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Resumo

Venenos de escorpifes constituem uma rica fonte de peptideos, que podem ser
classificados como peptideos com ligacdes dissulfeto e peptideos sem ligacdes
dissulfeto. Peptideos anibnicos correspondem aos componentes sem ligacdes
dissulfeto mais abundante na peconha do escorpido Tityus stigmurus (espécie
prevalente no nordeste brasileiro), sendo ricos em residuos de acidos aspartico e
glutamico. Esta abordagem apresenta, pela primeira vez, a caracterizacao estrutural
e a avaliacao da atividade biolégica de um peptideo anidnico presente na peconha
do escorpido Tityus stigmurus, denominado TanP. A estrutura tridimensional do
TanP foi predita por modelagem computacional e refinada por simulacfes de
dindmica molecular, sendo a estrutura secundaria obtida por dicroismo circular, e
estabilidade estrutural avaliada em diferentes meios, pH, temperatura e presenca de
ions cobre. Além disso, utilizou-se a espectroscopia UV-visivel para avaliar a
atividade quelante de TanP na presenca de cobre. As atividades antimicrobiana,
citotoxica, imunomoduladora e antioxidante também foram avaliadas. As analises de
CD indicaram uma predominancia de conformagao randémica em meio aquoso, bem
como mudancas estruturais dependentes de pH e temperatura. Os ions cobre, ao se
ligarem ao peptideo, modificaram a estrutura do mesmo. Tais dados corroboraram
com o que foi demonstrado na dinamica molecular. A razdo molar de ligacao
(TanP:cobre) na dindmica molecular foi 1:5, enquanto no ensaio de reatividade
observou-se razfes de 1.7 e 1:3, a depender da concentracdo de TanP na solucao.
TanP nao induziu citotoxicidade para as células normais e cancerigenas testadas, e
apresentou capacidade de inibir, in vitro, a liberacdo de 6xido nitrico por macrofagos
estimulados por LPS. Desta forma, os resultados sugerem que TanP é um peptideo
promissor para aplicacdo terapéutica como um agente quelante, bem como agente

imunomodulador e antioxidante.

Palavras-chave: TanP, dicroismo circular, dindmica molecular, atividade quelante,

atividade antioxidante, atividade imunomoduladora.



Abstract

Scorpion venoms are a rich source of peptides, which may be classified as disulfide-
bridged or non-disulfide-bridged peptides. Among them, there are anionic peptides,
rich in aspartic and glutamic acid residues. Despite being the most abundant
component in the venom gland of Tityus stigmurus (the prevalent scorpion species in
Northeast Brazil), they are poorly characterized in the literature. This work presents,
for the first time, structural characterization and biological activity assays of an
anionic peptide from the venom of the scorpion T. stigmurus, named TanP. The
three-dimensional structure of TanP was obtained by computational modeling and
refined by molecular dynamic (MD) simulations. Furthermore, we have performed
circular dichroism (CD) analysis to predict TanP secondary structure, and UV-visible
spectroscopy to evaluate its chelating activity. CD indicated predominance of random
coil conformation in aqueous medium, as well as changes in structure depending on
pH and temperature. TanP has chelating activity on copper ions, which modified the
peptide’s secondary structure. These results were corroborated by MD data. The
molar ratio of binding (TanP:copper) depends on the concentration of peptide. TanP
was not cytotoxic to normal or cancer cell lines, and showed an ability to inhibit the in
vitro release of nitric oxide by LPS-stimulated macrophages. In this way, the results
suggest TanP is a promising peptide for therapeutic application as a chelating,

immunomodulatory and antioxidant agent.

Keywords: TanP, Anionic peptide; Circular dichroism; molecular dynamics; chelating

activity, immunomodulatory activity, antioxidant activity.
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1.0 INTRODUCAO

A peconha dos escorpides é uma fonte rica de moléculas bioativas
(HARRISON et al., 2014) que exibem uma vasta variedade de atividades
farmacoldgicas e funcdes bioquimicas, podendo ser classificadas em peptideos com
ligacdes de dissulfeto e peptideos sem ligacdes dissulfeto (PSPDs) (ZENG; CORZO;
HAHIN, 2005).

Os PSPDs sao moléculas, em sua maioria, de baixo peso molecular (1-4
kDa), apresentando uma diversidade de sequéncias primérias (ALMAAYTAH et al.,
2012). Os peptideos anibnicos de escorpifes correspondem a PSPDs ricos em
residuos de acido aspartico (Asp) e/ou glutamico (Glu) em sua sequéncia primaria,

estando presente nas familias Buthidae e ndo-Buthidae. (HE et al., 2013).

Uma analise transcriptdmica da peconha do escorpido T. stigmurus, principal
espécie do nordeste brasileiro, realizada por nosso grupo de pesquisa (ALMEIDA et
al., 2012) identificou a presenca de um diversificado repertorio de moléculas que
estdo tendo sua atividade biologica elucidada ao longo dos estudos, como peptideos
com atividade hipotensora (MACHADO et al., 2015), antimicrobiana (MELO et al.,
2015), peptideos atuantes em canais idnicos (ALMEIDA et al., 2013), lectinas,
metaloproteinases e peptideos anidénicos. Dentre as sequéncias codificadas, 27,72%
sdo transcritos de peptideos anidnicos, sendo este o grupo mais abundante na
peconha (ALMEIDA et al., 2012).

Embora ndo se saiba a funcdo dos peptideos anibnicos na peconha de
escorpides (SUNAGAR et al., 2013), autores sugerem que estas moléculas possam
atuar equilibrando o pH da peconha (MA et al., 2009), como sinergistas de outros
peptideos (ZENG et al, 2004), ou apresentar atividade antimicrobiana
(ALVARENGA et al., 2012). Peptideos anibnicos presentes em outras espécies de
animais vertebrados e invertebrados possuem atividade elucidada, demonstrando

acdo antimicrobiana, imunomoduladora e quelante de metais (SILVA et al., 2009).

Agentes quelantes podem ser wusados na terapia de doencas
neurodegenerativas, como a Doenca de Wilson (RODRIGUEZ-CASTRO; HEVIA-
URRUTIA; STURNIOLO, 2015), tratamento de cancer (YU et al., 2012), tratamento

de B-talassemia (CRISPONI et al., 2015), doenga fibrética, doengas inflamatoria e
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autoimune (BREWER, 2005). Além disso, restabelecem os niveis fisiolégicos de
metaloproteinases de matriz de membrana, uma vez que a sua atividade irregular
repercute em condicdes como cancer e artrite debilitante (NANJARAJ URS et al.,
2015). Nesse contexto peptideos quelantes de metais tém sido alvo de novas

pesquisas devido o seu potencial terapéutico.

Neste trabalho foi realizada a caracterizagdo estrutural do peptideo aniénico
presente na peconha do escorpidao T. stigmurus, denominado de TanP, bem como
foi avaliada sua provavel atividade biologica e papel na peconha. Trata-se de um
trabalho pioneiro, uma vez que ainda ndo ha descrito na literatura estudos de

caracterizacdo de peptideos aniénicos da peconha de escorpides.
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2.0 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Escorpides

O escorpidao € um artropode peconhento, pertencente ao Filo Arthropoda
(arthro: articuladas/ podos: pés), classe Arachnida (por terem oito pernas) e ordem
Scorpiones (PETRICEVICH, 2010). Sao considerados predadores terrestres e
sobreviveram com sucesso ao longo de milhdes de anos com poucas alteragdes em
sua morfologia (D’'SUZE et al., 2009).

Estes animais sdo adaptados para sobreviver em uma grande variedade de
habitat incluindo florestas tropicais, savanas, florestas temperadas, cavernas e até
mesmo montanhas cobertas de neve (LEEMING, 2003; PLESSIS; ELGAR,
PLESSIS, 2008). Distribuem-se pela superficie terrestre e habitam quase todos os
continentes, com excecdo da Antartida e &reas polares (CARMO, 2011,
LOURENCO, 1988). Sdo animais de habitos noturnos e, durante o dia, escondem-se
sob cascas de arvores, pedras e dentro de domicilios, principalmente em sapatos e
podem sobreviver por varios meses sem alimento e agua (MINISTERIO DA SAUDE,
2013).

Existem aproximadamente 1900 espécies de escorpides descritos
mundialmente, sendo cerca de 30 destas potencialmente perigosas para humanos
(ALBUQUERQUE et al.,, 2013). As espécies de escorpides que apresentam
importancia meédica pertencem a familia Buthidae e sdo representados pelos
géneros Androctonus, Buthus, Mesobuthus, Buthotus, Parabuthus, e Leirus, os quais
podem ser encontrados no norte da Africa, Oriente Médio e india. Centruroides spp
estdo localizados no sudoeste do Estados Unidos, México e América Central,
enquanto Tityus spp sdo encontradas na América Central, América do Sul e Caribe
(PETRICEVICH, 2010).

2.2 Escorpides do género Tityus de importancia médica no Brasil

O escorpionismo € considerado um problema de saude publica em diferentes
regides do mundo (PETRICEVICH, 2010). O género Tityus € exclusivamente
neotropical com cerca de mais de 170 espécies conhecidas (BORGES et al., 2010),

sendo pelo menos vinte espécies de importancia médica em toda a América do Sul e
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Caribe (BORGES; MIRANDA: PASCALE, 2012; DEHESA-DAVILA; POSSANI,
1994).

No Brasil, as espécies pertencentes aos géneros Tityus estdo envolvidos na
maioria dos acidentes escorpionicos (CHIPPAUX; GOYFFON, 2008), sendo elas: T.
serrulatus (LUTZ et al., 1922), T. bahiensis (PERTY, 1834) , T. obscurus (GERVAIS,
1843) e T. stigmurus (THOREL, 1876), distribuindo-se por todo o territério nacional
(Figura 1). As peconhas destas espécies sdo suficientemente potentes para causar
acidentes fatais, principalmente em criancas e idosos (BORGES et al., 2008).

Figura 1- Distribuicdo geogréfica dos escorpifes de importancia médica no Brasil

T. serrulatus
@ 7 bahiensis

A T. stigmurus
@ 7obscurus

Fonte: autoria propria.

O género Tityus é caracterizado por apresentar espécies que variam de 25
mm a 110 mm de comprimento; a coloracdo do animal varia de amarelado a
avermelhado, podendo alguns se apresentar enegrecidos; podem possuir manchas
negras distribuidas de diferentes maneiras e apresentam corpo com granulacado bem
marcada (ALMEIDA, 2010).

O T. serrulatus (Figura 2), comumente conhecido como escorpido amarelo, &
o principal agente etioldgico dos acidentes escorpidnicos no Brasil, sendo prevalente
nos casos de maior gravidade, bem como em casos fatais (PORTO et al., 2010).

Esta amplamente distribuido pelo Brasil, atingindo os estados de Sédo Paulo, Minas
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Gerais, Bahia, Espirito Santo, Goias, Parana e Rio de Janeiro (VENANCIO et al.,
2013).

Figura 02- Escorpiédo Tityus serrulatus

Fonte: Disponivel em http://www.dddrin.com.br/wp-

content/uploads/2014/06/Escorpiao-amarelo.jpg.

O T. bahiensis (Figura 3) possui corpo e cauda de coloracdo marrom escuro,
por vezes avermelhada, e as pernas sdao marrom alaranjadas com manchas em
marrom-escuro (LOURENCO, 2002). Encontra-se distribuido nos estados de Sao
Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Parana, Rio Grande do Sul e em
Santa Catarina (PORTO et al., 2010). Foi demonstrado que o veneno desta espécie
apresenta algumas caracteristicas diferentes dos demais escorpides, incluindo
propriedades convulsivas (NENCIONI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2015). Além
disso, o envenenamento moderado por T. bahiensis pode alterar o desempenho
reprodutivo materno e o desenvolvimento fetal (DORCE; DORCE; NENCIONI, 2014).

Figura 03- Escorpido Tityus bahiensis

Fonte: Disponivel em http://www.fiocruz.br/biosseguranca

/Bis/infantil/escop_tityus_bahiensis.jpg.


http://www.fiocruz.br/biosseguranca%20/Bis/infantil/escop_tityus_bahiensis.jpg
http://www.fiocruz.br/biosseguranca%20/Bis/infantil/escop_tityus_bahiensis.jpg
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T.obscurus (Figura 4) € amplamente distribuida na Amazoénia brasileira,
podendo ainda ser encontrado em Mato Grosso, Para e Amapa, tendo sido uma das
espécies mais importantes responsaveis por picadas de escorpido nestas areas
(PARDAL et al., 2014). Possuem uma coloracao escura, enegrecida quando adulto,
porém quando jovens tém uma cor amarelada (LOURENCO, 2006). Um estudo
realizado para comparar as caracteristicas clinicas e demogréficas dos acidentes
por T. obscurus em é&reas distintas do estado do Para, mostrou diferenca nas
manifestacbes clinicas das vitimas dos acidentes escorpibnicos, sugerindo uma
variacdo da toxicidade resultante da diversidade do veneno de T. obscurus, o qual

pode mudar de acordo com a area (PARDAL et al., 2014).

Figura 04- Escorpido Tityus obscurus

Fonte: Disponivel em http://www.ebah.com.br/content/

ABAAAgVvYUAD/relatorioescorpionismo?part=2.

O escorpido T. stigmurus (Figura 5) é também conhecido como escorpido
amarelo do nordeste (LIRA-DA-SILVA; MONTEIRO DE AMORIM; KOBLER BRAZIL,
2000), uma vez que apresenta similaridade morfologica ao T. serrulatus, como o
tronco amarelo-escuro. Porém apresenta um triangulo negro no cefalotérax, uma
faixa escura longitudinal mediana e manchas laterais escuras (PORTO et al., 2010).
Esta distribuido na regido Nordeste, estando presente no estado da Alagoas, Bahia,
Ceara, Pernambuco, Piaui, Paraiba, Rio Grande do Norte e Sergipe, sendo o
principal responsavel por acidentes escorpibnicos desta regido, sobretudo em
criancas (ALBUQUERQUE et al., 2013).
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Figura 05- Escorpido Tityus stigmurus

Fonte: disponivel em http://scorpiones.pl/gallery/T.stigmurus /Tityus%20stigmurus%20-
%20mlody%20by%200Dbli.jpg.

Em muitos casos, 0s venenos dos escorpides séo letais para vertebrados,
devido acéo, principalmente, de toxinas que atuam em canais ionicos voltagem-
dependentes, como os canais de sodio e potassio, além de possuirem, também em
sua peconha, mediadores inflamatérios que provocam efeitos sistémicos nas vitimas
como a insuficiéncia cardiorrespiratoria, que € frequentemente associada com casos
graves, particularmente ap0s 0 envenenamento por espécies pertencentes ao
género Tityus (BORGES et al., 2008).

