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RESUMO

Numerosos estudos produzidos nos ultimos 30 anos, vém elucidando estruturas e
atividades biol6gicas de véarios componentes de venenos animais, demonstrando suas
complexas composi¢cdes. Os venenos de escorpides sdo misturas complexas de compostos
biologicamente ativos, tais como: compostos de baixa massa molar, peptideos e proteinas,
sendo estas ultimas as mais amplamente estudadas. Até entdo, pouco se conhece sobre os
pequenos peptideos e metabolitos dos venenos de escorpifes, sendo necessarias pesquisas
para ampliar esse conhecimento. Este estudo visou a obtencdo de um perfil peptidico
detalhado dos venenos das especies T. serrulatus, T. bahienis e T. obscurus, com foco
principal nos pequenos peptideos lineares, antes negligenciados em venenos de escorpides. A
extracdo em acetonitrila 50 % (v/v) foi uma das diferencas estratégicas para esse objetivo, e a
separacgdo e sequenciamento destes peptideos foram realizados utilizando-se um sistema LC-
ESI-IT-TOF. Os componentes peptidicos dos venenos dos escorpifes estudados estdo
distribuidos na faixa de massa molar de 400-4000 Da, sendo possivel detectar a presenca de
521 peptideos distintos no veneno de T. serrulatus, 460 peptideos no veneno de T. bahiensis e
517 peptideos no veneno de T. obscurus. Também foi possivel estabelecer os perfis peptidicos
dos venenos das trés espécies estudadas, assim como obter a sequencia de 66 peptideos, dos
quais alguns apresentaram semelhancas com toxinas ja conhecidas de escorpifes. Treze dos
novos peptideos detectados, contendo entre 6 e 19 aminoacidos, foram sintetizados e
caracterizados com relagdo as suas atividades biol6gicas em ensaios de antibiose, hemolise,
desgranulacdo de mastécitos, LDH, ensaio de campo aberto, dor e inflamagdo em mamiferos,
demonstrando algumas atividades principalmente com relacdo a hemdlise, dor e locomogéo
de mamiferos. Este trabalho também elucidou o perfil de metabdlitos nestes venenos em um
sistema LCMS-Q-TOF-MS de maneira qualitativa e quantitativa. Para essa finalidade, foi
realizada a padronizacdo das condi¢cBes cromatograficas com utilizacdo de cromatografia de
pareamento i6nico para a melhor separacdo e identificacdo de compostos tais como aminas
biogénicas, poliaminas, aminoacidos, derivados de nucleosideos, etc., detectados nos venenos.
A complexidade quimica demonstrada no presente trabalho corrobora com o fato de que as
moléculas pequenas, tanto peptideos quanto metabolitos, deverdo agir em sinergismo com as
grandes toxinas nos venenos, potencializando seus efeitos em vitimas de ferroadas por esses

animais.

Palavras-chave: Peptiddmica. Veneno. Toxinas. Escorpides. LCMS.



ABSTRACT

Numerous studies produced in the last 30 years, come elucidating structures and
biological activities of various components of animal venoms, showing their complex
compositions. The scorpion venoms are complex mixtures of biologically active compounds,
such as low molecular weight compounds, peptides and proteins, the latter being the most
widely studied. To the present time not much is known about the small peptides and
metabolites of scorpion venoms, requiring research to expand this knowledge. This study
aimed to obtain a detailed peptide profile of the venoms of T. serrulatus, T. bahienis and T.
obscurus species, focusing primarily on small linear neglected peptides in scorpion venom.
The extraction in 50% acetonitrile was one of the strategic differences for this purpose and the
separation and sequencing of these peptides were performed "on-line" using an LC-ESI-IT-
TOF system. The peptide components of the scorpion venoms are distributed along the molar
mass range of 400-4000 Da, and in this study we could detect the presence of 521 different
peptides in T. serrulatus venom, 460 peptides in T. bahiensis and 517 in T. obscurus. It was
also possible to establish the peptide profiles of the venoms of the three species studied, as
well as to obtain the sequence of 66 peptides, some of which had similarities to known
already toxins of scorpions. Thirteen of the newly detected peptides, containing between 6
and 19 amino acids, were synthesized and characterized with proposal to obtain their
biological activities, such antibiosis, hemolysis, mast cell degranulation, LDH, open field test,
pain and inflammation in mammals, showing some particularly activities in hemolysis, pain
and mammals locomotion. This work also revealed the metabolites profile in these venoms
with a LCMS-Q-TOF-MS system for qualitative and quantitative analysis. For this purpose,
we standardized the chromatographic conditions with the use of ion pairing chromatography
to better separation and identification of compounds such as biogenic amines, polyamines,
amino acids, nucleosides derivatives, etc., detected in the venoms. The chemical complexity
demonstrated in this study corroborates with the fact that small peptides and metabolites
should act in synergism with large toxins in poisonings, increasing its effects on victims by

these animals.

Key words: Peptidomics. Venom. Toxins. Scorpions. LCMS.
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1 INTRODUCAO
1.1 OS ESCORPIOES E O ESCORPIONISMO

Os escorpides (Filo Arthropoda, classe Arachnida, Ordem Scorpionida), sdo 0s
artrépodes mais antigos na terra e podem ser dividido filogeneticamente em 18 familias
distintas (ALI et al., 2016; DI et al., 2014), as quais apesar de manterem a morfologia quase
inalterada, desenvolveram estratégias de caca e defesa através da utilizacdo de venenos
altamente complexos e eficientes. A estimativa de diversidade total é de 7000 espécies
(CODDINGTON; COLWELL, 2001) e, de todos os escorpides ja descritos, cerca de metade
ocorre na Regido Neotropical (8 familias, 48 géneros e cerca de 800 espécies) (LOURENCO,
2002). Desta forma acabaram tornando-se um problema de sadde puablica em muitos paises,
devido ao nimero e gravidade dos casos de envenenamento (DEHESA-D AVILA et al.,
1994; CHOWELL et al., 2006).

Pelo menos trinta espécies foram identificadas em todo o mundo como potencialmente
toxicas para os seres humanos (CHIPPAUX; GOYFFON, 2008). As principais familias de
escorpifes venenosos sdo Buthidae (a maior familia com 82 géneros e 773 espécies) e
Chactidae (12 géneros e 152 espécies). A familia Buthidae apresenta em torno de 34
principais espécies consideradas potencialmente perigosas aos humanos, incluindo as espécies
do género Tityus, no qual estdo inclusos todos os escorpides de importancia medica do Brasil
(CHIPPAUX AND GOYFFON, 2008). Embora existam 54 espécies de Tityus sp. no pais, as
espécies de importancia médica incluem principalmente T. bahiensis (escorpido-marrom), T.
obscurus (escorpido preto da Amazonia), T. serrulatus (escorpido-amarelo) e T. stigmurus
(escorpido amarelo do nordeste) (Figura 1), sendo T. obscurus também conhecido como T.
cambridgei ou T. paraensis (BUCARETCHI et al., 1995; CHIPPAUX; GOYFFON, 2008;
LOURENCO, 2008).



Legenda: Escorpides de importancia médica do Brasil estudados no presente trabalho: (A) T. bahiensis,
(B) T. obscurus e (C) T. serrulatus.
Fonte: adaptado de BRAZIL; PORTO (2010).

