur when spiders, hidden in clothing or
shoes, are pressed against the body, producing initially painless bites, whose pain and symptoms
appear after a few hours, delaying the search for care and the start of appropriate treatment. In
this study, transcriptomic analysis of the venom gland of L. similis, performed using Next-
Generation Sequencing (NGS), allowed for comprehensive characterization of the main sets of
expressed genes and identification of molecules potentially involved in venom toxicity. New
Loxtox sequences from the slA and sll1A subfamilies were identified, in addition to
metalloproteinases, hyaluronidase, insecticidal toxins, and phospholipase A.. The recombinant
1soforms recLoxtox sl1A (~34.2 kDa) and recLoxtox s11A (~34.9 kDa) were expressed and
purified, allowing the functional characterization of their biological activities. In addition to its
known dermonecrotic action, recLoxtox s1A showed toxicity in Tenebrio molitor larvae and
on blood vessels of the chorioallantoic membrane (CAM). Furthermore, the recombinant toxins
had effects on the activity of washed platelets, suggesting that their action may involve
pathways dependent on integrins or membrane glycoproteins, such as the GPVI receptor. The
approach employed in this study broadens our understanding of the diversity of toxins produced
by spiders of the genus Loxosceles and provides relevant insights for evolutionary,
biotechnological, and public health research. The findings reveal a wide variety of toxins
expressed in the venom gland of L. similis, indicating a complex network of molecules involved
in the local and systemic effects of envenomation. Furthermore, the study deepens the
understanding of the biological effects of Loxtox toxins and contributes to the development of

alternative experimental approaches to the use of vertebrates in scientific research.

Key words: Loxosceles similis, NGS, Transcriptomic analysis, Loxtox, Phospholipase-D
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1. INTRODUCAO

As aranhas do género Loxosceles, popularmente conhecidas como aranhas-marrons,
pertencem a familia Sicariidae e constituem um grupo que compreende aproximadamente 148
espécies (World Spider Catalog, Version 26, 2025), distribuidas em regides de clima tropical e
temperado nas Américas, Oceania, Asia, Africa e Europa (Cérdenas et al., 2017; Ministério da
Saude, 2025). Loxosceles ¢ considerado um dos grupos de aranhas mais perigosos do mundo
(Hauke & Herzig, 2017), e os acidentes envolvendo este género sdao reconhecidos como um
problema de saude publica na América do Sul, incluindo o Brasil, sendo as regides Sul e Sudeste
consideradas endémicas para o loxoscelismo (Machado et al., 2005; Haas et al., 2013). A Figura
1 ilustra a distribui¢do espacial dos acidentes por Loxosceles no Brasil, entre os anos de 2017 e

2021 (Secretéria de Vigilancia em Saude, 2022).

Loxoscelismo
0.0-0.0
1-31
31-117

I 117 - 281

Il 281 - 821

I 821 - 4064

1.000 km

Figura 1 - Distribuicio espacial dos acidentes por Loxosceles nos anos de 2017 a 2021 - As 4reas em
tonalidades de azul representam a distribuigdo dos casos de loxoscelismo no territorio nacional, sendo que os tons
mais escuros correspondem as regides com maior numero de registros. Figura adaptada do Boletim
Epidemiologico da Secretaria de Vigilancia em Saude (Ministério da Saude).

Dados epidemioldgicos do Ministério da Saude da ultima década indicam que as aranhas
do género Loxosceles sdo responsaveis pela maioria dos casos registrados de envenenamento
por espécies de aranhas de relevancia médica no Brasil, correspondendo a aproximadamente
61% dos incidentes envolvendo espécies identificadas taxonomicamente. Em 2024, esses
envenenamentos estiveram associados a 23 dbitos por agravo notificados, enquanto 20 ja foram

reportados ao final do terceiro trimestre de 2025 (Ministério da Satde, 2025). Os acidentes
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causados por essas aranhas podem resultar em danos locais, como lesdes dermonecroéticas, ou
em comprometimentos sist€émicos, incluindo danos vasculares e insuficiéncia renal, condi¢ao
conhecida como loxoscelismo. Essa condigdo ¢ causada principalmente por um grupo de
toxinas denominado Loxtox, que atua sobre diversos substratos, com destaque para os
fosfolipidios (Binford and Wells, 2003; Kalapothakis et al., 2007; Kusma et al., 2008; Chaves-
Moreira et al., 2009; Chaim et al., 2011).

Os acidentes envolvendo as aranhas do género Loxosceles geralmente ocorrem quando
esses animais se abrigam em roupas ou calgados e sdo comprimidos contra o corpo, sendo que
cerca de 31% dos acidentes ocorrem por picadas nas pernas (Figura 2). O diagndstico ¢
realizado por meio da identificagcdo da aranha e da andlise das manifestagdes clinicas. No
entanto, apenas 23% dos casos de loxoscelismo sdo efetivamente notificados (Lopes ef al.,
2020). No Brasil, o Ministério da Satide recomenda a administracdo de soro antiveneno para o
tratamento de casos moderados a graves; entretanto, essa medida ndo é completamente eficaz
para o tratamento da dermonecrose ou dos efeitos sistémicos na maioria dos pacientes (Hogan
et al., 2004). Além disso, os protocolos terapéuticos descritos na literatura ainda sao
controversos ¢ podem exigir um longo periodo para apresentar eficacia (Lopes et al., 2020), o

que gera a necessidade de aprimorar e/ou desenvolver novos tratamentos.

13,60%

18,17%

B

Cabega Brago Mao Tronco Perna pés

Figura 2 - Percentual de acidentes com Loxosceles por local da picada. Figura adaptada do Boletim
Epidemiolégico da Secretaria de Vigilancia em Satde (Ministério da Saude).

Loxosceles similis ¢ uma das 21 espécies de Loxosceles que ocorrem no Brasil (Machado
et al., 2005; Chatzaki et al., 2012; Chaves-Moreira et al., 2017). Essa espécie ¢ comumente
encontrada habitando cavernas, incluindo locais de acesso turistico, como a Gruta da Lapinha,

no estado de Minas Gerais (Figura 3), e cavernas turisticas do Mato Grosso do Sul (Andrade R.
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M. G. et al., 2001). A espécie em questao também ja foi encontrada no interior de habitagdes
humanas, conforme demonstrado em estudo publicado pelo nosso grupo em 2005, que
documentou sua presenca em residéncias na cidade de Belo Horizonte. A diversidade de
habitats nos quais essa espécie € capaz de se estabelecer contribui para sua expansao, além de
conferir um carater potencialmente sinantropico, fator que aumenta o risco de ocorréncia do

loxoscelismo.

Figura 3 - Registro de Loxosceles em ambiente cavernicola na Gruta da Lapinha, MG. — A, B ¢ C espécimes
de Loxosceles fotografadas na Gruta da Lapinha, uma caverna turistica em Minas Gerais, Brasil. A variacdo na
coloragdo da aranha pode estar relacionada a diferentes espécies ou a0 momento em que ocorreu a ultima ecdise.
Fonte: Elaborada pelo autor.

As informacdes sobre a biologia, o comportamento e a distribuicdo desses animais sao
essenciais para evitar equivocos na identificacdo e podem contribuir para o conhecimento geral
das areas de risco de acidentes, além de auxiliar na defini¢ao de medidas profilaticas a serem
adotadas pela populagdo local e por profissionais de saude (Vetter, 2009). Estudos conduzidos
por nosso grupo demonstraram que o veneno de L. similis apresenta propriedades bioldgicas
semelhantes as de outras espécies de importancia médica no Brasil, como L. intermedia, L.
gaucho e L. laeta. Esses achados sugerem que acidentes envolvendo a espécie L. similis podem
desencadear manifestacdes clinicas compativeis com aquelas tipicamente observadas no
loxoscelismo.

Algumas pesquisas tém demonstrado o potencial das proteinas recombinantes na
caracterizacao das toxinas da familia Loxtox (Kalapothakis et al., 2002; Chaim OM et al., 2011;
Chatzaki M et al., 2012; Leal HG et al., 2020, Polli et al., 2021, 2024). Essa familia de enzimas,
fortemente associada aos principais efeitos toxicos do envenenamento por Loxosceles, constitui
uma importante ferramenta para o aprofundamento do conhecimento sobre os mecanismos de

acdo das toxinas. Nesse contexto, investigacdes adicionais sobre L. similis e outras espécies
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potencialmente relevantes do ponto de vista médico, ainda pouco caracterizadas, sdo
fundamentais para o avango do conhecimento sobre o loxoscelismo e para o aprimoramento de

métodos diagnosticos e terapéuticos mais especificos e adequados as diferentes regides do pais.

1.1  Loxosceles spp.: caracteristicas gerais das aranhas do género Loxosceles

O género Loxosceles pertence a ordem Araneae, familia Sicariidae, e ¢ composto por
pequenas aranhas, geralmente apresentando entre 1 ¢ 5 cm, popularmente conhecidas como
aranhas-marrons. Essas aranhas apresentam ampla distribuicdo mundial, sendo encontradas em
regides de clima tropical e temperado nas Américas, Oceania, Asia, Africa ¢ Europa (Cardenas
et al, 2017). As espécies do género Loxosceles (Figura 4) apresentam coloracdo
predominantemente marrom, que pode variar entre tons mais claros ou mais escuros, pernas
finas e longas e cefalotdrax caracteristicamente em formato de violino. Além disso, essas
aranhas possuem seis olhos organizados em trés pares dispostos em conformagao de "U",
caracteristica fundamental para sua identificacdo. Atualmente, o género conta com cerca de 148
espécies descritas (World Spider Catalog 2025), 21 das quais sdo encontradas no Brasil, como

mostrado na Tabela 1.

A

Figura 4 - Espécies de aranhas do género Loxosceles de importancia médica no Brasil — (A) Loxosceles
gaucho, (B) Loxosceles intermedia, (C) Loxosceles laeta e (D) Loxosceles similis. Fonte: (A, B e C) Gremski et
al. (2014); (D) foto de Luana Varela (Fundagao Ezequiel Dias).



23

Tabela 1. Espécies de Loxosceles registradas no Brasil segundo o World Spider Catalog (WSC - 2025). 39
indica identifica¢@o de espécimes machos e fémeas, respectivamente. As identificagdes do WSC estdo mostradas
na ultima coluna.

Espécies Referéncia Cédigo WSC
Loxosceles adelaida (Gertsch, 1967b) 4 Q 002658
Loxosceles amazonica (Gertsch, 1967b) 3 Q 002661
Loxosceles anomala (Mello-Leitdo, 1917) &9 002662
Loxosceles bodoquena (Bertani et al., 2024) 349 059876
Loxosceles boqueirao (Bertani et al., 2024) 39 059874
Loxosceles cardosoi (R. Bertani, von Schimonsky, et al., 2018) &'Q 050781
Loxosceles carinhanha (R. Bertani, von Schimonsky, et al., 2018) &'Q 050784
Loxosceles chapadensis (Bertani et al., 2010) &'Q 043503
Loxosceles ericsoni (R. Bertani, von Schimonsky, et al., 2018) 3'Q 050782
Loxosceles gaucho (Gertsch, 1967a) 39 002690
Loxosceles hirsuta (Mello-Leitdo, 1931) 49 002695
Loxosceles immodesta (Mello-Leitdo, 1917) 49 002697
Loxosceles intermedia (Mello-Leitdo, 1934) 49 002700
Loxosceles karstica (R. Bertani, von Schimonsky, et al., 2018) 3 Q 050783
Loxosceles laeta Nicolet, 1849 (Rodrigues & Dornelles, 2003) &9 002708
Loxosceles muriciensis (C. S. Fukushima et al., 2017) 4'Q 049304
Loxosceles niedeguidonae = (Gongclves-de-Andrade et al., 2012) 39 044669
Loxosceles planetaria (Bertani et al., 2024) 39 059875
Loxosceles puortoi (Martins et al., 2002) 39 037520
Loxosceles similis (Moenkhaus, 1898) 3¢ 002735
Loxosceles troglobia (Souza e Ferreira, 2018) 3Q 050349
Loxosceles willianilsoni (Fukushima et al., 2017) 39 049303

As aranhas-marrons sdo, em geral, sedentarias e nao agressivas (R. M. G. De Andrade
et al., 1999), apresentando hébito noturno e preferéncia por ambientes secos e escuros, Como
sob troncos, galhos ou rochas, além de copas de arvores e cavernas, onde conseguem completar
seu ciclo reprodutivo. Essa caracteristica foi confirmada tanto por observagdes de campo quanto
pela manutengdo de espécimes de L. similis em laboratdrio, onde foram registrados padroes
comportamentais compativeis com os descritos para o género. Por outro lado, o potencial
sinantropico das Loxosceles favoreceu a colonizagdo de ambientes urbanos, especialmente em
areas residenciais e no interior de domicilios, onde esses animais podem se abrigar em poroes,
sotdos, moveis, roupas, sapatos € outros espacos de facil acesso (Malaque et al., 2002). O
sucesso das espécies sinantropicas estd principalmente associado a sua capacidade de dispersao
e a elevada tolerancia a escassez de alimento e agua. Esse perfil ecoldgico, aliado ao aumento
continuo no nimero de acidentes reportados anualmente pelo Ministério da Saude (TabNet /
DATASUS, 2025), evidencia a necessidade de pesquisas mais detalhadas ndo apenas sobre as
espécies atualmente reconhecidas como de importancia médica, mas também sobre aquelas que,

devido a sua facil adaptacdo ao ambiente urbano, podem representar ameacga a satide humana.
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O veneno de Loxosceles consiste em uma complexa mistura de diferentes classes de
toxinas e proteinas (Figura 5). Alguns destes componentes vém sendo bem caracterizados
biologicamente, trazendo assim informagdes sobre os mecanismos pelos quais o veneno causa
seus efeitos deletérios (Chaves-Moreira et al., 2017). Muitos estudos vém abordando
importantes toxinas para a patofisiologia dos efeitos do envenenamento por Loxosceles, como
¢ o caso das toxinas da familia Loxtox (Kalapothakis et al., 2007), conhecidas por sua atividade
caracteristica em substratos dérmicos e seus efeitos no loxoscelismo sistémico ((Barbaro et al.,
1996; Gremski et al., 2023). Além das Loxtox, outras enzimas que compdem O veneno
apresentam relevancia para o loxoscelismo, como as metaloproteases, que apresentam atividade
sobre fibrinogénio, fibronectina e caseina (Da Silveira et al., 2007; Young & Pincus, 2001),
hialuronidades, que podem atuam como um fator de espalhamento, facilitando a difusdo das
toxinas nos tecidos (Da Silveira et al., 2007; Ferrer et al., 2013) e as serinoproteases, que podem
participar da degradacdo de proteinas da matriz extracelular ¢ na modulacdo de processos
inflamatorios e hemostaticos (Veiga et al., 2000). Além disso, peptideos inseticidas também
vém sendo descritos (de Castro et al., 2004; Matsubara, et al., 2017) o que possibilita a
elucidacao de novas moléculas com modos de agdo especificos, uteis para o desenvolvimento
de bioinseticidas mais eficientes, seletivos e ecologicamente sustentaveis. Estas descobertas
tem sido atingidas principalmente através de estudos utilizando ferramentas de biologia
molecular, como estudos de proteomicas, transcriptomica e também de expressao e purificagao
de toxinas recombinantes (Pedrosa et al., 2002; Kalapothakis et al., 2002; Dantas et al., 2016;
Leal et al., 2020).
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LOXTOX
» Necrose cutinea, hemolise, ]_]IAL_UR(_)NIDASE.S
inflamacdo e distirbios *  Disseminacdo das outras
toxinas

vasculares J

PEPTIDEOS ICK
Modulacdo de canais
16nicos, efeitos neurotoxicos
e moduladores de defesa )

Lesoes teciduais,

METALOPROTEASES
inflamacdo, remodelamento

/" SERINOPROTEASES
*  Controle da resposta
inflamatéria, modulacdo dos
processos de coagulacdo e
\ degradacio tecidual

Figura S - Resumo esquematico dos principais componentes téxicos do veneno de Loxosceles e seus efeitos
no loxoscelismo. As Loxtox sdo os principais agentes necroticos, enquanto metaloproteases, hialuronidases,
serinoproteases e peptideos ICK atuam de forma complementar, promovendo inflamagdo, degradacao tecidual,
resposta imune e modulagdo da cicatrizagdo. Existem outros componentes menos expressos que ndo sdo indicados
no desenho esquematico.

1.2 Aspectos taxonomicos, biologicos e toxicologicos de Loxosceles similis

A espécie L. similis foi descrita pela primeira vez em 1898, no estado de Sao Paulo
(Moenkhaus, 1898), sendo sua ocorréncia mais frequentemente registrada nessa regido, bem
como nos estados do Para, Bahia, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul (Figura 1) (Trajano &
Gnaspini-Netto, 1990; Ferreira ef al., 2000; Andrade et al., 2001). Essa espécie apresenta
habitos e habitats semelhantes aos relatados para L. gaucho e L. variegata, sendo comumente
encontrada em ambientes domiciliares e constru¢des, bem como em minas, cavernas € outros
locais abrigados. Nosso grupo reportou a presenca de L. similis no interior de residéncias em
Belo Horizonte, capital do estado de Minas Gerais, com aproximadamente 2,4 milhdes de
habitantes, reforcando a capacidade dessa espécie de adaptar-se a ambientes urbanos e
sugerindo uma possivel ocupagao endémica nessa area (Machado et al., 2005).

Com base na morfologia, essa espécie pertence ao grupo Gaucho, juntamente com L.
gaucho, L. adelaida e L. variegata. A identificacdo da espécie ¢ realizada atualmente com base
na chave taxondmica proposta que considera diversas caracteristicas morfoldgicas, incluindo a
estrutura do pedipalpo, um dos tracos distintivos de L. similis, além da disposicao dos trés pares
de olhos em formato de “U” caracteristicos do género (Gertsch, 1967). A Figura 6 ilustra dois

espécimes encontrados na Gruta da Lapinha, em Minas Gerais, que correspondem a um macho
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(Figura 6A) e uma fémea (Figura 6B), que geralmente possuem pernas proporcionalmente mais

longas do que as observadas em outras espécies do mesmo género.

B

Figura 6 - Exemplares macho e fémea da espécie L. similis - Os espécimes ilustrados correspondem a macho
(A) e fémea (B) e foram encontrados no interior da Gruta da Lapinha, em Minas Gerais.

Ensaios in vitro € in vivo com o veneno de L. similis, conduzidos em camundongos e
coelhos e corroborados por andlises microscopicas, confirmaram efeitos caracteristicos do
loxoscelismo, incluindo a ocorréncia de dermonecrose, inflamacao e hemolise, em consonancia
com as manifestagdes clinicas descritas para outras espécies do género Loxosceles. Essas
evidéncias, detalhadas na Tabela 2, reforgam a inclusdo do loxoscelismo causado por L. similis

no mesmo quadro clinico ja estabelecido para outras espécies do género.
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Tabela 2. Resumo cronolégico dos achados experimentais relacionados a caracterizacio do veneno de L.
similis. A tabela apresenta os principais estudos que descrevem suas propriedades bioquimicas, toxicoldgicas e
imunolégicas, incluindo analises in vitro e in vivo, identificagdo de componentes do veneno ¢ avaliagdo de suas
atividades bioldgicas e potencial de neutralizagéo.

Ano

Resultados

Referéncias

2005

O veneno de L. similis induz os efeitos dermonecroéticos,
hemoliticos e inflamatoérios similares aos causados por L.
intermedia. Além disso, a neutralizagdo efetiva dos efeitos toxicos
por um antiveneno comercial refor¢ca as similaridades
bioquimicas e funcionais entre o veneno de L. similis € 0s venenos
de L. gaucho, L. laeta ¢ L. intermedia

(Silvestre et al., 2005)

2011

O veneno de L. similis contém esfingomielinase D (SMAse D),
capaz de hidrolisar a esfingomielina e desempenhar um papel
central nos efeitos toxicos e pro-inflamatérios do veneno

(Gomes et al., 2011)

2012

O veneno de L. similis, até mesmo em pequenas doses (0,5 ug),
induz uma resposta inflamatdria severa caracterizada por lesdo
vascular e marcada pela ativacdo imunolodgica local

(Pereira et al., 2012)

2014

Apoptose, degranulacao de mastocitos e degradacao de colageno
desempenham papel central na patogénese da lesdo cutanea
induzida pelo veneno de L. similis

(Pereira et al., 2014)

2014

O veneno de L. similis induz a ativagdo de caspases dependentes
de apoptose

(Dantas et al., 2014)

2016

A analise transcriptomica pelo método do NGS da glandula de
veneno de L. similis revelou a presenca de 23 sequéncias
completas e 8 incompletas de enzimas Loxtox. As sequéncias
encontradas foram classificadas em 12 grupos baseados em
dominios conservados como o sitio catalitico e a regido de ligacdo
ao fon Mg™. Além disso, foram identificadas trés sequéncias
PLD-like sem o dominio candnico que contém o sitio catalitico

(Dantas et al., 2016)

2018

A inclusdo de epitopos selecionados de células B a partir de
toxinas de L. similis em uma proteina multiepitdopica
recombinante melhora significativamente a resposta imune,
repercutindo em uma alta titulagdo de anticorpos que reconhecem
efetivamente e neutralizam as principais atividades do veneno,
como as relacionadas com a agdo de esfingomielinases D,
hialuronidases e metaloproteases

(Lima et al., 2018)

2020

Duas isoformas recombinantes de Loxtox a partir do veneno de L.
similis (recLoxtox sl1A e recLoxtox s11A) foram caracterizadas
funcionalmente. A isoforma recLoxtox sl A apresentou uma alta
atividade sobre esfingomielina D em pH 7.4 e induziu lesdes
dermonecroticas mais severas em pele de coelho, mimetizando de
forma bem parecida a atividade do veneno total. Em contraste, a
recLoxtox s11A apresentou sua atividade maxima em pH 8,0 e
causou lesGes menos severas. As duas isoformas foram capazes
de induzir a producdo de anticorpos especificos capazes de
neutralizar os efeitos toxicos do veneno de L. similis em ensaios
in vivo e in vitro, sendo que recLoxtox slA revelou um maior
potencial imunogénico e mais eficiéncia em neutralizar os efeitos
toxicos do veneno

(Leal et al., 2020)

2024

O veneno de L. similis estimula a agregacdo plaquetéria, induz a
hemolise e promove a degradacdo de fibrinogénio.

(Magalhaes et al., 2024)
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O primeiro estudo bioldgico sobre o veneno de L. similis foi conduzido por Silvestre e
colaboradores em 2005. Nesse trabalho, os autores caracterizaram o veneno por meio de
protedmica bidimensional e ensaios funcionais. O veneno mostrou-se predominantemente
composto por proteinas com massas moleculares entre 28 e 112 kDa, apresentando um perfil
semelhante ao de L. intermedia. Ensaios funcionais demonstraram que o veneno de L. similis
induz lesdes dermonecrdticas significativas em coelhos, comparaveis as causadas por L.
intermedia, além de apresentar atividade hemolitica dependente do complemento ¢ alta
letalidade em camundongos (DLso = 0,32 mg/kg). Analises imunologicas por Western Blot e
ELISA revelaram forte reatividade cruzada entre o veneno de L. similis € os antissoros
produzidos contra L. intermedia, L. gaucho ¢ L. laeta. Além disso, o soro antiveneno polivalente
produzido pelo CPPI mostrou-se eficaz na neutralizacao dos efeitos dermonecréticos do veneno
de L. similis. Por fim, andlises microbioldgicas detectaram a presenca da bactéria Clostridium
septicum nas queliceras de L. similis, sugerindo um possivel papel de infec¢do secundaria que
pode piorar as lesdes dermonecréticas (Silvestre ef al., 2005).

Nosso grupo demonstrou que o veneno de L. similis ¢ capaz de induzir lesdes cutaneas
significativas em coelhos, incluindo inflamagdo, trombose e dermonecrose. A pré-incubagdo
com soro antiveneno especifico da espécie (a-L. similis € a-L. intermedia) neutralizou de forma
eficiente esses efeitos e inibiu a atividade de esfingomielinase. O veneno de fémeas causou
lesdes mais severas e respostas imunologicas mais intensas; entretanto, tanto os venenos de
machos quanto de fémeas foram bem reconhecidos pelos soros antiveneno de L. similis e L.
intermedia, evidenciando a eficicia e a reatividade cruzada dos anticorpos (Chatzaki et al.,
2012). Por fim, um estudo publicado em 2014 investigou o efeito do veneno total de L. similis
na indugdo de necrose e apoptose (Dantas et al., 2014), elucidando o envolvimento das caspases
no processo de morte celular. O veneno de L. similis desencadeia uma cascata de sinaliza¢ao
apoptotica que inclui a ativacdo da caspase-9 (iniciadora) e das caspases-3, -6 e -7 (efetoras)
em fibroblastos humanos primarios da pele.

A primeira descri¢cdo da familia Loxtox no veneno de L. similis foi realizada pelo nosso
grupo e apresentada no trabalho de Dantas (Dantas et al., 2016), que utilizou a tecnologia de
NGS para analisar o transcriptoma da glandula de veneno dessa espécie. O estudo elucidou 12
grupos pertencentes a familia Loxtox, compostos por 23 sequéncias completas e 8 sequéncias
proteicas incompletas (Tabela 3 e Anexo I). A numeragao dos grupos (sl a s12) reflete o
agrupamento filogenético obtido a partir de uma arvore neighbor-joining com suporte bootstrap
>70, construida com base em um alinhamento multiplo de sequéncias utilizando o algoritmo

Clustal W. Além da analise filogenética, foram realizadas comparagdes com sequéncias de
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fosfolipases-D (PLDs) previamente descritas e disponiveis nos bancos de dados GenBank e
UniProt. As designacdes de subgrupos (A, B, C, D) indicam isoformas distintas dentro de um

mesmo grupo filogenético, que compartilham alta similaridade entre suas sequéncias.

Tabela 3. Agrupamento das toxinas da familia Loxtox identificadas em L. similis. As toxinas foram
classificadas de acordo com os subgrupos filogenéticos e seus respectivos niveis de expressao no transcriptoma da
glandula de veneno. A primeira coluna apresenta o nome do grupo de cada sequéncia de toxina; a segunda coluna
indica as toxinas, com base em analises filogenéticas e de similaridade entre sequéncias; a terceira coluna mostra
a porcentagem de expressdo relativa de cada toxina, calculada a partir da contagem normalizada de transcritos
(RPKM). Fonte: Dantas et al., 2016.

Grupos Toxinas % Expresssao
Loxtox s1 slA, s1B, s1C, s1D, slE, slF, s1G 53.9%
Loxtox s2 s2A, s2B, s2C 6.2%
Loxtox s3 s3A 8.6%
Loxtox s4 s4A 1%
Loxtox s5 s5A 0.01%
Loxtox s6 S6A, s6B 0.03%
Loxtox s7 sTA 0.12%
Loxtox s8 s8A, s8B, s8C 0.73%
Loxtox s9 s9A, s9B 8.3%
Loxtox s10 s10A, s10B, s10C 2.6%
Loxtox 11 sl1A,s11B,s11C, s11D, s11F 18.5%
Loxtox 12 s12A 0.002%

Em relagcdo a outras espécies, a familia Loxtox ja foi identificada em L. reclusa, L.
intermedia, L. gaucho, entre outras, apresentando altos valores de similaridades entre as
sequéncias, que variam entre 55% e 95% (Kalapothakis et al., 2002; Machado et al., 2005;
Felicori et al., 2006; Dragulev et al., 2007;). Embora mais de 200 sequéncias proteicas
relacionadas a familia Loxtox estejam disponiveis em bancos de dados publicos, apenas um
numero limitado delas foi investigado em detalhe quanto as diferencas em sua atividade
biologica. A Tabela 4 apresenta a relagdo das toxinas Loxtox ja& caracterizadas em diferentes
espécies de Loxosceles até o momento. Para a maioria das proteinas Loxtox descritas, a
atividade catalitica sobre esfingomielina e a atividade dermonecrotica sao conservadas. No
entanto, também foram relatadas variantes com atividade dermonecrética reduzida ou até

ausente.
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Tabela 4. Proteinas recombinantes Loxtox e suas atividades biologicas. Esta tabela resume as proteinas Loxtox
recombinantes estudadas experimentalmente até o momento. A primeira coluna lista os nomes das proteinas
juntamente com seus respectivos “Protein ID” entre parénteses, seguidos pela espécie de origem. A terceira coluna
apresenta o percentual de identidade de aminoacidos com base no alinhamento de sequéncia com as proteinas
Loxtox de L. similis. As colunas restantes descrevem as atividades biologicas demonstradas para cada proteina
recombinante e citam as referéncias correspondentes.

Loxtox Espécies %ID L. similis Atividades Biologicas Referéncias
Smase D Al L. adelaida | 89.35% Atividade SMase D, Hemolise (Tambourgi et al., 2011)
(AEQ93955) Loxtox slE (dependente do complemento),

(ANY30964.1) atividade dermonecrotica,
dissociag¢do de colageno,
degeneragdo muscular, infiltragao
de neutrofilos.
Laz-Smase D | L. arizonica | 79.79% Atividade SMAse D, toxicidade (Zobel-Thropp et al.,
(AAW22997) Loxtox s1D em grilos (PDso = 0,175pg) 2012)
(ANY30963.1)
La B1D1 L. arizonica | 81.66% Atividade SMAse D e LPC (Lajoie et al., 2015)
(AJV88487) Loxtox_sl10A
(ANY30981.1)
Lbl L. boneti 82.97% Atividade SMAse D, (Olvera et al., 2006;
(AAT66073) Loxtox s1D dermonecrotica e letalidade em Ramos-Cerrillo et al.,
(ANY30963.1) camundongos (LDso = 2004)
Sug/camundongo)
Lb2 (UniProt | L. boneti 83.87% Atividade SMAse D e .
I (Ramos-Cerrillo et al.,
POC2K0) Loxtox slE dermonecrotica 2004)
(ANY30964.1)
Lb3 L. boneti 89.05% Sem atividade SMAse e (Ramos-Cerrillo et al.,
(AAT66074) Loxtox s11D dermonecrotica detectada 2004)
(ANY30987.1)
LgRecl DT1 | L. gaucho 92.47% (Magalhaes et al., 2013;
/ E32A- Loxtox slA Atividade SMAse D, hemolise Polli et al., 2021, 2024;
D34A (ANY30960.1) (dependente do complemento), Shimokawa-Falcao et
(AFY98967) atividade dermonecroética, edema, | al., 2017)
eritema, equimose, infiltrado de
células inflamatorias, agregagéo
plaquetaria (plasma-dependente).
Anticorpos a-LgRec1 foram
capazes de neutralizar a
dermonecrose induzida pelo
veneno total de L. gaucho. A
isoforma mutada é nio-toxica,
altamente imunogénica e capaz de
induzir a producéo de anticorpos
neutralizantes
LgRec2 DT2 | L. gaucho 80.36% Atividade SMAse D, hemolise, (Shimokawa-Falcdo et
(AQY63355) Loxtox_sl1C dermonecrose, edema, eritema, al.,2017)
(ANY30962.1) equimose, infiltrado de células
inflamatorias e agregacio
plaquetaria (maior que LgRecl)
LiRecDT1 / L. 80.07% Atividade SMAse D, atividade (Bertoni da Silveira et
W230A intermedia Loxtox s1D dermonecrotica, edema,, al., 2006; Chaim et al.,
(ABA62021) (ANY30963.1) exsudagdo de fibrina, infiltragdo 2006; Chaves-Moreira et
de células inflamatorias, al.,2011; de Oliveira et
agregacdo plaquetaria, al., 2008; Polli et al.,
nefrotoxicidade, hepatoxicidade, 2021, 2024)
hemolise dependente e ndo-
dependente do complemento. A
forma mutante ndo apresenta
toxicidade, é altamente
imunogénica e capaz de induzir a
produgéo de anticorpos
neutralizantes
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LiRecDT2 L. 80.07% Atividade SMAse D, atividade (Bertoni da Silveira et
(AAP97092/ | intermedia Loxtox s1D dermonecrotica, edema, al., 2006; Tambourgi et
ABB69098) (ANY30963.1) / 83.16% | exsudacdo de fibrina, infiltracdo al., 2004)
Loxtox s1D de células inflamatorias, aumento
(ANY30963.1) da permeabilidade vascular,
agregacdo plaquetaria e hemolise
dependente do complemento
LiRecDTS5 L. 80.59% Baixa atividade SMAse D, (Bertoni da Silveira et
(ABD91847) | intermedia Loxtox s10A atividade dermonecrotica, al., 2006; Chaves-
(ANY30981.1) hemolise dependente do Moreira et al., 2011)
complemento, infiltracdo de
células inflamatorias, aumento da
permeabilidade vascular. N2o letal
a camundongos. Nao induz
agregacdo plaquetaria
LiD1/Li L. 80.33% Atividade SMAse D, atividade (Araujo et al., 2003;
rec/ intermedia Loxtox s1D dermonecroética, hemolise Felicori et al., 2006,
recLiD/ LiDr (ANY30963.1) dependente do complemento, 2009; Gomes et al.,
(ABU43332) edema. Induz agregacéo 2011; Horta et al., 2013;
plaquetaria e a liberacdo das E. Kalapothakis et al.,
citocinas e quimiocinas IL-6, IL- 2002)
8, CXCL1 e CXCL2. Anticorpos
a-rLiD1 foram capazes de
neutralizar tanto a dermonecrose
quanto a letalidade causada pelo
veneno total de L. intermedia
P1 L. 80.39% Alta atividade SMAse D, (Tambourgi et al., 2004,
(AAP97091/ | intermedia Loxtox s1D atividade dermonecrotica, 2005)
AAQ16123) (ANY30963.1) infiltragdo de células
80.67% inflamatorias, dissociac¢do de
Loxtox s1D colageno, hemolise dependente do
(ANY30963.1) complemento, expressdo de
MMP-9 e MMP-2 em fibroblastos
de pele
LiRecDT4 L. 72.08% Alta atividade SMase D, atividade | (Bertoni da Silveira et
(ABD91846) | intermedia Loxtox s2B dermonecroética, infiltragdo de | al., 2006; Chaves-
(ANY30968.1) células inflamatorias, aumento da | Moreira et al., 2011)
permeabilidade vascular,
agregacdo plaquetaria, hemolise
ndo dependente do complemento,
ndo letal em camundongo
LiRecDT3 L. 86.51% Baixa atividade SMase D, sem (Bertoni da Silveira et
(ABB71184 / | intermedia Loxtox s11D atividade dermonecrotica, eritema, | al., 2006; Chaves-
ABD48088/ (ANY30987.1)/ 86.51% | edema, infiltragdo de células Moreira et al., 2011)
ABU43334) Loxtox s11D / 86.51% inflamatdrias, hemolise ndo
Loxtox sl1D dependente do complemento
LiRecDT6 L. 69.06% Alta atividade SMase D, atividade | (Appel et al., 2008;
(ABO87656) | intermedia Loxtox s4A dermonecroética, edema, Chaves-Moreira et al.,
(ANY30971.1) infiltracao de células 2011)
inflamatorias, dissocia¢do de
colageno, aumento da
permeabilidade celular, agregagao
plaquetaria, letalidade em
camundongos, hemdlise ndo
dependente do complemento
LiRecDT7 L. 79.48% Atividade SMase D, atividade | (Vuitika et al., 2013)
(AGN52903) | intermedia Loxtox s4A dermonecrotica, edema,
(ANY30971.1) hemorragia, trombose, infiltracdo
de células inflamatdrias, aumento
da  permeabilidade  vascular,
hemolise dependente do
complemento
SMasel/ L11/ | L. laeta 67.09% Alta atividade SMase D, atividade | (Catalan et al., 2011; de
H17/ LIPLD1 Loxtox s5A sobre Lisofosfatidilcolina (LPC) Santi Ferrara et al., 2009;

/ LIRecDT1

(ANY30972.1)

(ligada a albumina), atividade
dermonecrotica, dissociagdo de

Fernandes Pedrosa et al.,
2002; M. T. Murakami et
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HI2A -H474
(AAM21154)

colageno, edema, degeneragio
muscular, infiltragdo de células
inflamatodrias, hemolise
dependente do complemento,
letalidade em camundongos
(LD50 =11.3 pg/mouse),
anticorpos a-SMase I capazes de
neutralizar a dermonecrose e
hemolise induzidas pelo veneno
total de L. laeta. A forma mutante
ndo € toxica, ¢ altamente
imunogénica e capaz de induzir
anticorpos neutralizantes

al., 2006; Olvera et al.,
2006; Polli et al., 2021,
2024; Van Meeteren et
al., 2004)

SMase 11/
H10
(AAM21156)

L. laeta

82.24%
Loxtox_s11B
(ANY30985.1)

Baixa atividade SMase D,
atividade dermonecrotica,
dissociacdo de colageno, edema,
degeneragdo muscular, infiltragdo
de células inflamatorias, hemolise
dependente do complemento

(de Santi Ferrara et al.,
2009; Fernandes
Pedrosa et al., 2002)

L2
(ABD15448)

L. laeta

63.76%
Loxtox s5A
(ANY30972.1)

Alta atividade SMase D,
letalidade em camundongos
(LD50 Y4 2.37ug/camundongo)

(Olvera et al., 2006)

LIPLD2
(ADP00409)

L. laeta

62.91%
Loxtox s5A
(ANY30972.1)

Sem atividade SMse, sem
atividade hemolitica, sem
atividade dermonecrotica.
Anticorpos a-rLIPLD2 capazes de
neutralizar a dermonecrose ¢
hemolise causada pelo veneno
total de L. laeta

(Catalan e al., 2011,
2014)

Smase |
H13~ Smase
1
(AAM21155)

L. laeta

65.38%
Loxtox s5A
(ANY30972.1)

Atividade SMase D, ativagdo da
via classica e alternativa do
complemento, atividade
dermonecrotica, edema, eritema e
leve sensibilidade

(Fernandes Pedrosa et
al., 2002)

Lr2
(AAT66076/
ANY30984)

L. reclusa

83.23%
Loxtox s1D
(ANY30963.1)

Atividade sobre SMase D, LPI,
PLG, LPS, LPC, LPE, LBPA,
LPCh, cLPA, hemdlise
dependente do complemento,
migragdo de células do melanoma
humano (A2058) sinalizada por
receptores de LPA

(Lee & Lynch, 2005;
Ramos-Cerrillo et al.,
2004)

Lrl
(AAT66075)

L. reclusa

99.34%
Loxtox s11B
(ANY30985.1)

Atividade SMAse D, letalidade
em camundongo (LD50 %
3.50ug/camundongo)

(Olvera et al., 2006;
Ramos-Cerrillo et al.,
2004; Silvestre et al.,
2005a)

Rec-Loxtox
s1A

L. similis

100%
Loxtox s1A
(ANY30960.1)

95.42%
Loxtox s1B
(ANY30961.1)

Atividade SMAse D (maior em
pH 7.4), atividade dermonecrdtica
e edema. Analises histologicas
revelam necrose de foliculo
capilar, angiectasia (dilatacdo
anormal dos vasos sanguineos),
hiperemia, dissociagdo de fibras
musculares e infiltragdo de células
inflamatdrias (neutréfilos e alguns
linfocitos). O soro imune
produzido apresentou forte reagao
cruzada com o veneno total de L.
similis. Os soros a-recLoxtox s1A
and a —recLoxtox s1A/s11A
neutralizaram significativamente
as lesdes necroéticas, prevenindo a
dissociagdo de fibras de colageno,
reducdo da necrose de fibras
musculares e da infiltragdo de
células inflamatdrias

(Leal et al., 2020)

Rec-Loxtox
s11A

L. similis

100%

Atividade sobre SMase D (maior
em pH 8,0), edema e eritema

(Leal et al., 2020)
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Loxtox_s11A leves, com decréscimo no
(ANY30984.1) tamanho da lesdo com o tempo.
Analises histologicas revelam
99.34% necrose do foliculo capilar, mas
Loxtox_s11B ndo hemorragia. Nenhuma
(ANY30985.1) necrose observada em fibras

musculares. O soro imune
apresentou forte reagdo cruzada
com o veneno total de L. similis.
O soro a —recLoxtox s11A foi
capaz de neutralizar a resposta
inflamatoria

(<recLoxtox s1A)

1.3 As Loxtox e sua importancia para o Loxoscelismo

Os efeitos letais do loxoscelismo devem-se principalmente a atividade das Loxtox, que
possuem uma massa molecular variando entre 30 a 35 kDa. Essas proteinas foram identificadas
primeiramente como toxinas dermonecroticas devido a sua habilidade de causar danos na pele
(Barbaro et al., 1996). Essa familia de proteinas (Kalapothakis et al., 2007) é expressa na
glandula de veneno das aranhas do género Loxosceles e apresenta um alto grau de conservagao
entre suas isoformas, principalmente nos motivos PCDC/S (residuos 51-54) na alga catalitica
B, S/GDGITN (residuos 191-196) na al¢ca F e D/ENPW (residuos 272-275) no dominio C-
terminal. As Loxtox também possuem residuos conservados no sitio catalitico, como H'?, E*2,
D H*¥, D% e K (numeracio referente a Loxtox LiD1 de L. intermedia). A proteina em sua
forma madura possui cerca de 280 a 360 residuos, contendo um peptideo sinal seguido por um

pro-peptideo.