O ensaio de letalidade injetando, via intraperitonial, o veneno de escorpifes
em camundongos determinou que a peconha de T. stigmurus possui maior
toxicidade (DLsp = 0,773 mg/Kg) quando comparada a de T. bahiensis (DLsp =
1,062mg/Kg), T. serrulatus (DLsp = 1,160mg/Kg) e T. obscurus (DLsp = 12,136
mg/kg) (NISHIKAWA et al., 1994).

2.3 Tityus stigmurus

Em areas urbanas do nordeste brasileiro, T. stigmurus € uma das principais
espécies de escorpido de importancia médica (ALBUQUERQUE et al., 2013), sendo
responsavel por centenas de acidentes graves por ano (BARROS et al.,, 2014;
BATISTA et al., 2007). Ocorrem no cerrado e caatinga nordestinos, como também
podem ser encontrados em ambientes antrépicos e em Fernando de Noronha
(ALMEIDA, 2010).
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O primeiro estudo sobre acidentes com escorpides no Nordeste, que reporta
um relato de oito criancas envenenadas por Tityus stigmurus no Estado de
Pernambuco, data do inicio da década de 1980 (PORTO et al., 2010).

Estudo epidemioldgico realizado em Pernambuco apresentou que no periodo
de 2006 a 2010 foram notificados aproximadamente 10 mil casos de acidentes por
animais pegonhentos (serpentes, aranhas, escorpides, abelhas), sendo cerca de 6
mil casos causados por T. stigmurus, e destes, 3 casos fatais (ALBUQUERQUE et
al., 2013).

No estado do Ceara, dados do Centro de Assisténcia Toxicoldgica (CEATOX)
de Fortaleza, retrataram que do total de acidente por escorpionismo, no periodo de
2003 a 2004, 19,57% dos casos foram atribuidos a T. stigmurus (ALVES et al.,
2007). Ja no Rio Grande do Norte o numero de acidentes por escorpidées aumentou
de 1.317 casos no ano de 2000 para 3.344 casos em 2013, sendo notificados

aproximadamente 30 mil casos durante o periodo citado (BRASIL, 2015).

Relatou-se baixo percentual de escorpionismo relacionado a acidentes de
trabalho no estado do Rio Grande do Norte, caracterizando este tipo de
acontecimento como um agravo domiciliar ou peridomiciliar, o que pode ser atribuido
as condicdes propicias de proliferacao encontradas nesses ambientes, como frechas
em portas e janelas, bem como acumulo de entulhos (BARBOSA, 2014).

Os escorpides T. stigmurus possuem coloracédo que varia de amarelo claro ao
amarelo escuro e o comprimento total de 55 a 65 mm. Com relacdo a suas
caracteristicas morfolégicas apresentam uma carapaca (prossoma), o cefalotorax,
contendo um par de queliceras, um par de pedipalpos (pin¢as) e quatro pares de
pernas. O abdémen (opistossoma) € dividido entre o tronco (mesossoma) e a cauda
(metassoma) (Figura 6). A regido do prossoma possui um tridngulo na porcao
anterior aos olhos medianos. O mesossoma apresenta uma listra negra central. O
metassoma apresenta granulacéo fraca. 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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Figura 6- Morfologia de Tityus stigmurus.

/ Espinho sob ofer@o

Carapaca (prossoma)

Tronco (mesossoma)

Cauda (metassoma)

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2009.

As populagdes sexuais de T. stigmurus sao altamente restritas
geograficamente, enquanto as populacdes assexuadas (partogenéticas) sdo mais
dispersas, fazendo com que esta espécie se distribua por areas urbanas em Varios
estados do Brasil.

Com relacdo aos sintomas apresentados ap0s acidente escorpidnico, em um
estudo de abordagem clinica do envenenamento por T. stigmurus no estado da
Bahia observou-se que o acidente se caracteriza por manifestacfes locais como dor,
dorméncia, edema, eritema e parestesia; e gerais como cefaleia, vomitos e
sudorese. Sendo o mais prevalente a dor local (LIRA-DA-SILVA; MONTEIRO DE
AMORIM; KOBLER BRAZIL, 2000).

Sobre as toxinas ndo enzimaticas que compdem a peconha de T. stigmurus,
estas podem ser divididas em dois grupos de acordo com a presenca ou nao de
ligacOes dissulfeto. Toxinas com ponte dissulfeto sao classificadas de acordo com a
afinidade por diferentes canais i6nicos e sdo 0s maiores agentes responsaveis pelas
manifestacbes toxicas. PSPDs, como peptideos potenciadores de bradicinina,
peptideos anibnicos e peptideos antimicrobianos possuem diversas atividades e
funcdes (DE OLIVEIRA et al., 2015).
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Uma analise protebmica da peconha de T. stigmurus revelou a presenca de
componentes proteicos que variavam de 216,5 a 44.800 Da de massa molecular.
Neste mesmo estudo quinze novos componentes da peconha foram isolados e
sequenciados: Tst-3 (atuante em canal de sodio), Tst-17 (bloqueadora de canal de
potassio), TstBKTx (idéntica a toxina bloqueadora de canal de potassio presente na
peconha de T. serrulatus) e um peptideo rico em prolina de funcdo desconhecida,

além das enzimas hialuronidase e lisozima (BATISTA et al., 2007).

E sabido que os canais de potassio voltagem-dependentes atuam na resposta
imune, uma vez que, in vitro, diminuem a ativacdo de células T e a
hipersensibilidade do tipo retardada (PETRICEVICH, 2010). A Butantoxina foi
identificada na peconha de T. stigmurus, atuando como um blogueador reversivel de
canal de potéssio e inibindo proliferacéo de células T e producéo de IL-2 (HOLADAY
JR et al., 2000).

Outra molécula ja identificada na peconha deste escorpido foi chamada de
TstKMK (ALMEIDA et al., 2013), a qual atua em canais de potassio, sendo um novo

membro das toxinas BmTXK-relacionadas.

Uma abordagem transcriptomica, realizada por nosso grupo de pesquisa,
revelou o repertorio molecular da glandula de veneno do escorpido T. stigmurus, em
gue 540 clones foram sequenciados e agrupados em 153 clusters com um ou mais
marcadores de sequéncias expressas. Foram identificados transcritos
correspondentes a uma variedade de peptideos de interesse farmacolégico,
incluindo peptideos antimicrobianos (25,19%), hipotensinas (1,11%), toxinas agindo
sobre os canais de potassio (13,52%) e de sédio (1,37%), bem como cinco tipos
atipicos: lectinas, metaloproteases, peptideos aniénicos, peptideos ricos em cisteina
e peptideos hipotéticos secretados (ALMEIDA et al., 2012).

Os estudos relacionados aos peptideos presentes na pegonha do escorpido
T. stigmurus sédo alvo do nosso grupo de pesquisa, e como demonstrado, vem
esclarecendo o papel e a descoberta de novas moléculas com potencial bioquimico
e farmacoldgico, além de elucidar agdes relacionadas ao envenenamento decorrido
desta espécie. Sendo assim, torna-se promissor a continuacdo do estudo de novas

moléculas ainda nao identificadas.
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2.4 Peptideos sem LigacOes Dissulfeto presentes na pegonha de T.

stigmurus

Venenos de escorpifes sdo fontes de peptideos, que podem ser classificados
como peptideos com ligacdes dissulfeto e peptideos sem ligacdes dissulfeto
(PSPDs). As toxinas mais estudadas dos venenos de escorpido do género Tityus
séo os peptideos com ligacdes dissulfeto, que apresentam trés ou quatro ligacdes, e
atuam, em sua maioria, em canais de sodio, potassio e calcio voltagem
dependentes. Porém, os PSPDs estdo, cada vez mais, sendo alvo de pesquisas,
uma vez apresentam atividades multifuncionais (MACHADO et al., 2016; PUCCA et
al., 2016).

Os PSPDs estdo em maior quantidade na peconha dos escorpibes e
possuem baixa massa molecular, apresentando entre 13 a 56 residuos de
aminoacidos em sua composi¢cdo, com sequéncia varidvel, sendo a maioria
cationico. Uma variedade de atividades tem sido descritas para estes peptideos,
incluindo atividade antimicrobiana, antiviral, antimalarica, anticancerigena,

imunomoduladora e hipotensora. (ORTIZ et al., 2015).

Com relagcdo ao perfil estrutural, os PSPDs apresentam uma conformacao
randémica desordenada quando em solugbes aquosas, e apenas quando estes
peptideos sdo colocados em solu¢cbes que mimetizem uma membrana como
solucbes aquosas de trifluoroetanol (TFE) 50-60%, os peptideos mudam sua
conformacdo e adotam estruturas em a-hélice (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014,
CAMMERS-GOODWIN et al., 1996).

Alguns PSPDs presentes na peconha de T. stigmurus ja tiveram sua estrutura
e atividade elucidada, como é o caso da Stigmurina, um peptideo com atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos, além de
demonstrar potencial citotéxico contra linhagens de células cancerigenas (MELO et
al., 2015).

Em outro estudo recente, partindo-se da analise do cluster TSTIO06C,
também proveniente da andlise transcriptémica da pegonha de T. stigmurus, foi
identificado um novo peptideo pertencente a classe de hipotensinas, chamado de
Hipotensina de Tityus stigmurus (TistH). Tal molécula foi considerada um
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pontenciador da acao hipotensora de bradicinina e induziu um efeito vasorrelaxante
arterial dependente da liberagéo de 6xido nitrico (NO) (MACHADO et al., 2015).

Os PSPDs correspondem a mais de 50% dos transcritos presente na pegonha
de T. stigmurus, sendo 27,7% correspondente a peptideos anibénicos, que apesar de

ser a classe mais expressa, ainda possui funcdo desconhecida (MA et al., 2012).
2.5 Peptideos Anidnicos

Precursores de peptideos anidnicos sdo moléculas ricas em residuos de Glu
e Asp (ALMEIDA et al., 2012; HE et al., 2013). Ambos os aminoacidos possuem dois
grupos carboxilatos (COO-) e carater acido. Em pH 7,0 as cadeias laterais
encontram-se dissociadas, conferindo-lhes carga negativa. S&8o aminoacidos

doadores de protons.

0 NH,

I

Acido aspartico Acido glutamico

Fonte: Autoria propria

Estudos anteriores mostram relatos da presenca de peptideos aniénicos na
peconha de escorpides da familia Buthidae e nédo-Buthidae, sendo mais prevalentes
na primeira (DIEGO-GARCIA et al., 2005a; MA et al., 2009; RUIMING et al., 2010).

A partir de uma analise transcriptdmica da glandula do escorpido Centruroides
tecomanus foi identificado um cluster que codifica um possivel peptideo
antimicrobiano aniénico, com sequéncia similar aos peptideos aniénicos
pertencentes a familia de peptideos sem ligagdes dissulfeto (VALDEZ-VELAZQUEZ
et al., 2013), porém a atividade bioldgica deste peptideo ainda néo foi elucidada.
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Uma analise filogenética realizada por Ma et al. (2012) com peptideos
aniénicos de duas espécies Buthidae (Lychas mucronatus e Isometrus maculatus) e
uma espécie Euscorpiidae (Scorpiops margerisonae), demonstrou que as
sequéncias peptidicas de ambas familias foram intercaladas e parafiléticas entre si,
sugerindo que familias multigénicas para este tipo de peptideo foram submetidas a
eventos de duplicagcdo de genes individuais ou multiplos antes da divisdo das
linhagens. Portanto, é provavel que estes peptideos tenham sido recrutados para o
proteoma do veneno dos escorpifes antes da separacdo dessas linhagens. No
alinhamento realizado entre as sequéncias primarias, estas apresentaram grande
diversidade. E ainda sugeriram 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..

Em andlise transcriptdmica realizada na glandula de veneno do T. serrulatus,
as sequéncias de peptideos anidnicos foram abundantes, indicando que estes
componentes podem desempenhar papéis importantes na funcdo deste 6rgao.
Neste trabalho a percentagem de moléculas de peptideos anidnicos foi 3%. Os
peptideos anidnicos apresentaram 18 EST (Expressed Sequence Tags)
(ALVARENGA et al., 2012).

Um outro estudo comparativo do transcriptoma da glandula de veneno do
escorpido Lychas mucronatus, familia Buthidae, de duas regibes geograficas
diferentes classificou os peptideos aniénicos encontrados como um tipo de peptideo
antimicrobiano, embora ndo tenham testado sua atividade. Os peptideos aniénicos
corresponderam a 12% e 6% dos peptideos semelhantes a toxinas nos escorpides

das regides de Hainan e Yunnan, respectivamente (RUIMING et al., 2010).

Na peconha de T. costatus foram identificados quatro possiveis peptideos
antimicrobianos anibnicos, cujas cargas variam de -19 a -20, porém nao ha estudos
de caracterizacdo destes peptideos na literatura (DIEGO-GARCIA et al., 2005b;
HARRIS; DENNISON; PHOENIX, 2009). Em relagéo ao T. bahiensis houve um nivel
elevado de expressdo, com 4,9% do total das toxinas expressas como peptideos
anidnicos (OLIVEIRA et al., 2015).
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BmKal e BmKa2 possuem carga liquida de -12 e -13, respectivamente. S&o
peptideos de carater &cido e hidrofilico, sem ligacdes dissulfeto identificados na
peconha do escorpido chinés Buthus martensii Karsch. Ndo possuem ancestral
comum com os demais PSPDs identificados em escorpides (ZENG; CORZO;
HAHIN, 2005). Baseando-se na molécula BmKal, sugeriu-se que este peptideo
poderia ser responsavel por balancear o pH da peconha, uma vez que a maioria dos
demais peptideos sdo basicos; ja BmKa2 poderia representar uma nova classe de

peptideos de defesa de escorpides (ZENG et al., 2004).

D’Suze (2009) apresentou a biblioteca de cDNA da glandula do veneno do T.
discrepans, onde a sequéncia mais representativa foi codificada por um peptideo
homologo de um precursor anibnico descrito para o T. costatus, apresentando 1
contig e 16 leituras. Este peptideo possui 75 residuos de aminoacidos e ponto
isoelétrico bastante acido, mostrando elevada identidade quando comparado ao

peptideo do T. costatus.

