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Resumo

Acidentes com aranhas Loxosceles (loxoscelismo) sdo um problema de
saude publico reconhecido no Brasil. Entretanto a patofisiologia do
loxoscelismo causada pela picada da aranha Loxosceles similis ainda néo €
bem compreendida. Neste trabalho foi realizado o sequenciamento de RNA
(RNA-Seq) da glandula de peconha da aranha L. similis para identificar e
analisar os componentes chaves da peconha, as fosfolipases D. As sequéncias
foram alinhadas baseadas nos seus dominios classicos e uma arvore
filogenética foi construida. Nas analises de bioinformética, foram encontradas
23 sequéncias completas de fosfolipases D e estas foram entdo classificadas
como proteinas Loxtox, uma vez que elas continham o sitio ativo caracteristico,
o dominio de ligagdo ao magnésio e a alca catalitica. Trés sequéncias de
fosfolipases D que apresentaram dominios ndo canodnicos também foram
identificadas neste trabalho. Elas foram analisadas separadamente e foram
nomeadas Fosfolipases D de L. similis (do inglés PhosphoLipase D - L. similis
PLD-Ls) Este estudo € o primeiro a caracterizar sequéncias de fosfolipases D
de aranhas Loxosceles por RNA-seq. Foram ainda analisados o perfil de
expressdo de outros possiveis componentes da pec¢onha, como proteases,
outras fosfolipases e toxinas inseticidas. Os resultados contribuem para o
conhecimento da composicdo da peconha além de revelar novas possiveis

ferramentas para uso farmacoldgico, imunolégico e aplicagcfes biotecnolégicas.



Abstract

Spider bites from the Loxosceles genus (loxoscelismo) are a recognized
public health problem in Brazil. However, the pathophysiology of loxoscelism
caused by the Loxosceles similis species is not fully comprehended. In this
work the RNA sequencing (RNA-seq) from the venom gland of the L. similis
spider was performed, looking for identifying and analyzing the main
components of the venom, the phospholipases D. The sequences were aligned
based on their classical domains and a phylogenetic tree was constructed.
During the bioinformatics analysis, 23 complete sequences of phospholipases D
were found and they were classified as Loxtox proteins, since they presented
the typical catalytic site, Mg®*-binding domain and the catalytic loop. Three
phospholipases D sequences did not present the typical domains and were also
identified in this work. They were analyzed separately and named
Phospholipases D from L. similis (PhosphoLipase D - L. similis: PLD-Ls). There
was also an analysis on the expression profile of other putative venom
components such as proteases, other phospholipases and insecticidal peptides.
This study is the first to characterize sequences from phospholipases D from
Loxosceles spiders through RNA-seq. These results contribute to a better
understanding of the venom and can yet reveal novel tools for immunological

and biotechnological applications.



Introducéo

1 Introducao

1.1 Aranhas do género Loxosceles

As aranhas do género Loxosceles pertencem a familia Sicariidae, ordem
Araneomorpha. Até a data deste trabalho, 114 espécies do género Loxosceles
foram descritas (Platnick, 2016). As aranhas desse género sao popularmente
conhecidas como aranhas marrons, devido a sua coloracdo variada de tons
dessa cor. Podem ser chamadas também de aranhas-violino, por possuirem
em seu cefalotérax uma mancha no formato desse instrumento. Elas medem,
em média, de 2 a 5 cm de perna a perna e possuem trés pares de olhos

(Figura 1) (Futrell et al. 1979; Méalaque et al. 2002; Hogan et al. 2004).

Figura 1 A aranha Loxosceles.

A esquerda, aranha Loxosceles similis coletada na Gruta da Lapinha, Lagoa Santa, Minas
Gerais. A direita, a aranha L. similis na qual estéio visiveis as manchas marrons que d&o origem
a seu nome popular (Foto: Anderson do Carmo e Arthur Dantas, arquivo pessoal).

Essas aranhas ndo sao agressivas, possuem habitos de vida noturnos, e
sdo animais sedentarios. Elas podem viver de 3 a 7 anos, alimentam-se de

pequenos insetos e sdo capazes de permanecer meses em situagbes de
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privacdo de alimento e dgua. Elas ocupam uma grande variedade de habitats,
sao capazes de viver debaixo de pedras, troncos, interior de cavernas, buracos
de arvores e locais aridos ou moderadamente umidos em seu hbitat natural.
Como mostrado na figura 1, elas constroem em seus habitats teias irregulares
e aguardam a presa. As constru¢cfes humanas também s&o habitats favoraveis
para essas aranhas, por exemplo, celeiros, garagens, viveiros e galpdes
apresentam condi¢cbes que beneficiam o modo de vida desses animais. Em
residéncias, elas sdo encontradas embaixo de moveis, atras de quadros,

frestas no chao e dentro de armarios e gavetas (Gertsch 1967; Futrell 1992).

As aranhas marrons estdo distribuidas tanto em regides temperadas
quanto em regibes tropicais, mas principalmente nas Américas e na Africa. No
Brasil, ja foram catalogadas 11 espécies, dentre elas: L. gaucho (Gertsch
1967), L. laeta (Nicolet, 1849) e L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) sdo as
principais causadoras de acidentes, mas ha também L. adelaida (Gerstch,
1967), L. amazonica (Gerstch, 1967), L. anomala (Mello-Leitdo, 1917), L.
niedeguidonae (Gongalves-de-Andrade et al., 2012), e L. similis (Moenkhaus,

1898) (Platnick, 2016).

Em Minas Gerais, ha registros de L. similis, L. laeta, e L. anomala
(Gertsch 1967; Alvares et al 2004; Machado et al 2005; Horta et al. 2014).
Machado et al. (2005) relataram a presenca dessas trés espécies em Belo
Horizonte, sendo este o primeiro registro de L. similis em residéncias em area
urbana. Até entdo, essa espécie era encontrada somente no interior de Minas
Gerais e em grutas nas redondezas de Belo Horizonte (Ferreira et al., 2005)

como, por exemplo, na Gruta da Lapinha (Lagoa Santa, MG). Além disso,
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Andrade et al. (2001) capturaram espécimes de L. similis em grutas do Estado
do Mato Grosso do Sul.

Como a aranha L. similis foi detectada em ambientes antropicos e
turisticos e ndo ha estudos suficientes sobre a composicdo de sua peconha,
mais estudos para uma melhor compreensédo da composi¢do e do mecanismo

de acdo da peconha se fazem necessarios.

1.2 A aranhaL. similis

No estado de Minas Gerais ha registro de diversas espécies de aranhas
Loxosceles, dentre elas L. similis, L. laeta e L. anomala, (Gertsch, 1967,
Alvares et al.,, 2004; Machado et al.,, 2005). Em 2005, Machado et al.
Mostraram a presenca dessas 3 espécies em domicilios de Belo Horizonte,
esta foi a primeira vez na qual a aranha L. similis foi encontrada em
residéncias. Até entdo esta era tida como uma espécie caracteristica de
cavernas e grutas no interior de Minas Gerais, além de relatos na Serra da
Bodoquena, Municipio de Bonito, Estado do Mato Grosso do Sul (Andrade et

al., 2001; Ferreira et al., 2005).

Segundo Gertsch (1967) a aranha L. similis pertence ao grupo gaucho,
também representado pelas espécies L. adelaida, L. gaucho e L. variegata. As
pernas desses espécies apresentam comprimento médio para o género
Loxosceles, porém a espécie L. similis apresenta pernas mais alongadas. Para

0s machos, os palpos da espécie L. similis também se diferem das demais.

Silvestre et al., (2005) mostraram que a peconha da aranha L. similis

mostrou propriedades bioquimicas e biolégicas similares a de outras aranhas
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marrons medicamente relevantes, sendo elas L. intermedia, L. laeta e L.

gaucho.

1.3 Loxoscelismo

Acidentes causados por aranhas do género Loxosceles provocam sinais
clinicos e sintomas caracteristicos e sdo denominados loxoscelismo. O Brasil
possui trés espécies principais de Loxosceles causadoras de acidentes, sao
elas: L. intermedia (predomina nos estados do sul do pais), L. laeta (ocorre em
focos isolados em varias regifes do pais, principalmente no estado de Santa
Catarina) e L. gaucho (predomina no estado de Séo Paulo).

Segundo o Ministério da Saude (2016), em 2013, houve cerca de 23000
casos de acidentes por aranhas registrados no Brasil. Destes, 7985 foram
causadas por aranhas do género Loxosceles. Na regido sudeste, Minas Gerais
€ 0 segundo estado com maior incidéncia de acidentes por picadas de aranhas
(Ministério da saude, 2016). No Brasil, os estados com maior numero de
acidentes por picadas de aranhas Loxosceles séo, respectivamente, Parana e
Santa Catarina (Marques-da-silva & Fisher, 2005), eles representam 79% do
total de acidentes com Loxosceles do pais. O loxoscelismo é predominante na
regido metropolitana de Curitiba, com cerca de 1300 a 3000 casos por ano
(Ministério da saude, 2016).

Devido a natureza indolor da picada, ao aparecimento tardio dos
sintomas (apenas horas depois) e ao fato de a aranha ser capturada em
aproximadamente 10% dos acidentes no momento da picada, o diagnostico do
loxoscelismo é presumivel e baseado em fatores clinicos e epidemiolégicos
apresentados pelo paciente (Gremski et al., 2014). A picada € geralmente
confundida com infeccbes cutaneas bacterianas ou virais, dermatites,

6
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vasculites ou Ulcera diabética (Ishister and Vetter, 2005). Desta forma, o
namero de acidentes notificados envolvendo aranhas marrons pode estar
subestimado, j& que a notificagdo correta dos casos pelas autoridades é
complicada pelos fatores citados acima.

O primeiro sintoma é uma dor aguda de grau variado, que pode ocorrer
dentro de 2 a 8 horas apoés a picada, podendo progredir para uma sensacao de
queimadura. De 12 a 24 horas depois, 0 local da picada fica cercado por
eritema e edema, com o inicio do agravamento dos sintomas o paciente busca
auxilio médico. Em casos que se desenvolvem de forma mais severa ou grave,
as lesdes progridem para necrose de 48 a 72 horas depois do acidente.

A necrose apresenta como sinais iniciais hiperestesia, formacao de
bolha de conteddo hemorragico, enduracdo e cianose, gerando uma Ulcera
vermelho-azulada, dolorosa e coberta por escara, circundada por um halo de
isquemia e vasoconstricdo. O aumento da area da necrose pode ocorrer por
espalhamento gravitacional, dependendo do local da picada. A escara pode
sair, deixando uma Ulcera que pode regredir em 6 a 8 semanas, porém alguns
casos necessitam de enxerto. Febre e artralgia também podem acompanhar os
sintomas descritos. Esse conjunto de sintomas é conhecido como loxoscelismo
cutdaneo e ocorre em 80% dos casos (Futrell 1992; Andersen et al. 2011;
Malaque et al. 2011). A figura 2 mostra diferentes graus da lesdo cutanea em

casos de loxoscelismo cutaneo.
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Figura 2: Loxoscelismo cuténeo

A: paciente picada na coxa. A lesdo (2 dias ap0s a picada) é caracterizada por edema e
eritema, palidez, &reas hemorragicas e formagcdo de bolhas com conteddo hemorragico. B:
Paciente picada na panturrilha, dois dias ap0s a picada. A lesdo apresenta hematomas serosos
gue progrediram rapidamente para conteddo hemorragico e dor com a presencga adicional de
erupcbes cutaneas, mialgia e tontura. Vinte dias apés a picada, o paciente apresentou
descamacéo no local da ferida sem formagdo de Ulcera. C e D: paciente picado na parte
interna da coxa. Quatro dias apds a picada (C), danos locais presentes e caracterizados por
edema, eritema, palidez e areas hemorragicas (placa marmérea). D: mostra a area necrosada
20 dias ap0s a picada. Este € um caso de suposto loxoscelismo, uma vez que a aranha nao foi
levada para identificacdo (Fonte: Gremski et al. 2014).

Casos mais severos séo classificados como loxoscelismo sistémico e
podem variar de 0,7% a 27% dos casos, de acordo com a regido geogréfica e a
espécie da aranha encontrada na regido. Dados mostram que o loxoscelismo
sistémico é mais comum em regibes onde € encontrada a espécie L. laeta,
como, por exemplo, Peru (27,2%), Chile (15,7%) e Santa Catarina, Brasil
(13,1%) (da Silva et al. 2004; Hogan et al. 2004). O loxoscelismo sistémico
possui sintomas adicionais em relacdo ao cutaneo, como: hematuria,
hemoglobinuria, ictericia, febre, ndusea e coagulacao intravascular. Hemolise

também é um fator presente em casos de loxoscelismo sistémico, quando ela

ocorre de forma severa, pode levar a faléncia renal aguda e culminar em 6bito
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em cerca de 1,5% dos casos (Schenone et al. 1989; Sezerino et al. 1998; da

Silva, et al. 2004; Hogan et al. 2004; Malaque et al. 2011).

1.3.1 Diagnéstico e tratamento do loxoscelismo

Como citado anteriormente, a picada indolor da aranha marrom dificulta
o diagnostico e o tratamento do loxoscelismo. Como a vitima ndo sente a
picada, a identificacdo da aranha geralmente ndo ocorre. Ja que este € o
primeiro passo para um diagnéstico conclusivo e o inicio do tratamento, um
atraso de 12 a 24 horas para a procura por atendimento médico por parte da

vitima € comum e isso pode aumentar a leséo e complicar o tratamento.

Para o diagnostico sem a identificacdo do agente causador, 0s sintomas
clinicos sdo avaliados e associados a dados epidemiolégicos da regido do
acidente e da rotina do paciente (Mélaque et al.,, 2002; Vetter, 2009).
Atualmente, ndo ha teste comercial para a deteccdo e diagnéstico do
loxoscelismo. No entanto, diversos ensaios imunologicos ja foram criados,
porém nenhum desses métodos € disponibilizado comercialmente para
diagnéstico, apesar de apresentarem potencial para aplicacéo clinica (Barrett et
al., 1993; Chavez-Olértegui et al., 1998; Mcglasson et al., 2009; Miller et al.,
2000). Ndo ha consenso em relacdo a terapia mais indicada para o
loxoscelismo (Gremski et al., 2014), porém estudos indicam que o soro
antipegconha apresenta capacidade de minimizar os efeitos cutédneos e
sistémicos da peconha quando aplicado até 12 horas apés a picada, além de
ainda reduzir a area da lesdo necrética quando aplicado até 48 horas apds o

acidente (Pauli et al., 2009).
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Em alguns paises, a terapia é baseada em analgésicos, dapsona, anti-
histaminicos e corticosteroides. Outras terapias, como oxigenoterapia
hiperbérica, nitroglicerina topica, excisdo cirargica e eletrochoque ja foram
usadas como tentativa de amenizar os sintomas da picada. No entanto, estes
tratamentos apresentam resultados conflitantes e ndo sao muito utilizados (da
Silva, da Silveira, Appel, et al. 2004; Hogan et al. 2004; Abdulkader et al. 2008;
Vetter & Ishister 2008; Andersen et al. 2011; Isbister & Fan 2011). A opcao
mais usada para casos moderados e graves é o uso do soro antipeconha,
principalmente em casos graves da lesdo cutdnea e com complicacbes
sistémicas (Isbister et al. 2003; da Silva, et al. 2004; Hogan et al. 2004). O
antipeconha é aplicado em casos de loxoscelismo cutdneo mais severos e 0
ndamero de ampolas a ser utilizado varia de acordo com a severidade do caso.
Em todos os casos de loxoscelismo sistémico, o soro antipeconha € utilizado.
Para a forma sistémica, também se indica uma hidratacéo vigorosa, reposicao
de fluidos em casos de hemdlise e coagulopatia, bem como manejo da
insuficiéncia renal aguda em casos mais severos (Malaque et al. 2002; da
Silva, et al. 2004; Abdulkader et al. 2008; Dia et al. 2009; Rebecca J Andersen

et al. 2011; Ministério da saude, 2001).

No Brasil, o Ministério da Saude indica a soroterapia associada ao uso
de corticoides (prednisona) em casos de loxoscelismo sistémico e cutaneo de
graus moderado e grave (Ministério da Saude, Fundacdo Nacional de Saude,
2001). Como dito anteriormente, os soros antiloxoscélico e antiaracnidico
reduzem a extensdo da lesdo cutdnea e previnem as manifestacdes
sistémicas, desde que sejam administrados dentro dos prazos estabelecidos.

Em visita ao Servico de Toxicologia do Hospital Joao XXIlI em Belo Horizonte,
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foi obtida a informacéo de que em qualquer caso suspeito de loxoscelismo com
a presenca dos sintomas classicos de acidentes com aranhas marrons, €

utilizado o soro antiaracnideo.

1.4 Peconhas das aranhas Loxosceles
1.4.1 Componentes principais da pe¢conha

As aranhas Loxosceles utilizam a pegonha como auxiliar na alimentagéo,
paralisando insetos, e também como mecanismo de defesa. A peconha é um
liquido cristalino que € produzido por dois bulbos glandulares no cefalotérax da
aranha e é inoculado por um par de queliceras (da Silveira et al. 2002; da Silva
et al. 2004). A aranha injeta um total de aproximadamente 4 uL, com variacéo
de 65 a 100 ug de proteina dependendo da espécie (Sams et al. 2001; Binford
& Wells 2003; da Silva et al. 2004; Senff-Ribeiro et al. 2008). A quantidade de
peconha inoculada varia com diversos fatores, como tamanho da aranha,
espécie, estado de nutricdo, género e idade (Gremski et al., 2014). A peconha
das fémeas, por exemplo, apresenta uma maior atividade necrotica em coelhos

(de Oliveira et al., 1999).

As peconhas dessas aranhas sdo uma complexa mistura de
substancias. As toxinas presentes na peconha variam 2 a 98 kDa, sendo que
as moléculas pertencentes a dois grupos, de 2 a 5 kDa e de 20 a 40 kDa,
predominam em relacdo as outras (Gremski et al., 2014; Veiga et al., 2000).
Transcriptomas das glandulas de peconha de L. laeta e L. intermedia mostram
gue 30,9% e 43,5% dos transcritos, respectivamente, sdo toxinas (Fernandes-

Pedrosa et al., 2008; Gremski et al., 2010).
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Em diversos estudos de toxicidade das peconhas das aranhas
Loxosceles, a letalidade da peconha para camundongos foi comprovada. As
peconhas das aranhas L. intermedia, L. laeta e L. gaucho apresentaram,
respectivamente, valores de DLsy de 0,48; 0,74 e 1,45 mg/kg (Mota and
Barbaro, 1995). Para a aranha L. adelaida, Pretel et al. (2005) mostraram uma
DLso de 0,696 mg/kg. Por ultimo, Silvestre et al. (2005) mostraram que, para a
aranha L. similis, a DLsg para camundongos € de 0,32 mg/kg. Porém dados
mais recentes do nosso laboratorio mostram um valor superior para a DL de L.

similis.

Considerando que a aranha tem como principal uso da sua pe¢conha a
captura e paralisacdo de presas, que sdo em sua maioria insetos, era previsto
que grande parte das toxinas expressas na glandula de peconha fosse de
peptideos com atividade inseticida. Em 2010, Zobel-Thropp et al. verificaram
que a esfingomielinase D de L. intermedia é capaz de paralisar a pata traseira
de grilos causando sua total extenséo, favorecendo a captura da presa. De
Castro et al. (2004) isolaram trés toxinas da peconha da peconha de L.
intermedia LiTx1 (7,4 kDa), LiTx2 (7,9 kDa) e LiTx3 (5,6 kDa). Essas proteinas
foram isoladas utilizando uma combinacgédo de técnicas de cromatografia, e os
testes de atividade realizados na larva Spodoptera fugiperda mostraram que as
toxinas possuem atividade téxica. Estudos de bioinformatica propuseram que
LiTx3 pode ter acdo em canais NaV, enquanto analises de LiTx2 e LiTx1 ndo
conseguiram dar suporte estatistico suficiente para ter sua possivel atividade
deduzida por semelhanga com outras proteinas, como foi feito com LiTx3 (De
Castro et al., 2004). Em 2006, outra toxina, até hoje n&do caracterizada, foi

denominada LiTx4 (GenBank numero DQ388598.1). Essa toxina possui alta
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similaridade com LiTx2, logo elas podem ter fungbes e estrutura semelhantes

(Gremski et al., 2010).

Além das toxinas, a peconha das aranhas marrons é composta por
diversas outras enzimas. Muitas das enzimas detectadas apresentam papel
importante no quadro de envenenamento e nos sintomas gerados pela
peconha da aranha (da Silveira et al. 2007;Senff-Ribeiro et al. 2008; Trevisan-

Silva et al. 2010; Ferrer et al. 2013).

A peconha tem como principal enzima responsavel pelos sintomas e
sinais de envenenamento a familia das fosfolipases D, que séo o principal alvo
deste trabalho e serdo discutidas detalhadamente mais adiante. Outro grupo de
proteinas bastante expresso na peconha € o grupo das metaloproteases
(Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et al., 2010). Elas s&o
endopeptidases que podem clivar grande parte das moléculas da matriz
extracelular, como laminina, colageno e fibronectina, remodelando as
estruturas dessas moléculas. Essas proteases também podem atuar em
moléculas plasméticas como fibrinogénio (Kleiner and Stetler-Stevenson,

1993).

No caso da pegconha das aranhas marrons, acredita-se que essas
proteinas estejam envolvidas na digestdo inicial da presa. Em mamiferos,
acredita-se que elas estejam envolvidas nos mecanismos de hemorragia do
loxoscelismo sistémico e no auxilio do espalhamento das outras toxinas da
peconha devido a degradacdo da matriz extracelular (da Silveira et al. 2007;

Trevisan-Silva et al. 2010).
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Outro grupo de toxinas bastante relevante para a atividade da peconha é
0 grupo das hialuronidases. Essas proteinas sdo capazes de degradar
principalmente acido hialurdnico, mas em menor escala também condroitina e
dermatan sulfato. O &cido hialurbnico € um componente extremamente
abundante e importante na matriz extracelular de vertebrados, preenchendo
espacos entre as células e agindo como um lubrificante e barreira protetora
contra a invasdo de particulas externas (Markovi¢-Housley et al., 2000;
Singleton, 2014). Essa familia de enzimas ja foi descrita como integrante
importante do processo de envenenamento em outros animais, como por
exemplo no escorpido Tityus serrulatus (Horta et al., 2014). No caso do
escorpido e de outros animais que também possuem essa enzima na
composicdo da peconha, ela é considerada como um fator que ajuda no
espalhamento da peconha apds a picada. No trabalho de Horta et al. (2014) foi
mostrado, por exemplo, que a neutralizacdo dessa enzima atrasa o tempo de
morte em camundongos, provavelmente por atrasar o espalhamento da

peconha.

Para a peconha das aranhas Loxosceles, a hialuronidase aparenta ter o
mesmo efeito mostrado para a peconha de T. serrulatus. Ferrer et al. (2013)
mostraram que a adicdo da hialuronidase recombinante aumenta o efeito
dermonecrético da fosfolipase recombinante in vivo (LiRecDT1) apés injecao
em pele de coelhos, comprovando que essa enzima € um fator de propagacao

e espalhamento importante para os efeitos da peconha (Ribeiro et al., 2015).

As serino-proteases também sdo importantes enzimas expressas pela
glandula de peconha das aranhas Loxosceles. Elas foram primeiramente

identificadas para a espécie L. intermedia por Veiga et al. (2000) e foram as
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primeiras enzimas detectadas para peconhas de qualquer aranha a apresentar
um comportamento de zimogénio. Ou seja, a degradacdo de um pré-peptideo
na sequéncia dessas proteinas, que nesse estudo ocorreu pela protease
tripsina (Veiga et al., 2000), levava a sua ativacdo. Mais tarde, essas enzimas
também foram detectadas para as aranhas L. gaucho e L. laeta (Fernandes-

Pedrosa et al., 2008; Machado et al., 2005).

Ainda ndo se sabe qual a funcéo das serino-proteases de Loxosceles na
acado da peconha. Nos estudos de transcriptomas das glandulas de peconha
de L. intermedia e de L. laeta, sequéncias similares a inibidores de
serino/cisteonoproteases foram encontradas (Fernandes-Pedrosa et al., 2008;
Gremski et al., 2010). Esses inibidores tém como provavel funcdo proteger as

proprias toxinas contra as proteases da peconha (Zupunski et al., 2003).

1.4.2 Fosfolipases D (Proteinas Loxtox)

As enzimas fosfolipases D sdo as principais causadoras da
dermonecrose in vivo e tém um papel essencial no quadro clinico e na
manifestagdo dos sintomas em casos de loxoscelismo tanto cutdaneo quanto
sistémico (da Silva et al. 2004; Swanson e Vetter 2006). Essas proteinas tém
uma massa molecular que varia de 32 a 35 kDa e possuem peptideo sinal. Os
aminoacidos destas proteinas apresentam de de 55% a 99% de conservacao,
com a regido mais conservada sendo ao redor do sitio catalitico (Gremski et al.,

2014).

Em estudos de transcriptoma com a aranha L. intermedia, Gremski et al.
(2010) constataram que as PLDs representaram 9% de todas as Expressed

sequence tags (ESTs) e 20,2% de todas as toxinas encontradas nos
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sequenciamentos. Para a aranha L. laeta, as PLDs representaram 16,3% de

todas as ESTs encontradas no transcriptoma (Fernandes-Pedrosa et al., 2008).

Como dito anteriormente, as proteinas da familia PLD possuem cerca de
280 aminoacidos e apresentam grande grau de homologia entre as isoformas
(de Santi Ferrara et al., 2009; Kalapothakis et al., 2007; Silvestre et al., 2005).
Segundo Murakami et al. (2005), as PLDs se dobram em 8 barris alfa-beta, o
sitio catalitico esta envolto em loops hidrofébicos e superficies negativamente
carregadas. Murakami et al. (2005) mostraram ainda que as PLDs, em seu
estado de transicao apdés a ligacdo do substrato, séo estabilizadas por um ion
Mg®*. A lise do substrato ocorre através de duas histidinas localizadas no sitio
ativo (His™® e His*"), por meio de um processo de catélise 4cido-base. Tanto as
PLDs bacterianas quanto as PLDs das aranhas Sicariidae devem possuir
mecanismos de atividade semelhantes. Na figura 3, estdo mostrados o0s
esquemas para a estrutura 3D da PLD descrita por Murakami et al. (2005)
(figura 3A), além do sitio de ligacdo ao magnésio e os aminoacidos que o

estabilizam (figura 3B).
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D34 D34
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Figura 3: Sitio catalitico das PLDs em representacdo 3D

A) Representacdo 3D da estrutura da PLD 1 de L. laeta vista ao longo do eixo dos 8
barris a/f. O N e o C terminais estdo marcados e os aminoacidos com func¢ado importante His™?,
Glu*, Asp*, His*, Asp™, além do Mg* (esfera verde) estdo incluidos. A alca catalitica (em
azul, o loop variavel (em amarelo) e o loop flexivel (em vermelho) estédo indicados. B) Viséo
espacial dos aminoacidos e das pontes de hidrogénio no sitio catalitico e no sitio de
ligacdo ao Mg2+. O mapa de densidade eletrénica esta marcado em azul (Fonte: Murakami et
al. 2005).

Baseado na estrutura obtida por cristalografia de raio-X da PLD, um
mecanismo de catdlise, no qual as H*? e H*' tém um papel fundamental, foi
proposto. No primeiro passo, a H*” age como um nucledfilo que ataca a ligacdo
covalente fosfodiesterase, levando a formacdo de um intermediario penta
coordenado que é desestabilizado pela doacdo de um hidrogénio da H?
culminando na formacéo de uma molécula de colina. Em seguida, a H*? retira
um préton do solvente onde ocorre a reacao e ataca o intermediério covalente
ligado a histidina, levando a formacdo de ceramida 1-fosfato e o retorno da
enzima a seu estado inicial. O Mg?* tem papel importante no reconhecimento
do substrato e na estabilizacdo da enzima no estado intermediario entre os dois

passos da catalise (Gremski et al., 2014) (Figura 4).
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Figura 4: O mecanismo de reacdo das enzimas PLDs.
As H' e H* fazem parte da catdlise 4cido-base. R e R’ indicam, respectivamente, ceramida 1-
fosfato e colina (Fonte: Gremski et al. 2014).

Como mostrado anteriormente, a maioria das acbes de peconhas de
aranhas Loxosceles sdo atribuidas a proteinas que inicialmente foram
descobertas com atividade enzimética de esfingomielinase D (SMaseD)
(Kurpiewski et al., 1981). No trabalho de Kurpiewski et al. (1981), essas
proteinas foram indicadas como as causadoras dos principais efeitos da
peconha. A esfingomielinase D foi identificada por Kurpiewski et al. (1981)
como uma toxina que era capaz de causar a dermonecrose tipica gerada pelas
aranhas marrons, quando injetada em animais na dose aproximada da que

seria injetada em uma picada comum das Loxosceles.

Além disso, a toxina purificada ainda causou agregacao plaquetaria e foi
relacionada com liberacdo de serotonina a medida que a agregacao ocorria.

Ainda foi demonstrado que a adicdo de EDTA inibia os efeitos toxicos da
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proteina. Foi sugerido entdo, ao final do trabalho, que a necrose induzida pela
peconha das aranhas marrons poderia ser em parte devido a essa agregacao

plaguetaria proxima ao local da picada (Kurpiewski et al., 1981).

Posteriormente, foi descrito por Merchant et al. (1997; 1998) que a
SMase D seria capaz de hidrolisar outros tipos de lipideos, como
lisofosfatidicolina. Em micélios misturados de Triton X-100, Merchant et al.
(1998) mostraram que a esfingomielinase D degrada tanto a fosfatidilcolina
quando a esfingomielina, porém o segundo lipideo é degradado em uma ordem

de grandeza mais rapido que o primeiro.

Em seguida, alguns autores mostraram que a atividade das
esfingomielinases D era ainda mais ampla do que a descrita por Merchant et al.
(1997;1998). Foi mostrado que a gama de alvos moleculares dessa enzima
incluia ainda lisofosfolipides LPI (18:1-1-oleiol lisofosfatidilinositol), LPS (18:1-
1l-oleoil-lisofosfatidilserina), LPG (18:1-1-oleiol-lisofosfatidilglicerol), LBPA
(18:1-1-oleoil-acido lisofosfatidico), liso-fator ativador de plagueta (C16:0) e
acido fosfatidico ciclico (Chaim et al., 2011; Lee and Lynch, 2005; Van
Meeteren et al., 2004). Devido a grande variedade de substratos descritos para
as esfingomelinases D, foi entdo sugerido que sua nomenclatura fosse alterada
para Fosfolipases D (PLD). Mais recentemente, foi mostrado ainda que a
liberacdo de fosfolipides ciclicos advindos da quebra da lisofosfatidilcolina pode

contribuir para a patologia do loxoscelismo (Lajoie et al., 2013).

As toxinas PLDs foram identificadas em diversos géneros Loxosceles
como: L. laeta (Fernandes Pedrosa et al., 2002), L. gaucho (Barbaro et al.,

1992; Cunha et al., 2003); L. intermedia (Barbaro et al., 1996; Kalapothakis et

19



Introducéo

al., 2007; Tambourgi et al., 1998); L. similis (Chatzaki et al., 2012; Gomes et al.,
2011; Silvestre et al., 2005); além de outros géneros como Sicarius (Binford
and Wells, 2003). Com o passar do tempo, a caracterizagao das PLDs foi mais
aprofundada, e foi constatado entdo que algumas delas ndo apresentavam
atividade necrética detectavel. Dessa forma, Kalapothakis et al. (2007)
propuseram um nome mais amplo para esse conjunto de genes homoélogos e
essa familia de genes que codificam as enzimas PLD foi entdo chamada de
Loxtox. Em estudos com as PLDs e as peconhas de aranhas da familia
Sicariidae, Binford et al. (2009) chegaram a conclusdo que o nome SicTox

também seria apropriado para essa familia de genes.

Embora algumas as proteinas Loxtox tenham sido descritas para a
aranha L. intermedia e outras espécies, elas ainda ndo foram caracterizadas
para a aranha L. similis. Além disso, até a publicacdo deste trabalho, ndo ha
nenhum estudo utilizando a técnica de Next-generation sequencing (NGS) para
aranhas marrons. Como sé houve estudos gerais e preliminares para a
peconha da aranha L. similis (Dantas et al., 2014; Kalapothakis et al., 2007,
Silvestre et al., 2005), a caracterizacdo molecular completa das proteinas
Loxtox desta aranha é de extrema importancia. Uma vez que esta espécie tem
se mostrado sinantrépica, a possibilidade de aumento no niumero de casos de
envenenamento é real. Ainda, o uso da técnica de NGS para o estudo do
transcriptoma da glandula de peconha abre novas possibilidades para a
descoberta de proteinas pouco expressas e que dificilmente seriam detectadas

utilizando a técnica de ESTs.
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1.5 O transcriptoma como ferramenta de estudo

O transcriptoma é o conjunto de todos os transcritos de uma célula e sua
quantificacdo para um estado especifico de desenvolvimento e condicdo
fisiologica (Wang et al., 2009). As principais metas que podem ser alcangadas
nos estudos de transcriptoma séo: catalogar todos os tipos de transcritos,
incluindo mRNAs, RNAs néo codificantes e pequenos RNAS, para a partir disso
determinar a estrutura transcricional de cada gene, em termos de local de
inicio, pontas 5' e 3', padrdes de splicing e outras modificacbes pos
transcricionais. Por dltimo, quantificar mudancas nos niveis de expressao de
cada transcrito em diferentes condi¢gfes e estagios do desenvolvimento (Wang

et al., 2009).

Para este trabalho, realizamos o estudo das proteinas Loxtox utilizando
a tecnologia NGS, que nos permite a deteccdo de transcritos pouco expressos
que dificilmente seriam detectados com a técnica de sequenciamento capilar
de Sanger. A técnica de NGS apropriada para a realizacdo de um estudo
transcriptbmico € o sequenciamento de RNA (RNA-seq). Entdo utilizamos o
RNA-seq para a descricdo e anotacdo das proteinas de interesse no

transcriptoma da glandula de peconha da aranha L. similis.

De forma resumida, no sequenciamento de RNA, uma populacdo de
RNA (total ou fracionada, por exemplo, por cauda poli-A) é convertida em uma
biblioteca de fragmentos de cDNA com adaptadores ligados a uma ou ambas
as pontas. Cada fragmento de cDNA pode ou ndo ser amplificado e sera entdo

sequenciado em alto rendimento para a obtencdo de pequenas sequéncias em

21



Introducéo

uma ponta (sequenciamento single-end) ou em ambas as pontas
(sequenciamento paired-end). As reads obtidas variam geralmente entre 30 a
400 pb dependendo da tecnologia de sequenciamento utilizada (Morin et al.,

2008; Wang et al., 2009) (Figura 5).
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Figura 5: Fluxograma do processo de construcdo da biblioteca de cDNA e
sequenciamento.

O RNA extraido e purificado é convertido em uma biblioteca de cDNAs. Em seguida, as
moléculas de cDNA séo fragmentadas e adaptadores sdo adicionados nas duas extremidades.
ApOs isso, pode ocorrer um passo de PCR para a amplificagcdo dos cDNAs e eles sdo entdo
finalmente levados ao sequenciador MiSeq para que ocorra o processo de sequenciamento
paired-end. Os dados gerados nesse processo de alto rendimento sdo entdo levados para a
analise de bioinformatica na qual os resultados serdo obtidos.

1.5.1 Next-generation sequencing
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Os estudos das glandulas de peconha utilizando sequenciamento de
nova Geracdo (do inglés Next-generation sequencing - NGS) aceleram o
descobrimento de proteinas e peptideos (Rodriguez de la Vega et al. 2010).
Embora a descoberta de novos genes seja possivel através de
sequenciamento pelo método Sanger (Alvarenga et al., 2012; Schwartz et al.,
2007), transcritos de menor abundancia sdo mais dificeis de serem
identificados em estudos de transcriptoma realizados por sequenciamento
capilar (Quintero-Hernandez et al., 2011).

O uso do RNA-seq para a anotagdo do transcriptoma de aranhas ainda é
muito recente e pouco explorado. Quando se realiza uma busca no site
PubMed.org utilizando os termos transcriptome spider, sdo obtidos 66 artigos.
Porém, quando o termo RNA-seq € adicionado, apenas 7 resultados sao
encontrados, sendo 6 relativos a estudos com aranhas. Se, ao invés do termo
RNA-seq adicionarmos o termo NGS, apenas 1 resultado é encontrado. Todos
esses artigos tém data de publicacdo posterior a dezembro de 2013. Isso
mostra que o uso do RNA-seq para a anotagdo transcriptdmica de aranhas é
uma area recente e promissora devido a grande quantidade de dados gerados
quando comparado ao método de ESTs randémicas e também devido a
possibilidade de descobertas de proteinas pouco expressas com aplicacdo
biotecnoldgica.

Os novos métodos de sequenciamento de cDNA permitem ndo sé a
descoberta de novos componentes, mas também a deteccdo de transcritos
menos abundantes e a identificacdo e avaliacdo da diversidade de genes

(Quintero-Hernandez et al.,, 2011; Renddén-Anaya et al.,, 2012) utilizando
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apenas uma pequena quantidade de RNA (Liu et al., 2012; Ozsolak and Milos,
2011).