O termo Loxtox foi proposto pelo nosso grupo e deriva da combinagdo dos termos
“Loxosceles” e “toxina”, de forma a se referir tanto a origem quanto a atividade biologica dessas
moléculas (Kalapothakis et al., 2007). Essas proteinas foram primeiramente descritas como
esfingomielinases D (Kurpiewski et al., 1981); posteriormente, muitos autores comecgaram a
utilizar o termo “Smase D” como sindnimo para toxinas de agdo dermonecrética nos venenos
de aranhas marrons. A partir do momento em que algumas destas enzimas se mostraram capazes
de hidrolizar outros tipos de lipideos além da esfingomielina, o termo “Smase D” ndo era mais
suficiente para nomear essa familia de forma correta (Merchant et al., 1997), o que levou a
utilizacao do termo “Fosfolipases D” (Van Meeteren et al., 2004; Lee and Lynch, 2005; Chaim
et al., 2011). Entretanto, a atividades dessas proteinas em outros substratos ou ainda a
elucidacdo de isoformas que nao apresentam atividade dermonecroética detectada (De Andrade

et al., 2005; Bertoni da Silveira et al., 2006; S. A. Leal ef al., 2020), trouxeram a necessidade
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de um termo mais abrangente para designar essa familia de proteinas; para isso foi estabelecido
entdo o termo “Loxtox” (Kalapothakis et al., 2007). A introducdao deste termo teve como
objetivo agrupar de forma sistematica e funcional as varias isoformas dessa familia de toxinas,
ja identificadas através de analises de sequéncias de cDNA e caracterizadas por pequenas
variagdes em suas sequéncias e potencial atividade funcional. Portanto, “Loxtox” se tornou uma
designacdo unificada para essa familia, facilitando a classificagdo e estudos comparativos

dessas toxinas dentro de diferentes espécies de Loxosceles.

O primeiro membro da familia Loxtox foi clonado por nosso grupo em 2002 (LiD1), a
partir de L. intermedia (Kalapothakis et al., 2002), seguido pela identificacdo de clones de
Loxtox de L. laeta ainda no mesmo ano (Fernandes Pedrosa et al., 2002). Desde entdo, diversos
estudos demonstraram que as Loxtox recombinantes provenientes de venenos de Loxosceles
atuam por multiplas vias e sdo capazes de induzir respostas inflamatorias, dermonecrose,
hemolise e agregagdo plaquetaria, os sintomas mais proeminentes associados ao loxoscelismo
(Tambourgi et al., 2004; de Santi Ferrara ef al., 2009; V. et al., 2011; Catalan et al., 2011,
Magalhaes et al., 2013; Leal et al., 2020;). As Loxtox tém se destacado como alvos promissores
para o desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas inovadoras, incluindo a criacdo de
terapias antiveneno mais eficazes para acidentes causados por Loxosceles (E. Kalapothakis et
al.,2007; Dantas et al., 2016; Fingermann et al., 2020). Notavelmente, esses estudos mostraram
que as Loxtox recombinantes reproduzem de forma bastante fiel os principais efeitos
farmacologicos e fisiologicos induzidos pelo veneno total, sustentando seu uso tanto em

modelos experimentais quanto em estratégias terap€uticas para o loxoscelismo.

1.4 Diversidade enzimatica do veneno de Loxosceles: além das Loxtox

Outros componentes como hialuronidades, metaloproteases, serinoproteases, entre
outros, também desempenham papéis importantes na toxicidade do envenenamento por
Loxosceles (Figura 5), além de representarem potenciais alvos para o aprimoramento do
diagnostico, da especificidade do tratamento e para a bioprospec¢ao de novos produtos de
interesse biotecnoldgico.

As hialuronidases sdo enzimas capazes de degradar glicosaminoglicanos, como o acido
hialurénico e o sulfato de condroitina, aumentando, assim, a permeabilidade tecidual no local
do envenenamento e promovendo a difusdo passiva do veneno através da matriz extracelular.

A presenca de hialuronidases no veneno do género Loxosceles foi relatada pela primeira vez
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em 1973 (Wright et al., 1973). Nesse estudo, a presenga da enzima no veneno de L. reclusa foi
demonstrada por meio de um ensaio turbidimétrico, que avaliou a reduc¢ao da turbidez de uma
solucao de acido hialuronico apds sua degradagdo enzimatica. A atividade foi quantificada
comparando-se a diminui¢do da absorbancia a 600 nm ao longo do tempo, na presenga do
veneno. Posteriormente, isoformas de hialuronidase foram identificadas nos venenos de L.
rufescens, L. laeta e L. intermedia, com massa molecular variando entre 41 e 43 kDa (Young
& Pincus, 2001; Ferrer et al., 2013). A expressao e caracterizagao funcional, com base em uma
biblioteca de cDNA da glandula de veneno de L. intermedia, foram abordadas no trabalho de
Ferrer e colaboradores, cujos resultados reforcam a importancia dessa enzima na ocorréncia e
agravamento de eritema, equimose e lesdes dermonecrdticas (Ferrer er al.,, 2013).
Curiosamente, a potencializacdo da acdo letal de venenos pela enzima hialuronidase também
foi observada em outros animais pegonhentos, como demonstrado por Oliveira-Mendes e
colaboradores no estudo com o veneno do escorpido Tityus serrulatus (de Oliveira-Mendes et
al., 2019).

A presenca de metaloproteases (MPs) tipo astacina (20-30 kDa) nos venenos de
Loxosceles, como as identificadas em L. intermedia, L. laeta, L. gaucho e L. reclusa (Da
Silveira et al., 2007; Trevisan-Silva et al., 2010) também contribui para suas atividades
biologicas e pode representar um grupo proteico de relevancia significativa para o
loxoscelismo. Essas proteases sdo dependentes de zinco e caracterizadas pela presenga do sitio
de liga¢ao ao metal (HEXXHXXGXXH) e pelo residuo de metionina presente em uma regido
denominada “met-turn” (SXMXY) (Stocker et al., 1995; Gomis-Riith et al., 2012). A primeira
descricdo de metaloprotease no veneno desse género ocorreu em L. intermedia, com a
elucidacdo de duas moléculas com atividades fibrinolitica, fibrinogenolitica e gelatinolitica
(Feitosa et al., 1998). Silveira e colaboradores refor¢aram essa atividade dependente de
metaloproteases em extratos de glandulas de veneno de L. intermedia e L. laeta (Da Silveira et
al., 2002). A existéncia dessas proteases também foi apontada nos venenos de L. gaucho
(Zanetti et al., 2002) e L. rufescens (Young & Pincus, 2001), sendo que o ultimo estudo
demonstrou ainda a ocorréncia de atividade caseinolitica. Metaloproteases de animais
peconhentos t€m sido associadas a efeitos nocivos decorrentes de picadas ou mordidas, como
hemorragia, necrose, citotoxicidade e edema; exemplos podem ser citados em serpentes (Fox
& Bjarnason, 1995; Wu et al., 2001) e aranhas (Da Silveira et al., 2002; Feitosa et al., 1998).
A atividade dessas enzimas no veneno pode representar um mecanismo bioldgico de dano
tecidual, além de contribuir para a difusdo de outras toxinas nos tecidos das vitimas. Algumas

proteases também podem estar relacionadas a modifica¢des pds-traducionais que aumentam a
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letalidade das toxinas, como a remog¢ao do peptideo sinal e de residuos da regido terminal das
toxinas (Carmo et al., 2014).

Outras proteases, como as pertencentes a familia das serinoproteases (85-95 kDa),
envolvidas na degradacao da matriz extracelular ou em distirbios de coagulagao, também foram
descritas como componentes do veneno de Loxosceles (Veiga et al., 2000). Proteinas da familia
TCTP (Translationally Controlled Tumor Proteins) também foram detectadas no veneno deste
género (Gremski et al., 2010; Matsubara et al., 2013); essas proteinas atuam como efetores na
liberacao de histamina, a qual desempenha um papel fundamental na regulacdo do sistema
imune, podendo estar associadas ao eritema, a difusdo do veneno, ao prurido, a dor e, mais
raramente, a casos de hipersensibilidade (Sade et al., 2012; Boia-Ferreira et al., 2019). Outro
componente do veneno de Loxosceles ¢ um grupo de peptideos pertencentes a familia Inhibitor
Cystine Knot (ICK), variando de 3 a 10 kDa (Matsubara et al., 2013). Esses peptideos,
caracterizados por um motivo estrutural altamente estavel composto por trés pares de cisteinas
que formam pontes dissulfeto entre C1-C4, C2—C5 e C3—C6, adquirindo uma conformagao
incomumente estavel (Narasimhan et al., 1994; Pallaghy et al., 1994), estdo principalmente
envolvidos em efeitos neurotoxicos por modularem canais i6nicos € sdo considerados
candidatos promissores para aplicagdes farmacologicas e para o desenvolvimento de bio-
inseticidas.

Por fim, enzimas como hidrolases, lipases, colagenases, fosfatases alcalinas, 5'-
ribonucleotidases e fosfohidrolases também foram identificadas em niveis de expressao mais
baixos em aranhas Loxosceles (da Silva et al., 2004; Fernandes-Pedrosa et al., 2008). Embora
ainda nao haja evidéncias de que essas familias de proteinas exercam efeitos toxicos, sua
presenca no transcriptoma da glandula de veneno sugere que devem ser investigadas mais
detalhadamente para elucidar seus possiveis papéis biologicos. A composi¢do do veneno parece
ser altamente conservada entre as espécies, ressaltando a importincia evolutiva dessas

moléculas.

1.5  Loxoscelismo: Tendéncias e impactos dos acidentes

O loxoscelismo ¢ a condicao clinica resultante do envenenamento por aranhas do género
Loxosceles, que envolve sintomas locais caracteristicos, principalmente devido a ocorréncia de
lesdes dermonecroticas decorrentes da ruptura do tecido conjuntivo por componentes do veneno
que afetam a homeostase, como ja demonstrado para L. similis (Pereira et al. 2014; Leal et al.,

2020), apresentando padrao semelhante ao observado para outras espécies de interesse do
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género (Mota et al., 1995; Tambourgi et al., 1998; Lopes et al., 2020). O primeiro sintoma
apos o acidente pode ocorrer entre 2 e 8 horas, manifestando-se com dor de intensidade variavel,

que posteriormente evolui para sensacao de queimacao local.

Em até 24 horas, com a regido da picada ja apresentando eritema e edema, podem surgir
manifestagdes sistémicas atribuidas ao loxoscelismo (Figura 7), sendo a insuficiéncia renal a
complicagdo mais grave, geralmente associada a hemolise e suas consequéncias. Estima-se que
cerca de 16% dos casos evoluam para complicagdes sistémicas que podem, inclusive, levar ao
obito (Sezerino et al., 1998; Malaque et al., 2002; Schenone F, 2003; Rios et al., 2007). No
entanto, uma analise conduzida pelo grupo de Tambourgi e publicada em 2020 relatou que 26%
dos acidentes analisados resultaram em efeitos sistémicos. Essas discrepancias nas frequéncias
reportadas podem estar relacionadas a um viés de publicagdo e notificacao, no qual apenas os
casos mais graves ou incomuns tendem a ser notificados ¢ documentados na literatura (Lopes

et al., 2020).
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Figura 7 - Tecidos e érgios afetados pelo loxoscelismo sistémico e cutineo. Os principais sintomas sdo
indicados na imagem. Setas para cima indicam valores aumentados. Setas para baixo indicam valores reduzidos.
Adaptado de: (Gremski et al., 2023).
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No Brasil, o nimero de acidentes envolvendo aranhas do género Loxosceles tem
aumentado ao longo dos anos, embora ainda seja subestimado devido a falhas no sistema de
notificacdo, bem como a falta de informacao e conhecimento tanto da populagdo quanto dos
profissionais de saude (Gremski et al., 2014). Em 2024, foram registrados 9.567 acidentes
atribuidos a esse género (Ministério da Saude, 2025). Aproximadamente 73% dos casos
ocorreram na Regido Sul (7.030 registros), enquanto a Regido Sudeste ocupou a segunda
posi¢do, com 15,9% das notificagdes, sendo observado um aumento de cerca de 173% no
numero de acidentes nos ultimos dez anos, o que possivelmente indica o estabelecimento de
uma situagdo epidémica nessa regido (Ministério da Saude, 2025; Secretaria de Vigilancia em

Saude, 2022) (Figura 8).
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Figura 8 - Variacao temporal do niimero de acidentes envolvendo aranhas do género Loxosceles nas cinco
regioes do Brasil. (A) Norte, (B) Nordeste, (C) Centro-Oeste, (D) Sudeste e (E) Sul. Cada grafico representa a
tendéncia anual dos casos notificados em sua respectiva regido, evidenciando diferengas regionais na ocorréncia e
distribuicdo dos acidentes no periodo de 2007 a 2024. Fonte dos dados: SINAN (Sistema de Informagdo de

Agravos de Notificagdo), Ministério da Saude do Brasil.

A taxa de mortalidade, calculada a partir da relagdo entre o numero de 6bitos e o de
notificacdes, aumentou de 0,08% em 2014 para 0,39% em 2024 (Tabela 5). Embora as Regides
Sul e Sudeste ainda concentrem a maior incidéncia de casos, outras regides também vém
apresentando crescimento significativo no niimero de notificacdes de loxoscelismo. No
Nordeste, por exemplo, foram registrados 106 acidentes envolvendo aranhas do género

Loxosceles em 2014, nimero que aumentou para 495 em 2024 (Ministério da Satde, 2025).
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Dados recentes indicam que esses acidentes ocorrem tanto em areas rurais quanto urbanas,

sendo comum o atraso na busca por atendimento médico (Amorim et al., 2024).

Tabela 5. Notificacoes de acidentes por Loxosceles ocorridos no Brasil entre 2000 e 2024. O nimero de
notificagdes e obitos ¢ apresentado nas colunas centrais, enquanto a ltima coluna exibe a taxa de letalidade em
percentual (TL%). O total de 6bitos inclui tanto os casos classificados como decorrentes diretamente da condigéo
notificada quanto aqueles atribuidos a complicagdes resultantes do acidente.

Ano Notificacdes Obitos TL%
2007 9356 14 0.15
2008 8088 6 0.07
2009 8533 6 0.07
2010 7971 9 0.11
2011 8121 7 0.08
2012 7542 3 0.04
2013 7870 9 0.11
2014 7263 6 0.08
2015 7885 8 0.10
2016 7474 7 0.09
2017 8112 11 0.13
2018 8665 11 0.12
2019 8906 12 0.13
2020 7236 10 0.14
2021 6541 12 0.18
2022 6778 10 0.14
2023 8895 15 0.17
2024 9657 38 0.39

O aumento no numero de casos de loxoscelismo pode ser consequéncia de
desequilibrios ecoldgicos associados ao desmatamento, a reducdo de predadores naturais, as
mudancas climdticas e a praticas de manejo de pragas agricolas, que podem favorecer o
deslocamento das aranhas para dreas urbanas. Nesse contexto, a degradacdo ambiental, aliada
a elevada capacidade de adaptacdo das aranhas do género Loxosceles ao ambiente urbano, pode
ser apontada como uma das principais causas do crescimento no nimero de acidentes (Singer
etal.,2011).

Partindo dessa perspectiva, Machado e colaboradores (2005) reforgaram a adaptacao
urbana das aranhas-marrons ao reportarem a ocorréncia de trés espécies de Loxosceles (L.
intermedia, L. laeta e L. similis) na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais. Esses achados
evidenciam ndo apenas o estabelecimento de espécies de importdncia médica em areas
densamente povoadas, mas também o risco potencial a populagdo. A coexisténcia de multiplas
espécies de Loxosceles em uma mesma regido sugere que o ambiente urbano oferece condi¢des
ecologicas favoraveis a sua sobrevivéncia e proliferacdo, contribuindo para o aumento da

incidéncia de casos de loxoscelismo (Machado et al., 2005).
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Algumas estratégias vém sendo propostas para o controle bioldgico de aranhas do
género Loxosceles, especialmente em areas urbanas. Entre elas destacam-se a utilizacdo de
predadores naturais, como determinadas espécies de vespas parasitas, passaros insetivoros,
lagartos e até fungos entomopatogénicos, como Beauveria brongniartii (G. Zimmermann,
2007). Medidas de manejo ambiental, como o plantio de vegetacdo que favorega a presenca
desses predadores, também podem contribuir para o controle ecologico. O controle biologico
representa uma alternativa sustentavel ao uso de pesticidas quimicos, promovendo um ambiente
mais equilibrado e saudavel. No entanto, deve ser planejado com cautela a fim de evitar a
introducgdo de organismos que possam se tornar pragas secundarias e comprometer a eficacia e

seguranga da estratégia (Wise, 1993; Roy & Pell, 2000; P. Cardoso et al., 2011).

1.6 Diagnostico e abordagens terapéuticas do loxoscelismo: avangos e

perspectivas

O acidente provocado por Loxosceles ¢ caracterizado por uma picada indolor, cujos
sinais clinicos e sintomas comec¢am a se desenvolver apenas algumas horas apos o incidente
(em geral, entre 2 e 4 horas). Como a picada ¢ praticamente imperceptivel e a aranha raramente
¢ capturada no momento do acidente, o diagnostico e a identificagdo da espécie tornam-se um
desafio. Atualmente, ndo h4d nenhum teste comercialmente disponivel para a confirmacao do
loxoscelismo. Dessa forma, o diagnostico € tipicamente presuntivo, baseado na anélise dos
dados clinicos e epidemiologicos coletados quando o paciente busca atendimento médico,
geralmente entre 12 e 24 horas apos o acidente, periodo no qual as lesdes cutaneas tornam-se
mais evidentes (Isbister et al., 2003; Da Silva et al., 2004; Hogan et al., 2004; Hubbardet et al.,
2011). A condi¢do do paciente costuma ser subestimada e pode ser confundida com infecc¢des
cutineas de origem bacteriana ou viral (Vetter & Isbister, 2008) ou ainda ulceras diabéticas
(Vetter & Isbister, 2008).

No Brasil, o tratamento para envenenamento por Loxosceles inclui a soroterapia com o
soro Anti-Aracnideo (SAAr IV), produzido pelo Instituto Butantan, que neutraliza os venenos
do escorpido Tityus serrulatus e das aranhas Phoneutria nigriventer e Loxosceles intermedia.
Outra alternativa ¢ o soro Anti-Loxoscelico, produzido pelo Centro de Produgdo e Pesquisa de
Imunobiologicos (CPPI), um antiveneno polivalente eficaz contra os venenos de L. laeta, L.
gaucho e L. intermedia. O antiveneno ¢ administrado por via intravenosa, € o nimero de doses
depende da gravidade da condicdo clinica do paciente. Segundo a OMS, a soroterapia € a Ginica

terapia com eficdcia comprovada para o tratamento do envenenamento por Loxosceles.
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Entretanto, em 2024, apenas 13,3% dos casos reportados receberam esse tipo de imunoterapia,
cuja eficacia alcangou sucesso em 87% dos pacientes tratados (Ministério da Saude, 2025).
Como o antiveneno ¢ mais eficaz quando administrado precocemente, atrasos no diagnostico e
inicio do tratamento reduzem significativamente sua efetividade. Além disso, estratégias
alternativas vém sendo utilizadas de forma complementar, incluindo administragdo de dapsona
para modulacdo da resposta inflamatéria, corticosteroides, analgésicos, anti-histaminicos,
excisdo cirurgica, oxigenioterapia e vacuoterapia (VAC) (da Silva et al., 2004; Hogan et al.,
2004; Swanson and Vetter, 2005; Tutrone et al., 2005; Abdulkader et al., 2008; Vetter and
Isbister, 2008; Tambourgi et al., 2010; Andersen ef al., 2011; Hubbard and James, 2011).

Diferentes abordagens vém sendo utilizadas para tratar o loxoscelismo ao redor do
mundo. O desenvolvimento de novas terapias e novas possibilidades de diagndstico vém sendo
abordadas em diferentes grupos de pesquisa. Chatzaki e colaboradores demonstraram que um
anticorpo produzido contra o veneno de L. similis foi capaz de reduzir a ruptura do tecido
conjuntivo ¢ o edema na pele de coelhos, além de promover uma preservagdo parcial de
colageno e fibras reticulares (Chatzaki ef al., 2012). A expressdo de proteinas recombinantes
também pode auxiliar no desenvolvimento de tratamentos especificos; um trabalho publicado
pelo nosso grupo caracterizou parcialmente duas isoformas de Loxtox do veneno de L. similis
que podem ser utilizadas como ferramenta imunologica contra o loxoscelismo: recLoxtox s1A
e recLoxtox s11A (Leal ef al., 2020). A complexidade da membrana basal e da matriz
extracelular contando com diferentes tipos e/ou isoformas de coldgenos, proteoglicanos,
laminina, nidogenio/enanctina e varias outras moléculas (Kalluri, 2003; Kim et al., 2011;
Yurchenco, 2011) sugere que muitos outros alvos para o tratamento especifico de loxoscelismo
podem ser identificados em futuros estudos.

A eficéacia da administragdo topica de tetraciclina em modelos in vivo de loxoscelismo
foi avaliada através da investigagao de potencial como ferramenta terapéutica para o tratamento
de lesdes dermonecroticas. Os resultados do estudo indicaram que a aplicacdo da tetraciclina
cerca de seis horas apds o envenenamento por Loxosceles reduz significativamente a formagao
de lesdes dermonecrdticas, associada a diminui¢do dos niveis de expressdo da metaloprotease
de matriz-2 (MMP-2) e a inibi¢do da atividade de MMP-9, por meio da agdo quelante sobre o
ion Zn?*". Dessa forma, ao inibir metaloproteases envolvidas na degradacdo da matriz
extracelular, a tetraciclina desponta como uma opg¢ao promissora de potencial terapéutico para
o loxoscelismo cutineo (Paixdo-Cavalcante et al., 2007). O grupo de Okamoto avaliou o efeito
da tetraciclina administrada por via intraperitoneal de camundongos no dano renal induzido

pelo veneno de L. intermedia e por uma toxina isolada denominada P1 (AY304471.2). Os



42

resultados indicam que a ativagdo de MMP-2 e MMP-9 estéd envolvida no dano renal causado
pelo envenenamento por Loxosceles, e que a administragdo de tetraciclina exerce efeito protetor
contra esse dano. Esses achados tornam esse antibidtico uma op¢do promissora para o
tratamento do loxoscelismo sistémico (Okamoto ef al., 2017). Considerando ainda a possivel
ocorréncia de infecgdes bacterianas secundarias associadas ao loxoscelismo (Monteiro et al.,
2002; Silvestre et al., 2005) a tetraciclina pode contribuir para o tratamento dessas infecgoes,
devido a sua acao antibiotica.

Uma outra abordagem terapéutica inovadora envolve o uso combinado dos antibidticos
netilmicina (300 mg, via intramuscular, uma vez ao dia) e cefixima (400 mg, via oral, uma vez
ao dia) por um periodo de 10 dias. A netilmicina ¢ um antibidtico aminoglicosideo efetivo
principalmente contra bactérias Gram-negativas, enquanto a cefixima, uma cefalosporina de
terceira geracdo, proporciona cobertura principalmente contra bactérias Gram-positivas.
Pacientes submetidos a esse tratamento relatam significativa melhora na dor local e na
inflamacdo apds cinco dias. Essa estratégia tem se mostrado mais eficaz do que tratamentos
convencionais, que geralmente utilizam apenas uma classe de antibioticos. A combinacdo de
cefixima e netilmicina se apresenta, portanto, como uma ferramenta promissora para o
tratamento das lesdes necroticas decorrentes do loxoscelismo (Giorgio et al., 2025).

Isoformas recombinantes mutadas de Loxtox, isoladas a partir de espécies de Loxosceles
sul-americanas de relevancia médica, tém sido investigadas como potenciais antigenos para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra o loxoscelismo. Um estudo publicado
em 2021 descreveu o desenvolvimento de uma vacina protetora baseada em Loxtox
recombinantes mutadas como antigenos no protocolo de imunizagdo, a qual foi capaz de
prevenir tanto os efeitos letais induzidos pelo veneno total de L. intermedia quanto o surgimento
de lesdes cutaneas decorrentes da acdo dos venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho.
(Polli et al., 2021). A imunizacdo preveniu de forma eficaz a maioria dos edemas provocados
pelos venenos totais, conferindo aproximadamente 90% de prote¢ao em comparagdo ao grupo
controle ndo vacinado. Em relacdo a dermonecrose, a resposta protetora foi observada frente
aos trés venenos avaliados 24 horas ap6s a administragdo, alcangando taxas de protecao de 97%
para L. intermedia, 97,3% para L. laeta e 95,8% para L. gaucho. Adicionalmente, a estratégia
vacinal demonstrou eficacia contra a letalidade induzida pelo veneno de L. intermedia,
reduzindo a mortalidade em cerca de 80% dos camundongos desafiados com o veneno total.

Para os ensaios que avaliaram o desenvolvimento de dermonecrose e edema, os animais
foram desafiados 15 dias apos a ultima etapa de imunizagdo, a qual contou com duas doses de

refor¢o (booster) administradas em um intervalo de 30 dias. J4 os estudos de letalidade foram
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conduzidos 10 dias apds a ultima imuniza¢do. A produg¢do e manutengdo dos anticorpos
neutralizantes foram monitoradas por um periodo de 90 dias ap6s a imunizagao, evidenciando
niveis sustentados durante todo esse intervalo. Descobertas recentes indicam que o numero de
doses de reforco possui impacto mais significativo na neutralizagao efetiva do que a dose do
antigeno utilizada, promovendo reducdo expressiva da dermonecrose, edema, dano renal e
letalidade. Esses resultados destacam o elevado potencial das isoformas recombinantes de
Loxtox como antigenos para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, capazes de
combater tanto as manifestagdes cutaneas quanto sist€émicas associadas ao loxoscelismo (Polli

etal., 2024).

1.7 Manifestagoes clinicas do loxoscelismo com énfase em L. similis

O envenenamento causado por aranhas do género Loxosceles pode manifestar-se sob
formas cutanea, viscerocutanea ou sistémica, variando em gravidade conforme a quantidade de
veneno inoculada, resposta individual do paciente e tempo levado para procurar assisténcia
médica e iniciar a soroterapia. As toxinas presentes no veneno desencadeiam processos
inflamatérios, hemoliticos e necroticos que resultam em lesdes locais e, em casos mais severos,
comprometimentos sistémicos como febre, hemolise e insuficiéncia renal aguda. Nesse
contexto, a Tabela 6 sintetiza as principais manifestacdes clinicas relacionadas ao
envenenamento por diferentes espécies de Loxosceles, complementando a ilustracdo da Figura

7.
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Tabela 6. Manifestacdes clinicas do loxoscelismo. — Resumo das principais manifestagdes clinicas associadas ao

envenenamento por aranhas do género Loxosceles.

CATEGORIA | MANIFESTACOES CLINICAS || DESCRICAO
Lesdo inicial dolorosa com eritema e
. . . descoloragdo violacea, evoluindo para
Cutinea Eritema, edema local, placa livedoide, formacao de placa livedoide, bolha

bolha hemorragica, tilcera necrética

hemorragica e ulceragdo necrotica em
24-72 horas

Sistémico leve

Febre, mal-estar, mialgia, nausea, dor de
cabega, artralgia

Sintomas sistémicos inespecificos que
podem acompanhar lesdo cutinea.

Hemolise intravascular, anemia aguda,

Desencadeada principalmente pelas

Hematolégico |. =~ . C ; Loxtox; pode resultar em anemia
ictericia, hemoglobinuria, leucocitose ..
hemolitica.
o o Obstrucdo dos tubulos renais, reducdo
Proteinuria, hemoglobiniria, Lesdo da filtracdo glomerular e insuficiéncia
Renal
Renal Aguda (LRA) renal aguda
Manifestagdo secundaria a ativacéo
sistémica da cascata de coagulacdo
desencadeada por danos endoteliais e
~ . . liberag¢do exacerbada de mediadores
Coagulacao Intravascular Disseminada ||. . ~
. . . - inflamatérios, resultando em formagao
Coagulopatias ||(CID), trombocitopenia, alteragdo no . . .
~ disseminada de micro-trombos,
tempo de coagulagdo L . 2
consumo plaquetario e disfungao
hemostatica que culminam em
trombocitopenia e alteragdes nos
tempos de coagulagdo
. ~ . . Observado em casos sistémicos
. Hipotenséo, taquicardia, choque ,
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loxoscelismo sistémico severo.

al., 2024.

Fontes

NICHOLSON and NICHOLSON, 1962; Rees, O’Leary and King, 1983; Wasserman and Anderson,
1983; Williams et al., 1995; Qiu et al., 2009; Dias-Lopes et al., 2010; Chatzaki, C. C. Horta, et al.,
2012b; Del Brutto, 2013; Boia-Ferreira et al., 2019; Gremski et al., 2023; Rafaela Silva-Magalhées ef

A lesdo cutanea caracteristica do loxoscelismo inicia-se com uma resposta inflamatoria

aguda, evidenciada por edema localizado no sitio da picada, seguida por intensa infiltracdo de

células inflamatorias, hemorragia dérmica e progressivo dano tecidual (Figura 9). Esse processo

pode evoluir para uma intensa infiltragdo de neutréfilos, acompanhada de hiperemia, edema

acentuado e hemorragia leve, como demonstrado no estudo de Nubia Pereira e colaboradores,

que investigou os mecanismos inflamatorios e de dano tecidual induzidos pelo veneno de L.
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similis. Os resultados evidenciaram que o veneno desencadeia apoptose significativa,
degranulacdo de mastocitos e degradagdo de fibras de colageno implantadas em esponjas,
mimetizando as lesdes dermonecrdticas observadas em casos de envenenamento. Esses achados
reforcam a natureza multifatorial da patogénese do loxoscelismo, destacando o papel do veneno
de L. similis em induzir morte celular, liberacdo de mediadores inflamatorios ¢ destruigcdo da
matriz extracelular, fatores que, em conjunto, contribuem para a severidade da lesdo tecidual
(Pereira et al., 2014). Esses modelos de esponjas implantadas representam uma metodologia
inovadora para o estudo do loxoscelismo, pois permitem mimetizar em camundongos os efeitos
do veneno total e de toxinas isoladas, que, em condi¢des normais, ndo induzem lesdes cutaneas

em resposta ao veneno de Loxosceles.

Figura 9 - Loxoscelismo cutineo - (A) paciente picada na coxa. A lesdo (2 dias ap6s a picada) é caracterizada
por edema e eritema, palidez, areas hemorragicas e formagdo de bolhas com conteudo hemorragico. (B) Paciente
picada na panturrilha, dois dias apds a picada. A lesdo apresenta hematomas serosos que progrediram rapidamente
para conteudo hemorragico e dor com a presenga adicional de erupgdes cutaneas, mialgia e tontura. Vinte dias
apos a picada, o paciente apresentou descamagdo no local da ferida sem formagdo de ulcera. (C e D) paciente
picado na parte interna da coxa. Quatro dias ap0ds a picada (C), danos locais presentes e caracterizados por edema,
eritema, palidez e areas hemorragicas (placa marmoérea). (D) mostra a area necrosada 20 dias apds a picada. Este
¢ um caso de suposto loxoscelismo, uma vez que a aranha nio foi levada para identificagdo (Fonte: (Gremski et
al.,2014).

Um estudo conduzido pelo nosso grupo objetivou investigar os mecanismos de morte
celular (apoptose e necrose) induzidos pelo veneno total de L. similis em fibroblastos dérmicos
humanos primadrios. Os resultados demonstraram que o veneno € capaz de ativar uma via

apoptdtica intrinseca, que se inicia pela acdo da caspase-9 que, subsequentemente, inicia uma
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cascata de ativacdo das caspases efetoras 3, 6 e 7. Uma redugdo significativa da viabilidade
celular foi observada (ECso ~ 40 pg/mL), assim como sinais claros da ocorréncia de apoptose.
A utilizacao de inibidores especificos das caspases 6 ¢ 7 bloquearam parcialmente a apoptose
induzida pelo veneno, confirmando a fun¢do dessas enzimas no processo. Dessa forma, esse
estudo foi capaz de promover uma forte evidéncia de que o veneno de L. similis ¢ capaz de
induzir a morte celular através de um mecanismo de apoptose dependente de caspase (Dantas
etal., 2014).

O loxoscelismo sistémico ¢ caracterizado pela ocorréncia de hemolise intravascular,
agregacao plaquetaria e lesdo renal aguda (Okamoto et al., 2024). A reducio na produgdo de
urina (oliguria) e o escurecimento da mesma, que podem ser uma evidéncia de hemolise
intravascular extensiva, pode resultar em insuficiéncia renal, o que geralmente ¢ a causa
primdria de morte associada ao loxoscelismo (Gremski et al., 2014). A insuficiéncia renal pode
ocorrer devido a hemolise intravascular causada pela ruptura dos gldobulos vermelhos pela a¢ao
das toxinas Loxtox; a hemoglobina liberada nesse processo ¢ filtrada pelos glomérulos e pode
precipitar nos tibulos renais, causando obstrucao do fluxo urinério. Esse processo pode gerar
espécies reativas de oxigénio (ROS), o que causa dano oxidativo ao tecido renal e induz a
necrose tubular aguda. A ocorréncia da hemolise massiva combinada com a obstrucao e dano
oxidativo aos tibulos renais pode levar a uma filtragdo glomerular reduzida, resultando na
insuficiéncia renal.

Evidéncias experimentais ja demonstraram a ocorréncia de necrose tubular aguda
causada pela deposi¢dao de material eosinofilico nos tibulos proximal e distal (Petricevich, et
al., 1998; Luciano ef al., 2004; Okamoto ef al., 2017; Tambourgi); o aparecimento de edema e
a presenca de eritrocitos no espago extracelular também ja foram descritos (Luciano et al.,
2004). Por fim, um estudo recente conduzido por Okamoto e colaboradores demonstrou que o
sistema do complemento pode contribuir para a patologia renal induzida pelo veneno de
Loxosceles. Além disso, os autores sugerem que pacientes com loxoscelismo sist€émico
poderdo, no futuro, se beneficiar de abordagens terapéuticas baseadas no uso de inibidores de
metaloproteases e de componentes do sistema do complemento. No entanto, essa possibilidade
ainda requer validagdo em estudos pré-clinicos e clinicos adicionais. (Okamoto et al., 2024).

A lesdao causada pelo envenenamento por Loxosceles pode resultar ainda em uma
infeccdo secundaria causada por espécies de bactérias anaerodbicas do Género Clostridium,
como C. perfringens e C. septicum, que podem ser encontradas no veneno ou nas presas de
aranhas Loxosceles (Silvestre et al., 2005). Estudos ja demonstraram que a C. perfringens ¢

capaz de produzir cinco toxinas distintas: alfa (a mais toxica e ativa entre elas, que desempenha
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atividade necrdtica, hemolitica e letal), beta, gama, delta e neuranimidase (Hatheway, 1990;
Monteiro et al., 2002). Essa bactéria apresenta ampla distribuigdo na natureza, sendo encontrada
no solo, na agua, em particulas suspensas no ar, em plantas ¢ nas fezes de animais, e seus
esporos podem permanecer viaveis por longos periodos (L., H.D et al., 1991; Murray et al.,

2000; Monteiro et al., 2002).

1.8 O transcriptoma como ferramenta de estudo e o NGS

O transcriptoma corresponde ao conjunto completo de moléculas de RNA produzidas
em uma célula em um determinado momento, refletindo seu estado de desenvolvimento e
condicdo fisiologica especifica (Z. Wang et al., 2009). As principais metas dos estudos de
transcriptoma envolvem o levantamento completo dos tipos de transcritos presentes,
abrangendo mRNAs, RNAs nao codificantes e pequenos RNAs. A partir dessa identificacao, ¢
possivel definir a estrutura transcricional de cada gene, incluindo o local de inicio da
transcri¢do, as extremidades 5’ e 3', os padrdes de splicing e outras modificagdes pos-
transcricionais. Além disso, busca-se quantificar as variagdes nos niveis de expressao de cada
transcrito em diferentes condigdes bioldgicas e estagios de desenvolvimento.