He et al., (2013) observaram dois contigs que codificam peptideos anidnicos
das bibliotecas de cDNA das glandulas de veneno de Chaerilus trysnai e Chaerilus
tricostatus, escorpibes da familia Chaerilidae. Esta familia tem um arsenal de
veneno especifico que é intermediario entre as familias Buthidae e ndo- Buthidae.
Os peptideos anidnicos revelaram ser os mais expressos no Chaerilus tricostatus,
coincidindo com a maior expressao de peptideos antimicrobianos catiénicos também
nesta espécie. Diante do achado, especulou-se que esse dado se relacione ao fato
do peptideo anidbnico apresentar a funcdo de equilibrar o pH do veneno do
escorpido, considerando-se que a abundancia de outros tipos de toxinas foram
semelhantes entre Chaerilus tricostatus e Chaerilus trysnai. Entdo, esses dados
podem fornecer evidéncia adicional de que os peptideos anibnicos desempenham

um papel importante para equilibrar o valor do pH do meio.

Embora menos comum, ha peptideos anidnicos dotados de acao
antimicrobiana em plantas, invertebrados, anfibios, roedores, ruminantes e humanos
(HARRIS; DENNISON; PHOENIX, 2009). Trata-se de moléculas pequenas (com
peso molecular de 720 a 825 Da) e que contém residuos de Asp (ZDYBICKA-
BARABAS et al., 2012). Muitas vezes ha necessidade da presenca de um cofator,
COmo 0 zinco, para a atividade bactericida (FALES-WILLIAMS et al., 2002).
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Alguns ainda possuem um numero variavel de residuos que sdo modificados
pés-transducionalmente, seja por glicosilacdo e/ou fosforilagdo. A ligagdo a cation
bivalentes pode ocorrer para estabilizacdo da estrutura ou para auxiliar a ligacdo do
peptideo na superficie da célula bacteriana (DASHPER; LIU; REYNOLDS, 2007).

Peptideos anibnicos identificados em outros organismos tiveram sua atividade
elucidada, como microplusina, peptideo antimicrobiano quelante de cobre isolada da
hemolinfa e ovos do carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus (SILVA et
al., 2009), peptideos derivados da dermicidina com acao antimicrobiana frente cepas
de Escherichia coli e Staphylococcus aureus (STEFFEN et al., 2006), peptideo
antimicrobiano maxima H5 identificada no anfibio Bobina maxima (LAl et al., 2002),
0 peptideo antimicrobiano Kappacina presente no leite bovino, o qual tem o efeito
potencializado quando complexado com ions de zinco (MALKOSKI et al., 2001).

Mais recentemente foi identificada a primeira defensina anidnica de anfibios,
PopuDef, purificada a partir da pele da rad arboricola Polypedates puerensis. Tal
peptideo apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias gram positivas e
negativas (WElI et al., 2015).

Peptideos anibnicos tém sido cada vez mais identificados em vertebrados,
invertebrados e plantas, e tornou-se claro que estes também sdo uma parte
integrante e importante do sistema imune inato (HARRIS; DENNISON; PHOENIX,
2009). Na hemolinfa da traca Galleria mellonella foi encontrado peptideos aniénicos
com residuos de Glu e Asp, auséncia de residuos de cisteina, histidina, arginina ou
triptofano. Estes peptideos sdo moderadamente ativos contra bactérias gram-
positivas e leveduras, in vitro (ZDYBICKA-BARABAS et al., 2012).

Alguns peptideos anibnicos sdo classificados como proteinas ligantes de
oxigénio, onde os primeiros componentes dessa classe foram isolados da hemolinfa
de artropodes e anelideos, e possuem atividade antimicrobiana (MARSHALL,;
ARENAS, 2003).

Estudos sobre o mecanismo de acdo dos peptideos anidnicos ainda séo
escassos na literatura, sendo ausente qualquer estudo relacionado a caracterizacéo

e atividade biologica de peptideos anibnicos presente na pegconha de escorpides.
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2.6 Agentes quelantes e uso terapéutico

Metais sado elementos utilizados para restabelecer a homeostasia do corpo,
quer por administracdo direta de metais essenciais (por exemplo: Ferro, Zinco,
Cobre, Sédio, Potassio, Calcio), ou por quelacdo dos metais em excesso ou toxicos
(por exemplo: Mercurio, Chumbo, Cadmio). Podem também ser utilizados como
veiculos para a entrega de moléculas direcionadas, ou ainda para a marcacao de
biomoléculas em diagndsticos (FLORA; PACHAURI, 2010).

Ha evidéncias consideraveis de que a perda da homeostasia de metais no
organismo € uma caracteristica chave de varias doencas neurodegenerativas e pode
ter um papel importante na iniciacdo e progressdo de desordens tais como
Alzheimer, Parkinson e distlrbios neuromotores, (WHITE; KANNINEN; CROUCH,
2015). Nesse contexto foi sugerido que a remocado do excesso de metais por
agentes quelantes poderia retardar a progressao da neurodegeneracao, melhorando
assim a funcéo da cognicéo e do cérebro e, consequentemente, a qualidade de vida.
Em muitas das doencas neurodegenerativas o ferro e o cobre tém sido identificados
como apresentando alguma desregulacdo do controle homeostatico cerebral
(WARD; DEXTER; CRICHTON, 2012).

O cobre (Cu) é um metal essencial que atua como cofator e/ou catalisador em
varios processos biolégicos, 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 importantes em reacdes do tipo redox, tais
como citocromo C oxidase (cadeia de transporte de elétrons mitocondrial),
superéxido dismutase (desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio) e lisil

oxidase (cross-linking de elastina e colageno) (ANTONIADES et al., 2013).

No organismo o Cu existe em ambos os estados de oxidagao, Cu oxidado (I1)
e Cu reduzido (). As propriedades quimicas que tornam o Cu biologicamente util
também podem potencialmente ocasionar efeitos toxicos, isto €, estresse oxidativo
induzido pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), além da
manifestacdo de duas desordens hereditarias, a doenca de Wilson e doenca de
Menkes (GUPTE; MUMPER, 2009).
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O estresse oxidativo gerado por elevados niveis de Cu esta correlacionado
com o aparecimento de cancer, sendo o Cu um fator de progndstico atil e um
marcador da capacidade de resposta a terapia (RIGIRACCIOLO et al., 2015).

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

Agentes quelantes de cobre tém demonstrado acdo para inibir a angiogenese
in vivo e in vitro, inclusive, diversos estudos em animais utilizam agentes quelantes
de cobre como agente antiangiogénico (GUPTE; MUMPER, 2009). Os ions de Ferro
(Fe) também participam de importantes eventos fisiolégicos, como o transporte de
oxigénio, metabolismo celular e desenvolvimento e diferenciagéo celular (TUSSING-
HUMPHREYS et al., 2012), porém também podem atuar como catalisadores, que
aumentam a geracao de radicais livres e subsequentemente iniciam as reacdes de
oxidacdo em cadeia (YOUSR; HOWELL, 2015).

Devido ao fato das células possuirem metais de transicdo, ocorre geracao de
um potente radical oxidante, hidroxila (HO*), em seu interior. No organismo humano,
0S metais de transicdo mais importantes para a ocorréncia dessa reacao sao Cu e
Fe. Assim, concentragdes elevadas destes metais essenciais podem ser prejudiciais.
A reacdo do Fe* com o H,0, (reacdo de Fenton) esta representada de maneira
simplificada a seguir (HUSAIN et al., 1987 apud BARREIROS; DAVID, 2006):

Fe* + H,0, > Fe*" + HO+ + HO™

Este grupo hidroxilo tem a capacidade de remover um atomo de hidrogénio
dos acidos graxos polinsaturados da membrana celular que, por sua vez, promove a
peroxidacao lipidica, resultando na acumulacdo de hidroperoxidos que destroem a
estrutura e funcdo da membrana (KOURY; DONANGELO, 2003).

A palavra “quelagdo” tem sua origem da palavra grega chele, que significa
garra de uma lagosta, a qual descreve o conceito de apego ou segurando com um
aperto forte. Sendo assim a terapia por quelacdo é uma importante ferramenta para

modificar as concentracdes de metais no corpo (FLORA; PACHAURI, 2010).
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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”. Agentes quelantes possuem atomos ligantes que
podem formar ambas as ligacdes covalentes ou uma covalente e uma coordenada
ou duas ligacbes coordenadas. Os principais &tomos que funcionam como ligantes
sao enxofre (S), nitrogénio (N) e oxigénio (O) (FLORA; PACHAURI, 2010).

A terapia de quelacdo € uma importante estratégia empregada para eliminar
0Ss metais pesados toxicos do organismo. Além disso, agentes quelantes sdo vitais
para restaurar os niveis fisiolégicos de metaloenzimas, particularmente, as
metaloproteinases de matriz, uma vez que sua atividade desregulada reflete em
condicBes tais como cancer e artrite debilitante (GONG et al., 2014; SHIAN et al.,
2003 apud NANJARAJ URS et al., 2015).

Agentes quelantes também séo utilizados para o tratamento de pacientes com
B-talassemia que necessitam de transfusdo sanguinea (CRISPONI et al., 2015),
Doenca de Wilson, caracterizada pelo excesso de Cu (RODRIGUEZ-CASTRO;
HEVIA-URRUTIA; STURNIOLO, 2015), tratamento de cancer (YU et al., 2012),
doenca fibrética e doencgas inflamatorias e autoimunes (BREWER, 2005), fazendo

com que moléculas quelantes destes metais sejam alvo de novas pesquisas.

Algumas drogas ja séo utilizadas para o tratamento da Doenca de Wilson,
como a D-penicilamina e Trientina, porém os efeitos adversos sdo frequentes diante
do seu uso. A nefrotoxicidade € um dos principais efeitos nocivos da terapia com D-
penicilamina, sendo muitas vezes precedida pela proteindria. Além do alto custo, a

Trientina é responsavel por agravar sintomas neurol6gicos nos pacientes em uso
(RODRIGUEZ-CASTRO; HEVIA-URRUTIA; STURNIOLO, 2015).

Em certos envenenamentos por serpentes comumente se observa a
ocorréncia de manifestacdes locais como hemorragia, evoluindo muitas vezes para
necrose, as quais sao induzidas por metaloproteinas. Em estudo recente, Nanjaraj et
al. (2015) avaliaram trés agentes quelantes de zinco com relagdo a acdo de inibir
atividades proteolitica, hemorragica e miotoxica da peconha da serpente Echis

carinatus, a fim de utilizad-los na pratica clinica como alternativa de primeiros
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socorros em particular para os danos do tecido local, inibindo a atuacdo de
metaloproteinas presente na pegonha.

A sequéncia de aminoacidos bem como o grau de hidrélise dos peptideos
interfere no desempenho da atividade quelante dos mesmos (YOUSR; HOWELL,
2015), e a constante de estabilidade do complexo depende da estrutura atdmica dos
metais quelados (FLORA; PACHAURI, 2010). A proporcédo de complexacéo 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 insoluveis,
gue sd80 menos acessiveis a agentes quelantes. Esta caracteristica torna-se
significativa em condicdes patoldgicas que levam a acidose ou alcalose (FLORA;
PACHAURI, 2010).

EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético), EGTA (acido Bis(2- aminoetil)
etilenoglicol-N,N,N’,N’-tetraacético) e o-fenantrolina s&o quelantes de metais
divalentes nao-especificos, e sdo muito eficazes na neutralizacdo da atividade de
metaloproteinas in vitro. No entanto, a sua ligacdo nao especifica a ions de metais
bivalentes fisiologicamente vitais, especialmente célcio, coloca um obstaculo ao seu
uso farmacoldgico (PEREANEZ et al., 2013 apud NANJARAJ et al. 2015).

E importante enfatizar que nas doencas neurodegenerativas ha um actmulo
local, e ndo sistémico, de ions metélicos, de modo que o agente quelante deve se
ligar seletivamente e remover o excesso de metal de uma regido especifica do
cérebro. Estudos anteriores mostraram que o tamanho molecular, assim como
hidrofobicidade eram importantes para determinar se o0 agente quelante iria
atravessar a barreira hemato-encefalica (WARD; DEXTER; CRICHTON, 2012).

Um dos principais problemas dos agentes quelantes em uso é o
direcionamento especifico dessas moléculas para determinadas regides, e a ligacdo
a nanoparticulas é a principal alternativa de veiculo para tais moléculas
atravessarem a barreira hemato-encefalica (HSU et al., 2006 apud WARD et al.,
2012).

A microplusina & um peptideo anidnico encontrado na hemolinfa e ovos do

carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Por espectrometria de

7z

massas verificou-se que este peptideo é um quelante de Fe?* e Cu®" nas razdes
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molares de 1:3 e 1:1, respectivamente. Além disso, estudos sobre o mecanismo de
acao da microplusina contra a bactéria gram-positiva Micrococcus luteus mostraram
que a capacidade quelante de cobre do peptideo esta intimamente relacionada a
sua atividade antimicrobiana. Supde-se que ao ligar o Cu?* do meio, a microplusina
diminua a disponibilidade deste metal para os micro-organismos (SILVA et al.,
2009). Até o presente momento, ndo ha descrito na literatura estudos de
caracterizacdo estrutural, bem como avaliacdo da atividade biologica de peptideos
anibnicos presentes na peconha de escorpides. Desta forma este é um trabalho

pioneiro.

Embora exista na atualidade uma variedade de agentes quelantes que podem
ser usados no tratamento de enfermidades derivadas do acumulo de metais, ainda
ndo hd 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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3.0 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho foi caracterizar estruturalmente e avaliar
possiveis atividades biologicas de um novo peptideo anidnico presente na peconha

do escorpido T. stigmurus.

3.2 Objetivos Especificos
- Obter a sequéncia de aminoacidos a partir na analise do cluster TSTI0012C e
adquirir o peptideo sintético;
- Buscar sequéncias homdlogas ao TanP, bem como inferéncias filogenéticas;
- Sugerir a estrutura tridimensional de TanP por meio de Modelagem Molecular e
refinar o modelo obtido por Dinamica Molecular;
- Avaliar a estrutura secundaria do TanP, por dicroismo circular;
- Identificar o potencial quelante do TanP com metais bivalentes, por
espectroscopia UV-visivel;
- Avaliar potencial biologico de TanP através de ensaios que estimem as

propriedades: antimicrobiana, citotdxica, antioxidante e imunomoduladora;
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4.0 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencédo do peptideo sintético

O peptideo sintético (TanP) liofilizado foi obtido comercialmente da empresa
particular GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, Brasil), com a pureza de, no
minimo, 90% e foi mantido a temperatura -20 °C até o momento do uso. A massa e a
pureza foram analisadas, respectivamente, por espectrometria de massa e

cromatografia liquida de alta performance, ambas realizadas pelo fabricante.

