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RESUMO

Os venenos escorpibnicos sdo misturas complexas de componentes, como,
nucleotideos, mucopolissacarideos, oligopeptideos, moléculas de baixa massa
molecular, proteinas e peptideos. Além disso, os peptideos podem ser divididos em
duas categorias, os peptideos de ponte dissulfeto (DBPs) e peptideos sem ponte
dissulfeto (NDBPSs). Este estudo tem como objetivo caracterizar bioquimicamente os
peptideos no veneno do escorpido preto amazobnico Tityus obscurus, apdés
fracionamento cromatografico, a fim de avaliar a presenca de atividade
antimicrobiana. A amostra do veneno foi separada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — Fase Reversa (CLAE ou em inglés “HPLC - RP”), equipado com uma
coluna analitica C18 para obtencao de seis fracdes, que foram testadas sobre os
microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans e C.
tropicalis. O percentual de inibicdo de crescimento microbiano efetivo das fracdes
ocorreu em C. albicans (F5 — 18,36% e F6 — 38,95%) e S. aureus (F5 — 16,52%). No
entanto, na maioria dos casos houve leve aumento da proliferagdo microbiana. As
andlises por espectrometria de massas da fragdo com maior indice de inibicdo de
crescimento microbiano indicaram a presenca de trés moléculas: uma fosfolipase,
uma metalopeptidase e uma neurotoxina. Atividades antibidticas derivadas de
hidrolases ja sdo conhecidas, inclusive para Tityus sp., restando investigar o possivel
papel desta neurotoxina na atividade antibi6tica aqui reportada para T. obscurus. O
uso de peptideos antimicrobianos advindos de fontes alternativas, como visto em
venenos escorpibnicos, geraram interesse e notoriedade devido a sua vasta atividade
bioldgica. Este conhecimento pode auxiliar tratamentos adjuntos e/ou alternativos

para as infec¢cdes resistentes aos antibidticos convencionais.

Palavras-chave: Tityus obscurus, peptiddmica, antimicrobiano, bioprospeccao,
AMPs.



ABSTRACT

Scorpion venoms are complex mixtures of components, such as nucleotides,
mucopolysaccharides, oligopeptides, low molar mass molecules, proteins and
peptides. Furthermore, peptides can be divided into two categories, disulfide-bridged
peptides (DBPs) and non-disulfide-bridged peptides (NDBPs). This study aims to
characterize biochemically the peptides in the venom of the Amazonian black scorpion
Tityus obscurus after chromatographic fractionation in order to assess antimicrobial
activity presence. The venom sample was injected into a High Performance Liquid
Chromatography - Reverse Phase (HPLC - RP), equipped with a C18 analytical
column to obtain the six fractions, which were tested for the microorganisms
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans and C. tropicalis. The
percentage of effective microbial growth inhibition of the fractions occurred in C.
albicans (F5 — 18.36% and F6 — 38.95%) and S. aureus (F5 — 16.52%). Nevertheless,
there was an slight increase in microbial proliferation. The mass spectrometry analysis
of the fraction with the highest microbial growth inhibition rate indicated the presence
of three molecules: a phospholipase, a metallopeptidase and a neurotoxin. Antibiotic
activities derived from hydrolases are already known, including for Tityus sp, and the
possible role of this neurotoxin in the antibiotic activity reported here for T. obscurus
remains to be investigated. The use of antimicrobial from alternative sources, as seen
in scorpion venoms, has generated interest and notoriety due to their broad biological
activity. This knowledge can aid adjunctive and/or alternative treatments for infections

resistant to conventional antibiotics.

Keywords: Tityus obscurus, peptidomics, antimicrobial, bioprospecting, AMPs.
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1. INTRODUCAO
1.1. BIOLOGIA DOS ESCORPIOES

Os escorpides pertencem ao Filo Arthropoda, Classe Arachnida e Ordem
Scorpiones e sdo reconhecidas 2.722 espécies!. A escorpiofauna brasileira é
composta por quatro familias (Bothriuridae, Buthidae, Chactidae e Hormuridae) e
cerca de 160 espécies reconhecidas?. A maior familia contendo 95 géneros e 1.300
espécies pertence a Buthidae?. Destes, 50 espécies séo consideradas perigosas para
o ser humano?® e as espécies de escorpides de importancia médica no Brasil é
encontrada no género Tityus®.

A familia Buthidae ocorre em todas as regifes do Brasil (Figura 1), sendo que
as regides Norte (n= 35) e Nordeste (h= 29) possuem uma elevada riqueza de
espécies, seguidos das regides Centro-Oeste (n= 20), Sudeste (n= 18) e Sul (n=9).

Os Estados de maior riqueza de butideos sdo a Bahia (n= 24) e 0 Amazonas (n= 22)°.

ET Gradiente de riqueza de
]

espécies

Figura 1. Gradiente da riqueza de espécies da familia Buthidae no Brasil.
Fonte: Adaptado de Brazil TK, Porto TJ (2010)5.

A regidao Norte, que representa 45% do pais e € amplamente coberta pela
floresta amazonica, tem a maior riqueza de espécies®®. Mais de 70 espécies foram
identificadas nessa regido e todas as quatro familias de escorpides tém
representantes na Amazonia brasileira?”.

Os escorpifes surgiram como animais aquaticos durante o periodo Siluriano
(450 a 425 milhdes de anos atras). As espécies tém uma distribuicdo biogeografica
guase cosmopolita, estando ausentes em ambientes boreais, Antartica e certas
regides insulares mais isoladas, apesar das translocacdes antropogénicas®®. Houve

relatos de escorpides encontrados nos Andes Peruanos (mais de 5.500 m de altitude),
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dentro de cavernas escuras, desertos aridos, florestas umidas e sob rochas cobertas
de nevel®,

Os escorpides séo classificados como um dos artropodes mais antigos e
conservados, tanto na origem quanto na morfologia corporal. Devido a essas poucas
alteracdes, alguns autores definiram-no como “féssil vivo” (Figura 2). Contrariamente
a essa afirmacédo, os escorpibes sofreram significativas adaptacfes bioquimicas,
fisiologicas, comportamentais e ecoldgicas que contribuiram para sua sobrevivéncia

nos altimos 450 milhdes de anos®®.

&
y L
- AR

Figura 2. Exemplares de espécimes de escorpides: A) Proscorpius oshorni, New York, EUA
(Siluriano); B) Protoischnurus axelrodorum, Ceard, Brasil (Cretaceo); C) Tityus serrulatus, Bahia,
Brasil (atual).

Fonte: Retirado de Brazil TK, Porto TJ (2010)5.

Esta variedade de adaptacfes permitiu aos escorpides a sobrevivéncia em
ambientes hostis com disponibilidade minima de agua e altas temperaturas. Varias
espécies dos géneros Bothriurus, Centruroides, Escorpius, Isometrus e Tityus,
apresentam grande adaptabilidade ecoldgica e distribuicbes geograficas irregulares,
indicando que vivem em ecossistemas variados e transformados devido a atividade
humana®.

S&o comumente avistados em frestas de rochas, troncos em decomposicao,
sob folhas, cascas de arvores, tijolos e/ou esconderijos evitando o encontro com seus
predadores naturais (seriemas, galinhas, corujas, lagartos, macacos, quatis e anuros).
S&o mais ativos a noite e durante os meses mais quentes e umidos do ano (regides
tropicais)®, entretanto a possibilidade desse encontro em outros meses do ano nao
esta descartada. Se alimentam principalmente de aranhas e insetos, e o canibalismo
entre 0s escorpides é predominante; os escorpides localizam as presas orientando-se
pelas vibracdes do ar e do solo??.

Os escorpides geralmente s&o solitarios, mas algumas espécies
desenvolveram algum comportamento social’?>. O comportamento de corte é a

interacdo intraespecifica mais complexa e bem estudada. Durante a época de
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acasalamento, a fémea receptiva produz um feroménio que atrai o macho da espécie®.
A iniciacdo, a danca e a transferéncia de espermatozoides (reproducdo sexuada) sao
os trés aspectos da corte do escorpido®®. Existem também espécies que se
reproduzem assexuadamente por partenogénese, em que 0s ovos se desenvolvem
sem serem fertilizados por um macho. Tityus metuendus, Tityus serrulatus, Tityus
stigmurus, Tityus uruguayensis e Tityus trivittatus sdo cinco espécies encontradas no
Brasil que utilizam essa técnica reprodutiva4.

Ambas as reproducdes podem ter um periodo de gestacao de 2 meses (curto),
como mostrado na familia Buthidae, ou até 22 meses (longo), como visto em varias
espécies das familias Ischinuridae, Scorpionidae e Diplocentridae. Pode haver de 1 a
105 filhotes, que permanecem no dorso da mae (cuidado parental) até a primeira ou
segunda muda, momento em que se dispersam (em torno de 5 a 30 dias, dependendo
da espécie)*?. A maturidade sexual pode levar de 6 meses a 7 anos e a expectativa
de vida é de 2 a 10 anos, no entanto, certos escorpiées podem viver até 25 anos,
sendo que as fémeas vivem mais que os machos e a longevidade € maior em cativeiro
do que na natureza>*.

O corpo do escorpido (Figura 3) é dividido em:

* Prossoma: contém um par de queliceras (tritura o alimento), um par de
pedipalpos (pincas) e quatro pares de pernas.

» Opistossoma (abdémen) dividido em duas regides:

- Mesossoma (tronco): se encontra o opérculo genital, apéndices
sensoriais (pentes) e os espiraculos (aberturas externas dos pulmdes).
- Metassoma (cauda): em sua extremidade possui o télson e o aguilhdo,

utilizado para inocular a pegonha.

PROSSOMA

q 7 VESICULA
MESOSSOMA OU T
(TRONCO) )
OPISTOSSOMA
(ABDOMEN)

METASSOMA
(CAUDA)

Figura 3. Morfologia do escorpiéo.
Fonte: Adaptado de Brasil (2009)°.
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1.2. ESCORPIONISMO

Acidentes envolvendo animais peconhentos foram adicionados a lista de
Doencas Tropicais Negligenciadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em
2009. Esses acidentes s&o a segunda maior causa de intoxicagdo humana no Brasil,
perdendo apenas para as intoxicacdes por uso de medicamentos?®.

Os acidentes ocasionados por animais peconhentos sao importantes causas
de morbimortalidade no mundo todo, com elevada prevaléncia na populacdo do
campo, floresta e aguas, além disso, sdo subnotificados como problema de saude
publica. E ainda séo relativamente comuns, especialmente em paises tropicais e
subtropicais, podendo causar envenenamento letal em humanos, principalmente em
criangas e idosos?’.

No Brasil, as primeiras pesquisas sobre escorpionismo foram realizadas no
inicio do século XX, por iniciativa do Dr. Vital Brazil Mineiro da Campanha (1897-
1950), diretor-fundador do Instituto Butantan em Sao Paulo. O naturalista Rodolpho
Teodoro Gaspar Wilhelm Von Ihering (1883-1939) auxiliou Vital Brazil na identificagdo
dos escorpides, posteriormente classificados como espécies do género Tityus?®.
Embora tenham relatado apenas duas espécies, Tityus bahiensis e T. serrulatus,
pesquisas posteriores de Heitor Maurano'®, Octavio de Magalhdes?°?* e Wolfgang
Blicherl?? revelaram que os acidentes causados por esses animais devem ser
considerados como um problema sanitario, fato que persiste até hoje devido a sua
frequéncia e potencial gravidade.