Mesmo com o avanco do NGS e com a relevancia médica global dos
acidentes por aranhas marrons, ndo ha estudos que utilizem as novas técnicas
para um melhor entendimento da peconha. Para aranhas do género
Loxosceles, existem dois estudos que utilizaram o transcriptoma como
ferramenta para um melhor entendimento de composi¢cdo da peconha e do
perfil de expressdo da glandula (Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et
al., 2010). Ambos os estudos utilizaram o método de biblioteca randémica de
ESTs para a obtencéo de sequéncias de cDNA. Entretanto, o método de ESTs
randémicas possui limitagcdes que dificultam a anotacdo de proteinas pouco
expressas.

Dessa forma, apresentamos o primeiro estudo do transcriptoma de uma
espécie das aranhas Loxosceles (L. similis) que utiliza técnica de nova geracéo
e foca nas principais proteinas responsaveis pelos efeitos téxicos da peconha:

as proteinas da familia Loxtox.
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2 Objetivos.

2.1 Objetivo geral

e Investigar e caracterizar as sequéncias de cDNA das proteinas

Loxtox da aranha L. similis.

2.2 Objetivos especificos

e Preparar uma biblioteca de cDNA para sequenciamento de RNA-
seq no sequenciador MiSeq.

e Realizar a montagem dos contigs e encontrar 0S contigs
correspondentes as proteinas Loxtox da glandula de peconha da
aranha utilizando programas de bioinformética.

e Caracterizar a sequéncia das proteinas Loxtox e, por meio de
analises de bioinformatica, encontrar possiveis alvos para

estudos farmacoldgicos futuros.
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3 Justificativa

A aranha L. similis foi encontrada em residéncias da regido
metropolitana de Belo Horizonte (Machado et al., 2005), dessa forma acredita-
se que ela seja responsavel por parte dos acidentes envolvendo aranhas
marrons na capital de Minas Gerais. Portanto a auséncia de dados relativa a
sua peconha é preocupante devido a possivel importancia dessa aranha no

quadro geral de loxoscelismo em na regido (Silvestre et al., 2005).

Assim, utilizando a tecnologia NGS podemos realizar uma ampla anélise
dos transcritos que compde a expressao da glandula de peconha da aranha L.
similis em busca de uma melhor compreensao de suas toxinas. Esta tecnologia
trouxe um enorme avanc¢o na quantidade de dados que podemos obter através

de sequenciamentos de cDNA.

Portanto, com a necessidade de mais estudos para o melhor
entendimento da peconha, utilizamos o transcriptoma por meio da tecnologia
NGS para a obtencdo de dados e busca de novos componentes da peconha

dessas aranhas.
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4 Material e Métodos

4.1 Obtencédo dos animais e extracdo da glandula de peconha
da aranha L. similis

Aranhas L. similis foram coletadas na gruta turistica da Lapinha (Gruta
da Lapinha (43°57’'W, 19°33’S), localizada no Parque Estadual do Sumidouro,
em Lagoa Santa (Minas Gerais, Brasil), sob a licenca do Instituto Estadual de
Florestas de Minas Gerais (IEF/MG, licenca numero 047.2012). Os espécimes
foram identificados de acordo com o método descrito por Gertsch (1967).
Foram realizadas duas coletas com aproximadamente 45 dias de intervalo, a

primeira no més de setembro e a segunda no més de novembro.

Para obtencéo da glandula de peconha, foi realizada remocéo cirdrgica
conforme descrito por da Silveira et al. (2002). Essa remocdo aconteceu no
mesmo dia ou ho maximo no dia seguinte a coleta dos espécimes, as aranhas
nao foram alimentadas nesse periodo. Neste processo, aranhas adultas foram
anestesiadas em baixa temperatura e levadas até uma lupa no mesmo dia
apos coleta dos espécimes na gruta. Em seguida, compartimentos abdominais,
juntamente com as pernas, foram cortados e descartados. Entédo, o dorso e o
cefalotorax das aranhas foram removidos e o par de glandulas de pecgonha

retirado.

4.2 Extracdo do RNA

Foram retirados 35 pares de glandulas de aranhas L. similis. ApGs a
remocgéo das glandulas, elas foram maceradas com o auxilio de triturador de
tecidos e imersas em 500 pL de TRI Reagent (Sigma, EUA). A solucao foi
mantida em repouso por 10 minutos e, em seguida, foram acrescidos 100 yL
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de cloroformio (Synth, BRA) e a solucdo foi homogeneizada. Apds isso, a
solucéo foi centrifugada a 16.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante
aquoso foi recolhido e transferido para um novo tubo. O RNA foi entéo
precipitado com 300 uL de isopropanol (Synth, BRA) e incubado por 15 minutos
a temperatura ambiente. O frasco contendo o RNA precipitado foi centrifugado
por 10 minutos a 16.000 x g a 4 °C e o precipitado foi lavado com 500 pL de

etanol (Merck, ALE) 80% por duas vezes.

O RNA foi deixado a temperatura ambiente para secagem. Em seguida,
foi ressuspendido com 100 uL agua ultrapura (Phoneutria, BRA) e incubado por
30 minutos a 56°C para a completa dissolucdo do RNA. A quantificacdo de
RNA foi realizada com o fluorimetro Qubit 2.0 (Life Technologies, EUA) e a
andlise de qualidade realizada em Nanodrop (Thermo, EUA), com base nos
valores das razbOes das absorbéancias a 260/280 nm e 260/230 nm (Glasel,
1995; Sambrook and Russell, 2001). Os valores de referéncia para ambas as

razdes estdo entre 1,8 e 2,2.

4.3 Construcao das bibliotecas para sequenciamento

Para o sequenciamento de nova geracéo, realizamos a construcao de
duas bibliotecas. As bibliotecas de cDNA foram construidas utilizando o kit
TruSeq™ RNA Sample Prep Kit v2 Set A (lllumina, EUA), de acordo com as
instrucdes fornecidas pelo fabricante. De forma geral, as constru¢cbes foram

realizadas conforme os passos descritos abaixo:

e Purificacdo do mMRNA com beads magnéticas contendo oligo (dT).
e Fragmentagcdo do mRNA purificado.

e Sintese do cDNA, 12 e 22 fita com a enzima Superscript Il.
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e Reparo das extremidades para a geracao de extremidades cegas.

e Adenilagdo da ponta 3'.

e Ligacdo dos adaptadores contendo index (sequéncia codigo para
identificacdo de amostras)

e Amplificagao das bibliotecas com base nas sequéncias adaptadoras.

e Purificacao da biblioteca com beads magnéticas

e (Quantificacdo com o kit de qPCR “Library Quantification Kit -

[llumina/Universal” (Kapa).

O kit de quantificacao utiliza a fluorescéncia do marcador de DNA Sybr
Green e uma curva padrao para a quantificacdo das bibliotecas Illlumina. Para
montagem das reac¢des de quantificacdo no termociclador, foram seguidas as
instrucdes do fabricante. A quantificacdo foi realizada com iniciadores
especificos aos adaptadores inseridos nas amostras. A curva padrdo contém 5
pontos conhecidos com diluicdo seriada de 1:10 (20 pM; 2 pM; 0,2 pM; 0,02 pM
e 0,002 pM). Aliquotas de cada uma das 2 bibliotecas foram diluidas para as
concentracbes de 1:1.000; 1:10.000 e 1:100.000 para serem utilizadas como
inferéncia da concentragéo final da biblioteca. Todas as amostras e o padrao

foram aplicados em duplicata na placa de 0,1 mL.

A média dos valores encontrados nos trés pontos de diluicao foi utilizada

para a correcao do calculo da quantificacdo seguindo a formula:

Média do valor de concentracdo x (452/média do tamanho da biblioteca)

x diluicdo da biblioteca.
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Os valores de concentragdo de cada biblioteca sdo extremamente

importantes para o passo de sequenciamento.

4.4 Sequenciamento de Nova Geracao (NGS) — MiSeq lllumina

As bibliotecas quantificadas foram diluidas para a concentracao de 4 nM.
Em seguida, foi realizado um pool com 10 pL de cada biblioteca e o volume
final homogeneizado com auxilio de um vortex. O pool de bibliotecas (5 yL) foi
desnaturado por 5 minutos com 5 yL de NaOH 0,2 N. Apds incubagédo para
desnaturacao, foi adicionado as bibliotecas desnaturadas 990 uL de solucao
HT1 do kit de sequenciamento. As bibliotecas desnaturadas obtidas na
concentracédo de 20 pM foram novamente diluidas para a concentracdo de 15
pM com a adigdo de 250 uL de solugcdo HT1 e 750 uL da biblioteca. As
bibliotecas desnaturadas em pool na concentragdo de 15 pM (600 pL) foram

aplicadas nos cartuchos de sequenciamentos.

As bibliotecas foram sequenciadas no sequenciador de nova geracéo
MiSeq (lllumina), localizado no Laboratorio de Biotecnologia e Marcadores
Moleculares do ICB/UFMG, coordenado pelo Prof. Dr. Evanguedes
Kalapothakis. Foram utilizados dois cartuchos de sequenciamento, um de 600
ciclos com a estratégia de sequenciamento paired-end com 2 x 300 ciclos, e
outro de 300 ciclos com a estratégia de sequenciamento paired-end com 2 X
150 ciclos. O resultado do sequenciamento gera um arquivo fastq (arquivo de
sequéncia e qualidade de cada base) para cada uma das duas bibliotecas. Foi
programado para o sequenciador MiSeq remover as sequéncias adaptadoras.

Cada fragmento de DNA sequenciado € chamado de read.
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4.5 Triagem das reads

A triagem de sequéncias neste caso pode ser definida como a retirada
de trechos pré-definidos, como sequéncias adaptadoras, ou que apresentem
baixa qualidade ou tamanho reduzido. A retirada dessas reads diminui a
probabilidade de erro o durante o processo de montagem dos contigs,

aumentando a precisao deste processo.

O sequenciador MiSeq gera os arquivos fastq que possuem a sequéncia
nucleotidica e um valor de qualidade associado a cada base. O valor de
qualidade é baseado no valor de Phred (Ewing et al., 1998). O valor de Phred
(Q) é definido como o logaritmo da probabilidade de erro de uma base, ou seja,

para um valor de Q20, temos a chance de 1 base errada em 100 bases.

Para o melhor alinhamento das sequéncias ha montagem dos contigs,
os arquivos fastq gerados no sequenciamento foram triados com base no valor
de Phred. Todas as bases com valor menor do que Q28 foram retiradas das
reads a partir da extremidade 3. Também foram removidas do processo de
montagem as reads com tamanho inferior a 40 pb com o auxilio do programa

Prinseq lite (Schmieder and Edwards, 2011).

Para o programa Prinseq Lite, foi utilizada a seguinte linha de comando:

prinseq-lite.pl -verbose -fastq -out_good ‘-out_bad -min_len 40 -trim_qual_right 20 -

trim_qual_window 100 -trim_qual_step 1 -trim_qual_type min -out_format 5

na qual os comandos utilizados significam:

- yprinseq-lite.pl: comando executavel do programa.

-verbose: relatério do andamento do processo.
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-fastq: tipo de arquivo de entrada.

-out_good: pasta/nome do arquivo com as sequéncias filtradas.

-out_bad: pasta/nome do arquivo com as sequéncias que nao passaram pelo
filtro.

-min_len: tamanho minimo de 40 bases nas reads filtradas.

-trim_qual_right: retirada das sequéncias a partir da extremidade 3’.
-trim_qual_window: triagem por uma janela de 100 nucleotideos.
-trim_qual_step: um nucleotideo analisados por vez na janela.
-trim_qual_type: retirada das sequéncias com valor de Q < 20.

-out_format: output com arquivos nos formatos fasta, qual ou fastq.

Tanto antes quanto apOs a triagem das sequéncias, foi utilizado o
programa ‘fastqc’ para a realizacdo de uma analise de qualidade nas
sequéncias, permitindo verificar se a qualidade apés a triagem foi satisfatoria

(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc).

Foi utilizada a seguinte linha de comando para esse fim:

fastqc —o ‘pasta onde sera salvo o arquivo de output’ —f fastq ‘pasta/nome do arquivo a ser

analisado’

No qual os comandos a seguir significam:

fastqc: comando para a execugao do programa.

-0: pasta onde sera salvo o arquivo de resultado.

-f: tipo de arquivo de entrada. (espaco) pasta/nome do arquivo de entrada.
Apoés a analise de qualidade dos arquivos de sequéncias, uma tabela

com os dados das reads foi montada.
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4.6 Montagem dos contigs no programa Trinity

Apés o0 sequenciamento das duas bibliotecas no sequenciador MiSeq
(lumina, USA), as reads geradas foram montadas utilizando o pacote de
programas Tinity, que foi desenvolvido para a montagem de novo de RNA-Seq

(Manfred G. Grabherr et al, 2011).

O pacote Trinity monta os contigs com base em trés programas,
Inchworm, Chrysalis e Butterfly e a funcdo de cada programa esta listada

abaixo:

Inchworm: monta o RNA-Seq em sequéncias Unicas de transcritos,
assim gera um transcrito completo com a isoforma dominante, mas relata

porgdes Unicas de transcritos, como um splicing alternativo.

Chrysalis: forma clusters com os contigs montados pelo Inchworm e
constroi graficos de Bruijn para cada contig. Cada conjunto representa a
complexidade transcricional de cada gene (ou conjuntos de genes que
compartilham sequéncias em comum), ou seja, ele particiona a leitura inicial de

Inchworm em gréficos distintos.

Butterfly: processa os graficos individuais em paralelo, tracando
caminhos que as reads ou seus pares estdo dentro do grafico. Em ultima

analise, ele reporta cada splicing alternativo e isoformas para cada gene.

Foram utilizados os comandos padréo do programa. A linha de comando
utilizada foi:

“.[Trinity --seqType fq --JM 50G --left Reads_R1.fastq --right Reads_R2.fastq --CPU 6 --

--output output_G”.

Abaixo o significado de cada comando:
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Trinity: é o comando executavel do programa.

--seqType: tipo de biblioteca, fa (fasta) ou fq (fastq).

--JM: Quantidade de memodria RAM a ser utilizada na montagem.
--left: Reads paired-end R1.

--right: Reads paired-end R2.

--CPU: nimero de nucleos do processador a serem utilizados.

--output: local/nome do arquivo de saida do programa.

4.7 Montagem de novo no programa CLC Genomics

Para a realizacdo da andlise do perfil de expressao proteica da glandula
de peconha que sera detalhada mais abaixo, foi necessaria a realizacdo da
montagem de novo (montagem sem a utilizacdo de sequéncias referéncia
como base) do transcriptoma no programa CLC Genomics 8.5.1

(https://lwww.giagenbioinformatics.com).

Para a montagem no programa, 0s parametros que mostraram os melhores

resultados quando comparados ao programa Trinity Assembler foram:
Tamanho da palavra (K-mer): 25
Tamanho da bolha: 190

O tamanho da palavra é definido como: o tamanho dos fragmentos das
sequéncias (subsequéncias) que serdo alinhados pelo programa durante o
processo de montagem. Ele estd relacionado ao algoritmo de busca por
sequéncias similares dentre as reads. Diversos outro parametros foram
testados, com variacdo do tamanho de bolha de 175 a 200 e K-mers de 22 a

27.
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A bolha acontece quando ha diferencas entre as reads, seja por
heterozigosidade, diferengas entre individuos ou erros de sequenciamento. A

figura 6 ilustra um exemplo de bolha:

J,ACnlnCGGGCCCCT!CTT!#ATETTCTTTTGEH
AIGGAEGBACAAAGGGGGCECIAMH =
ACAAACGGGCCCCTAGTTAAATCTTCTTTTG

TTARATCTTCTTTTGGCCTATGE

Figura 6: Exemplo de bolha na na montagem elo algoritmo de Bruijn
Exemplo de bolha que pode ter ocorrido por erro de sequenciamento ou por heterozigosidade
durante a montagem de novo (CLC Genomics Manual).

Durante a montagem, bolhas com vérias diferencas ao longo das
sequéncias sdo comuns. Dessa forma, em situacdes nas quais a bolha tenha
um comprimento menor do que o determinado pelo usuério do programa
(parametro tamanho da bolha), o contig final contera a sequéncia que
apresentar suporte de uma maior quantidade de reads e apenas um contig sera
formado pelo programa. Caso a bolha tenha um comprimento maior do que o
determinado, o programa ira separar as sequéncias dubias e formar dois ou

mais contigs diferentes.

4.8 ldentificacdo dos contigs com similaridade a Fosfolipases
D

A identificacdo dos contigs similares a Fosfolipases D foi realizada com o
auxilio do programa Blastx stand-alone. Foram utilizados os dados da
montagem realizada com o programa CLC referente ao RNA-Seq sequenciado
no MiSeq. O banco de dados de proteinas utilizado para a realizacdo do Blastx
foi obtido pelo site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com base em
sequéncias de proteinas. Foram utilizados os termos “((((Phospholipase
D[Title]) OR Sphingomyelinase D[Title]) OR Dermonecrotic protein) NOT
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inhibitor)” para a montagem do banco de dados de sequéncias proteicas em

formato FASTA. O banco de dados montado possui 22576 sequéncias.

Para a utilizacdo do programa Blastx stand-alone, o banco de dados
obtido foi formatado utilizando o programa Fasta-formatter com a seguinte linha

de comando:

makeblastdb -in /caminho do arquivo.fasta -dbtype prot -input_type fasta -out caminho

do local de salvar/nome do arquivo final

Na qual os termos utilizados significam:

Makeblastdb: comando executavel do programa

-in: arquivo de entrada a ser utilizado (neste caso o arquivo do banco de

dados)

-dbtype: tipo de banco de dados a ser formatado

Fasta: extensdo do arquivo na qual o banco de dados se encontra

-out: local/nome do arquivo de saida do programa.

A linha de comando utilizada para o programa Blastx stand-alone foi:

blastx -query ./contigs_Q28_trinity.fasta -db ./PLD_database -out ./Blastx_PLD.out -

outfmt '6 gseqid glen stitle slen gstart gend sstart send evalue length pident ppos nident’

No qual os termos utilizados significam:

Blastx: comando executavel do programa

-query: arquivo de entrada a ser comparado com o banco de dados

-db: arquivo do banco de dados com as sequéncias referéncia
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-out: local/nome do arquivo de saida do programa.

outfmt '6: formato tabulado de saida do arquivo.

Os demais comandos sao referentes a colunas colocadas na tabela de

resultados pelo programa:

Qseqid: nome do contig comparado

Qlen: tamanho do contig comparado

Stitle: nome da sequéncia referéncia

Slen: tamanho da sequéncia referéncia

Qstart: onde comecga o alinhamento do contig em relacdo a sequéncia

referéncia.

Qend: onde termina o alinhamento do contig em relacdo a sequéncia

referéncia.

Sstart: inicio do alinhamento do contig na sequéncia referéncia.

Send: fim do alinhamento do contig na sequéncia referéncia

Evalue: valor estatistico de significAncia do match do contig com a

sequéncia referéncia

Lenght: tamanho do alinhamento

Pident: % de identidade do match

Ppos: porcentagem de matches com score positivos (% de similaridade

do match)
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Nident: nimero de matches idénticos

Utilizando essa linha de comando, o programa gera uma tabela com
todos os dados, que sera entdo analisada e filtrada. As sequéncias resultantes
da busca por similaridade com o banco de dados foram filtradas de acordo com
0S seguintes parametros: tamanho do alinhamento (alinhamentos maiores do
que 100 amino&cidos), identidade igual ou maior a 45%, e-value maior que 1°
e a eliminacdo de contigs que alinharam com mais de 1 sequéncia referéncia.
Dentre as sequéncias redundantes, foi mantida a que apresentou maior
identidade com a sequéncia de referéncia. Um match pode ser resumido como
a correspondéncia entre alguma sequéncia do banco de dados e a proteina de

interesse.

4.9 Filtragem final dos contigs

Apos a filtragem do programa Blastx realizada no passo anterior, 0s
contigs remanescentes foram levados ao programa Blast2go para um ultimo
passo de selecdo, na qual eles seriam analisados contra um banco de dados
ndo redundante. Dessa forma, teriamos a confirmacéo se os contigs com alta
identidade, e-value baixo e tamanho de alinhamento significativo pertenciam ao

grupo das Fosfolipases D.

Portanto, apds este passo, chegamos ao numero final de 34 contigs
positivos para Fosfolipases D, que foram levados as préximas etapas de
analise. Todos o0s passos anteriores estdo mostrados no fluxograma de

trabalho mostrado na figura 7.
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Sequenciamento de nova geragao

~24 milhoes de reads

CLC Genomics 8.5.1
62.152 contigs

|‘ |‘

Blast standalone
24.602 matches com PLD no banco de dados
Filtragem dos contigs: tamanho do alinhamento, E-value, % de identidade

111 contigs

|4l

Blast2go
31 contigs

A 4

Analises finais utilizando os programas: CLC Genomics 8.5.1, ExPASy, SignalP 4.1 and Prop 1.0
23 sequéncias completas de Loxtox

Figura 7: Fluxograma do processo do sequenciamento de nova geracgao (do inglés: Next
Generation sequencing (NGS) e da andlise de bioinformatica realizados para este
trabalho.

O transcriptoma da glandula de peconha da aranha L. similis revelou aproximadamente 24 x
10° reads. As reads foram agrupadas em 62.152 contigs pelo programa CLC Genomics. Apds a
realizacdo da andlise utilizando o programa Blast standalone, 24.602 contigs tiveram
semelhancga significativa com PLDs. Apd@s filtragem por tamanho do alinhamento (minimo de
100 aa), porcentagem de identidade (minimo de 45%) e e-value (menor que 10‘10), 111 contigs
permaneceram no processo. Em seguida, a analise pelo programa Blast2go reduziu o nimero
de contigs altamente semelhantes a PLDs no banco de dados ndo redundante a 31 contigs,
sendo eles completos ou incompletos. Por dltimo, as sequéncias foram agrupadas e 23 PLDs
completas foram obtidas e analisadas.

4.10Traducdo das sequéncias e lIdentificagdo dos dominios
principais

As sequéncias identificadas foram traduzidas utilizando o programa de
traducdo disponivel no site http://web.expasy.org/translate/ (SIB Bioinformatics
Resorce Portal) (Gasteiger et al., 2005). Em seguida, elas foram analisadas

para a presenca de peptideo sinal e propeptideo com auxilio dos programas
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online SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011) e Prop 1.0 (Duckert et al., 2004),
respectivamente.

A identificacdo dos dominios principais das proteinas Loxtox foi
realizada no programa online Blastp. Os dominios de cada Fosfolipase D foram
identificados e suas possiveis funcdes determinadas (de Giuseppe et al., 2011;
Gremski et al., 2014; Kalapothakis et al., 2007; Murakami et al., 2005). A massa
molecular e o ponto isoelétrico também foram identificados pelo programa

online Expasy “Compute pl/Mw tool” (Gasteiger et al., 2005).

4.11 Alinhamento e construcédo da arvore filogenética

Apés a obtencdo das sequéncias maduras das proteinas Loxtox, elas
foram alinhadas e separadas em grupos utilizando o programa CodonCode
Aligner 5.1.5 (CodonCode Corporation, EUA). Para este passo, as sequéncias
maduras do cDNA dos contigs positivos para Fosfolipases D foram alinhadas
utilizando o algoritmo ClustalW (Thompson et al.,, 1994) e agrupadas por

semelhanca pelo programa CodonCode Aligner.

Em seguida, o alinhamento foi levado ao programa MEGA 6 para a
construcdo de uma arvore filogenética utilizando a ferramenta de construcéo
através do método de Neighbor-joining tree (Saitou and Nei, 1987). Sequéncias
externas baixadas do banco de dados n&o redundante foram utilizadas na
arvore para auxiliar sua construcao. Foram utilizadas sequéncias de PLDs de
outras espécies de aranhas, além de sequéncias de PLD de aranhas
Loxosceles que apresentaram alta similaridade com as Loxtox descritas neste
trabalho, como por exemplo: as Loxtox descritas por Kalapothakis et al. (2007)

para a aranha L. intermedia [Loxtox i1 (ABU43329.1); Loxtox i2 (ABU43330.1);
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Loxtox i3 (ABU43331.1); Loxtox i4 (ABU43332.1); Loxtox i5 (ABU43333.1);
Loxtox i6 (ABU43334.1); Loxtox i7 (ABU43335.1); PLDs de outras aranhas
medicamente relevantes do género Loxosceles como: (Phospholipase D
LgSicTox-alphalA1l  (Q4VDB5.1); Phospholipase D  LiSicTox-betalD1
(Q1W694.1); Phospholipase D isoform 1 (ADP00408.1), Phospholipase D
LiSicTox-alphalAla (POCE80.1); Phospholipase D LiRecDT7 (PODM60.1)]. Por
fim, PLDs de outras aranhas nédo pertencentes ao género Loxosceles mas que
apresentaram alta similaridade com as Loxtox descritas neste trabalho:
Phospholipase D  SdSicTox-betalF1  (C0JB55.1); Phospholipase D

Sphingomyelin phosphodiesterase D LrSicTox-alphalB1 (KFM76547.1).

Entretanto, para facilitar a visualizacdo e compreensédo da imagem, as
PLDs obtidas do banco de dados nédo redundante estdo mostradas ao lado da
arvore juntamente com a atividade farmacoldgica descrita para cada uma

dessas proteinas externas.

4.12Padrao de expressao das proteinas Loxtox

Para compreender e avaliar o perfil de expressao das proteinas Loxtox
analisadas, utilizamos 0 software CLC Genomics 8.5.1
(https://www.qgiagenbioinformatics.com). Esse programa possui a ferramenta de
analise de RNA-seq (RNA-seqg analysis), com a qual é calculado o valor de
RPKm para cada contig encontrado no transcriptoma. O RPKm (Reads Per
Kilobase of exon model per Million mapped reads) é definido pela férmula

(Mortazavi et al., 2008)

total eronreads

RPKM =

mappedreads(millions) x exonlength(KB)
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Na qual:

Total exon reads: quando o genoma de referéncia estid anotado com
anotacdes de genes e transcritos, entdo total de reads dos éxons sé&o
mapeados para todos os transcritos daquele gene. Porém, no nosso caso,
quando o genoma referéncia ndo esta anotado, cada contig € considerado um

éxon.

Exon Length: Esse valor é calculado como a soma do tamanho de todos os
éxons dividido por 1000. Cada éxon ¢€ incluido apenas uma vez nessa soma,
mesmo que esteja presente em mais de um transcrito para o gene.

Mapped reads: O numero de reads mapeadas para o contig.

O valor de RPKM para cada transcrito reflete a concentracdo molar de
um transcrito na amostra. Isso é feito por normalizacdo tanto para o
comprimento do RNA quanto pelo numero total de reads medidos. Essa
medida facilita a comparacédo de transcritos dentro da amostra ou em amostras
diferentes.

Para alcancar o valor de RPKM, o programa faz um mapeamento geral
de todas reads em seus contigs correspondentes no transcriptoma e, em
seguida, fornece o valor de expressdo para cada contig. Portanto, utilizando
essa ferramenta do software Genomics Workbench 8.5.1, podemos chegar a
uma estimativa da concentracdo de cada contig na amostra total de RNA e
dessa forma obter um perfil de expressdo confiavel para as proteinas do

transcriptoma.
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5 Resultados

5.1 Extracdo do RNA da glandula de peconha da aranha L.
similis
A figura 8 mostra o gel da extracdo de RNA para producdo das
bibliotecas de cDNA. Foi utilizado gel de agarose 1% para a verificacdo da
qualidade do RNA. Mesmo este sendo um gel utilizado muitas vezes para
corridas de DNA, utiliza-lo para a verificacdo da qualidade do RNA €& um
procedimento comum em nosso laboratério que se mostrou confiavel ao longo

do tempo.

Figura 8: Gel da extracdo de RNA para a construcdo das bibliotecas de cDNA
(1) RNA extraido de aranhas L. similis machos. (2) RNA extraido das fémeas de L. similis.

O grau de pureza e a concentracdo dos RNAs foram medidos no
Nanodrop e no fluorimetro Qubit 2.0, respectivamente, e 0s resultados estdo

mostrados na tabela abaixo (tabela 1):
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Tabela 1. Concentracdo e Pureza dos RNAs extraidos de glandulas de pegonha de
aranhas L. similis para a construcdo das bibliotecas de cDNA.

Material de Concentracao Razao 260/280 Razéao 260/230
extracao de RNA ng/uL nm nm
L. similis 351 1,95 1,87

Os valores de pureza préximos de 2 indicam que as amostras estao
livres de contaminantes como trizol ou proteinas. Portanto, as amostras
apresentaram bom grau de pureza e quantificacdo satisfatoria para serem
utilizadas na construcéo das bibliotecas de cDNA. A razdo 260/280 tem como
funcdo medir a quantidade de de acidos nucleicos na amostra em relacdo a
guantidade de proteinas, essa razdo deve estar proxima de 2. A razao 260/230
mede indiretamente a presenca de contaminantes na amostra, como EDTA,
fendis ou carboidratos, em relacdo a quantidade de acidos nucleicos, uma vez
que a alguns deles tem absorbancia proxima de 230. O valor ideal para essa

razdo também é préximo de 2 (Glasel, 1995; Thermo, n.d.).

5.2 Construcédo da biblioteca de cDNA e sequenciamento de
nova geracgao

As duas bibliotecas construidas foram executadas conforme instrucfes
do kit “TruSeq sample prep” (lllumina) a partir de 1 uyg de RNA total, que
apresentou boa qualidade e concentracdo satisfatoria para ser sequenciado no
MiSeq llumina. As bibliotecas apresentaram concentracdo média de 180 nM
(concentracao de fragmentos da biblioteca de cDNA), sendo posteriormente
diluidas para 15 pM para serem utilizadas no sequenciamento, como citado no

item 3.4.
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Os sequenciamentos apresentaram juntos um rendimento total de
aproximadamente 17 gb de dados (4 gb para o cartucho de 300 ciclos, 13 gb
para o cartucho de 600 ciclos), com 23.502.783 paired-end reads (cada read é
formada pela sequéncia R1 e R2), sendo que, em média, 98,55% delas
(23.161.992 reads) passaram pelo filtro de qualidade do préprio sequenciador.
As sequéncias apresentaram um tamanho de 35 a 151 pb para o cartucho de

300 ciclos e de 35 a 301 pb para o cartucho de 600 ciclos.

5.3 Triagem das sequéncias e montagem dos contigs

Apos a triagem das reads de baixa qualidade, 9,8% das reads foram
removidas do processo de montagem por apresentarem um valor de Phred
menor do que Q28 ou apresentarem menos do que 40 pb sequenciados. As

figuras 9A e 9B mostram a diferenca na qualidade das reads apés a triagem.
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Sequenciamento de 300 ciclos antes da trimagem Sequenciamento de 300 ciclos apds a trimagem

18] fz}f'+l+)—f—i——k|+l+l+!+1+l+¢ﬂ:d_—_tj:‘

: B Saa L]
il L

Valor Qde Phred
Valor Q de Phred

1234567889 1519 3034 4549 6064 7579 00.04 105109 120124 135138 150151

Paosicao na read (pb) Posicao na read (pb)

Sequenciamento de 600 ciclos antes da trimagem Sequenciamento de 600 ciclos ap6s a trimagem

o 3 B = / f%

Valor Q de Phred
L 1
Valor Q de Phred

]

014 2023 3034 4044 5059 707 TETINE .
Posigao na read (pb) Posicao na read (pb)

Figura 9: Valores de qualidade Q de Phred por base ao longo das reads.

ApoOs o0 sequenciamento, a qualidade das reads das bibliotecas foi analisada pelo programa
FastQC. Os graficos apresentados mostram o valor médio de qualidade das bases ao longo
das reads. A) Andlise da qualidade das reads para o sequenciamento realizado em cartucho
de 300 ciclos. O grafico da esquerda mostra o valor Q de Phred para as reads antes da
triagem, enquanto o da direita mostra o valor apés a triagem. B) Andlise da qualidade das
reads para o sequenciamento realizado em cartucho de 600 ciclos. O grafico da esquerda
mostra o valor Q de phred para as reads antes da triagem, enquanto o da direita mostra o valor
apos a triagem. Em ambos os casos, nota-se que houve uma diminui¢cdo do valor Q médio de
Phred e que os valores sdo mais baixos no comego e no final das reads. Apo6s a triagem,
nenhuma base apresentou valor inferior a Q28.

As reads geradas pelo sequenciamento no MiSeq foram montadas por
dois programas diferentes. Primeiramente, a montagem foi realizada no Trinity
assembler. Nesse processo, foram montados 293446 contigs. Uma segunda
montagem foi realizada no programa CLC Genomics . Este processo montou

62152 contigs.
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5.4 Identificacdo dos contigs com similaridade as proteinas
Loxtox

Os contigs com similaridade as proteinas Loxtox foram identificados com
o auxilio do programa Blastx stand-alone. Foram utilizados separadamente
tanto os contigs obtidos pelo programa CLC Genomics quanto os contigs do
Trinity assembler. O banco de dados de proteinas utilizado para a realizacéo
do Blastx foi obtido no site do NCBI. A busca das sequéncias proteicas que

formaram o banco de dados foi feita utilizando os termos descritos no item 3.8.

Devido ao grande numero de sequéncias que apresentaram similaridade
com proteinas do banco dados, os contigs foram filtrados da seguinte forma:
foram excluidos matches com tamanho do alinhamento menores que 100
aminoé&cidos (valor que representa aproximadamente 1/3 do tamanho das
Loxtox), em seguida foram excluidas sequéncias que apresentaram e-value
maior que 10'° e identidade ou menor a 45%, e, por Ultimo, houve a eliminacéo
de contigs que alinharam com mais de 1 sequéncia referéncia, sempre

escolhendo o contig com maior identidade para ser mantido na analise.

ApOs a analise e triagem dos resultados gerados pelo Blastx, as
sequéncias restantes (cerca de 110 para ambas as montagens) foram levadas
ao programa Blast2go. Dessa forma, as proteinas que ndo foram
caracterizadas como Loxtox nesse ultimo passo foram excluidas das préximas
analises. Restaram entdo 35 contigs para a montagem do Trinity e 31 contigs

para a montagem do CLC.

Apoés a traducdo das sequéncias de cDNA que restaram em ambas as

montagens, foi constatado que a montagem realizada pelo programa CLC
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apresentou mais proteinas completas (23 completas e 8 incompletas) do que a
montagem do Trinity (21 completas e 14 incompletas). Além disso, 4 proteinas
incompletas montadas pelo Trinity foram encontradas de forma completa na
montagem do CLC. Dessa forma, devido ao maior nimero de proteinas
completas, decidimos utilizar apenas as proteinas montadas pelo CLC em
todas as proximas etapas. Devido a alta sensibilidade de ambos os programas,
foram encontradas em ambas as montagens contigs contendo sequéncias
idénticas, ou com mutagdes apenas nas regides 3’ e 5 UTR. Esses contigs

foram excluidos de todas as analises e apenas uma cépia foi considerada.

Também foram identificados em ambas as montagens 3 contigs que
foram classificadas como possiveis fosfolipases D pelo programa Blast2go,
porém nado apresentaram os dominios candnicos das proteinas Loxtox. Essas
proteinas foram chamadas PLD-Ls (Fosfolipases D de L. similis) e foram
numeradas de 1 a 3 (PLD-Ls 1, PLD-Ls 2, PLD-Ls 3). Elas serdo discutidas
mais a frente na sessédo 5.9. O fluxuograma de trabalho utilizado para que os
resultados fossem alcancados utilizando a montagem do CLC Genomics esta

representado na figura 7.

5.5 Identificacdo dos dominios principais e agrupamento dos
contigs Loxtox

Ap6s a triagem das sequéncias, os 31 contigs foram levados ao
programa de traducdo de sequéncias do site http://web.expasy.org/translate.
Todos os contigs completos com suas respectivas sequéncias traduzidas

encontram-se no anexo | deste trabalho.
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Apbs a traducgdo das sequéncias e isolamento das sequéncias de cDNA
maduras, os contigs foram levados ao programa CodonCode Aligner para que
fosse realizado o alinhamento pelo algoritmo ClustalW e o agrupamento das
sequéncias semelhantes. O programa separou os contigs em 15 grupos, sendo
que 2 deles eram formados pelos 3 contigs PLD-Ls. Assim, 12 grupos foram

formados exclusivamente pelos contigs Loxtox.

Com base na separacao realizada pelo programa CodonCode, aliada a
arvore filogenética que sera citada na sessao 5.7, foi construido um padréo de
nomenclatura para as proteinas Loxtox estudadas neste trabalho. As 31
proteinas estudadas neste trabalho foram chamadas de Loxtox, seguidas pela
letra “s” (“s” de L. similis), pelo niumero do grupo na qual ela se encontra
(Loxtox sl1, s2, s3) e, por ultimo, uma letra para diferenciar as proteinas

internas ao mesmo grupo (Loxtox s1A, Loxtox s1B, Loxtox s1C).

Em seguida, os contigs traduzidos foram levados aos programas SignalP
4.1, ProP 1.0 e BlastP para a identificacdo do peptideo sinal, pro-peptideo e
dominios relevantes para a funcionalidade das proteinas. Com excecao de uma
proteina, todas as outras sequéncias de Loxtox encontradas neste trabalho
apresentaram peptideo sinal e em nenhuma delas foi encontrado pro-peptideo.
O programa BlastP mostrou que todas as proteinas Loxtox descritas neste
trabalho possuem um sitio catalitico, um dominio de ligagdo ao magnésio e um
alca catalitica. Todos esses dominios estdo mostrados no alinhamento da
figura 10. As proteinas incompletas néo estédo incluidas na figura 10 devido aos
tamanhos variados encontrados que impediram um alinhamento razoavel
dentro do grupo geral; elas serdo mostradas mais adiante (figuras. 11 a 15) em

alinhamentos dos seus respectivos grupos.
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A figura 10 mostra o alinhamento das 23 Loxtox completas encontradas
neste trabalho. A numeragdo de aminodcidos na figura é relativa a maior
proteina encontrada, Loxtox s9A (comprimento de 366 aa). As Loxtox
completas tiveram um comprimento médio de 300 aa incluindo o peptideo sinal
(marcado em preto na figura 10). O peptideo sinal variou bastante entre as
proteinas Loxtox, porém a sequéncia M-x-L-H-x-x-L-Xx-L-x-C-W-x-x-x-S-E-G

estava presente em 1/3 das proteinas.
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Figura 10: Alinhamento das Loxtox completas de Loxosceles similis.