Os acidentes com escorpides sao relativamente comuns, principalmente em paises
tropicais e subtropicais, podendo inclusive causar envenenamento letal em humanos,
principalmente em criangas. Os animais do género Tityus sdo naturalmente habitantes do
cerrado e de campos abertos, porém conseguiram se adaptar satisfatoriamente a vida
domiciliar urbana, possivelmente em decorréncia da rapida e desorganizada colonizacdo das
regibes ocupadas por estes animais (SOARES et al., 2002). A habilidade de sobrevivéncia em
cidades é explicada principalmente pela alta concentracdo de detritos e lixo, 0s quais
aumentam a proliferacdo de insetos que fazem parte da sua alimentacdo (PUCCA et al.,
2015b).

A espécie T. serrulatus foi originalmente descrita no Brasil (LUTZ; MELLO, 1922) e
é considerada a mais perigosa do pais (PUCCA et al., 2015b). Esta espécie, conhecida como
escorpido amarelo, tem ampla distribuicdo e esta presente em estados das regides Nordeste
(BA, CE), Sudeste (MG, ES, RJ, SP), Centro-Oeste (DF, GO) e Sul (PR, RS) (GUIA...,
2004). A espécie T. bahiensis é encontrada principalmente na Bahia e regides Centro-Oeste,
Sudeste e Sul do Brasil e a espécie T. obscurus € encontrada principalmente na regido Norte e
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Mato Grosso. Assim, escorpides da familia Buthidae sdo encontrados em praticamente todo o
territdrio brasileiro (Figura 2).

Figura 2: Gradiente de riqueza de espécies da familia Buthidae
no Brasil

7 = 1 Gradiente de riqueza de

:I espécies

Fonte: Adaptado de BRAZIL; PORTO, 2010.

A espécie T. serrulatus é composta principalmente por fémeas que se reproduzem
assexuadamente (reproducdo partenogenética) (SOUZA et al.,, 2009). Tal estratégia
reprodutiva (reprodugdo assexuada) foi reportada para onze espécies em varias regides do
mundo, sendo cinco delas de ocorréncia no Brasil: Tityus metuendus, T. serrulatus, T.
stigmurus, T. uruguayensis e T. trivittatus (LOURENCO, 2008). Para tanto, cada animal é
responsavel pela producdo de um nimero completo de cromossomos que serdo herdados por
sua prole. Assim cada individuo se reproduz pelo desenvolvimento de évulos sem que haja
fertilizacdo (BARRAVIERA, 1994). A condicdo partenogenética favorece sua proliferacdo e
disperséo. As ninhadas podem ser de 1 a 105 filhotes, que irdo manter-se no dorso da mée
(cuidado parental) até a primeira ou segunda muda, quando se dispersam, e isso leva de 5 a 30
dias dependendo da espécie (LOURENGCO, 2003). O desenvolvimento p6s-embrionério, ou
seja, 0 tempo até alcancar a maturidade sexual, varia de seis meses a sete anos. A maioria das
espécies vive entre 2 e 10 anos, mas alguns escorpifes podem chegar a viver 25 anos. Seu
crescimento é dependente de fatores como temperatura, disponibilidade de alimento e
reproducdo, sendo que os escorpides tém maior longevidade em cativeiro do que em ambiente

natural e as fémeas vivem mais que machos. A espécie T. serrulatus apresenta também uma
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facil adaptacdo ao ambiente urbano e possui alta competitividade e dominancia,
caracteristicas que podem desencadear um processo de reducdo e desaparecimento de outras
especies (SILVA et al., 2005). A espécie T. bahiensis é considerado a espécie modelo do
género Tityus por sua reproducdo ser sexuada, assim como T.obscurus, as quais apresentam
machos e fémeas que com caracteristicas morfologicas diferenciais (OLIVEIRA et al., 2011).

Os escorpies apresentam uma carapaga (prossoma) contendo um par de queliceras,
um par de pedipalpos (ping¢as) e quatro pares de pernas. O abddémen (opistossoma) é dividido
entre o tronco (mesossoma) e a cauda (metassoma). No primeiro se encontram o opérculo
genital, os apéndices sensoriais (pentes) e os espirdculos (aberturas externas do pulmé&o), no
segundo localiza-se, ao final de sua extremidade, o télson, que termina em um ferrdo usado
para inocular o veneno, servindo-lhe tanto para a caca como para defesa de possiveis
predadores (Figura 3) (MINISTERIO..., 2009).

O veneno dos escorpides é o produzido e secretado por um par de glandulas de origem
tegumentar situadas no télson (Figura 3). Este tem forma bulbar que termina no ferrdo

responsavel pela inoculacdo do veneno.

Figura 3: Morfologia de escorpides do género Tityus

Télson
e ferrdo

Prossoma

Mesossoma

Metassoma

Legenda: A imagem mostra o corpo dividido em trés secOes principais:
prosoma, mesosoma e metasoma. O aparato de veneno (telson) e o ferrdo (em
detalhe) estéo indicados.

Fonte: Adaptado de “Manual..., 2009”.

Os escorpides inoculam o veneno pelo ferrdo, para captura de suas presas e também
como mecanismo de defesa (PLESSIS et al., 2008), sendo considerados animais pegonhentos.

A gravidade depende de fatores como a espécie e o tamanho do escorpido, a quantidade de
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veneno inoculado, a massa corporal e idade do acidentado (criangas menores que 7 anos séo
mais susceptiveis ao veneno), além da sensibilidade do paciente ao veneno (LIRA-DA-
SILVA et al., 2000; SOARES et al., 2002).

A ocorréncia tem se elevado nos ultimos anos, particularmente nos estados do
Nordeste, onde sua presenca é a mais significativa, atingindo taxa de incidéncia de 12 casos
por 100 mil habitantes. A maior parte dos acidentes é classificada como leve e ndo requer
soroterapia, podendo ser tratada na unidade de salde mais proxima do local de ocorréncia.
Apesar da baixa letalidade (0,2%), criancas abaixo de 14 anos tém risco mais elevado de
evoluir para 6bito (3,2%). Em 2003, foram registrados 48 obitos, a quase totalidade em
menores de 14 anos (GUIA..., 2004).

Dentre os acidentes com animais peconhentos, o envenenamento por escorpides é o de
maior incidéncia no Brasil. Dados recentes (até o ano de 2014) demonstram um aumento
significativo no numero destes casos (Figura 4). A alta adaptacdo em ambientes urbanos
(onde esses animais encontram abrigo e alimento com facilidade) e sua reproducédo
partenogenética sao fatores que contribuem para sua dispersao e explica 0 aumento no nimero
de acidentes (WEN; SANTALUCIA, 2005; PUCCA et al., 2015a).

Figura 4: Dados epidemioldgicos de acidentes com animais peconhentos
no Brasil

BN Escorpioes
80000 mmm Serpentes

B Aranhas

@ Abelhas
60000 mmm Lagartas

40000

20000

Numero de acidentes

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Ano de ocorréncia

Legenda: Numero de acidentes por envenenamento entre 2007 e 2014. Dados do SINAN
(Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo).
Fonte: Adaptado de PUCCA et al, 2015.
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Escorpionismo é denominado o quadro de envenenamento humano causado pelo
veneno escorpidnico (MANUAL..., 2003). Os sintomas do envenenamento comecam em
alguns minutos apos a ferroada e geralmente progridem a maxima severidade em 5 horas
(PETRICEVICH, 2010). Com relacdo aos acidentes, nos casos moderados e graves
(principalmente em criancas), além da intensa dor local podem surgir manifestacdes
sistémicas: gerais (hipo ou hipertermia e sudorese profusa); digestivas (nduseas, vomitos,
sialorréia e, mais raramente, dor abdominal e diarréia); cardiovasculares (arritmias cardiacas,
hipertensdo ou hipotenséo arterial, insuficiéncia cardiaca congestiva e choque); respiratérias
(taquipnéia, dispnéia e edema pulmonar agudo) e neuroldgicas (agitacdo, sonoléncia,
confusdo mental, hipertonia e tremores), além de manifestacbes renais com elevacdo de
parametros bioquimicos como uréia e creatinina (ANDRADE FILHO et al., 2013; NUNAN et
al., 2003). A faléncia respiratdria que se manifesta apds a ferroada escorpidnica € uma das
principais causas de morte entre os pacientes como resultado de edema pulmonar agudo
(ANDRADE et al., 2007; AMARAL et al., 1993; BUCARETCHI et al., 1995).