Em acidentes com animais peconhentos, o escorpionismo € o de maior
incidéncia no Brasil. De acordo com os dados do Sinan, em 2021, o nUmero de casos
de acidentes por animais peconhentos foi, em ordem, por escorpides (149.134),
serpentes (29.152), aranhas (27.118), abelhas (17.879) e lagartas (3.959); este
nimero elevado se estende também para outros anos (Figura 4)?3. A alta adaptacéo
urbana desses animais e a sua reproducdo partenogenética sdo variaveis que

contribuem para sua dispersado e explicam o nimero elevado de acidentes?425,
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Dados epidemioldgicos de acidentes com animais
peconhentos no Brasil (anos 2018-2021)

0 200000 m Ign/Branco

% 150000 m Serpente

K=}

S 100000 Aranha

< 50000 B Escorpido

g 0 _I - _I -m _I - _I — - | Lagarta

§ 2018 2019 2020 2021 Abelha
Ano de ocorréncia m Outros

Figura 4. Dados epidemiolégicos de acidentes com animais pe¢onhentos no Brasil, entre os anos de
2018 e 2021.
Fonte: Ministério da Salude/SVS - Sistema de Informac¢&o de Agravos de Notificagdo - Sinan Net.

A gravidade do escorpionismo varia conforme a quantidade de veneno injetada,
toxicidade, espécie do escorpido, local da picada, sensibilidade ao veneno e idade da
pessoa, assim como fatores relacionados ao tratamento, como diagnéstico precoce e
tempo decorrido do acidente até soroterapia®®. Nos acidentes, os escorpides podem
injetar entre 0,1 e 0,9 pl de veneno em suas vitimas?’. A localizacdo geogréfica, a
alimentacdo especifica e a idade dos escorpibes sdo fatores que afetam a
concentracéo das toxinas injetadas apés um acidente?528,

O escorpionismo é classificado em?6;

Quadro 1. Classificacdo do escorpionismo.
MANIFESTACOES CLINICAS

CLASSIFICACAO
DOS CASOS

Sintomatologia local, sendo a dor referida em quase todos os casos.
LEVE Podem ocorrer vdémitos ocasionais, discreta taquicardia e agita¢éo,

decorrentes da dor e da ansiedade;

Sintomatologia local e manifestacdes sistémicas como nauseas,
MODERADO sudorese, vomitos, taquicardia, taquipneia, agitacdo e hipertensao

arterial;

Sintomatologia local € mascarada pelo quadro sistémico de vomitos
profusos e frequentes (indicando a gravidade do envenenamento),
sudorese profusa, palidez, hipotermia, agitacédo alternada com
sonoléncia, hipertenséo arterial, taqui ou bradicardia, extrassistoles,
GRAVE . . .
taqui ou hiperpneia, tremores e espasmos musculares. Pode haver
evolucao para insuficiéncia cardiaca, choque cardiocirculatério e
edema agudo de pulméo, que séo as causas mais frequentes de

obito.
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Felizmente, a maioria dos acidentes por escorpido € classificada como leve
(Figura 5)?°, de modo que o tratamento consiste em anestésicos ou analgésicos para
alivio da dor. O tratamento especifico consiste na administracdo do soro
antiescorpidénico (SAEsc) ou antiaracnidico (SAA) aos pacientes com formas
moderadas e graves. A aplicacdo do soro deve ser realizada por via intravenosa, com

cautela diante da possibilidade de reacées alérgicas®.

Dados epidemioldgicos de acidentes por escorpiao
segundo a classificagdo da gravidade no Brasil
(2021)

140000 130995
120000
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20000 8260 9201
o I
Ign/Branco Leve Moderado Grave
Classificacdo da gravidade

NUmero de acidentes

1221

Figura 5. Dados epidemiolégicos de acidentes por escorpido segundo a classificagdo da gravidade
no Brasil, no ano de 2021.
Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informacao de Agravos de Notificagéo - Sinan Net.

Existem 54 espécies do género Tityus no pais, entretanto as de importancia
médica compreendem principalmente T. serrulatus (escorpido amarelo), T. stigmurus
(escorpido amarelo do Nordeste), T. bahiensis (escorpido marrom) e T. obscurus
(escorpido preto da Amazonia). As informacgfes das quatro espécies de escorpides de
importancia médica no Brasil encontram-se no Quadro 2. As espécies deste género
ocorrem em cerrados e campos abertos, adaptando satisfatoriamente a vida domiciliar

urbanab.
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Quadro 2 - Principais caracteristicas, distribuicdo geografica e informacdes sobre os acidentes das
guatro espécies de escorpifes de importancia médica do Brasil.

ESPECIE

CARACTER'I' STICAS
MORFOLOGICAS

DISTRIBUICAO

ACIDENTES

A.Tityus bahiensis

= =7cm;
= Pemas e pedipalpos marrons;
» Metassoma, dorso do prossoma e

Mes0ss0ma esCcuras;

= Macho com tibia do pedipalpo mais

robusta do que a tibia da fémea;

Regides
Centro-Oeste,
Sudeste e Sul

Segundo maior
causador de
acidentes na regido
Sudeste. Possui
registro de
acidentes graves
&m criangas.

B. Tityus obscurus

= =8cm;
= Quando adulto, todo o corpo &

negro;

» Machos com pedipalpo mais fino e

longo do que na fémea;

Regides Norte
e Centro-Oeste

Causador de
muitos acidentes
na regido Morte.

C. Tityus serrulatus

= =Tcm;
= Pemas, pedipalpo & metassoma

amarelos;

= Prossoma e metassoma com dorso

marrom escuro;

= Sermilha dorsal no 3% e 4°

segmentos do metassoma;

= Populages sexuadas e

assexuadas;

= Macho com metassoma mais

robusto do gue na fémea;

Regides
MNordeste,
Centro-Oeste,
Sudeste e Sul

Causador do maior
nimero de
acidentes no Brasil.
Maior frequéncia de
acidentes graves.
Principal causador
de dbitos no pais.

D. Tityus stigmurus

= =7cm;
« Pemas, pedipalpo e metassoma

amarelos;

= Faixa escura longitudinal no dorso

do mesossoma com duas faixas
menores nas laterais e mancha
escura em forma de tridngulo no
dorso do prossoma;

= Serilha dorsal no 3° e 4* segmento

do metassoma

» Populagdes sexuadas e

assexuadas;

= Macho com pedipalpo mais fino &

metassoma mais robusto do que na
fémea.

Regides
Mordeste e
Sudeste

Causador do maior
nimero de
acidentes na regido
MNordeste, com
registros de surtos
populacionais em
capitais, como
Salvador e Recife.

Fonte: Adaptado de Brazil TK, Porto TJ (2010)5.
Fotos: A) e C) ©Daniela A. Vilela; B) ©M. Cozijn e D) ©Rogério Bertani.

O Tityus obscurus, sindbnimo de T. paraensis (Kraepelin, 1896) e T. cambridgei

(Pocock, 1897), conhecido como escorpido preto da Amazobnia, € pertencente a
familia Buthidae e no Brasil € comum no Norte (escorpido de importancia médica
nessa regido, principalmente na regido amazonica brasileira) e pode ser encontrado
inclusive na regido Centro-Oeste. Possui em meédia 9 cm de comprimento e quando
adulto, todo seu corpo € negro e 0s espécimes jovens sao marrons (Figura 6). Sua

reproducéo é sexuada®1d.
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Figura 6. Tityus obscurus. A) Juvenil (Saut Sabbat, Guiana Francesa); B) Fémea adulta (Cayenne,
Guiana Francesa).
Fotos: ©FEric Ythier (2018)31.
Esses escorpides possuem, ao lado do ferrdo, o tubérculo subaculear que se
assemelha a um espinho. Essa caracteristica € crucial para separa-los de outros

escorpides comuns e sem importancia médica na regido amazonica (Figura 7)32.

Figura 7. A) Tubérculo subaculear ao lado do ferrdo (B).
Foto: ©Rogério Bertani.

1.4. VENENO ESCORPIONICO

Por mais de 400 milhdes de anos de evolucéo, os escorpides selecionaram
venenos que tém efeitos toxicos em uma variedade de alvos biol6gicos®3. A inoculacdo
do veneno ocorre pelo ferrdo ou aguilh&o, estrutura localizada no quinto segmento da

cauda, o télson (Figura 8).

|

Figura 8. Estrutura de inoculacdo do veneno. (A) vesicula ou télson e (B) ferrdo ou aguilhdo de Tityus
obscurus.
Foto: ©Rogério Bertani

O veneno dos escorpifes € uma mistura complexa de compostos, como,
nucleotideos, mucopolissacarideos, oligopeptideos, proteinas basicas, moléculas de
baixa massa molecular como serotonina e histamina, e peptideos com acodes
neurotdxicas, contribuindo para as mdltiplas acdes do veneno3+2°. Podem também,
estar presente enzimas, como as proteases, hialuronidase, fosfolipase A2 e

fosfoesterases, embora tenham papel menor no acidente por veneno escorpiénico?.
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As neurotoxinas encontradas nesses venenos foram selecionadas ao longo do
tempo por sua especificidade, poténcia e alta atividade biologica, permitindo que
esses animais atacassem e imobilizassem, além de se defenderem contra
predadores. A principal propriedade desses compostos é que eles se ligam a locais
especificos de canais idnicos nas membranas celulares364%,

No veneno escorpidnico, estdo presentes os peptideos de ponte dissulfeto
(DBPs — do inglés “Disulfide-Bridged Peptides”) e peptideos sem ponte dissulfeto
(NDBPs — do inglés “Non-Disulfide-Bridged Peptides”)*2. Além disso, esse veneno
complexo possui proteinas que correspondem de 30 a 75% da secrec¢éo seca obtida
por estimulacéo elétrica®.

As moléculas presentes no veneno sdo mais conhecidas, do ponto de vista da
toxinologia molecular e biotecnologia, pelos efeitos toxicos sobre as células, tecidos e
organismos, mas também tém demonstrado atividades que podem ser Uteis para o
desenvolvimento de compostos quimicos de uso farmacéutico, como exemplo,
peptideos antibidticos, antimalaricos, com atividades imunossupressoras e
anticancerigenos*. Além disso, hA um nUmero crescente de ensaios com
medicamentos que aliviam a dor, controlam a arritmia e a pressao arterial, bem como
anticonvulsivantes, antibioticos e agentes inseticidas. Os peptideos antibibticos tém
recebido muita atencdo como uma nova classe de antibiéticos, especialmente para o
tratamento de infeccdes resistentes aos antibiéticos convencionais*4.

A maioria das pesquisas sobre veneno escorpidnico concentra-se na
caracterizacdo de toxinas de alta massa molecular (peptideos acima de 5 kDa e
proteinas), fazendo com que os peptideos de cadeia curta fossem negligenciados por
varios anos de pesquisa. Até entéo, eles eram excluidos pelos processos de extracao
e separacao utilizados, que incluiam tampdes e centrifugas, que acarretava a
exclusédo das andlises*'.

A diversidade peptidica observada em venenos representa um grande desafio
para a pesquisa, principalmente relacionadas a producdo de novos farmacos. A
complexidade das estruturas e atividades biologicas de muitos componentes de
venenos animais tem sido demonstrada nos Ultimos 30 anos*. Até 2015,
componentes do veneno escorpidnico registrou resultados satisfatorios para
marcacao e direcionamento de tumores, entretanto ndo houve registro do farmaco.

