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Resumo
O loxoscelismo, sintomatologia causada pelo envenenamento por aranhas Loxosceles, € um
problema de saude publica no Brasil atingindo cerca de 8 mil vitimas por ano. Apesar do
avango na caracterizacdo das toxinas destes venenos, pouco se sabe sobre o papel de
modificagbes pods-traducionais (PTMs) e sua relagio com a fisiopatologia do
envenenamento. Dentre as PTMs, a glicosilacdo é uma das mais frequentemente presentes
em proteinas animais e sua presenca esta relacionada, entre outras, com a estabilidade,
solubilidade, interagao celular e molecular de proteinas. Dado a sua importadncia e as
escassas evidéncias experimentais da presenca e papel destas PTMs em toxinas de
artrépodes, nosso grupo se propde, neste trabalho, a investigar a predominancia e
caracteristicas desta modificacdo em toxinas do veneno de Loxosceles. A fim de ter uma
visdo geral da presencga das glicoproteinas no veneno, através de eletroforese bidimensional
corada por um corante glicoespecifico (ProQ Emerald), vimos que de 17 a 43% dos spots na
faixa molecular de importantes proteinas com atividade biolégica no envenenamento, como
fosfolipases D, metaloproteases e hialuronidases foram marcados como glicosilados com
diferentes perfis nas trés espécies estudadas. Além disso, ao utilizar um ensaio de lectina
ligada a enzima a fim de verificar a reatividade dos venenos pelas mesmas, foi observada a
reatividade com ConA, PNA, DBA, e SNA sugerindo a presenca de N- e O-glicosilacbes.
Essa presenga foi confirmada pela analise de peptideos glicosilados, obtidos por
glicoprotedmica bottom-up, contra o banco de sequéncias customizado pelo nosso grupo,
utilizando o software Byonic. Considerando as 3 espécies, 100 sequéncias sem redundancia
de peptideos N- e O-glicosilados foram encontradas em proteinas, como serino e
metaloproteases, e fosfolipases D e A2. Esses sitios de glicosilagdo podem conter de 1 a 22
glicoformas n&o redundantes. As estruturas de N-glicosilagdes encontradas foram em sua
maioria paucimanoses, contudo também foi observada a presenca de oligomanoses e
estruturas complexas/hibridas. Esses achados sdo uma importante contribuicdo para o atual
conhecimento sobre essas moléculas e indicam a importancia das glicosilagbes nesta

peconha e abrem questionamentos a respeito de seu papel no desfecho do loxoscelismo.

Palavras-chave: Loxosceles; Proteinas; PTMs; Glicosilagao; Protebmica.



Abstract
Loxoscelism, symptomatology envenomation by Loxosceles spiders, is a public health issue
in Brazil, affecting around 8,000 victims annually. Despite advances in the characterization of
the toxins of these venoms, little is known about the role of post-translational modifications
(PTMs) and their relationship with the pathophysiology of envenomation. Among PTMs,
glycosylation is one of the most frequently present in animal proteins, and its presence is
related, among others, to the stability, solubility, cellular and molecular interaction of proteins.
Given their importance and the scarce experimental evidence of the presence and role of
these PTMs in arthropod toxins, our group proposes, in this work, to investigate the
predominance and characteristics of this modification in Loxosceles venom toxins. In order to
have an overview of the presence of glycoproteins in the venom, through two-dimensional
electrophoresis stained with a glycospecific dye (ProQ Emerald), we saw that from 17 to 43%
of the spots in the molecular range of essential proteins with biological activity in
envenomation, such as phospholipases D, metalloproteases and hyaluronidases were
marked as glycosylated with different profiles in the three studied species. Furthermore,
when using an Enzyme-linked lectin assay in order to verify the reactivity of the venoms by
them, reactivity with ConA, PNA, DBA, and SNA was observed, suggesting the presence of
N- and O-linked glycosylations. This presence was confirmed by the analysis of glycosylated
peptides, obtained by bottom-up glycoproteomics, against the sequence bank, customized
by our group, using the Byonic software. Considering the three species, 100 sequences
without redundancy of N- and O-linked glycosylated peptides were found in proteins, such as
serine and metalloproteases, and phospholipases D and A2. These glycosylation sites can
contain from 1 to 22 non-redundant glycoforms. The N-linked glycosylation structures found
were mostly paucimannose, however, the presence of oligomannose and complex/hybrid
structures was also observed. These findings contribute to the current knowledge about
these molecules, indicating the importance of glycosylations in this venom and raising

questions about their role in the outcome of loxoscelism.

Keywords: Loxosceles; Proteins; PTMs; Glycosilation; Proteomics.
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1.INTRODUGCAO

1.1.Aranhas do género Loxosceles

Popularmente conhecidas como aranha-marrom, aranha-violino ou brown
recluse, as aranhas do género Loxosceles, identificadas em 1832 por Heineken e
Lowe, estdo distribuidas em todo o mundo (WORLD SPIDER CATALOG, 2022).
Pertencentes a familia Sicariidae, as aranhas deste género sdo pequenas, com
corpo de 1 a 3 cm, mas com patas longas. Os nomes populares se baseiam em
suas principais caracteristicas como coloragdo amarronzada com diferentes
tonalidades entre as espécies, e a presenga de uma mancha em formato de violino
no dorso do cefalotorax (figura 1A). Entretanto, sua principal caracteristica para
identificacdo séo os trés pares de olhos dispostos em um semicirculo (PETERSON,
2006), pois apenas aranhas dos géneros Loxosceles, Sicarius e Scytodes possuem
trés pares de olhos (figura 1B) (SWANSON; VETTER, 2006) enquanto a maioria das

aranhas possui oito olhos.

K

Figura 1 — Aranha do género Loxosceles. (A) Coloracao marrom e a mancha em formato
de violino no cefalotérax (circulo branco) (retirado de rentokil.com). (B) Destaque da mancha
em formato de violino (seta preta) e os 6 olhos dispostos em semicirculo em 3 pares (setas

brancas) (imagem adaptada de Getty Images).

As aranhas do género Loxosceles possuem habitos noturnos e se abrigam, quando
em ambiente natural, embaixo de rochas e troncos, sendo muito encontradas em

cavernas. Porém, estdo também amplamente presentes em ambientes antropicos,
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podendo estar escondidas em sapatos, roupas de cama, quadros e moveis
(FUTRELL, 1992; GERTSCH, 1967). Possuem uma alimentacdo baseada em
pequenos insetos e ndo sdo consideradas como agressivas, mordendo apenas
quando se sentem ameacgadas, ou s&o pressionadas por acidente (FUTRELL, 1992;
RUSSELL; WALDRON; MADON, 1969).

Dado o avanco da urbanizacéo nas cidades, e a capacidade das aranhas-marrom de
sobrevivéncia e adaptagao a diferentes ambientes (APPEL et al., 2005), cada vez ha
mais relatos da presenga desses animais em ambientes wurbanos e
consequentemente o aumento do numero de acidentes. No Brasil, apesar de serem
encontradas em todo pais, as regides com mais casos reportados sdo as mais
populosas e urbanizadas, Sul com em média 7 mil casos e Sudeste com
aproximadamente mil casos notificados por ano, enquanto no Brasil inteiro, tem em
média 8600 casos (SAUDE., 2021). Das 19 espécies descritas no pais, as 3
principais de importancia médica, ou seja, que estdo envolvidas nos acidentes com
humanos, sdo a Loxosceles intermedia, L. gaucho e L. laeta (COUTINHO et al.,
2014; HUBICHE; DELAUNAY; DEL GIUDICE, 2013; ISBISTER; FAN, 2011;
MALAQUE et al., 2002; OLIVEIRA-MENDES et al., 2020; PEZZ| et al., 2016;
TAMBOURGI et al.,, 2004; WORLD SPIDER CATALOG, 2022; ZAMANI;
RAFINEJAD, 2014)

1.2 Loxoscelismo: Aspectos da doenga, diagnéstico e tratamento

Considerado um grave problema de saude publica no Brasil, os sinais clinicos
causados pelo envenenamento das aranhas do género Loxosceles sdo conhecidos
como loxoscelismo. A principal dificuldade de identificagdo da ocorréncia do
envenenamento se da pelo fato da mordida das aranhas-marrom ser relativamente
indolor. No entanto, a manifestagcao de dor e queimacéao leve a moderada comeca
apos 2 a 8 horas do acidente (SWANSON; VETTER, 2006). Apos 12h a 24h da
mordida, sinais mais graves como edema, formacao de bolhas, eritema e equimose
comegam a aparecer, e geralmente € quando a maioria das vitimas vao procurar
atendimento. No Brasil, ndo ha até o momento um exame especifico disponivel
comercialmente para o diagndstico do loxoscelismo, portanto este € pautado nas
caracteristicas clinicas e epidemioldgicas apresentadas pela vitima.
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Dentre essas caracteristicas clinicas, as mais comuns sao as manifestacbes
cutaneas (Figura 2), que podem evoluir chegando ao sintoma classico de modidas
por Loxosceles, a dermonecrose (BARRETTO; CARDOSO; DE CILLO, 1985;
FUTRELL, 1992). Alguns casos (~1 a 27%) evoluem para o quadro sistémico, ou
cutaneo-visceral, que além da lesdo necrotica na pele, o paciente pode desenvolver
insuficiéncia renal, hemdlise intravascular e convulsées (CHAIM et al., 2006; DA
SILVA et al., 2004; FUTRELL, 1992).

O tratamento para os casos de loxoscelismo utilizado atualmente depende da
gravidade da doenga, que pode ser estimada por exames laboratoriais nao
especificos, e caracteristicas clinicas (FRANCA; BARBARO; ABDULKADER, 2002;
MALAQUE et al., 2011). Nao ha um consenso terapéutico em todo o mundo, mas no
Brasil, para casos leves, geralmente ocorre a administracdo de analgeésicos, anti-
histaminicos e corticosteroides. J& em casos moderados e graves, é utilizado no
Brasil, e em alguns outros paises da América latina, o antiveneno (SAMS et al.,
2001; SAUDE., 2001). Atualmente ha disponivel no Brasil dois soros para o
tratamento: o soro antiloxoscélico (SALox) produzido pelo CPPI, com indicagao
especifica para acidente com as aranhas do género Loxosceles e o antiaracnidico
(SAA) produzido pelo Instituto Butantan indicado para o tratamento de acidentes por
aranhas dos géneros Loxosceles e Phoneutria (aranha armadeira), e escorpides do
género Tityus (escorpido-amarelo) (SAUDE., 2017). Contudo, a eficacia da
soroterapia € ainda muito debatida na literatura, dada algumas importantes
limitagbes como a variabilidade de imunogenicidade, reagbes adversas e a
diminuicao de eficacia apds 48h da mordida, tempo que as vezes é insuficiente para
os pacientes procurarem atendimento e terem o diagndstico correto (DA SILVA et
al., 2004; HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004; ISBISTER et al., 2003; ISBISTER;
FAN, 2011; LOPES et al., 2020; PAULI et al., 2009).
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Figura 2: Manifestacdao cutanea do loxoscelismo. Evolugdo da manifestagéo cutanea do
loxoscelismo em membro de paciente pediatrico. A lesao 24h pds-mordida € caracterizada
por edema, eritema e hematoma extenso. Apds 48h é possivel observar a formacao da
dermonecrose, intensa atividade hemolitica que evoluiu e expandiu com o tempo. Nesse

caso houve extenso dano tecidual que se prolongou por mais de 9 dias (SILVA, 2019).
1.3 Composicao do veneno

O veneno de aranhas do género Loxosceles € um complexo de biomoléculas que
pode variar conforme sexo, idade, espécie, habitat, nutricdo e tamanho do individuo
(revisado por GREMSKI et al., 2014). Os constituintes do veneno possuem diversas
propriedades biolégicas que atuam em uma série de moléculas especificas e
inespecificas com o principal objetivo de imobilizar e capturar suas presas, que sao
principalmente insetos (RASH; HODGSON, 2002), o que justifica grande parte do
transcrito da glandula de veneno ser composto de toxinas inseticidas (LiTx 1, 2, 3 e
4) (GREMSKI et al., 2010) (Figura 3). Porém, além da predagao, as aranhas-marrom
também utilizam o veneno para sua defesa, e em casos de acidentes com humanos,
as toxinas que compdem o veneno tém grande importancia nas manifestagdes
clinicas do loxoscelismo citadas anteriormente. A gravidade dessas manifestagdes
clinicas pode variar geograficamente e conforme a espécie de Loxosceles
responsavel pela mordida (ABDULKADER et al.,, 2008; BARBARO; CARDOSO,
2003; HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004; ISBISTER; FAN, 2011). Por isso, varios
grupos se empenharam no estudo da composigdo do veneno de cada espécie de

importancia meédica.
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A primeira analise do transcriptoma do género Loxosceles foi reportada por
Fernandes-Pedrosa e colaboradores em 2008. Utilizando a estratégia “Expressed
Sequence Tags (EST)” e sequenciamento de Sanger, fizeram um estudo do
transcriptoma da glandula de veneno de L. /aeta brasileira. Em 2010, Gremski e
colaboradores sequenciaram ESTs de uma biblioteca de cDNA construida a partir de
glandulas de veneno de L. intermedia. Como € possivel observar na Figura 3, a
principal diferenga no perfil do transcriptoma do L. infermedia para o de L. laeta foi a
descricdo de toxinas da familia LiTx que se encontra em maior abundancia no
veneno de L. intermedia seguida pelas Fosfolipases D ou esfingomielinases D
presente em ambas as andlises com pouca diferenga na expressao, 16,3% em L.
laeta (Figura 3A) e 20,2% em L. intermedia (Figura 3B). Metaloproteases também
foram encontradas em ambos os transcritos com uma diferenga significativa de
proporgao, 22,6% em L. intermedia e 8,2% em L. laeta. J& em menor porcentagem,
mas com grande importancia descrita no envenenamento por animais pegonhentos,
foram observadas a presenga de hialuronidases e serino-proteases (FERNANDES-
PEDROSA et al., 2008; GREMSKI et al., 2010) (Figura 3).

A B ) TCTP
Serine-protease 0.4% Venom allergen
Venom allergen 11, 0.6%  gorine protease, 0.5% 0.5% 0.2%
PDI, 0.7%
LM protein, 0.8% Lectin, ATP-binding, 0.4% Naurolole‘l;; e Hyah;n;;:dasa
. Tubulin, 0.8% 0.5% Ubiquitin, 0.4% i
Chitinase, 0.9% LiTx4 Serine protease inhibitor
Myosin, 1.2% LiTx1 3.8% 0.1%

1.4%

Hsp, 1.5%

Actin, 1.8%

Troponin, 2.5%

6.2%
5'-nucleotidase, 1.3%
) . LiTx2
SISy protek, LS _\. Sphingomyelinase D, 16.3% 4%

Elongation Factor,

Phospholipase-D
20.2% Astacin-like

metalloprotease
22.6%

Unknown Function, 3.5%

Figura 3 - Transcriptoma da glandula de veneno de L. laeta e intermedia. Proporgdes
relativas dos grupos de toxinas sobre o total de transcritos da glandula de veneno de A)
Loxosceles laeta (adaptado de (FERNANDES-PEDROSA et al.,, 2008) e B) Loxosceles
intermedia (GREMSKI et al., 2010).

