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RESUMO

Peptideos anidnicos, ou &cidos, de escorpifes correspondem a classe de peptideos sem
ligacGes dissulfeto, ricos em residuos de &cido aspartico e/ou glutamico em sua sequéncia
priméaria. TanP é um peptideo anibnico, linear, com 50 residuos de aminoacidos e carga
liquida -20, identificado na pegonha do escorpido Tityus stigmurus através de uma analise
transcriptdbmica e com posterior confirmacdo por espectrometria de massas. Um estudo
anterior indicou que TanP possui potencial quelante para o fon Cu®*, além de potencial
imunomodulador. A aplicacéo terapéutica de moléculas quelantes esta relacionada a casos
de intoxicacGes agudas ou crénicas por metais, doencas neurodegenerativas, doencas
hematoldgicas, cicatrizacdo de feridas cutaneas, doencas cardiovasculares e cancer. Neste
estudo foi realizada a avaliacdo da atividade quelante de TanP com relagdo a novos metais
de importancia bioldgica (Fe?*, Ca?*, Zn?"), através da espectroscopia UV-visivel, métodos
computacionais e espectroscopia de fluorescéncia, bem como ampliado a investigacdo do
potencial biolégico do peptideo, como molécula antioxidante, hemostética,
imunomoduladora e cicatrizante de feridas, através de ensaios in vitro. TanP (25 pM) foi
capaz de formar complexos estaveis com Fe?* numa proporcdo de 1:5 (TanP:Fe?*). As
geometrias obtidas para os complexos Zn?* e Fe?* apresentaram formas tetraédricas e
octaédricas, respectivamente. Resultados tedricos sugerem que TanP pode funcionar como
um sensor para identificar e quantificar ions Fe?*. A intensidade de fluorescéncia de TanP
(1,12 pM) diminuiu significativamente ap6s adicdo de Fe?*, obtendo-se que a maior relagéo
1:7,4 (TanP:Fe?*) levou a menor intensidade de fluorescéncia. TanP apresentou o maximo
de 3% de atividade hemolitica quando avaliado na maior concentragdo (50 pM). TanP exibiu
capacidade de sequestro dos radicais DPPH acima de 70% em todas as concentracOes testadas
(1a 25 uM), 89,7% de atividade quelante de ferro em 25 uM e 96% de atividade de sequestro
do radical hidroxila em 73,6 uM. TanP apresentou também atividade anticoagulante
significativa nas concentracdes de 12,5 UM e 25 uM para 0s ensaios de tempo de protrombina
(TP) e tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa). Nenhum efeito fibrinogenolitico foi
observado. TanP (12,5 e 25 uM) induziu liberacdo de TNF-a por macr6fagos murinos, na
auséncia de lipopolissacarideo (LPS), sendo esse aumento dose-dependente. A migracdo de
células 3T3 foi estimulada por TanP (2 uM, 12,5 uM e 50 uM) em ensaio de cicatrizacdo in
vitro. Dessa forma, sugere-se que a avaliacdo do potencial quelante associado a acdo
antioxidante, anticoagulante, imunomodulador e cicatrizante de TanP poderd fornecer
subsidios para maiores estudos que viabilizem o desenvolvimento de uma molécula prot6tipo
para aplicacdo terapéutica e biotecnoldgica.

Palavras-chave: Peptideo anidnio. Quelante. Antioxidante. Imunomodulador. Tityus
stigmurus.



ABSTRACT

Anionic peptides, or acids, of scorpions correspond to the class of peptides without disulfide
bonds, rich in aspartic and / or glutamic acid residues in their primary sequence. TanP is a
linear anionic peptide, with 50 amino acid residues and net charge -20, which is present in
the venom gland of the scorpion Tityus stigmurus, identified by a transcriptomic approach
and after confirmed by mass spectroscopy. A previous study indicated that TanP has a
chelating potential for Cu®* ion, in addition to an immunomodular potential. The therapeutic
application of chelating molecules is related to cases of acute or chronic intoxication by
metals, neurodegenerative diseases, hematological diseases, healing of skin wounds,
cardiovascular diseases and cancer. This work evaluated TanP chelating activity in relation
to new metals of biological importance (Fe?*, Ca?* and Zn?*), by UV-visible spectroscopy,
computational methods, and fluorescence, as well as expanding the investigation of the
biological potential of the peptide, as an antioxidant, hemostatic, immunomodulatory and
wound healing molecule, by in vitro assay. TanP (25 pM) was able to form stable complexes
with Fe?* in aratio of 1: 5 (TanP: Fe?*). The obtained geometries for Zn?* and Fe?* complexes
present tetrahedral and octahedral shapes, respectively. Theoretical results suggest that TanP
can work as a sensor to identify and quantify Fe?* ions. The fluorescence intensity of TanP
(1.12 uM) decreased significantly after the addition of Fe?*, obtaining that the highest ratio
1: 7.4 (TanP: Fe?") led to the lowest fluorescence intensity. TanP showed a maximum of 3%
of hemolytic activity when evaluated at the highest concentration (50 uM). TanP exhibited
DPPH radical scavenging above 70% at all concentrations tested (1 to 25 uM), 89.7% iron
chelating activity at 25 uM, 96% hydroxyl radical scavenging activity at 73.6 uM. TanP
showed significant anticoagulant activity at concentrations of 12.5 uM and 25 pM for the TP
and TTPa assays. No fibrinogenolytic effect was observed. TanP (12.5 and 25 uM) induced
release of TNF-a by murine macrophages, in the absence of LPS, this increase being dose-
dependent. The migration of 3T3 cells was stimulated by TanP (2 uM, 12.5 uM and 50 uM)
in an in vitro healing assay. Thus, it is suggesting that the assessment of the chelating
potential associated with the antioxidant, anticoagulant, immunomodulatory and healing
effects of TanP supports further studies that enable the development of a prototype molecule
for therapeutic and biotechnological applications.

Keywords: Anionic peptide. Chelating. Antioxidant. Imunomodulator. Tityus stigmurus.
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1 INTRODUCAO

A peconha de escorpides constitue uma mistura complexa de componentes bioativos
secretados por 6rgaos especializados, com potencial farmacoldgico e biotecnoldgico (ORTIZ
etal., 2015; PENNINGTON; CZERWINSKI; NORTON, 2018). Os peptideos prensentes na
peconha de escorpides podem ser classificados em dois diferentes grupos, de acordo com a
sua estrutura: peptideos com ligacGes dissulfeto (PLD) e peptideos sem ligacdo dissulfeto
(PSLD) (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014; RASHID et al., 2014; PUCCA et al., 2016; LI
etal., 2019).

Tityus stigmurus, também conhecido como escorpido amarelo, é a espécie de
escorpido predominante na regido Nordeste do Brasil, sendo responsavel pelo maior niUmero
de casos de escorpionismo (BATISTA et al., 2007; FURTADO; DANIELE-SILVA, 2020a).
Diferentes peptideos com potencial bioldgico foram identificados a partir de uma anélise
transcriptobmica da glandula de peconha de T. stigmurus realizada por nosso grupo de
pesquisa, sendo a classe de peptideos anidnicos correspondente ao maior percentual de
transcritos (27,22%), seguido dos peptideos antimicrobiano (25,19%) (ALMEIDA et al.,
2012).

Os peptideos anidnicos, ou acidos, de escorpides correspondem a PSLDs ricos em
residuos de acido aspartico (Asp) e/ou glutdmico (Glu) em sua sequéncia primaria, estando
presente nas familias Buthidae e ndo-Buthidae (HE et al., 2013). Trata-se de uma nova classe
de peptideos da peconha de escorpides, que raramente foram identificados e com poucos
estudos envolvendo sua caracterizacdo. Geralmente apresentam ponto isoelétrico menor que
5,0, altamente hidrofilicos, compostos por regides randémicas e com alguns dominios o-
helicoidais (SHI et al., 2018) e de estruturas em espiral (NIE et al., 2012).

Com relacdo as outras espécies do género Tityus observou-se que 7,75%, 4,9% e
3,14% do total das toxinas expressas na peconha dos escorpides T. serrulatus
(ALVARENGA, 2012), T. bahiensis e (OLIVEIRA et al., 2015) e T. obscurus (DE
OLIVEIRA et al., 2018), respectivamente, correspondem a peptideos aniénicos. Outros
géneros como Centruroides tecomanus (VALDEZ-VELAZQUEZ et al., 2013), Buthus
martensii Karsch (ZENG; CORZO; HAHIN, 2005), Centruroides hirsuti palpus (VALDEZ-
VELAZQUEZ et al., 2020), Mesobuthus eupeus (BARADARAN et al., 2018a) também

apresentaram peptideo aniénico na composic¢éo da pegonha.
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Embora a funcéo dos peptideos anidnicos na peconha nédo esteja totalmente elucidada,
acredita-se que os peptideos &cidos podem equilibrar o balanco de pH da peconha, atuar
sinergicamente com outras toxinas (ZENG et al., 2004; MA et al., 2009; HE et al., 2013a;
DE OLIVEIRA et al., 2015) e fazer parte do sistema de defesa do hospedeiro em escorpides
e outros filos (VALDEZ-VELAZQUEZ et al., 2020). Além disso, é sugerido também o seu
potencial regulador das atividades dos peptideos antimicrobianos da peconha do escorpido,
justificando por que as atividades de formacao de poros dos peptideos antimicrobianos nas
células de armazenamento do escorpido ndo danificam as proprias células de armazenamento
(SHI et al., 2018).

Peptideos anidnicos presentes em animais vertebrados e invertebrados tem revelado
acao antimicrobiana, imunomoduladora, e quelante de metais (LAI et al., 2002; SILVA et
al., 2009; SEGURA-RAMIREZ; SILVA JUNIOR, 2018).

Até a presente data, de acordo com o PubMed, ha 34 trabalhos publicados quando se
realiza a busca com o descritor “Tityus stigmurus”, destes 12 (33,33%) sdo estudos realizados
pelo nosso grupo de pesquisa com relagdo a caracterizagdo de moléculas presente na pegonha,
descobertas a partir de uma analise transcriptomica.

A peconha de T. stigmurus tem sido alvo de estudos no nosso grupo de pesquisa nos
ultimos anos e diferentes peptideos tém sido identificados e caracterizados, demonstrando
que possuem potencial bioquimico e farmacoldgico.

Em um estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa foi caracterizado pela
primeira vez um peptideo anidnico presente no escorpido T. stigmurus, denominado de TanP,
com carga negativa de -20 e ponto isoelétrico tedrico de 2,75. Ensaios in vitro demonstraram
que o peptideo possui atividade quelante de ions Cu?*, e com potencial imunomodulador,
uma vez que induziu a proliferacdo de macréfagos, bem como reduziu a liberacédo de éxido
nitrico por essas células, na presenca de lipopolissacarideos de Escherichia coli (LPS)
(MELO et al., 2017).

A aplicacdo terapéutica de moléculas quelantes estd relacionada a casos de
intoxicagBes agudas ou crénicas por metais (ANDERSEN; AASETH, 2002; ANDERSEN,
2005; SMITH, 2013), doencas neurodegenerativas (WARD; DEXTER; CRICHTON, 2012),
doencas hematoldgicas (PRETORIUS et al., 2014; LEITCH; GATTERMANN, 2019),
cicatrizacdo de feridas cutaneas (WRIGHT; RICHARDS; SRAI, 2014), doencas
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cardiovasculares (SULTAN et al., 2017) e cancer (YU et al., 2012; ANTONIADES et al.,
2013). Nessa abordagem foi realizada a avaliagéo da atividade quelante de TanP com relagéo
a novos metais de importancia bioldgica, bem como ampliado a investigagdo do potencial
bioldgico do peptideo.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 Escorpiéo Tityus stigmurus

Tityus stigmurus (Thorell, 1876) (Figura 1) é uma espécie de escorpido de relevancia
clinica, pertencente a familia Buthiadae, com capacidade de partenogénese e
predominantemente distribuido na regido Nordeste do Brasil (VENANCIO et al., 2013),
embora a sua presenca tenha sido recentemente reportada no estado de S&o Paulo (BERTANI
etal., 2018; FURTADO; DANIELE-SILVA, 2020a).

Figura 1. Escorpido Tityus stigmurus

Fonte: Fiamma Glaucia da Silva.

Os escorpides T. stigmurus possuem coloragao que varia de amarelo claro ao amarelo
escuro e o comprimento total de 55 a 65 mm. Com relacéo a suas caracteristicas morfoldgicas
apresentam uma carapaca (prossoma), o cefalotorax, contendo um par de queliceras, um par
de pedipalpos (pingas) e quatro pares de pernas. O abddémen (opistossoma) € dividido em
tronco (mesossoma) e cauda (metassoma). A regido do prossoma possui um triangulo na
porcao anterior aos olhos medianos, com uma listra negra central no mesossoma O télson
constitui de uma vesicula eliptica e bem proeminente. Os machos possuem segmentos
metassomais mais largos e fémur-tarsi do pedipalpo levemente mais longo que as fémeas
(ALMEIDA, 2010).
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Segundo dados disponiveis no DATASUS, em 2019 os acidentes causados por
escorpides correspondem a maior parte dos acidentes por animais pegonhentos, estando a
frente de acidentes por serpentes ou aranhas. A regido Nordeste € a que mais notifica casos
de escorpionismo, apresentando em 2019 um quantitativo de 69.181 casos, sendo o
envevenamento por escorpido considerado um problema de saude publica no Brasil (SILVA
et al., 2016; DATASUS, 2020).

O quadro do envenenamento causado por T. stigmurus é semelhante ao observado em
acidentes pelo T. serrulatus, espécie responsavel pelo maior nimero de casos na regido Sul
e Sudeste do Brasil, sendo caracterizado por dor, edema, eritema, parestesia, cefaleia, e
vomitos (NENCIONI et al., 2018). Apenas em 1983, o primeiro caso com experiéncia clinica
e terapéutica foi reportado em Recife (Pernambuco), onde foram registrados acidentes com
criancas picadas por T. stigmurus, incluindo um 6bito (LIRA-DA-SILVA; MONTEIRO DE
AMORIM; KOBLER BRAZIL, 2000).

O estudo realizado por Silva e colaboradores (SILVA et al., 2016) revelou que a
peconha de T. stigmurus causa alteracdes histoldgicas indicativas de lesdo tubular renal em
ratos, a qual acarreta em aumento da excrecdo de eletrolitos. E sabido que os principais
efeitos causados pelas peconhas de escorpido como danos ao miocardio, arritmias cardiacas,
edema pulmonar e choque séo devidos, principalmente, a liberacdo de mediadores do sistema
nervoso autdbnomo, central e processos inflamatoérios, porém ndo ha estudos experimentais
nem dados clinicos demonstrando o efeito central da peconha de T. stigmurus (NENCIONI
etal., 2018).

A peconha dos escorpides € uma fonte rica de moléculas bioativas com alto potencial
para aplicacdo terapéutica e biotecnolégica (HARRISON et al., 2014; MELO et al., 2017),
contendo principalmente peptideos e proteinas como as neurotoxinas, fosfolipases,
mucoproteinas, hialuronidases, fosfolipases (ALMEIDA et al., 2012; FURTADO;
DANIELE-SILVA, 2020b), além de nucleotideos, lipidios e aminas biogénicas (serotonina
e histamina) (SILVA et al., 2016).

Uma anélise protedbmica da pegonha do escorpido T. stigmurus realizada por Batista
e colaboradores (2007)evidenciou a presenca de quinze novos componentes na peconha,

sendo quatro deles atuantes em canais de sodio ou potéssio (Tst-17, Tst-3, TstBKTx), um
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peptideo rico em prolina (Pape) e entre os onze componentes parcialmente sequenciados
estavam duas enzimas: hialuronidase e lisozima.

Posteriormente, foi realizada, por nosso grupo de pesquisa, uma analise
transcriptbmica para caracterizar o perfil de expressdo génica da glandula de peconha nao
estimulada do escorpido T. stigmurus. Como resultado obteve-se o repertério molecular da
glandula de pegonha do escorpido T. stigmurus, e os clusters foram organizados em trés
categorias: proteinas semelhantes as conhecidas toxinas da peconha (41%), moléculas com
provavel atividade toxica (34%) e proteinas associadas as fungdes celulares (15%). Dentre
as toxinas conhecidas estdo: o-KTX-like, B-KTX-like, a-NaTX-like, p NaTX-like,
hipotensinas e peptideos antimicrobianos. Cinco grupos corresponderam as moléculas com
provavel atividade toxica: lectinas, metaloproteases, peptideos anidnicos, peptideos
secretados hipotéticos e peptideos ricos em cisteina (ALMEIDA et al., 2012).

Os peptideos presente na peconha de escorpifes podem ser classificados em dois
grupos de acordo com a presenca ou ndo de ligacbes dissulfeto (ZENG; LUO; LI, 2006;
OLIVEIRA et al., 2015), ambos envolvidos em atividades multifuncionais.

Os peptideos com liga¢des dissulfeto (PLD) sdo os componentes mais abundantes das
peconhas de escorpifes (GRASHOF et al., 2019) e possuem, em sua maioria, 3 a 4 ligacdes
dissulfeto. S&0, em sua maioria, neurotoxinas que atuam em canais de Na*, K*, CI" e Ca?
(UZAIR et al., 2018). Tais moléculas sdo importantes para predacéao e estdo envolvidas em
inimeras preocupacdes clinicas (ALMEIDA et al., 2013). Além disso sdo importantes
ferramentas para a investigacdo das fungdes fisioldgicas dos canais idnicos nas células e
instrumentos relevantes nos estudos de estrutura e funcdo dos canais ionicos (JOLODAR,
2019).

Os peptideos sem ligac@es dissulfeto (PSLD), sdo relativamente pequenos, contendo
entre 13 e 56 residuos de aminoacidos, com sequéncia variavel, podendo ser catiénicos ou
anionicos e com estrutura flexivel (MACHADO et al., 2016), que exibem atividades
multifuncionais como a agéo antibacteriana, antifingica, citolitica, antiviral, antimalarica,
potenciadora de bradicinina, ativacdo de processos de sinalizagdo celular, inflamagéo,
modulacdo imunoldgica e alteracfes da presséo arterial (GAO et al., 2010; ALMAAYTAH;
ALBALAS, 2014; MACHADO et al., 2015; ORTIZ et al., 2015; DANIELE-SILVA et al.,
2016; PUCCA et al., 2016; DIAS et al., 2018; TORRES-REGO et al., 2019).
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Até a presente data, de acordo com o PubMed, ha 34 trabalhos publicados quando se
realiza a busca com o descritor “Tityus stigmurus”, destes 12 (33,33%) sdo estudos realizados
pelo nosso grupo de pesquisa com relagdo a caracterizagdo de moléculas presente na peconha,
descobertas a partir de uma analise transcriptomica.