As sequéncias proteicas completas das Loxtox da peconha foram alinhadas utilizando o
algoritmo Clustal W. Os aminoacidos marcados em diferentes tons de azul apresentam
diferentes graus de conservacédo entre as sequéncias, 0s azuis mais escuros indicam um grau
de conservacdo maior em relacdo aos tons mais claros. Aminoacidos marcados em vermelho
constituem o sitio catalitico destas enzimas. A regido marcada em cinza mostra o alca catalitica
das proteinas, enquanto os aminoacidos marcados em verde estao relacionados ao dominio de
ligacédo ao Mgz+. A regido marcada em preto representa o peptideo sinal para cada sequéncia.
A sequéncia indicada com uma seta apresenta mutagdes no sitio catalitico e no dominio de
ligagdo ao Mg™".

As proteinas alinhadas apresentaram um alto nivel de similaridade,
variando de 54% a 99%. O sitio catalitico (marcado em vermelho), o dominio
de ligacdo ao Mg®* (marcado em verde) e o alca catalitica (marcado em cinza)
foram as regibes que apresentaram maior nivel de conservacdo. Todos 0s
grupos, com excecdo do grupo Loxtox s7 (apontado com uma seta na figura
10), apresentaram sitio catalitico e dominio de ligacéo ao Mg®** conservados. A
proteina Loxtox s7A possui duas argininas substituindo histidinas consideradas
criticas na atividade das Loxtox, além de uma leucina substituindo o triptofano
(H43R, H92R e W278L na figura 10). Também pudemos identificar duas
mutacdes no dominio de ligacdo ao Mg?*, nas quais uma glutamina foi
substituida por um glutamato (E76Q) e um aspartato foi substituido por um

glutamato (D78E).

Além das sequéncias e dos dominios importantes das proteinas Loxtox,
também foi calculada a Massa molecular predita de todas as proteinas

completas. Estes resultados estdo mostrados na tabela 2.

Todas as proteinas apresentaram massa molecular proxima de 35 kDa
com o peptideo sinal conforme esperado, com excecdo da proteina Loxtox s9A

gue apresentou uma massa de 42,21 kDa.

52



Resultados

Tabela 2: Massa molecular predita das proteinas Loxtox de L. similis

Proteina Massa Molecular (kDa)
Loxtox s1A 34.34
Loxtox s1B 34.57
Loxtox s1C 34.52
Loxtox s1D 34.66
Loxtox s2A 35.29
Loxtox s2B 35.29
Loxtox s2C 35.28
Loxtox s3A 34.93
Loxtox s4A 35.33
Loxtox sbA 35.17
Loxtox s6A 34.50
Loxtox s6B 32.71
Loxtox s7A 38.58
Loxtox s8A 35.72
Loxtox s8B 35.63
Loxtox s8C 35.90
Loxtox s9A 42.21
Loxtox s10A 34.65
Loxtox s10B 34.61
Loxtox s11A 34.94
Loxtox s11B 34.96
Loxtox s11C 34.99
Loxtox s11D 34.85
Loxtox s12A 35.52

5.6 Agrupamento dos contigs com sequéncias incompletas de
proteinas Loxtox

AplOs agrupamento, determinacdo de nomenclatura e dos dominios
principais das proteinas Loxtox que apresentaram sequéncia proteica
completa, foram alinhados os contigs que apresentaram sequéncia incompleta
de proteina. Ao todo, foram 7 contigs incompletos, com tamanho variado de 61
a 250 aminoacidos. Sao eles: Loxtox s1E, s1F, s1G (figura. 11), s6B (figura.
12), s9B (figura. 13), s10C (figura. 14), s11E e sl11F (figura 15). Essas

proteinas incompletas estao alinhadas em seus respectivos grupos.
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Figura 11: Alinhamento de todas as Loxtox pertencentes ao grupo Loxtox s1.

As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo Clustal W. Os amino&cidos marcados em
diferentes tons de azul apresentam diferentes graus de conservacao entre as sequéncias, 0s
azuis mais escuros indicam um grau de conservagdo maior em relacdo aos tons mais claros.
Aminoacidos marcados em vermelho constituem o sitio catalitico destas enzimas. A regido
marcada em cinza mostra a al¢a catalitica das proteinas, enquanto os aminoacidos marcados
em verde estdo relacionados ao dominio de ligacdo ao Mg A regido marcada em preto
representa o peptideo sinal para cada sequéncia. As proteinas s1E, s1lF e s1G néo
apresentaram sequéncia completa.
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Figura 12: Alinhamento de todas as Loxtox pertencentes ao grupo Loxtox s6.

As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo Clustal W. Os amino&cidos marcados em
diferentes tons de azul apresentam diferentes graus de conservacao entre as sequéncias, 0s
azuis mais escuros indicam um grau de conservagdo maior em relagdo aos tons mais claros.
Aminoacidos marcados em vermelho constituem o sitio catalitico destas enzimas. A regido
marcada em cinza mostra a al¢a catalitica das proteinas, enquanto 0s aminoacidos marcados
em verde estdo relacionados ao dominio de ligacdo ao Mg A regido marcada em preto
representa o peptideo sinal para cada sequéncia. A proteina s6B ndo apresentou sequéncia
completa.
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Figura 13: Alinhamento de todas as Loxtox pertencentes ao grupo Loxtox s9.

As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo Clustal W. Os aminoacidos marcados em
azul sdo comuns a ambas as proteinas. Aminoacidos marcados em vermelho constituem o sitio
catalitico destas enzimas. A regido marcada em cinza mostra a alca catalitica das proteinas,
enquanto 0os aminoacidos marcados em verde estdo relacionados ao dominio de ligagdo ao
Mg*2. A regido marcada em preto representa o peptideo sinal para cada sequéncia. A proteina
Loxtox s9B nado apresentou sequéncia completa.
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Figura 14: : Alinhamento de todas as Loxtox pertencentes ao grupo Loxtox s10.

As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo Clustal W. Os aminoécidos marcados em
diferentes tons de azul apresentam diferentes graus de conservacdo entre as sequéncias, 0s
azuis mais escuros indicam um grau de conservagcdo maior em relagdo aos tons mais claros.
Aminoé&cidos marcados em vermelho constituem o sitio catalitico destas enzimas. A regido
marcada em cinza mostra a al¢a catalitica das proteinas, enquanto 0s aminoacidos marcados
em verde estdo relacionados ao dominio de ligagdo ao Mg A regido marcada em preto
representa o peptideo sinal para cada sequéncia. A proteina Loxtox s10c ndo apresentou
sequéncia completa.
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Figura 15: Alinhamento de todas as Loxtox pertencentes ao grupo Loxtox s11.

As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo Clustal W. Os aminoacidos marcados em
diferentes tons de azul apresentam diferentes graus de conservacao entre as sequéncias, 0s
azuis mais escuros indicam um grau de conservagdo maior em relagdo aos tons mais claros.
Aminoacidos marcados em vermelho constituem o sitio catalitico destas enzimas. A regido
marcada em cinza mostra a al¢a catalitica das proteinas, enquanto os aminoacidos marcados
em verde estdo relacionados ao dominio de ligagdo ao Mg+2. A regido marcada em preto
representa o peptideo sinal para cada sequéncia. As proteinas s11E e s11F n&o apresentaram
seguéncia completa.

As proteinas incompletas foram alinhadas e agrupadas com o grupo
Loxtox na qual elas apresentaram maior similaridade quando alinhadas. Com
excecdo da proteina Loxtox s9B, todas as proteinas incompletas encontradas

apresentaram pelo menos parte de algum dominio principal das Loxtox.

5.7 Relacédo evolutiva das proteinas Loxtox com outras PLDs
ja descritas

Utilizando o alinhamento das sequéncias completas das proteinas
Loxtox, foi realizada em seguida a construcdo de uma arvore filogenética
utiizando o método de neighbor-joint. Para dar suporte a arvore, foram
utilizadas 14 sequéncias de proteinas obtidas do banco de dados néo
redundante GenBank ou do banco de dados UniProt. Para melhor visualizagao

da arvore, as proteinas obtidas dos bancos de dados foram utilizadas na
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montagem da arvore, porém foram removidas em seguida e colocadas ao lado
do grupo na qual elas apresentaram maior similaridade (Figura 16). Ex.: as
proteinas Loxtox il, i2, i3, i4 apresentaram maior semelhanca com o grupo
Loxtox s1. Na coluna da direita, estdo mostradas as atividades farmacoldgicas

atribuidas as proteinas obtidas do banco de dados ndo redundante.

Para medir a confiabilidade dos ramos da éarvore, foi utilizado o teste
estatistico de Bootstrap. O valor considerado confiavel para esta analise foi 70
(Hillis and Bull, 1993). Como as proteinas Loxtox apresentam alto valor de
similaridade sua divisdo muitas vezes nao foi realizada com sucesso pelo
programa, dessa forma o valor de Bootstrap ficou abaixo do limite de 70 em
diversos ramos(Hillis and Bull, 1993)(Hillis and Bull, 1993). Quando este valor

foi abaixo de 70, o ramo foi considerado politbmico e o valor ndo foi mostrado.
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Atividade farmacolégica
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Figura 16: Arvore filogenética construida pelo método de neighbor-joint com as
proteinas Loxtox sequenciadas.
As proteinas obtidas do banco de dados nao redundante do GenGank com alta similaridade
com as Loxtox s estdo listadas com seus nomes originais ao lado da arvore. As Loxtox
sequenciadas foram separadas em 12 grupos. A esquerda, estd mostrada a arvore com as
proteinas Loxtox. Na coluna do meio, estdo mostradas as PLDs obtidas do banco de dados, ao
lado do grupo Loxtox s mais similar a cada uma delas. No lado direito da imagem, esta
mostrada a atividade farmacoldgica descrita para as PLDs do banco de dados. Os valores de
bootstrap que excederam o limite de 70 estdo mostrados nas divisérias dos ramos.
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Notas: Referéncias: (l Kalapothakis et al., 2007; % Silvestre et al., 2005; * Tambourgi et al.,
2004; * da Silveira et al., 2006; °> Chaim et al., 2006; ° Tambourgi et al., 1998; ’ Kusma et al.,
2008; ® de Oliveira Christoff et al., 2008; ° Chaves-Moreira et al., 2009; *° Chaves-Moreira et al.,
2011; ™ Ullah et al., 2011; ** Vuitika et al., 2013; ™ Catalan et al., 2011; ** Binford et al., 2009; *°
da Silveira et al., 2007).

5.8 Padréo de expressao das proteinas Loxtox

Apébs o alinhamento e a construgdo da arvore com as proteinas Loxtox,
foi realizado um mapeamento do sequenciamento utilizando a ferramenta RNA-
seq analysis do CLC software para uma analise do padrdo de expressdo das

Loxtox em relac&o ao transcriptoma (Figura 17).

Loxtox =4, s5, 56, 57, s8, 512,
1,9%

Loxtox 810

2,6%

Loxtox s2
6,2%

Loxtox s9
8,3%
Loxtox s1
53.9%

Loxtox s2
8.8%

Transcritos Loxtox
15%

Outros transcritos Loxtox s11
85% 18,5%

Figura 17: Classificagdo dos transcritos das proteinas Loxtox obtidas da glandula de
peconhada aranha L. similis.

A) A porcentagem de expressdo das proteinas Loxtox quando comparadas com o
transcriptoma total. B) A proporcéo relativa de cada grupo de proteinas Loxtox.

As proteinas Loxtox corresponderam ao total de 15% dos transcritos da
glandula de peconha da aranha L. similis. Considerando 15% como o total de
proteinas Loxtox, 0 grupo mais expresso foi o grupo Loxtox sl1, que
representou 53,9%. Em seguida, veio o grupo Loxtox s11 com 18,5% dos
transcritos. Esses dois grupos foram 0S mais expressos por uma margem

consideravel, uma vez que o proximo grupo (Loxtox s3) apresentou 8,6% dos
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transcritos seguido pelo s9 com 8,3%. Apds estes, o grupo Loxtox s2

apresentou 6,2% e o s10 apresentou 2,6% (Figura 17 e tabela 3).

Além desses grupos, nenhum outro apresentou porcentagem de
expressao significativamente maior do que 1%, dessa forma os grupos s4, s5,
s6, s7, s8, e s12 somados totalizaram 1,9% dos transcritos das proteinas
Loxtox. Portanto, dois grupos somados foram responsaveis por 72,4% do total
de transcritos dentro das proteinas Loxtox, indicando que essas podem ser

importantes proteinas da peconha.

A tabela 3 mostra a porcentagem de expressdo para cada proteina
Loxtox individualmente. As Loxtox s1A e s1C correspondem, respectivamente,
a 24,8% e 12,6%, sendo as duas mais expressas da peconha. O grupo 1 ainda
apresentou duas proteinas com porcentagem de expressao acima de 5%, as
Loxtox s1B e Loxtox s1lD. Dos 18,5% de expressdo do grupo 11, duas
proteinas representaram 16,9% (Loxtox s11A e sl11D). A proteina menos

expressa foi a Loxtox s6A com 0,0009%.

As proteinas marcadas com um asterisco sdo as proteinas que nado
tiveram seu sequenciamento completo. Elas representaram um total de 3,64%,

porém a proteina Loxtox s1E sozinha representou 3,61% dos transcritos.
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Tabela 3: Valores de expressédo para cada proteina Loxtox encontrada (%).

Proteinas Loxtox Expresséo individual % Expressé&o por grupo %
Loxtox s1A 24,7987%

Loxtox s1B 6,1997%

Loxtox s1C 12,6813% o
Loxtox s1D 6,5496% 53,867%
Loxtox s1E* 3,6159%

Loxtox s1F* 0,0187%

Loxtox s1G* 0,0035%

Loxtox s2A 0,0345%

Loxtox s2B 4,6528% 6,238%
Loxtox s2C 1,5509%

Loxtox s3A 8,6158% 8,616%
Loxtox s4A 1,0051% 1,005%
Loxtox s5A 0,0093% 0,009%
Loxtox s6A 0,0009% o
Loxtox s6B* 0.0235% 0,024%
Loxtox s7A 0,1221% 0,122%
Loxtox s8A 0,0226%

Loxtox s8B 0,2931% 0,729%
Loxtox s8C 0,4136%

Loxtox s9A 8,3304% o
Loxtox s9B* 0,0008% 8,331%
Loxtox s10A 1,9096%

Loxtox s10B 0,6365% 2,548%
Loxtox s10C* 0,0022%

Loxtox s11A 7,4210%

Loxtox s11B 1,3411%

Loxtox s11C 0,1788% o
Loxtox s11D 9,5612% 18,506%
Loxtox s11E* 0,0036%

Loxtox s11F* 0,0004%

Loxtox s12A 0,0025% 0,002%

Notas: * Proteinas com sequenciamento incompleto
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5.9 Caracterizacéo das PLDs-Ls

Além das proteinas Loxtox com os dominios candnicos de PLDs, foram
encontradas também trés outras proteinas classificadas como PLDs pelo Blastx
que, no entanto, ndo apresentaram os dominios comuns as Loxtox e né&o
apresentaram semelhanca com proteinas PLDs de Loxosceles. Essas
proteinas foram chamadas PLD-Ls (Fosfolipases D de L. similis), e numeradas

de 1 a 3 (Tabela 4).

Tabela 4: Dados de bioinformatica obtidos das proteinas PLD-Ls.

PLD-Ls Blast hit Tamanho % de Espécie
(aa) identidade
com o hit
PLD-Ls 1 N-acyl-phosphatidylethanolamine- 94 56 S. negevensis
hydrolyzing phospholipase D * Z (bactéria)

(GenBank: CCB88845.1)
PLD-Ls 2 Phospholipase D3, partial 478 84 S. mimosarum

(aranha)
(GenBank: KFM65948.1)

PLD-Ls 3 N-acyl-phosphatidylethanolamine- 127 77 S. mimosarum
hydrolyzing phospholipase D, partial (aranha)

(GenBank: KFM77789.1)

Notas: Abreviaturas: S. negevensis Z (Simkania negevensis Z); S. mimosarum (Stegodyphus

mimosarum);
Referéncias: * (Collingro et al., 2011)

Das trés proteinas PLD-Ls encontradas, apenas uma foi completamente
sequenciada, a PLD-Ls 2. Essa proteina apresentou 478 aminoacidos, tendo
112 aminoacidos a mais do que a maior Loxtox encontrada neste trabalho,

Loxtox s9A. Além disso, a PLD-Ls 2 possui uma massa molecular predita de

54,3 kDa, enquanto a massa predita para a Loxtox s9A é de 42,2 kDa.
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A figura 17 apresenta o alinhamento da proteina PLD-Ls 2 com o melhor
match encontrado no banco de dados, a proteina Fosfolipase D3 (parcial) da
aranha Stegodyphus mimosarum. Ao realizar o alinhamento das duas
proteinas, nota-se que o sitio catalitico (marcado em vermelho na figura 18)
possui 0os aminoacidos H'%, K*%? $2%° N2’ e E?!8 Para as toxinas Loxtox, o
sitio catalitico € normalmente composto por duas histidinas e um triptofano
(H®, H® e W?®). A PLD-Ls 2 apresentou 93% de similaridade e 84% de

identidade com a proteina Fosfolipase D3.
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Figura 18: Alinhamento entre a PLD-Ls 2 e a sequéncia parcial da proteina Fosfolipase
D3 de Stegodyphus mimosarum (GenBank database KFM65948.1).
Amino4cidos marcados em azul sdo comuns a ambas as proteinas. Os possiveis sitios
cataliticos das enzimas estdo marcados em vermelho.

A proteina PLD-Ls 1 apresentou como o melhor match no Blastx uma

fosfolipase bacteriana, como mostrado na tabela 4. O alinhamento entre as
duas proteinas estd mostrado na figura 19. A PLD-Ls 1 cobriu 31% da

fosfolipase D bacteriana, do aminoacido 135 a 228, com 56% de identidade.
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Figura 19: Alinhamento entre a PLD-Ls 1 e a sequéncia parcial da proteina N-acyl-
phosphatidylethanolamine-hydrolyzing_phospholipase D da bactéria S. negevensis Z
(GenBank: CCB88845.1).

Aminoéacidos marcados em azul sdo comuns a ambas as proteinas.

Ja a proteina PLD-Ls 3 alinhou com outra PLD de S.mimosarum, a N-
acyl-phosphatidylethanolamine-hydrolyzing phospholipase D, partial (GenBank:
KFM77789.1). Houve 47% de cobertura com 77% de identidade, do
aminoacido 16 ao 141. Tanto a proteina de S. mimosarum quanto a PLD de S.
negevensis Z depositadas no banco de dados sdo sequéncias parciais. A figura

20 mostra o alinhamento da proteina PLD-Ls 3 com a PLD de S. mimosarum.
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Figura 20: Alinhamento entre a PLD-Ls 3 e a sequéncia parcial da proteina N-acyl-
phosphatidylethanolamine-hydrolyzing_phospholipase D (parcial) da aranha S.
mimosarum (GenBank: KFM77789.1).

Aminoé&cidos marcados em azul sdo comuns a ambas as proteinas.
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5.10 Perfil de expressdo de outras proteinas possivelmente
importante para a peconha

Além do perfil de expresséo das proteinas Loxtox, fizemos ainda o perfil
de expressdao de outras familias de proteinas que podem fazer parte da
peconha da aranha L. similis além de apresentarem possivel fun¢éo no quadro

clinico de acidentes envolvendo essas aranhas.

Para esta andlise escolhemos as proteases mais comuns da peconha
(metaloproteases, serino proteases e aspartato proteases), outras fosfolipases
(fosfolipases A, B e C), proteinas com atividade em canais para sodio,
hialuronidase e peptideos inseticidas. Os dados obtidos estdo mostrados na
figura 21 e na tabela 5. Para o grafico da figura 21, grupos com baixa
porcentagem de expressao foram agrupados, estes foram detalhados na tabela

5.

Nenhum dos grupos estudados apresentou porcentagem de expressao
maior do que 5%, sendo que o grupo com maior perfil de expressao foi o das
proteases com 4,18% do total de expressdo da glandula de peconha. Os
peptideos inseticidas e a possivel toxina com atividade em canal para calcio
encontrada apresentaram 2,15% e 2,76% do total de expressdo da glandula
respectivamente. Os outros grupos estudados ndo apresentaram perfil de

expresséo maior do que 1%.
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Figura 21: Gréfico da porcentagem de expressao dos outros grupos de proteinas
anotados.

Os grupos anotados para este grafico sdo outros possiveis componentes da peconha da
aranha L. similis. A categoria “Outros transcritos” corresponde a transcritos ainda nao
analisados ap6s comparacao com o banco de dados ndo redundante.

Dentre as proteases, 0 grupo que apresentou o maior perfil de
expressao foi o grupo das metaloproteases do tipo Astacin, representando um
total de 4,12% das proteases. Os demais grupos de proteases somados
representaram um total de 0,06% da expressédo da glandula de peconha (tabela

5).
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Tabela 5: Perfil de expressao de outros possiveis componentes da peconha estudados.

Familia do transcrito % de expressao
Fosfolipases A, B, C 0,1
Hialuronidase 0,02
Possivel toxina de canal para Na* 2,76
Metaloproteases do tipo Astacinas 4,12
Outras Metaloproteases 0,01
Aspartato proteases 0,01
Serino proteases 0,04
Peptideos Inseticidas 2,15
Proteinas Loxtox totais 18,64
Outros transcritos 72,15
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6 Discusséao

A familia das proteinas Loxtox abrange as toxinas mais estudadas e
caracterizadas derivadas da peconha das aranhas Loxosceles (Kurpiewski et
al., 1981; Futrell, 1992; Tambourgi et al., 1998; Kalapothakis et al., 2007; Dias-
Lopes et al., 2010; Gomes et al., 2011; Gremski et al., 2014; Coronado et al.,
2015). O conjunto de genes homologos que codificam essa familia de PLDs é
bastante expresso na peconha de aranhas do género Loxosceles e do outro
género componente da familia Sicariidae, o género Sicarius (Kalapothakis et
al., 2007; Binford et al., 2009; Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et al.,
2010).

Em 2007, Kalapothakis et al caracterizaram a familia das proteinas
Loxtox para a aranha L. intermedia. Nesse trabalho, eles agruparam as
proteinas em 7 grupos de acordo com suas similaridades com PLDs
previamente descritas (Kalapothakis et al. 2002; Tambourgi et al. 2004; da
Silveira et al. 2006; Felicori et al. 2006; da Silveira et al. 2007). Ao agruparem
as Loxtox por semelhanca, Kalapothakis et al. (2007) mostraram que as Loxtox
sdo uma familia de isoformas de PLDs que possuem atividades farmacolégicas
diferentes. O isolamento de diferentes isoformas da familia das Loxtox € muito
importante, pois estudos com as isoformas isoladas podem detectar proteinas
com aplicagcdes farmacoldgicas e biotecnolégicas a serem aplicadas, por
exemplo, no melhoramento da producdo de soro antiaracnideo ou
antiloxoscélico que sera discutido mais adiante.

Ja foi demonstrado que toxinas PLD recombinantes ou nativas de
peconhas de Loxosceles podem provocar resposta inflamatdria exacerbada,

dermonecrose, hemolise dependente ou independente do complemento e
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agregacdo plaquetaria (Barbaro et al., 1996; Chaves-Moreira et al., 2009;
Pereira et al., 2014, 2012; Tambourgi et al., 1998; Tavares et al., 2011). Como
esses sintomas estao entre os mais relevantes em casos de loxoscelismo, as
PLDs/Loxtox sdo consideradas toxinas chaves na peconha das Loxosceles,
com alvos importantes na definicdo do quadro de envenenamento.

As peconhas das diferentes espécies de Loxosceles possuem
caracteristicas bioquimicas e farmacolégicas semelhantes, sendo a principal
delas a atividade esfingomielinasica/fosfolipasica. Nosso grupo tem estudado a
peconha bruta de L. similis nos ultimos 10 anos (Silvestre et al., 2005; Chatzaki
et al., 2012; Horta et al., 2013; Dantas et al., 2014; Pereira et al., 2014). Neste
trabalho, realizamos o transcriptoma da glandula de peconha da aranha L.
similis através do método de RNA-seq com o intuito de detectar isoformas
pouco expressas das proteinas da familia Loxtox. Foram detectadas 31
proteinas com alta semelhanca a proteinas Loxtox, sendo que 23 destas foram
obtidas com a sequéncia completa inteira (Fig. 7). Além das 31 proteinas
Loxtox, foram detectadas outras 3 PLDs que apresentaram baixa similaridade
com as PLDs de aranhas Loxosceles, mas que tiveram similaridade
consideravel com PLDs de outros seres vivos (tab. 4).

Segundo o SINAN, Minas Gerais apresenta, desde 2007,
aproximadamente 200 casos de acidentes com aranhas Loxosceles por ano,
com o0 numero mais alto de acidentes nesse periodo sendo de 364 casos em
2013 (Ministério da saude, 2016). Em minas Gerais, a aranha L. similis é
comumente encontrada em grutas na regido metropolitana de Belo Horizonte
(Ferreira et al., 2005), porém hé relatos da presenca dessa espécie na cidade

de Belo Horizonte (Machado et al., 2005). Nosso estudo visa gerar dados sobre
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a peconha da espécie de aranha marrom encontrada em Minas Gerais. Além
de fornecer material importante para o conhecimento mais profundado da
peconha de L. similis, esses dados podem ser utilizados como base para
futuros estudos com espécies ainda mais relevantes do ponto de vista médico,
como L. intermedia, L. gaucho e L. laeta, uma vez que a similaridade entre as
peconhas de diferentes espécies é alta e ha grande reatividade cruzada entre
0s soros antipeconha gerados contra diferentes peconhas (Machado et al.,
2005; Kalapothakis et al., 2007; Chatzaki et al., 2012;).

Neste trabalho, nés identificamos as principais toxinas Loxtox da aranha
L. similis e este é um importante passo na compreensdo da composicado da
peconha e respectivos efeitos potenciais em humanos.

Foram utilizados dois programas para a montagem do transcriptoma
neste trabalho, o CLC Genomics e o Trinity Assembler. ApGs testar as duas
montagens e verificar qual seria a mais adequada, decidimos pela montagem
do CLC. Apds obtermos as duas montagens, verificamos que o CLC conseguiu
um maior niumero de proteinas Loxtox completas em relacdo ao Trinity. Apesar
de ambos os programas terem utilizado o mesmo K-mer (tamanho da palavra)
de 25, o ajuste do tamanho de bolha para o CLC gerou resultados mais
satisfatérios para essa analise. Outros K-mers foram usados para o CLC,
porém o de 25 se mostrou o melhor. A versdo utilizada do Trinity Assembler
para este trabalho ainda ndo possuia a customizacdo do K-mer, o que impediu
diversos testes com esse programa. Resultados melhores podem ser
alcancados em uma versao mais recente do Trinity.

Como dito anteriormente, a montagem realizada no Trinity Assembler

formou um total de 293446 contigs. Esse grande numero de contigs pode ser
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devido a presenca de varias isoformas e genes com splicing alternativo, uma
vez que utilizamos 35 individuos para a construcdo das bibliotecas, fazendo
com que um unico locus possa ser representado varias vezes. Um exemplo
seria 0 contig nomeado ¢c92712_ gl i22, neste caso, 0 contig apresentou 22
isoformas ou splicings alternativos.

A segunda montagem, realizada no programa CLC Genomics, obteve
um total de 62152 contigs. Acreditamos que o numero reduzido de contigs em
relacdo ao programa Trinity Assembler se deve ao fato de que o CLC
Genomics , como mostrado no item 3.12, quando encontra contigs com bolhas
inferiores ao tamanho determinado pelo usuério, resolve a bolha e define o
contig como apenas uma sequéncia utilizando a sequéncia com maior
representatividade de reads como sendo a principal, enquanto o Trinity
Assembler separa contigs com poucas variacdes em contigs diferentes. Dessa
forma, a diferenca entre o niUmero total de contigs era esperada.

A analise de bioinforméatica gerou um total de 31 proteinas com
similaridade a PLDs/Loxtox de Loxosceles e outras 3 PLDs que néo
apresentaram os dominios conservados das primeiras. Dentre as 31
PLDs/Loxtox geradas, 23 estdo completas e mostraram o0s dominios
conservados da familia Loxtox. As proteinas Loxtox foram separadas em 12
grupos de acordo com o grau de similaridade entre si.

As 23 Loxtox completas sdo possiveis PLDs de Loxosceles, pois
apresentaram em sua estrutura primaria o sitio ativo, o dominio de ligacdo ao
Mg®* e foram similares a outras PLDs no banco de dados ndo redundante do
GenBank. Quando analisadas no banco de dados, as Loxtox de L. similis foram

altamente similares a PLDs de outras espécies do género Loxosceles, como: L.
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gaucho, L. laeta e L. intermedia. Diversos trabalhos ja mostraram a alta
similaridade entre as peconhas das aranhas Loxosceles. Buch et al. (2015)
mostraram que as principais toxinas das Loxosceles apresentam epitopos
imunogénicos conservados entre as espécies. Chatzaki et al. (2012) também
mostraram que anticorpos antipeconha de L. similis possuem capacidade de
neutralizacdo contra a peconha da aranha L. intermedia.

As trés PLD-Ls encontradas no trabalho (tab. 4) diferiram das demais
Loxtox descritas por ndo apresentarem dominio de ligacdo ao Mg®* conhecido,
sendo que este sitio é preponderante para a atividade das Loxtox (Murakami et
al., 2005), por apresentarem um sitio catalitico diferente e possuirem baixa
similaridade quando alinhadas contra as Loxtox deste trabalho. Uma
possibilidade de interacdo com ions das PLD-Ls seria uma possivel interacdo
com calcio. Fosfolipases relacionadas a sinalizacdo celular apresentam
atividade dependente de célcio (Kolesnikov et al., 2012). E possivel que tal
efeito ocorra e futuramente seja observado com as PLD-Ls, porém, como nao
foi obtida a sequéncia completa de duas dessas proteinas, nao foi possivel um
estudo mais completo dos seus sitios de intera¢do com ions. Para a PLD-Ls 2,
nenhum sitio de interagcdo i6nica canénico foi encontrado nas andlises de
bioinformética.

Dentre as Loxtox encontradas neste trabalho, a Loxtox s7A, indicada
com uma seta na figura 10, foi a Unica proteina que apresentou uma mutacdo
no sitio catalitico (marcado em vermelho na figura 10). Loxtox s7A possui duas
argininas substituindo as duas histidinas do sitio catalitico (H43R e H92R).
Além disso, duas outras mutagdes foram identificadas no dominio de ligacéo ao

Mg** (marcado em verde na figura 10), uma glutamina substituiu um glutamato
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(E76Q) e um glutamato substituiu um aspartato (D78E). Pelo fato de essa
proteina apresentar mutagces em aminoacidos importantes para sua funcéo
(Vuitika et al., 2013), ela pode apresentar uma diminuicdo ou até mesmo
auséncia de atividade em mamiferos. Como as PLDs de Loxosceles
caracterizadas até a data deste trabalho apresentam estrutura terciaria
semelhante (de Giuseppe et al.,, 2011; Murakami et al., 2005; Ullah et al.,
2011), acredita-se que a Loxtox s7A possivelmente ndo apresenta grandes
variagOes estruturais. Dessa forma, a Loxtox s7A é uma potencial candidata
para uso na imunizacao para a producao de soro. Varios estudos ja isolaram e
caracterizaram peptideos inativos que funcionaram como epitopos eficientes
para a geracdo de anticorpos neutralizantes (Chavez-Olértegui et al., 1997;
Martin-Eauclaire et al., 2006; Mendes et al., 2013; Moreira-Ferreira et al.,
1998).

A andlise do padrdo de expressdo das proteinas Loxtox apresentado
neste trabalho mostrou que dois grupos foram 0s mais expressos, 0S grupos
Loxtox sl (53,9% do total das Loxtox) e o grupo s11 (18,5% do total das
Loxtox). A andlise sugere que esses dois grupos codificam proteinas que
possivelmente sdo muito importantes para os efeitos toxicos da peconha. Além
do alto nivel de expressao, elas ainda apresentaram alta similaridade (acima de
89%) com outras proteinas que possuem atividades toxicas previamente
descritas. As proteinas Loxtox s1A, s1C e s11D foram as mais expressas do
transcriptoma, com 24,8%, 12,68% e 9,5% do total de transcritos das proteinas
Loxtox, respectivamente. Essas proteinas podem apresentar funcdo importante
no quadro de envenenamento, e por isso sdo boas candidatas a estudos de

expressao heterdloga para analise de atividade farmacoldgica, buscando assim
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uma melhor compreensédo dos mecanismos e da agdo da peconha da aranha
L. similis.

Existem dois estudos de transcriptoma para glandulas de aranhas
Loxosceles ja realizados (Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et al.,
2010). O estudo de Fernandes-Pedrosa et al. (2008) analisou a glandula de
peconha da aranha L. laeta através do método de ESTs. Esse trabalho obteve
1357 clusters, nos quais 751 apresentaram hit significativo no banco de dados
nao redundante. Destes 751 clusters, 93 (16,4%) apresentaram semelhanga
com outras PLDs descritas para Loxosceles.

O trabalho de Gremski et al. (2010) apresentou os dados relativos ao
transcriptoma da aranha L. intermedia também pelo método de ESTs. Foram
obtidos 538 clusters, dos quais 281 foram singletons, 53% do total de ESTs
obtidas foram similares com proteinas conhecidas no banco de dados. Do total
de sequéncias obtidas por Gremski et al. (2010), 43,4% foram atribuidas a
toxinas em geral, sendo que as PLDs representaram 9% do total do
transcriptoma. No trabalho de Gremski et al., € discutida a possibilidade de a
diferenca entre o padrdo de expressdo das PLDs nos transcriptomas de L.
laeta (Fernandes-Pedrosa et al., 2008) e L. intermedia (Gremski et al., 2010)
ser devido ao uso de diferentes géneros na construcdo das bibliotecas
utilizadas em ambos os trabalhos. O trabalho de Fernandes-Pedrosa et al.
(2008) utilizou apenas espécimes fémeas na construcdo da biblioteca
sequenciada, enquanto Gremski et al. (2010) utilizaram espécimes de ambos
os sexos. E sabido que a peconha derivada das fémeas apresenta uma maior
concentracdo de PLDs (de Oliveira et al.,, 1999), o que poderia ter gerado a

diferenca encontrada pelos dois autores.
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Ha trabalhos que relatam a maior toxicidade da peconha da fémea. Em
1999, de Oliveira et al. mostraram que, para a aranha L. intermedia, as fémeas
sao capazes de produzir uma quantidade maior de peconha, ainda a pegonha
das fémeas apresentou maior atividade dermonecrética e de hemolise
dependente do complemento. De Oliveira et al. (2005) mostraram que a
toxicidade da peconha das fémeas de L. laeta também era maior do que a
toxicidade da peconha dos machos. Por ultimo, Chatzaki et al. (2012)
mostraram que a peconha das fémeas de L. similis foi capaz de causar uma
maior lesdo cutdanea em coelhos quando comparada com a peconha dos
machos.

Neste trabalho, realizado pelo método de RNA-seq, as proteinas Loxtox
corresponderam a 15% do total de transcritos da glandula de peconha de L.
similis. Um valor quase idéntico ao obtido por Fernandes-Pedrosa et al. (2008),
e 60% maior do que o obtido por Gremski et al. (2010). No presente trabalho,
foram utilizados 35 individuos para a extracdo de RNA, sendo 10 machos e 25
fémeas. Como, neste trabalho, foram utilizadas aranhas de ambos os géneros,
porém um numero 2,5 vezes maior de fémeas quando comparado ao trabalho
de Fernandes-Pedrosa et al. (2008), ndo se pode afirmar qual seria a influéncia
de cada um dos géneros no total de expressao das Loxtox.

Na arvore filogenética da figura 15, observa-se que 6 dos 12 grupos
descritos ndo foram agrupados com alguma PLD conhecida de Loxosceles.
Dois destes 6 grupos foram agrupados com PLDs de peconhas de outras
aranhas, S. mimosarum e S. damarensis, a segunda aranha sendo da mesma
familia das Loxosceles. Portanto, 4 grupos (Loxtox s2, s6, s7, s9) ndo se

agrupam com nenhuma PLD até entdo conhecida. Destes 4 grupos, apenas o
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grupo das proteinas Loxtox s2 apresentou porcentagem de identidade média
acima de 88% com PLDs conhecidas. Os outros 3 grupos tiveram
porcentagens de identidade menores que 60%. Os valores foram: 51% para a
proteina Loxtox s6A, 47% para a proteina s7A e 50% para a proteina Loxtox
S9A. A proteina s9B apresenta baixa cobertura na analise do Blastx e por isso
nao podemos inferir sua porcentagem de identidade.

