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RESUMO

O aumento populacional de animais pegonhentos em &reas urbanizadas ou de
atividades relacionadas a exploragdo de areas naturais vem favorecendo um aumento
significativo na ocorréncia de acidentes devido ao contato do homem com estes
animais. Dessa forma, o envenenamento por toxinas animais tem sido objeto de muitos
estudos pelo homem por se revelarem uteis no desenvolvimento de novos farmacos e de
novas abordagens metodoldgicas ou técnicas resolutivas. Os acidentes por escorpides
sdo os que apresentam o maior numero de registro de casos dentre todos os animais
peconhentos no Brasil. Ao longo dos mais de cem anos de pesquisas com venenos
destes animais, o foco toxinoldgico tem se concentrado quase que exclusivamente nas
proteinas, responsaveis pela difusdo do veneno nos tecidos das presas e/ou vitimas de
ferroadas, e principalmente nos peptideos longos (apresentando entre 30 e 70 residuos
de amino 4cidos) responsaveis pelas agdes neurotdxicas. A despeito da existéncia de
pequenos peptideos lineares nesses venenos sdo raros os estudos que visam elucidar a
estrutura molecular e funcional dos pequenos peptideos. O presente estudo teve como
objetivo investigar peptideos deste grupo (negligenciados) no veneno do escorpido
Tityus serrulatus. Para isto, o veneno bruto deste escorpido foi submetido a extragdo
diretamente em acetonitrila 50 % (v/v), e a frag¢do soluvel foi fracionada, e cada fragdo
individual foi submetida a analise por espectrometria de massas ESI-IT-TOF-MS e MS"
a fim obter as sequéncias completas de novos peptideos. A estratégia utilizada permitiu
a identificagdo de cinco novos peptideos, estruturalmente diferenciados daqueles ja
descritos na literatura. Os peptideos caracterizaram-se por serem lineares € ndo
possuirem cisteinas. Desta forma, eles ampliam a classe de peptideos de escorpides que
ndo possuem pontes disulfeto intramoleculares. Dois destes peptideos foram
sintetizados em fase solida (Fracdo 14 e Fragdo 18) e ensaiados para uma série de
atividades biologicas in vivo e in vitro. O peptideo da Fragdo 18 apresentou efeito
antinociceptivo e edematogénico, além de acdo antibidtica. Os estudos e resultados
apresentados comprovam o potencial biotecnoldgico e farmacéutico de produtos
naturais, enfatizando a relevancia do estudo de venenos animais como fonte de novas
moléculas, como por exemplo dos venenos de escorpides. Deste modo, a estratégia
experimental utilizada colabora para se compreender um pouco mais a composi¢ao e 0s
mecanismos de a¢do do veneno do escorpido de T.serrulatus.
PALAVRAS-CHAVE: peptidomica; Tityus serrulatus; vendmica; ESI-MS;

toxinologia.



ABSTRACT

The increasing population of venomous animals in urbanized areas or activities
related to the exploitation of natural areas has favored significant accidents due to
human contact with these animals. Thus, the toxins from animal venoms has been the
subject of many studies prove useful in developing new drugs and new methodological
approaches or high-resolution techniques. Scorpions’s accidents are those with the
highest number of reported cases among all venomous animals. More than a hundred
years of research with these poisons animals, the principal focus toxinology is on
proteins, responsible for the spread of the venom in tissues prey or victims, especially in
neurotoxic peptides (presenting between 30 and 70 amino acid residues). Despite on the
existence of small and linear peptides in these venoms are few studies exploring the
molecular structure and function of small peptides. The present study aimed to the study
of this peptides group (at moment is neglected) from scorpion venom Tityus serrulatus.
For this, the venom were fractionated by chromatography, posteriorly each fraction was
subjected to individual analysis by mass spectrometry (LC-MS IT-ToF) in order to
obtain the complete sequence about novel peptides. This strategy promoted the
detection of five undiscovered peptide sequences highly differentiated those previously
described at literature. The peptides were characterized like non-disulfide-bridged
peptides it is contributed to expanding the class of scorpions peptides with similar
physicochemical characteristic. Two peptides were synthesized on solid phase (fraction
14 and fraction 18) and tested by biological activity in vivo and in vitro. The fraction 18
showed us antinociceptive and edematogenic effect, in addition to antibiotic effect.
These results has been demonstrated the large biotechnology potential and
pharmaceutical relevance mean of natural products, emphasizing the study of animal
venoms, including scorpions. The large amount of molecules present in these complex
biological samples represents a challenging in scientific and academic by presenting
diverse methodological parameters and natural variables. Therefore, this strategy
contributes for better understanding of the mechanism action venoms and, the advances

in molecular toxinology.

KEY-WORDS: peptidomics; Tityus serrulatus; venomics; ESI-MS; toxinology.
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(v/v) MeCN (contendo 0,1% (v/v) TFA) no intervalo de tempo entre 85,1 a 90,0 min. a 28 °C.

Figura 18: Espectro de massas MS? em condi¢des de CID no modo positivo, ja desconvoluide
na forma [M + H]", com a respectiva interpretagio de sequéncia do peptideo presente na fragic
10 . Foi selecionado o ion precursor de mz 469,5 na forma

Figura 19: Espectro de massas MS” em condi¢des de CID no modo positivo, ja desconvoluidc
na forma [M + H]", com a respectiva interpretacio de sequéncia para o peptideo presente na
fragdo 12. Foram selecionados os ions precursores de m/z 661,70 na forma [M+2H]? e de nvz
1362, 43 1 £orma [MHH] ..o

Figura 20: Espectro de massas MS> em condi¢gdes de CID, no modo positivo ja
desconvoluido na forma forma [M + H]’, com a respectiva interpretagio de sequéncia do
peptideo presente na fragdo 14. Foram selecionados os ions precursores de m/z 681,85 na
forma [M+4H]" e o don  molecular de mz 908,74 na forma

Figura 21: Espectro de massas MS? em condigdes de CID no modo positivo, ja desconvoluide
na forma [M + H]', com a respectiva interpretacio de sequéncia do peptideo presente na
fragdo 18. Foram selecionados os ions precursores de de mVz 920,51 na forma [M+3H]™ , m/z
690,39 na forma [M+4H]™ e m/z 551,33 na forma [M+5H] ....ovoviooeeeeeeeeeeeeeeeee

Figura 22: Espectro de massas MS” em condi¢des de CID no modo positivo, ja desconvoluide
na forma [M + H]", com a respectiva interpretacio de sequéncia para o peptideo presente na
fracgo 20 ; foi selecionado o ion precursor de mz 78245 na forma
IMAZHT™ e

Figura 23: Alinhamento entre o peptideo da Fragdo 10 e o inseticida U3-plectoxin-Ptla isolado
da aranha PlECIrEUIYS triSti.......ccooieviieeiiiiiiieice ettt
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Figura 24: Perfil de cromatografia de fase reversa de amostra sintética do peptideo presente
na fragdo 14 em coluna SHIMPACK PREP-ODS(K) 30x200 mm (Shimadzu), em fluxo de
10 mL/min, de forma isocratica em MeCN 25 (v/v), com eluicdo monitorada em 214

Figura 25: Perfil de cromatografia de fase reversa de amostra sintética do peptideo presente
na fragdo 18, em coluna SHIMPACK PREP-ODS(K) 30x200 mm (Shimadzu) em fluxo de
10 mL/min, sob gradiente de MeCN entre 30-70% (v/v), com elui¢do monitorada em 214

Figura 26: Ensaio de hemolise de eritrécitos de sangue de ratos Wistar machos causados
pelos peptideos presentes nas fragcdes 14 e 18, incubados & 37°C......cccccevvieviininenienenenne

Figura 27: Ensaio de desgranulagio de células provenientes do lavado peritoneal de ratos
Wistar machos causados pelo peptideo da Fracdo 14 e pelo peptideo Fragéc

Figura 28: Atividade da medida da enzima lactato desidrogenase dos peptideos presentes
NAS TTACOES 14 € 18, .ttt sttt ese e besneenaen

Figura 29: Efeito do peptideo presente na fracdo 18 sobre a sensibilidade dolorosa avaliada
através do teste do von Frey eletronico e sobre o aumento da pata (edema). O limiar
nociceptivo esta representado pelo delta (A) da for¢a (em gramas) necessaria para a retirada
da pata (A). O efeito edematogénico foi avaliado através de paquimetro digital (B). As
medidas foram realizadas antes (tempo 0), 30, 60, 120, 240 e 360 minutos apds a
administra¢do do Peptideo 4 (1, 5 e 10 pg/50 pL, i.pl.) ou carragenina (Cg, 300 png/50 pL,
i.pl.). O grupo controle foi composto por animais injetados com solugio salina estéril (S). Os
resultados foram expressos como média +SEM de 5 animais por grupo. * p<0,001 em
relagdo a Salina; # p<0,001 em relac@o & Carragenina...........occceeeeeruenieeecneneneeerenennens

Figura 29: Efeito do peptideo presente na Fracdo 14 sobre a sensibilidade dolorosa avaliada
através do teste do von Frey eletronico e sobre o aumento da pata (edema). O limiar
nociceptivo estd representado pelo delta (A) da forca (em gramas) necessaria para a retirada
da pata (C). O efeito edematogénico foi avaliado através de paquimetro digital (D). As
medidas foram realizadas antes (tempo 0), 30, 60, 120, 240 e 360 minutos apos a
administra¢do do Peptideo 3 (1, 5 e 10 pg/50 pL, i.pl.) ou carragenina (Cg, 300 ng/50 pL,
i.pl.). O grupo controle foi composto por animais injetados com solugio salina estéril (S). Os
resultados foram expressos como média +SEM de 5 animais por grupo. * p<0,001 em
relagdo a Salina; # p<0,001 em relagdo & Carragenina............ceecvevverreeeerieseereeseseeeessesreeenennas
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1. INTRODUCAO

1.1 Acidentes com animais peconhentos

Muitas espécies com atributos ecoldgicos favoraveis a sobrevivéncia em areas
alteradas, como por exemplo, areas urbanizadas, sobrevivem as alteragdes ou mesmo
prosperaram, apresentando uma maior abundancia em relagdo as areas naturais adjacentes.
Dentre os animais que se mantém ou mesmo prosperam em dareas alteradas pelo homem
podem-se encontrar espécies de animais peconhentos de interesse médico (MINISTERIO DA
SAUDE, 1994).

O aumento populacional de animais peconhentos em areas urbanizadas ou de
atividades relacionadas a exploragdo de dareas naturais vem favorecendo um aumento
significativo na ocorréncia de acidentes devido ao contato do homem com estes animais.

Desta forma, pode-se definir que animal peconhento, € aquele que possui um aparato
para inoculacdo de substincias téxicas ou ainda aqueles que produzem injdrias pela
inoculagdo de toxinas através de um aparelho especializado nessa funcdo (dentes ou
espordes). Nesse grupo existem varios animais, dentre os quais estdo cobras, escorpides,
aranhas, potos, abelhas, vespas, e lacraias, por exemplo.

Muitos estudos revelam a incidéncia de acidentes com animais peconhentos e as
consequéncias clinicas de suas toxinas. Estima-se que os acidentes ofidicos em todo o mundo
sejam em torno de 500 mil por ano, com cerca de 40.000 mortes.

Paralelamente, as ferroadas por abelhas e vespas causam 61 mortes no Reino Unido,
enquanto que nos EUA, as ferroadas por himenodpteros causam de 40-50 mortes por ano
(SCHMIDT, 1986). Os acidentes escorpidnicos sdo responsaveis por 1000-2000 mortes a
cada ano no México, e apresentam altas taxas de mortalidade também no Brasil, Israel,
Trinidad, Argélia, india (WARRELL, 1987) e Jordania (HMR, 1989).

Sabe-se que essas toxinas animais, compreendem um conjunto de muitas proteinas e
peptideos, que apresentam uma variedade de funcdes bioquimicas e farmacoldgicas,
produzindo, consequentemente, severos disturbios fisioldgicos e farmacoldgicos. Ao longo da
historia, o envenenamento por toxinas animais tem sido objeto de muitos estudos pelo homem
por se revelarem uteis no desenvolvimento de novos farmacos e de novas abordagens

metodologicas ou técnicas resolutivas. Além disso, informag¢des sobre a natureza destes
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compostos e de seus mecanismos de a¢do, permitiram uma abordagem cientifica avan¢ada no

tratamento de intoxicagdes e/ou testes diagnodsticos mais especificos.

1.2 Escorpides

Estudos comprovam a existéncia dos escorpides ha mais de 400 milhdes de anos, os
quais foram os primeiros artropodes a conquistar o ambiente terrestre e, desde entdo,
passaram por poucas modificagdes morfologicas. Esses animais possuem ampla distribui¢do
geografica por todos os continentes, com exce¢do da Antartica (LOURENCO, 2004). Um
fator decisivo para o sucesso evolutivo e ampla distribui¢do encontra-se no fato destes
animais serem predadores com alta variabilidade de estratégias de ocupagdo de ambientes, €
de varias espécies possuirem a capacidade de colonizar areas sob forte perturbagdo humana.

Os escorpides pertencem a classe Arachnida, ordem Scorpionidae, a qual ¢
subdividida em dezenove familias, sendo que, 1500 espécies ja foram descritas. A
segmentacdo corporal dos escorpides pode ser observada na Figura 1. O veneno é inoculado
pela estrutura denominada telson (por¢do final do metassoma) onde estdo localizadas duas
glandulas de veneno que se comunicam com um pequeno ducto localizado na regido subapical

do ferrdo.

Figura 1. Morfologia externa de um escorpido.

Para que um animal peconhento se torne de interesse em saude publica, basicamente
trés caracteristicas quanto aos aspectos bioldgicos devem ser avaliados: a a¢do fisiopatologica
e a composicdo de seu veneno; a capacidade de inoculagdo e, principalmente, seu
potencial/eficiéncia sinantrépica. A partir disto, considera-se que o0s escorpides

potencialmente perigosos ao homem pertencem a familia Buthidae, sendo esta, a inica familia
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que apresenta ampla distribuicdo pelo mundo e ¢ composta por 48 géneros ¢ 500 espécies,
aproximadamente (LOURENCO, 2004). Vale lembrar que conforme citado por Marcussi e
colaboradores (2011), a pegonha é importante para a sobrevivéncia do animal e tem como
fun¢do imobilizar/afetar presas, sendo sua fun¢do defensiva um cardter secundario. Desta
forma, ¢ da natureza do animal se defender e tragar estratégias de sobrevivéncia eficientes e
com custo-beneficio elevado.

A familia Buthidae inclui quatro subfamilias, que sdo responsaveis pelos casos sérios
de picadas por escorpides pelo mundo: Isometrinae, Buthinae, Centrurinae e Tityinae
(BURCHEL, 1969). Os géneros Androctonus, Buthus, Leiurus, Buthotus e Heterometrus
pertencem a subfamilia Buthinae e sdo originarios da Africa, principalmente no norte, Oriente
Médio e India. Escorpides da subfamilia Tityinae (Tityus) sdo originarios da América do Sul e
Trinidade e Tobago (BUCHERL, 1969). A esse tiltimo pertencem as espécies responsaveis
pelos acidentes humanos: Tityus serrulatus, o mais importante, seguido por Tityus bahiensis,

Tityus stigmurus, Tityus obscurus e Tityus trivittatus (Figura 2).

Figura 2. Espécies do género Tityus responsaveis pelos acidentes humanos: A. Tityus serrulatus (Arquivo
Instituto  Butantan); B. Tityus bahiensis (Arquivo Instituto Butantan); C. Titys stigmurus
(http://www fiocruz.br/biosseguranca/Bis/infantil/escorpionideos.htm); D. Tityus trivittatus
(http://200.189.113.52/Saudeambiental/animais/galeria/escorpioes.html) e E. Tityus obscurus (retirado de
http://scorpionforum.darkbb.com).

As espécies Tityus serrulatus e Tityus bahiensis sdo as espécies mais comuns e
responsaveis pela grande maioria dos acidentes escorpidnicos no Brasil (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001). S3o animais que podem atingir até sete cm de comprimento e possuem

algumas diferengas morfoldgicas evidentes. A cor predominante do T. serrulatus ¢ o amarelo,
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sendo que no quarto segmento da cauda, possui duas fileiras de serrilhas, o que caracteriza
esta espécie. Ja a cor predominante do Tityus bahiensis é o marrom escuro, sendo que as tibias
dos palpos possuem manchas nitidas, também escuras.

A espécie em questdo no presente estudo, Tityus serrulatus, também conhecido como
escorpido amarelo, tem seu nome originado pela presenca de dentes proeminentes que
formam cristas dorsais dos segmentos III e IV da cauda, formando uma estrutura que se
assemelha a uma “serra”. A espécie possui como caracteristicas: elevado potencial de
expansdo por ter grande habilidade de dispersdo; alto potencial reprodutivo (partenogénese) e
grandes reservas populacionais. Sendo assim, representa um grave problema de satde publica
no Brasil j4 que podem ser observados casos de acidente em 80% dos estados brasileiros

(MARCUSSI et al., 2011).

2. VENENOS DE ESCORPIAO

Escorpionismo € o processo de envenenamento causado pela picada de escorpides. A
dor local ¢ uma constante no escorpionismo humano, ocorre imediatamente apds a picada e
normalmente, acompanha o aparecimento de parestesias, podendo ser de intensidade varidvel,
de discreta até insuportavel (CUPO et al., 1994a).

A gravidade dos acidentes depende de fatores, como a espécie e o tamanho do
escorpido, a quantidade de veneno inoculado (MAGALHAES, 1945), a massa corporal do
acidentado e a sensibilidade do paciente ao veneno. No entanto, a idade e o peso do paciente
tem sido demonstrados como o principais fatores prognodsticos da gravidade e dbitos (criangas
abaixo de 14 anos) (AZEVEDO et al. 1994; CUPO et al., 1994a).

Os escorpides distribuem-se por todo o pais, e calcula-se por volta de 8000 casos
anuais de acidentes, sendo que os estados de Minas Gerais ¢ de Sao Paulo concentram cerca
de 50% dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Porém, acidentes por escorpides no
Brasil sdo considerados de importancia médico-sanitaria, ndo s6 pela incidéncia, mas também
pela potencialidade do veneno de algumas espécies por determinar severos quadros clinicos,
as vezes fatais, principalmente em criancas (BUCHERL, 1969). Todos os escorpides de
interesse médico no Brasil estdo agrupados no género Tityus e, dentre eles, as trés espécies
mais importantes sdo T. serrulatus, T. bahiensise T. stigmurus.

Segundo o Boletim Epidemioldgico do Ministério da Saude publicado em junho de
2009, foram registrados 37.862 casos de escorpionismo, distribuidos em 2.444 municipios,

com uma incidéncia nacional de 20 acidentes por 100.000 habitantes em 2008. A regido com
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a maior incidéncia ¢ a Nordeste (32,6/100.000 hab.), seguida das regides Sudeste
(20,1/100.000 hab.), Norte (13,6/100.000 hab.), Centro-Oeste (10/100.000 hab.) e Sul
(3/100.000 hab.). Paralelamente, registros evidenciaram a maior concentracdo de Obitos nas
regides Nordeste (42) e Sudeste (35) do pais. Em 2008, a letalidade foi de 0,23%, sendo que
desse total, 53%, ocorreu em menores de 14 anos. Nota-se uma relativa precocidade na
evolucdo fatal, no qual a maioria (62%) ocorre nas primeiras trés horas apds o acidente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Sabe-se que os venenos dos escorpides ¢ o resultado da secre¢do de um par de
glandulas, de origem tegumentar situadas no télson. Este tem forma bulbar que termina no
aguilhdo responsavel pela inoculagdo do veneno. A peconha pode ser obtida por maceragdo da
glandula ou por estimulagdo elétrica do télson do animal; tem uma aparéncia mucosa, com
aspecto leitoso e soluvel em dgua (GUARNIERI et al., 1998).

Estudos pioneiros como o de Magalhaes (1938) demonstrou que pegonha escorpionica
¢ neurotrdpica e neurotdxica, ao demonstrar a agdo do veneno de T. serrulatus sobre os
nucleos vagais, postulando que o processo de intoxica¢do deveria se caracterizar por lesdes
bulbares.

Somente apos Gomez e Diniz (1966) isolarem, a partir do veneno bruto de T.
serrulatus, uma fracdo purificada (tityustoxina), foi realizado uma série de pesquisas
sistematicas levando a demonstragdo da natureza periférica das a¢des das toxinas.
Atualmente, sabe-se que as toxinas de escorpido agem em canais 10nicos no sistema nervoso
periférico, liberando mediadores quimicos como acetilcolina e catecolaminas (MARCUSSI et

al., 2011).

2.1 Toxinas escorpidnicas

As abordagens classicas de identificag@o e caracterizagdo de compostos bioativos em
venenos de escorpido foram baseadas em estudos de funcdo e estrutura, dirigidos pela
capacidade das toxinas em induzir efeitos farmacoldgicos conspicuos (PIMENTA et al.,
2001). Essas abordagens tém sido criadas com um so6lido conhecimento sobre os efeitos
fisiologicos e sobre a estrutura de varias toxinas de escorpido (POSSANI et al., 2000;
PIMENTA etal., 2001; DE LA VEGA e POSSANI, 2005; DE LIMA et al., 2007).

Sabe-se que os efeitos farmacologicos induzidos pelo veneno sido decorrentes de acdes
complexas em sitios especificos de canais i0nicos, com subsequente despolariza¢do das

terminacdes nervosas pos-ganglionares dos sistemas simpatico e parassimpatico, havendo
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assim, liberagdo macica de neurotransmissores, principalmente adrenalina, noradrenalina e
acetilcolina (CUPO et al., 1994a; HERING et al., 1997).

A parte soluvel dos venenos escorpionicos ¢ uma mistura complexa composta de
muitas proteinas basicas de baixa massa molecular (representam 30-75% da secregdo obtida
pela estimulagdo elétrica) (POSSANI et al.,, 1977; GOYFFON E KOVOOR, 1978),
aminoacidos livres, sais inorganicos, lipideos, aminas biogé€nicas e nucleotideos, sendo
desprovida de atividade proteolitica, hemolitica, colinesterasica, fosfolipasica e fibrinolitica
(ZLOTKIN, 1978; POSSANI, 1984).

Dentre as proteinas conhecidas dos venenos de escorpides, a proteina hialuronidase ja
foi bem caracterizada nas espécies T. serrulatus, T. bahiensis e Palamneus gravimanus
(DINIZ e GONCALVES, 1960; POSSANI et al., 1977, WRIGHT et al., 1977). Essa proteina
pode contribuir para toxicidade do veneno e ajudar a difundir as toxinas pelos tecidos
(WRIGHT et al., 1977). A peconha de Leirus quinquestriatus possui serotonina (ADAM e
WEISS, 1958) e a do P. gravimanus contem histamina, como os compostos mais abundantes
destes venenos (ISMAIL et al., 1975).

A maioria das toxinas do escorpido contém trés ou quatro pontes dissulfeto e podem
interagir com tipos/sub-tipos especificos de canais idnicos (TYTGAT et al., 1999; POSSANI
et al., 2000; ZENG et al., 2001; GOUDET et al., 2002).

Segundo Marcussi e colaboradores (2011) s@o conhecidas dez familias de peptideos e
proteinas, os quais incluem: toxinas ligadas a canais de potassio, toxinas que agem em canais
de célcio, canais de sédio, canais de cloro, peptideos antimicrobianos e citoliticos. Além
disso, também foram identificadas 12 familias atipicas de proteinas e/ou peptideos, nas quais

fosfatases acidas e peptideos diuréticos estdo inclusos (YIBAO MA et al., 2010).