4.2 Caracterizacao Estrutural
4.2.1 Anélise por Bioinformética

A sequéncia primaria do TanP foi obtida a partir do transcriptoma da peconha
do escorpido T. stigmurus (Cluster TSTIOO12C) (ALMEIDA et al., 2012), utilizando a
ferramenta ORF-Finder (www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi). A presenca de
peptideo  sinal  foi predita  com o] programa SignalP 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (PETERSEN et al., 2011). A regidao de
clivagem do pré-peptideo foi avaliada utiizando o ProP 1.0 server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ProP/) e a massa molar e o ponto isoelétrico tedrico
deste  peptideo foram obtidos com o programa compute pl/Mw
(http://web.expasy.org/compute_pi/).

4.2.2 Busca por sequéncias homélogas

A procura por sequéncias homdélogas a sequéncia do TanP foi realizada
utilizando a plataforma online BLAST-NCBI (ALTSCHUL; LIPMAN, 1990), no modo
Blastp. Para tanto, o programa foi executado nos parametros padrdes. Foi realizado
um alinhamento global entre o TanP e as sequéncias obtidas na busca BLAST
utilizando o programa MAFFT (KATOH et al.,, 2002), e a partir do alinhamento foi
identificada a assinatura das sequéncias. Buscando identificar sequéncias com uma
homologia distante foi utilizado o PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST) e como
entrada para a procura, além da sequéncia do peptideo, foi utilizada também a
assinatura; [FDL]-D-[AL]-[LF]-[DE]-[DE]-[LM]-D-[DN]-[LA]-D-[LD]-[DE]-x(0,4)-D-[LFY]-
[LFY]-D-L-[ED]-P-A-D-[LFR]-[VIMG]-[LV]-[LI]-D-M-[WFL]-A-[ND]-[MLV]-[MLI]-[DEN]-
[SNDJ-[QSN]-D.
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4.2.3 Inferéncias Filogenéticas

A inferéncia filogenética foi realizada utilizando a ferramenta MEGAG6
(TAMURA, 2013). Nesta etapa foi utilizado o método de Méaxima Verossimilhanca
(do inglés, Maximum Likelihood — ML) e o modelo LG (FELSENSTEIN, 1992), com o
modelo de taxa de variacdo permitido para sitios evolutivamente invariaveis (+l,
16,8851% dos sitios). O método ML é especialmente preciso para construcao de
filogenias moleculares (GUINDON; GASCUEL, 2003) e baseia-se em modelos

evolutivos de substituicdo de nucleotideos ou aminocidos.

A analise envolveu 16 sequéncias de peptideos anibnicos de diferentes
escorpides, e todos os sitios do alinhamento, 0s quais possuiam gaps ou missing
data foram eliminados da andlise. A arvore consenso foi obtida a partir de 1000
replicatas de bootstrap (HILLIS; BULL, 1993). As arvores iniciais utilizadas para
busca por heuristica foram obtidas automaticamente por meio da aplicacdo dos
algoritmos Neighbor-Join e BioNJ. A topologia da arvore foi exportada no formato

Neweck e entdo visualizada no programa FigTree v.1.4.2 (RAMBOUT, 2012).
4.2.4 Modelagem Molecular ab initio

A estrutura tridimensional do TanP foi predita por modelagem ab initio, a qual
se baseia em uma analise conformacional que depende do ambiente estrutural e é
guiada por uma funcdo de energia, partindo da estrutura primaria da proteina
(SANTOS FILHO; BICCA DE ALENCASTRO, 2003). No presente trabalho, a
sequéncia no formato FASTA do peptideo maduro foi submetida ao programa AIDA
(http://ffas.burnham.org/AIDA/) (XU et al., 2014) e servidor Robetta
(http://robetta.bakerlab.org/).

Os modelos gerados foram validados utilizando o Programa MolProbity
(http://molprobity.biochem.duke.edu/). Os arquivos PDB foram visualizados utilizando
software USFC Chimera versdao 1.10. O melhor modelo gerado foi submetido ao
refinamento, por dindmica molecular.

4.2.5 Refinamento do modelo por Dinamica Molecular

As simulagdes de dinamica molecular foram realizadas utilizando o programa
GROMACS 4.6.5 (VAN DER SPOEL et al.,, 2005). O modelo tridimensional do
peptideo, obtido por ab initio, foi simulado juntamente com 10 fons cobre (Cu®"), em
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uma caixa ctbica virtual de dimensdes de volume 125 nm?, para neutralizar a carga
total do sistema e obter as condigbes de 1 bar e 310 K. A topologia da proteina foi
criada com o programa pdb2gmx e escolhido o campo de forca CHARMM27
(LINDAHL et al., 2010). O modelo de agua empregado foi o TIP3P (NAMBA; DA
SILVA; DA SILVA, 2008). As interacdes de longa distancia foram truncadas em 10 A
e as forcas eletrostaticas, além do raio de corte, foram tratadas com o PME (Particle
Mesh Ewald) (DARDEN et al., 1999). A energia do sistema foi minimizada com o
algoritmo steepest descent seguido do algoritmo de gradientes conjugados. As
posi¢cdes das moléculas de solvente e ions foram equilibradas com simulacdes de
0,8 us primeiro a volume constante e seguida de simulagdo NPT de tempo suficiente
para trazer a pressao do sistema para 1 bar. As duas etapas mencionadas foram
realizadas com a proteina restringida para evitar artefatos na estrutura. Apds o
sistema estar equilibrado, foram realizadas simulagdes com a proteina ndo contida
para permitir a acomodacdo dos fons Cu®* e refinamento da estrutura estimada por
ab initio. O Desvio da Raiz Média Quadratica (RMSD, do inglés Root Mean Square
Deviation), Flutuacdo da Raiz Média Quadratica (RMSF, do inglés Root Mean
Square Fluctuation) e raio de giro do peptideo foram calculados para avaliar a
estabilidade estrutural do modelo. O sistema foi considerado em equilibrio quando o
valor de RMSD estabilizasse, ndo havendo assim mudancas significativas na

estrutura.

A aproximacdo dos fons Cu®* aos sitios de ligacdo foi avaliada pelas
distancias dos ions as por¢des anibnicas do peptideo, no caso especifico, carbonos
carboxilicos de Asp, Glu e por¢cdo C-terminal. Foi considerado que um processo de
quelacdo ocorrera pela persisténcia da interacdo de determinados ions a partir do

momento da aproximacao efetiva.
4.2.6 Dicroismo Circular (CD - circular dichroism)

Para a avaliacdo da estrutura secundaria do TanP, os espectros de CD foram
medidos utilizando-se um espectropolarimetro JASCO J-810 (Jasco, Jap&o)
pertencente ao Laborat6rio de Biotecnologia Molecular | do Instituto Butantan. Os
experimentos ocorreram a temperatura de 25 °C, mantida através de um sistema do
tipo Peltier e utilizou-se uma cubeta de quartzo com 0,1 cm de caminho 6ptico. Os

espectros foram coletados entre os comprimentos de onda de 190 a 260 nm,
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velocidade de 50 nm.min?, em intervalos de 0,1 nm, com 5 leituras acumuladas

para se obter uma média entre 0s espectros.

As andlises foram realizadas com o peptideo na concentracéo de 0,3 mg/mL,
num volume final na cubeta de 150 pL. O comportamento estrutural do TanP foi
avaliado nos seguintes meios: agua ultrapura, 2, 2, 2-Trifluoroethanol (TFE) 20%,
30%, 40%, 50%, 60% e 70% (v/v), Tampédo Fosfato de Potassio 200 mM pH 7,4 e
Dodecil sulfato de s6dio (SDS) 20 mM.

Todos os espectros de CD foram corrigidos pela subtracdo do branco, e em
seguida suavizados utilizando o programa Spectra Analysis. Os resultados dos
espectros foram apresentados graficamente em funcdo do comprimento de onda
como elipticidade molar por residuo [6] em degree.cm2.dmol™. O perfil percentual do
tipo de estrutura secundaria (a-hélice, 3-folha ou randémica) do TanP foi feito a partir
dos espectros de UV-distante usando uma média dos resultados encontrados nos
algoritmos SELCON3, CONTIN e CDSSTR, pela plataforma online Dicroweb
(WALLACE; LEES; ORRY, 2003; WHITMORE; WALLACE, 2004).

4.2.6.1 Estabilidade Estrutural em Funcao do pH

O TanP teve o perfil estrutural avaliado de acordo com a variacdo do pH do
meio, para tanto utilizou-se um sistema tamponante de &cido citrico 0,1 M e fosfato
de sédio 0,2 M (pH 3,0 - 7,4) e tampao de acido borico 0,2 M e borato de sédio 0,05
M (pH 8,0 - 9,0) (RUSSELL et al., 2012). Nesta andlise o volume final da cubeta foi
150 pL, estando o peptideo na concentracdo de 0,3 mg/mL e mantida a
concentracdo de 50% TFE. Os espectros foram coletados entre os comprimentos
de onda de 190 a 260 nm. As demais condicOes de geracdo dos espectros, bem
como tratamento de dados e obtencdo dos percentuais de estrutura secundaria, se

deram como descrito no item anterior.
4.2.6.2 Estabilidade Estrutural em Funcdo da Temperatura

Para o comportamento estrutural do TanP em funcdo da variagcdo de
temperatura, inicialmente, a amostra foi submetida a um aumento de temperatura (2
— 98 °C) seguido de resfriamento até a temperatura inicial do experimento, com 0s

espectros coletados no comprimento de onda fixo de 222 nm. Destaca-se que foram
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coletados espectros com varredura de 190 a 260 nm antes e ap0s 0 processo de

aguecimento e arrefecimento da amostra.

Um segundo experimento foi realizado, também em comprimento de onda fixo
de 222 nm. Nesta situacdo a amostra foi aquecida (2 — 98 °C) seguido de
resfriamento até a temperatura inicial, e a cada 5 °C foram coletados espectros com

varredura de 190 a 260 nm, sendo a primeira coleta em 5 °C e a ultima em 95 °C.

Para ambas as situacdes, o volume final da cubeta foi 300 L, a concentracéo
do TanP foi 0,3 mg/mL, sendo mantida a concentracdo de 50% TFE e pH 3,0 do

meio.

As demais condi¢cdes de geracdo dos espectros, bem como tratamento de
dados e obtencdo dos percentuais de estrutura secundaria se deram como descrito

anteriormente.
4.2.6.3 Ligacao de Metais

Na tentativa de avaliar a mudanca conformacional do TanP em virtude de sua
ligacdo a metais bivalentes, realizou-se um ensaio de CD mediante titulacbes
seriadas e crescentes de solucdo do sal CuCl;2H,0 a solugdo aquosa inicial de
TanP (0,3 mg/mL).

Solugcbes estoques de CuCl,2H,O foram preparadas, de modo que
microvolumes destas solucfes fossem adicionados a cubeta variando a
concentracdo de fons Cu®* de 0 pM a 372,7 uM. A medida que eram adicionados
volumes de solucdo CuCl,;2H,0, a concentracdo do peptideo era ajustada com
adicao de pequenos volumes de uma solucao de TanP (0,6 mg/mL — 103,08 uM), de
modo que ao final houve uma minima variacdo da concentracdo do peptideo, sendo
esta de 51,89 uM a 56,96 uM.

As demais condi¢cOes de geracdo dos espectros, bem como tratamento de
dados e obtencéo dos percentuais de estrutura secundéaria se deram como descrito

anteriormente.

4.3 Atividades Biologicas avaliadas in vitro
4.3.1 Ensaio de Reatividade do TanP com Cobre (Il)
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Uma vez que o TanP é rico em carboxilatos (COQO") provenientes dos Asp e
Glu que compdem sua sequéncia primaria, imaginou-se que tais grupamentos
seriam provaveis sitios de interacdo do peptideo com metais bivalentes. Desta
forma, para elucidar uma possivel atividade quelante de metais, realizou-se um

ensaio de reatividade do TanP com ions Cu?*.

O experimento foi realizado no Laboratorio de Quimica de Coordenacéo e
Polimeros (LQCPol) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

Foi preparada uma solucdo estoque aquosa do TanP 2 mg/mL (343,6 uM).
Para um primeiro experimento, diluiu-se a solu¢do do peptideo 343,6 UM para 2,11
UM, sendo esta adicionada a cubeta de quartzo de 1 mL. Duas solucdes de
CuCl,.6H,0, com concentracées de 333,2 e 1,68 x 10* pM foram preparadas. Em
seguida foram adicionados microlitros das solu¢des de CuCl,.6H,O diretamente a
cubeta, de modo a variar a concentragéo de fons Cu?* de 0 uM a 198,4 uM.

Para um segundo experimento, diluiu-se a solucdo do peptideo de 343,6 uM
para 23,6 UM. Preparou-se duas solu¢cdes de CuCl,.6H,0O, com concentracfes de
5000 e 1000 puM. Adicionou-se microlitros das solucfes de CuCl,.6H,0 a solucao do
peptideo (23,6 pM), variando a concentracdo de fons Cu®*, na cubeta, de 0 a 123,0
MM. Os espectros eletronicos foram obtidos em espectrofotdmetro Agilent modelo
8453 UV-visible Spectroscopy System, com detector DAD.

Ap6s obter o grafico da absorbancia em funcéo da concentracdo de Cu?" foi
feita a extrapolacédo das retas. Para isso igualaram-se os valores de y de cada uma
das equacbes das retas, obtendo-se assim o valor de X, correspondente a

concentracdo de Cu?* na amostra.
4.3.2 Triagem de atividade antimicrobiana
4.3.2.1 Micro-organismos

O potencial antimicrobiano do TanP foi avaliado contra cepas gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Listeria monocytogenes ATCC 15313, Enterococcus faecalis ATCC 29212), e gram-
negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella typhimurium ATCC 14028) e leveduras (Candida albicans ATCC 90028)
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obtidas do Laboratério de Microbiologia da UFRN. As cepas microbianas foram
mantidas em agar nutriente (Himedia) a 4 °C e em micangas a -80 °C.

4.3.2.2 Preparo do indculo

A partir de uma cultura de 24 horas de bactérias previamente semeadas em
agar Mdller Hinton e de levedura em agar Sabouraud, obteve-se um inéculo

microbiano com diluicdo de 1:1000 em salina estéril, correspondente a 10° UFC/mL.
4.3.2.3 Avaliacédo do potencial antimicrobiano

A presenca de atividade antimicrobiana (antibacteriana e antifingica) do TanP
foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo. Em uma placa de 96 pocos,
foram adicionados em cada pogo 25 pL de caldo Miuller Hinton (4 vezes
concentrado), 25 uL da solugdo do peptideo (343,6 uM) e 50 uL da suspensao do
micro-organismo. Foram utilizados como controles a cepa microbiana (controle
positivo), o peptideo (controle do peptideo), o solvente (controle do solvente) e meio
de cultura isento de peptideo e micro-organismo (controle de esterilidade). Apos
colocar todas as amostras na placa, esta foi incubada a 37 °C por 24 horas sob

agitacdo a 160 rpm (dados da incubadora).