Apesar de apresentar alta identidade com PLDs conhecidas, o grupo
Loxtox s2 n&o foi agrupado com nenhuma PLD obtida do banco de dados.
Dentre as proteinas obtidas do banco de dados, o grupo s2 apresentou maior
identidade com as PLDs que agruparam com o grupo sl1. Entretanto, enquanto
0 grupo s2 apresentou porcentagem de identidade média de 88%, o grupo sl
apresentou esse valor acima de 91%. Dessa forma, durante a montagem da
arvore filogenética, mesmo com a alta identidade apresentada pelo grupo s2 e
as PLDs do banco de dados, elas foram agrupadas com o grupo s1.

Portanto, como apenas 1 dos 4 grupos que ndo encontraram match no
banco de dados apresenta alta identidade com PLDs previamente descritas,
acreditamos que 0s outros 3 grupos (Loxtox s6, s7, s9) sdo grupos que néo
haviam sido descritos anteriormente como PLDs para nenhuma aranha. Os
grupos s6 e s7 apresentaram baixos niveis de expressao, abaixo de 1% do
total de Loxtox, o que justifica a falta de descricdo prévia de ambos, uma vez
que a técnica de ESTs empregada nos trabalhos de transcriptoma anteriores
para Loxosceles (Fernandes-Pedrosa et al.,, 2008; Gremski et al., 2010)
apresenta limitacGes para a deteccdo de contigs pouco expressos.

Nosso grupo realizou recentemente um trabalho de sequenciamento

NGS do cDNA obtido a partir do RNA da glandula de peconha do escorpido
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Tityus serrulatus, extraido em diversos tempos ap0s a extracdo da peconha
(Carmo, 2014). Neste trabalho, obtivemos em média 12 milhdes de reads para
cada sequenciamento, agrupadas em aproximadamente 70 mil contigs por
biblioteca. No trabalho de Alvarenga et al. (2012), cujo transcriptoma da
glandula de T. serrulatus foi realizado pelo método das ESTs randdémicas,
foram sequenciados 1629 ESTs que foram agrupadas em 185 contigs. Dessa
forma, podemos observar que a tecnologia NGS se mostra altamente sensivel
e possui uma capacidade muito maior de gerar informa¢des do que o método
das ESTs randomicas.

Na analise do transcriptoma de L. similis, dentre os 3 grupos de Loxtox
gue nao tinham sido descritos anteriormente, apenas 0 grupo s9 apresentou
um nivel de expresséo elevado, ele representou 8,3% dos transcritos para
Loxtox encontrados. Esse grupo apresentou o maior comprimento de todos o0s
descritos, possuindo 366 aminoacidos, enquanto o comprimento médio das
Loxtox ficou em torno de 305 aminoéacidos. E a primeira vez que uma Loxtox
com este comprimento é encontrada e mais estudos sd0 necessarios para a
analise de qual seria sua atividade e funcdo no quadro de envenenamento.

Além das proteinas que ndo foram agrupadas com as PLDs obtidas do
banco de dados, dois outros grupos foram agrupados com PLDs de outras
aranhas que nado pertenciam ao género Loxosceles. Por exemplo, Loxtox s12
foi agrupado com a proteina “Sphingomyelin phosphodiesterase D LrSicTox-
alphalB1” da aranha S. mimosarum. As duas proteinas apresentaram 54% de
identidade entre si. Nao ha estudos sobre essa proteina de S. mimosarum ou

sobre possivel atividade fosfolipasica na pegconha dessa aranha, uma vez que
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a sequéncia foi submetida diretamente ao banco de dados (GenBank:
KFM76547.1) apos o sequenciamento do genoma da aranha S. mimosarum.

J& Loxtox s8 foi agrupado com a proteina “Phospholipase D SdSicTox-
betallB1bvi’ da aranha Sicarius cf. damarensis. Essa proteina foi descrita por
Binford & Wells (2003). A proteina de S. damarensis agrupou com 0 grupo s8
com uma identidade média de 66%. O agrupamento de proteinas de Sicarius
juntamente com proteinas de L. similis ndo € surpreendente, uma vez que
estes sdo os dois Unicos géneros que compdem a familia Sicariidae (Platnick,
2016). No trabalho de Binford & Wells (2003), foi testada a atividade
esfingomielindsica das peconhas de varias espécies Loxosceles e Sicarius e
houve deteccdo para ambos os géneros. Nesse trabalho, ainda é discutido que
as peconhas de L. laeta e Sicarius apresentaram atividade esfingomielinasica
uma ordem de magnitude maior do que as outras espécies Loxosceles
analisadas.

Tanto o grupo s8 quanto o grupo s12 apresentaram niveis de expressao
abaixo de 1%, sua deteccdo para Loxosceles nos trabalhos de Fernandes-
Pedrosa et al. (2008) e Gremski et al. (2010) possivelmente nao foi realizada.
Dessa forma, estudos mais profundos de ambos 0s grupos sdo necessarios
para se estabelecer sua atividade, toxicidade e possivel fungdo no quadro de
envenenamento.

Kalapothakis et al. (2007) descreveram 7 proteinas Loxtox para a aranha
L. intermedia. Essas proteinas foram chamadas “Loxtox i” € numeradas de 1 a
7. Esse trabalho foi realizado com técnicas de protedmica e varredura de uma
biblioteca de cDNA. Assim como 0s outros transcriptomas realizados para as

aranhas marrons, proteinas pouco expressas na glandula de peconha
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dificilmente seriam encontradas com essa técnica. As sete proteinas Loxtox i
encontradas por Kalapothakis et al. (2007) foram agrupadas em trés grupos
descritos no presente trabalho: Loxtox s1, s3 e s11.

As Loxtox i1, i2, i3 e i4 foram agrupadas com o grupo s1. A Loxtox i5 foi
agrupada com o grupo s3 e as demais com o grupo s11. Os 3 grupos Loxtox s
que foram agrupados com proteinas Loxtox i sdo os 3 grupos com maior nivel
de expressao dentre as PLDs da peconha de L. similis (Fig. 13). Pela técnica
de RNA-seq, foi possivel a deteccdo de um total de 12 grupos com 31
proteinas, algumas com niveis de expresséo abaixo de 0,1% dentre as Loxtox,
que provavelmente nao foram detectados em estudos prévios.

A tabela 4 mostrou os dados obtidos para as PLD-Ls 1, PLD-Ls 2, e
PLD-Ls 3 apés as andlises com o Blastx. Das trés proteinas, apenas a PLD-
Ls2 apresentou sequéncia completa como citado na sesséao 4.9. Duas dessas
trés PLDs foram similares as enzimas da aranha S. mimosarum, enquanto a
PLD-Ls1 teve um melhor alinhamento com uma PLD da bactéria Simkania
negevensis Z. Mesmo que todas as PLD-Ls tenham sido obtidas através do
RNA-seq da glandula de pecgonha, ndo podemos confirmar se elas contribuem
para a letalidade da peconha ou se elas estdo relacionadas exclusivamente a
processos celulares, uma vez que fosfolipases D participam de diversos
processos nas células, como exocitose, trafego entre as membranas e
migracgao celular (Foster and Xu, 2003).

Como citado anteriormente, as PLD-Ls 2 e 3 foram alinhadas pelo
programa Blastx com PLDs da aranha S. mimosarum. As sequéncias de PLDs
dessa aranha foram depositadas ap0s 0 sequenciamento do seu genoma e por

isso ndo foram realizadas analises mais profundas da atividade dessas
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enzimas. Quando alinhadas uma contra a outra, as duas proteinas PLD-Ls 2 e
3 nao apresentam semelhanca, indicando que provavelmente advém de dois
genes diferentes em que um, ambos ou nenhum podem fazer parte das
proteinas secretadas para a pegonha.

A aranha S. mimosarum é conhecida como aranha de veludo africana e
é encontrada nas regides sudeste e nordeste da Africa e ainda em
Madagascar. Ela apresenta comportamento social e vive em colbnias. As
colonias sao propagadas por brotamento e por dispersao de fémeas em curtas
distancias (Johannesen et al., 2009). Até a data deste trabalho, a funcédo ou

localizac&o celular das PLDs de S. mimosarum ainda devem ser determinadas.

A sequéncia parcial obtida para a PLD-Ls 1 mostrou 56% de identidade
(dos residuos 135 ao 228) com uma PLD descrita para a bactéria Simkania
negevensis z. Assim, é possivel que um organismo similar a essa bactéria
esteja presente na glandula de peconha da aranha L. similis. Alternativamente,
pode ter ocorrido tanto uma transferéncia de genes entre a bactéria e a aranha,
como pode ter ocorrido contaminacdo durante o processo de remocao da
glandula. Contudo, acreditamos que a possibilidade de contaminacdo é
improvavel, pois as glandulas de peconha foram cuidadosamente removidas do
cefalotorax dos espécimes de L. similis com o RNA sendo extraido

imediatamente.

O processo de transferéncia lateral de genes de PLD entre bactérias e
aranhas ja possui evidéncias (Cordes & Binford, 2006), dessa forma também
h& a possibilidade de ocorréncia de transferéncia lateral. Acreditamos porém
que a hipbétese mais provavel seria a de uma relacdo entre a bactéria e a

aranha L. similis. A bactéria S. negevensis Z pertence a classe Chlamydiae,
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uma classe de patdgenos celulares obrigatérios (Everett et al., 1999). As
Chlamydia estdo associadas a infec¢cbes pulmonares como pneumonia,
bronquite e doenca pulmonar obstrutiva crénica (Kose et al., 2015). Além
disso, S. negenvesis é capaz de infectar e se replica com sucesso em células
de insetos (Sixt et al., 2012). Ainda, uma relacdo endossimbidtica entre
bactérias e aracnideos ja foi descrita por Suesdek-Rocha et al. (2007), entre
bactérias do género Wolbachia e o escorpido T. serrulatus. Encontramos ainda
pelo menos 64 proteinas (ndo classificadas como PLDs) no transcriptoma da
aranha L. similis que foram similares com sequéncias da bactéria S.
negevensis Z. Porém estudos voltados para a analise da presenca dessa
bactéria seriam necessarios para que se tenha confirmacdo de qualquer das
hipotese citadas. Por exemplo a tentativa de extracdo da glandula e cultivo da

bactéria em meio de cultura.

Ja4 foram encontradas PLDs semelhantes as proteinas Loxtox da
peconha das aranhas L. similis em outros organismos (Dias-Lopes et al., 2013).
Nesse trabalho, foram caracterizadas pela primeira vez proteinas PLDs em 19
géneros de seres vivos, sendo a maioria de fungos. Essas proteinas
apresentaram o dominio catalitico e importantes regibes C-terminais
conservadas quando comparadas com as proteinas de Loxosceles. A proteina
descrita para S. negevensis pode ser mais uma caracterizada para organismos

nao pertencentes ao Género Loxosceles.

A maioria das sequéncias incompletas descritas neste trabalho
apresentaram nivel de expressao inferior a 0,1%, com excecéo da Loxtox s1E
que apresentou 3,6%. Uma possivel explicacdo para a falta da sequéncia

completa dessas proteinas seria 0 baixo nivel de expressdo, uma vez que o
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namero de reads gerados para que contigs sejam formados depende do nivel
de expressdo de cada proteina. Entretanto, este trabalho obteve tanto
proteinas completas muito pouco expressas, como € 0 caso das Loxtox S6A,
s11C e s12A, como proteinas incompletas com nivel de expressao alto, como é
0 caso da Loxtox s1E. Portanto, estudos adicionais sdo necessérios para se
analisar outras hipéteses para esse acontecimento, como por exemplo, tempo
de vida dos mRNAs na glandula, o que levaria a reads de tamanhos diferentes.
Além disso, outros trabalhos indicam que uma edi¢cdo constante dos RNAs
pode funcionar como um fator de selecdo para novas toxinas (Zhu and Gao,
2006), abrindo mais uma possibilidade para existéncia de transcritos nao
completos.

Os outros grupos para o0s quais realizamos o estudo do perfil de
expressdo apresentaram niveis de expressdo inferiores aos das proteinas
Loxtox. Destes outros grupos, o que apresentou maior porcentagem de
expressao foi o grupo das proteases com 4,18%, um valor aproximadamente 3
vezes menor do que o valor das proteinas Loxtox (15%). No estudo de
transcriptoma para a aranha L. intermedia as metaloproteases do tipo astacina
corresponderam a aproximadamente 9% da expresséo da glandula (Gremski et
al., 2010), valor proximo também do valor detectado para a aranha L. laeta
(Fernandes-Pedrosa et al., 2008). Em ambos os estudos citados, as outras
proteases também apresentaram baixo nivel de expressdo, ndo ultrapassando
nivel superior a 0,5% ou no caso das aspartato proteases ndo sendo
detectadas em um dos trabalhos. Como n&o realizamos estudos mais
aprofundados com essas proteases, ndo podemos afirmar qual a porcentagem

e quais fazem parte da atividade da peconha da aranha L. similis.

82



Discussao

Os peptideos inseticidas encontrados neste trabalho representaram
2,15% do total de expressao da glandula. Para o trabalho de transcriptoma da
aranha L. laeta, ndo ha descricdo de sequéncias relativas a essas proteinas.
Para o transcriptoma da aranha L. intermedia, foi descrito que os peptideos
inseticidas encontrados representavam um total de 23,1% do total da glandula,
valor muito acima do encontrado neste trabalho (2,15%).

Houve também a detec¢cdo de uma proteina que apresentou match com
uma neurotoxina similar a Magi-3 da aranha Macrothele gigas. Essa possivel
neurotoxina apresentou 2,76% do total de expresséo da glandula. Essa toxina
foi detectada em ambos os estudos de transcriptoma realizado para as aranhas
L. intermedia e L. laeta, sendo responsavel por 1% e 0,1% respectivamente
dos transcritos totais destes trabalhos.

Os grupos das fosfolipases A, B, C e da hialuronidase apresentaram
baixo nivel de expressdo. Todas as fosfolipases somadas apresentaram 0,1%
da expressdo da glandula, enquanto a hialuronidase apresentou 0,02% do
total. Nenhum dos outros trabalhos de transcriptoma para essas aranhas
descreveu a presenca de outras fosfolipases na glandula de peconha.
Entretanto ambos descreveram sequéncias correspondentes a hialuronidases,
sendo 0,13% da expressdo da glandula para L. laeta e 0,05% para L.
intermedia, ambos apresentando baixo valor de expressdo para essas
enzimas. Em Relacéo as fosfolipases A, B e C encontradas neste trabalho, ndo
podemos afirmar se elas fazem parte da peconha ou do metabolismo da
glandula, outros estudos serdo necessarios para se medir a real atividade e

funcdo dessas proteinas.
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Como préximo passo deste estudo, ha perspectiva de caracterizacdo
bioguimica e farmacoldgica de proteinas Loxtox de interesse, obtidas por meio
de expressdo heter6loga em sistema bacteriano. A caracterizagcdo das
proteinas pode favorecer uma melhor compreensdo dos mecanismos de acéo
da peconha, bem como atividade sinérgica de algumas PLDs ou a auséncia de
atividade (Catalan et al.,, 2011; Kalapothakis et al., 2002; Magalhdes et al.,
2013; Moreira-ferreira et al., 1998). Proteinas que ndo apresentarem atividade
significativa podem ser usadas, por exemplo, em estudos para melhoramento
da qualidade do soro antiLoxosceles (Chavez-Olértegui et al., 1997; Martin-
Eauclaire et al., 2006; Mendes et al., 2013; Moreira-Ferreira et al., 1998). Como
proximo passo ja& em andamento, sera realizada a anotacdo completa do
transcriptoma da glandula de peconha da aranha L. similis, para analise do
perfil completo de expressao e para a busca de outros grupos de toxinas ainda

nao descritos.
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7 Conclusdes

Neste trabalho, Identificamos 12 grupos de PLDs que contém 23
sequéncias de possiveis proteinas completas da familia de proteinas
Loxtox, além das sequéncias completas, foram encontradas 8

incompletas.

As 23 possiveis proteinas completas Loxtox apresentaram os dominios
conservados da familia, o sitio catalitico, a dominio de ligacdo ao

magneésio e a alca catalitica.

Foram detectadas ainda 3 sequéncias de proteinas que nao
apresentaram as principais caracteristicas das PLDs das aranhas
Loxosceles e foram classificadas como PLD-Ls (Phospholipase D from

L. similis).
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Perspectivas

Clonagem e expressdo de pelo menos 3 proteinas da familia Loxtox.
Atualmente as proteinas Loxtox s11A e s12A ja estdo clonadas em vetor
de expressdo (pET26-b e pET-1la respectivamente) e os testes de
expressao devem iniciar em breve. Além destas, as Loxtox s10A e s10B
ja estdo em vetores de propagacao e devem ser clonadas em vetores de

expresséo em breve.

Anotacao completa do transcriptoma e analise dos demais componentes
da glandula de peconha em busca de novas toxinas ou outras proteinas

importantes para a peconha.
Ensaios bioquimicos e farmacolégicos. Ensaios de atividade

fosfolipasica e ELISA, para a caracterizacdo da atividade das proteinas

e confirmacédo da clonagem e expressao correta.
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10 Anexos

10.1 Sequéncia de todas as proteinas caracterizadas neste
trabalho:

Sequéncias cDNA e aminoacidos das Loxtox completas

Loxtox s1A

GGGAACGTGCGGATAAACGGGGGGACATTCGCTCTTTCGAGTTACCAACTCCACCATC

ATGTTGCTGCACATTGCCTTAATTCTTGGCTGTTGGAGCGCCTTATCTGAGGGAGCCCAA
M L L H I A L I L G C W s A L S E G A Q
ACAGAAGTTGGGGAACGTGCGGATAAACGGCGGCCTATATGGATTATGGGTCACATGGTC
T E v 6 E R A DK U RIR?P I W I M G H M V
AACTCCCTCGCTCAGATAGACGAATTTGTAAACCTTGGATCGAATTCCATCGAAACAGAC
N S L.A ¢ I D E F VN L G S N S I E T D
GTGTCATTCGATAAACAAGCTAATCCTGAATACACATACCATGGGATTCCTTGCGATTGC
v s F D K O A N P E Y T Y H G I P C D C
GGAAGGTCTTGCACTCATTCGACGAACTTCAATGATTTCCTGAAAGGTCTACGAAAGGCC
G R s ¢ T H S T N F N D F L K G L R K A
ACTACACCTGGTGATTCGAAATATCACGAAAAGCTGATCTTGGTTGTGTTCGACTTAAAA
T T p G D S K Y H E K L I L v v F D L K
ACTGGTAGCCTTTACGACAACCAAGCCTACGACGCAGGAACGAAATTGGCGAAAAATCTT
T 6 s LY D N Q A Y D A G T K L A K N L
CTCCAACATTACTGGAACAATGGCAACAATGGTGGAAGAGCATACATAATACTATCCATA
L 0 H ' Y W N N G N N G G R A Y I I L S I
CCAAACCTGAACCATTATAAACTCATAACAGGATTTAAAGAAACACTTAAAAACGAAGGA
P N L N H Y K L I T G F K E T L K N E G
CATGAAGAGTTGTTGGAAAAAGTTGGACATGACTTCTCTGGAAACGACGACATCAGTGAT
H E E L L E K VvV 6 H D F S G N D D I S D
GTTCAGAAAACTTACAATAAAGCCGGAGTAACAGGTCATGTGTGGCAGAGCGACGGCATT
v 9 K T ¥ N K A G VvV T G H V W QQ S D G I
ACCAACTGTTTATTGCGTGGTCTTACTCGTGTAAAGGCAGCTGTGGCAAACAGAGACTCC
T N ¢ L L R G L T R V K A A V A N R D S
GGAAGCGGGATCATTAACAAAGTGTACTATTGGACAGTGGACAAACGCGCAACAACAAGA
G s 6 I I N K VY Y wWw T V D K R A T T R
GATTCACTTGATGCTAAAGTTGACGGCGTAATGACCAATTACCCGGATGTCATTGTTGAT
p s L b A K VD GV M TNY P D V I V D
GTCCTCAATGAAGACGCTTACAAGAATAAATTCAGGGTCGCCACATACGAGGACAATCCT
v L N E D A Y K N K F R V A T Y E D N P
TGGGAAACTTTCAAGGAATAA
w BE T F K E -

ATTATGTAGGTTGATTCTGTGCCAGTACACGATGACTCTGATTTCTTAGTTTACATAGGACTTTGTTAAAACCAGTTTGGTGTTTGAAATAAAAAAAATAT
GATGCTCAATGGAACTTGTTTTCTGTAGTTTACTAGATTTTTGTGGAAAAATTATTTTTTGGAGAATAAAAATTCAGTCATAAAATTCGCGTTGTCATTCT
TTGCAAATCAAGTTGAAATAACATTTACACATCTCAAATGACCATATCTGAATTATGTTTCACTCTTTCAGATTAATTGCGAAATATTTCTTCCTTGATAT
CAGGGTTAGCGAGAAATAAGTTACCTACTTCAGAGAGCTCAGGAGATCGTTGTACTTCTCCAAATGAGACAAACTTTATACAACAGATAATTTGAATGATG
CGCTTGTCATTTAGTTAATAAACATTTTAAGTACCCAAATTCACCTATATATGGCACTGGAGCACGCATATAAATATAGAATGTGCTTAACATAAACATAT
TCAACATGCAGCACTAAATCTGCTCAGAATTTAGCCCTTCAAATTGAACAATGTGCTCTAATCACAAAACCATTGGCATTTTGCACAGTTGCAACGGGGCT
TTGTTTATATATATGTATGTATGTATATATATATATATATATATATATATATATATATGTATGTATGTATGTATGTAACAAGATAATGTAGTTCAGTATGG
CCTGTGTATGTAAAGTTGCATTCGATTGCATTATATACATATACCAGCAATTGAAAGTTTTAAAACAG

Loxtox sl1B

GGGAACGTGCGGATAAACGGGGGGACATTCGCTCTTTCGAGTTACCAACTCCACCATC
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ATGTTGCTGCACATTGCCTTAATTCTAAGTTGTTGGAGCGCCCTATCTGAAGGAACCCAA
M L L H I A L I L s C W s A L S E G T QO
ACAGATGTTGAGGAACGTGCAGATAACCGTCGTCCCATATGGATTATGGGCCACATGGTC
T b Vv E E R A DN R R P I W I M G H M V
AACAACCTCAAACAGATAGACGAATTTGTGAACCTCGGATCGAATGCCATCGAAACAGAC
N N L K ¢ I D EF V N L G S N A I E T D
GTGTCTTTCGATAAGCAAGCTAATCCTGAATACACATACCATGGGATTCCTTGCGATTGC
v s F D K 0 A N P E Y T Y H G I P C D C
GGAAGGTCTTGCACTCATTCGACGAACTTCAATGATTTCCTGAAAGGTCTACGAAAGGCC
G R s ¢ T H S T N F N D F L K G L R K A
ACTACACCTGGTGATTCGAAATATCACGAAAAGCTGATCTTGGTTGTGTTCGACTTAAAA
T T p G D S K Y H E K L I L v v F D L K
ACTGGTAGCCTTTACGACAACCAAGCCTACGACGCAGGAACGAAATTGGCGAAAAATCTT
T 6 s LY D N Q A Y D A G T K L A K N L
CTACAACATTACTGGAACAATGGCAACAATGGTGGAAGAGCATACATAATACTATCCATT
L 0 H' Y W N NGNNG G R A Y I I L S I
CCAAACCTTAATCATTATAAACTCATAACAGGATTTCAACAAACACTCAAAGACGAAGGA
p N L N H Y K L I T G F O O T L K D E G
CATGAAGAGTTGTTGGATAAAGTCGGATATGACTTCTCTGGAAACGACGACATCAGCGAT
H E E L L D K V G Y D F S G N D D I S D
GTTCAGAAAACTTACAATAAAGCCGGAGTAACAGGTCATGTGTGGCAGAGCGACGGTATC
v 9 K T ¥ N K A G VvV T G H V W QQ S D G I
ACCAACTGTTTACTGCGTACTCTTACTCGTGTAAAGGCAGCTGTAGCAAACAGAGACTCC
T N ¢ L. L R T L T R V K A A V A N R D S
GGAAGCGGGATCATTAACAAAGTGTACTATTGGACAGTGGACAAACGCGCAACAACAAGA
G s 6 I I N K V Y Y W T V D K R A T T R
GATTCACTTGATGCTAAAGTTGACGGCGTAATGACCAATTACCCGGATGTCATTGTTGAT
p s L. b A XK VD GVM TN Y P D V I V D
GTCCTCAATGAAGACGCTTACAAGAATAAATTCAGGGTCGCCACATACGAGGACAATCCT
v L N E D A Y K N K F R V A T Y E D N P
TGGGAAACTTTCAAGGAATAA
w E T F K E -

Anexos

ATTATGTAGGTTGATTCTGTGCCAGTACACGATGACTCTGATTTCTTAGTTTACATAGGACTTTGTTAAAACCAGTTTGGTGTTTGAAATAAAAAAAATAT
GATGCTCAATGGAACTTGTTTTCTGTAGTTTACTAGATTTTTGTGGAAAAATTATTTTTTGGAGAATAAAAATTCAGTCATAAAATTCGCGTTGTCATTCT
TTGCAAATCAAGTTGAAATAACATTTACACATCTCAAATGACCATATCTGAATTATGTTTCACTCTTTCAGATTAATTGCGAAATATTTCTTCCTTGATAT
CAGGGTTAGCGAGAAATAAGTTACCTACTTCAGAGAGCTCAGGAGATCGTTGTACTTCTCCAAATGAGACAAACTTTATACAACAGATAATTTGAATGATG
CGCTTGTCATTTAGTTAATAAACATTTTAAGTACCCAAATTCACCTATATATGGCACTGGAGCACGCATATAAATATAGAATGTGCTTAACATAAACATAT
TCAACATGCAGCACTAAATCTGCTCAGAATTTAGCCCTTCAAATTGAACAATGTGCTCTAATCACAAAACCATTGGCATTTTGCACAGTTGCAACGGGGCT
TTGTTTATATATATGTATGTATGTATATATATATATATATATATATATATATATATATGTATGTATGTATGTATGTAACAAGATAATGTAGTTCAGTATGG

CCTGTGTATGTAAAGTTGCATTCGATTGCATTATATACATATACCAGCAATTGAAAGTTTTAAAACAG

Loxtox sl1C

ACATAAACATCTTTCGCAGATGTTGAAGAAATATGTGTCCATTTCTCAAAGAATAATATAAATAAGCTGATATATATAATTGGGTTGCATTTGCTCTTTCG

AGTTAACAACTCCACCGTC

ATGCTGCTGCACATTGCCTTAATTCTAAGTTGTTGGAGCGCCCTATCTGAAGGAACCCAA
M L L H I A L I L s C W s A L S E G T 0O
ACAGATGTTGAGGAACGTGCAGATAACCGTCGTCCCATATGGATTATGGGCCACATGGTC
T b Vv EE R A DN RIRP I W I M G H M V
AACAACCTCAAACAGATAGACGAATTTGTGAACCTCGGATCGAATGCCATCGAATCAGAC
N N L K Q0 I D E F VN L G S N A I E S D
GTGTCTTTCGATAAGAAAGCTAATCCTGAATACACATACCACGGAACTCCATGCGATTGT
v s F D K K A N P E Y T Y H G T P C D C
GGAAGGGATTGTCTTCGATGGGAATATTTCAACGAATTCGTAAAGGGTCTGCGAAGAGCC
G R D CUL R W E Y F N E F V K G L R R A
ACAACACCTGGTGATTCCAAATATCATGAAAAACTGGTCTTAGTTGTGTTCGACTTAAAA
T T p G D S K Y H E K L v L. v VvV F D L K
ACTGGTAGCCTCTACGACTATCAAGCCTCCGACGCAGGAACTAAATTGGCGAAAAGTCTC
T 6 s LY D Y Q A S D A G T K L A K S L
CTACAAAATTACTGGAACAATGGCAACAATGGTGGAAGAGCATACATAATACTATCCATT
L O N Y W N DNGN NG G R A Y I I L S I
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CCAAACCTTAATCATTATAAACTCATAACAGGATTTCAACAAACACTCAAAGACGAAGGA
p N L N H Y K L I T G F O O T L K D E G
CATGAAGAGTTGTTGGATAAAGTCGGATATGACTTCTCTGGAAACGACGACATCAGCGAT
H E E L L D K V G Y D F S G N D D I S D
GTTCAGAAAACTTACAATAAAGCCGGAGTAACAGGTCATGTGTGGCAGAGCGACGGTATC
v ¢ K T ¥ N K A GG Vv T G H vV W Q S D G I
ACCAACTGTTTACTGCGTACTCTTACTCGTGTAAAGGCAGCTGTAGCAAACAGAGACTCC
T ~n ¢ L L. R T L T R V K A A V A N R D S
GGAAGCGGGATCATTAACAAAGTGTACTATTGGACAGTGGACAAACGCGCAACAACAAGA
G s 6 1 I N K V Y Y W T V D K R A T T R
GATTCACTTGATGCTAAAGTTGACGGCATAATGACCAATTACCCAGATGTCATTGCTGAT
p s L. b AKX VvVvDSGTIMTNY P D V I A D
GTCCTCAACGAAGCCGCTTACAAGACGAAATTCAGGCTCGCCACATACGAGGACAATCCT
v L N E A A Y K T K F R L A T Y E D N P
TGGGAAACTTTCAAGGAATAA
w B T F K E -

Anexos

ATTTTGCAGATTGATGATGTGCCAGCTCATGACGGCTCGGATTTCTCAGTTTACATAGAACTTTGTTAAAAAAACTAAATTTATATTTAAAATAAAACTAG

TGATGTTCCATGGGACGGCAGATGTCATTGCTGATGTCCTCAACGAAGCCGCTTACAAGACGAAATTCAGGCTCGCCACA

Loxtox sl1D

GCATCGGCTTCTCCTCAAGTGCAGATGCTTTTTGGCGCATTTTCTGCAATTAGAACCCGTCATATGACAATATGACATTGTGAATATAGAATCGCGTCATC
TTGAGTTATCCGTGTCACTGTGTGACATAAACATCTTTCGCAGATGTTAGAAGAAAACCCCAGAAAAAATAACATTTGTCAAAGACAAATATAAATAACCT

G

ATGTTCATAACTGGGTTACATTCGCTCTTTCGAGCTACCAACTCCACCATCATGTTGCTG
M ¥ I T GG L H S L F R A T N S T I M L L
CACATTGTCTTAGTTTTAAGTTGTTGGGGCGCCTTATCTGAAGGAACCGAAAACGATGTT
H I vL. Vv L S ¢C W G AL S E G T E N D V
GGGGAACGTGCAGATAAACGGCGGCCTATTTGGATTATGGGTCACATGGTCAATTCAATC
G E R A D K R R P I W I M G H M V N S I
GCTCAGATAGACGAATTCGTAAACCTTGGATCAAATTCCATTGAAACTGACGTGTCTTTT
A ¢ I D EVF V NL G S N S I E T D V S F
GATGATAGTGCTAACCCCGAATACACATACCATGGTATTCCATGCGATTGTGGAAGGGCT
b b s A NP E Y T Y H G I P C D C G R A
TGTCTTCATTGGGAGTATTTCAATGATTTTCTAAAGGGTCTGCGGAAAGCCACAACACCT
c L. H W E Y F N D F L K G L R K A T T P
GGTGATTCCAAATATCATAAAAAACTGATCTTAGTTGTGTTCGACTTAAAAACTGGTAGC
G bs K Y H K K 5L I L v Vv F D L K T G S
CTCTACGACAATCAAGCCTACGACGCAGGAAAGAAATTGGCGAAAAATCTCCTGAAACAT
L Yy b N O A Y D A G K K L A K N L L K H
TACTGGAACAATGGCAATAATGGTGGAAGAGCATATATAATACTATCCATTCCAAACCTT
Y W N N G N N G G R A Y I I L S I P N L
AACCATTATAAACTCATAACAGGATTTAAGGAAACACTTAAGAAAGAAGGACATGAAGAG
N H ¥y K L I T GG F K E T L K K E G H E E
CTGCTGAAAAAAGTCGGAACTGACTTCTCTGGAAATGACGACATCAGCGATGTTCAGAAA
L L. K XK v 6 T D UVF S G N D DI S D V Q K
ACTTATAAAAAAGCAGGAGTAACAGGTCACGTGTGGCAGAGTGACGGTATCACCAACTGT
T ¥ K K A G v T G H v.wWwW ¢ S D G I T N C
TTATTGCGTGGTCTTACTCGTGTAAAGGCAGCTGTGGCAAACAGAGACTCCGGAAGCGGG
L L. R G L T R V K A A V A N R D S G S G
ATCATTAACAAAGTGTACTATTGGACAGTGGACAAACGCGCAACAACAAGAGATTCACTT
I I N K v Yy Yy wWw T Vv D K R A T T R D S L
GATGCTAAAGTTGACGGCATAATGACCAATTACCCGGATGTCATTACTGACGTCCTCAAC
p A K voD G I M TNY P DV I T D V L N
GAAGCAGCTTACAAGAAGAAATTCAGGATCGCCACATACGAAGACAATCCTTGGGAAACG
E A A Y K K K F R I A T Y E DN P W E T
TTCAAAGAATAA
F K E -
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Anexos

ATTCTGTAGATTGATGGTGTGCCAGCACATGATGGCTCGGATTTTGCAGTTTACATAGAACTTTGTTAAAAAAAACTAATTTTATATTTGAAATAAAACTA
GTGATGTTCCATGGAATTTACTTAATATAGTTTATCAGATTTGTGTAGAAAAT

Loxtox s2A

CTTCTCTCAGGTGTAGGGATTGTTTCTTACCTGCAGGCTCACTCTTGGAACACATGTGTCAGTAGCGTTATGAATAAAGAATGGGGCAAACTTATGCAAAG
CAAAGGCATAACCATCTATCGCAGGTGTTCTATAAGTTCCTAATACGTGTGAATCTGCACGGGAGTTATATAAATCACGAAATCCCTGTCCGACTTGCATT
CGTTTTACGGCTACCTCCACC

ATGTTTCTTCACATTGCCTTAACCTTAGGGTGTTGGAGCATCTTTTCTGAGGGTGCCGAA
M F L H I A L T L G C W S I F S E G A E
ACAGATGTTGCGGAACGAGTTGATACTCGCCGGCCTATATGGATCATGGGACACATGGTG
T b v A E R V D T R R P I W I M G H M V
AACAGCATTGGGCAGATCGACGAGTTTATGAGGCTTGGATCCAATTCCCTCGAATTTGAT
N s I 6 o I b EF MU RL G S N S L E F D
ATAAACTTTGACAAGGATGCCAAACCTGTCTACACATACCACGGGGTCCCTTGCGATTGC
I N F DK D A K P VY T Y H G V P C D C
TTCAGGAGTTGCCTGTATTGGGAATACATCGGCGACTATTTGACCGCCTTGCGAGAGCGC
F R 5 C L Y w E Y I 6 D Y L T A L R E R
ACAACACCTGGTAACCCAAAGTATAGAGAGAACCTCAGTCTATTGGTCTTTGATCTGAAA
T T p G N P K Y R E N L S L L VvV F D L K
ACAAATAGTCTCTATGACTCGCAGGCTGCCGAAGCCGGTCGAAACTTGGCAGACGATATC
T N s L Y D S 0 A A E A G R N L A D D I
TTTAAGTATTACTGGAACGAAGGTAACAACGGTGGAAGAGCATATATGATAATATCAATA
F K ¥ ¥ W N E G NN G G R A Y M I I S I
CCCAATCTCGAACACTATGACTTAATAACGGCATTTAAACATAAGTTCACAAGCAATGGA
P N L E H Y D L I T A F K H K F T S N G
CATGAAGATCTACTGGATTATGTTGGATTTGATTTCTCTGCTAACGACAATATCCCAGAT
H E DL L DY V G F D F S A N DN I P D
GTCGAGAGAGTGTTCGAAAAAGTCAAAGTCTCAGGTGTACCAGACCGAGTGTGGCAGAGT
v B R V F E K v X v s 6 vV P D R V W QO S
GACGGTATCACTAACTGCATAGCACGGAGTCTCGATCGTGTGAAAGAAGCTGTAAAAGAG
p ¢ I T N ¢C I A R S L D R V K E A V K E
AGAGATGCTGGTGGGATCATAAACAAAATCTACGTTTGGACTTTGGACAAGGTTTCGTCT
R bA G G I I N K I Yy V W T L D K V S S
ATCAAAGAGGCACTTGACGCTGGTGTTGATGGAGTAATGACCAACCACCCCGATGTTGTT
I K E AL DAGV D GV M TN H P D V V
GTTGGTGTCCTAAGGGAAGATGCTTACAAAACGAAATTCAGGTACGCCAGCTACAGTGAT
v 66 v .L. R E D A Y K T K F R Y A S Y S D
AACCCTTGGGAAACCTTCAAGGCGGAATAA
N P W E T F K A E -

AGCACTTTTTCAGGTCGATGGTCTGGGAAGAATTAACGATGCGGATCTCTCTAAACGTTTATAAAAGTTTTCATATACCATTATAGATATAGAACTGTGTT
TCGGCGCCATTGCAGAACTATACGCAAAATTTAGTCGAAATGTAAGATATTATGCTTAGTAACTAATTTTGAATTATGTAAATCATGACGACCAATACTCT
GTGAAAACACGAAATCCTCCAGCTGTTAAACCATGCATTTGTTAAATTTTATATTTGTTTACAAATTCTTGTGGTCGGTAATAAAGTGTCAACCAAGCAAA
AAAAAAAAAAAGGA

