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RESUMO

A peconha de escorpides € uma mistura complexa de peptideos que exercem
sua atividade modulando canis ibnicos de membranas bioldgicas. O presente projeto
teve como objetivo central realizar a analise protebmica da pegonha do escorpiao
colombiano Centruroides margaritatus. Tal espécie € capaz de produzir acidentes
moderados e graves em humanos, no entanto existe pouca informagéao disponivel
relacionada aos componentes desta peconha. A peconha foi obtida por estimulagao
elétrica aplicando-se 5 impulsos de 50 V em cada escorpido, liofilizada e
armazenada a -20°C. Diferengas significativas na produgdo de pegonha entre
machos e fémeas e também entre fémeas gravidas e nao-gravidas foram
observadas. A peconha bruta foi submetida a fracionamento por RP-HPLC usando
coluna Csg (4.6 x 250 mm) e 43 fragbes foram eluidas, coletadas e secadas a vacuo.
Todas essas fracbes foram analisadas por MALDI-TOF/MS e detectou-se 91
componentes com massas moleculares distintas. A pegonha de C. margaritatus
apresenta 54% de suas toxinas no intervalo de massas moleculares de 2,5 a 6,0
kDa, no qual estdo incluidas as toxinas de cadeia curta bloqueadoras de canais para
potassio; 13% do total encontram-se no intervalo de 6,5 até 8,0 kDa que corresponde
ao grupo das toxinas moduladoras de canais para sodio voltagem-dependentes.
Finalmente, 33% dos componentes presentes na pegonha de C. margaritatus sao
pequenos compostos com 2,0 kDa que fazem parte de um grupo de moléculas
raramente descrito nas peconhas de escorpides. Também foram isolados e
caracterizados quimicamente dois novos peptideos: a margatoxina 2 (MgTx2), com
24 residuos de aminoacidos (MM = 2,6 kDa) e trés pontes dissulfeto, pertencente a
familia das das a-KTx e a margatoxina 3 (MgTx3) com 30 residuos de aminoacidos
(MM = 3,38 kDa) e trés pontes dissulfeto. Trata-se de uma molécula inédita, sem

similaridade com outras descritas na literatura.
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ABSTRACT

Scorpion venoms are a complex mixture of peptides that exert their action via
ion-channel modulation in biological membranes. The central objective of this project
was to perform the proteomic characterization of the venom from the Colombian
scorpion Centruroides margaritatus. This species is capable of producing moderate
accidents and serious complications in humans, but little information is available
related to its components. The venom was obtained by mild electrical stimulation
method, applying 5 impulses of 50 V in each scorpion. It was observed differences in
the production of the venom between males and females and also between pregnant
and not-pregnant females. The crude venom was fractioned by RP-HPLC using a Cs
column (4.6 x 250 mm) and 43 fractions were collected and vacuum dried. All these
fractions were analyzed by MALDI-TOF/MS and 91 distinct compounds had their
molecular masses characterized. The venom of C. margaritatus exhibits 54% of their
toxins in the molecular mass range from 2.5 to 6.0 kDa that probably includes
short-chain K* channel blockers; 13% of the total are in the range from 6.5 to 8.0 kDa
and may include long-chain Na* channel toxins. Finally, 33% of the components
present in C. margaritatus venom are peptides smaller than 2.0 KDa, a group rarely
described in scorpions venoms. Two novel peptides were purified and chemically
characterized: margatoxin 2 (MgTx2), 24 amino acids long (MM = 2,6 kDa) and three
disulfide bridges, belonging to the a-KTx family and margatoxin 3 (MgTx3), 30 amino
acids long (MM = 3,38 kDa) and three disulfide bridges, with no significant

similarities to other scorpion neurotoxins described.
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1. INTRODUCAO
1.1 OS ESCORPIOES

Os escorpides pertencem ao filo Arthropoda, sub-filo Chelicerata, classe
Arachnida e ordem Scorpiones. A maioria deles apresenta de 13 a 150 mm de
comprimento, destacando-se as espécies Typlochactas mitchelli, com 9 mm de
comprido (a menor espécie conhecida) e Hadogenes troglodytes, que alcanga até

210 mm de comprimento (Barnes, 1995).

Os escorpides estao entre os artropodes mais antigos que se conhecem. Seu
registro féssil data do periodo Siluriano e os representantes desse periodo eram
aquaticos, possuiam branquias e careciam de garras tarsais, sendo que as espécies

atuais nao diferem muito das antigas (Barnes, 1995; Seabra, 2006).

As espécies de escorpides atualmente descritas prevalecem em regides de
climas tropicais e sub-tropicais. Estes artropodes tém habitos furtivos e noturnos,
ocultam-se embaixo de troncos, assim como em fendas e buracos em zonas aridas ou
umidas. Também & comum encontra-los perto de residéncias ou mesmo dentro delas,

especialmente quando as condi¢des higiénico-sanitarias sédo ruins (Barnes, 1995).

O corpo dos escorpides esta dividido em prossoma e opistossoma, sendo que
este ultimo subdivide-se em mesossoma e metassoma como ilustrado na Figura 1.
A parte anterior do prossoma ndo apresenta divisdes, neste local estdo localizados
dois olhos na linha mediana e até cinco olhos de cada lado. Existem seis pares de
apéndices ligados a essa regiao: um par de queliceras em forma de pinga, um par de
palpos, quatro pares de pernas, que apresentam duas garras na extremidade. O
mesossoma é formado por sete segmentos e o metassoma por cinco, sendo
encontrado na extremidade do metassoma um articulo denomindado télson o qual
contém um par de glandulas produtoras de veneno, que desembocam no ferrdo. O
orificio anal fica localizado entre o quinto segmento do metassoma e o télson
(Gonzalez-Sponga, 1996; Seabra, 2006; Flérez, 2007)
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As toxinas de invertebrados, principalmente quelicerados, tém suscitado
interesse investigativo crescente, isso em virtude de seus efeitos nocivos ao homem.
Atualmente, conhece-se, com um pouco mais de detalhes, as caracteristicas
estruturais e funcionais de varias dessas toxinas, o que tem auxiliado enormemente
no tratamento das vitimas de envenenamento, além de garantir importantes avangos
nas pesquisas em biotecnologia e farmacologia (Gardiner, 1978; Ayerbe et al., 2003;
Kuhn-Nentwig, 2003; Favreau et al.,2006).