2.2 Classificacao das toxinas escorpionicas

2.2.1 Toxinas com a¢io em canais ionicos

Canais 10nicos voltagem-sensiveis sd3o componentes cruciais para a atividade das
células. Tratam-se de proteinas integrais de membrana que permitem a passagem seletiva de
fons Na*, K*, CI', Ca®" e sdo responséaveis pela geragdo e propagacio de sinais elétricos em
neurdnios e outras células excitaveis.

Os canais i6nicos mudam sua conformagdo para fechado, inativado ou aberto de

acordo com a voltagem da membrana, permitindo um movimento rapido de ions especificos.
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Desta forma, correntes i0nicas passam para dentro ou para fora da célula, gerando
despolarizag¢do ou hiperpolarizacdo da membrana (CATERRAL, 1984).

Levando em conta o crucial papel bioldgico destes canais idnicos, toxinas que
interagem seletivamente com estes canais t€ém sido utilizadas como ferramenta para o estudo
de propriedade fisico-quimico e estrutural, além de permitir a identificagdo dos varios
modelosde canais existente e seus papéis fisiologicos nos diferentes tipos celulares (HILLE,
1992).

Um exemplo da importancia bioldgica destas estruturas fica evidenciado em frase
citada por Marcussi e colaboradores (2011): “Sinais elétricos controlam a contra¢do muscular,
secrecdo de hormonios, sensacdes provenientes do ambiente, processamento de informagdes
no cérebro e sua saida do cérebro para tecidos periféricos. Nas células excitaveis, sinais
elétricos também tém uma influéncia importante no metabolismo intracelular, transducdo de
sinal, expressdo génica, sintese e degradacdo proteica. Em todos estes contextos, sinais
elétricos sdo conduzidos por canais i6nicos. Além disso, os membros dessa superfamilia de
proteinas sdo cruciais na manuten¢do da homeostase idnica dos rins € em muitos tipos de
células. Participam também das vias de sinalizagdo por calcio em células ndo excitaveis”.

Venenos de escorpido sdo estudados principalmente por apresentarem ampla variedade
de toxinas que atuam nestes diferentes canais i6nicos. De acordo com a sua especificidade de
ligacdo aos canais 16nicos, as toxinas de venenos de escorpides podem ser divididas em quatro
familias diferentes: i) as que agem em canais de ions Na" (CATTERALL, 1980), geralmente
constituidos de peptideos longos (60-70 aminoacidos) (ZLOTKIN et al., 1978; ROCHAT et
al., 1979); ii) as que agem em canais de ions K' (CARBONE et al., 1982; MILLER et al.,
1985), geralmente constituidos de pequenos peptideos, apresentando até 40 residuos de
aminoacidos (MILLER et al., 1985); 1ii) as que agem em canais de ions CI" (DEBIN et al.,
1993); iv) as que agem em canais de ions Ca™ (VALDIVIA e POSSANI, 1998), geralmente
formando um grupo heterogéneo, composto por toxinas de cadeia tanto longa quanto curta
(VALDIVIA et al., 1992; MOSBAH et al., 2000; OLAMENDI-PORTUGAL et al., 2005).

Embora ndo exista similaridade de sequéncia entre estes grupos, todos compartilham
uma estrutura secundaria composta por uma ou duas hélices-a, e de 2 a 3 folhas-f (MILLER
et al., 1985). Essa estrutura contém um motivo de hélice-a estabilizado por cisteina (CSH),
que envolve a sequéncia Cys-X-X-Cys na hélice-a ligada por duas pontes dissulfeto com Cys-

X-Cys na folha- (KOBAYASHI et al., 1991).
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2.2.1.1 Toxinas que agem nos canais para ions sodio

Constituem-se de peptideos de 58 a 76 residuos de aminoacidos (massa molecular
variando de 6,5 a 8,5 kDa). Possuem estrutura secundaria comum na forma Baf. A estrutura
central € rigida e sustentada por trés pontes dissulfeto conservadas e uma quarta que pode ter
no minimo trés arranjos diferentes (DE LA VEGA e POSSANI, 2005). Até o momento foram
descritas cerca de 230 estruturas de toxinas de escorpido que agem em canais de sodio e que
sdo oriundas de 40 espécies distintas (ZHIJIAN et al., 2006).

Com base em estudos eletrofisiologicos, toxinas de escorpides que interagem com
canais de ions Na' foram classificados em trés tipos: a, a-like e P-toxinas. As toxinas
a-toxinas (por exemplo, AaHII de Androctonus australis) retardam ou bloqueiam a inativagio
do canal de fons Na', num mecanismo dependente de voltagem, enquanto que as B-toxinas
(por exemplo, CN2 de Centruroides Noxius) afetam a ativagdo do canal de fons Na',
independentemente do potencial de membrana (COURAUD et al., 1982). O terceiro tipo,
a-like toxinas (por exemplo, LqhllIl de Leiurus quinquestriatus) induz corrente de sddio, mas
ndo competem para ligacdo com AaHII (GORDON e GUREVITZ, 2003). As toxinas o- €
a-like se ligam ao sitio 3, enquanto que as -toxinas se ligam ao sitio 4 (JOVER et al., 1984).

Segundo Bosmans e Tytgat (2007), as a-toxinas sdo muito toxicas para mamiferos
(por exemplo, AaHII de Androctonus australis, Lgh II de Leiurus quinquestriatus) e muito
ativas no cérebro dos mamiferos (relatos de LD50 entre 0,5 e 20 ng por 20g de peso corporal
por injecdo intracerebroventricular (icv) em ratos) e ligam-se com elevada afinidade aos
sinaptossomos de rato (LEGROS et al., 2005).

B-toxinas sdo ainda classificados em toxinas depressoras e toxinas excitatdrias.
Toxinas depressoras induzem um bloco de potenciais de acdo, enquanto que as toxinas
excitatorias causam uma atividade repetitiva sobre os canais de fons Na~ da membrana do
axonio (ZLOTKIN et al., 1985). Apos a ligacdo ao sitio-4, B-toxinas deslocam a dependéncia
da voltagem da ativag¢do do canal na direcdo hiperpolarizante (CATTERALL, 2000). Essas
toxinas sdo divididas em varios grupos de acordo com a sua preferéncia por canais de sodio
de inseto ou de mamiferos e os sintomas que eles evocam em insetos:

(i) B-toxinas Anti-mamiferos, como CN2 isolada de Centruroides Noxius (PINTAR et
al, 1999), sdo altamente toxicas para os mamiferos e modulam a ativa¢do de canais de sodio
no cérebro de mamiferos. Toxinas deste grupo foram isoladas principalmente de escorpides
do "Novo Mundo" (do Norte ¢ América do Sul) (POSSANI et al., 1999).

(i1) Toxinas anti-insetos, excitatorias sdo desprovidas de qualquer atividade em

mamiferos, mesmo quando injetadas em quantidades de miligramas em ratos (DIANOUS et
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al., 1987). Elas sdo constituidos por 70-76 residuos de aminodcidos, € uma das suas ligag¢des
dissulfeto ¢ deslocada em relacdo aos outros de cadeia longa (OREN et al., 1998). Toxinas
excitatorias tais como Lqgh-xtrIT isolada de Leiurus quinquestriatus (REGEV et al., 2003),
induzem paralisia causada por atividade repetitiva de nervos motores, que resultam da
ativacdo de correntes de s6dio em mais potenciais de membrana negativos (FROY et al.,
1999). A seletividade de toxinas excitatorias a insetos destaca-os como fontes de potenciais
inseticidas.

(ii1) Toxinas depressoras Anti-insetos, tais como a toxina Lgh-dprIT3 (KARBAT et
al., 2006) induzem paralisia apds a inje¢do em insetos. Em condi¢gdes de fixacdo de corrente
em preparacdes de axoOnios isolados, suprimem potenciais de ag¢do devido a uma forte
despolarizagdo da membrana do axonio (STRUGATSKY et al., 2005).

(iv) Toxinas ativas em canais de sddio de insetos e de mamiferos, tais como Tsl,
isolada de T. serrulatus (PINHEIRO et al., 2003), induzem efeitos depressores apos injecdo
em larvas de mosca varejeira. Estas toxinas competem pelos sitios de ligagdo, excitatorio e
depressor da toxina, sobre os canais de fons Na" de insetos (COHEN et al., 2006), assim como
pelo sitio de ligagdo da [-toxina anti-mamiferos em sinaptossomos de cérebro de rato
(GORDON et al., 2003).

Na Figura 3 pode ser visualizado um exemplo de como as B-toxinas sdo agrupadas e
classificadas de acordo com o alinhamento de suas sequéncias primarias (GUREVITZ et al.,

2007).
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Anti-Mamiferos

Cn2 KEGYLVDENTGCKY ECLXLGDND—-YCLRECKQQOYCGKGAGGYCYA—-FACWCTHLYEQATIVWEPLENKRE
Cn3 KEGYLVELGTGCEY ECFELGDND—-YCLRECKARYGEKGAGGYCYA—-FGCWCTOLYEQAVVWPLENKTCR
Css2 KEGYLVSKSTGCKY ECLKLGDND—-YCLRECKQQYGKSSGEYEYA——FACWCTHLY EQAVVWELPNKTCN
Cssd KEGYLVNSYTGCEFECFELGDND—YCLRECROQYGKGESGEYCYA——FGCWCTHLY EQAVVWELPNETCN

Anti-Inseto excitatdria

Bj-xtrIT KEMCGYPLDENGKTTECSGVNATAPHYCNSECTEKVYVAESCYCCWGACYCFGLEDDKPIGEMEDITEKYCDVQIIRS

AahIT] KEKNGYAVDSSGEKAPECLLSN-———— YCNNECTKVHYADKCYCCLLSCYCFCGLNDDEKVLETI SDTRESYCDTTIIN
LggITl KEMNGYAVDSSCGEAPECLLSN-————— YCYNECTEVHY ADKCYCCLLECYCVCLEDDEEVLEISDARKEYCDEVTIN
Lgh-xtrIT KENGFAVDSNGKAPECFFDH--——- YENSECTKVYYARKGYCCLLECYCFGLNDDKEVLEI SDTTEKKYCDETI IN
EmK IT-AF EKENGYAVDSSCGEVAECLFNN---—- YENNECTEVYYADKGYCCLLECYCFGLLDDKFVLDIWDSTENYCDVQIIDLS

Anti-Inseto Depressora

LghITZ2 DGYI--KERRDGCEVAC—LIGNEG—--CDEKECKAYGGEY—-GYCWTWCLACWCECLPDDET-WESETNTCG
LghdprIT3a DGYIRG---DGCEVSC-VINHVF——-CONECKAAGG- -SYGYCWAWGLACWCEGLEAERE-WEYETNTCG
BJIT2 DGYIRKK--DGCEVSCIIGNEG——-—CREECVAHGG-- SFGYCWIWGLACWCENLED- AVIWKSSTNTCGR
BaIT2 DGYIRRR--DGCKVSCLFGNEG——-—CDEECKAYGG--SYGYCWTWGLACWCEGLPDD-KTWESETNTCG
LggIT2 DGYIRKR--DGCKLSCLFGNEG——-—CNKECKSYGG-- SYGYCWIWGLACWCEGLPDD-KTWKSETNTEG
BotITZ2 DY IKGYE——GCKITCVINDD-——-YCDTECKAREGG——TYGYCWEWCGLACWCEDLPDE-KERWESETNTC

Anti-inseto e Anti-Mamifero

Lgh [‘}l DNGYLLNEKATGCEKVWC-VINNAS ——-CNSECKLRRGNY - -GYCYFWKLACYCEGAPESE-LWAYATNECN
Tsl KEGYLMDOHE-GCKLSC-FIRRPSG——YCGRECGIKKGSS——GYCYA-WRPACYCY CLENWVEVWDRATNKC
Tzl KDGYLVGND-GCKY SC-FTRPGT--YCANECSRVKGED——-GYCYA-WMACYCY SMPNWVETWDRATNRCGR

Figura 3. Alinhamento de sequéncias de B-toxinas que representam quatro diferentes grupos farmacoldgicos.
Todos os residuos de cisteina estdo sombreados e estdo todos envolvidos na formacdo de pontes dissulfeto. Os
tragos indicam espagos introduzidos para maximizar o alinhamento. CN2 e CN3, B-toxinas de Centruroides
Noxius, CSS2 e Css4, B-toxinas de Centruroides suffusus suffusus, Bj-xtrIT de Buthotus judaicus toxina
excitatoria para células de inseto; AahIT1 de Androctonus australis toxina que atua em células de insetos;
LqqITlde Leiurus quinquestriatus; Lgh-xtrIT de Leiurus quinquestriatus; BMK TI-AP, toxina excitatoria de
Buthus martensii Karsch; LqhIT2, toxina depresssora de L. g. Hebraeus, LqhdprIT3a, toxina depressora de L. Q.
Hebraeus; BjIT2, toxina depressora de B. judaicus; BalT2, toxina depressora de Buthacus arenicola; LqqIT2,
toxina depressora de Leiurus quinquestriatus, BotIT2, toxina depressora de Buthus occitanus tunetanus; Lghbl,
de L . g. Hebraeus; Ts1, B-toxina de Tityus serrulatus; TZ1, B-toxina de Tityus zulianus (BORGES et al., 2004).
Todas as sequéncias citadas aparecem em Possani e colaboradores (1999).

Ao longo das ultimas décadas, demonstrou-se que as acdes das toxinas em sitios
especificos dos canais de fons Na' sdo os principais causadores dos efeitos induzidos pelas
peconhas de escorpides. Em decorréncia disso, ha liberagdo de catecolaminas e acetilcolina,
as quais atuam em diferentes receptores em diversos tecidos da presa/vitimas dos escorpides,
sendo que a liberagcdo massiva destes tipos de neurotransmissores responsaveis pela maioria

dos sintomas observados no envenenamento escorpionico (Marcussi et al., 2011).

2.2.1.2 Toxinas que agem nos canais para ions potassio

Canais de fons K" sdo macromoléculas incorporadas em membranas biolégicas e que
desempenham um papel-chave na excitabilidade celular e em vias de transdugdo de sinal.
Caracteristicas farmacologicas e estruturais destes canais foram elucidadas, utilizando-se os

bloqueadores de canais de alta afinidade isolados de venenos de escorpides. Canais para ions
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K" podem ser divididos em dois grandes grupos: canais dependentes de voltagem, e canais
dependentes de ligantes, sendo importantes em diversos processos fisioldgicos tais como
excitabilidade celular, liberacdo de neurotransmissores, secrecdo de hormonios, regulagdo da
secrecdo de fluidos, ativagdo de linfécitos, dentre outros (MARCUSSI et al., 2011).

Entre as toxinas de escorpides, aquelas que atuam em canais de fons K' sdo as mais
divergentes em estrutura primdria, atividade e especificidade (CAMARGOS et al., 2011;
COLOGNA et al., 2011; MAO et al., 2007). As toxinas que agem em canais de ions K"
(geralmente denominadas por KTx) sdo compostas de 20-70 residuos de aminodcidos, sendo
que a maioria apresenta menos de 40 residuos em suas sequéncias. Essas toxinas apresentam
alta diversidade em sua sequéncia de aminoacidos e sdo formadas por 3 ou 4 pontes
dissulfeto. Aproximadamente 140 estruturas foram descritas (DE LA VEGA e POSSANI,
2004). A nomenclatura destas toxinas estd bem consolidada e foi inicialmente proposta por
Tytgat e colaboradores (1999). Ela se baseia no tamanho molecular, localizacdo dos residuos
de cisteina e a similaridade de suas estruturas primarias. A partir destes critérios sdo divididas
em trés familias: a-KTx, B-KTx e y-KTx (TYTGAT et al., 1999). Recentemente, uma nova
familia de toxinas que agem fracamente em canais de potassio foi identificada no veneno de
escorpido e foram designadas como k-KTx (NIRTHANAN et al., 2005).

A assinatura estrutural destes peptideos ¢ definida pela presenca de um motivo o/p
estabilizado por cisteina (CS-a/B), na qual duas pontes dissulfeto, C;-C; e Ci+4 Cjio; se ligam
covalentemente a um segmento de a-hélice com um curto segmento de estrutura em folha-f.
Das sequéncias descritas, o peptideo Tcl de Tityus cambridgei é o mais curto, tendo apenas
23 residuos (BATISTA et al., 2000), e B-KTX, AaTXKb ¢ BmTXKDb2 sdo os mais longos,
contendo 64 residuos de aminoacidos cada um (LEGROS et al., 1998 ; ZHU et al., 1999).
Uma tabela contendo todas as sequéncias conhecidas para canais de potdssio, suas
caracteristicas, numero de aminodcidos e uma andlise filogenética do grupo pode ser
encontrada em De La Vega & Possani (2004).

Ja foram elucidadas varias toxinas peptidicas que atuam sobre canais de ions K.
Dentre elas estdo: a caribdotoxina, que atualmente € utilizada como ferramenta especifica para
bloquear canais para ions K de alta condutincia e que sdo ativadas por calcio (KvCa)
(CARBONE et al., 1982) e a noxiustoxina, que bloqueia canal para K' retificador tardio
(GIMENEZ-GALLEGO et al., 1988).

Essa classe de toxinas escorpidnicas apresenta pouca importancia toxicologica, mas

: : . , +
associadas com outras toxinas, como por exemplo, aquelas que atuam em canais de ions Na',
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elas propiciam potente agdo toxica a peconha em decorréncia do efeito sinérgico (GWEE et

al., 2002).

2.2.1.3 Toxinas que agem nos canais para cloreto

Polipeptideos de baixa massa molecular, compostos por 35-38 aminoacidos e
compostos por 4 pontes dissulfeto. A estrutura primaria destas toxinas apresenta similaridade
de 50-74% e a localizagdo das cisteinas ¢ conservada. As toxinas de escorpides que agem em
canais de ions CI incluem: 11, Ammp2, 13, 14, 15, I5A, peptideos IBs, clorotoxina, Lgh-8/6,
PBITx1, BmKCT, Bs8 ¢ Bs14 (TYTGAT et al., 1998; ZENG et al., 2000).

A clorotoxina, isolado de Leiurus quingmstriatus, possui 36 residuos de aminoacidos e
4 pontes dissulfeto. A analise dos dados de RMN mostra que a estrutura é constituida por trés
pequenas folhas-f antiparalelas embaladas por uma a-hélice. Trés ligagdes dissulfeto (CysS -
Cys28, Cysl6 - Cys33 e Cys20 - Cys35) e a ligagdo cruzada da a-hélice para as folhas-f3
seguem o padrdo comum encontrado nas outras toxinas pequenas de escorpido. A quarta
ponte dissulfeto (Cys2 - Cys19) liga a pequena folha-B do lado N-terminal ao restante da
molécula (LIPPENS et al., 1995).

2.2.1.4 Toxinas que agem nos canais para ions calcio.

Varias toxinas de escorpides especificas para canais de fons Ca™ foram isoladas:
imperiotoxinas (IpTxA e IpTxi) do escorpido Pandinus imperator (VALDIVIA e POSSANI,
1998) ¢ maurocalcina (Mca) do escorpido Scorpion maurus palmatus (FAJLOUN et al.,
2000), que ativam o receptor de rianodina (Ryr), um canal de liberagdo de calcio intracelular.
Caracterizam-se por serem toxinas heterogéneas, sendo observadas diferengas de seqiiéncia de
aminodcidos, quantidade de pontes dissulfetos, tamanho e estrutura.

Um exemplo da importancia deste tipo de toxina pode ser evidenciado examinando-se
os musculos esqueléticos; o controle ideal do movimento voluntario e da produgdo de forca
depende da eficacia do processo de excitagdo e contracdo de acoplamento do musculo
esquelético. A contracdo de uma fibra do musculo esquelético ¢ rapidamente iniciada e
interrompida por alteragdes na tensdo da membrana plasmatica, por potenciais de agdo. O
acoplamento entre a despolarizacdo da membrana e o resultante aumento transitorio no
citoplasma de fons Ca’" que ativam o mecanismo contratil ¢ assegurado por dois tipos de
proteinas de canais i0nicos; estas duas proteinas sdo os receptores de di-hidropiridina (DHPr),
que detectam as variagdes de voltagem, e o receptor de rianodina (RYr) que libera calcio do

reticulo endoplasmatico. A abertura e o fechamento do canal de fons Ca”" para os RYT estdo
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subordinados a tensdo dependente de alteracdes conformacionais dos DHPr (POUVREAU et
al., 2006).

A toxina maurocalcina age diretamente sobre esse processo biologico, pois € um
potente efetor de canal de célcio rianodina-sensivel. A estrutura da maurocalcina imita o
segmento de ativagdo do receptor de di-hidropiridina e, por conseguinte, ¢ potencialmente 1til
para o estudo de receptores para di-hidropiridina (MOSBAH et al., 2000). A sua estrutura
tridimensional € constituida por um nucleo compacto do qual emergem loops € o N-terminal

da molécula.

2.2.2 Peptideos sem pontes dissulfeto (NDBPs).

Grupo de polipeptideos ativos recentemente descritos. Variam de tamanho entre 13-50
aminodcidos e apresentam baixos graus de similaridade entre si (LUO et al., 2005; ZENG et
al., 2005). Aproximadamente, 17 peptideos foram descritos: peptideo T de Tityus serrulatus
(FERREIRA et al., 1993), peptideo K12 de Buthus occitanus (MEKI et al., 1995), Bs10 de
Buthus sindicus (ALI et al., 1998), pandinina 1 e 2 do Pandinus imperator (CORZO et al.,
2001), Hadrurina de Hadrurus aztecus (TORRES-LARIOS et al., 2000), IsCT e IsCT2 de
Opisthacanthus madagascariensis (DAI et al., 2001, 2002), parabutoporina de Parabuthus
schlechteri (VERDONCK et al., 2000), opistoporina 1 ¢ 2 de Opistophtalmus carinatus
(MOERMAN et al., 2002), BmKbpp, BmKn1, BmKn2, BmKal, Bmka2 e BmKb1 de Buthus
martensii Karsch (ZENG et al., 2001, 2004). Funcionalmente, a maioria dos peptideos de
escorpides sem pontes dissulfeto estd envolvida na potenciacdo da bradicinina, poder
antimicrobiano, inicia¢do da sinaliza¢do molecular da célula, modulagdo da resposta imune,
dentre outras agdes (PIMENTA et al., 2001).

Em Zeng e colaboradores (2005) uma sintese dos peptideos sem pontes dissulfeto €
apresentada, correlacionando atividade biologica e nimero de residuos de aminoécidos
(Tabela 1). Além disso, uma comparagdo entre as sequéncias primaria destes peptideos ¢
apresentada pelo alinhamento das sequéncias baseado na atividade farmacoldgica e tamanha
dos peptideos, permitindo a andlise das similaridades e sugerindo a classificagdo dos

peptideos em 6 subfamilias (Figura 4).



Tabela 1. Panorama dos peptideos sem pontes dissulfeto descritas até 2005 *

13 BP

21 BP

34 UN

41 AM, HL
45 AM, IM, HL
47 AM

44 AM, HL
44 AM, IM, HL
44 AM

24 AM, HL
18 AM

13 UN

13 AM, HL
13 AM, HL
13 AM

37 UN

50 UN

(*) BP, peptideo potencializador de bradicinina; AM, peptideo antimicrobiano;
HL, peptideo hemolitico; IM, peptideo modulador de resposta imune, e UM, peptideo sem
fungdo conhecida. Modificado de Zeng e colaboradores (2005).
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Figura 4. Classificacdo simplificada para os peptideos sem ponte dissulfeto, com base em suas atividades
farmacoldgicas e similaridade de comprimento dos peptideos. Gaps foram introduzidos para melhorar o
alinhamento. Residuos de aminoécidos idénticos sdo destacados em preto, os residuos comuns apenas para os
membros parciais da subfamilia estdo destacados em cinza. O Peptideo T isolado de Tityus serrulatus
(FERREIRA et al., 1993), Peptideo K12 isolado de B. occitanus (MEKI et al., 1995), Bs10 isolado de B.
sindicus (ALI et al., 1998), Pandinin 1 ¢ 2 isolados de P. imperator (CORZO et al., 2001), Hadrurin isolado de
H. aztecus (TORRES-LARIOS et al., 2000), IsCT e IsCT2 isolados de O. madagascariensis (DAI et al., 2001),
Parabutoporin isolado de P. schlechteri, Opistoporin 1 e 2 isolados de O. carinatus (VERDONCK et al., 2001;
MOERMAN et al., 2002) ¢ BmKbpp, BmKnl, BmKn2, BmKal, BmKa2 ¢ BmKbl1 isolados de B. martensii
(ZENG et al., 2000; ZENG et al., 2001; ZENG et al., 2004).