O sequenciamento do RNA (RNA-seq) foi introduzido em 2008 (Holt & Jones, 2008;
Lister et al., 2008; Mortazavi et al., 2008; Nagalakshmi et al., 2008) e tem se tornado cada vez
mais utilizado devido principalmente a diminui¢@o dos custos. O protocolo de RNA-seq inicia-
se com a conversao do RNA em cDNA por meio da reacdo de transcri¢do reversa. Em seguida,
as moléculas de cDNA sdo fragmentadas e recebem adaptadores que possibilitam sua posterior
identificacao (Figura 10A). A biblioteca ¢ entdo carregada em uma célula de fluxo (Figura 10B),
onde os fragmentos hibridizam a sua superficie e sdo amplificados por amplificagdo em ponte,
formando clusters. Cada fragmento ¢ sequenciado em uma plataforma de alto rendimento,
gerando leituras curtas obtidas a partir de uma das extremidades (sequenciamento single-end)
ou de ambas (sequenciamento paired-end) (Figura 10C). Durante o sequenciamento,
nucleotideos marcados com fluorescéncia sdo incorporados, e a célula de fluxo ¢ fotografada
para registro das emissdes de cada cluster. A base inserida ¢ identificada conforme o
comprimento de onda e a intensidade da fluorescéncia. As leituras resultantes podem ser
alinhadas a um genoma de referéncia (Figura 10D) ou, na auséncia deste, reconstruidas por
estratégias de montagem de novo (Figura 10E). O comprimento das reads geralmente varia
entre 30 e 400 pares de bases, dependendo da tecnologia de sequenciamento empregada (Koch

etal.,2018; Z. Wang et al., 2009).
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Figura 10 - Fluxograma do processo de construcio da biblioteca de cDNA e sequenciamento. (A) Preparo da
biblioteca de cDNA por fragmentagdo do DNA gendmico e adi¢do de adaptadores. (B) Amplificagio dos clusters
por hibridizagdo e amplificagdo em ponte na célula de fluxo. (C) Sequenciamento com nucleotideos fluorescentes
e registro optico das emissdes. (D e E) Alinhamento e andlise das leituras em relagdo a um genoma de referéncia

ou por montagem de novo, respectivamente.
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O estudo das glandulas de peconha de L. similis por meio do NGS ja foi anteriormente
aplicado a investigacao das Loxtox (Dantas et al., 2016). Essa tecnologia possibilita uma analise
abrangente do transcriptoma, acelerando a identificagdo de proteinas e peptideos expressos nas
glandulas de veneno. Embora o método de sequenciamento de Sanger também permita a
descoberta de novos genes, sua eficiéncia na detec¢do de transcritos de baixa abundancia ¢
limitada (Quintero-Hernandez et al., 2011). Estratégias complementares de anotacao
funcionam como ferramentas adicionais para revelar esses transcritos menos expressos,
ampliando a compreensao do conteudo molecular do veneno (Yan Kalapothakis & Evanguedes
Kalapothakis, 2021). Assim, este estudo apresenta uma analise do transcriptoma das glandulas
de veneno de L. similis utilizando a abordagem NGS, com o objetivo de identificar proteinas

potencialmente envolvidas nos efeitos toxicos do veneno, além das Loxtox ja descritas.

2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO PROJETO

O envenenamento causado por aranhas do género Loxosceles representa um relevante
problema de satde publica, devido a gravidade das manifestagdes clinicas associadas e a ampla
distribuicao dessas espécies no territorio brasileiro. Entretanto, aspectos relacionados a
composi¢do molecular e aos mecanismos de a¢do do veneno de L. similis permanecem pouco
explorados, limitando o entendimento das bases biologicas do loxoscelismo.

A aplicagdo de tecnologias de NGS constitui uma abordagem robusta para a
caracterizagao global do transcriptoma de tecidos especializados, como a glandula de veneno,
possibilitando a identificacdao de genes expressos € de moléculas Loxtox destacam-se como os
principais agentes responsaveis pelos efeitos dermonecréticos e inflamatorios, embora suas
variagdes estruturais e funcionais ainda ndo estejam completamente esclarecidas.

Dessa forma, o presente estudo justifica-se pela necessidade de aprofundar o
conhecimento sobre o perfil transcriptomico da glandula de veneno de L. similis e avaliar
experimentalmente as atividades bioldgicas de proteinas recombinantes do grupo Loxtox,
contribuindo para o avango na compreensao dos mecanismos moleculares do loxoscelismo e

para o desenvolvimento de futuras aplica¢des nas areas de biotecnologia e saude publica
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizagdo transcriptomica da glandula de veneno de Loxosceles similis
por meio de tecnologias de NGS e investigar as propriedades bioquimicas e bioldgicas de
proteinas recombinantes do grupo Loxtox, visando ampliar o conhecimento sobre os

mecanismos moleculares associados a toxicidade e as respostas fisiopatologicas do

loxoscelismo.

3.2 Obyjetivos especificos

a) Caracterizar o transcriptoma da glandula de veneno de L. similis, identificando
as principais familias de toxinas envolvidas na composi¢ao do veneno;

b) Classificar e analisar os grupos de proteinas putativas quanto a suas fungdes
moleculares, com énfase em enzimas relacionadas a toxicidade, como Loxtox, metaloproteases,

hialuronidases e outros componentes auxiliares;

C) Fazer a busca por sequéncias consenso utilizando o programa PHT-Kappa;
d) Expressao e purificagdo de Loxtox recombinantes;
e) Realizar analises biologicas integradas das toxinas recLoxtox sl A e recLoxtox

s1 1A afim de compreender variagdes estruturais associadas as diferencas de atividade entre as
isoformas, contribuindo assim para o entendimento dos mecanismos moleculares do

envenenamento e de potenciais aplicagdes biotecnologicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta das aranhas e extra¢do do RNA

Foram coletados 35 espécimes de L. similis na “Gruta da Lapinha”, uma gruta turistica
localizada no Parque Estadual do Sumidouro, em Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil (43°57'W,
19°33'S) (Dantas et al., 2016). O local apresenta um ntimero significativo de aranhas, que
podem ser facilmente localizadas através do padrao caracteristico de suas teias, que se
assemelha a algoddo. A coleta foi conduzida sob licencga concedida pelo Instituto Estadual de
Florestas de Minas Gerais (IEF/MG; N° 047.2012).

A identificagdo das aranhas foi realizada principalmente pela analise de caracteristicas
morfoldgicas, sendo analisadas principalmente a presenca de seis olhos agrupados em pares,
corpo em formato de violino e as pernas longas e finas (Gertsch, 1967). A coloragdo observada
¢ predominantemente marrom, sendo possivel a observacdo de colora¢do mais escura e opaca
nos espécimes antes da ecdise.

As glandulas de veneno foram removidas por meio de dissec¢do manual sob
microscopia. Primeiramente, as aranhas foram imobilizadas e anestesiadas por exposicao ao
gelo, para entdo o cefalotorax ser cuidadosamente separado do abdome com o auxilio de pincas
finas e micro tesouras. Uma vez expostas, as glandulas de veneno, que se apresentam como
estruturas alongadas conectadas as queliceras, foram removidas e transferidas para tubos de 1,5
mL no gelo. Foi feito um pool com as glandulas e o RNA total foi extraido com a utilizagdo do
reagente TRI (Sigma-Aldrich, MO, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante. O RNA
purificado foi quantificado através de leitura no fluorometro Qubit 2.0 (Life Technologies, MD,
USA), e armazenado a -80°C até a utilizag@o na constru¢do da biblioteca de cDNA. A qualidade

e integridade do RNA obtido foi avaliada por corrida de eletroforese em gel de agarose 1%.

4.2 Construgdo da biblioteca de cDNA e Sequenciamento de Nova Geragdo

A construcdo da biblioteca de cDNA foi realizada a partir de 1 nug de RNA total,
utilizando o kit TruSeq™ RNA Sample Preparation Kit, V2 (Illumina, CA, USA), seguindo
rigorosamente as recomendacdes do fabricante para garantir a qualidade e a integridade da
preparacdo da biblioteca. Apos a preparagdo, a biblioteca foi quantificada utilizando o kit
KAPA (Illumina®), que permite uma avaliacdo precisa da concentracdo e qualidade do DNA

da biblioteca, assegurando sua adequagao para o sequenciamento.
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O sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) foi conduzido em um sequenciador
automatico do tipo MiSeq (NextSeq 550 System - [llumina®), utilizando o kit MiSeq Reagent
(ver. 3; 300 ciclos — 2 x 150) e adotando a estratégia de leitura paired-end, que proporciona
uma maior precisdo na montagem dos fragmentos. Todos os procedimentos foram realizados

seguindo as orientagdes do fabricante.

4.3 Analise bioinformatica de dados de RNA-Seq e montagem de contigs

Para assegurar a confiabilidade e a consisténcia dos dados utilizados nas analises, foi
realizado um pré-processamento das leituras que envolveu as etapas de trimming, filtragem e
montagem de novo, empregando o sofiware Geneious Prime, versdo 2022.1.1. As leituras brutas
(raw reads) foram submetidas ao corte (trimming) e a filtragem de qualidade, aplicando-se o
parametro Phred > 30, de modo a eliminar sequéncias de baixa qualidade. Os adaptadores
[Nlumina® foram automaticamente removidos durante o processo. Apos essas etapas, foram
retidas aproximadamente 14,3 milhdes de reads de alta qualidade.

A montagem de novo foi executada utilizando um valor de k-mer igual a 24 e um
tamanho de bolha (bubble size) de 150, parametros que favorecem o agrupamento eficiente das
sequéncias em contigs (Y. Kalapothakis et al., 2021). Como resultado, foram obtidos 114.227
contigs, os quais foram empregados nas analises subsequentes.

Os contigs gerados no Geneious foram analisados quanto a similaridade com sequéncias
depositadas em bancos de dados utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool), disponivel em: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. As sequéncias

identificadas foram agrupadas de acordo com os principais componentes do veneno, com base
na comparagao de suas sequéncias de aminoacidos. A sequéncia de aminoécidos foi obtida com

o auxilio da ferramenta Expasy Translat (https://web.expasy.org/translate/) e PHTK.

4.4  Anotagdo e buscas diretas por proteinas de interesse utilizando o software PHT-

KAPPA (PHTK)

Foi conduzida uma busca direcionada por proteinas de interesse a partir de sequéncias

consenso  conhecidas, utilizando a  ferramenta PHTK  (https://phtk-jpbahiazs-

projects.vercel.app/). Para essa andlise, os contigs foram traduzidos nas seis frames de leitura e

foram gerados arquivos no formato FASTA contendo as sequéncias de aminoacidos. No

programa PHTK podemos buscar um padrao tanto em um arquivo de proteina (sequéncias de


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://web.expasy.org/translate/
https://phtk-jpbahiazs-projects.vercel.app/
https://phtk-jpbahiazs-projects.vercel.app/
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aminodcidos) quanto em um arquivo de DNA (sequéncias de nucleotideos). Ao colocar
sequéncias consensos de dominios cataliticos, padrdes de cisteinas ou outros trechos bem
conservados entre oS grupos, novos componentes que possuem esse padrdo podem ser
identificados independente da similaridade do restante da sua sequéncia primaria com toxinas
jé descritas na literatura. Dessa forma, € possivel fazer uma busca e analise manual dos contigs
selecionados. As sequéncias identificadas foram submetidas ao BLASTP e posteriormente
agrupadas conforme o respectivo grupo enzimatico.

A busca ¢ realizada com base na correspondéncia de aminoacidos idénticos entre as
sequéncias, considerando o nimero de residuos que variam entre elas. A Tabela 7 apresenta os
principais grupos investigados e exemplos das respectivas sequéncias consenso utilizadas em
cada busca. Além das sequéncias padrio caracteristicas de cada grupo, previamente descritas
na literatura, também foram incluidas sequéncias identificadas a partir dos alinhamentos
realizados no software MEGA 7 (Kumar et al., 2016) empregando o algoritmo CLUSTAL W
(Thompson et al., 1997).

Tabela 7. Exemplos de padroes utilizados no PHT-KAPPA. A primeira coluna indica o grupo de toxina
analisado, a segunda apresenta o padrdo de sequéncia empregado na busca pelo programa PHTK ¢ a terceira mostra
a sequéncia efetivamente utilizada pelo algoritmo para a detecgdo dos elementos correspondentes.

Grupo de Toxinas Padrio Sequéncia que sera procurada
LD MIL17G MXLXXXXXXXXXXXXXXXXXXG
PCDC PCDC
Metaloproteases HE2H2G2H HExxHxxGxxH
SIM1Y SxMxY
IFPGTKWCG IFPGTKWCG
DLG3DTDXCCRAHDxC DLGxxxDTDxCCRAHDxC
PLA; LTN1SPFTILSCKCDIDFY1C LTNxSPFTxLSCKCDxDFYxC
C20CC CXXXXXXXXXXXXXXXXXxXxXxXCC
C24C2C CXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXCxxC
. . ETHRIL ETHRxL

Toxinas Inseticidas

CRC3C CRCxxxC
Hialuronidase IIDWEAW IIDWEAW

As figuras de alinhamento foram geradas no Geneious Prime 2022.2, considerando um
alinhamento global com matriz de custo BLOSUMG62 que consiste em comparar sequéncias ao
longo de toda a sua extensdo, buscando o melhor pareamento possivel entre todos os seus
residuos. A matriz BLOSUMG62 atribui pontuagdes para substitui¢cdes de aminodcidos com base
em sua similaridade com valores positivos para substituicdes conservadas e negativos para
trocas menos provaveis. No Geneious, esse método permite avaliar o grau de identidade e

similaridade entre proteinas homologas, destacando regides conservadas e divergentes.



54

4.5  Construcdo da Arvore Filogenética

A analise filogenética foi conduzida utilizando o software MEGA versao 12 (Kumar S.,
et al 2016), a partir de sequéncias de aminoacidos representativas de espécies do gé€nero
Loxosceles. Inicialmente, as sequéncias foram alinhadas e a arvore filogenética foi reconstruida
pelo método de Méaxima Verossimilhanga (Maximum Likelihood), empregando o modelo de
substituicdo de aminoacidos Jones—Taylor—Thornton (JTT). A confiabilidade dos
agrupamentos foi avaliada por meio de analise de bootstrap com 1000 réplicas, sendo
colapsados os ramos correspondentes a partigoes reproduzidas em menos de 50% das réplicas.
Os valores de bootstrap, expressos como a porcentagem de arvores nas quais os tdxons
associados se agruparam, foram indicados ao lado dos ramos. As arvores iniciais para a busca
heuristica foram geradas automaticamente pelos algoritmos Neighbor-Joining (NJ) e BioNJ,
com base em uma matriz de distancias pareadas estimadas segundo o modelo JTT, sendo

posteriormente selecionada a topologia com maior valor de log-verossimilhanga.

4.6  Expressdo e Purificagdo das Loxtox s1A e s11A4

Os clones utilizados na etapa de expressao foram desenvolvidos para um trabalho ja
publicado pelo nosso grupo (Leal et al., 2020). Toxinas recombinantes foram projetadas a partir
das sequéncias nucleotidicas que codificam para as regides maduras das proteinas Loxtox sl A
(GenBank: KU891936) e Loxtox s11A (GenBank: KU891960) descritas anteriormente (Dantas
et al., 2016). A sequéncia madura Loxtox slA recombinante (recLoxtox slA) e sl1A
(recLoxtox s11A) recombinantes foram otimizadas e sintetizadas pela GenScript Company e
clonada no vetor de expressao pET11-a com uma sequéncia N-terminal adicional contendo 8
residuos de histidina.

As construgoes recLoxtox s1A e recLoxtox s11A foram eletrotransformadas nas cepas
E. coli BL21 (DE3) e E. coli Origami 2 (DE3), respectivamente. Uma colonia de cada linhagem
foi cultivada em 10 mL de caldo LB com 50 pg/mL de canamicina a 37 °C e 200 rpm por 24 h,
e posteriormente transferida para 1 L do mesmo meio. As culturas foram incubadas sob as
mesmas condigdes até alcangar OD600 de 0,6, quando a expressdo protéica foi induzida com
0,06 mM de IPTG por 4 h.

As células de E. coli foram centrifugadas a 3000 g por 10 minutos a 4 °C e

ressuspendidas em tampao de lise (Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 0,5 M). A lise celular foi realizada
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por sonicacdo para liberar as toxinas recombinantes. Apds a lise, recLoxtox s1A e recLoxtox
s11A foram recuperadas nas fragdes soluvel e insoluvel, respectivamente. A fragdo insoluvel
da recLoxtox s11A foi separada por centrifugacao (3000 g, 10 min, 4 °C) e solubilizada durante
a noite em tampao de ligacao contendo 6 M de uréia.

A purificagdo das proteinas recLoxtox slA e recLoxtox sl1A foi realizada por
cromatografia de afinidade utilizando a coluna HP HisTrap™ 5 mL (GE Healthcare
Lifesciences), conforme protocolo do fabricante. A coluna foi equilibrada e a ligagdo da
amostra conduzida em tampao contendo Tris 50 mM (pH 7,5), NaCl 0,5 M e imidazol 40 mM.
A eluigdo foi realizada com tampao semelhante, porém com imidazol na concentragdo de 0,5
M. Para remocao de sais da recLoxtox s1A, foi realizada dialise em tampao de Tris 50 mM (pH
7,5) e NaCl 0,1 M, com trés trocas de tampao sob agitacdo e refrigeracao. No caso da recLoxtox
sl1A, a uréia 6 M foi gradativamente eliminada por reducdo progressiva da concentragdo
durante as trocas de tampao no processo de dialise (Tris 50 mM (pH 7,5) e NaCl 0,1 M contendo
4M, 2M, 1M e OM de ureia).

4.7  Dosagem de proteinas

A concentragdo proteica das amostras foi determinada empregando o método do acido
bicinconinico (BCA), conforme descrito (Smith et al., 1985), utilizando o kit Bicinchoninic
Acid Kit for Protein Determination (SIGMA-ALDRICH) e seguindo as instrugdes do
fabricante. A curva padrao foi construida com solugdes de albumina de soro bovino (BSA) nas
concentragdes de 200 a 1000 pg/mL. O ensaio baseia-se na redugdo do ion cuprico (Cu?*) pelas
proteinas em meio alcalino, com posterior formacdo de um complexo corado entre 0 Cu?* e o
BCA, cuja intensidade e absorbancia a 562 nm aumentam proporcionalmente a concentracao
de proteina presente na amostra. O produto final apresenta coloragdo roxa estavel, permitindo

quantificagdo precisa por espectrofotometria.

4.8  Eletroforese por SDS-PAGE

As toxinas recombinantes foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), conforme o descrito(Laemmli, 1970).
Aproximadamente 10 pg de proteina, previamente solubilizada em tampao redutor (Tris-HCI
0,5 M, glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol 0,01%, B-mercaptoetanol 10%), foram

aplicadas em géis de poliacrilamida a 12% (espessura de 1 mm). O gel de separacdo (12%) foi
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preparado com acrilamida 30%, bis-acrilamida 0,8%, SDS 10%, persulfato de amonio (PSA)
10%, TEMED (1:2000) e Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8. O gel de concentracdo (4%) consiste em
tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8. As corridas eletroforéticas foram realizadas em sistema Bio-
Rad a 150 V. Apods a eletroforese, os géis foram fixados em solucdo de acido acético 10%,
alcool etilico 25%, corados por 30 minutos com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25% em
metanol 45% e acido acético 9%, e posteriormente descorados solucao de etanol 4,5%, acido

acético 9% para a visualizacdo das bandas.

4.9  Efeitos cutdneos das toxinas recombinantes em coelho

Um coelho da raca Netherland Dwarf (6 semanas, 0,432 kg) foi submetido a tricotomia
na regido proxima a cauda, realizada inicialmente com tesoura para aparar os pelos, seguida da
aplicagdo de creme depilatorio Veet® para peles delicadas, que inclui uma lamina pléstica para
remocao dos pelos. Esse método foi substituiu o uso de ldminas de corte para evitar lesdes na
pele, que ¢ fina e ressecada.

O animal foi entdo utilizado em um teste in vivo para avaliar e comparar a atividade
dermonecrdtica das toxinas recombinantes. Inje¢des intradérmicas de 2,5 pg e 5,0 pg de cada
toxina foram aplicadas, além de uma dose de solugdo salina como controle negativo, totalizando
100 uL por ponto, com o volume das toxinas completado com salina. A Figura 11 ilustra os

pontos de aplicacao das doses.
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Figura 11 — Representacio esquematica dos pontos de aplicagdo das toxinas recombinantes recLoxtox s1A
e recLoxtox s11A. Os circulos vermelhos indicam as regides de aplicagdo de recLoxtox sl A, os circulos azuis
correspondem as aplicagoes de recLoxtox s11A e o circulo verde representa o ponto de aplicag@o da solucao salina
(controle). Circulos maiores correspondem a dose de 5,0 pg, enquanto os menores indicam a dose de 2,5 ug.
CEUA UFMGQ, licenga de ética animal niimero 257/2017.

4.10  Ensaio de toxicidade de recLoxtox s1A e recLoxtox sl11A em insetos (larvas de

Tenebrio molitor)

Larvas gigantes de Tenebrio molitor foram utilizadas para avaliar a toxicidade e
letalidade das toxinas recombinantes recLoxtox slA e recLoxtox sl1A para que fosse
estabelecido um modelo de toxicidade para Loxtox em inseto. As larvas foram adquiridas via
loja Darly I T Stip (CNPJ 37.407.424/0001-85, NF-e n° 000.012.111) e mantidas em terrario
com alimentac¢do ad libitum a base de ragao comercial.

Para os experimentos, foram utilizadas larvas no 10° e 12° estagios, sem lesdes
corporais evidentes e sem sinal de melanizacao (de Souza et al., 2015). As inje¢des foram feitas
entre o segundo e terceiro esternitos visiveis acima das pernas da larva (Lozoya-Pérez et al.,
2021), de forma a evitar que o6rgaos fossem atingidos durante o processo. Apos a inoculagao,
os animais foram mantidos a 37 °C em frascos PET identificados, com a tampa furada e algodao
umido para evitar a desidratacdo. Os animais mortos foram definidos como aqueles de corpo
rigido (irritabilidade ausente) e melanizagdo corporal extensa.

O volume de injecao previamente estabelecido foi 15 pL, compativel com aplica¢ao

segura utilizando seringa de insulina (agulha 30 G). Testes prévios com solucao salina foram
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realizados em grupos de 5 larvas para confirmar que o veiculo e o volume ndo ocasionavam
mortalidade.

Grupos contendo trés larvas foram expostos a doses progressivas nas concentragdes de
3 ng/mL, 6 ng/mL, 12 ng/mL e 24 ng/mL de cada toxina, administradas em volume total de 15
uL por amostra diluida em salina. Em etapas subsequentes, foram testadas doses maiores nas
concentragdes de 1,3 pg/mL, 3,3 pg/mL e 6,6 pg/mL em grupos de 10 larvas. Como controles,
foram utilizados solugao salina, como negativo, e veneno total de L. intermedia (50 pg), como
positivo. As solugdes de recLoxtox s1A, recLoxtox s11A e veneno total foram preparadas em
solugdo salina estéril no dia do experimento e mantidas em gelo até a inoculagao.

Os animais foram observados imediatamente apos a inoculagdo e monitorados duas
vezes ao dia (manha e tarde) durante 7 dias. Foram registrados: tempo para aparecimento de
sinais clinicos (letargia, prostracdo), presenca de melanizagdo, redu¢do da mobilidade e
mortalidade. A defini¢cdo de 6bito seguiu critérios padronizados: rigidez corporal (auséncia de
resposta a estimulos tateis) e melanizagdo extensa. A eutandsia das larvas foi realizada através

de resfriamento e congelamento a -20°C.

4.11 Atividade enzimatica de recLoxtox slA sobre a membrana corioalantoica

(CAM) de ovos de galinha

Considerando o carater altamente vascularizado da membrana corioalantoide (CAM) do
ovo de galinha, foi realizado um ensaio piloto para avaliar a agdo da recLoxtox slA neste
sistema baseando-se em protocolo previamente estabelecido (Nowak-Sliwinska et al., 2014).
Um ovo fértil foi incubado em estufa a 37 °C e umidade em torno de 65% por 10 dias, tempo
em que a CAM se apresenta desenvolvida e acessivel. Antes da manipulagdo, a superficie da
casca foi desinfetada com alcool 70%. No terceiro dia apds a fertilizagdo foi feita uma janela
de cerca de 3mm na superficie da casca em area avascular, para que a pressao interna do ovo
fosse alterada, prevenindo assim a adesdao da CAM a casca. O orificio formado foi tampado
com plastico filme durante todo o experimento, com o intuito de se evitar desidrata¢do e
possiveis infec¢des. No dia 10 apos a fertilizacdo, utilizando uma lamina estéril, a janela criada
na casca do ovo foi aumentada para cerca de 3 cm?.

A aplicacao da toxina foi realizada utilizando seringa de insulina estéril, pela inje¢ao de
20 pg de recLoxtox s1A em um volume total de 20 ul diretamente sobre a superficie da CAM,

evitando grandes vasos. Imediatamente ap6s a aplicacao, a janela foi vedada com filme pléstico,
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e o ovo foi realocado na estufa para monitoramento e posteriores analises dos efeitos

provenientes da acao da recLoxtox s1A.

4.12  Ensaio de agregagdo plaquetaria
4.12.1 Plaquetas Lavadas (PL)

A fim de avaliar o efeito da recLoxtox s1A e recLoxtox s11A sobre a funcao plaquetaria,
foram realizados ensaios de agregagao utilizando sangue humano, de acordo com protocolo
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Ezequiel Dias (CEP, nimero CAAE:
89112225.2.0000.9507, parecer 7.626.236), uma vez que o ensaio foi realizado na FUNED no
Laboratdorio SBVA (Servigo de Bioquimica de Venenos Animais). Amostras de sangue foram
coletadas de voluntarios saudaveis, ndo medicados ha pelo menos 10 dias, em tubos BD
Vacutainer® contendo solugdo acido-citrato-dextrose (ACD). O sangue foi centrifugado a 1300
rotagdes por minuto (rpm) por 15 minutos a 37 °C para obtencdo do plasma. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado pelos voluntarios encontra-se no Anexo
I1.

As plaquetas foram lavadas segundo metodologia adaptada da literatura (Oliveira et al.,
2019; Sanchez et al., 2016). O plasma foi transferido para tubos Falcon de 15 mL, centrifugado
novamente (1300 rpm, 10 min), e os pellets foram ressuspensdidos em tubos de 2 mL contendo
PGE1 0,5uM (1,4 pL. Apds homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm
por 90 segundos a 37 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet dissolvido em tampao Tyrode
pH 6,2, (NaCl 137 mM, NaH2PO4 3 mM, NaHCO3 3 mM, KCl 2,7 mM, Hepes 10 mM, glicose
5,6 mM,) pré-aquecido. Adicionou-se 1,2 uL. de PGE], e a etapa de centrifugacao foi repetida
duas vezes (na segunda, 0,8 pL de PGE1 em 2 mL de plaquetas). Finalmente, os pellets foram
dissolvidos em 750 pL de Tyrode pH 7,4 e reunidos em tubo Falcon de 50 mL.

A contagem de plaquetas foi realizada no equipamento Fully-Auto - Hematology
Analyzer (Mindray). A suspensdo de plaquetas foi ajustada para 2,5%10° plaquetas/uL no
tampao Tyrode pH 7,4 e ativada por adi¢ao de CaCl> 2 mM e MgCl> 1 mM.

O agregdmetro utilizado (AggRam Helena Laboratories, Beaumont, TX, USA) ¢
composto de 8 canais, ¢ um deles era reservado para o controle somente com plaquetas
(“espontanea” = ESP) e outro para o controle das plaquetas na presenga do agonista, sem as
enzimas. Todo o experimento ¢ conduzido a uma temperatura de cerca de 37°C, o tempo de
incubacdo dos agonistas com as plaquetas ¢ de 3 minutos e apds a aplicacdo da enzima o

monitoramento da curva de agregagao ¢ feito por 10 minutos.
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4.12.2 Plasma rico em plaquetas (PRP)

Amostras de sangue foram coletadas de voluntarios saudaveis, ndo medicados ha pelo
menos 10 dias, em tubos BD Vacutainer® contendo solucio acido-citrato-dextrose (ACD). O
sangue foi centrifugado a 800 rpm para que fosse separado o PRP com auxilio de uma pipeta
pasteur em tubos Falcon de 15 mL. Os tubos dos quais o PRP foi separado foram submetidos
a uma segunda centrifugacdo (15 minutos a 3200 rpm) para obtencdo do Plasma Pobre em
Plaquetas (PPP) que seria utilizado como branco no aparelho. O restante do experimento foi

conduzido no agregdmetro conforme detalhado no item anterior.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Construgdo da Biblioteca de cDNA e Sequenciamento NGS

O NGS resultou em um total de 7.188.319 clusters, correspondendo a 14.376.638
leituras brutas (raw reads) obtidas a partir da biblioteca de cDNA construida com 1 pg de RNA
total. Apos a geracao dos dados, as leituras passaram por um processo de trimagem e filtragem
de qualidade, etapas essenciais para remover sequéncias com baixa qualidade de base,
adaptadores residuais e fragmentos curtos, garantindo que apenas leituras de alta qualidade
(13.994.548) fossem utilizadas nas anélises subsequentes.

A montagem de novo foi conduzida no Geneious Prime (versdo 2022.1.1), uma vez que
o genoma de L. similis ainda ndo esta disponivel em bancos de dados publicos, o que inviabiliza
o alinhamento baseado em genoma de referéncia. Essa abordagem permitiu a reconstrucao de
transcritos a partir das leituras limpas, resultando em 114.227 contigs. Para assegurar a
confiabilidade das sequéncias montadas, foram selecionados 40.567 contigs com cobertura
minima de 50%, eliminando fragmentos redundantes e transcritos parcialmente montados. Esse
conjunto final representa os transcritos de maior qualidade e representatividade do
transcriptoma das glandulas de veneno de L. similis, constituindo a base para as analises
funcionais e anotagdo subsequentes. O fluxo de processamento das leituras de RNA-seq esta

ilustrado na Tabela 8.
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Tabela 8 — Fluxo de processamento das leituras de RNA-Seq de L. similis. O sequenciamento gerou 7.188.319
clusters e 14.376.638 leituras brutas (raw reads). Apés trimagem e filtragem de qualidade (remogdo de
adaptadores, bases com Phred >20 ¢ fragmentos >50 pb), foram obtidas 13.994.548 leituras de alta qualidade. A
montagem de novo no Geneious Prime v2022.1.1 resultou em 114.227 contigs, dos quais 40.567 apresentaram
cobertura > 50%, compondo.

Clusters

7.188.319

Raw Reads

14.376.638

Reads trimadas e filtradas

13.994.548

Montagem de novo

114.227

5.2 Anotagdo dos contigs

Os contigs gerados no Geneious foram analisados quanto a similaridade com sequéncias
depositadas em bancos de dados por meio da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). A tradugdo das sequéncias de nucleotideos foi realizada com o auxilio do Expasy
Translate, e as proteinas de interesse foram investigadas a partir de sequéncias consenso
conhecidas, utilizando a ferramenta PHTK. Para essa andlise, os contigs foram traduzidos nos
seis frames de leitura e exportados para arquivos no formato FASTA contendo as sequéncias
de aminoacidos. O PHTK foi empregado para detectar padrdoes conservados de dominios
cataliticos, motivos de cisteinas e outras regides caracteristicas de toxinas, permitindo a
identificagdo de novos componentes mesmo quando a similaridade global com sequéncias
previamente descritas era baixa.

As buscas foram conduzidas considerando identidade minima de 40%, E-value <
1x107*, e a presenga de dominios estruturais compativeis com o sitio catalitico. As sequéncias
identificadas foram posteriormente submetidas ao BLASTP (ferramenta para o alinhamento de
sequencias de aminoacidos) e agrupadas conforme o respectivo grupo enzimatico.

Por meio dessa abordagem integrada, foram identificadas 98 sequéncias putativas de
proteinas Loxtox, reconhecidas como os principais componentes toxicos dos venenos de
Loxosceles. Essas proteinas apresentam motivos conservados relacionados a atividade catalitica

e sdo responsaveis por parte significativa dos efeitos dermonecrdticos observados nos
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envenenamentos. Além das Loxtox, foram identificadas 71 sequéncias putativas de
metaloproteases contendo os motivos conservados de ligacdo ao zinco e a estrutura “met-turn”,
ambos essenciais para a atividade catalitica dessas enzimas. Também foram detectadas
sequéncias Unicas correspondentes a hialuronidase, fosfolipase A: e serinoprotease,
representando diferentes classes de enzimas potencialmente envolvidas na degradacao de
componentes extracelulares e na disseminacdo das toxinas.

Adicionalmente, foram identificadas duas sequéncias associadas a toxinas alergénicas,
possivelmente relacionadas a respostas imunogénicas, e 17 sequéncias compativeis com
peptideos inseticidas, caracterizadas por tamanhos reduzidos e motivos conservados tipicos
dessa classe de moléculas. Outras 26 sequéncias apresentaram similaridade parcial com toxinas
descritas em venenos de diferentes organismos, mas sem definicdo clara quanto a fungdo
bioldgica, o que indica a necessidade de andlises complementares para confirmagdo de suas
atividades.

Por fim, 264 sequéncias ndo apresentaram similaridade significativa com proteinas
conhecidas em bancos de dados publicos, sendo classificadas como “no matches”. Essas
sequéncias podem representar genes novos ou pouco anotados expressos nas glandulas de
veneno de Loxosceles. Para sustentar essa classificacdo, foram selecionadas algumas dessas
sequéncias para andlise manual, observando-se que, embora apresentem tamanho compativel
com possiveis transcritos codificantes, padroes de cisteinas e auséncia de dominios funcionais
reconheciveis, ndo exibem similaridade significativa em buscas através do BLAST,

corroborando sua inclusdo na categoria “no matches” (Tabela 9).
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Tabela 9 — Total de sequencias putativas identificadas no transcriptoma de L. similis. A primeira coluna
apresenta as familias de toxinas identificadas, enquanto a segunda coluna indica o numero total de sequéncias
detectadas pelas andlises baseadas em homologia e pelas buscas guiadas por motivos conservados utilizando o
programa PHTK. O conjunto de dados abrange os principais componentes do veneno, como proteinas Loxtox e
metaloproteases, além proteinas alergénicas, peptideos inseticidas, outras toxinas e no matches, evidenciando tanto

constituintes conhecidos quanto potenciais novas moléculas do veneno.

Familia N° sequéncias putativas
Loxtox 98
Metaloprotease 71
Hialuronidase 1
Fosfolipase A2 1
Toxinas alergenicas 2
Serinoproteases 1
Peptideos inseticidas 17
Outras toxinas 26
No Matches 264

Essa analise revelou um conjunto diversificado de transcritos associados a produgdo de
toxinas e enzimas com potencial papel na toxicidade. A identificacao de 98 sequéncias putativas
de Loxtox confirma a predominancia desse grupo no veneno. As 71 metaloproteases detectadas,
com motivos conservados de ligacdo ao zinco e estrutura met-turn, indicam a presenca de
enzimas ativas envolvidas na degradacao tecidual e na amplificacdo da lesdo local e sugerem
grande importancia dessa familia de enzimas para a toxicidade do veneno de L. similis. De
forma complementar, as sequéncias Unicas de hialuronidase, fosfolipase Az e serinoprotease
apontam para a participagdo de enzimas acessorias na difusdo e potencializacdo dos efeitos
toxicos.

A deteccao de toxinas alergénicas e peptideos inseticidas evidencia a complexidade
funcional do veneno e sugere que, além de moléculas com potencial toxico em mamiferos, L.
similis produz componentes com possivel papel em defesa ou predagdo. Ja as 26 sequéncias de
similaridade com grupos menos estudados representam candidatos promissores a novas toxinas,
cuja caracterizacdo funcional requer andlises adicionais. Por fim, foi um achado expressivo a
presenca de 264 sequéncias sem similaridade com proteinas conhecidas (“no matches”),
indicando a existéncia de um reservatorio genético inexplorado. Essas sequéncias podem
representar novos genes especificos da espécie ou transcritos pouco conservados, reforcando a

diversidade molecular do veneno e a importancia de estudos transcriptdmicos nesse contexto.
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De modo geral, a abordagem combinada utilizando BLAST, Expasy Translate e PHTK
mostrou-se eficiente para identificar tanto toxinas conhecidas quanto moléculas inéditas,
revelando que o veneno de L. similis € um sistema molecularmente complexo, com potencial

biotecnologico e relevancia para o entendimento evolutivo do género Loxosceles.

5.3 Alinhamentos
5.3.1 Familia Loxtox

Além das sequéncias ja identificadas anteriormente pelo nosso grupo (Dantas et al.,
2016) e indicadas no Anexo I, quatro novas sequéncias da familia Loxtox foram detectadas,
sendo duas pertencentes ao grupo s1 (Loxtox s1H e Loxtox s1I) e duas relacionadas ao grupo
sl1 (Loxtox s11G e Loxtox s11H). Adicionalmente, foi encontrada a sequéncia completa da
Loxtox s1F abordada de forma parcial do trabalho de Dantas.

Os alinhamentos conduzidos pelo BLASTP ¢ MEGA 12, considerando o algoritmo
Clustal W, permitiu agrupar as sequéncias putativas de Loxtox encontradas com aquelas ja
determinadas nos grupos s1, s2, s3, s4, s5, 56, 57, 88, 59, 510, s11 e s12, baseando na similaridade
entre os seus aminoacidos. Apos identificar e confirmar o grupo ao qual pertenciam, as novas
Loxtox foram nomeadas seguindo a logica previamente estabelecida (E. Kalapothakis et al.,
2007): Loxtox + grupo + letra sequencial.

A Tabela 10 representa as sequencias identificadas e as informagdes obtidas por
BLASTP, incluindo a classificacdo, E-value, similaridade (SIMIL.), identidade (ID) e Query
cover (QC). Para as sequencias parciais encontradas, apenas aquelas contendo pelo menos 150
aminoacidos foram consideradas para este trabalho, visto que as Loxtox apresentam geralmente
cerca de 300 aminoacidos em suas sequencias.

O peptideo sinal, determinado pela ferramenta SIGNAL IP 6.0 (disponivel em:
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/) e que se destaca sublinhado na Tabela
10, possui a sequéncia deduzida: MXLXXXXXXXXXXXXXXXXXG, comum a todas as

sequéncias de Loxtox analisadas. Adicionalmente, o motivo caracteristico do /oop catalitico
(PCDC), descrito para as Loxtox de L. intermedia (E. Kalapothakis et al., 2007), encontra-se
destacado em vermelho. As histidinas e o triptofano envolvidos na atividade catalitica dessas
enzimas foram identificados e destacados em verde, enquanto o sitio de ligagdo do Mg** esta

indicado em amarelo.


https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
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Tabela 10 — Sequéncia primaria e caracteristicas conservadas de novos membros da familia Loxtox. O
peptideo sinal, identificado pela ferramenta Signal IP 6.0, estd sublinhado, ¢ os aminoacidos identicos estdo
destacados em negrito. Os aminoacidos do /oop catalitico estdo destacados em vermelho (-PCDC). As histidinas
e o triptofano envolvidos na catalise dessas enzimas estdo marcados em verde, enquanto o sitio de ligacdo ao Mg?*
estd destacado em amarelo. O primeiro aminoacido da sequéncia madura destaca-se em azul ciano. Para os
resultados dos alinhamentos, em afiliagao (P) corresponde a sequéncia completa de aminoacidos com o peptideo
sinal; (M) corresponde & proteina madura. As colunas a direita apresentam a similaridade (SIMIL.) identidade
percentual (ID) e a cobertura do alinhamento (QC).