De forma geral, durante a ferroada, escorpides sdo capazes de injetar entre 0,1 e 0,9
mL de veneno em suas vitimas (VAN DER MEIJDEN et al., 2015), este volume é cerca de
mil vezes menor do que o volume injetado por picadas de serpentes por exemplo. A
localizacdo geografica dos escorpides, a dieta especifica e a idade dos escorpides podem
variar significativamente a concentragdo das toxinas injetadas durante um acidente (PUCCA
et al., 2014a; HERZIG et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2013).

Para serem estudados, 0s venenos dos escorpides sdo extraidos através de maceracao
da prépria glandula produtora do veneno, ou ainda por estimulacdo elétrica do télson do
animal (mais usual). Em geral apresentam viscosidade mucosa, com aspecto leitoso e
parcialmente solivel em agua (MARCUSSI et al, 20011).

A toxicidade dos venenos de escorpido parece ser especifica para invertebrados,
vertebrados ou ambos (POSSANI et al., 1999; INCEOGLU et al., 2005). Dentre as espécies
de interesse médico no Brasil, T. stigmurus apresenta maior toxicidade (DL50 = 0,773
mg/Kg), seguido de T. bahiensis (DL50 = 1,062mg/Kg) e T. serrulatus (DL50 =
1,160mg/Kg). J& o veneno de T. obscurus tem sido considerada de média toxicidade (DL50=
12,136 mg/kg) (NISHIKAWA et al., 1994).
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1.2 COMPOSICAO DOS VENENOS DE ESCORPIAO E SUAS ATIVIDADES

Ao longo de mais de 400 milhdes de anos de tempo evolutivo, os escorpides tém
selecionado venenos que exercem atividades toxicas em uma ampla gama de alvos biologicos.
A diversidade de toxinas foi potenciada pelas taxas de migracdo lenta e estruturas
populacionais diferentes combinadas com a sua longa historia geoldgica (SUNAGAR et al.,
2013).

No curso da evolugdo, as neurotoxinas presentes nestes venenos foram selecionadas
com alta atividade biologica, especifica e potente, permitindo a esses animais o ataque e
imobilizacdo de suas presas e a defesa contra seus predadores. Essas moléculas possuem a
principal propriedade de se ligarem aos sitios especificos de canais ibnicos de membranas
celulares causando um aumento na permeabilidade celular (ELGAR et al., 2006).

Os venenos de escorpifes apresentam uma enorme variedade de atividades
bioquimicas e funcdes farmacoldgicas. Consiste em uma mistura complexa composta de
muco insoltvel, mucopolissacarideos, oligopeptideos, nucleotideos, moléculas de baixa massa
molar como serotonina ou histamina, aminoacidos livres, inibidores de proteases, liberadores
de histamina, aminoacidos, lipideos, enzimas diversas e muito peptideos basicos com ac6es
neurotoxicas, que conferem multiplas acdes ao veneno (GWEE, 2002; POSSANI et al., 1984;
VASCONCELDOS et al., 2005).

A riqueza de componentes peptidicos presentes nos venenos é uma questdo muito
intrigante e um grande desafio para a pesquisa, especialmente quando estdo relacionados a
producdo de novos farmacos. Numerosos estudos, produzidos principalmente durante os
ultimos 30 anos, vém elucidando estruturas e atividades bioldgicas de varios componentes dos
venenos animais, demonstrando a complexidade destes venenos em ambos 0s aspectos
(ESCOUBAS et al., 2008).

Segundo Marcussi et al. (2011) sdo conhecidas dez familias de peptideos e proteinas
escorpibnicas, as quais incluem: toxinas ligadas a canais de potassio, toxinas que agem em
canais de ions célcio, sodio, cloro e citoliticas. 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). A atividade hialuronidasica catalisa a hidrolise do
acido hialurénico, tornando a matriz extracelular menos densa, facilitando a difusdo das
toxinas dos venenos pelos tecidos (POSSANI et al., 1977; PESSINI et al., 2001; BATISTA et
al., 2007).
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Essas toxinas sdo mais conhecidas por seus efeitos deletérios sobre as células, tecidos
e organismos, mas, paradoxalmente, algumas delas tém demostrado atividades que podem ser
relevantes para o desenvolvimento de compostos quimicos de uso farmacéutico. Entre essas
toxinas estdo os peptideos antibioticos, antimalaricos, com atividades imunossupressoras e
anticancerigenos (ORTIZ et al, 2015).

Este potencial também pode ser confirmado através do crescente desenvolvimento de
farmacos para o tratamento de dores, assim como o desenvolvimento de drogas para controle
da arritmia e pressdo cardiaca, anticonvulsivantes e antibioticos, além de agentes inseticidas
(ESCOUBAS et al., 2008). A descoberta de compostos em venenos, que apresentam
atividades seletivas contra receptores nervosos, representa um exemplo de aproximacéo desta
linha de pesquisa com a busca de novas drogas (LEWIS; GARCIA, 2003). Os peptideos
antibidticos vém atraindo muita atencdo como uma nova classe de drogas, especialmente
contra patdgenos antibiotico-resistentes (ZASLOFF, 2002).

Grande parte dos estudos envolvendo 0s venenos de escorpides € voltada para a
caracterizacdo de toxinas de alta massa molecular (peptideos e proteinas), fazendo com que 0s
peptideos de cadeias menores fossem negligenciados por diversos anos de pesquisa,
principalmente levando em consideracdo que estes eram excluidos pelos métodos de extracdo
e separacdo realizados até entdo, utilizando-se tampdes e centrifugacdes que os excluiam das

analises.

1.2.1 Toxinas com agdes em canais i0nicos

Grande parte das toxinas de escorpido contém trés ou quatro pontes dissulfeto e podem
interagir com aguns tipos e sub-tipos especificos de canais i6nicos (TYTGAT et al., 1999;
POSSANI et al., 2000; ZENG et al., 2001; GOUDET et al., 2002). As neurotoxinas presentes
no veneno podem alterar, por exemplo, a funcdo de canais de sodio, potassio, cloro e calcio
(PLESSIS et al., 2008). A interacdo com estes canais leva a liberacdo de neurotransmissores
em grandes quantidades no sistema nervoso central ou autonémico (SANDOVAL,; LEBRUN,
2003; PESSINI et al., 2003). Esses tipos de toxinas podem ser classificados de acordo com a
sua especificidade de ligacdo com os canais idnicos em quatro grupos diferentes:

Zhijian e colaboradores (2006), em um total aproximado de 400 neurotoxinas isoladas

e caracterizadas em venenos de escorpido, classificaram cerca de 200 toxinas interagindo com
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canais de ions sodio, 150 com canais de potéssio, 19 com canais de ions cloreto e

aproximadamente 10 com canais de ions célcio.