A maioria dos NDBPs de escorpides sdo anfipaticos e cationicos, como IsCT, IsCT2,
BmKnl, BmKn2, BmKbpp, BmKb1, Pandinin 1, Pandinin 2, Opistoporin 1, Opistoporin 2,
Parabutoporin e Hadrurin. BnKnl, BmKn2 e BmKbl1, IsCT e IsCT2 contém uma regido o-
hélice, residuos 2-11, 2-11 e 2-16, respectivamente, e duas regides random coiled flexiveis
(ZENG et al., 2004). Parabutoporin apresenta estrutura o -hélice nos residuos 6-35
(MOERMAN et al., 2002). Opistoporin 1 e 2 contém duas regides a-hélice, residuos 3-14 e
20-39, separado por uma regido random coiled (WNSEP) (VERDONCK et al., 2000).
Modelos para Parabutoporin e Opistoporin 1 foram confirmados por estudo de dicroismo
circular (ZENG et al., 2000). BmKal BmKa2 sdo peptideos altamente acidos: BmKal ¢
composto por 100% de estrutura coiled coil, ao passo que BmKa2 contém trés regides
helicoidais aleatdrias separadas por duas curtas regides a-hélice (ZENG et al., 2004). O
Peptideo T é um peptideo com uma estrutura altamente hidrofilico e estrutura 100% coil
coiled. O Peptideo K12 contém uma estrutura de a-hélice na sua regido N-terminal e estrutura
em coil coiled em sua por¢do C-terminal. Ja o Peptideo Bs10 apresenta estrutura secundaria
unica, composta de 25% oa-hélice, 37% folhas- ¢ 38% de estrutura coil coiled revelada por
dicroismo circular (ALI et al., 1998).
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2.3 Analise protedmica de venenos de escorpiio

Como nas décadas de 60 a 80, o sequenciamento de proteinas era uma técnica de
dificil acesso, vdarias toxinas foram purificadas, mas poucas foram sequenciadas
completamente ou parcialmente. Recentemente, abordagens protedmicas tém sido
empregadas no estudo de venenos de escorpido (PIMENTA et al., 2001;. GOUDET et al.,
2002; PIMENTA et al., 2003; BATISTA et al., 2007; BORGES e ROJAS-RUNJAIC, 2007;
SCHWARTZ et al., 2007; BRINGANS et al., 2008) ¢ demonstram uma variedade de toxinas
distintas.

O perfil protedmico do veneno do escorpido Tityus serrulatus por Pimenta e
colaboradores (2001) foi realizado por meio da separagdo do veneno primeiramente por
cromatografia de exclusdo molecular resultando em duas fragdes principais. Cada uma dessas
fragdes foi submetida a MALDI-ToF, LC-ESI-MS e LC-MALDI-ToF para aquisi¢do de
dados de fingerprint. Uma das fragdes correspondeu a 90% do veneno e foi caracterizada
como contendo compostos de massa molecular entre 6500 e 7500 Da, sendo toxinas de cadeia
longa, principalmente toxinas que atuam sobre canais de fons Na'. A segunda fracio (10% do
veneno bruto) apresentou compostos de massa molecular entre 2500 e 5000 Da, sendo
composta por toxinas que atuam sobre canais de fons K e outros peptideos desconhecidos.

A andlise das proteinas do veneno do escorpido Tityus stigmurus foi realizada por
meio do fracionamento por cromatografia liquida de fase reversa (HPLC) e os componentes
foram analisados por ESI-MS em espectrometro de massas do tipo ion trap. Uma centena de
componentes distintos foram detectados, com massas moleculares variando entre 216.5
€44.800 Da. Quinze novos componentes foram isolados e sequenciados, como por exemplo, a
toxina Tst-3 (semelhante as toxinas que atuam sobre canais de ions Na"), Tst-17 (semelhante
a Tcl que age sobre canais paraa K'), TstBKTx (um peptideo com sequéncia idéntica a de
TsTX-Kp, toxina anteriormente descrita para T. serrulatus) ¢ um peptideo rico em prolina
defuncdo desconhecida. Além disso, foram identificadas e parcialmente sequenciadas as
proteinas hialuronidase e lisozima (BATISTA et al., 2006).

As hialuronidades constituem um grupo de enzimas que catalisam a degradacdo de
acido hialurénico, um polissacarideo encontrado principalmente na matriz extracelular dos
tecidos conjuntivos frouxos. E frequentemente referida como “fator de espalhamento™, pois
tem a capacidade de hidrolisar acido hialurdnico e sulfato de condroitina A e C, facilitando a
difusdo de toxinas através dos tecidos da vitima da ferroada. Em veneno de escorpido a

enzima foi descrita pela primeira vez em 1977 por Possani e colaboradores no veneno de T.
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serrulatus. Em 2001, Pessini e colaboradores isolaram a enzima por cromatografia de troca-
ionica em CM-celulose.

Outra classe de proteina descrita para veneno de escorpido sdo as proteases,
encontradas em muitos venenos de outros grupos animais. Almeida e colaboradores (2002)
descreveram proteases com atividade gelatinolitica em veneno de T. Serrulatus e T. bahiensis
€ sugeriram que seriam serino proteases, uma vez que s6 o inibidor de protease do tipo PMSF
inibiu a atividade proteolitica dessas proteases. Segundo Martin-Euclaire e colaboradores
(1994) essas proteases podem estar envolvidas no processamento pos-traducional de toxinas
do veneno, sugerindo que alguns precursores da peconha de T. serrulatus podem sofrer
modificagdes pos-traducionais por proteases, como as exopeptidases.

Em sintese, dez perfis protedmicos sdo conhecidos: seis pertencentes a espécies
Sulamericanas, do género Tityus (Tityus serrulatus (PIMENTA et al., 2001), Tityus
cambridgel (BATISTA et al., 2004), Tityus costatus (DIEGO GARCIA et al., 2005), Tityus
pachyurus (BARONA et al., 2006), Tityus discrepans (BATISTA et al., 2006) ¢ Tityus
stigmurus (BATISTA et al., 2007)); quatro espécies do Velho Mundo do género Androctonus
(Androctonus crassicauda (CALISKAN et al., 2006) e Androctonus mauretanicus
(OUKKACHE et al., 2008)) ¢ Opisthacanthus cayaporum (SCHWARTZ et al., 2008) e
Liocheles australasiae (MIYASHITA et al., 2007).

2.4 Nomenclatura de toxinas escorpionicas

Devido a falta de uniformidade na nomenclatura destas toxinas, uma enorme gama de
nomes ¢ simbolos foi criada por autores que muitas vezes adotaram diferentes nomes e
simbolos para a mesma toxina ou, ainda pior, o mesmo nome para diferentes toxinas. Por
exemplo, o termo tityustoxin-I (TsTX-I) foi utilizada por Toledo e Neves (1976) para nomear
uma toxina isolada do veneno do escorpido T. serrulatus, enquanto que o nome Tityustoxin
(TsTX) foi mais tarde utilizada por Coutinho Netto e colaboradores (1980) para uma nova
toxina isolada a partir deste mesmo veneno. Sampaio e colaboradores (1991) propuseram uma
nomenclatura baseada no artigo de Toledo e Neves (1976), ou seja, TsTX seguido de um
algarismo romano, para posterior toxinas isoladas, reunindo sob nomes individuais das
toxinas mostraram ser idénticos. Mais tarde, o grupo de Possani (BECERRIL et al., 1996),
adotou uma nomenclatura semelhante para as toxinas de T. serrulatus, mas, a fim de abreviar
o nome, utilizou as primeiras letras do nome cientifico do escorpido e um nimero consecutivo
(Tsl, Ts2, etc). Cada numero consecutivo refere-se a uma toxina especifica. Embora estas

iniciativas tenham sido tomadas, a nomenclatura para as toxinas escorpidonicas permanece
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ainda complexa e bastante confusa. Um quadro geral das principais toxinas descritas e
elucidadas para o veneno de T. serrulatus, suas diversas denominag¢des, sequéncia de
aminoacidos, cdédigo de acesso, referéncia bibliografica e sua classificacdio podem ser
visualizados na Tabela 3. As toxinas estdo organizadas segundo proposto por Cologna e
colaboradores (2009).

Em 2009, Tytgat e colaboradores propuseram uma nomenclatura para proteinas e
peptideos que atuam em subfamilias-a de canais de potassio (a-KTx). A nomenclatura
proposta baseia-se no alinhamento dos residuos de cisteinas e/ou outros residuos altamente
conservados, assim como na analise da arvore filogenética para estas sequéncias pelo principio
de maxima parcimonia. A partir destas caracteristicas criou-se uma nomenclatura para as 12
subfamilias de a-KTx. A nomenclatura proposta pareceu solucionar as diversas redundancias
existentes entre estas subfamilias em termos da mesma toxina possuir diversos nomes, porém a
nomenclatura ndo ¢ aplicavel as outras classes de toxinas escorpidnicas, ja que os pardmetros
utilizados ndo permitiriam a distingdo entre toxinas que atuam em canais de sodio e de
potassio, por exemplo.

Um painel geral das principais toxinas ja descritas para o escorpido T. serrulatus pode

ser visualizada na Tabela 2.
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3. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas ¢ um dos métodos mais precisos, rapidos e confidveis
disponiveis para determinar as massas atdmica e molecular de analitos com alta precisdo em
uma unica medi¢do. O grande avango da espectrometria de massas ocorreu a partir da década
de 80 com o desenvolvimento das técnicas MALDI e ESI por Hillenkamp e Fenn,
respectivamente (GOLDSTEIN, 1886; JOHNSTONE, et al.,, 1996). Sendo assim, a
espectrometria de massa ¢ um poderoso método analitico que tem sido empregado
amplamente no estudo de proteinas por ser um método de determinag@o precisa de massas

molares de forma muito precisa em experimentos rapidos (CUNHA, 2006).

3.1 Espectrometria de Massas Seqiiencial (MS/MS)

A espectrometria de massas in tandem, ou também chamada de MS/MS, envolve
multiplos passos de espectrometria de massas com alguma forma de fragmentacdo entre dois
estagios. Diferentes estagios de separacdo de moléculas podem ser realizados por meio de
elementos individualizados, sendo, portanto separadas no espago (tandem in space) ou
podemos ainda ter um espectrometro de massas inico com passos de MS separados no tempo
(tandemin time).

Sendo assim, a Espectrometria de Massas Seqiiencial (MS/MS) de peptideos envolve a
fragmentacdo dessas moléculas e a posterior andlise de sua seqiiéncia de aminoacidos. Para a
analise de peptideos sdo realizados processos de ionizagdo e fragmentacdo por meio de
Dissociagdo Induzida por Colisdo (Collision Induced Dissociation — CID) (TABB et al.,
2003), embora outros métodos de fragmentacdo como Electron Capture Dissociation (ECD) e
Electron Transfer Dissociation (ETD) (SYKA et al., 2004) também tem sido desenvolvidas.

Os espectrometros de massas mais utilizados para esse tipo de analise, geralmente,
possuem mais de um analisador de massas e de diferentes tipos, como por exemplo, no caso
dos equipamentos hibridos contendo um analisador do tipo Quadrupolo e um Time of Flight
(denominado Q-ToF), ou ainda lon Trap combinado com Time of Flight (IT-ToF). Nestes
casos, os primeiros analisadores de massas isolam o ion alvo dos demais presentes na
amostra. O ion selecionado e seus fragmentos passardo para o segundo analisador de massas,

onde serdo separados de acordo com sua razdo massa carga (m/z) e levados ao detector.
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4. PEPTIDOMICA

O termo “Peptidomica” foi introduzido em 2001 (CLYNEN et al 2001), e ¢ definido
como a tecnologia para a descri¢do qualitativa e quantitativa de peptideos de uma
determinada amostra biologica (SCHULZ-KNAPPE et al 2001), compreendendo o estudo de
todos os peptideos sintetizados por uma célula, 6rgio ou organismo (CLYNEN et al 2003).

Sabe-se que peptideos tém um papel fundamental para todas as fungdes do corpo nos
seres humanos. Foi reconhecido que uma deficiéncia ou um excesso de peptideos esta
diretamente relacionado com o surgimento e a progressdo de doengas. Hoje, os peptideos sdo
ferramentas de pesquisa indispensaveis nas ciéncias da vida e muitas vezes representam
candidatos a drogas em sua forma natural, podendo ainda ser modelos para a concepcdo de
peptideos modificados e/ou peptideos miméticos que apresentem melhores perfis
farmacoldgicos (ADERMANN et al., 2004). Paralelamente a isso, tornou-se Obvio que
peptideos bioativos sdo processados a partir dos seus precursores ribossomais sintetizados por
uma maquinaria de enzimas complexas, e as pequenas alteragcdes na estrutura primaria podem
alterar drasticamente a afinidade e a seletividade do alvo (ADERMANN et al., 2004).

Desde a década de 1970, uma riqueza de peptideos foi descoberta e investigada e este
fluxo parece estar longe de terminar. Na ultima década a descoberta de novos peptideos se
beneficiou de tecnologias integradas que evoluiram durante o desenvolvimento de abordagens
peptidomica e protedmica. Para a identificacdo estrutural de peptideos em amostras bioldgicas
complexas, novas tecnologias surgem a fim de aperfei¢oar os métodos ditos cléssicos
(SCHULZ-KNAPPE et al., 1997). O sucesso das analises atuais ¢ oriundo principalmente de
instrumentos altamente sofisticados que permitem a descoberta de peptideos mesmo na faixa
de pico molar. Além disso, novos métodos de bioinformdtica, como o algoritmo de
agrupamento probabilistico para a interpretacdo de espectros e algoritmos aprimorados para
pesquisa de banco de dados permitem o rapido reconhecimento de diferengas significativas
entre conjuntos de numeros grandes de amostras contendo varios gigabytes de dados
(WITTKE et al., 2004).

Peptideos biologicamente ativos foram descobertos a partir de uma ampla variedade
de organismos, do reino animal ao vegetal. Exemplos ilustram as fontes de novos peptideos,
as ferramentas utilizadas para a sua identificacdo e caracterizagdo, e o espectro de atividade, o
qual representa sua potencial aplicacdo (Figura 5) (ADERMANN et al., 2004). Métodos de

separacdo, analise e identificacdo serdo discutidos posteriormente.
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Na Figura 5 estd representado o mecanismo geral utilizado para a descoberta de
peptideos biologicamente ativos. Naturalmente, os precursores peptidicos sdo sintetizados por
ribossomos e processados em peptideos maduros. Além disso, os peptideos podem também
ser originados pela clivagem de proteinas. Depois de extraidos dos diversos compartimentos
de um organismo, um conjunto de peptideos ou fragdes é examinado experimentalmente para
uma determinada atividade bioldgica. Em seguida, as fracdes que apresentaram alguma
atividade bioldgica sdo investigadas em termos estruturais por espectrometria de massas €
métodos cromatograficos. Peptideos identificados s@o investigados quanto a sua importancia
fisiolégica e fisiopatologica, e servem como pistas para aplicagdes terapéuticas,
biotecnoldgicas ou de diagnostico. Conhecimentos das propriedades estruturais e bioldgicas
podem ser usados para a busca em banco de dados, para identificar peptideos correspondentes
ou, alternativamente, para a concepg¢do de peptideos miméticos (NICOLAS et. al, 2003).

Tal como acontece com a identificacdo de qualquer outra molécula, conhecer a massa
molecular de um peptideo ¢ um passo fundamental no processo de identificagdo (JONSSON
2001; KARAS et al., 1988). Em muitos casos, no entanto, a complexidade da amostra em
termos de espécies de peptideos requer elevado grau de separacdo antes da andlise por
espectrometria de massa. Como em proteoma, a tecnologia de identificacdo de peptideos ¢ a

espectrometria de massa.

4.1 Estratégias para o estudo e a caracterizaciio de peptideos

A caracterizacdo de peptideos nas células, tecidos e fluidos corporais apresenta um
enorme numero de desafios. Entre esses desafios esta a capacidade analitica para identificar e
quantificar os peptideos em amostras bioldgicas complexas, que podem conter centenas de
milhares de espécies potencialmente detectaveis numa unica amostra. Um segundo grande
desafio ¢ trabalhar com a quantidade de amostra disponivel, tais como uma biopsia clinica ou
venenos animais. Diferentemente do que temos na gendmica, na protedmica e peptidomica as
amostras ndo sdo passiveis de amplificagdo e a capacidade de medir analitos em amostras
pequenas ¢ fortemente regulada pela sensibilidade da técnica analitica (XIE et al., 2012).
Compondo estas questdes estdo as propriedades heterogéneas e dinamicas do

proteoma/peptidoma que desafiam a velocidade analitica.
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Figura 5. A descoberta de novos peptideos biologicamente ativos. Modificado de NICOLAS et al., 2003.

Para se chegar a sequéncia de peptideos contamos basicamente com duas estratégias
(Figura 6). Na estratégia off-line, os peptideos sdo extraidos e submetidos a cromatografia
liquida de alta performance sob fase reversa (HPLC) sob gradiente de acetonitrila/dgua e cada
uma das fragdes geradas ¢ coletada, concentrada e entdo submetida a espectrometria de
massas para aquisi¢do de dados de MS e MS/MS. Ja na estratégia on-line, os peptideos sdo
extraidos e diretamente injetados em um cromatografo acoplado a um espectrometro de
massas. Desta forma, os peptideos podem ser separados por cromatografia unidimensional,
por exemplo, RPLC, ou por cromatografia multidimensional, como por exemplo, troca idnica

e depois RPLC, e entdo detectados no analisador de massas e sequenciados.
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Figura 6. Estratégias aplicadas ao estudo e caracterizagdo de peptideos.

4.2 Fragmentacio de peptideos

Atualmente CID ¢ a abordagem mais aplicada nos espectrometros de massas
comercialmente disponiveis e seu principio se baseia na colisdo de um ion com um atomo
neutro ou molécula na fase gasosa, como hélio ou argdnio com subsequente dissociagdo do
fon.

Comumente, espectros de massas que contém informagao de fragmentacao de digestos
de proteinas ou mesmo de fragmentos peptidicos sdo utilizados como dados a serem
analisados por ferramentas de bioinformética e sdo lancados em bancos de dados a fim de se
chegar a identificacdes das moléculas de estudo. Quando se trata de moléculas inéditas esses
dados podem ser analisados por softwares de desconvolucdo e os resultados obtidos sdo
acurados manualmente permitindo que novas moléculas sejam descritas. Este procedimento
pode também ser realizado totalmente de forma manual a partir do estudo e de célculos
baseados no esquema proposto por Roepstorff e Fohlman (1984) — Figura 7, sendo necessario

o0 uso de mao-de-obra qualificada e treinada, além de enorme demanda de tempo.
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Figura 7. Estrutura quimica geral de um peptideo apresentando as possibilidades de fragmentacdo, com a
nomenclatura proposta por Roepstorff e Fohlman (1984) dos fragmentos formados de vido a transferéncia de

energia para o peptideo; ions formados sdo enumerados a partir do lado N-terminal.

O esquema ¢ utilizado como forma de representacdo dos possiveis fragmentos
peptidicos que surgem em espectros de massas obtidos por analise in tandem. Desta forma,
ions sdo denominados por -a, -b ou -C se a carga for mantida no lado N-terminal e,
denominados -X, -y ou -Z se a carga for mantida no lado C-terminal. O indice indica o nimero
do residuo de aminodcido do fragmento em questao.

Embora a clivagem no esqueleto peptidico seja mais comum e a mais util para o
sequenciamento e a identificacdo de ions fragmento outros tipos de clivagem podem ser
observados sob condigdes de alta energia de dissociag@o. Estas incluem a perda de ions da
cadeia lateral -d, -v, -w e ions imdnio, além de ions adicionais especificos da sequéncia de
fragmentos especificos associados com residuos de aminoacidos.

Apesar da determinagdo da seqiiéncia de aminoacidos num peptideo ser possivel por
meio do simples célculo da diferenga de massa entre picos vizinhos em uma série de ions, tal
trabalho ¢ bastante dificil devido a uma séries de fatores, dentre os quais se pode citar o
conjunto de fons fragmento esperado pode ndo estar presente na integra, ou em outras
palavras, pode haver a auséncia de alguns ions das séries -b e -y; alguns fragmentos podem
sofrer rearranjos internos e subseqiiente fragmentacao

Os fatores que controlam a forma como as ligagdes ocorrem, ou seja, o caminho pelo
qual cada molécula sofre fragmentagdo, ainda ndo estd totalmente compreendido. No entanto,
sabe-se que a fragmentacdo ¢ dependente de quao facilmente os protons podem migrar para
varios nitrogénios em cadeias de amidas peptidicas. Desta forma, os locais que sdo mais
facilmente protonados sdo mais facilmente clivados. Também parece haver um papel na
estabilizacdo de cargas positivas por cadeias laterais dos aminodcidos acidos. Assim, as
clivagens adjacentes aos residuos de glutamato ou aspartato frequentemente dao origem a ions
fragmento intensos. Quando os ions de peptideos ganham energia durante as colisdes, a

energia de fragmentagdo ¢ dividida entre diversas vias concorrentes. Clivagens faceis podem
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diminuir as contribui¢des de clivagens que exijam maior energia para fragmentagdo e alguns
ions fragmento apresentam-se com baixa intensidade ou ausentes.

E importante notar que algumas clivagens de fons multicarregados produzem também
um ion-produto multicarregado. Quando isso ocorre pode ocorrer confusdo na interpretagdo
dos espectros, sendo que para que qualquer sequenciamento seja realizado € necessario
promover a desconvolu¢io de todos os fons para a forma monoprotonada [M+H]"; por
exemplo, fons que possuam carga +2, i.e. [M+2H]*", devem ter sua massa multiplicada por
dois e subtraida de uma unidade, para entdo passarem a ter seu valor de myz correspondente a
[M+H]". Alguns fragmentos podem também sofrer rearranjo neutro de hidrogénios durante a
fragmentacdo. Assim, o somatdrio destes fatores pode induzir a atribuig@o errada das séries de
ions, tornando a interpretacdo do espectro bastante desafiadora.

Além disso, € necessario levar em conta a presenga de aminoacidos isdbaros, tais
como leucina (L) e isoleucina (I), e de aminoacidos que diferem em massa apenas apds a
segunda casa depois da virgula, como ¢é o caso de glutamina (Q) e lisina (K).

No primeiro caso, apesar de leucina e isoleucina serem isobaros, suas cadeias laterais
sdo diferentes, e a clivagem desta cadeia lateral gera residuos de aminoacidos com diferentes
relagdes massa/carga (M/z) (séries -d e -w) (Figuras 8a e 8b), permitindo a diferenciagdo entre
os dois residuos de aminoécido na sequéncia peptidica. Ja a diferenciagdo entre os residuos
de (K) e (Q) pode ser feita por meio do uso de reagdo de derivatizacdo, por exemplo, pela
acetilicdo da lisina por reagdo com anidrido acético; a cadeia lateral do residuo de glutamina
ndo ¢ susceptivel a reagdo com o anidrido acético (Figura 9). Desta forma, caso o aminoacido
presente na sequéncia seja a lisina e ndo a glutamina sera observada o acréscimo de 42 Da na
massa do peptideo em questdo. Quando na presenga de mais de uma ambiguidade para estes
dois residuos de aminodcidos, a aquisi¢do de espectros de MS/MS serd necessaria, € a
reinterpretagdo dos dados devera ser feita. Além disso, como a diferenca de massa ¢ 0,03638
u, ela pode ser utilizada para diferenciar (K) e (Q) se um espectrometro de alta resolugdo for

utilizado, tais como Q-ToF, Orbitrap ¢ FT-ICR.