Loxtox s2B

CTTCTCTCAGGTGTAGGGATTGTTTCTTACCTGCAGGCTCACTCTTGGAACACATGTGTCAGTAGCGTTATGAATAAAGAATGGGGCAAACTTATGCAAAG
CAAAGGCATAACCATCTATCGCAGGTGTTCTATAAGTTCCTAATACGTGTGAATCTGCACGGGAGTTATATAAATCACGAAATCCCTGTCCGACTTGCATT
CGTTTTACGGCTACCTCCACC

ATGTTTCTTCACATTGCCTTAACCTTAGGGTGTTGGAGCATCTTTTCTGAGGGTGCCGAA
M F L. H I A L T L G C W S I F S E G A E
ACAGATGTTGCGGAACGAGATGATACTCGCCGGCCTATATGGATCATGGGACACATGGTG
T b v A E R D D T R R P I W I M G H M V
AACAGCATTGGGCAGATCGACGAGTTTATGAGGCTTGGATCCAATTCCCTCGAATTTGAT
N s I 6 o I b EF MU RL G S N S L E F D
ATAAACTTTGACAAGGATGCCAAACCTGTCTACACATACCACGGGGTCCCTTGCGATTGC
I N F D K D A K P VY T Y H G V P C D C

113



TTCAGGAGTTGCCTGTATTGGGAATACATCGGCGACTATTTGACCGCCTTGCGAGAGCGC
F R 5 C L ¥y w E Y I 6 D Y L T A L R E R
ACAACACCTGGTAACCCAAAGTATAGAGAGAACCTCAGTCTATTGGTCTTTGATCTGAAA
T T p G N P K Y R E N L S L L V F D L K
ACAAATAGTCTCTATGACTCGCAGGCTGCCGAAGCCGGTCGAAACTTGGCAGACGATATC
T N S L Y D S 0 A A E A G R N L A D D I
TTTAAGTATTACTGGAACGAAGGTAACAACGGTGGAAGAGCATATATGATAATATCAATA
F K ¥ ¥ W N E G NN G G R A Y M I I S I
CCCAATCTCGAACACTATGACTTAATAACGGCATTTAAACATAAGTTCACAAGCAATGGA
pP N L E H Y D L I T A F K H K F T S N G
CATGAAGATCTACTGGATTATGTTGGATTTGATTTCTCTGCTAACGACAATATCCCAGAT
H E D L L DY V G F D F S A N DN I P D
GTCGAGAGAGTGTTCGAAAAAGTCAAAGTCTCAGGTGTACCAGACCGAGTGTGGCAGAGT
v E R V F E K VvV K v s 6 vV P D R V W Q S
GACGGTATCACTAACTGCATAGCACGGAGTCTCGATCGTGTGAAAGAAGCTGTAAAAGAG
p ¢ I T N ¢C I A R S L D R V K E A V K E
AGAGATGCTGGTGGGATCATAAACAAAATCTACGTTTGGACTTTGGACAAGGTTTCGTCT
R bA GG G I I N K TI Y V W T L D K V S S
ATCAAAGAGGCACTTGACGCTGGTGTTGATGGAGTAATGACCAACCACCCCGATGTTGTT
I K E AL DAGV D GV M TN H P D V V
GTTGGTGTCCTAAGGGAAGATGCTTACAAAACGAAATTCAGGTACGCCAGCTACAGTGAT
v 66 v L R E DAY K T K F R Y A S Y S D
AACCCTTGGGAAACCTTCAAGGCGGAATAA
N P W E T F K A E -

Anexos

AGCACTTTTTCAGGTCGATGGTCTGGGAAGAATTAACGATGCGGATCTCTCTAAACGTTTATAAAAGTTTTCATATACCATTATAGATATAGAACTGTGTT
TCGGCGCCATTGCAGAACTATACGCAAAATTTAGTCGAAATGTAAGATATTATGCTTAGTAACTAATTTTGAATTATGTAAATCATGACGACCAATACTCT
GTGAAAACACGAAATCCTCCAGCTGTTAAACCATGCATTTGTTAAATTTTATATTTGTTTACAAATTCTTGTGGTCGGTAATAAAGTGTCAACCAAGCAAA

AAAAAAAAAAAGGA

Loxtox s2C

CTTCTCTCAGGTGTAGGGATTGTTTCTTACCTGCAGGCTCACTCTTGGAACACATGTGTCAGTAGCGTTATGAATAAAGAATGGGGCAAACTTATGCAAAG
CAAAGGCATAACCATCTATCGCAGGTGTTCTATAAGTTCCTAATACGTGTGAATCTGCACGGGAGTTATATAAATCACGAAATCCCTGTCCGACTTGCATT

CGTTTTACGGCTACCTCCACC

ATGTTTCTTCACATTGCCTTAACCTTAGGGTGTTGGAGCATCTTTTCTGAGGGTGCCGAA
M F L H I A L T L G C W S I F S E G A E
ACAGATGTTGCGGAACGAGATGATACTCGCCGGCCTATATGGATCATGGGACACATGGTG
T b v A E R DD T R R P I W I M G H M V
AACAGCATTGGGCAGATCGACGAGTTTATGAGGCTTGGATCCAATTCCCTCGAATTTGAT
N s I G ¢ I D EF MURUL G S N S L E F D
ATAAACTTTGACAAGGATGCCAAACCTGTCTACACATACCACGGGGTCCCTTGCGATTGC
I N F D K D A K P VY T Y H G V P C D C
TTCAGGAGTTGCCTGTATTGGGAATACATCGGCGACTATTTGACCGCCTTGCGAGAGCGC
F R S C L Y W E Y I G D Y L T A L R E R
ACAACACCTGGTAACCCAAAGTATAGAGAGAACCTCAGTCTATTGGTCTTTGATCTGAAA
T T p G N P K Y R E N L S L L VvV F D L K
ACAAATAGTCTCTATGACTCGCAGGCTGCCGAAGCCGGTCGAAACTTGGCAGACGATATC
T N s L Y D S 0 A A E A G R N L A D D I
TTTAAGTATTACTGGAACGAAGGTAACAACGGTGGAAGAGCATATATGATAATATCAATA
F K Y ¥Y W N E G N N G G R A Y M I I S I
CCCAATCTCGAACACTATGACTTAATAACGGCATTTAAACATAAGTTCACAAGCAATGGA
P N L E H Y D L I T A F K H K F T S N G
CATGAAGATCTACTGGATTATGTTGGATTTGATTTCTCTGCTAACGACAATATCCCAGAT
H E D L L DY V G F D F S A N DN I P D
GTCGAGAGAGTGTTCGAAAAAGTCAAAGTCTCAGGTGTACCAGACCGAGTGTGGCAGAGT
v B R V F E K v X v s 6 vV P D R V W QO S
GACGGTATCACTAACTGCATAGCACGGAGTCTCGATCGTGTGAAAGAAGCTGTAAAAGAG
b ¢ I T N C I A R S L D R V K E A V K E
AGAGATGCTGGTGGGATCATAAACAAAATCTACGTTTGGACTTTGGACAAGGTTTCGTCT
R DA G I I N K I YV W T L D K V S S
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ATCAAAGAGGCACTTGACGCTGGTGTTGATGGAGTAATGACCAACCACCCCGATGTTGTT
I X £ A L DA GV D GGV M T NUH P D V V
GTTGGTGTCCTAAGGGAAGATGCTTACAAAACGAAATTCAGGTACGCCAGCTACAGTGAT
v G v L R E D A Y K T K F R Y A S Y S D
AACCCTTGGGAAACCTTCAAGGCGGAATAA
N P W E T F K A E -

Anexos

AGCACTTTTTCAGGTCGATGGTCTGGGAAGAATTAACGATGCGGATCTCTCTAAACGTTTATAAAAGTTTTCATATACCATTATAGATATAGAACTGTGTT
TCGGCGCCATTGCAGAACTATACGCAAAATTTAGTCGAAATGTAAGATATTATGCTTAGTAACTAATTTTGAATTATGTAAATCATGACGACCAATACTCT
GTGAAAACACGAAATCCTCCAGCTGTTAAACCATGCATTTGTTAAATTTTATATTTGTTTACAAATTCTTGTGGTCGGTAATAAAGTGTCAACCAAGCAAA

AAAAAARAAAAAGGA

Loxtox s3A

ATGTTACTTCATGTTGTCTTAATCTTAGGGTGTTGGAGCATCTTATCAGAGGGGGCCGAA
M L L H V Vv L I L G C W S I L S E G A E
AATGACGTAGCGGAACGCGACGATGACAAGCGTCCTATATGGAATATGGCCCACATGGTG
N D V A E R D D D K R P I W N MAH M V
AATTCCATTGCACAGATACAGGAATTCGTGGCTCTCGGAGCAAATTCCATCGAAACGGAC
N S I A Q I Q9 E F V A L G A N S I E T D
ATCTCCTTCGATAAGAACGCTGACCCGGAATACACGTTCCATGGCGTTCCTTGCGACTGC
I s ¥ DK N A D P E Y T F H G V P C D C
TTCAGGAACTGCATGAACTGGGAACATGCCACTCATTTCTTTGAAGGTCTCCGTAATGCA
F R N C M N W E H A T H F F E G L R N A
ACATTACCCGGTAATCCAAAATTTAAAGAACGGTTAGTCCTTGTTGTATTCGACTTAAAA
T L. P G N P K F K E R L Vv L vV VvV F D L K
TCTAATGGTCTTCAACACGATGAGCAAGCCTACGACGCTGGGAAAAGACTGGCGATAAAG
s N G L ¢ H D E Q A Y D A G K R L A I K
CTGCTGAGGCATTATTGGAACTTTGGTGAAGATGGTGGAAGAGCATACATAGTACTGTCG
L L. R H Y WDNF G E D G G R A Y I V L S
GTACCACTAGTCAAGCATTACAAACTATTTCTAGGATTTAGAGATACCATGTTTAACTTA
v p L V X H ¥y K L F L 6 F R D T M F N L
GGGCATGAAAAATTAATGGAAAAAGTAGGACATGATTTCTCCGGTAATGACGACATAAGC
G H E K L. M E K V G H D F S G N D D I S
GATATTGTAGAAGGTTACAGCAGAGCCGAAGTAACGGAACACATCTGGCAATCCGACGGT
p I v E G Y S R A E V T EH I W Q S D G
ATCACCAACTGCATATACCGTGGTTACGATCGAATAAAACAATGTGTGAATGCGAGGGAT
I T N C I ¥ R G Y DR I K QQ C V N A R D
TCTGGAAACCTGATCAACAAAGTATATTTCTGGACCGCAGACAAAGCTTCAACGATCCGG
s G N L I N K V Y F W T A D K A S T I R
GGTGCACTAGATGAGGGCGTTGATGGTATAATGACAAATCATCCGAATAACGTTAATGAT
G A L DE GV D G I M TNUH P N N V N D
GTCCTCAAGGAAGATGCTTACAGCAGCAAATTTAGATATGCAAATATCGACGACAACCCC
v L XK E b A Y S S K F R Y A N I D D N P
TGGCTGACCATCAAGAAATAA
w L T I K K -

AACGCCTCTGCATGTCGTATTCCCAGTGAGTATTCGACATGCAGAGGCGATTTATTTCTTGATGGTCAGCCAGGGGTTGTCGTCGATATTTGCATATCTAA

ATTTGCTGCTGTAAGCATCTTCCTTGAGGACATCATTAACGTTATTCGGATGATTTGTCATTATACCATCAACGCCCTCATCTAGTGCA

Loxtox s4A

AGAGTGTGACAGCACCATCGTTTGCACGTATAGGTGCAACATGTTCTTACAAAATGACATTTATGAAACTACTATATAAAGTCATGGATTCTACACAACAT

TATAGCTGAAGAAAAAGCATTTTCGTC

ATGCTGTGTGCTATTGCTTTAATTTTTTGTTTCTGGGCCACCGGGCTAGAGGGTGCAGAA
M L ¢C A I A L I F C F W A T G L E G A E
ACGGAAGTTATGGAGCGCGCAGATCGGCGCCGGCCAATATGGAACATGGGGCACATGGTA
T E v M E R A D R R R P I W N M G H M V
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AACGAAATCTACCAAATTGACGAATTTGTCGACCTTGGAGCTAATTCTATCGAAACAGAT
N E I ¥ 0 I D E F V DL G A N S I E T D
ATAACATTTGGCGACGATGCTATGGCAGAATATTCATTCCACGGAGTCCCTTGCGACTGC
I T ¥ G D DAMAZE Y S F HG V P C D C
AGAAGATGGTGCCACAAGTGGGAATATGTTAACACATTTTTGGAAGGATTGCGACGAGCT
R R W CH K W E Y VN T F L E G L R R A
ACAACCCCTGGTGATTCCAAGTATCGCAAAGAACTGATCTTAGTTGTCTTCGATTTGAAA
T T p G D S K Y R K E L I L v Vv F D L K
ACTGGTGATCTTTCTTCTTCCAGTGCCTACAAAGGTGGAAGGTTGTTCGCAGAGAAGCTC
T 6 b L S s S S A Y K G G R L F A E K L
CTGAGGCATTACTGGAATGGAGGAAGTAATGGTGGGAGAGCATATATTATAATATCAATC
L R H Y W NG G S N G G R A Y I I I S I
CCAGATATAGATCACCATGCGTTTATATTAGGATTCAGAGACTTCCTTGCAAAGTCCGGC
p b I D H HAF I L G F R D F L A K S G
CATGAAGACCTTCTTGCAAAAGTAGGCTATGACTTCTCCGGTAATGATGACCTGAACCAG
H E D L L A K V G Y D F S G N D D L N Q
ATTCGCACAGCTTTGCATAAAGGCGGAGTGGGAGATAGGGAGCACGTGTGGCAAAGTGAT
I R T A L H K G G VvV G D R E H V W Q S D
GGTATCACCAACTGTATTTTACGAAGTCTCGATCGAGTAAATAAAGCCGTCAGCAACCGA
G I T N C I L R S L D R V N K A V S N R
GATTCTACAAACGGTTATATTAACAAAGTTTACTATTGGACTATAGAAAGATACGTGTCA
p s T N G Y I N K V Y Y W T I E R Y V S
GTCAGAGACGCTCTTGACGCTGAAGTTGACGGCATCATGACTAACTATCCAGACGTCATT
v R DAL DAZE V D G I M TN Y P D V I
GTTAATGTCCTAAAGGAAAACAACTACAAAAACAGGTTCAAGATGGCAACTTACGAAGAC
v NV L K E N N Y K N R F K M A T Y E D
AACCCATGGGTCCTTTTCAAGAGATAA
N P W V L F K R -

Anexos

AAAAGTGGAAAAACGCTTCTTATATACTTAGTTGGCGCCTCCATGGGAAACTTCGAACTCAGCTGTTAAAGAAATGTGTAATACTCCATATGGARAATAACA
CCATATCAAAAAGAAACTGTACTGAAATTGGCGTCAGTGTTTTGATGAAAACAATTATATATATATATACATATATAGCTTTTTTAAATATATAAGAACGC
ATTTTGCTTTTTCCAGGATTAAATTATTCCATTTTCAAATTGTATTCATATGCTACGCACTTAGAAATTATTATAACGATTAAAATTTGTTCGAAATGTAA
AGTTTACATTTCTATAACTAATTTTCTTCTATGAGTTATACTAGACAAGAATATGCAGCAAATTGTCAATTGTACATAAGTTGCTATTAAATGCTATGTTT

GAAATTGACCCACAATAAAATGTCTTGAATCTTGAAAAAAGCTATATATGTATATATA
Loxtox s5A
GAAGCGGATATTGTTCAGCGAGAGGCTAGCCTAGAACTCCAATTTCGTC

ATGTACGTTCATCTCGCGTTAATCTTAGGATGTTGGACAATAATCTTACAGGGGTCCGAA
MYy v H L A L I L G C W T I I L Q G S E
GCGGATATTGTTCAGCGAGCAGATAATCGTCGTCCAATTTGGAACATGGGACACATGGTT
A D I V Q R A DN RIR P I WNMG H M V
AATGCTGTAGCTCAAATAAATACATTTTTGGACCTTGGTTCAAACGCGCTAGAAATGGAT
N A V A @ I N T VF L DL G S N AL E M D
ATAACTTTTAACAAACAAGCGATGCCTGTATACACTTACCATGGAACCCCTTGCGATTGC
I T F N K O A M P VY T Y H G T P C D C
CTCAGGGACTGCCTGAGATGGGAATATTTTTCCACGTTTGTCCAGGAACTAAGACAACGG
L R D C L R W E Y F S T F V 0 E L R QO R
ACCACACCAGGAGATGCAAAATATCGCCAACAGTTGATCTTACTTATTTTCGATTTGAAA
T T p G D A K Y R OQ O L I L L I F D L K
ACGGGTAGTATTAATAACAACCAAGCACGCACCGCTGGAATAAATATGGCGCAGCAACTC
T 6 s I N N N O A R T A G I N M A Q QO L
TTGCAACATTACTGGAACAACGGTAATAATGGTGGAAGGGCGTACATAGTATTGTCAATT
L O H Y W N NG N N G G R A Y I V L S I
CCATATCTCGAACATTACGAATTGGTAAGAGGATTCAGGGACACACTTAGAGGAGAAGGC
p Yy L E H ¥ E L v R G F R D T L R G E G
CAAGAGAGATTATTGGAAAAAGTAGGATACGATTTCTCTGGGAGACACCAACTGAGTTCA
 £E R L L E K V G ¥ D F S G R H QO L S S
ATTGGCGAAGCCTACAAGAAAGCTGGAGTAAACGGTCATGTCTGGCAAAGTGATGGCATT
I 6 E A Y K K A GV N G H V W Q S D G I
ACGAATTGTTTGCCACTTGTAGATGATCTTCCTCGAGTAAGAGAAGCTGTGAGAAATAGG
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T N ¢ L. p L VvV D D L P R V R E A V R N R
GATTCGTCAAATGGGTTTATTAACAAAGTTTACTATTGGACTGTAGACAAAGTTTCAACA
p s s N G F I N K V Y Y W T V D K VvV S T
ACGAAGAAGGCACTCAGTGCTGGCGTTGATGGAATAATGACTAACAAGCCAAGCGTTATC
T K K A L S A GV D GGG I M T N K P S V I
GTTGACGTCCTCAACGAAAGCGGGATCAGGGATAAATATAGACTGGCAACGTACGAGGAC
v b v L N E S G I R D K Y R L A T Y E D
AATCCATGGGAAACATTCAGAAATTAA
N P W E T F R N -

Anexos

CAACAGGTGGAGTCTACGTGCATATGAAAATACTTAGAGAAACAAGTTTATAGAAGGACTTGAGGCTGCACTTTCTTTTTTAATATCATTTATGGATCTTA
TGGCATATATTTATAGAGGCGATAATTATGTGGTTGATAGCACAGAAGTAAATACTTGTACTCCATCCGAATGCCTATGTTCGTCATGCTCTCTATGCGGA
ATATTTATGAATAATGTCAAATTTATAACAAATGTTTACAATTATCTGCTTTTGTGTAATAGAGATGAAAATTTTATCATGTTTTCCAAATGTTTCAAATA
ATGCTGATTGTCGTGTAACTGCTTTATGCTTTCAATATTTAATATTCAAAATATATTGCTCTCACAGTTATACCTGATGATGTCATACACTAGGCAATATT

GCCTCTCGTTTGACATTTCAAGTGTATTTAAAATATCGATGATTGAAACAGTTCTTC

Loxtox sO6A

GAGTGAACACTTGTTTCTGATATTAGTTTGTGGTTTGAGTTATAAAAACAGACACGTCAGTAAACAGGCTAAATTTAGTGGATTATATCTTTGATTTGAT

ATGCTGCTTAAGTATCTTCTATTCCTGGCATTTGGCATCATTATATCACAGGTAGCTGCA
M L L XK Yy L L *F L A F G I I I S O V A A
TCTGCTCCTTATAATGCCACCAATGATCTGAAACCTATATGGATTATGGGACACATGGTG
S AP Y NA TN DL K P I W I M G H M V
AATGCTATTAGTCAGATCAAAGAGTTTTTGAACCTCGGCGCAAATTCTCTCGAGTTCGAT
N A I S ¢ I K E F L N L G A N S L E F D
ATAGCCTTTGACTCGCAAGCGAAGGCGCAATACACTTACCACAAAATGCCATGCGACTGC
I A F D S O A K A Q Y T Y H K M P C D C
TTCAGAGTATGCGCCAAGTGGGAGTACATTTCAAGTTATCTGAGTGAGATCAGAGAAGTC
F RV C A KW E Y I 8 S Y L S E I R E V
ACAACGCCTGGTAACCCTAAGTTAAGCACAGATTTAATACTTCTCATACTGGATTTAAAA
T T p G N P K L 5 T D L I L L I L D L K
ATTGACTGGATGTCTGGTGGGCAGTCATATGTTGCAGGAGGAGACATGGCTTCAAAACTT
I b wM™M S G G QS Y V A G G D M A S K L
CTCGATTACTACTGGCAAAGAAAAATGACTAGTGGCAGGGCATATATCGTTTTGTCCATA
L DYy ¥y w 9 R K M T S G R A Y I V L s I
CCAGACATTAAAAATTACGGATTTATTCGAGGCTTCAGGGAAAAGCTTCAATCTGAAGGA
p D I K N Y G F I R G F R E K L O S E G
TACTTTGATCAATATAAGGACAAGATAGGATACGACTTTTCAGGAAATGAGCATCTGAGT
Yy » D 0 Y K D K I G Y D F S G N E H L S
TCAATCCGCAAAGCACTCCAACGTGCTGGTGTAACTGAACATGTTTGGCAAAGCGATGGC
s I R K A L Q9 R A G V T E H V W QQ S D G
GTTAGCAACTGTTTTGCGAGAAGCACAGCTAGATTAAAAAAAGCGTTGAGAAACAGAGAT
v s N C F A R S T A R L K K A L R N R D
TCCCCCGGAGGATACATCAATAAGATATACTATTGGACTGTGGATAAATACAGTACAATG
s p G G ¥ I N K I ¥ Y W T V D K Y S T M
AGAAAAGCAATCAGTTTGGGAGTGGACGGTGTCATGACCAACCATCCGAATCGTGCTAAC
R K A I s L G Vv b GV M T N H P N R A N
TTCGTCCTTGGTGAAGGAGCATTTAGAGATAAATTCAGACCAGCTTATTACGAAGATATT
F VL G E G A F R DK F R P A Y Y E D I
CCGTGGTGA
P w -

CCAAATAATAAAGTGAGTGGTTCACTGTGGAAACCCTTGTTCATGAAACTTTTGCAGCTTCTCACAGCCAGTTTTTAAGAGCTGAAGTTGTCATTGTGATA
ACAGCAACGAAATCTAAAGAGAAACTAGAAAACCAGCGGTTCTGAAATGTCAGTTTGCCGAGTTAATAAGACTTTCAATGAAATTTCTAGCCAGTTTGTGT
CAAACATTTGTTTTAAAAATTTGTAACTATATTACGTAACTTTATTATTATTTGTTGTGTAATGAATACATATGTACTCTCACTAATTGACAAGTGTCARA
ACTCATATTACTTCTCCTCGTTATTTAGAACTGTATTAGCAGGAATTTGTATTCGTTCATTCATTAAATAAATAAAARAATAGTGTCACGTGTTTGTTATCA

ATGGTAAACACATGATATTTAATGTACATAACAAAACAATGTTGTTTAAGTTCCTTATCTGACCCTTGAATAAAT

Loxtox s7A
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Anexos

GACAGGGATACAATGAACACTTTTTGCAGCTGTTGCAGAAGACTTGTGTCTAGGCTCCACACACGTTAATCTGTAGGAGAATATATATATACGTATTCTTG
ATTTGTAACTGAGACTATACATTTTGTAGCTGAGAAATAATTTTGGC

ATGTTATTTCTTGTCTTTAGAACATTATGCTGCTGGATTCTTATACTACAGGGCGCAGAA
M L P L V F R T L C C W I L I L QO G A E
GCAGATGTTAGTGAAATGGGAGAAAATCGTCGTCCAATATGGAACATTGCACGAACAGTG
A DV S EM G E N R R P I W NI A R T V
AATGCCGAATACCCAATCGACATGTTTTTGGAGGACGATGCAAATCCCATCGGAATCGCC
N A E Y P I DM F L E D D AN P I G I A
GAATTCTTAGATTTCGGGGCAAATGCTCTCCAAATCGAGGTAATGTTCGACTCGTCGGGG
E P L D F G A NAL ©Q I E V M F D S S G
ACTGCTCAATCTGTCTCCCGCAAATCTCCTTGTGACTGCAGCAGGACGTGTGTCAAGTGG
T A Q s v s R K s p C D C S R T C V K W
ATTGACTTCAGTTATTATTTGGATGACTTACGACATTTCACCACACCAGACGATTCAATG
I b F S Yy Yy L DDILURHF T T P D D S M
TTTCGAGAAGAATTAGTTCTAATTGTGTTGGACTTGAAAGTTAGTGACTTTAATCCCAGC
F R E E L Vv L. I v L D L K Vv s D F N P S
CTATCTTTCAAAGCTGGGAAAGACTTGGCGCAGAAACTTTTAGATCATTACTGGCAAAAG
L S F K A G K DL A Q K L L D H Y W QO K
GAAAGTAGCGGTGCAAGAGCATACATATTGCTGTCTGTCCCAAGTACAAAAAATGCAGCG
E s s 6 A R A Y I L L S V P S T K N A A
TTAATTAGAGCTTTCAACCTTACACTTCAAAAAGGAGAATTTGCATTCTTTGGAGAGAAA
L T R A F N L T L QO K G E F A F F G E K
GTAGGAATAGACATTTCCGGAGACGATGACTTGTTCTCCGTTAGACGTATTGTAGAACGA
v 6 I b I s 6 DD DL F S V R R I V E R
CTGGGCATGACTGGATGGCATGTGTGGCAAAGTGACGTCATCACCAACTGTTTATTACGC
L. 66 M T G W HV W Q S DV I T N C L L R
GAGAAAAGCCAATTGCGTGAAGCTGTGGAAGAACGAGATTCACAAGGTTATATGAACAAA
E K s 9 L R E A V E E R D S Q G Y M N K
GTGTACACTCTAACTGCAGACAGACATGCGACAATCAGAAATGCATTAAGAGCTGGCGTT
vy T L T A D R H A T I R N A L R A G V
GACGGCGTGATGACAAACTTTCCAAATCATCTTACGGATGTTCTCAAAGAAACTGAATTT
b 6 v TN F P N H LT T D V L K E T E F
AAGGACAAATTCAAGTTAGCTACATATGACGACAGTCCCTGGGAAACGTATATGGAAGAC
K b K F K L. A T Y D D SsS P W E T Y M E D
ACTGAATACATCTCAAATACGCTTAATGTAGATGACATTTCAATAGCGAAGAAATAA
T £y I s N T L N V D D I S I A K K -

TGTGAATTTTTTCATCAACCTGTTGTTAACAATGTGATTGTTCAACGTTCACACAGCACCAGTAACCAAACTTCTTACAGGAAAGGCCTTTTACAAATTAA
CATACGACATTCACCCTAACCACGGACCTATATTTAGCAAAATTATTCTAGTATTCCAGTCACGTTCATTATTATCTATGTATAGAATAGAGTGACGCATC
AGTCTGGAATTGAATTCTGGCAAGATACAAATCATTGCATCAATAAAATATTAATAAACATCAAAAAAGTAAAGTACGCATTTTTGATACTTCTTACCAGA
GTTAAATGAGTGTGTGTAGATAGACAGATAGAGATAGATAAATTGCTATTGATATATACATGGTGTCCAAGAAAGTCCGGGCCCAATGCTTATTTCCTCAA
CTTTGACTTGAGATATGCCTCCAATTAGAAACAAACAATGTTTCAAATAAGGAAACATTTATCTAAAAACAATTTTAAATGAAGAAACACAATTTGATARAA
AAAAAATAAAGCACCTAAAATTGTAAGCGG

Loxtox s8A

GAACGTTTGTCACCGTTATTCTGATTTCTTCGGTTCCTTACTAACTTTTGTTTCCCATTTTATTACAGGTAACATTTATACGCTGAATTCTCTTGACACTA
GTGAATCTACACATCTATATCACT

ATGTCATTTACTACAGCTATTTCCTTATTAGTCCTGTCCATCGTATTGCAGCAGGGGACG
M s » T T A I S L L V L 5 I Vv L QO o G T
CAAACCCAGGTAGTTGCGGATTCCAGACGTCCATTCTGGAACATTGCACACATGGTAAAC
c T ¢ vv A D S R R P F W N I A H M V N
GCAATTGACCAGATCGAACCCTTTCTCAAACGAGGAGCAAACGCTATTGAATTCGACATA
A I D o I E p F L K R G A N A I E F D I
GAATTTGATTCCGAAGGCATAGCGCAACAAACCCACCACGGTGTACCTTGCGACTGCGGA
E P D S E G I A Q QQ T H H G VvV P C D C G
AGAATATGCAACAGAAAAGATGATTTCGTCAAATACTTGGATCACATTCGTCAAGTTACT
R 1T ¢ N R K DD F V K Y L D H I R Q V T
TCGCCAGGTACCAAGGAATATCGAGAGCAGCTGATACTACTTGCACTTGATCTAAAGCTT
s p G T K E ¥ R E 0 L I L L A L D L K L
CAACGCATATCGGTGAATCTAGCGTACGCTGCTGGTACAGATATAGCAAATAAATTAATT
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R I s v N L A Y A A G T D I A N K L I
GATCATTACTGGAAAAGAGGAAATAGCACTGCAAGGGCATATATATTGCTCAATATCCCG
b H ¥y w K R G N S T AIRA Y I L L N I P
AGTATCCGCCACTTCGATTTCATCAATGGTTTTAAGCATACGATTATTCGACGAGAAGGT
s I R H F D F I N G F K H T I I R R E G
TATGAAAGATATGATGATAAATACGGCATAAACTTCACCGGGAATGATGACTTGGAATTA
Yy E R Y D D K Y 6 I N F T G N D D L E L
ACACGTTTGATGCTGGGAAGAATGAACATCACATACAATATTTGGCAAGCTGATGGTATC
T R L. M L 6 R M N I T Y N I W Q A D G I
ACCAGCTGTTTACCACGAGGTACTAGACGATTGAAAGAGGCTATACGCAGAAGAGACACG
T s ¢ L P R G T R R L K E A I R R R D T
GAGGGTTACAAATTTATTTACAAAGTATATTCCTGGACTTTGGTTGCATATTCTACAATG
E 6 ¥y K F I ¥ K VY s W T L VvV A Y S T M
AGGAGATCAATGAGATTAAGCGTTGATGGTATAATGTCCAATCATCCAGAGCGTGTGGTG
R R Ss M R L s VD G I M S N H P E R V V
TATATCCTTGGCGAAGGGTATTTTGCTAATCGTTTCAGAATGGCTACTTTAGAAGACAAC
y I L 6 E G Y F A N R F R M A T L E D N
CCGTGGCAGAAGTACCATGTGTAA
P W QO K Y H VvV -

Anexos

TGAAATGCATTGATTGCAACAGCCAATGGCATTATTTTCTAAAAGCTGAAAGAGTTTCACCTACAATGTGAATATGCGTGCGTACTTGAACACATTTTCAT
AGCTCAGTGGTATTGTCGTATGTAGACCACCAAAATCGTAGTCATTTTCATCCTTCATTAAACATCACGGTAATAACATTGCGTTTTGATGCATTTCTGAG

GTTAGAAAGTAGAGAAAGAATGGAAGAATATCTCATGAGTGTGTATATTGCTTTCTAGTCACTTTGTTTCCTAA
Loxtox s8B
GCGCAGAACGTGATGATACCAGGCAAGACCTTTGATCTCTCCTTCTACTACAGCCATC

ATGCTGTTCGGCATTACACTCTGCATTGCGGGATTGTCTGTCGCTATAAAGGGAGCTGAG
M L F 6 I T L C¢C I A G L S VvV A I K G A E
ATAAGTAGCGCAGAACGTGATGATACCAGGCGCCCGTTCTATAACATAGCTCACATGGTA
I s s A E R D D T R R P F Y N I A H M V
AACGGAATTGTTCAAATAAACCAATTCTTGGATAAAGGAGCTAACGCCATAGAATTCGAC
N G I VvV ¢ I N QQ F L DK G A N A I E F D
ATTGAGTTTGACGCCAATGGGACAGCTCAGCATACCCACCATGGTTTCCCATGTGACTGC
I £ P DA NGTAOQ H T HH G F P C D C
GGAAGAAAATGCTTCCACAAGGAAAATGTTACCGAGTATTTGGATCATATACGACAGGTT
G R K ¢C F H K E NV T E Y L D H I R Q V
ACTACACCTGGTGATCCTTTATTTCGTGAGCAGCTCGTGCTACTCGCGCTGGACTTGAAA
T T p G D P L F R E O L VvV L L. A L D L K
CTACAGAGGATAGATTCGCAAAACTCACATACAGCTGGCGTAGATGTAGCGAAGAAACTA
L o R I DS o N S HTA G V D V A K K L
CTTGACCATTATTGGCAGAGAGGAAAAAGTAAGGCACGGGCTTATTTGTTGCTAAACCTC
L D H Y W QR G K S K AU R AY L L L N L
CCTCTACTAGAAGATTACGAATTTGTTCGAGGATTCAAAGAAACTCTTAAAGATGAAGGT
p L L E D Y E F V R G F K E T L K D E G
TACGAACAGTACAATGATGTAACAGGCATTAACTTCACGGGTAACGAAGACTTGAAAAAA
Yy £E o vy N D Vv T G I N F T G N E D L K K
ACACGAGAAGTGTATGAGAAACTTAGTGTCAGTAGCCACATTTGGCAATCTGATGGAATC
T R E VY E K L s v s S H I W Q S D G I
ACCAGTTGCTTACCTTGGGGCACAAAACGTCTGACAGAAATTTTAAAACTAAGAAATGAT
T s ¢ L P W G T K R L T E I L K L R N D
CCTGATTACAACTATGTGACGAAGGTTTACCCGTGGACAATTATAAGATACTCGATAATC
p D Y N Y V T K V Y P W T I I R Y S I I
AGGAGATCACTCAGATTAGACGTTGATGGTATACAGACAAACCTACCGGATCGCGTGATC
R R S L R L DV D G I ¢ T N L P D R V I
GAAGTCTTGAAAGAAGAAGAATTCGCCAGTAAATTCCGTCTGGCAACCTATGAGGACGAT
E v L K E E E F A S K F R L A T Y E D D
CCATGGAAAAAGTTCATACGCATTTAA
P w K K F I R I -
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Anexos

ATTAGTTGCCATTCAGCAGCCACTCACAATCATTATCTTGGATGAAAGTTCCTGATCATCAATCCCTCTATATAATCATCTGGTTCTCGAGAATACCATGC
AATAGAATTCTGTAAACTGATGTATGTGAGGTATACAAGAGTTAGAGATAGAGAGACAGAGATTCATGTTGTAAATTTTAAATATATGGTCTAAACACAAA
TTTTATATGTTTCTTGATTTATATCTTTCTGAATGTTCATCCATATGTGGTAAATTTTTGAAAGTGTGTAAAATTAGAAATAAATAGTAAAAAAGTAAATG
AATAAAAAGATTCAACAAATTAAAAAGACAATCCATGGGAGAGATATAGT

Loxtox s8C

GACTACATCGCAGCGTCGATTTCTCGCAATTTGACATGACAATGTAGGGAACGAATGTTTCTCATCAGAGACAGCTGTTACTGTCAAATTATGTGCTAAAT
CCCTGTATTTGATGTGCAAGCAGAATAGTTACATGATTGTATATATATCTATATATATTATACATTCACTGAGACCTCTAATTTCTCCTTCTACTAAAGTT
ATC

ATGCTATTCGGCATTGCACTCTGCATTGTGGGTTTGTCTTTCGTTATAAAGGGAGCTGAG
M L F G I A L C I VvV G L s F V I K G A E
ATAAGTAGCGTAGAACGTGATGATACCAGGCGCCCGTTCTATAACATAGCTCACATGGTA
I s s v E R D D T R R P F Y N I A H M V
AACGGAATTGTTCAAATAAACCAATTCTTGGATAAAGGAGCTAACGCCATAGAATTCGAC
N G I VvV ¢ I N Q9 F L D K G A N A I E F D
ATTGAGTTTGACGCCAATGGGACAGCTCAGCATACCCACCATGGTTTCCCATGTGACTGC
I £ F DANGTAOQ H T HH G F P C D C
GGAAGAAAATGCTTTCACAAGGAAAATGTTACCGAGTATTTGAATCATATACGGCAAGTT
G R K ¢C F H K E NV TE Y L N H I R Q V
ACTACACCTGGTGATCCTTTATATCGTGAGCAGCTCGTGCTACTTGCGGTGGACTTGAAA
T T p G D P L Y R E O L VvV L L A V D L K
CTCCAAAGGATAGATTCACAAAAATCGCATACGGCTGGCGTAGATGTGGCGAAGAAACTA
L 0 R I DS Q K s HTA G V D V A K K L
CTTGATCATTATTGGCAGAGAGGAAAAAGTAAGGCACGGGCTTATTTGTTGCTAAACCTC
L. Db H Y W O R G K S K A R A Y L L L N L
CCTCTACTAGAAGATTACGAATTTGTTCGAGGCTTCAAAGAAACTCTTAAAGATGAAGGT
p L L E D Y E F V R G F K E T L K D E G
TTCGAACAGTACAATGATGTAATAGGCATTAACTTCACGGGTAACGAAGACTTGAATAAA
F E QO Y N D V I G I N F T G N E D L N K
ACACGGGAAGTGTATGAGGAACTTAATGTCAATAGCCATATTTGGCAATCTGATGGAATC
T R E v Yy E E L N VvV N S H I W Q S D G I
ACCAGTTGTTTTGCTAGGCGCACGAAACGTCTAGAAAAAGTTTTAAAACTAAGAAATGAT
T s ¢ F A R R T K R L E K V L K L R N D
CCTAATTACAACTATGTGACAAAGGTTTACCCGTGGACAATTGTAAGATACACGATAATC
P N Y N Y V T K VY P W T I V R Y T I I
AGGAGATCACTCAGATTTGACGTTGATGGTATACAGACAAACCTTCCGCATCGCGTGAGC
R R S L R F DV D G I 0 T N L P H R V S
AAAGTCCTGAAAGAAAAAGAATTCGCCAGTAAGTTTCGTCTGGCAACCTATGAGGACGAT
K v L K E K E F A S K F R L A T Y E D D
CCATGGAAAAAGTTCATACGCATTTAA
P w K K F I R I -