LiTx3
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Estudos do transcriptoma de outras espécies de Loxosceles, como a L. laeta
peruana, e Loxosceles similis também foram relatados utilizando a abordagem
RNAseqg-Sequenciamento de nova geragédo (NGS) apontando para perfil semelhante
de grande abundancia de fosfolipases D e metaloproteases, mesmo com algumas
diferengcas de proporgdo (DANTAS et al.,, 2016; MEDINA-SANTOS et al., 2019,
2022). Medina-Santos e colaboradores em 2022 também avaliaram algumas
atividades, como a hialuronidasica e proteolitica, observando algumas diferengas
entre as espécies L. laeta brasileira e peruana.

As fosfolipases D (PLDs) sao as principais responsaveis pela atividade
dermonecrdética, caracteristica classica das manifestagdes cutadneas do loxoscelismo
(TAMBOURGI et al., 1998). Essa enzima possui massa molecular entre 30-35 kDa e
faz parte de um grupo de hidrolases fosfodiéster, cuja fungdo esta relacionada ao
metabolismo de lipidios (GREMSKI et al., 2014; LEE; LYNCH, 2005; RIVERA et al.,
2015). As PLDs possuem diferentes proteoformas, que podem variar conforme a
espécie e no efeito no envenenamento, pois apesar de apresentarem muitos
aminoacidos conservados, o que justifica os perfis bioquimicos e farmacoldgicos
semelhantes, ha grupos de proteoformas com diferentes atividades
esfingomielinasicas e hemoliticas entre elas (DANTAS et al., 2016; GREMSKI et al.,
2014). Também fundamentais na evolugdo do quadro do envenenamento estao as
metaloproteases. Essas enzimas fazem parte da familia das proteases semelhantes
a astacina e sao consideradas endopeptidases que possuem agéo fibrinogenolitica e
gelatinolitica (FEITOSA et al., 1998) pois atuam na clivagem de fibras de colageno,
fibronectina e laminina, dentre outros componentes da matriz extracelular. Desse
modo, auxiliam principalmente na propagacgao da lesao e foi relatado uma possivel
influéncia na disseminacgao sistémica de outras toxinas nas vitimas (DA SILVEIRA et
al., 2007; TREVISAN-SILVA et al., 2010).

Também pertencente a familia das enzimas proteoliticas, estdo as serinoproteases,
em menor proporgdo nos transcritos no veneno Loxosceles (FERNANDES-
PEDROGSA et al., 2008; GREMSKI et al., 2010), e assim como outras proteases, tém
uma contribuigdo na atividade gelatinolitica. Essas enzimas podem atuar na
destruicdo tecidual local e interferir na coagulagdo sanguinea e na fibrindlise por

possivelmente promoverem acgdes secundarias especificas como complementagao
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e/ou ativagao de outras toxinas (DEVARAJA et al., 2010; KINI, 2006; VEIGA et al.,
2000).

Outra importante proteina pouco expressa no transcriptoma de aranhas-marrom é a
hialuronidase, que desempenha principalmente a fung¢do de difundir o veneno
(GIRISH et al.,, 2004; KREIL, 1995). Atuam degradando o acido hialurénico,
composto amplamente presente na matriz extracelular de vertebrados. Desse modo,
reduz a rigidez da matriz extracelular e provoca aumento de sua permeabilidade
(FERRER et al., 2013; NAGARAJU; DEVARAJA; KEMPARAJU, 2007).

Além dessas proteinas, estdao envolvidas na toxicidade do veneno diversas outras
biomoléculas, como alérgenos, fatores de inflamacao, outras proteases e, também
as fosfolipases A2 (PLA2). Embora pouco relacionada ao envenenamento por
Loxosceles, as PLA2 em geral estdo envolvidas na liberagcdo de componentes que
induzem uma série de respostas patoldgicas, incluindo processos proé-inflamatorios,
agregacao plaquetaria e hiperpermeabilidade endotelial (FUTRELL, 1992; WRIGHT
et al., 1973) e foi identificada por dos Santos e colaboradores em 2009, através de
uma abordagem protebmica, no veneno de aranhas deste género. Além disso,
propuseram um mecanismo de agao multifatorial do veneno de Loxosceles incluindo
as fosfolipases A2 com possivel envolvimento nas alteragbes do fluxo sanguineo
que podem resultar em edema e isquemia, e juntamente com outros fatores
inflamatdrios, peptidases e lipases foi proposto que podem contribuir também para a
evolugdo dos quadros sistémicos, principalmente nos rins (DOS SANTOS et al.,
2009). Contudo, testes de atividade dessa classe enzimatica no veneno ainda nao
possuem dados suficientes para compreender melhor seu envolvimento no
envenenamento por Loxosceles, assim como ja foi demonstrado para venenos de
diferentes espécies de serpentes (FULY et al., 2007; STRAUCH et al., 2013).

Diante da complexidade que essas toxinas apresentam, € um grande desafio
caracterizar e elucidar os aspectos moleculares do envenenamento. Ao longo dos
anos, grupos de pesquisa tém se empenhado para compreender melhor os
componentes proteicos presentes nas toxinas animais, sobretudo aquelas de
importancia médica (GREMSKI et al., 2014). Tanto estudos de transcriptdmica

quanto de proteOmica corroboram a presenca dessas proteinas citadas em
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diferentes espécies de Loxosceles com expressdes distintas entre elas (DOS
SANTOS et al., 2009; FERNANDES-PEDROSA et al., 2008; GREMSKI et al., 2010;
MACHADO et al., 2005; MEDINA-SANTOS et al., 2022; MORGON et al., 2016;
TREVISAN-SILVA et al., 2017) Um esquema geral sobre as principais toxinas
envolvidas no envenenamento por Loxosceles e seus provaveis efeitos pode ser

visto na Figura 4.

Loxosceles venom

S) napmssvsr:?r::pmla'n Allergenic protein
i Y U 7
Neurotoxicity forup T) Allergy
Proteinases, peptidases, hyaluronidases,
PLAZ, lipases, HSP-60, inflammatory factors,
chemotaxins, neurotoxins, neurotransmitter transporters,
proteinases inhibitors, SOD, catalase, allergenic protein
Vacuolating PLAs
cytotoxin PLA2 Proteases
Cell's "6'9339 of Serine|proteinase .AttaCK 1
cytokines Kidney cells
Shingomyelinases
Hyaluronidases Complement
Melatlop(oteunases activation
Proteinases
FML-related| protein
Degradation of extracellular matrix Erythrocytes
FML-related protein Propagation of lesion
inflammatory factor
PLAs
Lipases
Shingomyelinases Nemrophllls 3y
Inflammatory and Hyaluronidases damage
Immune reactions Metalloproteinases :
Proteinases Hemolysm
Y
Dermonecrosis
PLAs
Proteinases 5 5
Rabdomyolysis Renal failure

Figura 4- Proteinas do veneno de Loxosceles intermedia e suas fungdes. Esquema que
apresenta os principais efeitos do envenenamento por aranhas do género Loxosceles e as
proteinas que podem estar envolvidas nos diferentes mecanismos que levam aos quadros

cuténeo e cutaneo-visceral do loxoscelismo (DOS SANTOS et al., 2009).

1.4 Modificagbes pos-traducionais em toxinas de artrépodes

A diversidade de toxinas presentes nestes venenos € responsavel pela fisiopatologia
do envenenamento. Essa diversidade pode ser ainda maior devido as modificagbes
pos-traducionais, pois esta contribui para o aumento da complexidade molecular de
proteinas no geral, o que pode impactar em sua funcdo (WALSH; GARNEAU-
TSODIKOVA; GATTO, 2005).
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As modificagdes poés-traducionais (PTMs, sigla em inglés) sdo modificagdes que
ocorrem apds ou durante o processo de tradugao. Sdo caracterizadas pela remogao
de um ou mais aminoacidos do grupo amino-terminal, adigdo ou remog¢ao de grupos
quimicos ou biomoléculas a certos residuos de aminoacido e clivagem proteolitica
(HOSSAIN, 2020). As PTMs sao amplamente conhecidas pela sua fungao
reguladora das caracteristicas fisico-quimicas das proteinas, modulando suas
funcdes e interagbes. Essas modificagdes tém grande importédncia na manutengéo
da integridade celular, e em alguns casos possuem um mecanismo protetor contra
protedlise, uma vez que conferem maior estabilidade proteica e também mascaram
sitios de clivagem (WALSH; GARNEAU-TSODIKOVA; GATTO, 2005) Contudo, a
presenca de PTMs ainda é pouco explorada na toxinologia, mas diante das diversas
funcdes que desempenham, é muito relevante para compreensao da base molecular

do envenenamento.

Dentre as mais de 300 PTMs conhecidas com possivel relevancia biologica, a
amidacao e ligagao dissulfeto sdo as mais exploradas e bem caracterizadas em
venenos de artropodes (DE MELO-BRAGA et al., 2022). Essas modificacbes estao
envolvidas na modulacido da afinidade de importantes proteinas de escorpides para
canais idnicos dependentes de voltagem como de sodio e potassio, afetando na
poténcia e toxicidade do veneno e na estabilidade da conformacéao tridimensional
dessas proteinas (BENKHADIR et al., 2004; PINEDA et al., 2020; ZHU et al., 2002).
Contudo, ha diversas outras PTMs, muito frequente em proteinas animais, mas
muito pouco estudadas ou descritas em proteinas de venenos de artropodes
anotadas no UniProtKB/Swiss-Prot. A glicosilagcdo € um exemplo de PTM muito
importante e frequente. Khouri e colaboradores em 2011 demonstraram que essa é
a modificacdo pos-traducional com dados putativos descritos com maior frequéncia
no UniProtKB/Swiss-Prot e a 32 mais frequente baseada em dados experimentais
(KHOURY; BALIBAN; FLOUDAS, 2011). Além disso, a ocorréncia da glicosilagao é
essencial para diversos processos estruturais e funcionais em proteinas, como
enovelamento, estabilidade, solubilidade, atividade e especificidade enzimatica,
protegcao contra proteases, e até mesmo pode impactar na sobrevivéncia em alguns
organismos multicelulares se retirado os glicoconjugados em um estagio inicial de
desenvolvimento (TAYLOR, MAUREEN E. DRICKAMER, 2011).
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1.4.1 Glicosilagdo em proteinas do veneno de artréopodes

A glicosilagdo é uma das PTMs mais complexas, que se caracteriza pela adigdo de
unidades de carboidratos a cadeia lateral de residuos de aminoacidos especificos
em proteinas. Existem diferentes tipos de glicosilagdes, sendo as mais comuns as N-

e O-glicosilagdes.

Na N-glicosilacdo, os carboidratos (ou glicanos) estdo ligados covalentemente ao
atomo de nitrogénio amidico na cadeia lateral da asparagina, na sequéncia
consenso NXT/S (onde N é asparagina, X é qualquer aminoacido exceto prolina, T é
treonina e S é serina) (GAVEL; HEIJNE, 1990). Entretanto, nem todos os sitios
putativos observados na sequéncia de aminoacido serao glicosilados, pois depende
de outros aspectos como, por exemplo, o tipo de célula que a proteina € expressa e

de sua estrutura.

A biossintese da N-glicosilagéo se inicia com a construgdo de um glicano precursor
que sera carregado, ao final de um longo processo envolvendo enzimas, por um
transportador lipidico, contido no reticulo endoplasmatico (RE) (BURDA; AEBI,
1999). No RE também vao ocorrer algumas modificacbes como a adicdo de um
grupo GIcNAc para formar o nucleo da quitobiose, uma caracteristica de todos N-
glicanos eucaridticos, e posterior extensdes desse nucleo envolvendo adicédo de
residuos de manose. Uma vez que o precursor se liga a um complexo
oligoasacariltransferase (OST), o processamento da N-glicoproteina prossegue
sofrendo a agao de glicosidases que clivam residuos de glicose até que as N-
glicoprotetinas devidamente dobradas sdo exportadas para o Golgi, onde os N-
glicanos séo processados em oligomanoses, paucimanose ou glicanos complexos e
hibridos (Figura 5) (SCHACHTER, 2009; WALSKI et al., 2017). Os dois primeiros
sdo 0s mais comumente encontrados em invertebrados e representam mais de 90%
de todos os N-glicanos identificados em insetos (AOKI et al., 2008; FABINI et al.,
2001; LEONARD et al., 2006; SARKAR et al., 2006), enquanto que, quantidades
muito maiores de N-glicanos complexos estdo presentes em vertebrados
(SCHACHTER, 2009). Para a maioria das N-glicoproteinas, termina nesta fase o
processamento dos glicanos, eles estdo prontos para serem entregues as organelas,

membrana plasmatica ou ser secretada pela célula.
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Figura 5- Principais classes de N-glicanos de mamiferos. Divisdo das classes de N-
glicanos mais frequentes em N-glicoproteinas de mamiferos. As 3 classes principais sao:
ricos em manose, complexos e hibridos. N-glicanos do tipo paucimanose e de nucleo
quitobiose ndo sdo convencionais em células de mamifero, mas muito comumente
encontrados em insetos. Ao lado esta representado os residuos de monossacarideos, seus
simbolos e massas monoisotdpicas residuais fornecidas (THAYSEN-ANDERSEN; PACKER,;
SCHULZ, 2016).

Enquanto que a O-glicosilagdo ¢é iniciada pela ligagdo de uma unica molécula de
glicano ao atomo de oxigénio na cadeia lateral de serina ou treonina em uma cadeia
polipeptidica. Essa ligacdo acontece no Golgi frequentemente pela adicdo de N-
acetilgalactosamina (GalNAc) a polipeptideos recentemente traduzidos. A GalNAc
ligada ao peptideo pode ser ainda estendida com residuos de galactose (Gal) e N-
acetilglicosamina (GIcNAc) e resulta na sintese de diferentes estruturas centrais de
O-glicanos. Em insetos, o primeiro carboidrato pode ser ainda estendido de forma
gradual para formar cadeias de oligossacarideos que consistem geralmente em até
quatro residuos, mas também sao possiveis glicanos mais elaborados (AOKI et al.,
2008; GAUNITZ et al., 2013).

Apesar de ser uma das PTMs mais frequentemente descritas no UniProtKB/Swiss-
Prot em outros organismos (KHOURY; BALIBAN; FLOUDAS, 2011), ha muito
poucos dados de glicosilagado no veneno de artropodes, com um total de apenas 118
entradas (DE MELO-BRAGA et al., 2022). Destas entradas, 83% sao dados
putativos, sendo que a maioria € de N-glicosilagbes baseada na presenca da
sequéncia consenso (NxT/S) e apenas 9% possuem evidéncias experimentais (DE

MELO-BRAGA et al., 2022). Dentre os poucos dados experimentais, N-glicosilacbes
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e O-glicosilagdes foram caracterizadas em toxinas de animais como vespas, abelhas

e escorpides.

Em vespas, o principal componente alergénico, o Antigeno 5, e outras proteinas
como fosfolipases A1 e hialuronidases foram identificados com possiveis sitios de
glicosilagdo e em alguns casos houve a confirmagao por gel bidimensional e analise
LC-MS/MS. Embora o papel dessas modificagbes em algumas dessas toxinas ainda
nao esteja elucidado, foi proposto que poderiam constituir determinantes
imunogénicos secundarios para IgE e contribuir para solubilidade, estabilidade e
resisténcia as proteases (DOS SANTOS-PINTO et al.,, 2014; MONSALVE et al.,
2020). Diversas proteinas como outras fosfolipases A2 e neurotoxinas de diferentes
espécies de escorpides também foram relatadas como glicosiladas e caracterizadas
quanto a composi¢ao dos carboidratos (VALDEZ-CRUZ; BATISTA; POSSANI, 2004;
VERANO-BRAGA et al., 2013).