O crescimento dos microorganismos foi avaliado por medida de absorbancia
no comprimento de onda de 595 nm, utilizando o Leitor de ELISA Epochn, nos

temposde O h,2h,4h, 6 h, 12 h e 24 h. O experimento foi realizado em duplicata.
4.3.3 Ensaio de Proliferacdo Celular (Ensaio do MTT)

Os experimentos de proliferacdo celular, quantificacdo de Oxido nitrico e
sequestro de radicais livres foram realizados no Laboratério de Biotecnologia de
Polimeros Naturais — BIOPOL, na UFRN.

Para este ensaio foram utilizadas células normais: macréfagos murinicos
(RAW 264.7) e células de rim canino (MDCK); e linhagens de células de carcinoma
renal (786-0).

As células normais foram cultivadas anteriormente em meio Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM) e as células tumorais em meio Roswell Park Memorial

Institute (RPMI) utilizando garrafas de cultivo celular.
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Para analisar a taxa de proliferacdo celular, as células foram tratadas em
cultura com diferentes concentragdes das amostras do TanP, previamente
solubilizado em meio de cultura DMEM, acrescido de 10% de Soro Bovino Fetal
(SBF) e avaliadas pelo método colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-
diphenil tetrazolium bromide) (MOSMANN, 1983). Tal metodologia avalia a atividade
metabdlica das células, quantificando a redugdo metabdlica do MTT por
desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH, resultando na producdo de
cristais de formazan, de coloracéo purpura, no interior das células. Estes podem ser

observados ao microscopio ou extraidos e dissolvidos com solventes orgéanicos.

Neste experimento foi utilizada uma placa estéril de 96 pocos para cada tipo
de linhagem celular. No primeiro dia, aproximadamente 5 x 10° células foram
colocadas em cada poco de sua respectiva placa para um volume final de 100
puL/poco de meio de cultivo suplementado com 10% de SBF. Apdés plaqueamento, as
placas foram incubadas por 24 horas nas condicbes de 37 °C e 5% de CO..
Passado o periodo, o meio foi removido e as células, agora aderidas, foram
carenciadas com meio sem SBF e incubadas por mais 24 horas nas mesmas

condicoes.

Posteriormente, o meio foi aspirado e as células estimuladas a sair de Gq pelo
acréscimo de meio com SBF 10% na presenca das amostras do TanP, cujas
concentracbes testadas foram 5, 15, 30 e 50 uM, bem como na auséncia de
peptideo (controle negativo). As placas foram incubadas por mais 24 horas nas
mesmas condicdes citadas anteriormente. Por fim, na auséncia de luz, 100 pyL de
MTT (5 mg/mL) foram adicionados em cada poco. A placa foi novamente incubada
por mais 4 horas. ApOs este periodo, o meio foi aspirado novamente, sendo entédo
adicionados 100 pL de Alcool Etilico PA para dissolver os cristais de formazan
precipitados. Os resultados foram avaliados por medida de absorbancia no
comprimento de onda de 570 nm, utilizando o Leitor de Elisa Epochn. O ensaio foi

realizado em triplicata e a taxa de proliferacao foi calculada pela seguinte equacéo:

_ . Abs amostra
Proliferacio celular (%) = Abs controle negativo * 100

Onde Abs corresponde ao valor da absorbancia.
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4.3.4 Quantificacdo de Oxido Nitrico (NO) em meio de cultura
celular pelo método de Griess

A producdo de NO por macrofagos, in vitro, foi determinada pelo método de
Griess (GREEN et al., 1982), o qual avaliou a presenca de nitrito no sobrenadante

da cultura das células.

Em uma placa estéril de 24 pocos foram adicionadas cerca de 3 x10° células
RAW 264.7, em meio DMEM acrescido de 10% de SBF, para um volume final de
500 pL/poco. As placas foram incubadas por 24 horas em uma incubadora
umidificada com ambiente interno a temperatura de 37 °C contendo 5% de CO..
Transcorrido esse periodo, as células foram submetidas a etapa de carenciamento,
onde o meio foi retirado e adicionado 500 pL/poco de meio sem SBF. Apo6s 24 horas
de incubacdo, nas mesmas condicdes ja citadas, o meio foi removido, e as células
foram tratadas da seguinte forma: apenas na presenca do agente indutor de
resposta imunolégica (2 pg/mL de LPS, lipopolissacarideo bacteriano) (controle
positivo), com TanP (5, 15, 30 e 50 uM) e LPS (2 pg/mL), apenas TanP (5, 15,30 e
50 uM), e sem tratamento (controle negativo). Sendo o volume final de cada poco de
500 pL. Para todos os casos TanP foi previamente dissolvido em dissolvido em meio
DMEM acrescido de 10% de SBF. O LPS fora dissolvido em meio DMEM.

As placas foram incubadas por 24 horas, nas mesmas condi¢cdes citadas e
apos esse periodo, foram transferidos 100 pL do sobrenadante de cada poco para
uma placa estéril de 96 pocos, somado a 100 puL do reagente de Griess (Sigma-
Aldrich, Inc. FLUKA). Ap6s 10 minutos, a temperatura ambiente, as leituras de
absorbancia foram realizadas em 540 nm utilizando o Leitor de Elisa Epochn. A
guantidade de nitrito foi calculada a partir da equacéo da curva padrédo de nitrito de
sédio (1,25 a 20 pM).

4.3.5 Atividade de Sequestro de radicais livres (ASRL)

A fim de avaliar o possivel potencial antioxidante do TanP, uma vez que o fato
de ser um agente quelante de metal de transicdo Cu?* ja pode ser um indicativo de
tal atividade, foi realizado o ensaio de sequestro de radical 1-Diphenyl-2-picryl-
hydrazyl (DPPH).
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O método baseia-se na transferéncia de elétrons onde, por agdo de um
antioxidante, o DPPH (cor puarpura) é reduzido formando difenil-picril-hidrazina
(coloracédo amarela), com consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a
mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia (MENSOR et al., 2001).

A ASRL do TanP foi avaliada em concentracdes variando de 1,05, a 50 pM.
Um controle negativo foi feito utilizando etanol e DPPH (150 puM). O controle positivo
consistiu numa solucdo padrédo de acido ascorbico 500 pug/mL e DPPH (150 uM).
Como branco foi utilizado amostras do TanP acrescidas de etanol. As amostras
foram colocadas ao abrigo da luz, em temperatura ambiente, por 30 minutos, e
procedeu-se a leitura no espectrofotometro a 517 nm. O ensaio foi realizado em

triplicata.

A ASRL foi calculada a partir da seguinte equacdo (TORRES-FUENTES et
al., 2015):

(Abs Controle Negativo — Abs TanP)
- ) * 100
Abs Controle Negativo

ASRL (%) = (
Onde:
Abs TanP é a absorbancia do TanP + DPPH,;
Abs controle Negativo € a absorbancia do DPPH + Etanol;

4.4 Anélise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata sendo a andlise estatistica
realizadas utilizado o ANOVA one way seguido do teste de Turkey com

comparacdes multiplas utilizando o software GraphPad Prism (EUA).

5.0 Resultados e Discussao

5.1 Andlise de Bioinforméatica

A traducédo do cluster TSTIO012C determinado pelo programa ORF-Finder e
Expasy resultou numa sequéncia de 74 residuos de aminoacidos (Figura 7). O sitio

de clivagem foi predito entre a posicéo 24 — 25 (TEA-YP). Nao foi identificado regido
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de pro-peptideo, nem dominios conservados. O peptideo maduro contém 50
residuos de aminoacidos, massa molar teérica de 5,815 kDa e o ponto isoelétrico
de 2,75.

Trata-se de uma sequéncia rica em residuos de Asp, livre de cisteinas, sem
ligacdes dissulfeto, e com carga liquida igual a -20, caracterizando-0 assim como um

peptideo anibnico.

Figura 7- Sequéncia do peptideo aniénico do T. stigmurus obtida a partir da tradugcédo do cDNA
TSTI0012C utilizando programa ORF-Finder. Em itdlico o peptideo sinal. Em negrito e sublinhado o

peptideo maduro. Em amarelo os residuos acidos e em rosa os residuos hidrofébicos.

MVSKSLIVLLLVSVLVSTF FTTEAYP.SIDDDID-DDIDDIDIDD-DIEPlD-

D N DSQODEEDEE

Fonte: Dados obtidos e analisados

O precursor do BmKa2, peptideo anibnico identificado em B. martensii, é
composto por um peptideo sinal de 24 residuos e uma sequéncia madura sem
nenhum pro-peptideo (ZENG; CORZO; HAHIN, 2005), assim como o TanP
identificado neste trabalho, porém ambos diferem na carga liquida total, uma vez
que o BmKaz2 possui carga de -13. Peptideos anibnicos identificados em T. costatus
possuem carga liquida semelhante, variando de -19 a -20 (DIEGO-GARCIA et al.,
2005b). O fato de serem escorpides de mesmo género pode contribuir para

semelhanca dos peptideos.

A sequéncia do TanP analisada no blastp apresentou similaridade com
peptideos anidnicos de outros escorpides, anteriormente identificados, como mostra

o alinhamento a seguir (Figura 8):
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Figura 8- Alinhamento do TanP com peptideos aniénicos de escorpifes. Alinhamento da
sequéncia madura do peptideo aniénico de T. stigmurus com sequéncias conhecidas de peptideos
aniénicos de outras espécies de escorpides pelo MAFFT. Na primeira coluna estdo os cédigos do
Uniprot de cada peptideo, seguido da espécie. A Ultima coluna corresponde a identidade das
sequéncias em relacéo ao TanP.

A CLCRN P S D D)) Y0 A LD D LD D LD LD DNND | . [EPADINVL LD MWARNMHD SHID F ERD ¥ -
31735 T. serrulatus Y PAISEREERS 0 DIISEI O ALRD DL D DL DL DDNED [ EE [EPADNVLLOMWARINMLD S[DF ERIDF E} 98 %
C9X411 T. discrepans [YPASEEEERED DPISEEDALED DL D DLDLDD[MND | R EPADMVLLDMWARNMLD SPIDFEDIDF E 9 %
Q5G8B1 T. costatus Y P ASEREERID DDASEIDA LD DL D DD L DDINND [ EEEE [EPAD[NVLLDMWARINML D SWIDF ERD F E] 96 %
Q8NON8 . bathiensis Y PAISEREERI0 DDISSO ALRD DL D DL DL DDIMND [ EEEE [EPADMVLLOMWARINMLD SODF ERDF E] 96 %
AIX87588.1 A. bicolor-1 [Y PSS D NNV DA LBIE ELDNLDLDDREED [ SR [EPAD@VLLDM 69 %
POCI96 L. mucronatus NS - - - - LN F D [ DY:NN - DRISDIYSNNED - YRR - - - - - [EPAD[RVLLDMWARISML ENBDF EPID F E] 74%
AHZ63125.1 M. gibbosus Y P ASEEEEID [0 ALRE ELDNLDLDDAED | EEE [EPAD@VLLDHWARNIL ENSDFDDIDF E Y AR
TIDMT? L. buchari YPAAREEENIF DIISVIND ALBIEDMD DL DL DD L B [EPADIRVLLDMWARINML ENSIOF EPID F E] 72%
BSXHS3 B. occitanis israelis ID NNV DA LIE ELDONLDLDDYNEED [ B [EPADIQVLLOMWARINIL ESBDFDIIDF E} 68 %
AIX87582.1 A. bicolor-2 Y P ASEREIID NNEVE DA LRIE ELDONLDLDDNEED [ B [EPADIGVLLDMWARINML ESHDFDIDF E] 1%
Q8NONS M. martensii Y P AISEREII O NSO ALRIE E'L D NILDLDDNID [ EEEE [EPAD[JVLLDMWARNML ESHD F DDA 66 %
ABR21065.1 M.eupeus ~  NMlA- - - - - I D NAVIS DA LIIEDLDNE DL DDNEAD [ S [0 F VANRENTEY - NGNES SREEND L E 66 %
T1DPB2 L. vescus ““MDFDL“FY ““““ LNSD 69 %
T1DPAL C. squama YA A 50D MEIIDD S LEIDMF QDY RIIAD - DN S FBNN - - - D F DNEYY) L EAASDIGNGAD L [NESERL S 47 %
T1DEK2 U Fspicatiis M0 A S - - ADIID L S FPID[MF SBIF BIIAD - DY FRNMD S F D L PNASIIR G RN L A0 VNG - -[L S 0%
ACD11759.1 I. maculatus MEYI. EODFRILDALDPILDD LDWMENF YD L[HP ADINV L LDMWABRML ENSPIFEDDF E 1%

Fonte: Dados obtidos e analisados

Peptideos aniénicos foram identificados em diversos estudos transcriptdmicos
de peconhas de escorpides (ALVARENGA et al., 2012; DIEGO-GARCIA et al.,
2005b; OLIVEIRA et al., 2015), sendo classificados como PSPDs, e com sua
sequéncia bastante distinta dos demais peptideos livres de cisteinas, sugerindo que
trata-se de um possivel subgrupo de PSPDs e com funcdes diferentes das ja
citadas.

Através do alinhamento global (Figura 8), observa-se conservacao entre as
sequéncias independente do género do escorpido, podendo inferir que tais
peptideos sdo moléculas essenciais a composicdo da peconha, uma vez que suas

caracteristicas padrées sao mantidas ao longo da evolucéo.

Com relacdo a identidade entre as sequéncias (Figura 8), o TanP apresentou
maior similaridade com o peptideo anibnico de T. serrulatus, com 98% de
identidade, seguido do T.discrepans, T. bahiensis e T. costatus com 96%. Os
menores indices de similaridade entre as sequéncias foram em relacdo aos
escorpides Urodacus manicatus e Cercophonius squama com 40% e 47% de
identidade, respectivamente. Ambos 0s escorpides pertencem a familia

Scorpionidae, o que pode justificar a menor similaridade.

A conservacao dos residuos de acido aspartico (D) e acido glutamico (E),

bem como residuos hidrofébicos, como Leucina (L), Alanina (A) e Tirosina (Y)
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podem indicar que tais aminoacidos sdo essenciais a estrutura e atividade do
peptideo, além de lhes conferir as caracteristicas anidnica e hidrofébica. Percebe-se
que as substituicbes que ocorrem sdo por aminoacidos de mesma caracteristica
guimica. A auséncia de residuos basicos pode refletir no enovelamento do peptideo,
uma vez que 0 excesso de carga negativa proveniente de D e E impede a formacao
de pontes salinas ou intera¢des i6nicas, que compdem a estrutura terciaria de uma

proteina ou peptideo.