ATTTAGTTGCCATTCAGCAGCCACTCAAAATCATTATCCTGGATGAAAGTTCCTGAGCATCAATCCATCTATATAATTATCTGGTCCTCAAGAATACCATG
CAATAGAATTCCGTGAACTGCTGTATGTGAGGTATACAAGATTCAGAGATAGAGAGAAGAGACAGAGATTCATGTTGTAAATTTTAAATATACGAGTCTTC
TAGTCATTTTAATGTAAACACAAGTTTTATATATTTCGTGATTTATAATTTTCGGAATGTTCACCTACGTGGTAAATTTTTGAAAGTATGTAAAATAAARAA
AATAAAACGTAAGAAATAATTAAATAAAAATTCAACAAATTATATAA

Loxtox s9A
GCCGAAGAAAAAGATGTTATCGAGCGTGCCTCTTTCGTTCCTACGTTCTTAAATTAAAG

ATGTTGCTTAGAATTCTATACTTTGTATGTTTGGTCCAATACAAGTATATAGTTTCAGGT
M L L R I L Y F V C L V Q Y K Y I V S G
GCAGCCGAAGAAAAAGATGTTATCGAGCGTGATGATGATGGACGACGTCCGGTGTGGAAC
A A E E K D V I E R D D D G R R P V W N
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ATCGCCCACATGACCAACGATATCGAAATTGTGAAAACATACTTGGACGATGGTGCCAAT
I A H M TN D I E I VvV K T Y L D D G A N
GCTCTCGAGTTCGACATAGAGTTTAACGAGAGGGGGCAGCCCTTGAGGACTTACCATGGT
A L E F D I E F N E R G QO P L R T Y H G
GTTCCATGTGACTGTTGCAGAAAATGTGGTAGAACTGAAACTTTCTCTACGTTCATGGAC
v p C D C C R K C G R T E T F s T F M D
CAAATGAGAAAATTTACTACCCCCGGCGATCCGGAATTTCGCGAGAAACTTGTGTTACTT
o M R K ¥ T T P G D P E F R E K L V L L
ATGCTGGATTTGAAAGTGAAGGATTTTGATTCAAGCCTTGCGTTAGAAGCTGGACAGAAC
M L DL K V K D F D S S L A L E A G Q N
ATAGCGAAGGTGCTTCTGGATTCGTACTGGCAAAGAGGTAAAGCTGATACAAGGGCCTAT
I A XK v L L D S Y W QQ R G K A D T R A Y
ATAGTACTGTCGATTCCATCTCTCGATTACGCTAAACTTATCAGAGGCTTCTATAATGAA
I vi. s I p s L DY A KL I R G F Y N E
GTGAAAAAACAAAATTTTCCGACATATCGGAGAAGAGTGGGCGTTGATTTCTCTGGTAAC
v K K ¢ N F P T ¥ R R R V G VvV D F S G N
GATGATTTAGACGACACGCGTAGAGCCTTGGAGAGAGTAAATATAACGCGGCGCATTTGG
b b L b D TIRIRAULEI RV N I TR R I W
CAGAGTGATGGTATTACGAATTGTCTCCCACGTGGCACCGGCCGCCTAGCAGCAGCTATA
© s b 6 I T N C L P R G T G R L A A A I
AAAAGGAGGGACGATCCTGAATACAGGTTTATCAATAAGGTATATTATTGGAGCGTGGAC
K R R D D P E Y R F I N K V Y Y W S V D
AGGAAGTCGACTATACGAACAGTTCTAGACCTGGAAGCTGATGGTATGATTACCAATTTT
R K s T I R T Vv L. b L EADGMTI TN F
CCCGATAATTTCGCCAGCGTACTGAACGAAAGTAAATACGCCAGTCGGTTCAGATTGGCT
P DN F A S V L N E S K Y A S R F R L A
AATTACATGGACAATCCCTGGAAGAAATTCATTCCAAGTGGATCGCGCATGATTCAGGAA
N Y M DN P W K K F I P S G S R M I QO E
AAATCTCTCGAACGAATTAGCCAGCTAGATGCTGAAGAATTCACTGACAACACGTTGGCA
K s L £ R I 8§ 90 L D A E E F T D N T L A
CCAAAGAGTCAAAATTTCCTCATTCCTTTTCTGACTGAGCTGTTTTTCTCCTGCGGTGGC
P K s o N F L I P F L T E L F F S C G G
AAAGGATTATTCTGA
K 6 L F -

Anexos

TTTAGATAATCAACTGAGAAGGAAATTTCCGGATTGACTCTATGTACTGAATTCAAATGGACCTTCTGGTTTCTGTACAAGGAGAAAAAGAATCGTACACA
GTTGATTCTTTGTATGCTATTCTGTGAAAGTGAAATACAAAATATAATAAAAAATATTATATGTGAGGAATCAGTAATAATTATTTTTACAGTTGTGGTAA
ACTTCTGAAGTACTAAATATTTACTCGCATTTACTGTAAATATCGAACGTACCCGTGACTTATCTTATGCGCTACTGCACATTGGCATGTACAGAAAGAAT
TAACGATTCTGATCCTTGTAACGAACCTGGAACATATTCAGAGAGTGCCTGACAATTGCGGTGGTTAGAAATTTGCTGATAATTGCGGTTAATGTGAAACA
TTTAGCAATTGCGGTTTTGGGCGAAATGTCCAAAAGAAATGTCCATAGGGATGTGAAGGTGGTAGTATGGATGTGAATGTAGTAGTAGGGATGTGAATGTA

GTAGTAGGGATGTGAAGGTTGTAATAGGAATTGGTAGGTGTTAGTATGGATGTGAATGT

Loxtox sl10A

TGCTGTGAGAAATAAGAAGTGACATGGAAGAAATGAATTCGCAGCTGTTTGCTGTCAACATTTTCATTCTTTAGACTTCATTAGTGACATGAGAGCACAGT

ATGTTTGCTTCAAACAATATATATAAAAGTCGAAAGAAGCCTTGCATCGTATCATTCTTGTTGAGCGTGATTTAATCTGAA

ATGTGGTTAGCGATTGTTTTGTGTCTTGCGGGATCAGCTGTGTTACTTGAGGGCGCAGAA
M w L A I V L C L A G S A V L L E G A E
GCAGATACTAGAGAACGTGGAGATGGCCGCCGTCCTATATGGAATATAGCACACATGGTC
A D TR E R G D G R R P I W NI A H M V
AACGATAAGGAGATCATAGATAAATTCTTGAATAATGGGGCAAACAGTGTCGAGTCTGAC
N D K E I I D K F L NN G AN S V E S D
GTATCGTTCGATTCCAATGGCAGGCCAGAGAAAATGCATCATGGTGCCCCATGTGACTGT
v s ¥ D S N G R P E K M H H G A P C D C
GGTAGAAAATGCGACAGGCAAATGAGTTTTGATGACTATGTTGACTATATGAGGCAGCTC
G R K ¢ D R O M S F D D Y V DY M R QO L
ACCACTCCTGGTGACCCAAAGTTTCGTGAGAGTTTAGTATTAATTATGTTCGATTTCAAG
T T p G D P K F R E S L v L. I M F D F K
TTGAAAAGTCTTTCGTCGAGTGTTGCGTACGCAGCCGGACAGGAAGTAGCACTCCGAATG
L K s L. s s s VvV A Y A A G Q E V A L R M
TTGGATAACTATTGGAAACGAGGTGAAAGTGGAGGAAGAGCTTACATTGTGCTGTCGATT
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L D N Y W KR G E S G GG R A Y I V L S5 I
CCGACCATCAAACGTATCACATTTGCAACTGGGTTCTATGACAAGCTTCACAGCGAAGGT
p T I K R I T F A T G F Y D K L H S E G
TTTGACCAGTATCGGGACAAAGTTGGGATAGACTTCTCAGGTAACGAGGACCTAGACGAG
F D O Y R D K V G I D F S G N E D L D E
ACTGGTCGAATTCTGCAGTCATCGAATATCGTCGACCATATATGGCAAAGTGATGGCATA
T 6 R I L.O 5 &S N I Vv D H I W Q S D G I
ACTAATTGCCTGTTTAGAGTCATGACTCGTCTGAAGAAGGCGATTAGCAAAAGAGATTCA
T N ¢C L F R V M T R L K K A I S K R D S
AATGGATACATGGTAAAAGTGTATACATGGAGTGTGGACAAGTACACAACAATGAGGAAA
N G Y MV K vy T WwW S VvV DK Y T T M R K
GCACTCCGTGTGGCCGCTGATGGTATGATAACCAATTTTCCGGCACGTCTTGTATCTGTG
AL RV A A D GG M I TN F P A R L V S5 V
CTCAACGAGTCTGAATTTTCTGGCAAATTCAGGCTGGCTACTTATGATGACAATCCATGG
L N E S E F S G K F R L A T Y D D N P W
GAGAGATATAGTTCTTGA
E R Y S S -

Anexos

ACATATAGCCTAACGGTGTTTCAGGGTTTTAACATGAAGAGCAAGTGACATTTTTTATCATGCCGCTTCTTAAAATTCTCTGTAATATATGTTCCTATTCT
GTACGTATAGGTTTAATTGGTGTGCTTTGTATTATGAATAAAATACTTGAAAAATTATTCATTCATTTATTTACATTCATTCACTTCGTTACGGTGACTTA
AGCTGGCATCTGGATTCAAAACAACGTCTTTTCCACCCCGGGCAGAAGTTCTTTGTATCGCTAAGCCATGAGGGTGATGGATGAAACAGCTAAAAAACTAA
TGCAATTAGCTAATGTGCATTCCTCAGAGGTCCACGTTTGGGGCCCTTATTATTTCTTATTTATATTAACGATATCTATCTATCTATCTATATATATATAT

ATATATATATATATATATATATATAAACAGAAAGTTGTGTGTGTCCACAAATATTTATGTGACGGTAATGTATTTACAAA

Loxtox s10B

TGCTGTGAGAAATAAGAAGTGACATGGAAGAAATGAATTCGCAGCTGTTTGCTGTCAACATTTTCATTCTTTAGACTTCATTAGTGACATGAGAGCACAGT

ATGTTTGCTTCAAACAATATATATAAAAGTCGAAAGAAGCCTTGCATCGTATCATTCTTGTTGAGCGTGATTTAATCTGAA

ATGTGGTTAGCGATTGTTTTGTGTCTTGCGGGATCAGCTGTGTTACTTGAGGGCGCTGAA
M W L A I VL C L A G S A V L L E G A E
GCAGATACTAGAGAACGTGGAGATGGCCGCCGTCCTATATGGAATATAGCACACATGGTC
A D T R E R G D GG R R P I W N I A H M V
AACGATAAGGAGATCATAGATAAATTCTTGAATAATGGGGCAAACAGTGTCGAGTCTGAC
N D K E I I DK F L N NG AN S V E S D
GTATCGTTCGATTCCAATGGCAGGCCAGAGAAAATGCATCATGGTGCCCCATGTGACTGT
v s P D S N G R P E K M H H G A P C D C
GGTAGAAAATGCGACAGGCAAATGAGTTTTGATGACTATGTTGACTATATGAGGCAGCTC
G R K ¢C DR OM S F D D Y V DY M R Q L
ACCACTCCTGGTGACCCAAAGTTTCGTGAGAGTTTAGTATTAATTATGTTCGATTTCAAG
T T p G D P K F R E S L v L I M F D F K
TTGAAAAGTCTTTCGTCGAGTGTTGCGTACGCAGCCGGACAGGAAGTAGCACTCCGAATG
L K s L.s s s VvV A Y A A G Q E V A L R M
TTGGATAACTATTGGAAACGAGGTGAAAGTGGAGGAAGAGCTTACATTGTGCTGTCGATT
L D N Y W KR G E S G GG R A Y I V L s I
CCGACCATCAAACGTATCACATTTGCAACTGGGTTCTATGACAAGCTTCACAGCGAAGGT
p T I K R I T F A T G F Y D K L H S E G
TTTGACCAGTATCGGGACAAAGTTGGGGTAGACTTCTCAGGTAACGAGGACCTAGACGAG
F D QO Y R D K V G V. D F S G N E D L D E
ACTGGTCGAATTCTGCAGTCATCGAATATCGTCGACCATATATGGCAAAGTGATGGCATA
T 6 R I L.Q S s N I v D H I W O S D G I
ACTAATTGCCTGTTTAGAGTCATGACTCGTCTGAAGAAGGCGATTAGCAAAAGAGATTCA
T N~ ¢ L ¥F R V M T R L K K A I S K R D S
AATGGATACATGGCAAAAGTGTATACATGGAGTGTGGACAAGTACACAACAATGAGGAAA
N G Y M A K VY T W S V D K Y T T M R K
GCACTCCGTGTGGCCGCTGATGGTATGATAACCAATTTTCCGGCACGTCTTGTATCTGTG
AL RV A A D GG M I TN F P A R L V S5 V
CTCAACGAGTCTGAATTTTCTGGCAAATTCAGGCTGGCTACTTATGATGACAATCCATGG
L N E S E F S G K F R L A T Y D D N P W
GAGAGATATAGTTCTTGA
E R Y S S -
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Anexos

ACATATAGCCTAACGGTGTTTCAGGGTTTTAACATGAAGAGCAAGTGACATTTTTTATCATGCCGCTTCTTAAAATTCTCTGTAATATATGTTCCTATTCT
GTACGTATAGGTTTAATTGGTGTGCTTTGTATTATGAATAAAATACTTGAAAAATTATTCATTCATTTATTTACATTCATTCACTTCGTTACGGTGACTTA
AGCTGGCATCTGGATTCAAAACAACGTCTTTTCCACCCCGGGCAGAAGTTCTTTGTATCGCTAAGCCATGAGGGTGATGGATGAAACAGCTAAAAAACTAA
TGCAATTAGCTAATGTGCATTCCTCAGAGGTCCACGTTTGGGGCCCTTATTATTTCTTATTTATATTAACGATATCTATCTATCTATCTATATATATATAT
ATATATATATATATATATATATATAAACAGAAAGTTGTGTGTGTCCACAAATATTTATGTGACGGTAATGTATTTACAAA

Loxtox sllA

TGAGTACTATGACATTTATTCAGTGACATCCACATTTGTAAACACGCAAAGACGTGAAAGGCAAAAATGGCAGAGTATTCAGCTGGTAGACATCTGTTGAT
ATGATTTCTGGTGTCATTTTGAATGATCTAATGCAATGAACGATTATATAAAGATCAGCTAACATTCAATACTCGCATCTTCCGCTTCGCCGGCTCTGCTT
CACC

ATGTTGCTTTCGACTATCATATCTTTCATCGGATTTGCCGTTTTCTTCCAGGAAGCTTAT
M L L s T I I S F I G F A V F F QO E A Y
GGACATGTTGTAGAAAGAGCTGACAGTCGGAAGCCAATTTGGGATATAGCCCACATGGTG
G H vvVv ERAD S R K P I W D I A H MV
AACGATCTTGAGCTGGTGGACGAATACTTAGATGATGGCGCAAACGGCCTTGAGTTGGAT
N D L E L V D E Y L D D G A N G L E L D
GTTGACTTCGAAAAGGACGGGACAGCAAAGGAGATGTATCATGGAGTTCCATGTGACTGT
v b F E X D G T A K E M Y H G V P C D C
TTTAGAAGCTGCACGAGATCAGAGGAATTCACCAAGTACATGGACTACATACGTCAACTT
F R S ¢C T R S E E F T K Y M D Y I R Q L
ACAACACCTGGAAACCCCAAGTTCCGAAGCCAGCTCATTATGTTAATCATGGATCTGAAA
T T p G N P K F R S 0 L I M L I M D L K
TTGAAGGGCATCGAGCCAAATGTGGCGTATGCGGCAGGAAAGAGCGTTGCGGAGAAACTC
L K 6 I E P NV A Y A A G K S V A E K L
CTGAGCAGTTACTGGCAGAATGGAAAAAGTGGAGCGAGGGCGTATATAGTCCTTTCCCTT
L s s Y W 0 N G K S G A R A Y I V L S L
GAGACTATCACCCGACCAGATTTCATCAAGGGTTTCAGAGATGCGATTACAGCGAGTGGG
E T I1 T R P D F I K G F R D A I T A S G
CACGAAGAGTTATTCGAAAAAATAGGTTGGGATTTCTCTGGCAACGAAGACTTGGGCGAC
H E E L F E K I 6 W D F S G N E D L G D
ATCCGTAGAATGTACCAGCAATATGGAATCGAGGATCACATTTGGCAAGGCGACGGTATC
I R R MY Q 0 Y G I E D H I W QO G D G I
ACCAACTGTATTGCGCGAGGGGACTATCGTCTGAAAGAAGCCTTGAAAAAGAAAAACGAT
T N ¢ I A R G D Y R L K E A L K K K N D
CCCGACTACAAGTACACTTTGAAAGTGTACACCTGGAGCATAGATAAAAACTCCTCCATC
p D Y K ¥y T L K v Y T W S I D K N S S I
CGACATGCACTAAGACTTGGCGTAGATGCTATCATGACAAATTATCCAGAAGATGTAAAG
R H AL R L GV D ATIMTNY P E D V K
AGCATCTTGCAAGAAAGCGAATTCTCCGGCTCACATAGGATGGCAACGTATGAGGACTAT
s I L ¢ E s E F S G S H R M A T Y E D Y
CCCTGGCAGAAGTGA
P W O K -

GAACTATCCTCCAATGTGTCTCACTAAAAGAAAGACAATTTATTAAATGTTATTTAAATGTATTGAAATTTGTTCAAGTGTCAAAGAATAATCTAGAGCTC
AATCTTGTCTTGTTTCTTCATTTCTTTCCTTTCCTTTATGATAAAAATTATAAAACATTATAAAAATATCCCTTATTTCAGAACTCTAATTAACGTAGATA
GCCGATAATGGAGATTTTGTTTATTTAAAACAGGGTTAAATATTTTTTTCTGTATTTGATAGTTGACATTTAACGAGTTCGTATCAAGATAAGATTTAAAT
TTGTCGATGTGGGACTAAGCCATGACAATTTTACTATGAACTTCTTATTTTAGAAATATAAGCATTTACAGACAGAGTTCATTTATTCAGTTCGGTATAAC
GGAACAAAAGTTCCACTTACACTATTCGAAAAGCAAATAAAATTAAATATAGCAATACGTATGCAAATATATATGAATACACACAGCAATACGAATACGAA
CTTTAGGTGAAAAATGGAACGATGCGAAGTCATGAAGTATGTATAACATAATTAAATAATTAAATAATTGAAATTCAACCAGATCCAAGTGAAAGACATAG
GTAACATAATATACATGCTAACACATAAAACTATATAAAAACCAAATATTTTAAGAAAATGTACAAAACATTTGTGAAGCAACTCACTAAAAATTTATCAA
GTACTAAAAAAAAAAATAAACACAAAATTTAAAATCAAATTAATAATAGTCACTGCGCATCAATATGACATTGAAATGAGAACAAAAACACGATTTTGCGG
CGGAAAGGGGGCAGTCTTGTTAAAATTCCAACAAAATGCAAAAGACCTCATTCCCCTGACAGTCCAGCATGGAAACAAAAGCAAGGTGCAACAAGACAATG
ATTCCATACACACAGCAAACAGTGACAGACAGTGGATTTTCGATAAGGAAATTAACGTCATGGACTGGCCTTGTGTTTCTCCAGATTTGAACCCCATGGAG
AGTGTTTGGAGCGTGTTAGTATGAACAGTCTATGCTAATGGAAATCAATATTAAAATGTGTACTTCACTGTTGCACACAGGTTGTTCTGCTGTCTAACTCA
CCTAGTCTTGGGCACAGTTAAAAAAAAACTTGAAATTTAGGAAGTTATTCAATTTTTCAATGGGAAAGTCAATGTTAAAATATGATCCGATAAGCCAAAGG
ACTTTATATCCAATCTTGGTCTATTCGTTTAGGGAATGGTATATATATATATATATATATAATATATATAGCATTATTAAAGAAAAATATAAAATTCACAA
AAATCACGAGACTCCTTAACTAAGGAAAAATTTGAAAAGAAGGAAAAAACACAAAATTGAAAAGAAAAAATGGAAGGAGTGTGTTCAAGTTTGATGCCGTT
GTCAAGGGGGGGGGGGTACCAAAGAACGCATCCTAAACTGCTTTTCTAG
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Loxtox sl1B

Anexos

TGAGTACTATGACATTTATTCAGTGACATCCACATTTGTAAACACGCAAAGACGTGAAAGGCAAAAATGGCAGAGTATTCAGCTGGTAGACATCTGTTGAT
ATGATTTCTGGTGTCATTTTGAATGATCTAATGCAATGAACGATTATATAAAGATCAGCTAACATTCAATACTCGCATCTTCCGCTTCGCCGGCTCTGCTT

CACC

ATGTTGCTTTCGACTGTCATATCTTTCATCGGATTTGCCGTTTTCTTCCAGGAAGCTTAT
M L L s T v I s ¥ I G F A V F F Q E A Y
GGACATGTTGTAGAAAGAGCTGACAGTCGGAAGCCAATTTGGGATATAGCCCACATGGTG
G H vv E R A D S R K P I W D I A H M V
AACGATCTTGAGCTGGTGGACGAATACTTAGATGATGGCGCAAACGGCCTTGAGTTGGAT
N D L E L V D E Y L DD G A N G L E L D
GTTGACTTCGAAAAGGACGGGACAGCAAAGGAGATGTATCATGGAGTTCCATGTGACTGT
v b F E X D G T A K E M Y H G V P C D C
TTTAGAAGCTGCACGAGATCAGAGGAATTCACCAAGTACATGGACTACATACGTCAACTT
F R 5 ¢C T R S E E F T K Y M D Y I R QO L
ACAACACCTGGAAACCCCAAGTTCCGAAGCCAGCTCATTATGTTAATCATGGATCTGAAA
T T p G N P K F R S 0 L I M L I M D L K
TTGAAGGGCATCGAGCCAAATGTGGCGTATGCGGCAGGAAAGAGCGTTGCGGAGAAACTC
L KX ¢ T E P NV A Y A A G K S V A E K L
CTGAGCAGTTACTGGCAGAATGGAAAAAGTGGAGCGAGGGCGTATATAGTCCTTTCCCTT
L S s Y w ¢ N G K S G A R A Y I V L S L
GAGACTATCACCCGACCAGATTTCATCAAGGGTTTCAGAGATGCGATTACAGCGAGTGGG
E T I1 T R P D F I K G F R D A I T A S G
CACGAAGAGTTATTCGAAAAAATAGGTTGGGATTTCTCTGGCAACGAAGACTTGGGCGAC
H E E L F E K I 6 w D F S G N E D L G D
ATCCGTAGAATGTACCAGCAATATGGAATCGAGGATCACATTTGGCAAGGCGACGGTATC
I R R MY Q 0 Y G I E D HTI W QO G D G I
ACCAACTGTATTACGCGAGGGGACTATCGTCTGAAAGAAGCCTTGAAAAAGAAAAACGAT
T N ¢ I T R G D Y R L K E A L K K K N D
CCCGACTACAAGTACACTTTGAAAGTGTACACCTGGAGCATAGATAAAAACTCCTCCATC
p D Y K Y T L K Vv Yy T W s I D K N s S I
CGACATGCACTAAGACTTGGCGTAGATGCTATCATGACAAATTATCCAGAAGATGTAAAG
R H AL R L GV D ATIMTNY P E D V K
AGCATCTTGCAAGAAAGCGAATTCTCCGGCTCACATAGGATGGCAACGTATGAGGACTAT
s I L ¢ E S E F S G S H R M A T Y E D Y
CCCTGGCAGAAGTGA
P W QO K -

GAACTATCCTCCAATGTGTCTCACTAAAAGAAAGACAATTTATTAAATGTTATTTAAATGTATTGAAATTTGTTCAAGTGTCAAAGAATAATCTAGAGCTC
AATCTTGTCTTGTTTCTTCATTTCTTTCCTTTCCTTTATGATAAAAATTATAAAACATTATAAAAATATCCCTTATTTCAGAACTCTAATTAACGTAGATA
GCCGATAATGGAGATTTTGTTTATTTAAAACAGGGTTAAATATTTTTTTCTGTATTTGATAGTTGACATTTAACGAGTTCGTATCAAGATAAGATTTAAAT
TTGTCGATGTGGGACTAAGCCATGACAATTTTACTATGAACTTCTTATTTTAGAAATATAAGCATTTACAGACAGAGTTCATTTATTCAGTTCGGTATAAC
GGAACAAAAGTTCCACTTACACTATTCGAAAAGCAAATAAAATTAAATATAGCAATACGTATGCAAATATATATGAATACACACAGCAATACGAATACGAA
CTTTAGGTGAAAAATGGAACGATGCGAAGTCATGAAGTATGTATAACATAATTAAATAATTAAATAATTGAAATTCAACCAGATCCAAGTGAAAGACATAG
GTAACATAATATACATGCTAACACATAAAACTATATAAAAACCAAATATTTTAAGAAAATGTACAAAACATTTGTGAAGCAACTCACTAAAAATTTATCAA
GTACTAAAAAAAAAAATAAACACAAAATTTAAAATCAAATTAATAATAGTCACTGCGCATCAATATGACATTGAAATGAGAACAAAAACACGATTTTGCGG
CGGAAAGGGGGCAGTCTTGTTAAAATTCCAACAAAATGCAAAAGACCTCATTCCCCTGACAGTCCAGCATGGAAACAAAAGCAAGGTGCAACAAGACAATG
ATTCCATACACACAGCAAACAGTGACAGACAGTGGATTTTCGATAAGGAAATTAACGTCATGGACTGGCCTTGTGTTTCTCCAGATTTGAACCCCATGGAG
AGTGTTTGGAGCGTGTTAGTATGAACAGTCTATGCTAATGGAAATCAATATTAAAATGTGTACTTCACTGTTGCACACAGGTTGTTCTGCTGTCTAACTCA
CCTAGTCTTGGGCACAGTTAAAAAAAAACTTGAAATTTAGGAAGTTATTCAATTTTTCAATGGGAAAGTCAATGTTAAAATATGATCCGATAAGCCAAAGG
ACTTTATATCCAATCTTGGTCTATTCGTTTAGGGAATGGTATATATATATATATATATATAATATATATAGCATTATTAAAGAAAAATATAAAATTCACAA
AAATCACGAGACTCCTTAACTAAGGAAAAATTTGAAAAGAAGGAAAAAACACAAAATTGAAAAGAAAAAATGGAAGGAGTGTGTTCAAGTTTGATGCCGTT

GTCAAGGGGGGGGGGGTACCAAAGAACGCATCCTAAACTGCTTTTCTAG

Loxtox sl11C

TGAGTACTATGACATTTATTCAGTGACATCCACATTTGTAAACACGCAAAGACGTGAAAGGCAAAAATGGCAGAGTATTCAGCTGGTAGACATCTGTTGAT
ATGATTTCTGGTGTCATTTTGAATGATCTAATGCAATGAACGATTATATAAAGATCAGCTAACATTCAATACTCGCATCTTCCGCTTCGCCGGCTCTGCTT

CACC

ATGTGGCTTTCGGCTGTCTTATCATTTTTGGAATTGGCGGTCGTCTACCAGGTTGTTAAT
M W L S A V L S F L E L A V V Y Q V V N
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GGGCATGTTGAAGAAAGAGCTGACAGTCGGAAGCCAATTTGGGATATTGCTCACATGGTA
G H v E E R A D S R K P I W D I A H M V
AACGATCTTGAGCTGGTGGACGAATACTTAGGCGACGGCGCAAACGGCCTTGAGTTAGAT
N D L E L V D E Y L G D G A N G L E L D
GTGGCTTTCACAAAGGATGGGACAGCAGAGAAGATGTATCATGGAATTCCGTGTGACTGC
v A F T K D G T A E K M Y H G I P C D C
TTCAGAAGCTGTAAAAGAACAGAGGAATTCACCAAGTACATGGACTACATACGTCAACTT
F R S C K R T E E F T K ¥ M D Y I R QO L
ACAACACCTGGCAACGCCAAGTTCCGAAGTGAGCTCATAATGTTAATCATGGATCTGAAA
T T p G N A K F R S E L I M L I M D L K
CTGAAGGACATTGAGCCAAATGTTGCGTATGCGGCAGGAAAGAGCGTTGCTGAGAAACTC
L KX b I E P NV A Y A A G K S V A E K L
TTGAGCAGTTACTGGCTGAATGGAGAAAGTGGAGCGAGAGCATATATAGTGCTTTCCCTT
L s s Yy w L NG E S G A R A Y I V L S L
GAGACTATCACCCGACCAGATTTCATCAACGGCTTCAAGGATGCCATTTATAAAAGTGGA
E T I1 T R P D F I N G F K D A I Y K S G
CACGACGAGTTATTCGAAAAAATAGGTTGGGATTTCTCTGGCAACGAGGACTTGGGCGAC
H D EL F E K I 6w D F S G N E D L G D
ATCCGTAGAATGTACCAGCAATATGGAATCGAGGATCACATTTGGCAAGGCGACGGTATC
I R R MY Q 0 Y G I E D HTI W O G D G I
ACCAACTGTATTACGCGAGGGGACTATCGTCTGAAAGAAGCCTTGAAAAAGAAAAACGAT
T N~ ¢ I T R G D Y R L K E A L K K K N D
CCCGACTACAAGTACACTTTGAAAGTGTACACCTGGAGCATAGATAAAAACTCCTCCATC
p D Y K Yy T L K Vv Yy T W s I D K N s S I
CGACATGCACTAAGACTTGGCGTAGATGCTATCATGACAAATTATCCAGAAGATGTAAAG
R H A L R L GV D-ATIMTNY P E D V K
AGCATCTTGCAAGAAAGCGAATTCTCCGGCTCACATAGGATGGCAACGTATGAGGACTAT
s I L ¢ E S E F S G S H R M A T Y E D Y
CCCTGGCAGAAGTGA
P W QO K -

Anexos

GAACTATCCTCCAATGTGTCTCACTAAAAGAAAGACAATTTATTAAATGTTATTTAAATGTATTGAAATTTGTTCAAGTGTCAAAGAATAATCTAGAGCTC
AATCTTGTCTTGTTTCTTCATTTCTTTCCTTTCCTTTATGATAAAAATTATAAAACATTATAAAAATATCCCTTATTTCAGAACTCTAATTAACGTAGATA
GCCGATAATGGAGATTTTGTTTATTTAAAACAGGGTTAAATATTTTTTTCTGTATTTGATAGTTGACATTTAACGAGTTCGTATCAAGATAAGATTTAAAT
TTGTCGATGTGGGACTAAGCCATGACAATTTTACTATGAACTTCTTATTTTAGAAATATAAGCATTTACAGACAGAGTTCATTTATTCAGTTCGGTATAAC
GGAACAAAAGTTCCACTTACACTATTCGAAAAGCAAATAAAATTAAATATAGCAATACGTATGCAAATATATATGAATACACACAGCAATACGAATACGAA
CTTTAGGTGAAAAATGGAACGATGCGAAGTCATGAAGTATGTATAACATAATTAAATAATTAAATAATTGAAATTCAACCAGATCCAAGTGAAAGACATAG
GTAACATAATATACATGCTAACACATAAAACTATATAAAAACCAAATATTTTAAGAAAATGTACAAAACATTTGTGAAGCAACTCACTAAAAATTTATCAA
GTACTAAAAAAAAAAATAAACACAAAATTTAAAATCAAATTAATAATAGTCACTGCGCATCAATATGACATTGAAATGAGAACAAAAACACGATTTTGCGG
CGGAAAGGGGGCAGTCTTGTTAAAATTCCAACAAAATGCAAAAGACCTCATTCCCCTGACAGTCCAGCATGGAAACAAAAGCAAGGTGCAACAAGACAATG
ATTCCATACACACAGCAAACAGTGACAGACAGTGGATTTTCGATAAGGAAATTAACGTCATGGACTGGCCTTGTGTTTCTCCAGATTTGAACCCCATGGAG
AGTGTTTGGAGCGTGTTAGTATGAACAGTCTATGCTAATGGAAATCAATATTAAAATGTGTACTTCACTGTTGCACACAGGTTGTTCTGCTGTCTAACTCA
CCTAGTCTTGGGCACAGTTAAAAAAAAACTTGAAATTTAGGAAGTTATTCAATTTTTCAATGGGAAAGTCAATGTTAAAATATGATCCGATAAGCCAAAGG
ACTTTATATCCAATCTTGGTCTATTCGTTTAGGGAATGGTATATATATATATATATATATAATATATATAGCATTATTAAAGAAAAATATAAAATTCACAA
AAATCACGAGACTCCTTAACTAAGGAAAAATTTGAAAAGAAGGAAAAAACACAAAATTGAAAAGAAAAAATGGAAGGAGTGTGTTCAAGTTTGATGCCGTT

GTCAAGGGGGGGGGGGTACCAAAGAACGCATCCTAAACTGCTTTTCTAG

Loxtox sl11D

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCTCTACGCTCGCTTTGCTTCACC

ATGTGGCTTTCGGCTGTCTTATCATTTTTGGAATTGGCGGTCGTCTACCAGGTTGTTAAT
M W L S A V L S F L E L A V V Y Q V V N
GGGCATGTTGAAGAAAGAGCTGACAGTCGGAAGCCAATTTGGGATATTGCTCACATGGTA
G H vV E E R A D S R K P I W D I A H M V
AACGATCTTGAGCTGGTGGACGAATACTTAGGCGACGGCGCAAACGGCCTTGAGTTAGAT
N D L E L VvV D E Y L G D G A N G L E L D
GTGGCTTTCACAAAGGATGGGACAGCAGAGAAGATGTATCATGGAATTCCGTGTGACTGC
v A F T K D G T A E K M Y H G I P C D C
TTCAGAAGCTGTAAAAGAACAGAGGAATTCACCAAGTACATGGACTACATACGTCAACTT
F R 5 C K R T E E F T K Y M D Y I R O L
ACAACACCTGGCAACGCCAAGTTCCGAAGTGAGCTCATAATGTTAATCATGGATCTGAAA
T T p G N A K F R S E L I M L I M D L K
CTGAAGGACATTGAGCCAAATGTTGCGTATGCGGCAGGAAAGAGCGTTGCTGAGAAACTC
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L x b I E P NV A Y A A G K S V A E K L
TTGAGCAGTTACTGGCTGAATGGAGAAAGTGGAGCGAGAGCATATATAGTGCTTTCCCTT
L s s Yy w L NG E S G A R A Y I V L S L
GAGACTATCACCCGACCAGATTTCATCAACGGCTTCAAGGATGCCATTTATAAAAGTGGA
E T I1 T R P D F I N G F K D A I Y K S G
CACGACGAGTTATTCGAAAAAATAGGTTGGGATTTCTCTGGCAACGAGGACTTGGGCGAC
H D E L F E K I 6 W D F S G N E D L G D
ATCCGTAGAATGTACCAAAAATATGGAATCGTGGATCACATTTGGCAAGGTGACGGCATC
I R R MY Q K Y G I vD HTI W Q G D G I
ACCAACTGTTTGCCCCGAGGTGACTATCGTCTGAAAGAAGCCATGAAAAAGAAAAACGAT
T N ¢ L P R G D Y R L K E A M K K K N D
CCCGACTACAAGTACACTTTGAAAGTATACACCTGGAGCATAGATAAAGAGTCCTCCATC
p D Y K ¥y T L K v Y T W S I D K E S S I
CGAAATGCACTCAACCTTGGCGTAGATGCTGTCATGACTAATTATCCTGCACGTGTAAAG
R N A L N L GV DAV M T DN Y P A R V K
AGCATCCTCCAAGAAAGCGAATTCTCCGGTACACATAGGATGGCGACATATGATGACAAT
s I L ¢ E S E F S G T H R M A T Y D D N
CCCTGGGAGAAGTGA
P W E K -