SEQUENCIA DE AMINOACIDOS | AFILIACAO % Ai UE SIMIL. | ID | QC
MLLHIALILSCWSALSEGNOTNVGERAYKRRPI g))xtox SlA
WIMGHMVNSIAQIDEFVNLGSNSIETDVSFDKK (ANY30960.1)
ANPEYTYHGIBBBBGRNCLRWEYFNEFLKGLRK Loxosceles simili 0.0 91% 852 | 4o0,
ATTPGNSKYHKKLILVVFDLKTGSLYDDQAHVA | OX0SCees Sumiis : o 5% °
GTKLADNLLQHYWNNGNNGGKAYIILSIPNTKH
YKLIKGFKETLKNEGHEKLLKKVGYDFSGNDNI
TDIQKTYKKAGVTGHVWQSDGITNCLLRGETRV
NAAVAKRDSADEFINKVYYRTVDRRATTRKSLD | (M)
AKVDGIMTNYPDVIADVLNEDAYKKNFRVATYR %:iyt%ﬁsgl(g N 00 o1 862 | g0,
. . 0 o
PRFIITEEN Loxosceles similis 7%
MLLNVALILSCWSALSEGVQIDVEERADKRWPI | (P)
WIMGHMVNGISQIDEFVNLGSNSIETDVAFDSQ | Loxtox s1B
ANPEFTSHGVEBBBGRNCLKKEKIADFLKALRS | (ANY30961.1) 0.0 90% 85% | 100%
ATTPGESKYHDKLILVMFDLKTKTLYDNQAYDA | Loxosceles similis
GKNLAKNLLQYYWKNGNNDGRAYIILSIPNLNH
YKLITGFQQKLKDKGHEELLDKIGYDFSGNDDI
SDVOKTYNKVGVTGHVWQSDGITNCLPRGLSRV | (M)
KAAVANRDSGSGIINKVYYWTVDKRATTRGALD | Loxtox sIB
AKVDGIMTNYPDVIADVLNEDAYKNKFRVATYE | (ANY30961.1) 0.0 90% 8650/2 99%
DNPWETFKE Loxosceles similis 0
(P)
Loxtox_slA 91.0
MLLHIALILGCWSALSEGBQTEVGERADKRRPI | (ANY30960.1) 7e” 92% go, | 94%
WIMGHMVNSLAQIDEFVNLGSNSIETDVSFDKQ | Loxosceles similis
ANPEYTYHGIBBBBGRSCTHSTNFNDFLKGLRK
ATTPGDSKYHEKLILVVFDLKTGSLYDNQAYDA
GTKLAKXXSPTLLEQWOOWWKSIHNTIHTKPEP | (M)
L Loxtox_slA 3T 91% 89.6 93%
(ANY30960.1) 3%
Loxosceles similis
(P)
MLLSAVIFFIGSAVVFQNVNGYVEERADNRKPI | Loxtox sl1D
WDIAIMVNDLKLVDEYLDDGANALELDVAFKKD (ANY30987..1). _ 00 87.17% 87% | 100%
GTAERMYHGVEBBEFRNCKRTEEFTKYMDYIRE | Loxosceles similis
LTTPGNSKFRSQLIMLIMDLKLKRIKPNIAYAA
GNSVAEKLLSSYWQNGKSGARAYIVLSLETITR
PDFIKGFKDAIIKSKHEELFEKIGWDFSGNEDL
GDIRRMYQRYGIEDHIWQGDGITNCVMRGDYRL
KEAMKKKNDPDYKYTLKVYT@SIDKKSSTRHAL | (M)
RLGVDAVMTNYPARVKSILQEKEFSGSHRMATY | LoxtoxsllD
DDNPWOK (ANY30987.1) 0.0 89.36% | 89% | 100%
Loxosceles similis
(P) Loxtox_s11C
MWLSAVLSFLELAVVYQVVNGHVEERADSRKPI | (ANY30986.1) 954
WDIAHMVNDLELVDEYLGDGANGLELDVAFTKD | Loxosceles similis 81 95% v, | 98%
GTAEKMYHGIBEBBBFRSCKRTEEFTKYMDYIRQ ?
LTTPGNAKFRSELIMLIMDLKLKDIEPNVAYAA
GKSVAEKLLSSYWLNGESGARAYIVLSLETITR | (M) Loxtox_sl11C
PDFINGFKDAIYKSGHDELFEKXRLGFLWQRGL | (ANY30986.1) i 04% 94.9 | oeo.
GRHP Loxosceles similis ¢ 0 2% 0



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30963.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VKKP2E8Y013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30963.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VKKP2E8Y013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30961.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VKK9YE1C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30961.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VKK9YE1C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30960.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VSJBS8BB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30960.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VSJBS8BB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30987.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VKJJFJB401N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30987.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VKJJFJB401N
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As novas sequéncias identificadas foram alinhadas com aquelas pertencentes a0 mesmo
grupo e previamente depositadas em bancos de dados publicos, a fim de avaliar o grau de
conservagao estrutural e funcional entre os membros da familia Loxtox. O alinhamento foi
conduzido no Geneious Prime 2022.2, considerando um alinhamento global com matriz de
custo BLOSUMG62, e ¢ apresentado na Figura 12. As regides totalmente conservadas (100% de
identidade) estdo representadas em azul escuro, aquelas com 80-99% de conservagdo em azul
claro, e os residuos com 60—79% de similaridade em lilas. As posi¢des ndo destacadas indicam
conservagao inferior a 60%. Observa-se que os residuos cataliticos caracteristicos dessa familia
de enzimas permanecem altamente conservados, indicando manutengdo da estrutura funcional
essencial para a atividade enzimdtica. O loop catalitico (P7’C"®*D’?C®’) encontra-se destacado
em vermelho, enquanto as histidinas (H*® e H’*) e o triptofano (W?°°), diretamente envolvidos
no processo catalitico, estdo indicados com setas verdes. O sitio de ligacdo ao ion Mg*,
fundamental para a estabilidade e atividade da enzima, é indicado em amarelo (E°*X>’D%). A
numera¢do dos aminodcidos nesse caso foi realizada com base na posi¢do dos residuos na

sequéncia da Loxtox s1A.
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a0 destacadas indicam

conservagdo <60%. O peptideo sinal esta delimitado por retingulo preto. O loop catalitico (P7’C"D7°C?) aparece

em vermelho, as histidinas (H*®, H’*) e o triptofano (W?>) estdo marcados com setas verdes (

, regioes

), e o sitio de
, € as 60-79% em

inios e regides

r

O loop catalitico com

7

as; arcéas n

7

as histidinas e triptofano correspondem a

b

do grupo s1A das Loxtox. Regides 100% conservadas est

éncias

do coloridas apresentam conservacdo abaixo de 60%.

DNPWKTEF KIS
O alinhamento apresentado na Figura 13, numerado de acordo com os residuos de

_parcial
as; areas n

sTF*

s1G

sTH*®
s1l_parcial*

s1E

H*, H™, e W2 ¢ sdo apontados por setas verdes e, por fim, o sitio de ligacio ao Mg?*
(E*X>°D%). Os aminoacidos do alinhamento estdo numerados de acordo com a sequéncia da

ligagdo ao Mg?" (E*¥X>°D®) estd em amarelo. Os asteriscos (*) indicam as sequéncias elucidadas neste trabalho.
caracteristicos da familia Loxtox. Conforme estabelecido no alinhamento anterior

aminoacidos da sequéncia da Loxtox s11A, indica a presen¢a dos mesmos dom
100% idénticas estdo em azul escuro, as 80-99% conservadas em azul claro

em azul escuro, aquelas com 80-99% em azul claro e com 60-79% em lil
lil

destaque em vermelho corresponde a P78C"D#C8!

Figura 12 — Alinhamento miiltiplo de sequ
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Loxtos s11A e esses resultados reforgam a conservacao dos elementos estruturais criticos das
Loxtox, sugerindo que as novas sequéncias identificadas mantém o potencial funcional tipico

dessa familia de toxinas.

30 ‘ 40 50 60
s11A N
s11B MERADSRKP IWD |AHMVNDLELVDEYLI[S N
s11C N
s11D ERADSRKP IWD IAHMVNDLELVDEYLIE
s11E_parcial IKRADSRKP ITWD | AHESVND L ELVDEY |I[E
s11F_parcial VANSENEINE DR R P | WNVAHMVNEIL RESIVDRIY | [
s11G* N RADNRKEP DI1AH ND LK D ) AN D
s11H_parcial* ERADSRKP IWDIAHMVNDLELVDEYL[EDGAN|
a0 100 110 T2
s11A JIEE G CPRSEEFTKYMDY IRQLTTPGNIGKFRISOL IMLIMDLK LK]
s11B DEE G CRIRSEEFTKYMDY IROLTTPGNIJKFRSOL IMLIMDLK LK
s11C Fll [€] CBRTEEFTKYMDY IRQLTTPGNENKFRSEL IMLIMDLEKLEK
s11D FRIK RTEEFTKYMDYIROLTTPGNEIKFRSEL IMLIMDLKLK]
s11E_parcial AT G C
s11F_parcial FIBIR D G MKRAEINIFRIRY INYVROL TTPGNIIKFRISSIL Y L LEHL D LK VIS
s11G* [FISKDGT G CBMRTEEFTKYMDY IRELTTPGNEKFRSOL IMLIMDLKLK]
s11H_parcial* K DG T G CHMRITEEFTKYMDY IRQLITTPGNINKFRSEL IMLIMDLKLK]
130 140 150 160 170 180
s11A €] | EPNVAYAAGKISVAEKLLSSYWBINGKSGARAY IVLSIETITRPDF IBMGFRDA | QNS GHE F|
s11B €] | EFPNVAYAAGSVAEKLLSSYWMINGKSGARAY IVLSLETITRPDF IIMGFRDA | NWNSGHEE
s11C B I EPNVAYAAGKISVAEKL LSSYWIMNGE SGARAY TVL SILETITRPDF IIMGFKDA |
s11D Bl | EPNVAYAAGKISVAEKLLSSYWIMNGESGARAY IVLSLETITRPDF IINGFKDA INMGISGHD E
s11E_parcial
s11F _parcial GIls ARA KEITEE A
s11G* NI KPNIAYAAGIISVAEKLLSSYWRINGKSGARAY IVLSLETITRPDF IRMGFKDA INIGSEYHE E
s11H_parcial* Bl EPNVAYAAGIRSYVAEKLLSSYWIMNGESGARAY IVLSLET | TRPDFEINMGEKDA RN
190 200 210 220 230 240

s11A
s11B JRGDYRLKEALKKKNDPDYK]
s11C [LFEKIGWDFSGNEDLGDIRRMYQOYGIEDHIWQGDG | TNC IMNRGDYRLKEALKKKNDPD YK]
s11D L FEKIGWDFSGNEDLGDIRRMYOKYG IMDHIWOGDGI TNCLIBRGDYRLKEAMKKKNDPDYK]
s11E_parcial
s11F_parcial
s11G* LFEKITGWDF NEDLGDIRRMYQRYGIEDHIWOGDGI|I INCVIMRGDYRLKEAMKKKNDPD Y K]
s11H_parcial* XRLGELWQRGINERHP

250 260 270 280 290 300 304
sT1A PWOQK
s11B PWQK
s11¢ SSTRHALRLGVDAIMINYP PWQK
s11D YTLKVYTWS IDKIESSIRNALINI GVDAVMTNYPESIVKS I L OFESEFSGTHRMATYDDIMPWEK
s11E_parcial
s11F_parcial
s11G* YT LKVYTWS IDKISSS IRHALRLGVDAVMTNY PENRVKS | LQEMEFSGSHRMATYDDIMPWOK]
s11H_parcial*

Figura 13. Alinhamento miltiplo de sequéncias do grupo s11A das Loxtox. Regides 100% conservadas estdo
em azul escuro, aquelas com 80-99% em azul claro e com 60-79% em lilas; areas ndao destacadas indicam
conservagdo <60%. O peptideo sinal estd delimitado por retingulo preto. O loop catalitico (P7’C"D7°C?) aparece
destacado em vermelho, as histidinas (H*, H) e o triptofano (W>%%) estdo marcados com setas verdes ({}), ¢ 0
sitio de ligagdo ao Mg*" (E**X>D) estd indicado em amarelo. Os asteriscos (*) indicam as sequéncias elucidadas
neste trabalho.

Para complementar as analises de alinhamento, foram construidas as matrizes de
similaridade correspondentes a cada grupo de sequéncias (Tabelas 11 e 12). Essas matrizes
permitem quantificar o grau de identidade e divergéncia entre as sequéncias analisadas,
fornecendo uma representacao visual da proximidade evolutiva e funcional entre os diferentes
membros da familia Loxtox. A constru¢do dessas matrizes ¢ fundamental para identificar niveis
de conservagdo intra e intergrupos, evidenciando possiveis subgrupos de toxinas com fung¢des
ou especificidades distintas. Valores elevados de identidade indicam forte conservagao

estrutural, sugerindo manutencdo de propriedades cataliticas semelhantes, enquanto
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divergéncias pontuais podem refletir mutagdes adaptativas relacionadas a varia¢do de substrato
ou a modulagdo da atividade enzimatica. Dessa forma, as matrizes de alinhamento constituem
uma ferramenta essencial para inferir relagcdes evolutivas e delimitar a diversidade molecular

dentro da familia de toxinas analisada.

Tabela 11. Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequéncias pertencentes ao grupo s1 de Loxtox. A
figura foi construida por meio do agrupamento de similaridade utilizando o programa Geneious Prime (versao
2022.2). As porcentagens de identidade entre as sequéncias estdo indicadas na matriz.

s1A s1B s1C s1D s1E s1F s1G s1H s11

s1A 95,42 88,24 90,85 80,56 85,25 81,67 83,33 91,08
s1B 95,42 92,81 89,22 80,21 82,95 93,33 84,97 85,99
s1C 88,24 92,81 87,58 79,24 82,95 98,33 82,68 83,33
s1D 90,85 89,22 87,58 78,82 85,25 78,33 82,35 86,96
s1E 80,56 80,21 79,24 78,82 77,43 78,33 79,17 72,61
s1F 85,25 82,95 82,95 85,25 77,43 82,76 76,72 86,86
s1G 81,67 93,33 98,33 78,33 78,33 82,76 73,33 81,67
s1H 83,33 84,97 82,68 82,35 79,17 76,72 73,33 70,70
sll 91,08 85,99 76,43 86,96 72,61 86,86 81,67 70,70

Tabela 12. Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequéncias pertencentes ao grupo s11 de Loxtox.
A figura foi construida por meio do agrupamento de similaridade utilizando o programa Geneious Prime (versao
2022.2). As porcentagens de identidade entre as sequéncias estdo indicadas na matriz.

s11A s11B s11C s11D s11E s11F s11G s11H
s11A 99.34 89.47 84.87 85.33 59.09 86.51 79.90
s11B 99.34 90.13 85.20 85.33 59.09 86.84 80.40
s11C 89.47 90.13 95.07 88.89 56.88 86.84 95.48
s11D 84.87 85.20 95.07 88.89 56.88 87.17 95.48
s11E 85.33 85.33 88.89 88.89 57.97 87.01 88.89
s11F 59.09 59.09 56.88 56.88 57.97 55.05 56.88
s11G 86.51 86.84 86.84 87.17 87.01 55.05 80.90
s11H 79.90 80.40 95.48 95.48 88.89 56.88 80.90
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5.3.2 Fosfolipase A>

Pela primeira vez na literatura, uma sequéncia apresentando similaridade com o grupo
das Fosfolipases de Classe A> (PLA») foi encontrada entre os transcritos da glandula de veneno
de L. similis e designada LsPLA»-1 (Figura 14), onde “Ls” se refere a L. similis, “PLA>” a
Fosfolipase Az e o sufixo “-1” indica que essa ¢ a primeira sequéncia desta familia de enzimas
identificada nessa espécie. A LsPLA»-1 ¢ uma proteina de alto peso molecular (~33kDa) e pl
de 794, de acordko com o EXPASY  ProtParam  (disponivel em:

https://web.expasy.org/protparam/), com possivel atividade enzimatica na degradacdo de

componentes da matriz extracelular.

atg gtg gtg cgc gat tat acc att gtg tgc tgg gtg ctg ctg ctg ttt ctg ctg ttt aac

1 M v v R D Y T I v © w v L L L F L L F N
gtg agc gat ggc aaa aaa cgc gat aaa gtg ttt att ctg cag aaa gaa aac ccg gat cat
21 v S D G K K R D K v F I L Q K E N P D H
ccg aaa ccg aaa ctg ctg gtg gtg acc tgg agc agc gaa aaa gaa ggc gat ttt ggc ggc
41 P K P K L L v v T w S S E K E G D F G G

tgc gaa ttt ttt gat gat cag aac ctg att gat gaa gtg ctg agc agc gcg agc gat agc
61 (] E F F D D Q N L I D E v L S S A S D S
gaa att cag acc acc agc gaa gaa gaa atg gaa gat ctg ctg gaa gat tgc acc cag gtg
81 E I Q T T S E E E M E D L L E D (] T Q v
agc ctg cgc aaa aaa cgc cag gtg tat ttt cag tat ccg ggc gtg ccg aac ttt aac gat
101 S L R K K R Q v Y F Q Y P G v P N F N D
cgc gcg cag agc acc aac ctg cgc cgc cgc agc ggc aaa cag cgc cgc agc gaa agc acc
121 R A Q S T N L R R R S G K Q R R S E S T
acc aaa agc acc acc gaa agc aac ctg gaa atg gaa ggc ccg aaa cag gaa gcg gcg acc
141 T K S T T E S N L E M E G P K Q E A A T
gaa ggc tat gat ggc tgg aac gtg att ttt ccg ggc acc aaa tgg tgc ggc gcg ggc gat
161 E G Y D G W N v I F P G T K W C] G A G D
att gcg aaa aac tat gat gat ctg ggc ctg cat gaa gat acc gat aaa tgc tgc cgc gcg
181 I A K N Y D D L G L H E D T D K (] Cc R A
cat gat ctg tgc aac gat acc ctg gcg ccg ggc gcg acc cgc aac aac ctg acc aac aac
201 H D L (] N D T L A P G A T R N N L T N N
agc ccg ttt acc aaa ctg agc tgc aaa tgc gat cag gat ttt tat aac tgc ctg gat cgc
221 S P F T K L S Cc K C] D Q D F Y N (] L D R
gtg aac agc att att agc aac aaa att ggc aac gtg tat ttt aac gtg ctg cgc cgc gat
241 v N S I I S N K I G N v Y F N v L R R D
tgc tat gaa ctg gat tat ccg ctg acc aaa aaa tgc aaa acc ttt cgc agc ctg ctg aaa
261 (] Y E L D Y P L T K K c] K T F R S L L K
att acc tgc aaa gaa tat gcg cgc aac acc aaa gcg ccg aaa gtg tat cag tgg aaa agc
281 I T C] K E Y A R N T K A P K v Y Q W K S
gcg aaa gtg tat aaa aaa ctg ccg ttt ccg ggc ccg att acc gtg acc ctg ccg ttt
301 A K v Y K K L P F P G P I T v T L P F

Figura 14 - Sequéncia de cDNA e aminoacidos da LsPLA2-1. As sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos
deduzida da LsPLA2-1 (GenBank PX396025) sdo apresentadas. Na sequéncia proteica, o peptideo sinal predito
pela ferramenta SignallP 5.0 esta destacado em cinza. A lisina (K) em ciano indica o primeiro aminoacido da
proteina madura, composta por 295 aminoacidos.

A sequéncia referente a LsPLA>-1 também esta indicada na Tabela 13, onde sdo
destacados o peptideo sinal e os residuos de cisteina do sitio catalitico (Krayem & Gargouri,

2020) predito pelo Inter Pro (disponivel em: https://www.ebi.ac.uk/interpro/), assim como sua

afiliagdo relacionada a sequéncia primaria e proteina madura. Sequencias similares ja foram

reportadas em andlises transcriptomicas de outras espécies de aranhas, como Pamphobeteus


https://web.expasy.org/protparam/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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verdolaga (Estrada-Gomez, Vargas-Mufioz, Latorre, et al., 2021) and Phoneutria boliviensis

(Estrada-Gomez et al., 2015).

Tabela 13 — Similaridade da sequéncia LsPLA>-1 com proteinas homélogas identificadas por meio do
BLASTP. O peptideo sinal, predito pela ferramenta SignalP 5.0, esta sublinhado, e o primeiro aminoacido da
proteina madura ¢ indicado em azul ciano. As doze cisteinas estdo destacadas em amarelo, sendo dez localizadas
dentro do dominio catalitico e destacadas em negrito. O sitio catalitico, conforme anotagdo do InterPro, esta
realcado em vermelho. As colunas finais apresentam a identidade de sequéncia (ID) e a cobertura da consulta (QC)

em relagdo as proteinas de referéncia. P indica a sequéncia primaria e M indica a proteina madura.

LsPLA>

SEQUENCIA DE AMINOACIDOS AFILIACAO E-VALUE | SIMIL. D QC

(P)
MVVRDYTIVCWVLLLFLLENVSDGKKRDKVFILQ | Phospholipase Ax-
KENPDHPKPKLLVVIWSSEKEGDFGGCEFFDDON | like

LIDEVLSSASDSEIQTTSEEEMEDLLEDCTQVSL | (KFM82483.1) 9ell? 64% 49.72% | 9%
RKKRQVYFQYPGVPNFNDRAQSTNLRRRSGKQRR | Stegodyphus

SESTTKSTTESNLEMEGPKQEAATEGYDGWNVIF | mimosarum

PGTKWCGAGDIAKNYDDLGLHEDTHECCHEEBEC | (M)

NDTLAPGATRNNLTNNSPFTKLSCKCDODFYNCL | Phospholipase Aa-
DRVNSIISNKIGNVYFNVLRRDCYELDYPLTKKC | like LT3 Y 52.66% 99%
KTFRSLLKITCKEYARNTKAPKVYQWKSAKVYKK | (KFM82483.1) ¢ ° DD 70 °

LPFPGPITVTLPF Stegodyphus

mimosarum

As PLA,, também conhecidas como fosfatidilcolina-2-acil hidrolase, pertencem a uma
superfamilia de enzimas encontradas em varios organismos, incluindo vertebrados e
invertebrados (IvanuSec et al., 2022; Muntean & Florea, 2025). Essa superfamilia ¢
classificada em 15 grupos distintos, organizados em cinco tipos principais PLA> secretadas
(sPLA2), PLA; citosolicas (cPLA>), PLA; independentes de calcio (iPLA»), platelet-activating
factor acetylhydrolase Fator acetil-hidrolase ativador de plaquetas (PAF-AH) e PLA>
lisossomal (M. Murakami et al., 2020). Os venenos de animais podem apresentar em sua
composi¢do as SPLA», que sdo, por sua vez, subdivididas em 16 subgrupos: 1A, IB, IIA, 1IB,
IIC, IID, IIE, IIF, II1, V, X, XIIA, XIIB, XIII, XIV, and XV. O grupo mais estudado ¢ o IA
derivado de serpentes da familia Elapidae.

A LsPLA:-1 corresponde a uma sequéncia completa que mantém os residuos de cisteina
essenciais para a formag¢ao das pontes dissulfeto caracteristicas da familia de PLA: (Burke &
Dennis, 2009; Muntean & Florea, 2025). A sequéncia primaria e a proteina madura
apresentaram 64% e 65% de similaridade, respectivamente, com a PLA. da aranha
Stegodyphus mimosarum (UniProt AOA0O87U096) (Tabela 12) pertencente ao Grupo XV de
PLA., uma enzima lisossomal e independente de célcio, responsavel por degradar
glicerofosfolipidios e transferir grupos acila para ceramidas. Essa classe de PLA: ¢ bem

caracterizada em mamiferos, nos quais desempenha um papel central na degradagdo
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lisossomal de fosfolipidios, atuando de forma 6tima em pH 4cido e independente de ions
calcio.

No veneno de aranhas, a sPLA2 provavelmente facilita a degradagdo das membranas
celulares da presa e promove a digestdo tecidual, contribuindo para a citotoxicidade,
imobilizacdo rapida da presa e intera¢des sinérgicas com outros componentes do veneno, que
amplificam os efeitos toxicos gerais. Em um estudo conduzido por Estrada-Gomez e
colaboradores, um dos contigs obtidos da andlise transcriptdomica da aranha P. verdolaga
apresentou aproximadamente 80% de similaridade de sequéncia com a PLA> de S. mimosarum
e também semelhanga com sequéncias de PLA> de outros taxons, como insetos, lagartos e
carrapatos, sugerindo que multiplos eventos de duplicagdo génica contribuiram para a ampla
diversificacdo das PLA: em P. verdolaga, fornecendo suporte filogenético (>50%) para a alta
similaridade dessas sequéncias com proteinas descritas em diferentes familias de aranhas

(Estrada-Goémez et al., 2021).

Embora relativamente poucos estudos tenham se concentrado nas enzimas PLA: de
venenos de aranhas, diversas sequéncias ja foram identificadas e depositadas em bancos de
dados publicos. O refinamento dos pardmetros do BLASTP para o alinhamento da LsPLA-1
com isoformas de aranhas revelou similaridades significativas entre as sequéncias. Os
resultados do alinhamento estdo apresentados na Figura 15, destacando os principais motivos
cataliticos: IFPGTKWCG (residuos 304-318), DLGXXXDTDXCCRAHDXC (residuos 322—
339) e LTNXSPFTXLSCKCDXDFYXC (residuos 352-372). Foi identificado um conjunto
conservado de 12 residuos de cisteina, dos quais 10 estdo localizados dentro do dominio
catalitico, conforme destacado em amarelo na Figura 15: C31 332, 38, C3%, 363, ¢35, C372,
C¥6, C*7 ¢ C*8. A numeragio dos residuos de aminoacidos corresponde a proteina madura

LsPLA>-1.
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Figura 15 — Alinhamento da LsPLA:-1 com sequéncias de PLA: de outras espécies de aranhas. Os residuos
de cisteina conservados estdo destacados em amarelo (), residuos idénticos em azul escuro. Os destaques em
azul claro correspondem a similaridades entre 80 a 99% e lilas entre 60 a 79%. Aminoacidos ndo marcados
correspondem a regides com menos de 60% de similaridade. S. mimosarum (KFM82483.1), L. murina
(WBW70078.1), S. dumicola (XP_035222170.1), P. tepidariorum (XP_071035760.1), T. clavipes (GFX25397.1)
e P. suteri (QHA25180.1). A numeragdo dos residuos foi atribuida de acordo com a sequéncia da LsPLA»-1
(PX396025).

Embora o conhecimento atual sobre PLA2 em aranhas ainda seja limitado, estudos mais
abrangentes estdo disponiveis para escorpides, cujas sequéncias também apresentam
similaridades com LsPLA2-1, sugerindo uma possivel conservagao estrutural ou funcional entre
linhagens distantes de aracnideos. No contexto dos escorpides, um estudo anterior do nosso
grupo forneceu a primeira evidéncia de atividade funcional de PLA> no veneno de Tityus melici,
confirmada por meio de um ensaio hemolitico indireto. A andlise transcriptdmica identificou
um gene de sSPLA2 com 98% de similaridade de sequéncia em relagdo ao seu homoélogo em
Tityus serrulatus (Y. Kalapothakis et al., 2021, 2024). A Figura 16 mostra o alinhamento da
LsPLA:-1 com as sequéncias de PLA> de T. serrulatus e T. melici, destacando o sitio catalitico
parcialmente similar e a conservagao de 8 residuos de cisteinas. Embora a atividade enzimatica
de sPLA: ainda ndo tenha sido demonstrada em venenos de Loxosceles, a potencial contribui¢ao
dessas enzimas para o loxoscelismo ressalta a importancia de investiga¢des adicionais sobre

seu possivel papel funcional nos venenos de aranhas.
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Figura 16 — Alinhamento da LsPLA:-1 com sequéncias de PLA: de escorpides. Os residuos de cisteina
conservados estdo destacados em amarelo (), residuos idénticos em azul escuro. Os destaques em azul claro
correspondem a similaridades entre 80 a 99% e lilas entre 60 a 79%. Aminoacidos ndo marcados correspondem a
regides com menos de 60% de similaridade. T. melici (WLF82745.1) e T. serrulatus (JAW07019.1). A numeragao
dos residuos foi atribuida de acordo com a proteina madura LsPLA:-1.

A identificagdo da LsPLAz-1 em L. similis representa um avango significativo na
compreensdo atual da composigdo do veneno dessa espécie, uma vez que analises
transcriptomicas anteriores haviam detectado apenas enzimas fosfolipases D, como as proteinas
da familia Loxtox, como os principais contribuintes para a toxicidade do veneno (Dantas et al.,
2016). Assim, a detec¢do da LsPLA:-1 introduz uma nova classe enzimatica no conjunto de
componentes do veneno de L. similis, revelando uma maior diversidade de tipos de fosfolipases

entre as aranhas do género Loxosceles.

Embora transcritos semelhantes a PLA: ja tenham sido identificados nos transcriptomas
das glandulas de veneno de outras aranhas, suas func¢des bioldgicas precisas ainda permanecem
pouco esclarecidas. A descoberta de PLA2 em Loxosceles sugere uma historia evolutiva mais
complexa das proteinas de veneno e levanta novas questdes relevantes para pesquisas

funcionais e farmacologicas sobre a toxicidade do veneno das aranhas marrons.

Diante desses achados, ainda nao esta claro se a LsPLA2-1 de L. similis atua como uma
toxina secretada no veneno, uma enzima endogena, ou ambas. Tipicamente, as PLA: secretadas
estao envolvidas nos mecanismos de envenenamento, contribuindo para a imobilizagdo da presa
e danos teciduais, enquanto as PLA: enddgenas participam de processos celulares, como
remodelamento de membranas, transdugdo de sinais e produ¢do de eicosanoides, ndo estando
diretamente relacionadas a toxicidade do veneno. Determinar o contexto biologico de expressao
e atividade da LsPLA:-1 ¢, portanto, essencial para compreender o significado funcional dessa

enzima no veneno de L. similis.
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5.33 Metaloproteases

Em relagdo as metaloproteases (MPs), foram identificadas pela primeira vez 11
sequéncias completas e 2 parciais relacionadas a essa familia de proteinas entre os transcritos
das glandulas de veneno de L. similis (Tabela 14). As sequéncias foram designadas com o
prefixo “LsMP” (Ls = L. similis / MP = metaloprotease), seguido por um numero de
identificacdo de acordo com sua ordem de descoberta.

Essas sequéncias apresentaram conservagao do sitio de ligacdo ao zinco
(HEXXHXXGXXH) além do motivo estrutural Met-turn (SXMXY) (Gomis-Riith et al.,
2012; Stocker et al., 1995). Além disso, o tamanho das sequéncias foi consistente com a faixa
esperada de aproximadamente 200-250 residuos de aminodacidos, critério que foi utilizado
durante o processo de identificacgao.

A familia das metaloproteases ¢ caracterizada por uma ampla diversidade e seletividade
de substratos, e todas as enzimas desse grupo possuem a sequéncia de ligacdo ao metal no
dominio catalitico. Elas sdo produzidas como moléculas zimogénicas, sendo secretadas na
forma de pro-enzimas latentes que necessitam passar por uma clivagem proteolitica do dominio

amino-terminal para serem ativadas (Gomis-Riith et al., 2012).
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Tabela 14 — Metaloproteases (MPs) putativas da glindula de veneno de L. similis. As sequéncias de
metaloproteases de L. similis foram alinhadas com sequéncias do banco de dados. O peptideo sinal previsto pelo
SignalP 6.0 se encontra sublinhado; pro-peptideos identificados por Pfam 37.4/InterPro aparecem com letras azuis;
o primeiro aminoacido previsto da proteina madura esta marcado em azul ciano. Motivos de ligagéo ao zinco estdo
destacados em vermelho e o Met-turn em magenta. A tabela também apresenta os escores de alinhamento obtidos
no BLASTp tanto para a sequéncia primaria (P) quanto para a proteina madura (M). Dados de E-value,
similaridade, identidade e QC também sdo indicados.

METALOPROTEASES
TOXIN SEQUENCIA DE AMINOACIDOS AFILIACAO E-VALUE | SIMIL. ID QC
®)
MIRLIWFFFVLSGVLGFOSEEDTADENQFQVEEDTALRED | Astacin-line
ELMERNAVLODRRLWPNGVIIYSIDEKVKSSTKVIRRVMK | metaloprotease toxin ge® 0% 4449% 95%
HIEDTTCIRFKERTDERYYLLIRRSKKHPFSCFAHVGEYP | 3 (C9D7R3.1) ¢ ? e ’
R TELEMSLAPLCSRFGL I [NGENIGEEE R PDRDDYL | Loxosceles
sMP TVKFKNIPKKYRKSFEKLSPSSTRTIGPFDYDSIMESYF | intermedia
TFSKAPGLLKVLNPKOKGAVLOHPLYKHKLSDWDIKKINI | (M)
LYKCDEKSRQQAPDKTSS Astacin-line
metaloprotease toxin
3 (C9Dp7R3 D 26% 63% | 4804% | 96%
Loxosceles
intermedia
®)
MTRRPPVIPHSKLKVEVVAAHKEKYDCRSTKCFLTTFSRL, | Astacin-line
FHRGTLLCCFLLTPLTTMVNPVILATLVGGLCISTEAATT | metaloprotease toxin 9610 % 61.57% 2%
SHDPAPEDVDLAEEDMLLGEEPLEERNATKYDTRIWPDKT | 3 (CID7R3.1) ¢ ? = ’
B VIYYIDGLRLYSRRTKKAMRHTEENTCTKFKERENEKGYV | Loxosceles
bile KIYNGKLFTCFADAGYYPFEQRMSLGLGCRREGATVEEIN | intermedia
ARG - OR PDRDNY VTVNEDNLKEGAAREYEIKDADK | (M)
IRVYGPFDYDSTMEIGETDASKDAARLKTMTAKQSGVTLK | Astacin-line
NPATKSGLTDLDIKKINSLYDCPGKDKEPET tease toxi
g‘gg’& D foxin 1e® 8% | 6157% | 9%
Loxosceles
intermedia
®)
Astacin-line
MIHFLWEVEVISGVLCFOSEEDEDHFGIEEDVMALREDEIM | metaloprotease toxin 3 9% 42.98% 95%
ERNAISPDSRLWPNGVITYSIDEKVKGSKNVIRRVMKHIE | 3 (CID7R3.1) ’ R ’
DTTCTIRFKERTNERYYLLTRRSKKHPFSCFADVGEYEGEM | Loxosceles
L 1) HMSLAPLCSRFGLI 1 [ ENGEVANGHIEE "R DRDDYLTVN | intermedia
LENVPEKHRRYLEKVRPSSTRTIGPFDYDSIFBSYFTYS [ (M)
KAPGILKVLDPKEKGAVLOHPLYKHKLSDWDIKKINILYK | Astacin-line
CDEKSRQQAPDKTSS metaloprotease toxin
3 (C9DP7R3 D 40 62% | 47.06% | 96%
Loxosceles
intermedia
®)
MTHFLWEVEVISGVLGFQSEEDTVDENHFGTEGDMATRED | Astacin-line
ELMERNAISPDSRLWPNGVITYSIDEKVRGSKNVIORVMK | metaloprotease toxin o
6¢" 58% 4141% 97%
HIEDTTCIRFKERTNERYYLLIRRSKKHPFSCFADVGEYE | 2(CID7R2.1)
GDMHMSLAPLCSRFGLI L ENIGENEIGHNEE {NRLDRDDYL | [oxosceles
LsMP4 TVNLENVPEKHRRYLEKVRPSSTRTIGPFDYDSTHNSYF | intermedia
TYSKAPGILKVLDPKEKGAVLQHPLYKHKLSDWDIKKINT [~ (M)
LYKCDEKSRQQAPDETSS Astacin-line
metaloprotease toxin
3 (Cgme D 3e® 2% | 4755% | 96%
Loxosceles
intermedia
®
MIRYTCVLGCFFSVEGDHFETDPYPLGDGTYLVEDDILIR | Astacin-line
EDELLERNAVPSDKQLWPNGVVAYTISPKLKWFENKIKKA | metaloprotease toxin ”
4e 64% 52.76% 98%
MKHYEDRTCIRFKERTNERNYLNIFRGRMETCYAEVGMKG | | (AOFKNG.1)
MEQRMSLGYGCRWFGV T [ NEHNEEEEE 1 SRVDRDEYV | Loxosceles
LsMPS | 1 1NYNNTIKGEEHNYDKLNPNKTRTIGPEDYDSIMEAHY | intermedia
GASKFPGVLKVMEAKKKGAYLWSVSQKGKLSDWDVKKINT [~ (V1)
LYKCDEKNTTTT Astacin-like
11
etatpprotease 167 S6% | S6.16% | 98%
(AOFKNG.1)
L. intermedia
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®)
MNMRRVACFFTFLVVTFGYYFKTGDGKYLVEEDMILGKDS | Astacin-line
LMERNAVPTDSRLWPNGVVIYEIDPKLSLVTGLIKKAMKH | metaloprotease toxin 268 60% 46.53% 75%
YEDRTCIRFKERTNERSYVGIRRSESHPFTCFSDVGFFQS | 1(AOFKNG.1) ’
EMOMALGTTCTIFGVI L NEHNMGENEE {RRVDRDDYLN | Loxosceles
LsMP 6 INIKNVPKAYLKYMEKLSPNNTRTIGPEDYNSIMMBSDFT | intermedia
YSKFPGILKVIKPKOKGXFLKSVAQKTKLSDWDVKKINXL | (M)
XXCDKNINFLDVPITQFGFLRNTFQENTLLLRLDYFONTR | Astacin-like
KFRVGKIGVHHYRVIVKRSNCSRVIWTSRK Ifl(e;a(l)lﬁ.p&tgals)e toxin 56 -~ 8% 5%
L. intermedia
(P) Astacin-like
MKDIGVRILTLLLGGISACIGTDAANDDSLPKGRRLVGDM | metalloprotease toxin
LIREDOLSERNAVLEDSQLWPNGTIYYTVDLGWLNVLFKI | 2 (C9D7R2.1) 1e® 68% 52.16% 98%
RLESAMRYYEENTCLKFKERTNEKYYVKIYKGKDGVCESD | [oxosceles
LsMP7 | yGyrp1GEMRMSLGDGCRKYGIML R SRe | ivermedia
DRDDY INVNTKNLAVANDPDEVKLASNRTRMIGPEDYDST [~ (M) Astacin-like
B G- Y DGSKDNTKLKVMTAKKPGVILKNPVEKDKITAAD | metalloprotease toxin
TKKINTLYKCPNKDKYT 2 (COD7R2.1) 3e” 70% 53.62% 100%
Loxosceles
intermedia
®)
MLQYTAVLVLYFGEICFGFEAVRRRRPWENKSLEEGDIVA | Astacin-line
RRGITDRSAVAKDKYLWPEGIIYYGIAPSLESDRETIESA | metaloprotease toxin o ) . )
MRHIESKTCIRFKENTDTTAYVLIVKDTGCYSHIGRDGVE | [ (AOFKNG.1) % 9% 4637% %%
LsMP8 QPLSLGRGCLDFGT TV iENMSMGHMEE < TRSDRDDYIDI | Loxosceles
YWDNIDPEYEEQFDKLLPTKNRLINDFDYNSIMMBIGELAF | inermedia
SIDDISPTMKPKKSGVKLIEVHEKKGLSESDIERVNTLYK [~ (M) Astacin-line
CSTRVSHQSSV metaloprotease toxin
1 (AOFKNG.1) 7e% 62% 50.00% 95%
Loxosceles
intermedia
(P) Astacin-line
MKLYILASLLLGAVCAYEDLEVNLGDLEMONPDLFLGDIL | metaloprotease toxin
GISGPDDRNAIPSLARRWFKKEVPYEIDSSLTAYKKQIVD | 1 (AOFKNG.1) 3 57% 41.49% 97%
AMEDYHTKTCVKFKERTTEKNYTRLFAGQGCYSYVGMMGM | Loxasceles
LsMP9 | paopysrorocTFRGTTv MBI ONRSDRODEL | intermedia
TIYWONIQKGMETQFALLKPHENLLLDKFDYNS IEBNGNT [~ (M) Astacin-line
AFSKDGRSLIMVAKTGVPLKETYDKPGLSISDVVRVKKMY | metaloprotease toxin
NC 1 (AOFKNG.1) 3e™ 82% 495% | 100%
Loxosceles
intermedia
(P) Astacin-like
MIPHVCLLVLLTAGFFMCTASAPTDPDADDPTFEGRIVEE | metalloprotease
GDILIRKEQLTMERNATSFENMRWPNATIVYKLAGIYALF | toxin 2 166
PGDIKKAMRHIEENTCIKFKPRKNEEGYVKIYKGNKESCE | (C9D7R2.1) 9 8% 8a88% | 100%
ADIGYFAKEQRLSLGSGCKIFGRILENCHINEHERE TR | Loxosceles
PDRDQYITVHEDNIRPSSKRNYKKTPASMTRLIGPFDYHS | intermedia
LsMP 10 T GENAGS T DPMHLKTMEANTPGVTLISSRYKDRLTDL | (M) Astacin-like
DIKKINTLYNCPGKDKEN metal]oprotease
E%);B7ZR2.1) 1™ B% | 8922% | 100%
Loxosceles
intermedia
(P) Astacin-line
MFETAVMKSTKITATLAGVLYLCIEAELEAREILETDDML | metaloprotease toxin
LEETPLMERNATNOPSKLWPNGVVVYKFTGLRLYRGLLRR | 3 (C9D7R3.1) 418 7% 64.78% 97%
VMKHISDNTCIQFKEKTASEKAHVDIYNGKLETCFADMGY | Loxosceles
FPNARHRLSLGFGCRSFGAT L |EECHNINGINE HORPDRN | jnfermedia
LsMPIL | 1yyryNEDNIOOGANKDFKMREYNNTRVIGPEDYDS T [ (M) Astacinfine
GENDARKSSFGPATLKPTQAGVTLLNPAQKSAMIALDIKK | metaloprotease toxin
INTLYNCAGKDKFPE 3(C9DTR3.1) 2e1% 81% | 7097% | 99%
Loxosceles
intermedia
MILGKDSLMERNAVPTDSRLWPNGVVIYEIDPKLSLVTGL o
LsMP 12 | IKKAMKHYEDRTCIRFKERTNERSYVRIRRSESHPFTCFS | Astacin-ike .
(parcial) | DVGFFQSEMQMALGTTCTIFGVI HRRV ll’le:(])l;’%‘\’;galse toxin - ” . )
DRDDYLTINTKNVPKAYLKYMEKLSPNNTRTIGPFDYNST ( 1) ¢ % A8.78% 95%
BB SDFTY SKEPGI LKVIKPKOKGVFLKSVAQKTKLSDWD Loxosceles
intermedia

VKKINILYKCDKKI
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>LsMP13 parcial

LsMP 13 | MKHTEDRTCIKFKEYTGLEDGYTRTFSGEGCYSYWGRVGG | Astcinike )
(parcial) | MOPVSTGRGCEPLGTT TSN ONRSORDDYT,T | Metalloprotease toin

2
TYWNNIMKGATDQFDKLKPHENRLITPFDYDSIRIGERS | | (AOFKN6.I) 3e* 67% | 5349% | 94%
FSKMVSKTMVAKKRA Loxosceles
intermedia

A matriz construida com o propdsito de analisar as porcentagens de identidade entre as
sequéncias de LsMPs sugere a existéncia de classes distintas de metaloproteases (MPs) em L.
similis (Tabela 15). Observa-se que as sequéncias LsMP1, LsMP3 e LsMP4 apresentam elevada
similaridade entre si, indicando que provavelmente pertencem ao mesmo grupo. De modo
analogo, LsMP6 e LsMP12 exibem alto grau de homologia, o que permite inferir que possam
constituir uma segunda classe. As demais sequéncias, embora contenham todos os dominios
conservados esperados para MPs, ndo apresentam porcentagens de identidade suficientes para

sustentar sua inclusdo em um grupo.