Uma das proteinas com mais registro putativo de N-glicosilagdo em toxinas de
artropode encontradas no UniProtKB/Swiss-Prot sdo as fosfolipases D (DE MELO-
BRAGA et al., 2022). Como mencionado anteriormente, essa € uma das proteinas
mais abundantes encontradas no transcriptoma da glandula de veneno de aranhas
do género Loxosceles (FERNANDES-PEDROSA et al., 2008; GREMSKI et al., 2010;
KALAPOTHAKIS et al., 2007; MACHADO et al., 2005; MEDINA-SANTOS et al.,
2022). Até o momento, existe apenas um trabalho na literatura sobre a importancia
da glicosilagdo em atividades do veneno de L. intermedia (VEIGA et al., 1999). Esse
estudo demonstrou por ensaios in vitro e in vivo que alguns efeitos do
envenenamento, como dermonecrose e a atividade gelatinolitica, diminuiram ao
remover a glicosilacdo das proteinas do veneno por meio de glicosidases. Porém,
em outros efeitos como a agregacdo plaquetaria e fibrinogenolitica ndo foi
identificada uma diferenga. Algumas das limitagdes deste estudo é que nao houve
uma caracterizacdo das proteinas glicosiladas do veneno e nao foi possivel
determinar o impacto estrutural apds utilizagdo dessas glicosidases, sendo essa
diminuicdo de fungdo observada por possiveis outros fatores como agregacgao,

mudanca conformacional, dentre outros.
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1.5 Técnicas e métodos de identificagao de glicoproteinas

A busca pelo entendimento do glicoproteoma desenvolveu-se a partir do momento
que foi observado uma aparente influéncia dos padrées de glicanos nas células na
progressao de neoplasias, infec¢des, dentre muitas outras doencas (FREEZE et al.,
2014; LOWE; MARTH, 2003; STANLEY, 2016)

Os estudos sobre o glicoproteoma tém grande relagdo com as demais técnicas
Omicas como a protedmica, transcriptbmica e genbmica. Porém, a enorme
plasticidade estrutural dos glicanos, visto que, ha varios fatores que influenciam na
sua expressao, como por exemplo nutrientes, transcriptoma, proteoma, pH e
maquinaria secretora, torna seu entendimento ainda mais dificil (revisado por
SCHJOLDAGER et al., 2020) Portanto, a combinagdo dessas técnicas tem se
mostrado uma poderosa estratégia para estudos em larga escala do glicoproteoma,

inclusive para explorar a complexidade de venenos (AlLI et al., 2020).

A glicoproteémica tem obtido muitos avancos diante da ascens&o de instrumentos e
técnicas capazes de analisar o repertorio dos glicoconjugados em sitios de ligagao
especificos de proteinas, além de determinar quais tipos de glicanos estdo sendo

expressos ou secretados num momento especifico.

A analise do perfil glicoprotedmico de uma amostra complexa pode se dar de varias
formas. Uma das técnicas para avaliagao do glycoprofiling é o gel bidimensional (Gel
2D) com coloragao especifica para detecg¢ao de glicoproteinas. O Gel 2D consiste na
utilizagao de tiras de géis que possuem pH imobilizados, variando em tamanho (7 a
18 cm), pH (3-10; 4-10; 7-10, dentre outros) e linearidade (linear ou nao linear). No
Gel 2D, as proteinas sado separadas pela sua carga, especificamente pelo seu ponto
isoelétrico (pl) (isoeletrofocalizagdo), na primeira dimenséo, e pela massa molecular
na segunda dimenséo através do SDS-PAGE. Nesse sentido, o gel 2D fornece uma
separacdo de amostras complexas, sendo possivel visualizar diferentes
proteoformas, se houver. Um dos métodos mais utilizados para a deteccdo de
glicoproteinas em géis envolve a reagdo de grupos de carboidratos por um
mecanismo de acido periddico/base de Schiff (PAS, sigla em inglés). Por esse
meétodo, os carboidratos sdo oxidados pelo acido periédico seguido de conjugacao

com um substrato cromogénico ou fluorescente, diretamente, ou indiretamente por
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substratos enzimaticos ou anticorpos (HART et al., 2003). Desse modo, o gel 2D é
capaz de fornecer uma visdo geral simples do perfil glicoprotedbmico daquela

amostra.

Para além da presenga de glicoproteinas em uma amostra, € muito importante a
compreensao, ao menos parcial, das estruturas de glicanos presentes nas proteinas,
dada sua influéncia nas caracteristicas fisico-quimicas das proteinas e possiveis
influéncias na fungdo desempenhada por estas. Diversas metodologias analiticas
como ressonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de massa por ionizagao
por electrospray (ESI-MS) ou por ionizagdo por dessorgdo a laser assistida por
matriz (MALDI-MS) e eletroforese capilar (CE) foram desenvolvidas e possuem
amplo uso (RAMAN et al., 2005). Essas técnicas sao frequentemente utilizadas em
conjunto e sdo complementares. Contudo, a espectrometria de massa (MS) é a mais
adequada e amplamente utilizada, visto que as glicoproteinas geralmente sdo uma
mistura macro e micro-heterogénica e estdo em alguns casos presentes em baixa
abundancia (SHAJAHAN et al., 2017).

A utilizacdo da espectrometria de massa foi um dos determinantes para revelar a
enorme complexidade das proteinas dos venenos, incluindo a identificacdo e
caracterizagcao de PTMs, como a glicosilagdo. Duas principais abordagens ja foram
utilizadas para caracterizacdo de venenos: top-down e bottom-up. A estratégia top-
down, direcionada para analise de proteinas intactas, permite uma caracterizacao
mais abrangente por conseguir identificar e caracterizar a nivel de proteoformas, e
seu uso tem ganhado espago no estudo de venenos (MELANI; NOGUEIRA;
DOMONT, 2017). Em 2013, Verano-Braga e colaboradores cunharam o termo “top-
down venomics” e conseguiram, utilizando LC-MS/MS e sequenciamento de novo,
identificar peptideos menores que 10 kDa do veneno de Tityus serrulatus,
desvendando o papel da protedlise na diversidade molecular de toxinas de
escorpides. Além disso, identificaram a presenga de fosforilagdo em toxinas
conhecidas de T. serrulatus, a Hipotensina 1 e Hipotensina 2. Nesse estudo também
foram encontradas 98 N-glicopeptideos sendo que 68% supostamente continham
acido sialico, além de identificarem um sitio putativo de N-glicosilagdo em um
Tityustoxina15, uma toxina que bloqueia a corrente de potassio nos canais Kv 1.2 e
Kv 1.3 (VERANO-BRAGA et al., 2013). Outros grupos também obtiveram 6timos
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resultados para sequenciar e analisar toxinas de diversos outros animais
peconhentos como abelhas e serpentes (BARACCHI et al., 2013; PETRAS et al.,
2015). Apesar dos avangos dessa técnica na toxinologia, sua aplicagdo na maioria
dos laboratérios ainda é um desafio, um dos motivos é a dificuldade na separacao e
fragmentacdo de proteinas por espectrometria de massa. Portanto a abordagem
boftom-up ainda é uma das mais utilizadas se tratando de analises menos
“‘complexas”, como por exemplo para identificar a proteina, além de suas PTMs,
como a glicosilacdo. Na estratégia boffom-up sao utilizadas enzimas especificas

para digestao da proteina em peptideos, sendo a tripsina uma das mais utilizadas.

ApoOs a etapa da digestao, é feito o processo de enriquecimento de glicopeptideos,
pois apesar da glicosilagdo ser uma modificagdo comum encontrada na natureza
(DOS SANTOS-PINTO et al., 2014), esta etapa visa a melhora da sensibilidade para
um estudo com maior cobertura. A captura de glicopeptideos/proteinas por
cromatografia de afinidade por lectinas, cromatografia liquida de interagao hidrofilica
(HILIC) e também cromatografia por Diéxido de Titanio (TiO2) sdao as principais
estratégias utilizadas (SHAJAHAN et al., 2017) podendo ser utilizadas
separadamente, mas ao serem combinadas aumenta ainda mais a cobertura da
vasta floresta de glicanos presentes. Um exemplo de combinagdo dessas e outras
técnicas para o estudo do proteoma em veneno de artropodes foi o trabalho
desenvolvido por dos Santos e colaboradores em 2010 que detectou 14 proteinas
glicosiladas utilizando o gel bidimensional e corante especifico para glicosilagao

citado anteriormente.

E por fim, a analise computacional integrada a essas técnicas permite a anotagao e
identificacdo de glicopeptideos. O desenvolvimento de diversos softwares
comerciais e académicos auxiliam na desafiadora tarefa de atribuir corretamente a
composi¢cao de um glicano ou mesmo a posicdo em que se encontra. Dentre eles
estdo o Protein Prospector, glyXtool MS, GlycoPAT, Byonic, IQ-GPA, entre outros.
Um estudo comunitario de 2021 conduzido pela iniciativa “HUPO Human
Glycoproteomics Initiative” reuniu desenvolvedores e usuarios de software de
glicoprotebmica a fim de avaliar estratégias para melhor solucionar os grandes
desafios nas analises de glicopeptideos (KAWAHARA et al., 2021). Neste trabalho,

foi disponibilizado um mesmo conjunto de dados de soro humano analisado por LC-
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MS/MS para diferentes grupos e a partir dos resultados de cada grupo foi avaliado o
desempenho das principais ferramentas bioinformaticas que existem atualmente no
campo da glicoprotebmica. Ainda, foi avaliado a precisdo de identificacdo do
glicopeptideo (especificidade) e a cobertura do glicoproteoma (sensibilidade), tanto
para N- quanto O-glicosilagdes. De um modo geral, os softwares Protein Prospector
e Byonic, os pioneiros na area, foram os que apresentaram melhor desempenho,
sendo que o primeiro tem a grande vantagem de ser uma ferramenta gratuita e
possuir preferéncia em estudos que abordam anotagdes de sitios de O-glicosilagao.
No entanto, esta ferramenta ndo estima o FDR dos componentes glicanos dos
glicopeptideos e ndo possui uma interface amigavel. Por outro lado, o software
Byonic ganhou bastante popularidade por possuir uma plataforma mais amigavel e
permitir a identificagdo relativamente direta de peptideos com modificacdes
conhecidas e desconhecidas, além de apresentar um controle apurado e filtragem
poOs processamento. Apesar da sua limitagao quanto a busca por O-glicopeptideos e
ser um software comercial, o Byonic exibiu alto desempenho em comparagdo com
os demais programas analisados (KAWAHARA et al., 2021).

O estudo de PTMs perpassa por muitos desafios, sobretudo na toxinologia. E apesar
do enorme esforgo, e dos grandes avangos das técnicas, a analise em larga escala
da complexa variedade de proteinas glicosiladas e seus glicanos presente nos
venenos ainda esta muito longe da realidade, principalmente em relagdo aos
venenos de artropodes. Portanto, mais estudos se fazem necessarios para auxiliar
na compreensao dessa importante PTM e abrir caminhos para elucidar o possivel
impacto destas modificacbes no envenenamento, ou mesmo na aplicacao

biotecnoldgica dos diversos componentes do veneno.

1.6 Importancia do desenvolvimento do projeto

Diante dos numerosos estudos que buscaram elucidar os aspectos estruturais e
biolégicos do veneno de aranhas do género Loxosceles, fica evidente a importancia
e a natureza complexa de suas toxinas, capazes de atuar em diversos alvos
especificos e inespecificos. Entretanto, ha aspectos moleculares do veneno ainda
muito pouco explorados, como a composi¢ao glicoproteica dessas substancias.

Como citado anteriormente, a glicosilagdo € a PTM com dados putativos mais



29

frequentemente descritos no Uniprot/SwissProt em outros organismos (Khouri,
2011), porém pouco descrita em venenos de artropodes (de Melo-Braga, 2022) o
que acreditamos ser uma sub-representagdo, dada a importancia e a frequéncia
dessa modificagdo em proteinas animais. De um modo geral, as glicosilagbes atuam
na conformacéo, solubilidade e estabilidade de proteinas e, exercem um papel na
comunicagao e reconhecimento molecular, sinalizacao e interacado celular, além de
atividade e especificidade enzimatica (CHANG et al., 2017; HENNRICH; GAVIN,
2015; MA et al., 2019).

Em venenos a glicosilagdo contribui para diversificagcdo do ja complexo proteoma,
dada sua capacidade de gerar um aumento do numero de proteoformas
(YAMASHIRO et al., 2014). Além disso, ja foi demonstrado que em algumas toxinas
de serpentes, como o caso da rhodotoxina, a especificidade proteolitica € perdida ao
ser deglicosilada (revisado por SOARES; OLIVEIRA, 2009; TAN; PONNUDURAI,
CHUNG, 1997). Uma metaloprotease de Crotalus viridis viridis (Naja kaouthia) teve
perda de sua agdo hemorragica apos remocao de N-glicosilagdo (OSIPOV et al.,
2004; revisado por SOARES; OLIVEIRA, 2009). Mais recentemente, Bras-Costa e
colaboradores (2022) demonstraram a importancia do acido sialico no veneno de
varias espécies do género Bothrops, pois ao ser retirado com agao de
neuramidases, as atividades gelatinoliticas, proteolitica sobre o fibrinogénio e de
coagulacdo em plasma humano tiveram suas acgdes diminuidas. Em aranhas, ha
apenas um trabalho que observou a diminuigdo de atividades gelatinolitica e
dermonecrdtica do veneno L. intermedia, ao remover a N-glicosilacado (VEIGA et al.,
1999). Esses resultados reforgam a hipotese de que as glicosilagbes em proteinas

de veneno desempenham papeéis importantes na sua toxicidade.

Apesar disto, ainda ¢é incipiente as informacbes e dados, principalmente
experimentais, sobre as toxinas glicosiladas desses animais, sobretudo de aranhas
do género Loxosceles. Os acidentes causados por aranhas desse género sdo um
problema de saude publica no Brasil. Portanto, a expansao do conhecimento sobre
as biomoléculas do veneno, incluindo as glicoproteinas, pode auxiliar na
compreensao do seu papel no desfecho do envenenamento. Além disso, pode
contribuir para o desenvolvimento de um diagndstico e melhores formas de

tratamento para os sintomas do loxoscelismo.
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2.0BJETIVO
O objetivo deste trabalho é validar e caracterizar as glicosilagdes encontradas nas
toxinas do veneno das espécies de maior importancia meédica de aranhas do género

Loxosceles (L. intermedia, L. gaucho e L. laeta).

2.1 Objetivos especificos

i) Avaliar o perfil das glicosilagbes das proteinas dos venenos, utilizando a

abordagem de eletroforese bidimensional (2DE);

ii) Identificar os tipos de carboidratos presentes nos venenos das trés espécies por

ELLA utilizando lectinas especificas;

i) Identificar os glicopeptideos encontrados no veneno das trés espécies e

caracterizar as estruturas de glicanos presentes nos sitios de N- e O-glicosilagéo.