Ions relacionados com a
sequencia

fons satélites
Residuo de isoleucina esta duplamente substituido no B-carbono, de modo
que a perda da cadeia lateral pode dar origem a dois ions de estrutura
diferente.
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Figura 8a. Resolvendo a ambiguidade isoleucina/leucina por meio do uso de CID; formagio de séries —d e —w.

)

an

Figura 8b. (I) Mecanismo de racionalizagdo da formagdo de ions -d, via intermédio de (a, + 1). (II)
Fragmentacdo secundaria de ion -Z para produzir ion -w de um peptideo que contém (a) residuo de leucina e (b)
residuo de isoleucina.
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N-terminal

Anidrido acético

N-terminal
acetilado

Lisina acetilada

Figura 9. Derivatizag@o: acetilacdo do N-terminal e dos residuos de lisina (K).

4.2.1 Pontes dissulfeto

Faz-se necessario também, observar a presenga de residuos de cisteinas. O grupo
sulfidrico da cisteina é reversivelmente oxidado. A oxidagcdo de duas moléculas de cisteina
produz uma molécula que contém uma ponte dissulfeto (Figura 10). A sintese de cistina ¢
realizada ap6s a incorporagdo da cisteina as proteinas exerce importante papel na
estabilizacdo da conformagdo proteica. A ligacdo covalente pode ocorrer entre cisteinas de
uma unica cadeia polipeptidica formando um anel ou entre cadeias separadas para formar

pontes intermoleculares.

Figura 10. Formagdo de cistina a partir da oxidacdo de duas moléculas de cisteinas. Produto apresenta ponte

dissulfeto.
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Para a andlise por espectrometria de massas, os peptideos devem ter essas pontes
dissulfeto rompidas por acdo de um agente redutor (geralmente ditiotreitol — DTT), tornando a
molécula linear e permitindo a fragmentagdo dos residuos de aminodcidos e correta
interpretacdo dos dados obtidos a partir do espectro. Para tal, a reacdo de redugédo (quebra da
ponte dissulfeto) ¢ acompanhada do aumento de duas u.m.a em decorréncia do acréscimo de
dois atomos de hidrogénio; em seguida se realiza a carboximetilacdo ou carbamidometilacao
dos grupos tiodis - caracterizado pelo aumento de 58 u.m.a para cada grupo tiol envolvido na
reagdo; geralmente isso resulta no aumento de 116 u.m.a em decorréncia do acréscimo de dois
grupos carboxi-metil. Essas reagdes sdo utilizadas para bloquear os residuos de cisteina e
prevenir que as pontes dissulfeto voltem a se formar (Figura 11). A reagdo ¢ normalmente
utilizada apds as andlises de sequenciamento de proteinas e peptideos, suspeitos de
apresentarem residuos de cisteina em sua composi¢cdo, tornando o seqiienciamento mais
compreensivel (STARK 1965; LIPPINCOTT e APOSTOL 1999).

A reagdo de reducdo pode ser realizada com solu¢do de 50 mM de Ditiotreitol (DTT) a
40°C por 30 minutos. Apds esse procedimento, realiza-se reacdo de carbamidometilagdo com

solucdo de 100 mM de Iodoacetamida (IAA).

Peptideo hipotético
de m/z 1000

Reacdo de Reducdo
Redugio \l/

Aumento de duas unidades de
massa referentes a incorporagio H  Formagio do grupo tiol
de 2H™: myz 1002 s (-SH) por agdo redutora

Residuo de cisteina

Residuo de aminoacido
(exceto cisteina)

Ponte dissulfeto

v @ @

CM Carboximetilagdo do
g grupo tiol

Reacio de Carbamidometilacdo Carbamidometilagio \l/

e R ———

Aumento de 116 unidade de
massa referentes a incorporag@o
de 2CM: m/z 1116

Figura 11. Esquema mostrando o aumento de massa apds cada evento das reacdes de reducdo e alquilagdo de
uma molécula peptidica hipotética.

4.2.2 Residuo da posicdo C-terminal: acido ou amida

Ainda com relagdo a compreensdo das sequéncias peptidicas, a observacgdo do residuo
C-terminal ¢ de fundamental importancia para a caracterizagdo estrutural e funcional dessas

moléculas. Observa-se na natureza que muitos peptideos que possuem seu lado C-terminal
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amidado, ao invés de C-terminal acido; a amidacdo do residuo C-terminal ¢ considerada uma
modificagdo pds-traducional.

Ao interpretarmos um espectro de massas precisamos avaliar se o residuo da posi¢do
C-terminal esta na forma 4cida (-OH) ou amidada (-NH;). Uma maneira de se ter certeza a
respeito disso ¢ sintetizar os peptideos com diferentes combinagdes nas posi¢des terminais. O
tempo de retengdo para cada peptideo sintético € obtido em cromatografia de fase reversa sob
elui¢do isocratica. Ou ainda, pode-se fazer uma mistura contendo o peptideo natural e as duas
formas sintéticas (com os respectivos residuos C-terminais amidado e 4cido,
respectivamente). A Figura 11 ¢ um bom exemplo de como a resolu¢do do residuo C-terminal
pode ser obtido a partir da sintese de peptideos com diferentes formas em seu residuo C-
terminal (DOHTSU et al., 1993).

A espectrometria de massas in tandem tornou-se fundamental no sequenciamento
peptidico, sendo o estado de arte na abordagem de sequéncias de peptideos. No entanto, a
interpretagdo dos dados/espectros ¢ trabalhosa e lenta, exigindo o uso de ferramentas

avangadas de bioinforméatica ou mesmo o trabalho manual do pesquisador.

4.3 LCMS-IT-ToF

O processo de fragmentagdo MS/MS, em equipamentos do tipo triplo quadrupolo ¢
muito diferente do que ocorre em equipamentos do tipo ion trap. Os fragmentos em triplo
quadrupolo sdo produzidos por colisdes com um gas, tipicamente argdnio. Ocorre entdo uma
cascata de colisdo ou chamado, fragmentagdo em multiplo passo. Peptideos, em geral,
necessitam de mais energia para ter suas ligacdes dissociadas quando comparados com
pequenas moléculas e a fragmentagdo resultante tende a gerar um grande numero de ions
produto e, assim, baixa abundancia relativa.

Em contraste, os ions produtos gerados em um ion trap sdo formados através da
aplicacdo de uma frequéncia de excitagdo ressonante correlacionada com uma massa-carga
(m/z) do ion precursor que ¢ entdo fragmentado por colisdes com o gds na “armadilha de
ions”. Isto tipicamente proporciona uma fragmentag¢do de passo Unico, uma vez que os ions
produto tém massas diferentes em relagdo ao ion precursor, estando em frequéncia de
excitacdo diferente e sofrendo menos colisdes adicionais. Além disso, quando comparamos
analises em modo CID para triplo-quadrupolos e ion trap, observamos que os ion trap tem
maior eficiéncia de fragmentacdo, sele¢do e transmissdo dos ions produto para o detector.

lon traps podem acumular ions, bem como os lancar para detec¢do. Intervalos de

tempo de armazenamento permitem que os ions possam ser fragmentados, detectados e
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classificados. Além disso, para que a nuvem de ions nao se dissipe ou colida com as
superficies do analisador de massas, existem campos adicionais que guiam os ions ao longo
de trajetorias complexas em um espaco relativamente pequeno. A partir disto, podemos
distinguir os diferentes tipos de ion traps, havendo diferentes abordagens para a formagdo
destas forgas. Espectrometros do tipo ion trap - quadrupolo (linear e 3D) utilizam campos
eletrostaticos e potenciais de campos elétricos de radiofrequéncia, enquanto que o Orbitrap
opera com campos eletrostaticos (armadilha Kingdon).

O primeiro ion trap disponibilizado foi baseado em um sistema 3D que ¢ composto
por dois eletrodos hiperbdlicos voltados um para o outro e separados por um eletrodo
hiperbdlico em anel. Um gés, tal como hélio, € introduzido para arrefecer os ions, e as tensdes
de RF e DC sdo aplicados aos trés eletrodos. A varredura de massa ¢ efetuada pelo aumento
da amplitude da voltagem para ejetar ions. A capacidade de ion traps 3D ¢ limitada. Por isso,
ion traps lineares sdo hoje mais comumente aplicados em laboratorios de pesquisa. Estes
sistemas permitem prender um maior nimero de ions. Esses equipamentos (GROSS, 2004)
sdo constituidos por trés conjuntos de barras de quadrupolo nos quais as tensdes DC e RF sdo
aplicadas radialmente constrangendo os ions do segundo conjunto de hastes e os potenciais
sdo aplicados aos eletrodos da extremidade para restringir os ions axialmente.

A sequéncia de operagdo no IT/MS comeca com a inje¢do de um pulso de elétrons
para dentro da cdmara para ionizar a amostra gasosa. O eletrodo de anel ¢ mantido a baixa
amplitude de RF para manter confinados todos os ions formados durante o pulso de ionizag3o.
A amplitude RF ¢ aumentada, e ions de massas cada vez maiores sdo sequencialmente
ejetados da cdmara e detectados por um multiplicador de elétrons.

Um dos parametros mais importantes na opera¢do do ion trap ¢ a pressdo do gas de
colisdo. Colisdes dos ions com o gas inibem a trajetoria dos ions em dire¢do ao centro do ion
trap (controle da trajetdria), gerando melhor resolucdo e sensibilidade.

Quando um ion trap ¢ acoplado a um analisador de massas do tipo time of flight (ToF)
temos a combinagdo das capacidades de armazenamento do ion trap com as relativamente
altas capacidades de velocidade, resolugdo e alta massa de um ToF, potencialmente,
produzindo um instrumento hibrido com recursos exclusivos. Um exemplo desta configuracao
¢ o LCMS-IT-ToF (Shimadzu) (Figura 12) que ¢ um espectrometro de massa hibrido que
possui inumeras aplicagdes dentre elas: a descoberta de biomarcadores, a identificacdo de
metabolitos e pesquisa em saide humana, sendo ideal para aplicagcdes em medicina forense,
desenvolvimento de medicamentos e quimica ambiental. O acoplamento da ionizacdo a

pressdo atmosférica com as tecnologias de lon-Trap (IT) e Time-of-Flight (ToF)
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proporcionam elevada precisdo de massa e alta resolugdo de massa (10.000 até 1000 m/z). O
equipamento foi projetado para maximizar a sensibilidade e a seletividade através da
otimizag@o do transporte de ions para o analisador ToF e pela redefinicdo da capacidade do

ion trap quadrupolar.

Octapolo ToF

Focalizador

de ions Ton Trap

Figura 12. LCMS-IT-ToF: acoplando ionizagdo a pressdo atmosférica com as tecnologias de Ion Trap (IT) e
Tempo de voo (ToF), permite obter alta exatiddo de massa e alta resolugdo (10.000 a 1000 m/z) em todos os
modos MS. Disponibiliza a capacidade de MSn (MS/MS, MS/MS/MS, MS/MS/MS/MS.) utilizando o método de
ion-trap e também a capacidade de realizar medigdes de massa de alta resolugdo e alta precisdo utilizando o

método TOF.

Instrumentos ion trap proporcionam uma vantagem significativa sobre muitos dos
outros instrumentos. fons podem ser armazenados indefinidamente e multiplos estagios de
fragmenta¢do (MS") podem ser realizados "in-time" para fornecer informagio estrutural, ndo

sO sobre o ion molecular, mas também em ions-fragmento.
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5. VENOMICA APLICADA AO ESTUDO DE PEPTIDEOS

Pode-se definir que animal peconhento, é aquele que possui glandulas produtoras de
toxinas com dutos excretores, associados ou ndo a um aparato inoculador (FREITAS, 1991)
ou ainda aqueles que produzem injurias pela inoculagdo de toxinas através de um aparelho
especializado nessa fungao.

A partir desta defini¢do fica evidente a importancia do estudo de peconhas, ja que as
toxinas nelas presentes sdo de interesse significativo devido a sua capacidade para causar uma
vasta gama de condig¢des fisiopatologicas que pode, potencialmente, resultar em morte.

Em qualquer habitat hda uma competicdo por recursos, € todos os ecossistemas da
Terra contém organismos toxicos ou venenosos. Uma das técnicas mais fascinantes de
capturar presas ou de defesa ¢ o uso de venenos. Veneno representa uma caracteristica
adaptativa e ¢ um exemplo de evolucdo convergente (FRY et al., 2008, 2009). Ao longo dos
milhares de anos, a evolugdo promoveu elevados niveis de variacdo nas moléculas presentes
no veneno, as quais se caracterizam como parte de uma corrida predador-presa que permite
que o predador se adapte a uma variedade de presas diferentes, cada uma das quais mais
eficientes, gerando diferentes formulagdes do veneno.

Venenos mortais sdo cocktails, cada um compreendendo misturas unicas de peptideos
e proteinas naturalmente adaptados pela selecdo natural para atuar em sistemas vitais da presa
ou vitima. Toxinas encontradas no veneno sdo geralmente de pequeno tamanho, apresentando
uma gama de diversidade estrutural e funcional, além de serem capazes de exercer efeitos
multiplos sobre uma variedade de alvos moleculares, incluindo enzimas e canais i6nicos,
(MENEZ, 1998) sendo que no veneno de cada animal existe certamente mais de 100
diferentes compostos toxicos € ndo toxicos (proteinas e peptideos, bem como carboidratos,
lipideos, ndo toxicos e aminas) (WARRELL, 2010). Esta complexidade e o potencial t€ém sido
demonstrados através da aplicagdo de modernas tecnologias analiticas, que revelam que os
venenos sdo na verdade vastas bibliotecas combinatérias de peptideos.

Além de entender como venenos evoluem, um objetivo principal de projetos no campo
da vendémica ¢ obter uma visdo mais profunda do espectro de toxinas medicamente
importantes em venenos para descobrir pistas para resolver o enigma da eficacia médica de
venenos e de aprender a converter toxinas mortais em drogas que salvam vidas (MENEZ,

2002; MENEZ, 2006).
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5.1 A evolucao no estudo dos venenos

Até recentemente, as tarefas de um toxinologista envolviam a busca de toxinas
altamente tdxicas ou letais em venenos animais que poderiam explicar os efeitos nocivos dos
sintomas observados clinicamente. A maioria destas toxinas foi postas em evidéncia através
da observacdo dos fendmenos bioldgicos e geralmente guiada pelo isolamento ¢ a
caracterizacdo da molécula causadora. Desta forma, muitas toxinas foram purificadas por
causa de seu efeito observado (PIMENTA et al., 2005).

Estudos anteriores basearam-se em técnicas de baixa resolucdo de separagdo ndo
sendo possivel compreender a verdadeira complexidade dos componentes do veneno, uma vez
que apenas algumas das toxinas mais abundantes puderam ser purificadas e caracterizadas.
Um exemplo disto é que os estudos que envolviam o estudo dos componentes do veneno
utilizavam-se da técnica de SDS-PAGE 1D, e mostraram um numero limitado de bandas de
proteina, sendo que cada banda poderia conter mais de uma proteina. Além disso, peptideos
apresentando massa molecular <10 kDa ndo eram bem resolvidos e visualizados. Moléculas
pequenas como o0s peptideos e os compostos de baixa massa molecular ndo eram também
conhecidos, pois a espectrometria de massas ainda ndo possuia recursos suficientes para o
estudo de compostos com essas caracteristicas quimicas. Isto levou diversos autores a
concluir, erroneamente, com base em tais géis, que as proteinas ou os peptideos de maiores
dimensdes predominavam em certos venenos, ndo tendo assim uma visdo real da
complexidade de tais amostras. No entanto, as moléculas pequenas com micro-efeitos que nao
sdo facilmente visualizados foram relativamente negligenciadas ou pouco estudadas
(PIMENTA et al., 2005).

Esta situagdo mudou com o advento de técnicas com elevado grau de sensibilidade,
resolucdo e precisdo como a espectrometria de massa e as abordagens
protedmicas/peptidomicas utilizadas em toxinologia. Além do avango nas técnicas de
eletroforese, tivemos também o avango na transi¢cdo para separacdes cromatograficas liquidas,
outro eficiente método de separagdo, que mesmo com baixa poténcia resolutiva, como ¢ o
exemplo da filtragdo em gel, pode-se distinguir um nimero muito maior de espécies
moleculares. O advento de HPLC e, especialmente, de fase reversa (RP), resolveu o problema
de resolugdo, separando muitas espécies moleculares em uma unica corrida, permitindo assim
uma melhor resolu¢do dos picos cromatograficos. No entanto, a informagdo da massa
molecular ndo é gerada pelo HPLC sozinho, e estudos anteriores, ndo conseguiram assim

correlacionar a complexidade molecular do veneno com as familias estruturais ali presentes.
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Foi somente com o acoplamento dos cromatdgrafos aos espectrometros de massas que
o universo das toxinas ¢ dos mecanismos de agdo comegou a ser de fato preenchido ja que
tinhamos a partir disso grau de sensibilidades incriveis (em nivel de fentomol e nanomol)
somados a elevado poder de resolucdo na ordem de cinco casas decimais.

Vale lembrar que proteinas e peptideos sdo as espécies polares, ndo volateis e
termicamente instaveis que necessitam de uma técnica de ionizacdo que transfere um analito
para a fase gasosa sem degradacdo extensiva. Na década de 80 surgiram as ionizagdes ditas
ionizagdes suaves ou brandas ainda conhecidas como Soft ionization. Foi o surgimento das
fontes de ionizagdo do tipo MALDI e ESI. A partir disto, pequenos peptideos com atividades
bioldgicas “recém-exploradas™, tais como vasoativa, hormonais, antimicrobiana e outras
foram recentemente descobertas, ampliando o repertério conhecido de moléculas bioativas
encontradas em venenos animais (PIMENTA et al., 2005).

Para ilustrar este repertorio extraordindrio, Theakston e Kamiguti listaram mais de
2500 toxinas animais e outros produtos naturais que mostraram qualquer atividade bioldgica.
Este numero tende a aumentar bastante, uma vez que tem sido demonstrado que o nimero de
moléculas pode facilmente atingir 50-300 em cada veneno, apesar de muitos deles ainda ndo
serem conhecidos (BATISTA et al., 2005; SRINIVASAN et al., 2002).

E interessante notar que, entre o espectro de moléculas que podem ser encontradas em
venenos de animais, tém as suas ag¢des a nivel molecular relacionadas com receptores e
enzimas, as quais constituem as duas principais classes de alvos para a acdo de drogas
(SWINDELLS et al., 2002). Além disso, muitos dos produtos farmacéuticos em todo o
mundo sdo produtos naturais ou analogos sintéticos e semissintéticos de produtos naturais
(MYLES, 2003).

Frequentemente, pequenos peptideos sdo representados em concentragdes muito
baixas no veneno de artrépodes e € uma tarefa desafiadora obter material suficiente para ser
analisada por técnicas analiticas convencionais. Com modernas plataformas analiticas,
quantidades muito pequenas de matéria-prima sdo necessarias para se chegar ao perfil de um
dado veneno, podendo se conhecer os peptideos de sequéncias pequenas por meio de uma
combina¢do de cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massa (LC/MS) e
cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massa in tandem (LC-MS/MS). Além
disso, a sintese quimica destes peptideos permite uma melhor caracterizagdo das suas

atividades biologicas (PIMENTA et al., 2005).
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5.2 Estratégias para o estudo de peptideos em venenos animais

Por se tratar de amostras altamente complexas, os venenos sdo de dificil estudo sendo
necessario o uso de estratégias refinadas e bem elaboradas, além de equipamentos de elevada
sensibilidade, assim como técnicas eficientes de separacdo. Um fluxograma geral das
principais abordagens e estratégias utilizadas no estudo de peptideos de venenos pode ser

visualizado na Figura 13.

Figura 13. Fluxograma geral de estratégias metodoldgicas aplicadas ao estudo de peptideos em venenos animais
para a busca por moléculas bioativas. Modificado de PIMENTA et al., 2005.

O sequenciamento de novo por MS/MS tornou-se uma das principais técnicas
analiticas para superar as dificuldades, tanto na coleta de matéria-prima quanto no isolamento
de peptideos. Por meio desta técnica, por exemplo, Konno e colaboradores (2001), utilizando
apenas dois reservatorios de veneno da vespa solitaria Cyphononyx dorsalis conseguiram
obter duas novas sequéncias de peptideos (Cd Cd-125 e-146), além do peptideo conhecido
como Thr6-bradicinina. As sequéncias foram corroboradas por quimica degradativa de Edman
e por sintese em fase sélida.

Muitos outros autores relataram o uso de técnicas MS/MS para sequenciamento de
peptideos com baixa abundancia nos venenos de artropodes (BUDNIK et al., 2004; KONNO
et al., 2001), secrecdes da pele de anfibios (PRATES et al., 2004) e cobras (IANZER et al.,
2004) com subsequentes sintese quimica para outras caracteriza¢des bioldgicas, representando
de diferentes formas as estratégias que podem ser adotadas para a compreensdo do veneno e

seu mecanismo de ac¢do, assim como sua diversidade quimica.
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Mais recentemente, Baptista-Saidemberg e colaboradores (2011) utilizando LC/ESI-
MS/MS em modo off-line foram capazes de obter a sequéncia de nove novos peptideos
[Protonectina (1-4 -OH), Protonectina (7-12), Protonectina (1-5-OH), Pallipina I, Pallipina II,
Protonectina (1-6 -OH), Pallipina III, Agelaia MP-I e Agelaia MP-II], que possuem fungdes
tais como hemolitica, desgranuladora e quimiotaticas e ocorrem em uma baixa concentra¢io
no veneno da vespa social Agelaia pallipes pallipes.

J& a andlise de massas peptidicas geradas por MALDI-ToF MS de 55 diferentes
venenos de tarantula (Araneae: Theraphosidae) revelou uma distribui¢do de massa molecular
bimodal, com 57,8% dos peptideos que caem 3500 - 4500-Da e uma distribui¢do secundaria
(6,9%), centrando-se no intervalo de 6500 - 7000-Da (ESCOUBAS et al., 2004). Pela
aplicacdo de um segunda estratégia de um estudo de acoplamento de separacdo por
cromatografia liquida (LC) do veneno bruto, com andlise d¢ MALDI-ToF MS (LC-MALDI)
(ESCOUBAS et al., 2006) chegou a uma outra familia de aranhas (Hexathelidae),
apresentando ndo s6 uma diversidade muito maior do que a esperado (cerca de 600 peptideos
em venenos de Atrax robustus (machos) e cerca de 1000 peptideos detectados Hadronyche
versuta (fémea)), com a distribui¢do de massa molecular apresentando > 70% dos peptideos
em intervalo de 3000 - 5000-Da e um segundo grupo em intervalo de 6500 - 8500Da.

A estratégia de LC-MS em modo on-line foi aplicada por Davis e colaboradores
(2009) no estudo dos peptideos do veneno de Conus. Esta abordagem permitiu que mais de
um mil e quinhentos peptideos unicos fossem identificados e que peptideos de massas
diferentes que apresentavam co-eluicdo fossem também resolvidos. Comparando-se os
peptideos de venenos de Conus observou-se aumento de pelo menos 10 vezes na estimativa
do niimero de conopeptideos presentes em Conus spp, além de revelar variabilidade intra e
inter-espécies.