Tabela 15. Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequéncias pertencentes ao grupo s11 de Loxtox.
A figura foi construida por meio do agrupamento de similaridade utilizando o programa Geneious Prime (versao
2022.2). As porcentagens de identidade entre as sequéncias estdo indicadas na matriz

LsMP1 | LsMP2 | LsMP3 | LsMP4 | LsMPS | LsMP6 | LsMP7 | LsMP§ | LsMP9 | LsMP10 | LsMP11 | LsMP12 | LsMP13

LsMP1 4737 | 8333 | 82,56 | 53,60 | 58,13 | 4524 | 40,09 | 33,66 | 41,39 | 44,63 | 6588 | 46,46
LsMP2 | 4737 46,12 | 48,62 | 47,98 | 4930 | 53,97 | 39,18 | 36,63 | 51,99 | 5525 | 49,77 | 44,53
LsMP3 | 83,33 | 46,12 96,12 | 5826 | 5792 | 49,10 | 33,73 | 31,55 | 41,57 | 4239 | 6479 | 4331
LsMP4 | 82,56 | 48,62 | 96,12 52 | 61,57 | 46,12 | 36,56 | 3035 | 42,62 | 4180 | 6432 | 4331
LsMPS | 53,60 | 4798 | 58,26 | 52 59,59 | 48,80 | 41,94 | 41,50 | 44,14 | 4595 | 6432 | 52,52
LsMP6 | 58,13 | 49,30 | 57,92 | 61,57 | 59,59 49,78 | 40,62 | 37,14 | 4189 | 4516 | 96,26 | 4275
LsMP7 | 4524 | 5397 | 49,10 | 46,12 | 48,80 | 49,78 39,36 | 34,65 | 51,17 | 4585 | 5092 | 46,04
LsMP8 | 40,09 | 39,18 | 33,73 | 36,56 | 41,04 | 40,62 | 39,36 45,53 | 41,89 | 3543 | 41,78 | 56,72
LsMP9 | 33,66 | 36,63 | 31,55 | 31,55 | 41,50 | 37,14 | 34,64 | 45,53 3450 | 3035 | 3857 | 6641
LsMP10 | 41,39 | 52,99 | 41,57 | 42,62 | 44,14 | 41,89 | 51,17 | 41,89 | 34,50 45,06 | 44,88 | 43,70
LsMP11 | 44,63 | 55,69 | 42,39 | 41,39 | 4595 | 45,16 | 45,45 | 3543 | 31,55 | 44,66 45,12 | 4127
LsMP12 | 65,88 | 49,77 | 64,79 | 6432 | 6432 | 96,26 | 50,92 | 41,78 | 38,57 | 44,88 | 46,51 46,46
LsMP13 | 46,46 | 44,53 | 43,31 | 4331 | 52,52 | 42,75 | 46,04 | 56,72 | 66,41 | 43,70 | 4127 | 46,46

A arvore filogenética construida pelo método de Méxima Verossimilhanca, utilizando
o modelo de substituicdo de aminoacidos JTT, permitiu observar o padrao existente entre as
MPs identificadas em L. similis e aquelas descritas em L. intermedia, L. gaucho e L. laeta. O
agrupamento das sequéncias apresentou elevado suporte estatistico, conforme indicado pelos
valores de bootstrap obtidos a partir de 1000 réplicas, refletindo a confiabilidade das relagdes
inferidas. De forma consistente com a matriz de identidade, as proteinas LsMP1, LsMP3 e

LsMP4 formaram um clado bem definido, sugerindo que essas enzimas compartilham um
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ancestral comum recente e, possivelmente, fungdes biologicas semelhantes. De maneira
analoga, as sequéncias LsMP6 e LsMP12 também se agruparam em um mesmo ramo. Por outro
lado, LsMP2 e LsMP11 se posicionaram proximas a LALP3, enquanto LsMP10 mostrou maior
afinidade com LALP2, o que pode indicar uma conservagao de dominios estruturais ou

funcionais entre essas proteinas de diferentes espécies (Figura 17).

—99|: LALP3 . intermedia
2 LsMP11

83 L T.sMP2
66 LALP2 1. intermedia
499: LsMP10
48 LsMP7
LsMP5
100 LsMP6
93 { LsMP12
97 ——— LsMP1

99 LsMP3
—99: LsMP4
77 LALPI1 L. intermedia
% —|: LALPS L. gaucho

LALP4 L. laeta

74 ———————— LsMP8
98 LsMP13
LsHyal-1

Figura 17 — Analise evolutiva de metaloproteases de Loxosceles pelo método de Maxima Verossimilhanca.
A arvore filogenética foi construida no programa MEGA 12 (Kumar S., et al 2016) utilizando o método de Maxima
Verossimilhanga e o modelo baseado na matriz JTT (Jones D.T., et al 1992). A arvore de consenso bootstrap foi
inferida a partir de 1000 réplicas (Felsenstein J. 1985). Ramos correspondentes a partigdes reproduzidas em menos
de 50% das réplicas bootstrap foram colapsados. O percentual de arvores de réplica nas quais os taxons associados
se agruparam no teste de bootstrap é apresentado ao lado dos ramos. As arvores iniciais para a busca heuristica
foram obtidas automaticamente pela aplicagdo dos algoritmos Neighbor-Join e BioNJ a uma matriz de distancias
pareadas estimadas com o modelo JTT, sendo entdo selecionada a topologia com o maior valor de log-
verossimilhanga. Esta andlise envolveu 19 sequéncias de aminoacidos, com um total de 456 posi¢des no conjunto
de dados final.

O alinhamento multiplo das sequéncias encontradas com sequéncias do banco de dados
demonstrou que as metaloproteases de L. similis apresentam alta similaridade com aquelas de
L. intermedia: LALP1(Da Silveira et al., 2007), LALP2, e LALP3 (Morgon et al., 2016) .
Especificamente, LsMP5, LsMP6, LsMP8, LsMP9, LsMP12 e LsMP13 mostraram forte
similaridade com LALP1 (Figura 18A), enquanto LsMP10 e LsMP7 agruparam-se mais
proximo de LALP2 (Figura 18B). Em contraste, LsMP1, LsMP2, LsMP3, LsMP4 ¢ LsMP11
exibiram maior identidade com LALP3 (Figura 18C). Todas as sequéncias analisadas

demonstraram conservacao quanto aos dominios cataliticos esperados para as MPs, bem como
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motivos importantes para a estrutura terciaria das mesmas, uma vez que foi identificado além
do met-turn um padrdo conservado de cisteinas, essencial para estabiliza¢do da estrutura

tridimensional da proteina e, consequentemente, para a manutencao da funcdo enzimatica.
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Figura 18. Alinhamento multiplo de sequéncias das LALPs de L. intermedia e das novas metaloproteinases
de L. similis. Os painéis A, B e C apresentam, respectivamente, os alinhamentos com LALP1, LALP2 ¢ LALP3.
O retangulo preto indica a regifo correspondente ao peptideo sinal, enquanto a seta azul horizontal (=) destaca o
pro-peptideo. O motivo de ligagdo ao zinco esta realgado em vermelho, e o met-turn é assinalado por asteriscos
em magenta (***). Residuos idénticos sdo mostrados em azul escuro; regides conservadas entre 80—-99% aparecem
em azul claro, e aquelas com conservagdo entre 60—79% em lilas. Aminoacidos ndo marcados indicam conservacgio
inferior a 60% em relagdo as sequéncias das LALPs. O padrio de cisteinas esta evidenciado em amarelo (), e o
primeiro residuo da proteina madura, previsto pela base Pfam, esta indicado em azul ciano (7).

A primeira evidéncia da presen¢a de metaloproteases no veneno de aranhas do género
Loxosceles foi relatada por Feitosa L. e colaboradores em 1998. Nesse estudo, foram
caracterizadas duas metaloproteases denominadas Loxolisina A (~28 kDa) e Loxolisina B (~32
kDa), que exibiram atividades especificas sobre gelatina, fibronectina e fibrinogénio (Feitosa
et al., 1998). Em 2001, proteases foram detectadas no veneno das aranhas marrons,
predominantemente metaloproteases dependentes de zinco, sensiveis a EDTA e 1,10-
fenantrolina (Da Silveira et al., 2002b); essas proteases também degradam colageno,
fibronectina e fibrinogénio in vitro. Os resultados sugerem que essas enzimas sao

potencialmente responsaveis por parte dos efeitos toxicos locais observados no loxoscelismo.

Em 2007, Silveira e colaboradores identificaram, clonaram, expressaram ¢
caracterizaram uma metaloprotease tipo astacina do veneno de L. intermedia (Da Silveira et al.,
2007). Essa enzima, denominada LALP1, apresentou significativa atividade proteolitica, sendo
capaz de induzir perda de adesdo e lise de células endoteliais, além de promover a degradagao
de fibronectina, fibrinogénio e gelatina. A andlise transcriptomica da glandula de veneno de L.
intermedia revelou que cerca de 9,8% dos transcritos correspondem a metaloproteases do tipo
astacina (Gremski et al., 2010). Perfis protedmicos semelhantes também foram identificados
nos venenos de L. laeta e L. gaucho, com evidéncias indicando a presenga de metaloproteases
tipo astacina com composigoes distintas e diferentes niveis de atividade enzimatica (Trevisan-
Silva et al., 2013). Em estudo conduzido por nosso grupo, um banco de dados derivado da
biblioteca de cDNA de L. /aeta peruana, previamente sequenciado pela plataforma Illumina,
foi reanalisado e os dados comparados com sequéncias disponiveis de toxinas de Loxosceles;
este levantamento comparativo indicou que aproximadamente 20,72% dos transcritos

correspondem a metaloproteases (Medina-Santos et al., 2022).

A sequéncia da LALP2 de L. intermedia foi depositada diretamente no banco de dados,
e em 2016, foi realizada a expressdo e caracterizacao da isoforma LALP3 (~24 kDa). A LALP3
compartilha 47-50% de identidade com LALP1 e LALP2 e apresenta similaridade com

metaloproteases do tipo astacina de outros artropodes e nematoides (Morgon ef al., 2016). Os
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resultados atuais destacam o potencial para avangos na pesquisa sobre metaloproteases
derivadas de venenos de aranhas marrons. Além disso, a LALP3 pode ter aplicacdes
promissoras na entrega de farmacos como adjuvante, servindo como estrutura para o desenho
racional de novas moléculas, como agonistas ou inibidores, ¢ at¢ mesmo como candidato
terapéutico, especialmente em intervencdes tromboliticas (Senff-Ribeiro et al., 2008; Chaim,

Trevisan-Silva, et al., 2011).

Em 2019, nove potenciais isoformas de LALPs foram identificadas na analise
transcriptomica da glandula de veneno de L. /aeta do Peru, exibindo variagdes estruturais
significativas de forma similar aos achados para LsMPs de L. similis. A diversidade de MPs na
composi¢ao do veneno, atrelado a caracteristicas moleculares e funcionais, podem explicar a
maior severidade dos casos de loxoscelismo relacionados a L. laeta e L. similis (Andrade R. M.
G. et al., 2001; Machado et al., 2005; Silvestre et al., 2005; Chatzaki et al., 2012; Medina-
Santos et al., 2019; Oliveira-Mendes ef al., 2020).

Todas essas observacdes contrastam com os resultados relatados por Foradori e
colaboradores, que investigaram se proteases digestivas contribuem para a necrose e
concluiram que essas enzimas ndo atuam com essa capacidade (Foradori et al., 2001). E
importante destacar que sua andlise focou nas proteases presentes no fluido digestivo
regurgitado, que sdo distintas daquelas contidas no proprio veneno. Portanto, embora
metaloproteases provenientes das secrecdes digestivas possam ndo induzir diretamente o
loxoscelismo, elas ainda podem potencializar os efeitos patoldgicos do envenenamento por
Loxosceles. Ademais, toxinas proteoliticas encontradas nos venenos de diversos animais tém
sido relatadas quanto ao seu papel significativo nos efeitos nocivos observados apods o
envenenamento, tais como edema, hemorragia e necrose (Fox & Bjarnason, 1995; Veiga et al.,
2001; Luciano et al., 2004; Dantas et al., 2014; Oliveira-Mendes et al., 2020; Silvestre et al.,
2005).

Esses achados indicam que, além das toxinas Loxtox, proteases podem contribuir para
a dermonecrose e outros efeitos locais do envenenamento por Loxosceles, degradando
componentes da matriz extracelular. Além disso, a atividade dessas enzimas pode facilitar a
difusdo de outras toxinas, atuando como fatores de espalhamento. Ressalta-se que as toxinas
Loxtox podem promover a ativacao indireta de metaloproteases endogenas, mecanismo que
possivelmente contribui para os efeitos patologicos observados no loxoscelismo. A liberagao
de 4cido lisofosfatidico (LPA) pela agdo catalitica das Loxtox pode estimular a expressdo de

citocinas pro-inflamatorias, as quais atuam na indu¢do e ativacdo de metaloproteases
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envolvidas na degradacdo tecidual. Isso foi demonstrado por Paix@o-Cavalcante e
colaboradores, que mostraram que a exposicdo a Loxtox induz apoptose em queratindcitos
humanos, acompanhada de aumento na expressao das metaloproteases MMP-2 ¢ MMP-9

(Paixao-Cavalcante et al., 2006).

Estudos de caracterizagdo utilizando moléculas purificadas ou metaloproteases
recombinantes podem fornecer importantes insights sobre o papel dessas enzimas no

loxoscelismo, especialmente no que se refere as manifestagdes sistémicas.

5.3.4 Toxinas Inseticidas

Entre os diversos constituintes quimicos presentes nos venenos de aranhas, um grupo
relevante apresenta potentes propriedades inseticidas e ¢ principalmente responsavel pela
paralisia rapida observada nas presas, efeito associado ao bloqueio da transmissao
neuromuscular (Parks et al., 1991). Essas moléculas possuem baixo peso molecular (3—8 kDa)
e podem agir com especificidade tanto para vertebrados quanto para insetos, interagindo com
canais i0nicos localizados nas membranas celulares, interferindo assim em processos
fisiologicos essenciais (Gomez et al., 2002). Essas toxinas apresentam a estrutura conhecida
como knottins, também chamadas peptideos Inhibitor Cystine Knot (ICK), caracterizadas por
residuos de cisteina conservados que formam trés pontes dissulfeto intramoleculares (C1-C4,
C2-C5 e C3—C6) (F. C. Cardoso & Lewis, 2019). Essas pontes dobram a cadeia polipeptidica
em um no globular compacto com quatro lagos distintos, que atuam principalmente como sitios
de interacdo com alvos bioldgicos, como canais idnicos. A arquitetura Unica confere
estabilidade térmica, acida e proteolitica excepcionais, enquanto a cauda C-terminal estendida
contribui para a especificidade e afinidade pelos canais de sodio e outros alvos moleculares
(Norton and Pallaghy, 1998; Chaves-Moreira et al., 2017; Matsubara, et al., 2017; Gremski et
al.,2021).

A estrutura estavel dos peptideos ICK confere resisténcia térmica, quimica e biologica,
permitindo que permanecam estaveis por dias em soro humano e fluidos gastricos (Herzig &
King, 2015; Matsubara, et al., 2017). Esses peptideos atuam principalmente nos canais i0nicos
regulados por voltagem no sistema nervoso animal, modulando canais de sddio (NaV) e
possivelmente de célcio (CaV) (F. C. Cardoso et al., 2015; L. Zimmermann et al., 2013). Tal

atividade induz paralisia flacida e pode levar a morte de insetos, o que torna os knottins como
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candidatos promissores para o desenvolvimento de bioinseticidas (Zobel-Thropp et al,2012;

Meissner et al., 2016; Chaves-Moreira et al., 2017; Matsubara et al., 2017).

Nas ultimas décadas, avancos substanciais na toxinologia de aracnideos levaram a
identificacdo, purificagdo e caracterizagdo molecular de um amplo repertorio de peptideos
inseticidas presentes nos venenos de aranhas. Esses esforcos, apoiados por técnicas de biologia
molecular e tecnologias recombinantes, permitiram o sucesso em clonar varias dessas toxinas,
ampliando o conhecimento atual sobre sua diversidade estrutural, atividades biologicas e

potenciais aplica¢des (Corzo et al., 2000; Figueiredo et al., 1995; Penaforte et al., 2000).

Como parte das contribuicdes do nosso grupo de pesquisa, toxinas inseticidas foram
purificadas a partir do veneno de L. intermedia. O veneno apresentou toxicidade acentuada
contra varias espécies de Lepidoptera, incluindo Spodoptera frugiperda, S. cosmioides, Agrotis
ipsilon e Diatraea saccharalis, com valores de DLso variando aproximadamente entre 0,9 e 1,9
ng/g. Foram isolados peptideos inseticidas designados LiTx1, LiTx2 e LiTx3, com massas
moleculares aproximadas de 7,4, 7,9 e 5,6 kDa, respectivamente. Sequéncias parciais de
aminoacidos obtidas por degradagdo de Edman possibilitaram a identificagdo dos cDNAs
correspondentes. Analises preditivas indicaram possiveis modificagcdes poOs-traducionais,
incluindo N-miristoilagdo e fosforilacdo. Comparacdes de sequéncias sugeriram que LiTx3 atua
em canais de sodio, enquanto LiTx1 e LiTx2 estdo mais relacionados a toxinas que atuam em
canais de célcio (de Castro et al., 2004). Complementando esses achados, a andlise
transcriptomica da glandula de veneno de L. intermedia revelou que peptideos tipo knottin da
familia LiTx sdo toxinas abundantes, representando grande parte dos transcritos codificadores
de toxinas, depois das enzimas Loxtox (toxinas dermonecrotizantes) e metaloproteases do tipo

astacina (Gremski ef al., 2010b).

Sequéncias de transcritos com similaridade a toxinas inseticidas foram identificadas
pela primeira vez na glandula de veneno de L. similis (Tabela 16). Para essa analise,
consideraram-se transcritos que exibiam >50% de identidade com sequéncias de toxinas de
aranhas conhecidas depositadas em bancos de dados. As sequéncias identificadas foram

designadas como LsTxN, onde N indica a ordem de descoberta.
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Tabela 16 — Lista de proteinas putativas do grupo de Toxinas Inseticidas na glindula de veneno de L. similis.
O peptideo sinal previsto pelo SIGNAL IP 6.0 esta sublinhado, o primeiro aminoacido da proteina madura destaca-
se em azul ciano e as cisteinas estdo destacadas em amarelo. A tabela também apresenta os escores de alinhamento
obtidos no BLASTp tanto para a sequéncia primaria (P) quanto para a proteina madura (M). Dados de E-value,
similaridade, identidade e QC também sdo indicados.

TOXINAS INSETICIDAS
TOXINA SEQUENCIA DE AFILIACAO E-VALUE | SIMIL. ID QC
AMINOACIDOS
MKLLFGGFLVLVLVAFAVAEFDSD P)
LsTx1 AEEWESLISEERACKGEGVKGCAS | LiTx2 (Q6B4T4.1) 3¢ 89% 80.41% 96%
QPDDWCCKKTPCKCPAWSSTSECR Loxosceles intermedia
CTQPCNPSCRGKRALMLAPETHRL (M)
LFPEE LiTx3 (Q6B4T3.1) le™® 86% 82.28% 96%
Loxosceles intermedia
MRFLVASLLIFVLVACATAFESEA (P)
LsTx2 EAFKSLVVEERKCHGDGSKGCATQ LiTx1 (Q6B4T5.1) 6e? 96% 88.12% 100%
PDDWCCKNAPCKCPAWSSTSECRC Loxosceles intermedia
ATIDCSRRCRGKRALLLPIETHRLL (M)
FPEQW LiTx1 (Q6B4T5.1) 3e® 97% 91.46% 100%
Loxosceles intermedia
MRFLVGALLVAVLVACATAFESDV P)
LsTx3 ENFKSLVVEERKCHGDGSKGCATK | LiTx1 (Q6B4T5.1) 5e 96% 92,08% 100%
PDDWCCKNAPCKCPAWSSTSECRC Loxosceles intermedia
ATIDCSRRCRGKRALLLPVETHRLL (M)
FPEEW LiTx1 (Q6B4T5.1) 3e® 96% 92.68% 100%
Loxosceles intermedia
MRFLVGALLVVVLVACATAFESDVENE ®)
LsTx4 KSLVVEERKCHGDGSKGCATQPDDWCC | LiTx1 (Q6B4T5.1) 1™ 97% 92.08% 100%
KNAPCKCPAWSSTSECRCAIDCSRRCR | Loxosceles intermedia
GKRALLLPVETHRLLFPEEW a\/[)
LiTx1 (Q6BA4T5.1) 8e® 96% 91.46% 100%
Loxosceles intermedia
MKSGTFLFAATILLVMYVAASGKEEPES ®)
IMEQSEERDCIAMFDTCGERAGKGTNC | LiTx3 (Q6B4T3.1) 8l 50% 38.55% 93%
CADSKYPVACRCPAWKGGLCKCNPSCP | [Loxosceles intermedia
LsTxS SSGCNWGR ™)
LiTx3 (Q6B4T3.1) 2e% 53% 43.94% 93%
Loxosceles intermedia
MRTATVLIITLFLLTHEVLADEGSQSD ®)
WSILNKFLDPEQRACTPRYETCGSNQG | LiTx3 (Q6B4T3.1) 4e2 50% 37.89% 99%
KGLNCCPGWKYKSKCSCPTTWSGDPCK | Loxosceles intermedia
LsTx6 CQPVCPSRGCDWSRP ™)
LiTx3 (Q6B4T3.1) 6e® 56% 48.33% 79%%
Loxosceles intermedia
MKAGLFAFTTFLLVVFHAMGEEEE ®)
SQVMFQPSYLRWVYPRLKSARNAM | LiTx3 (Q6B4T3.1) 9! 46% 3540% 99%
EGEFENTEQRACMPSGTKCGKSAG Loxosceles intermedia
LsTx7 MPTNCCGSWKYKGKCLCATIWSAQ (]\/[)
GCKCSLDCPSRGCDHSKP LiTx2 (Q6B4T4.1) le'? 59% 43.06% 7%
Loxosceles intermedia

As toxinas LsTx2, LsTx3 e LsTx4 encontradas na glandula de veneno de L. similis

apresentaram alta similaridade com as toxinas LiTx1 (Q6B4T5.1) e LiTx3 (Q6B4T3.1) de L.

intermedia (Figura 19), enquanto a sequéncia LsTx1 mostrou maior similaridade com LiTx2

(Q6B4T4.1) (Figura 20).
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Figura 19 - Alinhamento de LsTx2, LsTx3 e LsTx4 de L. similis com LiTx1 e LiTx3 de L. intermedia.
Residuos idénticos sdo mostrados em azul escuro; regides conservadas entre 80—99% aparecem em azul claro, ¢
aquelas com conservagdo entre 60—-79% em lilas. Aminoacidos ndo marcados indicam conservagao inferior a 60%
em relagdo as sequéncias de LiTx. O padrdo de cisteinas esta evidenciado em amarelo (), € o primeiro residuo
da proteina madura, esta indicado em azul ciano ( V). O peptideo sinal previsto pelo Signal IP 6.0 esta indicado
no retangulo preto.
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Figura 20 - Alinhamento de LsTx1 L. similis com LiTx2 de L. intermedia. Residuos idénticos sdo mostrados
em azul escuro; regides conservadas entre 80—99% aparecem em azul claro, e aquelas com conservagéo entre 60—
79% em lilas. Aminoacidos ndo marcados indicam conservagao inferior a 60% em relagdo as sequéncias de LiTx.
O padrao de cisteinas esta evidenciado em amarelo (), e o primeiro residuo da proteina madura, esta indicado
em azul ciano (V). O peptideo sinal previsto pelo Signal IP 6.0 est4 indicado no retangulo preto.

Por fim, apesar de LsTx5, LsTx6 e LsTx7 exibirem residuos menos conservados em
comparagdo as outras sequéncias analisadas, mantiveram o padrdo caracteristico de cisteina
observado em todas as sequéncias (Tabela 17). Essa conservacao das cisteinas, confirmada pelo
alinhamento multiplo das sequéncias maduras no Geneious Prime 2022.2, € critica, pois
mantém a estrutura de pontes dissulfeto que formam o né caracteristico, essencial para a
estabilidade estrutural e atividade inseticida dessas toxinas. Além das cisteinas, alguns um
trecho se destaca por sua conservagao em todas as sequéncias: ETHRXL, correspondentes aos

residuos 100-105, numerados de acordo com LiTx1 (Figura 21).
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Tabela 17. Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequéncias LsTx com toxinas inseticidas de L.
intermedia. A figura foi construida por meio do agrupamento de similaridade utilizando o programa Geneious
Prime (versdo 2022.2). As porcentagens de identidade entre as sequéncias estdo indicadas na matriz.

LiTx1 | LiTx2 | LiTx3 | LsTx1 | LsTx2 | LsTx3 | LsTx4 | LsTxS | LsTx6 | LsTx7
LiTx1 59.74 | 67,95 | 70,37 | 88,12 | 92,08 | 92,08 - - 30,19
LiTx2 | 55,67 84,00 | 80,41 | 54,64 | 55,67 | 55,67 | 31,11 - -
LiTx3 | 67,09 | 84,00 82,28 | 64,56 | 65,82 | 64,56 | 28,57 - -
LsTx1 | 67,33 | 80,41 | 82,28 65,35 | 67,33 | 68,32 | 33,72 | 25,53 | 32,20
LsTx2 | 88,12 | 54,64 | 64,56 | 65,35 90,10 | 91,09 | 29,76 - 30,14
LsTx3 | 92,08 | 55,67 | 65,82 | 67,33 | 90,10 98,02 - - 29,17
LsTx4 | 92,08 | 58,44 | 64,56 | 71,60 | 91,09 | 98,02 - - 30,88
LsTxS | 29,76 | 31,11 - 33,72 | 29,76 | 28,57 | 29,76 40,00 | 34,23
LsTx6 - - - 25,53 - - - 40,00 35,96
LsTx7 | 30,19 - - 32,20 | 30,14 | 29,17 | 30,14 | 34,23 | 37,96
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Figura 21 - Alinhamento multiplo das sequéncias maduras de LsTx e LiTx. Residuos idénticos sdo mostrados
em azul escuro; regides conservadas entre 80—99% aparecem em azul claro, e aquelas com conservagado entre 60—
79% em lilas. Aminoacidos ndo marcados indicam conservagao inferior a 60% em relagdo as sequéncias de LiTx.
O grafico de identidade inferido pelo Geneious Prime 2022.2 destaca regides idénticas em verde, residuos
relativamente conservados em bege e pouca conservacdo em vermelho.

Em 2013, um novo peptideo do tipo ICK da glandula de veneno de L. intermedia foi
clonado, expresso de forma heterdloga e caracterizado imunologicamente. Esse peptideo,
denominado U2-SCRTX-Lilb, apresentou alta similaridade de sequéncia (86%) com LiTx3 e
demonstrou potencial imunogénico. Ensaios de imunoblotting revelaram a presenca de epitopos
semelhantes a U2-SCRTX-Lilb no veneno bruto de L. intermedia, quando testados com soro
hiper-imune contra o peptideo recombinante (Matsubara et al., 2013). Posteriormente, em 2016,

o mesmo grupo de pesquisa relatou por meio de andlise bioinformética que o peptideo
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recombinante exibiu forte conservagao dos residuos de cisteina e similaridade estrutural com a
neurotoxina p-hexatoxina-Mg2a, um conhecido inibidor de canais de s6dio em insetos presente
no veneno de L. intermedia (Meissner et al., 2016). Além disso, a atividade inseticida de U2-
SCRTX-Lilb foi avaliada, demonstrando sua capacidade de induzir paralisia flacida
irreversivel em moscas varejeiras (Lucilia cuprina). A sequéncia de cDNA também revelou a
presenca de peptideos ortdlogos do tipo knottin nos venenos de L. gaucho e L. laeta (Matsubara,

etal., 2017)

A identificacdo de peptideos knottin inseticidas na glandula de veneno de L. similis, que
exibem forte similaridade com aqueles descritos em L. intermedia, destaca a conservacao
evolutiva dessas toxinas entre as aranhas marrons. Além do papel ecoldgico, os peptideos
knottin possuem notavel potencial biotecnologico como bioinseticidas seletivos e
ambientalmente sustentdveis, oferecendo alternativas promissoras aos pesticidas quimicos
convencionais. Estudos prévios demonstraram que os knottins de L. intermedia atuam em
canais NaV de insetos, fornecendo importantes insights sobre os mecanismos moleculares
dessas toxinas e reforcando sua aplicagdo como biopesticidas seletivos. Além do potencial
agroquimico, peptideos inseticidas dos venenos de Loxosceles podem servir como poderosas
ferramentas na pesquisa biomédica, com possiveis aplicagdes no estudo da citotoxicidade,
processos inflamatorios, respostas endoteliais e integridade vascular. Ressalta-se que a
possibilidade dessas toxinas atuarem em canais i6nicos de mamiferos existe, mas ainda sdo

necessarios estudos para confirmagao e detalhamento.
5.3.5 Hialuronidases

Por fim, uma sequéncia putativa de hialuronidase foi detectada (LsHyal-1),
apresentando 87,94% de similaridade com uma sequéncia de hialuronidase do veneno de L.
intermedia (R4J779.1), denominada LiHyal-1 (Tabela 18). A presenca de hialuronidases em
venenos de Loxosceles foi demonstrada pela primeira vez em um estudo publicado (Wright et
al., 1973), que reportou atividade de hialuronidase no veneno de L. reclusa. Essa classe de
proteinas também foi identificada nos venenos de L. rufescens (Young & Pincus, 2001), L. laeta
(Medina-Santos et al., 2022), e outras espécies, sugerindo uma conservacdo evolutiva que
destaca a importancia dessas enzimas no processo de envenenamento causado por aranhas do

género Loxosceles.
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Tabela 18 — Sequéncia putativa de hialuronidase encontrada na glindula de veneno de L. similis. O peptideo
sinal previsto pelo SIGNAL IP 6.0 esta sublinhado, o primeiro aminoacido da proteina madura destaca-se em azul
ciano e as cisteinas estdo destacadas em amarelo. A tabela também apresenta os escores de alinhamento obtidos
no BLASTp tanto para a sequéncia primaria (P) quanto para a proteina madura (M). Dados de E-value,
similaridade, identidade e QC também sdo indicados. Os possiveis sitios para N-glicosilagdo estdo destacados em
caixa roxa e residuos importantes para a fungao catalitica em caixa preta (parametros das ferramentas Expasy).

HIALURONIDASE
TOXINA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS “HL(;ACA E-VALUE | SIMIL. ID QC
P)
MNAVEVLAISLSAWSLAVGEDVYWNVPSQQCKKYG | Hialuronidase
MNEVPLLEKYSILVNEDDNFKGDKITIFYEAQLGL | /Condroitinas
YPLIGAKEESINGGIPQLGDLKAHLEKAANDIRRD | ¢ (R4J7Z9.1) 0.0 92% 8794% | 96%
IPDKSATGLRI IBWBAWRPTWEFSREPLHKYODWM | Loxosceles
KKVARQFNPAARESTIVKLAQTEWENSAKSWMLST | intermedia
LOLGKQLRPNSVWCYYLFPDCYNYKGNSVQDFQCS
Ls Hyakl | oy [pRoNDRLKWLWEESTAVCPSTY TKEGQL, ™M)
AQORIWFTNGRLOEALRVAQPKARIYPY IS IKP | Hialuronidase
GMMVPEABFWRLMAQIGSLGMDGAVIWGSSASVGS | /Condroitinas
KSHCAQLLKYTAEVLGPATLRIKENFARCSKOACS | ¢ (R4J7Z9.1) 0.0 94% 89.42% | 96%
GRGRCTWPKDTSVIAWKFLVEKEDYDFYLGDIECK | [oxosceles
CTEGYEGRYCEKKLSDKNRSNDELHL intermedia

Hialuronidases sdo enzimas capazes de degradar glicosaminoglicanos como &cido
hialurénico e condroitina sulfato, aumentando a permeabilidade tecidual no local do
envenenamento e promovendo a difusdo do veneno através da matriz extracelular. O estudo de
Wright e colaboradores (Wright ef al., 1973) demonstrou a presenca de hialuronidase em L.
reclusa utilizando um ensaio turbidimétrico, que mede a diminuicao da turbidez de uma solugdo
de 4cido hialurdnico apds a degradagdo enzimatica. A atividade foi quantificada comparando a
redu¢do da absorbancia a 600 nm ao longo do tempo na presenca do veneno. Posteriormente,
1soformas foram encontradas nos venenos de L. rufescens, L. laeta € L. intermedia, com massas
moleculares entre 41 e 43 kDa (Ferrer ef al., 2013; Young & Pincus, 2001). A expressdo e
caracterizagao funcional baseada em biblioteca de cDNA de uma hialuronidase da glandula de
veneno de L. intermedia foi abordada no trabalho de Ferrer e colaboradores, cujos resultados
reforcam sua importincia na ocorréncia e agravamento de eritema, equimose e lesdes

dermonecroticas (Ferrer ef al., 2013).

A potencializacao da ac¢do letal dos venenos pela enzima hialuronidase ¢ observada em
outros venenos, como demonstrado por Oliveira-Mendes e colaboradores com o veneno do
escorpido 7. serrulatus (de Oliveira-Mendes et al., 2019). O estudo demonstra que a
hialuronidase do veneno de 7. serrulatus (TsV) atua como um fator essencial para a
dissemina¢do do veneno no organismo da vitima. A neutralizagdo dessa enzima com soro anti-

hialuronidase retardou em aproximadamente 190 minutos (em relacio ao controle) a
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distribuicdo do veneno da regido da picada para a corrente sanguinea, bem como sua chegada
aos oOrgdos-alvo, como coragdo, figado, pulmdes, baco e tireoide. Observou-se, ainda,
concentracdo aumentada do veneno neutralizado no sangue, sugerindo que a hialuronidase
também facilita a passagem do veneno da circulagdo para os tecidos. Esses dados sugerem que
a hialuronidase promove tanto a dispersdo inicial do veneno quanto sua distribui¢do sistémica,
contribuindo para a rapida agdo toxica do TsV. Os resultados apontam para o potencial uso da
inibicao da hialuronidase como uma estratégia terapéutica inicial para retardar a disseminagao

do veneno e melhorar o manejo clinico do envenenamento por 7. serrulatus.