A peconha de T. stigmurus tem sido alvo de estudos no nosso grupo de pesquisa nos
ultimos anos e diferentes peptideos tém sido identificados e caracterizados, demonstrando

que possuem potencial bioquimico e farmacoldgico.

2.2 Componentes da peconha do escorpido T. stigmurus

Os peptideos representam os componentes mais abundantes da peconha de escorpiao.
Peptideos anibnicos (27,22%), peptideos antimicrobianos (25,19%), toxinas alfa (a-KTX,
8,89%) e beta (B-KTX, 4,63%) que atuam no canal de potéssio, peptideos hipoteticamente
secretados (3,70%), peptideos com funcao desconhecida (1,48%), metaloproteases (1,30%),
peptideos hipotensores (1,11%), toxinas beta que atuam nos canais de sodio (B-NaTXx,
0,93%), toxinas alfa que atuam nos canais de sédio (NaTx-a, 0,37%) e peptideos ricos em
cisteina (0,37% ) constituem a peconha do escorpido T. stigmurus (ALMEIDA et al., 2012;
FURTADO; DANIELE-SILVA, 2020b)

As neurotoxinas interagem com 0s canais i6nicos das células excitaveis, levando a
uma liberacdo macica de neurotransmissores (VASCONCELOS et al., 2005), os quais
perturbam os sistemas neuromuscular, cardiovascular e respiratério e provocam um padréo
complexo de sinais e sintomas clinicos que podem levar a morte em caso de picada por
escorpidao (HORTA et al., 2014). Embora as neurotoxinas sejam 0S componentes mais
estudados nas peconhas de escorpides, sdo escassos 0s estudos realizados com relacéo a
peconha de T. stigmurus, havendo maior nimero de trabalhos relacionados aos diferentes
PSLD.

Papp e colaboradores (2009) purificaram um alfa-KTx de T. stigmurus (Tst26), em
que a sequéncia primaria foi determinada por analise automatica da degradacdo de Edman e
espectrometria de massas. Tst26 inibiu os canais kv 1.2 e kv 1.3 com alta afinidade. Em
seguida foi realizada uma caracterizacdo estrutural e analise molecular do TstKMK, um
peptideo bloqueador de canal de potassio pertencente a subfamilia 3-ktx, com 47 residuos de

aminoacidos. Através de ensaios in silico de dindmica molecular, ficou evidenciado que o
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residuo Lys46 do TstKMK seja provavelmente um residuo importante no mecanismo de
inibicdo para esse canal i6nico (ALMEIDA et al., 2013).

Estudos moleculares também foram realizados com o peptideo alpha-KTx do T.
stigmurus, a fim de esclarescer o mecanismo dessa molécula com os canais de potassio. Os
residuos de aminoacidos foram mapeados e suas interacdes eletrostaticas e de contato foram
avaliadas, revelando a influéncia de residuos de lisina positivos e a contribui¢do adicional de
uma asparagina para a estabilizacdo do complexo, trazendo novas idéias sobre 0 mecanismo
de acdo dessa toxina (FREIRE et al., 2019).

Os peptideos antimicrobianos representam o segundo grupo com maior expressao no
transcriptoma do escorpido T. stigmurus. Os invertebrados carecem de um sistema
imunolégico adaptativo e dependem do sistema imunolégico inato para protecdo, desse modo
esses peptideos servem como seu principal mecanismo de defesa (YACOUB et al., 2020).

Os peptideos antimicrobianos de peconha de escorpides sdo anfipaticos, com carga
positiva ou negativa e podem ser convenientemente divididos em trés categorias estruturais:
(1) peptideos contendo cisteina com pontes dissulfeto; (2) peptideos com uma o-hélice
anfipatica, mas sem residuos de cisteina e (3) peptideos ricos em certos aminoacidos, como
prolina e glicina (HARRISON et al., 2014). Tais moléculas se destacam por sua atividade de
amplo espectro contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, leveduras e
protozoarios (CESA-LUNA et al., 2019).

Stigmurina e TsAP-2 sdo os peptideos antimicrobianos catibnicos presentes na
peconha do escorpido T. stigmurus, com 17 residuos de aminoacidos, em sua sequéncia
madura, havendo predominancia de conformagéo a-hélice quando em solvente que mimetiza
0 ambiente de membrana biol6gica (DE MELO et al., 2015; DANIELE-SILVA et al., 2016;
AMORIM-CARMO et al., 2019). O TsAP-2, peptideo idéntico ao presente na peconha do
escorpido T. serrulatus, apresentou atividade bactericida contra cepas gram-positivas (GUO
et al., 2013), ja a Stigmurina apresentou atividade bacteriostatica e bactericida apenas para
bactérias gram-positivas, além de atividade antifingica frente a leveduras (DE MELO et al.,
2015). Ambos os peptideos mostraram atividade antiproliferativa em relagdo a linhagem
celulare de HepG2, mas apenas a Stigmurina teve efeito citotoxico para SiHa, Vero, RAW

264.7 e MDCK. Ambos os peptideos também foram eficientes no controle do foco infeccioso
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na sepse polimicrobiana, reduzindo o infiltrado leucocitario no pulméo e ceco dos animais
sépticos (DANIELE-SILVA et al., 2016).

A andlise do cluster TSTIO006C revelou o peptideo hipotensina de T. stigmurus
(TistH), com 25 residuos de aminoacidos, massa molecular de 2,7 kDa, auséncia de residuos
de cisteina e a presenca de dois residuos de prolina C-terminais. TistH possui predominancia
de conformacdo helicoidal em 2,2,2-Trifluoroethanol (TFE), além de se mostrar estavel,
estruturalmente, em variaveis pH. TistH foi capaz de potencializar a acdo hipotensora da
bradicinina em ratos normotensos e induziu um efeito vasorrelaxante nos anéis da artéria
mesentérica pela liberacdo dependente de endotelio do 6xido nitrico. Revelando uma inibigédo
independente da enzima conversora de angiotensina (ECA), sendo um peptideo com
potencial uso em doengas cardiovasculares (MACHADO et al., 2015).

Além de acdo hipotensora, em estudos posteriores, TistH apresentou potencial
antifangico frente a leveduras e fungos que causam infec¢des orais, vaginais, candidiase e
alergias respiratorias (MACHADO et al., 2016). Tal eficicia antifungica foi otimizada
através da incorporacdo do peptideo em nanoparticulas biodegradaveis de quitosana, de
modo que este complexo apresentou maior atividade contra leveduras do género Candida,
além de reduzir a formacéo do biofilme pelas mesmas (TORRES-REGO et al., 2019).

De acordo com a analise transcriptdbmica, os peptideos anidnicos correspondem a
classe mais abundante na peconha de T. stigmurus (27,7%). Partindo-se da analise do cluster
TSTI0012C, foi identificado o TanP (Peptideo Anibnico do T. stigmurus), o qual possui uma
sequencia madura com 50 residuos aminoacidos, sendo em sua maioria acido aspartico,
acarreatando-o uma carga negativa de -20. Com relacdo a estrutura secundaria, TanP
apresentou predominancia de conformag¢do randémica quando em tampéo fosfato e a-hélice
guando em TFE 50%, quando analisado por dicroismo circular. O potencial quelante de cobre
do peptideo foi evidenciando por técnicas de dindmica molecular, discroismo circular e
espectroscopia Uv-Vis. Com relagdo a atividade bioldgica, o peptideo ndo apresentou
citotoxicidade para as linhagens celulares MDCK e 786-0, entretanto apresentou efeito
proliferativo em relacdo as células RAW 264.7, diminuindo ao mesmo tempo a liberagéo de
oxido nitrico (NO), um importante mediador inflamatério (MELO et al., 2017).

InformagBes moleculares sobre peptideos de escorpido representam uma area de

pesquisa importante e uma ferramenta biotecnoldgica em potencial para o desenvolvimento
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de novos farmacos a serem utilizados no tratamento de diversas patologias (FREIRE et al.,
2019), desse modo pesquisas objetivando elucidar o potencial terapéutico e caracterizagéo
de novos peptideos da peconha de T. stigmurus devem ser intensificadas.

2.3 Peptideos de escorpides com potencial terapéutico e biotecnoldgico

Devido a pressdo seletiva aplicada aos escorpides, estes conseguiram desenvolver
uma serie de peptideos de peconha que exibem diversas atividades bioldgicas e funcgdes
farmacologicas (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014; ORTIZ et al., 2015; LI et al., 2019),
sendo considerada uma grande fonte para medicamentos no tratamento de varios canceres e
doencas infecciosas (KAZEMI; SABATIER, 2019), epilepsia (ZHAO et al., 2011), doencas
autoimunes (RASHID et al., 2014) e analgesia (CUI et al., 2010).

No quadro 1 estdo descritos alguns peptideos presentes na peconha de diversas
espécies de escorpido que possuem potencial terapéutico e/ou biotecnoldgico em estudo,

sendo alvo para desenvolvimento de novos farmacos.

Quadro 1. Exemplos de peptideos com potencial terapéutico e biotecnolégico identificados em pegonhas de

algumas espécies de escorpides.

Espécie Peptideo Atividade Autores
T. discrepans Discreplasminin Inibidor de (BRAZON et al.,
Plasmina 2009)
Buthus occitanus RK Antitumoral (KHAMESSI et al.,
tunetanus (desintegrina) 2018a)
Androctonus Mauriporin Antimicrobiano | (ALMAAYTAH et
mauritanicus e Antibiofilme al., 2014)
Leiurusquinquestriatus Chlorotoxin Detecgéo e (OJEDA; WANG;
tratamento de CRAIK, 2016)
cancer
(gliobastoma)
Pandinus imperator Scorpine Antibacteriano e (CONDE et al.,
antimalaria 2000)
Opisthacanthus ISCT1elIsCT2 | Antimicrobiano (DAl et al., 2001)
madagascariensis
Hadrurus aztecus Hadrurin Antimicrobiano | (TORRES-LARIOS
et al., 2000)
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Pandinus imperator Pandininle 2 Antimicrobiano (CORZO et al.,
2001)
Opistophtal Opistoporin 1 e 2 | Antimicrobiano | (MOERMAN et al.,
muscarinatus 2002)

Mesobuthus martensii BmKnle Antimicrobiano | (ZENG et al., 2004)
BmKn2
Isometrus maculates Imcroporin Antimicrobiano | (ZHAO et al., 2009)
Lychas mucronatus Mucroporin Antimicrobiano (DAl et al., 2008)
Centruroides Suffusus Css54 Antimicrobiano (GARCIA et al.,
Suffusus 2013)
Vaejovis punctatus VpAmp1.0 Antimicrobiano (RAMIREZ-
VpAmp2.0 CARRETO et al.,
2015)
Urodacus yaschenkoi Uy234, Uyl7e | Antimicrobiano | (CESA-LUNA etal.,
Uy192 2019)
Heterometrus petersii Hp1404 Antimicrobiano (LI etal., 2014)
Tityus obscurus ToAP1 e TOAP2 Antifungico (GUILHELMELLI
etal., 2016)
Mesobuthus martensii BmKn2 Antiviral (CHEN et al., 2012)
Heterometrus petersii Hp1090 Antiviral (YAN et al., 2011)
Androctonus aeneas AaeAPle Antimicrobiano (DU et al., 2015)
AaeAP?2
Buthus occitanus RK1 Anticancer (KHAMESSI et al.,
tunetanus 2018b)
Buthus martensi Karsch BmKAS Analgesia (CUl et al., 2010)
Buthus martensi Karsch ANTP Anticancer (L1U et al., 2002)
Leiurus quinquestriatus Charybdotoxin Anticancer (SCHWAB et al.,
1999)
Mesobuthus tamulus Iberiotoxin Anticancer (GALVEZ et al.,
1990)
Buthus martensi Karsch ANEP Analgesia e (LI etal., 2019)
Antiepileptico
Tityus serrulatus TsSAP-1 e TsAP2 Anticancer (GUO et al., 2013)
Tityus discrepans Neopladines 1 e 2 Anticancer (D’SUZE et al.,
2010)
Mesobuthus eupeus Meucin-24 e Antimalérico (GAO et al., 2010)
Meucin-25

Fonte: Autoria prépria.
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Dentre as biomoléculas mais estudadas de interesse farmacoldgico presente na
peconha de escorpides, destacam-se os peptideos antimicrobianos (PAM), em que sua
importancia se d& por sua atividade de amplo espectro contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas, fungos, leveduras e protozoarios, além de apresentarem efeito sinérgico
quando associados a farmacos ja disponiveis na terapéutica antimicroniana (GARCIAetal.,
2013; HARRISON et al., 2014; GUILHELMELLI et al., 2016; MACHADO et al., 2016;
WANG; WANG, 2016; PRIMON-BARROS; MACEDO, 2017; CESA-LUNA et al., 2019),
sendo também sugerido que a presenca de PAMSs possa proteger a glandula de peconha de
infeccdo e facilitar a acdo de outras neuro-toxinas (HARRISON et al., 2014).

Os PAMs de peconha de escorpido sdo peptideos anfipaticos com carga positiva e
podem ser divididos em trés categorias estruturais: (1) peptideos contendo cisteina com
ligacGes dissulfeto, como o Scorpine (CONDE et al., 2000); (2) peptideos com uma a-hélice
anfipatica, mas sem residuos de cisteina, como o hadrurin (TORRES-LARIOS et al., 2000)
e 0 IsCT (DAl et al., 2001); e (3) peptideos ricos em certos aminoacidos, como prolina e
glicina (CORZO et al., 2001; HARRISON et al., 2014b; WANG; WANG, 2016).

Cssb4, peptideo isolado do escorpido Centruroides suffuses suffuses, teve sua
atividade antibacteriana avaliada contra cepas de Staphylococcus aureus, na presenca de
antibioticos tuberculostaticos (rifampicina, pirazinamida, isoniazida e etambutol). Ao final,
verificou-se que as misturas de Css54 e antibidticos comerciais aumentam a eficiéncia
bacteriostatica ou bactericida contra S. aureus. Esse fenémeno pode estar relacionado ao fato
de os PAMs permearem as membranas celulares lipidicas e ajudarem na difusdo de
antibidticos de baixo peso molecular. Desse modo, os PAMs provavelmente formam lacunas
na membrana celular que permitem a troca de material organico da regido extracelular para
o meio intracelular e vice-versa (GARCIA et al., 2013).

A atividade antiparasitaria também tem sido observada em estudos envolvendo
peptideos de escorpido. Meucin-24 e Meucin-25, séo peptideos catiénicos e lineares, ambos
componentes da peconha do Mesobuthus eupeus, 0s quais apresentaram atividade
antiparasitaria sobre o parasita intraeritrocitico Plasmodium falciparum, causador da malaria
(GAO et al., 2010).

A principal desvantagem dos PAMs em geral é a citotoxicidade frequente contra

células eucarioticas, o que limita sua aplicacdo clinica. Porém, o desenvolvimento de
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peptideos analogos, com substituicdo de aminoacidos da sequencia primaria do peptideo
nativo, para potencializar o espectro antimicrobiano, bem como diminuir sua toxicidade para
células humanas, tonando-o mais seguro (PARENTE et al., 2018; AMORIM-CARMO et al.,
2019).

Peptideos com atividade antiviral foram anteriormente identificados, como o Hp1090
isolado da glandula de peconha do escorpido Heterometrus petersii, que inibiu infec¢do por
virus de hepatite C in vitro (YAN et al., 2011). O BmKn2, presente na pegonha do escorpiao
M. martensii Karsch apresentou atividade contra o virus do HIV (CHEN et al., 2012). Tais
moléculas sdo bons candidatos ao desenvolvimento de novos medicamentos antivirais.

A resisténcia aos quimioterapicos pelas células cancerigenas tornou seu tratamento
mais complicado e nesse contexto, as peconhas de animais surgiram como uma estratégia
alternativa para a terapéutica anticancer, incluindo inibicdo da proliferacdo de células
cancerigenas, invasdo, parada do ciclo celular , inducdo de apoptose e identificacdo de vias
de sinalizacdo envolvidas (CHATTERJEE, 2018). Nesse contexto, tem-se que ambas as
classes de peptideos de escorpido, PLD e PSLD, possuem atividade anticancer ja descrita na
literatura.

A ativacao dos canais de CI~, Na*, K* e Ca?* esta envolvida na proliferacéo e apoptose
celular. Os canais i6nicos podem marcar a progressao do cancer através do crescimento de
sinais de auto-suficiéncia, em que as células ndo sdo responsivas a sinais de anti-crescimento,
apresentando resisténcia a apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada,
capacidade de invasdo tecidual e metastase. A acdo de neurotoxinas da peconha de escorpides
em canais i6nicos indica o potencial anticancer destes componentes, uma vez que esses
peptideos possuem alta especificidade, boa permeabilidade e estabilidade nas células
cancerigenas (DUENAS-CUELLAR et al., 2020). Sdo exemplos de neurotoxinas com
atividade anticancer a Charybdotoxin (ChTx), Iberiotoxin e Chlorotoxin, os quais atuam em
canais de canal de potassio ativado por célcio e cloreto, respectivamente.

Com relacéo aos peptideos lineares de escorpido descritos na literatura com atividade
anticancer, ha uma predominancia pelos catiénicos. TsAP-1 e TSAP-2 sdo peptideos presente
na pegonha do escorpido brasileiro T. serrulatus, tendo o primeiro apresentando efeito
antiproliferativo sobre linhagens tumorais de pulméo H157 e H838, e 0 segundo sobre as

linhagens tumorais anteriormente citadas, alem de MCF-7 (carcinoma mamario), PC3
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(carcinoma de prostata) e U251-MG (gliobastoma) (GUO et al., 2013). Neopladines 1 e 2
foram purificados a partir da pegonha de T. discrepans e apresentaram atividade apoptotica
em células de carcinoma de mama humano SKBR3 (D’SUZE et al., 2010).