3.MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao dos venenos

Para este estudo, os venenos de trés espécies de aranhas (L. intermedia, L. gaucho
e L. laeta) foram gentilmente fornecidos pelo Dr. Jodo Carlos Minozzo, do Centro de
Producédo e Pesquisa de Imunobiolégicos (CPPI) localizado no estado do Parana,
Brasil. Os venenos foram colhidos por eletrochoque de 15V administrado no
cefalotérax dos animais e enviados em frascos congelados. Ao recebimento, o
veneno foi aliquotado em tubo proteina Lobind, e mantidos a -80°C. Cédigo dos lotes
de venenos utilizados: L. gaucho: SVLGCPPI 120/18; L. laeta: SVLLCPPI 1221/18;
L. intermedia: SVLICPPI 128/21.

3.2 Quantificagao das proteinas dos venenos

As amostras foram quantificadas em duplicatas no instrumento Qubit Fluorometric
Quantification (Thermo), utilizando o kit Qubit Protein Assay segundo as instrugbes
do fabricante. Em resumo, utilizando tubos especificos, as amostras de cada veneno
foram incubadas em uma mistura do tampao de proteina com o fluoréforo na

proporcao 1:199 uL, enquanto para os padrdes, a proporcao foi de 10:190 yL. Apos
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15 minutos de incubagao no escuro, foi feita a calibragdo com os padrdes e, logo

apos, a quantificagdo de cada um dos venenos.
3.3 Eletroforese bidimensional (2DE)

Este procedimento foi realizado de acordo com Kalapothakis e colaboradores
(KALAPOTHAKIS et al., 2007) e Machado e colaboradores (MACHADO et al., 2005)

com algumas adaptagdes.
3.3.1 Preparagao da amostra

Inicialmente foi feita uma padronizacdo de quantidade de amostra
concomitantemente ao método de isoeletrofocalizagcdao (IEF). Foram testadas as
quantidades de 50, 60 e 75 ug de veneno, sendo as amostras precipitadas por no

minimo 4h a overnight, a -20°C, com acetona P.A gelada na proporgéo 1:6.

ApOs a precipitacao, foi feita uma centrifugacao a 15.000g, 4°C por 10 minutos. Todo
o0 sobrenadante foi retirado com uma pipeta, sem perturbar o pellet e o tubo foi

deixado por volta de 20 minutos aberto, evaporando o que restou da acetona.
3.3.2 Reidratagao passiva da Strip

O pellet foi ressuspendido em tampé&o de reidratagcado (7M Ureia; 2M Tioureia; 2%
CHAPS; 0,002% de solugédo de Azul de Bromofenol a 1%) adicionando mais 18mM
de DTT, 0,5% de anfdlitos IPG buffer 3-10 NL (BioRad) e 1% de inibidor de protease
em um volume total de 125uL de tamp&o por strip. Em seguida, foi realizada a
reidratacédo passiva da strip (7 cm, pH 3-10NL, BioRad). Nessa etapa, a solugao da
amostra € aplicada em uma canaleta da bandeja de reidratagdo de acordo com o
tamanho da strip. A strip foi entdo colocada na canaleta com o gel virado para baixo
comegando pelo lado positivo, evitando deixar bolhas para garantir que todo o gel
estivesse em contato com a solugdo. A reidratagdo foi realizada overnight a
temperatura ambiente.
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3.3.3 Primeira dimensao - Isoeletrofocalizagao (IEF)

No outro dia, a strip foi retirada da bandeja e colocada no instrumento IPGPhor (GE
Healthcare) de acordo com as instru¢des do fabricante e com o gel virado para cima
para realizar a focalizagao isoelétrica. Essa primeira dimenséo separa as proteinas
de acordo com seu ponto isoelétrico (pl). A IEF também passou por etapas de
padronizagdo de modo que n&o se perdesse a amostra e obtivesse um gel com

poucos ruidos e com spots bem delimitados.

3.3.4 Equilibrio da Strip - Reducgao e alquilagao

Apos a IEF, a strip foi equilibrada por 15 min sob agitacdo em 5 mL de tampéao de
equilibrio (75 mM Tris-HCI pH 8,8, 6 M de ureia, 30% de glicerol, 2% de SDS e
0,001% de azul de bromofenol) contendo 10 mg/mL (64,82 mM) de DTT para
reducao das pontes dissulfeto. Em seguida, a strip foi incubada sob agitacdo por
mais 15 minutos em 5 mL de tamp&o de equilibrio, contendo 25 mg/mL (135,16 mM)

de iodoacetamida para a alquilagdo dos grupos tiois.

3.3.5 Segunda dimensao - SDS-PAGE

Finalizada a primeira dimensao, as proteinas presentes na Strip foram separadas de
acordo com sua massa molecular pelo classico método SDS-PAGE em condicbes
nao redutoras. Foi preparado um gel de 12,5% de poliacrilamida. A strip, apos ser
equilibrada foi lavada algumas vezes por até 5 minutos em tampé&o de corrida (25
mM tris; 190 mM glicina e 0,1% SDS) e colocada, com auxilio de uma pinga fina, em
contato com o gel polimerizado, de modo que o lado positivo fique a esquerda da
placa e o gel virado para frente. Do lado direito da placa foi colocado em um pedago
de papel filtro (1x1 cm) 3uL do padrao de massa molecular Precision Plus Protein™
(BioRad) e em outro papel 4uL do padrao de glicoproteinas CandyCane™ diluido
em 4uL de tampdo de amostra 2x. Apds colocar a strip e os papéis filtros, foi
adicionado 1mL da solugdo de agarose quente (25 mL de tampao de corrida 1x;
0,5% de agarose; 0,5% de azul de bromofenol a 1%), sem deixar bolhas. A corrida
da segunda dimensao foi realizada a 100V até a completa separacdo por massa

molecular das proteinas.
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3.3.6 Coloragao

Para detecgdo de proteinas glicosiladas, foi utilizado o kit Pro-Q® Emerald 300
Glycoprotein Gel and Blot Stain (Thermo Scientifics), segundo instru¢gbes do
fabricante. O kit utiliza uma hidrazina fluorescente para reagir com os grupos de

carboidratos oxidados por acido peridédico nas glicoproteinas.

Em resumo, o gel passou por duas etapas de fixagdo com uma solugdo composta de
50% de metanol mais 5% de acido acético, a primeira por 45 minutos e a segunda
overnight. Posteriormente, foram feitas duas lavagens de 15 minutos cada com 3%
de acido acético. Apos a lavagem, foi feita uma das partes mais importantes do
processo, a oxidagao dos glicanos presente nas glicoproteinas do gel. Essa reacao
foi realizada utilizando 25 ml de acido periddico a 1% em acido acético a 3% por 30
minutos sob agita¢do, oxidando carboidratos em aldeidos, os quais vao reagir com a
hidrazina fluorescente contida no reagente de coloragcdo. Mais duas lavagens foram
feitas antes da etapa de coloragdo. A coloracdo foi feita com a marcacgao
fluorescente Pro-Q™ Emerald 300 sob prote¢cdo da luz por duas horas em agitagcéo
constante. Mais duas lavagens foram feitas e por fim o gel foi revelado utilizando um
fotodocumentador Gel Doc Ez (BioRad) com estimulacédo de luz ultravioleta 300 nm

emitindo um comprimento de onda de luz visivel.

ApOs a deteccao da glicosilagéo, os géis passaram por dois diferentes protocolos de
identificacdo de proteinas totais: SyproRuby e Coomassie coloidal. A coloragéo pelo
SYPRO® Ruby protein gel stain (Sigma) foi realizada para avaliagdo do perfil
protedmico total de acordo com as instru¢ées do fabricante com algumas alteragoes.
Em resumo, o gel foi fixado por 30 minutos em uma solugdo de 10% de metanol
mais 7% de acido acético. Aproximadamente 25 ml do corante Sypro Ruby foi
colocado sobre o gel e incubado sob protecdo da luz em constante agitacdo por 3
horas. Por fim, foi realizada uma lavagem de 30 minutos com a mesma solugéo de
fixagcdo (10% metanol, 7% acido acético). O Sypro Ruby tem excitagdo maxima em
aproximadamente 280 nm e 450 nm. Para deteccdo, também foi utilizado o
transiluminador com filtro UV 300nm e fotodocumentador Gel Doc Ez (BioRad).

Ja a coloracao por Coomassie coloidal foi feita para identificacdo dos spots a olho nu

e posterior excisdo de alguns destes. Esta coloragao seguiu trés etapas de fixagao
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todas com 3 vezes de 30 min: i) 2% de acido ortofosforico / 30% de etanol, ii) 2% de
acido ortofosférico, e iii) solugdo com 2% acido ortofosforico, 18% etanol e 12%
sulfato de amoénio. Posteriormente, 4 mL de Coomassie G-250 a 2% foi adicionado e
o gel foi mantido sob agitagdo por 5 dias, sendo que no 3° dia foi observado se ja
tinha comegado a corar e foi adicionado mais 2 mL da solugdo de Coomassie. Apos
esse procedimento, alguns spots foram selecionados para excisdo e posterior

analise no espectrometro de massa.

3.3.7 Analise quantitativa dos géis

Com o objetivo de verificar a quantidade de spots detectados nas diferentes
coloragdes utilizamos o programa ImageMaster 2D Platinum 6.0. Foi determinado
inicialmente um indice de saliéncia minimo para ser considerado como um spot
marcado, definido pelos controles positivos do gel. A partir desse indice, que foi de
5.0000, o programa gerou automaticamente todos os spots marcados, aqueles
considerados residuos e interferéncias foram excluidos manualmente. Algumas
edicdes da delimitagcdo dos Spots também foram feitas e, apds esse procedimento,
foi gerado o relatério pontual dos géis. Feito essa detecgédo e edigdo, os géis dos
venenos de cada espécie de Loxosceles marcados pela coloragdo especifica de
glicosilagdo foram comparados com os géis das respectivas espécies corados por
proteinas totais, gerando um Match e sendo possivel observar quais spots estavam

marcados em ambos 0s géis.

3.4 Ensaio de lectina ligado a enzima para detec¢ao de carboidrato

Para identificar alguns possiveis tipos de glicanos presentes no veneno das aranhas
do género Loxosceles foi realizado o ensaio de lectina ligada a enzima (ELLA), uma
metodologia baseada em lectina desenvolvida para estudar glicoproteinas e outros
glicoconjugados e interagdes glicano-lectina. Essa detecgao acontece pela interagao
de glicanos presentes no antigeno com as lectinas, que possuem afinidades

especificas para certos epitopos dos glicanos.

Seguindo o mesmo formato basico de um ensaio imunoenzimatico (ELISA) padrao,
para o ELLA utilizamos uma placa de 96 pocos (Corning® Costar 3590) que foi

sensibilizada overnight a temperatura ambiente com as amostras de venenos de L.
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intermedia, L. laeta e L. gaucho, além dos controles positivo (fetuina) e negativo
(albumina do soro bovino - BSA). Foram utilizados 2 ug/mL de amostra em tampao
PBS 1x (fosfato de s6dio monobasico 1,8 mM; fosfato de sddio dibasico 10 mM,
cloreto de sédio 137 mM, pH 7,4) com o volume final de 100 pL por pogo. No outro
dia, os pocos foram lavados 4 vezes com solugdo PBS-Tween 20 0,01% (solucao de
lavagem), e bloqueados por 30 minutos em temperatura ambiente com a solugéo de
bloqueio Carbo-Free Blocking Solution (Vector Laboratories) diluido 10x em PBS 1x
(200 pL por pogo). Novamente, mais 4 lavagens foram feitas e posterior adicdo de
100 pL por pogo das lectinas do biotinylated Lectin Kit | (Vector Laboratories): ConA,
SBA, WGA, DBA, UEA |, RCA, PNA, na diluigdo 1:5000 e das lectinas SNA, MAL I
(Vector Laboratories) na diluicdo de 1:10000 em PBS 1x. A placa foi incubada em
temperatura ambiente por 1 hora. Apds esse tempo de incubacgao, a placa foi lavada
4 vezes e entdo incubada com estreptavidina marcada com horseradish peroxidase
(HRP) (Sigma) diluida a 1:10.000 em PBS-Tween 0,01% por 1 hora a temperatura
ambiente (100 yL por pogo). As ultimas 4 lavagens foram feitas e seguiu-se para
revelacdo com o TMB Substrate Kit (Thermo Scientific), seguindo as instru¢des do
fabricante, misturando em partes iguais a solugdo de TMB (3,3', 5,5;-
tetramethylbenzidine) com a solugdo de peroxido de hidrogénio (0,02%). A placa foi
incubada sob protecédo da luz por 15 minutos, parando a reagcdo apds esse tempo
com 100 pL por pogo de acido sulfurico 2M. Em seguida, a absorbancia foi medida
no leitor de placa Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer (Thermo

Scientific) a 450 nm. Todo experimento foi feito em triplicata.

3.5 Analise de dados de glicoprotedmica de veneno de Loxosceles.

No presente trabalho, foi realizada a analise dos dados de glicoproteédmica, em
especifico dos glicopeptideos intactos, obtidos anteriormente durante o trabalho de
mestrado do Bruno César Souza Silva, 2020 (SILVA, 2020). Em resumo, a
metodologia utilizada por Bruno Silva foi baseada no trabalho de Verano-Braga e
colaboradores em 2013, com algumas alteracdes (VERANO-BRAGA et al., 2013). O
veneno das trés espécies de Loxosceles foi analisado pela abordagem bottom-up,
avaliando as proteinas retidas no filtro com cut-off de 10 kDa. Posteriormente, os
peptideos glicosilados foram enriquecidos por cromatografia liquida de interagao
hidrofilica (HILIC, sigla em inglés) de acordo com o trabalho de ALVES et al., 2017.
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Os glicopeptideos foram analisados por cromatografia liquida no HPLC nanofluxo
EASYnLC (Thermo) acoplado ao espectrometro de massa Q-Exactive-HF (Thermo)

(LC-MS/MS). Um resumo dessa estratégia experimental pode ser visto na Figura 6.
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Figura 6 - Esquema da metodologia de glicoprotedmica dos venenos de aranhas
Loxosceles. Desenho experimental da glicoprotedmica executado por Bruno Silva (2020)
em seu trabalho de mestrado com foco na analise de glicopeptideos intactos realizado neste

presente projeto.

Os espectros das duas replicatas de peptideos glicosilados intactos, ou seja, que
nao foram deglicosilados com PNGaseF, foram processados no software Byonic
v4.4.2 (Protein Metrics) contra as proteinas do banco customizado de sequéncias de
aranhas do género Loxosceles (24.082 sequéncias) criado também durante o
mestrado do Bruno. Este banco reune sequéncias de proteinas de Loxosceles

presentes no NCBI e sequéncias traduzidas do genoma de L. reclusa (SILVA, 2020).

As buscas no Byonic foram realizadas utilizando os seguintes parametros: i) tripsina
foi selecionada como enzima com o maximo de duas auséncias de sitios de
clivagens (missed cleavages), ii) carbamidometilacao de cisteina como modificacao

fixa, e como modificagbes variavel foram incluidas a oxidacdo de metionina e acido
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piroglutdamico no N-terminal das proteinas, iii) glicosilacdo no residuo de asparagina
com um banco de dados predefinido contendo 38 tipos de N-glicanos de insetos ou
O-glicosilagbes em residuos de serina e treonina considerando um banco de dados
predefinido com 9 tipos de O-glicanos mais comuns, iv) tolerdncia de massa do
precursor e dos fragmentos de 10 ppm e 0,05 Da, respectivamente e v) <1% de taxa

de falsa descoberta (FDR, sigla em inglés).