A importancia da caracterizacado dos PSPDs é sustentada por sua diversidade
bioldgica e estrutural associada a multiplicidade de seus potenciais efeitos sobre os
alvos (QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2015). Diversas funcdes bioldgicas ja foram
determinadas para os PSPDs encontrados em varias espécies de escorpides, como
antimicrobiana, hemolitica, anticancerigena, anti-inflamatéria, imunomoduladora e
atividades de potenciacdo da bradicinina, além de atividades multifuncionais
(ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014).

5.2 Analise Filogenética

Para inferir as relacdes filogenéticas entre os peptideos anidnicos das
peconhas de escorpifes, uma arvore filogenética contendo 16 espécies distintas
(Figura 9) foi construida utilizando o método de méaxima verossimilhanca
(FELSENSTEIN, 1992) e com o modelo LG. Esta analise foi realizada com o arquivo

de sequéncias de aminoacidos alinhados pelo MAFFT.
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Figura 9- Dendograma entre TanP e demais peptideos anidnicos de diversas espécies de
escorpido. Obtido pelo método de Maxima Verossimilhanca e o modelo LG. Aplicagao dos algoritmos

Neighbor-Join e BioNJ. Visualizag&o no programa FigTree v.1.4.2.
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Fonte: Dados obtidos e analisados

A topologia do dendrograma (Figura 9) ilustra que o peptideo aniénico de T.
stigmurus agrupou-se nos Mesmos ramos que 0s peptideos das outras espécies
pertencentes ao género Tityus 0s quais sdo separados por uma dicotomia dos
peptideos do género Lychas. Outro ramo da arvore filogenética € composto por
individuos da ordem Mesubuthus, Androctonus e Buthus. E como outgroup foram

observadas as sequéncias oriundas de espécies pertencentes a familia

Scorpionidae.

A organizacdo dos géneros dentro da arvore filogenética estd em
concordancia com o que foi descrito por SHARMA et al., (2015), que realizou a
filogenia de 25 espécies distintas de escorpides utilizando uma compilacédo de dados
transcriptbmicos, e observou que as espécies pertencentes ao género Tityus,
conhecidos como Buthidae do Novo Mundo, se agrupavam mais proximamente dos

Lychas e Isometrus, ambos encontrados na Asia, do que com os transcritos de
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Mesobuthus e Androctonus. Os dados também sdo consistentes com os achados de
FET et al., (2003) o qual realizou a primeira filogenia do grupo Buthidae baseando-

se em sequéncias de rRNA 16S.
5.3 Modelagem ab initio e dinamica molecular

Os métodos ab initio baseiam-se no fato de que a estrutura nativa de uma
proteina corresponde ao minimo global de sua energia livre e assim conseguem
prever novas formas de enovelamento, pois, ndo estdo limitados a proteinas que
possuem sua estrutura ja conhecida como na modelagem comparativa por
homologia e no alinhamento (ROCHA, 2014).

A modelagem ab initio foi escolhida diante da inviabilidade da técnica por
homologia, uma vez que nao havia templates disponiveis no PDB (Protein Data
Bank) que fossem homdélogos ao peptideo em estudo.

Obteve-se um modelo a partir do AIDA (Figura 10) e cinco modelos a partir do
Robetta (Figura 11).

Figura 10 — Modelo tridimensional do TanP obtidos pelo AIDA. O modelo foi visualizado usando o

software UCSF Chimera. Em amarelo os residuos acidos.

Fonte: dados obtidos e analisados
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Figura 11 — Modelos tridimensionais do TanP obtidos pelo Robetta. O modelo foi visualizado

usando o software UCSF Chimera. Em amarelo os residuos acidos.

Fonte: Dados obtidos e analisados.

Os modelos obtidos apresentaram conformacdo randémica e em a-hélice.
Verifica-se que os residuos acidos (amarelo) estdo voltados para a regido de contato
com o solvente do meio.

A predicéo da estrutura secundéria do peptideo aniébnico BmKaz2, de carater
anfipatico, apresentado por Zeng et al. (2004), utilizando software on-line, sugere a
presenca de trés regibes randdmicas separadas por dois dominios a-hélices e
auséncia de B-folhas. Tais caracteristicas se assemelham ao TanP, pois sua
modelagem molecular também nao apresentou regides com -folhas.

O modelo obtido pelo AIDA (Figura 10) apresentou Molprobity score de 2,54,
enquanto para os demais modelos (robetta) o score foi 1,65. Adicionalmente, foi
avaliado informacgdes sobre a qualidade estrutural do modelo com base no diagrama
de Ramachandran. A analise indicou cerca de 90 a 100% dos residuos em regides
favoraveis para todos os modelos avaliados. O modelo obtido pelo AIDA foi utilizado

para refinamento e anélise de ligacdo com fons Cu®", através da dinamica molecular
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(DM). Trata-se de um modelo mais flexivel, tendo maior possibilidade de
enovelamento. Dados experimentais (dicroismo circular) foram determinantes na

escolha do modelo para DM.

A Figura 12 apresenta a estrutura tridimensional do peptideo obtida apds 0,8
us de simulacdo, com os fons Cu®* complexados. Verificou-se que os fons se
ligaram apenas aos residuos acidos do peptideo, especificamente aos grupamentos
COO" presentes nas cadeias laterais dos aminoacidos Asp e Glu. Os grupos
carboxilicos sé@o considerados sitios de alta afinidade para ligagdo de metais,
através de interacdes eletrostéticas e ibnicas com cobre (ZHU et al., 2008). Dos 10
Cu?* disponiveis, 5 foram complexados pelo TanP, conferindo uma raz&o molar de
quelacdo de 1 : 5 (peptideo : Cu®"). Ao final da simulacéo, TanP sofreu alteracdo
conformacional, apresentando uma estrutura com duas B-folhas (em amarelo) e uma

porcao de a-hélice (em vermelho).

Figura 12- Ligacdo de ions Cu?" ao TanP. Os metais Cu* (em laranja) interagem diretamente com
0s grupos carboxilatos presentes na cadeia lateral de Asp e Glu. O modelo foi visualizado usando o
software UCSF Chimera.

Fonte: Dados obtidos e analisados.
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A Figura 13 apresenta graficamente as distancias de cada metal ao
grupamento COO™ de Asp e Glu, bem como da por¢éo c-terminal durante o periodo
da simulacdo. Quando a distancia torna-se constante em funcdo do tempo, até o
final da simulacdo, tem-se evidenciado uma situacdo de quelacdo do peptideo ao
fon Cu®*, como observado em 13a, 13b, 13c, 13d, 13e, 13h, 13i, 13I, 13n e 13q.

E importante notar que alguns jons ndo obrigatoriamente foram complexados
por apenas um residuo de aminoacido (Figura 13a), sendo quelados por dois ou
mais diferentes residuos (Figuras 13b e 13c, 13d e 13e, 13h e 13i, 131 13m e 13q) e
essa condicdo pode ter favorecido o enovelamento do peptideo, uma vez que sua

conformacao estrutural modificou.

Figura 13- Pontos de Quelacdo dos ions Cu? no TanP detectados pela andlise de distadncia em
funcéo do tempo.
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Em estudo anterior apresentado por Silva e colaboradores (2009), foi visto
que o peptideo aniénico microplusina complexava ions cobre através dos residuos
de histidinas presente na regido N-terminal e C-terminal, dados esses que diferem
dos apresentados neste trabalho, em que os residuos acidos que foram

responsaveis pela complexacéo.

A estabilidade da estrutura gerada na simulacdo foi avaliada pelo RMSD
(Figura 14). O valor médio do RMSD e seu respectivo desvio padrdo foi 1,214 +

0,027 nm. O pequeno desvio padrao é caracteristico de uma estrutura equilibrada.

Figura 14- RMSD em func&o do tempo para TanP
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Fonte: Dados obtidos e analisados

O valor de RMSD representa a variacdo da posicao do peptideo ao longo da
dindmica, em relagdo a sua posi¢cdo no primeiro ns de simulacdo. Como pode ser
percebido, a partir de 400ns o peptideo apresenta certa estabilidade no valor de
RMSD.

Para avaliar a variacao da posicado de cada residuo de aminoacido durante a
DM obtivemos o grafico do RMSF (Figura 15). Foi observado que a porcédo C-
terminal ndo tem estrutura bem definida, uma vez que apresentou valor de RMSF

elevado quando comparada aos demais residuos do peptideo.
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O raio de giro calcula o raio de rotacdo de um grupo de atomos e os raios de
rotacdo do peptideo sobre os eixos X, Y e Z, em funcdo do tempo. Na Figura 16

observa-se que no inicio da simulacao o raio de giro € maior e que ha uma reducéo

Fonte: Dados obtidos e analisados
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do mesmo ao final da simulacdo. Desta forma podemos sugerir que houve

enovelamento do peptideo, diminuindo as interacdes da cadeia principal com o

solvente do meio.

Pode-se sugerir, também, que a presenca dos metais

complexados ao TanP influenciou no dobramento da molécula.
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Figura 16- Raio de Giro do TanP em funcé&o do tempo
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Fonte: Dados obtidos e analisados

5.4 Solubilizacdo do peptideo sintético

Para realizacdo dos experimentos de CD, ensaios in vitro (exceto com
células) e de complexacao de metais, foi necessario solubilizar o peptideo sintético.
Para tanto foram seguidas as recomendac¢fes contidas no manual da empresa
fabricante. As solucdes de peptideo foram preparadas na propor¢cdo de 1 mg do
peptideo sintético, em 1 mL de agua destilada e 10 pL de hidréxido de aménio
(NH4OH) 5%, sendo a concentracao final da base na solucéo de, aproximadamente,

0,05%. O peptideo foi insolivel em agua e solucéo salina.
5.5 Estrutura Secundéria do TanP predita por espectrometria CD

A fim de elucidar a provavel estrutura secundaria do TanP e o equilibrio entre
diferentes estados conformacionais do peptideo em um dado ambiente, ensaios de

CD foram realizados.

As proteinas e peptideos exibem uma absorcdo diferencial da luz
circularmente polarizada em virtude de dobramentos especificos que definem sua
estrutura secundaria, como a-hélices, p-folhas pregueadas e regides desordenadas
(randbémicas) (MICSONAI et al., 2015).
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Inicialmente foi avaliado o comportamento estrutural do TanP (51,54 uM) em
agua ultrapura, TFE 20% a 70% (v/v), Tampdo Fosfato de Sédio 200 mM pH 7,4 e
SDS 20 mM (Figura 17). Em todos os casos manteve-se a concentracao de NH,OH

de 0,0125% na cubeta, inclusive para o branco.

Em agua, tampao fosfato 200 mM e SDS 20 mM os espectros foram
similares, apresentando valores minimos em aproximadamente 195 nm, tipico de
estrutura randémica. A deconvolugcdo mostrou que nestes meios o TanP apresentou
menos que 10% de estrutura a-hélice, sendo o percentual de estrutura randémica

predominantemente, seguido de B-folha (Tabela 01).

Entretanto, na presenca de crescentes concentracdes de TFE, um solvente
lipofilico indutor de a-hélice (BUCK, 1998), a curva do sinal dicroico passou a adotar
um padrédo diferenciado, com formacao de picos positivos em aproximadamente 192
nm e vales negativos em 208 e 222 nm, caracteristicas tipicas de peptideos em
conformagéo a-hélice (BURCK et al., 2008; GREENFIELD, 2009). Tal perfil foi mais
representativo na presenca de TFE 50% (v/v). Foi observado um aumento de cerca
de 6 vezes do percentual de a-hélice quando comparado ao peptideo em meio

aguoso (Tabela 1).

Figura 17- Espectros de dicroismo circular do TanP em agua, Tampao fosfato 200 mM, SDS 20
mM e TFE 20 a 70%.
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Fonte: Dados obtidos e analisados.
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Tabela 1- Estrutura secundéaria do TanP em diferentes meios calculada por deconvolucéo dos
espectros CD. Os dados sdo expressos como a média + desvio padrdo do percentual de

estrutura secundaria obtido nos algoritmos CDSSTR, Selcon3 e Contin/LL.

Meio a- hélice (%) B-folha (%) Randdmica (%)
Agua 3,6+0,7 16,9 + 6,2 755+21
Tampé&o Fosfato 3,4+0,6 24,4+ 37 71,8+ 3,9
SDS 3,3+0,4 25,6 4,9 70,2+5,9
TFE 20% 9,0+2,8 25,6 £5,0 64,879
TFE 30% 185+1,2 21,6+4,0 59,1+4,0
TFE 40% 21,7104 19,7 £ 2,7 58,3+2)9
TFE 50% 21,1+0,1 20,2+2,6 58,3+ 3,1
TFE 60% 21,6 +0,5 20,1+2,9 58,1+2,7
TFE 70% 21+£0,9 20,7+ 2,2 579+2,3

Fonte: Dados obtidos e analisados.

Um perfil semelhante ao TanP foi observado em espectros dicroicos do
peptideo anibnico de anfibio, maxima H5, que apresentou maior porcentagem de
estrutura randémica em meio aquoso, e em meio TFE/agua (50% v/v) o peptideo
adquiriu perfil helicoidal (DENNISON et al., 2015).

Da mesma forma o peptideo aniénico DCD-1L, presente em humano, quando
em agua e tampdo fosfato apresentou espectro de estrutura desordenada
(PAULMANN et al.,, 2012). JA a microplusina, peptideo anidnico de ovos de
carrapato, rico em residuos de histidina, apresentou conformacéo helicoidal em agua
(SILVA et al., 2009).

5.5.1 Avaliagcédo da estabilidade estrutural do TanP em func¢é&o da
variacao do pH por espectrometria CD

A analise de CD também permite avaliar a estabilidade estrutural de uma
proteina, sob condi¢cdes de mudancas de pH e/ou a temperaturas elevadas (KELLY;
JESS; PRICE, 2005). O perfil estrutural do TanP foi avaliado em funcéo da variagcéo
do pH (3 a 9) do meio, apresentando-se sensivel a tal variagéo (Figura 18). Observa-

se que em pH acido ha um maior percentual de conformacdo a-hélice e a medida
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que o pH do meio aumenta, o percentual helicoidal diminui e a estrutura tende a
formar B-folhas (Tabela 2).