GAACTACTCACCATTGCCTCTGACTAAAAGGAAATTTTATTAGCCAATGTACTGAAATTTGTTCAAGCGTCAAAGAATGATTTAGAACTGTCTCGTCTTGT
TTTTTCATTTATTTTCGTCCTTTTACATCAGAATTCCAATTAACGTACATAAAAGATGATAATGACTTTTATTTAAAGCAGCGTTGAGTATTATTTTTATA
TATTTGCATTGCTACACGTTTAAGGAGTTCACATTGTTAAATATAGCACTTGAGTTTGTCGCTGGATGATTCAATAGTCAAAAGTTTACCATGAAATTCTT
CGTGTGTCAGACATGCCGAAATAAAATACACACCACTACATGTTTTACATACAAATAAAAGGATAGATACAAAGTCAAAAACGAAGTGCGTAGTACGTAAT
TAAATAATTAAAATTTGACCAGATCTCAGTACAAGATATAAATACAGCTGCAATAATAAATAATATGTAGCAAAATATGAATTATAATTAGAATATTAAAT
GATATTGAATGACGAACACTCACACACACAAACATCTATATATATATATATATATATTTATATTGTTTTCATATTTGTTTCATATATATTCATACAATAGT
AATTCATAATTTATTGTGAATATAATGTTTCTATGTTGAGTTTGTCGGCAATATGCGCAACTTCCCTTGGAAAACAGAGTTTTTAAATTTTTGAATTTATA
ATTGATGCAGTATGAATTTAAATCAAACAATGAGTTTGTAAATATGTTTTTATTATATATAGCTTGTGAAAGAAAAAATAAAATTTACAAAAATCACTAAA
CTCCTTAACAGAGGAAAAAAGGAAAAAAAACACAAAAATTGAAAAGAAAAAAAAACTGAAAGGAAAAAACGGAAGGAGTGTGTTCGAATATGATGCCATTT
TCAAGGGAGTCACCAAAGAACACACCATAAAACTGCTTTTCTACTGGTAATAAACCAAATTACACCCCCGAAGCATTCAACATTCAACATTTAGTATTGTG
TGTTTTTATTTTTCTCCATTCCTTTTGTTTTGTGATTTTTCACTTAACTTTAATATGGAATTTTATGTTATTTTATCATATATATATATGTTGAAGAAAAC
AATAAAGAAAGCAGAAATGGGGACACAGGGGGAGTGGAGGGAGCACAATACGGCCAAAATGACACCGTATGAATACATGGAATTCAAAAGAATTAAAAAAA
ATATATAATAAGGAAGATAAAAAAATAGTGACAGTATATACAACGAGAGAGAGAGAGTAGGAAGCCAAAGATACAACCGTAAAAGTTATTTAACAAAATAT
CGAATAGAAATATAAAATAGAGAATGCTCTATCCTGTAATCATCATCAGGAGTGCAAAACCACATAATAAAGCATTAGGCGTTACTGGGTGGTATATGTTT
CCTCTCTTTTATTTAATATGTATATATATATATATATATATATATATATAGTATATAAAAAATTAATATAAATTTTACAAAAATCACAAACTCCTTAACAG
AGAAAAGATTAGGAAGGGAAAACACAAAATTAACACAAAAAACAAAAGAAGAAATGGAAGGAGTGAGTTCAAGTTTGATGCCTTTATCAAGGGGGGTCACC
AAAGAACACTTCCTAAAAACTGCTTTTCTGGTGGTTATGAACCAAGTTACACCCCCGAAGCAGTTAGAAACAAAAAGCAAGGAAACAAAACAACACTGAAA
CAGACCTGGAAAAAGAAAATAAATTCCCGTTGAACGACAAAGTCCGGAACCCTAACACACACGTTAACGTTAGTATGGAATTTCATGTTATTTTATATATA
TATATATATATGTATATATATATATACACATATATACCCCGAGTTATAATGCCAGGGTAATTTCTTTGATTTGAGTCGGGCCTTTGATACAATTAATCACA
AATTATTTACAGATAAACTAGAGCATATAGGCATTGGATGTCTTCAGCAAGCAAAGGATTGGAAAAATCAATCAAAATTTCAAGAAGCGTTCGATAAAGTG
TCCCACAGGAAACTTCTGGAATAAATTGAGGGAAGCTTTTCCAGTGGTGTCCCCCAAGGATCAGTGTTAGGCCCACTTCTCTTTTTAGTTTATGTAAGTGA
ATTAGAAAACGGGTTTCAGTCATTTGTTAGCAAATTTGCAGATGACACGAAGGGTTTGAGAATTGTAAATTCTGAGTGCGACGCACATGCCCTACAAAAAG
ACATTGAGAAATTAGCAGCGTGGGCTGATAAATGGGAAATGAAATTTAATGTTAGTAAATGCAAAGTCTTACATTCTGTCAGTGAAAACCGCAAATTACAC
TACTAGTTAGGAGGTAAAACACTCGCAGTAAAGAATTCCATGAAAGACCTAGGGGTAATAGTGACTAGGGAATTTCAATTTGGTAACCAGTGCCTTCTTCG
CTGCTGCCTATAAGGCTAATAGAATGATGGGGTTCCTAAAACGTCACCTTACTTGCCACGCAAGAGAAATTGTTATGCCCTTGTACAGATCACTGGGTCGT
CCTCATCTTGAGTATGCGGTTCAATTTTGGTCGCCATACCTCATTAAGGATATGGATTGTTTAGAGGGGGTGCAGAGGAGAGCAACACAATTTATCAGTCT
CTTATGGAATCTCGAGTATACGGATAGGCTGAAAGAATTGAATTTATTCAGTTTGCAAGAACGAAGGGTTAGAGGTGACTTTATCCAAACATTTAAGATTT
TGCATGGTTTAGACAGTATTGATAGGAATTTTTTTAAGAAAAGTGTATGTGAAATTACTAGGGGACATGGAATGAAATTATGCAGGGAAAAAAGTAGGCTG
TTACTAAGACATTAATTCCTTCCGAATAGGGTGGTGAATAAATGGAATAGTATACCAGAATCTGCGATTCAGGCGGGGTCTGTGGATAATTTTAAAAGAAT
ATTGGATAAACAATTTTTTAGTAGTAGGCCTTGGCAGCTTGAGATTTTTCCTGAGCGAGAATTTGACCAAGGGTGTGTTCCCTAGAGTGAATATTTTTCTT
TTTTTTTAATCATTTTGATGTAGTTAATAAATTTCCTTCATAAATAAGTATGTGCTTATTTGATTATGCCTTTTAAGAGTATTTCATTGGGAACTGATTTT
TCTTTTTGGACGGCAAAAGAGATTGCTCTCTACAAATTTTAAAGATTTTATGACAGGGAGAGTGTGAATTCCCTATACTATAATGGACACGGTCAGCCTTG
TTGGGTAGTAGCCTGTAGTTGACACGATATCTGTATGTAACATGCCCTGTTAAACTATCTGGTAGGTATCCATATGTAAAGATGGGCTCGCACGAATCGAA
TCTTGGTAAAAATACGTATGATGTTCCCTAGGGTTGAGCTTTGGTTCCTGTGCCTTTCTTTATATATCAAAGATATATTTAGTATATTTTCAAGTACTCAA
TCAATTATTTTTGCAGGCGATACCAGTTTCTTCGTTACATCCGACACAGCCTCTTCAATCCAAGATAGAGCTAATATTGAAATTGAGGAGTGCAACAAATT
GTTTAAGGCAAATTACACTACCTTAAATTCGGAAAAATCACAATGAATATTATTTAAGGGTAAAAAACAGAATCCAGGAAATAAAACGTAACTTTCAAATC
CAACCAATTAATCGGGTTAAATTATTGGGAATTACTCTTCAAGATAATTTAAAACGAAATACTCACATTGATGATATTTCTCATAAAATCATTGGTACGAT
AGATATACTTAGACATATCTCAATTGCTATTCCTTCAAAAGCTCAATATATGTTATATATGCTCTTCATTCAATCGAAATTGATTTTTTGTAGTCTGGTTT
ATTCTAACACAACCACTCCAATATTCATCGATTACAAATTGCGCAAAACAAAGTAAAAGAATGATAGGCGATTTAATAGTTTTTACAGTGGGAATTAACAA
ACTGTTAATTTCGAAACACACCGTAAGCGGAAAATACTTGCCTTTCGGAAGCCAGCTACTTCTTTCTAATTGTCAGAAACAATACTGACCGGGTTTCTTAT
CAAAGAAATACATTGCGGCGGCTCAAACTTGAACTGGCGACTTCCAGCATGAGCGCTAACCAACTGCGACACGCCGCACGAGTCCAAAGCCACAAGATATC
AACTTTGAACGTAACGTGGTAACTTATAGGCGATATAATAGCTCTTTCGTAGGGCATTAACTAACTCTTAATTTCTAAACACAACGTGAGCGGCATATACT
TGCCTTTTGGAAGCCAGCTGCGCACCAGCAGCGCAGATGGTGGAGGCCGCCAGTTTGAGGCCCAGTCGCCGCCATTTTATTTCTTTGATATGGAACTTCGT
CAGCATTGTTTCTAATAATAAAGAGGAAGAAGGTTTTTTCAATTTGGACATTTATCTTTAAGCTTTTCTCACACTCTGAGTGGAATGCGGCTCTAAGTTCA
ATAATCTTTGTTATTCGAAATCCAAAAATTACAATGATTTGCACATAAGATACTTTCAAGAGCACATATATGATTATAATGAATATACTTCTATTTTTAGT
TTATGTAAATGACTTAGAGAACGAGGTTAAGCCATTTGTTTGCGAATTTGCGAATGACACTAAGGGTTTGAGAATTGTAAATTCTGAGTGTGACGCACATA
CACTACAAAAAGACATTGAAAAAT

126



Anexos

Loxtox sl12A

TCCTCTCCGTGCCGTGAAAGACAGTCGTCATTCTGGAGTAATCAAGTGATGTAATTTGGATGTGAACTGTTTCACCAGTAATAATGAATATTAGTACTGAC
TTTCAGGGTGAAAAAATCGGATAGTCCACTCTGCCTGTAGA

ATGGAGGGAATCCAACGTTTCGGCATATTCATTGTGGTACTATTAGTGCATTCGTCAGTA
M E G I 9 R F G I F I VvV V L L V H S S V
GCAAAAATAGACTACAGAAGACCCATCTACGTCATAGGTCATATGGTTAACTCCATTGGA
A XK I DY R R P I Yy VI G H M V N S I G
GAAGTAAAGGAATATCTCGACAGAGGGTCCAATGTCCTGGAATCAGACATCTCGTTTCAT
E v K E Y L DR G S NV L E S D I S F H
ACCAACGGCAATGTTGAAAAAATCTACCACGGGCCACCGTGTGACTGTAATAGAACCTGT
T N G N V E K I Y H G P P C D C N R T C
ACTGGAACTGCAAAGTTATCAACGTATTTGGATTATGTAAGAGAAATAACAAATCCATAC
T ¢ T A K L s T Yy L D Y Vv R E I T N P Y
TCTGGAGGATATAGCAGGAAATTAATATTACAGTTTTTCGACTTGAAGTTAGATAACGTG
s 6 G Yy s R K L I L ¢ F F D L K L D N V
AGTCCGACTGGGAAGTTTAAGGCTGGACAAGTAATGGCTGACCACGTTCTGGATCATCTA
s p T G K F K A G Q v ™M A D H V L D H L
TGGGTGAATCTGAGGTTTAACGATAAGTTGATAAGAGTCCTGCTCTACATCAACAGCATT
w v N L R F N D K L I R V L L Y I N S I
TCCGATAAAGATACAGTCGTGGGTTTCATAAGAAGATTCAAAGAGCGAGGAGTGGAGCAT
s b K D T V V G F I R R F K E R G V E H
CTTTTAAAAAATGTGGGATTCGACGGTGGATTGGACAACTTGAAAGACATCAAAGCAATG
L L. K NV G F D G GG L D N L K D I K A M
TGGGAATCTATAAGAGTTAAATCTAATGTGTGGCAAGGTGACGGTGTACCGAATTGTCTG
w E s I R V K S N Vv W Q G D G VvV P N C L
AGCCACCGCTACCCAGACCAGCGCCTGAGAGAGGAACTTGATGCACGTGACGCTGCAGAG
S H R Y P D QO R L R E E L D A R D A A E
GGCTATATCGACAAAGTTTATCACTGGACCATTGATGATAAAACCAGAATGAGAAAGTCT
G Yy I D K Vv Yy H w T I D D K T R M R K S
CTAGATCTAGAGGTGGATGGCATGATCACGAATGTACCTGAGAAACTCGTTGAGATCTTG
L. b L EVD GG M I TNV P E K L V E I L
CAGGAGCAGCAATACGCCAACAAGTTCAGATTGGCTACTGTGGACGATGATCCGTTTCAG
o E 0 0 Y A N K F R L A T V D D D P F 0Q
AAATTTGTTTTACATCAAGTACAGTAG
K F V L. H Q V Q -

ATAGTTTCAAATACACCGTCACGAACTGTGTCCTTATATGGCATTGGTGACTTTTCTTTTCATTGCATGTTTAAGTGGGAAAATAATCATTTGCATGTTTT
GGAGCATTTCCTAAATATGCAAAAGAATTGTAATGATTCTAGCATAGCAGCAGTCAGATTCATCAGATCTCCAGCGGTGGAAGAACACATGTCTGGAACAG
CAGGGCTACAATTCAGAACCCTACATGTTCCATGCGGTTGTTTAACATTGCACTAAGATTTACGCTCCCAGCGCCGGTTAATTTGGGGTTCTGAAGCTGCT
CCAAGTTCGTCACAACTTCAACTGAACCTATTGAGCCTGAGCATCAAGAGCAGATCTTGTTCAATGTAATGGCCAATGTTGGGGCACACAGTAGCAACTGT
GCCGCAATCTACAACGTAAATGTGCGTTCATTCGAAGACGTAAGGCTACTAGAAATGGGGAGCTGACGCATCCGTCAAAGTGTCTTCATTTATCAAAGATG
CATAAATAACTTTTTCTATTACAAGCATGGGGTTACCAATAATTAATTAAATTAATTTAATCAACTACATAAACTAAGTTAATCTGAATATCCAAAGCTGT
TTTTATTACTTGCACATGACCGAAGAACA

Sequéncias de cDNA e aminoacidos das Loxtox Incompletas:

Loxtox slE
GAAAGACTAATAGTATAAATAACAGAATATTCTTTACTCGATTACATTCCCTTTCCACTTACCACCGCTGCCATC

ATGTTGCTGAACGTTGCCGTACTTTTAAGTTGTTGGAGCGCCTTATCCGAGGCAGTCCAA
M L L N V A V L L S C W S A L S E A V Q
ACTGATGTTGGAGAACGTGCAGATCAACGTCGGCCTATATGGATTATGGGCCACATGGTC
T b v G E R A D OQURUR P I W I MG H M V
AACGCCATCTCTCAGATAGACGAGTTTGTGAACCTTGGGGCGAATTCCATCGAAACAGAC
N A I S 0 I D E F VN L G AN S I E T D
GTGGCTTTCGATAAGCAAGCCAATCCTGAATACACGCATCATGGGGTTCCATGCGATTGT
v A F D K OQ A N P E Y T H H G V P C D C
GGAAGGAACTGCCGGAAAAAGGAGAAGTTCACAGACTTCGTAAAGGCTCTACGAAGTTCT
G R N C R K K E K F T D F V K A L R S S
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ACAACCCCCGGTGATTCCAAATATCAGGAAAAACTGATCTTAGTTGTGTTCGACTTAAAA
T T p G D S K Y Q £BE K L I L v Vv F D L K
ACGGGTAGCCTGAAGGACAATCAAGCCTACGACGCCGGAACGAAATTGGCGAAAAATCTT
T 6 s L XK D N O A Y D A G T K L A K N L
CTACAACATTACTGGAACAATGGCAATAATGGGGGAAGATCATACATAGTGTTATCAATA
L 0 H' Y W NNGNNG G R S Y I V L S5 I
CCATACCTTACACATTATAAATTGATAACAGGATTTCAAGAAACGCTCAAAACCGAGGGA
p Yy L T H Y K L I T G F O E T L K T E G
CATGAAGAATTGTTGGAGAAAGTAGGATACGACTTCTCTAGAAATGACTACATCAGTGAT
H E E L L E K VvV 6 Y D F S R N D Y I S D
GTTAAGGCAGCTTATAATAGAGCCGGAGTAACAGGTCATGTGTGGCAAAGCGACGGTGTT
v K A A Y N R A GV T G H V W Q S D G V
ACCAACTGCTGGCTACGTGGGTTTGGTCGTGTAAAGGAAGCTGTGGCCAACAGAGACTCC
T N ¢ w L. R G F G R V K E A V A N R D S
GCAGACGGATTCATTAACAAAGTATACTATTGGACAGTGGACAAACGCGCAACAACTAGA
A D G F I N K VY Y W T V D K R A T T R
AAATCACTTAATGCTGGAGTTGACGGCATAATGACCAATTACCCGGATGTCATTGCTGAT
K s L N A GV D G I M TN Y P D V I A D
GTCCTCAACGAAGCCGCTTACAAGACGG
v L N E A A Y K T

Loxtox slF

ATCCTGAATACACATACCATGGAATTCCATGCGATTGTGGAAGAAATTGTCTTCGATGGGAA
p E Y T ¥ H 6 I P C D C G R N C L R W E
TATTTCAATGAATTCCTAAAGGGTCTGCGGAAAGCCACAACTCCTGGTAATTCCAAATAT
Yy F N E F L K 6 L R K A T T P G N S K Y
CATAAAAAACTGATCTTAGTTGTGTTCGATTTAAAAACGGGTAGCCTCTACGACGATCAA
H XK K . I L v v F D L K T G S L Y D D 0Q
GCCCACGTAGCAGGCACGAAATTGGCAGATAATCTCCTACAACATTACTGGAACAATGGC
A H V A G T K L A DN L L ©Q H Y W N N G
AATAATGGTGGTAAAGCATACATAATACTATCCATTCCGAACACCAAACATTATAAACTC
N N GG G K A Y I I L S I P N T K H Y K L
ATAAAAGGATTTAAAGAAACACTTAAGAACGAAGGACATGAAAAGTTGTTGAAGAAAGTC
I K 6 F K E T L K N E G H E K L L K K V
GGATATGACTTCTCTGGAAACGATAACATAACCGATATACAGAAAACTTACAAGAAAGCC
Gy b ¥ s G N D NI T DI O K T Y K K A
GGGGTAACAGGCCACGTGTGGCAGAGCGACGGTATCACCAACTGTTTGCTACGTGGTTTT
G v T G H VW ©Q s D G I T N C L L R G F
ACTCGTGTAAATGCAGCTGTAGCAAAAAGAGACTCAGCAGACGAATTCATTAACAAAGTA
T R V N A A V A K R D S A D E F I N K V
TACTATTG
Y Y

Loxtox s1G

GTGAAGAATTCGCGTCGCTTGTTGACACTCACTTGACCTGTTCTTGTGTGGTTTCGCAAAAAGGTTTTATTACCATTATATAACCATATAACCAGGGAAAG
CGCTTAAGAACCACCTGAATGAATACCATCCTTGGATAAATATATGAGCCTTACTACAATTGTGAACCGAGAAACAACAATAATAAGTGACTTGAAGAAAT
CTCTTTTTTTTTCGAAATATCATATAAAAAATGAAAGGTGAACTTTTCATTGAGGCAATATAACATAATAAACTTATTTTTCCGAAACCACACAAGAACAG
GTCAAGTGAGTGTCAACGGACAACGGGAATTCTCTAGCAAAAAAATAAAATCTGGAGCACCACACACAGGTTTTCGACAGAGAGTTG

GCAACCCAAACAGATGTTGAGGAACGTGCAGATAACCGTCGTCCCATATGGATTATGGGC
AT o T Db V E E R A D N R R P I W I M G
CACATGGTCAACAACCTCAAACAGATAGACGAATTTGTGAACCTCGGATCGAATGCCATC
H M VN N L K ¢ I D E F V N L G S N A I
GAATCAGACGTGTCTTTCGATAAGAAAGCTAATCCTGAATACACATACCACGGAACTCCA
E s b v s F D K K AN P E Y T Y H G T P

TG

Loxtox s6B
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GAATAAGTCACGTTTGCTTTGTTTCTGAACCTTTCTTTGCCGGATATGGTATTATTCTTAATTTATGGACATGAGTGCATTTATTTATTTTTTTTTACCTA
TAGAGCTATTTGGCGAGACATGCTCTTGACAATAAAATACCTTGTATCGGAACATCGAAAAGGACTGTCGACAGGGGTACAGATGCAAAAGATGCTCAAAG
GAGGTACTTGCCGCACATCAATGGAAAGAAGACAGAGAAAGACGAGTTCCAACTGCACATGNNGGGTATCGATACTGATGCTGAAGGTGATGGAGATACTC
TGCAGCCGCTGTGGATT

ATGGGACACATGGTGAATTCTATTTACCAGATAAATGAATTTCTGGATCTCGGGTCAAAT
M G H MV NS I Y Q I NE F L DL G S N
GCCCTTGAGATCGACATAACCTACGACTCACAGGCAAAAGCGCAATACACTTACCACAAA
A L E I D I T Y D S © A K A QQ Y T Y H K
GCTCCATGTGATTGTTTCAGGGTTTGCGGCAGGTGGGAGTACATCTCACGTTACCTGAAT
A P C D CVF RV C G RW E Y I S R Y L N
GAAATTAGAGAAGTCACAGCACTTGGTAACCCGAAGTTCCGAGAACAACTTATTCTGCTT
E I R E Vv T A L G N P K F R E O L I L L
ATACTGGATATGAAAATCGACTGGATGACAGACGCCCAATCAGTCGTAGCTGCTGGTGGG
I .. pbuM K I DWMTDAQ S V V A A G G
GATATCGCATCGAAGCTCCTGGATTATTATTGGCAAAGAAATACATCCAGTGGAAGGGCG
p I A S K L L DY Y W Q R N T S S G R A
TATATCATTTTGTCCATGCCTAGCGTCAGAAATTATTGTTTTATTCGAGGATTTAGAGCA
y r T L. s M P S V R N Y C F I R G F R A
AAACTTCAATCTGAAGGATATTACGAAAAATACAAGGAAAAAATAGGTTACGAATTTTCT
K L ¢ S E G Y Y E K ¥ K E K I G Y E F S
GGAAATGAGGATCTTGACTCAATCCATCAAGCATTGCAACGTGCAGGTGTTAGTGAACAC
G N E DL D S I H QO A L O R A G V S E H
GTTTGGCAAAGTGACGGTATCACCAACTGTGTACCACGGGGTACAGGTAGATTGGAGAAA
v w 9 s bD 6 I T N C V P R G T G R L E K
GCTTTAATGAACAGAGAGTCTCCAACGGGATACATTGACAAAGTGTATTTCTGGACTATA
AL M N R E S P T G Y I DK V Y F W T I
GACCTTCCTAGCACAATAGAACACATACTGAGATTGGGAGTTGACGGCATAATGACCAAT
p L. p s T I E H I L R L G Vv D GG I M T N
AACCCAGATCGTGTTAATACCGCCCTTAAGAGAACCAGATTCAGACCAGCTGTATATGAT
N P DR VN TATL KR TR F R P A V Y D

GATAACCCATGGACAACCTAG

D N P W T T -
TAGTATGAAGGTGTCGATGGAATTCCTTGCGTTTTCTCTGTATGGTTCCACGTTGATGTTTACGAAAAACCGCCAGTTACTTTCTGAGAAAAAGAAGCTTG
TTTCTCGTGAGAAGAAATTGTCATCATCGTGAGAAAAAAGCGGATCTGATAGACACTAAGTTTTTTCTAGTGTTAGTCAAAAGTCACTAGAATTTCACTGT
AGTTTCAAGCAATTAACAAACAAAGACTTCTGGGTGAGATTGCCGCGTAGTTAAACTGCTGTCCTTCTAGCGTTTCGTTGCGGCTGCGCGCACTTTCGTCG
GGGACCTGGGGGAGATGTGGCAAGTCGTGTTGTAGTCGTGCTATTTATATATATAATAATAATAATAATTTATATCCACGACAAAGAAGCTATACTAAAAT
ATACGGAAACAGTTGAACAAGCAGTGATGGAGTTGCTCTCGTTAATAAGAAATATTCGTGTAAAAGGGAAGATTAGCAGTAGCAAGAAATGTTAGTGTTAA
GTTCATCCTCCTTGTCTGACGTAAAGCAAATGAGGTAAATAAAACCAACGACGAAGAGAGGTCACTTTTCAATGTTGGGTGGTACAACTTGAACTTAAGAT
CTGAATTCTCCCGGTTAGTATTGGTATTTCCCAGAATCTGTGCATTTACAGTGCTTGGGAAACTCTAACCACAGAGTTCTATACAAAGTAGAGACCGAACT
CGTATTCGTCTGCCATTGCCGAGCCTGCAGGCTGCCATATTGACGTTTTGGTGGGCATAATACATAGCTGCTCCTATTCACCATATCAACATTCGTGTACA
CGTACGCTATGCTTTTTTTCATCATGATTCGAAGAAATTACATAATTTTACCAAAGTAAAATCTTGAAACTTTTGACAGAGCGAAATAAATACCATGGTAA
GCTTGGAAAACACCATAACAAATAAACCCGGAAGTTTCTATGGTGAAAGTATAGAGGTGTTTTTAAACTGATCTAAAATTAGGACGATCTGCACATGACGT
TATCGTAGGAACCATAAATTTGTAATCCTTCAACGGATATAGCAACAATTATATATTTTGTTCGTGGGAGCTTCCTCTCTACTTTATGCCGGAAATATATA
CTTTCTTATTACCAGAAAGTATTACCCCTTCAATTGCTACACTCAATGAAAAAGAAATCAATTTAAAGTTCAAAATGTCGTGATAAGATATATCTAAAAGA
AGGGAATTATTTTCCATATACATGTAAAAATATATAGTATCACATAAAAATTGACAGAATTGATATACGGTAGTAGGATCTTTTTCAAACCACAATAGGGA
AACATGTATGTGTCAGCATGGCTTTGTGTATCCTATACGACCAAACATGTCTTACTAGCATTGGATTAGACGTTTTGAAATGTCTATAAATCAATATTTCA
AAATTAGTCATTTCCTTAGTAATTATTTGAAGTTATTTATTAGCAGATTTTGTATCGATAAGTAATGAAAACTCCATAAGTACTGTGTTTGAAAAATAGCC
TAATCTTCGTATAAAATAAAAACATTGTTCTCATGATGACGTCACCAGTAAATGCGCGTAAGCATACCTGTATATTTTCACCCCAGAAGCTTTGGCCGGTG
GCAACATTTCCGCCCACCTATGTTTTCTCCTTGCTGGCCTATGGTCCCGTTGCGAATCCGGTCTCTAGTTTTTATAGAACTCTGCGACTCTAACTTCTTGA
TGTTGCCAGAAACTGTTTCTATATATTGGATAATTTTAGACCTTCTTCTCTATGAAATTCCTTGGATGTTTTATGATATCTATTGCTTCTTGAACACCTTT
CAACTAATATGGCTTCCAAAACTTTATTTGATGATTCTTTAGTATTGCATGTTCTGCGACAGAAGTTGGAGTTTACCAAACACGGAAATACCAATACTAAG
CGAGAAATTCCGGATATTAAGGGTATAAATAGCCCGACTACAAACACCAAATTGCCACATCTCTTTC

Loxtox s9B

TTTTCCCGATAATTTCGCCAGCGTACTGAACGAAAGTAAATACGCCAGTCGGTTCAGATTG
F P DN F A S V L N E S K Y A S R F R L
GCTAATTACATGGACAATCCCTGGAAGAAATTCATTCCAAGTGGATCGCGCATGATTCAG
AN Y M D N P W K K F I P S G S R M I 0O
GAAAAATCTCTCGAACGAATTAGCCAGCTAGATACTGAAGAATTCACTGACAACACGTTG
E K s L £ R I 5 0 L D T E E F T D N T L
GCACCAAAGAGTCAAAATTTCCTCATTCCTTTTCTGACTGAGCTGTTTTTCTCCTGCGCA
AP K S O N F L I P F L T E L F F S C A
CCTTCTTTTAATTATAAAACTATTTTAACTTTGTATAATACTTTAGTTCTTCCTATAATT
p s F N Y K T I L T L Y N T L V L P I I
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ACCCATTGTCTTTTACTTTGGATCAATACGTCCAATACTAACTTACATTGTATACAGATC
T H ¢ L L L w I N T S N T N L H C I O I
ACTAAAAATCGAATATACTGA

T K N R I Y -
ATTTATTTGGCTAAACATAATTTAGTTGCTAGTGCGCCTTCTTTTCCTGAGTTGTTTGTGTTACTTATTTTATAAACTATAAATTAGCTGTCTACATTTTT
AATATAACCCAGATGTATACCTCAAGTAAAGATCAGGACTTGATATTAAGACATAATCCACGTGATTCAAGAGACGGTTCAATATACATTTTACCAACCAG
GCATAATTTGATTTTAAAAAGCTTCAACATTCAATCCATCAGGTTGGTTGGTTGGAGTTTTACGGC

Loxtox s10C

GGAATTATAGCATGTGGCTTGTATTCTATGTCCATGTAGGTATGAAAAATCTTGCAACATTTTCTTGCACACCCTACTTTCAAGGAAA

ATGCGATCTCTCTTCCTTTTATACTTTGTTGGATCCATCATATTGATTCAGGGTGTTGAA
M R S L F L L Y F V G S I I L I O G V E
CAGGACAGTAGCGAGCGTGCAGATCATCGCCGCCCAATATGGAACATTGCTCACATGGTC
© b s S E R ADHIRIRU?P I WN I A H MV
AACGACCGGGGTCTCGTGGACGAGTATTTGGACGATGGTGCAAACAGTTTGGAAATTGAC
N D R G L V D E Y L DD G AN S L E I D
GTCGCCTTCGATTGGGACGGAAAGCCGCAAAGAATGTATCACGGTTTTCCTTGCGACTGT
v A F D W D G K P 0 RM Y H G F P C D C
GGCAGAAATTGCTGGCGACAGCTAGGCTTTACGGAATATGTTGACTACATGCGACAACTC
G R N C W R O L G F T E Y V D Y M R Q L
ACCACTCCTGGTGATCCAAAATTCCTTGAAAATCTTGTGTTAATTATGTTCGACTTGAAA
T T p G D P K F L EN L Vv L I M F D L K
TTGAACAGTTTTCCGCCGGGAAAAGTATATTCTATTGGAGAAGACGTGGCAGTCGGTCTT
L NS F P P G K VY S I G E D V A V G L
CTTGACACATACTGGAAACGAGGTGAAAGTGGCGCAAGAGCTTATATTGTACTTTCTGTT
L b T Y W K R G E S G A R A Y I V L S V
CCATCAGTGGAGCGTGCCTCTTTCATTACTGGGTTCTACGACAAACTTCACAGCGAAGGT
p s Vv ER A S F I T G F Y D K L H S E G
TTTGACCAG
F D O

Loxtox sllE

AGTATAACCACTAAAAGTCACGGCAAAGTCAAAATTACCGATTTCCCAAAAAATTTGCTTGAGAAAATTGTTCGTACCAAAACCTCAGTTGCGGCACAGCA
ACTAAATTAAAAAGACCCTGACTTTTTTTTTATCATTTTTCTAACCTATTTTTTTGTTCCGATTCTTAGGTTATTTTCATACGGCAATTTATTACTGGAAA
TATTTTGCCAAAAACACCTCTTATGCCAAACACTTTCGGAAAAGTAAGCCGTGAATAATCTAACAATGTATCAATCCGCAACTGTATGACTCCGACACGTA
TTTAACATGTATTATTCCCCTAAACATATTTTAACATGTATTATATTCCCTTAAACATATCTGAACAAGTATTATACTTCGACATTCTGTCTTACAAATGC
CATTAACATTTAATGTCTCTTCTGACATACTAATTTCAAAAATAAAGACATTGTTCAATGA

ACATTGAACTTCATTTCCTTATATACAGTTGTTGTTAATGGGCATGTTGAAAAAAGAGCT
T . N F I s L Y T Vv v V N G H VvV E K R A
GACAGTCGGAAGCCAATTTGGGATATTGCTCACAAGGTAAACGATCTTGAGCTGGTGGAC
b s R K p I W D I A H K V N D L E L V D
GAATACTTAGGCGACGGCGCAAACGGCCTTGAGTTAGATGTGGCTTTCACAAAGGATGGG
E Yy L 6 b 66 A NG L E L DV A F T K D G
ACAGCAGAGAAGATGTATCATGGAATTCCGTGTGACTGCTTCAGAAGCTGTAAAAGAACA
T A E K MY H G I P C D C F R S C K R T
GAGGAATTCACCAAGTACATGGACT
E E F T K Y M D

Loxtox sllF

CCGTTTTGGATTTGGAGCTGGGAGACGTACGACGCCCGATATGGAATGTCGCTCATATGGTT

v L b L E L G DV R R P I W N V A H M V
AACGCCCTTTACCAAGTCGATTATTATTTGGACATGGGTGCAAACAGCATTGAATTTGAT
N A L Y Q V DY Yy L b M GG A N S I E F D
GTCGCATTTGATCGAGATGGGATAGCAAAGTTCACTTACCATGGTATCCCGTGCGACTGT
v A F DR DG I A K F T Y H G I P C D C
TTCAGGAGTTGCACAAAATATGAAAATTTTGTTAGGTACATCAACTACGTTCGGCAACTC
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F R S ¢C T K Y E N F V R Y I N Y V R QO L
ACAACACCTGGAAACCCGAAGTTCCGCGAGGACCTAGTTCTACTCTTCCTGGATTTGAAA
T T p G N P K F R E D L VvV L L F L D L K
GTGAATGGTTTGTCCGCATCCGCCAAATATACAGCTGGTGCCG
v N 6 L S A S A K Y T A G A

10.2 Sequéncias de cDNA e aminoéacidos das proteinas PLD-
Ls:

PLD-Ls 1

CTTTCATGGTGGAATTCAAAGACTCTTCATTTTCCGAGAAGTTCTATTACAATAGAAATT
L s w w N S K T L H F P R S s I T I E I
ACAGCTGTGCCGGCGCAACATTTTTCGGGAAGAGGAATCTTTAATGACAATAAAACACTT
T A V P A Q H F S G R G I F N D N K T L
TGGTGCGGTTTTGTCGCCTCTGTCTTTCGAAAGAATAAACTAGAGAGAAGGTTCTATTTT
w ¢ G F V A S V F R K N K L E R R F Y F
GTTGGAGATACAGGCTACAATGAGAGAATATTTCGTGAAATAGGCGATAGGTTTAATAGC
v 6 b T GG Y N E R I F R E I G D R F N S
ATGGATCTCAGTTTGATTCCAATAGTTGCCTATTTACCTAAAC
M D L S L I P I V A Y L P K

PLD-Ls 2

AGACAGTTGTAGAGCGGAGTGGCAAACTTGACGTTGGTGAACTTGAACTTCAGCTCTTTGACTCTCGCTAC

ATGCTCAAGGGGGAAGAAGAACAGAAAAAATGGAAGGGGTGGCTGAAGCCTTCCTGTATT
M L K G E E E 9 K K W K GG W L K P S C I
CCGATTACCATTATCCTTGTTCTCATTGTCCTTGTAGTTCTTCTGCCTCTCATTGGCCAG
p I T 1 I L VvV L I Vv L v Vv L L P L I G Q
GATGAAGAGAAGTCTGTAGAAGTTATCACACTTGGTGATTATGATCCAGAATTTAAAAAT
pb & E K s v E v I T L G D Y D P E F K N
TGCTCAAGTCCATGCACGATTACGTTAGTGGAAAGTATTCCTGAAAATCTGACATTTGCA
c s s pp c T I T L VvV E S I P E N L T F A
GAGGGAGAACCAACTCACTTATCAGTGTTTGAGAGTTGGTCTCAGTTGATTGCACTGTCT
E G E P T H L s V F E s W S 0 L I A L S
GAAAGATCTATTGACATAGCCACGTTTTATTCTACCCTGAAAGGTCAAGATATACAGCCT
E R S I DI A T F Yy s T L K G Q D I O P
GGTGATCCTGATCCTTCATCTTGGCAGGGTGACAAAATATTTAGTGATTTGATGAAGGCT
G bp D P S S W OQ G DK I F s DL M K A
GGAACTGAGAGGGGTATCAGAATTCGAATTGTTCAGAGTCAACCAGATGATAGACAGCCA
G T E R G I R I R I VvV O S O P D D R Q P
GATTTTGATACCAAAGAGTTGGAAGTGAAAGGTGCTGCAAAAGTACGAAATTTGGATTTT
b ¥ DT K E L E V K G A A K V R N L D F
AAGAAAATGCTTGGTTCTGGTGTTCTTCACACAAAAATGTTTCTCATTGATAAAAAGCAT
K x M L 6 s G Vv L #H T K M F L I D K K H
TTTTACATTGGGAGTGCAAACATGGACTGGAGGTCATTAACACAGGTAAAAGAACTAGGA
F Yy I G S A NM DWW R S L T Q V K E L G
GTAGTGATCTACAACTGTTCTTGTTTGGCTCAAGACCTTTTTAAGATTTTTGAAGTCTAT
v v I ¥ N C S C L A QQ D L F K I F E V Y
TGGCGTTTGGGTGTTCCTAATCCTTACATCCCTCCTGAATGGCCAAATGAACTGCAGACT
wW R L. G v P N P ¥ I P P E W P N E L O T
GCCATAAACAAGGATAATCCAGTTACAGTTACCATGAACAGCTCAGTAGTTCTTGCATAT
A I N K DN P V TV TMN S S V V L A Y
ATATCCAGCTCACCACCACAAATTTGCCCTAAAGGACGAACTACTGATATTGACAGTATT
I s s s p P Q I C P K G R T T D I D S I
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TTGGATGTGATTTATAAAGCAGAAACTTTTGTCTATATAGCAGTAATGGACTATTTCCCT
L b v I ¥ K A E T VF VY I A V M D Y F P
ACATCTCTGTACATGGAAAAAGAACATTACTGGCCAATTATTGATGATGCTTTAAGAAAG
T s L Yy M E K E H Y w P I I D D A L R K
GTGACTGTTGTGAAACGTCTTCAAGTTCGGCTTCTTGCAAGCTACTGGAATCATACTAGA
v T v v K R L 9 vV R L L. A S Y W N H T R
GCAGCAATGATTCCATATCTTAATTCTCTGAATGCATTGAACAGTGACCTTTTTGACATT
A A M I P Y L N S L N AL N S D L F D I
GAAGTGAAACTGTTTATTGTGCCGACGTATACTGAAGCTCAAAGTAAAATACCATTCTCC
E v K L F I VP T Y T E A Q S K I P F S
AGAGTGAATCACAATAAATATATGGTCACAGATAATGCAGCTTATGTTGGTACTTCAAAC
R v N HNI K Y MV T DN A A Y V G T S N
TGGGCAGAGGATTACTTCACAAATACTGGTGGTGTTGGCATTGTGTTTCGCAATACTGTA
w A E D Y F T N T G G V G I V F R N T V
TCTAACTCCACGGATGGCAACCTAATACGGGAACAAATAGAAGATGTTTTCAAACGAGAT
s N s T D G N L I R E O I E D V F K R D
TGGGCATCAGAGTATGCTCATTCATTGGCTTCGTTTAAGAATTTCACAGCATTATAA
w A S E Y A H S L A S F K N F T A L -

