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RESUMO

Os escorpifes sdo artropodes da classe Arachnida, ordem Scorpiones. S&o
animais peconhentos, ou seja, possuem 0rgédo secretdrio ou glandulas conectadas a um
dispositivo de injecdo, o qual pode inocular o veneno produzido pela glandula ou
células especializadas. O veneno pode ser descrito como sendo uma mistura complexa,
contendo muco, sais inorganicos, moléculas organicas de baixa massa molecular,
muitos peptideos neurotoxicos e proteinas. O envenenamento humano por picada de
escorpido é um importante problema de saude publica em varios paises tropicais e
subtropicais. No Brasil, Tityus serrulatus ¢ uma das espécies mais perigosas, que
causam grave envenenamento, podendo levar ao ébito. Em geral, o envenenamento
pode causar sintomas de dor, febre, agitacdo psicomotora, salivacdo, lacrimejamento,
aumento da mobilidade do trato gastrointestinal, insuficiéncia respiratoria e arritmia
cardiaca, hipertensdo arterial seguida de hipotensdo, insuficiéncia cardiaca, edema
pulmonar e choque anafilatico. O veneno dos escorpifes tem sido estudado ao longo
dos anos, a fim de elucidar seus compostos juntamente com suas sequéncias e suas
funcgdes bioldgicas. Algumas espécies de escorpides possuem em seu veneno compostos
antimicrobianos, mediadores que ativam o0s processos inflamatérios, causam a
desgranulacdo de mastdcitos, como também, podem ser capazes de induzir quimiotaxia
de neutrofilos. Até o presente momento a toxinologia de escorpifes tem concentrado o
foco nas neurotoxinas, que sdo peptideos contendo entre 30 e 70 residuos de
aminoacidos em suas sequéncias, com quatro ou cinco pontes dissulfeto em suas
estruturas. A despeito de existir muitos pequenos peptideos (apresentando entre 5 e 20
residuos de aminoacidos em suas sequéncias), que apresentam conformacdes lineares,
por ndo apresentarem pontes dissulfeto em suas estruturas, este grupo de toxinas tem
sido negligenciado pela literatura, devido a dificuldade em isolar e determinar suas
estruturas moleculares. O presente trabalho teve como objetivo sintetizar alguns destes
peptideos (Typep-14, -15, -16, -17, and -18), previamente isolados e sequenciados a
partir do veneno do escorpido T. serrulatus, por nosso grupo de pesquisas, e caracteriza-
los de acordo com suas possiveis fungdes bioldgicas através de ensaios de
desgranulacdo de mastocitos e liberacdo de lactato desidrogenase, hemdlise, antibiose,
efeitos hiperalgésicos e edematogénicos, e teste de campo aberto. Nenhum peptideo
apresentou atividade hemolitica, antibidtica; ou apresentou atividade desgranuladora de
mastocito e liberacdo de LDH em ratos. Apenas o TyPep 18 apresentou alteracdes na
locomocgdo de camundongos. Em geral, todos apresentaram acdes de hiperalgesia ou
formacdo de edemas localizados. Conclui-se portanto, que os peptideos ensaiados no
presente trabalho estéo relacionados a producéo de dor e inflamacéo.

Palavras-chave: Veneno de escorpido; Toxinas; Peptideos negligenciados; Bioensaio.



ABSTRACT

Scorpions are arthropods of the class Arachnida, order Scorpiones. They are
venonous animals, i. e, they have secretory organ or gland connected to an injection
apparatus, which can inoculate the venom produced by specialized cells. The venom can
be described as a complex mixture containing mucus, inorganic salts, organic molecules
of low molecular mass, many neurotoxic peptides and proteins. The human
enenvenoming by scorpion sting is an important problem of public health in many
tropical and subtropical countries. In Brazil, Tityus serrulatus is one of the most
dangerous species, which cause severe enenvenoming, that can lead to death. In general,
the envenoming can cause symptoms of pain, fever, agitation, salivation, lacrimation,
increasing motility of the gastrointestinal tract, respiratory failure and cardiac
arrhythmia, hypertension followed by hypotension, heart failure, pulmonary edema and
anaphylaxis. The venom of scorpions has been studied over the years in order to
elucidate their biochemical composition, along with their sequences and biological
functions. Some species of scorpions have antimicrobial compounds in their venom,
mediators that trigger inflammatory processes, causing mast cell degranulation, and also
may be capable of inducing neutrophil chemotaxis. To date, the toxinology of scorpions
has concentrated the focus on neurotoxins, which are peptides containing between 30
and 70 amino acid residues in their sequences, with four or five disulfide bonds in their
structures. Despite the existence of many small peptides (having between 5 and 20
amino acid residues in their sequences), that have linear conformations for not having
disulfide bonds in their structures, this group of toxins has been neglected in the
literature, due to the difficulty in isolating and determine molecular structures of these
toxins. This study aimed to synthesize some of these peptides (Typep-14, -15, -16, -17,
and -18) previously isolated and sequenced from T. serrulatus scorpion venom, by our
research group, and characterize them according to their possible biological functions
through mast cell degranulation and lactate dehydrogenase release test, hemolysis,
antibiosis, hyperalgesic and edematogénics effects and open field test. None of the
peptides presented hemolytic, antibiotic activity, mast cell degranulation or LDH release
in rats. Only TyPep 18 influenced the pattern of locomotion in mice. In general, all
peptides had presented hyperalgesic and edematogenic effects. It may be concluded that
the peptides tested in this study are related to the production of pain and inflammation.

Keywords: Scorpion venom; Toxins; Neglected peptides, Bioassays.
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1 INTRODUCAO
1.1 O escorpido e seu veneno

Os escorpides sdo animais que pertencem ao grupo dos artropodes terrestres
quelicerados da classe Arachnida, Unico representante terrestre do subfilo Chelicerata. A
ordem Scorpiones possui 15 familias, 197 géneros e aproximadamente 2069 espécies no
mundo (DI et al., 2014), representa apenas 1,5% dos aracnideos conhecidos (CODDINGTON;
COLWELL, 2001; BRAZIL; PORTO, 2010; SANTOS, 2013). Séo animais peconhentos, 0s
quais habitam uma grande variedade de micro-habitats e estdo presentes em quase todos 0s
continentes, exceto na Antartida (SISSOM, 1990; LOURENCO; EICKSTEDT, 2003;
GODDARD, 2007). O sucesso na sobrevivéncia na natureza se da basicamente pela anatomia
e fisiologia que quase ndo mudou em centenas de milhares de anos, desde o seu surgimento.
Por causa do fato das presas de escorpifes serem outros artropodes, eles desenvolveram a
habilidade de produzir e injetar pequenas quantidades do veneno, o qual € muito potente, em
suas presas (DEBIN et al., 1993), principalmente neurotoxinas capazes de paralisar ou mata-
las.

Os venenos de escorpides podem ser descritos como sendo uma mistura complexa
contendo muco, sais inorganicos, moléculas organicas de alta massa molecular, algumas prote
e muitos peptideos neurotoxicos (figura 1). Essa mistura de substancias toxicas constitui o
veneno, que age por via parenteral (endovenosa, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal,
intradérmica) e é inativada por via entérica, por ser normalmente de natureza protéica. Sdo
ativamente utilizados para a captura de presas, incluindo pré-digestdo, ou para defesa contra
predadores (DU PLESSIS; ELGAR; DU PLESSIS, 2008; MARCUSSI; ARANTES;
SOARES, 2011). Em geral, as toxinas presentes sdo espécies-especificas, produzidas contra
mamiferos, insetos ou crustaceos. Apesar de serem encontradas muitas divergéncias quanto a
especificidade e atividade bioldgica dessas toxinas, elas podem ser consideradas como uma

grande familia de oligopeptideos (ALI et al., 1998).
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Figura 1 — Esquema da composicéo do veneno do escorpido Tityus serrulatus.

Tityus serrulatus Venom Composition
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Fonte: Retirado de Pucca et al., 2015a.

Os genes que codificam as toxinas sdo evolutivamente muito variaveis, ocorrendo
ativamente mutagdes pontuais, duplicacdes de genes, recombinacdes, modificagdes pos-
traducionais, levando a uma vasta gama de variantes de toxina (FROY et al., 1999a). A
guantidade de toxinas diferentes produzidas por um escorpido € estimada em
aproximadamente 100 mil moléculas, das quais sdo conhecidas por volta de 1% (POSSANI et
al., 1999). Ainda ndo se compreende muito bem como uma gama enorme de moléculas
consegue reconhecer as mesmas classes de receptores ou similares (FROY et al., 1999a;
GAZARIAN et al., 2005).

A grande quantidade de toxinas e suas variantes existem possivelmente para que o
escorpido possa incapacitar a presa, paralisando ou matando, independente do habitat em que
estd localizado, sendo assim, possui um veneno que afeta uma grande variedade de animais
(insetos, crustaceos ou outros aracnideos). O escorpido Hadrurus arizonensis usa seu veneno
somente para imobilizar uma presa grande ou quando uma presa, mesmo de menor tamanho,
tenta se defender (EDMUNDS; SIBLIS, 2010). Muitos escorpides otimizam o uso do veneno
para a incapacitacdo da presa, pois a producédo para reposi¢cdo do veneno gasto tem alto gasto
metabolico (NISANI et al., 2012). Para a defesa contra predadores, eles também necessitam

que seu veneno consiga atrasd-los, causando dor, inflamacGes, e outros sintomas vistos
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também no envenenamento em humanos, aumentando assim, as possibilidades de fuga deste
animal.

O envenenamento humano por picadas de escorpifes é um grande problema de salde
publica em varios paises tropicais e subtropicais (FREIRE-MAIA; CAMPOS; AMARAL,
1994). No Brasil foram registradas 86 espécies pertencentes a quatro familias: Bothriuridae,
Buthidae, Chactidae e Liochelidae (LOURENCO; EICKSTEDT, 2003). As espécies do
género Tityus, como T. serrulatus, T. bahiensis, T. obscurus e T. stigmurus sdo as espécies
consideradas de importancia médica, sendo T. serrulatus a espécie mais perigosa, que causa
grave envenenamento, podendo levar a 6bito (FREIRE-MAIA; CAMPOS; AMARAL, 1994;
PUCCA et al., 2015b). De acordo com o Ministério da Saude brasileiro, ocorreram 69.036
casos de acidente por picada de escorpido em todo o Brasil, no ano de 2013
(SINAN/SVS/MS, 2014) e 51 6bitos foram atribuidos ao escorpionismo ocorridos entre 2006
e 2010 (MS/FIOCRUZ/SINITOX, 2010). No Nordeste do Brasil, a espécie T. stigmurus
(Buthidae) é o escorpido de maior importancia médica, especialmente em &reas urbanas da
Bahia (LIRA-DA-SILVA et al., 2000) e Pernambuco e 0s escorpides da espécie T. serrulatus
(LUTZ; MELLO, 1922) encontram-se espalhados por toda regido Sudeste brasileira
(KALAPOTHAKIS; CHAVEZ-OLORTEGUI, 1997).

Figura 2: Espécime de Tityus serrulatus.

Fonte: Bortoluzzi, Querol e Querol, 2007.

O escorpido da espécie T. serrulatus (Ts) (figura 2) também conhecido como
escorpido amarelo possui de seis a sete centimetros de comprimento, com coloracao

amarelada escura no corpo, pedipalpos e patas amarelas (LUTZ; MELLO, 1922). Este animal
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prefere locais com climas tropicais, apesar de poder ser encontrado no cerrado e &reas urbanas
(LOURENCGCO, 2008). Sua habilidade de viver em cidades é explicada pela alta concentracdo
de lixo e detritos, os quais ajudam na proliferacdo de insetos usados em sua alimentacao
(PUCCA et al., 2015b), a qual é baseada em baratas, gafanhotos, cupins e grilos e outros
aracnideos (aranhas e escorpides), podendo haver canibalismo entre espécies diferentes ou
dentro da mesma espécie, até mesmo entre maes e proles (MARCUSSI; ARANTES;
SOARES, 2011). Sua reproducdo € atraves da partenogénese (LOURENCO, 2008), podendo
gerar até 20 filhotes no outono (MARCUSSI; ARANTES; SOARES, 2011).

A reproducdo por partenogénese e sua grande adaptabilidade as areas urbanas
contribuiram para o aumento da populacdo pelo pais e explica o porqué esta espécie é
responsavel pelo maior nimero de acidentes em diferentes regides do Brasil (CHIPPAUX;
GOYFFON, 2008).

A sintomatologia do envenenamento por Ts é o efeito primario da acdo das
neurotoxinas nos canais i6nicos, 0 que causa a liberacdo massiva de neurotransmissores
(catecolaminas, acetilcolinas, entre outros), levando a estimulacdo do sistema nervoso
autbnomo (VASCONSELOS et al., 2005). A catecolamina possui um papel majoritario na
neurotransmissdo periférica e, uma vez liberada, liga a uma das duas classes de receptores na
membrana pos-sinapticas incluindo receptores muscarinicos (MAChR), os receptores de
proteinas G ou receptores de nicotina (NAChR) e canais ibnicos. Em juncdes
neuromusculares, a acetilcolina (Ach) é empregada pelos neurdnios motores somaticos para
despolarizar os muasculos estriados. No sistema nervoso autbnomo, Ach é o neurotransmissor
liberado e usado por todos os neurdnios pré-ganglionares e pelos neurénios pds-ganglionares
parassimpaticos (GALANTER et al., 2012).

A injecdo de veneno de escorpido em animais experimentais produz efeitos sistémicos
com sinais e sintomas semelhantes aos observados em envenenamento humano, tais como
febre, agitagdo psicomotora, salivagdo, lacrimejamento, aumento da mobilidade do trato
gastrointestinal, insuficiéncia respiratéria e cardiaca, arritmia cardiaca, hipertensdo arterial
seguido de hipotensdo, edema pulmonar e choque anafilatico, entre outros (fig. 3) (FREIRE-
MAIA; CAMPOS, 1989).
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Figura 3: Esquema dos efeitos do envenenamento por T. serrulatus. O veneno age no sistema
nervoso, cardiovascular, imune, enddcrino e exdcrino, respiratorio, digestorio, urinario,
reprodutor, esquelético, muscular e tegumentar (PUCCA et al., 2015a).

Ts Venom Effects in Anatomical Systems
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Fonte: Retirado de Pucca et al., 2015a.

Na revisdo realizada por Petricevich (2010), foi demonstrado que os mediadores que
ativam os processos inflamatorios podem ser liberados apds envenenamento por escorpifes
incluindo cininas, ecosanoides, fator ativador de plaquetas, fator de aumento da
permeabilidade, 6xido nitrico e citocinas. A liberacdo de citocinas e outros mediadores podem
ser responsaveis por varias das manifestaces inflamatdrias observadas tais como a
respiratoria aguda, sindrome da angustia respiratoria aguda, sindrome da resposta inflamatéria

sistémica e faléncia de multiplos 6rgaos.

1.2 Os peptideos com pontes dissulfeto (DBPs)

A grande quantidade de peptideos encontrados no veneno de escorpido exibe ampla
atividade farmacoldgica e bioguimica, e pode ser dividida em duas grandes classes,
dependendo em quais canais de ions eles interagem. O veneno também contém peptideos com
acdo neurotdxica, que sdo responsaveis pelos sintomas apresentados durante o envenenamento
através da sua interacdo com canais de ions, e tem o potencial de causar grandes danos ao

sistema nervoso dos vertebrados e invertebrados (MEBS, 2002). O termo neurotoxina aplica-
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se a uma variedade de substancias que afetam o sistema nervoso produzindo uma ampla
variedade de efeitos prejudiciais a saude humana, entretanto, em alguns casos, estas
substancias podem possuir um uso terapéutico (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2005).

A primeira classe compreende os NBPs, 0s quais interagem com células excitaveis, e
podem ser subdivididos de acordo com o tipo de canal ibnico especifico com os quais
interagem, estimulam ou inibem. Estes peptideos sdo responséveis pela maior parte dos
sintomas do envenenamento causado por picadas de escorpides (DU PLESSIS; ELGAR; DU
PLESSIS, 2008; CHIPPAUX; GOYFFON, 2008; REMIJSEN; VERDONCK; WILLEMS,
2010).