Os PSLD sdo, em sua maioria, carregados positivamente, logo podem interagir
facilmente com os grupos de lipidios com carga negativa das membranas bioldgicas. O
processo de adesdo & membrana impulsiona a formagéo estruturas helicoidais anfipéticas e a
insercdo dos residuos hidrofobicos na membrana, o que leva a sua atividade exibida. E uma
vez que ndo ha um alvo especifico, como as neurotoxinas, isso resulta em seu amplo espectro
de alvos biologicos, classificando esses peptideos como multifuncionais (ORTIZ et al.,
2015).

Embora j& esteja descrito na literatura que componentes da peconha de escorpido do
género Tityus podem atuar como substancias procoagulantes e anticoagulantes,alterando o
tempo parcial de tromboplastina e o tempo de protrombina, além de alterar a agregacao
plaquetaria (BRAZON et al., 2008, 2011), escassos trabalhos tem sido realizados com
peptideos isolados da peconha de escorpides para avaliacdo dos parametros de hemostasia.

Devido ao declinio do numero de novos medicamentos aprovados nos Ultimos anos,
a induastria farmacéutica apresenta uma tendéncia de buscar alternativas para desenvolver
medicamentos inovadores. Nesse contexto, medicamentos a base de peptideos podem ser
uma alternativa para superar essa demanda, uma vez que a terapéutica biofarmacéutica esta
constantemente aumentando e um namero inesperado de peptideos terapéuticos sintéticos
chegam ao mercado (PRIMON-BARROS; MACEDO, 2017).

Como pode-se observar, os peptideos com ligacGes dissulfeto e peptideos lineares
catidnicos sdo as classes de componentes mais estudadas e caracterizadas, quando se trata de
escorpides, quando comparado com peptideos aniénicos, levando a necessidade da avaliacéo
da acdo e caracterizacdo destes peptideos presentes na peconha de escorpifes da familia
Buthiadae e ndo Buthidae (DIEGO-GARCIA et al., 2005; MA et al., 2009; RUIMING et al.,
2010), uma vez que essas moléculas também possuem um potencial terapéutico e

biotecnoldgico.
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2.4 Peptideos Anidnicos de escorpides

Os peptideos de peconha de escorpido sem ligagdes dissulfeto exibem diversas
estruturas primarias, que sdo helicoidais e catidnicas com 13 a 47 residuos de aminoacidos
ou altamente &cidos com 19 a 50 residuos, sendo classificados em peptideos catidnicos ou
aniobnicos, respectivamente (NIE et al., 2012; ZHONG et al., 2017; SHI et al., 2018).

Peptideos anidnicos sdo moléculas ricas em residuos de aminoécidos acidos: acido
glutdmico (Glu) e &cido aspartico (Asp) (Figura 2) (MA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2012;
HE et al., 2013b). Ambos os aminoacidos possuem dois grupos carboxilatos (COO-) e carater

acido. Em pH 7,0 os grupos carboxilatos encontram-se dissociados.

Figura 2. Estruturas quimicas de moléculas dos aminodcidos: acido aspartico e acido

glutamico.
0o NH, NH,
OH HO ; OH
o M
I 0 0
Acido aspartico Acido glutamico

Fonte: Autoria propria

Peptideos aniénicos, também denominados de peptideos acidos, sdo uma nova classe
de peptideos de peconha de escorpides, que embora tenham sido relatados como peptideos
altamente expressos e conservados entre as espécies de escorpido Buthidae e ndo Buthidae,
foram pouco caracterizados até o momento (BARADARAN et al., 2018a)

As propriedades comuns desses peptideos sdo: altamente &cido com um ponto
isoelétrico calculado menor que 5,0, elevado carater hidrofilico, composto por regides
randomicas e com alguns dominios a-helicoidais (SHI et al., 2018), bem como apresentam

principalmente estruturas em espiral (NIE et al., 2012). Nos ultimos anos, mais de 20
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peptideos desse tipo foram identificados em espécies de escorpido, como citado no quadro 2

a sequir:

Quadro 2. Peptideos anibnicos identificados em glandulas de peconha de escorpides.

Ht169

Peptideo Anidnico Escorpido N° de aminoacidos Referécnia
do Peptideo maduro
JK31735 Tityus serrulatus 49 (ALVARENGA
etal., 2012)
Cox4J1.1 Tityus discrepans 51 (D’SUZE et al.,
2009)
Q5G8B2, Q5G8AY, Tityus costatus 49 (DIEGO-
Q5G8B1 e Q5G8B0 GARCIiAetal.,
2005)
Thah02322 Tityus bahiensis 50 (OLIVEIRA et
al., 2015)
TanP Tityus stigmurus 50 (MELO et al.,
2017)
BmKal e BmKa2 Buthus martensii 38 e 50 (ZENG et al.,
Karsch 2004)
HAP-1 Mesobuthus 19 (SHI et al., 2018)
martensii Karsch
SJE098.1e Scorpiops jendeki 57 (MA et al., 2009)
SJE098.2
MeVAP-1, Mesobuthus eupeus 49 (BARADARAN
AMX81473.1, et al., 2018a)
ABR21055.1,
ABR20121.1, e
ABR20108
POCI96.1¢e Lychas mucronatus 53e43 (RUIMING et al.,
POCI97 2010)
Aba-1 (KJ787284) e | Androctonus bicolor 51e40 (ZHANG et al.,
Aba-2 (KJ787285) 2015)
ChiHDPANIO1 Centruroides 51 (VALDEZ-
hirsutipalpus VELAZQUEZ et
al., 2020)
Htal, Hta2, Hta3, Hadogenes 54 (ZHONG et al.,
Hta4, Ht186 e troglodytes 2017)

Fonte: Autoria prépria.
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Embora estudos envolvendo a funcdo e mecanismo de acdo de peptideos anidnicos
de escorpido ainda sejam raros, comparados a outras classes como os antimicrobianos, por
exemplo, autores sugerem que essas moléculas fazem parte do sistema de defesa do
hospedeiro em escorpides e outros filos (VALDEZ-VELAZQUEZ et al., 2020), que podem
funcionar como um regulador das atividades dos peptideos antimicrobianos da peconha do
escorpido (SHI et al., 2018).

Acredita-se que os peptideos acidos podem equilibrar o balanco de pH da pegonha,
uma vez que as neurotoxinas sdo moléculas basicas, bem como atuar sinergicamente com
outras toxinas (ZENG et al., 2004; MA et al., 2009; HE et al., 2013a; DE OLIVEIRA et al.,
2015). TanP, um peptideo aniénico identificado na peconha de T. stigmurus, possui atividade
quelante e potencial imunomodulador, uma vez que induz proliferacdo de macréfagos, ao
mesmo tempo que diminui a liberacdo de 6xido nitrico por essas células, quando estimuladas
por LPS (MELO et al., 2017).

Na peconha de T. costatus foram identificados quatro possiveis peptideos
antimicrobianos anibnicos, cujas cargas variam de -19 a -20, porém ndo ha estudos de
caracterizacdo destes peptideos na literatura (DIEGO-GARCIA et al., 2005; HARRIS;
DENNISON; PHOENIX, 2009). A andlise transcriptdmica da peconha do T. discrepans
apresentou que a sequéncia mais representativa correspondia a um precursor de peptideo
aniénico (TdAP) com 51 residuos de amino&cidos e ponto isoelétrico 2,78, revelando alta
similaridade com os peptideos acidos de T. costatus (D’SUZE et al., 2009).

Peptideos anidnicos também foram identificados na glandula da peconha de
escorpides, por analise transcriptdmica e protedmica, de outros géneros da familia Buthidae
como o Centruroides tecomanus (VALDEZ-VELAZQUEZ et al., 2013), Buthus martensii
Karsch (ZENG; CORZO; HAHIN, 2005), Centruroides hirsuti palpus (VALDEZ-
VELAZQUE?Z et al., 2020), Mesobuthus eupeus (BARADARAN et al., 2018a). Na peconha
do escorpido Buthus occitanus israelis, ndo tem sido identificados transcritos de peptideos
anionicos (KOZMINSKY-ATIAS et al., 2008). Em S. margerisonaee S. jendeki, 0s
precursores de peptideos anidnicos representam 0,5 % e menos de 0,25% do total de
transcritos, respectivamente (MA et al., 2009).

Ma e colaboradores (2012) apresentaram uma analise comparativa do transcriptoma

das glandulas da pegonha e uma analise filogenética de peptideos que seriam compartilhados
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por escorpides da familia Buthidae (Lychasmucronatus e Isometrus maculatus) e
Euscorpiidae (Scorpiops margerisonae). A analise filogenética molecular revelou que
algumas classes de peptideos, dentre elas 0s peptideos aniénicos, estdo presentes em as ambas
familias avaliadas e que esses peptideos foram provavelmente recrutados no proteoma da
peconha de escorpido antes da divisao da linhagem entre Buthidae e Euscorpiidae, ocorrendo
eventos no genoma de duplicacdo de genes individuais ou multiplos. Os peptideos aniénicos
apresentaram altos niveis de expressao nas glandulas da peconha dos escorpifes da familia
Buthidae L. mucronatus e I. maculatus, mas foram pouco expressos no S. margerisonae. No
alinhamento realizado entre as sequéncias primarias dos peptideos anidnicos, estas
apresentaram grande diversidade, sugerindo que estes peptideos devem estar presentes na
peconha de outras familias de escorpido que ainda ndo foram examinados, como Chaerilidae
sp., luridae sp., e Vaejovidae sp..

Outro estudo comparativo do transcriptoma da glandula da peconha do escorpido
Lychas mucronatus, de duas regides geograficas diferentes classificou os peptideos anidnicos
encontrados como um tipo de peptideo antimicrobiano, embora ndo tenham testado sua
atividade. Os peptideos anionicos corresponderam a 12% e 6% dos peptideos semelhantes a
toxinas nos escorpides das regides de Hainan e Yunnan, respectivamente (RUIMING et al.,
2010). Seis novos peptideos acidos (Htal, Hta2, Hta3, Hta4, Ht186 e Ht169) sem ligacdes
dissulfeto, foram identificados na glandula de peconha do escorpido Hadogene stroglodytes,
correspondendo a 3,45% do total de transcritos obtidos (ZHONG et al., 2017).

BmKal e BmKaz2, identificados na peconha do escorpido chinés Buthus martensi, sdo
ricos em aminoéacidos acidos, Asp e Glu (Asp+Glu: 39 and 36%, respectivamente). Possuem
carga liquida de -12 e -13, respectivamente, e foram classificados como peptideos de carater
acido e hidrofilico, sem ligacdes dissulfeto. Ndo possuem ancestral comum com os demais
PSLDs identificados em escorpides (ZENG; CORZO; HAHIN, 2005). Em relacdo a predicédo
da estrutura secundaria, BmKal possui 100% de estrutura randémica, enquanto BmKaz2,
peptideo anfipatico, possui trés regides randdmicas separadas por 2 dominios a-hélice.
Baseando-se na molécula BmKal, sugeriu-se que este peptideo poderia ser responsavel por
balancear o pH da pegonha, uma vez que a maioria dos demais peptideos sdo catiénicos. Ja

BmKa2 poderia representar uma nova classe de peptideos de defesa de escorpides, uma vez
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que apresenta sequencia semelhante a lipopeptideos isolados de Bacillus subtilis (ZENG et
al., 2004).

HAP-1 é um peptideo de cadeia curta (19 amino&cidos) e altamente &cido, com ponto
isoelétrico de 4,25 presente na glandula da peconha do escorpido Mesobuthus martensii
Karsch. Com relacdo a estrutura secundaria, este peptideo é composto de duas regides
randdomicas separadas por uma [-folha. Embora ndo tenha apresentado atividade
antimicrobiana para cepas gram positivas, gram-negativas e leveduras, bem como ter
demonstrado efeito sinérgico quando associado a outro peptideo antimicrobiano nativo da
peconha (ApHt_20), HAP-1 inibiu completamente a atividade antimicrobiana de ApHt_ 20,
um peptideo catiénico com 13 residuos de aminoacidos, numa concentragdo minima de 140
nM. Provavelmente, a inibicéao foi resultado da interacdo molecular entre HAP-1 e ApHt_20,
uma vez que o pH do meio ndo foi alterado, modificando a estrutura em a-hélice do peptideo
catiénico (SHI et al., 2018).

He e colaboradores (2013) observaram dois contigs que codificam peptideos
anidnicos a partir de uma abordagem por transcriptomica da glandula da peconha de
Chaerilus tryznai e Chaerilus tricostatus, escorpides da familia Chaerilidae. Esta familia tem
um arsenal de peconha especifico que € intermediario entre as familias Buthidae e néo-
Buthidae. Os peptideos anidnicos revelaram ser 0os mais expressos no Chaerilustri costatus,
coincidindo com a maior expressdo de peptideos antimicrobianos catidnicos também nesta
espécie. Diante do achado, especulou-se que esse dado se relacione ao fato do peptideo
aniénico apresentar a funcdo de equilibrar o pH da peconha do escorpido, considerando-se
que a abundancia de outros tipos de toxinas foi semelhante entre Chaerilus tricostatus e
Chaerilus trysnai.

TanP (cluster TSTI10012C), é um peptideo de carga liquida -20, rico em residuos de
Asp e Glu, e massa molecular de 5,8 kDa, identificado na peconha do escorpido T. stigmurus
através de uma analise transcriptémica (ALMEIDA et al., 2012; MELO et al., 2017). Trata-
se do primeiro peptideo anidnico de escorpido caracterizado estruturalmente e com funcéo
biologica avaliada. A analise por discroismo circular indicou predominancia de conformacao
de randémica em meio aquoso, mas modificou sua estrutura em TFE, aumentando sua
porcentagem helicoidal. TanP apresentou atividade quelante em ions de cobre, o que

modificou a estrutura secundaria do peptideo, ocorrendo aumento de a-hélice. Semelhante
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efeito na conformacgdo estrutural do peptideo tem sido relatado quando analisado por
dindmica molecular. Verificou-se também, por anélise Uv-vis, que a razdo molar de ligacéo
(TanP: cobre) é dependente da concentracdo de peptideo. Em menor concentragdo de TanP
(2,11 pM), a razdo molar foi de 1: 5 (TanP: Cu?*), enquanto que na solugio concentrada de
TanP (23,6 uM) a razdo molar foi de 1: 3 (TanP : Cu?*). TanP também revelou potencial
indugdo na proliferacdo de macr6fagos murinos, ao passo que ainda diminui a liberacdo de
Oxido nitrico por tais células, quando sensibilizadas com um componente inflamatdrio,
lipopolissacarideos (MELO et al., 2017). Desta forma mais estudos sdo necessarios para
caracterizar o peptideo TanP, uma vez que os estudos revelaram ser uma molécula com

elevado potencial terapéutico e biotecnoldgico.

2.5 Peptideos quelantes de metais

fons metélicos sdo componentes indispensaveis para funcionalidade celular, estando
envolvidos em varios processos essenciais como estabilizagdo da estrutura do acido nucleico
e da proteina, catalise enzimatica, transducdo de sinal, contracdo muscular, secrecdo de
horménio, paladar e sensacao de dor, respiracao e fotossintese (DUDEV; LIM, 2014). Dentre
os cétions metalicos biogénicos, Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Zn?*, Mn?*, Fe?*, Co?*, Cu?* estdo
frequentemente envolvidos em processos bioquimicos. No entanto, apesar de sua
essencialidade, metais em excesso ou mal regulados também estdo implicados em uma série
de doencas, desde infeccdo e cancer até disturbios neurodegenerativos e metabdlicos
(WANG; FRANZ, 2017).

O uso de metais para restaurar a fisiologia normal do corpo, seja por administracéo
direta de metais essenciais, quelacdo de metais em excesso ou tdxicos, uso como
transportadores para a administracdo de drogas direcionadas, ou como marcador
biomolécular para diagndstico, constitue técnicas que podem ser classificados sob o titulo
geral de metalofarmacologia (FLORA; PACHAURI, 2010).

Dada a importancia da homeostase do metal para a saude ideal, o uso de pequenas
moléculas ou peptideos quelantes corresponde a uma estratégia atraente tanto para entender
os fundamentos da regulacdo bioldgica do metal, quanto para desenvolver novas terapias
(WANG; FRANZ, 2017).
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Os agentes quelantes sdo compostos inorganicos ou organicos capazes de se ligarem
a ions metalicos de modo a formar complexos estruturais em forma de anel denominados
“quelatos”. Tais compostos possuem dtomos doadores que podem formar ligagdes covalentes
coordenadas com centros metalicos. Os principais atomos que podem atuar como doadores
sdo enxofre (S), nitrogénio (N) e oxigénio (O) (FLORA; PACHAURI, 2010).

A composicdo de aminoécidos, a desprotonacdo do grupo acido e as propriedades
estruturais dos peptideos sdo importantes fatores na determinagdo da atividade quelante de
metal (YOUSR; HOWELL, 2015; WU et al., 2017), enquanto que a constante de estabilidade
do complexo depende da estrutura atbmica dos metais quelados (FLORA; PACHAURI,
2010). As interacfes podem ser aumentadas ou diminuidas modificando os residuos de
aminoacidos presentes na sequéncia do peptideo (CARLTON; SCHUG, 2011).

As caracteristicas do quelato (geometria do complexo de coordenacéo, carga, volume
estérico, quiralidade e isomeria) devem influenciar na seletividade da proteina ligante ao
metal (UEDA; GOUT; MORGANTI, 2003). A proporc¢édo de complexacédo varia de acordo
com o pH, pois a maioria dos agentes quelantes sdo instaveis a pH baixo, ao passo que em
pH mais elevado os metais tendem a formar hidroxidos insolGveis, que sdo menos acessiveis
a agentes quelantes. Esta caracteristica torna-se significativa em condi¢des patoldgicas que
levam a acidose ou alcalose (FLORA; PACHAURI, 2010).

Residuos de aminoacidos como Cisteina (Cys), Histidina (His), Acido aspartico
(Asp), Acido glutamico (Glu) e Prolina (Pro) em peptideos estdo intimamente relacionados
a sua capacidade quelante de metais. Enquanto peptideos ricos em Asp e Glu foram
encontrados em muitos complexos metal-peptideo  (CRUZ-HUERTA et al., 2016; LIU et
al., 2019).