Toxinas que agem em canais de ions sddio

As toxinas do veneno de escorpido que agem em canais de sddio geralmente s&o
constituidas de peptideos longos, formados por cadeias de aminoécidos contendo entre 60 a
70 residuos de aminoacidos (ZLOTKIN et al., 1978; CATTERALL, 1980; ROCHAT et al.,
1979). Apds anos de estudos com essas toxinas, demonstrou-se que as acGes em sitios
especificos dos canais de sodio sdo as principais causadoras dos efeitos induzidos pelos
venenos de escorpifes. Através de sua acao, ha liberacdo de catecolaminas e acetilcolina, as
quais atuam em diferentes receptores nos diversos tecidos das vitimas desses animais, sendo
que a liberacdo em grande quantidade destes tipos de neurotransmissores € responsavel pela
maior parte dos sintomas observados no envenenamento escorpiénico (MARCUSSI et al.,
2011).

As toxinas que agem em canais de ions sodio foram classificadas em dois grupos
principais (a- € B-). As a-toxinas escorpidnicas possuem entre 6500 e 8500 Da e contém cerca
de 58-76 residuos de aminoacidos com uma estrutura tridimensional em a-hélice e [-
pregueada antiparalela (DE LA VEGA,; POSSANI, 2005). Em ambas as circunstancias, 0
resultado final da presenca destas toxinas serd um maior influxo de ions sddio no interior da
célula, um aumento de sua despolarizacdo e, como consequéncia, uma liberacdo macica de
neurotransmissores.

As a-neurotoxinas retardam a inativacdo dos canais de ions sodio e induzem o
prolongamento da fase de despolarizacdo do potencial de agdo, sdo capazes de prolongar o
periodo de abertura do canal. Em doses baixas, as a-toxinas provocam uma forte
despolarizacdo da membrana celular, seguido por uma diminuicdo na excitabilidade. Em
doses mais elevadas elas prolongam o potencial de exitacdo das células e induzem paralisia e
arritmia cardiaca (BOSMANS; TYTGAT, 2007).

As B-neurotoxinas, por sua vez, alteram a ativagdo dos canais de ions sodio voltagem
dependentes, deixando o potencial mais eletronegativo e propiciando o aumento da tendéncia
da célula em responder espontanea e repetidamente, independente do potencial de membrana
(CESTELE; CATTERALL, 2000). E demonstrado que as B- toxinas causam respostas
musculares espastica (CHIPPAUX, 2012).

A TsTX-l é uma das toxinas extraidas do veneno do escorpido T. serrulatus mais

amplamente estudadas por ser extremamente toxica e abundante. Também conhecida como
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Tsl, toxina-y, toxina-VII, essa toxina possui 61 residuos de aminoacidos em sua sequéncia,
com massa molarde 6890 Da (BECERRIL et al., 1997; COLOGNA, 2009; CORREA et al.,
1997; CONCEICAO et al., 2005). Sua estrutura tridimensional foi determinada por
cristalografia de Raios X e revelou um dominio conservado, formado por uma alfa-hélice e
folhas beta, estabilizados por pontes dissulfeto (POLIKARPOV et al., 1999). A TsTX-l é
capaz de se ligar ao sitio 4 do canal de s6dio de mamiferos e insetos com grande estabilidade
e alta afinidade (BARHANIN et al., 1982; 1983a; 1983b; 1985; MARCOTTE et al., 1997).
Estudos eletrofisiologicos demonstraram que essa toxina altera o funcionamento do canal de
ions sodio provocando um deslocamento da dependéncia de voltagem para a ativacdo desses
canais ionicos (BARHANIN et al., 1985; VIJVERBERG et al., 1984; YATANI et al., 1988;
MARCOTTE et al., 1997).

Toxinas que agem em canais de ions potassio

As toxinas que agem em canais de ions potassio (CARBONE et al., 1982; MILLER et
al.,1985) geralmente sdo constituidas de peptideos menores, apresentando até 40 residuos de
aminoacidos (MILLER et al., 1985) e sdo genericamente denominadas por KTx.

Possuem de 20 a 95 residuos de aminoéacidos, sendo que a maior parte apresenta
menos de 40 residuos em suas sequencias, com alta diversidade de tipos de aminoécidos, e
possuem de 3 a 4 pontes dissulfeto intramoleculares (CAMARGOS et al, 2011; COLOGNA
et al., 2011; MAO et al., 2007). Além disso, uma nova familia de toxinas que age em menor
intensidade em canais de ions potassio foi identificada e designada como k-KTx, as quais
apresentam apenas duas pontes dissulfeto (NIRTHANAN et al., 2005; SRINIVASAN et al.,
2002; CHAGOT et al., 2005).

Toxinas que agem em canais de ions cloreto

As toxinas que agem em canais de ions cloreto (DEBIN et al.,1993) sdo
principalmente polipeptidios contendo entre 35 a 38 aminoacidos, sendo compostos por 4
pontes dissulfeto. A estrutura primaria destas toxinas apresenta similaridade de 50-74% e a
localizacdo dos residuos de cisteinas € conservada dentro da familia. Fuller et al. (2007)
descreveram o peptideo GaTx1, a primeira toxina de peconha de escorpido que regula com
alta afinidade a condutancia de ions cloreto, isolada do veneno do escorpido Leiurus
quinguestriatus hebraeus. Exemplos destas toxinas sdo: 11, Ammp2, 13, 14, 15, I5A, peptideos
IBs, clorotoxina, Lgh-8/6, PBITx1, BmKCT, Bs8 e Bs14 (TYTGAT etal., 1999; ZENG et al.,

2000). Recentemente um novo peptideo da familia das clorotoxinas (Bs-TX7) foi isolado a
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partir do veneno do escorpido Buthus sindicus (familia Buthidae), sequenciado, sintetizado e
teve suas atividades testadas (AL et al., 2016).

A clorotoxina isolada do escorpido Leiurus quinquestriatus (SOROCEANU et al.,
1998) se liga especificamente a canais de ions cloreto na matrix extracelular de gliomas, e
possui grande potencial para o uso em diagnéstico e tratamento de cancer. A partir dessa
informacdo, industrias farmacéuticas ja passaram a conduzir testes de fase clinica 1 e 2, para
utilizacdo no diagndstico por imagem e tratamento local de gliomas (MAMELAK et al., 2006;
HOCKADAY et al., 2005).

Toxinas que agem em canais de ions calcio

As toxinas que agem em canais de ions célcio geralmente formam um grupo
heterogéneo, sendo que diferem bastante quanto as suas sequencia de aminoacidos,
quantidade de pontes dissulfetos, tamanho e estruturas sendo toxinas de cadeia tanto longa
quanto curta (VALDIVIA; POSSANI, 1998; VALDIVIA et al., 1992; MOSBAH et al., 2000;
OLAMENDI-PORTUGAL et al., 2005). Essas toxinas possuem a nomenclatura bem
consolidada, inicialmente proposta por Tytgat et al. (1999) baseada no tamanho, localizacédo
das cisteinas e a similaridade de suas estruturas primarias (TYTGAT et al., 1999).