A venOmica ainda ¢ um campo em sua infancia. Desafios significativos permanecem e
hoje, os principais desafios sdo ainda a complexidade da amostra, assim como a escassez do
material bioldgico, além da variagdo quantitativa e qualitativa encontrada nas pe¢onhas, como
idade, sexo, tamanho do animal, a dieta, a distribuicdo geografica e heterogeneidade genética.
Outro grave problema ¢ a auséncia de bases de dados para a determinagdo de sequéncias de

peptideos e de proteinas (CALVETE et al., 2009).

5.3 Peptideos oriundos de venenos animais e sua aplica¢cdo biotecnologica
Por serem ricas fontes de moléculas bioativas, os venenos animais sdo amplamente

estudados a fim de se compreender sua estrutura molecular, atividade biologica e mecanismo
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de agdo. Ao longo das ultimas décadas diversos peptideos foram isolados de diferentes
venenos animais e, atualmente, representam uma biblioteca natural de compostos ainda a
serem descobertos e desvendados.

Em 1970 a droga anti-hipertensiva captopril foi desenvolvida a partir de um peptideo
isolado da serpente brasileira Bothrops jararaca (CUSHMAN; ONDETTI, 1991). Mais
recentemente, outras drogas foram produzidas a partir de moléculas isoladas de venenos
animais: a w-conotoxina MVIIA (Ziconitide, Prialt®), um peptideo de 25 residuos isolado do
veneno de Conus magus foi aprovada em 2004 como um analgésico para o tratamento da dor
cronica (MILJANICH, 2004).

Outra classe de peptideos, os antimicrobianos, vem atraindo muita atengdo
especialmente contra patogenos antibiotico-resistentes (ZASLOFF, 2002). Como ¢ uma rica
fonte de componentes bioativos, os venenos de vespas vém demonstrando ser um excelente
material para a busca de novos agentes antimicrobianos (CHEN et al., 2008). Foram isolados
trés peptideos antibidticos a partir da geléia real de Apis mellifera (FONTANA et al., 2004).
Esses peptideos se destacaram principalmente pela atividade antibiotica tanto contra bactérias
Gram-positivas quanto Gram-negativas.

Mendes e colaboradores (2004a), isolaram dois novos peptideos do veneno da vespa
social Agelaia pallipes pallipes, nomeados Protonectina (ILGTILGLLKGL-NH2) e Agelaia-
MP (INWLKLGKAIIDAL-NH2). A Protonectina foi caracterizada como um potente agente
quimiotactico para leucécitos polimorfonucleados; além disso, esse peptideo possui elevada
atividade antibidtica contra bactérias Gram+ e Gram-. J& o peptideo Agelaia-MP mostrou uma
potente atividade hemolitica e desgranuladora de mastdcitos peritoneais, porém uma baixa
atividade antibidtica e nenhuma atividade quimiotactica (MENDES et al., 2004a).

Outro peptideo antibidtico foi isolado a partir do veneno da vespa social Polybia
paulista, este peptideo ¢ pertencente a classe dos mastoparanos e foi denominado Polybia-
MP-I, também apresentou atividade hemolitica, desgranuladora de mastocitos e quimiotactica

para leucocitos polimorfonucleares (DE SOUZA et al., 2005).
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6.0BJETIVOS

Com o desenvolvimento de micro técnicas analiticas, como espectrometria de massas,
estudos que envolvem peptideos pequenos (800-3000 Da) sdo cada vez mais abundantes. No
entanto, estudos que buscam compreender aspectos estruturais e bioldgicos de pequenos
peptideos de venenos de escorpides, ainda sdo muito raros (PIMENTA e LIMA, 2005). O
escorpido Tityus serrulatus é o organismo de seu grupo cujo veneno tem sido mais
extensivamente estudado (LIMA e MARTIN-EAUCLAIRE, 1995; PIMENTA et al., 2001),
porém, nenhum estudo centrou-se na determinagdo da seqiiéncia sistematica de pequenos
peptideos, sendo estes considerados negligenciados.

Com o intuito de investigar e elucidar estruturalmente as toxinas peptidicas lineares do

veneno de T. serrulatus, este projeto tem como objetivos:

1. Extragdo diferenciada dos peptideos do veneno em relacdo aos métodos descritos na

literatura;

2. Fracionar e purificar os pequenos peptideos mais abundantes;

3. Determinar as caracteristicas estruturais de sequéncias primdrias destas moléculas

através de estratégias analiticas, como espectrometria de massas in tandem;
4. Interpretacdo manual dos espectros de massas por meio de desconvolugao;
5. Sintetizar manualmente os peptideos identificados por estratégia Fmoc;
6. Determinar as atividades bioldgicas de cada um deles, através de ensaios:
Invitro: hemolise, desgranulag¢do de mastocitos provenientes do lavado peritonial de ratos,

efeito de toxicidade e efeito antibiodtico.

In vivo: dor e inflamac3o.
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7. MATERIAIS E METODOS

7.1 Material Biologico

O veneno bruto da espécie de escorpido Tityus serrulatus foi cedido pela Prof*. Dr?.
Valquiria Abrao Coronado Dorce, pesquisadora do Laboratorio de Farmacologia do Instituto
Butantan, sendo que o presente projeto faz parte da proposta referente ao EDITAL
TOXINOLOGIA — CAPES n° 063/2010.

Os venenos foram extraidos por estimulacdo elétrica direta (eletrochoque) sobre o
segmento abdominal traseiro. O procedimento consiste em segurar o escorpido com auxilio de
uma pinga e tocar com uma superficie metalica a qual libera uma descarga elétrica de 3,5
volts, estimulando a liberagdo da pegonha pelo aguilhdo (Figura 14).

Posteriormente foram extraidos em solu¢do de Acetonitrila (MeCN - grau HPLC) 50%
(v/v) em agua ultrapura, a fim de extrair preferencialmente os componentes peptidicos. Em
seguida, o material solubilizado foi centrifugado a 8000 rpm por 15 minutos em micro
centrifuga (Centrifuga Eppendorf -5415D). A fracdo sobrenadante foi liofilizada e

armazenada a -20 ° C.

Figura 14. Método de extragio de veneno de escorpides por estimulagdo elétrica. Retirado de:
http://www.incttox.com.br/noticias/alunos-desenvolvem-equipamento-para-extracao-de-veneno-de-aranhas-e-
escorpioes/ em 16/07/2012.
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7.2 Metodologias

7.2.1 Fracionamento do veneno bruto

Para o fracionamento do veneno bruto foi utilizado um sistema de HPLC Shimadzu modelo
LC-10AD, equipado com detector de luz ultravioleta do tipo arranjo de diodos modelo
SPD-10A, constituido por duas bombas LC-10AD (bombas A e B), com injetor Rheodyne
modelo 77251 com “loop” de 1 ml e um sistema controlador Shimadzu modelo CBM-10A. O
controle da aquisi¢do de dados foi feito através do software CLASS-LCI10.

As fragdes foram obtidas sob fase reversa, utilizando-se uma coluna TOSOH TSK-Gel
ODS-80 Tm (C18 - 7,8 x 3000 mm). O gradiente de separagdo utilizado foi MeCN 20% (v/v)
a 80% (v/v), contendo TFA 0,1% (v/v) (VETEC) em 4&gua bidestilada e ultrapurificada,
obtida em ultrapurificador de 4dgua NANOpure (BARNSTEAD) em 90 minutos, a um
fluxo de 1 mL/min. A elui¢do das fragdes foi monitorada por medidas de absor¢do de luz

ultravioleta em 214 nm, 254 nm ¢ 280 nm.

7.2.2 Espectrometria de Massas ESI-MS

As andlises de ESI-MS e ESI-MS/MS dos peptideos foram realizadas em um
equipamento LC-MS-IT-TOF (SHIMADZU, Kyoto). O equipamento foi ajustado por auto-
tuning utilizando uma solugdo de Na-TFA, e apresentou os seguintes pardmetros: 42 para o
modo positivo (+), erro de 3,08 ppm e, resolugdo de 10.414; Para o modo negativo (-), erro de
2,69 ppm, e resolucdo de 13.212.

O equipamento operou com probe em voltagem 4.50 kV, com fluxo de gas nebulizante
de 1.5 L min ', temperatura de CDL de 200°C, temperatura do bloco de aquecimento 200°C,
tempo de acumulagdo de ions no Ion Trap de 50 msec. A faixa de massa adotada para
aquisi¢do de MS foi de m/z entre 100 a 2000, e a aquisi¢do de (MS/MS) na faixa de Nz entre
50 a 2000. As fragmentagdes peptidicas (MS/MS) foram obtidas utilizando-se a estratégia de
Decomposi¢do Induzida por Colisdo (CID), com gas hélio, aplicando-se os seguintes

parametros: energia - 35% e gas de colisdo - 20%.

7.2.3 Interpretacio dos Espectros (Desconvolucio)
Todas as sequéncias deste trabalho foram obtidas através de céalculos manuais
realizados com os valores monoisotopicos dos ions pertencentes aos espectros MS2, uma vez

que o software LCMS solution (SHIMADZU) ndo exporta os dados de maneira compativel,
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para os algoritmos de desconvolugdo e interpretagdo, comercialmente existentes no mercado,
como, por exemplo, os softwares Peaks, X!Tandem, OMSSA.

Todos os espectros gerados foram analisados a fim de verificar a presenca de
peptideos, ou se compostos de outra natureza estavam presentes. O procedimento foi
realizado pela avaliacdo do envelope monoisotdpico, observando-se o pico selecionado era
formado por um envelope de ions que apresentavam diferenga de relagdo massa carga (NVz)
igual 1 (carga +1), 0,5 (carga +2), 0,33 (carga +3), e assim por diante.

Apos verificar a presenca dos peptideos todos, os espectros passaram pelo processo
manual de desconvolugio de todos os fons para a forma monoprotonada [M+H]'; por exemplo,
fons que possuiam carga +2, i.e. [M+2H]*, tiveram sua massa multiplicada por dois e
subtraida de uma unidade, para entdo passarem a ter seu valor de NVz correspondente a
[M+H]". Portanto, para interpretagdo da sequéncia foram utilizados dados correspondentes a
ions em diferentes estados de carga, sendo observado predominancia de ions nas formas
[M+3H]” e [M+4H]™, embora tenham sido observados fons também na forma [M+2H]™.
Para se chegar a sequéncia primaria dos peptideos fracionados foram utilizados a fragmentacao
de todas as formas presentes.

Os dados oriundos de cada ion em suas diferentes formas foram entdo utilizados para
reconstru¢do do espectro com auxilio do programa Excel para que os célculos podem ser
efetuados e se chegasse a sequéncia dos residuos de aminoacidos. A partir destes valores os
espectros foram reconstruidos com seu valor de m/z correspondente a [M+H]™ (eixo X do
grafico) e seus respectivos valores de intensidade relativa em porcentagem (eixo Yy do gréafico).

Com os dados organizados e o espectro reconstruido iniciou-se o procedimento de
interpretagdo do espectro propriamente dito. A subtrac¢do sucessiva dos picos foi feita a fim de
se chegar a uma série de ions. Com a sequéncia encontrada em maos utilizou-se do software
MassLynx (v3.2) para verificacdo e validacdo da sequéncia obtida. A partir deste software as
diferentes séries de ions observadas pela fragmentacdo tedrica obtida foram contrastadas com
os valores mM/z presentes no espectro reconstruido. O valor de erro de tolerancia adotado
correspondeu a 0,5 Da. Avaliou-se os valores de cada série de ions (-a, -b, -C, -X, -Z e -y),
assim como a presenga de ions correspondentes as séries -d e -w para diferenciacdo dos
residuos de leucina e isoleucina. Para resolver ambiguidade de residuos de lisina e glutamina
realizou-se derivagdo com anidrido acético.

Para diferenciagdo de residuos isobaros de leucina e isoleucina, observou-se a
presenca de fragmentos ionicos do tipo -d e -w. Fragmentagdes simuladas também foram

criadas a partir da utilizagdo do software Protein/Peptide Editor no BioLynx/Mass Lynx (v
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3.2) da Micromass, com diferentes combinacdes de I e/ou L em posigdes ambiguas das
sequéncias. Em seguida, essas sequéncias simuladas foram comparadas aos espectros,
auxiliando na identificagdo de fragmentos ionicos tanto da série -d como também da série -W.
Por conta do elevado nimero de espécies de peptideos presentes no veneno e a baixa
quantidade relativa de cada espécie algumas fragdes apresentaram espectros de MS® com

reduzido numero de picos.

7.2.4 Acetilacio dos Residuos de Lisina

Esta reagdo tem como fung¢ao distinguir os residuos isobaros de Lys e Gln, sendo que o
residuo C-terminal com amina livre também sofre acetilagdo, reacdo esta, mostrada no
esquema 1. Nesta reagdo, ocorre a introdug¢do de um grupamento acetil em um composto
organico, no lugar de um hidrogénio das aminas primarias. Para tanto, a amostra (1ug/uL) foi
solubilizada em 5 mL Anidrido Acético (Merck Quimica Brasil, 98%), homogeneizada em
vortex e incubada por 45 minutos a 37° C sob leve agitacdo. Em seguida, analisou-se por ESI-

MS" e MS?. O resultado da reacdo é o acréscimo de 42 Da 4 massa do residuo de Lys .

7.2.5 Identificacoes dos peptideos

O uso de ferramentas de bioinformética é de fundamental importancia na area de
identificacdo de peptideos e proteinas, tanto na busca de informag¢des bioldgicas quanto no
armazenamento das mesmas. No presente trabalho, as ferramentas de bioinformatica que
foram utilizadas foram: BLAST (http:/www.ncbi.nlm.nith.gov/blast) e BLAST-
ArachnoServer (http://www.arachnoserver.org/blastForm.html). Diversas tentativas em
utilizar  outras  ferramentas tais como o banco de dados SCORPION
(sdmc.krdl.org.sg:8080/scorpion) ou ATDB (Animal Toxins Database:
http://protchem.hunnu.edu.cn/toxin) foram feitas, porém sem sucesso, jad que os bancos

encontravam-se desativados.

7.2.6 Sintese de peptideos em Fase Solida

A sintese dos peptideos lineares foi realizada através do método manual em fase solida
(MERRIFIELD 1986), utilizando-se N-9-fluorenilmetoxicarbonil, também conhecida como
estratégia Fmoc (Tabela 2), peptideos esses que foram utilizados para a realizagdo dos ensaios
bioldgicos.

Os peptideos foram sintetizados utilizando-se 100 mg de resina NovaSyn TGR, com

grau de substitui¢do de 0,2 mmol e/g (sendo que o rendimento gira em torno de 30%, podendo
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diminuir a medida que aumenta o numero de residuos de aminoacidos na sequéncia
peptidica). Em cada ciclo da sintese foi adicionado Fmoc-aminoacido-OH
(NOVABIOCHEM), contendo N-Hidroxibenzotriazol (HOBt.H20, NOVABIOCHEM) e N-
Metilmorfolina (NNM, ALDRICH) como agentes ativadores dos aminoacidos e
Hexafluorofosfato Benzoitriazol-1-i1-oxi-tris-pirrolidino-fosfinio (PyBOP,
NOVABIOCHEM) como agente acoplante, por um periodo de 30 minutos. Apds cada ciclo
de acoplamento foram realizadas cinco lavagens da resina com N-N-Dimetilformamida
(DMF, SYNTH) e em seguida foi feita a desprote¢do utilizando Piperidina (FLUKA) 30% em
DMF (Tabela 3).

Tabela 3. Procedimento e reagentes adotados na Sintese em Fase solida.

Etapas Reagentes N° aplicacdes Tempo

Desprotecio Piperidina/DMF (30:70)

Lavagem da resina DMF cinco 45 segundos
Ativacio do aminoacido HOBt.H20 [0,5 mmol/DMF] uma 3 min

Acoplamento 105 mg PyBOP/NMM 1mmol/DMF uma 30 min

quatro min

Lavagem da resina DMF cinco 45 segundos

Todas as reagdes foram realizadas sob agitagdo mecénica em capela de seguranca.
Apds a acoplagem do ultimo residuo de aminoécido, a resina foi lavada com metanol
(MALLINCKRODT) e seca em liofilizador (HETO, modelo MLW — LGA 05). Apds a
secagem, foi feita a clivagem entre peptideo/resina utilizando-se uma solugdo de dacido
trifluoroacético (TFA) 82,5% (v/v) (MALLINCKRODT), Anisol 5% (v/v) (SIGMA),
Etanoditiol 2,5% (v/v) (ALDRICH), Fenol 5% (m/v) e 4gua ultrapurificada 5% (v/v), durante
2 horas sob agitacdo mecanica. Esta solu¢do de TFA-Anisol-Etanoditiol-Fenol-Peptideo foi
filtrada para a retirada da resina e centrifugada em uma centrifuga refrigerada (EPPENDORF,
modelo 5810R) por 15 minutos a 3000 rpm na presenca de éter etilico (SYNTH) para
promover a precipitagdo do peptideo e uma primeira etapa de retirada dos solventes e
subprodutos da sintese. O material sedimentado foi entdo re-suspendido em agua bidestilada
(destilador MARCONI, modelo MA 078) e ultrapurificada (purificador NANOpure
BARNSTEAD, modelo D4754) para entdo ser purificado através de cromatografia liquida. O

controle de qualidade foi feito em espectrometro de massas ESI-MS.
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7.2.7 Purificacio dos peptideos

A purificacdo dos peptideos provenientes da sintese manual foi feita através de
cromatografia liquida de alta performance sob fase reversa (RP-HPLC, Reversed-phase High
Performance Liquid chromatrography) utilizando um sistema de HPLC Shimadzu modelo
LC-8A, equipado com detector de luz ultravioleta do tipo arranjo de diodos modelo SPD-
20A, constituido por duas bombas LC-8A (bombas A e B), com injetor Rheodyne modelo
77251 com “loop” de 2 mL, um sistema controlador Shimadzu (modelo SCL 10Avp) e coluna
preparativa Shimpack C-18 PREP-ODS(K) 30 x 250 mm (SHIMADZU). Para a fase moével,
foram utilizados dois solventes, sendo A: 4gua, contendo 0,1% TFA (v/v); e B: MeCN
(MALLINCKRODT) contendo 0,1% TFA (v/v). O fluxo do solvente para todos os peptideos
foi de 10 mL/min. As fracdes coletadas, correspondendo ao pico de absorbancia, foram
reunidas e parcialmente evaporadas em equipamento Rotavapor, sendo que o material restante
foi seco em Speed-vac e pesado. O rendimento da sintese de cada peptideo foi de

aproximadamente 30%.

7.3 Atividades Funcionais

7.3.1 Animais
Para os ensaios de determinagdo das possiveis atividades bioldgicas dos peptideos

identificados neste trabalho, utilizaram-se dois modelos animais: ratos Wistar machos com
cerca de 200 gramas e camundongos Swiss machos com cerca de 90 dias. Tanto os ratos
(cujas secrecdes foram utilizadas para os ensaios de hemolise, desgranulagdo de mastocitos e
quimiotaxia) quanto os camundongos (utilizados nos ensaios de hiperalgesia e edema), foram
anestesiados com quetamina e xilazina na proporg¢ao de 1:1 (v/v). Os camundongos, utilizados

nos ensaios de secre¢do de insulina, foram anestesiados com CO2.

7.3.2 Atividade Hemolitica

Os experimentos de atividade hemolitica foram realizados a partir de modificagdes da
metodologia descrita por Baptista-Saidemberg e colaboradores (2007). As concentracdes
testadas para os peptideos variaram de 10’M a 10°M (concentra¢des estas, ja bem
estabelecidas na literatura).

Foram adicionados cerca de 500 puL. de sangue extraido da cauda de ratos Wistars
machos em 50 mL de solugéo salina (NaCl 0,85 %, CaCl2 10 mM) sob leve agitacdo por 15
minutos, em agitador magnético (MA-089 MARCONI). A suspensdo de eritrocitos foi
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centrifugada em presenga de solugdo salina, em uma centrifuga clinica (Z-200A HERMLE) a
3000 rpm durante 15 minutos para lavagem das células, também em solu¢do salina. Esta
opera¢do foi repetida por mais duas vezes. O sobrenadante da ultima centrifugacdo foi
descartado e o concentrado de hemadcias obtido ao final das centrifugacdes foi considerado
como sendo 100 % de células (~ 280 pL).

Em seguida, preparou-se uma suspensdo de eritrdcitos a 1 % diluindo se a suspensio
concentrada descrita acima, com solu¢do salina isotonica. Essa suspensdo de células a 0,5 %
foi utilizada nos testes de atividade hemolitica. Foram montadas baterias de ensaios em
microplacas (COSTAR), onde cada orificio foi preenchido com os diferentes peptideos,
solubilizados em solug¢do salina: no primeiro poco de cada linha correspondente a
toxina/mistura das toxinas foi colocado 90 uL de solucdo salina. Nos demais pocos
colocaram-se apenas 50 pul de solugdo salina.

Em seguida, acrescentou-se 10 pL da solucdo de peptideo(s) (solubilizado em agua
ultrapura) nas diferentes concentracdes e propor¢des em cada primeiro pogo € promoveram-se
diluicdes nos demais pogos referentes a cada linha. Apds esse procedimento, acrescentou-se
50 uL de suspensao de eritrécitos em cada pogo, perfazendo um volume final de 100 pL. Para
o controle de 0% de hemolise, misturou-se 50 puL de solucdo salina e 50 pL. de suspensdo de
eritrocitos. Para o controle de 100 % de hemolise, misturou-se 40 pL de solugdo salina, 10 pL
de 1 % (v/v) de Triton X-100 (SIGMA) e 50 uL de suspensdo de eritrocitos.

A microplaca foi incubada a temperatura ambiente (~ 26 °C) por 2 horas sob agitagdo.
Apds o periodo de incubacdo, o conteido de cada orificio foi centrifugado por 5 minutos a
3000 rpm em uma centrifuga Compacta Avanti 30 (BECKMAN). O sobrenadante de cada
preparacdo foi utilizado para a montagem de uma nova placa, para realizagdo das leituras de
absorbancia em uma leitora de microplacas (Amersham Bioscience, modelo Biotrak II), com

filtro de 540 nm.

7.3.3 Atividade Desgranuladora de mastocitos Provenientes do Lavado Peritoneal
de Ratos Wistar Machos

A desgranulagdo de mastdcitos foi determinada através de medidas da liberagdo de [3-
D-glucosaminidase (que se co-localiza com a histamina) a partir dos granulos, segundo
metodologia descrita por Hide e colaboradores (1993), com algumas modifica¢des. As
concentragdes testadas para os peptideos de interesse sdo as mesmas realizadas nos ensaios de

atividade hemolitica (107 M a 10 M, concentra¢des estas, ja bem estabelecidas na literatura).
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Para a realizagdo dos ensaios de Desgranulacdo de mastocitos, foi necessaria a
preparagao das solugdes:
- Solugdo MCM-1 (Mast Cell Medium): 150 mM NaCl (MERCK), 4 mM KCI (MERCK), 4
mM NaH2PO4 (SYNTH), 3 mM KH2PO4 (SYNTH), 5 mM glucose (SYNTH), 15 M BSA
(SIGMA) e 1 mM CaCl2 (VETEC).
- Solugdo MCM-2: 100 mL de solucdo MCM-1 e 50 L de Liquemine (heparina sdédica 5000
UI/0,25 mL ROCHE)
- Solugdo SH: 0,2 M de citrato de sodio (MERCK), com pH 4.5 e 0,0034 g de p-nitrofenil-
BD-glicosamina (SIGMA).

A cavidade peritoneal foi exposta por meio de um corte longitudinal que permitiu o
afastamento dos 6rgdos para a lavagem da cavidade com 20 mL de solu¢do MCM-2, para a
extracdo do fluido contendo os mastocitos em suspensdo. O liquido peritoneal foi coletado
com auxilio de uma seringa e, armazenado em banho de gelo. Repetiu-se esse procedimento
trés vezes. O liquido peritoneal foi centrifugado a velocidade de 1000 rpm por 5 minutos a 4
°C e o sobrenadante foi descartado.