O principio geral da coordenacdo de ions metalicos com ligantes segue a teoria acido-
base. Um ion hidrogénio é dissociado dos grupos de &cido nos ligantes, resultando na
combinacéo entre o ligante e 0 ion metalico. Muitos peptideos quelantes de metais isolados
de hidrolisados foram relatados, e a maioria deles tem alto teor de Asp. Grupos COO-
carregados negativamente foram relatados como locais de ligagdo em potencial, e 0s grupos
NH. ou NH das ligacdes amido também podem participar na coordenacao dos complexos de
quelacdo (ZHAO et al., 2014).
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O cobre (Cu) € um metal essencial que atua como cofator e/ou catalisador em varios
processos bioldgicos, como a embriogénese, crescimento, homeostasia, angiogenese
(GEORGOPOQULOS et al., 2001 apud RIGIRACCIOLO et al., 2015) e proliferacdo de
células da medula 6ssea (BREWER, 2005). Trata-se de um componente essencial para
enzimas, sendo importantes em reacdes do tipo redox, tais como citocromo C oxidase (cadeia
de transporte de elétrons mitocondrial), superéxido dismutase (desintoxicagdo de espécies
reativas de oxigénio) e lisil oxidase (cross-linking de elastina e coldgeno) (ANTONIADES
et al., 2013). A perda da homeostase do cobre em humanos é bem ilustrada nas doengas de
Menkes e Wilson, que estdo relacionadas a deficiéncia ou sobrecarga de cobre,
respectivamente (CHOI et al., 2015). O estresse oxidativo gerado por elevados niveis de Cu
esta correlacionado com o aparecimento de cancer, sendo o ion cobre um fator de prognéstico
atil e um marcador da capacidade de resposta a terapia (RIGIRACCIOLO et al., 2015).

fons Cu?* possuem afinidade por ligantes doadores de nitrogénio ou oxigénio,
destacando a histidina como aminoécido preferivel para esta ligacdo, uma vez que ha o
nitrogénio da amida e do grupo imidazol (CHOI et al., 2015). Entretando, ensaio in silico
realizado com peptideo TanP na presenca de ions Cu?* sugeriu que o metal interage com o
peptideo através dos grupamentos acidos (Asp e Glu) (MELO et al., 2017). Ensaios de
dindmica molecular envolvendo fons Cu?" e peptideos ricos em His com a presenca de
residuos de Asp e Glu na regido N-terminal demonstraram inicialmente que apenas o grupo
imidazol da His interage com Cu?*, ocorrendo durante as simulagdes a interagio espontanea
do Cu?* também com os grupos carboxilicos do Glu e Asp (PONTECCHIANI et al., 2014).

Assim como o cobre, o ferro também desempenha papeis biolégicos fundamentais,
como estar presente em grupos prostéticos de proteinas, incluindo heme e aglomerados de
ferro-enxofre, além de estarem relacionados as reacdes redox envolvidas na respiracéo e na
geracdo de ATP(YU et al., 2012). Porém o ferro funciona como um cofator pré-oxidante
associado com o aumento da producéo de radicais hidroxila em tecidos cardiovasculares,
desse modo associando o0 acimulo desse ion ao risco trombatico devido ao um mecanismo
pré-oxidante (FRANCHINI et al., 2008). Aminoacidos como Leucina (Leu), Valina (Val),
Prolina (Pro) e Tirosina (Tyr) foram reconhecidos como criticos para coordenacgdo de ions
Fe?* (ECKERT et al., 2016). Posteriormente, um estudo realizado por Wu et al. (2017)
apresentou trés peptideos quelantes de ferro, com provaveis sitios de ligagdo no grupo
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terminal amino, carboxilato e ligacdo peptidica da estrutura do peptideo, bem como o0 amino
e a imina da cadeia lateral da arginina. Além disso, os grupos da cadeia lateral de Lys, His e
Asp também desempenharam um papel importante na coordenacéo do ferro, incluindo amino
(Lys), imina (His) e carboxilato (Asp).

Concentragdes indesejaveis de fons Fe?* e Cu?* fazem com que estes metais reajam
com o oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio que danificam o DNA,
lipidios e proteinas (DI BELLA et al., 2017). Desse modo seus niveis devem ser estritamente
regulados. Em sistemas vivos, a presenca de jon metalico transitorio, como Fe?* e Cu?*,
envolve a formacdo de espécies de oxigénio reativo (ROS) como, por exemplo, radicais
hidroxilicos (OH?) formados pela reacdo de Fenton. Além disso, os fons ferrosos (Fe?")
podem catalisar a formacdo de radicais hidroxilo através da reacdo de Haber-Weiss, que
ocorre na presenca de superoxido. Esses radicais livres, produzidos localmente, podem reagir
com biomoléculas adjacentes e sdo responsaveis por danos sérios no tecido biolégico. Devido
a algumas condi¢fes ambientais um stress oxidante é gerado, o que pode levar ao
desenvolvimento de varias patologias em seres humanos, como diabetes, artrite reumatoide
e cancer (CANABADY-ROCHELLE et al., 2018).

Em relacdo aos peptideos quelantes de zinco, varios fatores particulares, como o
grupo carboxila da Asparagina (Asn), quantidade e distribuicdo de grupos hidrofilicos e
atomos de oxigénio carboxilico e nitrogénio aminico tém sido sugeridos como importantes.
Além disso a presenca de carboxilatos nas cadeias laterais e a localizacéo espacial particular
dos residuos de Asp na molécula podem influenciar a capacidade de quelacdo do zinco e
também contribuir simultaneamente para a estabilidade termodindmica dos peptideos (L1U
et al., 2019). Residuos de His presente em peptideos também se coordenam tetraedricamente
com ions Zn** (PONTECCHIANI et al., 2014).

Estudos revelaram que, enquanto as concentracdes de zinco, ferro e selénio estavam
significativamente reduzidos em pacientes com céancer, 0s niveis de cobre foram quase
sempre elevados em comparagdo com amostras de tecido normal (KUO et al., 2002 apud
GUPTE; MUMPER, 2009).

O acumulo de metais como cobre, ferro e zinco no cérebro é apontado como a causa
do dano oxidativo, bem como outras funcdes criticas no cérebro de pacientes que sofrem de

doengas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (SALES et al., 2019). Nesse
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contexto foi sugerido que a remocao do excesso de metais por agentes quelantes poderia
retardar a progressao da neurodegeneragdo, melhorando assim a funcdo da cognigéo e do
cérebro e, consequentemente, a qualidade de vida (WARD; DEXTER; CRICHTON, 2012).

Peptideos ligantes de célcio devem possuir carga negativa e ligagdes ionicas,
destacando os residuos de Asp e Glu, devido ao grupo carboxila (LEE, 2009; ZHAO et al.,
2014). Entretanto h& registros na literatura que apresentam Ser e Val, como 0s sitios de
ligacdo desse metal, devido a capacidade do Ca?* se coordenar ao grupo hidroxila da cadeia
lateral desses aminoacidos (ZHANG; LIN; WANG, 2018).

O desenvolvimento de moléculas multifuncionais, incluindo produtos naturais,
capazes de combater simultaneamente varias caracteristicas patolégicas, atuando como
agentes quelantes, antioxidantes, antiinflamatorios, redutores de agregacdo de peptideos,
dentre outros € considerado uma nova pepectiva para o0 tratamento doencas
neurodegenerativas (SALES et al., 2019). A aplicacdo terapéutica de moléculas quelantes
esta relacionada a casos de intoxicagdo agudas ou cronicas por metais (ANDERSEN;
AASETH, 2002; ANDERSEN, 2005; SMITH, 2013), doencas neurodegenerativas (WARD;
DEXTER; CRICHTON, 2012), doencas hematologicas (PRETORIUS et al., 2014; LEITCH,;
GATTERMANN, 2019), cicatrizacdo de feridas cutaneas (WRIGHT; RICHARDS; SRAI,
2014), doengas cardiovasculares (SULTAN et al.,, 2017) e céncer (YU et al.,, 2012;
ANTONIADES et al., 2013).

Embora exista na atualidade uma variedade de agentes quelantes que podem ser
usados no tratamento de enfermidades derivadas da perda da homeostasia de ions essenciais,
ainda ndo ha um agente ideal. Desta forma, torna-se essencial a realizacdo de estudos para

descoberta de novas moléculas com acdo quelante e com potencial uso na terapéutica.
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3 OBJETIVOS

3. 1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial quelante, antioxidante, hemostatico, imunomodulador e

cicatrizante do peptideo anidnico TanP da peconha do escorpido Tityus stigmurus.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o potencial quelante de TanP com relagdo a diferentes metais bivalentes
essenciais utilizando técnicas in vitro e in silico;

Propor geometria do complexo formado (peptideo:metal) utilizando métodos
computacionais, com base na interacdo do metal com &cidos asparticos;

Verificar o potencial hemolitico de TanP in vitro;

Avaliar o potencial antioxidante in vitro de TanP;

Investigar o potencial hemostatico de TanP por ensaios de coagulacéo in vitro;
Avaliar o potencial imunomodulador de TanP a partir da dosagem de citocinas no
sobrenadante da cultura de macr6fagos murinos;

Investigar a acdo de TanP na proliferacdo e migracdo de fibroblastos;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Sintese do peptideo TanP

@) peptideo sintético maduro, nédo amidado, TanP
(YPASFDDDFDALDDLDDLDLDDLLDLEPADLVLLDMWANMMDSQDFEDFE) foi
obtido comercialmente da empresa particular Aminotech (S&o Paulo, Brasil), com a pureza
de, no minimo, 90% e foi mantido a temperatura -20 °C até 0 momento do uso. A massa € a
pureza foram analisadas, respectivamente, por espectrometria de massa e cromatografia
liquida de alta performance, ambas realizadas pelo fabricante. O estudo com TanP foi
conduzido mediante autorizacdo do Sistema Nacional de Gestao e Patrim6nio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), sob o0 nimero de registro AAF17D9 (24 de
abril de 2018).

4.2 Reatividade do TanP com Ca?*, Zn?* e Fe?* via espectroscopia UV-Vis

Os ensaios de reatividade do TanP com os ions metélicos foram realizados utilizando
um espectrofotdmetro Agilent modelo 8453 UV-visible Spectroscopy System, com detector
DAD, medidos em cubetas de quartzo com caminho Optico de 1 cm, na regido espectral
compreendida entre 190 e 800 nm. O experimento foi realizado no Laboratdrio de Quimica
de Coordenacdo e Polimeros (LQCPol) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN).

Para elucidar a atividade quelante com metais, realizou-se ensaios de reatividade do
TanP com os ions Zn?*, Ca?* e Fe?*, em que foi preparada uma solucgdo estoque aquosa do
TanP 2 mg/mL (343,6 uM). A solucdo de trabalho consistiu na diluicdo da solucdo do
peptideo de 343,6 uM para 23,6 uM. O peptideo foi diluido em uma solucdo de agua
associado a 5% de hidroxido de amdmia.

Preparou-se duas solucdes para cada um dos sais CaCl2.2H-0O, ZnCl; e FeSO4.7H>0,
com concentragdes de 5000 e 1000 mM, de modo que fosse possivel realizar titulagdes desses
a solugao do peptideo (23,6 uM), conforme a tabela 1. Apds 5 min da adi¢do do ion, a leitura

era realizada no espectrofotdmetro.
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Tabela 1. TitulagBes dos metais para ensaio de reatividade.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Adigdo [Ca?"] [Zn*'] [Fe?*]
(cubeta) (cubeta) (cubeta)
(uM) (uM) (uM)
12 4,0 4,0 12,5
28 8,0 8,0 25,0
32 12,0 12,0 37,5
42 16,0 16,0 50,0
5% 18,0 18,0 62,5
6" 23,6 23,6 75,0
77 26,0 26,0 87,5
8 34,0 34,0 100,0
9? 48,0 48,0 125,0
10* 60,0 60,0 135,0
112 80,0 80,0 150,0
12# 90,0 90,0 162,5
132 120,0 120,0 175,0
14* - - 187,5
152 - - 200,0
16* - - 212,5
172 - - 225,0

Fonte: Dados obtidos e analisados.

4.3 Reatividade do TanP com Fe* e Zn?* via espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos utilizando um
espectrofluorimetro (Shimadzu, modelo RF-5301PC) do Instituto de Quimica da UFRN. A
leitura dos espectros de emissao foi registrada na faixa de 300 a 500 nm, com excitacdo no
comprimento de 280 nm. Todas as medidas foram realizadas com largura das fendas de
excitacdo e emissdo iguais a 1,5 e 15 nm, respectivamente.

Uma solucédo de TanP (1,12 uM) foi titulada com ions Fe (0 - 47,7 uM) e Zn (0 - 50
K1M), em ensaios distintos, proveniente de solucGes estoques de FeSO4.7H20 (250 uM e 500
HM) e ZnCl; (250 M e 500 uM), previamente preparadas. Apos 5 min da adic¢do do ion, 0s
espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos sendo expressos como um gréafico da
intensidade de fluorescéncia versus comprimento de onda (nm) (CAETANO-SILVA et al.,

2017).
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4.4 Métodos computacionais

Os calculos tedricos foram focados na interacdo metal-TanP. Resultados
experimentais anteriores para fons Cu?* e TanP indicam que este processo de quelagio
provavelmente ocorre via pares de aspartato localizados ao longo da estrutura terciaria do
peptideo (MELO et al., 2017). Nesse contexto, um modelo de complexacao entre um par de
aspartato, moléculas de agua e ions metélicos (Fe** e Zn?*), foi elaborado para apoiar e
compreender o efeito quelante, bem como propor um possivel mecanismo de quelagdo do
peptideo com ions metalico através dos acidos asparticos.

A busca conformacional foi realizada usando uma ferramenta computacional de
amostragem CREST (conformer-rotamer ensemble sampling tool) versdo 2.10.2 (PRACHT;
BOHLE; GRIMME, 2020) com o pacote do programa xtb (BANNWARTH et al., 2021). O
método semi-empirico de quimica quantica baseado em ligacéo forte GFN2-xTB foi usado
na estrutura da meta-dinamica para explorar globalmente os conformadores (GRIMME,
2019). O melhor confomero para cada metal foi submetido a otimizacdo da geometria
utilizando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) com o nivel de teoria BP86/ Def2-
TZVP (PERDEW, 1986; BECKE, 1988; WEIGEND; AHLRICHS, 2005), em um solvente
implicito (agua) usando o modelo continuum polarizavel (IEFPCM) (SCALMANI; FRISCH,
2010).

Apos célculos de otimizacdo, 0 modelo TD-DFT (time-dependent density functional
theory) (PRACHT; BOHLE; GRIMME, 2020), para predizer energias de transicao vertical
dos primeiros estados excitados, foi realizado no CAM-B3LYP (YANAI; TEW; HANDY,
2004) / Def2-TZVP. Além disso, andlises dos orbitais natural de ligacdo (NBO) (FOSTER;
WEINHOLD, 1980; REED; WEINHOLD, 1983) e orbitais natural de transicdo (NTO)
(MARTIN, 2003) também foram realizadas para fornecer uma imagem mais intuitiva dos
orbitais moleculares. O programa Gaussian 16 foi usado para todos os célculos DFT
(FRISCH et al., 2016).

4.5 Atividade hemolitica de TanP
O ensaio para avaliar o efeito hemolitico de TanP foi realizado seguindo a
metodologia descrita por De Menezes e colaboradores (2014), com modificagdes.

Inicialmente, para a obtencdo da suspensdo de eritrocitos de um doador saudavel (grupo
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sanguineo O*, Rh*), o sangue foi lavado trés vezes com tampao fosfato salino (PBS), pH 7,4,
seguido da centrifugagdo a 2000 rpm por 10 min em centrifuga refrigerada (Eppendorf® 5424
R, Germany) a 25°C. Em microtubos, 8L da suspensdo de eritrocitos a 20% (v/v) foi
incubada com 292 pL TanP (1,56 — 50 uM), por 1 h a 37 °C, resultando em uma concentracao
final de eritrdcitos 1%. Em seguida os microtubos foram centrifugados a 1500 rpm por 10
min ¢ 200 uL. do sobrenadante foi transferido para uma microplaca de 96 pogos, com
posterior avaliacdo da absorbancia a 540 nm em um leitor de microplacas (Epoch-Biotek,
Winooski, VT, USA). Triton X-100 1% (v / v) e PBS (pH 7,4) foram usados como controle
positivo (100% de hemdlise) e controle negativo (0% de hemdlise), respectivamente. Os
resultados foram expressos como a porcentagem de lise de gloébulos vermelhos em
comparacao com o controle positivo (100% de hemdlise). A porcentagem de hemélise foi

calculada com a seguinte formula:

ADbS;ioste — Abs Cn
Abs Cp — Abs Cn

% Hemodlise = < )x 100

Em que Abseste = absorbancia da amostra teste; Abscn = absorbancia do controle
negativo; e Abscy = absorbancia do controle positivo.

A utilizacdo de sangue de doador humanon e saudavel foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Onofre Lopes — HUOL/UFRN sob niimero de
parecer 3127063.

4.6 Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro de TanP
Todos os ensaios de atividade antioxidante foram realizados no Laboratorio de
Biotecnologia de Polimeros Naturais (BIOPOL), da UFRN.

4.6.1 Sequestro do radical DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl)
A atividade de sequestro de radicais DPPH avaliou a capacidade de TanP em doar
hidrogénios ou anular o radical DPPH em uma solugdo etandlica. Foi realizada conforme
metodologia descrita por Melo-Silveira e colaboradores (2014), com modificagdes.
Inicialmente, 100 uL de TanP (1 — 25 puM) foi adicionado & 100 pL de uma solucéo etandlica
de DPPH (150 uM) e incubado por 30 min, protegido da luz, a temperatura ambiente. Apds
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periodo de incubacdo, a leitura da absorbancia foi realizada num leitor de placas a 517 nm.
Utilizou-se solugdo de DPPH como controle, e solugéo de etanol como branco do ensaio. O

percentual da atividade do sequestro do radical DPPH foi expresso através da equacao:

. . Abs. amostra — Abs. branco
Atividade do sequestro de radical DPPH (%) = | 1 — ( ) x 100

Abs. controle

Em que Abs.amostra é a absorbancia das amostras, Abs.branco é a absorbancia do

branco (solucédo de etanol) e Abs.controle é a absorbancia do controle (DPPH).