Os DBPs séo divididos em quatro familias: i) Familia 1 - contém peptideos com 60 a
70 residuos de aminoacidos e sua cadeia estd conectada por quatro pontes dissulfeto, e
modulam a atividade dos canais de fons Na'; ii) Familia 2 - compreende os peptideos de
cadeia curta (30 a 40 residuos de aminoacidos) e cadeia longa (60 a 64 residuos) os quais
podem possuir trés ou quatro pontes dissulfeto e podem bloquear os canais de fons K; iii)
Familia 3 - é composta por peptideos insetotdxicos que de cadeias curtas de aproximadamente
36 residuos de aminoacidos com quatro pontes dissulfeto, os quais supostamente inibem os
canais de fons CI'; iv) Familia 4 - inclui os peptideos que modulam canais de fons Ca*
sensiveis a rianodina (TYTGAT et al., 1999).

Em resumo, estes peptideos podem reconhecer e interagir com canais de ions Na*, K,
Cl e Ca™, em tecidos excitaveis, como musculos e nervos (DEBIN et al., 1993; TYTGAT et
al., 1999; ZENG et al., 2001a; VEGA; POSSANI, 2004; TIAN et al., 2008). Ao fazer isso,
eles exercem uma grande variedade de agdes na fisiologia da vitima, incluindo a
desestabilizacdo da membrana, obstrugdo dos sistemas nervoso central e periférico e a
alteracdo da atividade do musculo liso ou esquelético (MENEZ et al., 1992).

Canais idnicos sdo poros de acao controlada, encontrados em todos os animais, plantas
e bactérias, nas membranas celulares e fungdes celulares em diversos tipos de processos, tais
como: excitagdo do nervo e/ou musculo, secrecdo hormonal, aprendizagem e memoria,
proliferacdo celular, transdugdo sensorial, controle do equilibrio de sal e agua e regulagdo da
pressao arterial. Podem ser regulados por via intrinseca, ou por ligantes, ou por mudangas no
gradiente de voltagem da membrana (ASHCROFT, 2000).
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1.2.1 Peptideos neurotdxicos e canais de sodio

Os canais de fons Na’ ativados por voltagem s3o grandes proteinas integrais de
membrana, 0s quais abrem e fecham em resposta as mudancas locais no campo elétrico da
membrana plasmatica. Eles sdo poros formados por uma proteina grande, a subunidade-a (260
kDa), associados a uma ou duas pequenas proteinas, as subunidades-p, uma subunidade
auxiliar de canais de sdédio em mamiferos (AMIR et al., 2006; GORDON et al., 2007). A
subunidade-o. contém todos os componentes necessarios para um canal iénico funcional,
incluindo o sensor de voltagem, portdo de ativagao, poro ionico e portdo de inativagdo. Esta
subunidade consiste em quatro dominios homdlogos (D1-D4) conectados por trés loops de
tamanhos diferentes (SATO et al., 2001). Cada um com seis hélices transmembranas (S1-S6)
e uma regido nao helicoidal entre a S5 e S6, 0 segmento P, que se acredita ser, pela juncao das
regides dos segmentos P dos quatro dominios, pelo qual o ion de sédio percorre (fig. 4)
(AMIR et al., 2006).

Figura 4: Subunidade-o que compde o canal de sodio disposto linearmente; hélices
transmembranas S1 a S6 dos quatro dominios (D1 a D4). O ponto vermelho representa o
segmento P (sitio de ligacdo) e onde a neurotoxina se liga ao canal de sédio (meio
extracelular).
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Fonte: Figura modificada de Meisler e Kearney, 2015.

O poro condutor de ions permite que ions com carga e 0 diametro apropriado (sendo
sodio o ion mais permeavel) passem através da dupla camada lipidica, esta, que ao contrario
do poro, é relativamente impermeavel aos ions. A parte mais estreita do poro, localizado na
luz do canal (detalhe na figura 4 item b parece ser mais proxima a superficie exterior do canal,
e este € o0 locus onde a seletividade entre ions ocorre, o "filtro de seletividade” (fig. 5). A
abertura interna do poro que estd virado para o citoplasma parece ter um vestibulo

consideravelmente mais amplo, que acomodam grandes cations organicos que nao conseguem
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passar através do filtro de seletividade mais estreito, mas podem atingir o citoplasma por
permeacdo através da bicamada lipidica das membranas plasmaticas. A abertura
citoplasmatica também contém regiGes onde as drogas se ligam a partes do canal envolvidas
na inativacdo, o processo de fechamento do poro € acionado por despolarizacdo (AMIR et al,
2006).

Figura 5: Canal de sddio. a) Modelo 3D do canal de sédio; b) Seccdo de um modelo da
subunidade-o do canal de so6dio evidenciando o interior do canal entre os dominios D3 e D4,
com a abertura voltada para a regido extracelular e um anel no interior da luz, logo abaixo da
entrada do canal, tornando-a mais estreita.

Fonte: Figura modificada de Meisler e Kearney, 2015.

Abertura dos canais de sodio de seu estado de repouso, o qual é fechado, envolve
varias etapas de alteracdo conformacional, a maioria em resposta as forcas colocadas nos
canais pelo campo elétrico que acompanham a despolarizacdo da membrana. Segmentos
carregados do canal, identificados por possuirem multiplos residuos de aminoacidos positivos
em pelo menos trés dos quatro segmentos de S4, "sentem" estas alteragdes de campo elétrico
e movem-se através da membrana.

Em mamiferos, as subunidades-o dos canais de sodio possuem nove isoformas (Na,1.1
a Na,1.9) (tabela 1) as quais sdo diferentes em suas propriedades eletrofisioldgicas. Elas
diferem em seus limiares de abertura, e o periodo de tempo pelo qual o canal permanece
aberto. Diferem também pela variacdo de tempo que o canal permanece em seu estado inativo
e no efeito do potencial de membrana sobre seus parametros cinéticos (AMIR et al., 2006). As
isoformas das subunidades-a: Na,1.1, 1.2, 1.3, e 1.6 sdo expressas principalmente no sistema

nervoso central (SNC), Na,1.7, 1.8 e 1.9 sdo altamente expressas no sistema nervoso
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periférico (SNP) e Na,1.4 e 1.5 estdo presentes no musculo esquelético e cardiaco de adultos,
respectivamente (GOLDIN, 2001).

Tabela 1: Isoformas das subunidades-a dos canais de sodio e suas propriedades.

CHANNEL ae-SUBUNIT

InAcTIVATION RATE

(TTX

Distriution in NormAL AbuLT RAT

CHANGE PosT-

IsoFoRM SENSITIVEIRESISTANT) * DRGt CHANGE Post-NERVE INJURY INFLAMMATION
Na,1.1 Fast (S) + 75% of all cells; esp. high levels 1 SNL injured DRG'3? No A%*
in large cells
No A DN3?
Na,1.2 Fast (S) + Low levels; 40% of all cells | SNL injured DRG'® No A%*
Na,1.3 Fast (S) — Very low or absent in adult, but 1 Axot esp small cells; but no 1 small cells®*
high levels in embryo A Rhizot?2"7
T SNL injured DRG; esp.
medium and large cells'3®
1 CClsmall cells®*
1 DN small and large cells®'
Na,1.4 Fast (S) - n/a n/a
Na,1.5 Slow (R) — {embryo only) n/a n/a
Na,1.6 Fast (S) + 87% of all cells, esp. high levels 1 DN small and large cells®’ No A**
in medium and large cells
Na,1.7 Fast (S) + All cells DN''® 1 esp. small cells**“*
Na,1.8 Slow (R) + 50% all cells 1 Axot small cells; but no A 1 esp. small cells?495.203
Rhizot'®’
| CClsmall cells®; but no A
CCl found by Novakovic et
al"®?; decrease only in axot
cells®”
no A SML uninjured DRG®®
Translocated to axons in CCl,
Axot., SNL uninjured
DRGQQ.'I!EI,TGU
| DN small and large
CE”SST'HS
Na,1.9 Very slow + 80% of small cells, rare in large 1 Axot small cells; but no A No A2

(persistent) (R)

cells; ca. 50% of all A& and C
nociceptors; 90% of “silent” C-

nociceptors

Rhizot'®'

1 CCl small cells®*: decrease
only in axot cells®”

1 DN small and large cells®'

Abbreviations: T, |, no A, increase, decrease, or no change in expression of mRNA and/or protein. Axot, axotomy (nerve transection); DN, diabetic painful
peripheral neuropathy; SML, spinal nerve ligation model of Kim and Chung®'; CC, chronic constriction injury model of Bennett and Xie'”; Rhizot, dorsal

rhizotomy.

*Data from International Union of Pharmacology: http:/www. iuphar-db org/fiuphar-ic/sodium.html.
tData from Black et al**; Dib-Hajj et al®?; Fang et alI”*; Kim et al'3%; Renganathan et al'™; and Waxman et al 217

Fonte: Tabela retirada de Amir et al., 2006.

O canal de sbédio é o mais estudado dentre os canais de voltagem-dependentes. A

presenca dessa proteina determina a especializa¢do funcional de muitos tipos de células, como

neurdnios sensoriais e células cardiacas, principalmente em processos fisioldgicos, como dor,

inflamacéo e contratilidade. A via mais eficaz para correlacionar a expressdo de canais de

sodio voltagem-dependentes com as caracteristicas biofisicas de células excitaveis €

determinar propriedades como velocidade de conducdo do potencial de acdo e influxo de ions

de sddio, o que tem auxiliado cada vez mais no entendimento de seu mecanismo de agdo, bem
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como de agentes que atuam sobre o canal como anestésicos locais ou como toxinas (LAI et
al., 2004).

Como elemento chave para transmissdo de sinais, canais de fons Na® sio alvos
perfeitos para diferentes neurotoxinas de diversas estruturas quimicas (CESTELE et al., 1999;
CATTERALL et al., 2005b). Todas as toxinas que atuam em canais de ions Na* (NaTx) de
escorpides sdo polipeptideos que possuem massa molecular de 6500 a 8500 Da, o que
corresponde a 58 a 76 residuos de aminoacidos (VEGA; POSSANI, 2005).

As o-NaScTxs de escorpido se ligam a um sitio do receptor no loop extracelular entre
S3 e S4 no dominio IV da subunidade o do canal de Na® (IV S3-S4), ja as B-NaScTxs de
escorpido se ligam a um sitio do receptor no loop extracelular entre S3 e S4 no dominio Il da
subunidade a do canal de Na* (Il S3-S4) (fig. 6). Durante a ativacdo do canal de ions Na®, os
sensores de tensdo II S4 sao translocados para o exterior e uma f toxina ira interagir com a
extremidade do segmento extracelular 11 S4 e prendé-lo nessa posicéo para fora (ativada). Isto
aumenta a ativacao do canal e subsequente despolarizagéo e, consequentemente, provoca uma
mudanca na dependéncia da voltagem de ativacdo para potenciais de membrana mais
negativos (ZLOTKIN, 1997; FROY et al., 1999b; CESTELE et al., 2001).

Figura 6: Esquema bidimensional da subunidade-a e identificagdo da localizagdo das areas de
ligacdo das neurotoxinas. Dominios homologos D1 a D4 (I, II, 11, IV, respectivamente) e as
seis hélices transmembranas de cada dominio (1 a 6).
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Fonte: Figura retirada de Stevens et al., 2011.
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As a-NaScTxs séo subdivididas em trés grupos:

) a-toxinas cléssicas, sdo altamente ativas somente em canais de sodio dependentes de
voltagem de mamiferos, com alta afinidade em sinaptossomos de cérebro de ratos. Dentre
estas toxinas estdo: Aah2, Aahl e Aah3 de Androctonus australis Hector, Lqg5 de Leiurus
quinquestriatus quinquestriatus e Bot3 de Buthus occitanus tunetatus, peptideos purificados
de escorpides do norte da Africa (MARTIN-EAUCLAIRE; COURAUD, 1995; FROY;
GUREVITZ, 2003);

i) Insetotoxinas exibem alta atividade em canais de s6dio somente de insetos. As toxinas
LghalT (EITAN et al., 1990), Lqq3 (KOPEYAN et al., 1993), ¢ BotIT1 (BORCHANI et al.,
1997) ligam com alta afinidade em preparagdes de neurdnios de insetos;

iii)  Toxinas similares as a-toxinas (a-like toxins) sdo ativas tanto em canais de sodio de
mamiferos quanto de insetos Lgh3 e Lgh6 (L. quinquestriatus hebraeus), Bom3 e Bom4 (B.
occitanus mardochei), e BmK M1 (Buthus martensii Karsch).

Insetotoxinas podem ser classificadas em dois grupos especificos para insetos, toxinas
excitatorias e toxinas depressivas. As toxinas excitatorias especificas de insetos podem
resultar na paralisia por contracdo convulsiva do inseto, através da sua acdo nos canais de
calcio das células nervosas. As toxinas depressivas especificas de insetos podem levar a
paralisia pelo relaxamento muscular, e poucas contragcdes convulsivas, também através da sua
acdo nos canais de ions calcio das células nervosas (ZHIJIAN et al., 2006). As toxinas
excitatorias e depressivas sao ferramentas usadas para estudos farmacologicos dos canais de
sodio em insetos e para desenvolver biopesticidas seletivos para insetos (STEWART et al.,
1991; TOMALSKI; MILLER, 1991).

Segundo Zlotkin et al. em 1972, quando injetada a toxina insetotoxica (pode paralisar
ou matar insetos) em camundongos, ndo houve efeito toxico, e as toxinas que afetam os

camundongos nédo afetaram os insetos.
1.2.2 Peptideos neurotoxicos e canais de calcio

Canais de fons Ca* ativados por voltagem s&o os transdutores chave da sinalizagdo
elétrica, convertendo a despolarizagdo da membrana celular a um influxo de ions de calcio
que inicia a contracéo, secre¢do, neurotransmisséo, e outros eventos intracelulares reguladores
(CATTERALL, 2000).

Os fons Ca*? desempenham papéis importantes na regulacdo de uma variedade de

funcdes celulares. A concentracdo intracelular de fons Ca™ (107 M) é menor que sua
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concentracdo extracelular (1 a 2 mM), e pode se tornar como um segundo acoplador do
receptor de mensagens para ativar muitos processos celulares tais como a excitabilidade
celular, liberacdo de neurotransmissores, metabolismo intracelular e expressao génica, quando
ocorre um aumento transitorio deste ion internamente a célula. O aumento da concentracao de
fons Ca™ é mediado por canais dependentes de voltagem que regulam influxo desse fon
através da membrana plasméatica. Avangcos em campos de pesquisa, como a biologia
molecular, farmacologia e eletrofisiologia levaram a identificacdo de diversos subtipos de
canais de Ca'® dependentes da voltagem (CATTERALL, 2000; ASHCROFT, 2000;
CATTERALL et al., 2005a).

Os canais de calcio sdo divididos em trés grupos: grande condutancia de fons K*
ativada pelos fons Ca*? (BK), intermediéria condutancia de fons K* ativada por fons Ca*? (IK)
e baixa condutancia de fons K' ativada pelos fons Ca™ (SK). BK quando ativado
sinergicamente pela despolarizacdo do potencial de membrana pela alta concentragdo de ions
Ca*? intracelular, os permite que os fons de potassio saiam da célula, influenciando na
repolarizacdo da membrana ao seu estado de repouso. Os grandes canais estdo presentes no
musculo liso, no cérebro na regido que controla as funcdes motoras, possuem um papel
importante na audicdo, na imunidade e protecdo contra os efeitos da isquemia das
mitocdndrias cardiaca. Defeitos nestes canais podem ocorrer por mutacdes contribuindo com
condicbes patolégicas como a hipertensdo, epilepsia e retinopatia diabética
(SUPPIRAMANIAM et al., 2010).

A toxina Kurtoxin (KT) do escorpido Parabuthus transvaalicus é um inibidor do canal
de calcio. Em culturas de cardiomidcitos, 90% dos canais de célcio foram inibidos com 1
pmolL™ de KT (HORIBA et al., 2008). Outras duas toxinas parecidas com KT foram isoladas
de outra espécie de escorpido Parabuthus granulates e demonstraram diminuir a atividade do
canal em células espermatogénicas de camundongo. Inibem a reagdo acrossémica, o qual é
importante para a fertilizacdo dos ovulos pelos espermatozoides (LOPEZ-GONZALEZ et al.,
2003). IpTxA e IpTxi do escorpido Pandinus imperator (VALDIVIA; POSSANI, 1998) e
Maurocalcine (Mca) de Scorpio maurus palmatus (FAJLOUN et al., 2000), o qual ativa o

receptor de rianodina (RyR), um canal que libera ions de calcio no meio intracelular.
1.2.3 Peptideos neurotoxicos e canais de potassio

Os canais de fons K* sdo notaveis por sua diversidade (fig. 7), os quais incluem 40
tipos de canais diferentes (GUTMAN; CHANDY, 1993). S&o classificados em 12 subfamilias
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distintas com base na homologia das sequéncias de residuos de aminoacidos (KV1 a KV12)
(TYTGAT et al., 1999). O canal do poro é formado por quatro subunidades, sendo que cada
subunidade possui seis dominios transmembranares (S1 a S6) e tanto o C-terminal quanto o
N-terminal estdo localizados intracelularmente. Cada regido entre S5 e S6 das subunidades
forma a unidade seletiva (regido P) (GUTMAN et al.,, 2003; SUPPIRAMANIAM et al.,
2010).