Um volume de 2 mL da solu¢do MCM-1 foi utilizado na ressuspensdo do sedimento
de células, seguida por centrifugagdo respeitando as mesmas condi¢des anteriores. Descartou-
se novamente o sobrenadante e ressuspendeu-se em 2 mL de MCM-1. Essa suspensdo de
células foi utilizada nos experimentos de desgranulagdo de mastdcitos.

Realizou-se a contagem de células em Camara de Neiibauer com auxilio de uma
solugdo corante 0,05 % (v/v) de cristal violeta em HCI (3,6 M). Ajustou-se a concentragdo
para 7,8 x105 células/mL.

A microplaca (COSTAR) foi preparada de maneira semelhante a do ensaio anterior.
No primeiro poc¢o de cada linha correspondentes a toxina/mistura das toxinas foi colocado 90
L de MCM-1. Nos demais pocos, colocou-se apenas 50 uL. de MCM-1.

Em seguida, acrescentou-se 10 pL da toxina (solubilizado em &4gua ultrapura) nas
diferentes propor¢des em cada primeiro poco e promoveu- se diluicdes nos demais pogos
referentes a cada linha. Apds esse procedimento, acrescentou-se 50 puL de suspensdo de
mastdcitos em cada pogo, perfazendo um volume final de 100 pL. Para o controle de 0% de
Desgranulacdo, misturou-se 50 uL. de MCM-1 e 50 puL de suspensdo de mastocitos. Para o
controle de 100% de Desgranulagdo, misturou-se 50 uL. de MCM-1 e 50 pL de suspensdo de

mastdcitos que foi sonicado por 15 minutos em sonicador (BRANSON 1210).
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Incubou-se a microplaca por 15 minutos em banho Maria a 37 °C para o
extravasamento do conteudo dos granulos dos mastdcitos. Em seguida, centrifugou-se o
conteido de cada orificio a 1000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi utilizado na
sequéncia das analises. Os sobrenadantes resultantes desta ultima centrifugacdo foram
utilizados para a montagem de uma nova placa, na qual cada orificio continha 50 puL deste
sobrenadatnte e 50 pulL de Solugcdo SH. Esta nova placa foi incubada por 6 horas a 37 °C.
Passado esse periodo, descartou-se 50 pL de cada orificio e acrescentou-se 150 pL de solugdo
Tris 0,2 M (SIGMA) a cada um deles.

A Desgranulacdo foi medida através da leitura de absorbancia a 405 nm em uma
leitora de placas (Amersham Bioscience, modelo Biotrak II). Os resultados foram expressos
em fung¢do da relagdo entre as proporcdes das concentragdes molares de cada peptideo e a

porcentagem de Desgranulacgdo.

7.3.4 Atividade de liberagio de lactato desidrogenase (LDH)

O kit de LDH utilizado (Biotécnica) tem como finalidade determinar
quantitativamente a atividade da desidrogenase lactica (LDH) no soro e plasma. O método
tem como principio que a lactato desidrogenase (LDH) catalisa a redu¢do do piruvato por
NADH, obtendo-se lactato e NAD'. A concentragio catalitica é determinada a partir da
velocidade de desaparecimento do NADH, medida por espectrofotometro em comprimento de

onde de 340 nm. A reagdo estéd representada abaixo:

A cavidade peritoneal dos ratos foram lavadas com 20 mL da solugdo MCM-2 e
coletar em tubo Falcon que devem estar no gelo; realizar este procedimento por 3 vezes. Em
seguida o fluido peritoneal foi centrifugado a 100 g/ 100 rcf por 5 minutos a 4°C; o
sobrenadante foi descartado e realizou-se 3 lavagens em 2 mL de solugdo MCM-1.

Apos a tultima centrifugacdo, a suspensdo de células foi utilizada para o ensaio. A
contagem de células foi realizada em camara de Neubauer com o auxilio da solucdo corante
0,05 % (v/v) de cristal violeta em HCI (3,6 M), ajustando a concentragdo de células para

4,5x105 cel/ mL.
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A microplaca (COSTAR) foi preparada de maneira semelhante a do ensaio anterior.
Colocou-se 10 u. de MCM-1 em cada pogo. Em seguida, acrescentou-se 10 pL da toxina
(solubilizado em agua ultrapura) em cada primeiro pogo e promoveu- se diluigdes nos demais
pogos referentes a cada linha. Apos esse procedimento, acrescentou-se 90 pl de suspensdo de
mastocitos em cada pogo, perfazendo um volume final de 100 puL. Para o controle de 100% de
LDH, misturou-se 10 puL de solug¢do de Triton X-100 com 90 pL de suspensdo de mastocitos.
Para controle de 0% misturou-se 10 uL de solugdo MCM-1 com 90 pL de suspensdo de
mastdcitos.

A microplaca foi incubada a 37°C em estufa por 15 minutos. O contetido de cada
orificio foi transferido para eppendorffs e centrifugado a 100 rpm por 5 minutos. Apds
a centrifugagdo 20 uL da solugdo foi misturado com 1 mLda solu¢do de LDH (4 partes
de RI(tampao TRIS 50mmol/L ph 7,5; piruvato 0,6 mmol/L e azida sodica 0,09% p/v)
para 1 parte de R2 (NADH 0,18mmol/L; azida sodica 0,09% p/v)) foi incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos. As leituras de absorbancia em 340nm foram
realizadas em espectrofotdometro Ultrospec 2100 (Amersham Bioscience) ao longo de
5 minutos com intervalos de 1 minuto entre cada leitura a fim de se medir o consumo da
desidrogenase lactica.

Utilizando as leituras de absorbancia foi possivel calcular a média da variagdo

da absorbancia por minuto segundo a férmula abaixo:

Em que A representa os diferentes intervalos de tempo, por exemplo,
AO0= 0 minutos, Al= 1 minuto, ¢ assim sucessivamente. Soma da variacdo em as diferentes
medidas ¢ dividida pelo nimero de medig¢des realizadas.

A atividade de LDH expressa em U/L ¢ entdo medida multiplicando-se a média da

variagdo da absorbancia por minuto, pelo fator que corresponde a 8095.
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A metodologia obedece a lei de Lambert-Beer, e, portanto os célculos podem ser
efetuados através do Fator de Calibracao (FC).

AA/minuto médio = variagdo média da absorbancia por minuto.

AC = Atividade de LDH do Calibrador = x U/L

AT = Atividade de LDH do Teste em U/L = AA/minuto do Teste X FC

FC = Fator de Calibra¢do = AC + AA/minuto médio do Calibrador

Sendo que: 1 U/L (Unidade Internacional) = 1 mol/min/L e 1 Kat (Katal — medida de
atividade enzimatica) = 1 mol/s/L.

Os resultados foram expressos em funcdo da relagdo entre as proporgdes das

concentragdes molares de cada peptideo e a atividade enzimadtica obtida.

7.3.5 Prova de sensibilidade bacteriana (MIC)

Os testes para verificagdo de atividade antimicrobiana dos peptideos foram realizados
através da determinag@o da concentracdo inibitdria minima (MIC). Os experimentos foram
montados em micro-placas de 96 canais e a visualizagdo dos resultados foi feita utilizando-se
o cromdforo cloreto de trifeniltetrazolium (TTC) (MALLINCKRODT), segundo metodologia
descrita por Coyle e colaboradores (2003) e Meletiadis e colaboradores (2000). Os peptideos
foram testados contra os seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Bacillus subitis (ATCC 6051), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388) e Escherichia coli
(ATCC 1175), obtidos no Laboratorio de Microbiologia do Centro de Estudos de Insetos
Sociais — C.E.LS. (IBRC/UNESP). Foram utilizados: meio de cultivo Miiller-Hinton
(DIFCO), meio de cultivo Miiller-Hinton Broth (DIFCO) para manutengio e cultivo desses
microrganismos. Toda a manipulagdo dos microrganismos foi feita em camara de fluxo
laminar vertical (PACHANE) e todo material utilizado no cultivo foi esterilizado em
autoclave vertical AV30 (PHOENIX), por 20 minutos a 121° C e 1 atm. Para a realizacdo do
experimento, os indculos foram preparados em solugdo salina (NaCl 0,9%) a partir de
coldnias novas (colonias de 18 horas). A concentragdo desses indculos foi ajustada para 0,5 da
escala de McFarland. Foram adicionados 200 pL de inoculo em 20 mL de meio Miiller-
Hinton liquido, sendo essa suspensao utilizada para a montagem das micro-placas.

Em cada orificio da placa foram colocados 10 pL de solucdo de peptideo (diluido em
agua esterilizada em diferentes concentracdes), 10 pL da suspensdo de indculo e 80 pL de
meio Miller-Hinton liquido. Para o valor de referéncia zero, foram colocados 80 uL de meio
Miiller-Hinton liquido, 10 pL de 4gua bidestilada esterilizada e 10 uL de salina. Para o valor

de referéncia 100%, foram colocados 10 pL de dgua e 10 pL da suspensdo de indculo e 80 pL
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de meio Miiller-Hinton liquido. 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.
Apos este periodo, acrescentou-se a cada orificio 10 pL de TTC 0,5% (m/v) em 4gua. As

leituras foram realizadas apds 3 horas de re-incubag@o das placas em estufa a 34° C.

7.3.6 Ensaio de Inseto-Toxicidade

Os ensaios de efeito inseticida foram realizados com individuos de Apis mellifera
recém-emergidos de acordo com o protocolo descrito por Manzoli-Palma e colaboradores
(2003).

As diferentes dosagens dos compostos foram calculadas através da relacdo dose (ng)/
peso do inseto-modelo (mg) (A. mellifera) e os peptideos testados foram solubilizados em
solucdo fisioldgica e as seguintes concentra¢des foram testadas: 10 ng/mg, 30 ng/mg, 50
ng/mg, 70 ng/mg, 90 ng/mg e 110ng/mg. O grupo controle negativo foi feito a partir da
ingestdo de solugdo salina (0,9 M de NaCl). As abelhas foram cuidadosamente imobilizadas
com as maos ¢ luL das diferentes concentracdes do composto foram injetadas com uma
micro-seringa Hamilton de 10puL na hemocele das abelhas, na tentativa de se avaliar a
toxicidade e estabelecer o valor da dose letal (DLsg) ou simplesmente dose/efeito (EDsp).

Os insetos foram separados em 8 grupos amostrais (controle positivo e controle
negativo e as seis concentracdes testadas) com 10 individuos em cada grupo; a seguir estes
individuos foram colocados em placas de Petri (10cm de diametro), contendo alimento
elaborado a partir de uma mistura de mel e sacarose (“candy”).

O comportamento das abelhas foi observado durante 24 horas, tendo observando-se as
seguintes respostas ao composto: animal ativo, movimentos lentos, paralisia e morte,

conforme descrito por Zlotkin (1983).

7.3.7 Atividade Farmacolégica

7.3.7.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos pesando entre 18-21g fornecidos pelo
Biotério Central da UNESP. Os animais foram mantidos com agua e ragdo ad libitum em uma
sala apropriada com temperatura ambiente de 20 = 3°C e ciclo claro/escuro (12:12 h), por um
periodo minimo de 3 dias antes dos experimentos. O presente projeto foi aprovado pelo

Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto Butantan (CEUAIB, Protocolo
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numero: 567/09) e obedeceram as normas propostas pela Associacdo Internacional para o

Estudo da Dor (IASP) (ZIMMERMANN, 1983).

7.3.7.2 Avaliacao da Sensibilidade Dolorosa

Os animais foram submetidos, para avaliacdo da sensibilidade dolorosa, ao teste do
von Frey eletronico. Foi determinado, a partir desse teste, se os peptideos testados
apresentavam efeito hiperalgésico ou analgésico. Como controle positivo foi utilizado a
carragenina. Para avaliacdo do efeito inflamatdério ou anti-inflamatério dos peptideos foi
utilizado um paquimetro digital Mitutoyo". Estes testes foram realizados em diversos tempos

sendo que o Peptideo 3 e o Peptideo 4 foram administrados por via intraplantar.

7.3.7.3 von Frey Eletronico

Os animais foram colocados em gaiolas plésticas, com fundo de arame, para permitir
acesso as patas. Os animais foram colocados nestas gaiolas 30 minutos antes do inicio do
teste, para adaptacdo comportamental. Os testes foram realizados apenas quando os animais
estavam quietos, sem movimentos exploratérios ou defecacdo e sem lamberem seus membros.
Neste experimento, uma medida de pressdo eletronica foi mensurada através de um transdutor
de pressdo adaptado por um cabo a um contador digital de for¢ca (em gramas). A precisdo do
aparelho ¢ de 0,1 g e o aparelho foi calibrado para registrar uma forga maxima de 150 g,
mantendo a precisdo de 0,1 g até a forca de 80 g (Insight Equipamentos Ltda., Ribeirdo Preto,
SP, BRA). O contato do transdutor de pressdo a pata foi realizado através de uma ponteira
descartavel de polipropileno adaptada. Uma forga perpendicular crescente foi aplicada na area
central da superficie plantar do membro posterior dos animais, para inducdo da flexdo dorsal
da articulagdo tibio-tarsica, seguida da retirada da pata. O aparelho de medida de pressdo
eletronica registrou automaticamente a intensidade da forga aplicada quando o membro for
retirado. O teste foi repetido até que se obtivessem trés medidas subsequentes, de tal forma
que a variacdo entre as medidas ndo fossem maiores que 1 g. Os animais foram submetidos ao
von Frey em diversos tempos apos a administracdo, por via intraplantar, dos peptideos e

carragenina (controle positivo).

7.3.7.4 Edema de Pata
Foi avaliado o efeito edematogénico do Peptideo 3 e do Peptideo 4. Os animais
receberam uma aplicacdo intraplantar (em uma das patas) de cada peptideo, carragenina 1%,

ou veiculos (controles). O volume da pata foram realizadas nos tempos zero (imediatamente
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apos as injegdes dos peptideos ou carragenina) e em diversos tempos apos a inje¢do do agente
flogistico *°, utilizando um Paquimetro digital marca Mitutoyo® (Cédigo 500-196-20B) de
especificagdo 0-150X0,01 mm paquimetro (modelo CD-6’’CSX-B, Mitutoyo Sul Americana
Ltda).
O aumento percentual do volume das patas foi calculado através da expressao:
A (%)= (VI-Vi)x 100/Vi
Onde: A (%) = aumento percentual do volume da pata;
Vi = volume inicial da pata;
Vf = volume da pata apds a injecdo dos peptideos, carragenina ou veiculo

(controle).

O resultado final foi obtido subtraindo-se os valores controles (animais injetados com

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

7.3.7.5 Analise Estatistica
Os resultados estdo expressos como média + SEM. Os dados referentes aos
tratamentos foram estatisticamente examinados utilizando ANOVA de duas vias, seguida por

meio de andlise de variancia associada ao teste de Tukey (p< 0,05).
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram divididos em duas partes:

PARTE I: Resultado das Analises Estruturais dos peptideos isolados do veneno do escorpido

T. serrulatus

PARTE II: Resultado das Analises Funcionais dos Peptideos Sintéticos
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PARTE I: RESULTADO DAS ANALISES ESTRUTURAIS DOS PEPTIDEOS
ISOLADOS DO VENENO DO ESCORPIAO T. serrulatus

O estudo do veneno teve inicio com a extragdo do material bioldgico, realizada no
Instituto Butantan. O veneno foi extraido através do método de estimulagdo elétrica.

A respeito da solubilizagcdo do veneno, o que encontramos hoje na literatura a cerca de
estudo de peptideos, utiliza 4gua deionizada (ou tampdes aquosos) seguido de cromatografia de
exclusdo molecular, e posteriormente cada uma das fragdes obtidas neste primeiro passo de
cromatografia é entdo submetido a cromatografia de fase reversa (ou HPLC - High-
performance liquid chromatography) (BATISTA et al. 2006; RATES et al. 2008; BATISTA et
al. 2004; CALISKAN et al. 2006; SCHWARTZ et al. 2008; VANDENDRIESSCHE et
al.2010; BATISTA et al. 2007 e D’SUZE et al. 2010). Nesta estratégia os peptideos
hidrofébicos ndo sdo solubilizados em 4gua, e sdo eliminados pelo processo de extracdo;
portanto, ndo sendo extraidos, tém sido negligenciados na literatura. Além disso, a grande
maioria das publicagdes existentes na literatura descreve o uso de uma cromatografia de
exclusdo molecular ja no primeiro passo de cromatografia, o que também propicia a perda de
peptideos pequenos, ja que a cromatografia de exclusdo molecular permite a separacdo de
moléculas maiores e retém os peptideos no alto da coluna, onde sdo muito diluidos e nio
detectados.

Tendo em vista os estudos ja realizados com peptideos presentes no veneno de
escorpido, o presente estudo teve inicio com a solubilizacdo do veneno bruto em acetonitrila
(MeCN) 50% (v/v), a fim de isolar os pequenos peptideos lineares, negligenciados pela
abordagem realizada com extracdo em solucdo aquosa. A estratégia tem como principio isolar
peptideos pequenos, tanto hidrofilicos quanto hidrofobicos. O veneno solubilizado foi
centrifugado a 8000 rpm por 10 minutos, a temperatura de 4 °C, e o sobrenadante foi coletado,
e entdo submetido a filtragdo em filtro de exclusdo Millipore de 3.000 Da. O filtrado foi
aplicado em HPLC para fracionamento dos compostos e também analisado em espectrdmetro
de massas ESI-MS do tipo triplo quadrupolo (MicroMass Quattro-II) para compreensdo da

gama de peptideos presentes no veneno bruto.

8.1 Analises do veneno bruto em espectrometro de massas ESI-MS e MS/MS
A andlise do veneno bruto em espectrometro de massas ESI-MS, do tipo triplo-

quadrupolo, pode ser observada na Figura 15.
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Figura 15. Espectro de massas ESI no modo positivo, do veneno bruto de Tityus serrulatus extraido em
MeCN 50% (v/v) . A: lon de mVz 937,4; B: Ton de m/z 1363,07 (B1. fon na forma [M+H]" e B2. lon na
forma [M+2H] ™).

No espectro acima observamos as relagdes massa/carga (NMVz) presentes no
veneno bruto de Tityus serrulatus extraido em MeCN 50% (v/v). Ja nesta analise foram
identificados dois peptideos mais abundantes (observados na Figura 1 com uma série de
ions assinalados por A e B); um deles foi observado como ions de nVz 1362.07 na forma
de [M + H]", e mz 681,70 na forma de [M + 2H]*" correspondendo a um peptideo de
massas molecular 1362,07 Da. O outro peptideo observado pode ser visualizado na
Figura 1 como um tnico ion de Mz 937,41 na forma de [M + H]", correspondendo a um
componente de massa molecular igual a 936,41 Da. Esses peptideos foram também
detectados posteriormente em andlise por espectrometria de massas em LC/MS IT-ToF e

sequenciados.

8.2 Fracionamento do veneno sob fase reversa em HPLC

Para descomplexar o veneno bruto e permitir a detec¢do e sequenciamento do
maior numero possivel de peptideos, realizou-se o fracionamento em HPLC (Shimadzu)
da fracdo do veneno solivel em MeCN, utilizando-se de coluna TOSOH TSK-Gel ODS-
80 Tm (C18 - 7,8 x 3000 mm). O gradiente de MeCN (%B) estabelecido pode ser

vizualizado na Figura 16.
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Foram coletadas manualmente 22 fracdes (Figura 15). Cada uma delas foi
liofilizada e mantida em ultrafreezer a -80°C. Em periodo subsequente as fracdes foram
analisadas em espectrometro de massas LC/MS-IT-ToF (Shimadzu) para determinagio
da sequéncia primaria dos peptideos. O sequenciamento dos peptideos (Figuras 16 a 22)
apresentados neste trabalho foi possivel gracas a utilizacdo de técnicas modernas de

espectrometria de massas (LC-IT-TOF-MS e MS").

8.3 Analise das fracdes cromatograficas por espectrometria de massas ESI- IT-ToF

Para se chegar a sequéncia primaria dos peptideos mais abundantes presentes no
veneno do escorpido T. serrulatus, cada uma das fra¢des foi submetida separadamente a
analise por espectrometria de massas do tipo massas ESI- IT-ToF.

Para aquisicdo dos dados adotou-se a seguinte metodologia: solubilizou-se o
peptideo em 100 L. MeCN 50% (v/v) e adicionou-se 1 pL de 4cido féormico (TEDIA). A
injecao foi realizada por sistema automatizado.

As fragdes que apresentaram material suficiente para detec¢do e fragmentacado do
peptideo serdo descritas abaixo.

A nomenclatura dos compostos presentes em veneno de escorpido ¢é
extremamente variada e confusa, sendo que ainda ndo se chegou a um consenso de como
as os componentes peptidicos de venenos de escorpides devem ser denominadas; algum
consenso foi estabelecido para as neurotoxinas, mas ndo para os demais componentes. O
resultado desta divergéncia em termos de nomenclatura pode ser visualizado na Tabela 1,
citada anteriormente. A mesma toxina pode possuir até cinco diferentes denominagdes,
criando gerando muita confusdo para se designar os nomes destas toxinas.

As toxinas descritas neste trabalho foram denominadas “Fra¢ao”, seguido de um
nimero correspondente & ordem em que o peptideo foi eluido durante a cromatografia
liquida de fase reversa. Vale ressaltar que as fragdes que ndo apresentaram conteudo
peptidico ou que ndo foi possivel se chegar a sequéncia primaria completa ndo serdo

discutidas e ndo foram nomeadas.
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8.3.1 Fracao 10

O espectro ESI-MS da fracdo 10 revelou um componente peptidico com ion
molecular de MYz 469,5 na forma [M+2H] ™ (resultados ndo mostrados), correspondente a
massa molecular 936,41 Da.