Entre as toxinas de escorpides que agem em canais de fons Ca'? estdo as
imperiotoxinas (IpTxA e IpTxi) do escorpido Pandinus imperator (VALDIVIA e POSSANI,
1998) e a maurocalcina (Mca) do escorpido Scorpion maurus palmatus (FAJLOUN et al.,
2000), que ativam o receptor de rianodina (Ryr), um canal de liberacdo de ions célcio

intracelulares.

1.2.2 Peptideos sem pontes dissulfeto (NDBPs)

Os peptideos do veneno de escorpido que ndo possuem residuo de cisteina e
apresentam baixos graus de similaridade entre si formam a familia dos NDBP — Non-
Dissulfide-Bridged Peptide e possuem diversas atividades biologicas, como antimicrobiana,
hemolitica, iniciacdo da sinalizacdo celular, modulacdo da resposta imune e potenciadores de
bradicinina. Estes peptideos representam 0s mais abundantes componentes dos venenos de
escorpido (LUO et al., 2005; PIMENTA et al., 2001; ZENG et al., 2005).

Estudos de espectrometria de massas demostraram que 0s peptideos de baixas massas

molares representam mais de um terco de todos os compostos ja& determinados (DE LA
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VEGA et al.; 2010). Uma vez que o principal interesse de pesquisa foi geralmente deslocado
para peptideos de maior massa molar nas fracfes toxicas do veneno, a taxa de descoberta de
NDBPs tornou-se atrasada em comparacdo com a informacdo disponivel sobre toxinas
(PUCCA et al, 2015).

O fato dos NDBPs apresentarem atividades bioldgicas relevantes tem atraido muita
atencdo por parte dos pesquisadores. Isto, juntamente com a disponibilidade de técnicas de
biologia molecular, como a construcdo da biblioteca de cDNA, da expressdo heterologa, e
ultimamente RNA-Seq resultaram no aumento de informacGes disponiveis sobre estes
pequenos peptideos (QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2011). Apesar de vérias centenas de
toxinas de natureza peptidica serem isoladas e descritas a partir de venenos de escorpido,
apenas algumas dezenas de NDBPs foram caracterizados até o0 momento (ALMAAYTAH;
ALBALAS, 2014).

Peptideos potenciadores de bradicinina- BPPs (Ex: Peptideo T e K12) foram isolados
de algumas espécies de escorpibes, como T. serrulatus e B. occitanus, (FERREIRA et al.,
1993; MEKI et al., 1995). O Peptideo T é composto de 13 residuos de aminoacidos e foi o
primeiro a ser caracterizado como potenciador de bradicinina. Este peptideo pode
potencializar a atividade contratil da bradicinina sobre o ileo isolado de cobaias e inibir a
hidrélise da bradicinina pela enzima conversora de angiotensina encontrada no plasma de
serpentes. Ele também pode inibir a conversdo de angiotensina | em angiotensina Il pela
quinase Il em tecido do ileo de cobaia, e aumentar o efeito depressor da bradicinina na
pressdo arterial de ratos (FERREIRA et al., 1993).

Alguns peptideos sem pontes dissulfeto e com atividade antibidtica foram isolados e
funcionalmente caracterizados a partir do veneno de escorpifes. Esses peptideos possuem
entre 13 e 47 residuos de aminodacidos. Os peptideos de veneno denominados paraputoporinas
ISCT e IsCT2 foram considerados antibidticos e acumulam-se facilmente nas membranas
celulares para formar poros (DAI et al., 2001; 2002; VERDONCK et al., 2000).

A maior parte dos peptideos antibidticos do veneno de escorpido é hemolitica, mas
apesar disso, esses peptideos tém um grande potencial para serem utilizados em aplicacGes
topicas no tratamento de infeccdes de pele (ULVATNE, 2003) e a fim de inibir crescimentos
orais de bactérias, que estdo associadas com o desenvolvimento de céries e formacdo de
placas (CONCANNON et al., 2003).
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1.3 NOMENCLATURA DE TOXINAS ESCORPIONICAS

Durante muitos anos ocorreu um problema de desordem na designagcdo dos nomes e
simbolos adotados para toxinas escorpiénicas. Esta falta de padronizacdo na nomenclatura fez
com que ocorressem casos de nomes diferentes para expressar a mesma toxina e nomes iguais
para designar toxinas diferentes.

Um exemplo do problema com as nomenclaturas de toxinas &€ o primeiro
fracionamento realizado com veneno de escorpido da espécie T. serrulatus, o qual foi
realizado por Gomez ¢ Diniz em 1966, obtendo uma fragdo denominada “Tityustoxina”
(“TsTX”). Arantes et al. (1992), constataram que essa fracdo era formada por mais de um
componente em sua constituicdo. Esses autores passaram a denominar a fracdo descrita por
Gomez e Diniz de “tityustoxina”, com aspas, para diferencia-la de outra toxina purificada
descrita por seu grupo, a tityustoxina (TsTX) sem aspas.

Toledo e Neves (1976), utilizaram o termo TsTX, seguido de um nimero romano, para
designar cada toxina que fosse isolada posteriormente (TsTX-I, TsTX-II etc). Becerril et al.
(1996) adotaram uma nomenclatura similar, utilizando a abreviacdo do nome T. serrulatus
(Ts) seguido por um numeral, para diferenciacdo de cada toxina (Ts1, Ts2, etc).

Tytgat et al. (2009) propuseram uma nomenclatura para proteinas e peptideos que
atuam em subfamilias de canais de potassio (k-KTx). A nomenclatura proposta baseia-se no
alinhamento dos residuos de cisteinas e outros residuos conservados, assim como na analise
da arvore filogenética para estas sequencias pelo principio de maxima parcimonia. Foi
estabelecida entdo uma nomenclatura para as 12 subfamilias de k-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 é aplicavel as
outras classes de toxinas escorpibnicas, ja que os parametros utilizados ndo permitiriam a
distingdo entre toxinas que atuam em canais de sodio e de potassio, por exemplo (COLOGNA
et al., 2009).

1.4 ESTUDO PEPTIDICO ATRAVES DO USO DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Com o avanco dos métodos de fracionamento, cromatografia e sequenciamento de
peptideos, tem sido cada vez mais precisa a caracterizagdo dos componentes do veneno

escorpibnico (PLESSIS et al., 2008). Entretanto, mesmo com o isolamento de diversas toxinas
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do veneno de T. serrulatus, menos de 1% do total de peptideos presentes nos venenos sao
conhecidos (POSSANI et al., 1999), havendo a necessidade de mais estudos até a completa
elucidacéo de seus constituintes.

A Quimica Degradativa de Edman é uma técnica muito precisa, que ja foi amplamente
utilizada, porém é um método unidirecional. Além disso, é dificil obter informagdo de
sequéncia se o N-terminal for acetilado, ou bloqueado devido a outras modificacGes
(SADAGOPAN; WATSON, 1999). Assim, a espectrometria de massas tem sido utilizada
amplamente em processos de sequenciamento de proteinas e peptideos, a fim de identificar
essas moléculas extraidas de amostras biol6gicas.