Figura 7: Subtipos de subunidades-a de canais de ions K*. a) 2 TM/P (duas subunidades
transmembranas e uma regido P); b) 6 TM/P; ¢) 8 TM/2 P (hibrido entre um canal 2 TM/P e
um 6 TM/P); d) 4 TM/2 P (possivel fusdo de dois canais 2 TM/P).

Nature Reviews | Neuroscience

Fonte: Figura retirada de Choe, 2002.

A nomenclatura KCN foi desenvolvida pela Human Genome Organization (HUGO),
sendo que os canais de voltagem de K* que tivessem 65% de identidade da sequéncia ou mais
foram designados como uma subfamilia. (WHITE et al., 1997). Esta nomenclatura era falha,
pois ignorava as relacdes entre estrutura e filogenia. A nomenclatura Kv foi baseada na
deducéo das relacdes filogenéticas, inicialmente, foi criada possuindo com seis grupos (Kvl a
Kv6) e por muito tempo ndo houve alteragdes, porém com a descoberta de novos genes, a
nomenclatura Kv atualmente possui 12 grupos (Kv1 a Kv12) (GUTMAN et al., 2003).

Os canais de fons K" ativados por voltagem sdo ativados pela despolarizagio, e o

movimento de saida de ions K" através deles repolariza o potencial de membrana para acabar
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com os potenciais de acdo, hiperpolariza o potencial de membrana imediatamente apds os
potenciais de acdo, e desempenha um papel fundamental na definigdo do potencial de repouso
da membrana. Desta forma, canais de fons K" controlam a sinalizagdo elétrica em células
excitaveis e regulam o fluxo de ions de calcio transientes em células ndo excitadas
(CATTERALL et al., 2007). Eles possuem um papel critico na regulacdo da excitacdo dos
neurbnios, duracdo do potencial de acdo, secrecdo de hormdnios, relaxamento do musculo liso
e repolarizacdo do musculo cardiaco (SANDHIYA; DKHAR, 2009) proliferacdo celular e
regulacao do volume celular.

Os peptideos das toxinas de escorpido que possuem cadeias curtas (28 a 46 residuos de
aminoacidos) blogueiam principalmente canais de potéssio através da oclusdo fisica do
vestibulo externo do poro, sem afetar a dindmica da estrutura do canal. A interacdo entre o
peptideo e o canal se da pelas interacdes de cargas negativas do canal com cargas positivas do
peptideo (GWEE et al., 2002; CATTERALL et al., 2007). A toxina lberiotoxina (IbTx)
isolada do escorpido Buthus tamulus possui 37 residuos de aminoéacidos é extremamente
seletiva, inibindo somente os grandes canais de ions K* (maxi-K* channel) (GARCIA et al.,
2001; CHOE, 2002).

Escorpides que ndo sdo venenosos aos humanos, espera-se que tenham toxinas que
interagem com os canais de fons K*, que sdo especificas para artropodes (insetos e/ou
crustaceos) (GOMEZ-LAGUNA et al., 1996).

1.2.4 Peptideos neurotoxicos e canais de cloro

Os canais de ions CI" (CICs) estdo presentes na membrana plasmatica e organelas
intracelulares. Existem duas classes de canais de ions CI™ ativados por voltagem que foram
molecularmente identificadas: genes da familia CIC e reguladores transmembrana de
condutancia da fibrose cistica (CFTR) (JENTSCH et al., 2002). Estes canais mediam o fluxo
de ions CI" e prétons através das membranas de muitos tipos celulares incluindo neurénios,
células epiteliais e células do musculo esquelético em mamiferos, os quais atuam como
estabilizadores do potencial de membrana (SUPPIRAMANIAM et al., 2010).

Os canais de ions CI estdo envolvidos em muitos processos fisiologicos, tais como o
controle do volume das células, transporte através das membranas e controle da excitabilidade
celular como componentes dos receptores GABA do sistema nervoso central tanto no
vertebrado quanto no invertebrado, e acidificagéo de organelas intracelulares (fig. 8).
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Figura 8: O receptor de GABA ao ser ativado abre o canal de cloro permitindo a passagem
dos ions CI".
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Fonte: Figura modificada e desenvolvida pelo autor.

As toxinas de escorpifes que interagem com canais de ions CI” sdo polipeptideos de
reduzidas massas moleculares, que consistem de 35-38 residuos de aminoéacidos, cujas
estruturas tridimensionais sdo mantidas por quatro ligacdes de dissulfeto. Eles tém
propriedades diferentes das toxinas de cadeia curta que interagem com canais de ions K*, e
também das toxinas de cadeia longa que interagem com canais de ions Na*, as quais também
possuem quatro pontes de dissulfeto (SUPPIRAMANIAM et al., 2010).

Vaérias toxinas que interagem com os canais de cloro ja foram descobertas, porém s
uma possui sua identidade molecular conhecida e foi identificada como inibidora do canal,
Georgia anion toxin 1 (GaTx1), isolada do escorpido Leiurus quinquestriatus hebraeus (Lgh)
que inibe os CFTR (MATTHEWS et al., 2007).

Uma das mais importantes toxinas é a clorotoxina, um peptideo de 36 residuos de
aminoéacidos encontrado no veneno do escorpido L. quinquestriatus, a qual bloqueia pequenos
condutores de ions CI" em epitélio de camundongos e também liga-se a células tumorais do
glioma. Portanto, derivados desta toxina que inibem a proliferacdo das células tumorais

podem vir a ter uso terapéutico em alguns canceres (LYONS et al., 2002).

1.3 Analise dos peptideos neurotdxicos

Os peptideos neurotdxicos ou DBPs normalmente sdo analisados através da técnica de

administracdo intracisternal (IC) em ratos. Esta técnica pode ser feita com a implantacéo
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cronica ou ndao de uma canula. No primeiro caso, hd a implantacdo de um cateter o qual
permite o livre movimento do rato na caixa e tem como vantagem a eliminagdo de anestesia
no momento do teste, porém como desvantagem, € muito mais invasivo e traumatico, o
procedimento cirargico é complicado e a canulacdo deixa o animal altamente susceptivel a
infeccdes e pode ocorrer a ocluséo do cateter (SOVAK et al., 1980; TAKASUGI, 2005). No
segundo caso, sem a implantacdo da canula, os animais sdo anestesiados e fixados em um
estereotaxico (fig. 9) o qual mantém o rato com a cabeca flexionada ventralmente, entdo é
introduzida uma agulha e administrada a substancia de interesse, realizando as analises
somente apds o efeito da anestesia terminar. A IC de materiais fornece um meio de avaliar
diretamente a toxicidade neural (WIBLE et al., 1995).

Figura 9: Estereotaxico padrdo para ratos e camundongos.
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Fonte: Figura retirada de Analitica.

Nos experimentos de Nencioni et al. (2009), foram utilizados trés grupos de ratos
Wistars, o primeiro grupo, o qual estava fixo em um estereotaxico e anestesiado, recebeu 2 pg
da toxina TXTS (polipeptideo do veneno do escorpido Ts) administrado via IC através de uma
canula guia de microdialise, o segundo grupo recebeu intraperitonealmente Riluzol (5 mg/kg
de peso do animal) (neuroprotetor e blogueador da neurotransmissdo do glutamato) 15
minutos antes de receber a toxina (2 pg de TXTS) por IC e um controle que foi administrado
solucdo salina. Através da mesma canula foram coletadas amostras e analisadas por um
HPLC, foi feita a histologia do local onde foi implantada a cénula e os eletrodos, e o
eletroencefalograma e observacdes de comportamento também foram analisados. O grupo que
recebeu somente a toxina teve os niveis de glutamato extracelular aumentado por seis horas
ou mais, apresentou alteragcdes no eletroencefalograma e na histopatologia. O grupo que foi

administrado Riluzol ndo apresentou diferencgas entre o grupo controle, ndo possuia danos ou
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perdas neuronais ou alteracBes no eletrografico e manteve o padrdo de comportamento
normal.

Bertazzi et al. (2003), injetaram o peptideo TsTX-I purificado, neurotoxina majoritaria
do veneno de Ts (ARANTES et al., 1989), também chamada de Ts1 ou toxina-g, e 0 veneno
bruto no sistema complemento (SC- é composto por proteinas de membrana plasmética
sollveis no sangue que participam das defesas inatas (natural) e adquiridas (memadria), essas
proteinas reagem entre elas para opsonizar 0s patdgenos, induzindo uma série de respostas
inflamatdrias que auxiliam no combate a infec¢do) de ratos machos Wistar. Os resultados
mostraram aumento significativo da atividade tanto para a via classica, quanto para a
alternativa, tendo seu pico de atividade ap6s uma hora. Efeitos observados 24 horas ap6s a
injecdo de ambas as amostras sdo provavelmente consequéncias de um aumento da sintese de
componentes do SC, induzido por meio da reacao inflamatdria de envenenamento. Os efeitos
observados com o veneno bruto e a TsTX-I sdo muito semelhantes, sugerindo desta forma que
muitas das alteragdes induzidas pelo veneno sdo devidas a presenca da TsTX-I, sua principal
toxina. No entanto, é evidente que 0 veneno apresenta outros componentes capazes de afetar o
SC, visto que as alteracdes induzidas pelo veneno sdo mais intensas do que as induzidas por
TsTX-1 com a mesma dose.

Em outro estudo, avaliou-se a capacidade do veneno de Ts (TsV) em ativar o SC,
investigando sua atividade in vitro sobre a via cléssica/lectina e atividade litica no sistema
alternativo e na clivagem dos fatores B e C3, assim como a sua capacidade de induzir
guimiotaxia de neutréfilos. Foi descoberto que o TsV induz a reducdo da atividade hemolitica
em funcdo do aumento da dose e do tempo de exposi¢do, tanto na via classica quanto na via
alternativa. Contudo, o veneno foi incapaz de lisar eritrocitos de coelho e cabra. Alteracdes na
mobilidade eletroforética nos fatores B e C3, apds a incubac¢do do soro humano com TsV,
foram idénticas as obtidas com zymosan (controle positivo) (BERTAZZI et al., 2005).

A fim de investigar se ocorreria desgranulacdo de mastocitos em ratos pela acdo do
veneno de escorpido, Liu et al. (2007) injetaram o veneno do escorpido asiatico, B. martensi
Karsch (BmK), tanto puro quanto uma fragdo (BmK I) na pata traseira de ratos adultos
machos Sprague-Dawley; ap6s 15 e 30 minutos da injecdo foi observado desgranulacdo de
mastocitos e 72 horas ap6s, a maior parte dos mastdcitos estavam inativos.

As técnicas analiticas modernas permitem isolar e determinar a estrutura de
neurotoxinas a nivel de picomol. Entretanto, o fracionamento biomonitorado da amostra em
ensaios com injecOes simples utilizando insetos, vertebrados ou crustaceos de grande tamanho

consomem uma grande quantidade de amostra (veneno) para ser investigado. Para conseguir
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estudar essas amostras muito pequenas, os pesquisadores Escoubas, Palma e Nakajima, em
1995, desenvolveram um método de microinjecdo utilizando micropipetas de vidro e
individuos adultos de Drosophila melanogaster como insetos teste.

Valk e Meijdem, em 2014, realizaram ensaios de LD50 (“Lethal Dose”, dose letal para
50% dos individuos) em dois sistemas diferentes: embrides de galinha com cinco dias e larvas
de besouro da espécie Tenebrio molitor. Foi utilizado o veneno bruto e a fracdo solivel em
agua de cinco escorpibes Hadrurus arizonensis, Leiurus quinquestriatus, Androctonus
australis, Grosphus grandidieri e Heterometrus laoticus. Os resultados ndo mostraram
diferencas significativas somente entre os ensaios com o veneno bruto e sua fragdo sollvel.
Somente no caso da fragdo soltvel de H. laoticus foi mais mortal que o veneno bruto, esta
diferenca apareceu apenas no ensaio com embrides de galinha. Em tenébrios, este resultado
ndo foi observado, sendo o0 veneno bruto foi tdo téxico ou mais do que sua fracdo soltvel. Nos
dois casos, 0 veneno de L. quinquestriatus foi o mais toxico (0,17 pg por embrido) e H.
laoticus 0 menos téxico (61.6 pg por embrido). Este experimento sugere que ensaios com
embrides de galinha sejam uma alternativa ao uso de ensaios com roedores para 0s estudos de
LD50 com venenos de escorpides.

Algumas toxinas, especificas de insetos (insetotoxinas) possuem alta afinidade com
neurbnios de insetos, porém baixa com neurdnio de ratos (FROY et al., 1999a), tém uma
estrutura e modo de acdo caracteristicos, e possuem um local de ligacdo Unico ao receptor do
canal de sddio de insetos (ZLOTKIN, 1987; GORDON et al., 1998). Ao contrario de todas as
outras toxinas com longas cadeias, de 60 a 65 residuos de aminoacido, e um padrao altamente
conservado de quatro pontes dissulfeto, as toxinas excitatorias sdo compostas por 70 residuos
de aminoacidos, e uma das suas pontes dissulfeto é deslocada (DARBON et al., 1982; OREN
etal., 1998).

Insetos praga ou transmissores de doencas sdo grandes ameacas aos seres humanos e a
agricultura, trazendo mortes e queda na producdo de alimentos. Para tanto, os testes de
insetotoxicidade sdo importantes para o descobrimento de toxinas que podem servir de
biopesticidas especificos (OREN et al., 1998; ORTIZ, POSSANI, 2015).

Segundo Liu et al. (2015), o uso de plantas geneticamente modificadas (transgénicas)
para serem resistentes a pragas diminui a perda na producéo e o uso de pesticidas. A fim de
controlar as pragas de arroz, tabaco e Arabidopsis, este grupo de pesquisadores transfectaram
0 gene da neurotoxina do escorpido Androctonus australis (AalT — A. australis insecticidal
toxin) fusionada a proteina GNA (Galanthus nivalis agglutinin). Comparando as plantas de

tabaco e Arbidopsis que tinham os dois genes AalT/GNA com aquelas que so tinham um dos
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dois genes inseridos, elas exibiram resisténcia e toxicidade aumentada em uma peste, a lagarta
de Helicoverpa armigera. As plantas transgénicas de tabaco e arroz que expressavam
AalT/GNA demonstraram aumento na resisténcia e toxicidade contra Bemisia tabaci e
Nilaparvata lugens, respectivamente. Além disso, as plantas transgénicas de arroz com
AalT/GNA exibiram uma melhora significativa na producdo de gréos quando infestado com
N. lugens. Desta forma, demonstraram que as proteinas fusionadas podem ser uma solucéo
para o0 controle de pestes que ndo sdo susceptiveis a toxina do gene de Bacillus thuringiensis

mais comumente utilizado em transgenia destas plantas.

1.3.1 Andalise por eletrofisiologia e “patch-clamp”

O registro da atividade elétrica de uma célula inteira ou de uma rede de células detecta
muitos canais idnicos e receptores funcionando simultaneamente, o que dificulta a
compreensdo da importancia de cada um desses eventos. O patch-clamp é uma técnica
comumente usada em experimentos de eletrofisiologia para estudar a atividade elétrica de
células, em particular de neurénios, as principais células do sistema nervoso. Ela permite uma
visdo direta das propriedades de um canal idnico através das suas atividades caracteristicas.
Esta técnica pode ser usada para estudos de interacdo entre drogas e canais idnicos especificos
em diferentes estados conformacionais para entender seus mecanismos de modulacdo
(YAJUAN et al., 2012).

O experimento de patch-clamp convencional utiliza microeletrodos de vidro (0,5 a 1
um de didmetro) que séo posicionados rente a superficie de uma célula para formando uma
interacdo forte, com um selo de resisténcia na casa de giga-ohm (GQ) entre a membrana
celular e a ponta do microeletrodo (fig. 10a). A corrente que flui através da membrana
plasmatica pode ser medida diretamente através do controle da tensdo aplicada a membrana, e
pode ser gravada pelo eletrodo que € conectado por um amplificador extremamente sensivel.
Esta técnica permite um alto grau de flexibilidade nas configuragdes de gravacéo, incluindo
analise da célula (sem romper a membrana), analise de células inteiras (fig. 10b), analises do
tipo “dentro para fora” e “de fora para dentro” (YAJUAN et al., 2012). Eletrodo é capaz de
detectar as correntes elétricas e troca de ions que ocorrem na pequena area da membrana
analisada. Dessa maneira, € possivel estudar a atividade elétrica relacionada a um unico tipo
de canal i6nico ou receptor de neurotransmissor, separado dos muitos outros presentes na

mesma célula, tanto in vitro, quanto in vivo.
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Figura 10: a) Desenho representativo da ponta da microeletrodo da técnica de patch-clamp
tocando um neurdnio e sugando uma pequena parte da membrana para o seu interior; b) Ponta
do microeletrodo da patch-clamp realizando a andlise da célula inteira; o microeletrodo faz
uma pequena succdo, arrebentando a membrana e entrando em contato com o0 meio
intracelular.