O sequenciamento deste peptideo foi realizado a partir de selecdo do precursor de
m/z 469,6 na forma [M+2H]™ , para fragmentacdo sob condi¢des de CID; o resultado
obtido estd mostrado na Figura 17. Neste espectro foram encontradas as séries
incompletas de ions b ¢ Yy, que por sua vez foram utilizadas para se determinar a
sequéncia do peptideo. A auséncia do ion by oif complementada pela presenca do ion
oposto Ya.; além disso, observou-se [(bs- bg) + 1] = 186, o que da a possibilidade de
existirem os dipeptideos: AN, NA, GQ, QG, GK ou KG. Ja na série -y, [(Ys — Ya) +1] =
216, resulta em apenas duas possibilidades: CN ou NC. Por meio da sobreposi¢cdo das
duas séries chegou-se a sequéncia completa do peptideo. O uso das duas séries permite
também a confirmacdo de cada um dos residuos de aminoacidos. Em analise futura, o
peptideo serd submetido a acetilagdo com anidrido acético para diferenciacdo dos
fragmentos de glutamina (Q) e lisina (K). A sequéncia intepretada foi:
Q/ K-M-C-N-A-W-G-Q/K. A massa molecular do peptideo com a sequéncia
mostrada acima, ¢ compativel com o residuo C-terminal na forma amidada; portanto, a

sequéncia deste peptideo é: Q/ K-M-C-N-A -W -G - Q/K - NH,.
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8.3.2 Fracao 12

O espectro ESI-MS da fracdo 12 revelou um componente peptidico caracterizado
pela presenca de ions moleculares de MVz 661,70 na forma [M+2H]? e de mz 1362, 43
na forma [M+H]" (resultados nio mostrados), correspondente a um componente de
massa molecular 1361,07 Da. O sequenciamento deste peptideo foi realizado a partir de
selecio do precursor de m/z m/z 661,70 na forma [M+2H]™, para fragmenta¢do sob
condig¢des de CID; o resultado obtido esta mostrado na Figura 18. Devido a auséncia de
alguns ions da série -b (b; e byy), utilizou-se também a série -y; a sobreposi¢do das duas
séries chegou-se a sequéncia completa do peptideo. A sequéncia determinada para o
peptideo presente na fragdo 12 foi: G-A —A-L/I —A-A -F-V-T-I/L-A-S
— Q/K — A - A. A massa molecular do peptideo com a sequéncia mostrada acima, ¢
compativel com a porcdo C-terminal na forma amidada; portanto, a sequéncia deste
peptideoé: G-A —A-LI —A-A -F-V-T-T/L-A-S-Q/K-A-A-NH,.
As ambiguidades entre os residuos de Leucina e Isoleucina foram solucionados por meio
da observacdo das séries -d ¢ —w. A ambiguidade na posi¢do 4 foi solucionada pela
observacdo do ion de m/z 271,17 ( —ds ), sendo uma isoleucina. Ja a ambiguidade na
posi¢do 10 foi solucionada pela observa¢do do ion de m/z 845,40 ( —dyo ), sendo uma
leucina. Portanto, a sequéncia de aminodcidos para o peptideo com a distingdo dos
residuos isobaros ¢: G- A-A-1-A-A-F-V-T-L-A-S-Q/K-A-A-NH,
Em anadlises futuras, o peptideo serd submetido a acetilagdo com anidrido acético para

diferenciagdo dos fragmentos de glutamina (Q) e lisina (K).
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8.3.3 Fracao 14

O espectro ESI-MS da fragdo 14 revelou um componente peptidico caracterizado
pela presenga ions moleculares de m/z 681,85 na forma [M+4H]+4 , € de m/z 908,74 na
forma [M+3H]™ (dados n3o mostrados) correspondentes a um componente de massa
molecular igual a 2722,42 Da. Os ions moleculares mencionados acima foram
selecionados para analise sob condi¢cdes de CID (Figura 19). A sequéncia determinada
para o peptideo presente na fragdo 14 foi obtida levando-se em considerag@o as séries de
ions -¢,-z,-wWe-d: Act-R-I/L-D-F-S-W-Q/K-H-1T/L-D-P-E-P-Q/K-
V-G-S-Q/K-F-A-Y-Y. Chama atencdo nesta sequéncia a presenga de uma
modifica¢do pos-traducional no residuo N-terminal uma acetilacdo; a massa molecular
do peptideo com a sequéncia mostrada acima, ¢ compativel com o residuo C-terminal na
forma amidada; portanto, a sequéncia deste peptideo é: Act-R-I/L-D-F-S-W —
Q/K-H-T/L-D-P-E-P-Q/K-V-G-S-Q/K-F-A-Y-Y. -NH,.

A acetilacdo do residuo N-terminal tende a diminuir a carga dos fragmentos com
reten¢do de carga do lado N-terminal, empobrecendo o espectro da presenca de ions-
fragmentos do tipo —a, -b, e -c (MADSEN e BRODBELT, 2009). Este efeito parece ser
potenciado pela observagdo de que a ligacdo D-P favorece a clivagem de peptideos com
a carga localizada do lado do residuo C-terminal (BRECI et al., 2003). A acetilagdo do
residuo N-terminal associado a presenga da ligagdo D-P torna muito reduzida a carga
positiva dos fragmentos gerados sob condi¢des de CID, com a carga retida no lado
N-terminal do peptideo. Isso favorece a fragmentacdo do lado C-terminal do peptideo,
e, portanto favorece a formagdo de fragmentos do tipo -X, -y, € —z, conforme se observa
no espectro CID deste peptideo (Figura 19).

A presenca de dois residuos de prolina no meio da sequéncia, principalmente
avizinhados por residuos de Asp e Glu, favorecem a fragmentacdo do peptideo no lado
C-terminal, com a formag¢do de uma longa série de fragmentos de ions do tipo-z. Desta
maneira, quando se analisa esse peptideo por espectrometria de massas sob condigdes
de CID, a cadeia peptidica parece sofrer dois tipos de fragmentagdes, sempre com a
carga retida do lado C-terminal:

1) sendo uma fragmentagcdo com a predominancia de formagdo de ions do tipo -y,
que se estende ao longo da sequéncia Act-R-L/I-D-F-S-W-E-H (formando

uma série de —y13 a Y22);
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i1) o outro tipo de fragmentacdo ocorre a partir do primeiro residuo de Asp na
posicdo 10, até o residuo C-terminal, com a formacdo de fragmentos de ions-
z, provavelmente devido a rigidez estrutural induzida pela presenca de dois
residuos Pro, que conferem a configuragdo CiS e trans para a cadeia
peptidica; assim, uma série de ions se estande de z a z3, ao longo da

sequéncia ...D-P-E-P-Q/K-V—G-S-Q/K-F-A-Y-Y-NH,.

A presenca do ion Y3 de m/z 1497,43 ajuda a assinalar a presenca de Ile/Leu na
posi¢do 9, sendo o ion Yi3 o ultimo da série —y. O ion-fragmento -z13 de mM/z 1482,49 por
sua vez, ajuda a assinalar a presenga de Asp na posicao 10, sendo este ion o primeiro da
série z, observado no espectro da Figura 18. Desta maneira, parece terem ocorrido duas
fragmentacdes em posi¢des diferentes, entre os residuo Leu/Ile na posicdo 9 e Asp na
posicdo 10. A ligagdo ...D-P... esta posicionada numa conformagio rigida e ndo linear
da cadeia polipeptidica, causada pela presenca de dois residuos de Pro nas posi¢des 11
e 13, propiciando a mudanca no padrdo de fragmentacdo de ions -y entre os residuos 1 e
9, para ions-z a partir do residuo 10 até o residuo C-terminal.

A distingdo entre os residuos de I e L pode ser realizada através da observagao
dos fragmentos ionicos do tipo —d. A presenga do ion de mVz 2741,17 (-dy1) permitiu
definir a ambiguidade Leucina/lIsoleucina desta posi¢do sendo o que o residuo de
aminoacido presente ¢ uma Leucina. Apesar disso, dividas relacionadas a distingdo
entre [ e L nas posicdes N- e C-terminais de cada peptideo permanece, uma vez que
quando estes residuos de aminoacidos se localizam nas posi¢des terminais, ndo ocorrem
fragmentacdes das cadeias laterais (MENDES et al., 2004), portanto a ambiguidade na
posi¢do 2 entre os aminodcidos isdbaros permaneceu sem resolugdo. Portanto a
sequéncia de aminoacidos com relagdo a disting@o dos residuos de I/L é: Act- R - I/L -
D-F-S-W-K-H-L-D-P-E-P-K-V-G-S-K-F-A-Y-YNH,

A distingdo entre os residuos de glutamina e lisina foi realizada por meio da
reacdo de derivatizacdo com anidrido acético, seguida por analise ESI-MS e MS” (dados
ndo mostrados). A reacdo do peptideo com anidrido acético resultou na modificacdo da
massa molecular para 2891,42 Da, indicando um aumento de 168 Da na massa
molecular do peptideo (42 Da x 4), devido a ocorréncia de quatro reagdes de acetilagdo,
i.e., no grupamento o-amino do residuo N-terminal e nos grupamentos g-amino dos
residuos de Lys. Esse resultado indica a presenga de trés residuos de Lys ao invés de

Gln na sequéncia desse peptideo, uma vez que a cadeia lateral do residuo de Gln nao
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sofre reacdo de acetilagdo. Portanto, a sequéncia do peptideo presente na fracdo 14 em
relacdo aos residuos isébaros K/Q é: Act-R-I/L-D-F-S-W-K-H-L-D-P-
E-P-K-V-G-S-K-F-A-Y-YNH,

Estratégias de derivag¢do quimica do residuo de aminoacido N-terminal tém sido
utilizadas na tentativa de simplificar os padrdes de fragmentagdo dos peptideos, quando
analisados por espectrometria de massas, com pouco sucesso (MADSEN e
BRODBELT, 2009). Geralmente em analises de novo ocorre mobiliza¢do significante
do proton em condi¢des de CID de peptideos multi-ionizados, resultando na formagao
tanto de ions-produtos a partir da fragmenta¢do do lado N-terminal, como C-terminal,
tornando os espectros CID bastante complexos, com a presenca simultinea de ions do
tipo -a, -b, e —c de lado, e de ions -X, -y, ¢ —zde outro lado (WANG et al., 2006).

A sintese do peptideo foi realizada através do método manual em fase soélida —
estratégia Fmoc e posteriormente submetido a diferentes bioensaios. Em experimentos
futuros o peptideo serd também sintetizado com a presenga da modificagdo poOs-

traducional detectada (acetilagdo) e também submetido a diferentes bioensaios.
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8.3.4 Fracao 18

O espectro ESI-MS da fragdo 18 revelou um componente peptidico caracterizado
pela presenca ions moleculares de m/z 920,51 na forma [M+3H] ™, m/z 690,39 na forma
[M+4H]™ e m/z 551,33 na forma [M+5H]’" (dados n3o mostrados), correspondentes a
um componente de massa molecular igual a 2757,57 Da. Para o sequenciamento deste
peptideo foram selecionados os ions precursores descritos acima, que foram submetidos
a analise por espectrometria de massas em condi¢des de CID; o espectro final , ja
desconvoluido estd mostrado na Figura 20.

A sequéncia determinada para o peptideo presente na fracdo 18 foi obtida levando-
se em consideracdo as séries pouco comuns de ions -C, -Z, complementadas por alguns
ions-we-d: /L-Q/K-F-I/L-N-S-D-G-Q/K-S-D-I/L-T-S-H-V-
W-A-P-V-A-Q/K-G-P-YV -P. A massa molecular do peptideo com a
sequéncia mostrada acima, ¢ compativel com o residuo C-terminal na forma amidada;
portanto, a sequéncia deste peptideo é: /L —Q/K-F -I/L-N-S-D-G-Q/K-S -
D-I/L-T-S-H-V-W-A-P-V-A-Q/K-G-P-V-P-NH,.

A distin¢do entre os residuos de I e L pode ser realizada através da observagdo dos
fragmentos i6nicos do tipo —d e -w. A presenca do ion de Mz 432,26 (-ds) permitiu
definir a ambiguidade Leucina/Isoleucina desta posi¢do sendo o que o residuo de
aminoacido presente ¢ uma Leucina, ja a presenga do ion de m/z 1525,84 (-wyg) permitiu
a disting@o entre leucina e isoleucina desta posi¢do sendo um residuo de isoleucina.
Apesar disso, duvidas relacionadas a distingdo entre I e L na posicdo N-terminal de
permanece, portanto a ambiguidade na posicdo 1 entre os aminodcidos isdbaros
permaneceu sem resolucdo. Portanto a sequéncia de aminoacidos com relacdo a
distingdo dos residuos de I/L é: /L —Q/K-F-L-N-S-D-G-Q/K-S-D-1-T -
S-H-V-W-A-P-V-A-Q/K-G-P-V-P-NH,

Para a distingdo entre os residuos de glutamina e lisina foi utilizada reagdo de
derivativagdo com anidrido acético, seguida por analise de espectrometria de massas
ESI-MS (dados ndo mostrados). A reag¢do do peptideo com anidrido acético resultou na
modificacdo da massa molecular para 2729,67 Da, indicando um aumento de 168 Da na
massa molecular do peptideo (42 Da x 4), devido a ocorréncia de quatro reagdes de
acetilag@o, i.e., no grupamento a-amino do residuo N-terminal e grupamento g-amino
dos residuos de Lys. Esse resultado indica a presenca de trés residuos de Lys ao invés

de trés Gln na sequéncia desse peptideo, uma vez que a cadeia lateral do residuo de Gln
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ndo sofre reacdo de acetilacdo. Portanto, a sequéncia do peptideo presente na fracdo 18
em relacdo aos residuos isobaros K/Q é: I/L-K-F-L-N-S-D-G-K-S-D-1
-T-S-H-V-W-A-P-V-A-K-G-P-V-P-NH,

A sintese desse peptideo foi realizada através do método manual em fase sélida —

estratégia Fmoc e posteriormente submetido a diferentes bioensaios.
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8.3.5 Fracao 20

O espectro ESI-MS da fracdo 20 revelou um componente peptidico caracterizado
pela presenca do ion molecular de m/z 782,45 na forma [M+3H]™ (dados ndo
mostrados), correspondente a um componente de massa molecular igual a 2344,35 Da.
Para o sequenciamento o ion molecular mencionando acima foi selecionado para ser
fragmentado em condicdes de CID (Figura 21).

A sequéncia determinada para o peptideo presente na fracdo 20 foi obtida levando-
se em consideragdo as séries de ions pouco comuns Ce -z N- Q/K-E - Q/K-L/I -
S-LNI-LI-P-Q/K-V-V-G-G-L/-S -G -F-M. A massa molecular do
peptideo com a sequéncia mostrada acima, é compativel com a por¢do C-terminal na
forma amidada; portanto, a sequéncia deste peptideo ¢: N— Q/K-E - Q/K-L/1-S —
LI-LI-P-Q/K-V-V-G-G-L/1-S-G-F-M -NH,.

O espectro MS2 mostrado na Figura 23 ndo permitiu a detec¢do de ions do tipo d-
e/ou w, e por isso também ndo foi possivel distinguir os residuos isobaros Ile / Leu. A
quantidade recuperada no fracionamento do veneno nao foi suficiente para realizacdo da

reacdo de acetilacdo.
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As sequéncias adquiridas foram comparadas com as sequéncias depositadas nos
bancos de dados BLAST (NCBI- blast.ncbi.nlm.nih.gov), ArachnoServer (HERZIG et
al., 2011 - http://www.arachnoserver.org/) e ATDB
(http://protchem.hunnu.edu.cn/toxin) a fim de se verificar se ja foram anteriormente
descritas. Além disso, uma revisdo minuciosa da literatura foi realizada para verificar se
essas sequéncias j4 haviam sido descritas em outros venenos animais. Entretanto,
apenas o peptideo presente na Fragdo 10 (Figura 17) apresentou similaridade com um
peptideo depositado no bando de dados ArachnoServer (HERZIG et al., 2011) e que
possui fung¢do inseticida. O alinhamento da sequéncia priméaria do peptideo da Fracdo 10
com o inseticida U3-plectoxin-Ptla isolado da aranha Plectreurys tristis (ALTSCHUL

et al., 1997) pode ser visualizado na Figura 22.

Score E

Sequences producing significant alignments: {bits) Value

a3:U3-plectoxin-Ptlal|sp:P36990... Insecticidal toxin (Plt-X) £fr... 17 4.8

»a3:U3-plectoxin-Prlalsp:P36990... Insecticidal toxin (Plt-X)
from the spider Plectreurys tristis
Length = 49

Score = 16.9 bkits (32), Expect = 4.8
Identities = 4/6 (66%), Positiwves = 5/& (B3%)

il

Query: 1 MCHLW
+C AW

Sbjct: 31 LCGRAW

(s}

RG]

3

o

Figura 22. Alinhamento entre o peptideo da Fragdo 10 e o inseticida U3-plectoxin-Ptla isolado da aranha
Plectreurys tristi.

Notou-se ao longo deste trabalho que a auséncia de um banco de sequéncias
especificas para toxinas de escorpides dificulta a identificagdo em potencial da fun¢do
dos pequenos peptideos lineares. Os bancos até hoje criados, como o SCORPIONS
(sdmc.krdl.org.sg:8080/scorpion), especificos para toxinas descritas a partir de venenos
de escorpido foram desativados por falta de recursos/dificuldades de manuten¢do. Além
disso, o Dbanco de dados «criado para toxinas animais (ATDB -
http://protchem.hunnu.edu.cn/toxin) ndo estd operando adequadamente, uma vez que
qualquer sequéncia que seja inserida na ferramenta de busca (no formato recomendado

pelo gerenciador do banco) ndo retorna resultados.
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8.4 Sintese de peptideos

Os peptideos correspondentes as fragdes 14 e 18 foram sintetizados em fase
solida por estratégia Fmoc e suas sequéncias podem ser visualizadas na Tabela 4. Os
peptideos foram sintetizados para serem testados para as atividades bioldgicas:
hemolitica, atividade desgranuladora de mastocitos, LDH, MIC, efeito inseticida e

atividades farmacoldgicas de dor/inflamagao.

Tabela 4. Sequéncia primaria dos peptideos sintetizados.

C-terminal

Peptideo Sequéncia Peptidica

Fracao 14 ILKFLNSDGKSDITSHVWAPVAKGPVP NH;
Fraciao 18 RI/LDFSWKHILDPEPKVGSKFAYY NH;

8.5 Purificacido dos peptideos sintéticos

A purificagdo dos peptideos sintéticos foi realizada por cromatografia de fase
reversa (RP-HPLC, Reversed-phase High Performance Liquid chromatrography)
utilizando um sistema de HPLC Shimadzu modelo LC-8A (HPLC). O cromatograma da
Fracdo 14 (Figura 23) revelou a presenga de trés picos: os pico 1 e 2 correspondem ao
peptideo presente na Fracdo 14 (massa molecular 2683,42 Da) e o pico 3 corresponde a

um subproduto da sintese.

2
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Figura 23 - Perfil de cromatografia de fase reversa de amostra sintética do peptideo presente na fracdo 14
em coluna SHIMPACK PREP-ODS(K) 30x200 mm (Shimadzu), em fluxo de 10 mL/min, de forma
isocratica em MeCN 25 (v/v), com elui¢do monitorada em 214 nm.
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Os picos 1 e 2 do cromatograma apresentaram a mesma massa molecular
(2722,42 Da). Aparentemente, este fato deve estar relacionado a presenca de residuos de
prolina na sequéncia do peptideo. Dos 20 residuos de aminoacidos, a prolina € o unico
que contém uma amina secundaria, ou seja, sua cadeia lateral forma um anel de cinco
membros com o carbono-R do esqueleto peptidico. Enquanto a maioria das ligagdes
peptidicas existe na geometria trans, aquelas que envolvem prolina (Xaa-Pro) ocorrem
em Cis ou trans. Isto ocorre, pois a rigidez da ligagdo peptidica faz com que o residuo de
aminoacido adquira as formas Cis- e trans- em solug¢do, com abundancia de 94% e 6%,
respectivamente (COUNTERMAN e CLEMMER, 2002). O resultado destas diferentes
conformagdes reflete-se nas diferengas estruturais que sdo induzidas nos peptideos,
alterando suas respectivas superficies de contato com as resinas cromatograficas, e
consequentemente alterando os tempos de reteng@o nos processos cromatograficos, para
cada conformacgdo de um mesmo peptideo.

Portanto, a ocorréncia de multiplos picos para um mesmo peptideo, geralmente ¢
consequéncia da formacdo de multiplos conférmeros, que apresentam individualmente
diferentes afinidades pelo grupo funcional cromatogréfico (octadecil), em funcdo de que
cada conformero possui uma superficie de contato diferente com o grupo funcional
cromatografico (COUNTERMAN e CLEMMER, 2002).

Para os bioensaios foi utilizado apenas o pico 2, que apresentou maior grau de
pureza e maior abundancia.

O cromatograma da Fragdo 18 (Figura 24) revelou a presenca de um unico pico

(massa molecular 2757,27 Da), estando o peptideo sintético puro.
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Figura 25 - Perfil de cromatografia de fase reversa de amostra sintética do peptideo presente na fragdo
18, em coluna SHIMPACK PREP-ODS(K) 30x200 mm (Shimadzu) em fluxo de 10 mL/min, sob
gradiente de MeCN entre 30-70% (v/v), com elui¢do monitorada em 214 nm.
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PARTE II: RESULTADOS DAS ANALISES FUNCIONAIS DOS
PEPTIDEOS IDENTIFICADOS

8.6 Analises Funcionais

8.6.1 Atividade Hemolitica

A hemolise ¢ definida como a degradag@o quimica das hemaécias, porém, alguns
processos como a interagdo antigeno-anticorpo, toxinas e venenos podem causar uma
degradacdo quimica prematura. Sendo assim, a quantidade de hemacias disponiveis para
o transporte de oxigénio fica abaixo do normal.

Para os ensaios de atividade hemolitica foram testadas as concentragdes de 0,5
pg/puL a 0,0001 pg/ul (concentragdes ja bem estabelecidas pela literatura). Como
controle foi utilizado a Melitina (peptideo isolado do veneno do género Apis, utilizado
como controle de lise celular).

Sabe-se que a atividade hemolitica é dependente de perturba¢des na membrana
dos eritrocitos causada pelos peptideos. Porém, neste caso, os resultados demonstram
que estas perturba¢des ndo ocorrem em presenca dos peptideos testados. Podemos
constatar que a melitina, um dos peptideos mais estudados a respeito de interagdes
peptideo-membrana, utilizado como padrio, apresentou 100% de atividade hemolitica
na concentragdo de 0,003 pg/ul, enquanto que todos os peptideos testados ndo

apresentaram nenhuma atividade hemolitica significativa (Figura 26).
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Figura 26. Ensaio de hemdlise de eritrocitos de sangue de ratos Wistar machos causados pelos peptideos
presentes nas fragdes 14 e 18, incubados a 37°C.

8.6.2 Atividade Desgranuladora de mastdcitos Provenientes do Lavado Peritoneal
de Ratos Wistar Machos

Os mastécitos sdo células encontradas em todos os tecidos de sustentagdo,
prevalecendo principalmente no revestimento gastrointestinal, no revestimento seroso
da cavidade peritoneal e em torno dos vasos sanguineos (YOUNG; HEATH, 2000).
Para os ensaios de atividade desgranuladora de mastdcitos foram testadas as
concentragdes de 0,5 pg/ul a 0,0001 pg/ uL (concentracdes ja bem estabelecidas pela
literatura). Como controle foi utilizado o peptideo HR-II (TUICHIBAEYV, 1988) isolado
do veneno do género Apis, utilizado como controle de desgranulagdo de mastdcitos.

Os mastocitos sdo células preenchidas com varios granulos que contém
histamina e outros potentes agentes biologicamente ativos. Quando expostos a
substancias estranhas, liberam os granulos citoplasmaticos ocasionando a desgranulagdo
(CARVALHO; COLLARES-BUZATO, 2005).

Os peptideos testados nas diversas concentragdes citadas anteriormente nao
demonstraram atividade, ndo podendo ser considerados desgranuladores de mastocitos
(Figura 27). Ja na presenca do peptideo padrao, HR-II, podemos constatar a ocorréncia

desgranulacdo com EDs¢=-1,2 log [ug/puL].

Figura 27. Ensaio de desgranulagdo de células provenientes do lavado peritoneal de ratos Wistar machos
causados pelo peptideo da Fracdo 14 e pelo peptideo Fracgdo 18.
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8.6.3 Liberacao da atividade de Lactato desidrogenase (LDH)

A atividade de LDH foi realizada com a suspensdo de mastocitos coletada da
cavidade peritoneal de ratos Wistar, assim como descrito para os ensaios desgranulacao.
O peptideo melitina também foi utilizado como padrdo neste ensaio. O resultado obtido

pode ser visualizado na Figura 28.

Figura 28. Atividade da medida da enzima lactato desidrogenase dos peptideos presentes nas fragdes 14 ¢

18.

A medida da liberacdo da atividade da enzima lactato desidrogenase serve para
avaliar se os pepideos ensaiados atuam rompendo a membrana plasmatica dos
mastdcitos, liberando a LDH para o meio extracelular, servindo de indicador de lise dos
mastocitos pelo peptideo. Os resultados obtidos indicam que os peptideos presentes nas

fracdes 14 e 18 ndo apresentam qualquer atividade litica.

8.6.4 Atividade Anti-Microbiana

Nos ultimos 20 anos, os peptideos antimicrobianos que sdo extremamente
disseminadas na natureza e exibem um papel importante na imunidade inata, foram
isolados a partir de espécies de insetos e organismos superiores, tais Como sapos € seres
humanos (TRISHA, 2001). Eles representam uma fonte promissora de potenciais novos

antibioticos, porque interagem diretamente com as bicamadas lipidicas, resultando na
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formagdo de poros ou de alteragdo da permeabilidade da membrana da célula e,
eventualmente, causando morte celular (SITARAM e NAGARALI 1999). A estrutura e
a atividade biologica de alguns destes peptideos tém sido investigados extensivamente.
Contudo, o mecanismo molecular da morte celular causada por peptideos
antimicrobianos ndo ¢ ainda claro.