Desde o ano de 1980 (HUNT et al., 1986; BIEMANN, SCOBLE, 1987) a
espectrometria de massas vem sendo utilizada para investigacdo estrutural de peptideos e
proteinas. Com o desenvolvimento de técnicas de ionizacdo suaves, como Espectrometria de
Massa por lonizacdo Secundaria (LSIMS) (FENSELAU; COTTER, 1987), ionizacdo por
eletrospray (ESI) (DOLE et al., 1968; FENN et al., 1989) e lonizagdo/Dessorcdo de Matriz
Assistida por Laser (MALDI) (HILLENKAMP et al., 1991) em combinacdo com o
desenvolvimento da espectrometria sequencial (MS/MS), a investigacdo de grandes moléculas
¢ agora acessivel em muitos laboratérios (DONGRE et al., 1996). A dissociacio
(fragmentacéo) de peptideos induzida por baixa energia de colisdo é rotineiramente obtida em
instrumentos dotados de ionizacgdo por eletrospray, acoplados a analisadores de massa do tipo
triplo-quadrupolo, ion-trap (armadilha de elétrons), e Q-ToF (quadrupolo-tempo de v60),
(BAUER et al., 2000). Esse tipo de fragmentacdo (por CID) permite fragmentacdo de
peptideos preferencialmente nas ligacGes amida ao longo da cadeia polipeptidica, gerando
sequencias de ions da série —b se a carga residual estiver na por¢cdo N-terminal do fragmento,
ou -y se a carga estiver na porcdo C-terminal (ADAMCZYK et al., 1999).

O desenvolvimento de métodos sensiveis e seletivos de determinacdo de compostos é
essencial para elucidar seus papéis e funcdes bioldgicas em sistemas vivos. Recentemente a
cromatografia liquida/espectrometria de massa (LC/ MS) tem sido utilizada para este fim. Em
particular, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequenciais (LC-
MS/MS) equipada com fonte de ionizacdo do tipo electrospray € o método mais importante,
pois requer menor temperatura para ionizagdo em comparacdo com outros métodos de
ionizacdo, podendo ser utilizada para estudos de compostos termicamente instaveis (SANTA,
2010). O baixo fluxo de fase mdvel em cromatdgrafos acoplados a espectrémetros de massas

do tipo eletrospray também é algo que tem aumentado significativamente a sensibilidade
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nesses equipamentos, permitindo quantidades como sub-pmol de um peptideo ser
rotineiramente sequenciado por espectrometria de massas em tandem (MS").

Espectrometros de massa hibridos, combinando diferentes tipos de analisadores
massas, como por exemplo “Quadrupolo-Time-of-Flight” (Q- ToF) tém sido utilizados cada
vez mais em um grande numero de aplicacdes, devido a velocidade de aquisi¢do de dados,
precisdo de alta massa, poder de resolugédo, e alta sensibilidade (STEEN et al., 2001). A
incorporacdo de analisadores do tipo “ion-trap” (ou a armadilha de ions) (IT) com TOF (IT-
TOF) levou ndo sé a um aumento no poder de resolucdo, mas também permitiu experimentos
de espectrometria sequencial de alta performence, uma vez que o sistema IT é capaz de
analises MS". Instrumentos com analisadores TOF exibem um poder de resolugdo de massa
superior a 10.000, e precisdo de massa menor que 5 ppm, assim, um equipamento hibrido
representa uma plataforma atraente para aplicagcdes bioanaliticas (DODONOQV et al., 2000).
As vantagens das técnicas de MS" com respeito a velocidade, sensibilidade e aplicabilidade
em misturas peptidicas complexas, gradualmente tém levado a substituicdo de técnicas como
Edman por técnicas de LC-MS/MS (SEIDLER et al., 2010).

A combinacdo de técnicas, como a Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
(HPLC) e Espectrometria de Massas tem sido determinante para o estudo dos componentes
dos venenos animais e para o entendimento da alta complexidade farmacoldgica dos mesmos
(KRISHNAMURTHY et al.,, 1996; ESCOUBAS et al.,, 2008). Por exemplo, estudos
envolvendo venenos de aranhas do género Brachypelma por HPLC e MALDI-TOF/MS
revelaram a presenca de 40-50 componentes peptidicos diferentes no veneno bruto,
dependendo da espécie (ESCOUBAS et al., 1997). Outros exemplos incluem o estudo de
modificagfes N- e C- terminais em toxinas presentes no veneno da aranha Phoneutria sp. por
MALDI-TOF MS, e LC-MS/MS, mostrando heterogeneidade e a presenca de multiplas
isoformas no veneno (PIMENTA et al., 2005). Usando ainda tecnologia off-line de LC-MS,
Nascimento et al. (2005) propuseram recentemente uma abordagem original para taxonomia e
filogenia de venenos de escorpido, baseado em agrupamentos de acordo com a massa e
hidrofobicidade dos peptideos presentes nos venenos destes animais.

Trabalhos de protedmica e peptiddmica utilizando-se de técnicas avancadas como LC-
ESI-MS e nano ESI-MS/MS permitem a identificacdo rapida e sensivel, e a caracterizacdo de
proteinas e peptideos com grande eficiéncia. Venenos de serpentes sdo conhecidos por
conterem cerca de 100 componentes peptidicos diferentes (CALVETE et al., 2007), enquanto
venenos de escorpides, aranhas e moluscos marinhos do género Conus tém demonstrado
conterem de 300 a 1000 componentes diferentes (PIMENTA et al., 2001; ESCOUBAS et al.,
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2006; NEWTON et al., 2007; BIASS et al., 2009; DAVIS et al., 2009). Mais recentemente
nos trabalhos de Dias, et al. (2014) e Dias, et al. (2015) foi possivel detectar a grande
variabilidade peptidica inter- e intra- ninhos contida em difentes amostras de veneno da vespa
social Polybia palista, demonstrando a gande riqueza desses compostos através de andlises de
LCMS e MS".

As toxinas, principalmente peptideos e proteinas de escorpides pertencentes a familia
Buthidae vém sendo extensivamente estudados devido ao carater nocivo para 0S Seres
humanos e letalidade (escorpides nesta familia sdo responsaveis por milhares de mortes por
ano em todo o mundo). Assim, uma vasta quantidade de dados est4 sendo gerada a partir de
toxinas peptidicas de escorpifes, sendo que até hoje pelo menos 476 sequéncias foram
determinadas (http://www.expasy.org/sprot/toxprot/tox-protstat.html) (ESCOUBAS et al.,
2008).

Em um estudo do veneno do escorpido T. serrulatus, Pimenta et al. (2001) a presenca
de 380 componentes através de filtracdo em gel do veneno bruto, a maior contagem obtida a
partir de um veneno naquele tempo (PIMENTA et al., 2001) Resultados similares (100-200
peptideos) foram obtidos em estudos posteriores de venenos de escorpido da Ameérica do Sul
(BARONA et al., 2006), em animais do género Conus, que sdo reconhecidos por conter pelo
menos 200 componentes peptidicos (OLIVERA; CRUZ, 2001), e serpentes (NAWARAK et
al., 2003; CALVETE et al., 2007).

1.5 DETERMI~NA(;AO DO PERFIL DOS METABOLITOS PRESENTES NOS VENENOS
DE ESCORPIOES: DA IDENTIFICACAO A QUANTIFICACAO

O termo metaboldémica foi introduzido pela primeira vez por Oliver et al. (1998), que
desenvolveram esse termo e definiram como a medida da mudanca nas concentracdes
relativas, como sendo o resultado da delecdo ou super-expressdo de um gene em um mapa
metaboldmico. A metaboldmica é uma abordagem analitica ndo-seletiva, universalmente
aplicada, abrangente para a identificacdo e quantificacdo de metabdlitos em um sistema
bioldgico. Na pesquisa de produtos naturais a metabolémica € considerada a analise em
grande escala de metabolitos contidos em um dado organismo durante varios estados
fisiologicos (SUMNER et al., 2003).