Além disso, os peptideos escorpidnicos podem agir como carreadores, levando
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compostos terapéuticos para seus alvos moleculares. Adicionalmente podem servir

como scaffold como plataforma para o design de medicamentos.

1.4.1. PEPTIDEOS COM PONTES DISSULFETO (DBPs)

Os canais ibnicos permitem que ions especificos passem através da membrana
celular®®. Estdo associados a varios processos fisioldgicos, como sinalizacéo elétrica
em neurdnicos e células musculares, e sua disfuncao resulta em uma variedade de
distarbios em humanos, de modo que esses canais ibnicos sdo alvos cruciais para a
descoberta de medicamentos?®.

Os DBPs séo considerados as principais moléculas responsaveis pelos efeitos
neurotéxicos observados no escorpionismo, afetando a fung¢éo dos canais ibnicos de
células excitaveis e ndo excitaveis*’-4°.

As neurotoxinas presentes nos venenos de escorpides podem acarretar a
alteracdo da funcdo dos canais de Na*, K*, CI e Ca*, levando a liberacdo de
neurotransmissores em quantidades elevadas no sistema nervoso central ou

autdbnomo>951,

1.4.1.1. Canais de ions sodio

As toxinas que atuam em canais de ions sodio de modo geral constituem-se de
peptideos longos com cadeias de aminoacidos de 60 a 70 residuos de aminoacidos®*
> e essas interagGes sdo a principal causa dos efeitos que sdo induzidos pelos
venenos de escorpides. Como resultado do envenenamento, ha liberacdo de
catecolaminas e acetilcolina, atuando em diferentes receptores nos inimeros tecidos
das vitimas desses envenenamentos, de modo que a liberacdo de quantidades
significativas desses tipos de neurotransmissores € responsavel pela maioria dos
sintomas observados no escorpionismo34.

Além disso, as toxinas foram divididas em duas categorias (a- e B-). As a-
toxinas contém entre 6500 e 8500 Da e possui cerca de 58-76 residuos de
aminoacidos com wuma estrutura tridimensional em a-hélice e R-pregueada
antiparalela®. O resultado dos efeitos destas toxinas causa maior influxo de ions sédio
no interior da célula, resultando em aumento da despolarizacao e, consequentemente,
liberacdo massiva de neurotransmissores (elas retardam a rapida inativagéo)*!.

As a-neurotoxinas, em baixas dosagens, acarretam forte despolarizacédo da

membrana celular seguido da diminuicdo da excitabilidade. Em doses elevadas,
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prolongam o potencial de excitacdo das células e induzem arritmia cardiaca e
paralisia®®. Ja as B-neurotoxinas modificam a ativacdo dos canais de fons sddio
voltagem dependentes, tornando o potencial mais eletronegativo permitindo o
aumento da tendéncia da célula em responder espontanea e repetidamente,
independente do potencial de membrana. As B-toxinas demonstraram provocar

respostas musculares espastica®’.

1.4.1.2. Canais de ions potassio

As toxinas que atuam em canais de ions potassio sdo tipicamente peptideos
menores referidos genericamente como KTx%8:59,

Possuem de 20 a 95 residuos de aminoacidos, a maioria com menos de 40
residuos em suas sequéncias, uma ampla gama de tipos de aminoacidos e de 3 a 4
pontes dissulfeto intramoleculares®9-62, Além disso, foi encontrada uma nova classe
de toxinas conhecidas como k-KTx, que possuem apenas duas ligacdes dissulfeto e

atuam em menor grau nos canais de ions potassio®3-%°,

1.4.1.3. Canais de ions cloreto

As toxinas que atuam sao principalmente polipeptideos com 35 a 38
aminoacidos, compostos por 4 pontes dissulfetos. A estrutura primaria destas toxinas
apresenta similaridade de 50-74% e a localizacdo dos residuos de cisteinas é
conservada dentro da familia®. O peptideo GaTx1, isolado do veneno da espécie
Leiurus quinquestriatus hebraeus, foi identificado como a primeira toxina de peconha
escorpidnica que modula com alta afinidade a condutancia de ions cloreto®’. Qutro
peptideo da familia das clorotoxinas (Bs-TX7), isolado a partir do veneno do escorpiao
Buthus sindicus, foi identificado, sequenciado, sintetizado e suas atividades
testadas®®.

A clorotoxina isolada da espécie L. quinquestriatus liga-se a canais de ions
cloreto na matriz extracelular de gliomas com alta especificidade, sugerindo que possa
ser usada como marcadores diagnésticas para tratamento de cancer®®. Em
consequéncia desta descoberta, as empresas farmacéuticas passaram a conduzir
testes de fase clinica para uso no diagnostico por imagem e tratamento local de

gliomas”® "L,
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1.4.1.4. Canais de ions calcio

As toxinas geralmente formam um grupo heterogéneo, diferindo bastante
quanto as suas sequéncias de aminoacidos, quantidade de pontes dissulfetos,
tamanho e estrutura sendo toxinas de cadeia tanto longa quanto curta’?>’>. Estas
possuem a nomenclatura bem estabelecida, inicialmente proposta por Tytgat et al.
(1999) baseada no tamanho, localizacdo das cisteinas e a similaridade de suas
estruturas primarias’®.

A imperioxotinas (IpTXA e IpTxi) do escorpido Pandinus imperator’® e a
maurocalcina (Mca) do escorpido Scorpio maurus palmatus’’ sdo duas toxinas que
atuam nos canais de ions Ca*?, que ativam o receptor de rianodina (Ryr), um canal de

liberacé@o de ions calcio intracelulares.

1.4.2. PEPTIDEOS SEM PONTES DISSULFETO (NDBPs)

Os NDBPs tém estruturas diversas e exibem sua atividade contra alvos
biolégicos distintos, em contraste com os DBPs, que possui relagdes estrutura-funcao
conservadas. Como resultado, esses peptideos vém atraindo a atengéo por parte dos
pesquisadores, entretanto, apenas algumas dezenas de NDBPs foram caracterizadas
nos venenos de escorpido até o momento’®.

Existem varias técnicas que tém sido utilizadas para fracionar e identificar
novos NDBPs em veneno escorpidnico. As estratégias iniciais para identificacao de
NDBPs utilizavam a separa¢ado cromatografica em conjunto com a espectrometria de
massas para purificar e identificar os componentes peptidicos do veneno. Para
verificar as func¢des dos peptideos descobertos, experimentos biologicos foram
conduzidos apds essas abordagens’. Seguindo esses métodos de separacdo, o
sequenciamento de peptideos foi realizado usando a degradacdo de Edman, método
que foi fundamental para determinar a sequéncia completa de aminoacidos dos
peptideos de interesse, mas havia limitagdes técnicas na identificacdo de peptideos
de cadeias longas, bem como desafios relacionados as modificacdes N-terminais, que
foram relatadas em alguns peptideos®®8,

O uso de técnicas de clonagem molecular em conjunto com fracionamento por
HPLC e espectrometria de massas foram um dos principais avangos para a
caracterizacdo dos componentes peptidicos do veneno. Com este novo método,
primers degenerados podem ser projetados para clonar sequéncias de cDNA

completas dos peptideos precursores da toxina, mesmo com a escassa informacéao
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da sequéncia peptidica N-terminal obtida da degradacdo de Edman®2. Além disso, a
estruturacdo de bibliotecas de cDNA derivadas de mRNA de escorpido permitiu a
triagem de vérios clones de cDNA aleatérios, o que provou ser um método eficaz para
a descoberta de varios NDBPs putativos relatados em varias pesquisas®?.
Conhecimento adicional sobre o0 processamento poés-traducional e a
diversidade evolutiva desses peptideos foi obtido a partir do estudo do perfil
transcriptdomico de NDBPs, e esses detalhes provaram ser ferramentas cruciais no

campo da taxonomia®*.

1.4.3. PEPTIDEOS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA (AMPS)

Os peptideos antimicrobianos (AMPs - do inglés “Antimicrobial Peptides”) séo
componentes importantes no sistema de defesa inata dos organismos vivos. E
considerado primitivo, uma vez que foi o primeiro mecanismo de defesa imunoldgica
a evoluir na natureza, com sua sintese e secrecdo desencadeadas por agentes
invasores ou gerados constitutivamente dentro do organismo como resultado de
pressGes ambientais®®. Esses peptideos possuem um amplo espectro de atividade
contra diferentes microrganismos, sendo eles, bactérias, protozodrios, fungos,
leveduras e virus. Os AMPs sdo encontrados em uma ampla gama de organismos,
incluindo bactérias, fungos, animais e plantas, e em todas as espécies de
mamiferos®®.

O veneno escorpidnico demonstrou ser uma rica fonte de moléculas bioativas,
particularmente bloqueadores de canais idnicos. Nos ultimos anos, tornou-se cada
vez mais evidente que 0s venenos de escorpido também tém um suprimento
abundante de AMPs. Tem sido sugerido que a presenca de AMPs pode proteger a
glandula do veneno da infeccéo e facilitar a acéo de outras neurotoxinas®”.

Os peptideos anfipaticos carregados positivamente encontrados em veneno de
escorpido, ou AMPs, podem ser separados em trés categorias estruturais: (1)
peptideos contendo cisteina com pontes dissulfeto, (2) peptideos com uma a-hélice
anfipatica, sem residuos de cisteina e (3) peptideos ricos em certos aminoacidos,
como prolina e glicina®,

A primeira categoria de AMPs, os peptideos contendo cisteina, sdo comuns e
geralmente possuem 3 ou 4 pontes dissulfeto. Esses peptideos, que compdem a
maior familia de peptideos no veneno, foram identificados interagindo com canais
ibnicos, como visto anteriormente (se¢do “1.4.1. PEPTIDEOS COM PONTES
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DISSULFETO (DBPs)”). Embora os AMPs estejam se tornando mais prevalente nos
peptideos sem ponte dissulfeto, os que possui ponte dissulfeto tém propriedades
biologicamente notaveis dos quais merecem atencdo. O segundo, peptideos com uma
a-hélice anfipatica, sem residuos de cisteina, podem ainda serem divididos em trés
grupos: peptideos de cadeia longa (>35 aminoacidos), de cadeia intermediaria (20-35
aminoacidos) e de cadeia curta (<20 aminoacidos)®8.

As caracteristicas, como, sua poténcia, baixas taxas de resisténcia e modo de
acdo, tornam os AMPs uma familia de compostos atraentes com a potencialidade de
interesse terapéutico®.

Diversos peptideos do veneno de escorpido foram descobertos tendo uma
gama de atividades antimicrobianas®?, incluindo hadrurin, scorpine, pandinins, ISCTs,
opistoporins, parabutoporin, mucroporin, imcroporin, meucins, Im-1, StCTs, ctriporin,
HsAPs, VmCTs, UyCTs, TsAPs, vejovine, stigmurin, Smps, BmKn2, BmKb1, BmKbpp,
marcin-18, AamAP1129, AamAP2130, Css54, pantinins8290-114 @ esse nimero vem

aumentando consistentemente a cada dia.