4.6.2 Sequestro do radical hidroxila

A avaliacéo da capacidade de sequestro do radical hidroxila por TanP foi investigada
usando a reacdo de Fenton conforme descrito anteriormente na literatura, com poucas
modificacdes (MELO-SILVEIRA et al., 2014). Em uma microplaca de 96 pocos, TanP (1 —
73,6 uM) foi incubado com a solucdo reagente (tampéo fosfato de sédio 150mM, pH 7,4,
contendo sulfato ferroso 10 mM, EDTA 10 mM, salicilato de s6dio 2 mM e 30% de peroxido
de hidrogénio), a 37 °C por 60 min, levando a formac&o do radical hidroxila. O volume final
foi de 250 pL por poco. Para o branco, ndo houve adicdo de perdxido, sendo o volume
substituido pelo tampdo. Tubos sem a amostra de peptideo, porém com as mesmas
proporcoes dos demais reagentes foram usados como controle. Os resultados foram expressos
como percentual de sequestro de radical hidroxila (%) em compara¢do com o acido galico
padrdo (0,25 a 2 mg / mL). A leitura foi realizada num leitor de placa a 510 nm. O percentual

de sequestro de radical hidroxila (%) foi obtido pela formula abaixo:

(Abs. Controle — Abs. Amostra)

100
(Abs. Controle — Abs. Branco) X

Sequestro do Radical Hidroxila (%) =

Em que Abs.controle € a absorbancia das amostras sem o peptideo, Abs.amostras € a
absorbancia das amostras com o peptideo e Abs.branco ¢ a absorbancia do branco (amostras

sem peraddixo de hidrogénio).

4.6.3 Quelacgéo de ferro
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A capacidade de quelagio de fons Fe?* foi avaliada conforme descrito previamente
na literatura, com algumas modificagbes (MELO-SILVEIRA et al., 2014). Para um volume
final de 200 pL, adicionou-se FeCl, 2 mM, ferrozina 5 mM e concentragdes variadas de TanP
(1 — 25 puM). As amostras foram agitadas e em seguida incubadas a 37 °C por 10 min, a
temperatura ambiente. As absorbancias das amostras foram lidas num leitor de placas, a 562
nm. O branco correspondeu a reacdo de todos os componentes, exceto TanP. O EDTA (0,1
mg/mL) foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram apresentados na forma de

percentual de quelacgéo férrica (%), de acordo com a equacao:

(Abs. branco — Abs. Amostra)

Quelacio de ferro (%) = (Abs. branco) x100

Em que Abs.branco é a absorbancia das amostras sem o peptideo, Abs.amostras é a

absorbancia das amostras com o peptideo.

4.6.4 Sequestro do radical superdxido

O ensaio baseia-se na capacidade de TanP em inibir a reducdo fotoguimica do
nitrobluetetrazolium (NBT), pelo sequestro de ions superoxido, por meio do sistema
riboflavina — luz — NBT, conforme descrito na literatura, com algumas modificacdes (MELO
et al., 2013). O ensaio foi realizado numa microplaca de 96 pocos, com um volume final de
250 pL por poco, contendo tampéo fosfato 50 mM pH 7,8, metionina 13mM, riboflavina
2mM, EDTA 100 mM, NBT 75 mM e TanP em diferentes concentragdes (1 — 25 uM). Apés
15 min sob iluminacdo com uma lampada fluorescente, para producédo de azul de formazan,
a absorbancia das amostras foi mensurada em um leitor de placa a 560 nm. Pogos contendo
solugdes com 0s mesmos componentes (exceto amostra) foram colocados ao abrigo da luz e
utilizados como branco. Acido gélico foi utilizado como padrdo (0,01 a 0,6 mg/mL). O

percentual de atividade sequestradora de radical superoxido foi obtido pela equagéo:

(Abs. Controle — Abs. Amostra)

100
(Abs. Controle — Abs. Branco) X

Sequestro do Radical superéxido (%) =

4.6.5 Poder redutor
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O poder redutor foi quantificado de acordo com a metodologia descrita por Melo e
colaboradores (MELO et al., 2013), com algumas modificacdes. TanP (1 — 25 pM), foi
adicionado ao tampéo fosfato 200 mM pH 6,6, contendo 1% de ferricianeto de potassio e
incubado por 20 min, a 50 °C. A reacéo foi interrompida pela adi¢éo de acido tricloroacético
(TCA) 10%. Em seguida, foi adicionado agua destilada e cloreto de ferro 0,1% as amostras.

A absorbéancia foi medida a 700 nm em um leitor de placa.

4.7 Avaliacéo da atividade anticoagulante in vitro de TanP

A atividade anticoagulante in vitro do peptideo anidnico foi determinada por meio de
ensaios de tempo de protrombina (TP), acdo na via extrinseca, e tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa) para avaliar o efeito via intrinseca e comum da hemostasia. Além
disso, também verificou-se a atividade fibrinogenolitica, conforme descrito previamente na
literatura, com adaptacdes (FELIX-SILVA et al., 2014). Os ensaios foram realizados no
Laboratorio de Tecnologia e Biotecnologia da UFRN (TECBIOFAR).

A utilizacéo de sangue de doador humanon e saudavel foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Onofre Lopes — HUOL/UFRN sob niimero de
parecer 3127063.

4.7.1 Tempo de protrombina (TP)

Para o ensaio de TP utilizou-se kits comerciais de reagentes (CLOT Bios Diagnostica,
Séo Paulo, SP, Brasil). Aliquota de 70 pL de plasma humano foram incubados com 30 pL
de solucdo de TanP (2 — 25 pM) por 5 min a 37 °C. Em seguida, 200 puL do reagente TP
(extrato de cérebro de coelho e cloreto de célcio), pré-aquecido por 10 min a 37 °C foi
adicionado e o tempo de coagulacdo determinado por meio de um coagulémetro digital
(“Laser Sensor” Clotimer, CLOT, Sao Paulo, SP, Brazil). O plasma na auséncia do peptideo
(apenas com o veiculo) foi usado como controle negativo (auséncia de atividade
anticoagulante), e o plasma com Heparina (1 Ul/mL) (Cristalia®, Itapira, SP, Brasil) foi

usado como controle positivo.
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4.7.2 Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)

Para 0 ensaio de TTPa utilizou-se kits comerciais de reagentes (CLOT Bios
Diagnostica, Sao Paulo, SP, Brasil). Aliquota de 70 pL de plasma humano foi incubado com
30 pL de solucdo de TanP (2 — 25 uM) por 5 min a 37 °C. Em seguida, adicionou-se 50 pL
do reagente 1 de TTPa (extrato de cérebro de coelho e acido elagico), pré-aquecido
anteriormente a 37 °C, e incubou por 3 min. Passado o tempo determinado anteriormente, 50
pL de CaCly, pré-aquecido a 37 °C, foi adicionado e o tempo de coagulacdo aferido por meio
do coagulometro digital (“Laser Sensor” Clotimer, CLOT, Sao Paulo, SP, Brazil). O plasma
na auséncia do peptideo (apenas com o veiculo) foi usado como controle negativo (auséncia
de atividade anticoagulante), e o plasma com Heparina (1 Ul/mL) (Cristalia®, Itapira, SP,
Brasil) foi usada como controle positivo.

4.7.3 Atividade fibrinogenolitica

O efeito de TanP sobre o fibrinogénio foi avaliado por eletroforese em gel de
dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) (FELIX-SILVA et al., 2014).
Diferentes concentracdes do TanP (2 — 171,8 uM) foram adicionadasa 50 pg de fibrinogénio
(2 pg/uL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e depois incubadas por 240 mina 37 ° C. A
reacdo foi interrompida por adi¢do de 25 pL de tampao de amostra contendo 10% de -
mercaptoetanol e 2% de SDS, seguido de ebuli¢cdo por 5 min e submetido a SDS-PAGE
(12%). O padrdo de hidrolise de fibrinogénio foi visualizado por coloragdo com azul brilhante
Coomassie R-250. O fibrinogénio sozinho foi usado como controle, para visualizagdo do
perfil intacto de fibrinogénio. A peconha de Bothrops leucurus (10 pg) foi utilizado como
controle positivo para a atividade fibrinogenolitica. Uma amostra contendo apenas o peptideo
na concentracdao mais alta foi usada para controle. Ao final o gel foi digitalizado e a imagem
foi binarizada para mensuracdo da area de uma das bandas referentes a degradacdo de

fibrinogénio, utilizando o software ImageJ 1.44p (National Institutes of Health, MD, EUA).

4.8 Atividade imunomoduladora de TanP in vitro
O potencial imunomodulador de TanP foi avaliado pela quantificacdo das citocinas
pro-inflamatorias IL-6 e TNF-a no sobrenadante de cultura de células de macrofagos murinos

(RAW 264.7), tratadas com peptideo (TanP) na presenca e auséncia de LPS (2 ug/mL, Sigma,
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St Louis, EUA), de modo a analisar suas propriedades de modular macréfagos. A avaliagdo
da citotoxicidade do peptideo pelo método de reducdo do MTT (3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tem sido descrito anteriormente por nosso grupo de
pesquisa (MELO et al., 2017).

Em uma placa de 24 pocos, células RAW 264.7 (3x10° células/pogo) foram cultivadas
em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de SFB (soro
fetal bovino), sendo posteriormente incubada a 37 °C por 24 h numa atmosfera de 5% de
CO». Em seguida, o meio foi substituido por TanP (2 — 25 uM) na presenca e auséncia de
LPS (2 ug/mL). A placa foi mantida nas condi¢des citadas anteriormente por 24 h. Apos a
incubacdo, o sobrenadante foi coletado para quantificacdo de citocinas pelo método
imunoenzimatico, ELISA, usando o kit Ebioscience® (San Diego, EUA), seguindo a
metodologia descrita pelo fabricante. Os resultados foram apresentados como concentracao
a de citocinas em pg/mL. Este ensaio foi realizado nos laboratérios BIOPOL e TECBIOFAR
da UFRN.

4.9 Viabilibilidade celular para células 3T3 (ATCC CCL-92)

Para avaliar a viabilidade da células de fibroblastos murinos 3T3 (ATCC CCL-92) na
presenca de TanP utilizou-se o ensaio colorimétrico de MTT (MOSMANN, 1983), sendo
realizado no laboratério BIOPOL da UFRN. As células foram cedidas por Dra. Carmem
Ferreira, do Departamento de Bioquimica da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Inicialmente as células 3T3 foram plaqueadas em microplacas de 96 pocos
(5x103 células/pogo) e incubadas em meio DMEM com SFB 10%, em estufa a 37 °C com
5% de saturacdo de CO.. Posteriormente, o meio de cultivo foi substituido por meio DMEM
sem SFB, processo chamado de carenciamento. Decorrido 24 h, o meio foi aspirado e foram
adicionadas diferentes concentrac6es de TanP (2 — 50 uM) em meio DMEM com SFB. Apds
24 h, 0 meio foi substituido por uma solu¢do de MTT a 1 mg/mL em DMEM e incubada por
4 h nas condig¢Oes descritas anteriormente. Em seguida, o sobrenadante foi removido e os
cristais de formazan formados pela reducdo do MTT foram solubilizados em alcool etilico
PA. A placa foi mantida sob lenta agitacdo por 15 min, a temperatura ambiente, com posterior
leitura em um leitor de microplacas (Bio-Tek PowerWave HT — EUA), a 570 nm. Os

resultados foram apresentados em porcentagem de viabilidade celular, a qual é proporcional
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a reducao do MTT, considerando-se a absorbancia do controle negativo (amostra com 0 uM
de TanP) como 100% de viabilidade celular (100% de reducéo do MTT).

4.10 Avaliacdo da migracao celular in vitro de células 3T3 (ATCC CCL-92)

O ensaio de migracdo in vitro, também conhecido como ensaio de Scratch,
possibilitou avaliar o efeito migratdrio das células 3T3 (ATCC CCL-92), fibroblastos de
tecido de embrido de camundongo, na presenca do peptideo (TanP) e ocorreu conforme
descrito por Justus e colaboradores (2014), com alteracbes. O modelo de Scratch,
caracterizado por uma incisdao continua em uma monocamada de células confluentes, a qual
simula uma lesdo epitelial, permite mensurar a migracdo das células presentes na borda da
ranhura, que possuem como proposito promover o fechamento da lacuna (JUSTUS et al.,
2014). Este ensaio foi realizado no laboratorio BIOPOL da UFRN.

Apbs a obtencdo da confluéncia de células 3T3 em placa de 24 pocos, foi realizado
um risco horizontal na placa com auxilio de uma ponteira de 200 pL, na superficie medial de
cada poco. Para remover células soltas, os pocos foram lavados com tampédo PBS (fosfato
salino, pH 7,4) e em seguida realizado o tratamento com TanP em diferentes concentragdes
(250 uM). Pocos contendo apenas meio de cultivo foram usados como o controle negativo.
Os experimentos foram realizados em triplicata. Para acompanhar o fechamento da leséo,
imagens foram obtidas usando o microscépio invertido Nikon Eclipse nos tempos de 0 h, 12
h e 24 h, apds tratamento com TanP. A analise das imagens foi realizada utilizando o software
NIS-Elements AR, considerando os resultados como porcentagem de fechamento da lesdo em

relacdo a area inicial.

4.11 Analise estatistica

A analise estatistica para os ensaios de atividade imunomoduladora e hemolitica foi
realizada utilizando o ANOVA oneway, seguido do teste de Turkey para a comparacgdes
multiplas entre os grupos, sendo utilizando o software GraphPad Prism 5.1.4 (EUA). As
diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05. Para 0s ensaios experimentais

com os metais, foi utilizado o programa Origin Pro 8.5 para plotacdo dos graficos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagéo da reatividade de TanP com metais bivalentes

A fim de complementar a investigagéo sobre o comportamento de TanP em presenca
de fons metalicos, uma vez que o peptideo demonstrou potencial quelante para jons Cu?*
(MELO et al., 2017), no presente trabalho um estudo espectroscdpico sobre a formacao dos
complexos dos ions Fe?*, Ca?* e Zn?** com 0 mesmo peptideo foi descrito, utilizando a técnica
de UV-Vis. Inicialmente verificou-se o perfil de absorbancia de TanP em uma solucéo diluida
(1,12 uM) e concentrada (25 puM). O espectro eletronico (UV-Vis) (Figura 3) mostrou bandas

em 255 nm e 272 nm.

Figura 3. Espectro de absorc¢édo na regido do Uv-Vis de TanP em meio aquoso em uma

solucédo diluida (1,12 uM) e concentrada (25 uM)
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

Linha azul corresponde ao espectro de absorbancia de TanP (25 uM); Linha cinza corresponde ao espectro de
absorbéancia de TanP (1,12 uM)



Posteriormente concentracdes crescentes de cada metal foram adicionadas a solucéo

de peptideo e qualquer alteracdo na estrutura de TanP induzida pela interagdo com o centro

metalico foi monitorada pelos espectros eletrdnicos na regido ultravioleta (Figura 4).

Figura 4. Espectros obtidos em meio aquoso da reatividade entre TanP e ions metalicos.
(A) Espectros obtidos em meio aquoso da reatividade entre TanP (23,6 uM) e Ca?* (4,0 a
120 uM). (B) Espectros obtidos em meio aquoso da reatividade entre TanP (23,6 uM) e Zn?*
(4,0 a 120 uM). (C) Espectros obtidos em meio aquoso da reatividade entre TanP (25 uM) e

Fe?*(0 a 225,0 uM).
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Nenhuma alteracdo significativa nos espectros, apos adicdo de metais Ca?* e Zn?*
(figuras 4A e 4B), nas concentragdes avaliadas, foi verificada quando comparado ao espectro
de TanP na auséncia destes metais. Entretanto na figura 4C nota-se que h4 um aumento
significativo das absorbancias em funcio de adi¢des sucessivas de Fe?*, havendo alteragbes
espectrais evidentes em 255 nm e 275 nm, bandas caracteristicas de TanP (Figura 3). Desse
modo pode-se sugerir que ha uma interagdo quimica significativa entre o peptideo e o ion
ferro (1), a qual pode ser visualizada na regido do UV-Vis, com provavel formacdo de um

complexo TanP-Fe?*.

Em seguida, analisamos as alteracdes das absorbancias nos comprimentos de onda
especificos de 255 nm e 275 nm (Figura 5). Para Zn®* e Ca®' n3o foi notado qualquer
alteracdo relevante no espectro de absorbancia. Para Fe?* verificamos que ha um aumento da
absorbancia proporcional ao aumento da concentracdo do metal, e que a partir de,
aproximadamente, 136 M de Fe?* a absorbancia tende a se manter constante. Demonstrando
gue nessa concentracdo, provavelmente, houve saturacdo dos sitios de ligacdo do metal no
peptideo, chegando-se ao ponto estequiométrico da reacdo. Sugere-se que TanP (25 uM) foi
capaz de formar complexos estaveis com Fe?* numa proporcio de 1:5 (TanP:Fe?").

Figura 5. Variacdo da absorbancia do TanP em funcéo da variacdo da concentracao
dos ions Ca?", Zn?* e Fe?", a partir do ensaio UV-Vis. (A) Absorbancia versus
concentracdo dos ions no comprimento de 255 nm. (B) Absorbéancia versus concentracao dos

ions no comprimento de 275 nm
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Fonte: Dados obtidos e analisados.
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Para entender o efeito quelante do TanP sobre os fons Fe?* e Zn?*, os seguintes
complexos [Fe(Asp.)2(H20)s] e [Zn(Asp.)2(H20).] foram usados apds a pesquisa
conformacional. As geometrias obtidas para os complexos Zn?* e Fe?* apresentaram formas

tetraédricas e octaédricas, respectivamente, e sdo apresentadas na figura 6.

Figura 6. Estrutura calculada no nivel da teoria BP86 / Def2-TZVP para os complexos
(A) [Fe (Asp.)2(H20)4] e (B) [Zn(Asp.)2(H20)]. Distancias de ligagdo relevantes (A) e
angulos sdo exibidos.

Fonte: Dados obtidos e analisados.