Fonte: Figura retirada do video de Kodandaramaiah et al., 2012.

A maior dificuldade da técnica é estabelecer a concentracdo interna da solucdo para
gue ndo haja diferencas osmdticas entre ela e o neurdnio. Esse tipo de estudo é importante
para se entender o que acontece em muitas patologias do cérebro, nas quais certo tipo de canal
ou receptor de neurotransmissor esta alterado.

Para os estudos basicos de excitabilidade elétrica sdo utilizados, geralmente, neurénios
de lulas ou de caracois gigantes simplesmente pelo fato destes neurénios serem grandes, o que
facilita a manipulacgdo. Alguns pesquisadores preferem utilizar células de mamiferos, mas elas
sdo muito pequenas e de dificil manipulacdo (SAKMANN; NEHER, 1984).

Esta técnica pode ser utilizada in vivo (fig. 11), em animais anestesiados e acordados.
Nos animais anestesiados, 0s batimentos cardiacos e respiracao estdo relativamente estaveis e
lentos, desta forma, minimiza-se a interferéncia nos microeletrodos, que é crucial para as
gravacdes in vivo. Entretanto, muitas das funcdes cerebrais s6 podem ser mensuradas em

animais acordados ou até mesmo com liberdade de locomog&o. J& a anestesia somente deve
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ser usada se for extremamente necesséria dependendo da pergunta cientifica levantada e o
desenho do experimento (TAO et al., 2015).

Figura 11: Patch-clamp automatico sendo utilizado em uma demonstragdo de experimento in
VIVO e seus principais componentes.

Fonte: Figura retirada e modificada do video de Kodandaramaiah et al., 2012.

Mlayah-Bellalouna et al., em 2014, testaram as toxinas AaTX1 (nativa), AmmTX3
(toxina recombinante de AaTX1) e sAaTX1 e SAmmMTX3 (peptideos sintéticos) em canais do
tipo K4 (canal de potéassio) usando gravacGes com patch-clamps em células inteiras de
neurdnios compactos dopaminérgicos de camundongos com 14 a 212 dias de vida. Nestes
neurdnios a atividade é exclusiva dos canais K4 (LISS et al., 2001). Constataram que a
atividade nos canais K4 do AmmTXa3 ¢ idéntica ao AaTX1, que liga ao canal confirmando a
alta atividade desta toxina mesmo com uma concentracdo a um nivel submicromolar (253
nM), inibindo 90% dos canais. O AmmTX3 possui quase as mesmas caracteristicas, com
concentragdo de 350 nM da toxina. Estas concentragdes ndo sdo estatisticamente diferentes
tanto quando testadas com neurdnios dopaminérgicos de camundongos ou ratos. Analogos
sintéticos de AaTX1 serdo ferramentas muito importantes para o estudo do canal K,4 e como
modelo de biomoléculas terapéuticas contra doencas que envolvem estes canais (potassio), tal
como a epilepsia, Alzheimer e doengas cardiacas (BIRNBAUM et al., 2004; DUAN et al.,
2012).
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1.4 Peptideos lineares (sem ponte dissulfeto — NDBPs)

Uma segunda classe de toxinas de venenos de escorpifes é composta por peptideos
que ndo possuem o residuo de cisteina em suas sequéncias (NDBPs — “non-disulfide-bridged
peptides”), e a maior parte sdo catidnicos, apresentando estrutura secundaria em hélices-a.
Centenas de peptideos neurotoxicos com pontes dissulfeto ja foram caracterizados do veneno
de escorpido, entretanto somente alguns peptideos lineares foram identificados e
caracterizados (ZENG et al., 2005). O peptideo Parabutoporina pertence a esta classe e foi
originalmente isolado do veneno do escorpido Parabuthus schlechteri (VERDONCK et al.,
2000; WILLEMS et al., 2002). Os outros membros da classe sdo Pandininas-1 e -2 do
escorpido Pandinus imperator (CORZO et al., 2001), Hadrurina da espécie Hadrurus aztecus
(TORRES-LARIOS et al., 2000), Bmkbpp3 do escorpido chinés, Buthus martensii (ZENG et
al., 2000), Opistoporina 1 e 2 do veneno de Opistophtalmus carinatus (WILLEMS et al.,
2002) (REMIJSEN; VERDONCK; WILLEMS, 2010). Pelo menos 40 peptideos lineares ja
foram descobertos em venenos de escorpido (BAO et al., 2015).

Estes peptideos (NDBPs) sdo uma nova classe de moléculas por suas caracteristicas
Unicas como atividades antimicrobianas, imunologicas ou de sinalizagdo celular (ZENG et al.,
2005), matam bactérias gram-negativas e gram-positivas, virus e células tumorais (BAO et al.,
2015). Diferentemente dos peptideos neurotoxicos com pontes dissulfeto, que interagem com
canais de voltagem ativando ou bloqueando-os, os quais estdo relacionados a paralisia da
presa, 0s peptideos lineares sdo em sua maioria voltados para a defesa do escorpido contra
predadores, causando dor, inflamacdo, além de todos os sintomas que seres humanos tém ao
serem ferroados por escorpides, sintomas que podem facilitar sua fuga. Outra diferenca é que
estes peptideos ndo possuem a relagdo estrutura e fungdo conservadas como os DBPs, sdo
estruturalmente diferentes e demonstram atividade bioldgica em inumeros alvos
(ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014).

Pouco se sabe sobre peptideos antibacterianos de escorpido, visto que até entdo poucos
peptideos foram encontrados contendo essa caracteristica. Contudo, 0s peptideos
antimicrobianos vém ganhando a atencdo de pesquisadores na busca de novos compostos que
possam combater doencas infecciosas por ja terem apresentado eficiéncia na morte de
bactérias patogénicas resistentes a antibidticos (CAO et al., 2012; FAN et al., 2011; YUAN et
al., 2010; ZENG et al., 2013; ZHAO et al., 2009).

Algumas espécies de escorpido, como o T. discrepans, espalham o veneno em seus

corpos a fim de combater fungos e bactérias. A presenca de compostos antimicrobianos os
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protegem de contaminagOes quando ferroam ou contra as hostilidades do meio ambiente
(BULET et al., 2004).

1.5 Estudos dos peptideos lineares

Gao, Tian e Zhu (2007) estudaram o veneno do escorpido chinés, B. martensii, e
obtiveram evidéncias de polipeptideos com acdo antibacteriana. Nas condicOes testadas, 0
veneno somente apresentou acdo sobre bactérias gram-positivas, mas nao sobre gram-
negativas. Observaram também que o escorpido chinés esguicha o veneno sobre escoriagdes
no corpo, para controlar infec¢des causadas por microrganismos.

Visando utilizar o veneno de escorpifes como fungicidas biodegradaveis, Joya et al.
(2011), fracionaram o veneno de T. discrepans em 65 fracOes, porém somente sete exibiram
atividade anti-flngica, contra a espécie Macrophomina phaseolina (fungo que tem uma ampla
gama de hospedeiros e é responsavel por causar perdas em mais de 500 espécies de plantas
cultivadas e selvagens (KHAN, 2007)). As toxinas isoladas atuaram de trés formas: inibindo
esterases do fungo, alterando a permeabilidade de ions Na* da membrana e inibindo a sintese
de ergosterol, ou substituindo-o por outros esterdis de membrana. Uma caracteristica
marcante destas toxinas é que elas parecem atacar simultaneamente dois ou mais alvos
fundamentais para a sobrevivéncia do fungo.

Na revisdo realizada por Petricevich (2010), foi demonstrado que os mediadores que
ativam os processos inflamatorios podem ser liberados ap0s envenenamento por escorpides
incluindo cininas, ecosanoides, fator ativador de plaguetas, fator de aumento da
permeabilidade, 6xido nitrico e citocinas. A liberacao de citocinas e outros mediadores podem
ser responsaveis por varias das manifestacbes inflamatorias observadas tais como a
respiratoria aguda, sindrome da angustia respiratoria aguda, sindrome da resposta inflamatéria
sistémica e faléncia de multiplos 6rgéos.

A fim de investigar se ocorreria desgranulacdo de mastocitos em ratos pela agéo do
veneno de escorpido, Liu et al. (2007) injetaram o veneno do escorpido asiatico, B. martensi
Karsch (BmK), tanto puro quanto uma fragdo (BmK I) na pata traseira de ratos adultos
machos Sprague-Dawley; apds 15 e 30 minutos da injecdo foi observado desgranulacdo de

mastocitos e 72 horas apds, a maior parte dos mastdcitos estavam inativos.
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1.6 Inovacdo nas pesquisas dos peptideos lineares

As publicagdes sobre toxinas de escorpifes se concentram nas toxinas peptidicas de
acao neurotoxica, i.e., peptideos que apresentam de 30 a 70 residuos de aminoacidos em suas
sequéncias, 0s quais compOGem cerca de 70% da composicdo destes venenos. Estas
publicacbes de uma maneira geral seguem protocolos experimentais padrdo de purificacéo,
desenvolvido ha mais de 70 anos; nestes protocolos o veneno é extraido em tampédo aquoso
(CREST et al., 1992; DEBIN; MAGGIO; STRICHARTZ, 1993; ALl et al., 1998; ALMEIDA
etal., 2002; BATISTA et al., 2004, 2006; SCHAFFRATH; PREDEL, 2014), e a primeira fase
da purificacdo se baseia em cromatografia de exclusdo molecular, utilizando colunas de
Sephadex (G100 ou G200, principalmente). As fracbes coletadas sdo entdo re-fracionadas
utilizando-se cromatografia de fase reversa. Estes protocolos ndo extraem o0s peptideos
lineares pequenos (apresentando de 5 a 20 residuos de aminoacidos em suas sequéncias), que
se tornaram, portanto, negligenciados pela literatura.

Em Crest et al. (1992) apds estimular manualmente 200 escorpides da espécie
Androctonus mauretanicus mauretanicus o veneno extraido foi dializado em agua destilada a
fim de eliminar sais e pequenos peptideos com massa molecular abaixo de 3500 Da.

Debin, Maggio e Strichartz, em 1993, extrairam o veneno de Leiurus quinquestriatus
quinquestriatus em &gua deionizada na propor¢do de 20 mg do veneno bruto desidratado por
mililitro de agua. Apoés centrifugar a amostra, recolheram o sobrenadante (praticamente sem o
muco do veneno bruto) e passaram-no em um microfiltro para moleculas menores de 10 mil
Da e feita uma nova centrifugagdo. Um HPLC equipado com uma coluna C18 foi utilizado
para uma nova fase de purificacdo. A solucdo passou a ter 25% de acetonitrila em agua e 10
mM de acido trifluoracético (TFA), esta solucdo, por fim, foi liofilizada e ressuspendida em
agua com 10 mM de TFA.

Ali et al., em 1998, estudando o veneno de B. Sindicus, extraiu em agua e centrifugou,
0 sobrenadante foi congelado seco para uso futuro. Realizou somente um passo de purificagdo
em HPLC de fase reversa e coluna C18 e as fracdes foram analisadas em um espectrémetro
do tipo MALDI.

Almeida et al. (2002) liofilizaram e solubilizaram em agua e acido acético 3 M o
veneno dos escorpides T. serrulatus e T. bahensis. O sobrenadante foi recentrifugado e a
fracdo soluvel foi purificada por eletroforese em gel de poliacrilamida com gelatina (SDS-
PAGE-gelatin). Para os testes de atividade proteolitica o gel foi corado com Coomassie Blue e
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a proteolise da gelatina foi observada por comparacdo de géis (onde ndo houve coloragdo da
banda, ocorreu protedlise).

Nos estudos de Batista et al., em 2004, o veneno do escorpido T. cambridgei foi
solubilizado em &gua e centrifugado. 100 mL do sobrenadante foi analisado por cromatografia
de fase reversa com uma coluna C18. As fragdes foram coletadas manualmente e liofilizadas.

Dois anos mais tarde (2006) Batista et al., estudando o veneno de T. discrepans,
utilizaram os mesmos métodos, solubilizando o veneno em &gua destilada e centrifugando-o.
O sobrenadante foi fracionado em HPLC em fase reversa. As fragdes também foram coletadas
manualmente e liofilizadas.

Em 2014, Schaffrath e Predel extrairam o veneno de Heterometrus cyaneus em 35%
de etanol contendo 0,1% de TFA para analises por espectrometria de massas utilizando um
equipamento do tipo “MALDI” (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization) com
analisador do tipo “ToF” (Time of Flight).

D’Suze, Sandoval e Secvik em 2015 estudaram o veneno do escorpido T. discrepans
extraindo-o em agua e centrifugando-o, o sobrenadante foi liofilizado e congelado para uso
posterior. Esta amostra foi ressolubilizada em agua e novamente centrifugada, por fim foi
submetida ao fracionamento por HPLC em fase reversa equipada com coluna C18.

Em nosso grupo, Laboratério de Biologia Estrutural e Zooquimica dirigido pelo Prof.
Dr. Mario Sergio Palma, realizamos um processo diferente de purificagdo, no qual sé&o
utilizados protocolos para extracdo dos peptideos pequenos, baseados no uso de uma solucéo
de acetonitrila/H,O 50% (v/v). Os peptideos extraidos nestas condicBes sdo fracionados num
sistema RP-HPLC, acoplado a um espectrébmetro de massas, e realizadas analises de
espectrometria de massas sequenciais para obtencdo das sequéncias primarias dos peptideos.
Os peptideos negligenciados sdo muito pouco abundantes e de dificil manipula¢édo no veneno
bruto, sendo assim, a utilizagdo destes instrumentos mais sensiveis, nos permitiu a
identificacdo e obtencdo da sequéncia de aminoacidos de algumas dezenas de peptideos.

Estes peptideos por possuirem caracteristicas diferentes dos demais ja estudados, as
analises sobre seus efeitos bioldgicos sdo baseados em testes caracteristicos para peptideos
lineares, os quais ja estdo bem definidos, como: hemdlise, desgranulacdo de mastocitos e
liberacdo de lactato desidrogenase (LDH), antibiose, efeito hiperalgésico, efeito
edematogénico e campo aberto. Para tanto, este projeto propde a sintese de cinco peptideos
isolados do veneno de escorpido da espécie T. serrulatus, previamente identificados no
Laboratério de Biologia Estrutural e Zooquimica e caracterizd-los de acordo com suas

possiveis funcdes biologicas.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos do trabalho foram sintetizar cinco peptideos isolados do veneno do
escorpido T. serrulatus (tabela 2) e caracteriza-los de acordo com suas possiveis funcdes
bioldgicas, através de ensaios de desgranulacdo de mastocitos e liberacdo de lactato
desidrogenase, antibiose, hemolise, efeito hiperalgésico, efeito edematogénico e teste de

campo aberto.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Sintese de peptideos

Os peptideos foram sintetizados (tabela 2) no sintetizador automatico Prelude
(PROTEIN TECHNOLOGIES INC.). A sintese foi realizada pelo método de sintese em fase
solida, utilizando-se quimica N-9-fluorenilmetoxicarbonil (estratégia Fmoc), onde em cada
ciclo foi adicionado Fmoc-aminoacido-OH (NOVABIOCHEM), contendo HCTu
(NOVABIOCHEM) como agente acoplante. Para as lavagens da resina e desprotecdo foi
utilizado N-N-Dimetilformamida (SYNTH) e Metil-Piperidina (SIGMA), respectivamente. A
clivagem e desprotecdo final foram feitas utilizando-se uma solucéo de acido trifluoroacético
(TFA) 82,5% (v/v) (MALLINCKRODT), Anisol 5% (v/v) (SIGMA), Etanoditiol 2,5% (v/v)
(ALDRICH), Fenol 5% (m/v) e agua ultrapurificada 5% (v/v). Apos esta etapa, foi feita a
precipitacdo do peptideo utilizando Eter anidro (SIGMA). O peptideo foi re-suspendido em
agua ultrapurificada (Advantage A10, MILLI-Q). O controle de qualidade foi feito em

espectrometro de massas ESI-MS.