De maneira geral, as pegconhas dos escorpides sdo misturas complexas de
origem apocrina (sintetizadas em glandulas exdcrinas especiais) e caracterizadas
por apresentarem componentes farmacologicamente ativos. Os componentes mais
importantes s&do representados por peptideos neurotéxicos (Loret e Hammock,
2001). Tais peptideos apresentam toxicidade para um grande numero de
organismos, tais como mamiferos, insetos e crustaceos. Além dos peptideos
neurotoxicos, a pegconha contém também enzimas, nucleotideos, lipideos, aminas

biogénicas e outros componentes ainda nao identificados (Batista et al., 2004).

Os peptideos neurotdxicos podem ser agrupados em quatro grandes familias:
1. peptideos de cadeia curta (de 31 a 39 residuos de aminoacidos), com trés ou
quatro pontes dissulfeto (Garcia et al., 2001), especificos no bloqueio dos canais
para potassio presentes em membranas excitaveis; 2. peptideos de cadeia longa (de
58 a 76 residuos de aminoacidos), que atuam interferindo com o fluxo do ion sodio
através das membranas. Estes se subdividem, por sua vez, em toxinas tipo a, que
interferem com a inativacdo dos canais para sodio voltagem-dependentes e as
toxinas do tipo B, que alteram o mecanismo normal de abertura dos canais para
sédio; 3. os peptideos de cadeia extensa (com mais de 130 residuos de
aminoacidos), que atuam sobre a permeabilidade do ion célcio nas membranas
excitaveis (Loret e Hammock, 2001; Rodriguez de la Vega et al., 2003; Xian-Chun et
al., 2004); 4. peptideos que bloqueiam especificamente os canais para Ca*"

sensiveis a rianodina (Olamendi- Portugal et al., 2002).

As toxinas escorpidnicas apresentam caracteristicas importantes, tais como
grande estabilidade, o que as torna resistentes a mudangas no meio ambiente; alto
grau de letalidade, somente excedida por algumas toxinas bacterianas e

comparaveis com neurotoxinas isoladas da peconha de serpentes; resistem a



inativacdo promovida por mudangas bruscas no pH, presenga de agentes
desnaturantes, ataque por enzimas proteoliticas ou temperaturas elevadas. As
unicas substancias que as afetam sao os agentes que reduzem as pontes dissulfeto
e que modificam os grupos amino e carboxi-terminais (Polis, 1990; Valderrama,
1998).

1.2. ESCORPIONISMO

Atualmente, s&o conhecidas oito familias de escorpidbes com
aproximadamente 1500 espécies descritas. Na Coldbmbia, ja foram catalogadas cerca
de 50 espécies de escorpides, distribuidas em quatro familias: Buthidae, com
representantes de quatro géneros: Ananteris, Centruroides, Rhopalurus e Tityus;
Chactidae, também com quatro géneros: Brotheas, Broteochactas, Chactas e
Teuthastes; Diplocentridae representada com apenas um género, Tarsoporusus e a
familia Liochelidae, com representantes de uma unica espécie, Opisthacanthus
elatus (Florez, 2001 e 2007).

Os géneros e espécies de interesse médico pertencem principalmente a
familia Buthidae. Tal familia é bastante diversificada e apresenta uma ampla
distribuicdo geografica sobre o planeta. E a uUnica familia que contém espécies
consideradas potencialmente perigosas para humanos e é dividida em 73 géneros,
6 subgéneros, 529 espécies e 165 subespécies. Nas Américas, sdo largamente
encontrados representantes do género Tityus, o qual é bastante numeroso, com
cerca de 130 espécies (Florez, 2001). Na Colébmbia, sdo encontrados representantes
de quatro géneros da familia Buthidae: Ananteris com quatro espécies, Centruroides
com uma espécie (C. gracilis), Rhopalurus com uma espécie (R. laticauda) e Tityus
com 29 espécies. No entanto, Guerrero-Vargas (2002) constatou que, além de
C. gracilis, também ¢é encontrada a espécie C. margaritatus com uma ampla

distribuicdo ao longo do territério colombiano.

Na Colémbia, os escorpides de importancia médica estao distribuidos em todo
o0 pais. Representantes do género Centruroides (com as espécies C. gracilis e
C. margaritatus) sao encontrados na costa atlantica e nos vales interandinos,
enquanto o género Tityus (com 29 espécies) esta distribuido em todo o territério

nacional (Guerrero-Vargas, 2002; Otero et al., 2004; Flérez, 2007). Embora existam



especies toxicas em todo o territdrio colombiano, os acidentes com escorpides nao
sdo registrados pelos 6rgaos de saude e muitas das pessoas envenenadas utilizam
tratamentos caseiros, subestimando a gravidade desse tipo de acidente, so
recorrendo aos cuidados médicos quando surgem complicagdes, onde o tratamento
clinico reside em administrar medicamentos analgésicos e antialérgicos (Rodriguez,
2008).