Os atémos azul, vermelho e amarelo correspondem a hidrogénio, oxigénio e carbono, respectivamente.

Para Zn?*, duas moléculas de 4gua e um oxigénio de cada aspartato estdo localizados
nos vértices de uma estrutura tetraédrica (Figura 6B). Os angulos entre esses quatro ligantes
que passam pelo atomo central metalico tém uma média de 108,7°, que caracteriza essa
geometria, e uma distancia média de 2,0 A. Assim como nos complexos com Zn?*, o ferro
do dication também interage com um oxigénio de cada carboxilato de aspartato, no entanto,
quatro moléculas de agua estdo presentes na primeira camada de hidratacdo e formam um
complexo octaédrico com isomeria cis (Figura 6A). Os angulos médios entre os atomos de
oxigénio adjacentes e opostos foram 90,0° e 174,5°, respectivamente, em uma distancia média
de 2,0 A do atomo central.

A geometria tetraédrica obtida para o complexo Zn?* - TanP no ensaio computacional
deste estudo revelou uma configuracdo comumente obtida para complexos dications de
zinco, principalmente em biocomplexos, uma vez que o ion zinco interage com doadores

como oxigénio e nitrogénio das cadeias laterais de enzimas para gerar complexos mais fortes
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(KREZEL; MARET, 2016). Em relacio & geometria obtida para o complexo Fe?* - TanP, a
mesma esté de acordo com varios complexos de ferro que geram a forma octaédrica em meio
aquoso, incluindo moléculas biolégicas como grupo heme (POULOS, 2014).

Os espectros de absorcdo teoricos para os dois complexos [Fe(Asp.)2(H20)4] e
[Zn(Asp.)2(H20)2] séo exibidos na figura 7. Esses espectros foram simulados para a faixa
espectral de comprimentos de onda entre 170 e 300 nm, o qual é consistente com a janela
espectral usada para obter os dados experimentais de UV-Vis. Todas as transigdes verticais
calculadas para os dois complexos foram caracterizadas (comprimento de onda, forca do

oscilador e tipos de orbitais envolvidos nas transicdes) e listadas na Tabela 2.

Figura 7. Espectros eletronicos tedricos e transi¢des eletrénicas verticais dos complexos
[Fe(Asp.)2(H20)4] (linha azul) e [Zn(Asp.)2(H20)2] (linha verde) em &agua, calculados
pelo modelo TD-DFT (no niivel teérico CAM-B3LYP / Def2-TZVP).
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

NTOs envolvidos nas principais transicoes eletrdnicas dos complexos [Fe(Asp.)2(H20)4] e [Zn(Asp.)2(H20):]
foram inseridos. A linha continua de espectros simulados e barras de pico sdo dimensionadas pelo coeficiente
de atenuacdo molar (eixo y esquerdo) e forga do oscilador, respectivamente (eixo y direito).
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Tabela 2. Energia / comprimento de onda, forca do oscilador (f) e tipo de orbitais envolvidos
nas transicOes eletronicas calculadas no nivel de teoria CAM-B3LYP / Def2-TZVP para 0s
complexos [Fe(Asp.)2(H20)4] e [Zn(Asp.)2(H20)].

Espécies Ene(gia de F Transicoes Estados
excitacdo
eV /nm)
Fe2+
1 1,4606 / 848,86  0,0000 HOMO — LUMO 3d(Fe) — 3d(Fe)*
2 1,5051 /823,74 0,0000 HOMO -1 —» LUMO 3d(Fe) — 3d(Fe)*
3 1,5094 /821,39 0,0000 HOMO -2 —- LUMO 3d(Fe) — 3d(Fe)*
4 2,5122 /493,53 0,0000 HOMO — LUMO + 1 3d(Fe) — 3d(Fe)*
5 2,5738/481,71 0,0001 HOMO -1 —- LUMO + 1 3d(Fe) — 3d(Fe)*
6 2,5877/479.13 0,0000 HOMO-2—>LUMO+1  3d(Fe) — 3d(Fe)*
7 4,8529 /25549  0,0008 HOMO — LUMO +2 3d(Fe) — 4s(Fe)*
8 4,9136/252.33 0,0022 HOMO-1-—LUMO+2  3d(Fe) — 4s(Fe)*
9 5,0048 /247,73 00,0009 HOMO -2 —» LUMO + 2 3d(Fe) — 4s(Fe)*
10 5,9543 /208,23 0,0002 HOMO -3 — LUMO n — 3d(Fe)*
11 5,9735/207,56 0,0002 HOMO -3 —- LUMO + 1 n — 3d(Fe)*
12 6,1890/200,33 0,0138 HOMO — LUMO + 3 3d(Fe) — n*
13 6,2306 /198,99 0,0207 HOMO -1 — LUMO +3 3d(Fe) — n*
14 6,2445/198,55 0,0183 HOMO -2 —- LUMO + 3 3d(Fe) — n*
15 6,3038 /196,68 0,0438 HOMO — LUMO + 4 3d(Fe) — n*
16 6,3330/195,78 0,0061 HOMO -1 — LUMO +4 3d(Fe) — n*
17 6,3515/195,21 0,0138 HOMO -2 — LUMO + 4 3d(Fe) — =*
18 6,4455/192,36  0,0013 HOMO -4 — LUMO n — 3d(Fe)*
19 6,5728 /188,63 0,0028 HOMO -4 —- LUMO + 1 n — 3d(Fe)*
20 6,6461 /186,55 0,0068 HOMO -3 — LUMO + 2 n — 4s(Fe)*
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21
22
23
24
25
26

Zn%*

8
9

6,6686 / 185,92
6,7358 / 184,07
6,8191 /181,82
7,0565 /175,70
7,0722 /175,31

7,2399 /171,25

5,8437 /212,17
5,9010/210.11
6.3054 / 196.63
6.5293 / 189.89
6.7440/ 183.84
6.8826 / 180.14
7.0467 / 175.95
7.1418/173.60

71972/ 172.27

0,0088
0,0017
0,0057
0,0044
0,0026

0,0165

0,0001
0.0004
0.0175
0.0103
0.0290
0.0646
0.0892
0.0056

0.0721

HOMO -4 — LUMO + 2
HOMO — LUMO + 5
HOMO -1 — LUMO +5
HOMO -2 — LUMO + 5
HOMO -4 — LUMO + 4

HOMO -5 — LUMO + 4

HOMO — LUMO
HOMO -1 — LUMO + 1
HOMO — LUMO +2
HOMO -1 — LUMO + 2
HOMO — LUMO + 3
HOMO -1 — LUMO +3
HOMO -2 — LUMO
HOMO -3 — LUMO + 1

HOMO -4 —- LUMO

n — 4s(Fe)*

3d(Fe) — 4p(Fe)*

3d(Fe) — 4p(Fe)*

3d(Fe) — 4p(Fe)*
n — ¥

n — ¥

n—m*
n— m*
n — 4s(Zn)*
n — 4s(Zn)*
n — 4p(Zn)*
n — 4p(Zn)*
n — x*
n— m*

n — ¥

Fonte: Dados obtidos e analisados.

Como pode ser observado na figura 7 e na tabela 2 enquanto o complexo

[Zn(Asp.)2(H20).] apresenta nove estados excitados (entre 172 e 212 nm), o complexo
[Fe(Asp.)2(H20)4] possui vinte estados excitados (entre 171 e 255 nm). Os NTOs do estado

excitado principal para os complexos [Fe(Asp.)2(H20)4] e [Zn(Asp.)2(H20)2] também séo

exibidos na figura 7.

Por um lado, esses nove estados excitados do complexo [Zn(Asp.)2(H20).] séo

descritos principalmente a partir de transi¢Ges originadas nos orbitais moleculares mais alto
ocupados (HOMO, HOMO - 1 e HOMO - 2) centrados no ligante aspartato (orbitais tipo n)
para orbitais moleculares mais baixo desocupados (LUMO, LUMO + 1 e LUMO +2)



54

associados também com a porgao ligante de aspartato (orbitais tipo n*). Por outro lado, para
o complexo [Fe(Asp.)2(H20)4], os estados excitados mais importantes descrevem uma banda
de baixa intensidade (entre 185 e 220 nm), que é resultado principalmente de transi¢Ges quase
isoenergéticas originadas dos orbitais 3d (HOMO, HOMO - 1 e HOMO - 2) localizados no
centro metalico para os orbitais tipo 7* localizados no ligante aspartato (LUMO + 3 e LUMO
+4).

Nossas analises NBO (Figuras 8, 9 e 10) indicam que, enquanto para o complexo
[Fe(Asp.)2(H20)4], os orbitais 3d do centro metalico definem os orbitais de fronteira HOMO-
LUMO, para o [Zn(Asp.)2(H20)2] os orbitais 3d do zinco estdo distantes dos orbitais limite.

Figura 8. Diagrama de energia NBO para os complexos [Fe(Asp.)2(H20)4] e
[Zn(Asp.)2(H20)2].
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

HOMO (highest occupied molecular orbital). LUMO (lowest unoccupied molecular orbital).
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Figura 9. Imagens NBO envolvidas nas principais transicoes eletrénicas obtidas para o

complexo Fe(Asp.)2(H20)a.
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

HOMO (highest occupied molecular orbital). LUMO (lowest unoccupied molecular orbital).
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Figura 10. Imagens NBO envolvidas nas principais transi¢des eletrénicas obtidas para

0 complexo Zn(Asp.)2(H20)z2.
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:
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

HOMO (highest occupied molecular orbital). LUMO (lowest unoccupied molecular orbital).

Entdo, considerando a participacdo dos orbitais moleculares relevantes, para o

complexo [Zn(Asp.)2(H20).] os estados excitados podem ser atribuidos principalmente como

transicdes envolvendo apenas orbitais do ligante aspartato. Diferentemente, para 0 complexo
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[Fe(Asp.)2(H20)4], a banda de absorcéo principal pode ser atribuida principalmente como
uma transferéncia de carga de metal para ligante. Esses resultados tedricos sugerem que por
espectroscopia UV-vis: a) o TanP pode funcionar como um sensor para identificar e
quantificar (nas concentracdes avaliadas) ions de ferro (Il); b) TanP parece ndo ter
sensibilidade para o zinco (11) (nas concentracOes avaliadas e na faixa espectral considerada).
Mudancas conformacionais de proteinas podem ser monitoradas usando sondas
fluorescentes ou fluorescéncia intrinseca, devido a presenga de residuos de aminoécidos
aromaticos, os quais sdo cromoforos (triptofano, tirosina e fenilalanina) (ZHDANOVA;
SHIRSHIN; MAKSIMOV, 2012). Em sua sequéncia primaria, TanP possui 1 residuo de
tirosina, 4 fenilalaninas e 1 triptofano que contribuem com sua fluorescéncia intrinseca.
Adicionalmente, o perfil de interagdo entre TanP e ions metalicos foi avaliado

utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia (Figura 11).

Figura 11. Demostracado da fluorescéncia de TanP

Fonte: Dados obtidos e analisados.
Solugdo do peptideo submetida a luz branca (a esquerda). Solugéo do peptideo submetida a luz ultravioleta (a

direita) com emissdo em 353 nm.

Quando avaliado pela técnica de espectroscopia de fluorescéncia, TanP apresentou
uma banda intensa de emissdo com Amax €m torno de 353 nm, quando excitado em 285 nm
(Figura 12), o qual corrobora com o comprimento de emissdo maxima do triptofano, que
varia de 310 a 350 nm, a depender do ambiente eletrostatico (ADAMS et al., 2002).
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Figura 12. Mapa de fluorescéncia de TanP em diferentes comprimentos de excitagao.
Peptideo em solugdo (dgua) com concentracdo de 1,12 uM.
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Fonte: Dados obtidos e analisados. O comprimento de onda maximo de excitagao (Aexcitacio) foi de 280 nm. A
faixa de comprimento de onda de emissdo observada foi de 300 nm a 500 nm.

Para os demais aminoacidos cromdforos, tirosina e fenilalanina, o espectro de
emissdo esté na faixa de 290 nm, a qual se sobrepde com o espectro de absorcao do triptofano,
fazendo com que haja uma transferéncia de energia desses aminoacidos para o triptofano,
tornando este o cromo6foro dominante no processo de fluorescéncia de peptideos e proteinas
(ZHDANOVA; SHIRSHIN; MAKSIMOV, 2012).

Os espectros de emissdo de fluorescéncia de TanP (1,12 uM) com adicéo de Fe?* (0
a 47,7 uM) e Zn?* (0 a 50 uM) sdo apresentados na figura 13A e 13B, respectivamente.
Analisando os espectros de emissdo, foi observado que a intensidade de fluorescéncia de
TanP diminuiu significativamente apds adicdo de Fe?*. Entretanto nenhuma mudanca na

emissdo de fluorescéncia deste peptideo foi observada pela adigdo de e Zn?*. Além disso,
obtivemos que a maior relagio TanP:Fe?* (1:7,4) levou & menor intensidade de fluorescéncia,

conforme obtido no grafico referente as variaces espectrais da banda de emissdo em funcéo
da concentragdo dos ions metélicos (Figura 14).



59

Figura 13. Espectro de fluorescéncia representativo de TanP (1,12uM) apos adicéo:
(A) Fe?* (0 a 47,7 uM) e (B) Zn?* (0 a 50 uM).
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Legenda: A concentracao de ferro na cubeta: (a) 0 uM, (b) 1,87 uM, (¢) 2,50 uM, (d) 3,75 uM, (e)
5,0 uM, () 6,25 uM, (g) 6,87 uM, (h) 8,75 uM, (i) 10,0 uM, (j) 30,0 uM, (k) 35,5 uM e (1) 47,7
uM. A concentracdo de zinco na cubeta: (a) 0 uM, (b) 1,25 uM, (c) 1,87 uM (d) 2,50 uM, (e) 3,75
uM, (f) 5,0 uM, (g) 6,25 uM, (h) 8,75 uM, (i) 10,0 uM, (j) 15,0 uM, (k) 20,0 uM (1) 30,0 uM, (M)
40,0 uM and (n) 50,0 uM.

Figura 14. Intensidade de fluorescéncia de TanP em 353 nm com o0 aumento de Fe** e
Zn?,
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

Pontos pretos e vermelhos correspondem ao Zn?* e Fe?*, respectivamente.



60

Quando um ligante se coordena a uma proteina nas proximidades do triptofano, pode
ocorrer uma diminuicdo acentuada de sua intensidade de fluorescéncia e/ou tempo de vida
de fluorescéncia. Além disso, o comprimento de onda méaximo no espectro de fluorescéncia
do triptofano depende fortemente da polaridade de seu microambiente. A fluorescéncia da
tirosina em proteinas é geralmente extinta devido a ionizacdo do residuo por grupos amino
ou carboxila vizinhos, ou transferéncia de energia de excitagdo para o triptofano
(ZHDANOVA; SHIRSHIN; MAKSIMOV, 2012).

Pode-se atribuir a variacdo de intensidade da banda de emissdo de TanP as mudancas
conformacionais dos microambientes proteicos proximos aos residuos de aminoacidos
cromoforos, em particular, o residuo de triptofano, sugerindo que hd uma interagdo do centro
metalico (Fe?*) com residuos de aminoacidos proximos ao triptofano, que resultou na
supressdo da fluorescéncia intrinseca do préprio peptideo (TanP).

As mudangas observadas nas bandas de emissdo de TanP, na presenca de Fe?*,
corroboram com os resultados obtidos em UV-Vis. No espectro eletronico (UV-Vis) a razéo
encontrada foi de 1:5,5 (TanP:Fe?") para o ensaio com 25 pM de TanP. Em contrapartida, no
acompanhamento da fluorescéncia, obteve-se uma relagéo de 1: 7,4 (TanP: Fe?") utilizando
uma concentracdo menor de TanP (1,12 uM). Semelhante proporcao foi relatada no ensaio
UV-Vis com ions Cu?*, para uma concentracdo de peptideo de 2,11 uM, mencionando-se
uma proporcéo 1:7 (TanP:Cu?*) (MELO et al., 2017).

Dessa forma, pode-se sugerir que em maiores concentracBes existe maior
probabilidade de ocorrer um enovelamento da cadeia do peptideo, blogueando ou
dificultando as interacdes do metal nos sitios de coordenacgdo de TanP, e assim justificando
uma menor proporgéo de interagcdo TanP:Metal, em solugdes mais concentradas.

Os resultados apresentados sugerem também que o Fe?*, assim como o Cu?* abordado
em estudo anterior, possuem uma interacdo quimica significativa com TanP, ndo sendo
observado perfil de coordenacéo semelhante com 0 Zn?* e o Ca?* divalentes, nas condigGes
experimentais observadas. As diferencas no comprimento e na carga liquida dos peptideos
podem afetar a extensdo da formacé&o de quelatos com cations metélicos divalentes (ZHANG;
LIN; WANG, 2018), além da geometria formada.

Cada ion metélico, como um &cido de Lewis, apresenta maior afinidade por

determinados atomos doadores. Essas preferéncias sdo baseadas na teoria hard-soft de acidos
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e bases (JEZOWSKA-BOJCZUK; STOKOWA-SOLTYS, 2018). Um fon hidrogénio é
dissociado dos grupos de acido dos ligantes, resultando na combinagéo entre o ligante e o ion
metalico (ZHAO et al., 2014).

Com relacdo a interacdo entre peptideo e centros metalicos, tem-se que 0S grupos
doadores ocorrem na cadeia principal do peptideo, bem como nas cadeias laterais dos
amino&cidos. Os doadores pertencentes a cadeia principal incluem o grupo amino N-
terminal, o carboxilato C-terminal e os atomos de nitrogénio das liga¢Ges peptidicas. Nos
peptideos que consistem em aminoacidos com cadeias laterais ndo coordenantes, o principal
local de ligagdo para os fons metalicos é a amina N-terminal (JEZOWSKA-BOJCZUK;
STOKOWA-SOLTYS, 2018).

Para a complexagdo com fons Fe?*, as geometrias obtidas sdo geralmente octaédricas.
Sitios de coordenacdo envolvendo doadores de enxofre, nitrogénio e oxigénio sdo conhecidos
por promoverem tal interacdo (BAL et al., 2013; ANTONIETTI et al., 2017). Estudos com
peptideo quelante de ferro sugerem que os sitios de ligacdo ao metal também podem ser os
grupos carboxila dos residuos aspartico e glutamico (LV et al., 2009; CAETANO-SILVA;
CILLA; BERTOLDO-PACHECO, 2017).