1.4.4. VENENO DE T. obscurus

Dependendo da regido de origem, os sintomas do acidente por T. obscurus
pode variar. Além da parestesia, edema, eritema, sudorese, piloerecdo e queimacao,
desconforto local e irradiante séo frequentemente observados. Os pacientes da regido
oeste do Para apresentaram maior predominancia nos sintomas de parestesia e dor
irradiada. Mioclonia, dismetria e ataxia sdo os efeitos neurolégicos predominantes,
sem sinais autonémicos. Apenas pacientes do oeste do Para relataram mioclonia,
sensacao de choque elétrico corporal, disartria, parestesia, ataxia e dismetria, ndo
sendo observada em outras regides da Amazoénia, mesmo pela mesma espéciel15116,
De acordo com Torrez et al. (2014)1Y7, foi relatado que a grande maioria dos pacientes
apresentou sintomas consistentes de disfuncdo cerebelar aguda e manifestacdes
neuromusculares anormais e em alguns casos, lesdo muscular, sintomas esses que
nunca foram descritas em nenhuma outra regidao do mundo.

Além dos casos anteriores, houve trés casos fatais (2 criancas e 1 adulto) em
um periodo de 12 meses, relatados na Guiana. Os pacientes viviam em
assentamentos rurais dentro ou adjacentes a grande selva da Guiana que confina com
a bacia amazonica e os acidentes ocorreram no pé€. Nenhum deles apresentavam

outras comorbidades?8,
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Um perfil eletroforético realizado por de Oliveira UC, et al. (2018)8!, mostrou
gue o veneno de T. obscurus néo é reconhecido pelo soro antiescorpidnico®. A Figura
9A mostra uma banda principal que esta abaixo de 14,4 kDa e outros componentes
que estado entre 31,0 e 66,2 kDa; em T. serrulatus esses componentes apresentaram
um perfil substancialmente diferente. Os componentes do veneno de T. obscurus ndo
sao antigenicamente comparaveis aos de T. serrulatus, de acordo com um exame de
Western Blotting desses venenos utilizando soro antiescorpidnico (Figura 9B). Esses
achados sdo consistentes com as variacbes nos sintomas clinicos desses
venenos!®120 A regido amazodnica, onde a espécie é encontrada, pode ter contribuido

para a divergéncia de repertérios de toxinas com epitopos antigénicos distintos®?.
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Figura 9. Diferencgas entre o veneno de Tityus serrulatus (Ts) e Tityus obscurus (To).

(A)1D SDS-PAGE corado com Coomassie Brilliant Blue R. de 30ug de cada veneno. (B) Western
blotting usando soro antiescorpiénico, imunocorado, mostrando que o0 soro nao reconheceu todas as
toxinas do veneno de T. obscurus. Para comparar 0os dois venenos e servir como controle positivo no

experimento de Western blotting, foi utilizado veneno de T. serrulatus (Ts).
Fonte: Retirado de de Oliveira UC, et al (2018)81.

O veneno de T. obscurus (DLso = 3,13 mg/kg) € menos toxico que de T.
serrulatus (DLso = 0,99 mg/kg), segundo pesquisas, mas pode induzir acao letal.
Doses mais altas resultaram em sintomas e consequéncias comportamentais mais
pronunciadas em camundongos e ratos, mas o envenenamento em camundongos foi
mais leve e ndo convulsivo em comparacédo com T. serrulatus'?. Além dos sintomas
caracterizados como "choque elétrico” que ocorrem exclusivamente com T. obscurus,
a reduzida similaridade das sequéncias de aminoacidos de T. obscurus com toxinas
conhecidas poderia explicar diferengas de efeitos que os gerados por T. serrulatus.

Esses achados implicam que as toxinas de T. obscurus podem influenciar um canal

* O soro antiescorpidnico, heterdlogo e hiperimune, é apresentado em ampolas contendo 5 mL de solugéo injetavel
da fragdo F(ab’)2 de imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas de plasma de equinos hiperimunizados com
uma mistura de venenos de escorpides Tityus serrulatus e acondicionadas em caixa com 04 unidades. (Bula com
informag6es ao Profissional de Salde — soro antiescorpionico. Disponivel em: http://www.funed.mg.gov.br/wp-
content/uploads/2020/04/Bula-soro-antiescorpi%C3%B4nico-para-o-profissional-2020.pdf).


http://www.funed.mg.gov.br/wp-content/uploads/2020/04/Bula-soro-antiescorpi%C3%B4nico-para-o-profissional-2020.pdf
http://www.funed.mg.gov.br/wp-content/uploads/2020/04/Bula-soro-antiescorpi%C3%B4nico-para-o-profissional-2020.pdf
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ibnico particular. Este veneno pode, portanto, ser usado para rastrear possiveis
moduladores de certos canais i6nicos®.

A primeira toxina de canal de potassio (Tcl) do veneno de T. obscurus foi
descrita em 1998 e caracterizada em 2000'%2. J4 existem 48 e 33 transcritos de T.
obscurus que sdo comparaveis com toxinas dos canais de sédio e potassio
estabelecidos, respectivamente®!. Nove NaTx e um KTx estavam entre eles; trés NaTx
e 0 KTx apresentaram evidéncia protedmica®'. Toxinas de canal de potassio (3)1?2123
e sodio (4)1*+1%8 e T. obscurus foram investigadas em experimentos eletrofisiolégicos
(Tabela 2).

Numerosos venenos animais contém metalopeptidases, enzimas proteoliticas
cuja atividade depende de ions bivalentes, muitas vezes um Zn?* no centro catalitico.
Essas enzimas sdo capazes de hidrolisar a matriz celular além de interferir no
processo de coagulacdo da hemolinfa ou sangue (atividade hemolitica). Em estudo,
as metalopeptidases representaram 43,22% do total de componentes do veneno de
T. obscurus® (Tabela 2). O escorpido amazoOnico pode causar danos pulmonares
caracterizados pela presenca de glébulos vermelhos no parénquimal?®. Esses
resultados podem ser influenciados pelas metalopeptidases presentes no veneno.

O perfil transcriptdmico de T. obscurus permitiu a identificacdo de componentes
adicionais do veneno, incluindo peptideos antimicrobianos, peptideos anibnicos,
proteinas anticoagulantes, peptideo potencializador de bradicinina, peptideos
secretores ricos em cisteina, fosfolipases A2 e C, lipases, inibidores de peptidases,
serina e cisteina proteases, metalopeptidases e hialuronidase. Além disso, foram
descritas duas moléculas semelhantes a enzima conversora de angiotensina (tipo
ACE — Tobs00978 e Tobs01141) no transcriptoma de T. obscurus®! (Tabela 2).

Os estudos de Dias et al. (2018) detectaram 360 peptideos na faixa de massa
de 400-4000 Da, dos quais 40 peptideos apresentaram massas moleculares entre
2115 e 3926 Da (26 deles tinham massas moleculares acima de 3200 Da e
possivelmente sdo DBPs/neurotoxinas). Os 320 peptideos restantes sdo compostos
principalmente de NDBPs. Cerca de 70% desse veneno € composto por peptideos,
embora apenas 5% do veneno bruto seja composto de NDBPs. Apesar do alto nimero
de NDBPs detectados, apenas alguns peptideos foram -caracterizados

estruturalmente e funcionalmente139,



Tabela 1. Compostos identificados no veneno de T. obscurus.

TOXINA

(SINC)NIMO) UNIPROT ID CLASSE ATIVIDADE REF.
Tcl P83243 a-KTx 13.1 Bloqueio Shaker B canais de K* 122
Tc30 P60210 a-KTx 4.4 Bloqueio Shaker B( Kv1.1) e Kv1.3 123
Tc32 P60211 a-KTx 18.1 Bloqueio Shaker B( Kv1.1) e Kv1.3
To2 (Tc48a) - NaTx -
To3 (Tc49a) - NaTx - 124
Tol (Tc49b) - NaTx Altera as correntes de Na* das células granulares.
To4 (Tc54) - NaTx -
Tcl P83243 KTx -
Tc27 P84676 - -
Tc29 P84677 - -
Tc30 P60210 KTx -
Tc31 P84678 - -
Tc32 P60211 - -
Tc33 P84679 - -
Tc35 P84680 - -
Tc37 P84681 - -
Tc39 P84682 - - 125
Tc40 (Tol3) P84683 - -
Tc4l (Tol4) P84684 - .
To6 (Tc43) P84685 - -
Tc46 P84686 - -
To2 (Tc48a) P60212 NaTx Altera os canais Na*
To3 (Tc48b) P69213 NaTx -
To3 (Tc49a) P69213 NaTx -
Tol (Tc49b) P60214 NaTx -
Tc50 P84688 - -
To4 (Tc54) P60215 NaTx -

Tc56 P84689 - -



Tabela 1. Continuacéo.

Tc58 P84690 - -

Tc61 (To8) P84691 - -

Tc64 P84692 - -

To5 (Tc66) P84693 - -

Tc83 P84694 - -

To3 (Tc48b) P69213 a-toxin Altera as correntes de Na* de células GH3 pituitérias de rato cultivadas. 126

Tol (Tc49b) P60214

To2 (Tc48a) P60212

To3 (Tc48b/Tc49a) P69213

To4 (Tc54) P60215

To5 P84693

To6 (Tc43) P84685 Todas as proteinas

To7 (Tc50) P84688 compartilharam

To8 H1ZZH7 identidade de - 131

To9 H1ZZH8 sequéncia com

Tol0 H1ZzZH9 NaTx.

Toll H1ZZ7I0

Tol2 H1zzI1

Tol3 H1ZZ712

Tol4 H1z7I3

Tol5 H1zz14

Toxina

recombinante Tc32 P60211 a-KTx Bloqueador Kv1.1 e Kv1.3 132
o ) Potente atividade inibidora de tripsina; ndo reduziu a viabilidade das células tumorais;

ToPI1 - Inibidor da serina sem alteragdes comportamentais e/ou fisioldgicas visiveis em camundongos; estavel 133

peptidase.

na faixa de pH 3,0 a 9,0 mesmo a 95°C;

29



Tabela 1. Continuacéo.

Ativo contra a formagéo de biofilme. Inferior a 50% de hemdlise em todas as

ToAP1 LT576029 AMP, NDBP concentragdes testadas. Ativo contra C. neoformans e todas as Candida spp. (exceto
C. glabrata).
Ativo contra a formagéo de biofilme e todas as cepas testadas (CIM 3,12 a 200 pM).
ToAP2 LT576030 AMP, NDBP . .
Hemodlise mantida em cerca de 50%.
Porcentagem de hemdlise superior a 50% em concentragées de até 25 yM. Sem
ToAP2S1 - AMP, NDBP . ) . 134
atividade antifingica.
ToAP3 - AMP, NDBP Ativo contra C. neoformans e todas as Candida spp. (exceto para C. glabrata)
ToAP4 - AMP, NDBP Sem atividade antifingica.
Ativo contra a formacéo de biofilme. Inferior a 50% de hemolise em todas as
NDBP-4.23 S6D3A7 AMP, NDBP
concentragdes testadas.
ToAcP AOA1D3IY23 AMP, NDBP Sem atividade antifingica.
ToAP2 LT576030 AMP, NDBP Atividade antifingica contra células plancténicas e biofiime de C. albicans 135
ToAP2 LT576030 AMP. NDBP Atividade antifingica contra 4 cepas de Mycobacterium massiliense (GO01, GOO06, 136
' G008 e CRM0020)
To4 (Tc54) P60215 B-toxina Alteracdes hNav 1.1, hNav 1.2 e hNav 1.4 137
Enzima conversora
de angiotensina
Proteina rica em
Transcrigbes com cisteina, relacionada
evidéncias ao alérgeno V5/Tpx- 81

protedmicas

1
Enzima conversora
de endotelina
Hialuronidase
Metaloproteinases
Serina e cisteina
proteinases
Fosfolipase A,
KTx
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Tabela 1. Continuacéo.