As historias clinicas de 25 casos de escorpionismo atendidos no Hospital San
Rafael de Girardot, Cundinamarca, Colémbia, foram estudadas por um periodo de
seis meses no ano de 1994 (Pineda e Castellanos, 1988) e observou-se que tais
acidentes foram mais frequentes durante o periodo noturno (73%) e em mulheres
(56%). As extremidades sdo as zonas do corpo mais comumente picadas, com 30%
atingindo membros superiores e 35% nos inferiores. Sua incidéncia ao longo do ano
nao sofreu variagdo, diferentemente do observado nos casos de escorpionismo
registrados no México, onde tem sido observada uma estreita relagéo entre os casos
de escorpionismo e as estacdes do ano. Os medicamentos mais utilizados foram os

anti-histaminicos (88%), os glicocorticoides (32%) e adrenalina (32%).

Na Colémbia, existem registros de casos graves de envenenamento por
escorpides na regiao do Valle do Alto Magdalena e no Departamento de Antioquia.
O segmento da populacdo com maior risco de envenenamento sistémico, com
complicagdo e morte, sdo as criangas menores de 10 anos (Otero et al., 1988).
A titulo de exemplo, pode-se registrar a morte de uma crianga de quatro anos de
idade por escorpionismo em Chigorodé (Antioquia), no qual o envenenamento

promoveu parada cardio-respiratoria.

E importante mencionar que o escorpionismo foi o segundo acidente
provocado por animal pegonhento mais frequente na Colédmbia (logo depois dos
acidentes ofidicos) no periodo compreendido entre junho de 2005 e julho de 2007.
Neste mesmo intervalo de tempo, foram registrados os obitos de 4 criangas no
estado de Tolima provocados pelo escorpido Tityus pachyurus (Base de Dados
CIGITOX, 2008).

Os registros de casos de escorpionismo na Coldbmbia sdo bastante

deficientes, no entanto €& possivel contatar que as espécies T. pachyurus, T.



asthenes, T.fuehrmanni e Centruroides gracilis, encontrados nos estados de
Antioquia e Tolima, sdo as espécies mais envolvidas em acidentes graves

envolvendo humanos (Gémez e Otero, 2007).

1.3. ALVOS MOLECULARES DAS NEUROTOXINAS
ESCORPIONICAS

Todos os escorpides produzem toxinas, mas sé os integrantes da familia
Buthidae produzem pegonhas neurotoxicas perigosas para o homem. Ja € bem
estabelecido que os peptideos das pegonhas dos escorpides atuam nas membranas
celulares e sao capazes de reconhecer e de se ligar a uma grande variedade de
tipos e subtipos de canais iénicos, especificamente sobre os canais dos cations Na*,
K* e Ca?* (Loret e Hammock, 2001; Garcia et al., 2001; Olamendi- Portugal et al.,
2002; Rodriguez de la Vega et al., 2003; Xian-Chun et al., 2004). De maneira geral,
uma mesma espécie de escorpido pode produzir toxinas que agem em canais para
Na® voltagem-dependentes de mamiferos, além de outras toxinas especificas dos

canais para Na* de insetos (Loret e Hammock, 2001)
1.3.1. CANAIS PARA SODIO EM VERTEBRADOS

O canal para Na® é formado por uma grande proteina a, com
aproximadamente 260 kDa, que tem quatro dominios transmembranicos homologos
(I-1V) e, normalmente, esta associada a pequenas subunidades 3. Cada um destes
dominios possui seis regides em a-hélice (1-6) transmémbranicas (Figura 2), sendo
qgue o sensor de voltagem esta localizado na a-hélice de numero 4. As quatro regides
em a-hélice repetidas associam-se umas com as outras formando o poro do canal
(Randall, et al., 2000; Catterall et al.,2005; Nelson e Cox, 2005)

As toxinas que agem em canais para Na* de vertebrados s&o de dois tipos: as
a- e as p-toxinas, que se diferenciam por seus efeitos farmacologicos e
eletrofisiologicos (Rodriguez de la Vega et al., 2005). As a-toxinas prolongam a fase
de abertura do canal aumentando a condutancia ao ion Na®; ja as PB-toxinas
desencadeiam explosdes repetitivas do canal para sddio. As a-toxinas escorpibnicas
diferenciam-se das [B-toxinas por interagirem em sitios diferentes no canal para

sédio. Enquanto a-toxinas se ligam no sitio trés (no dominio IV) da subunidade a,



retardando a inativagdo do canal; as [(B-toxinas se ligam ao sitio 4 (no dominio II),
diminuindo o limiar de excitabilidade para a abertura do canal para sodio (Jover et
al., 1988; Rodriguez de la Vega et al., 2005).
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Figura 2. Representacdo esquematica do arranjo transmembrénico da subunidade a do canal

para sodio voltagem-dependente (Catterall et al., 2005).

A distingao biogeografica entre as espécies de butideos do Velho e do Novo
Mundo também se evidencia nas neurotoxinas presentes nessas espécies. As
a-toxinas estdo presentes principalmente nas espécies de butideos do Velho Mundo,
enquanto as B-toxinas prevalecem nas espécies do Novo Mundo (Loret e Hammock,
2001), mas existem exceg¢des, como a peconha de Leirus quinquestriatus que,
embora seja uma espécie tipica do Velho Mundo, apresenta varias -toxinas em sua
peconha (Rack et al., 1987) e, no caso de espécies do Novo Mundo, s&o descritas
diversas a-toxinas nas peconhas de Centruroides exilicauda e C. sculpturatus
(Possani, 1984).