A andlise estrutural das hialuronidases revela uma organizacdo altamente conservada
entre diferentes taxons, incluindo aracnideos, mamiferos e insetos. A isoforma de hialuronidase
encontrada na glandula de veneno de L. similis (LsHyal-1) apresentou uma arquitetura tipica,
com um dominio catalitico N-terminal proeminente ¢ um dominio tipo EGF C-terminal,
consistente com os padrdes previamente descritos para outras hialuronidases animais (Kreil,
1995; Stern & Jedrzejas, 2006; Ferrer et al., 2013; Gremski, Matsubara, da Justa, et al., 2021;
Guerra-Duarte et al., 2019; De-Bona et al., 2021). No sitio catalitico, foram identificados dois
residuos 4cidos invariantes, 4dcido aspartico (D'?) na sequéncia madura e 4acido glutimico
(EB"), em posi¢des analogas as encontradas em hialuronidases de outros aracnideos. Esses
residuos sdo fundamentais para a catdlise e reconhecimento do substrato, e sua conservacao
confirma sua importancia evolutiva e funcional (Chao et al., 2007; Ferrer et al., 2013). Residuos
aromaticos, como tirosina (Y) e fenilalanina (F), essenciais para a interacdo com o substrato
acucar, também foram encontrados em posicdes estruturalmente analogas em LsHyal-1 e outras
espécies, reforgando a nocdo de conservagdo funcional (Ceroni et al., 2006; Clement ef al.,
2012). O alinhamento multiplo se sequéncias demonstrou um alto grau de similaridade total
entre LsHyal-1 e as hialuronidases de outros aracnideos, especialmente no que diz respeito ao

motivo catalitico e aos residuos aromaticos de ligacdo ao actcar (Figura 22).
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Figura 22 - Alinhamento multiplo da sequéncia de LsHyal com hialuronidases de outros venenos de
aracnideos. As setas pretas (|) indicam os residuos ativos no sitio catalitico (D'?°, E!*') bem como E3**, um residuo
essencial para a fun¢do enzimatica. Residuos de cisteina conservados estdo destacados em amarelo. Residuos
idénticos sdo mostrados em azul escuro; regides conservadas entre 80—99% aparecem em azul claro, e aquelas
com conservacdo entre 60—79% em lilas. Aminoacidos ndo marcados indicam conservagdo inferior a 60% entre
as sequéncias. O padrdo de cisteinas esta evidenciado em amarelo (), e o primeiro residuo da proteina madura,
esta indicado em azul ciano (V). O peptideo sinal previsto pelo Signal IP 6.0 est4 indicado no retdngulo preto
Sequéncias usadas para comparagdo: L. intermedia (R4J729.1), C. salei (CUH74573.1), M. martensii (P86100.2),
T. serrulatus (WOHFNO.1) e C. sculpturatus (XP_023226974.1).

A localizagdo e o pareamento dos residuos de cisteina em LsHyal-1 refletem os padrdes
observados em estudos cristalograficos de hialuronidases de veneno humano e de abelha, com
seis pares de cisteinas formando pontes dissulfeto que estabilizam tanto o dominio catalitico
quanto o dominio tipo EGF. Trés desses pares estao localizados no dominio tipo EGF, formando
uma assinatura reconhecida na familia de proteinas Hyal. Essa conservagao do posicionamento
e ligacdo das cisteinas ¢ uma caracteristica compartilhada com hialuronidases de outros
aracnideos, sustentando a manutencao da fungdo enzimatica e da integridade estrutural entre os

taxons (Ceroni et al., 2006).
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Os alinhamentos de sequéncia demonstraram um alto grau de identidade entre a
isoforma recentemente identificada, LsHyal-1, e a LiHyal-1 de L. intermedia, reforcando a
nog¢ao de conservagao evolutiva dentro do género. A LiHyal-1 foi expressa com sucesso como
uma proteina recombinante em um sistema eucariotico, resultando em uma molécula N-
glicosilada que manteve plena atividade enzimatica sobre o acido hialurénico e o sulfato de
condroitina, componentes majoritarios da matriz extracelular. Ensaios funcionais
demonstraram que a LiHyal-1 recombinante ndo apenas hidrolisa esses glicosaminoglicanos,
mas também atua como um potente fator de difusdo, potencializando de forma marcante os
efeitos dermonecroticos e edematogénicos induzidos pela Loxtox recombinante in vivo,
reproduzindo assim o perfil patolégico das toxinas nativas. As analises imunoldgicas
confirmaram ainda a conservagdo de epitopos, evidenciada por uma forte reatividade cruzada
com antisoro, destacando a relevancia biologica dessas enzimas para a compreensdo do
loxoscelismo ¢ para o desenvolvimento de futuras estratégias terapéuticas (Ferrer et al., 2013;
De-Bona et al., 2021).

Além de sua importancia no loxoscelismo, o estudo das hialuronidases tem revelado
abordagens promissoras para aplicagdes biotecnoldgicas. A hialuronidase recombinante pode
ser utilizada na reproducdo assistida, particularmente em protocolos de fertilizacao in vitro
(FIV), facilitando a remocao do cimulo ooforo (massa de células do camulo que circunda o
od6cito) e, assim, aumentando a penetracdo espermatica e a eficiéncia da fertilizacao (Kreil,
1995). Por outro lado, inibidores de hialuronidase tém demonstrado potencial como
contraceptivos ndo hormonais, ao evitar a degradagdo enzimatica da matriz que envolve o
obcito. Esses inibidores também vém sendo explorados quanto as suas propriedades
antitumorais, ja que diversos tipos de cancer utilizam a atividade da hialuronidase para invadir
tecidos adjacentes e promover metastases (Harui & Roth, 2022). De forma semelhante, por
secretarem hialuronidase como fator de viruléncia para facilitar a invasdo tecidual, certas
bactérias podem ser alvo de estratégias antibacterianas baseadas na inibi¢do dessa enzima
(Botzki et al., 2004). Além disso, no contexto do envenenamento, hialuronidases presentes em
venenos animais atuam como fatores de difusdo, favorecendo a dispersdo de toxinas. Portanto,
inibidores especificos podem contribuir para o desenvolvimento de terapias adjuvantes voltadas
a limitar a disseminacao sistémica dos componentes do veneno (Ferrer et al., 2013; Girish &
Kemparaju, 2007; Gremski, Matsubara, da Justa, et al., 2021; More et al., 2022; Zeeshan Bhatti
& Karim, 2021).
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5.4  Expressdo e Purifica¢do de recLoxtox s1A e recLoxtox s11A4

A indugdo da expressao das proteinas recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox sl11A
mostrou-se bem-sucedida ap6s 4 horas de incubagdo, conforme evidenciado pela analise em gel
de SDS-PAGE a 12%. Foram observadas bandas de aproximadamente 35 kDa, correspondendo
aos pesos moleculares previstos para as proteinas recombinantes recLoxtox s1A (34,2 kDa) e
recLoxtox s11A (34,9 kDa). A Figura 23 apresenta os perfis de expressdao obtidos, sendo A

referente a recLoxtox s1A e B a recLoxtox s11A.

Para ambas as proteinas, foram aplicados diferentes volumes de amostra (20 pL, 10 pL
e 5 uL) dos extratos celulares induzidos com IPTG, além das respectivas amostras controle
(sem indugdo). A presenga de bandas intensas nas amostras induzidas, ausentes nos controles,
confirmou a expressao especifica das proteinas recombinantes. Esses resultados indicam que as
condi¢des de inducdo utilizadas foram adequadas para promover a expressdo eficiente das

toxinas recombinantes.
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Figura 23. Analise em gel de SDS-PAGE 12% do produto de expressao das proteinas recombinantes
recLoxtox s1A e recLoxtox s11A -recLoxtox s1A (A) e recLoxtox s11A (B) em E. coli ap6s indugdo com IPTG.
A primeira canaleta (PM) corresponde ao padrdo de peso molecular, cujos valores esperados estdo indicados a
esquerda. As canaletas 2, 3 e 4 correspondem, respectivamente, a aplicagdo de 20, 10 e 5 pL do extrato celular ndo
induzido (sem adig¢do de IPTG), enquanto as canaletas 5, 6 ¢ 7 correspondem aos mesmos volumes de amostra
apos 4 horas de inducdo com IPTG. A seta vermelha indica a banda correspondente & proteina recombinante
expressa.

Durante o processo de purificacdo, a eluicdo da proteina recombinante recLoxtox s1A
ocorreu em uma faixa de 39% a 84% de concentraciao de imidazol (195-420 mM), resultando
na formacao de dois picos principais de elui¢do: Pico 1 (tubos 31 a 34) e Pico 2 (tubos 35 a 39)
(Figura 24A). Para verificar se ambos os picos correspondiam a proteina de interesse, as fracoes

coletadas foram analisadas por SDS-PAGE 12% antes da formac¢do do pool (Figura 24B). A
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analise revelou a presenca da banda correspondente a recLoxtox s1A em ambas as fragdes,
confirmando a pureza e homogeneidade do material obtido. Assim, os tubos referentes aos picos
3.1e3.2 (31 a39) foram reunidos para compor o poo! final da proteina purificada. O rendimento
da purificacao apés a dialise foi de 26 mL da proteina recombinante a uma concentragao de

0,97 mg/mL.
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Figura 24. Purifica¢io da proteina recombinante recLoxtox s1A. (A) Perfil cromatografico da purificagdo de
recLoxtox slA. A amostra foi aplicada em uma coluna HisTrap HP 5 mL (Cytiva). O Pico 1 corresponde ao
efluente obtido durante a aplica¢do da amostra; Pico 2 ¢ a fracdo correspondente as proteinas ndo ligadas (wash).
Picos 3.1 e 3.2 correspondem as fragdes eluidas entre 39-84% de imidazol, equivalentes a 195-420 mM, nas quais
foi recuperada a recLoxtox s1A. (B) Analise em SDS-PAGE 12% das fragdes obtidas na purificagdo. A primeira
canaleta (PM) corresponde ao padrdo de peso molecular, com valores indicados a esquerda. A canaleta A
representa a amostra aplicada na coluna HisTrap, e as canaletas subsequentes correspondem aos tubos 31 a 38 (10
puL de cada fragdo).

Como a proteina recombinante recLoxtox s11A foi expressa predominantemente na
forma de corpos de inclusdo, a fragdo insoluvel necessitou ser submetida a um processo de
solubilizacdo em tampao de ligacdo contendo uréia 6 M. Para determinar a concentragdo ideal
de agente desnaturante, foram testadas diferentes condi¢des de solubilizagdo (1, 2,4 ¢ 6 M de

uréia). A Figura 25 apresenta o gel de SDS-PAGE 12% referente a esse ensaio, no qual se



96

observa que a solubilizagdo com 6 M de uréia resultou na recuperagao mais eficiente da proteina

recombinante, evidenciada pela maior intensidade da banda correspondente a recLoxtox s11A.
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Figura 25. Teste de solubilizacio da proteina recombinante recLoxtox s11A proveniente da fracdo insoluvel.
A amostra foi submetida a solubilizacdo em tampao de ligagdo contendo diferentes concentragdes de ureia (1-6
M) em volumes variaveis (0,5 mL e 1 mL). A primeira canaleta (PM) corresponde ao padrao de peso molecular,
com valores indicados a esquerda. A canaleta 2 representa a fracdo insoluvel (pellet). As canaletas 3 e 4
correspondem a solubiliza¢do da amostra em 1 M de ureia, com aplicacdo de 20 uL e 10 pL, respectivamente. O
mesmo padrio se repete nas canaletas 5 e 6 para 2 M, nas canaletas 7 e 8 para 4 M, e nas canaletas 9 e 10 para 6
M de ureia. As setas vermelhas indicam a banda correspondente a recLoxtox s11A, observada na canaleta 2 como
fragdo insolivel e nas canaletas 5, 7 ¢ 9 como proteina recombinante solubilizada apés tratamento com 0,5 mL das
diferentes concentragdes de ureia.

A purificacdo da proteina recombinante recLoxtox sll1A foi realizada utilizando
tampodes de liga¢do e eluicdo contendo 6 M de ureia, uma vez que a proteina foi expressa
predominantemente na forma insoluvel. O perfil cromatografico obtido (Figura 26A)
apresentou dois picos principais: o primeiro, correspondente ao efluente coletado durante a
aplicacdo da amostra e as proteinas ndo ligadas a matriz de afinidade. O segundo pico
corresponde a recLoxtox sl1A eluida), entre 27% e 51% de imidazol, correspondendo a
concentragdes de 135 a 255 mM, ainda em presenca de 6 M de uréia. A andlise das fracdes
eluidas por SDS-PAGE 12% (Figura 26B) revelou uma banda préoxima a 35 kDa, compativel
com o peso molecular previsto para a recLoxtox s11A (34,9 kDa), confirmando o sucesso da
purificagdo sob condi¢des desnaturantes, embora em menor concentragdo quando comparada a
recLoxtox slA. O rendimento da purificagdo apds a dialise foi de 10 mL da proteina

recombinante a uma concentragdo de 0,20 mg/mL.
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Figura 26. Purificacio da proteina recombinante recLoxtox s11A. (A) Perfil cromatografico da purificagido de
recLoxtox s11A. A amostra solubilizada proveniente da fracao insoluvel foi aplicada em uma coluna HisTrap HP
5 mL (Cytiva) sob condigdes desnaturantes (6 M de ureia). O pico lcorresponde ao efluente obtido durante a
aplicacdo da amostra e a frag@o correspondente as proteinas nao ligadas (lavagem). A recLoxtox s11A foi eluida
no Pico 2, entre 27% ¢ 51% de imidazol, equivalentes a 135-255 mM, na presen¢a de 6 M de ureia. (B) SDS-

PAGE 12% das proteinas recLoxtox slA e recLoxtox sl1A apds didlise em tampdes com concentragdes
decrescentes de uréia (4 M,2 M, 1 M e 0 M).

5.5 Efeitos cutdneos de recLoxtox s1A e recLoxtox s11A em coelho

O efeito cutaneo das recombinantes foi realizado com o objetivo de testar a atividade
fuincional das mesmas. A Figura 27 apresenta o desenvolvimento das lesdes cutaneas
observadas ao longo de 42 horas apds a aplicacdo intradérmica das toxinas recombinantes. No
tempo inicial (TOh), imediatamente apos as injegdes, € possivel visualizar os locais exatos de
aplica¢do, indicados por circulos coloridos: vermelho (recLoxtox s1A), azul (recLoxtox s11A)
e verde (controle com solugdo salina). Os circulos maiores correspondem a dose de 5 pg e os
menores a de 2,5 pug. Apos 2 horas, observou-se o surgimento de edema e eritema nos locais de
aplicagdo de recLoxtox s1A, indicando o inicio da formacao da lesdo. Até aproximadamente 5
horas, essas alteragdes tornaram-se mais evidentes para ambas as doses de recLoxtox slA,
enquanto a recLoxtox s11A ndo apresentou lesdes significativas no mesmo periodo. Por volta
de 7 horas, as lesdes provocadas por recLoxtox s1 A exibiam expansao acentuada, acompanhada
de sinais iniciais de necrose tecidual. Apds 20 horas, ja ndo se observava distingdo clara entre

os pontos de aplicacdo correspondentes a toxina recLoxtox slA. A lesdo provocada pela
recLoxtox sl A continuou a se expandir até 42 horas, quando sua progressao cessou € iniciou-

se a formacdo de uma crosta sobre a area necrosada, enquanto nenhum efeito significativo foi

observado para as doses de recLoxtox s11A.
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Figura 27 - Evolucio temporal das lesdes cutineas induzidas por injecdes intradérmicas das toxinas
recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox s11A em coelho. Os circulos indicam os locais de aplicagdo:
vermelho (recLoxtox slA), azul (recLoxtox sl11A) e verde (controle com solucdo salina). Circulos maiores
correspondem a dose de 5 pg e os menores a de 2,5 pg. O tempo em que cada imagem foi tirada ¢ indicada acima
de cada figura.

A evolugdo da lesdo foi monitorada diariamente ao longo de 20 dias. (Figura 28A) A
Figura 28A ilustra a progressao morfologica da lesdo durante esse periodo. A area da lesao foi
determinada com base nas medidas dos didmetros maior (D) e menor (d), que correspondem a
maior € menor extensdo na area da lesdo, respectivamente aplicando-se a formula da area de
uma elipse: A (mm?) =7 x D x d / 4 (Figura 28B) (Mehl et al., 2020). Além disso, a area
também foi quantificada utilizando o software ImageJ, por meio da contagem de pixels
correspondentes a regido lesionada (Figura 28C). A analise dos graficos e das imagens revela
que a lesdo se estabelece de forma rapida, seguida por uma diminuicao gradual de sua érea,
mais evidente a partir do décimo dia de observagdo. E importante destacar que, cerca de 20
horas apds a administragdo das proteinas recombinantes, ndo foi mais possivel distinguir os
efeitos correspondentes as doses de 2,5 e 5,0 ug, uma vez que as lesdes se coalesceram em uma
Unica area. Ademais, o desequilibrio imunoldgico desencadeado por ambas as doses parece

exercer um efeito sinérgico, intensificando as manifestagdes locais.
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Figura 28 - Evolucio diaria da lesdo cutinea induzida em coelho. (A) Progressdo morfoldgica da lesdo ao
longo de 20 dias de acompanhamento. (B) Quantificagdo da area da lesdo pelo software Imagel, a partir da
contagem de pixels correspondentes a regido afetada. (C) Calculo da area da lesdo com base nos didmetros maior
(D) e menor (d), utilizando a formula da area de uma elipse (A (mm?) =z x D x d /4). Observa-se que a les@o se
forma rapidamente nos primeiros dias e apresenta reducdo progressiva de area, mais acentuada apds o décimo dia
de observagdo. As setas indicam & area de injecdo de recLoxtox s1 A (vermelhas) recLoxtox s11A (azuis). As setas
maiores correspondem a dose de 5 pg e os menores a de 2,5 pg. O circulo verde indica a regido de injegdo de

salina enquanto o circulo amarelo destaca a lesdo estabelecida no dia 1.

5.6 Ensaio de toxicidade recLoxtox slA e recLoxtox sl1A em insetos (larvas de

Tenebrio molitor) (Resultados preliminares)

Os resultados apresentados nesta se¢do e nas que se seguem sdo preliminares, refletindo
o andamento parcial das analises previstas no projeto de doutorado. Isso se deve a atrasos
decorrentes do tempo necessario para obtencao das autorizacdes formais exigidas para a
execucdo de outros protocolos previamente delineados. Apesar dessas limitacdes, os dados
obtidos até o momento fornecem uma base soélida para o avanco das etapas subsequentes e

permitem uma primeira interpretacao dos fenomenos investigados.
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O uso de solugdo salina em volume de 15 uL. demonstrou ser seguro para injecao nas
larvas, ndo ocasionando mortalidade ou alteragdes comportamentais, o que permitiu a
continuidade dos experimentos com as toxinas recombinantes e solugdo salina como controle
negativo. Os individuos foram considerados mortos quando apresentavam rigidez corporal,

auséncia de resposta a estimulos e melanizagdo extensa do tegumento (Figura 29C).

",‘

Figura 29- Efeitos da toxina recombinante recLoxtox s1A sobre larvas de Tenebrio molitor. (A) Larva
saudavel antes da inoculagdo. (B) Larva seis horas apos a inoculagdo com recLoxtox s1A [24 ng/mL], apresentando
inicio de melanizagdo ¢ redu¢do da mobilidade. (C) Larva morta, dois dias apds a aplicagdo, evidenciando
escurecimento intenso do tegumento. A seta vermelha indica o local de aplicagdo.

Os resultados obtidos para os grupos contendo trés larvas (n = 3) expostas a doses
progressivas de 3 ng/mL (Grupo 1), 6 ng/mL (Grupo 2), 12 ng/mL (Grupo 3) e 24 ng/mL (Grupo
4) de cada toxina, administradas em volume total de 15 pL de solu¢do salina, estdo resumidos
na Tabela 19. Entre 24 e 48 horas apds a inoculacdo, observou-se redu¢do da mobilidade em
todos os grupos desafiados com as doses da recombinante recLoxtox s1A, exceto no Grupo 1A.
As larvas do Grupo 4A apresentaram mortalidade entre o segundo e o terceiro dia pés-desafio.
Nos Grupos 2A e 3A, os 6bitos ocorreram entre o quarto e o sexto dias. Ao término do periodo
de sete dias de observagao, verificou-se a sobrevivéncia de todas as trés larvas do grupo controle
(inoculadas com solugdo salina; Grupo 5A), trés larvas do Grupo 1A, duas larvas dos Grupos
2A e 3A e apenas uma larva do Grupo 4A. Com relagdo as larvas que receberam as doses de

recLoxtox s11A, houve apenas 1 6bito entre o quinto e sexto dias no grupo 4B [24 ng/mL].
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Tabela 19 — Efeito de diferentes concentrac¢oes das toxinas recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox s11A
sobre a sobrevivéncia e mobilidade de larvas de Tenebrio molitor. As larvas foram expostas a doses de 3 ng/mL
(Grupos 1A ¢ 1B), 6 ng/mL (Grupos 2A e 2B), 12 ng/mL (Grupos 3A e 3B) ¢ 24 ng/mL (Grupos 4A e 4B). Os
Grupos 5A e 5B corresponderam aos controles negativos, inoculados com solugdo salina. As observagdes foram
realizadas ao longo de sete dias, sendo cada dia indicado na coluna a esquerda.

Loxtox s1A
Grupo 1A Grupo 2A Grupo 3A Grupo 4A Grupo 5A
3 ng/mL 6 ng/mL 12 ng/mL 24 ng/mL Salina
Dia 1 3 3 3 3 3
Dia 2 3 3 3 2 3
Dia 3 3 3 3 1 3
Dia 4 3 3 2 | 3
Dia 5 3 2 2 | 3
Dia 6 3 2 2 1 3
Dia 7 3 2 2 1 3
Total de 6bitos 0 1 1 2 0
Loxtox s11A
Grupo 1B Grupo 2B Grupo 3B Grupo 4B Grupo 5B
3 ng/mL 6 ng/mL 12 ng/mL 24 ng/mL Salina

Dia 1 3 3 3 3 3
Dia 2 3 3 3 3 3
Dia 3 3 3 3 3 3
Dia 4 3 3 3 3 3
Dia 5 3 3 3 3 3
Dia 6 3 3 3 2 3
Dia 7 3 3 3 2 3
Total de 6bitos 0 0 0 1 0

Para avaliar se concentragdes mais elevadas da recLoxtox s1 A seriam capazes de induzir
mortalidade mais rapida em larvas de 7. mollitor, grupos compostos por cinco larvas (n=5)
foram expostos a doses de 1,3 pg/mL (Grupo 3A), 3,3 pg/mL (Grupo 3B) e 6,6 ug/mL (Grupo
3C). Foram incluidos dois grupos controles: o Grupo 3D (controle negativo), inoculado com
solugdo salina, € o Grupo 3E (controle positivo), desafiado com veneno total de L. intermedia
na concentracdo de 6,6 pg/mL. A Tabela 20 apresenta o acompanhamento das larvas ao longo

de sete dias.

Nenhuma larva do Grupo 3A apresentou mortalidade durante o periodo de observagao.
No Grupo 3B, apenas uma larva sobreviveu até o final do experimento, enquanto a dosagem
mais alta (Grupo 3C) apresentou 100% de mortalidade. O Grupo 3E (controle positivo) nao foi
capaz de causar a morte de nenhuma larva, provavelmente devido a perda de atividade do
veneno total e ndo estd indicado na tabela. No Grupo 3D, observou-se o 6bito de uma larva,
provavelmente em decorréncia de fatores mecanicos associados ao manuseio durante a
aplicacdo. Foi observada uma redug¢ao na mobilidade das larvas aproximadamente seis horas

apo6s a inoculacao das duas maiores doses de recLoxtox s11A.
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Tabela 20 — Efeito de diferentes concentra¢cdoes maiores da toxina recombinante recLoxtox sl1A sobre a
sobrevivéncia e mobilidade de larvas de Tenebrio molitor. As larvas foram expostas a doses de 1,3 pg/mL
(Grupo 3A), 3,3 pg/mL (Grupo 3B) ¢ 6,6 pg/mL (Grupo 3C). O controle com salina ¢ representado pelo Grupo
3D. As observagdes foram realizadas ao longo de sete dias, sendo cada dia indicado na coluna a esquerda

Loxtox s1A
Grupo 3A Grupo 3B Grupo 3C Grupo 3D
1,3 ng/mL 3,3 pg/mL 6,6 ng/mL Salina
Dia 1 5 5 5 5
Dia 2 5 5 4 4
Dia 3 5 3 3 4
Dia 4 5 3 2 4
Dia 5 5 2 2 4
Dia 6 5 2 0 4
Dia 7 5 1 0 4
Total de 6bitos 0 4 5 1

As porcentagens de sobrevivéncia nos grupos desafiados com as doses de recLoxtox

sl A sdo abordadas na Figura 30.
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Figura 30 - Taxa de sobrevivéncia de Tenebrio molitor apés desafio com diferentes concentracdes da toxina
recombinante recLoxtox s1A. (A) Curvas de sobrevivéncia correspondentes as doses de 3 ng/mL (azul), 6 ng/mL
(vermelha), 12 ng/mL (verde) e 24 ng/mL (preta). Observa-se que a curva do grupo controle (salina) se sobrepds
a do grupo tratado com 3 ng/mL, ambos sem registros de mortalidade. (B) Curvas de sobrevivéncia dos grupos
expostos a 1,3 pg/mL (vermelha), 3,3 pg/mL (azul), 6,6 ng/mL (verde) e salina (preta).
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5.7  Atividade enzimatica de recLoxtox slA sobre a membrana corioalantoica

(CAM) de ovos de galinha (Resultados preliminares)

A toxina recombinante recLoxtox s1 A demonstrou capacidade de atuar de forma eficaz
sobre a biologia dos vasos sanguineos da (CAM), promovendo lesdo vascular. A Figura 31A
mostra a janela de aproximadamente 3 cm? realizada no décimo dia de incubagdo para
exposicao da membrana. Na Figura 31B, observa-se o embrido em desenvolvimento. J& a Figura
31C exibe o interior do ovo sob iluminagdo, 6 horas ap6s a aplicagdo da toxina recombinante,
evidenciando o aparecimento de uma mancha avermelhada, indicativa do inicio do processo de
ruptura vascular. Ap6s 24 horas da inje¢ao da recLoxtox s1A, a agdo da toxina torna-se ainda
mais evidente, com o aumento da area avermelhada, sinalizando uma intensa ruptura dos vasos

sanguineos da CAM.

Figura 31 — Efeito da toxina recombinante recLoxtox sl1A sobre a vascularizacio da CAM. (A) Janela de
aproximadamente 3 cm? aberta no décimo dia de incubagao para exposi¢do da CAM. (B) Embrido visivel (indicado
pela seta verde) no interior do ovo. (C) Imagem obtida 6 horas apos a aplicacdo da recLoxtox sl A, mostrando o
inicio da ruptura vascular (indicado pela seta amarela). (D) Apods 24 horas da aplicacdo, observa-se o aumento da
area avermelhada (indicado pela seta azul), evidenciando uma ruptura intensa dos vasos sanguineos da CAM.

Entre as principais vantagens da utilizagdo da CAM como modelo experimental
destacam-se a facilidade de acesso e manutencao, o rapido desenvolvimento embrionario, bem

como a praticidade na manipulacao e na obteng¢ao de imagens para analise dos resultados. Além
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disso, esse modelo constitui uma estratégia alternativa relevante ao uso de animais
experimentais, atendendo aos principios éticos de substituicao, redugdo e refinamento (3Rs) na
pesquisa cientifica (Anup ef al., 2024).

A membrana CAM tem se mostrado um bom modelo inicial para o estudo de processos
de diagndstico e terapia anti-vascular (Olivo & Chin, 2006; Pegaz et al., 2006; Lim et al., 2010),
pesquisas nanotoxicoldgicas (Buhr et al., 2020), trabalhos relacionados ao crescimento tumoral
e metastases (Deryugina et al., 2005; Deryugina & Quigley, 2008; Cecilia Subauste et al.,
2009), modelo para o estudo de cancer e avaliagdo de drogas (Komatsu et al., 2019; Y. Wang
et al., 2025), modelo para o estudo de alergenicidade e toxicidade (Kunzi-Rapp et al., 1999;
Amcoff, 2005; Slodownik et al., 2009 Scheel et al., 2011), entre outros. Agentes capazes de
induzir a ruptura vascular também podem ser investigados por meio do modelo da CAM (Ren
et al., 2009; Mahal et al., 2014;). Alteragdes na integridade dos vasos sanguineos, incluindo
hemorragias decorrentes de vazamentos ou rupturas vasculares, podem ser facilmente
visualizadas nas horas subsequentes a administracdo desses agentes.

A integridade estrutural dos vasos sanguineos depende, em grande parte, da organizacao
das células endoteliais e da composi¢ao lipidica de suas membranas plasmaticas, constituidas
predominantemente por fosfolipidios (Casares et al., 2019). Esses componentes sdo essenciais
para a manutengdo da fluidez, permeabilidade e estabilidade da barreira endotelial. A ag¢do da
recLoxtox slA sobre a CAM pode estar associada a ruptura dessas membranas lipidicas,
resultando em aumento da permeabilidade vascular e, consequentemente, em danos e
extravasamento de sangue observados experimentalmente. Assim, € possivel sugerir que a
toxina interfira nos mecanismos de integridade lipidica do endotélio, contribuindo para os

efeitos hemorragicos evidenciados nas anélises morfologicas.

5.8 A atividade de recLoxtox slA e recLoxtox sllA na agregagdo plaquetdria

(Resultados preliminares)

Como se tratava de um teste piloto, diferentes concentracdes das enzimas recombinantes
foram avaliadas com o objetivo de investigar possiveis efeitos em fun¢do da dose. Os resultados
obtidos apresentaram diferengas marcantes entre as amostras testadas em plaquetas lavadas
(PL) e plasma rico em plaquetas (PRP). Os graficos de agregacao plaquetaria estao apresentados
na Figura 32, sendo que A e B correspondem aos experimentos conduzidos com PRP, enquanto
C e D referem-se aos ensaios realizados com plaquetas lavadas. Como agonistas foram

utilizados o colageno (Coll, 10 pg/mL) e a convulxina (CVX, 6 ug/mL).
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A andlise das Figuras 32A e 32B indica que ndo ¢ possivel atribuir as enzimas
recombinantes recLoxtox slA e recLoxtox sl1A um efeito inibitério sobre a agregacao
plaquetaria em PRP induzida pelo colageno. Além disso, a aplicacdo das recombinantes na
auséncia do agonista nao repercutiu em ativagao das plaquetas, mostrando assim que recLoxtox
sl A e recLoxtox s11A tampouco promovem a agregacao de plaquetas em PRP. Por outro lado,
nos ensaios conduzidos com plaquetas lavadas (Figuras 23C e 23D), observou-se que tanto a
recLoxtox s1A, nas concentragdes de 5, 10, 20, 40, 80 e 100 pug/mL, quanto a recLoxtox s11A,
na concentracao de 10 pg/mL, foram capazes de inibir a agregacdo plaquetaria induzida por
coldgeno e convulxina. No entanto, ndo foi possivel estabelecer uma relacao clara de dose-

dependéncia para esse efeito.
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Figura 32 — Avaliacio do efeito sobre plaquetas das enzimas recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox
s11A. Graficos representativos dos ensaios de agregagao plaquetaria conduzidos com plasma rico em plaquetas
(PRP) e plaquetas lavadas (PL). (A—C) Ensaio realizado com PRP, avaliando o efeito das recombinantes em
diferentes concentragdes na presenca ou auséncia de coladgeno (Coll, 10 pg/mL). (D-E) Ensaio conduzido com
plaquetas lavadas. Observa-se que, no PRP, as toxinas recLoxtox slA (5—-100 pg/mL) e recLoxtox s11A (10
pg/mL) inibiram a agregagdo plaquetaria induzida pelos agonistas, enquanto em plaquetas lavadas nao foi
detectado efeito inibitério nem indutivo.
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As Loxtox presentes nos venenos de Loxosceles podem ter efeitos sobre a cascata de
inflamacao, dermonecrose, agregacao plaquetaria, hemolise e nefrotoxicidade (Calabria et al.,
2019). De forma contradiatoria, estudos ja demontraram que essas enzimas podem induzir a
ativacdo das plaquetas através da produgdo de acido lisofosfatidico, que estimula receptores da
membrana das plaquetas (Fukuda et al., 2017).

Ensaios de agregagao plaquetaria no trabalho publicado por Rafaela Silva Magalhaes et
al. demonstraram comportamentos distintos entre os venenos de diferentes espécies de
Loxosceles. O veneno total de L. amazonica e L. similis induziu agregagcao espontanea de
plaquetas lavadas nas concentra¢des de 100 e 200 pg/mL. Em contraste, o veneno de L. aff.
variegata ndo promoveu agregacio, mas apresentou capacidade inibitoria significativa sobre a
agregacao plaquetaria previamente induzida por agonistas como colageno e convulxina. Esses
resultados indicam que os venenos totais de L. amazonica e L. similis possuem atividade pro-
trombotica, enquanto o de L. aff. variegata exerce efeito antagénico, contribuindo para a
compreensdo das variagdes nos efeitos hematotdxicos entre as diferentes espécies de Loxosceles
(Rafaela Silva-Magalhaes et al., 2024).

As plaquetas sdo células anucleadas derivadas de megacardcitos da medula dssea que
circulam normalmente na corrente sanguinea em seu estado inativo. A membrana plasmatica
das plaquetas € composta de lipidios estruturais incluindo fosfatidilcolina (FC), fosfatidilserina
(FS), fosfatidiletanolamino (FE), além de esfingolipideos como esfingomielina (SM) e
colesterol (O’Donnell et al., 2014). Esses fosfolipideos apresentam uma distribui¢ao
assimétrica e, devido a mudanga conformacional resultante da ativacdo das plaquetas, uma
carga negativa ¢ atribuida a membrana plasmatica, o que possibilita a sua adesao ao endotélio

e a geracao de trombina através da cascata de coagulacao (Figura 33).
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Figura 33 — Distribuicao assimétrica dos fosfolipidios na membrana plasmatica das plaquetas. Em uma fase
normal de repouso, conforme ilustrado nesta figura, a fosfatidilserina — um fosfolipidio com carga negativa —
localiza-se predominantemente na face interna da membrana plasmatica plaquetaria, mantendo a face externa
eletricamente neutra. Adaptado de (Haginoya et al., 2023).

Quando um dano vascular ocorre, as plaquetas respondem rapidamente através da sua
adesdo ao local, que promove sua ativacdo e mudanga conformacional, o que favorece o
recrutamento de mais plaquetas (agregacao) para que seja formado um coagulo maior de forma
a impedir sangramentos mais severos (Thomas, 2019). Esses trés processos (adesdo, ativacao e
agregacdo) sdo os principais estagios da hemostase primaria (Figura 34). As alteracdes
estruturais também corroboram para a ativacao da maior parte das glicoproteinas presentes nas
membranas das plaquetas (GPVI, GPIb,/IX/V e integrina allbB3) (Jackson, 2007). Em sintese,
a adesdo ocorre quando o dano endotelial expde o coldgeno subendotelial. Esse colageno pode
se ligar aos receptores plaquetarios de fibrinogénio (integrina allbf3), ao receptor glicoproteico
GPVI ou ao fator de von Willebrand (vVWF). O vWF ¢ liberado inicialmente pelo endotélio, e
tanto o colageno quanto o VWF interagem com o complexo glicoproteico plaquetario
GPIb/IX/V. As interagdes entre as plaquetas e os complexos allbB3, GPVI e colageno—vWF—
GPIb/IX/V promovem a ativagdo plaquetaria, incluindo a libera¢do dos granulos, e induzem
uma mudanga na forma das plaquetas, de discoide para arredondada, com formacao de
pseuddpodes. Por fim, a integrina allbB3, em cooperacao com o vWF liberado principalmente
pelos granulos alfa das plaquetas, promove a agregacdo por meio da ligacdo cruzada entre
multiplas plaquetas ativadas, formando o tampao plaquetario. Esse tampao ¢ suficiente para
conter o sangramento em vasos de pequeno calibre, mas ndo em vasos maiores, que requerem
a deposi¢ao adicional de fibrina entrecruzada (gerada pela hemostasia secundaria) sobre o

tampdo plaquetario para interromper o sangramento.
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Figura 34 — As trés etapas da atividade plaquetaria durante a hemostasia primaria. Adaptada de: (Haginoya
etal., 2023).

Os resultados obtidos para as enzimas recombinantes recLoxtox s1 A e recLoxtox s11A,
quando comparados aos achados dos ensaios realizados com o veneno bruto de L. similis,
indicam que a atividade pro-trombotica observada no veneno total provavelmente depende da
acdo sinérgica de multiplos componentes, ndo sendo reproduzida isoladamente pelas toxinas
Loxtox s1A e sl11A. Por outro lado, o efeito inibitorio da agregacao plaquetaria observado nas
plaquetas lavadas tratadas com as recombinantes (Figuras 32C e 32D) apresenta semelhanga
com o perfil do veneno de L. aff. variegata, o qual demonstrou capacidade de bloquear a
agregacao induzida por agonistas. Essa correspondéncia sugere que as Loxtox isoladas possam
estar envolvidas em mecanismos antagonicos a ativagdo plaquetaria. Além disso, a recLoxtox
slA exibiu um maior potencial inibitoério sobre a agrega¢do induzida por convulxina em
comparagao a induzida por colageno, indicando que sua agdo pode estar relacionada a vias
dependentes de integrinas (como allbB3) ou de glicoproteinas de membrana plaquetéria, como
o receptor GPVI, ou ainda simplesmente pela sua atividade na degradagao direta na membrana
das plaquetas.

A inibi¢do da agregagdo plaquetaria em plaquetas lavadas pode também estar
relacionada a agdo das proteinas recombinantes sobre os fosfolipidios da membrana plaquetaria,
uma vez que, nesse contexto, ha uma maior exposicao desses componentes em fungdo da maior
densidade de plaquetas. Dessa forma, os dados obtidos com as proteinas recombinantes
contribuem para elucidar como diferentes isoformas de toxinas de Loxosceles podem modular
de maneiras distintas as respostas hemostaticas, refletindo a variabilidade funcional observada

entre as espécies do género.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, a analise transcriptomica da glandula de veneno de L. similis, realizada
por meio de tecnologias de NGS, permitiu uma caracterizagdo abrangente dos principais
conjuntos de genes expressos € a identificagdo de moléculas potencialmente envolvidas na
toxicidade do veneno. Foram identificadas novas sequéncias de Loxtox pertencentes as
subfamilias sIA e sll1A, além de metaloproteases, hialuronidase, toxinas inseticidas e
fosfolipase Az. As isoformas recombinantes recLoxtox sl1A (~34,2 kDa) e recLoxtox s11A
(~34,9 kDa) foram expressas e purificadas, possibilitando a caracterizagdo funcional de suas
atividades biologicas.