Inibidores de
proteinase
NaTx

Fragmentos de

hipotensinas, KTx e

- - - 130
a proteina alérgeno
5
Tol (Tc49b) P60214 B-toxina Alteracdes Nay 1.3, Nay 1.6, BgNay1, VdNay1 128
Peptideo sintético Ativo contra a replicagao do virus da imunodeficiéncia simia (SIV) na linhagem celular
- AMP, NDBP o o 138
ToAP2 (P6) HUT-78 e em leucdcitos humanos primarios.

Legenda: KTx: toxina do canal de potassio; NaTx: toxina do canal de sédio; CIM: concentracgédo inibitéria minima; Nayv: canal de sédio dependente de voltagem;

Kv: canal de potassio dependente de voltagem; NDBP: peptideo sem ponte dissulfeto; AMP: peptideo antimicrobiano; Ref.: referéncia.
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1.5. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia antimicrobiana (AMR - do inglés “Antimicrobial Resistance”) foi
listada como uma das 10 principais preocupac¢des mundiais de salde publica para a
humanidade pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)*.

Devido a crescente prevaléncia da AMR aos antibidticos, particularmente a
evolucao de infec¢des multirresistentes, ha uma variedade reduzida de medicamentos
antimicrobianos que séo eficazes contra patégenos humanos comuns. Fatores como,
uso generalizado e inadequado dos antibioticos, programas insuficientes de
prevencao e controle de infeccdes e a capacidade laboratorial limitada, exacerbou o
problema global da AMR40,

Em estudo realizado em 2019, estima-se que 5 milhdes de mortes por ano sao
atribuidas a infeccbes bacterianas resistentes aos medicamentos. Das mortes
atribuiveis a resisténcia bacteriana, a Escherichia coli foi responsavel pelo maior
namero de mortes em 2019, seguida por Klebsiella pneumoniae, Staphylococcyus
aureus, Acinetobacter baumannii, Streptococcus pneumoniae e Mycobacterium

tuberculosis (Figura 10)41,

Resistance
[ Associated with resistance
I Attributable to resistance

Pathogen

Figura 10. Mortes globais atribuidas e associadas a resisténcia bacteriana por diferentes espécies de
bactérias (2019).
Fonte: Retirado de Antimicrobial Resistance Collaborators4?.
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Existem trés mecanismos principais pelos quais as bactérias impedem a acao
do antibiético, funcionando de forma sincrona (Figura 11)%40:

1. Inativacdo do farmaco por enzimas como [-lactamases e
aminoglicosideo/fluoroquinolona acetil transferases;

2. Modificacdo do alvo como DNA girase e topoisomerase para resisténcia a
fluoroquinolonas;

3. Reducéo da absorcao de drogas por regulagéo positiva do efluxo e regulacao
negativa da porina.

Esses mecanismos podem ser genes cromossdmicos mutados
espontaneamente ou codificados inerentemente ho cromossomo bacteriano. Além
disso, plasmideos de resisténcia exdégenos, ou plasmideos portadores de genes de
resisténcia, podem ser transformados ou adquiridos conjugalmente para conferir

resisténcia a antimicrobianos4°,

Célula bacteriana

Inativagao da ®
@ Antibistico - .. o /
droga por enzimas — _— Parede celular
- Enzima inativadora /
® . - ” de drogas \

‘o | Citoplasma
Ativacio de bombas@ ¢ S/ M / P

de efluxo de drogas

y

N Alvo de droga modificado

0
5 Alteracao do alvo da droga
#
- )

Proteina da parede ...

Cromossomo /{

'Y YA
Y :

Bomba de |

efluxo
celular modificada
Inibicao da - Plasmideo
absorgdo de droi/\ ..
[ ) [ ) [ ) © 2009 Encyclopaedia Britannica, Inc

Figura 11. Mecanismos de resisténcia a varios antibiéticos em bactérias.
Fonte: Readaptado de Sekyere JO & Asante J4,

O Staphylococcus aureus (Figura 12) é uma bactéria esférica pertencente ao
grupo dos cocos, gram-positiva e catalase-positivos, encontrada regularmente na pele
e fossas nasais de individuos saudéaveis. Vale salientar que pode levar a doencas,
desde infeccbes menores, como as espinhas, furinculos e celulites, até infeccbes
mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico,

septicemia e outras!4?143,
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Figura 12. Microscopia eletrénica de varredura (SEM) da bactéria Staphylococcus aureus.
Foto: ©Janice Haney Carr (2005).

E rotina o isolamento de pacientes colonizados em ambientes como, hospitais
(principalmente bercarios e unidades de terapia intensiva). O S. aureus pode induzir
uma série de processos infecciosos, desde infeccbes cutaneas persistentes (muito
benignas) até infec¢Bes sistémicas (potencialmente fatais). Como resultado, também
oferece perigo para pacientes em dialise, queimados, diabéticos e HIV-positivos42,

Acreditava-se que as doengas infecciosas terminariam, como resultado do
desenvolvimento da antimicrobianoterapia no inicio da década de 1930, com o uso da
sulfanilamida, descoberto por Gerard Domagk em 1932. As primeiras cepas de S.
aureus resistentes a esse medicamento quimioterapico, entretanto, surgiram perto do
final daquela década; desde entdo, novas cepas resistentes se desenvolveram com

cada novo antibiético usado para tratar as doencas associadas a ele!*? (Figura 13).

SURGIMENTO
DO CA-MRSA
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-=”| SURGIMENTO
P DO VRSA
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DA 2 |
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P DO VRSA
SURGIMENTO | — NO BRASIL
METICILINA |
SURGIIJI:ENTO —.- SURGIMENTO
o SURGIMENTO DO VRSA
PENICILINA [ —=-< DO MRSA NO JAPAO
Pie -
P BETA-LACTAMASE |

1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

« MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
* VRSA: Staphylococcus aureus resistente @ vancomicina.

= CA-MRSA: Staphylococcus aureus associadaa comunidade, que é uma ceparesistente & associagdo meticilina/oxacilina

Figura 13. Surgimento de alguns antibiéticos e cepas resistentes do S. aureus nos séculos XX e XXI.
Fonte: Adaptado de dos Santos AL, et al (2007)43,

Um dos patdgenos mais prevalentes adquiridos em hospitais é a Escherichia
coli (Figura 14), uma bactéria gram-negativa, mével, anaerébica facultativa, em forma
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de bastonete, que pode causar infeccdes da corrente sanguinea (ICS), no trato
urinario, abdominais etc'4. Durante décadas, esta bactéria — um componente
essencial da microflora intestinal — e seu hospedeiro humano coexistiram em saude e
beneficio mutuo. Quase nunca causam doencas, salvo em hospedeiros
imunocomprometidos ou em situacdes em que as barreiras gastrointestinais tipicas

sdo rompidas!*®,

AccV' Spot Magn Det WD Exp
30.0 kv 30 6836x  SE 84 3

Figura 14. Escherichia coli ampliada 6.836 vezes.
Foto: Public Domain Files.

A E. coli é uma espécie diversa que, do ponto de vista da saide humana, pode
ser vista como trés subconjuntos (patétipos) clinicos principais46.147:
1. Cepas comensais, que colonizam naturalmente o célon de hospedeiros
saudaveis e sO causam doenca extra-intestinal no contexto de um grande
comprometimento do hospedeiro e/ou trauma abdominal.
2. Cepas diarreiogénicas, que causam sindromes de diarreia que variam em
apresentacao clinica e patogénese de acordo com as caracteristicas de
viruléncia distintivas da cepa. Por exemplo, E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC) e E.
coli enteroagregativa (EAEC), sdo subpatétipos que se distinguem por essas
caracteristicas. Tais cepas quase nunca causam infeccdo extra-intestinal e,
fora do mundo em desenvolvimento, raramente colonizam hospedeiros
saudaveis.
3. E. coli patogénica extra-intestinal (EXPEC), que frequentemente coloniza o
intestino humano sem causar danos. No entanto, eles tém uma capacidade
Unica de entrar e sobreviver em locais extraintestinais geralmente estéreis,
onde podem causar doencas.
Para antimicrobianos como a ampicilina que tém sido utilizados na medicina
humana e veterinéria por um longo periodo, a E. coli exibe niveis altos de resisténcia

antimicrobiana. No entanto, nas ultimas duas décadas, foram observados surgimento
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e disseminacdo de bactérias multirresistentes, incluindo cepas resistentes a
antibioticos mais recentes, como fluoroquinolonas e cefalosporinas de alto
espectro.

As infeccbes fungicas tém crescido significativamente em importancia na
pratica clinica durante as Udltimas décadas, com pacientes imunocomprometidos
sendo particularmente vulneraveis. Apesar do fato de serem responsaveis por pelo
menos 10% das mortes hospitalares, as infecgbes fungicas sdo dificeis de tratar
devido as suas vias metabdlicas conservadas!4®.

As quatro classes principais de medicamentos antifangicos sdo os polienos,
azoélicos, alilaminas e equinocandinas. A maioria dos antifangicos tem como alvo o
ergosterol (polienos), a sua via biossintética (alilaminas e azdéis) ou a sintese de B-
glucanos (equinocandinas), entretanto, essas proteinas alvo podem levar ao
desenvolvimento de resisténcial®.

Os polienos e azois interferem na biossintese e distribuicdo do ergosterol.
Mesmo com amplo espectro, 0 seu uso em humanos € limitado por sua toxicidade,
que resulta da semelhanca estrutural entre o ergosterol fangico e o colesterol de
mamiferos!*®. A classe mais recente de antiflingicos a entrar em uso clinico, as
equinocandinas, tem como alvo a 3-1,3 glucana sintase da parede celular. Embora as
eguinocandinas tenham um alcance limitado da atividade, elas n&do sdo perigosas para
os humanos, entretanto, ja foi observada resisténcia contra eles e, logo apds sua
introducéo, foram descobertas bactérias clinicamente resistentes'®0,

As espécies do género Candida sp. sdo fungos que normalmente possuem
relacdo de comensalismo com animais de sangue quente (incluindo humanos),
fazendo parte da flora normal da boca, trato gastrointestinal e membranas que cobrem
mucosas e outras cavidades do corpo. No entanto, pode causar infeccfes cutaneas
em individuos saudaveis (candidiase) e, em circunstancias mais raras (individuos com
baixa resisténcia, HIV ou leucemia), pode entrar na corrente sanguinea e causar
infeccbes sérias em 6rgdos vitais. Além disso, pode sobreviver por periodos longos
sem nutrientes, e é conhecida por formar biofilmes em dispositivos médicos*>?.