1.3.2. CANAIS PARA SODIO EM INSETOS

As peconhas de escorpides da familia Buthidae do Velho Mundo contém
algumas toxinas que modulam canais para Na® de insetos (Loret et al.,1992).
Estas neurotoxinas inseto-especificas sdo também classificadas em a e B, sendo
que as a-toxinas especificas para insetos tem atividade eletrofisiolégica similar a
observada para as a-neurotoxinas especificas para canais para Na* em vertebrados
(Eitan et al., 1990). Ja as B-toxinas inseto-especificas isoladas da peconha de
escorpides do Velho Mundo n&o apresentam atividade similar as [(-toxinas
especificas para vertebrados presentes nas espécies de butideos do Novo Mundo.
Algumas B-toxinas de espécies do Novo Mundo s&o tdxicas a insetos (Watt e
Simard, 1984), mas se ligam a canais para Na* de vertebrados e de insetos (Lima et
al., 1989), enquanto as B-toxinas de escorpides do Velho Mundo sao estritamente
inseto-especificas e ndo apresentam efeito neurotoxico em mamiferos (Loret e
Hammock, 2001).

1.3.3. CANAIS PARA POTASSIO

O canal para K' apresenta uma proteina a com uma massa molecular de
cerca de 70 kD, a qual possui forte homologia com as porgdes transmembranicas da
proteina a do canal para Na*. O canal para K" funcional é formado pela associagéo
de quatro subunidades a (que podem ter seqiéncias idénticas ou diferentes) e
quatro subunidades menores denominadas (. Cada subunidade a possui seis
regides transmembrénicas (Figura 3) (Randall, et al., 2000; Vega e Felix, 2001).
Estudos cristalograficos com o canal para potassio KcsA proveniente de
Streptomyces lividans demonstraram que tal canal é formado pela associagao
tetramérica das subunidades [, sendo sua estrutura basica formada por dois
dominios transmembranicos, conectados por uma regido lago que entra e sai da
bicamada lipidica. Tal lago denominado dominio P forma uma parte essencial do
poro do canal. Cada subunidade B é formada por duas hélices transmembranicas,
uma interna ao canal e outra externa. Com relacdo a condugdo de ions potassio,
estes chegam até a cavidade, rodeados de particulas de agua, onde se favorece a

entrada dos ions potassio no filtro de selegao visto estarem as quatro hélices do poro



na direcdo amino a carboxilo terminal, gerando assim um potencial eletrostatico

negativo e favorecendo a difus&o a favor do gradiente (Doyle et al., 1998).

As toxinas escorpibnicas especificas para os canais para K sdo abreviadas
como KTx e séo peptideos de cadeia curta com 23 a 43 residuos de aminoacidos
unidos por trés ou quatro pontes dissulfeto. Estas toxinas sdo comumente divididas
em trés familias: a-, - e y-KTxs (Tytgat et al., 1999), sendo que as a-KTxs sao
empregadas como uma poderosa ferramenta em estudos farmacoldgicos centrandos
na determinacdo da composicdo das subunidades do canal, modelagem molecular
da estrutura dos canais para K e estudo do papel funcional destes canais nos
diferentes tecidos (Tytgat et al., 1999; Rodriguez de la Vega et al., 2003). A familia a-
KTx é formada por aproximadamente 17 peptideos de cadeia curta; ja a familia das
B-KTx tem peptideos considerados de cadeia longa com 60-64 residuos de
aminoacidos e com 6 residuos de cisteina. Ja foram descritos 4 peptideos (TsTx-Kj,
AaTx-KB, BmTx-KB e Bme-KBZ*) nessa familia; finalmente, a familia das y-KTx
contém peptideos com 42 residuos de aminoacidos, 4 pontes dissulfeto, que agem
especificamente nos canais para K da familia de genes (eag) relacionados a ether-
a-go-go. Tais toxinas s&o chamadas de ergotoxinas e esta familia é dividida em
5 subfamilias (Tytgat et al., 1999; Corona et al., 2002).
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Figura 3. Representacdo esquematica da subunidade a do canal para potassio de eucariotos
(Vega e Felix, 2001).



1.3.4. CANAIS PARA CALCIO E CLORETO

Experimentos farmacolégicos e eletrofisiolégicos tém demonstrado que as
toxinas escorpiénicas sdo capazes de modular a atividade de canais para Ca** e CI,
no entanto, os sitios de acdo nesses canais ainda ndo foram caracterizados. O canal
para calcio € muito semelhante ao canal para sédio, tem uma grande subunidade a
associada a pequenas subunidades chamadas ay, B, y € 8. A subunidade principal
possui quatro dominios e cada um apresenta seis regides transmembranicas (Figura
4) (Randall, et al., 2000; Catterall et al., 2005; Nelson e Cox, 2005). Como exemplos
de toxinas escorpidnicas moduladoras de canais para calcio, podem-se citar a toxina
Il do escorpido Centruroides limpidus, a qual inibe fortemente a ativagao dos canais
para Ca®* (Alagon et al., 1998) e a peconha de Hottentotta hottentotta que aumenta
seletivamente as ligacdes de rianodina aos canais para Ca®* (Valvidia et al., 1991).
Os canais para cloreto sdo pouco conhecidos influindo diretamente no numero de
trabalhos descrevendo moléculas que agem sobre eles, entretanto, sabe-se que a
peconha de Leirus quinquestriatus é capaz de promover uma significativa inibicao
reversivel na condutancia dos canais para cloreto, e a toxina responsavel por tal
efeito € um pequeno peptideo de 4 kDa e quatro pontes dissulfeto que apresenta
similaridade com uma classe de pequenos peptideos inseticidas denominada
clorotoxina (Debin e Strichartz, 1991). Até o momento, foram descritas mais quatro
clorotoxinas: a BelTsA, isolada da peconha de Buthus eupeus, Anm P2 do escorpiao
Androctonus mauretanicus, o peptideo | de Buthus sindicus e o pequeno peptideo
Bm-12 isolado de Buthus martensi (Wu et al.,2000)