Apos processar os dados, apenas os glicopeptideos identificados com o PEP-2D
menor do que 0,001 e com score maior do que 100 foram considerados para
analises (KAWAHARA et al., 2021). Glicopeptideos identificados no banco de dados

reverso, contaminantes e as redundancias foram excluidos.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Perfil glicoprotedmico do veneno de trés espécies de Loxosceles

Para compreender o perfil protebmico das amostras analisadas e confirmar a
presenca de glicosilagbes no veneno de Loxosceles ja observadas anteriormente

pelo grupo, a primeira abordagem utilizada foi o gel bidimensional (2DE).

Inicialmente foi realizada uma padronizacao da quantidade de veneno a ser utilizado
no gel. Foram testadas as quantidades de proteinas do veneno de 50, 60 e 75 ug
(Figura 7), sendo que a quantidade de 60 pg obteve melhor resultado de modo que

os spots ficassem evidentes e bem delimitados.
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Figura 7- Padronizagcdo da quantidade de veneno no gel 2D. Géis bidimensionais com
diferentes quantidades de amostras testadas utilizando strips de gel de 7 cm com gradiente
de pH imobilizado (IPG) de 3 a 10 NL. Logo apos foram submetidas a um SDS-PAGE com
gel de poliacrilamida 12,5% e posteriormente os géis foram corados com coomassie

coloidal. Da esquerda para direita a quantidade testada foi de 50 ug, 60 ug e 75 pg.
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Para a isoeletrofocalizacdo (IEF) foi utilizada a seguinte configuragcdo mostrada na
Tabela 1, levando em consideragao o tipo de amostra (veneno), o tamanho da strip

(7cm) e o seu tipo (ndo linear).

Tabela 1 — Configuragao da isoeletrofocalizagao (IEF) - Tabela dos passos e voltagens utilizados

na corrida da primeira dimenséo do Gel 2DE.

Programa IEF — Gel 7cm 3-10NL
step 500V 3 horas
step 1.000V 30 min
grad 5.000V 2h e 30min
step 5000V 1h
step 500V 2h

O perfil protedmico total do veneno das trés espécies estudadas foi obtido utilizando
a coloragao Sypro Ruby (Thermo Scientifics), onde observa-se proteinas dispersas
em uma ampla faixa de ponto isoelétrico (pl) e massa molecular (MM), embora
apresentem spots mais concentrados na faixa correspondente a 25 a 37 kDa (Figura
8A). Apds a coloragao com o kit comercial Pro-Q ® Emerald 300 Glycoprotein Gel
and Blot Stain (Thermo Scientifics) foi possivel observar, no veneno das trés
espécies, diversos spots marcados como glicosilados em diferentes pl e também na
faixa de 25 a 37 kDa (Figura 8B).

No gel com o veneno de L. gaucho, ap6s analise no programa Image Master 2D
platinum, foram identificados 10 spots marcados como glicosilados, correspondente
a 43,47% dos 23 spots totais marcados ao corar por Sypro. O gel com o veneno de
L. intermedia apresentou 9 spots glicosilados contra 36 spots do proteoma total, o
que corresponde a 25% ou 33,33 % ao considerar os 27 spots marcados na faixa de
25 a 37 kDa. E por ultimo, no gel de L. laeta foram identificados menos spots
glicosilados, 7, em razédo de 43 totais no proteoma e 40 spots marcados na faixa de

25 a 37 kDa, o que corresponde a 16,27 e 17,5% respectivamente (Figura 8C).

A faixa de 25 a 37 kDa corresponde a massa molecular comumente associada a
proteoformas de fosfolipase D (30 a 35 kDa), metaloproteases (20 a 32 kDa) e
hialuronidases (33 kDa), importantes toxinas do veneno de Loxosceles (FEITOSA et
al., 1998; WRIGHT et al., 1973). Os spots que tém a mesma MM e pl diferentes
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chamamos de proteoformas e aqueles marcados como glicosilados, denominamos
de glicoproteoformas. Portanto, por essa abordagem confirmamos a presenca de
glicoproteinas e o perfil de distribuicdo delas, observando que de 7 a 10
proteoformas, o que corresponde de 17 a 43%, na faixa molecular das proteinas
citadas anteriormente, sdo marcadas como glicosiladas nas trés espécies

estudadas.

Os dados obtidos nessa analise revelam um perfil diverso de glicosilagbes, marcado
em uma ampla faixa de pl e diferentes MM. Porém, como cada spot pode conter
mais de uma proteina e a presenga de glicosilagdes afetam essas caracteristicas
(ANDRADE-SILVA, et al., 2018), o numero total de proteinas unicas no 2DE pode
ser maior do que o apresentado. Além disso, ha uma limitagdo principalmente
quanto ao tamanho da strip utilizada (7 cm). Trevisan-Silva e colaboradores em 2013
utilizando uma strip de 13 cm identificaram 171 spots totais no veneno de L.
intermedia, 190 no de L. gaucho e 112 em L. laeta (TREVISAN-SILVA et al., 2013).
Outros trabalhos que avaliaram o perfil protedmico de aranhas Loxosceles por
eletroforese bidimensional utilizando strips de 18 cm, apresentaram uma melhor
separacao dos spots, e marcagdes nao vistas aqui (KALAPOTHAKIS et al., 2007;
MACHADO et al.,, 2005). No entanto, um perfil semelhante aos anteriormente
reportados de distribuicdo de spots marcados na faixa molecular e pl foram
observados neste trabalho. Diante dessa limitac&do, ha possibilidade, portanto, de ter
outras proteinas nao detectadas que poderiam estar glicosiladas, mas nao foram

vistas utilizando esta técnica.

Embora essa caracterizagcédo protedmica ja tenha sido realizada, até onde sabemos,
este € o primeiro trabalho que fez a caracterizagdo glicoprotebmica por 2DE de
toxinas aranhas do género Loxosceles. Em 2010, dos Santos e colaboradores
utilizaram o mesmo corante para deteccdo de glicoproteinas em veneno da vespa
Polybia paulista e encontraram 14 spots marcados (dos Santos et al., 2010), um

numero préximo ao observado neste presente trabalho.
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Figura 8 - Perfil (glico)proteémico do veneno de aranhas do género Loxosceles por
gel bidimensional (2DE). A quantidade de 60 pg de veneno bruto de cada uma das
espécies L. gaucho, L. intermedia e L. laeta foram separadas por focalizagcado isoelétrica
(IEF) em strips de gel de 7 cm com gradiente de pH imobilizado (IPG) de 3 a 10, nao linear,
determinando o pl (ponto isoelétrico) das proteinas. Logo apéds, foram submetidas a um
SDS-PAGE de 12,5% separando as proteinas por sua massa molecular (MW) dada em kDa.
A coloracdo por SYPRO Ruby (A) mostra o perfil protebmico total do veneno das trés
espécies. O mesmo gel corado por Pro-Q ® Emerald 300 Glycoprotein (B) apresenta o perfil
das proteoformas marcadas como glicosiladas. A detecgao dos spots nos géis foi realizada
pelo software Image Master 2D Platinum (C). No total, foram identificados no gel de L.
gaucho 23 spots marcados (circulos verdes e vermelhos) sendo que 10 desses spots foram
detectados como glicosilados (circulos verdes). No gel de L. intermedia foi observado um

total de 36 spots (circulos vermelhos e verdes), sendo 9 glicosilados (circulos verdes) e por
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fim no de L. laeta 43 spots no perfil proteico total para 7 marcados como glicosilados

(circulos verdes).
4.2 Detecgao de diferentes tipos de carboidratos no veneno de Loxosceles

Para avaliarmos a possivel composi¢cao dessas glicosilagdes, realizamos um ELLA
com nove tipos de lectinas que possuem especificidades de ligagdo por epitopos de
diferentes glicanos como manose e glicose a-manosiladas (ConA), N-
acetilgalactosamina (SBA, RCA, DBA), galactose (RCA, PNA), N-acetilglicosamina
(WGA), a-fucose (UEA), acido sialico 2-3 (MALL II), e acido sialico 2-6 (SNA).

Nos resultados da reatividade dessas lectinas (Figura 9), observa-se que ha
possiveis glicoproteinas no veneno das trés espécies que contém um alto teor de
manose e N-acetilglicosamina, indicando, portanto, a presenca de N-glicosilagdes.
Diferentes reatividades entre as espécies para N-acetilgalactosamina e galactose
também foi observada, sugerindo, portanto, a presenga de O-glicosilagdes. Outro
achado importante foi a reatividade dos venenos de L. intermedia e L. laeta pela
lectina SNA, a qual tem especificidade ao acido sialico (2-6), e ndo pela MAL Il, que
possui especificidade para &acidos sialicos (2-3), nos dando um painel mais
detalhado dos tipos de interacdo com os glicanos presentes nas amostras
analisadas. Neste experimento nado foi observada a presenca de a-fucose em

nenhum dos venenos.

A aplicacdo desta abordagem de ligacdo de lectina auxiliou na descoberta de
algumas particularidades nos tipos de glicosilagdes presentes nos venenos
analisados. Entretanto € importante considerar a complexidade das interagdes entre
lectinas e glicanos, por ter uma afinidade baseada em multiplas interagdes entre o
glicano, a parte da lectina e a ndo glicana das glicoproteinas. Desse modo, é um
desafio prever como as lectinas se comportam em relagdo a sua seletividade e
especificidade, quando expostos a misturas complexas de proteinas, como € o caso
dos venenos (Bras-Costa et al., 2022), contudo, € extremamente comum o uso de
lectinas em diferentes técnicas para explorar o glicoproteoma de toxinas de varias
espécies (ANDRADE-SILVA et al., 2016; BRAS-COSTA et al., 2022b; NAWARAK;
PHUTRAKUL; CHEN, 2004; VEIGA et al., 1999).
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Apesar de alguns indicios sobre a composicao de glicosilagdes no veneno de L.
intermedia, dada a afinidade de ligacao pela lectina ConA observada por Veiga e
colaboradores em 1999 (VEIGA et al., 1999), € a primeira vez que é realizada uma
caracterizagcao mais abrangente por ELLA dos tipos de carboidratos presentes no

veneno das trés principais espécies de importancia médica do género Loxosceles.

Reatividade dos venenos pelas lectinas Controles
Lectinas Especificidade das lectinas L. intermedia L. gaucho L.laeta Fetuina (C+) BSA (C-)
ConA Manose 22l 2,05 251\ 2,03 0,12
SBA N-Acetilgalactosamina 0,75 0,20 0,75 0,00 0,00
WGA N-Acetilglicosamina 2,37 2,17 2,37 1,87 0,00
DBA N-Acetilgalactosamina (a-galNAc) 0,10 0,00 0,10 0,00 0,00 3
UEA Fucose (a-fucose) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
RCA N-Acetilgalactosamina, Galactose 1,66 1,48 1,66 2,09 0,00
PNA Galactose 1,85 2,74 1,85 0,00 0,00
SNA Acido sialico aNeuNAc(2—6) 1,36 0,28 1,36 1,92 0,16
MALII Acido sialico aNeuNAc(2—3) 0,02 0,00 0,02 2,08 0,00 0
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Figura 9 - Ensaio de lectina ligado a enzima para deteccao de carboidratos em
venenos de Loxosceles. As placas foram sensibilizadas com 2 pg/ml de cada veneno de
Loxosceles e com os controles positivo (C+) (fetuina) e negativo (C-) (soro fetal bovino —
BSA) e posteriormente incubadas com as lectinas biotiniladas (Vector Laboratories) com
diferentes especificidades para carboidratos, sendo ConA, SBA, RCA, DBA, RCA, PNA,
WGA e UEA incubadas na proporcado 1:5000, e SNA e MAL Il incubadas na proporcao

1:10000. Em seguida, a placa foi incubada com estreptavidina (Sigma Aldrich), na
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concentracao 1:10000, revelada por TMB - 3,3', 5,5; -tetramethylbenzidine (Thermo) e
medida a absorbancia no comprimento 450 nm. Reatividade expressa pelo valor da média
da triplicata subtraida pelo branco. A) valores absolutos das leituras de absorbancia
variando de 0 a 3 com uma gradagao da escala da cor rosa, em que quanto mais escuro
mais préximo de 3. B) representacdo esquematica dos resultados em que também varia o
tom da cor na mesma légica citada anteriormente e respectivos simbolos de carboidratos

especificos das lectinas utilizadas.

4.3 Glicoprotedémica

Tendo em vista a viabilidade do estudo de glicosilagbes em toxinas e a necessidade
de compreender melhor esse importante aspecto no veneno de aranhas-marrom,
este trabalho focou na analise dos glicopeptideos intactos para caracterizar o sitio e
as estruturas de N- e O-glicosilagdes nas toxinas das 3 espécies de importancia

médica do género Loxosceles.

Pela abordagem bottom-up feita pelo grupo anteriormente, foi realizado o
enriquecimento dos glicopeptideos pela coluna de interagdo hidrofilica (SILVA,
2020). Este modo de cromatografia utiliza da hidrofilicidade densa de glicopeptideos
para separa-los dos peptideos ndo modificados (ALVES et al., 2017). No presente
trabalho, os dados obtidos pelo LC-MS/MS foram processados pelo software Byonic

contra o banco de sequéncias criado pelo grupo anteriormente (SILVA, 2020).

4.3.1 Identificagcao de glicopeptideos encontrados nos venenos.

Apos processar os dados das duplicatas no Byonic e aplicar os filtros PEP2D <
0.001 e Score > 100, identificamos 100 sequéncias de peptideos N- e O-glicosilados
nas trés espécies (Tabela 2 e 3, respectivamente), sendo no total, 30 de L. gaucho,
47 de L. intermedia, e 23 de L. laeta.

A Tabela 2 apresenta o resumo dos achados na andlise de N-glicosilagbes dos
venenos das trés espécies estudadas, compilando as sequéncias de peptideos
glicosilados detectados em cada espécie sem redundancia, com o sitio de
glicosilagdo na sequéncia, e a proteina referente ao peptideo. Adicionalmente,

também apresenta dados que serdo discutidos mais adiante na secao 4.3.3.
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Um achado de destaque nessa analise que pode ser observada na Tabela 2 é que
ha varias sequéncias de peptideos que sdo de proteinas da mesma classe, mas que
podem pertencer a diferentes glicoproteoformas, ou seja, nem sempre todos os
sitios estarem glicosilados na mesma proteoforma. Esse é o caso, por exemplo, da
enzima conversora de angiotensina (ID EY188427) com as sequéncias N-
glicosiladas LQELISnMTDMYSTAK e nATSFAWK em L. gaucho e
ILQPYHNEQAINVTQTMIEK, LQELISNnMTDMYSTAK e nATSFAWK em L. laeta
(Tabela 2- seta azul). Esse fenbmeno também ocorreu em outras proteinas como as
astacin-like metaloproteases, em que foi observado 8 sequéncias diferentes,
correspondendo a 4 ID (EF028089; CONTIG128; CONTIG039; HO002982) de
proteinas em L. intermedia (Tabela 2- Box azul). Também foi possivel observar
diferentes sequéncias de peptideos O-glicosiladas associadas a proteoformas de
fosfolipases D (Tabela 3), e em alguns casos, como o NAtLPGNPK, a mesma

sequéncia foi vista N e O-glicosilada (Tabela 2 e 3- seta preta).