Figura 18- Espectros do TanP em TFE 50% (v/v), obtidos por CD, submetido a diferentes
condicbes de pH (3,0 - 9,0).
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

Tabela 2 — Estrutura secundaria do TanP em diferentes pH calculada por deconvolugdo dos
espectros. Os dados sdo expressos como a média + desvio padrédo do percentual de estrutura
secundaria obtida nos algoritmos CDSSTR, Selcon3 e Contin/LL.

pH a- hélice (%) B-folha (%) Randdmica(%)
3,0 38,2+1,6 128+1,8 49,6 +4,0

4,0 35,8+3,6 12,7+2,7 51,0+£0,9

50 28,0+7,0 158+7,3 55+2,6

6,0 28,6 + 8,3 17,0+ 8,0 53,6 +1,6

7,0 24,3+0,4 19+25 56,6 + 2,3

7,4 21,7+0,8 20,7+ 2,5 57,4+ 27

8,0 20,3+0,4 21,1+15 57,4+ 39

9,0 18+2,6 25,1+55 55,8 +4,8

Fonte: Dados obtidos e analisados.

Sugere-se que hd mudanca conformacional de toda a estrutura do peptideo

em fungéo da variagao de pH, pois os vales em 208 e 222 nm (caracteristicos de a-
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hélice) variam proporcionalmente ao vale em 217 nm (caracteristico de [(-folha)
(Figura 19).

Figura 19- Espectros do TanP em TFE 50% (v/v), obtidos por CD, submetido a diferentes
condic¢des de pH (3,0 - 9,0) nos comprimentos de onda 208, 217 e 222 nm.
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

Baixos valores de pH levam a protonacdo de aminoécidos, fornecendo carga
positiva aos peptideos (KACPRZYK et al., 2007). A protonacao dos residuos de Asp
e Glu diminui o niumero de sitios disponiveis para a realizacdo de ligacbes de
hidrogénio com o solvente, fortalecendo as ligag6es intramoleculares que conferem

as a-hélices e facilitando o enovelamento do peptideo (THOMPSON, 2009).

Os Asp e Glu possuem seus acidos completamente desprotonados em pH
neutro, sendo sua carga elétrica total, nesta faixa de pH, praticamente igual a -1
(BOSSA, 2013). O excesso de cargas negativas espacialmente disponiveis no
peptideo desestabiliza o enovelamento de proteinas, pois facilita a interacdo desta
com o solvente, formando ligacdes de hidrogénio intermoleculares (ISOM et al.,
2010).

5.5.2 Avaliacao da estabilidade estrutural do TanP em funcé&o da

temperatura por espectrometria CD
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As alteracdes no CD em funcdo da temperatura, a comprimentos de onda
caracteristicos, podem ser usadas para determinar a termodindmica de
desdobramento do peptideo (GREENFIELD, 2009).

A Figura 20 apresenta a variacdo entre os espectros de CD do TanP em
diferentes temperaturas. O peptideo mostrou ligeiras alteracdes conformacionais nas
temperaturas de 50 a 75 °C, tornando-se parcialmente desestruturado a 95 °C
(Tabela 3).

Figura 20 — Espectros do TanP em TFE 50% (v/v) e pH 3, obtidos por CD, submetido a

temperaturas diferentes (5 a 95 °C).
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Fonte: Dados obtidos e analisados.
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Tabela 3 — Estrutura secundaria do TanP em TFE 50% e pH 3,0, em funcdo do aumento de
temperatura, calculado pela deconvolucdo dos espectros de CD (190 a 260 nm). Os dados
foram expressos como a média £+ DP do percentual de estrutura secundaria obtida pelos
algoritmos CDSSTR, Selcon3 e Contin/LL.

Temperatura (°C) a-hélice (%) B-folha (%) Randdémica (%)
5 39,8+4,1 11,7+6,5 48,3+ 4,9
25 32,8+3,0 18,8+1,8 48,4+ 2,6
37 32,5+4,8 18,6 £ 1,6 48,2+29
50 23,3+0,5 21,4+1.8 53,8 +4,0
75 19,0+ 0,9 248+ 1,2 55,1+ 3,6
95 13,0+4.4 26,1+ 3,5 59,0+ 8,8

Fonte: Dados obtidos e analisados.

A analise térmica, com comprimento de onda fixo, mostrou que o tratamento
de aquecimento causou um aumento da elipticidade molar a 222 nm, que foi
reversivel quando a amostra voltou para a temperatura inicial do experimento
(Figura 21). Sugerindo que 0 aumento da temperatura causa apenas perda
temporaria da estrutura de TanP, o que pode determinar certa estabilidade do

peptideo a variacdes de temperatura (Tabela 4).

Figura 21 — Avaliacéo do perfil estrutural do TanP em TFE 50% (v/v) em pH 3, submetido ao
aquecimento e arrefecimento (2 — 98 °© C) em comprimento de onda fixo de 222 nm. Dados
obtidos por CD.
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Fonte: Dados obtidos e analisados.
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Tabela 4 — Estrutura secundaria do TanP em TFE 50% em pH 3,0, antes e apds o tratamento
térmico (2 a 98 °C) a um comprimento de onda fixo de 222 nm. Os dados estdo expressos
como a média = SD da porcentagem de estrutura secundaria obtida através dos algoritmos
CDSSTR, Selcon3 e Contin/LL.

Condicdes de a-hélice (%) B-folha (%) Randdmica (%)
Temperatura

Pré-aquecimento 33,13+ 34 18,50+1,4 48,20 + 3,3
Apoés-resfriamento 28,10 £ 4,29 20,90 £ 0,7 50,40 £ 4,7

Fonte: Dados obtidos e analisados.

5.5.3 Andlise da estrutura do TanP na presenca de Cu?* utilizando
atécnicade CD

As mudancas estruturais em peptideos provocadas pela interagdo com
ligantes sdo uma parte essencial do mecanismo de acéo e regulacdo da atividade
bioldgica. O CD pode ser utilizado para determinar os efeitos dos ligantes sobre a
estabilidade de proteinas e peptideos (GREENFIELD, 2009) e ainda avaliar a
concentracdo do ligante que causa alteragbes estruturais e a extensdo das
alteracdes no peptideo de interesse (KELLY; JESS; PRICE, 2005).

Titulagdes sucessivas de ions Cu®" alteraram o sinal espectral de CD do
peptideo. Desse modo, sugere-se que o0 metal bivalente realmente se liga ao TanP,
como ja havia sido sugerido diante dos resultados da DM. Na auséncia e em baixas
concentracdes de fons Cu®*, o espectro foi tipico de estrutura desordenada, com
valores negativos de elipticidade molar em aproximadamente 195 nm. Porém a
medida que a concentracdo de ions foi aumentada, verificou-se uma tendéncia a
formacdo de vales caracteristicos de a-hélice (208 e 222 nm), bem como valores
positivos em 192 nm. O melhor perfil estrutural foi observado para a concentracao
de 186,4 uM de Cu?*, sugerindo que a ligacdo do fon Cu?* ao TanP ocorre a uma

razao molar de peptideo/metal de 1: 3 (Figura 22).
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Figura 22 - Espectros de CD do perfil estrutural do TanP e suas mudancas, devido adicdo de

fons Cu?".
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Fonte: Dados obtidos e analisados

A mudanca do sinal dicroico em funcéo da adicdo de fons Cu?* & solucdo de
TanP reflete que ha interacdo do metal com o peptideo. Além disso, acredita-se que
essa ligacéo favorece o enovelamento do peptideo, devido ao aumento consideravel
no percentual de a-hélice da estrutura. Na concentragéo 372,7 uM de Cu?* houve
perda significativa da estrutura, o que pode ser justificado pela precipitacdo do metal
no meio, comprometendo a leitura do espectro. Nao foram observadas mudancas
significativas no percentual de estrutura p-folha, o qual se manteve praticamente
constante, demonstrando que a ligagcdo dos metais ndo afeta essa conformacao
(Tabela 5).



Tabela 5 — Estrutura secundaria do TanP em funcéo de concentracfes crescentes de ions Cu
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2+

calculado por deconvolucédo dos espectros de CD. Os dados foram expressos como a média +

DP do percentual de estrutura secundaria obtida pelos algoritmos CDSSTR, Selcon3 e

Contin/LL.

[Cu™] (uMm)

a- hélice (%)

B-folha (%)

Randbdmica (%)

0 26+0,8 24,1 +5,6 72,4 £6,2
1,9 26+0,8 23,8+0,3 72,6 +0,8
3,7 3,1+0,1 21,4+5,2 74,6 £ 6,5
7,5 3,004 22 +3,3 75+29
11,2 21+15 258=+1,7 71,7+0,9
14,9 3,7+0,9 18,0+1,4 775+2]1
18,6 3,1+0,1 19,0+ 2,9 77,5+35
37,3 3,9+0,2 19,0+ 4,3 76,7 5,2
74,5 5,7+1,0 18,1+2,7 75,724
11,8 57+0,9 257+0,5 67,2+1,6

149,1 7,115 26,8 +5,3 66,7 +7,6
186,4 11,5+6,3 22,2+0,3 65,8 +5,9

Fonte: Dados obtidos e analisados.

A presenca de metais pode favorecer a formacdo de ligacdes
intramoleculares por meio das cadeias laterais de Asp ou Glu num peptideo
(BECUCCI et al., 2014). Sendo assim, a presenca de ligantes especificos, como
ions bivalentes, podem ser uma via alternativa para o favorecimento do
enovelamento proteico (FOLLMER; NETTO, 2013).

Um ensaio de ligacdo de Cu?* com BSA, avaliado por espectroscopia CD,
demonstrou a formag&o de complexos na razdo molar de 1: 1 (Cu?*: BSA), com o fon
se ligando aos residuos de acido aspartico, tirosina e histidina, localizados na porcao
N-terminal da proteina (PESSOA et al., 2009). Tal proporcéo de ligacéo é inferior a
apresentada neste trabalho, uma vez que através da analise de CD verificamos que

uma molécula de TanP pode se ligar a trés atomos de cobre (Il).

Com base em analises de CD, verificou-se que ions bivalentes alteraram a
estrutura do peptideo anidnico humano DCD-1L, favorecendo estabilizagdo de a-
hélices, o que acarretou numa melhor atividade antimicrobiana (BECUCCI et al.,

2014). Mudancas conformacionais também foram visualizadas, através da técnica
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de RMN, na estrutura do peptideo anidnico Kappacina, quando em presenca de ions
bivalentes calcio e zinco (DASHPER et al., 2005).

Os resultados experimentais de CD corroboraram com o que foi demonstrado
in silico pela DM na presenca de fons Cu®*. Em ambas as situacbes o TanP
apresentou predominio de estrutura randémica na auséncia do ion bivalente, porém
a presenca dos ions metalicos complexados a molécula favoreceu o dobramento do
peptideo, dando-lhe uma conformacgéo, ainda que predominantemente randdmica,

com presenca de B-folhas e a-hélices.
5.6 Avaliacdo da Reatividade do TanP com Cu®*

Peptideos quelantes de metais sdo, geralmente, compostos de residuos de
histidina, serina, cisteina, acido aspartico e glutamico (WANG; LI; AO, 2012). Sendo
a maioria deles com alto teor de Glu e Asp (STORCKSDIECK; BONSMANN;
HURRELL, 2007). Medidas espectroscopicas, como o UV-Vis e CD séo usadas para
avaliar as constantes de estabilidade, estequiometria e estruturas geradas a partir da
reatividade entre o metal e peptideo (WANG,; LI; AO, 2012).

Diante dos resultados obtidos na DM e CD, resolveu-se avaliar a possivel
acdo quelante do TanP em relacéo ao fon Cu?* por meio do acompanhamento, via
espectroscopia Uv-Vis, das alteracdes espectrais resultantes da reatividade de uma

solucéao de TanP frente a concentragfes variadas do metal.

No primeiro experimento, em que a concentracdo de TanP na cubeta foi de
2,11 uM, pode-se verificar que o aumento gradativo de Cu?* & solucdo inicial do

peptideo resultara em alteracdes no perfil do espectro.

Na figura 23 foi observado um aumento das absorbancias em fungéo de
adicdes sucessivas de Cu?*, sendo estas alteracdes mais evidentes nos
comprimentos de onda 255 e 275 nm. Podendo-se sugerir que houve formacéo de

um complexo “peptideo-metal”.
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Figura 23 - Acompanhamento Uv-Vis da reacdo entre TanP (2,11 uM) e diferentes

concentracdes de cu?. Sobreposicdo de todos o0s espectros obtidos em meio aquoso da reacdo

entre o TanP (2,11 uM) e diferentes concentracdes de Cu?*, variando de 0 a 198,8 M. Grafico inserto

para destacar a variacdo em 255 e 275 nm.
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Ao avaliar a absorbancia nos comprimentos de onda especificos 255 e 275

nm, nota-se que a partir de, aproximadamente, 14,7 pM de Cu®" a absorbancia

tende a se manter constante. Nesta concentracdo, provavelmente, houve saturacdo

dos sitios de ligagcdo do metal no peptideo, chegando-se ao ponto estequiométrico

da reacéo (Figura 24). Neste caso, sugere-se que fons Cu?* se ligam ao TanP numa

razdo molar de 1: 7 (TanP : Cu

2+) )
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Figura 24- Variacéo da absorbancia do TanP (2,11 pM) em funcédo da concentracdo de Cu®*. (A)
Absorbancia versus concentracao do cu® (UM) no comprimento de 255 nm. (B) Absorbancia versus

concentracdo do cu® (UM) no comprimento de 275 nm.
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Fonte: Dados obtidos e analisados

O segundo experimento foi realizado mediante uma solugcdo mais
concentrada de TanP, sendo esta de 23,6 uM. Observou-se, também, um aumento
da absorbancia em funcdo da adicdo de Cu®" & cubeta (Figura 25), logo é sugerido
que também houve formacdo de complexos envolvendo o TanP e o0s ions
disponiveis em solucao.

Figura 25 - Acompanhamento Uv-Vis da reagdo entre TanP (23,6 puM) e diferentes
concentracdes de Cu®. Sobreposicdo de todos os espectros obtidos em meio aquoso da reacgéo

entre TanP (23,6 pM) e diferentes concentracdes de Cu®*, variando de 0 a 123 uM. Gréfico inserto

para destacar a variagdo em 255 e 275 nm.
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Com relacdo as absorbancias nos comprimentos de onda 255 e 275 nm,
referente ao segundo experimento, tem-se que a condicdo de estequiometria difere
da situacdo mais diluida (primeiro ensaio). O grafico referente ao comprimento de
onda 255 nm exibe um perfil de saturacdo na concentracdo de 68,7 uM de Cu®,
sendo este o provavel ponto estequiométrico (Figura 26), apresentando uma razéo
molar de 1 : 3 (TanP : Cu?"). Trata-se da mesma proporcédo sugerida pelo ensaio de

CD, em gue se utilizou o dobro da concentracdo de TanP aqui testada.