Figura 4. Representagdo esquematica dos dominios transmembranicos presentes no canal
para calcio (Catterall et al., 2005).
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1.4. ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE TOXINAS PRESENTES
NA PECONHA DE ESCORPIOES

Até o momento, sdo muitos os trabalhos e pesquisas relacionadas com o
isolamento e caracterizagdo de toxinas das peconhas de escorpides tanto do Novo
como do Velho Mundo, envolvendo técnicas como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), sequenciamento quimico por degradagcao de Edman, eletroforese,
caracterizagado da atividade biolégica por técnicas eletrofisiologicas e, nos ultimos
tempos, analise protedbmica empregando-se cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa. E importante ressaltar que o Brasil foi pioneiro e tem se

consolidado como uma poténcia no desenvolvimento de tais estudos.

Trabalhos pioneiros no isolamento e caracterizagao de toxinas de escorpides
brasileiros foram realizados por Diniz e Gomez, ainda na década de 60, com a

espécie Tityus serrulatus (Diniz et al.,1966; Gomez & Diniz, 1966).

Em 1989, Arantes et al. isolaram cinco toxinas do escorpido Tityus serrulatus
por meio de cromatografia de troca ibnica, utilizando resina de carboximetilcelulose
(CMC-52). Quatro destas toxinas (IX3, 1X5, X4 e Xlll) mostraram alta similaridade
estrutural e altos niveis de letalidade. O quinto peptideo isolado trata-se de uma nova
toxina (altamente téxica) denominada TsTX-IV, com massa molecular de 6,88 kDa e

61 residuos de aminoacidos.

Arantes ef al. (1994) caracterizaram uma nova neurotoxina do escorpido
Tityus serrulatus, TsTX-V, retarda a inativacdo dos canais para sodio

voltagem-dependentes.

Dehesa et al. (1994) realizaram o isolamento de uma nova toxina da pegonha
do escorpiao Centruroides infamatus infamatus, com massa molecular de 7,6 kDa e

66 residuos de aminoacidos.

Também foi identificada uma nova toxina presente na pegonha do escorpido
mexicano Centruroides limpidus limpidus, denominada toxina 1 de C-ll (Ramirez et
al., 1994). Trata-se de uma toxina com 66 residuos de aminoacidos, com alta

similaridade estrutural com a toxina 1 de Centruroides limpidus teconumanus (91%)
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e com a toxina 4 de Centruroides noxius (89%).

O isolamento e a caracterizacdo de toxinas do escorpiao Orthochirus
scrobiculosus de Asia central foi realizado por Atakuziev et al. (1995) combinando-se
técnicas de cromatografia por filtragdo em gel e de troca ibnica. Identificaram trés
toxinas com efeitos toxicos em ratos (O5M1, O5M2 e O5M3); outras trés (OS5In1,
O5In2 e 0O5In3) induzem paralisia em insetos e uma (O5Cr1) €& tdxica para
crustaceos. As toxinas com massas moleculares entre 6-8 kDa tiveram suas

estruturas primarias determinadas.

Ao realizar o fracionamento da pegonha do escorpido Tityus serrulatus
mediante técnicas cromatograficas de troca ibnica, Sampaio et al. (1996) isolaram
uma toxina extremadamente homologa a neurotoxina TsTX-l, a toxina mais letal
presente na pegonha de Tityus serrulatus, capaz de promover excessiva liberagao de

neurotransmisores.

Dehesa et al. (1996) isolaram duas novas toxinas, cada uma com 66 residuos
de aminoacidos dos escorpides mexicanos Centruroides infamatus infamatus e
Centruroides limpidus limpidus. As suas estruturas primarias foram comparadas e
apresentaram 97% de similaridade entre elas e 83% de similaridade com a toxina 2
de Centruroides noxius. Estas trés toxinas sdo capazes de bloquear canais para

sédio voltagem-dependentes de maneira similar.

Em 1997, Borchani et al. purificaram trés toxinas do veneno do escorpidao
Buthus occitanus tonetanus: uma (BotlT1) com atividade contractil e duas (BotlT4 e
BotIT5) depressoras. Tais toxinas depressoras foram letais para Blatella germanica

(110 ng/600 mg de peso corporal).

Batista et al. (2000) isolaram do escorpido Tityus cambridgei a menor toxina
(com 23 residuos de aminoacidos) bloqueadora de canais para potassio conhecida

até o momento.

A peconha dos escorpides também produz efeitos sobre diferentes érgéos.
No pancreas, produz aumento na secrecido de enzimas pancreaticas, promovendo
inclusive pancreatite aguda. Os mecanismos de agao sobre acinos e lobulos

acinares isolados estao sendo investigados (D’'Suze e Sevcik, 2000).
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Wagner et al. (2003) isolaram a primeira neurotoxina da pegonha do escorpiao
brasileiro Tityus fasciolatus. Tal toxina, denominada Tf4, possui massa molecular de
6,6 kDa e acgao sobre canais para sodio de ras. Apresenta homologia com as toxinas
TbIT-I de Tityus bahiensis e TsTX-VI e TsNTXP de Tityus serrulatus, no entanto, Tf4

nao possui toxicidade contra mamiferos e crustaceos.