A ocorréncia desses eventos sugere que mais de um dominio ou regido da proteina
esteja glicosilado e/ou, confirma que haja, com grandes chances, diferentes

proteoformas com N e O-glicosilagdes dentro do complexo de venenos.

Além disso, foi possivel identificar o niumero de sitios de N- e O-glicosilagao dentro
da sequéncia dos peptideos. Todos os N-glicopeptideos apresentaram apenas um
sitio modificado, exceto o NnGSEHNFDKLWENNTR referente a uma astacin-like
metaloprotease no veneno de L. intermedia, que possui dois sitios glicosilados (N1 e
N13) (Tabela 2- seta rosa). Ja nos peptideos O-glicosilados (Tabela 3), a presenca

de mais um sitio de glicosilagao foi comum na maioria das sequéncias obtidas.

Importante ressaltar que a identificagdo dos glicopeptideos e a correspondéncia
destes com a referentes proteinas perpassa por uma grande limitagdo quanto a
cobertura do banco de sequéncias utilizado. Esse banco criado pelo grupo
anteriormente utilizou informagdes de banco de dados publicos como
ArachnoServer, UniProt e NCBI (GenBank e GenPept) que contém pouca
informacao sobre sequéncias de L. gaucho. Ha apenas 52 sequéncias depositadas
dessa espécie nos bancos de dados, enquanto que L. intermedia possui 2012 e L.

laeta, 1489 sequéncias (SILVA, 2020). Portanto, apesar dos peptideos glicosilados
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encontrados terem 100% de identidade com a proteina correspondente descrita nas
Tabelas 2 e 3, grande parte destes no veneno de L. gaucho eram referentes a
proteinas encontradas em outras espécies de Loxosceles. Para confirmagao da
identidade completa da sequéncia, uma alternativa é a identificacdo dos spots
marcados como glicosilados no gel 2D por in gel digestion e espectrometria de

massa, uma das perspectivas deste projeto.



46

Tabela 2 - Peptideos N-glicosilados nos venenos das 3 espécies de Loxosceles. Relacdo das sequéncias detectadas em cada espécie

sem redundancia, o sitio de glicosilagdo, a proteina referente ao peptideo e o n® e ID das glicoformas encontradas (estruturas representadas

na figura 14). **Proteinas hipotéticas, sem anotacao ou fungéo definida.

Espécie Proteina ID da proteina Sequéncia do peptideo Sitio glicosilado | N2 de glicoformas ID da glicoforma
JALKALINE PHOSPHATASE LREC003275 K.YEAVGVDDSIIHGNCSSVLGTELR.C N14 1 1CH
JALKALINE PHOSPHATASE LREC003275 K.TKYEAVGVDDSIIHGNCSSVLGTELR.C N16 2 5P; 1CH
JANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYME EY188427.1 LLAEOOS5C |K.LQELISNMTDMYSTAK.V N7 7 5P;7P; *CH; 1CH; 3CH; *CH; 5CH
JANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYME EY188427.1 LLAEOOSSC |R.NATSFAWK.D N1 7 4CH; 5P; 7P; 8P; 10; 1CH; 5CH
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN 3 PRECURSOR EY188681.1 LLAEO309C |R.FYNNTR.V N3 1 1CH
JISOLATE LOXTOX S11B LOXTOX PROTEIN MRNA KU891961.1 K.VYTWSIDKNSSIR.H NS 3 5P; 1CH; 5CH
ISOLATE LOXTOX S3A LOXTOX PROTEIN MRNA KU891946.1 R.NATLPGNPK.F N1 22 Todos exceto 6P; 9P; 50; 2CH
ISOLATE LOXTOX S7A LOXTOX PROTEIN MRNA KU891951.1 R.AFNLTLQK.G N3 2 10;20
JISOLATE LOXTOX S8B LOXTOX PROTEIN MRNA KU891953.1 K.CFHKENVTEYLDHIR.Q N& 3 1CH;2CH; 5CH
ISOLATE LOXTOX S8B LOXTOX PROTEIN MRNA KU891953.1 K.GANAIEFDIEFDANGTAQHTHHGFPCDCGR.K N14 2 5P;1CH
ISOLATE LOXTOX S9A LOXTOX PROTEIN MRNA; COMPLETE CDS KU891955.1 R.VNITR.R N2 2 1CH; 5CH
L [ORGANIC CATION TRANSPORTER PROTEIN LREC002613 R.SAVNSSTEK.C N4 5 5P; 6P; 8P; 1CH; 2CH
PHOSPHOLIPASE A2 LREC009947 R.AHDLCNDTLAPGATR.N NG 4 5P; 7P; 8P; 1CH
PHOSPHOLIPASE A2 LREC009947 R.NNLTNNSPFTK.L N2 2 5P; 8P
JSCO-SPONDIN LREC010517 K.GQIYNDTK.D N5 5 7P;10; 20,6CH;30
ISIMILAR TO 5'-NUCLEQOTIDASE EY189687.1 LLAE13155 |R.VTFNVSNPPGER.V N4 1 *CH
ISIMILAR TO 5'-NUCLEOTIDASE EY188412.1 LLAEOQ40C JK.VVVCNINATEEPEFER.L N7 5 5P,6P;1CH;2CH;5CH
ISIMILAR TO CYCLOPHILIN G EY189471.1 LLAE1099S |K.DTNGSQFFITTK.K N3 1 5P
ISIMILAR TO TRYPSIN-LIKE SERINE PROTEASE EY189603.1 LLAE1231S |R.ENDTRPLCK.C N2 3 1CH; 5P; 3P
J5IMILAR TO TRYPSIN-LIKE SERINE PROTEASE EY189603.1 LLAE1231S |R.RENDTRPLCK.C N3 1 5P
SLIT-LIKE PROTEIN EY188912 R.ESFQNVSR.S N5 2} 5P
HYPOTHETICAL PROTEIN AVEN** LREC010333 R.RSHHHONHSSENYR.V N7 i 5P
[CONA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA 5'** CONTIG100 R.CCSPYQCQCGDYHCGCYNNCTFGCR.H N19 3 6CH; 5CH; 7CH
[VENOMOUS GLAND LIBRARY LOXOSCELES INTERMEDIA CDNA** EY189341 K.SPWFHCFPNK.T N9 6 5P; 6P; 8P; 1CH; 2CH; 5CH
ANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYMIE EV188427.1 KILOPYHNEQAINVT QT MIEK K NIZ 1 7P
JANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYME EY188427.1 R.NATSFAWK.D N1 5 5P; 7P; 10; 1CH; 5CH
JANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYME EY188427.1 K.LQELISNMTDMYSTAK.V N7 6 5P; 7P; 6P; 1CH; 3CH; 5CH
JANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYME-LIKE EY188430.1 K.YISGGNTNK.T N8 3 5P; 7P, 6P
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN 3 PRECURSOR EY188681.1 LLAEO309C |R.FYNNTR.V N3 3 5P; 6P; 8P
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN PRECURSOR. EY188384.1 KLWENK.T N4 3 5P; 6P; 1CH
JAUSTROTOXIN-HTIC 1 EY189705 RNTNCCAGNLTDDNCVCFWVGNSNPK. K N8 2 5 ®
JSCO-SPONDIN LREC010517 K.GQIYNDTK.D N5 2 10; 6CH
SIMILAR TO 5'-NUCLEOTIDASE EY188412.1 K.VVVCNINATEEPEFER.L N7 4 5P; 6P; 1CH; 2CH
SIMILAR TO 5'-NUCLEOTIDASE EY189687.1 LLAE1315S |R.VTFNVSNPPGER.V N4 8 5P; 7P; *CH; 10; 1CH; 3CH; *CH; 3Q
i SIMILAR TO ECHINONECTIN EY189084.1 K_NASVLVSSOLSTSSGASR.I N1 2 5P; 8P;
SIMILAR TO SPHINGOMYELINASE EY189200.1 K.ENVTDYLDHVR.Q N2 3 5P; 8P; 1CH
SIMILAR TO SPHINGOMYELINASE D EY188595.1 K.CSFQENVTEYLDHIR.Q N6 : | 6P
[E!MILAR TO SPHINGOMYELINASE D (LLSICTOX-IA1) EY188565.1 R.GFQDAVNSSDPK.E N7 5 SP; 5P; 6P; 8P; 3P
ISIMILAR TO SPHINGOMYELINASE D (LLSICTOX-IA1) EY188565.1 R.GFQDAVNSSDPKELYEK.V N7 2 5P; 6P
JTRANSMEMBRANE PROTEIN EY188453.1 LLAEOOB1C |K.DLNISGNK.L N3 1 *0
[NO ANNOTATION** LREC008288 R.ASDESVLFNDDSNISPQ.- N13 1 *CH
[PROTEIN OF UNKNOWN FUNCTION** EY188425.1 K.VIESQGLNLTIR.E NS 1 5P
JSIMILAR TO HYPOTHETICAL PROTEIN PY00628** EY188677.1 K.NATQASEFK.H N1 1 1CH
[VENOMOUS GLAND LIBRARY LOXOSCELES INTERMEDIA CDNA** EY188650 K.CYYCYCDNWNLNNCSCTGK.K N13 4 P, 5P 6F: 3P
[VENOMOUS GLAND LIBRARY LOXOSCELES INTERMEDIA CDNA** EY188512 K.NQYDVNGTSVSVMSLSFYDDGQK.A N6 5 5P; *CH; 6P; 8P; 1CH
[VENOMOUS GLAND LIBRARY LOXOSCELES INTERMEDIA CDNA** EY188512 K.SPWFHCFPNK.T N9 7 5P; 6P; 8P; 1CH; *P; 2CH; 5CH




Espécie Proteina E) da proteina Sequéncia do peptideo Sitio glicosilado | N2 de glicoformas FJ da glicoforma
JANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYME HO004251.1 K.NSVATWNYMTNLTEETK K N11 5 4P; 5P; *CH; 1CH; *CH
JANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYME HOD04251.1 K.NSVATWNYMTNLTEETKK.| N11 3 4P; 5P, *CH
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN 1 HO002982.1 K.GOENNYDKLDPNK.T N12 1 5P
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN 1 HO002982.1 K.GOQENNYDKLDPNKTR.T N12 3 5P; 1CH; 3P
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN 1 CONTIGO39 R.NYVNITR.G N4 v 7P; 10
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN 1 CONTIGO39 R.TDERNYVNITR.G N8 1 7P
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN 3 CONTIG128 K.KPGATLVNASLK.H N8 2 5P, 7P
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN 3 PRECURSOR CONTIG128 K.RFENNTR.V N4 1 5P
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN PRECURSOR EF028089.1 K.ENIKNGSEHNFDK_L N5 6 5P; 6P; 1CH; 5CH; 2P; 3P
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN PRECURSOR EF028089.1 K.LWENNTR.T N4 B 5P; 6P; 1CH; 5CH
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN PRECURSOR EF028089.1 K.NGSEHNFDK.L N1 4 5CH; 5P; 1CH; 3P
JASTACIN-LIKE METALLOPROTEASE TOXIN PRECURSOR EF028089.1 K.NGSEHNFDKLWENNTR.T N1/N13 2 1P; 50
JAUSTROTOXIN-HT1 HO004327.1 K.EGSNNCCGDCHYCYCDNWDLNNCSCTGK.K N22 u | 5P
GTX-VAL HO003829.1 K.GGESAMFNITK.T N8 2 7P; 10
HYALURONIDASE MRNA JX402631.1 K.EGQLTNYTLOK.R N6 2 5P; 6P
LOXTOX I5 MRNA EF535254.1 R.NATTPGNPK.Y N1 12 5P, 7P, 8P; 1CH; 5CH; 25; 10; 2Q; 2P; 3Q; 3P, 4P,
LOXTOX I5 MRNA EF535254.1 R.NATTPGNPKYR.D N1 1 P
[NEUREXIN-4 ISOFORM X1 LREC019941 R.NITAIATQGR.P N1 5 5P; 7P; 1CH; 3P; 4P
PHOSPHOLIPASE A2 LREC009947 R AHDLCNDTLAPGATR.N N6 2 5P; 8P
PHOSPHOLIPASE A2 LREC009947 R.NNLTNNSPFTK.L N2 1 5P
SCO-SPONDIN LREC010517 K.GQJYNDTK.D N5 4 7P; 10; 3CH; 6CH

[ intermediagSCO-SPONDIN EY188511.1 LLAE013SC |K.NYTFEK.I N1 4 5P; 6P; 1CH; 2CH
[E!MILAR TO 5'-NUCLEOTIDASE EY189687.1 LLAE13155 |R.VTFNVSNPPGER.V N4 2 *CH;
ISIMILAR TO TRYPSIN-LIKE SERINE PROTEASE EY189603.1 R.ENDTRPLCK.C N2 - 9P, 5P; 6P; 3P
ISIMII.AR TO TRYPSIN-LIKE SERINE PROTEASE EY189603.1 LLAE1231S |R.RENDTRPLCK.C N3 6 9P; 5P; 6P; 1CH; 2P; 3P
ITRANSFERRIN LREC003889 RAAAVAEFFDAGSCVPGANDTE.Y N18 1 7P
JTYROSINE-PROTEIN PHOSPHATASE 69D ISOFORM X1 LREC004720 R.HNNVLVANK.T N8 1 5P
[CONA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA5'** CONTIG134 K.GNCTIYVDNVIHIHYHDQFCGR.R N2 1 6P
[CONA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA5'** HO004178.1 C.ECHNNCTYACR.H N5 3 *CH; 3CH; 6CH
[CONA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA5'™** CONTIGO73 K.DDCCGDCHYCYCDNWNMNNCSCTGK.K N19 4 8P; *0O; 5P; 3P
[CONA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA5'** CONTIG168 K.ECKENGTACTEGSECCTENCR.C N5 1 3P
CONA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA5'** CONTIGO13 K.EGSNNCCGDCHYCYCDNWNLNNCSCTGK.K N22 5 5P; 6P; 1CH; 25; 3P
[CONA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA5'** CONTIG100 R.CCSPYQCQCGDYHCGCYNNCTFGCR.H N19 15 *P; 9P; 5P; 7P; *CH; 6P; 8P; 3CH; 20; 25; 3Q; *S; 3P; 4P
[CONA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA5'** HOD04178.1 -.CECHNNCTYACR.H N6 8 *CH; 6P; 1CH; 3CH; 4CH; 6CH; S5CH
HYPOTHETICAL PROTEIN C0J52** LREC005283 K.IKNASLNDTAK.R N3 1 7P
HYPOTHETICAL PROTEIN FR6** CONTIG203 K.SPWFHCFPNK.T N9 5 5P; 6P; 1CH; 2CH; 5CH
HYPOTHETICAL PROTEIN X975** HO002886.1 K.KVIESQGLNLTVR.E N9 2 5P; 6P
HYPOTHETICAL PROTEIN X975** HO002886.1 K.VIESQGLNLTVR.E N8 3 5P; 6P; 1CH
[NO ANNOTATION** HOD03784.1 K.GINFLNCSNHCGR.L N6 9 9P; 5P; 7P; 6P; 8P; 1CH; *0; 5CH; 3P
[NO ANNOTATION®* HOD03784.1 K.CNCTTDAGCK.C N2 1 3P
[NO ANNOTATION** HO003784.1 R.QEPGTPACGPNSPPGCSGFNGTCNNASGK.K N20 1 9p
[NO ANNOTATION** HO003440.1 R.QEPGTPACGPNSPPGCSGFNGTCNNASGK.K N20 5 2CH; 8P; 10; *0; 20
[VENOMOUS GLAND LIBRARY LOXOSCELES INTERMEDIA CDNA** EY188650 K.CYYCYCDNWNLNNCSCTGK.K N13 1 *CH
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Tabela 3 - Peptideos O-glicosilados nos venenos das 3 espécies de Loxosceles -
Relacdo das sequéncias de O-glicopeptideos detectados em cada espécie sem

redundancia, o sitio de glicosilacdo na sequéncia, e a proteina referente ao peptideo.