O termo "metabolico™ é usado com maior frequéncia na pesquisa de drogas e é
frequentemente utilizado a fim de descrever o destino metabdlico de uma droga administrada

(FIEHN, 2001) Recentemente, algumas modificacdes nas denominagdes de adordagens
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metaboldmicas ocorreram, fazendo com que em andlises de misturas complexas essas
abordagens metabolomicas fossem definidas da seguinte maneira (FIEHN, 2001,
WOLFENDER et al 2015):

1- “"impressdo digital (fingerprinting) metabolica™ € a rapida classificacdo de

amostras. Nesta abordagem ndo sdo realizadas grandes identificag0es e quantificacfes de
metabdlitos. O objetivo do presente método néo é identificar os metabolitos individualmente,
mas comparar padrdes ou “impressoes digitais" de metabolitos que se alteram em um
determinado sistema.

2- "perfil metabdlico ou perfil de metabdlitos™: centra-se na analise de um grande

grupo de metabolitos relacionados a uma rota metabdlica especifica ou uma classe de
compostos (WOLFENDER et al., 2009). Na maior parte dos casos, o perfil de metabdlitos é
mais direcionado do que o “fingerprinting”, sendo desenvolvidas ferramentas analiticas
especificas para a identificagdo dos compostos. O “perfil de metabolitos” é a abordagem mais
antiga e estabelecida.

3- "andlise de alvos metabdlicos™: foca na investigacdo de metabolitos que estdo

relacionados em rotas especificas. A proposta desta estratégia é observar as modificacdes
metabdlicas especificas que podem estar relacionadas a uma hipotese particular.

Na metabolémica quantitativa, os metabdlitos sdo detectados e quantificados, sendo o
método mais utilizado na “analise de alvos metabdlicos”. A metabolémica qualitativa, em que
um perfil dos mesmos é determinado, € o método mais utilizado na analise de “perfil de
metabolitos” (DUDLEY et al., 2010; DE VOS et al., 2007; LIN et al., 2011).

O metaboloma fornece desafios Unicos que permitem a obtencdo de informacgédo sobre
sistemas bioldgicos relacionados a metabdlitos e, mais especificamente sobre o genoma
funcional de organismos (DUNN; ELLIS, 2005). Os metabdlitos constituem um conjunto
enorme de arranjos atbmicos quando comparados ao proteoma e ao transcriptoma. Isto
fornece grandes variagcdes nas propriedades quimicas (massa molar, polaridade, solubilidade)
e fisicas (volatilidade) dos diferentes metabolitos (DUNN; ELLIS, 2005).

A metabolémica pode tirar uma “imagem instantdnea” do estado fisiologico das
células e sistemas, o que demonstra como o perfil metab6lico de um sistema bioldgico
complexo ¢ alterado em resposta ao estresse como fatores adversos, alteracdes ambientais ou
adaptacéo fisiologica alimentar (PATEL; AHMED, 2015; ZHANG et al , 2014; GIBBONS et
al., 2015) .

Em comparag@o com as outras “Omicas”, a metaboldmica fornece um amplo alcance e

ainda informacé&o direta sobre a resposta celular integrada a alteracbes em ambientes internos
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e externos com baixa demanda de material e preparacdo de amostras (FUHRER; ZAMBON!I,
2015). Enquanto a metabolémica de alto rendimento foca no propoésito de descobrir
biomarcadores e busca mecanismos metabdlicos, a metabolémica nomeada recentemente
como “metaboldmica de reprogramacédo” destaca o uso da abordagem metabolémica para fins
de prevencdo e tratamento da doenca através de reconstituicdo de rotas metabdlicas
perturbadas (PENG et al., 2015a). Assim, a metabolémica é utilizada ndo sé para descobrir o
metaboloma das células ou organismos sob diferentes condi¢es, mas também usada para
avaliar a eficacia de reprogramacédo do tratamento metabdlico exdgeno, sendo denominados
como metabolomica de descoberta e metabolomica de reprogramagéo, respectivamente
(PENG et al., 2015b).

As analises realizadas por técnicas acopladas como GC-MS, LC-MS, LC-RMN de
compostos de baixas massas molares, que na realidade sdo os metabdlitos extraidos,
principalmente de plantas, fungos e animais, estdo sendo alvo crescente de pesquisas no
mundo todo; apesar de ser uma area relativamente nova de pesquisa, existe uma consideravel
quantidade de literatura a respeito dessas técnicas de analise que podem ser denominadas por
diversos pesquisadores de diversas formas, dependendo do alvo dos estudos, assim como
metaboldmica, estudo de perfil metabolico (fingerprinting), footprinting metabdlico, anélise
metabondmica entre outros (FIEHN, 2002; FIEHN et al., 2000; GLASSBROOK et al., 2000;
VAIDYANATHAN et al., 2001).

No perfil de metabdlitos, existe uma forte necessidade de alta resolucédo
cromatografica. Reducdo nos tamanhos das particulas nas colunas cromatograficas permitem
uma maior eficiéncia de separacdo e um tempo mais curto de analise (KNOX, 1977). No
entanto, a grande limitacdo é a contrapressdo gerada. Com a introducdo de sistemas UPLC
(cromatografia liquida de ultra performance) a pressdes muito elevadas, os tempos de analise
tornaram-se mais curtos, aumentou-se a capacidade de deteccdo, sensibilidade e
reprodutibilidade (FEKETE et al, 2014).

A espectrometria de massas, em particular a ionizacao do tipo eletrospray em conjunto
com técnicas de cromatografia liquida (LC/ESI-MS), oferece a habilidade de analisar um
grande nimero de compostos, assim como uma excelente quantificacdo, reprodutibilidade e
sensibilidade (SIUZDAK, 2003; LEINONEN et al., 2002; GELPI et al., 1995). A tecnica de
LC/ESI-MS permite a separacdo dos milhares de metabolitos presentes em biofluidos
complexos, reduzindo a supressdo de ionizacdo por diminuicdo do numero de analitos
concorrentes entrando na fonte de ions do espectrometro de massa de cada vez. Essa

plataforma analitica pode se tornar ainda mais precisa quando combinada com a identificacéo
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dos compostos através de seus espectros na faixa do ultravioleta (UV), gerados por um
detector de arranjo de diodos (DAD) acoplado ao HPLC (GONG et al., 2008).

Atualmente, indmeros metabolitos enddgenos, tais como aminoacidos, &cidos
organicos, e acucares sdo medidos rotineiramente, e hoje mais de 35 doencas, incluindo a
fenilcetondria, hiperfenilalaninemia, e doenca em urina de recém-nascidos, sdo monitorados
diretamente usando analise por ionizacdo ESI-MS de metabdlitos (LEVY, 1998; CHACE et
al.,1993; 2002; NAYLOR; CHACE, 1999).

Em um experimento de metaboloma, geralmente, procura-se quantificar todos os
metabdlitos em um sistema celular, que pode ser definido como um tipo celular ou tecido em
um determinado estado, em um determinado tempo. Uma caracteristica importante dessas
analises é que a analise metabolémica ndo é espécie-especifica, portanto, a partir do momento
em que se aperfeicoam os parametros de analise, esses mesmos parametros serdo aplicaveis a
procariotos, fungos, plantas e animais (HOLLYWOOD et al., 2006).