Nos estudos realizados por Yamaiji et al. (2004) foi observado que o nivel de
expressao das toxinas escorpibnicas depende de diferentes fatores como sexo,
idade, variagdo genética, distribuicdo geografica, etc. Tais pesquisadores
identificaram, exclusivamente, em machos da espécie Opisthacanthus
madagascariensis, uma toxina que atua em canais ibnicos de potassio, denominada

IsTx.
1.5. APECONHA DE ESCORPIOES COLOMBIANOS

A analise histopatoldgica dos efeitos da pegonha do escorpidao T. pachyurus
em camundongos demonstrou alteragbes compativeis com transtornos
hemodindmicos como causa principal da leséo tissular. Em geral, o dano organico
esta relacionado com disfungdo miocardica secundaria ao compromisso funcional da
unido neuromuscular e disfuncdo do sistema nervoso autbnomo, aumento da
resisténcia vascular e aumento da pos-carga, fatos que levam ao paciente a sofrer
uma disfungdo muliti-organica com afec¢do predominante do pulm&o e figado
(Rodriguez, 2008).

A peconha de T. pachyurus também foi avaliada quanto a sua toxicidade,
caracteristicas imunologicas, bem como, neutralizagdo por trés soros
anti-escorpiénicos produzidos na América Latina. A DLsp em camundongos foi
determinada como sendo de 4,8 mg/kg e os sinais do envenenamento incluiram
sialorréia, disnéia, sudorese generalizada, ataxia, alteragbes de comportamento e
hiperglicemia. Os soros produzidos no México e no Brasil apresentaram uma dose
efetiva de neutralizacdo de 330 e 292 ug de pegonha por mL de soro,
respectivamente. O soro anti-escorpiénico produzido na Venezuela nao foi capaz de

neutralizar a pegonha de T. pachyurus (Barona et al.,2004).
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Também ja foram determinadas as caracteristicas toxicoldgicas da peconha
de T. fuhrmanni: DLsp, em camundongos igual a 3,9 mg/kg e os sintomas do
envenenamento incluem sialoréia, piloerecdo, sudororese e sonoléncia, além de

taquipnéia, ataxia e convulsdes (Gomez et al.,2002).

No caso da pegonha de C margaritatus foram observados efeitos neurotoxicos
em camundongos, permitindo classifica-la como uma peg¢onha moderadamente
toxica para mamiferos. Seus principais efeitos sdo dispnéia, sialorréia, piloerecao,
priapismo, fasciculagdes, perda de equilibrio, contragcdes involuntarias das patas,
hemorragia subcutanea na regido do torax. Também foi determinada a DLsy em
camundongos cepa ICR como sendo de 42,83 mg/kg e a concentragao total de

proteina da peconha como de 0,11 mg por individuo (Guerrero-Vargas et al., 2003).

1.6. ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE TOXINAS PRESENTES
NAS PECONHAS DE ESCORPIOES COLOMBIANOS

Até o momento, exitem apenas dois trabalhos descrevendo o isolamento e a
caracterizagao de toxinas de escorpides coletados em territério colombiano.
O primeiro desenvolvido por Guerrero-Vargas (2002) foi realizado com a pegonha de
C. margaritatus. Foi feito o fracionamento da pegconha mediante HPLC com o uso de
uma coluna de filtracdo em gel Protein Pack, tendo sido obtidas 9 fragdes. As
fragcbes, denominadas IlI, Ill, IV e V, foram utilizadas em ensaios fisiolégicos
procurando-se determinar seus efeitos sobre o musculo gastrocnémico de Bufo
marinus. As fragdes Il e V eliminaram as contragdées musculares geradas por um
estimulo de 20 mV, a fracao Ill ndo provocou nenhum efeito e a fracdo IV, em um
primeiro momento, aumentou a amplitude da contracdo muscular e, posteriormente,

provocou sua supressao.

O segundo estudo consiste na analise protedbmica da pegonha do escorpiao
colombiano Tityus pachyurus (Barona et al., 2006), tendo sido analisadas 77 fragbes
cromatograficas por espectrometria de massa, com a identificacdo de 104
componentes diferentes. Nesse trabalho, foram isolados e caracterizados dois
peptideos toxicos: Tpal, um bloqueador de canais para K, com 23 residuos de
aminoacidos, e Tpa2, uma toxina moduladora de canais para Na* de 65 residuos de

aminoacidos.
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1.7. ANALISE PROTEOMICA

No caso do fracionamento de venenos e pegonhas de origem animal para
estudos protebmicos € comumente empregada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia em colunas de fase reversa (RP-HPLC) como etapa inicial.
A cromatografia de fase reversa é baseada na hidrofobicidade das moléculas a
serem analisadas, e ndao na polaridade das mesmas, como é observado na
cromatografia de fase normal (Joseph e Marsden, 1986). E bom salientar que a
cromatografia de fase reversa pode ser utilizada tanto em escala analitica como
preparativa. Moléculas que possuem algum grau de hidrofobicidade, tais como
proteinas, peptideos, acidos nucléicos, compostos organicos de baixa massa
molecular, podem ser rapidamente fracionadas (Palma et al., 2007) e, em seguida,

analisadas por espectrometria de massa.

Nos ultimos anos, a espectrometria de massa revolucionou o estudo de
proteinas e peptideos, proporcionando identificagao rapida e com alta sensibilidade
de amostras procedentes de géis 1D, 2D e de cromatografia liquida em sistema
HPLC. As vantagens na identificagdo de moléculas empregando-se a espectrometria
de massa incluem: alta sensibilidade no nivel de fentomoles, identificacdo de varias
proteinas em uma amostra, checagem da pureza de proteinas e peptideos,
identificacdo de isoformas protéicas, quantificacdo de cisteinas e localizagdo de
pontes dissulfeto, sequenciamento de proteinas, identificacdo de proteinas em
analise de proteomas, pesquisa de novas drogas (Cunha et al., 2006; Palma et al.,
2007). Devido a sua complexidade e diversidade, os venenos animais representam
uma fonte abundante de compostos bioativos (principalmente de natureza protéica
ou peptidica) e, gragas ao desenvolvimento de novas tecnologias, tem sido possivel
a realizagao de estudos na area de Toxinologia com pouca quantidade de veneno ou
peconha (Favreau et al., 2006; Editorial, 2006).