Escorpides, aranhas e himenopteros desenvolveram durante a sua evolugdo,
peptideos antimicrobianos e peptideos citoliticos em seu veneno, juntamente com uma
mistura complexa de enzimas, neurotoxinas e compostos de baixa massa molecular
(KUHN-NENTWIG, 2003). Apesar de suas composi¢des diferentes, os venenos dos
escorpides tém dois principais propdsitos: em primeiro lugar, eles sdo utilizados para
obter artropodes como fontes de alimento. Segundo, eles servem como uma arma de
defesa contra predadores invertebrados e vertebrados. Especificamente no caso dos
escorpides, propde-se que os peptideos antimicrobianos tém como fung¢ido natural
prevenir o escorpido de infecgdes bacterianas (SIMARD, 1990).

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos nos ensaios de atividade antibidtica
realizado para os dois peptideos sintéticos, em comparacdo com um antibidtico padrao
(cloranfenicol) e com peptideos antibidticos de outras espécies de escorpides, sendo os

resultados expressos em pg/mL.

Tabela 5. Valores de concentracdo inibitoria minima (MIC) expressos em pg/uL, para os dois peptideos
estudados no presente trabalho, peptideos de referencia (IsCT, BmKbl e BmKn2) e para o padrdo do
experimento (Cloranfenicol), frente a bactérias Gram+ e Gram-.

Gram — Gram +

Escherichia  Salmonella Streptococcus  Staplylococcus

MIC [pg/mL]

coli tiphymurium pneumoniae aureus
Fracio 14 >500 >500 500 500
Fracdo 18 >500 >500 62,5 41,6
IsCT! - - - 34
BmKb1’ 18,1 - - 16,0
BmKn2* 1,5 - - 0,6
Cloranfenicol 7,8 39 39 0,97

" peptideo descrito por DAI et al., 2002; * peptideo descrito por ZENG et al., 2004.
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Como pode ser observado na Tabela 5 o peptideo da Fragdo 14 ndo inibiu o
crescimento bacteriano (tanto para bactérias Gram +, quanto bactérias Gram -), ou seja,
ndo apresenta atividade antibidtica consideravel.

J& o peptideo presente na Fragdo 18 apresentou inibi¢do do crescimento
bacteriano significativo para as bactérias Gram+. Ao se comparar os resultados obtidos
com os descritos na literatura, o peptideo presente na Fragdo 18:

e possui valor de MIC maior que o descrito para o peptideo IsCT (Tabela 5)
isolado do veneno do escorpido Opisthacanthus madagascariensis (DAI et al.,
2002);

e possui valor de MIC maior do que o descrito para os peptideos BmKbl e
BmKn2 isolados de Buthus martensii e testados contra a bactéria Gram+ S
aureus (ZENG et al., 2004);

e possui valor de MIC menor do que o descrito para o peptideo BmKbl1 testado
contra a bactéria Gram+ Micrococcus luteus por Zeng e colaboradores (2004)
(BmKbl: MIC de 81,5 ng/mL);

e possui valor de MIC menor do que o descrito para o peptideo BmKn2 testado
contra a bactéria Gram+ Bacillus subtillis por Zeng ¢ colaboradores (2004)
(BmKn2: MIC de 48,8 png/mL).

8.6.5 Efeito de Inseto-toxicidade

Estima-se uma perda de cerca de 20% das areas agricolas em fun¢@o da acdo de
pragas, geralmente artropodes, sendo este um fator limitante da producdo de alimentos
em todo o mundo (OERKE e DEHNE, 2004). A abordagem tradicional de controle de
pragas nestes sistemas agricolas fundamenta-se basicamente na utiliza¢do de pesticidas
quimicos. Porém, nos ultimos anos tem sido observado um aumento na resisténcia por
parte dos insetos em fun¢do do uso continuo e excessivo deste tipo de composto.

Como alternativa, técnicas de controle de pragas com menores impactos
ambientais tém sido buscados. Estas técnicas incluem os métodos mecanicos (barreiras,
armadilhas) e métodos bioldgicos (reproducdo de predadores naturais das pragas, uso de
inseticidas bioldgicos ou a interrup¢do do processo reprodutivo da praga através da
insercdo de individuos estéreis) (HANSEN et al., 2006; NAGAI e YANO, 2000; GURR
e KVEDARAS, 2010).
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Dentre os métodos bioldgicos, a busca por novos inseticidas de origem biologica
parece ser uma solug¢do viavel em termos de custo-beneficio e favoravel ao meio
ambiente, ja que isto pode ser conseguido através da utilizagdo de agentes naturais anti-
insetos, tais como os desenvolvidos por escorpides e aranhas durante milhdes de anos
de evolugio.

A bioprospeccdo de moléculas bioldgicas que apresentem efeito inseticida tem
permitido que diferentes moléculas fossem descobertas e aplicadas na area agricola. Por
exemplo, os peptideos com atividade inseticida da peconha de aranhas sdo, em sua
maioria, relativamente pequenos (3 a 6 kDa) e ricos em pontes dissulfeto, o que
aumenta sua estabilidade in vivo e resisténcia a proteases, possibilitando a reducdo da
degradacdo de peconha e na presa apos o envenenamento (NICHOLSON, 2007). Além
disso, uma busca feita no banco de dados ArachnoServer (HERZIG et al., 2011) permite
localizar mais de 100 toxinas peptidicas de aranhas com acdo em insetos de diferentes
ordens, tais como Lepidoptera e Diptera.

Venenos de aranha e escorpido sdo fontes ricas de compostos de baixa massa
molecular, que sdo geralmente neurotoxicos. Alguns destes compostos s@o inseto-
especifico, outros sdo especificos para mamifero, ao passo que outros sdo dirigidos a
ambos (LORET et al., 1992). Em particular, a procura de novas neurotoxinas inseto-
especificas tornou-se uma area importante de investigagdo por empresas agroquimicas
para serem utilizadas como pontos de partida para o desenvolvimento de bioinseticidas
altamente seletivos (GUREVITS et al., 1996; QUISTAD et al., 1992).

Nos ensaios de efeito de toxicidade realizados utilizaram-se abelhas para
avalia¢do do efeito dos peptideos sintetizados sobre estes insetos. Segundo Manzoli-
Palma e colaboradores (2003), as abelhas sdo insetos muito ativos, e os efeitos causados
por injecdes de veneno sdo claramente observadas, pois qualquer comportamento
anormal ¢ facilmente perceptivel.

Ainda segundo Manzoli-Palma e colaboradores (2003), o grupo de abelhas que
sofreram a inje¢do de veneno bruto de Tityus serrulatus apresentou uma fase excitatoria
com as abelhas, andando rapidamente, até que os sintomas de toxicidade comecaram a
aparecer com uma diminuicdo na locomog¢do. Trés horas apds a inje¢do do veneno, as
abelhas apresentam queda da por¢do dorsal e dificuldades para retornar a posi¢cdo
normal. Elas parecem ficar desorientadas e seus membros do metatérax nio se dobram.
Apos esta fase, contragdes esporadicas do abddmen sdo observadas culminando na

morte do inseto. De acordo com Biicherl (1953), o valor médio do veneno bruto de T.
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serrulatus ¢ de 15,37 mg, valor este 1052 vezes maior do que a quantidade total de
veneno necessaria para matar um individuo de abelha com um LD50 = 15,58 ng/mg
(MANZOLI-PALMA et al., 2003).

Durante o ensaio realizado, observou-se que o padrdo de comportamento normal
do grupo de insetos considerados como “controle”, caracterizou-se por animais sempre
ativos, alimentando-se de uma solugdo de “candy”, andando em circulos e subindo nas
tapas das placas de Petri. Este mesmo comportamento foi observado para os individuos
do grupo em que foi injetado o presente na fragcdo 14.

J& os individuos do grupo experimental em que foi injetado o peptideo da fragdo
18 ndo se alimentou na primeira hora apds a injecdo e manteve-se paralisado por cerca
de 3 horas de experimento (nos individuos em que foram injetadas concentracdes de
400 ng/mg e 500 ng/mg). Lentamente o grupo retomou os movimentos € passou a se
alimentar novamente; portanto, o peptideo presente na fracdo 18 causou apenas uma
paralisia transitéria nas abelhas, o que parece ser uma caracteristica de toxinas de
animais peconhentos, solitarios e cagadores.

Nenhum dos peptideos testados causou a morte dos individuos nas diversas
concentragdes testadas. Podemos, portanto, concluir que os peptideos ndo apresentam

efeito inseticida.

8.6.6 Efeito dos peptideos presentes nas fracoes 14 e 18 sobre a sensibilidade
dolorosa e sobre o efeito edematogénico

Os camundongos foram injetados, por via intraplantar (i.pl.), com os peptideos
presentes nas fracdes 14 ¢ 18 (1, 5 e 10 pg/50 uL) e avaliados no teste de hiperalgesia
mecanica (von Frey eletronico). Os animais controles foram administrados com o
mesmo volume de salina (S) nas mesmas condi¢des experimentais. A carragenina (Cg,
i.pl., 300 ng/50 pL) foi utilizada como controle positivo. Os resultados mostraram que
houve significativo aumento na intensidade de hipernocicep¢do comparavel a
carragenina (controle positivo) nas doses de 1 e 10 pug/50 pL na primeira hora da
administracdo do peptideo presente na Fracdo 18 (Figura 29A). Este aumento
caracteriza o fendmeno de hipernocicepg¢do (hiperalgesia). Cabe ressaltar que a dose de
1 pg/50 pL da Fracdo 18 também apresentou aumento na intensidade de
hipernocicep¢do comparavel a carragenina (300 pg/50 pL) também apds 240 minutos

do periodo experimental.
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O efeito edematogénico foi avaliado utilizando-se paquimetro digital para medir o
didmetro dos edemas formados. A carragenina acarretou aumento significativo do
volume da pata dos animais (edema), quando comparado aos camundongos tratados,
com salina durante todo o periodo de observagdo. O efeito edematogénico do peptideo
presente na Fragdo 18 foi maior na dose de 10 ug/50 uL observado até 60 minutos apds

o periodo de experimentagdo (Figura 29B).
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Figura 29 - Efeito do peptideo presente na fraciio 18 sobre a sensibilidade dolorosa avaliada através
do teste do von Frey eletronico e sobre o aumento da pata (edema). O limiar nociceptivo esta
representado pelo delta (A) da forca (em gramas) necessaria para a retirada da pata (A). O efeito
edematogénico foi avaliado através de paquimetro digital (B). As medidas foram realizadas antes (tempo
0), 30, 60, 120, 240 e 360 minutos apo6s a administragdo do Peptideo 4 (1, 5 e 10 ug/50 uL, i.pl.) ou
carragenina (Cg, 300 pg/50 pL, i.pl.). O grupo controle foi composto por animais injetados com solugéo
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salina estéril (S). Os resultados foram expressos como média +SEM de 5 animais por grupo. * p<0,001
em relagdo ao grupo Salina; # p<0,001 em relagdo ao grupo Carragenina.

Por outro lado, o peptideo presente na Fragdo 14 ndo foi capaz de induzir
nocicep¢ao por todo o periodo testado e em todas as doses testadas (1, 5 ¢ 10 ug/50 uL)
(Figura 29C). Ainda, ndo foi observado nocicep¢do apds 1440 minutos do periodo
experimental para todas as doses testadas (dados ndo mostrados). Além disso, nédo
houve diferenca significativa no limiar nociceptivo dos animais tratados com salina
durante todo o periodo observado. O peptideo presente na Fracdo 14 ndo foi capaz de
induzir efeito edematogénico por todo o periodo testado e em todas as doses testadas (1,
5 e 10 pg/50 puL) (Figura 29D). Ainda ndo foi observado nocicepcdo apds 1440 minutos
do periodo experimental para todas as doses testadas (dados ndo mostrados). A salina
nestas mesmas condi¢des experimentais, ndo interferiu com o volume da pata dos

animais durante todo o periodo de observacdo (Figura 29D).
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Figura 29 - Efeito do peptideo presente na Fracdo 14 sobre a sensibilidade dolorosa avaliada
através do teste do von Frey eletronico e sobre o aumento da pata (edema). O limiar nociceptivo esta
representado pelo delta (A) da forca (em gramas) necessaria para a retirada da pata (C). O efeito
edematogénico foi avaliado através de paquimetro digital (D). As medidas foram realizadas antes (tempo
0), 30, 60, 120, 240 ¢ 360 minutos apos a administragdo do Peptideo 3 (1, 5 e 10 nug/50 pL, i.pl.) ou
carragenina (Cg, 300 ug/50 puL, i.pl.). O grupo controle foi composto por animais injetados com solugéo
salina estéril (S). Os resultados foram expressos como média +SEM de 5 animais por grupo. * p<0,001
em relag@o ao grupo Salina; # p<0,001 em relagdo ao grupo Carragenina.

A dor ¢ considerada um problema de saude publica, uma vez que interfere com a
qualidade de vida dos pacientes. Neste sentido, dados da Organiza¢do Mundial de Saude

relatam que cerca de 40% dos pacientes que sofrem de dor ndo dispdem de tratamento
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adequado (HANKS et al., 2001). Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da
Dor (IASP), ¢ definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a um dano tecidual potencial e/ou de fato ou, ainda, descrita em termos que
sugerem tais lesoes. A dor, portanto, ¢ um processo cognitivo e dependente da memoria,
aspectos culturais e psiquicos.

Os nociceptores (receptores para a dor) sdo terminagdes nervosas livres
desprovidas de estruturas receptoras especificas sendo, portanto, uma continuagdo da
propria fibra nervosa. Os neurdnios aferentes primarios detectam o estimulo nociceptivo
ou nocivo (transducdo), conduzem o impulso da periferia para a medula espinhal e
transferem esses impulsos para neuronios secundarios e interneurdnios presentes em
laminas especificas do corno dorsal da medula espinhal (transmissdo sindptica)
(CAVIEDES et al., 2002). Da medula espinhal, as informag¢des nociceptivas sdo
conduzidas ao tronco cerebral, tdlamo e cortex cerebral, onde ocorre a percepg¢do da dor
(SCHAIBLE & RICHTER, 2004).

As toxinas animais sempre foram alvo dos pesquisadores, ora como ferramentas
de investigacdo cientifica, ora como substidncias com aplicacdo terapéutica. Neste
sentido, foi objetivo de nosso projeto de pesquisa avaliar o possivel efeito
hipernociceptivo e inflamatério dos peptideos presentes nas Fragdes 14 e 18 isolados do
veneno do escorpido Tityus serrulatus. E importante ressaltar que este é um projeto
pioneiro no que concerne a avaliagdo da nocicepg¢do e efeito edematogénico de
peptideos presentes no veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus, uma vez que os
poucos dados apresentados na literatura referem-se ao efeito do veneno total da espécie
relatada (NASCIMENTO et al., 2005).

De acordo com o Ministério da Saude cerca de 8000 casos de envenenamento
por escorpides sdo relatados anualmente no Brasil (BRASIL, 2001). O escorpido mais
frequentemente associado aos casos de envenenamento é o Tityus serrulatus (familia
Butidae) (LUCAS e SILVA-JUNIOR, 1992). Os pacientes relatam intensa dor no local
da picada que pode se irradiar para diversos locais distantes do local da picada,
taquicardia, hipertensdo arterial, parestesia, émese e excesso de salivacdo (HOREN,
1972; RIMSZA et al., 1980; MULLER, 1983).

Os resultados apresentados mostraram que houve significativo aumento na
intensidade de hipernocicep¢do comparavel a carragenina (controle positivo) nas doses
de 1 e 10 pg/50 puL na primeira hora da administracdo do Peptideo 4. Esta

hipernocicepcdo nio foi dose-dependente. Por outro lado, o Peptideo 3 ndo apresentou
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efeito hipernociceptivo. O efeito edematogénico do Peptideo 4 foi maior na dose de 10
ng/50 uL observado até 60 minutos apds o periodo de experimentagdo. Por outro lado, o
Peptideo 3 ndo foi capaz de induzir efeito edematogénico por todo o periodo testado e
em todas as doses testadas (1, 5 e 10 ug/50 uL).

Pacientes acidentados pelo escorpido Tityus serrulatus relatam dor intensa
imediata (HOREN, 1972; RIMSZA et al., 1980; MULLER, 1983). Nossos dados
mostraram que o Peptideo 4 causou dor apenas a partir da 1° hora de administragdo. Por
outro lado, este peptideo induziu efeito edematogénico nos primeiros trinta minutos
apds sua administracdo. Estes dados, analisados em conjunto, demonstram que o
Peptideo 4 presente no veneno do escorpido Tityus serrulatus participa do fendmeno
edematogénico e nociceptivo apresentado pelos pacientes, mas ndo parece ser 0 mais
algogénico, uma vez que seus efeitos ndo foram imediatos. Outros peptideos estdo
sendo caracterizados pelo nosso grupo e deverdo ser testados, o que elucidard, com
maior propriedade qual ou quais sdo as principais substancias que contribuem, com
maior intensidade, para os fenomenos observados. Além disso, os mecanismos
envolvidos nestes efeitos acima mencionados sdo alvos de estudos futuros.

Conforme relatado anteriormente, este trabalho € pioneiro na caracterizagdo
nociceptiva e edematogénica de peptideos isolados do veneno bruto de escorpido Tityus
serrulatus. Os poucos dados encontrados na literatura referem-se ao estudo da dor e
processo inflamatorio do veneno total. Neste sentido, Nascimento e colaboradores
(2005), pioneiros nestes estudos, demonstraram que o veneno bruto de Tityus serrulatus
induz alodinia e edema quando injetado por via intraplantar. Estes mesmos autores
demonstraram que diversos mediadores estdo envolvidos nestes fendmenos, tais como
os eicosanoides, histamina e 5-hidroxitriptamina.

Ainda, Pessini e colaboradores (2008) demonstraram que o veneno bruto de
escorpido injetado por via intraplantar induziu edema (dose-dependente) e
hipernocicep¢do mediada pela liberagdo de cininas (via receptores B1 e B2) e 6xido
nitrico. Ainda, os mesmos autores mostraram que o celecoxibe, inibidor seletivo da
COX-2, ¢ capaz de reverter o fenomeno edematogénico demonstrado. Por outro lado, a
indometacina nio foi capaz de reverter estes fendmenos.

Todos os dados, analisados em conjunto, sugerem que o veneno do escorpido
Tityus serrulatus apresenta substincias complexas e potentes, capazes de liberar uma
série de mediadores importantes para os processos nociceptivos e edematogénicos. E

nosso objetivo imediato caracterizar outros peptideos encontrados no veneno bruto, bem
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como, os mecanismos envolvidos nestes efeitos. Estes estudos tornam-se extremamente
relevantes, uma vez que, esclarecendo qual ou quais substincias s@o responsaveis por
estes efeitos, a abordagem farmacologica terapéutica torna-se mais racional objetivando

aliviar a intensa dor associada ao escorpionismo.
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9. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Venenos de escorpides sdo amplamente estudados por todo o mundo. A estratégia
geral adotada consiste da extragdo do veneno em solugdo aquosa seguida pelo
fracionamento do veneno em cromatografia de exclusdo molecular, e cada uma das
fragdes coletadas é submetida a cromatografia liquida de fase reversa. Ao longo das
ultimas décadas, este procedimento permitiu que os componentes majoritarios do veneno
de escorpides fossem estudados, sendo que as toxinas descritas caracterizam-se por
serem pequenas proteinas que atuam, principalmente, sobre canais i06nicos. Até o
presente momento, os peptideos pequenos e lineares sdo pouco estudados, e ndo
caracterizados na literatura. Essas moléculas apresentam-se, portanto, negligenciadas.

O estudo desenvolvido apresentou uma nova abordagem para o estudo de
venenos escorpionicos, que consistiu de uma extracdo direcionada do veneno para
compostos peptidicos, sendo este procedimento obtido por meio da extracdo do veneno
bruto em MeCN 50% (v/v), seguido de centrifugacdo. Em seguida, o veneno foi
fracionado por cromatografia liquida de fase reversa, e cada uma das fracdes foi
submetida a analise de espectrometria de massas de alta resolugdo. Por meio do método
de extracdo adotado e a estratégia cromatografica utilizada, conseguiu-se chegar a
sequéncia de cinco novos peptideos ndo descritos até o momento. O método aplicado
representa uma estratégia inovadora, e ao mesmo tempo simplificada de como
compreender e elucidar a vasta gama de moléculas bioativas presentes nesses venenos
animais, € que permanecem pouco investigadas.

Mesmo com a estratégia utilizada, o veneno de T. serrulatus foi de dificil estudo,
pois os compostos peptidicos estavam presentes em quantidades extremamente
reduzidas, representando cerca de apenas 2% do veneno bruto. Em fun¢do desta baixa
quantidade, inumeras corridas cromatograficas tiveram de ser realizadas a fim de se
acumular quantidade suficiente de cada uma das fragdes, para analise por espectrometria
de massas.

Diferentemente das estruturas conhecidas para o veneno desses animais,
compostos estes conhecidos por atuarem em canais i0nicos, os pequenos peptideos aqui
descritos possuem estrutura linear ¢ ndo formam pontes dissulfeto, pois ndo possuem

residuos de cisteina em sua sequéncia primaria. Estes peptideos parecem se encaixar
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numa classe de pequenos peptideos lineares, que ndo apresenta ponte dissulfeto

(NDBPs), descrita recentemente para venenos de escorpides.

Optou-se pela sintese quimica de dois destes peptideos (Fragcdo 14 e Fracdo 18)

para caracterizag¢do funcional dos mesmos:

O peptideo presente na Fracdo 14 ndo apresentou atividade para os intimeros
ensaios bioldgicos realizados e futuramente serd testado para diversas outras
atividades bioldgicas permitindo melhor compreensdo de sua fungdo no veneno
destes animais;

O peptideo presente na Fragdo 18 apresentou efeito nociceptivo e edematogénico
acentuado, sendo comparavel aos efeitos da carragenina. Sua via de agdo esta
ainda estd sendo estudada, para melhor compreensdo da ativacdo dos efeitos
farmacoldgicos. Ressaltamos que, embora o veneno de escorpides seja descrito
como causador de efeito nociceptivo intenso, estudos realizados até o presente
ndo descreveram efeito nociceptivo para nenhuma toxina isolada destes animais.
Sendo assim, o peptideo presente na Fracdo 18 ¢ o primeiro peptideo isolado de
T. serrulatus, com efeito nociceptivo caracterizado;

Além disso, o peptideo da Fragcdo 18 apresentou efeito antibidtico, quando
comparado aos dados descritos em literatura para outros peptideos oriundos de
veneno de escorpides, e parece ter papel fundamental no efeito antibidtico na

mistura complexa dos compostos do veneno.

Os outros peptideos descritos serdo sintetizados e terdo os mesmo ensaios

realizados para compreensdo de sua atividade bioldgica e caracterizagdo estrutural

detalhada.

Futuramente, analises do veneno bruto serdo realizadas por espectrometria de

massas On-line, em espectrometro de massas LC/MS IT-ToF para que com maior

acurdcia e alta resolucdo novos peptideos presentes em baixa quantidade no veneno

possam ser identificados e sequenciados.

Outras espécies de escorpido (Tityus bahiensis e Tityus obscurus) terdo seus

venenos analisados com a estratégia utilizada para Tityus serrulatus a fim de se realizar

suposi¢des filogenéticas em termos de arsenal molecular e de sucesso evolutivo deste

grupo animal tdo bem sucedido evolutivamente.
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