Espécie Proteina ID da proteina Sequéncia do peptideo Sitio glicosiladg N2 de glicoformas|
LOXTOX S1B LOXTOX PROTEIN MRNA KU891937.1 K.DEGHEELLDKVGYDFSGNDDISDVQK.]516/522 9
LOXTOX S3A LOXTOX PROTEIN MRNA KU891946.1 R.NATLPGNPK.F T3 2
Lo SPHINGOMYELINASE D-LIKE PROTEIN (SICTOX) KM363214.1 K.EGHEDLLEKVGHDFSGNDDISDVQK.A|S15/S21 2
ZINC FINGER HOMEOBOX PROTEIN 4 LREC000405 R.ASPTSQQQMCERR.A T4/S5 2
ZINC FINGER HOMEOBOX PROTEIN 4 LREC000405 R.ASPTSQQQMCER.R S5 1
CDNA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA 5'** CONTIG100 R.CCSPYQCQCGDYHCGCYNNCTFGCR.H§S21 1
LOXTOX IS MRNA; COMPLETE CDS EF535254.1 R.NATTPGNPK.Y T4 2
CDNA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA 5'** HO004178.1 C.ECHNNCTYACR.H T17 1
L. intermedial CDNA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA 5'** CONTIGO73 K.DDCCGDCHYCYCDNWNMNNCSCTGHS21 1
CDNA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA 5'** CONTIG100 R.CCSPYQCQCGDYHCGCYNNCTFGCR.HS3/T21 14
CDNA LIBRARY LOXOSCELES LAETA CDNA 5'** CONTIGO52 R.CHNACQGSSCSHVTVDTQYNGPDL.- |T14 1
L. laeta |SIMILAR TO 5'-NUCLEOTIDASE 189687.1 LLAE13JR.SSEEHTTQTISMTTE.R T6/T7 2

**Proteinas hipotéticas, sem anotacao ou funcdo definida.

Como pode ser observado, o numero de peptideos N-glicosilados (Tabela 2) foi
consideravelmente maior do que os O-glicosilados (Tabela 3). Isso esta condizente
com o resultado do ELLA em que foi visto uma menor reatividade do veneno para
lectinas com especificidade para carboidratos frequentemente associadas a O-
glicosilagdo, como N-acetilgalactosamina, galactose e acido sialico. Além disso,
dados tanto putativos quanto experimentais disponiveis no Uniprot/SwissProt
mostram uma menor frequéncia de O-glicosilacdo em venenos de diversos taxons,
5,8% comparado com 94,2% de N-glicosilacdo (DE MELO-BRAGA et al., 2022;
VENOMZONE, 2021). Contudo, esse dado pode estar subestimado dada as
limitacdes de analise de O-glicopeptideos que o Byonic possui (KAWAHARA et al.,
2021).

No geral, os glicopeptideos podem ser encontrados exclusivos a alguma das
espécies analisadas, mas ha alguns compartilhados entre elas, como pode ser
observado na Figura 10. Dentre as sequéncias N-glicosiladas, 3 sdao compartilhadas
entre as trés espécies: GQIYnDTK, VTFnVSNPPGER, SPWFHCPnK, que
correspondem a SCO-Spondina, 5 nucleotidase, e uma proteina sem anotacgao,
respectivamente. Ja dentre as sequéncias O-glicosiladas ndo houve nenhuma
sequéncia compartilhada entre as trés espécies, e apenas uma compartilhada entre
L. intermedia e L. gaucho sendo ela CCsPYQCQCGDYHCGCYNNCtFGCR também

sem anotacdo. Portanto, por essa analise observa-se que a maioria dessas
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sequéncias foram identificadas exclusivas de cada espécie nas amostras

analisadas.
A B

L. interinedia L. gaucho L. intermedia L. gaucho

L. laeta L. laeta

Figura 10 - Sequéncias de peptideos glicosilados exclusivos e compartilhados entre
as espécies de Loxosceles. Diagrama de Venny com o0 numero e porcentagem das
sequéncias de peptideos N-glicosiladas (A) e O-glicosiladas (B) exclusivas e compartilhadas

entre as espécies.

4.3.2 Sequéncias de peptideos glicosilados referente a diversas proteinas com

atividade biolégica no envenenamento.

Cerca de 19 classes de proteinas foram encontradas glicosiladas por essa analise,
sdo elas: 5'-Nucleotidase, Austratoxina-HT1, Ciclofilina, Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA), Fosfolipase A2, Fosfolipase D, Fosfatase alcalina, GTX-VA1,
Hialuronidase, Metaloprotease, Neurexina, Proteina transmembrana, Proteina
transportadora, SCO-Spondina, Serino protease, SLIT-Like protein, Tirosina
fosfatase, Transferrina e Zinc Finger Homeobox 4 (ZFHX4). Algumas destas séo
importantes toxinas com atividade bioldgica ja bem estabelecidas e serdo discutidas

mais adiante

Como pode ser observado na Figura 11A, a maioria dos peptideos glicosilados
(30%) foram encontradas em peptideos referentes a proteinas hipotéticas, cDNA,

sem fungao definida ou sem anotagao, agrupadas no grafico como “sem anotagao”.
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Isto indica que 0 nosso conhecimento acerca da composi¢cdo do veneno de aranhas
do género Loxosceles é limitado. Em 2008, Fernandes-Pedrosa e colaboradores,
descreveram 24,6 % de proteinas “no hits” no veneno de L. laeta. Desde entao,
outros grupos trabalharam na analise dos transcriptomas de diferentes espécies de
Loxosceles e forneceram mais informagdes (DANTAS et al., 2016; GREMSKI et al.,
2010; MEDINA-SANTOS et al., 2022). No entanto, as sequéncias de proteinas do
género Loxosceles depositadas nos bancos de dados publicos ainda n&o abrangem
a diversidade desta pegonha. Além disso, a fungdo e os componentes da glandula
de veneno das espécies de importdncia médica deste género nao estao

completamente definidos e caracterizados.

Contudo, ha uma consideravel presenca de peptideos glicosilados em outras
classes de toxinas encontradas nas trés espécies (Figura 11). Depois do grupo de
toxinas sem anotagéo, a familia de proteinas que apresenta a maior porcentagem de
peptideos glicosilados encontradas nas amostras analisadas sédo as fosfolipases D,
16% do glicoproteoma das trés espécies (Figura 11A). A presencga de glicosilagao
nestas toxinas foi observada com maior abundéancia em L. gaucho (30%), seguido
por L. laeta (18,2%), mas também encontrada em L. intermedia (6,3%) (Figura 11B,

11D e 11C respectivamente).

As fosfolipases D, ou esfingomielinases D, sdo a familia de toxinas com mais foco
de estudos na busca pelo entendimento do envenenamento por Loxoscelese
portanto, melhor caracterizadas bioquimicamente. Além de ser encontrada em
abundancia nas analises transcriptdmicas e protedmicas (FERNANDES-PEDROSA
et al., 2008; GREMSKI et al., 2010; MEDINA-SANTOS et al., 2022; MORGON et al.,
2016; TREVISAN-SILVA et al., 2017), ja foram descritas por serem altamente
imunogénicas e associadas aos principais efeitos clinicos do loxoscelismo, como a
dermonecrose (ALVARENGA et al., 2003; CHAVEZ-OLORTEGUI et al., 1998;
GUILHERME; FERNANDES; BARBARO, 2001).

Diversos peptideos pertencentes a diferentes proteoformas da fosfolipase D foram
encontrados glicosilados neste trabalho. Essas proteoformas sdo S3A, S7A, S9A,
S1B, S8B, S11B e a 15 (Tabela 2 e 3), que foram identificadas e descritas em
diferentes espécies de Loxosceles e podem exibir diferentes fungdes no mecanismo
do envenenamento (DANTAS et al., 2016; KALAPOTHAKIS et al., 2007). Alguns
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grupos identificados, como o S1 e S3 apresentam atividade de esfingomielinase
semelhante, como permeabilidade dos vasos, agregacao plaquetaria, hemolise e
dermonecrose (KALAPOTHAKIS et al., 2007; SILVESTRE et al., 2005; TAMBOURGI
et al., 2004) . Ja os grupos 7, 8 e 9 ainda ndo possuem suas fung¢des definidas,
enquanto nos grupos 10, 11 e 12, foi verificada baixa atividade dermonecrética e,
portanto, podem apresentar preferéncia por outros substratos ou ainda ndo serem
capazes de manifestar tais sinais e sintomas (BERTONI DA SILVEIRA et al., 2006;
DANTAS et al., 2016; LEAL et al., 2020).

Outro grupo de proteina com importante atividade biolégica no envenenamento que
foi encontrada glicosilada nessa andlise é o das astacin-like metaloproteases.
Peptideos glicosilados dessas proteinas foram observados principalmente em L.
intermedia (20,8%), mas também em L. gaucho (3,3%) e L. laeta (9,1%) (Figura 11C,
11B, 11D, respectivamente) sendo a toxina com atividade bioldgica conhecida no
envenenamento com a 2° maior porcentagem vista no glicoproteoma total das trés
amostras analisadas (13%) (Figura 11A). Como exposto anteriormente, a agéo das
metaloproteases em componentes da matriz extracelular tem como principal efeito
no envenenamento a propagacédo da lesdo e evolugdo dos quadros clinicos do
loxoscelismo (DA SILVEIRA et al., 2007; TREVISAN-SILVA et al., 2010).

A glicosilagado nessa proteina ja foi identificada em toxinas de outros animais como
serpentes do género Bothrops (ASEGA et al., 2014; BRAS-COSTA et al., 2022b)e
apontada como potente alvo de glicosilagbes em venenos de Loxosceles (DA
SILVEIRA et al.,, 2007; TREVISAN-SILVA et al., 2010). Além do que, foram
observadas alteragdes em atividades enzimaticas, como a gelatinolitica, apos
remogao de cadeias de carboidratos de venenos de Bothrops e de L. intermedia
(BRAS-COSTA et al., 2022a; VEIGA et al., 1999) o que reforca a importancia da

glicosilagdo nessa proteina.

Além dessas, também foram encontrados, em menor numero, glicopeptideos
referentes a proteina 5’ nucleotidase em todas as espécies, correspondendo a 6%
do glicoproteoma das trés espécies nesta analise (Figura 11A). Essa enzima
também n&o é encontrada com abundancia nos transcritos de L. laeta, sendo
incluida no grupo de “outras atividades do veneno” junto a outras proteinas que

representam apenas 5% do total de transcritos das glandulas de veneno desta
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espécie (FERNANDES-PEDROSA et al., 2008). A atividade anticoagulante do
veneno € associada a proteina 5 nucleotidase pois esta atua na inibicdo da
agregacao plaquetaria realizando a deplecdo de ADP (adenosina difosfato)
plasmatica e também interage com outros fatores anticoagulantes e trabalham em
sinergia com outras enzimas como fosfolipases e ADPases (BOFFA, 1974,
DHANANJAYA et al., 2006; DHANANJAYA; D’'SOUZA, 2010; JORGE DA SILVA; D.
AIRD, 2001; KINI; EVANS, 1990; OUYANG, 1983).

Assim como a 5’ nucleotidase, a SCO-spondina foi identificada glicosilada no veneno
das trés espécies, mas principalmente em L. intermedia. Seus glicopeptideos
correspondem a 4% (Figura 11D) do glicoproteoma total. Esta € uma glicoproteina
conhecida pelo seu papel modulador, secretada pelo érgao subcomissural (SCO, em
inglés). Sua fungcdo no envenenamento nao esta bem definida pois, dada sua
capacidade de se ligar a varias proteinas extracelulares e possuir diferentes formas
de interacado celular, pode exibir multiplas fungdes, como participar de eventos de
angiogénese, agregacao plaquetaria, e cicatrizacdo (GOBRON et al., 1996; SAGE;
BORNSTEIN, 1991).

Como mencionado na introdugdo, as glicosilagbes em proteinas no geral podem
favorecer a interagdo com outras moléculas, e, portanto, podem afetar a atividade da
proteina. Contudo, ainda ndao ha estudos funcionais que confirmem o papel dessa

modificagdo na enzima 5’ nucleotidase e na SCO-spondina.

Outra proteina encontrada glicosilada no veneno das trés espécies nesta analise foi
a enzima conversora de angiotensina (ECA). Seus glicopeptideos correspondem a
8% do glicoproteoma total (Figura 11A), mas foram identificados principalmente no
veneno de L. laeta (18,2%) (Figura 11D). Nao ha informagdes substanciais sobre a
presenga desta enzima nos transcritos disponiveis de Loxosceles, porém ja foi
descrita no veneno do escorpidao Tityus serrulatus (CAJADO-CARVALHO et al.,
2016) e em transcriptoma da aranha Cupiennius salei (KUHN-NENTWIG et al.,
2019). A ECA atua principalmente na clivagem da angiotensina |, bradicinina e
hemopressina, e ha relatos na literatura de estar relacionada a capacidade de
captura e morte das presas desses animais (CAJADO-CARVALHO et al., 2016).

Adicionalmente, outras proteinas ja descritas com importante atividade nos efeitos

do envenenamento também foram encontradas nos venenos de duas ou uma
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espécie apenas. Esse foi o caso, por exemplo, das serino-proteases, encontradas
glicosiladas em L. intermedia e L. gaucho correspondendo a 4% dos glicopeptideos
encontrados nas trés espécies (Figura 11A). Como anteriormente discutido, essa
proteina faz parte do grupo das astacinas, junto com as metaloproteases, e
contribuem para a atividade gelatinolitica da pegconha (VEIGA et al., 2000). Nestas
duas espécies e com a mesma porcentagem também foi observada a presencga de
glicopeptideos referentes a fosfolipase A2, toxina presente em varios tipos de
venenos. Em Loxosceles, a proteina tem seu efeito associado aos efeitos
inflamatoérios como edema e isquemia do tecido atingido, além de poder contribuir
para evolugao do quadro viscero-cutaneo (DOS SANTOS et al., 2009; FULY et al.,
2007; STRAUCH et al., 2013).

Outro exemplo com destaque entre esses achados foi da hialuronidase, identificada
apenas em L. intermedia e em apenas 1% dos glicopeptideos, assim como também
aparece em baixa abundancia no transcriptoma relatado por Gremski e
colaboradores em 2010. Porém, seu papel de dispersdo do veneno é bem descrito
tanto em Loxosceles quanto em outros animais peconhentos (GIRISH et al., 2004;
GIRISH; KEMPARAJU, 2007; KEMPARAJU; GIRISH, 2006; KREIL, 1995).