Tabela 2: Lista com os peptideos, suas sequéncias de residuos de aminoacidos e massa
molecular (Da) que foram investigados no presente estudo.

Sequéncia Massa Molar (Da)
TyPep 14 | KHFGKDSNFPF-NH, 1321,599
TyPep 15 ILTGKLKCL 1002,603
TyPep 16 GLREKHVQ 965,542
TyPep 17 GKGKEILGK 928,582
TyPep 18 ILPNDK 698,395

Fonte: Dados do autor.

3.2 Espectrometria de Massas

A obtencdo dos espectros de massas foi realizada em um espectrdometro de massas
equipado com fonte de ionizagdo “electrospray” (ESI), e analisador de massas hibrido
formado pela combinagdo de sistemas “lonTrap” e “Time-of-Flight” (IT-ToF) (SHIMADZU).
As anéalises foram realizadas no modo positivo (ESI+) e continuo, durante todo o
experimento.

Durante toda a analise a temperatura do CDL e da interface foi mantida a 200 °C, a
voltagem na agulha a 4,5 kV e a voltagem no cone a 3,5 V. O fluxo de gas secante
(Nitrogénio) foi de 100 L/h e o fluxo de gas nebulizador (Nitrogénio) de 1,5 L/h. A deteccéo
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no espectrometro de massas foi realizada com varreduras feitas no intervalo de m/z 250 a
4000, com uma resolucdo de aproximadamente 15000.

As analises de espectrometria de massas sequenciais, ou seja, espectros de
fragmentacdo peptidica em condicBes de decomposicao induzida por colisdo (CID) (MS2)
foram realizadas utilizando-se os mesmos parametros dos experimentos de MS1, exceto a
varredura que foi feita num intervalo de m/z 50 a m/z 2500. Foi utilizado argénio como géas de
colisdo, a uma pressdo de 100 kPa. O software LCMS solutions (SHIMADZU) foi utilizado

para controle de aquisicdo de dados.

3.3 Atividade hemolitica

Componentes  hemotdxicos podem participar na coagulacdo  sanguinea,
anticoagulacdo, hemorragia ou hemdlise, levando ao colapso do sistema circulatério
(DURAY et al., 1997).

O experimento de atividade hemolitica foi realizado utilizando-se cerca de 500 pL de
sangue extraido da cauda de ratos Wistars machos em 50 mL de solucéo salina (NaCl 0,85%,
CaCl, 10 mM) sob leve agitacdo por 15 minutos, em agitador magnético (MA-089
MARCONI). A suspenséo de eritrécitos foi centrifugada em presenca de solugdo salina, em
uma centrifuga clinica (Z-200A HERMLE) a 3000 rpm durante 15 minutos para lavagem das
células. Esta operacdo foi repetida por mais duas vezes. O sobrenadante da ultima
centrifugacdo foi descartado e o concentrado de hemécias obtido ao final das centrifugac6es
foi considerado como sendo 100% de células. Foi preparada uma suspensao de eritrocitos a
4% diluindo-se a suspensdo concentrada descrita acima, com solucéo salina isotbnica. Essa
suspensdo a 4% foi utilizada nos testes de atividade hemolitica.

Foram montadas baterias de ensaios em microplacas (COSTAR), onde cada orificio
foi preenchido com o peptideo solubilizado em solugéo salina (4 a 500 pg/mL) ou peptideo
controle (Melitina) nas mesmas concentragdes. A cada orificio foram adicionados 90 pL da
suspensdo de eritrécitos perfazendo um volume final de 100 pL. Para o controle de 0% de
hemolise foram adicionados 10 pL de solucéo salina a 90 pL da suspensdo de eritrdcitos; para
o controle de 100% de hemolise, foram adicionados 10 pL de solucédo salina acrescida de 1%
(v/v) de Triton X-100 (SIGMA) a 90 pL de suspensdo de eritrécitos. Cada placa foi incubada
a temperatura ambiente por duas horas sob agitacdo. Apos este periodo de incubacdo, o
contetdo de cada orificio foi centrifugado por cinco minutos a 3000 rpm em uma centrifuga
para microtubos Eppendorf (modelo EPPENDROF 5415D). O sobrenadante de cada
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preparagdo foi utilizado para a montagem de uma nova placa, para realizagdo das leituras de
absorbancia em uma leitora de microplacas (AMERSHAM BIOSCIENCE, modelo Biotrak
I1), com filtro de 540 nm (fig. 12).

Figura 12: Esquema dos métodos utilizados para um experimento de atividade hemolitica.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2015.

3.4 Atividade antibiética

Durante as ultimas décadas, houve a descoberta e uso farmacéutico de uma variedade
de antibidticos e seu amplo uso no combate a infec¢Ges resultou no aumento progressivo da
resisténcia de linhagens de microrganismos patogénicos a estes compostos, limitando
progressivamente seu uso no combate a infeccdes. Os genomas procariéticos caracterizam-se
pela elevada plasticidade e pelo enorme potencial evolutivo, incluindo a transmisséo
horizontal de genes, os quais fornecem através de seus produtos, a resisténcia a antibidticos,
levando estes microrganismos terem um grande poder de adaptacdo (LOFGREN, 2007).

Recentemente, novas classes de antibidticos, incluindo peptideos ou proteinas antimicrobianas
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(AMP) de origem animal, tém sido extensivamente investigadas como alternativas a esse
problema emergente (MATSUZAKI et al., 1997).

Os microrganismos utilizados para a realizacdo dos antibiogramas foram duas espécies
de bactérias gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e S. pneumoniae (espéecie
clinica); e duas gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 25922) e E. aerogenes, obtidos no
Laboratorio de Microbiologia do Centro de Estudos de Insetos Sociais do IBRC/UNESP.
Foram utilizados: meio de cultivo Muller-Hinton (DIFCO), meio de cultivo Miller-
HintonBroth (DIFCO) para manutencdo e cultivo desses microrganismos. Toda a
manipulagdo dos microrganismos foi feita em camara de fluxo laminar vertical (PACHANE)
e todo material a ser utilizado no cultivo foi esterilizado em autoclave vertical AV30
(PHOENIX) por 20 minutos a 121 °C e 1 atm.

O indculo foi preparado utilizando-se 2 mL de salina ¢ uma “algada” de células,
previamente cultivadas, em Muller-Hinton Agar (DIFCO). Foi ajustada a concentracdo de
células através da comparacdo com 0,5 da escala de McFarland. Foram adicionados 200 pL
do indculo em 20 mL de meio Miiller-Hinton liquido, esta suspenséo foi utilizada nos testes
com o peptideo. A determinacdo do MIC (Concentragdo Inibitéria Minima, em inglés abrevia-
se, MIC) foi realizada em microplacas (COSTAR), em triplicata, onde cada um dos orificios
foi preenchido com 90 pL da suspensao de células, 10 pL de solucéo de peptideo (TyPep 14 a
18) ou antibidticos controle (Cloranfenicol e Oxitetraciclina) em concentracdes que variaram
de 0,5 a 500 pg/mL. Para o valor de referéncia zero, foram montados pocinhos contendo 90
puL de meio de cultivo Muler-Hinton e 10 puL de agua Milli-Q. Para o valor de referéncia
100% foram acrescentados ao orificio 90 pL de suspensdo de células, 10 pL de agua. Foi
montada uma placa para cada espécie de microrganismo mencionado acima. As placas foram
incubadas em estufa de cultura a 34 °C por 18 horas. Apdés esse periodo, a cada orificio foram
adicionados 10 pL de cloreto de Trifeniltetrazolium (TTC) 5% (m/v) em &gua. As leituras

foram realizadas apos trés horas de re-incubagéo das placas em estufa a 34 °C (fig. 13).
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Figura 13: Esquema dos métodos utilizados para um experimento de atividade antibiotica.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2015.

Neste experimento, ndo ha a utilizagdo da leitora de microplacas, o experimento é
determinado pela observacdo da coloragédo final dos pocinhos, sendo aqueles indicados pela
cor vermelha, local onde as bactérias cresceram produzindo CO,, responsavel por acidificar o
meio, evidenciando que estas bactérias ndo sofreram nenhum efeito antibacteriano dos
peptideos; os pocinhos com coloracdo verde indicam que os peptideos tiveram acédo
antibacteriana, ndo permitindo o metabolismo e producgéo de gas carbdnico, mantendo assim o

meio basico.

3.5 Atividade desgranuladora de mastdcitos

A desgranulacdo de mastocitos ¢ determinada através de medidas da liberagdo de B-D-
glucosaminidase, que se co-localiza com a histamina nos granulos dos mastocitos, segundo
metodologia descrita por Hide et al. (1993), seu comportamento na liberagdo dos granulos é

determinada pela exocitose de “tudo ou nada” (fig. 14).
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As células extraidas através da lavagem peritoneal de ratos Wistar foram incubadas em
uma solucéo 150 mM NaCl (MERCK), 4 mM KCI (MERCK), 4 mM NaH,PO, (SYNTH), 3
mM KH,PO, (SYNTH), 5 mM glicose (SYNTH), 15 mM BSA (SIGMA) e 1 mM CacCl,
(VETEC), contendo varias concentracdes do peptideo sintético (4 a 500 pg/mL) ou controle
positivo (peptideo HR1), por 15 minutos a 37 °C. Em seguida foram centrifugadas a 4 °C e,
aos sobrenadantes, foram acrescentados p-nitrofenil-p-D-glucosamina (SIGMA) em solugéo
0,2 M de citrato de sédio (MERCK), com pH 4.5. Apos seis horas de incubacédo a 37 °C foi
feita leitura de absorbancia a 405 nm em espectrofotdmetro MF 200 UV-VIS (INCIBRAS),
medindo-se a taxa de p-nitrofenol formado.

Figura 14: Esquema dos métodos utilizados para um experimento de atividade
desgranuladora de mastocitos.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2015.

Para suspensdes de mastocitos, o final da secrecdo depende da forca do estimulo.
Qualquer que seja a concentracdo de um ligante dirigido ao receptor é aplicado a células
intactas ou, a concentracéo de efetores intracelulares (fons Ca®* e os nucleotideos de guanina)

aplicado a celulas permeabilizadas. Para medir o grau de secrecdo para as respostas ao nivel
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de uma Unica célula, é essencial assegurar que a todo seu conteudo foi extravazado. Se ndo
foi, a secrecdo parcial é determinada apds um periodo fixo de tempo indicando que poderia

ser devido a uma taxa mais lenta de liberacdo (HIDE et al., 1993).

3.6 Atividade de liberacéo de lactato desidrogenase (LDH)

Essa atividade mede a liberacdo da lactato desidrogenase dos mastécitos (LDH) para o
meio extracelular, como indicador de lise dos mastdcitos pelo peptideo. A LDH é uma enzima
citoplasmatica, que catalisa a reducdo reversivel do piruvato a lactato, utilizando NADH
como fonte de energia. A atividade de LDH foi realizada com a suspensdo de mastdcitos
extraidos da cavidade peritoneal de ratos Wistar, como descrito para 0s ensaios de
desgranulacdo de mastdcitos (item 3.5) e cinco de repeticdes (n=5). Incubou-se 20 uL do
sobrenadante da suspensdo de mastdcitos com 800 uL de tampdo UV-LDH [Reagente 1
(TRIS 50 mM pH 7,4, acido piravico 1,2 mM, EDTA 5 mM) 80% (v/v). Reagente 2 (NADH
0,18 mM) 20% (v/v)] por 5 minutos a 25 °C e os peptideos (TyPep 14 a 18) ou peptideo
controle (HR1) com concentracdes que variaram de 4 a 500 pg/mL.

Apos esse periodo, a cinética de consumo do substrato NADH foi monitorada pela
medida do decréscimo da absorbancia a 340 nm, durante 10 minutos a 25 °C. Os resultados
foram inicialmente calculados como unidades cataliticas (micromols de NADH consumidos
por minuto a 25 °C, pH 7,4). Esses valores foram convertidos em atividade relativa, atraves
da atividade de LDH total (100%) da suspensdo de mastdcitos lisados, na presenca de Triton
X-100 0,1% (v/v).

3.7 Efeito hiperalgésico

O modelo de von Frey eletrénico (analgesimetro digital, fig. 15) é utilizado para
avaliacdo dos efeitos hiperalgésicos (dor): os camundongos sdo colocados em gaiolas
plasticas, com fundo de arame, para permitir acesso as patas, pelo menos 30 minutos antes do
inicio do teste, para adaptacdo comportamental. Os testes sdo realizados apenas quando 0s
animais estiverem quietos, sem movimentos exploratorios ou defecacdo e sem lamberem seus
membros (fig. 16). Neste experimento, uma medida de presséo eletrénica € mensurada atraves
de um transdutor de pressdo adaptado por um cabo a um contador digital de forca (em
gramas). A precisdo do aparelho é de 0,1 g e o aparelho é calibrado para registrar uma forca

méaxima de 150 g, mantendo a precisao de 0,1 g até a forca de 80,0 g (Insight Equipamentos
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Ltda., Ribeirdo Preto, SP, BRA). O contato do transdutor de presséo a pata é realizado através
de uma ponteira descartavel de polipropileno adaptada. Uma forga perpendicular crescente é
aplicada na area central da superficie plantar do membro posterior dos animais, para inducao
da flexd@o dorsal da articulacdo tibio-tarsica, seqguida da retirada da pata. O aparelho de medida
de pressdo eletronica registra automaticamente a intensidade da forca aplicada quando o
membro é retirado. O teste € repetido até se obter trés medidas subsequentes, de tal forma que
a variacgdo entre as medidas ndo sdo maiores que 1,0 g.

Os camundongos machos foram devidamente acondicionados na sala de
experimentacdo um dia antes do experimento para a habituacdo com ciclos de 12:12 horas
com luz acesa e no escuro (as luzes ligavam-se as 6:00 horas) e sob temperatura de 23 + 1 °C,
com agua e racao ad libitum.

Os camundongos foram colocados em caixas de acrilico (20 x 20 x 30 cm) sobre uma
tela (cada orificio da tela possui 0.5 x 0.5 cm) e acondicionados por pelo menos 30 minutos
para adaptacgdo (fig. 16). Estes animais foram submetidos ao von Frey nos tempos zero (antes
das injecBes dos peptideos ou salina), 60, 180 e 300 minutos ap6s a administracdo, por via
intraplantar, dos peptideos com concentragdes de 10 pg/30 uL e 30 pg/30 uL (utiliza-se mais
de uma concentracdo para que obtenha uma precisdo maior nos resultados) e salina (0,9%
NaCl) com o mesmo volume final dos peptideos (30 pL), sendo este ultimo o controle
negativo. Para o controle positivo foram utilizadas as curvas das respostas a carragenina com

concentracdo de 1 e 25 pg/mL, respectivamente.

Figura 15: Analgesimetro digital (von Frey eletronico).

Fonte: Insight.
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Figura 16: Braco do aparelho von Frey eletronico aferindo a hiperalgesia (dor) na pata
traseira direita de ratos.

Fonte: Figura retirada de Hosch, 2015.

3.8 Efeito edematogénico

Para a realizacdo do edema da pata é avaliado o efeito edematogénico (capacidade de
causar inflamacdo) dos peptideos. Os camundongos recebem uma aplicacao intraplantar (em
uma das patas) de peptideos (10 ug/30 puL e 30 pg/30 pL) e 30 uL de salina (0,9% NaCl)
como veiculo controle. Para o controle positivo foram utilizadas as curvas das respostas a
carragenina com concentracdo de 1 e 25 pg/mL, respectivamente. O volume da pata € aferido
nos tempos zero (antes das injecBes dos peptideos ou salina), 60, 180 e 300 minutos apos a
injecdo dos peptideos (fig. 17), utilizando-se um paquimetro digital da marca MitutoyoR
(Codigo 500-196-20B) de especifica¢do 0-150 X 0,01 mm, paquimetro (modelo CD-6""CSX-
B, MITUTOYO SUL AMERICANA Ltda) (fig. 18).

Os camundongos séo devidamente acondicionados na sala de experimentagdo um dia
antes do experimento para a habituagéo com ciclos de 12:12 horas com luz acesa e no escuro
(as luzes ligavam-se as 6:00 horas) e sob temperatura de 23 + 1 °C, com &gua e racdo ad
libitum. Este experimento utiliza os mesmos animais do item anterior (3.7) para as avaliagdes
de edema nas patas, ou seja, passam pelos mesmos padrdes de tratamento e condicionamento

antes e ap0s 0s experimentos.
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Figura 17: Determinacao do volume da pata atraves do pagquimetro digital.