A C. albicans é considerada o fungo causador mais comum de infecgéo fungica
em humanos, contudo a C. tropicalis vem sendo a segunda espécie do género a ser
isolada em hospitais brasileiros!®2. Dentre as espécies do género, C. tropicalis possui
maior tamanho (=7,9 ym diédmetro) comparado a C. albicans (=5,6 ym diametro)
(Figura 15)153
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Figura 15. Micrografias DIC de C. albicans (A) e C. tropicalis (B).
Fonte: Retirado de Pezzotti et al (2022)127,

A inducdo de bombas de efluxo que bombeiam antifingicos azélicos da célula
fungica em espécies de Candida, levam a diminui¢cdo das concentragdes do farmaco
no interior da célula sendo responsavel, entre outros, pela diminuicdo da
suscetibilidade ou resisténcia da Candida sp. a esses antiflingicos.

Ao contrario dos medicamentos antibacterianos, ha menos antifingicos no
mercado. A necessidade de tratamentos mais eficientes € necesséaria pela
complexidade médica dos pacientes e pelos complicados mecanismos bioldgicos
subjacentes a resisténcia e tolerancia aos medicamentos4°.

Novas abordagens farmacologicas sdo necessarias devido ao aumento de
infecgbes causadas por microrganismos resistentes aos antibioticos convencionais. O
uso de peptideos antimicrobianos advindos de fontes alternativas, como visto em
venenos escorpidnicos, geraram interesse e notoriedade devido a sua vasta atividade

biologica. Isto é, certamente, um grande desenvolvimento biotecnolégico e,

conseguentemente, um avango socioecondmico significativo.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
Caracterizar bioquimicamente o veneno do escorpido T. obscurus, apos

fracionamento cromatografico, monitorado pela presenca de atividade antimicrobiana.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Analisar cromatograficamente o veneno de T. obscurus;

» Realizar a andlise prospectiva das fragdes isoladas do veneno do escorpido T.

obscurus em ensaios antimicrobianos;

= Realizar a analise protedmica das fracbes com atividade biolégica.
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3. METODOLOGIA

O veneno bruto liofilizado foi disponibilizado pela Dra. Ana Leonor Abrah&o
Nencioni do Laboratério de Farmacologia, do Instituto Butantan, sob n° de licenga do
IBAMA 20158-1 e aprovado pelo Protocolo CEUA 0215/2021 (FMVZ/UNESP) para
utilizacdo de material biolégico para este trabalho. Os espécimes séo oriundos dos

municipios de Santarém e Belterra, no Estado do Para.

3.1. Fracionamento por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — Fase Reversa
(CLAE ou HPLC-RP)

O veneno foi ressuspendido em uma solucédo 0,1% de TFA e centrifugado a
10.000 rpm por 10 minutos a 4°C - o sobrenadante foi injetado em um equipamento
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de fase reversa (HPLC - High
Performance Liquid Chromatography) Prominence Shimadzu, equipado com uma
coluna analitica C18 (250 x 4,6 mm) com deteccdo em espectofotbmetro em
comprimento de onda de 214nm, para obtencdo das fragdes. Foi utilizado um
gradiente inicial de 0-100% de solvente B em 40 min (solvente A: H2O/TFA 0.1% e
solvente B: Acetonitrila + solvente A 10%) sob fluxo de 1,0 mL/min em uma coluna
C1is.

3.2. Ensaio de Atividade Antimicrobiana

O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado de acordo com o NCCLS
(2003)1%4,

Para o in6culo, as amostras de Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC 90112 e C. tropicalis ATCC
750 foram cultivadas em caldo Tripticaseina de soja (TSB) por 18 horas. No dia
seguinte, foram passadas para agar Tripticaseina de soja (TSA) para obter col6nias
isoladas. Foram incubadas por 18 horas e preparadas solu¢cdes microbianas na escala
0,5 de McFarland (1-2 X 108 UFC/mI) em solucgéo salina a 0,85% estéril e foram entdo
diluidas de forma a obter solugdo com 10 UFC/mI. Foram usados meio Muller Hinton
(MH) para as bactérias e Sabouraud (Sab) para os fungos.

Foram distribuidos na microplaca 50 pl da fragéo (100 pg. plt) e 50 pl do inéculo
microbiano (10 UFC/ml), deixando assim, a concentragdo microbiana 5 X 10° UFC/ml
ou de 5 x 10* UFC / poco. O mesmo procedimento foi realizado com a fracdo

tratamento (50 pg.ul?). A concentracdo da amostra do veneno utilizada para cada
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fracao foi de 0,1 pg/pl. Foram distribuidos em 3 pocos os controles de crescimento
das amostras bacterianas (sem tratamento) colocando-se 50 ul de caldo e 50 ul
in6culo / poco.

Foram colocados nos pocos de uma coluna da microplaca 100 pl cada de caldo
(para controle de esterilidade dos meios). Em alguns pocos foi adicionado a fracédo
com meio de cultura para controle de esterilidade. Como controles positivos, foram
empregados Gentamicina (8 pg. pl) para bactérias e Anfotericina B (15 pg. plt) para
levedura. A placa foi vedada com parafilm nas bordas e incubada a 37°C durante 24
horas. A leitura foi realizada em absorbancia a 595 nm no leitor de ELISA
Multiskan®EX (Thermo Isher Scientific, EUA).

O percentual de inibicdo de crescimento microbiano das fracdes foi calculado
atraves da formula:

Absorbancia do microrganismo tratado X 100

% de inibicao = 100 — Absorbancia do microrganismo nao tratado
3.3. Anélise Protedmica

Em uma aliquota do pico fracionado por HPLC foi adicionado 5ul DTT
(ditiotreitol 100mM) por 30 minutos a 60°C; apds, foi adicionado 2.5ul de
iodoacetamida (200mM) por mais 30 minutos em temperatura ambiente e protegido
de luz. A amostra foi incubada por no minimo 12 horas a temperatura ambiente com
10ul de tripsina ou quimiotripsina (40ng/pul em bicarbonato de aménia 100mM). A
reacao foi interrompida adicionando 50% ACN/ 5% TFA.
As amostras foram analisadas por um sistema de cromatografia liquida-
espectrometria de massas em um equipamento ESI-IT-TOF acoplado a um UFLC
(20A Prominence, Shimadzu). Cada amostra foi injetada em uma coluna C18 (Kinetex
C18, 5 uym; 50 x 2.1 mm) em um sistema de solventes binario: (A) &gua: DMSO: &cido
(949:50:1) e (B) ACN: DMSO: agua: acido (850: 50: 99: 1). Foi utilizado um gradiente
de eluicdo de 0-40% de solvente B por 35 minutos em um fluxo constante de
0.2ml/min. As amostras foram monitoradas por um detector Shimadzu SPD-M20A
PDA antes de serem injetadas no espectrdmetro de massas.
A voltagem da interface foi de 4,5 kV; a voltagem capilar de 1,85 kV, a 200°C; e a
fragmentacao induzida por colisdo de argoénio, com 55% de "energia". Os espectros
MS foram adquiridos em modo positivo, na faixa de massa de 350-1400 / carga (m/z).
Os espectros de MS/MS foram coletados na faixa de 50 a 1950 m/z.
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4. RESULTADOS
4.1. Fracionamento por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — Fase Reversa
(CLAE ou HPLC-RP)

A cromatografia liquida de fase reversa foi utilizada para visualizar o perfil dos
compostos existentes, relacionando complexidade e polaridade, a fim de fornecer uma
caracterizacao geral (Figura 16).
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Figura 16. Perfil da cromatografia de fase reversa da amostra do veneno de Tityus obscurus.

Foi utilizado um gradiente inicial de 0-100% de solvente B em 40 min (solvente
A: H20/TFA 0.1% e solvente B: Acetonitrila + solvente A 10%). No caso do veneno de
T. obscurus, existe uma distribuicdo homogénea de moléculas ao longo do gradiente,
com fragbes que comegaram a surgir em aproximadamente 2,6 minutos de corrida e
finalizando em 37,5 minutos.

Foram realizadas 10 vezes o procedimento de separacdo cromatografica a fim
de se obter a quantidade de material biolégico necessario para a realizacdo dos testes
bioldgicos. O fracionamento foi realizado por faixa de tempo de retencdo, de acordo

com a Tabela 2.

Tabela 2. Fragdes obtidas do cromatograma completo do veneno de Tityus obscurus com seus

respectivos tempos de retencéo inicial e final (em minutos), e a quantidade de fragdes.

Fracio Tempo de Retencdo Inicial Tempo de Retengéo Final Quantidade de Fracdes
& (Min = Max) em min. (Min = M&x) em min. (Min = M&x)
F1 2,6 (0,6 — 3,6) 14,9 (14,6 — 15,2) 27 (26 — 30)
F2 15,3 (15 -15,4) 18,3 (17,8 — 18,6) 13 (10 — 15)
F3 18,6 (18,3 — 18,8) 19,9 (19,6 — 20,3) 6(4-38)
F4 20,4 (19,9 - 20,6) 21,9 (21,8 - 22) 4 (4-5)
F5 22,1 (22 - 22,6) 25,2 (25 - 25,6) 8(7-9)

F6 25,9 (25,8 — 26) 37,5 (36,9 — 38,2) 13 (11 -17)
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A coluna ‘Quantidade de Fragdes’ da Tabela 2 € derivada da analise individual
dos cromatogramas, de acordo com as figuras ilustrativas do processo de
fracionamento apresentadas a seguir (Figuras 17-22, que correspondem a detalhes
ampliados do cromatograma da Figura 16, para fins de melhor visualizag&o do critério
de fracionamento) que também apresentam a numeracao das fracdes cromatograficas

de acordo com a ordem sequencial de elui¢ao.
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Figura 17. Perfil do cromatograma da Frag&o 1 (F1) do veneno de T. obscurus. Tempo de retencdo
inicial e final (2,6 — 14,9 min.) e quantidade de fra¢des (=27).

Na Figura 17 demonstra que no tempo coletado referente a F1, foi possivel
identificar 27 fracdes, entretanto 6 deles possuiram uma maior concentracao relativa,

estimada pela absorbéancia, em relacdo aos outros.
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Figura 18. Perfil do cromatograma da Fracéo 2 (F2) do veneno de T. obscurus. Tempo de retencao
inicial e final (15,3 — 18,3 min.) e quantidade de fracdes (=13).

A Figura 18 demonstra que para F2, foi possivel identificar 13 fracfes. Desses,

5 possuiram maiores concentracdes relativas.
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Figura 19. Perfil do cromatograma da Fracg&o 3 (F3) do veneno de T. obscurus. Tempo de retencdo
inicial e final (18,6 — 19,9 min.) e quantidade de fracdes (=6).

A Figura 19 demonstra que para a F3, € composta de 6 fracdes.
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Figura 20. Perfil do cromatograma da Fracg&o 4 (F4) do veneno de T. obscurus. Tempo de retencdo
inicial e final (=20,4 — 21,9 min.) e quantidade de fracdes (=6).

A Figura 20 ilustra que a F4, contém também 6 fracdes.
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Figura 21. Perfil do cromatograma da Fracéo 5 (F5) do veneno de T. obscurus. Tempo de retencao
inicial e final (=22,1 — 25,2 min.) e quantidade de fracdes (=8).

A Figura 21 ilustra a F5 que € composta por 8 fracdes.
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Figura 22. Perfil do cromatograma da Frag&o 6 (F6) do veneno de T. obscurus. Tempo de retencao
inicial e final (=25,9 — 37,5 min.) e quantidade de fracdes (=13).

A Figura 22 descreve a F6 que € constituida de 13 fragGes.