A espectrometria de massa tem se constituido em uma das principais
ferramentas utilizadas em estudos protedmicos. Trata-se de uma técnica analitica
que permite a determinagdo precisa das massas moleculares dos compostos
quimicos através da separagado dos ions moleculares de acordo com sua relagao
massa/carga (m/z) (Siuzdak, 1996). E comum se adotar como unidade de massa

molecular dos compostos quimicos as chamadas unidades de massa atbmica
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(u.m.a.) ou Daltons (Da), os quais sao definidos como 1/12 da massa de um atomo
de C™.

O espectrbmetro de massa é formado por cinco componentes principais:
sistema de apresentagdo da amostra, fonte de ions, analisador, detector e
processador de sinais (Palma et al., 2007). Dentre estes componentes, pode-se
destacar o sistema de ionizagcdo das moléculas, responsavel por vaporiza-las e
carrega-las eletricamente; e o analisador de massas que separa os ions resultantes
de acordo com suas massas moleculares. Atualmente, duas técnicas de ionizagao
que se complementam e se sobrepdem dominam a analise de proteinas, estas sdo a
desorcdo a laser, na qual a amostra é irradiada com um feixe de laser que causa a
ionizacdo e a desorcao da molécula, e a eletropulverizagdo na qual a amostra em
uma solucdo acidificada € pulverizada dentro de uma corrente de gas de
dessolvatagdo, o que provoca a emissao da molécula ionizada em estado gasoso
(Cunha et al, 2006). Paralelamente, estas técnicas sdo complementadas por dois
tipos de analisadores de massa, o tempo de voo (time of flight) que é usualmente
associado a desorcdo a laser e o quadrupolo que € geralmente usado com
eletropulverizagédo (Cunha et al, 2006). Na analise protedbmica, € comum o emprego
da técnica de MALDI do inglés Matrix-Assisted Laser Desorption lonization, que é um
método que produz vaporizagdao e ionizagdo de macromoléculas biolégicas néo-
volateis, direto da fase soélida para fase gasosa. Nesse caso, o analito é misturado
com uma matriz, que €& geralmente um composto organico de baixa massa
molecular, que se cristaliza juntamente com o analito. A presenca da matriz protege
o analito de degradagado, transferindo parte da energia vinda do laser as
macromoléculas, resultando em uma leve ionizacdo, permitindo assim, a sua

detecgdo numa forma intacta (Figura 5).

A B

analisador de massa

1 t/‘/‘/‘

e

pulso de laser pulso de laser

= analifo
+ ion do analito
¥ matiz

+ ion da matriz

Figura 5. Representacao esquematica da ionizagao promovida por MALDI (Cunha, 2003).
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Outra das técnicas € ESI do inglés Electrospray lonization, a qual esta
baseada na formacdo de um spray, onde os ions negativos sdo oxidados,
aumentando a populacdo de cargas positivas. Desta forma, o solvente vai
evaporando até que os ions sdo expelidos por fase gasosa, e dai passam através de
placas carregadas, chegando ao analisador de massas (Figura 6). Emprega-se, na
geragédo do spray, um gas inerte e um campo elétrico de aproximadamente 4 kV.
(Siuzdak, 1996; Palma et al. 2007).

_ Vacuum Interface
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Figura 6. Representacao esquematica da ionizagao promovida por ESI (Cunha, 2003).
1.8. ANALISE PROTEOMICA DAS PECONHAS DE ESCORPIOES

A primeira abordagem protedmica aplicada ao estudo de pegonhas de
escorpides foi realizada com a peconha do escorpido Tityus serrulatus com o
propésito de identificar novos compostos farmacologicamente ativos nesta pegonha.
A amostra foi previamente fracionada por filtragdo em gel e as fragdes obtidas foram
analisadas por espectrometria de massas tipo MALDI-TOF e por LC/ESI-MS , tendo
sido identificadas varias toxinas, principalmente nos intervalos de massas
moleculares de 6500-7500 Da, que corresponde a toxinas de cadeia longa
provavelmente moduladoras de canais para Na® voltagem-dependentes, e 2500-
5000 Da que corresponde a toxinas de cadeia curta que agem em canais para K*
(Pimenta et al., 2001)

No caso do escorpido amazonico Tityus cambridgei foram obtidas 60 fragbes
apo6s cromatografia por RP-HPLC tendo sido analisadas por ESI-MS e

MALDI-TOF/MS, obtendo-se 102 diferentes componentes moleculares. Nesse
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mesmo estudo, foi isolado um novo peptideo, denominado Tc48a, com 65 residuos

de aminoacidos e agdo sobre canais para Na® (Batista et al., 2004).