Fonte: Figura retirada de Silva, 2014.

Figura 18: Paquimetro digital.

Fonte: Figura retirada de Mitutoyo.

O aumento percentual do volume das patas foi calculado através da expressao:
A (%)= (VFf-Vi)x 100/Vi
Onde:
A (%) = aumento percentual do volume da pata;
Vi = volume inicial da pata;
Vf = volume da pata ap6s a injecdo dos peptideos, carragenina ou veiculo (controle).
O resultado final é obtido subtraindo-se os valores controles (animais injetados com

veiculo) dos valores testes (animais injetados com os peptideos).

3.9 Avaliacéo da atividade geral dos animais analisada no modelo de Campo Aberto

Este teste é realizado com uma dose (10 mg/kg) e pela administracdo intraperitoneal
(i.p.) dos peptideos comparando os resultados obtidos com o grupo controle constituidos por
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animais que receberam salina (0,9% NaCl). Desta maneira séo avaliadas as respostas obtidas
somente para a dose. As andlises sdo feitas apds 15 minutos da administracdo dos peptideos
ou salina.

O campo aberto para camundongos é uma arena de cartolina plastificada com formato
cilindrico de 40 cm de altura e base de 40 cm de diametro. A base da arena é subdividida em
25 regides aproximadamente iguais, demarcadas por trés circunferéncias concéntricas,

intersectadas por segmentos de retas radiais (fig. 19).

Figura 19: Arena utilizada para os experimentos da avaliacdo da atividade geral dos
camundongos analisada no modelo de campo aberto.

Fonte: Foto registrada pelo autor.

O campo aberto € utilizado para avaliacdo da atividade geral dos camundongos, que é
determinada pela avaliacdo da frequéncia de locomogéo (ato de o animal penetrar, com as
quatro patas, em uma das divisdes do chdo da arena) e o de levantar (postura de o animal
permanecer apoiado somente nas patas posteriores). Os camundongos sdo colocados,
individualmente, no centro da arena para observar as frequéncias de locomogéo e de levantar,
por um periodo de trés minutos. Entre a observagdo de um individuo para outro a arena é
higienizada com algoddo embebido em alcool 5%.

Os animais séo devidamente acondicionados na sala de experimenta¢do um dia antes
do experimento para a habituagdo com ciclos de 12:12 horas com luz acesa e no escuro (as

luzes se ligavam as 6:00 horas) e sob temperatura de 23 + 1 °C, com agua e racao ad libitum.
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3.10 Analise estatistica

Os resultados dos itens 3.7, 3.8 e 3.9 foram expressos como média £ SEM. Os dados
referentes aos tratamentos foram estatisticamente examinados utilizando ANOVA de duas
vias, seguida por meio de analise de variancia associada ao teste de Tukey (p< 0,05)
(KLEINBAUM et al., 1998).

3.11 Comité de Etica de Uso de Animais
O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais

responsavel pela Universidade Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus Rio Claro, sob

protocolo 4192,
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4 RESULTADOS

A sintese feita no sintetizador automatico evita a contaminacdo dos reagentes pela
manipulacdo, além disso, evita que 0 pesquisador se contamine com 0s gases tOXicos
provenientes dos Varios reagentes necessarios a sintese. Este equipamento utilizado é capaz de
sintetizar até seis peptideos simultaneamente em algumas horas. O rendimento e pureza do
peptideo sintético foram extremamente altos necessitando apenas de uma purificacdo por um
filtro com 0,45 um de diametro dos poros para filtragem de eventuais contaminantes de
grande tamanho.

A qualidade da sintese foi avaliada pela andlise em espectrometria de massas, 0
espectrometro utilizado foi equipado com fonte de ionizagdo “electrospray” (ESI), e
analisador de massas hibrido formado pela combinagdo de sistemas “IonTrap” ¢ “Time-of-
Flight” (IT-ToF). As analises foram realizadas no modo positivo (ESI+) e continuo, durante
todo o experimento. Os espectros de massa adquiridos a partir das analises dos peptideos

TyPep 14 a 18 estdo relacionados nas figuras 20 a 24, respectivamente.

Figura 20: Espectro MS referente a molécula protonada do peptideo TyPep 14, onde se pode
observar o pico de m/z 661,833 na forma [M+2H]*".
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Fonte: Dados do autor.
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Figura 21: Espectro MS referente a molécula protonada do peptideo TyPep 15, onde se pode
observar os picos de m/z 502,316 na forma [M+2H]** e m/z 1003,623 na forma [M+H]".
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Figura 22: Espectro MS referente a molécula protonada do peptideo TyPep 16, onde se pode
observar os picos de m/z 483,755 na forma [M+2H]** e m/z 966,546 na forma [M+H]".

men. (¢1.000.000)
483,755
554 [_\I-:H]Z’
5.0
45
404
35
304
254
154
M+H]"
104 966.546
05
TR | T
0 et T Tr=T =TT T —r—T T —T=T=T=T ™ T r—r—r—r T T—r=r=r
00 70 1000 1250 100 1750 2000 230 2500 20 3000 3IX0 3500 7N mz

Fonte: Dados do autor.
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Figura 23: Espectro MS referente a molécula protonada peptideo do TyPep 17, onde se pode

observar os picos de m/z 465,293 na forma [M+2H]*" e m/z 929,566 na forma [M+H]".
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Fonte: Dados do autor.

Figura 24: Espectro MS referente a molécula protonada do peptideo TyPep 18, onde se pode

observar os picos de m/z 350,1962 na forma [M+2H]** e m/z 699,3761 na forma [M+H]".
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Os espectros MS/MS referente as andlises dos peptideos TyPep 14 a 18 ndo serdo

mostrados, porem as sequéncias dos peptideos foram obtidas e corresponderam exatamente as

sequéncias propostas a sintese.

4.1 Atividade hemolitica

Para este ensaio, foi utilizado como padrdo de hemolise o peptideo Melitina (KATSU et

al., 1988). Um dos peptideos mais estudados a respeito de interacGes peptideo-membrana é a

Melitina, sendo este um dos componentes mais abundantes do veneno da abelha Apis
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mellifera. Este peptideo foi descrito como sendo hemolitico, é constituido por 26 residuos de
aminoacidos e possui estrutura anfipatica (PEREZ-PAYA et al., 1997). Além disso, foi
observado que 0 mesmo € capaz de assumir varias conformacdes e estados de agregacdo
diferentes, em solucbes aquosas de diferentes composicdes (PEREZ-PAYA et al., 1995).
Todos os resultados dos ensaios de hemdlise foram expressos em porcentagem, sendo
estes valores obtidos através da comparagdo com um controle de 100% feito pela incubacéo
dos eritrocitos em solugcdo de Triton X-100 (1%, v/v). A figura 25 mostra as curvas de
atividade hemolitica em funcéo da concentracdo para os cinco peptideos sintéticos (4, 8, 16,
32, 64, 125, 250 e 500 pg/mL) e para o padrdo de hemdlise utilizado (Melitina) nas mesmas

concentragoes.

Figura 25: Atividade hemolitica dos peptideos TyPep 14 a 18 em oito concentracdes
diferentes, variando de 4 a 500 pg/mL. O teste foi realizado utilizando-se eritrocitos de ratos
Wistar.
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Fonte: Dados do autor.

Somente o peptideo TyPep 18 apresentou 60% de atividade hemolitica na dose mais
elevada (500 pg/mL); mesmo possuindo atividade hemolitica, a mesma ocorre em

concentragcdes muito elevadas fisiologicamente.
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4.2 Atividade antibiética

A tabela 3 mostra os resultados obtidos nos ensaios de atividade antibidtica realizado
para 0s cinco peptideos sintéticos e dois antibioticos padrao (Cloranfenicol e Oxitetraciclina),

sendo os resultados expressos em pg/mL.

Tabela 3: Valores de concentracdo inibitoria minima (MIC) expressos em ug/mL, para 0s
cinco peptideos estudados no presente trabalho e antibidticos de referéncia (Cloranfenicol e
Oxitetraciclina) frente as bactérias Gram+ e Gram-.

Valores de MIC (png/mL)

i Gram - Gram +
PEPTIDEQOS E. coli E. aerogenes  S.aureus S. pneumoniae
TyPep 14 >500 >500 >500 >500
TyPep 15 >500 >500 >500 125
TyPep 16 >500 >500 >500 >500
TyPep 17 >500 >500 >500 >500
TyPep 18 >500 >500 >500 >500
Cloranfenicol 4 4 8 2
Oxitetraciclina 1 2 8 2

Fonte: Dados do autor.

Como pode ser observado na tabela 3 o peptideo TyPep 15 inibiu somente o
crescimento da bactéria Gram+ S. pneumoniae nas concentracdes de 125 pg/mL ou maiores,
enquanto os demais peptideos ndo apresentaram atividade antibidtica consideravel. Pela
atividade antibiotica do peptideo TyPep 15 ser reduzida, e somente sobre uma cepa, ele é
considerado um peptideo sem acdo antibacteriana, sendo assim, nenhum destes peptideos

possui atividade antibiotica.

4.3 Atividade desgranuladora de mastdcitos e liberacdo de LDH

As amostras foram ensaiadas em diferentes concentragdes, variando de 4 a 500 pg/mL.
Os resultados foram expressos em porcentagem de desgranulacdo. O padrdo utilizado para
este ensaio foi o peptideo HR1 (INLKAIAALVKKVL ny2) que é um mastoparano isolado do
veneno da vespa Vespa orientalis, causador de desgranulacdo de mastocios e,
consequentemente, inicia a liberacdo de histamina (TUICHIBAEYV et al., 1988).

A figura 26 representa a atividade de desgranulacdo de mastocitos peritoneais em

funcdo das concentracfes de cada um dos peptideos; tal atividade foi expressa em
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porcentagem, sendo valores obtidos através da comparacdo com o controle 100% realizado

pela incubacdo dos mastocitos em solucao de Triton X-100 1% (v/v).

Figura 26: Atividade de desgranulacdo de mastocitos em resposta a acdo dos peptideos
TyPep 14 a TyPep 18 e HR1 (padréo positivo).
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Fonte: Dados do autor.

Os resultados demonstram que em presenca dos cinco peptideos do veneno do
escorpido Tityus serrulatus, ndo ocorre a desgranulacdo dos mastocitos. J& na presenca do
peptideo padrdo (HR1) podemos constatar a ocorréncia de 43% de desgranulacdo na
concentracdo de 500 uM.

A atividade liberadora de LDH foi realizada com a suspensdo de mastocitos, coletados
da cavidade peritoneal de ratos Wistar, assim como descrito para os ensaios de desgranulagédo
(item 3.5). Os resultados de LDH sdo demonstrados na figura 27 e foram expressos em
porcentagem, valores obtidos através da comparagdo com o controle 100% realizado pela
incubacdo dos mastocitos em solucdo de Triton X-100 1% (v/v). O peptideo HR1 também foi

utilizado como padréo neste ensaio.
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Figura 27: Atividade de LDH em resposta a acdo dos peptideos TyPep 14 a TyPep 18 e HR1
(padréo positivo).
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Fonte: Dados do autor.

4.4 Influéncia dos peptideos nas atividades de locomogéo e levantamento

Os camundongos tratados com TyPep 14, 15, 16 e 17 ndo tiveram alteracdo na
frequéncia de locomocdo dos camundongos e em relacdo ao levantamento, alteracGes
significativas ndo foram observadas por efeito de nenhum dos peptideos ensaiados.
Entretanto, ressalta-se que somente na locomocao a atividade do TyPep 18 foi, a principio, o
unico que produziu efeito na frequéncia de locomocao dos animais, quando comparada com

os resultados obtidos para os outros peptideos (fig. 28).
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Figura 28: Frequéncias de locomocdo e levantamento apds administracdo dos peptideos
sintéticos contabilizados pelos trés minutos dentro da arena.
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Fonte: Dados do autor.

4.5 Atividade hiperalgésica e edematogénica

Foram avaliadas as atividades sobre a sensibilidade dolorosa no modelo de
hiperalgesia mecéanica (von Frey eletrénico), sendo o limiar nociceptivo representado pelo
delta (A) da for¢a (em gramas) necessaria para retirada da pata (itens A e C das figuras 29 a
33). O efeito edematogénico foi avaliado através do paquimetro digital (itens B e D das

figuras 29 a 33). Foram administrados nos camundongos, por via intraplantar (i.pl.), os
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peptideos TyPep 14 a 18 nas concentracdes de 10 pg/30 pL e 30 pg/30 pL. Nos gréficos
foram adicionadas as curvas da Carragenina nas concentragoes (1 pg/30 pL e 25 pg/30 pL,
respectivamente) substancia hiperalgésica e edematogénica a fim de ter um controle positivo
para as comparacdes das demais curvas.

As medidas foram realizadas no tempo zero (antes da administracao) e apds 60, 180 e
300 minutos da administracdo dos peptideos. O grupo controle foi composto por animais
injetados com solucdo salina com o mesmo volume (30 L) e nas mesmas condigdes
experimentais. Os resultados foram expressos como média +SEM de animais por grupo e nas
figuras, representados estatisticamente por: *) sendo p<0,05; **) sendo p<0,01; ***) sendo

p<0,001. Estes resultados foram sumarizados na tabela 4 para facilitar a discusséo.

Figura 29: Efeito do peptideo TyPep 14 na concentracdo de 10 pg/30 pL sobre a
sensibilidade dolorosa avaliada através do teste com von Frey eletronico (A) e sobre o
aumento do volume da pata (edema) (B) e na concentracdo de 30 pg/30 pL (C e D,
respectivamente).

89 401
w
e
g% d A -
=z 6 L _______________ 30+ - - I)f.cp 14 10pg
E g l, .......................... P ==+ Salina
23 Ak Wt -& Carragenina

204

Intensidade
"

e
Aumento do volume da pata (%)

__________
________

0 T T
0 60 180 300 0 60 180 300

Tempo apf'n tratamento Tempo apés tratamento
(minutos) (minutos)

=+~ TyPep 14 30pg
==+ Salina
-& Carragenina

104 s VL i

l'[_
i
i

-

Intensidade de hipernocicepgiio

(A Limiar de retirada -g)
S
Aumento do volume da pata (%)
~

—®

i

i

i

i

i

i

-

w T T
0 60 180 300 0 60 180 300

Tempo apés tratamento Tempo apos tratamento
(minutos) (minutos)

Fonte: Dados do autor.
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Figura 30: Efeito do peptideo TyPep 15 na concentragdo de 10 pg/30 pL sobre a
sensibilidade dolorosa avaliada através do teste com von Frey eletrbnico (A) e sobre o
aumento do volume da pata (edema) (B) e na concentracdo de 30 pg/30 pL (C e D,

respectivamente).
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Figura 31: Efeito do peptideo TyPep 16 na concentragdo de 10 pg/30 pL sobre a
sensibilidade dolorosa avaliada através do teste com von Frey eletrbnico (A) e sobre o

aumento do volume da pata (edema) (B) e na concentracdo de 30 pg/30 pL (C e D,
respectivamente).
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Figura 32: Efeito do peptideo TyPep 17 na concentragdo de 10 pg/30 pL sobre a
sensibilidade dolorosa avaliada através do teste com von Frey eletrbnico (A) e sobre o
aumento do volume da pata (edema) (B) e na concentracdo de 30 pg/30 pL (C e D,
respectivamente).
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Figura 33: Efeito do peptideo TyPep 18 na concentragdo de 10 pg/30 pL sobre a
sensibilidade dolorosa avaliada através do teste com von Frey eletrbnico (A) e sobre o
aumento do volume da pata (edema) (B) e na concentracdo de 30 pg/30 pL (C e D,

respectivamente).
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Em resumo, a tabela 4 demonstra de forma simplificada os

demonstrados nas figuras 29 a 33.

resultados obtidos e

Tabela 4: Resultados simplificados das figuras 29 a 33. A estatistica representada por * ¢
dada por: *) sendo p<0,05; **) sendo p<0,01; ***) sendo p<0,001.