Figura 26- Variacao da absorbancia do TanP (23,6 uM) em funcéo da variacdo da concentracao
de Cu®. (A) Absorbancia versus concentracdo do Cu®* (uM) no comprimento de 255 nm. (B)

Absorbancia versus concentracéo do cu® (UM) no comprimento de 275 nm.
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

Por fim, tem-se que a razdo molar é dependente da concentracao de TanP na
solugdo. Concentragbes mais baixas de TanP pode favorecer a ocorréncia de
interacOes intramoleculares, uma situagcdo em que um centro de metal podem ser
ligados a diferentes locais de uma mesma molécula de peptideo. Diferentemente,
numa solucdo mais concentrada de TanP, interacdes intermoleculares podem
tornar-se mais frequentes, uma vez que, assim como sugerido por Nnossos
resultados, ha maior probabilidade de um metal se ligar a um ou mais locais de
moléculas de peptideos diferentes. Isto pode acontecer como resultado do aumento
da competicdo para a ligacdo ao metal causada pela alta concentracdo de peptideo

na solucéo.

O cobre é capaz de produzir espécies reativas de oxigénio que induzem a

quebra de cadeias de DNA e oxidacdo de bases. Além disso, este metal € um
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poderoso catalisador da reacdo de oxidacdo de lipoproteina de baixa densidade
(LDL), promovendo a aterogénese e desenvolvendo vasoconstricdo e propriedades
pré-tromboticos. Nesse contexto, peptideos quelantes de cobre podem evitar a
oxidacdo de LDL induzida por cobre através da quelacdo dos ions metélicos
(MEGIAS et al., 2007). Além disso, estudos recentes indicam que os peptideos
guelantes de metais podem aumentar a estabilidade, absorcéo e biodisponibilidade
destes minerais (MIQUEL; FARRE, 2007; WANG:; LI; AO, 2012), sendo esta outra

aplicacao bioldgica destas moléculas.

A microplusina, um peptideo anidénico quelante de ions cobre e ferro,
apresentou uma razdo molar de ligacdo de 1:1 e 1:3 para estes metais,
respectivamente. Sendo as histidinas presente na regidao N-terminal e C-terminal, os
sitios aos quais os metais se ligam (SILVA et al., 2009). O TanP apresentou maior
razdo molar de ligacdo ao cobre, e seus sitios de ligacdo foram apenas os residuos

acidos.

Moléculas quelantes de metais bivalentes tem sido alvo de estudos para
elucidar novos tratamentos para doencas neurodegenerativas, como a doenca de
Wilson (WHITE; KANNINEN; CROUCH, 2015). Além disso, agentes quelantes de
ions metalicos transitérios atuam indiretamente como um mecanismo antioxidante,
uma vez que a reacdo de Fenton, responsavel pela formacao de radicais hidroxilo e,
subsequentemente, reacdo em cadeia de radicais, é inibida (CANABADY-
ROCHELLE et al., 2015).

Diante dos resultados o TanP pode ser considerado como o primeiro peptideo
anionico, presente na peconha de escorpido, com atividade quelante de Cu®*

caracterizado estruturalmente.
5.7 Potencial antimicrobiano

Os peptideos antimicrobianos (PAM) no veneno de escorpido sao
frequentemente citados na literatura como um dos primeiros componentes do
sistema imunitario (MELO et al., 2015). Embora a maioria dos PAM ja descritos seja
de natureza cationica, existem alguns relatos de peptideos anidnicos com a mesma
funcao, obtidos de varias espécies (PAULMANN et al., 2012; SILVA et al., 2009).
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Estudos mostram que devido algumas cepas microbianas desenvolverem
mecanismos de resisténcia a peptideos antimicrobianos catiénicos, os peptideos
anibnicos vem sendo alvo de novas pesquisas para avaliar possivel acéo
antimicrobiana (DENNISON et al., 2006).

O TanP na concentracdo de 250 pg/mL ndo apresentou atividade

antimicrobiana contra as cepas descritas, quando incubados por 24 horas.

Em sua maioria, os peptideos antimicrobianos sdo moléculas anfipaticas,
pequenas (GUO et al., 2013; MELO et al., 2015; SANCHEZ-VASQUEZ et al., 2013)
e catidnicas (ZDYBICKA-BARABAS et al.,, 2012). Sendo assim acredita-se que 0
tamanho (50 amino&cidos) e a carga negativa do TanP foram fatores determinantes

para a auséncia de atividade contra as cepas apresentadas.

Os PAM possuem grupos de aminoacidos hidrofébicos e catibnicos
espacialmente organizados em regides das moléculas (KACPRZYK et al., 2007).
Esta estrutura anfipatica Ihes permite interagir seletivamente com membranas
bacterianas, que contém usualmente fosfolipidios carregados negativamente, com o
auxilio de interacBes eletrostaticas (LAl et al., 2002). O excesso de carga negativa
distribuida por toda a extensdo da molécula de TanP provavelmente interfere na

interacdo com a membrana bacteriana.

Peptideos antimicrobianos anibnicos ja identificados em outras espécies de
animais contém aminodacidos hidrofilicos e &cidos, que sdo opostos em carga (pl 2,5
a 3,5), e sdo consideravelmente menores (<1 kDa) em tamanho, quando comparado
com a peptideos antimicrobianos catibnicos (COSTA et al.,, 2012), porém tais
caracteristicas ndo corroboram com o perfil quimico e estrutural dos aminoéacidos
que compdem a sequéncia primaria do TanP, j& que aminoacidos hidrofilicos sao

ausentes, sendo o peptideo rico em aminoacidos hidrofdbicos e &cidos.

O peptideo aniénico Bmka2 do Buthus martensii Karsch, que possui carga
negativa de -13 é considerado um suposto peptideo antimicrobiano derivados da
peconha do escorpido chinés (ZENG et al., 2004). Os clones de peptideos anibnicos
7, 8, 9 e 10, pertencentes a pegonha do Tityus costatus, possuem carga que variam
de -19 a -20, podendo possuir atividade antimicrobiana. Porém nenhum deles foi

caracterizado, nem tiveram sua atividade biolégica avaliada (HARRIS; DENNISON;
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PHOENIX, 2009). Sendo assim, até o presente momento ndo ha na literatura
peptideos anidnicos antimicrobianos identificados na peconha de escorpiéo.

5.8 Proliferacéo celular

N&o h& ensaios de citotoxicidade com linhagens celulares normais e/ou
tumorais, usando peptideos anibnicos de escorpides descritos na literatura até

entdo. Sendo o TanP o primeiro a ser testado.

TanP néo foi citotdéxico para as linhagens celulares testadas. Porém, nas
concentracfes de 5, 15 e 30 uM, o TanP induziu a proliferacdo de macrofagos RAW

(Figura 27), podendo também atuar modulando o sistema imune.

Figura 27- Efeito do TanP relacionado a proliferacdo de células em cultura. Foram testadas
diferentes concentra¢gfes do TanP (5, 15, 30 e 50 pM ) frente a linhagens celulares tumorais (786) e
normais (MDCK e RAW), apds 24 horas de incubacéo, utilizando o ensaio do MTT e a densidade
Optica avaliada em 570 nm. Os valores sao expressos como a media + DP (n = 3).* < 0,05, **P < 0,01

e *** P <0,001 comparando com o grupo controle (100 % de viabilidade celular).

RAW 264.7 786
250- 150~
— —~ ] -I-
S 2004 & ** . =
5 I 1 B o
S 5ol B S 1004 [
e 8
[ 5 )]
S 100 °
S S 504 G
£ 501 s
P >
i -
0 . : 0 } :
5 15 30 50 5 15 30 50
TANP (uM) TANP (uM)
MDCK
-~ 2001
g
T i
> e S -
[1b}
[5]
O 1004
o
[+
o
=S 501
©
>
u T T
@ N - ®
TANP (uM)
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Assim como o TanP, a microplusina, peptideo aniénico quelante de Cu®*
isolado da hemolinfa e ovos do carrapato Rhipicephalus microplus, ndo apresentou
citotoxicidade contra macrofagos e ainda foi classificado como um agente

imunomodulador da resposta imune inata (JUNIOR, 2010).

Uma das maiores complicacdes dos agentes quelantes utilizados na terapia
da Doenca de Wilson € a nefrotoxicidade (RODRIGUEZ-CASTRO; HEVIA-
URRUTIA; STURNIOLO, 2015) de tais medicamentos, porém o TanP nao foi toxico
as células renais normais nas concentragfes testadas, as quais estdo dentro da
faixa de concentracdo na qual o peptideo apresentou atividade quelante de Cu?".
Isto pode ser visto como uma vantagem desse composto frente aos produtos ja
comercializados, podendo o TanP ser uma nova alternativa para o tratamento de

algumas doencas neurodegenerativas.
5.9 Efeito do TanP naliberacdo de NO

Para estudar a producdo de um dos mediadores inflamatérios, o NO, na
presenca de TanP foram elaboradas duas abordagens experimentais. Inicialmente,
0os macréfagos RAW 264.7 foram cultivados na presenca de um agente indutor
inflamatério (o LPS — lipopolissacarideo bacteriano) e do peptideo avaliado nas
concentracdes de 0, 5, 15, 30 e 50 uM. Na segunda condicdo, as células RAW 264.7
foram cultivadas na auséncia de LPS e na presenca das mesmas concentracdes do

peptideo, ja citadas.

A liberacédo de nitrito por macréfagos RAW na presenca de LPS foi inibida por
TanP, nas concentragfes de 15, 30 e 50 uM, indicando que o peptideo neutraliza a
producdo de NO, induzida por LPS. O tratamento com TanP na auséncia de
estimulagéo por LPS revela niveis semelhantes ao controle negativo (Figura 28).

Foi demonstrado que o TanP n&o induziu a producéo de NO por células RAW
em nenhuma das concentracdes. No entanto nas concentragdes 15, 30 e 50 uM,
TanP inibiu a liberagdo de NO, induzida pelo LPS. Dessa forma, sugere-se que o
peptideo tem acdo imunossupressora nas concentracbes testadas, podendo
desempenhar um papel regulador da resposta imune, atuando como agente

imunomodulador.
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Figura 28 — Niveis de NO no sobrenadante de células RAW. As células foram incubadas com
diferentes concentragdes de TanP (0, 5, 15, 30 or 50 uM), na presenca ou auséncia de LPS, por

24 horas, e a concentracao de nitrito foi determinada pelo método de Griess.
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

5.10 Sequestro de radical DPPH

E bem sabido que a presenca de aminoéacidos hidrofébicos em peptideos
eleva a sua atividade antioxidante (YOUSR; HOWELL, 2015), a qual € geralmente
devido a quelacdo de metais de transicdo e sequestro de radicais livres
(CARRASCO-CASTILLA et al., 2012).

A quelacdo de metais tem um efeito antioxidante, pois metais de transicao
como ferro e cobre catalisam a geracdo de espécies reativas de oxigénio, incluindo
os radicais hidroxila (OH) e superéxido (O27), 0os quais ocasionam a oxidacdo de
lipidios insaturados e promovem dano oxidativo em diferentes niveis (CARRASCO-
CASTILLA et al., 2012).

Nesse contexto, resolveu-se avaliar, in vitro, a atividade antioxidante total do
TanP através do sequestro de radicais livres (DPPH). Os resultados foram
expressos em percentual de reducdo do radical DPPH, o qual é proporcional a

atividade antioxidante do peptideo (Figura 29).
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Figura 29 - Atividade de Sequestro do radical Livre DPPH. O TanP teve sua atividade antioxidante
avaliada em concentracdes variando de 1,05 a 50 pM. O acido ascérbico foi utilizado como controle

positivo. As absorbéncias foram lidas no comprimento de onda 517 nm.
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Fonte: Dados obtidos e analisados.

Foi observado que o TanP, nas menores concentragdes (1,05 e 11,8 uM)
apresentou um percentual de reducdo do radical de, aproximadamente, 32%. O
acido ascorbico, utilizado como controle positivo, reduziu o DPPH em,
aproximadamente, 26%. Desta forma pode-se inferir, preliminarmente, que o TanP,
em baixas concentragfes, possui uma potente capacidade de capturar radicais
livres, estando tal condi¢do relacionada a uma provavel atividade antioxidante do

peptideo.
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6.0 Conclusodes
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O peptideo isolado do veneno de escorpido T. stigmurus denominado TanP é
rico em residuos de Asp e Glu, possui massa molecular de 5,815 kDa e o
ponto isoelétrico € 2,75.

Esse peptideo apresenta uma significativa similaridade com outros peptideos
anibénicos previamente identificados em outras espécies de escorpido.

TanP apresentou atividade quelante de metal cobre e ensaios de dinamica
molecular exibiram que os grupamentos -COO" dos residuos de Asp e Glu
seriam os provaveis sitios de ligagdo dos ions metélicos.

Os ensaios de DM e CD corroboraram no perfil estrutural do peptideo em
presenca de Cu?*, em que além dos metais estarem complexados ao
peptideo, modificam sua estrutura, faciltando seu dobramento e
aparecimento de regido a-hélice.

A raz&o molar de ligagéo (TanP : Cu?*) foi similar para os ensaios de DM, CD
e UV-visivel.

A estrutura de TanP é sensivel a variacdo de pH do meio. Porém, com reacao
a variacdo de temperatura, o peptideo apresentou uma variacao estrutural
reversivel.

N&o foi observada acdo antimicrobiana por parte do TanP (250 pg/ml) contra
bactérias gram-positivas, gram-negativas e leveduras.

O TanP nao apresentou atividade antiproliferativa para a linhagem de célula
cancerigena 786, nem para células normais MDCK.

Sugere-se, preliminarmente, que TanP apresenta a¢do imunossupressora nas
concentragcbes testadas, podendo desempenhar um papel regulador da
resposta imune, atuando como agente imunomodulador, e mais estudos sao
necessarios para elucidar o seu potencial biotecnolégico completo.

TanP também é um possivel candidato a um potente agente antioxidante,
uma vez que, em baixas concentracdes, foi responsavel pelo sequestro de

radicais livres DPPH, de modo similar ao acido ascorbico.

Em concluséo, TanP é o primeiro peptideo anibnico da peconha de escorpido

a ser caracterizado estruturalmente, apresentando atividades biolégicas, que o torna

um candidato com potencial para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

Além disso, os dados apresentados nesse trabalho podem fornecer subsidios
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importantes para uma melhor compreenséo do papel desses peptideos aniénicos na

peconha do escorpido Tityus stigmurus.
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