CCTGTGATATGGTCACTTGCATGCATTGTGAAAGTGATAACTATCTGGTTTAACCTGTGGATTGAAGTGGGAATCGAACCAACGCTCATCTATGACCTGTG
GATTGAAAGGAACTTTATAATATGAATCTTTTTGTGACAGAGTGCAGGTGCAATAATGCGGACCTGCACATCTTCGCACAATATGGACTTCAATACCATAT
TCAGTAACTGTTTCAAGCCCTTGTGTAAACACAATTTTTATTTATTGATGGACAAAATATAACTTGCGTGTCTGTTTTTACGGAGAAGCAAGTTTACTGCA
TTTTGTCTGCAGAAAATCTTTATGAAGTAAATGGGATTGTAGTACATATGCCCCCTTCCCCCTCCTAAATTTCTGTATTTGAGAGTGCATTTATTGTTTTT
CCTTTGACAAAGTGCATTTATAAGCTGGAAGTTTTTATATAGCACTACATATAACATTAACCTTAAACAATATCCATATTAAAATTCTAGCTGTAGTGCGC
TTATATATATATGTAAGGTGTTTTTTTAATTTAAAACAGTTTGTGTATGCTGTGTTTAATGTATGTTTCCCCATATTTGTGTCAGGAAGGCTTATCTAGAG
CATTTTTTTAACTTGTGTAATTTTCAAATATATCCATCGTGAAACTGTGCTGCCGTCATTTGTGAAACATTGTTCATTTGCATGTGAGAGTCTTAACAAAG
TAGGTTACGCGTGTAAATGGAATTTCTCTGTTTAATAGGAAAATTCTGTAGTGGTGTGTTTCCAGACTTAGTTTTATTGTTTTGGGTTGGTGATAGTTGAA
AAAAAAATATATATTATGTTTTCAATTTTCATATTTATACATCATTAAAAACACGAGAAAAATCATAAGTATGTTTTAAAGTAATTATATGTGATTAATTC
ATCCAAATGCCAATATTGTGTGATTAATGGTTTTAATCATTTTAAGTGTAGTAGTTGGTTTTATTTATGAATTTAATGAAAAGTTATTCAGCTAATATTTA
AAAAATGTGAAGTGTAGCTTTGCTGTAATATTTAGAGAATGGTGTAGAATAATTATTTTTTTAAGTAGCTATGTATAAAATTAAACAGTTCATTTAGAATA
CTTGCATGTTTTAAAGTAGTGTAAAATGCTGCATGTATTGAATGAACATGCAGAGTATGAGATGTTAACTCATAAGCTATATAAACTGATCAATGTACAAA
GTATGTTAATGGAATGAAACCAGGATGAGTTACATGAAAATGTGTCATGTAAACTGGTTGTAACAAATCTCGGTGAGTAGTAGAAAGGAAAAAATATTAAC
AATTCTGTGAATATATTTTTTTTCTTCCTATAAAGTAGTTTCATCTTTTTGTGAAATAAACTGAGTTGCATATCCATTTCATATTTGTGTATATAGAGCAT
TTTATTTGTTGTTGAGATATTTTATTTTTGTTTCGTTTCTAGTACATTTCAGATAGTAAATATTGTTGAAAGTGGCTTAAACTCTATTCATTTTTTATTAA
TTTAGTTTGATTCATTTCAATCACATTTATGCACTGTGTGCTTCTTTGAGTGTATTGCTAAGTGATAAATGTAATTCTTAGTGCCTGATGTTGGATGATAT
AATTATACTATGCATAATATCTTTTCTCAGACCAAACAGCTTTTTACTACTCAAAGTACATTGCCTTATTAAATGTTAAAAGCTGTCATGGTCTAAGTCAC
GAAACAAGATTTTTGGGTTACTATGTGCTGCATCAATTGGTCAACATTTGGTGCAGTGGCACACATCATTTTTGGGCTTCTTCTGACTTACTGATAAGTGT
CTTCAGATTATGATGTGTACGACCATATCAAAATGTTGGCAAATAATGCAGTATATTAATCCATAAATTTAATTTTGTAATACATTGCCTTATATTCATAG
GGTGAAATGCAGAATAACGTTTATATGTTCCTAATCTTATTTTAATATCACTCTTATATATACTTGTCATTAGAATATTTAATTAAAATTTATTTCATARA
TTTCATACTGGTATGATGAATTAAATGCTTTTTTATGCTTGTGGCTTTTAACGATTCAGATGGAATATGTTAATTAATATTTTAAGGTAATGAGAATTTAC
TATTTTATCTTGTGAAGTTATAAACAGCAAGTGAAGTTTTAGTGTTATCAATAATTTAATAAGGTATCAGAACTGTCTAGCACAACACTATTTAAATTTAT
TGCTGGTTTTAATTTAATGCATAAAGTATACAGTAATTTAATGAATGAATTGTGATTTTCTTTAATTACTTAAATTTCACTTTTGACATCGCAGTATTTGA
AACTGCATTAGTATTTATTGCTGTTATACATGTTTGAGCACAGTATGCATGATTGTTTGTTAGCAGTGTTGTTTGTGTTTTAGCATGTTAGAAAATAGTAG
AACAACTTTGTGTGTATGCACAGTAGTACTAGTGTAAAAGCATATTTTAGTGTGATTCATGCTCTAATGAGATGCATTTGTATTCCTCATTTTATTGTTGG
ATATAGTTGGATAAATTATAACTCCCAGCTGTTTACTGTTAATCAGTTAGCAAGTTTTTATTTCAAGGAATTGCATAACATCATTTTGATACTCATGAACA
GAAAGTTGCCTGTGATCTCATTTTAGAATGCTCAAAGCATTTTACTTCTGTAGTGTATTATTTTACTTTTGTTGTAAGTATTGTGATGAATTAATTGATGT
CTTAAATTATACTATTAAATTATATTAAAAAGACAGTGAATTTACTTTATGTTCAATGAAATACTCAATTGCACATTCAGGAAATTTATTTTCTGAGTTTA
ATGGTGATATAATGTAAGTGTTCTGATATTTCACAATTGTGTGTGTGGAGAAGTAATTAAAATTTTGATTTTTTTCCTTCATTTTGAAGCAAAGTTGTGAT
AATTCTTTTAATTTGTAATTTTAAGACAAAAATCACCTCTATATAATTTATAAATGTTGTGACAACAAGTGAAATCAGTTATTGCTGTTTCTGTGCCTTAA
ATGTCATTTTAGCCTTCATATCTTTCTCACATCTTTCATGTGAAATCATTGTTTTTATGAATACTTATATATAAATATTCATAATTTGAATAATACTTTGT
CTAGCACTTGTATAAGTACTATATATGGAAATGTGTAAATATAATCTTTTTACATGAAGCTTAAATTTTTGCTACCATATTCAAACTGCCAGTGTGTTAAT
TAAAATACTTTTGTGATGTGTTTCTCCTATGCAATTTTTAAAATGATTTCTTGTTTCTTCTCAATTGGCATCAATAATTTTTATCACATAGTTATCATTCT
GTTGTTGATCTCTTTTGAATCTCTTCAGGAAGTATTTCCCAATGAAGTACTGGTTTATTTTTAGAATTATGGTAGCAAAAAACCTATCCTGTGGTGATTTA
TTATATAACTATAATTATCTTCCACACTCCATTGATTTCATTGAAATTGCATATGTTTGCTAACTCCCATTTTTATCTTATAAAAAATAACTATGTTTGCA
CTCTACGATGTACTCTTGTAAATAAAATACTCCTTCA

PLD-Ls 3

CCTACATGGCAATCTCCTACAATAACAAATATCTTGAAGTTTGGTTTGAGCAAAGATAAA
p T w ¢ s p T I T N I L K F G L S K D K
AGTAATGTTTCATCTAAGCTGGAATTGGATCTTGTGTTGCCAATTGTCAAGCCTGACTTT
s N Vv s s K L E L DL V L P I V K P D F
GTTAAAAATGCCAAGCCTCCAGATGATGGAGTTCGCATTACTTGGATTGGGCACTCTACA
v K N A K p P DD GG V R I T W I G H S T
GTACTTCTACAGATGCATGGTTTGAATATTTTAACAGATCCAATATTTAGTGATAGAGCA
v L L.o M H G L N I L T D P I F S D R A
TCACCTAGTCAAATGGTTGGTCCAAAGCGGTATAGAGATCCACCATGCTCAATTCATGAC
s p S O MV G P K R Y R D P P C s I H D
TTGCCTCATATTGATGCTGTTGTTATTAGCCATTCACATTATGATCATTTGGATTTTAAC
L p H I D A V V I S H S H Y D H L D F N
ACTGTGCAGTTGCTAAATGCCA
T v 0 L L N A
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Envenoming resulting from Loxosceles spider bites (loxoscelism) i a recognized public health problem in
Brazil. However, the pathophysiology of loxoscelism caused by L similis bites, which is widespread in
Brazil, remains poorly understood. In the present work, the RNA sequencing (RMA-Seq — Next Genera-
tion sequendcing - NES) of the L simifis venom gland was performed to identify and analyze the sequences
of the key component phosphelipase D. The sequences were aligned based on their classical domains,
and a phylogenetic tree was constructed. In the bioinformatics analysis, 23 complete sequences of
phospholipase D proteins were found and classified as Loxtox proteins, as they contained the charac-
teristic domains of phospholipase D: the active site, the Mg®*-binding domain, and the catalytic loop.
Three phospholipase D sequences with non-canonical domains were also found in this work. They were
analyzed separately and named PLDs from L similis {PLD-Ls). This siudy is the first to characterize
phiospholipase D sequences from Loxosceles spiders by RMA-Seq. These results contribute new knowledge
abour the composition of L similis venom, revealing noved tools that could be used for pharmacological,
immunolegical, and biotechnological applications.

0 206 Ekevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Ministry of Health, with Loxosceles intermedia being the species of
major medical importance (Ministério da saide, 20161 However,

Lowosceles spp. (Araneae, Sicariidae), known as brown spiders,
are cosmopolitan spiders, found in the temperate and tropical re-
gions of America, Oceania, Asia, Africa, and Furope (Flatmick, 2016).
Envenoming resulting from the bite of brown spiders is recognized
as a public health problem in Brazil, mainly in the south and
southeast regions of the country. In Brazil, brown spiders are
responsible for the majority of all spider bites notified by the
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three different Loxosceles species, L intermedin, Loxosceles gaucho,
and Lowosceles loeta, are prevalent in most of the southern states of
Brazil (Magalhies et al. 2013). Furthermore, L. similis spiders have
been detected inside residences in the city of Belo Horizonte (state
of Minas Gerais), demonstrating this species” ability to adapt to the
urban environment (Machado et al, 2005). L similis is also
considered a public health problem in the state of Minas Gerais.

The bites of Loxosceles spiders produce several symptoms that
are called loxoscelism. Dermonecrosis and inflammation at the site
of the bite are considered the most important and common clinical
manifestations, and have been documented in detail (Veiga et al,
2001; Zanetti et al, 2002; da Silva et al, 2004; Hogan et al,
2004; Horta et al, 2013; Pereira et al, 2004). Some cases present
complications, such as systemic hemolysis and coagulopathy,
leading to acute renal failure and eventually death (da Silva et al.,
2004; Guimaraes et al, 2013).
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The severity of loxoscelism prompted scientific groups around
the world to study Loxosceles venoms. Loxosceles spider venoms
contain several proteins, such as astacin-like metalloproteases,
hyaluronidases, and low molecular mass insecticidal peptides,
characterized as ICK peptides (da Silva et al,, 2004; de Castro et al.,
2004 Barbaro et al, 2005; da Silveira et al., 2007b; Gremski et al_,
2010; Matsubara et al.. 2013; Trevisan-5ilva et al., 20013)

A set of proteins of approximately 30-35 KDa has been iden-
tified as the major components responsible for the lethal effects of
loxoscelism. Due to the skin lesions caused by these components,
they were named dermonecrotic toxins (Barbaro et al, 1992;
Futrell, 1992). Thus, the biochemical characterization of the der-
monecrotic  toxins in  Loxosceles venom was  investigated.
Kurpiewski et al. (1981 ) were the first to describe these proteins as
sphingomyelinases D, with several authors using the term SMase
D as a synonym for dermonecrotic toxins from brown spider
VETIOITIS.

Subsequently, Merchant et al. (1998, 1997) showed that SMase
D proteins also hydrolyze other types of lipids besides sphingo-
myelin, such as lysophosphatidylcholine (LPC). Other studies have
also shown that SMase D has an even broader range of molecular
targets, such as lysophospholipids LP1 (18:1-1-oleyol lysophos-
phatidylinositol), LPS (18:1-1-oleoyl-lysophosphatidylserine),
LRPG (18:1-1-oleoyl-lysophosphatidylglycerol), LBPA (18:1-1-
oleoyl-lysobisphosphatidic acid), lyso-platelet-activating factor
[C16:0), and cyclic phosphatidic acid (Van Meeteren et al., 2004;
Lee and Lynch, 2005; Chaim et al, 2011). Therefore, it was sugE-
gested that SMases D would be better designated as Phospholi-
pase D (PLDs).

Over the last 25 years, PLD toxins have been identified in
several spider venoms from Loxosceles genus, including L loeta
(Fernandes Pedrosa et al, 2002), L. gmuecho (Barbaro et al., 1992;
Cunha et al., 2003), L intermedia (Barbaro et al., 1996; Tambourgi
et al, 1998), and L similis (Silvestre et al, 2005; Gomes et al,
2011; Chatzaki et al, 2012). PLD toxins have also been identified
from other spider genera, such as Sicarius (Binford and Wellsa,
2003). However, some PLDs expressed in the venom glands may
not present any detectable action, such as necrotic activity.
Therefore, Kalapothakis et al. (2007) proposed a broader name for
the set of homologous genes from Loxosceles as Loxtox. Studies on
Sicariidae spider venoms and their SMase D proteins also sug-
gested the use of the gene family name SicTox as a suitable name
(Binford et al., 2009)

Although the Loxtox family has already been described for
L intermedia venom and the venom of other species, it has not been
fully characterized for the venom of L similis spiders. Since there
are only general and preliminary studies on L similis venom
compaosition, its molecular characterization is required. As L sirmilis
spiders have become synanthropic, leading to the clear possibility
of an increase in the number of envenomation cases in urban areas,
it is important to determine their venom fingerprint.

The current study aimed to perform the RMA sequencing (RMA-
Seq) of the venom glands from the L similis spider, searching for
Loxtox proteins and their isoforms. This is the first study to use the
Mext Generation sequencing (NGS) technique to describe a broad
spectrum of PLDs from Loxosceles venom.

2. Materials and methods
2.1. Spider collection and RNA extroction

Loxosceles similis spiders were collected in a cave used for
tourism, “Gruta da Lapinha™ (43= 57" W, 19¢ 33’ 5], located in Parque

Estadual do Sumidourn, Lagoa Santa (Minas Gerais, Brazil), under a
license from the “Instituto Estadual de Florestas de Minas Gerais™
(IEFJMG., license number 047.2012). The specimens were identified
using the method described by Gertsch (1967

The venom glands of 35 Loxosceles spiders were removed, as
described by Da Silveira et al. (2002 ). Total RNA was extracted from
the pool of venom glands using TRI Reagent (Sigma-Aldrich, MO,
UsA) following the manufacturer’s instructions. The total RNA was
purified, quantified using the Qubit 2.0 Fluorometer (Life Tech-
nologies, MD, USA), and stored at —80 °C until ¢DNA library
construction.

22 cDNA library and sequencing

The RMA-Seq library was constructed using the TruSeq RMA
Sample Preparation Kit v2 according to the manufacturer’s in-
structions (lllumina, CA, USA) The library was sequenced in an
llumina MiSeq sequencer in two runs, using the paired-end
strategy in both runs. The first run was performed using MiSeq
Reagent Kit v3 300 cycles (2 = 150), and the second run was per-
formed using MiSeq Reagent Kit v3 600 cycles (2 = 300), according
to the manufacturer's protocol ([llumina, CA, USA).

lllumina paired-end reads of both libraries were trimmed using
CLC Genomics Workbench 851 software  (https:[www.
giagenbioinformaticscom) Reads of less than 40 pb and bases
with a Phred quality value lower than Q28 were excluded from the
subsequent analysis. Then, both libraries were combined to
generate a more complex analysis. These trimmed sequences were
assembled de novo in contigs (consensus DNA sequence obtained
from several overlapping DMNA fragments) using the Trinity
assembler (Grabherr et al, 2011} The CLC Genomics Waorkbench
8.5.1 software was also used for de nove assembly and expression
analysis of the Loxtox using the RNA-Seq Analysis tool. Sequences
were deposited in the GenBank online database.

2.3, Analysis of the contigs

To select the contigs that presented high similanty with PLD
enzymes, the BLASTx program from the standalone package
(http:{ fwwrw.nchinlmonih gov/booksNBES2640() was used. The
database used was downloaded from the NCBI website, with the
following search terms: ((({Phospholipase D|Title]) OR Sphingo-
myelinase D[Title]) OR Dermonecrotic protein) NOT inhibitor).
After that, the BLASTx results were analyzed. Contigs with align-
ments <100 pb, low identity {<45%), and high e-value {>1""") were
cut off and were excluded from further analysis. With the residual
contigs, we used the Blast?G0 annotation software to obtain a
more precise match in the GenBank nr-database. After these
strategies, 31 sequences that matched with PLDs remained, being
23 complete sequences.

Subsequently, the 23 complete contigs were taken to the ExPASy
(SIB Bioinformatics Resource Portal) (Gasteiger et al, 2005) to be
translated in the correct open reading frame. Finally, the translated
sequences were analyzed using SignalP 4.1 (Petersen et al, 2011)
and Prop 10 (Duckert et al, 2004) programs to locate all signal
peptides and propeptides, respectively. This workflow is shown in
Fig. 1.

2.4 Similarity evaluation of the sequences
The translated contigs were aligned in MEGA 6 software using

the Clustal W algorithm (Thompson et al., 1994). A phylogenetic
tree based on the alignment was constructed using the neighbor-
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joint algorithm (Zuckerkand] and Pauling, 1965; Tamura et al.,
2011} To support tree construction and obtain a more accurate
result, other PLD sequences that presented high similarity with
L similis PLD sequences were downloaded from the GenBank
database. These sequences included: the described Loxtox for
Lowosceles spiders and FLDs from other genera: [Loxtox il
(EF535250.1); Loxtox i2 (EF5352511); Loxtox i3 (EF5352521);
Loxtox 4 (EF5352531) Loxtox i5 (EF5352541); Loxtox i6
(EF535255.1); Laxtox i7 (EF535256.1); and Phospholipase D iso-
form 1 {GL121905.1)]. The UniProt database was used to download
sequences of: [Phospholipase D LgSicTox-alphalAl ([Q4VDBS);
Phospholipase D Sphingomyelin phosphodiesterase D LrSicTo-
alphalB1 (KK1197251); Phospholipase D LiSicTox-betalD1
(01WE94); Phospholipase D SdSicTox-betalF1 (C0JBS5); Phospho-
lipase D LiSicTox-alphalAla (POCEE0); and Phospholipase D LiR-
ecDT7 (FODMED)] To facilitate the interpretation and visualization
of the phylogenetic tree, PLD sequences downloaded from the nr-
database, along with their described pharmacological activity, are
shown beside the Loxtox s tree. Finally, we used CLC Genomics
Workbench 851 software (https:/fwwwgiagenbioinformatics.
com) to quantify the expression pattern of the complete Losctox
sequences obtained in this work.

3. Results and discussion

The Loxtox protein family is the most studied and well-
characterized group of toxins derived from Loxosceles venoms
(Kurpiewski et al, 1981; Futrell, 1992; Tambourgi et al, 1993;
Kalapothakis et al, 2007; Dias-Lopes et al, 2010; Gomes et al.,
2011; Gremski et al, 2014; Coronado et al, 2015) The set of ho-
mologous genes that code for PLD is well expressed in the venoms
from Loxosceles spiders and their sister genus Sicarius (Kalapothakis
et al, 2007; Fermandes-Pedrosa et al, 2008; Binford et al, 2009;
Gremski et al., 20000

Many reports have shown that native and recombinant PLDs

obtained from Loxosceles venoms provoke a massive inflammatory
response, dermonecrosis, complement-dependent or independent
hemolysis. and platelet ageregation (Barbaro et al, 1996;
Tambourgi et al., 1998; Chaves-Moreira et al., 2009; Tavares et al.
2011; Chatzaki et al, 2012; Pereira et al, 2012, 2014) As these
symptoms are among the most relevant for loxoscelism, PLDs are
considered the key toxins from Loxosceles venom. The possible
biochemical and biological activities of the several Loxtox proteins
are shown in Fig. 3.

The wvenoms of different Loxosceles species have similar
biochemical and pharmacological profiles, including sphingomye-
linasefPLD activity. Our group has been studying the crude venom
fram L similis for the last 10 years (Barbaro et al, 2005; Silvestre
et al., 2005; Binford et al, 2009; Chatzaki et al, 2012; Dantas
et al, 2014) Here, we identified the main PLD toxins from
L similis venom as an important step to understand the venom
composition and its potential effects on humans.

Our bioinformatics analysis generated a total of 31 proteins
with strong similarity to PLDs. Among these sequences, 23 were
complete (see Fig. 1 for details). The 23 complete sequences
showed classic features of Loxtox family proteins, and were
named Loxtox s (letter “s™ from similis). According to their amino
acid sequence similarities, the 23 Loxtox toxins were separated
into 12 subgroups. To classify sequences from the same Loxtox s
subgroup, we included a letter after the group number (e.g.. group
1: Loxtoo 1A, Loxtox s 1B, Loxtox s 1C. Group 2: Loxtox s2A, Loxtost
2B, etc.).

The 23 complete Loxtox sequences are putative Loxosceles PLDs
because they present the well-described active site in their primary
structure, along with the Mg**-binding domain, and matched other
PLDs in the nr-database. When analyzed in the nr-database, these
sequences matched PLDs from other species, such as L intermedia,
L. laeta, and L. goucho. Apart from these 31 sequences, three other
putative PLD sequences were identified. These three PLDs differ
from traditional Loxtox because they lack the Mg®*-binding
domain and contain a catalytic site that differ to the one previously
described for Loxtox proteins. Also, these FLDs presented low
similarity when aligned with Loxtox PLDs,

Fig. 2 shows the alignment of the 23 complete Loxtox s se-
quences. The amino acids (aa) were numbered relative to the
largest sequenced protein, which was Loxtox s94 (372 aa length).
Complete Loxtox 5 toxins are approximately 320 residues in length,
including the signal peptide. Loxtox s proteins presented a signifi-
cant level of identity (from 54% to 99%), in particular in the catalytic
site (marked in red) and the Mg®+-binding domain (marked in
green) (Fig. 2).

One interesting PLD group showed in the alignment was the
Loxtox s7 group (Fig. 2, black arrow). Loxtox s7A was the only
Loxtox protein identified in this work with a mutation in their
catalytic site (Fig. 2, marked in red). Loxtox s7A contained two
arginine residues that replaced histidine residues H43R and H92R
in the catalytic site (Fiz. 2). We also identified two other mutations
in the Mg**-binding domain (Fiz. 2, marked in green), one gluta-
mine replaced a glutamic acid (E76Q) and one glutamic acid
replaced aspartic acid (D78E) Because Loxtox s7A presents muta-
tions in residues that are important for PLD activity [Vuitika et al.,
2013}, this protein may have impaired function, at least for mam-
mals. Therefore, Loxtox s7A could potentially be used in immuni-
zation for serum production. In fact, a number of studies have
already started isolating and characterizing inactive peptides that
are efficient epitopes to generate neutralizing antibodies (Chivez-
Oldrtegui et al, 1997; Moreira-Ferreira et al., 1998; Martin-
Eauclaire et al., 2006; Mendes et al., 2013)
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After the PLD contig sequences from the L similis venom gland
were aligned, a phylogenetic tree was constructed using the 23
complete Loxtox s sequences (Fiz. 3). The sequences of several
PLDs obtained from the GenBank nr-database were also analyzed.
The bootstrap statistical test was used to assess the reliability of
the branches. For this analysis, the reliable bootstrap value was 70.
‘When the bootstrap value was below 70, the evolutionary diver-
gence time on the branch could not be estimated; however, the
grouping according to similarities was not affected. Therefore,
sequences belonging to the same group may exhibit similar
activity.

The third column of Fiz 3 shows the previously described
biochemical and biological activities assigned to FLDs, the se-
quences of which were downloaded from the nr-GenBank data-
base. These PLDs were the most similar ones to the Loxtox groups
described in the present work. The analysis showed two groups,
Loxtox 512 and Loxtox s8, which aligned with toxins from different
spider genera (Fig. 3). Loxtox 512 presented 56% of amino acd
identity with Sphingomyelin Phosphodiesterase D LrSicTox-
alphalBl from the spider Stegodyphus mimosarum, the sequence
of which was directly submitted by Berschgaard group in 2013
(KFM76547). The Loxtox s& group presented an average of 65%
amino acid identity with the Phospholipase D SdSicTox-betallB1bvi
from Sicarius damarensis, of which a partial sequence was published
by Binford et al. (2009).

Using the CLC Genomics Workbench 8.5.1 software to analyze
the expression level of the Loxtox proteins described in this work
(Fiz. 4; Table 1). we concluded that the Loxtox sequences corre-
sponded to 15% of the expression pattern of the L similis venom
gland (Fiz 4A). Of this percentage, Loxtox groups s1 and s11 were
responsible for 72.4% of Loxtox expression. Loxtox 53 group rep-
resented 86X transcripts, and Loxtox s9 represented 83% tran-
scripts, while Loxtox 52 and Loxtox s10 combined represented 8.8%
transcripts. All of the other groups combined corresponded to 1.9%
of Loxtox s expression (Fig. 4B). Loxtox s1 and s11 are the most
expressed Loxtox s proteins, with high similarity (above 89%) to
previously described PLDs (Fiz. 3).

Table 1 shows the percentage expression for each Loxtox s
protein. Loxtox s1A and s1C presented the highest expression
values, 24.798% and 12681%, respectively. Several other Locctox
toxins presented expression percentages between 5% and 10%, such
as 518, s10, s3A, s9A, s11A, and 511D, and might also be important
for envenomation by L similis. The detected incomplete PLDs se-
quences (marked with an asterisk on Table 1) represented a total of
3.645% of Loxtox expression.

Table 2 presents the data obtained from PLD-Ls1, PLD-Ls2, and
PLD-Ls3 (Phospholipase D from Loxosceles similis) after the Blastx
analysis. From these three proteins, only FLD-Ls2 presented com-
plete sequencing. Two of these PLDs matched with PLD enzymes
from spider genera other than Loxosceles. In addition, these PLDs
did not have typical PLD domains, as characterized for the 23
complete Loxtox s sequences. For instance, the catalytic sites for
PLD-Ls2 (Fig. 5. red color) were H'S0, 192 g205 p207 o4 p218

Although all PLD-Ls sequences obtained through RNA-Seq from the
L similis venom gland matched with PLDs, we could not confirm
whether they contributed to venom noxious activity or whether
they were exclusively related to cell metabolism (Table 2). For
instance, PLD-Ls 3 and PLD-ls 2 matched with PLD SEOUCTCES
deduced from a genome study carried out on the spider Steg-
odyphus mimosarum (Table 2), an African social velvet spider that is
found in the eastern regions of southern and eastern Africa and in
Madagascar. Colony propagation is known to ocour by colony-
budding and by the short-distance dispersal of females
(Johannesen et al., 2009). To date, PLD function or cell localization
has yet to be conducted on 5. mimosarum.

PLD-Ls 2 was aligned with Phospholipase D3 from the spider
5. mimosarum (Table 2, Fig. 5) Comparison of the two deduced
mature amino acid sequences showed 93% similarity and 84%
identity. The deduced amino acid sequence for PLD-Ls2 contig (549
aa) showed a predicted molecular mass of 54,30 KDa. PLD-Ls 2 is 93
residues longer than the members of Loxtox 56 group, which is the
largest L. similis Loxtox group, with 372 amino acids in length and a
predicted molecular mass of 42,21 KDa.

The partial sequence described for FLD-Ls1 showed 56% identity
(from residues 135 to 228; data not shown) with a PLD described
for the bacteria Simkania negevensis z, suggesting that an organism
similar to 5 negevensis could be present in the venom gland of
L similis. Alternatively, a gene transfer may have occurred or
contamination may have occurred when removing the venom
gland. However, contamination was unlikely because the venom
glands were carefully removed from the cephalothorax of L similis,
with RNA being extracted immediately. Cordes and Binford (2006)
described strong evidence for the lateral gene transfer of PLD be-
tween spiders and bacteria. However, we suggest the first hy-
pothesis is mast likely, specifically for PLD-Ls1. First, the bacteria
5. negevensis belongs to the Chlamydige class, an obligate intracel-
lular pathogen (Everett et al, 1999) Chlamydin is associated with
respiratory infections, such as pneumonia, bronchiolitis, and
chronic obstructive pulmonary disease in children and adults (Kose
et al. 2015). In addition, 5. negevensis infects and efficiently repli-
cates in insect cells (Sixt et al, 2012). Second, a relationship be-
tween bacteria and arachnida has already been described for the
bacterium Wolbachia and the scorpion Tityus serrulatus (Suesdek-
Rocha et al., 2007). Finally, we found at least 54 different proteins
{others than PLDs) in the L similis transcriptome, which match with
deposited sequences from 5 negevensis =

4. Conclusions

In summary, we presented the first study using NCS for tran-
scriptome analysis of the venom gland of L similis spiders. As a
result, identified 12 groups of PLDs that contain 23 complete and 8
incomplete protein sequences. The 23 complete proteins presented
the conserved domains of the PLDs characterized for Loxosceles
spider venom, and were classified as members of the Loxtox gene
family. Because important characteristics from the Loxtox family

Fig X Lovosceles similis PLO{Laxtox alignment. Ssquences of PLDs from L similis venom were aligned using Chastal W algorithm. The amino acids marked in different chades
dhlmm!ﬁhlmdmmmgm:npm&edxthluammmm:dsmhmmaudsmrhedmnd i Histidine and Tryptop

in lysis for these enxy Therqmmlhdmwn!h:ﬂﬂjhrluﬂplwhhnpmhmindmmm:ﬁudlnpnnnmhtldhtl:hlg"‘
binding domain. Region marked in black represents the signal peptide for each sequence. Sequences indicated with an ammow present a mutation in their catalytic and Mg?*-binding
site. Nodes: accession number for the complete Loxtox proteins: Loxtox_s1A KEUS31936; Loxtox_siB KUZ91937; Lowtox_s1C KUS91938; Loxtox_s1D KLSST939; Loxtox_s2A
HUIB51543; Lowton_s2B KUE91944; Loxtox_s2C KUES1945; Loxtox_s3A KUSH1IS46; Loxtox_sdh KUBS194T; Lomton_s5A KUSS1948; Loxtox_s6A KUE9949; Loxtox_sTA KLE91851;
Lonctoe_s84 KUB91952; Loxtox_s88 KUBSISSS; Loxtox_s8C KUBSISSS; Loxbox_sOA KUS91955; Loodox_s10A KUES1957; Loocho_s10B KUS91958; Lostoo_s114 KUES1960; Lo
be_s10B KUBD1961; Loxtox_s11C KUBSIED; Loxtox_s11D KUSG1963; Loxtox_si2A KUE91966. [Far i Eiom af the o calour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
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Fig. 3. Phylogenetic neighbor-joint tree with the sequenced PLDfLoxtox from Loxosceles similis venom. The proteins downloaded from the CenBank nr-database with high
similarity to the Loxtax s proteins are listed with their original names beside the tree. Loxtox s sequences are separated in 12 groups (si to 512). On the left, it s shown the
phylogenetic tree with the PLDs from L similis venom. The b p values that the cutaff af 70 are shown above the tree branches. The middle column shows
the best nr-database matching proteins for each group of Loxtox < On the right side, the main b ical and biological activith ibed for the PLD datab are
listed. Notes: References: ({Kalapothalis et al., 2007); ¥{Silvestre et al, 2005); YTambourgi et al, 2004); 4{da Silveira et al, 2006) (Chaim et al., 2006); *(Tambourgi et al. 1998);
T(Kusma et al, 2008); %(de Oliveira Christoff e al, 2008); ¥ Chaves-Moreira et al, 2009); ®(Chaves-Moreira et aL, 2011); "(Ullah et al, 2011); 2(Vuitika et al. 2013); "(Catalin et al,
2011 ¥(Binford et al, 2009); B(da Silveira et al, 2007a).
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Fig 4. Loxtox transcripts from Loxosceles similis venom gland. A) The percentage of Lodtox probeins expression wien compared to the whole L dmifis venom gland tran=

seriptome. B) The relative proportion of each Loxtox growp.

Table 1

Expression pattern for the Loxiox s proteins.
Loxtox protein Individual expression, £ GCroup expression, ¥
Loxrox 14 24,7987 53,867
Loxtox 516 61997
Loxrox 51C 126813
Loxtox 510 65496
Loxtox s1E* 36159
Laxtox s1F° 00187
Laxtox s1G” 0.0035
Loxtoe 524 0345 B238
Loxtox 528 46528
Loxtox s2C 1,5509
Loxtox s34 86158 8516
Loxtox sd4 1,0051 1005
Loxtox 554 LTLicE] 0,009
Loxroe s64 0,009 0024
Loxrox s68° o235
Loxrox sTA 01221 0122
Loxtox s84 00226 0,729
Loxtox =88 02931
Loxrox s8C 04136
Loxtox s34 83504 E331
Loxron s96° Ou00E
Loxrox 104 1,5096 548
Loxtox 5108 06365
Loxtox 5100 00022
Loxrox 5114 T4210 18,506
Loxrox s11E 13411
Loxrox s11C 01788
Loxrox 110 95612
Loxtox s11E* 00036
Loxtox s11F 0,004
Loxtox 5124 D025 0002

Motes: Accession number for the incomplete proteins: Looos_s1E KUE91940;
KLE9195% Locrox_s11E KUE91964; Loxrox_si 1F KLIB1965.
* Incomplete sequences detected in this work.

were absent, whereas domains that allowed inferring phospholi-
pase activity were present, three sequences were classified as
phospholipase D from L similis (PLD-Ls). It is unclear whether the
PLD-Ls are directly involved in the envenoming process. For
instance, PLO-Ls may be involved in general physiological processes

Loxtox_s1F KU&31941; Loxtox_s1G KUS91942; Loxtox s6B KUSS1950c Lootox s10C

such as exocytosis, cell migration, and membrane trafficking. Thus,
the present work provided novel information about the Loxtox
gene family from L similis spider venom, opening new paths for the
discussion and investigation of venom composition and its bio-
logical actions.
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Table 2

Bioinformatic data obtained for the PLD-1s (Phospholig D from Lo des similis) pi

Sequence Blast hit Sequencing length X of identity with blast hit Species

(a3)

PLD-Ls 1 Neacylephasphatidylethanol hydralyzing phospholipase D [S. neg 94aa 56 S. negevensis Z (Bacterium)
r
NCBI Reference Sequence: emb|CCBSS8845.1

PLD-Ls 2 Phospholipase D3, partial 478 aa 84 S. mimasarum (Spider)
(Cen!ank. KKIIS759 1)

PLD-Ls3 Neacyl idylethanolamine-hydrolyzing phospholipase D, partial 127 2 77 S. mimosarum (Spider)
(&MKKIZGZW!)

Notes: Abbi is Z (Si is 7). S. (s

Accession number for I!le PLD-Ls proteins: PlD-I.i_l KU891933; PLD-Ls 2 KLBQIQ}‘ PLD-1< 3 KI.I891935.

* References: (Collingro et al, 2011)
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