TyPep 14 TyPep 15 TyPep 16
10ug 30ug 10ug 30ug 10ug 30ug
Tempo (min.) | 60 |180|300]60 |180|300]60|180 | 300 60 | 180 | 300] 60 | 180 | 300 |60 | 180 | 300
Hiperalgesia | ** | ** | ** |**| ** | * * gk | k| ok *k wk | *
Edema faled faled *hok Hkx Hok | dkex
TyPep 17 TyPep 18
10ug 30ug 10ug 30ug
Tempo (min.) | 60 |180|300|60 |180|300]60|180 |300] 60 |180 | 300
Hiperalgesia wk |k | ek *k | dkk | kkx
Edema falaiall Ml bl Rkl B

Fonte: Dados do autor.
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5 DISCUSSAO

O veneno dos escorpifes € composto por uma mistura complexa e pode induzir
diferentes niveis de intoxicacdo em humanos e pode levar até a morte, dependendo do caso. O
estudo dos componentes do veneno é de extrema importancia para a compreensdo de como
este veneno pode afetar os seres humanos, e quais componentes séo os causadores dos efeitos
adversos, tais como: dor, inflamacdo, ativacdo de macrofagos e células T, convulsdes,
ativacdo dos sistemas simpatico e parassimpatico, liberacdo massiva de neurotransmissores
(PUCCA et al., 2015a).

Muitas neurotoxinas dos venenos de escorpides ja foram analisadas pelas técnicas
protedmica, genoma e transcriptoma. Os peptideos neurotoxicos atuam especialmente em
canais idnicos (Na*, CI, K* e Ca*") e outros receptores de membranas, sugerindo uma grande
variedade de funcdes, as quais as toxinas do veneno sdo capazes de atuar (HAKIM et al.,
2015).

O escorpido T. serrulatus ¢ o mais estudado dentre todos do grupo (Scorpionidae), e
apesar disso, nenhum estudo foi feito com peptideos com massa molar abaixo de 3000 Da
(RATES et al., 2008). Na tentativa de estudar os peptideos lineares, Rates et al., em 2008,
extrairam os peptideos do veneno em agua, o que ndo favorece os pequenos peptideos lineares
(5 a 20 residuos de aminoacido) pela estrutura hidrofébica que possuem. Outro fato
importante que deve ser observado é que os ensaios bioldgicos com estes peptideos sdo muito
raros, 0 que torna o presente trabalho importante como um ponto de partida para o inicio dos
estudos das atividades bioldgicas com pequenos peptideos lineares dos venenos de escorpides.

Os peptideos foram escolhidos de uma lista contendo mais de 70 peptideos recém-
descobertos e sequenciados pela doutoranda Nathalia Baptista Dias, integrante do grupo de
pesquisas (Laboratdrio de Biologia Estrutural e Zooquimica).

Ao serem comparados com 0 banco de dados NCBI através da ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), a qual localiza regides com sequéncias similares, foi
identificado que:

e O peptideo TyPep 14 possui 100% de identidade, com o peptideo depositado com
codigo de acesso P86825.1 (UNIPROT), sendo este um peptideo identificado do veneno de T.
serrulatus (RATES et al., 2008); a uUnica diferenca estd na presenca de dois residuos de
aminoacidos a mais presentes no VP1 (KHFGKDSNFPFGT) em relacdo ao TyPep 14
(KHFGKDSNFPF-NH;) (fig. 34). Este é um peptideo pequeno que nao possui pontes
dissulfeto (NDBP) e, segundo os autores, ha evidéncias de que ele pode ser um peptideo
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antimicrobiano, porém como foi apresentado nos resultados do presente trabalho, a fracdo do
peptideo VVP1 chamado de TyPep 14 ndo apresentou atividade antibiotica, talvez a presenca
de dois residuos a mais em VP1 possa ter conferido algum nivel de organizacdo da estrutura
secundaria de VP1, tornando-o antibidtico, ou a presenca do grupo amina no TyPep 14 tenha

algum efeito de bloqueio de atividade;

Figura 34: Resultado do alinhamento obtido pela comparacdo da sequéncia de residuos de
aminoéacidos do peptideo TyPep 14 com o banco de dados do NCBI realizado pela ferramenta
Blast, (Basic Local Alignment Search Tool: Protein).

RecMame: Full=Venom peptide 1; Contains: RecName: Full=\Venom peptide 2 [Tityus serrulatus]
Sequence ID: 5p|PE6325 11WVP1 _TITSE Length: 13 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 11 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps

39.7 bits(86) 0.002 11/11(100%) 11/11(100%) 0/11(0%)

Query 1 EHFGEDSHFEEF 11
KHFGKDSNFEF
Sbjct 1 EKHFGEDSNFEF 11

Fonte: NCBI Blast: Protein obtido com dados do autor.

e O peptideo TyPep 15 nédo obteve identidade com qualquer outro peptideos e/ou
fragmento de proteina depositada no NCBI;

e O TyPep 16 (GLREKHVQ) foi identificado com 100% de identidade dos residuos
de aminodcidos, com um fragmento do peptideo neurotoxico do tipo B-KTx-like (peptideo
gue possui 87 residuos de aminoacidos, trés pontes dissulfeto é citolitico e bloqueador do
canais de potéassio Kvl.1, Kvl1.2 e Kv1.3) dos venenos dos escorpibes T. trivittatus, T.
discrepans, T. costatus e T. serrulatus, este Gltimo (Ts) esta descrito com o nome de TsTXK-
beta, e codigo de acesso P69940.2 junto ao Uniprot (ROGOWSKI et al.,, 1994, 1996;
LEGROS et al., 1998; KALAPOTHAKIS et al., 2001; RATES et al., 2008; COLOGNA et al.,
2009) (fig. 35);
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Figura 35: Resultado do alinhamento obtido pela comparacdo da sequéncia de residuos de
aminoacidos do peptideo TyPep 16 com o banco de dados do NCBI realizado pela ferramenta
Blast, (Basic Local Alignment Search Tool: Protein).

Max Total Query E
score score  cover value

286 286 100% 39 100% ABU349551
286 286 100% 56 100% AAW

Ident Accession

Description

00 42.14; AltName: Full=Tco-beta-KTx Shod 286 286 100% 56 100% Q
286 286 100% 56 100% C
x 1, AltName: Full=Tityustoxin K-beta: Shod 286 286 100% 56 100% P

RecName: Full=Potassium channel toxin Tdi-beta-KTx. Shor=TdibetakTx Flags: Precursor [Titws discrepans 286 286 100% 56 100% QOGY441

IMolecule processing

Feature key Position(s) Length Description Graphical view
Signal peptide* 1-19 19 & Sequence analysis

Propeptide*® 20 - 27 8 & 1 Publication w

Chain* 28 - 87 60 Potassium channel toxin TsTXK-beta

RecName: Full=Potassium channel toxin TSTXK-beta; AltName: Full=Potassium channel toxin beta-KTx 1; AtName: Full=Tityustoxin K-beta; Short=TsTX K beta
Short=TsTX-K beta; Short=TsTXKbeta; AtName: Full=Ts8; AtName: Full=TsK2; Flags: Precursor [Tityus serrulatus]

Sequence 10: 5plP69940 2IKBX1_TITSE Length: 87 Number of Matches: 1
Related Information

Range 1: 20 to 27 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps

28.6 bits(60) 56 8/8(100%) 8/8(100%) 0/8(0%)

Fonte: NCBI Blast: Protein obtido com dados do autor.

e O TyPep 17 foi identificado como sendo parte de um neuropeptideo de 91
residuos de aminodcidos toxina presente nos venenos de T. discrepans, T. trivittatus, T.
stigmurus e T. serrulatus, toxina citolitica e bloqueadora de canais de potassio Kv1.2 e Kv1.3
(BATISTA et al., 2006, 2007; DIEGO-GARCIA et al., 2007; D'SUZE et al., 2009;
ALVARENGA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013; PUCCA et al., 2014). Em T. serrulatus,
este peptideo esta depositado no Uniprot sob o codigo de acesso P86822.2 (fig. 36). Os
autores ndo descreveram se estes fragmentos s@o resultados do processo de maturagdo pos-

traducional, ou se eles possuem alguma atividade bioldgica;
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Figura 36: Resultado do alinhamento obtido pela comparacdo da sequéncia de residuos de
aminoacidos do peptideo TyPep 16 com o banco de dados do NCBI realizado pela ferramenta
Blast, (Basic Local Alignment Search Tool: Protein).

e

Max Total Query E

Description [dent  Accession
score score cover value

Rechlame: Full=Potassium channel toxin beta-Ktx 2: Athame: Full=Ts19; Contains: Rechame: Full=Potassium channel toxin beta-Ktx 2-1: Athar 295 295 100% 33 100% P868222
Rechame: Full=Potassium channel toxin TstKMK: AltName: Full=Toxin 5536; AltName: Full=beta-Kbx Flaas: Precursor [Titvus stigmurus) 295 295 100% 33 100% POC8W42
RecName: Full=Toxin To56: AtName: Full=Toxin Tc56 [Titvus cambridgei 269 269 88% 45 100% P84889.1
Molecule processing
Feature key Position(s) Length Description Graphical view
Signal peptide* 1-25 25 @ Sequence analysis
Propeptide* 26 - 33 8 & 1 Publication
Peptide* 34 - 90 57 Potassium channel toxin beta-Ktx 2-1

& 1 Publication w
Peptide* 43 - 91 49 Potassium channel toxin beta-Ktx 2-2

& 1 Publication -

RecName: Full=Potassium channel toxin beta-Kitx 2; AitName: Full=Ts19; Contains: RecName: Full=Potassium channel toxin beta-Ktx 2-1; AtName: Full=Ts19 fragment |
Contains: RecName: Full=Potassium channel toxin beta-Ktx 2-2; AltName: Full=Ts19 fragment Il; Flags: Precursor

------- WCAYY TITOE

Sequence ID: 5piP86822 2IKBX2 TITSE Length: 91 Number of Matches: 1
Related Information
Range 1: 26 to 34 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps

29.5 bits(62) 33 9/9(100%) 9/9(100%) 0/9(0%)

Sbjct 26

Fonte: NCBI Blast: Protein obtido com dados do autor.

e O TyPep 18 ndo obteve identidade com qualquer outro peptideos e/ou fragmento
de proteina depositada no NCBI.

Um aspecto importante que deve ser mencionado é o fato de que os venenos de
escorpides estudados em nosso laboratério, e que deram origem as sequéncias dos peptideos
sob estudo, foram sempre solubilizados em meios contendo um coquetel de inibidores de
proteases, antes de qualquer manipulacéo. Isso deve ter prevenido a ocorréncia de clivagem
proteolitica descontrolada das proteinas e peptideos maiores, como artefatos de manipulagéo
dos venenos. Sempre lembrando que o material sob investigacdo neste trabalho sdo de origem

sintética.
5.1 Atividade hemolitica
Para muitos NDBPs de escorpides a concentracdo de peptideo com potencial

terapéutico (MIC, concentracdo inibitéria minima) testada em microrganismos € muito

proxima daquela em que estes peptideos apresentam citotoxicidade para mamiferos, que sdo
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normalmente estudadas por analises de hemdlise em eritrocitos. Um exemplo é a hadrurina
um dos primeiros NDBPs a apresentar atividade antibidtica, sendo capaz de inibir o
crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas com valores de MIC entre 10 e 50
UM; entretanto, este peptideo também apresenta um grande potencial hemolitico contra
eritrécitos humanos em concentragoes a partir de 30 UM (ORTIZ et al., 2015). Esta dualidade
entre antibiose e hemdlise é repetida em quase todos os AMPs (“Antimicrobial Peptides”, do

inglés, Peptideos Antimicrobianos) de escorpides descritos até 0 momento (tabela 5).

Tabela 5: Lista de todos os NDBPs funcionalmente caracterizados com seu numero
correspondente de residuos de aminoécidos, ponto isoelétrico, carga, funcdo bioldgica e
especies de escorpides.

MNDEPs MNumber of amino acids Isoelectric point Charge Biological activities Scorpion species
Peptide T 13 6.65 0 Bradykinin-potentiating Tityus serrulatus

K12 21 6.52 0 Bradykinin-potentiating Buthus occitanus
Hadrurin 41 11.09 +5 Antimicrobial, hemolytic Hadrurus aztecus
Pandinin 1 44 10.49 +4 Antimicrobial, hemolytic Pandinus imperator
Pandinin 2 24 10.80 +3 Antimicrobial, hemolytic Pandinus imperator
Opistoporin 1 44 10.58 +4 Antimicrobial, immune-modulatory, hemolytic Opistophtalmus carinatus
BmKb1 18 967 +1 Antimicrobial Mesobuthus martensii
BmKn2 13 9.69 +1 Antimicrobial, hemolytic Mesobuthus martensii
1sCT 13 9.69 +1 Antimicrobial, hemolytic Opisthacanthus madagascariensis
1sCT2 13 9.69 +1 Antimicrobial, hemolytic Opisthacanthus madagascariensis
Parabutoporin 45 10.75 +7 Antimicrobial, immune-modulatory, hemolytic Parabuthus schlechteri
Mucroporin 17 9.69 +1 Antimicrobial Lychas mucronatus
Meucin-13 13 9.69 +1 Antimicrobial, hemolytic, cytolytic Mesobuthus eupeus
Meucin-18 18 10.80 +3 Antimicrobial, hemolytic, cytolytic Mesobuthus eupeus
Imcroporin 17 101 +1 Antimicrobial, hemolytic, cytolytic Isometrus maculates
StCT1 14 6.34 0 Antimicrobial, hemolytic Scorpiops tibetanus
Meucin-24 24 10.96 +4 Antimalarial Mesobuthus eupeus
Meucin-25 25 11.13 +4 Antimalarial Mesobuthus eupeus

Im-1 56 10.82 +7 Antimicrobial, hemolytic, cytolytic Isometrus maculatus

HP 1090 13 10.80 +2 Antiviral Heterometrus petersii
Vejovine 47 1097 +4 Antimicrobial, hemolytic Vaejovis mexicanus
Ctriporin 19 10.80 +2 Antimicrobial Chaerilus tricostatus
BmKbpp 47 10.82 +7 Antimicrobial, hemolytic, bradykinin-potentiating Mesobuthus martensii
VmCT1 13 101 +1 Antimicrobial, hemolytic Vaejovis mexicanus
VmCT2 13 101 +1 Antimicrobial, hemolytic Vaejovis mexicanus
AamAP1 18 972 +2 Antimicrobial, hemolytic Androctonus amoreuxi
AamAP2 18 972 +2 Antimicrobial, hemolytic Androctonus amoreuxi
StCT2 14 988 +2 Antimicrobial Scorpiops tibetanus
HsAP 29 10.75 +3 Antimicrobial, hemolytic Heterometrus spinifer
Css54 25 11.25 +4 Antimicrobial, hemolytic Centruroides suffusus suffusus
UyCT1 14 953 +2 Antimicrobial, hemolytic Urodacus yaschenkoi
UyCT2 13 955 +2 Antimicrobial, hemolytic Urodacus yaschenkoi
UyCT3 13 9.69 +2 Antimicrobial, hemolytic Urodacus yaschenkoi
UyCT5 13 9.69 +2 Antimicrobial, hemolytic Urodacus yaschenkoi
Pantinin-1 14 955 +1 Antimicrobial, hemolytic Pandinus imperator
Pantini-2 13 9.69 +1 Antimicrobial, hemolytic Pandinus imperator
Pantinin-3 13 9.69 +1 Antimicrobial, hemolytic Pandinus imperator
Mauriporin 48 10.82 +6 Anticancer Androctonus mauritanicus
TsAP-1 17 9.69 +1 Antimicrobial, anticancer Tityus serrulatus

TsAP-2 17 9.69 +1 Antimicrobial, hemolytic, anticancer Tityus serrulatus

Fonte: Tabela retirada de Almaaytah e Albalas, 2014.

Melo et al., 2015, estudaram um peptideo sintético do escorpido T. stigmurus
conhecido por Stigmurin (17 residuos de aminoacidos). Este peptideo foi descoberto através
do transcriptoma da glandula de veneno do escorpido e entdo sintetizado. Apesar de possuir
atividade antibacteriana, ndo possui atividade hemolitica. Em Xiaoxiao et al., 2013, foi
estudada a atividade hemolitica e antibacteriana de dois peptideos com 17 residuos de
aminoacidos (TsAP-1 e TsAP-2) do veneno do escorpido T. serrulatus; ambos peptideos

produziram efeitos hemoliticos e antibacterianos em algumas cepas de bactérias.
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A melitina, peptideo utilizado para o controle positivo em hemolise, é 0 composto
mais abundante no veneno da abelha Apis mellifera e contém 26 residuos de aminoécidos.
Esta toxina possui uma atividade hemolitica extremamente poderosa. Muitos estudos ja foram
feitos com o proposito de elucidar a natureza da interacao da melitina com membranas sempre
com o intuito de entender os mecanismos moleculares de sua acdo hemolitica (DEMPSEY,
1990).