A presenca de (dlicosilagbes em peptideos referentes a essas proteinas
anteriormente citadas fortalece a hipétese de que essa modificacdo pds-traducional
tenha um importante impacto na atividade biolégica do veneno e langa uma luz
sobre o inexplorado glicoproteoma de aranhas do género Loxosceles. Contudo é
algo que ainda precisa ser investigado e testado experimentalmente, principalmente
quanto aos efeitos de dermonecrose, propagacao da lesdo, agregacao plaquetaria e

anticoagulacao associado as proteinas individualmente
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Figura 11 - Analise qualitativa do glicoproteoma do veneno de Loxosceles. Numero e porcentagem de peptideos N e O-glicosilados relacionados
porclasses de proteinas encontradas nas trés espécies de Loxosceles (A) e individualmente, L. gaucho (B), L. intermedia (C) e L. laeta (D). As estrelas
marcam um destaque para as toxinas descritas com importante atividade biolégica no envenenamento. A maioria das glicosilagdes encontradas estdo em
proteinas hipotéticas, sem fungao definida ou sem anotacao, agrupadas todas no grupo “sem anotagéo” do grafico, mas ha também um consideravel nimero
de glicopeptideos referentes a fosfolipases D e metaloproteases.
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4.3.3 Caracterizagao da complexidade das estruturas de N-glicosilagoes

E incontestavel o quanto o glicoma é diverso, envolvendo diferentes tipos de
glicoconjugados, oligossacarideos com varias composi¢des, sequéncias e ligagdes
de carboidratos, o que torna a heterogeneidade do glicoma bastante complexa.
Contudo, apesar dessa diversidade, os glicoconjugados compartiiham algumas
caracteristicas, como as bases estruturais comuns e modificagdes terminais

(CUMMINGS, 2009) o que torna possivel seu estudo e entendimento.

Diante disso, buscou-se nessa analise compreender algumas particularidades das
caracteristicas das estruturas de (glicosilagdes encontradas nos peptideos
mencionados anteriormente. Como pode ser visto na Figura 12, a maioria dos
peptideos N-glicosilados possuem 1 estrutura de carboidrato sem redundancia
associadas a cada um deles e foi observado esse padrao no veneno das 3 espécies
analisadas. Contudo, em algumas espécies como L. intermedia, em uma unica
sequéncia foram encontradas 8, 9, 12 e até 15 diferentes estruturas de N-
glicosilagbes. Sendo que o peptideo NATTPGNPK com 12 diferentes estruturas é
referente a uma proteoforma conhecida da fosfolipase D, a Loxtox 15 (Tabela 2).
Essa proteoforma foi identificada por Kalapothakis e colaboradores em 2007 e nao
possuia dados de ensaio biolégico da sua atividade, porém foi observada também
em outro estudo que possuia 63% de identidade com a proteoforma P2-(AY304472,
P83046, AAP97092), na qual foi observada alta atividade dermonecrética,
esfingomielinasica e hemolitica (TAMBOURGI et al., 2004).

Um outro achado de destaque nessa analise foi a presenga de 22 glicoformas no
peptideo NATLPGNPK encontrado no veneno de L. gaucho e também referente a
outra proteoforma de fosfolipase D, a Loxtox S3A (Tabela 2). Dantas e
colaboradores identificaram essa proteforma no veneno de Loxosceles similis em
2016 e assim como discutido anteriormente, o grupo S3 também apresentou
atividades importantes envolvidas nos efeitos clinicos do envenenamento (DANTAS
et al., 2016).
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N° de sequéndas de peptideos

12 15 22

N° de estruturas de N-glicosilactes

Figura 12- Niumero de estruturas de N-glicosilagbes por sequéncia de peptideo nos
venenos de Loxosceles. No grafico estd representado o numero de glicoformas
encontradas em cada peptideo de cada espécie. A maioria das sequéncias de peptideo tem
1 a 3 estruturas de glicanos, porém ha alguns peptideos no veneno de L. infermedia com 8,
9, 12 e até 15 estruturas presentes. E no veneno de L. gaucho foi encontrada até 22

glicoproteoformas associadas a um unico peptideo.

Essas estruturas foram classificadas quanto a sua classe de N-glicosilagdo, porém
incluimos também estruturas que denominamos de simples por conterem apenas
um N-acetilglicosamina podendo estar ligada ou ndo a fucose. Foi observado,
considerando as 3 espécies, um maior numero de estruturas do tipo paucimanose
(40,8%) seguido de uma quantidade significativa de glicanos complexos/hibridos
(33,8%) (Figura 13A). Oligomanoses, ou estruturas com alto teor de manoses,
também foram observadas nas trés espécies com propor¢des semelhantes (Figura
13B). Estruturas do tipo simples e de nucleo quitobiose ndo foram encontradas na
amostra do veneno de L. laeta e também foi vista em menor proporgdao se

comparada com as demais nos venenos de L. gaucho e L. intermedia (Figura 13B).

A maquinaria onde ocorre a biossintese de glicosilacado influencia na composicao
das estruturas. Até onde sabemos, ndo existe nenhum estudo sobre esse processo
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em aracnideos, classe em que pertencem as aranhas. Portanto, temos como base
de comparacao tipos de glicosilagbes encontradas em insetos, também pertencentes
ao filo Arthropoda. Em geral, os resultados obtidos nessa analise sdo semelhantes
ao de estudos de glicosilagbes em insetos (DE SOUZA et al., 2019; WALSKI et al.,
2017). Este é o caso, da abundancia de paucimanoses, além da frequente presenca
de N-acetilglicosaminas, manoses, fucoses centrais e uma diversidade de tipos de
glicanos terminais, que podem ser vistos com mais detalhes na Figura 14. Contudo,
ao contrario do que ja foi observado em insetos, mas similar ao ja visto em toxinas
de serpentes (ANDRADE-SILVA et al., 2018), por esta analise dos venenos de

aranha-marrom foram encontradas muitas estruturas complexas/hibridas.

Foi proposto que N-glicanos ricos em manose podem atuar como moléculas
semelhantes a chaperonas e auxiliar no dobramento correto de proteinas, e que por
meio de interacdes hidrofobicas, estruturas do tipo complexo desempenham um
papel crucial na estabilidade (JITSUHARA et al., 2002). Portanto, a presencga de
estruturas com alto teor de manose e do tipo complexo em diversas fontes sugere
um possivel impacto no enovelamento e estabilidade das proteinas, e consequente
modulagado da atividade bioldgica, ja que foi observada a presencga dessas estruturas

em toxinas com grande importéncia no envenenamento.
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Figura 13 - Classificagcdo das estruturas de N-glicosilagbes encontradas nas 3
espécies de Loxosceles. As estruturas encontradas foram classificadas em 5 grupos:
simples, quitobiose core, paucimanose, oligomanose e complexo/hibrido. A) Distribuigao
dessas estruturas considerando as trés espécies analisadas e B) em cada espécie. Foram
consideradas estruturas simples aquelas que apresentam apenas um N-acetilglicosamina

ligada ou n&o a fucose.
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Utilizando a ferramenta SugarBind (https://sugarbind.expasy.org/builder) foi montado

manualmente, de acordo com as informagdes de composi¢ao de glicanos obtidas no
Byonic, as estruturas de carboidrato encontradas em peptideos referentes as toxinas
das trés espécies com grande importancia nos efeitos clinicos do loxoscelismo
(Figura 14 e Tabela 2), ao qual denominamos um ID especifico para cada

glicoforma.

Foram encontradas um total de 26 diferentes estruturas de N-glicosilagdo
considerando as familias de toxinas fosfolipases D, fosfolipase A2, hialuronidase,
serino-protease e metaloprotease (Figura 14). Todos os tipos de estrutura, exceto a
HexNAc(2)Hex(5)Fuc(2) (ID da glicoforma: 50), foram observadas em
glicopeptideos referentes a proteoformas da fosfolipase D no veneno de pelo menos
uma das espécies, mas, grande parte das vezes, nas trés espécies. Além disso,
estruturas do tipo simples e de nucleo quitobiose foram vistas somente nesta classe
de proteina. Uma significativa diversidade de estruturas também foi observada em
glicopeptideos referentes a metaloproteases, com 12 das 26 estruturas presentes

nessa familia de toxina.

Alguns tipos de glicanos foram comuns a grande parte das proteinas e apareceram
com frequéncia nas 3 espécies, como o caso do HexNac(2)Hex(3)Fuc(1) (ID da
glicoforma: 5P) e HexNac(3)Hex(3)Fuc(1) (ID da glicoforma: 1CH) (Tabela 2 e Figura
14). Como pode ser observado nas estruturas de glicosilagdes montadas, todas
possuem pelo menos um residuo de N-acetilglicosamina ligados ou nao a fucoses.
Além disso, os 9 tipos de paucimanoses encontrados tiveram ligados a dois residuos
de N-acetilglicosamina e de 1 a 4 manoses, enquanto nas estruturas ricas em
manose, as oligomanoses, variaram de 5 a 8 residuos de manose ligados a duas N-

acetilglicosaminas.

De um modo geral, os tipos de carboidratos encontrados por essa analise
corroboram com o que foi observado pelo ELLA com lectinas, exceto pela presenga
de fucoses, que nao foi vista no ELLA. A lectina utilizada neste ensaio para deteccao
de fucoses (UEA 1) possui especificidade de ligagado para glicocompostos contendo
a-(1,2)-fucose (SHARMA; SCHUMACHER; ADAM, 1998). Em geral, a fucose mais
difundida em N-glicanos de invertebrados é a ligada ao nuacleo a1,3/1,6
(ISKRATSCH et al., 2009; PASCHINGER et al., 2005). Embora ndo tenha sido
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possivel determinar o tipo de fucose encontrada nesta analise, a especificidade de
ligacdo da UEA e a possivel presenca de outros tipos de ligagdo de fucose no
veneno de aranhas € uma provavel explicagéo para a divergéncia encontrada nestes

resultados.

Dada algumas limitagbes da técnica, ndo foi possivel estabelecer exatamente qual
tipo de carboidrato presente em algumas estruturas como nos IDs 3, 4, 6 e 7CH
(Figura 14), podendo estar ligado ao carboidrato anterior um residuo de manose ou
galactose, por isso a utilizagdo do ponto de interrogagdo. Além disso, em alguns
casos como nas estruturas dos IDs 1 e 2CH, a utilizacdo do simbolo chave
representa que a ligagdo da N-acetilglicosamina pode ser em qualquer uma das

duas manoses anteriores.

Assim como todas as técnicas anteriores, a analise de glicopeptideos intactos pela
estratégia bottom-up com enriquecimento por HILIC e a busca feita contra um banco
de sequéncias limitado, pode nao representar toda complexidade do glicoproteoma
das espécies estudadas. Contudo, o numero e a diversidade de glicanos
encontradas neste trabalho € condizente com o observado em venenos de outros

animais como serpentes.

Andrade-Silva e colaboradores, por exemplo, encontraram 60 estruturas diferentes
de N-glicanos no veneno de 8 espécies de serpentes do género Bothrops fazendo
uma analise dos N-glicanos deglicosilados por PNGase F (ANDRADE-SILVA et al.,
2018). Os tipos de estruturas e residuos de carboidratos observados também é
semelhante ao encontrado em outros venenos de serpentes e artropodes (BRAS-
COSTA et al., 2022b; GOWDA; DAVIDSON, 1992; KOLARICH et al.,, 2005;
VALDEZ-CRUZ; BATISTA; POSSANI, 2004; VERANO-BRAGA et al., 2013), exceto
pela presenga de acido sialico, ndo observados nas estruturas de N-glicosilagdo no
presente trabalho. Visto que foi detectada uma reatividade para acido sialico (2-6) no
veneno de duas das espécies analisadas pelo ELLA neste trabalho, acreditamos que
essa informacdo pode ter sido perdida pelo tipo de enriquecimento utilizado, HILIC,
pois como descrito por Palmisano e colaboradores em 2010, uma combinacio desta
com o enriquecimento com Didxido de Titanio (TiO2) poderia alcancar uma analise
mais abrangente de glicopeptideos sialilados (PALMISANO et al., 2010). Contudo,

mais provavelmente, isso também pode ser explicado pelo fato de que os 38 tipos
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de N-glicosilagdo em insetos disponivel no Byonic e incluidos na busca n&o inclui

estruturas com acido sialico.

A presenca confirmada por mais essa abordagem de varios tipos de N-glicosilagdes,
reforgca a complexidade, pelo menos parcial, do glicoproteoma de aranhas do género
Loxosceles. Esses achados nos ddo algumas informagdes experimentais sobre a
importancia dessa modificagdo na diversidade do perfil protebmico do veneno,
produzindo proteoformas com possiveis diferentes propriedades, como também
podem contribuir para futuros estudos do impacto da estrutura de carboidratos nas
fungdes dessas toxinas encontradas glicosiladas (SPIRO, 2002; VARKI, 2016).
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Figura 14 - Estruturas de N-glicosilagcdes encontradas nas principais proteinas com
atividade biolégica no envenenamento de Loxosceles. Foi gerado pela ferramenta
SugarBind (https://sugarbind.expasy.org/builder) os 26 tipos de estruturas de N-glicanos
identificadas em cinco familias de proteinas. Esta representado nessa tabela as estruturas,
sua respectiva classificacdo, em que familia de proteina e no veneno de qual espécie foram
identificadas. O simbolo de chave representa que o carboidrato pode estar ligado a qualquer
um dos carboidratos anteriores e o ponto de interrogacdo € a possibilidade de ser um
residuo ou outro. Circulo verde: Manose, quadrado azul: N-Acetilglicosamina, triangulo
vermelho: Fucose, circulo amarelo: Galactose.
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5- CONCLUSAO

Neste trabalho, foi confirmada por diferentes abordagens a presenca de
glicoproteinas no veneno de aranhas do género Loxosceles. Pela primeira vez,
caracterizamos um perfil glicoprotedmico do veneno das trés espécies de maior
importancia médica de aranhas deste género. Por uma analise mais aprofundada
desses venenos, foi observada 88 sequéncias de peptideos N-glicosiladas, e 12 O-
glicopeptideos referentes a importantes toxinas com atividade biolégica bem descrita
no envenenamento, como fosfolipases D e A2, metaloproteases, serino-proteases e
hialuronidases, e que pode conter até 22 glicoformas em um unico sitio de
glicosilacdo de um peptideo. A caracterizacdo das estruturas de N-glicanos
encontradas demonstrou que ha uma alta diversidade destas nos venenos das trés
espécies, principalmente compostos de paucimanoses, mas também um grande
numero de estruturas complexas/hibridas, até entao vistas em pouca quantidade em

artropodes.

Portanto, este trabalho contribui com informagdes essenciais para compreensao dos
venenos de aranhas do género Loxosceles e langa luz sobre a inexplorada
diversidade de glicanos presentes em importantes toxinas responsaveis pelos
efeitos clinicos do envenenamento. Desse modo fornece mais alguns indicios da
importancia das glicosilagbes no desfecho do envenenamento e pode colaborar com
o desenvolvimento de um diagndstico e melhores formas de tratamento para os

sintomas do loxoscelismo, um grave problema de saude publica no Brasil.

6- PERSPECTIVAS

- Identificacao das proteoformas encontradas glicosiladas no gel bidimensional por In
gel digestion e espectrometria de massa.

- Andlise mais aprofundada dos espectros gerados para caracterizagdo das
estruturas de O-glicosilagéo.

- Andlise da relacao estrutura-funcéo dessas proteinas glicosiladas, principalmente
da fosfolipase D.
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