4.2. Ensaio de Atividade Antimicrobiana

O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado de acordo com o NCCLS
(2003)14°, O resultado dado foi em percentual, demonstrando a inibicdo de
crescimento microbiano visto nas fracfes testadas.

As seis fracdes foram testadas com os trés microrganismos, sendo que apenas
em C. albicans (F5 — 18,36% e F6 — 38,95%) e S. aureus (F5 — 16,52%) obteve os
maiores percentuais de inibicdo (Tabela 3). Por outro lado, na maioria dos casos nao
houve inibicdo, havendo leve aumento da proliferacdo microbiana. Nao houve valor

significativo de inibicdo para E. coli.

Tabela 3. Percentual de inibicdo de crescimento microbiano nas fragfes testadas do veneno de

Tityus obscurus.

Microrganismo F1 F2 F3 F4 F5 F6

S. aureus

- - - - | de 16,52% -
ATCC 25923

E. coli

ATCC 25922 | de 0,38% ) ) - - | de 1,47%

C. albicans

- - - - | de 18,36% | de 38,95%
ATCC 10231

Os maiores valores de inibicdo ocorreram nas fracées F5 e F6 e os resultados
promissores deu-se para C. albicans. Desta forma, foi selecionada algumas fragbes

presentes em ambas e testadas separadamente a fim de visualizar seu efeito
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antifangico individualmente. Aproveitamos dos resultados promissores para C.

albicans e testamos essas mesmas fraces para C. tropicalis (Figura 23).
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Figura 23. Fra¢Bes escolhidas de F5 e F6 (em cima) e resultado da atividade antimicrobiana contra
C. albicans e C. tropicalis nas fra¢Bes testadas (embaixo).

Das fracOes testadas para C. albicans, a F61 (58%) demonstrou ter maior
potencial para a inibicdo, assim como as fracdes F60 (44%) e F63 (41%). Ja as fracbes
F54, F56, F57, F59 e F62, individualmente, ndo trouxeram resultados significativos de
inibicdo contra C. albicans.

Para C. tropicalis, com as frac0Oes testadas, a maior inibicao foi vista nas fracdes
F54, F59, F60 e F61 (31% em todas). Ja as fracdes F56, F57, F62, F63 obtiveram

inibicdo antifingicas menores, mas ainda promissoras.

4.3. Analise protedmica
A andlise da Fracdo 6, que foi a mais promissora em termos de atividade

antimicrobiana, foi direcionada ao pico majoritario presente nesta (fracdo 62) e
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comparado ao cromatograma completo do veneno de T. obscurus, esse pico foi o mais
concentrado com caracteristica apolar.

A andlise protedbmica da fracdo 62 nao identificou diretamente nenhuma toxina
de escorpido. Ao todo a lista das possiveis identificacbes contempla 259 proteinas
(incluindo as identificac6es redundantes), contudo, as 26 primeiras foram identificadas

sendo actina, metalopeptidase e fosfolipase A2 (Figura 24).

Pé:’::ip" P";::i" Accession -10lgP Cm(l:/::ge #Peptides | #Unique | PTM ::::s Description
2 2 tr|B4XC06|B4XC06 HAELO 113.47 14 5 5 Y 41693 | Actin (Fragment) OS=Haemaphysalis longicornis OX=44386 GN=ACT PE=2 SV=1
2 1 tr|Q5D579|Q5D579 IXORI 113.47 14 5 5 Y 41563 | Actin (Fragment) OS=Ixodes ricinus 0X=34613 PE=2 SV=1
2 3 tr|G3MLM7|G3MLM7 AMBMU 113.47 14 5 5 Y 41794 | Actin OS=Amblyomma maculatum OX=34609 PE=2 SV=1
2 4 tr|DOIFL4|DOIFL4 RHIHE 113.47 14 5 5 Y 41824 | Actin OS=Rhipicephalus haemaphysaloides OX=237073 PE=2 SV=1
2 5 tr|TIKES4|T1KES4 TETUR 113.47 14 5 5 Y 41808 | Actin OS=Tetranychus urticae 0X=32264 GN=107362975 PE=3 SV=1
2 6 tr|T1IKES5|T1KESS TETUR 113.47 14 5 5 Y 41854 | Actin OS=Tetranychus urticae OX=32264 GN=107362974 PE=3 SV=1
2 7 tr|CSHVZS5|C5HVZS5 9ARAC 113.47 14 5 5 Y 41810 | Actin OS=Agelena silvatica OX=648239 PE=2 SV=1
2 8 tr|Q3LGW2|Q3LGW2 ORNMO 113.47 14 5 5 Y 41838 | Actin 0S=0rnithodoros moubata OX=6938 PE=2 SV=1
2 9 tr|Q6X4V4|Q6X4V4 RHIMP 113.47 14 5 5 Y 41824 | Actin OS=Rhipicephalus microplus OX=6941 PE=2 SV=1
2 10 tr|T1D1T4|T1D1T4 CUPSA 113.47 14 5 5 Y 41810 | Putative actin OS=Cupiennius salei OX=6928 PE=2 SV=1
2 11 tr|Q6QD58|Q6QD58 ORNMO 113.47 14 5 5 Y 41794 | Actin 0S=0rnithodoras moubata OX=6938 PE=2 SV=1
2 12 tr|G3MK37|G3MK37 AMBMU 113.47 14 5 5 Y 41835 | Actin 0S=Amblyomma maculatum OX=34609 PE=2 SV=1
2 14 |tr|QBX4W2|QEX4W2 RHIAP 113.47 14 5 5 Y | 41808|Actin OS=Rhipicephalus appendiculatus OX=34631 GN=Act1 PE=2 SV=1
2 15 tr|L7M817|L7M817 RHIPC 113.47 14 5 5 Y 41824 | Putative actin 0S=Rhipicephalus pulchellus 0X=72859 PE=2 SV=1
2 16 tr|Q5CAR2|QSCAR2 IXORI 113.47 14 5 5 Y 41824 | Actin OS=Ixodes ricinus OX=34613 GN=act PE=2 SV=1
2 13 tr|Q6X4W3|Q6X4W3 HAELO 113.47 14 5 5 Y 41825 | Actin 0S=Haemaphysalis longicornis OX=44386 GN=Act1l PE=2 SV=1
10 49 tr|AOA1EIWVT4|AOAIEIWVT4 TITOB 78.39 10 4 4 Y 44074 | Putative metalloproteinase 0S=Tityus obscurus 0X=1221240 PE=3 SV=1
10 50 tr| AOATEIWVXS|AOALEIWVXS TITOB | 78.39 10 4 4 Y 44329 | Putative metalloproteinase OS=Tityus obscurus OX=1221240 PE=3 SV=1
6 51 tr|AOA1EIWVN7|AOAIEIWVN7 TITOB | 70.11 4 3 3 N 45723 | Putative metalloproteinase 0S=Tityus obscurus OX=1221240 PE=3 SV=1
16 52 tr|AOALCOFMH2|ADALCOFMH2 9ACAR | 67.75 5 5 P N 45012 glloonaglgaggr\::f!agﬁ?ill-alpha (Fragment) OS=Proctophyllodes fuchsi 0X=1611698 GN=Eflalph
1 169 |tr|AOA4V2H939|A0A4V2HO39 9ARAC 66.13 6 4 4 Y 16605 | Phospholipase A2 OS=Liphistius thaleban 0X=1905330 PE=3 SV=1
1 170 |tr|AOA4Q8K516|ADA4Q8K5]6 9ARAC 66.13 6 4 4 Y 16245 [ Phospholipase A2 OS=Liphistius thaleban OX=1905330 PE=3 SV=1
1 171 |tr|AOA4Q8KS5KO0|ADA4Q8KSK0 9ARAC | 66.13 6 4 4 Y 16011 [ Phospholipase A2 OS=Liphistius thaleban 0X=1905330 PE=3 SV=1
22 84 tr|AOA1E1WWO2|AOAIEIWWO2 TITOB | 58.70 3 1 1 N 41037 | Putative metalloproteinase (Fragment) OS=Tityus obscurus OX=1221240 PE=3 SvV=1
8 177 |tr|ADAOXOPOU7|AOAOXOPOU7 OACAR | 54.13 10 3 3 v | 23515|Shiceraldeyde 3-phosphate dehydrogenase (Fragment) OS=Hyalomma anatolicum OX=17
8 179 |tr|AOA1Y3BLTS|AOALY3BLTS EURMA | 54.13 9 3 3 v | 28492 fr'\‘/efeori'gg';g‘;!egp;ggﬁpzhga_tgod;hgL"nggassjl'"ke protein (Fragment) OS=Euroglyphus ma

Figura 24. As 26 primeiras proteinas originadas da fragdo 62 (F6) do veneno bruto de T. obscurus.

Esta fracdo também contém uma neurotoxina, parcialmente semelhante a

toxina To5 do préprio T. obscurus. Trata-se de uma B-toxina que se liga a canais de

sédio, segundo a anotacao disponivel no UniProt (P84693 — Figura 23).

sp|P84693|SCX5_TITOB

Protein Coverage:

MKAIIFFIGC LMLIDLVAGS RSGYPVIQKG CVYSCFWGSN WWCNAECTAL GGSSGYCAWP SCWCYSLPDN RNIWGSYPNN

CGKK
Supporting Peptides:
Peptide Uniq |-10lgP| Mass |ppm m/z z| RT |Scan|#Spec|Start|End|PTM
R.SGYPVTQK.G| Y 24.79 |878.4498| 0.9|440.2326|2|10.79|2097 1 22 29

total 1 peptides

Figura 25. Identificac@o protedmica parcial de To5, presente na fracéo 62.

Com base na identificacdo protedmica, descrita acima, temos que a fragao 62

(F6) e

composto,

metalopeptidase, fosfolipase e uma B-toxina.

majoritariamente  por:

actina (elou seus

fragmentos),
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5. DISCUSSAO

Os venenos escorpibnicos sao interessantes fontes de moléculas
biologicamente ativas. A diversidade peptidica observada representa um desafio
metodoldgico, mas também um potencial para a inovacao, visto que podem ser
utilizadas como base para a producdo de novos farmacos para tratamento de
infeccbes e/ou doencas. Nos ultimos anos, foi evidenciado que os venenos de
escorpides possuem um suprimento interessante de peptideos antimicrobianos
(AMPs)?7.

Os antibidticos sdo um pilar da saude publica e desempenham um papel
fundamental na melhoria da satde e do bem-estar das pessoas em todo o mundo. No
entanto, embora os antibioticos tenham sido bem-sucedidos na limitacdo de doencas
infecciosas, seu uso aumentou exponencialmente, levando ao surgimento e
disseminacéao da resisténcia aos antibiéticos4,

Dos resultados de inibicdo do crescimento antimicrobiano para as bactérias S.
aureus (gram-positiva) e E. coli (gram-negativa), em sua maioria houve leve aumento
do crescimento. Entretanto, houve indicio de inibicdo para S. aureus na fracdo F5
(16,52%), porém este dado precisa ser mais bem avaliado a fim de se verificar se
doses mais elevadas desta fracdo causa uma inibicdo maior.