Sabe-se que a atividade hemolitica é dependente de perturbacdes na membrana dos
eritrocitos causada pelos peptideos. Pode-se constatar que a melitina, um dos peptideos mais
estudados a respeito de interagcdes peptideo-membrana, utilizado como padrdo, apresentou
100% de atividade hemolitica na concentracdo de 62 pug/mL ou maiores, enquanto que todos
0s peptideos testados ndo apresentaram nenhuma atividade hemolitica significativa em doses
mais baixas. O Unico peptideo linear (dentre aqueles investigados) que apresentou alguma

atividade hemolitica foi o TyPep 18, que causou 60% de hemolise, na dose mais elevada (500

pg/mL).
5.2 Atividade antibiotica

Compreender 0s mecanismos através dos quais o controle biolégico de doencas ocorre
é fundamental para a eventual melhoria e utilizacdo mais especifica de métodos de controle
biolégico (FRAVEL, 1988).

Um dos maiores desafios para o sistema de salde no mundo, hoje em dia, € 0
surgimento e disseminacdo da resisténcia das bactérias aos antibioticos. Muitos patdgenos que
antes eram sensiveis a uma droga, agora, possuem resisténcia a multi-drogas, o0 que reduziu o
valor terapéutico dos antibidticos classicos. Esta resisténcia levou a busca por compostos
naturais que poderiam driblar nestes mecanismos de resisténcia a multi-drogas.

Na ultima década tem aumentado o nimero de pesquisas feitas com peptideos lineares
(NDBP), devido as propriedades biologicas que estes peptideos possuem. Muitos destes
peptideos apresentam potentes atividades antimicrobianas, inibindo o crescimento de bactéria,
fungos, leveduras e parasitas e rompem as particulas virais (AMP). Estes peptideos
constituem uma nova alternativa, servindo diretamente como antibidticos ou como um
esqueleto para a engenharia de novas moléculas com potencial clinico (RAMIREZ-
CARRETO et al., 2015).

Os AMPs de escorpides compartilham varias caracteristicas, incluindo um tamanho

relativamente pequeno (13 a 56 residuos de aminoacidos) e geralmente com carga positiva de
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residuos catidnicos, mas também na presenca de residuos hidrofobicos. Esta combinacdo
permite adotar uma estrutura anfipatica de a-hélice em membranas ou ambientes mimicos (50
a 60% de trifloroetanol) enquanto possuem uma estrutura randémica em ambientes aquosos
ibnicos. Até agora muitos AMPs de escorpifes ja foram encontrados e alguns deles séo:
ISCT1 e IsCT2 (DAI et al., 2001 e 2002) de Opisthacanthus madagascariensis; hadrurina
(TORRES-LARIOS et al., 2000) de Hadrurus aztecus atualmente chamando de H. gertschi;
pandinina 1 e 2 (CORZO et al., 2001) e scorpina (CONDE et al., 2000) de Pandinus
imperator; opistoporina 1 e 2 (MOERMAN et al., 2002) de O. carinatus; BmKnl e BmKn2
(ZENG et al., 2001b, 2004 e 2012) de Mesobuthus martensii; imcroporina (ZHAO et al.,
2009) de Isometrus maculates; mucroporina (DAI et al., 2008) de Lychas mucronatus; Css54
(GARCIA et al., 2013) de Centruroides suffusus suffusus; vejovine e VmCT1
(HERNANDEZ-APONTE et al.,, 2011) de Vaejovis mexicanus; stigmurin (MELO et al.,
2015) de T. stigmurus; TSAP-1 e TsAP-2 (XIAOXIAO et al., 2013) de T. serrulatus.

Os peptideos estudados no presente trabalho ndo apresentaram atividade antibiotica
suficiente para que fossem considerados antibidticos em potencial, at¢é mesmo o peptideo
TyPep 15 que apresentou MIC igual a 125 pg/mL (ou concentracfes superiores; 0 mesmo
ocorreu sobre uma Unica cepa de bactéria, e ndo sobre todas as cepas testadas). Um bom
antibidtico atua com concentracfes baixas sobre todas as cepas, como foi demonstrado nos
resultados ao utilizar os antibiéticos controles, Cloranfenicol e Oxitetraciclina.

5.3 Atividade desgranuladora de mastdcitos e liberacédo de LDH

Os mastocitos sdo células preenchidas com varios granulos que contém histamina e
outros potentes agentes biologicamente ativos, que quando expostos a substancias estranhas,
liberam o conteddo destes granulos citoplasmaticos (HIGASHIJIMA; BURNIER; ROSS,
1990; MENDES; SOUZA; PALMA, 2005).

Desgranulacdo de mastocitos € importante na patogénese de doencas alérgicas e
anafilaxia. Muitos venenos animais contém componentes que podem induzir a desgranulacao
dos mastdcitos, e possivelmente este fator contribui para a patologia e mortalidade causada
por envenenamento. Além de suas fungbes como células efetoras da anafilaxia e desordens
alérgicas, existem evidéncias de que os mastocitos podem melhorar a resposta imune inata por
meio de fungdes, tais como matar diretamente 0s patdgenos ou aumentar as respostas
inflamatdrias induzidas por agentes patogénicos ou por degradar peptideos enddgenos

potencialmente toxicos gerados em tais configuracées (MITSUTERU et al., 2011).
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No interior da célula do mastocito ha a enzima B-D-glucosaminidase, que quando
liberada durante o processo de desgranulagdo, reage com um substrato sintético, o
p-nitrofenil-B-D-glucosamina, clivando-o, e resultando na liberacdo de p-nitrofenol, o qual
possui coloracdo amarelada em meio basico. O substrato € adicionado em cada pocinho
durante o0 experimento, para se monitorar a desgranulagdo dos mastécitos, e
subsequentemente a liberagdo da enzima.

A enzima lactato desidrogenase € de localizacdo citoplasmatica, e sua liberacéo para o
meio extracelular é utilizada como indicador de lise das membranas plasmaticas dos
mastocitos.

Os resultados demonstram que em presenca dos cinco peptideos estudados nédo
ocorreu a liberacdo de lactato desidrogenase do citoplasma dos mastocitos, e também néo
ocorreu desgranulacdo dos mastocitos. Na presenca do peptideo padrdo HR1, na concentracdo
de 190 pg/mL, pode-se constatar a ocorréncia de liberagdo de 60% da atividade de LDH e

43% de desgranulacdo na concentragdo de 500 pg/mL.

5.4 Influéncia dos peptideos nas atividades de locomocéao e levantamento

A popularidade do teste de campo aberto (desde os anos 1970) provavelmente decorre
em grande parte por causa da sua simplicidade, possuindo medicdo facil e réapida de
comportamentos claramente definidos, e uma interpretacdo geralmente aceita destes
comportamentos. Além disso, alguns dos comportamentos medidos sdo sensiveis a uma vasta
gama manipulagBes genéticas, experimentais, fisiologicas e farmacoldgicas, e séo
suficientemente confiaveis sob condicBes padronizadas para dar medidas repetiveis em uma
vasta gama de variaveis independentes (WALSH; CUMMINS, 1976).

Bhattacharya em 1995 administrou via IC o veneno bruto de Mesobuthus tamulus
(posteriormente conhecido como Buthus tamulus) e foi observado que os ratos diminuiram o
numero de casas (da arena) locomovidas, permanecendo mais tempo imdveis; levantaram
menos (ficar de pé sobre as patas traseiras) e defecaram mais em relacdo aos animais que
receberam somente o veiculo controle. Estes dados se aproximaram muito do controle
positivo Yohimbine (alcaloide que bloqueia a atividade do receptor a-adrenérgico,
produzindo o aumento das sinapses pelo aumento da quantidade de noradrenalina liberada),
uma droga que combate a ansiedade (ERNST; PITTLER, 1998).

Nos estudos de Lourengo, Lebrum e Dorce, em 2011, injetou-se (via intravenosa)

fracdes o veneno de T. bahiensis (P2 a P7), ou solucdo salina, em camundongos, sendo que
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logo em seguida os animais foram colocados no centro da arena de campo aberto,
observando-se os comportamentos por 10 minutos. Neste trabalho foram contabilizados os
numeros de vezes que os camundongos se locomoveram de uma unidade a outra, assim como,
registrou-se a frequéncia de levantamento (ato do animal permanecer sobre as patas traseiras),
0 tempo que permaneceu imével, e nimero de convulsdes. As fracbes P5, P6 e P7
promoveram um decréscimo no nimero de casas andadas e levantamentos corporais, e
também se observou aumento no tempo em 0s animais que permaneceram imaveis,
possivelmente causado pelos sintomas de convulsées apresentados pelos animais. A fragcdo P3
diminuiu o nimero de locomogdes e levantamento, porém nao apresentou sintomas de
convulgdes; enquanto que a fragdo P2 diminuiu somente o nimero de levantamentos.

A administracdo via intraperitoneal ndo possui efeitos tdo rapidos quanto a via
intravenosa, por este motivo, ap6s a administracao IP, foi aguardado 15 minutos para o inicio
da avaliagéo das atividades dos camundongos o modelo de Campo Aberto. Nos experimentos
apresentados neste trabalho, somente o peptideo TyPep 18 apresentou alteracdes na atividade
dos camundongos, aumentando o numero de casas andadas (locomocdo); porém, sem efeito

sobre a levantamento do corpo.

5.5 Atividade hiperalgésica e edematogénica

No campo da dor, peptideos dos venenos de escorpides proveram importantes papéis
na pesquisa de base e aplicac@es clinicas; entretanto, apesar da importancia destas moléculas e
a natureza do veneno deveriam ser mais profundamente investigadas. Até 0 momento, apenas
alguns venenos de escorpides foram estudados nesse sentido, sendo que as toxinas que ativam
canais de sodio foram reportadas como hiperalgésicas (HAKIM et al, 2015). Dentre os
peptideos causadores de dor e ligantes de canais de sodio estudados estdo: Amm VIII - toxina
do escorpido Androctonus mauretanicus mauretanicus que provoca dor, e liga-se ao canal de
sodio- sensivel a TTX (ABBAS et al., 2013); BmK 1, toxina do escorpido B. martensi Karsch,
que liga-se ao sitio 3 do receptor do modulador do canal de sédio (BAI et al., 2010).

Apenas alguns trabalhos foram desenvolvidos envolvendo hiperalgesia ou analgesia
em animais. Um exemplo foi descrito por Shao et al., 2014: estes pesquisadores analisaram 0
potencial analgésico do veneno do escorpido B. martensii, comparando os efeitos de um
peptideo, BmK AGAP-SYPU2 obtido apo6s varios fracionamentos em HPLC ou controle
positivo (morfina). O peptideo possui alta homologia as o-toxinas de escorpides,

bloqueadoras de canais de sodio, inibindo a neurotransmissdo. Apesar de apresentar efeitos
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mais lentos que a morfina, apresentou forte efeito analgésico contra dores viscerais e
somaticas.

Petricevich et al. (2007) analisaram a toxina Tsl e uma das fracdes do veneno de T.
serrulatus e detectaram o potencial efeito imunomodulador em macréfagos, provocando a
liberacdo de IL-1a e IL-1B, que sdo citocinas responsaveis pelo combate a inflamagéo.

Pessini et al., em 2008, injetaram de 0,1 a 10 pg do veneno bruto de T. serrulatus
diluido em salina intra plantarmente em ratos Wistar. Foram observados comportamentos
relacionados a dor, resposta mecanica (von Frey) e formacdo de edema. Ap0s testes prévios,
observou-se que a dor iniciava em 30 minutos, teve seu auge apos uma hora, e apds seis horas
voltou a apresentar valores proximos ao do controle negativo (salina).

Com base no presente trabalho podemos afirmar que as concentragdes utilizadas foram
adequadas (10 e 30 pg/30 pL), levando-se em conta que foi utilizado somente peptideos
isolados e ndo o veneno bruto diluido. Com 10 pg de peptideo, para peptideos biologicamente
ativos, ja& é uma concentracdo Otima para apresentar os efeitos nos testes de atividade
bioldgica. Foi utilizada uma concentra¢do maior, de 30 pug/30 pL, para obter resultados mais
abrangentes e confirmar os efeitos que poderiam surgir nos testes com 10 pg/30 uL.

As analises das curvas dos graficos da sensibilidade dolorosa e efeito edematogénico
indicam que:

e O peptideo TyPep 14 alterou significativamente a sensibilidade dolorosa nas
concentracdes de 10 e 30 pug/30 UL, dentro dos pardmetros analisados, podendo afirmar que é
um peptideo que possui potencial efeito hiperalgésico. Somente na primeira hora apos a
administracdo que ocorreu reacdo inflamatdria significativa, mas ndo se pode afirmar que é
edematogénico, pois a curva da salina repete o formato e intensidade, talvez pela absor¢édo do
volume administrado pela pata ser lenta, influenciando os dados;

e O peptideo TyPep 15, apresentou efeitos somente na concentragdo de 30 pg/30
pL; sendo assim, dentro dos parametros analisados, pode-se afirmar que € um peptideo que
possui potencial efeito hiperalgésico. No caso dos testes de edema, apresentou somente
significancia nos primeiros 60 minutos, da mesma forma que o TyPep 14, com base nos
dados, ndo podemos afirmar que possui efeito edematogénico em camundongos;

e O peptideo TyPep 16 em concentracdo de 10 pg/30 pL ndo apresenta efeito
hiperalgésico e edematogénico apesar de possuir um ponto com significancia, porém em
tempos diferentes. Com 30 ug/30 pL o peptideo mostra resultados positivos e significativos

em 60 e 180 minutos, tanto nos testes de hiperalgesia quanto em edematogenia. Este peptideo
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apresenta potencial hiperalgésico e edematogénico para a concentragdo de 30 pg/30 pL
durante as primeiras 3 horas subsequentes da administragdo do mesmo;

e O peptideo TyPep 17 com concentragdo de 10 pg/30 pL ndo apresentou
significativamente potencial hiperalgésico, porém nas trés primeiras horas apresentou
potencial edematogénico. Na concentragdo de 30 pg/30 pL, o peptideo demonstrou
caracteristicas similares ao do controle positivo (Carragenina), tal fato, a principio, pode ser
interpretado  como possuindo potencial a hiperalgesia e edematogenia na pata do
camundongo;

e O peptideo TyPep 18 ndo demonstrou resultados significativos com a
concentracdo de 10 pg/30 pL; na concentracdo de 30 pg/30 pL apresentou hiperalgesia
significativa e nenhuma edematogenia. A partir dos dados pode-se observar que apesar da
hiperalgesia apresentada na maior concentracao, esta resposta indica uma fraca sensibilidade
dolorosa e com curvas similares as da salina, ndo podendo ser considerado, desta forma, como

possuindo um potencial efeito hiperalgésico.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho investigou-se cinco novos pequenos peptideos lineares isolados
do veneno do escorpido T. serrulatus, solGveis em acetonitrila 50% (v/v); estes peptideos
foram isolados, sequenciados, sintetizados e purificados, sendo entdo submetidos a uma série
de ensaios bioldgicos, na tentativa de caracterizacdo funcional dos mesmos.

Nenhum dos peptideos apresentou atividades hemoliticas, antibioticas,
desgranuladoras de mastocitos, ou foi liberado LDH em sua presenca. Os peptideos TyPep 14,
15, 16 e 17 ndo apresentaram atividade sobre o padrdo de locomocgdo e levantamento do
corpo.

O peptideo TyPep 14 apresentou forte efeito hiperalgésico, e fraco efeito
edematogénico, tanto na concentracdo de 10 pg quanto com 30 pug/30 L.

O peptideo TyPep 15 na concentracdo 10 pg/30 pL apresentou fraco efeito
hiperalgésico, e nenhum efeito edematogénico; com 30 ug/30 pL apresentou forte efeito
hiperalgésico e fraco efeito edematogénico.

O peptideo TyPep 16 na concentracdo 10 pg/30 pL apresentou fraco efeito
hiperalgésico, e fraco efeito edematogénico; com 30 pg/30 pL apresentou médio efeito
hiperalgésico e médio efeito edematogénico.

O peptideo TyPep 17 na concentragdo 10 pg/30 upL apresentou fraco efeito
edematogénico e nenhum efeito hiperalgésico; com 30 pg/30 pL apresentou forte efeito
hiperalgésico e forte efeito edematogénico.

O peptideo TyPep 18 na concentragdo 10 pg/30 pL ndo apresentou efeitos
edematogénico e hiperalgésico; com 30 ug/30 pL apresentou forte efeito hiperalgésico e
nenhum efeito edematogénico. Esse peptideo ainda apresentou ativacdo no padrdo de
locomoc&o dos animais-teste, porém, sem efeito sobre o levantamento do corpo.

De uma maneira geral, parece que 0s peptideos ensaiados possuem atividades
relacionadas a processos inflamatdrios, com producdo de dor e formacdo de edemas

localizados.
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