Além de sua conhecida a¢cdo dermonecrotica, a recLoxtox s1A demonstrou toxicidade
em larvas de T. molitor e em vasos sanguineos da CAM. As toxinas recombinantes também
apresentaram efeitos sobre a atividade de plaquetas lavadas, sugerindo que sua agdo pode
envolver vias dependentes de integrinas ou glicoproteinas de membrana, como o receptor
GPVL

A abordagem empregada neste trabalho amplia o entendimento sobre a diversidade de
toxinas produzidas por aranhas do género Loxosceles e oferece subsidios valiosos para
pesquisas nas areas evolutiva, biotecnologica e de satde publica. Os resultados obtidos revelam
uma complexa rede de moléculas expressas na glandula de veneno de L. similis, responsaveis
por seus efeitos locais e sistémicos.

Por fim, este estudo reforga a relevancia de L. similis como espécie sinantropica de
importancia médica, uma vez que pode ser encontrada em areas turisticas, ambientes urbanos e
no interior de residéncias. As informacdes aqui apresentadas contribuem ndo apenas para o
avango do conhecimento sobre a biologia € o veneno dessa espécie, mas também para o
desenvolvimento de estratégias de prevencdo, diagndstico e tratamento do loxoscelismo.
Ademais, os achados abrem novas perspectivas para a descoberta de inibidores especificos dos
principais componentes toxicos € para a prospeccdo biotecnologica de moléculas de interesse
médico e agricola, além de fomentarem o desenvolvimento de alternativas experimentais que

reduzam o uso de vertebrados em pesquisa cientifica.
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Familia +
Proteina ID

Sequéncia de aminoacidos

s1A
(ANY30960.1)

MLLHIALILGCWSALSEGAQTEVGERADKRRP IWIMGIMVNSLAQ IDEFVNLGSNSIETDVS FDKQANPEYTYIG
I-GRSCTHSTNFNDFLKGLRKATTPGDSKYHEKLILVVFDLKTGSLYDNQAYDAGTKLAKNLLQHYWNNGNN
GGRAYIILSIPNLNHYKLITGFKETLKNEGHEELLEKVGHDFSGNDDISDVQKTYNKAGVTGHVWQSDGITNCLL
RGLTRVKAAVANRDSGSGI INKVYYITVDKRATTRDSLDAKVDGVMTNYPDVIVDVLNEDAYKNKFRVATYEDNP
WETFKE

MLLHIALI LSCWSALSEGNQTNVGERAYKRRPIWIMGIMVNS IAQIDEFVNLGSNS IETDVSFDKKANPEYTYIG
I-GRNCLRWEYFNEFLKGLRKATTPGNSKYHKKLILVVFDLKTGSLYDDQAHVAGTKLADNLLQHYWNNGNN
GGKAYIILSIPNTKHYKLIKGFKETLKNEGHEKLLKKVGYDFSGNDNITDIQKTYKKAGVTGHVWQSDGITNCLL
RGFTRVNAAVAKRDSADEFINKVYYITVDRRATTRKSLDAKVDGIMTNYPDVIADVLNEDAYKKNFRVATYRDNP
WKTFKN

s1B
(ANY30961.1)

MLLHTALILSCWSALSEGTQTDVEERADNRRP IWIMG.MVNNLKQ I DEFVNLGSNAIETDVSFDKQANPEYTYIG
I-GRSCTHSTNFNDFLKGLRKATTPGDSKYHEKLILVVFDLKTGSLYDNQAYDAGTKLAKNLLQHYWNNGNN
GGRAYIILSIPNLNHYKLITGFQQTLKDEGHEELLDKVGYDFSGNDDISDVQKTYNKAGVTGHVWQSDGITNCLL
RTLTRVKAAVANRDSGSGI INKVYYITVDKRATTRDSLDAKVDGVMTNYPDVIVDVLNEDAYKNKFRVATYEDNP
WETFKE

s1C
(ANY30962.1)

MLLHIALT LSCWSALSEGTQTDVEERADNRRPIWIMGIMVNNLKQ IDEFVNLGSNAIE SDVSFDKKANPEYTYIG
T-GRDCLRWEYFNEFVKGLRRATTPGDSKYHEKLVLVVFDLKTGSLYDYQASDAGTKLAKSLLQNYWNNGNN
GGRAYIILSIPNLNHYKLITGFQQTLKDEGHEELLDKVGYDFSGNDDISDVQKTYNKAGVTGHVWQSDGITNCLL
RTLTRVKAAVANRDSGSGI INKVYYITVDKRATTRDSLDAKVDGIMTNYPDVIADVLNEAAYKTKFRLATYEDNP
WETFKE

s1D
(ANY30963.1)

MLLHIVLVLSCWGALSEGTENDVGERADKRRP IWIMG.MVNS IAQIDEFVNLGSNS IETDVSFDDSANPEYTYIG
I-GRACLHWEYFNDFLKGLRKATTPGDSKYHKKLILVVFDLKTGSLYDNQAYDAGKKLAKNLLKHYWNNGNN
GGRAYIILSIPNLNHYKLITGFKETLKKEGHEELLKKVGTDFSGNDDISDVQKTYKKAGVTGHVWQSDGITNCLL
RGLTRVKAAVANRDSGSGI INKVYYITVDKRATTRDSLDAKVDG IMTNYPDVITDVLNEAAYKKKFRIATYEDNP
WETFKE

s1E_parcial
(ANY30964.1)

MLLNVAVLLSCWSALSEAVQTDVGERADQRRPIWIMGIMVNAI SQIDEFVNLGANS IETDVAFDKQANPEYTHIG
V-GRNCRKKEKFTDFVKALRS STTPGDSKYQEKLILVVEFDLKTGSLKDNQAYDAGTKLAKNLLOQHYWNNGNN
GGRSYIVLSIPYLTHYKLITGFQETLKTEGHEELLEKVGYDFSRNDYISDVKAAYNRAGVTGHVWQSDGVTNCWL
RGFGRVKEAVANRDSADGFINKVYYITVDKRATTRKSLNAGVDGIMTNYPDVIADVLNEAZ—\YKT

s1F_parcial
(ANY30965.1)

PEYTYHGIPCDCGRNCLRWEYFNEFLKGLRKATTPGNSKYHKKLILVVFDLKTGSLYDDQAHVAGTKLADNLLQH
YWNNGNNGGKAYIILSIPNTKHYKLIKGFKETLKNEGHEKLLKKVGYDFSGNDNITDIQKTYKKAGVTGHVWQSD
GITNCLLRGFTRVNAAVAKRDSADEFINKVYY

(ANY30968.1)

s1G_parcial

ATQTDVEERADNRRPIWIMGHMVNNLKQIDEFVNLGSNAIESDVSFDKKANPEYTYHGTP
(ANY30966.1)

MLLHVVLILGCWSILSEGAENDVAERDDDKRP IWNMABMVNSIAQIQEFMRLGSNSLEFDINFDKDAKPVYTYHG
s2A VBEBEFRSCLYWEY IGDYLTALRERTTPGNPKYRENLSLLVFDLKTNSLYDSQAAEAGRNLADDIFKY YWNEGNN
(ANY30967.1) GGRAYMIISIPNLEHYDLITAFKHKFTSNGHEDLLDYVGFDFSANDNIPDVERVFEKVKVSGVPDRVIWQSDGITN

CIARSLDRVKEAVKERDAGGIINKIYVHTLDKVSSIKEALDAGVDGVMTNHPDVVVGVLREDAYKTKFRYASYSD

NPWETFKAE

MFLHIALTLGCWSIFSEGAETDVAERDDTRRP IWIMGHMVNSIGQIDEFMRLGSNSLEFDINFDKDAKPVYTYHG
2B VEBBBBFRSCLYWEY IGDYLTALRERTTPGNPKYRENLSLLVFDLKTNSLYDSQAAEAGRNLADDIFKYYWNEGNN

GGRAYMIISIPNLEHYDLITAFKHKFTSNGHEDLLDYVGFDFSANDNIPDVERVFEKVKVSGVPDRVWQSDGITN
CIARSLDRVKEAVKERDAGGI INKIYVITLDKVS SIKEALDAGVDGVMTNHPDVVVGVLREDAYKTKFRYASYSD
NPWETFKAE

s2C
(ANY30969.1)

MFLHTIALTLGCWSIFSEGAETDVAERVDTRRP IWIMGIMVNS IGQI DEFMRLGSNSLEFDINFDKDAKPVYTYIG
V_FRSCLYWEYI GDYLTALRERTTPGNPKYRENLSLLVFDLKTNSLYDSQAAEAGRNLADDIFKYYWNEGNN
GGRAYMIISIPNLEHYDLITAFKHKFTSNGHEDLLDYVGFDFSANDNIPDVERVFEKVKVSGVPDRVWQSDGITN
CIARSLDRVKEAVKERDAGGI INKIYVITLDKVS SIKEALDAGVDGVMTNHPDVVVGVLREDAYKTKFRYASYSD
NPWETFKAE

s3A
(ANY30970.1)

MLLHVVLILGCWSI LSEGAENDVAERDDDKRPIWNMAIMVNS IAQIQEFVALGANSIETDI SFDKNADPEYTFIG
V-FRNCMNWEHATHFFEGLRNATLPGNPKFKERLVLVVFDLKSNGLQHDEQAYDAGKRLAIKLLRHYWNFGE
DGGRAYIVLSVPLVKHYKLFLGFRDTMEFNLGHEKLMEKVGHDEFSGNDDISDIVEGYSRAEVTEHIWQSDGITNCI
YRGYDRIKQCVNARDSGNLINKVYFITADKAST IRGALDEGVDGIMTNHPNNVNDVLKEDAYSSKFRYANIDDNP
WLTIKK
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s4A
(ANY30971.1)

MLCAIALI FCFWATGLEGAETEVMERADRRRPIWNMGIMVNE IYQIDEFVDLGANSIETDI TFGDDAMAEYSFIG
V-RRWCHKWEYVNTFLEGLRRATT PGDSKYRKELILVVEFDLKTGDLSSSSAYKGGRLFAEKLLRHYWNGGSN
GGRAYIIISIPDIDHHAFILGFRDFLAKSGHEDLLAKVGYDFSGNDDLNQIRTALHKGGVGDREHVWQSDGITNC
ILRSLDRVNKAVSNRDSTNGYINKVYYITIERYVSVRDALDAEVDGIMTNYPDVIVNVLKENNYKNRFKMATYED
NPWVLFKR

sSA
(ANY30972.1)

MYVHLALILGCWTII LQGSEADIVQRADNRRPIWNMGIMVNAVAQ INTFLDLGSNALEMDI TFNKQAMPVYTYIG
T-LRDCLRWEYFSTFVQELRQRTT PGDAKYRQQLILLIFDLKTGSINNNQARTAGINMAQQLLQOHYWNNGNN
GGRAYIVLSIPYLEHYELVRGFRDTLRGEGQERLLEKVGYDFSGRHQLSSIGEAYKKAGVNGHVWQSDGITNCLP
LVDDLPRVREAVRNRDS SNGFINKVYYITVDKVSTTKKALSAGVDGIMTNKPSVIVDVLNE SGIRDKYRLATYED
NPWETEFRN

S6A
(ANY30973.1)

MLLKYLLFLAFGIIISQVAASAPYNATNDLKP IWIMGIMVNAI SQIKEFLNLGANSLE FDIAFDSQAKAQYTYIK
_FRVCAKWEYI SSYLSEIREVTTPGNPKLSTDLILLILDLKIDWMSGGQSYVAGGDMASKLLDYYWQRKMT
SGRAYIVLSIPDIKNYGFIRGFREKLQSEGYFDQYKDKIGYDFSGNEHLSSIRKALQRAGVTEHVWQSDGVSNCE
ARSTARLKKALRNRDSPGGYINKIYYITVDKYSTMRKAI SLGVDGVMTNHPNRANFVLGEGAFRDKFRPAYYEDI
PW

s6B
(ANY30974.1)

MGHMVNSIYQINEFLDLGSNALEIDI TYDSQAKAQYTYHKA-FRVCGRWEY ISRYLNEIREVTALGNPKFRE
QLILLILDMKIDWMTDAQSVVAAGGDIASKLLDYYWQRNTSSGRAYITILSMPSVRNYCFIRGFRAKLOSEGYYEK
YKEKIGYEFSGNEDLDSITHQALQRAGVSEHVWQSDGITNCVPRGTGRLEKALMNRESPTGYIDKVYFWTIDLPST
IEHILRLGVDGIMTNNPDRVNTALKRTRFRPAVYDDNPWTT

sTA
(ANY30975.1)

MLFLVFRTLCCWILILQGAEADVSEMGENRRPIWNIARTVNAEYPIDMFLEDDANPIGIAEFLDFGANALQIEVM
FDSSGTAQSVSRKS-SRTCVKWI DFSYYLDDLRHFTTPDDSMFREELVLIVLDLKVSDEFNPSLSFKAGKDLA
QOKLLDHYWQKESSGARAYILLSVPSTKNAALIRAFNLTLOKGEFAFFGEKVGIDISGDDDLFSVRRIVERLGMTG
WHVWQSDVITNCLLREKSQLREAVEERDSQGYMNKVYTLTADRHATIRNALRAGVDGVMTNEPNHLTDVLKETEF
KDKFKLATYDDSPWETYMEDTEYISNTLNVDDISIAKK

s8A
(ANY30976.1)

MSFTTATI SLLVLSIVLQQGTQTQVVADSRRPFWNIAIMVNAI DOIEPFLKRGANAIEFDIEFDSEGIAQQTHHGV
-GRI CNRKDDFVKYLDHIRQVTSPGTKEYREQLILLALDLKLORISVNLAYAAGTDIANKLIDHYWKRGNST
ARAYILLNIPSIRHFDFINGFKHTITRREGYERYDDKYGINEFTGNDDLELTRLMLGRMNITYNIWQADGITSCLP
RGTRRLKEAIRRRDTEGYKFIYKVYSITLVAYSTMRRSMRLSVDGIMSNHPERVVYILGEGYFANRFRMATLEDN
PWOKYHV

s8B
(ANY30977.1)

MLFGITLCIAGLSVAIKGAEIS SAERDDTRRPFYNIZ—\IMVNG IvVQ INQFLDKGANAIEFDIEFDANGTAQHTHIG
F-GRKCFHKENVTEYLDHIRQVTTPGDPLFREQLVLLALDLKLQRIDSQNSHTAGVDVAKKLLDHYWQRGKS
KARAYLLLNLPLLEDYEFVRGFKETLKDEGYEQYNDVTGINFTGNEDLKKTREVYEKLSVSSHIWQSDGITSCLP
WGTKRLTEILKLRNDPDYNYVTKVY PITI IRYSIIRRSLRLDVDGIQTNLPDRVIEVLKEEEFASKFRLATYEDD
PWKKFIRI

s8C
(ANY30978.1)

MLFGIALCIVGLSFVIKGAEIS SVERDDTRRPFYNIAIMVNGIVQ INQFLDKGANAIEFDIEFDANGTAQHTHIG
F-GRKCFHKENVTEYLNHIRQVTTPGDPLYREQLVLLAVDLKLQRIDSQKSHTAGVDVAKKLLDHYWQRGKS
KARAYLLLNLPLLEDYEFVRGFKETLKDEGFEQYNDVIGINFTGNEDLNKTREVYEELNVNSHIWQSDGITSCFEFA
RRTKRLEKVLKLRNDPNYNYVTKVYPITIVRYTI IRRSLREDVDGIQTNLPHRVSKVLKEKEFASKFRLATYEDD
PWKKFIRT

s9A
(ANY30979.1)

MLLRI LYFVCLVQYKYIVSGAAEEKDVIERDDDGRRPVWNIAIMTNDIE IVKTYLDDGANALEFDIEFNERGQPL
RTYIGV_CRKCGRTETFSTFMDQMRKFTTPGDPEFREKLVLLMLDLKVKDFDSSLZ—\LEAGQNIAKVLLDSYW
QRGKADTRAYIVLSIPSLDYAKLIRGEFYNEVKKONFPTYRRRVGVDFSGNDDLDDTRRALERVNITRRIWQSDGI
TNCLPRGTGRLAAAIKRRDDPEYRFINKVYYISVDRKSTIRTVLDLEADGMI TNFPDNFASVLNESKYASRFRLA
NYMDNPWKKFIPSGSRMIQEKSLERISQLDAEEFTDNTLAPKSONFLIPFLTELFFSCGGKGLE

s9B_parcial

FPDNFASVLNESKYASRFRLANYMDNPWKKFIPSGSRMIQEKSLERISQLDTEEFTDNTLAPKSONFLIPFLTEL

(ANY30980.1) FFSCAPSFNYKTILTLYNTLVLPIITHCLLLWINTSNTNLHCIQITKNRIY
MWLAIVLCLAGSAVLLEGAEADTRERGDGRRPIWNIAIMVNDKE IIDKFLNNGANSVE SDVSFDSNGRPEKMHIG
s10A GRKCDROMSFDDYVDYMRQLTTPGDPKFRESLVLIMEFDFKLKSLSSSVAYAAGQEVALRMLDNYWKRGES

(ANY30981.1)

GGRAYIVLSIPTIKRITFATGFYDKLHSEGFDQYRDKVGIDFSGNEDLDETGRILQOSSNIVDHIWQSDGITNCLFEF
RVMTRLKKAT SKRDSNGYMVKVYTISVDKYTTMRKALRVAADGMI TNFPARLVSVLNESEFSGKFRLATYDDNPW
ERYSS

s10B
(ANY30982.1)

MWLAIVLCLAGSAVLLEGAEADTRERGDGRRPIWNIAIMVNDKE IIDKFLNNGANSVE SDVSFDSNGRPEKMHIG
A-GRKCDRQMSFDDYVDYMRQLTT PGDPKFRESLVLIMFDFKLKSLSSSVAYAAGQEVALRMLDNYWKRGES
GGRAYIVLSIPTIKRITFATGFYDKLHSEGFDQYRDKVGVDEFSGNEDLDETGRILQOSSNIVDHIWQSDGITNCLF
RVMTRLKKAT SKRDSNGYMAKVYTISVDKYTTMRKALRVAADGMI TNFPARLVSVLNESEFSGKFRLATYDDNPW
ERYSS

s10C_parcial
(ANY30983.1)

MRSLFLLYFVGSIILIQGVEQDS SERADHRRPIWNIAIMVNDRGLVDEYLDDGANSLE I DVAFDWDGKPQRMYIG
F_GRNCWRQLGFTEYVDYMRQLTT PGDPKFLENLVLIMFDLKLNSFPPGKVYSIGEDVAVGLLDTYWKRGES
GARAYIVLSVPSVERASFITGEFYDKLHSEGFEDQ
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s11A
(ANY30984.1)

MLLSTIISFIGFAVFFQEAYGHVVERADSRKPIWDIA.MVNDLELVDEYLDDGANGLELDVDFEKDGTAKEMYIG
V-FRSCTRSEEFTKYMDYIRQLTTPGNPKFRSQLIMLIMDLKLKGIEPNVAYAAGKSVAEKLLSSYWQNGKS
GARAYIVLSLETITRPDFIKGFRDAITASGHEELFEKIGWDEFSGNEDLGDIRRMYQQYGIEDHIWQGDGITNCIA
RGDYRLKEALKKKNDPDYKYTLKVYTISIDKNSSIRHALRLGVDAIMTNYPEDVKSILQESEFSGSHRMATYEDY
PWQOK

s11B
(ANY30985.1)

MLLSTVI SFIGFAVFFQEAYGHVVERADSRKPIWDIAIMVNDLELVDEYLDDGANGLELDVDFEKDGTAKEMYIG

FRSCTRSEEFTKYMDYIRQLTTPGNPKFRSQLIMLIMDLKLKGIEPNVAYAAGKSVAEKLLSSYWQNGKS
GARAYIVLSLETITRPDFIKGFRDAITASGHEELFEKIGWDFSGNEDLGDIRRMYQQYGIEDHIWQGDGITNCIT
RGDYRLKEALKKKNDPDYKYTLKVYTIS IDKNSSIRHALRLGVDAIMTNYPEDVKSILQESEFSGSHRMATYEDY
PWQOK

s11C
(ANY30986.1)

MWLSAVLSFLELAVVYQVVNGHVEERADSRKPIWD IAIMVNDLELVDEYLGDGANGLELDVAFTKDGTAEKMYIG
_FRSCKRTEEFTKYMDYIRQLTT PGNAKFRSELIMLIMDLKLKDIEPNVAYAAGKSVAEKLLSSYWLNGES
GARAYIVLSLETITRPDFINGFKDAIYKSGHDELFEKIGWDFSGNEDLGDIRRMYQQYGIEDHIWQGDGITNCIT
RGDYRLKEALKKKNDPDYKYTLKVYTIS IDKNSSIRHALRLGVDAIMTNYPEDVKSILQESEFSGSHRMATYEDY
PWQOK

s11D
(ANY30987.1)

MWLSAVLSFLELAVVYQVVNGHVEERADSRKPIWDIAIMVNDLELVDEYLGDGANGLELDVAFTKDGTAEKMYIG
I-FRSCKRTEEFTKYMDYIRQLTT PGNAKFRSELIMLIMDLKLKDIEPNVAYAAGKSVAEKLLSSYWLNGES
GARAYIVLSLETITRPDFINGFKDAIYKSGHDELFEKIGWDFSGNEDLGDIRRMYQKYGIVDHIWQGDGITNCLP
RGDYRLKEAMKKKNDPDYKYTLKVYTIS IDKESSIRNALNLGVDAVMTNYPARVKSILQESEFSGTHRMATYDDN
PWEK

s11E_parcial
(ANY30988.1)

TLNFISLYTVVVNGHVEKRADSRKPIWDIAHKVNDLELVDEYLGDGANGLELDVAFTKDGTAEKMYHGIPCDCFR
SCKRTEEFTKYMD

s11F_parcial
(ANY30989.1)

VLDLELGDVRRPIWNVAHMVNALYQVDYYLDMGANSIEFDVAFDRDGIAKFTYHGIPCDCFRSCTKYENEFVRYIN
YVRQLTTPGNPKFREDLVLLFLDLKVNGLSASAKYTAGA

Loxtox s12A
(ANY30990.1)

MEGIQRFGIFIVVLLVHSSVAKIDYRRPIYVI GIMVNS IGEVKEYLDRGSNVLESDISFHTNGNVEKI YIGP-
INRTCTGTAKLSTYLDYVRE ITNPYSGGYSRKLILQFFDLKLDNVSPTGKFKAGQVMADHVLDHLWVNLRENDKL
IRVLLYINSISDKDTVVGFIRRFKERGVEHLLKNVGFDGGLDNLKDIKAMWESTRVKSNVWQGDGVPNCLSHRYP
DORLREELDARDAAEGY I DKVYHITI DDKTRMRKSLDLEVDGMITNVPEKLVEILQEQQYANKFRLATVDDDPEFQ
KFVLHQVQ



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30986.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TNK4K03K013
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Prezado participante,

Wocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa “Andlise Transcriptdmica
da Glandula de Veneno de Loxosceles similis: Descoberta de Novas Toxinas e Estudo
Funcional de Variantes Recombinantes de Loxtox”, projeto de pesquisa referente & Tese
de Débora Priscila Larangote de Oliveira, doutoranda no Programa de Pos-Graduac3o em
Gendtica da UFMG, onde & crientada pelo Professor Dr. Evanguedes Kalapothakis. ©
trabalho & desenvolvido em parceria com o grupo de pesguisa do Servico de Bioquimica de
Proteinas de Venenos animais, da Diretoria de Pesqguisa e Desenvolvimento da Fundagdo
Ezequiel Dias.

1. Objetivo da pesquisa

Esta pesguisa visa analisar o transcriptomna da gldndula de veneno da aranha L
similis, populammente conhecida como  aranha-marrom, afraves da técnica de
Sequenciamento de Nova Geracao (NGS) visando a elucidag3o de toxinas com importancia
para os efeitos fisiopatologicos do loxoscelismo que ainda ndo foram descritas. A segunda
parte do frabalho tera como foco principal express3o e purificacdo das variantes Loxtox
recombinantes denominadas s1A e s11A pama estudos de caracterizacdo funcional,
incluindo sua funcao em plaguetas e em guadros de hemolise. Estas proteinas sdo as
principais responsaveis pela acdo dermonecrotica decomente do loxoscelismo.  As Loxtox
do veneno de algumas especies ja foram estudadas quanto a sua capacidade de ativagao
de plaguetas e agregacdo pela produgdo de acido lisofosfatidico, que estimula os
receptores de membrana das plaguetas humanas. Além disso, a afividade hemolitica ocome
em eritrocitos pela acdo dessas enzimas, causando hemdlise através do metabolismo de
fosfolipidecs como esfingomielina e lisofosfatidilcolina.

O convite 3 sua participag3o se deve a necessidade de utilizar plaguetas humanas
para 0s ensaios, nos quais serdo testados os efeitos das proteinas em estudo na inibigdo
da agregacdo plaquetaria e atividade hemolitica.

2. Do voluntariado e confidencialidade
A sua participagao e voluntaria, isto &, ela nao e obrigatoria, e vocé possui plena

autonomia para decidir se deseja ou ndo participar, bem como interromper sua participacio
a gualguer momento. Vocé ndo sera penalizado de nenhuma maneira caso decida nSo
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consentir sua participagdo, ou desistir da mesma. Contudo, ela & muito importante para a
execucdo da pesquisa.

Serao garanfidas a confidencialidade e a privacidade das informacdes prestadas por
voce, sendo que toda a avaliagdo sera realizada de forma individual sem a presenca de
outros voluntarios no local da coleta. Qualquer dado que possa identifica-lo sera omitido na
divulgacdo dos resuliados da pesqguisa.

A gualquer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, vocé podera solicitar
ao0s pesquisadores informagdes sobre sua participagdo e sobre 3 pesquisa.

3. Procedimento

A sua participac 3o consistird em formecer cerca de 20,0 mL de sangue, por meio de
uma pun¢ao venosa no brago por um profissional habilitado. Os materiais utilizados sao
estéreis e descartaveis de acordo com as regras de biosseguranga. O local para coleta de
sangue sera no Senvico de Bioguimica de Proteinas equipado com os itens necessarios a
coleta de sangue e com caixa para perfuro cortante. Vocd podera sentir algum pequeno
desconforto na hora da coleta do sangue, no local onde a agulha for colocada, que logo
desaparecera, e podera surgir neste local uma area vermelha ou até mesmo roxa, gue
também desaparecera depois de 2 ou 3 dias. Raramente, 0s riscos da coleta de sangue
podem incluir desmaio.

A coleta de sangue demora cerca de 10 a 15 minutos e podera ser interrompida a
qualguer momento por solicitagdo do participante. Nao existem riscos fisicos adicionais a
vocé pela sua participac3o nesta pesquisa. E importante que vocd enfenda que nenhum
procedimento medico sera realizado. Apenas sera analisada a amostra de sangue que foi
coletada no momento da sua parficipagao.

4, Armazenamento e descarte do material

O sangue do paricipante ndo serd armazenado por mais de 10h desde sua coleta,
e apos sua utilizacdo serd descartado, assim como todo o material utilizado para coleta,
conforme Resolugdo da Diretoria Colegiada, da Agéncia Nacional de Vigilancia
SanitarialANVISA - RDC N° 306, de 7 de dezembro de 2004. Os dados do experimento
serdo armazenados em arquivos digitais, assim como os resultados, mas somente os
pesquisadores terdo acesso a eles.
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Ap final da pesquisa, todo materal digital sera mantido em arquivo, por pelo menos
5 anos, conforme Resolugio 466/12 e orentacfes do Comité de Efica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Fundac3o Ezequiel Dias.

5. Outros

Vocé ndo serd remunerado por sua pariicipacdo e esta pesguisa podera ndo oferecer
beneficios diretos a vocé. Se vocé concordar com o uso do material do modo descrito
acima, & necessanio esclarecer que vocé nd3o tera quaisquer beneficios ou direitos
financeiros sobre eventuails resultados decomentes desta pesquisa.

O beneficio principal da sua parficipacdo & possibilitar gque no futuro, com os
resultados alcangados com esta pesquisa, seja possivel o aperfeigoamento do fratamento
de doencas tromboticas e assim beneficiar os pacientes acomefidos por esse tipo de
doenca.

6. Utilizacao dos dados da pesquisa:

Os resultados gerais poderdo ser divulgados em palesiras, apresentacdes em
congressos e encontros, artigos cientificos e na dissertagdoftese. Os resultados de forma
individual poder3o ser repassados aos paricipantes caso pecam, estando a equipe de
pesquisadores a disposicao para eventuais esclarecimentos.

7. Consideragoes finais

Se vocg concordar com o uso do sangue coletado ndo fera guaisquer custos ou
despesas pela sua parficipagdo nessa pesquisa.

Os pesquisadores responsaveis irdo proporcionar assisténcia imediata, bem como
responsabilizar-se pela assisténcia integral aos participantes da pesquisa no que se refere
as complicagdes e danos decomentes da coleta do sangue venoso dos parficipantes.

Por favor, sinta-se a vontade para fazer gqualguer pergunta sobre este estudo ou
sohre 0s seus diretos como participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais
tarde, poderas entrar em contato com os pesquisadores.

Em caso de divida quanto 3 conduc3o ética do estudo, entre em contato com o
CEP/FUNED. O comité de ética humana tem o papel de avaliar e monitorar o andamento
do projeto de modo gue a pesquisa respeife os principios éticos de protecdo aos direitos
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humanos, da dignidade, da aufonomia, da ndo maleficénecia, da confidendialidade e da
privacidade.

8. Contatos:

e-mail: cepfuned@funed.mg.gov.br

Endereco: rua Conde Pereira Cameiro, 80, Bairmo Gameleira, Belo Horizonte, Minas Gerais,
CEP: 30510-010

Se desejar, consulte ainda a Comissdo Nacional de Etica em Fesquisa (Conep):

Tel: (61) 3315-5878 / (61) 3315-5879 e-mail: conep@saude. gov.br

Contato com o pesquisador a responsavel: Débora Oliveira / Evanguedes Kalapothakis
E-mail: geboralarangotef3@amail com / kalapothakis@amail com

Telefone: (31) 9 9523-6100 e (31) 9 9585-3010

9. Questionario (Por favor, responda ao breve guestionario abaixo)
+ |dade (anos):

« Sexol( ) Femining, { ) Masculing.
+« Peso (kg

« (Cual é o seutiposanguineo? ( YA+ { JA-( )B+ { )B-{ JAB+ { )JAB-
A0 )O- () NEo sei.

* Vocé fez uso de algum medicamento nos ditimos 10 dias?
{ 13IM. Qual?
([ JYNAD.

» Qual foi 0 horario da sua ultima alimentagio?

» Vocé possui alguma condigdo que te leva a ter problemas na coagulacdo
sanguinea? (Exemplos: Hemofilia, deficiéncia de vitamina K, doengas
hepaticas, trombocitopenia, leucemia, outras.)

( )SIM. Qual?
([ YNAO.
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» ‘océ e portador de alguma doenca infectocontagiosa? (Exemplos: Hepatite B
ou C, AIDS, Sifilis, Malaria, Doenga de Chagas, HTLC 1 ou I, oufras.)
{ )SIM. Qual?
( YNAD.

= ‘ooé gostaria de fazer alguma observacdo?

10.Declaragao final:

Afirmo que todas as informagdes acima fomecidas por mim s3o verdadeiras e
declaro que li e entendi todo o procedimento, objetivos e condigfes de minha participacdo
voluntaria e ndo-remunerada na pesquisa; dito isto, concordo em participar por livre e
espontanea vontade. Declaro que fodo o material utilizado para a coleta do sangue estava
devidamente lacrado antes do uso e foi descartado posteriormente. Confirmo que este
documento foi elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e assinadas,
ao seu témmino, por mim {convidado a paricipar da pesquisa), assim como pelo(a)
pesquisador(a) responsavel, ou pela(s) pessoals) por ela delegada(s).

Belo Horizonte, de de

Mome do Participante Assinatura do Participante

Nome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador
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humanos, da dignidade, da autonomia, da ndo maleficineia, da confidencialidade e da
privacidade.,

8. Contatos:

e-mail: cepfuned@funed.mg.gov.br

Endereco: rua Conde Pereira Cameiro, 80, Bairro Gameleira, Belo Horizonte, Minas Gerais,
CEP; 30510-010

Se desejar, consulte ainda a Comisséio Nacional de Etica em Pesquisa (Conep):

Tel: (61) 3315-5878 [ (61) 2315-5879 e-mail: conep@saude.gov.br

Contato com o pesquisador a responsdwvel. Débora Oliveira f Evanguedes Kalapothakis
E-mail: deboralarangeted3@gmail.com f kalapothakisi@gmail.com

Telefone: (31) 9 8523-6100 e (31) 9 9585-3010

9. Questionario (Par favor, responda ao breve questionario abaixo)
= |dade (anos): =1l

Sexo: (v ) Femining, () Masculing.
+ Peso(kg): 5% .

» Qual é o seu tipo sanguineo? (x) A+, ( )A- ( )B+ ( )B- ( )JAB+ ( JAB-
YO+ ()0 () Nao sei,

+ \océ fez uso de algum medicamento mos Gltimos 10 dias?
() SIM. Qual?
(%) NAQ.

« Qual foi o hordrio da sua Gltima alimentage? 09 - (D

+ \océ possui alguma condigio que te leva a ter problemas na coagulagao
sanguinea? (Exemplos: Hemcfilia, deficiéncia de vitamina K, doengas
hepaticas, trombocitopenia, leucemia, outras.)

{ )SIM. Qual?
(%) NAO,
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« \océ é portador de alguma doenga infectocontagiosa? {Exemplos: Hepatite B

ou C, AIDS, Sifilis, Maléaria, Doenga de Chagas, HTLC I ou ll, outras.)
( ) SIM. Qual?
(x) NAO.

« \océ gostaria de fazer alguma observagao? Nag-.

10.Declaragéo final:

Afirmo que todas as informagdes acima fornecidas por mim s&o verdadeiras e
declaro que li e entendi todo o procedimento, objetivos e condigdes de minha participagéo
voluntaria e ndo-remunerada na pesquisa; dito isto, concordo em participar por livre e
espontanea vontade. Declaro que todo o material utilizado para a coleta do sangue estava
devidamente lacrado antes do uso e foi descartado posteriormente. Confirmo que este
documento foi elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e assinadas,
ao seu término, por mim (convidado a participar da pesquisa), assim como pelo(a)

pesquisador(a) responsdavel, ou pela(s) pessoa(s) por ela delegada(s).

Belo Horizonte, _ 44 de Junho de 2025
oora, fasaa L. de O\nena, @/
Nome do Participante Assinatura do Participante

: Posara b- Led @,

R
Nome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador
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humanos, da dignidade, da autonomia, da nao maleficéncia, da confidencialidade e da

privacidade,

8. Contatos:

e-mail: cepfuned@funed.mg.gov.br

Endereco: rua Conde Pereira Cameiro, B0, Bairro Gameleira, Belo Horizonte, Minas Gerais,
CEF: 30510010

Se desejar, consulte ainda a Comiss&o Macional de Etica em Pesquisa (Conep):

Tel: (61) 3315-5878 / (61) 3315-5879 e-mail: conep@saude.gov.br

Contate com o pesquisador a responsével. Dépora Oliveira / Evanguedes Kalapothakis
E-mail: deboralarangote03@amail.com / kalapothakis@gmail.com

Telefone: (31) 8 9523-6100 & (31) 9 9585-3010

9. Questionério (Por favor, responda ao breve guestionario abaixo)

Idade (anos): _ 3 :
Sexa: () Femining, (%) Masculino.
Peso (kg) _ H7 :

Qual & o seu tipo sanguinea? { ) A+, ( )JA- [ )B+ [ )B- (] AB+ | )AB-
1O+ ( )O- 1 ) Nio sei.

Vocé fez uso de algum medicamento nos dtimos 10 dias?
{ )}SIM. Qual?
(39 NAC.

Qual foi o hordrio da sua dltima alimentacio? Yk

Voce possul alguma condiglio que te leva a ter probemas na coagulagio
sanguinea? (Exemplos: Hemofilia, deficiéncia de vitamina K, doengas
hepaticas, trombocitopenia, leucemia, outras.)

{ )SIM. Qual?

j)c?j NAD.
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+ \océ & portador de alguma doenga infectocontagiosa? (Exemplos: Hepatite B
ou C, AIDS, Sifilis, Maléria, Doenga de Chagas, HTLC | ou |l outras.)
{ ) SIM. Qual?
{2 NAD.

* Vocé gostaria de fazer alguma observagao? A/a#u"

10. Declaragao final:

Afirmo que todas as informagdes acima formecidas por mim sdo verdadeiras e
declaro que li e entendi todo a procedimento, objetivos e condigdes de minha participagao
voluntaria e ndo-remunerada na pesquisa; dito isto, concordo em participar por livre e
espontanea vontade. Declaro que todo o material utilizado para a coleta do sangue estava
devidamente lacrado antes do uso e foi descartado posteriormerte. Confime que este
documento foi elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e assinadas,
ao seu témmino, por mim (convidado a participar da pesquisa), assim como peloja)
pesquisador(a) responsavel, ou pela(s) pessoa(s) por ela delegadals).

Belo Horizonte, _ /" dE__M@"’ decds |
Nome do Participante
borgriscia L - de Olierra @f‘

Nome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador
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APENDICE 2 - Artigo publicado

saUDE

MOLECULAR EVIDENCE OF PHOSPHOLIPASE A; (PLA>) IN
THE VENOM OF Loxosceles similis

EVIDENCIA MOLECULAR DE FOSFOLIPASE Az (PLAz) NO
VENENQ DE Loxosceles similis

Débora Larangote, Yan Kalapothakis, Kelton Miranda, Evanguedes Kalapothakis
Universidade Federal de Minas Gerais. kalapothakis@gmail.com

ABSTRACT

Brown spiders of the genus Loxosceles (Araneae, Sicariidae) occur in temperate
and tropical regions. Their bites can cause loxoscelism, a condition classified by
the WHO as a neglected public health problem. In Brazil, where species of medical
importance are concentrated in the South and Southeast regions, cases have been
increasing. Although Loxosceles similis 1s associated with underground
environments, it also occurs in surface areas and even in homes, suggesting
potential endemicity. Caves, especially tourist caves, can harbor the species, posing
a risk of accidents. The bite is usually painless at first, and pain arises after 2 to 4
hours, which often delays treatment. In this study, with the aim of locating the main
components of L. similis venom, we analyzed the transcriptome of the venom gland
and identified a Phospholipase A> (PLA:) coding sequence, the first record of this
type in Loxosceles. The presence of this sequence indicates that the venom may
confain additional enzymes besides Loxtox family, potentially involved in tissue
damage, inflammation, and systemic manifestations. These results expand our
knowledge about the composition of the venom and the molecular mechanisms of
loxoscelism.

KEYWORDS: Loxosceles similis, Brown Spider, Phospholipase A, PLA,
LsPLA-1.