Na literatura para T. obscurus, ha descrita atividade antifingica contra C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e Cryptococcus neoformans
(sorotipo A e D)34, Além disso, Marques-Neto e colaboradores (2018)*%6 estudaram o
peptideo ToOAP2 para atividade antimicobacteriana contra Mycobacterium massiliense
e esse mesmo peptideo, juntamente com o NDBP-5.7, foi testado por Dias JN e
colaboradores (2020)*%, apresentando atividade contra biofilmes planct6nicos de C.
albicans, aumentando a permeabilidade celular e gerando importantes alteracdes
morfolégicas em suas células. Os peptideos antimicrobianos descobertos podem ser
visualizados na Tabela 1 (pag. 28). No presente trabalho, utilizando a espécie fungica
C. albicans, a inibicdo visualizada das fracdes F5 (18,36%) e F6 (38,95%) corrobora
com o resultado de inibicdo dos trabalhos anteriores.

As investigacdes realizadas por Guilhelmelli et al. (2016)'*4, partiram de
analises in silico de sequéncias peptidicas depositadas em banco de dados. No
presente trabalho, a metodologia empregada no cromatografo HPLC-RP utilizando
uma coluna C18 permitiu a descomplicacéo do veneno bruto total, obtendo 74 fracbes

em seu total e permitiu o fracionamento de 6 fragbes desse veneno.
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Das atividades antimicrobianas do presente estudo, a inibicdo mais significativa
se deu em C. albicans, na fracdo F5 (18,36%) e F6 (38,95%). Para tanto,
selecionamos algumas fracdes para teste de atividade antimicrobiana oriundas da F5
e F6 (F54, F56, F57, F59, F60, F61, F62, F63). Na F6 possui 13 fracbes e desses,
apenas uma fracdo demonstrou ter maior concentragéo relativa e em comparacéo ao
cromatograma completo do veneno de T. obscurus, essa foi a mais concentrada com
caracteristica apolar (fracdo numero 62).

A andlise individual da atividade antifungica da fracdo 62 em C. albicans,
resultou em uma inibicdo de 15%, enquanto as fracdes vizinhas F61 e F63, resultaram
em 58% e 41% respectivamente. Por serem fracdes vizinhas, as atividades biolégicas
podem estar espalhadas, de forma que a fragcdo que foi para o espectrometro de
massas pode ser levemente diferente da que foi submetida na atividade
antimicrobiana. Ja para C. tropicalis, a F62 obteve 28% de inibicdo, proximo ao valor
maximo de inibicdo testado (31%). A partir da analise protedbmica da fracdo 62, foi
possivel visualizar que neste contém actina, metalopeptidase, fosfolipase A2 e uma
B-toxina.

A actina resultante provavelmente € debris celular, ndo havendo proteina
completa, mas peptideos que devem ter surgido como resultado fisioldgico
(decorréncia de turnover), metabolismo celular, bem como o manuseio da amostra
durante as fases de processamento do veneno. Quando submetido a clivagem
proteolitica ou outras formas de fragmentacdo, o criptoma tem a capacidade de
produzir peptideos bioativos (criptideos) e proteinas (cripteias). Adicionalmente, essas
“‘novas” moléculas podem ter efeitos biolégicos totalmente independentes ou
propriedades relacionadas ou aprimoradas aquelas da molécula “original’®®, Existe
uma ampla gama de atividades biologicas, como, fun¢gdes hormonais, defesa do
hospedeiro, controle da pressdo arterial, neuroprotecédo, regulacdo de enzimas
proteoliticas, analgésica e mais, que foram associadas aos criptideos!®¢. Ambos os
autores ndo encontraram na literatura peptideos antibioticos derivados da actina,
entretanto, ndo ha impedimento que ocorra para Tityus sp.; para isso, SAo necessarias
mais provas experimentais, incluindo isolamento completo destas moléculas e novo
ensaio antimicrobiano, ou mesmo a sintese de analogos para demonstracdo do efeito
bioldgico.

Numerosos venenos de animais demonstraram conter metaloproteinases, que

sdo enzimas proteoliticas cuja atividade depende de ions bivalentes, muitas vezes um
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Zn?* no centro catalitico®’. Essa classe de enzimas desempenha papeis importantes
na remodelacdo do tecido conjuntivo, como, crescimento e desenvolvimento
embrionario, angiogénese, cicatrizacéo de feridas e processos reprodutivos®’:158, No
entanto, as metaloproteinases derivadas de venenos sdo extensamente estudadas
devido as suas atividades hemorragicas e fibrinoliticas!®%1%, As andlises realizadas
por de Oliveira UC et al. (2018)% detectaram que, as metaloproteinases
representaram 43,22% do total de componentes do veneno de T. obscurus e pode
estar associada aos danos pulmonares acometida pelo envenenamento por T.
obscurus??’. Em estudo realizado por Samy e colaboradores (2008)%, com veneno
da vibora siberiana (Agkistrodon halys), as metaloproteinases exibiram propriedades
antibacterianas contra S. aureus, Proteus vulgaris, P. mirabilis e Burkholderia
pseudomallei. Esses achados implicam que essas metaloproteinas inibe alvos
mecanossensiveis e modifica o empacotamento da membrana para exercer sua
atividade antibacteriana. Para este estudo, as metalopeptidases presentes podem ter
contribuido, juntamente com outros compostos, para a inibicdo antimicrobiana.

As fosfolipases A2 s@o encontradas em muitos animais peconhentos, como
serpentes, abelhas e escorpides, auxiliando-os na digestao de presas e na toxicidade
do veneno'®?, Essas enzimas catalisam a hidrélise da posicdo sn-2 dos
glicerofosfolipideos da membrana, produzindo &cidos graxos livres e
lisofosfolipideos!®. Constituem uma familia consideravel de enzimas que possui baixa
massa molecular (14-18kDa), 5 a 8 pontes dissulfeto, uma diade His/Asp com uma
histidina conservada e uma necessidade de célcio para a atividade catalitica'®*. Elas
demonstram uma variedade de atividades biol6gicas em venenos animais, incluindo
atividade antiangiogénica, antitumoral, cardiotéxico, miotoxico, neurotoxicos,
inflamatdrio, hemolitica, anticoagulante e antimicrobianas!®265, A atividade
antimicrobiana para fosfolipase A2 em veneno escorpidnico precisa ser melhor
investigada, mas observando seu efeito em outros venenos animais, ha um forte
indicio que essa enzima possa ser responsavel pela atividade antimicrobiana vistas
em S. aureus, C. albicans e C.tropicalis.

Além dos componentes anteriores, foi possivel detectar nessa fracdo uma B-
toxina de massa tedrica de 9 kDa. Esta neurotoxina modifica a ativacdo dos canais de
ions sodio voltagem dependentes, tornando o potencial mais eletronegativo
permitindo o aumento da tendéncia da célula em responder espontanea e

repetidamente, independente do potencial de membrana. As B-toxinas demonstraram
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provocar respostas musculares espastica®’. Adicionalmente a essa a¢do provocada
no envenenamento, tem-se um exemplo de neurotoxina com atividade antimicrobiana.
Seis peptideos que atuam nos canais de sddio encontradas no veneno do escorpido
T. discrepans, denominados de bactridinas, foram testadas contra bactérias gram
positivas e gram negativas, havendo inibicdo do crescimento de todas as bactérias
estudadas (Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica e Acinetobacter calcoaceticus)6®.
Da mesma forma que as anteriores, esta neurotoxina pode estar envolvida na
atividade antimicrobiana vista neste estudo.

O veneno escorpidnico possui peptideos que sao classificados em dois grupos
principais: os DBPs (peptideos com ponte dissulfeto) e os NDBPs (peptideos sem
ponte dissulfeto). Apesar do dano que essas toxinas causam as ceélulas, tecidos e
organismos ser seu efeito mais conhecido, elas também tém demonstrado atividades
que podem ser Uteis para o mercado farmacéutico, como peptideos antibidticos,
antimaléricos, anticancerigenas, com acao imunossupressora, anticonvulsivantes,
inseticidas e medicamentos que controlam a arritmia, reduzem a dor e diminuem a
pressdo cardiaca*’4°.

Mesmo que as investigacdes das atividades biologicas tém se concentrado em
peptideos sem ponte dissulfeto (NBPs), os DBPs podem ser de grande potencial para
elucidar a riqueza de peptideos multifuncionais de interesse biotecnolégico.

De acordo com o seu funcionamento, os antibiéticos podem ser divididos em
duas categorias: bacteriostatico, que promove a inibicdo do crescimento bacteriano e
mantém as col6nias bacterianas em sua fase estacionaria, e bactericida, que erradica
a populacéo bacteriana ao interferir em func¢des celulares cruciais para a integridade
da célula e resulta em morte celular. A capacidade de acéo de cada antibiotico requer
uma concentracdo particulari®’-169, Assim ocorre também com os fungistaticos e
fungicidas. No presente trabalho exploramos a sua atividade bacteriostatica e
fungistatica.

A literatura afirma que o antibiético ideal deve ter um alvo seletivo, espectro de
acdo limitado, baixo nivel de citotoxicidade, boa distribuicdo no local da infecgéo,
efeito bactericida rapido (quando for o caso), poucos efeitos colaterais, multiplas vias
de administracdo, nado interfira no sistema imunolégico do hospedeiro ou levar a

resisténcia e uma relacédo custo/beneficio baixal®®-171,
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Mesmo com as descobertas antimicrobianas discutidas nessa sessao por
outros grupos, este estudo foca na prospeccéo desses peptideos AMPs, ferramenta
que é pouco explorada nas pesquisas com venenos de escorpides. Com a introducéo
de técnicas peptidémicas, principalmente espectrometria de massas, a prospeccéao de
compostos biologicamente ativos avancou para um novo patamar. A sensibilidade e a
resolucdo do equipamento agilizaram o procedimento de aquisicdo da sequéncia
peptidica. Foi possivel caracterizar esses compostos (isolamento e identificacao)

utilizando ferramentas de bioinformética.

6. CONCLUSAO

Este estudo foi capaz de visualizar os compostos existentes do veneno bruto
do escorpido T. obscurus em HPLC-RP.

A atividade antimicrobiana realizada foi capaz de detectar inibicdo do
crescimento antimicrobiano para a bactéria S. aureus e os fungos C. albicans e C.
tropicalis.

As fracdes F5 e F6 possuem potencial biotecnoldgico, de acordo com os dados
aqui apresentados. E suas fracdes isoladas demonstrou porcentagens satisfatorias de
inibicdo, principalmente as fragcbes F61 com 58% (C. albicans) e F54, F59, F60, F61
com 31% em todas (C. tropicalis) para inibicdo antifungica.

Foram identificados os compostos que podem estar envolvidos na atividade
antimicrobiana: a actina, fosfolipase A2, metalopeptidase e uma beta-toxina, contudo
devem ser realizadas mais testes para confirmagao.

Devido a evolucdo da prospeccdo dos efeitos biologicos, teremos
conhecimento do potencial dos peptideos com atividade antimicrobiana presentes no
veneno. Este conhecimento pode — em funcdo do desenvolvimento das moléculas
identificadas — auxiliar tratamentos adjuntos e/ou alternativos para doencas

negligenciadas e para a saude em geral.

7. ETAPAS FUTURAS

¢ Realizar andlise protedbmica para todas as fracées cromatograficas;

¢ Refinamento da caracterizagdo das fragbes com atividade antimicrobiana;

e Confirmar a presenca de metalopeptidase e da fosfolipase A2 na fracdo ativa,

através de ensaio enzimatico especifico para cada classe de enzima.
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