Estudo envolvendo trés novos peptideos quelantes de ferro demonstrou que 0s grupos
terminais amino e carboxilato e as ligagdo peptidica da estrutura do peptideo, bem como os
grupos amino e imina de arginina, amino de lisina, imina de histidina e carboxilato de cadeia
lateral do acido aspartico estavam envolvidos na complexacdo com o metal. Além disso,
verificou-se que a auséncia desses residuos de aminoacidos na cadeia do peptideo acarreta
num menor potencial quelante de ferro (WU et al., 2017).

Ademais, residuos de aminoécidos como leucina, valina e prolina também foram
reconhecidos como criticos para a coordenacdo do ferro, com o grupo hidroxila envolvido na
coordenacdo do metal (ECKERT et al., 2016). Assim, pode-se inferir que os jons Fe?*
complexam-se a TanP possivelmente pela ligacdo aos atomos de oxigénio dos grupos
carboxilato da cadeia lateral do aspartico e glutdmico. Além da ligacéo covalente coordenada,
outras interagdes, como forcas de Van der Waals, forcas hidrofobicas e ligacbes de
hidrogénio, influenciam fortemente a formagao do complexo peptideo-Fe?* e até mesmo sua
estabilidade (ECKERT et al., 2016).
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A fosforilacdo de residuos de serina e tirosina permitem a ligacdo com metais de
calcio e zinco, sendo sitios de coordenagdo adequados. Além disso, a valina, aminoécido
hidrofobico, pode contribur para coordenagéo de ions calcio. A importancia dos residuos de
serina na capacidade de quelacdo de célcio esta relacionada aos grupos hidroxilas presente
na cadeia lateral do aminoacido (ZHANG; LIN; WANG, 2018).

Em relacdo aos peptideos quelantes de zinco, o grupo carboxila da asparagina,
quantidade e distribuicdo de grupos hidrofilicos e &omos de oxigénio carboxilico e
nitrogénio da amina foram sugeridos como sendo importantes para coordenar o Zn?*,
fornecendo sitios quelantes apropriados (LIU et al., 2019). Quanto maior o nimero de
residuos de histidinas em um peptideo, mais forte é sua capacidade de coordenacédo a este
metal e essa ligagdo ocorre juntamente com uma molécula de agua formando uma estrutura
tetraédrica (REMELLI et al., 2018). Além disso, a presenca de carboxilatos nas cadeias
laterais e a localizacdo espacial particular dos residuos de &cido aspartico na estrutura dos
peptideos podem influenciar a capacidade de quelacdo do zinco e também contribuir
simultaneamente para a estabilidade termodinamica dos peptideos (LIU et al., 2019).
Portanto, embora TanP tenha poucos residuos de valina e serina, € nenhum residuo de
histidina em sua estrutura primaria, o fato de TanP conter residuos de acido aspartico pode

influenciar a coordenacao do zinco metalico.

5.2 Avaliacao da atividade hemolitica de TanP in vitro

A avaliacdo da atividade hemolitica de TanP em eritrocitos humanos foi realizada em
concentragdes de 1,56 a 50 UM do peptideo. TanP apresentou baixa atividade hemolitica para
todas as concentragdes testadas, havendo 3% de atividade hemolitica quando avaliado na
maior concentracdo (50 uM) (Figura 15). O perfil de toxicidade a eritrécitos de TanP se
assemelha ao TistH, hipotensina identificada na peconha de T. stigmurus (MACHADO et al.,
2015). Enquanto a Stigmurina, peptideo catidonico do T. stigmurus, apresentou atividade
hemolitica de 22% quando avaliada na concentragdo de 139,5 uM (DE MELO et al., 2015).
Esses dados sugerem que o mecanismo de acdo de TanP provavelmente ndo envolve o
rompimento das membranas celulares e que essa fracdo ndo faz parte do grupo de toxinas

responsaveis por propriedades hemoliticas. Na perspectiva de utilizar TanP como um
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prototipo de um novo farmaco com aplicacdo sistémica, € importante o fato de apresentar

baixa toxicidade contra eritrécitos.

Figura 15. Atividade hemolitica de TanP in vitro
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Fonte: Dados obtidos e analisados.
A significancia estatistica foi realizada por meio de ANOVA seguida do teste de Tukey e expressa como média
= DP (n = 3). * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 em comparacdo com o grupo de controle positivo (Triton-

X).

Resultados similares ao de TanP foram observados para outros peptideos anidnicos,
com relacdo a baixa toxicidade para eritrcitos humanos. O peptideo U1-SCRTX-Lgla
presente na peconha da aranha Loxosceles gaucho, o qual possui carga -3, ndo apresentou
liberacdo de hemoglobina, indicando que ndo causa hemdlise de eritrécitos humanos nas
concentragdes avaliadas (0,13 a 137 uM) (SEGURA-RAMIREZ; SILVA JUNIOR, 2018).

Maximim H5, peptideo antimicrobiano anidnico do anfibio Bombina méaxima, ndo
exibiu hemdlise de glébulos vermelhos de coelhos quando avaliados em concentragcfes até
80 uM, sugerindo-se que tal resultado esteja relacionado com a auséncia de carga positiva do
peptideo (LAI et al., 2002). PopuDef, uma defensina aniénica purificada a partir da pele do
anfibio Polypedates puerensis, possui 15 residuos de aminoacidos, sendo 6 cisteinas, induziu

3,6% de hemolise de eritrocitos humanos na concentragdo de 43,14 pM. Sugerindo que o fato
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dos peptideos anidnicos diferirem dos catidnicos na composicdo de aminoacidos, carga,
estrutura secundaria, hidrofobicidade e anfifilicidade deve estar relacionado a capacidade dos
peptideos catidnicos de se ligar e romper as membranas bioldgicas mais facilmente (WEI et
al., 2015).

Peptideos lipofilicos, bem como peptideos com maior capacidade de assumir uma
estrutura secundéria anfipatica estavel tendem a ser mais hemoliticos e os aminoacidos que
apresentam o efeito mais forte na atividade hemolitica por meio de hidrofobicidade ou carga
sdo Trp, Lys e Arg (ARASTEH; BAGHERI, 2017).

5.3 Avaliacao do potencial antioxidante de TanP in vitro

Os possiveis papéis dos ions metalicos no desenvolvimento e inicio de doencas
neurodegenerativas motivaram estudos de complexos de peptideos (SOVAGO et al., 2016).
Além disso, muitas doencas como cancer, diabetes, arteriosclerose, doenca inflamatoria,
autoimunidade, doenca cardiovascular e doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer tém
sido associadas ao aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou a incapacidade do
organismo de reduzir essas ROS (NASCIMENTO et al., 2013).

O termo antioxidante refere-se a compostos que podem prevenir a formacdo de
substancias bioldgicas e danos de oxidacdo quimica induzidos por espécies reativas. O
processo de formacgdo dessas espécies reativas ocorre por meio de uma reacdo em cadeia
envolvendo trés etapas, a iniciacdo, propagacao e terminagdo, em que os antioxidantes atuam
por diversos mecanismos (WALI et al., 2019). Assim, neste trabalho, diferentes métodos
foram usados para avaliar o efeito de TanP nos diferentes estagios de iniciagdo (sequestro do
radical DPPH e poder redutor), propagacdo (quelacdo de ions) e terminagdo (sequestro do
radical hidroxila e superoxido).

Em relacéo a capacidade de sequestro dos radicais DPPH, TanP apresentou atividade
acima de 70% em todas as concentragdes testadas (1 a 25 uM) (Figura 16A). Para 0 ensaio
de quelacdo de ions ferro, TanP apresentou 89,7% de atividade (Figura 16B) quando avaliado
na maior concentragdo (25 uM). Em relacdo aos radicais hidroxilas, embora nenhuma
inibicdo tenha sido observada em concentragfes mais baixas (até 12,5 uM), na concentragdo

mais alta de 73,6 uM, TanP apresentou 96% de atividade de sequestro do radical hidroxila
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(Figura 16C). Nenhuma das concentracOes testadas de TanP apresentou atividade quanto ao

sequestro de ion superdxido e capacidade redutora (dados ndo mostrados).

Figura 16. Atividade antioxidante de TanP. (A) Percentual de sequestro do radical DPPH.

(B) Percentual de quelacéo de ferro. (C) Percentual de sequestro de radical hidroxila
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Fonte: Dados obtidos e analisados

Em (A) Uma solucéo de DPPH (150 uM) foi utilizada como controle. Em (B) 0o EDTA (0,1 mg/mL) foi utilizado
como controle positivo, apresentando atividade de 86,8% de quelacdo de ions ferro. Em (C) os resultados foram
expressos como percentual de sequestro de radical hidroxila (%) em comparacdo com o &cido galico padrdo
(0,25 a2 mg / mL). Os dados séo relatados como médias = DP (n = 3). A significancia estatistica foi realizada
por meio de ANOVA seguida do teste de Tukey e expressa como média + DP (n = 3). * p <0,05, ** p <0,01,

*** n <0,001 e **** p <0,0001 em comparagdo com o grupo de controle.
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A analise do efeito antioxidante relacionado a quelacao de ferro tem como principio
o fato deste ion catalisar a geracdo de espécies reativas de oxigénio, incluindo radical
hidroxila e radical superdxido, levando a oxidacdo de lipidios insaturados e promovendo
dano oxidativo em diferentes niveis (NASCIMENTO et al., 2013).

Dentre as ROS, o radical hidroxila (OH') € o mais reativo quimicamente, que pode
reduzir os &tomos de hidrogénio de moléculas de tiol bioldgicas e formar radicais de enxofre
capazes de se combinar com o oxigénio para gerar radicais de 6xido de enxofre, promovendo
o0 dano as diferentes moléculas bioldgicas (SINGH; SINGH, 2008; MELO-SILVEIRA et al.,
2012).

Embora atividades de moléculas de escorpides sejam abordadas com frequéncia na
literatura, até o presente momento sdo poucas as informagdes sobre peptideos de escorpido
com potencial antioxidante (WALI et al., 2019), fato esse que motiva este trabalho para
avaliar a atividade antioxidante de TanP. Stigmurina, peptideo antimicrobiano catiénico de
T. stigmurus apresentou atividade de sequestro de ions hidroxila em baixas concentracoes
(DANIELE-SILVA etal., 2021). FracOes peptidicas isoladas da pegonha de Buthus occitanus
apresentaram efeito antioxidante e de sequestro de radicais livres (BEKHEET et al., 2013),
enquanto peptideos antioxidantes de Buthus martensii Karsch demonstraram alta atividade
de sequestro de radicais ABTS* e DPPH, mas ndo apresentaram atividade de sequestro de
radical hidroxila (WALI et al., 2019).

Diferentes residuos de aminoacidos podem ser responsaveis pela atividade
antioxidante de peptideos, que geralmente ocorre devido a quelacdo de metais de transicdo e
eliminacdo de radicais livres. O alto conteudo de aminoécidos hidrofébicos nos peptideos é
um dos principais fatores responsaveis pela atividade antioxidante (WALI et al., 2019). Além
disso, cadeias laterais contendo enxofre nucleofilico em residuos de cisteina e metionina e
cadeias laterais aromaticas em residuos de triptofano, tirosina e fenilalanina podem
facilmente doar 4tomos de hidrogénio (CARRASCO-CASTILLA et al., 2012). Em sua
sequéncia primaria, TanP possui 23 residuos hidrofobicos, o que pode estar relacionado a sua
atividade antioxidante.

O processo de formacdo de ROS ocorre por uma reagdo em cadeia envolvendo as
etapas de iniciacdo, propagacao e terminagdo, em que os antioxidantes atuam por diversos

mecanismos (MELO et al., 2013). Assim, verificamos que TanP revelou efeito antioxidante
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nos diferentes estagios de iniciacdo (reducdo do DPPH), propagacédo (quelacéo de ions) e
terminacdo (eliminacdo do radical hidroxila), sendo este estudo pioneiro em demonstrar o
potencial antioxidante dos peptideos aniénicos presentes na pegonha de escorpides do género
Tityus, sugerindo potencial aplicacdo como prototipo na obtencdo de novos agentes

antioxidantes.

5.4 Avaliacao do potencial hemostatico de TanP in vitro

Diversas peconhas de animais tém apresentado capacidade de atuar no sistema
hemostatico humano como agente anticoagulante ou procoagulante. Os componentes
procoagulantes causam ativacdo do sistema de coagulacdo, incluindo o consumo de
diferentes fatores da cascata de coagulagdo, enquanto as moléculas anticoagulantes inibem
enzimas como o fator Xa ou trombina (BRAZON et al., 2009)

Algumas peconhas de escorpides provocam desordens de coagulacdo sanguinea
(BRAZON et al., 2008, 2011, 2014; REN et al., 2014; TRAN et al., 2017; KHAN et al.,
2018), porém o numero de moléculas coagulopaticas estudadas ainda é pequeno. TanP
apresentou atividade anticoagulante nas concentracdes de 12,5 uM e 25 uM (Figura 17). No
ensaio de TP, verificou-se um tempo de coagulacdo de 20s e 22,5s, para as concentracdes de
12,5 pM e 25 pM, respectivamente (Figura 17A). Paralelamente, no ensaio de TTPa
verificou-se um tempo de coagulacdo de 53,4s e 58,4s, para as concentragdes de 12,5 uM e
25 UM, respectivamente (Figura 17B). Plasma com Heparina foi usada como controle
positivo e como ja esperado, apresentou atividade anticoagulante significativa, com TP maior
que 60s (controle negativo: 16.27 £ 0.32 s) e TTPa maior que 240s (controle negativo: 35.07
+0.03s).
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Figura 17. Avaliacéo da atividade anticoagulante de TanP in vitro. (A) Ensaio de Tempo
de Protrombina. (B) Ensaio de Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

Plasma com Heparina foi usada como controle positivo em (A) TP > 60s (controle negativo: 16.27 + 0.32 s) e
(B) TTPa > 240s (controle negativo: 35.07 £ 0.03 s). Os dados sdo relatados como médias £ DP (n = 3). A
significancia estatistica foi realizada por meio de ANOVA seguida do teste de Tukey e expressa como média
DP (n =3). * p<0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001, em comparagdo com o grupo de controle negativo (plasm na

auséncia de TanP).

A coagulacdo sanguinea humana é dependente da via extrinseca e intrinseca, as quais
envolvem cascatas enzimaticas. Essas duas vias sdo combinadas na etapa de ativacdo do fator
IX ou X e terminam na formacéo de fibrinogénio (KHAN et al., 2018). Posteriomente, o
fibrinogénio soluvel se converte em fibrina sob acdo da trombina, e o excesso de fibrina no
vaso pode desencadear uma doenca tromboética (REN et al., 2014). A conversdo do
fibrinogénio em fibrina ¢ iniciada como resultado da clivagem das cadeias Aa e Bp do
fibrinogénio pela trombina (fator Il ativado) (Figura 18). O sistema hemostatico requer um
equilibrio entre a formagéo de fibrina (coagulaco) e sua dissolucao (fibrindlise) (BRAZON
et al., 2014). Nesse contexto moléculas presente em pegonhas que causam desordens
hemostaticas, podem estar atuando por diversos mecanismos de acdo (KHAN et al., 2018).
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Figura 18. Esquema da cascata da coagulagdo, proposto na década de 1960, com a

divisao do sistema de coagulagdo em duas vias.
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Fonte: FRANCO, 2001.
CAPM: cininogénio de alto peso molecular; PK: pré-calicreina.

Algumas peconhas de escorpides, como Buthotus judaicus, Heterometrus spinnifer,
Parabuthus transvaalicus, Androctonus australis, Scorpio maurus palmatus, Leiurus
quinguestriatus habraeus e Pandinus imperator ndo exibiram atividades anticoagulante,
coagulante ou hemorréagicas significativas (NGET-HONG; GNANAJOTHY, 1992).

Dipeptideos isolados da peconha do escorpido Heterometrus laoticus também néo
tem demonstrado atividade anticoagulante nas concentra¢des até 100 uM nos ensaios de TP
e TTPa com plasma humano. Embora, tais moléculas tenham prolongado, intensamente, o
tempo de sangramento da cauda do camundongo e o tempo de formacéao de coagulo in vitro
(TRAN et al., 2017).

Com relacdo ao género Tityus, a Discreplasminina, peptideo isolado da peconha de
Tityus discrepans apresentou atividade antifibrinolitica, uma vez que inibe a plasmina.
(BRAZON et al., 2008, 2009).

O hidrolisado da proteina BmK do escorpido Buthus martensii Karsch também exibiu
alta atividade anticoagulante, quando avaliado pelo ensaio de inibicdo da atividade de
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trombina (REN et al., 2014) e essa acdo tem sido associada a presenca de aminoacidos
carregados negativamente e residuos hidrofobicos, demonstrando que os componentes
presentes na pegonha de escorpifes podem induzir uma ampla variabilidade de efeitos
hemostaticos.

Em adicéo a atividade anticoagulante, TanP também foi avaliado em relacéo a sua
capacidade de hidrolizar o fibrinogénio, tendo em vista investigar sua potencialidade como
agente trombolitico (Figura 19). Como pode ser observado pela analise densitométrica do
perfil eletroforético do fibrinogénio, TanP ndo degradou as cadeias Ao ¢ BB nas
concentracdes avaliadas.

Diferentemente dos resultados obtidos neste estudo, foi identificado na peconha de T.
discrepans enzimas fibrinogenoliticas responsaveis pela degradacdo da cadeia Aa ¢ Bf do
fibrinogénio, estando esses mecanismos também relacionados ao prolongamento de TP e
TTPa produzido por essa peconha (BRAZON et al., 2014).

Figura 19. Atividade fibrinogenolitica de TanP. (A) Gel de SDS-PAGE 12%, corado por
Coomassie Brilliant Blue G-250. (B) Analise densitométrica da degradagdo das cadeias Aa
e Bp do fibrinogénio.
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

Fb: Fibrinogénio bovino. BIV: peconha de Bothrops leucurus (controle positivo).