RESUMO
As aranhas marrons do género Loxosceles (Araneae, Sicariidae) ocorrem em
regides temperadas e tropicais. Suas picadas podem causar o loxoscelismo, uma
condicio classificada pela OMS como problema de saude publica negligenciado.
No Brasil, onde as espécies de importancia médica se concentram nas regides Sul
¢ Sudeste, os casos tém aumentado. Embora Loxosceles sinrilis seja associada a
ambientes subterraneos, também ocorre em dreas de superficie e até em residéncias,
sugerindo potencial endemicidade. Cavernas, especialmente as turisticas, podem
abrigar a espécie, representando risco de acidentes. A picada é geralmente indolor
no inicio, e a dor surge apos 2 a 4 horas, o que frequentemente atrasa o tratamento.
Neste estudo, com o objetivo de localizar os principais componentes do veneno de
L. similis, analisamos o transcriptoma da glandula de veneno e identificamos uma
sequencia codificadora de Fosfolipase Az (PLA:z), sendo o primeiro registro desse
tipo em Loxosceles. A presenca dessa sequéncia indica que o veneno pode conter

Acta Biologica Brasiliensia, v. 8, n. 2 (2025) ISSN online 2596-0016 227




SAUDE

MOLECULAR EVIDENCE OF PHOSPHOLIPASE A, (PLA>)IN
THE VENOM OF Loxosceles similis

EVIDENCIA MOLECULAR DE FOSFOLIPASE A: (PLAz) NO
VENENQO DE Loxosceles similis

Deébora Larangote, Yan Kalapothakis, Kelton Miranda, Evanguedes Kalapothakis
Universidade Federal de Minas Gerais. kalapothakis(@gmail.com

ABSTRACT

Brown spiders of the genus Loxosceles (Araneae, Sicariidae) occur in temperate
and tropical regions. Their bites can cause loxoscelism, a condition classified by
the WHO as a neglected public health problem. In Brazil, where species of medical
importance are concentrated in the South and Southeast regions, cases have been
increasing. Although Loxosceles similis 1s associated with underground
environments, it also occurs in surface areas and even in homes, suggesting
potential endemicity. Caves, especially tourist caves, can harbor the species, posing
a risk of accidents. The bite 1s usually painless at first, and pain arises after 2 to 4
hours, which often delays treatment. In this study, with the aim of locating the main
components of L. similis venom, we analyzed the transcriptome of the venom gland
and 1dentified a Phospholipase A: (PLA:z) coding sequence, the first record of this
type in Loxosceles. The presence of this sequence indicates that the venom may
contain additional enzymes besides Loxtox family, potentially involved in tissue
damage, inflammation, and systemic manifestations. These results expand our
knowledge about the composition of the venom and the molecular mechanisms of
loxoscelism.
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RESUMO
As aranhas marrons do género Loxosceles (Araneae, Sicariidae) ocorrem em
regides temperadas e tropicais. Suas picadas podem causar o loxoscelismo, uma
condicao classificada pela OMS como problema de saude publica negligenciado.
No Brasil, onde as espécies de importancia médica se concentram nas regides Sul
e Sudeste, os casos tém aumentado. Embora Loxosceles similis seja associada a
ambientes subterraneos, também ocorre em areas de superficie e até em residéncias,
sugerindo potencial endemicidade. Cavernas, especialmente as turisticas, podem
abrigar a espécie, representando risco de acidentes. A picada € geralmente indolor
no inicio, e a dor surge apos 2 a 4 horas, o que frequentemente atrasa o tratamento.
Neste estudo, com o objetivo de localizar os principais componentes do veneno de
L. similis, analisamos o transcriptoma da glandula de veneno e identificamos uma
sequeéncia codificadora de Fosfolipase Az (PLA:), sendo o primeiro registro desse
tipo em Loxosceles. A presenca dessa sequéncia indica que o veneno pode conter
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enzimas adicionais além das Loxtox, potencialmente envolvidas em danos
teciduais, inflamacdao e manifestacdes sistémicas. Esses resultados ampliam o
conhecimento sobre a composi¢do do veneno e os mecanismos moleculares do
loxoscelismo.

PALAVRAS-CHAVE: Loxosceles similis, Aranha marrom, Fosfolipase A.,

PLAg, LSPLAz.

INTRODUCTION

Spiders of the genus Loxosceles, popularly known as brown spiders, belong
to the family Sicariidae and form a group comprise approximately 148 accepted
species’ found in regions with tropical and temperate climates in the America,
Oceania, Asia, Africa and Europe. Loxosceles spiders are considered one of the
most dangerous groups of spiders worldwide?, and accidents involving this genus
are considered a public health problem in South America, including Brazil, with the
South and Southeast regions considered endemic for loxoscelism?.

In Brazil, the number of accidents involving spiders of the genus Loxosceles
has increased over the years, despite being underestimated because of flaws in the
notification system®, owing to a lack of information and awareness among the
population and health professionals. In 2024, 9,657 accidents involving spiders of
this genus were reported, and the fatality rate, calculated as the ratio of deaths to
notifications, increased from 0.08% in 2014 to 0.39% in 2024°. Loxoscelism is a
clinical condition resulting from poisoning by spiders of the genus Loxosceles. It
can lead to serious clinical symptoms, mainly due to dermonecrotic lesions arising
from the disruption of connective tissue by venom components that affect
homeostasis, as has already been demonstrated for Loxosceles similis®’ and other
Loxosceles species®°.,

Systemic loxoscelism is characterized by intravascular hemolysis, platelet
aggregation, and acute kidney injury!!. Clinical manifestations such as oliguria and
dark urine indicate extensive hemolysis and often precede acute renal failure, which
is the main cause of loxoscelism-related mortality*. Kidney injury arises from the

rupture of red blood cells induced by toxins from the Loxtox family, releasing
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hemoglobin that is filtered by the renal glomeruli and precipitates within the
tubules, leading to obstruction of urinary flow!?4,

L. similis is one of the 21 species of Loxosceles that occur in Brazil',
commonly found inhabiting caves, including tourist-accessible sites such as the
'Gruta da Lapinha' in Minas Gerais State. In 2001, Andrade et al. warned about the
risk of loxoscelism in tourist caves in Mato Grosso do Sul, owing to the presence
of L. similis”®. In human dwellings, a study published by our group in 2003,
documented the presence of L. similis inside residences in Belo Horizonte'®, located
in the southeastern region of Brazil. The variety of habitats in which these species
live, contributes to this expansion and makes them potentially synanthropic,
increasing the risk of loxoscelism.

Loxosceles spider venom contains bioactive components such as Loxtox,
metalloproteinases, hyaluronidases, and insecticidal toxins'’. The presence and
significant role of secreted phospholipase 2 (sPLA2) in other arthropod venoms,

1819 underscores the potential biological

such as those of scorpions and honeybees
importance of characterizing these enzymes in spider venoms. The venom of L.
similis has hemolytic activity, causing the direct lysis of human erythrocytes in a
concentration-dependent manner?°. Although enzymes from the Loxtox family are
recognized as the primary toxins responsible for hemolysis in Loxosceles venom,
the role of sSPLA2 remains unclear. Given the established importance of SPLA2 in
the venom of bees and scorpions, where it contributes to membrane disruption and
hemolysis, it is plausible that sSPLLA2 participate in the hemolytic mechanisms of L.
similis venom, either independently or synergistically with Loxtox, warranting
further investigation.

Secreted isoform hvPLA; i1s abundant in honeybee venom (hv) and
contributes to membrane disruption, inflammatory responses, and allergenic
effects'®?!. Similarly, scorpion sPLA,, often exhibit unique structural adaptations,
as observed in Phaiodactylipin (4nuroctonus phaiodactylus)**, HmTx

(Heterometrus laoticus)”® and Sm-PLGV (Scorpio maurus)**. PLA, displays

diverse biological activities, including potent hemolytic effects on mammalian
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erythrocytes, membrane disruption through phospholipid hydrolysis, induction of
muscular inflammation, anticoagulant properties, high toxicity toward arthropods,
and modulation of muscle excitation and calcium signaling via the inhibition of
ryanodine binding to skeletal muscle Ca’>" channels?®. The ryanodine receptor
(RyR) plays a crucial role in neurons and, is being essential for calcium-dependent
signaling, synaptic plasticity, and neuronal development. Toxins that inhibit
ryanodine binding to RyRs can modulate muscle and neural excitation, impair
signal transmission, and elicit neurotoxic effects. These enzymes are crucial for the
effectiveness and potency of the venom in these species.

The large subunit structure of HmTx 1s highly similar to Pandinus imperator
Imperatoxin I (IpTx(1)) and to Mesobuthus tamulus PLA> (MtPLA;). The three-
dimensional structure of HmTx consists of three conserved alpha-helices: hl
(Lys24-His34), h2 (Cys59-Asp71), and h3 (Ala80-Phe89). The beta-sheet consisted
of a single-stranded anti-parallel beta-sheet (bl.1 at Glu43-Lys45 and bl.2 at
Lys48-Asn50) that was highly similar to the conserved sequences (-CGXG-, -
CCXXHDXC- and -CXCEXXXXXC-) of Apis mellifera (bee) phospholipases.

Partial characterization of the venom from Phoneutria boliviensis was
conducted, with emphasis on the detection of PLA: activity, which has not
previously been described for this genus. The presence of PLA> was confirmed
through specific enzymatic assays, in which the venom and two fractions obtained
using Reverse Phase High-Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC)
demonstrated the ability to hydrolyze the substrate 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic
acid, indicating significant PLA; activity. This finding was further supported by the
pronounced calcium-dependent indirect hemolysis observed in laboratory tests, a
classic indicator of PLA, presence in animal venom?®. In this context, the role of
PLA; in envenomation was confirmed by the indirect hemolytic activity of the
venom, specific hydrolysis of the synthetic PLA> substrate, and identification of
active fractions using RP-HPLC.

In this study, we explored the transcriptome of the L. similis venom gland

and identified a sequence that potentially encodes PLA,. To the best of our
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knowledge, this is the first report of a PLA; transcript from the Loxosceles genus.
This discovery indicates that the venom of L. similis may contain enzymatic
components beyond the well-known Loxtox family’?’, which could play a
significant role in exacerbating local tissue injury, driving inflammatory responses,
and contributing to the systemic symptoms associated with loxoscelism. These
insights enrich the current understanding of the molecular diversity in Loxosceles
venom glands and open new possibilities for elucidating the complex processes
underlying envenomation, ultimately guiding the development of improved

therapeutic strategies.

METHODOLOGY

NGS SEQUENCING AND BIOINFORMATIC ANALYSIS

L. similis specimens were collected from the touristic cave “Gruta da
Lapinha”, located in the Sumidouro State Park, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil
(43°57'W, 19°33'S), as previously described?’. The collection was performed under
a license from the “Instituto Estadual de Florestas de Minas Gerais” (IEF/MG;
license number 047.2012). Spiders were identified using a previously described
method?®.

The venom glands of 35 spiders were removed as described previously®.
Total RNA was extracted from a pool of venom glands using TRI Reagent (Sigma-
Aldrich, MO, USA), following the manufacturer’s instructions. After RNA
purification, quantification was performed using a Qubit 2.0 Fluorometer (Life
Technologies, MD, USA), and the RNA was stored at -80°C until cDNA library
construction. The quality and integrity of the obtained RNA were evaluated using
agarose gel electrophoresis (1%).

Next Generation Sequencing (NGS) was performed using an automated
MiSeq sequencer (NextSeq 550 System - Illumina®). The cDNA library was
prepared with 1 pg total RNA, using the TruSeq™ RNA Sample Set Kit, Version2
(KR045) and TruSeq™ RNA Sample Preparation Kit, Version 2, according to the
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manufacturer’s instructions (Illumina®, CA, USA). The KAPA library
quantification kit (Illumina®) was used to quantify cDNA libraries. Sequencing
was performed using and automated MiSeq sequencer with MiSeq Reagent Kit
(v.3; 300 cycles) using a paired-end strategy.

Trimming, filtration and de novo assembly methodology were performed
using the Geneious Prime 2022.1.1 software, as described*°.

Raw reads were trimmed and filtered with the quality parameter Phred >30,
generating a file that was used to assemble the contigs, and Illumina® adapters were
removed. After trimming and filtering, 14.3 million reads were retained. De novo
assembly was then performed using a k-mer value of 24 and a bubble size of 150,
resulting in 685,366 contigs.

Annotations were performed to identify PLA,. We search in the PHTK
software using known protein patterns found in the consensus sequence of known
PLA, from the database®'.

To accelerate and improve the identification of novel protein sequences,
specific sequence motifs were searched against contigs generated via de novo
assembly. For this purpose, our group developed the PHTK program’?, a tool
designed to detect predefined patterns within nucleotide or amino acid sequences.
PHTK program, provides a folder of query reads or contigs and a motif or sequence
of interest, that scans the input to identify regions that match the specified pattern.
For example, in searches aimed at identifying conserved cysteine arrangements that
characterize specific toxin families, sequence motifs such as C20CC5C can be used.
This notation specifies the spacing of cysteine residues, where the numbers
represent the exact number of amino acid residues separating consecutive cysteines.
Using these motifs, sequences that share distinctive structural features can be
efficiently retrieved and compared.

This strategy aimed to identify the conserved cysteine pattern observed in
the sequence alignment of PLA> from scorpions and  bees

(C20CC5C23C1C6C23C10C)2%, as well as the consensus sequence of the
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catalytic sites characteristic of Group IA PLA2s (Y28G30G32)*®, Group IVA
(R57K58R59)** and Group VIA (G-X-S519-X-G)*.

RESULTS AND DISCUSSION

For the first time in the literature, a sequence showing similarity to the PLA»
group of enzymes was found among the transcripts of L. similis and subsequently
designated as LsPLA»-1 (Figure 1), where “Ls” refers to Loxosceles similis, “PLA2”
denotes phospholipase A, and the suffix “-1” indicates that this is the first sequence
of this enzyme family identified in this species. LsPLA>-1 1s a high-molecular-
weight protein with putative enzymatic activity that degrades the extracellular
matrix. Table 1 presents the identified sequence, highlighting the signal peptide and
cysteine residues in the catalytic site” as well as its affiliation with the primary
sequence and mature protein. Sequences similar to PLA> have been reported in
transcriptomic analyses of other spider species, such as Pamphobeteus verdolaga®®
and Phoneutria boliviensis®.

Analysis using EXPASY ProtParam indicated that the full-length primary
sequence of LsPLA>-1 encodes a protein of 319 amino acids, with a predicted
molecular weight of approximately 38 kDa and a theoretical pI of 7.4. Following
signal peptide cleavage and post-translational processing, the mature form consists
of 295 amino acids with an estimated molecular weight of 33 kDa and a theoretical
pl of 7.94.

PLA,, also known as phosphatidylcholine-2-acyl hydrolase, 1s a widespread
superfamily of enzymes found in various organisms, including vertebrates and
invertebrates'®>’. This superfamily is classified into 15 distinct groups, organized
into five main types: sPLA,, cytosolic PLA: (cPLA;), calcium-independent PLA>
(1IPLA:), platelet-activating factor acetylhydrolase (PAF-AH) and lysosomal
PLA>*. Despite their diversity, these proteins exhibit remarkably conserved
structural and functional properties.
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Figure 1. Phospholipase-A; toxin from L. similis venom gland.
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The nucleotide and deduced amino acid sequences of LsPL.A>-1 (GenBank PX396025) are
shown. In the protein sequence, the predicted signal peptide using Signal IP 5.0 is
highlighted in gray. Lysin (K) in cyan indicates the first amino acid of the mature protein
with 295 amino acids.

Table 1. Sequence similarity of LsPLA2-1 to homologous proteins identified using
BLASTP.

PHOSPHOLIPASE A,

Toxin Amino acid sequence Affiliation E-value  Similarity D QC
MVVRDYTIVCWVLLLFLLENVSDGRKRDKY  (P)
FILOKENPDHPKPKLLVVTWSSEKEGDFGG  Phospholipase As-like
CEFFDDONLIDEVLSSASDSEIQTTSEEEM  (KFM82483.1) 9e 117 64% 4972%  99%
EDLLEDCTQVSLRKKRQVYFQYPGVENEND  Stegodyphus
RAQSTNLRRRSGKQRRSESTTKSTTESNLE  mimosarum

LsPLAx-1 MEGPKQEAATEGY DGHNYT FPGTKWCGAGD

TAKNYDDLGLHEDTBRCCREBBECNDTLAP D _
GATRNNLTNNS PFTKLSCKCDODFYNGLDR  Phospholipase As-like

-113 @ ’a y
VNS T ISNKIGNVYFNVLRRDCYELDYPLTE (KFMB82483.1) le 66% 52.66%  99%

KCKTFRSLLKITCKEYARNTEAPKVYQWKS S’.‘*g"“ﬁ’r_"'{””

AKVYKKLPFEGPTITVTLEF rimosarm
The signal peptide, predicted using SIGNALP 5.0, is indicated by underlining, with the
first amino acid of the mature protein in cyan. Twelve cysteine residues are highlighted in
yellow, with 10 located within the catalytic domain and emphasized in bold. The catalytic
site, according to InterPro, is highlighted in gray. The sequence identity (ID) and query
coverage (QC) with reference proteins are presented in the last two columns. P indicates
the primary sequence, and M indicates the mature protein.
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Animal venom is a rich source of structurally diverse secreted sPLA;, which
1s subdivided into 16 subgroups: IA, IB, IIA, IIB, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, X, XIIA,
XIIB, XIII, XIV, and XV. The most extensively studied venom sPLA is derived
from Elapidae snakes (group IA), Viperidae snakes (groups ITA and IIB), and bees
(group III), each characterized by unique structural motifs and disulfide bond
arrangements that underpin their diverse toxicological and pharmacological
functions. Group IA enzymes contain a conserved calcium-binding loop featuring
a critical tyrosine residue (Y28), an elapid-specific loop insertion between the
second o-helix and B-strands, and a catalytic network centered around histidine,
aspartic acid, and tyrosine residues. Group IIA and IIB enzymes share a calcium-
binding motif and catalytic residues, but diverge in their disulfide bond patterns,
with the absence of the Cys61-Cys91 bond in group IIB. Group III enzymes,
exemplified by bee venom PLA., display a distinct calcium-binding loop in which
tryptophan replaces the conserved tyrosine, shorter a-helices, and increased -sheet
content. Additionally, PLA»-like proteins, although catalytically inactive, possess
unique membrane interaction motifs including cationic residues that form
membrane docking sites and hydrophobic residues that constitute membrane
disruption sites, which are integral to their cytotoxic activities. Although other
PLA; types, such as cPLA; and 1PLA,, are present in venom glands, their roles in
venom pathophysiology are less well defined than those of sPLA». This structural
and functional diversity among the sPLA; subgroups equips animal venoms with a
broad array of biological activities and mechanisms of action®.

LsPLA:>-1 1s a full-length sequence that retain cysteine residues essential for
the formation of characteristic disulfide bridges'®2!. The primary sequence and
mature protein exhibited 64% and 65% similarity, respectively, to PLA: from the
spider Stegodyphus mimosarum (UniProt AOA0O87U096) (Table 1), which belongs
to Group XV of PLA», a lysosomal, calcium-independent enzyme that degrades
glycerophospholipids and transfers acyl groups to ceramides. This class of
phospholipase Ax is well characterized in mammals, where it plays a central role in

lysosomal phospholipid degradation, functioning optimally at an acidic pH and
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independently of calcium ions. In spider venom, sPLA: is expected to facilitate the
disruption of prey cell membranes and promote tissue digestion, thereby
contributing to cytotoxicity, rapid prey immobilization, and synergistic interactions
with other venom components that amplify the overall toxic effects. In a study by
Estrada-Gomez ef al., one of the contigs obtained from the transcriptome analysis
of the spider P. verdolaga exhibited approximately 80% sequence similarity to S.
mimosarum PLA> and showed similarity to PLA> sequences from other taxa, such
as insects, lizards, and ticks*°.

Although relatively few studies have focused on spider venom PLA>
enzymes, several sequences have been identified and deposited in the public
databases. Refinement of the BLASTP parameters for the alignment of LsPLA:-1
with the spider isoforms, revealed significant sequence similarities (Table 2).
According to UniProt, most of these sequences correspond to cPLA2, with the
exception of XP 054716960.1 from Uloborus diversus, which is annotated as a
putative sPLA:. In UniProt, the biological activity of proteins is classified based on
curated annotations derived from experimental evidence, literature and
computational predictions. This information is integrated into functional
descriptions, including molecular functions, biological processes, and pathway
involvement, providing a standardized framework for protein characterization. The
alignment results are shown in Figure 2, highlighting the key catalytic motifs
[FPGTKWCG (residues 145-153), DLGXXXDTDXCCRAHDXC (residues 163—
180), and LTNXSPFTXLSCKCDXDFYXC (residues 193-213). A conserved set
of 12 cysteine residues was identified, with 10 localized within the catalytic domain,
as indicated n bold n Figure 2:
C153C173C174C180C204C206C213C237C248C259. The numbering of amino
acid residues corresponds to that of the LsPLA2-1 mature protein.

Although current knowledge of PLA: in spiders is still scarce, more
comprehensive insights are available for scorpions and the LsPLA:-1 sequence can
display substantial similarity to PLA: isoforms identified in scorpion venoms,

suggesting possible structural or functional conservation across distant arachnid
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lineages. In the context of the scorpion clade, a previous study by our group,
provided the first evidence of functional PLA; activity in Tityus melici venom, as
confirmed using an indirect hemolytic assay. Transcriptomic analysis identified an
SPLA; gene with 98% sequence similarity to its homolog in Tityus serrulatus®®*!.
Figure 3 shows the alignment of LsPLA-1 with PLA: sequences from 7. serrulatus
and T. melici. Although sPLA: enzymatic activity has not yet been demonstrated in
Loxosceles venom, their proposed contribution to loxoscelism underscores the
importance of further investigation into their potential functional role in spider

venoms.

Table 2. Alignment parameters of LsPLA>-1 against PLA: sequences from other
spider species, obtained using BLASTP analysis.

Organism Accession Number Total Score QC E-value D Acc Lenght
Periegops suteri QHA25180.1 205 36% 2e-100 15.42% 13
Stegodyphus mimeosarum KFME2482.1 181 35% Je-32 73.33% 370
Caerostris dawrini GIY79638.1 178 45% 4e-32 35.63% 34
Uloborus diversus*** XP 034716960.1 278 86% 4292 31.46% 272
Trichonephila i f lag 1S GFY62303.1 268 92% 2087 51.02% 355
Argiope brusnnichi KAF8723068.1 158 48% 1e-43 30.65% 233
Trichonephila clavipes GFX25397.1 282 92% 202 30.51% 378
Nephila pilipes GF529720.1 278 92% 2201 30.34% 315
Trichonephila clavata GFR30777.1 270 92% 1e-87 50.17% 338
Stegodyphus mimosarum KFMB24853.1 345 9% 4e-117 49.72% 360
Trichonephila clavipes GFX23412.1 179 33% 1e-33 490.41% 238
Argipe brusnnichi KAF8723069.1 152 46% le-41 49.01% 429
Nephila pilipes GF375130.1 181 4% 3e-34 4326% 283
Stegodyphus mimosarum EFME2478 1 279 92% 3e-02 4795% 314
Nephila pilipes GFT63360.1 122 4% 4e-32 47.71% 212
Araneus ventricosus GBM20199.1 277 98% 2201 46.82% 284
Carostris extrusa GIY90537.1 228 86% 1e-71 45.82% 336
Araneus ventricosus GENG62881.1 132 43% 4e-23 45.26% 302
Caerostris extrusa GITVA1771.1 148 4% 2e42 4483% 191
Nephila pilipes GF539049.1 159 59% 3e-47 44.68% 157
Stegodyphus mimosarum EFM72530.1 104 2% 6e-25 44 66% 2713
Argiope brusnnichi XP 033939774.1 137 41% 2e-37 44.62% 249
Parasteatoda tepidariorum XP 0139254612 141 43% 2038 4420% 307
Trichonephila clavipes GFX23390.1 141 43% 1e-33 43.80% 283
Caerostris darwini GIV23761.1 201 85% le-62 43.38% 232
Stegodyphus dumicola XP (33226339.1 91.7 30% 2e-21 42.71% 132
Argiope bruenichi XP_055933415.1 133 43% 8e-37 42.65% 256
Araneus ventricosus GBL82734.1 136 43% 2e-36 42.65% 312
Trichonephila i i lag 1S GFY71282.1 124 43% 3e-36 42.65% 250
Nephila pilipes GF337430.1 130 43% 3e-23 42.65% 251
Sregodyphus dumicola XP_035213673.1 1335 41% 1e-36 4242% 264
Argiope brusnnichi KAFR723066.1 136 43% 8e-37 42.03% 292
Stegodypchus dumicoola XP_035205633.1 133 43% 3e-36 42.03% 229
Trichingphila clavata GFR30780.1 131 43% 8e-33 42.03% 280
Parasteatoda tepidariorum XP_015911936.1 130 43% 8e-33 4191% 251
Caerostris axtrusa GIT36382.1 129 43% %e-23 41.91% 212
Stegodyphus mimosarum EFMR2479.1 21 87% 2069 41.43% 238
Araneus ventricosus GEN03438.1 162 69% 3e-47 41.18% 243

Presents metrics including sequence identity (ID), query coverage (QC), and E-values,
highlighting the degree of conservation and divergence among spider PLLA2s as revealed by
comparative alignment. Nine sequences with identity <40% were identified but not included in
Table 2. *** indicates a sSPLA,. Acc Length indicates the total length of the sequence deposited
in the database.
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Figure 2. Alignment of LsPLA2-1 with PLA2 sequences from other spider species.
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|P. tepidaricomm SLURRTVAN FN SRFTE SERGROFNFNEHN 3 S ENF S8 CETErra DE QBT e S =F - i 0n3 LEVI FEETEN CGSEDLAR SYDDLGTHRDTOL
T. clavipes FONEVREFSFEELREILDECTMESLRRRE ADDNEYDSEDDEDYSGRRETET LEFIT IFPGTENCGAGDIAR=CEDL DR
[P sutex: TGASIEDDEEMARETRITT-———————==~ TEDETENC GILVDTDR

185 205 225 245 265 285

1 1 I I I I
LsPLAZ - CCRAHDLCNDTLAPGATRNNLTNNSFFTRL3CECDQDEYHCLOBVRS T TSHE BRNCYELDYPLTRRCKTEFRSLLEIT CHEYARNT EEPGPTTVILEE
5. mimosazem CCRAHDLCNDTLAFGETRRNLTHNS EFTRLSCRCDODEYDCLORINSUTAN IFRECYFRDYERS SECROYRSLLEIT CREYE ED. LEVEGETSVILEE
L. mrina CCRAHDLCNDTLAFGETRNELTNFS FFTRLICK INDEYIX TSN ILFRECYQEDYPLTRTC EIT JEE ¥REIPEFGELTUTLEE
|S. domicola CCRAHDLCNDTLAPGETRNGLTNFIPFT A L3 CRCDDDFYF.CLFRVHSVISNIVGLFYENILER: YEYNYPrSERCEFYRTFLELF.CLE¥ERDTESE EEFPGPLDITLEF
|P. tepidarierum CCRAEDVCNINMA:GETENNLTNGSSETELSCECDYDEYDC TSN ERDCYAFD¥PLTRRCRRYRTFLEL BT
T, clavipes CCRAHDF.CDOLIEGEGTRNLTNFSEFT: LECRCOODEYNCE SRINS ITSNT IGNT R PCYELD¥EF RN CREYRT E LELF.CVE¥EVDERF ETEGPLIVILEE
[P, suteri CCRAHDLCNETLAFGATRRNLTNSSFETRLS CRCDDEYN CLERVDSMUSHE IGNLYER 1LERCCY VI DYPLTNRCKT FRS FLEIT CREYARNT ¥RELEIEGETSVELEE

Conserved cysteine residues are highlighted in yellow, identical residues are shown in cyan
blue and conserved residues are indicated in light gray. The alignment was performed using the
mature protein sequences, revealing patterns of conservation and divergence among PLA2s
from S mimosarum (KFMS82483.1), L. murina (WBW70078.1), S. dumicola
(XP_035222170.1), P. tepidariorum (XP_071035760.1), T. clavipes (GFX25397.1) and P.
suteri (QHA25180.1). Residue numbering was assigned according to that of LsPLA2-1
(PX396025)

Figure 3. Alignment of LsPLA2-1 with PLA2 sequences from scorpion.

145 165 185
| | I
LsPLAZ2-1 ——MIFPGTFWCGAGDIARNYDDLGLHEDTIDE CCRAHDL.CNDTLAPGATENNLTNNSPFTELS
T. serrulatus --LIFPGTNYCGAGNFSRNYLDLGIFNETDACCROHDNCFPOWEKAGETAYNWTNDCSLTARA
T. melici ——-LIFPGTN¥CGAGNFESRNYYDLGIFNETDACCROHDNCFPOVEAGETSYNVTNDGLLTARA
205 225 245
| | |
LsPLAZ2-1 CECEBODFYNCLDRVNSIISNEIGNMYENVLRRODCYELDYPLTFEE——
T. Serrulatus CHCDORLRDCLSKRTECISANINGILEYDILRNECLNCPTEPPSNE--
T. Melici CHCEBORLEDCLSETEKCISANLVMGILEYDVLRNECLNCPTSLSNE——

Cysteine residues are marked in yellow, identical amino acids in cyan and conserved
residues in gray. Alignment was performed using the catalytic domain sequences,
highlighting conservation patterns and sequence divergence between LsPLA2-1 and PLA»
from T. melici (WLF82745.1) and T. serrulatus (JAWO07019.1). The red square highlights
the amino acids of the catalytic site (DXCCXXHD). Residue numbering was assigned
according to LsPLLA2-1 mature protein.

A minireview by Krayem and Gargouri (2020) summarizes the biochemical
properties, structural characteristics, and diverse biological activities of sPLA>
identified in scorpion venoms®. These enzymes predominantly belong to Group III
and exhibit a distinctive heterodimeric structure composed of a long enzymatic
chain linked to a short chain via a disulfide bond. Despite limited structural and
functional studies compared with other venom sPLA, scorpion venom sPLA> have

demonstrated a range of potent pharmacological effects including neurotoxic*?,
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hemolytic*, pro-inflammatory* and immunogenic effects*. This review highlights
the importance of the short chain (a smaller polypeptide subunit covalently linked
via a disulfide bond to the longer enzymatic chain of the heterodimeric enzyme) in
catalytic efficiency and biological function, including PLA; Sm-PLGV from S.
maurus, whose catalytic activity and kinetic parameters significantly decrease in
the absence of the short chain, and its involvement in biological effects such as anti-
angiogenic, anti-tumoral, and hemolytic activities. Additionally, this review
discusses recombinant expression strategies and underscores the potential of these
enzymes as structural templates for the development of novel therapeutic agents
with significant biotechnological and pharmacological relevance, as exemplified by
their demonstrated anti-angiogenic, anti-tumor, hemolytic, and anticoagulant
activities, which highlight their promise as leads for drug discovery and biomedical
applications®.

Further analysis using multiple sequence alignments of LsPLA>-1 against
database-deposited sequences revealed that this enzyme shares numerous
conserved residues within its catalytic site with the well-characterized isoforms
identified in bees (hvPLA») (Figure 4), indicating a high degree of conservation of
cysteine residues within the catalytic site (DXCCXXHD), strong preservation of
amino acids in the consensus sequence!®’. Bee PLA, (hvPLA;) is classified as
Goup IITA phospholipase. Figure 4 illustrates the alignment of the catalytic domain
of LsPLA>-1 identified in L. similis against hvPLA;, sequences: A. mellifera
(Q7M4I5.1) and Frieseomelitta varia (XP_043509018.1), revealing several highly
conserved residues, including cysteine residues, which are critical for structural
stability and enzymatic function.

Group III PLA; enzymes are secreted proteins characterized by a conserved
globular structure featuring three o-helices, two p-wings, a calctum-binding loop at
the N-terminus, and an extended C-terminal domain. They possess a catalytic
histidine and a specific calcrum-binding motif essential for calcium-dependent
enzymatic activity. Structural variations in the active site, hydrophobic substrate-

binding channel, and C-terminal region distinguish species-specific adaptations
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across diverse organisms including insects, scorpions, reptiles, mammals, and
aquatic species. Phylogenetic analyses have classified Group III PLA: into distinct
subgroups reflecting their evolutionary divergence and functional specialization®.

A recent study extensively reviewed hvPLA; from the venom 4. mellifera,
and highlighted its significant biological and pharmacological importance. PLA in
honeybee venom is responsible for multiple toxic and immunological effects,
including hydrolysis of phospholipids in cell membranes, release of fatty acids and
lysophospholipids that cause cellular damage and inflammation, and act as a
bioactive mediator. This enzyme is the primary allergen in the venom, triggering
IgE- and IgG-mediated immune responses in humans and serving as a key target
for specific immunotherapies'®?!. Considering that LsPLA»-1 from L. similis shares
several structural characteristics with hvPLA» from A. mellifera, especially with
Group IIIA, it represents a promising molecule for further biochemical and
toxicological studies. In contrast, no significant similarity was observed between
LsPLA>-1 and XV PLA; isoforms X1 (XP_624472.3) and X2 (XP_006570673.1)

from Apis mellifera.

Figure 4. Multiple sequence alignment of the catalytic domain of LsPLA2-1 and
two hvPLA2 isoforms.

145 165 185
| | |
LsPLAZ2-1 VWIFPGTFWCGAGDIAFNYDDLGLHEDTDKCCRAHDLCNDTLAPGATRNNLTNNSPFTELS
hv PLA2 A. mellifera II¥PGTLWCGHGNFSSGC-NELGRFEHTDACCRTHDMCPDVMS AGESEHGLTNTASHTRLS
hv PLA2 F. varia ATYPGTYWCGDGDISPNFEDLGFFETTDACCEAHDLCSENTSAGEEREGLLNNGIETRSS
205 225 245
| | |
LsPLAZ2-1 CECDODEYNCLDEMNST - ISNK - IGNVYFNVLREDCYELDYPETFKCRTERS——LEKIT
hv PLA2 A. mellifera CDCEDEFYRCLE --NSADTISSYFMGFMY -NLIDTECYRLEHPVWT - CGERTEGR—————
hv PLA2 F. varia CNCDDAFYRCLFEANN-—-ILATHIGITY¥FNILRPOCFREY¥PIVN-COR¥AFHHLINEE
265
|
LsPLAZ2-1 CEEYARNTFAPKVYOWE SERVY ——
hv PLA2 A. mellifera CLH¥T-BESEPREVYOWFDERFY ——
hv PLA2 F. varia CEEYNYNFSLEOIMOW-FDNPDFL

Identical residues are highlighted in cyan blue, and similar amino acids are shown in gray.
The conserved cysteine residues are marked in yellow, emphasizing their role in
maintaining structural stability. The red square highlights the amino acids of the catalytic
site (DXCCXXHD). Residue numbering was assigned according to the LsPLA2-1 mature
protein. Protein ID: NP _001011614.1 (4. mellifera) and XP_043509018.1 (F. varia).
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PLA; enzymes from animal venoms have not necessarily evolved to
exclusively target mammals; their biological roles often focus on invertebrate taxa,
such as insects and isopods. A notable example is the heterodimeric PLA>
Phaiodactylipin, purified from the venom of 4. phaiodactylus, which exhibits high
toxicity to arthropods, causing lethality at doses as low as 5 pg per cricket (~120
mg) and 3 pg per isopod (=50 mg). In contrast, equivalent or higher doses (up to
20 pg per 20 g mouse) induce only mild local inflammation in mammalian models,
without systemic toxicity or disruption of muscle cell basal membranes??. These
findings emphasize that many conclusions of “no toxic activity” often apply
specifically to mammals and do not preclude potent biological effects on insects
and other invertebrates, highlighting the functional specialization toward arthropod
prey or competitors rather than mammalian targets.

Accurate classification of PLA: into specific group (or groups) requires
detailed biochemical characterization. Colorimetric assays, enzymatic inhibition,
and physiological testing are essential for distinguish endogenous PLA:, which 1s
involved in normal cellular functions, from venom-derived PLA>, which serves
adaptive roles in predation and defense, such as prey digestion and modulation of
physiological responses. Therefore, integrating structural, enzymatic, and
functional analyses is fundamental to clarify the biological significance of PLA>
and their contribution to venom-induced toxicity.

The identification of LsPLA>-1 in L. similis significantly advances the
current understanding of the venom composition of this species, given that earlier
transcriptomic analyses detected only phospholipase D enzymes, such as the
Loxtox family and PLD3-like proteins, as the primary contributors to venom
toxicity?’. Thus, the detection of LsPLA>-1 thus introduces a novel enzymatic class
into the constellation of L. similis venom components, revealing a broader diversity
of phospholipase types among Loxosceles spiders than previously recognized.

Although PLA;-like transcripts have been identified in the venom gland
transcriptomes of other spider, such as P. verdolaga and P. boliviensis, their precise

biological contributions remain unclear. The discovery of PLA: in Loxosceles
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suggests a more intricate evolutionary history of venom proteins and raises
important new questions for functional and pharmacological research on brown
spider toxicity.

Given these findings, it remains unclear whether LsPLA-1 from L. similis
acts as a venom-secreted toxin, an endogenous enzyme, or both. Typically, secreted
PLA; is implicated in envenomation mechanisms, contributing to prey
immobilization and tissue damage, whereas endogenous PLA:> participates
primarily in cellular processes such as membrane remodeling, signal transduction,
and eicosanoid production, and is not directly linked to venom toxicity.
Determining the biological context of LsPLA»-1 is essential for understanding its

functional significance in L. similis venom.

CONCLUSION

In this study, we described the presence of a PLA; in the venom glands of
L. similis, designated as LsPLA»-1. This enzyme corresponds to the first PLA»-like
sequence reported in this species and encodes a full-length protein of 319 amino
acids, with a predicted mature form of 295 residues. LsPLA>-1 retains conserved
cysteine residues critical for disulfide bridge formation and displays catalytic motifs
characteristic of the PLA> family.

LsPLA>-1, classified as either secreted or endogenous PLA:, holds
significant biological importance due to its distinct physiological roles. Secreted
PLA; enzymes primarily participate in extracellular processes, such as
inflammation and venom toxicity, where they hydrolyze membrane phospholipids
to release bioactive lipid mediators that modulate immune responses and contribute
to tissue remodeling. In contrast, endogenous (cytosolic) PLA; acts within cells to
regulate membrane homeostasis, signal transduction, and lipid metabolism, and
plays crucial role in cellular function and physiological balance.

Understanding the potential role of LsPLA>-1 is essential for elucidating its

involvement in normal physiological processes and pathological conditions. These
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include its function in venom-induced pathologies and broader biological contexts,
highlighting its significance as a prospective therapeutic target for envenomation.
Moreover, studying LsPLA>-1 structural characteristics provides insight into its
enzyme specificity and interactions with cellular membranes. Its role in modulating
local and systemic inflammatory responses after venom inoculation underscores its
impact on clinical outcomes. The evolutionary conservation and homology of
LsPLA>-1 across species revealed its essential biological functions and adaptive
significance in predation and defense mechanisms. Finally, understanding the
possible synergistic interactions between LsPLA>-1 and other venom components

may lead to development of targeted antivenoms and novel therapies.
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