Nos Ultimos anos, a metaboldmica foi utilizada para investigar a homeostase
metabolica em individuos saudaveis e também analisar as respostas metabdlicas dindmicas de
sistemas biologicos aos desafios ambientais, tais como a estimulos toxicos, modificacdes
genéticas ou doencas (HOLLYWOOD et al., 2006) . E também possivel identificar o 6rgdo
alvo da toxina e o mecanismo bioquimico da toxicidade por abordagens metabolémicas
(NICHOLSON et al., 2002). .Muitos biofluidos s&o analisados pela abordagem
metabolémica, como plasma, soro, urina e liquido cefalorraquidiano (LCR), mas pode-se
incluir sangue, leite, liquido seminal e saliva. A andlise de urina também é atil para
monitoramento de metabdlitos de drogas e de doencas (CHAN; HO, 2000). Perfis
metabdlicos de fluidos bioldgicos podem refletir as variages normais e 0s impactos
patofisioldgicos da toxina ou a doenca em sistemas organicos simples ou multiplas (GHAURI
etal., 1993).

Existem variagOes quantitativas e qualitativas na composi¢do dos venenos, estas estéo
relacionadas a fatores como idade, sexo, tamanho do animal, dieta, distribuicdo geogréfica e
heterogeneidade genética. Essa variabilidade representa um problema para a repurificagéo de
um determinado componente bioativo, o qual pode ndo ser encontrado novamente em
trabalhos subsequentes, bem como para a reprodutibilidade dos ensaios biologicos com
diferentes lotes de veneno. Assim, a espectrometria de massa tem gerado alguma luz sobre os
parametros de variabilidade do veneno em escorpides, aranhas, caramujos (“cone snails”), e

especificamente serpentes (ESCOUBAS et al., 2008).
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O estudo de metabolomas através do uso de espectrometria de massas ja é realidade a
alguns anos, sendo que ja sdo encontrados na literatura alguns estudos de caracterizagdo de
compostos em venenos animais por abordagens metaboldmicas. Um exemplo disso € o estudo
de fingerprinting por LC/MS da variacdo bidtopo-especifica com marcadores diagnésticos
chave do escorpido Mesobuthus tamulus, que é encontrado em dois bidtopos distintos no
estado Indiano de Maharastra (india) (um bidtopo tropical ao nivel do mar e um bi6topo semi-
arido a 600 metros acima do nivel do mar). Os escorpides dessas duas areas geograficas
mostraram diferencas marcantes na toxicidade e foram estudados com um equipamento
MALDI-TOF/MS e cromatografia liquida de alto desempenho com coluna de fase reversa,
acoplada a espectrometria de massas de “Electrospray” (LC/ESI-MS) (NEWTON et al.,
2007).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel a obtencdo de um perfil peptidico detalhado dos venenos
de trés espécies de escorpides: T. serrulatus, T. bahiensis e T. obscurus por uma abordagem
analitica moderna e mais sensivel, além de padronizar o sequenciamento destes peptideos por
espectrometria de massas sequencial de maneira totalmente “on-line”, fazendo com que
estudos posteriores possam utilizar-se da mesma metodologia.

As analises realizadas neste trabalho foram de fundamental importéncia para elucidar
a riqueza peptidica presente nos venenos de escorpides, levando em consideragdo a massa
molar e o tempo de retencdo dos compostos presentes nas amostras. Estes dados revelaram o
panorama geral da composicdo peptidica destes venenos em diferentes espécies. Foi possivel
detectar a presenca de 521 peptideos com diferentes tempos de retencdo e massas molares em
T. serrulatus, 460 peptideos em T. bahiensis, e 571 peptideos em T. obscurus.

A amostra contém diferencas nas massas molares dos peptideos encontrados, o que
esta associado aos fatores ambientais e genéticos, e também pode-se considerar 0s sistemas de
acasalamento dessas espécies, levando em consideracdo que a espécie T. serrulatus possui
principalmente reproducdo assexuada diferentemente de T. bahiensis e T. obscurus. As
analises possibilitaram comparagdes entre amostras diferentes de veneno com altissima
reprodutibilidade, o que também s6 foi possivel através da alta qualidade dos dados gerados.

A padronizacdo das técnicas de obtencdo e interpretacdo dos espectros CID em
instrumentos do tipo ESI-IT-TOF possibilitou a identificacdo varios peptideos presentes nos
venenos. No total, foi possivel sequenciar sessenta e seis peptideos entre os trés venenos,
alguns apresentando grande similaridade com toxinas ja conhecidas de venenos de escorpides.

A padronizacdo de condi¢bes cromatograficas eficientes para a separacdo de
compostos que, na grande parte dos casos, sdo i6nicos ou polares, foi realizada através de
cromatografia de par i6nico. Esta abordagem provou-se eficiente e relativamente barata se
comparada a outras técnicas. Nessas condi¢oes, foi possivel obter a identificacdo de diversos
compostos presentes nos venenos destas espécies, muitos dos quais nunca haviam sido
descritos como presentes nestes venenos animais. A estratégia analitica desenvolvida no
presente trabalho permitird sua aplicacdo imediata no estudo dos venenos de outras espécies
de animais.

Devido a abundancia de compostos de baixas massas molares presentes nos venenos
em relacdo aos compostos descritos na literatura para venenos de artropodes e até mesmo em

relacdo aos compostos identificados no presente trabalho, pode-se afirmar que existe uma
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grande quantidade de moléculas ainda a serem exploradas nos venenos destes animais, muitos
dos quais podem se apresentar como novidades. Este estudo pode auxiliar no entendimento da
quimica ecoldgica destes animais. Além disso, abre-se a possibilidade de que outros projetos
possam utilizar a mesma técnica, tanto para comparacdo entre amostras quanto para
identificacdo de novos compostos presentes em venenos animais.

Treze sequencias elucidadas foram sintetizadas e caracterizadas funcionalmente com
relacdo a suas atividades biologias. Além disso, estes resultados demonstraram a importancia
da bioprospec¢do de produtos naturais a partir de venenos de animais, uma vez que novas
moléculas podem ser encontradas e a riqueza e a diversidade desses venenos elucidadas. O
desenvolvimento das técnicas para analise e interpretacdo dos cromatogramas de massa e dos
espectros de massas sequenciais foi de fundamental importancia para que fosse possivel
identificar os peptideos novos neste trabalho e ajudar na realizacdo de outros projetos que
estdo sendo desenvolvidos no laboratdrio.

A pesquisa com venenos de artropodes esta revelando novos efeitos de componentes
especificos (peptideos e metabolitos) sobre os sistemas e celulas, e também comportamento
de suas presas e vitimas. Isto pode ter um de impacto sobre a utilizacdo de toxinas como
farmacos e como modelos para desenvolvimentos de medicamentos. A descoberta de toxinas
que afetam diferentes sistemas pode ser um grande avango na identificacdo potenciais alvos
terapéuticos, uma vez que as toxinas sdo com frequencia altamente especifica para subtipos
particulares de receptores ou canais de ion, 0 que as torna valiosas para elucidar fungdes
fisioldgicas ou patoldgicas e de receptores canais.

O presente trabalho, fazendo parte do programa “CAPES — Toxinologia comparativa
dos escorpides de interesse médico do Brasil” alcangou os principais objetivos do projeto,
através da identificacdo e caracterizacdo de compostos naturais de natureza peptidica e
metabolica, presentes nos venenos de escorpides da familia Buthidae. Além de abrir novas
vertentes de estudos estruturais e funcionais, o presente projeto alcangou 0s objetivos

inicialmente almejados.
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