Os resultados verificados neste estudo sugerem que a atividade anticoagulante de
TanP pode estar envolvida com a acgdo inibitoria sobre os fatores de coagulagdo. Outra

hipotese possivel para a agdo anticoagulante observada é que o possivel alvo da intervencéao

178
|
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do peptideo pode ser a agregacgédo plaquetaria, uma vez que peptideos isolados do escorpido
Heterometrus laoticus, diminuiram a taxa de agregacgdo plaquetéria induzida por colageno
(TRAN et al., 2017). Estudos com a peconha de T. discrepan também sugerem que as
plaquetas possam ser alvo de mecanismo de acdo de moléculas presentes na pegonha
(BRAZON et al., 2011).

Embora outros peptideos da peconha de escorpido com atividade anticoagulante
sejam descritos na literatura, este € o primeiro relato que demonstra que peptideos aniénicos
presentes na peconha de escorpido possuem potencial capacidade de alterar a hemostasia.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar o mecanismo de acao anticoagulante do TanP.

5.5 Avaliagdo do potencial imunomodulador de TanP

As citocinas pro-inflamatdrias, secretadas por macrofagos ativados, sdo uma classe
de polipeptideos sollveis de baixa massa molecular que tém diferentes efeitos sobre a acdo
do sistema imunoldgico nativo e adquirido. Os efeitos das linfocinas e endotoxinas nos
macréfagos sdo mediados pelo fator de necrose tumoral (TNF-a), que € um modulador de
doencas imunoldgicas (YU et al., 2020).

Atraves da imunomodulacdo, o sistema imunoldgico busca conter varias doencas
potencialmente fatais, como cancer, virus da imunodeficiéncia humana, esclerose maltipla e
envelhecimento. Nesse contexto, destaca-se 0s macrofagos, que sdo leucocitos
mononucleares responsaveis pela regulacdo imunoldgica através da producdo de citocinas
como interferon (IFN-y), TNF-a, interleucinas (IL) -1pB, IL-6, 1L-10 e IL-12 (KANG et al.,
2019).

A modulagdo de macrofagos induzida por TanP também foi investigada. Inicialmente
foi determinada a atividade citotoxica pelo ensaio de MTT. Nas concentraces avaliadas
TanP (2 uM, 12,5 uM, 25 uM) nao apresentou reducdo da viabilidade celular (dados nao
mostrados), indicando um potencial ndo toxico sobre os macréfagos murinos. No entanto,
TanP induziu um perfil de liberagdo distinto das citocinas inflamatorias TNF-a e IL-6, na
auséncia de LPS. Um aumento na liberacdo de TNF-a de 316,26 pg/mL e 622,56 pg/mL foi
detectado no sobrenadante da cultura de macr6fagos murinos na presenca de TanP 12,5 uM
e 25 UM, respectivamente, quando estimulados por 24 h (Figura 20A), enquanto nenhuma

mudanga significativa foi observada para os niveis de IL-6 (Figura 20B). Quando os
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macrofagos foram pré-estimulados com LPS, TanP (2 uM, 12,5 uM, 25 uM) ndo induziu
alteracdes no perfil de liberagcdo das citocinas TNF-a e IL-6, quando comparado ao LPS na

auséncia do peptideo, apos a incubagéo por 24h (Figura 20).

Figura 20. Efeito de TanP nos niveis de citocinas em sobrenadante de macrofagos
murinos. (A) Liberacdo de citocina TNF-a na presenga ou auséncia de LPS. (B) Liberacao
de citocina IL-6 na presenca ou auséncia de LPS.
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

Os niveis de secrecéo de citocinas por células RAW 264.7 foram mensurados 24 h apds a incubag¢do com LPS
(2 pg/mL) e / ou diferentes concentracfes de TanP (0 a 25 puM). A significancia estatistica foi realizada por
meio de ANOVA seguida do teste de Tukey e expressa como média + DP (n = 3). * p <0,05, ** p <0,01 e ***
p <0,001, em comparagdo com o grupo de controle negativo (células sem TanP e LPS) ou grupo de controle

positivo (células apenas com LPS).

Peconhas e toxinas sdo responsaveis pela modulacdo da resposta imune
(PETRICEVICH, 2002; PETRICEVICH; LEBRUN, 2005). Tem sido reportado na literatura
que o envenenamento por diferentes espécies de escorpido, até mesmo do género Tityus,
resulta na liberacdo de citocinas pro e anti-inflamatdrias e que o equilibrio entre tais citocinas
no envenenamento determina o grau e a extensdo da inflamacéo, que pode levar a efeitos
clinicos importantes, como disfuncéo cardiaca, edema pulmonar e choque (PETRICEVICH,
2010). Desse modo, torna-se relevante a identificacdo das moléculas responsaveis por
ativarem os macrofagos.

Estudos anteriores com a peconha do escorpido de Tityus serrulatus (TSV),
demonstraram que a incubacdo de macréfagos com TSV proporcionou um aumento na

producdo de IL-6 e IFN-y, porém ndo houve deteccdo de TNF-a no sobrenadante das células
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(PETRICEVICH, 2002). Entretanto quando avaliou a atividade de fracGes isoladas dessa
peconha, verificou-se que a fragdo FlI revelou ser um potente ativador da producéo de TNF-
a em macrofagos (PETRICEVICH; LEBRUN, 2005).

E sabido que a presenca de aminoécidos basicos na cadeia do peptideo é um fator
importante para a interacdo deste com macrofagos. Peptideos catidnicos isolados da peconha
de Tityus serrulatus foram capazes de modular respostas de macréfagos, aumentando a
liberacdo de IL-6. Foi sugerido que essa atividade poderia estar relacionada a uma ativacéo
direta (interacdo dos peptideos com receptor Toll Like) e/ou indireta (interacdo dos peptideos
com canais de s6dio), ndo sendo avaliado a atividade dos peptideos na presenca do LPS
(PUCCA et al., 2016).

O LPS, conhecido como endotoxina, € um importante componente da membrana de
bactérias gram-negativas que pode induzir respostas do hospedeiro durante infeccbes
bacterianas, como febre, hipotensdo, anormalidades circulatérias, faléncia de multiplos
Orgdos e, até a morte. Muitas dessas respostas podem ser atribuidas aos efeitos diretos do
LPS ou producdo de citocinas mediada por esta molécula (ZOCCAL et al., 2011). Sendo
assim, procuramos investigar os efeitos do TanP também em combinacdo com LPS, ndo
sendo observado qualquer alteracdo no perfil de liberacdo de citocinas, com relacdo aos
macrdfagos estimulados apenas por LPS (Figura 20).

Apesar de ndo possuir residuos de aminoacidos basicos em sua composi¢ao e ser rico
em residuos acidos e hidrofobicos, TanP foi capaz de modular a liberagédo de citocinas pelos
macrofagos na auséncia de LPS. Além disso, considerando que a principal via de ativacdo de
macrofagos por LPS é sua ligacdo a receptores Toll Like 4 (TRL4), pode-se sugerir que TanP
provavelmente interage com algum receptor toll-like (como TRL4), ativando o macr6fago e
induzindo a produgdo de TNF-o, mas essa interagdo € significativamente menor do que o
poder do receptor de reconhecer o LPS, de modo que a presenca do peptideo ndo interfere na
ativacdo causada pelo LPS. Também se faz necessario um estudo de eletrofisiologia para
avaliar o potencial de interacdo de TanP com os canais i6nicos dependentes de voltagem,
para melhor poder elucidar o mecanismo pelo qual TanP promove a modulagdo de
macrofagos, na auséncia de LPS.

ToAP3 e ToAP4, peptideos catidnicos obtidos da peconha de Tityus obscurus,

demonstraram potencial imunomodulador in vitro sobre macrofragos estimulados por LPS,
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sendo capazes de reduzir a liberacdo de TNF-a. No entanto, nenhum aumento nos niveis de
citocinas foi observado quando ambas as células foram tratadas com ToAP3 ou ToAP4
sozinhos, quando comparados com células ndo tratadas. Tais peptideos podem estar se
ligando ao préprio receptor de LPS, induzindo reducdo na liberacdo da citocina proé-
inflamatéria (VELOSO JUNIOR et al., 2019).

Sao escassos 0s estudos de peptideos anidnicos relacionados a imunomodulagdo. E
até o presente momento é desconhecido qualquer estudo que tenha avaliado o potencial
imunomodulador de um peptideo aniénico de peconha de escorpides, sendo estes resultados
pioneiros. Perfil semelhante ao TanP foi apresentado por peptideos neutros da pele de sapo,
frenatin-2D (CONLON; MECHKARSKA; PANTIC, 2013) e plasticin-L1 (SCORCIAPINO
et al.,, 2013), em que ambos estimularam significativamente a producdo de TNF-a por
macrofagos, mas os peptideos ndo potencializaram a estimulacdo produzida por LPS, ainda
ndo sendo elucidado o mecanismo de acao pelo qual os peptideos promovem a imunodulacéo.

Em estudo anterior, foi apresentado que TanP foi capaz de inibir a liberagéo de nitrito
por macrofagos RAW na presenca de LPS, indicando que o peptideo neutraliza a producéo
de 6xido nitrico induzida por LPS. O tratamento TanP sem estimula¢do com LPS atingiu o
mesmao nivel que o controle negativo (MELO et al., 2017).

No presente trabalho, TanP aumentou a liberacdo de TNF-a, quando os macrofagos
ndo foram estimulados por LPS, ndo promovendo alteracdes na liberacdo de IL-6. Desse
modo, sugere-se que TanP apresenta um potencial imunomodulador, pois em macrofagos
ndo estimulados pode aumentar a liberacdo de um mediador inflamatorio, o que pode estar
relacionado a reposta inflamatéria gerada pelo envenenamento por T. stigmurus, ao passo
que na presenca de LPS diminui a producdo de 6xido nitrico, e desse modo evita reagdes
inflamatorias exarcebadas.

Este peptideo pode ser um prot6tipo para o desenvolvimento de uma nova classe
imunomoduladora, sendo o presente trabalho a base para uma futura compreensdo mais

completa das relagdes estrutura-atividade.

5.6 Viabilidade celular de 3T3
No cenario de lesdo cuténea, a cicatrizagdo da ferida apds a hemostasia ocorre em trés

estagios sobrepostos: inflamacéo, proliferacdo e remodelacédo. Os fibroblastos séo criticos
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em todas as trés fases, desempenhando um papel fundamental na deposicdo de componentes
da matriz extracelular (MEC), contragdo da ferida e remodelagdo de nova MEC
(DESJARDINS-PARK; FOSTER; LONGAKER, 2018). Até o presente momento, sdo
poucos o0s estudos relacionados ao mecanismo de cicatrizacdo de feridas induzidos por
peptideos anibnicos.

Neste estudo, demonstrou-se que TanP (2 - 50 uM) ndo possui potencial para
promover a proliferacdo de células 3T3 (ATCC CCL-92), in vitro, quando incubadas por 24
h. Porém nédo houve reducao da viabilidade celular, o que indica que TanP ndo é toxico para

essa linhagem celular (Figura 21).

Figura 21. Efeito de TanP na proliferacdo de células 3T3, in vitro
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Fonte: Dados obtidos e analisados. A proliferagdo de células 3T3 (ATCC CCL-92) foi avaliada usando o método
MTT, ap6s 24 h de tratamento. A densidade Optica foi medida em 570 nm. Os valores foram expressos em
média + DP (n = 3). * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 comparando com o grupo controle (100% de
viabilidade celular).

5.7 Avaliacdo do potencial cicatrizante de TanP utilizando ensaio de migragéo celular
A migracdo de fibroblastos pode acelerar o processo de repitalizacdo da ferida e
promover o seu fechamento durante a cicatrizacdo (LIU et al., 2014a; YANG; JIN; TANG,

2019). Uma vez que TanP ndo apresentou toxicidade para as células 3T3 nas concentragdes
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testadas, foi avaliado se 0 mesmo atuaria no fechamento de feridas, in vitro, pela estimulacao
da migracéo de fibroblastos.

Na figura 22, verifica-se o efeito do tratamento com TanP em diferentes
concentragdes (2 - 50 uM) e do controle, nos tempos 0, 12 e 24 h, com relacdo a migracao
dos fibroblastos, utilizando o método de scratch.

Figura 22. Imagens representativas da migracdo de 3T3 tratados com TanP apés o
ensaio do Scratch.
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Fonte: Dados obtidos e analisados.
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Efeito do tratamento com TanP (2 a 50 uM) e controle (meio DMEM suplementado com 10% de SFB) sob as

atividades de migrac&o e proliferacéo de fibroblastos nos tempos de 0, 12 e 24h.

Quando as mensuracfes das areas do scratch foram comparadas, um aumento
significativo na porcentagem de fechamento das lesdes foi observado ap6s 24 h de incubagéo
com o peptideo, para a concentra¢des de 2 UM (p < 0,01), 12,5 uM (p < 0,05) e 50 uM (p <
0,05) em relacédo ao controle (Figura 23). Além disso, verifica-se que na presenca de TanP
houve o fechamento de, aproximadamente, 50% da ferida com 24 h de tratamento, enquanto
para o grupo controle esse fechamento foi de apenas 30%. Desse modo sugere-se que TanP
pode estar atuando como um fator de crescimento de fibroblastos exdgeno, ou pode

potencializar a atividade dos fatores de crescimento dos fibroblastos.

Figura 23. Migracéo celular de células 3T3 tratadas com TanP apds ensaio de Scratch
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

Confluencia de fibroblastos ap6s a realizagdo do scratch e tratados com diferentes concentragdes de TanP (2 a
50 uM), sendo analisados em 0, 12 e 24 h. As areas foram medidas com o auxilio do NIS-Elements AR. O ensaio
foi realizado em triplicata. One-way ANOVA seguido do teste de Tukey foi utilizado para a analise estatistica
dos dados. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 comparado com o grupo controle (células na auséncia do

peptideo TanP).
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O processo normal de cicatrizacdo de feridas cutdneas € um processo temporal
envolvendo uma série complexa de eventos sobrepostos, incluindo: hemorragia e formacédo
de codgulo de fibrina, resposta inflamatoria, reepitelizacdo, formacdo de tecido de
granulacdo, resposta angiogénica, contracdo do tecido conjuntivo e remodelacdo (WRIGHT;
RICHARDS; SRAI, 2014). Esses processos dependem de fatores de crescimento e citocinas
que executam e regulam uma rede de sinalizagdo complexa que altera o crescimento, a
diferenciacdo e o metabolismo das células-alvo (BARRIENTOS et al., 2014).

Feridas cronicas contém niveis elevados de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.
A superproducdo de radicais livres, juntamente com o acumulo de ions de ferro, perpetua a
fase inflamatdria, resultando em danos graves aos tecidos. Portanto, a introducdo de
antioxidantes consiste em uma estratégia promissora para promover a cicatrizacdo normal de
feridas (ELSCHNER et al., 2019). Além disso, feridas com dificil processo de cicatrizacdo
podem ter como possibilidade terapéutica o uso de fatores de crescimento exogenos e
citocinas. Estudos in vitro demonstraram que o fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-
2) regula a sintese e a deposicdo de varios componentes MEC e promove a migracdo de
fibroblastos, contribuindo para o processo de cicatrizacdo (BARRIENTOS et al., 2014).

Estudo anterior utilizando peptideos extraidos da pele de Nibea japonica sugere que
0 processo de proliferacdo e migracdo de fibroblastos pode estar relacionado a composigédo
de aminoé&cidos dos peptideos, os quais fornecem um ambiente adequado as celulas (YANG;
JIN; TANG, 2019).

O fato do TanP ser um quelante de ferro também pode contribuir diretamente para
seu potencial cicatrizante, uma vez que ja esta descrito na literatura que moléculas quelantes
de ferro, como a deferoxamina, possui alto potencial cicatrizante de feridas, inclusive quando
se trata de pacientes diabéticos, sugerindo que a deplecdo de ferro é benéfica na disfuncéo
endotelial na diabetes (DUSCHER et al., 2018).

No processo de inflamagéo, etapa inicial da cicatrizacdo, mediadores inflamatorios
excessivos, como radicais livres, sdo liberados no local da ferida, estando frequentemente
associados a estresse oxidativo e subsequente inflamacé&o prolongada, resultando no retardo
do processo de cicatrizagdo da ferida (ZHAO et al., 2019). Desse modo, como o TanP
também apresentou resultados significativos no que diz respeito a capacidade quelante,

antioxidante e antiinflamatoria, este peptideo apresenta alto potencial para ser aplicado como
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prototipo na obtencdo de novos agentes cicatrizantes. Este € o primeiro estudo a abordar o

papel de peptideos anidnicos de escorpido no processo de cicatrizacdo de feridas.

6. CONCLUSOES

TanP pode ser usado como um biosensor para identificacdo e quantificacdo de ions
Fe?";

TanP n&o parece ter sensibilidade para o Zn?* e Ca?* (nas concentragGes avaliadas e
na faixa espectral considerada);

Os complexos de TanP com os fons Fe?* e Zn?* formaram conformacdes sugestivas
de geometria octaédrica e tetraédrica, respectivamente;

TanP ndo apresentou potencial hemolitico, in vitro, nas concentracdes testadas,
sugerindo que o peptideo é promissor (ndo toxico para hemacias) para ser avaliado in
vivo, bem como para ser utilizado como um potecial farmaco;

TanP apresentou atividade antioxidante, in vitro, relacionada as trés etapas de
formacdo de espécies reativas de oxigénio: iniciacdo (sequestro do radical DPPH),
propagacao (quelacao de ions ferro) e terminacdo (sequestro do radical hidroxila);
TanP apresentou atividade anticoagulante quando avaliado pelos ensaios de TP e
TTPA. Entretanto ndo apresentou atividade fibrinogenolitica nas concentragdes
testadas;

TanP estimula a producdo de TNF-a, pelos macrofagos, na auséncia de estimulo por
LPS (2 pg/mL). N&o houve alteragdo na liberacao de citocinas TNF-a e IL-6 quando
os macréfagos foram estimulados po LPS (2 ug/mL), na presenca de TanP;

TanP apresentou potencial para estimular a migracdo de células 3T3, e assim acelerar
0 processo de cicatrizacdo de feridas, in vitro, podendo atuar como um fator de
crescimento de fibroblastos;

Este trabalho apresenta resultados preliminares, entretanto promissores, com relagéo

a potencial aplicacdo biotecnoldgica e farmacoterapéutica de TanP.
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