No caso do escorpido brasileiro Tityus costatus, 50 diferentes fracbes foram
obtidas por RP-HPLC e aproximadamente 90 diferentes compostos foram
identificados por meio de LC/ESI-MS/MS. Quatro novos peptideos foram isolados e
caracterizados: 1) butantoxina que age nos canais para K" tipo Shaker; 2) uma toxina
inseto-especifica; 3) um peptideo scorpine-like e 4) um pequeno heptapeptideo com

atividade desconhecida (Diego-Garcia et al., 2005)

Nascimento et al. (2006) propuseram um novo método para o estudo das
relacdes filogenéticas de espécies de escorpides da familia Buthidae. Analisando a
peconha bruta de algumas espécies desta familia que representam casos complexos
em termos taxonémicos e de relagdes filogenéticas, como Tityus stigmurus, Tityus
serrulatus, Tityus bahiensis, Leirus quinquestriatus quinquestriatus e Leirus
quinquestriatus hebraeus. Tal andlise foi realizada empregando-se a técnica de
2D-LC/MS e os diferentes componentes moleculares identificados foram agrupados
de acordo a sua propriedades fisico-quimicas (massa molecular e hidrofobicidade).
Os resultados obtidos confirmam a taxonomia classica na qual T. serrulatus e
T. stigmurus sao consideradas espécies muito relacionadas, T. bahiensis é a menos
relacionada dentro do género Tityus e L. q. quinquestriatus e L. q. hebraeus
apresentam pequenas diferengas que confirmam a divisdo em sub-espécies. Nesta
pesquisa, foram encontradas 2413 componentes com massas moleculares distintas,
632 de T. stigmurus, 383 de T. serrulatus, 464 de T. bahiensis, 554 de L. q. hebraeus
e 380 de L. q. quinquestriatus.

Batista et al. (2006) realizaram o primeiro estudo proteémico com a pegonha
do escorpido venezuelano Tityus discrepans. Por meio do fracionamento da pegonha
bruta por RP-HPLC foram obtidas 58 fragdes e identificados 205 componentes
moleculares por meio de analise por nano-ESI/MS e MALDI-TOF/MS. Tal pegonha
apresenta componentes moleculares com massas moleculares de 272 a 57.908 u.
m.a. Além disto, foram caracterizadas duas novas toxinas, TdK2 e TdKS3, a primeira
delas com 34 residuos de aminoacidos e segunda com 36 aminoacidos, sendo que

as duas toxinas apresentam atividade sobre canais para K.
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Barona et al. (2006) realizaram analise protedmica da peconha do escorpiao
colombiano Tityus pachyurus e isolaram 77 fragbes por RP-HPLC, tendo sido
detectados 104 componentes com massas moleculares distintas por espectrometria
de massa tipo ESI. Também foram isolados e caracterizados dois novos peptideos
que afetam canais voltagem-dependentes: Tpal com 23 residuos de aminoacidos
agindo em canais para K* e Tpa2 com 65 residuos de aminoacidos modulador de

. +
canais para Na'.

A peconha do escorpido brasileiro Tityus stigmurus foi fracionada por
RP-HPLC e seus componentes moleculares foram identificados empregando-se um
espectrdmetro de massa ion trap-ESI. 100 diferentes compostos foram detectados
com massas moleculares indo de 216,5 até 44.800,0 Da. Quatro novos peptideos
forem isolados e caracterizados:Tst-3 similar a toxinas escorpibnicas que agem em
canais para Na*, Tst-17 similar a Tc1 que tem efeito nos canais para K*, TstBKTx
com sequéncia idéntica a TsTx-KB e um peptideo rico em prolina, mas com fungao
desconhecida. Além disso, também sequenciaram parcialmente duas enzimas: uma
hialuronidase com massa molecular de 44.800,0 Da e uma lisozima (Batista et al.,
2007).

1.9. APLICACAO BIOTECNOLOGICA DAS TOXINAS
ESCORPIONICAS

Em principio, é dificil acreditar que toxinas tenham alguma aplicagcédo benéfica,
uma vez que tal denominacgdo indica perigo. No entanto, diferentemente do senso
comum e com 0s avangos na area de toxinologia, tem sido identificado um grande
numero de substancias com aplicagdes farmacolégicas e biotecnoldgicas.
E importante ter em mente que os venenos e as pegonhas de origem animais so
uma fabulosa fonte de compostos bioativos e que, até o momento, apenas 1%
destas moléculas foram bem caracterizadas (Ménez et al., 2006). Muitos venenos e
seus compostos tém sido utilizados em pesquisas biomédicas, no desenvolvimento
de novas ferramentas empregadas no diagndstico de doencgas, medicamentos

terapéuticos e biopesticidas (Lewis e Garcia, 2003; Editorial Toxicon, 2006).

Uma das mais importantes contribuicdes das toxinas escorpibnicas esta

relacionada aos estudos de cinética de ativacdo e inativagdo, bem como

19



estrutura-funcéo dos canais voltagem-dependentes das membranas celulares, visto
que tais toxinas sado capazes de discriminar entre as diferentes classes de canais
ibnicos presentes em vertebrados e invertebrados (Rodriguez de la Vega et al,
2004; Bosmans e Tytgat, 2007).

Também sao relevantes os estudos empregando-se toxinas inseto-especificas
na elaboragdo de biopesticidas (Bosmans e Tytgat, 2007) e as descobertas de
peptideos antimicrobianos nas peconhas de escorpides, como a hadrurina isolada da
peconha do escorpido Hadrurus aztecas, que inibe o crescimento de bactérias como
Salmonella thyphi, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus cloacae, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Serratia marscences (Torres-Larois et al., 2000),
parabutuporina, isolada de Parabuthus schlechteri e opistoporinas de
Opistophthalmus carinatus que, além de inibir o crescimento bacteriano, promovem

aumento nos niveis de Ca®" intracelular (Moeman et al., 2003).

Algumas pesquisas tém demonstrado a atividade anticonvulsivante de
peptideos isolados de escorpides, como CII9 de Centruroides limpidus limpidus
(Corona et al., 2003) e BmK-AEP de Buthus martensi (Jun et al., 2000).
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2. RELEVANCIA CIENTIFICA

Os casos de escorpionismo sao observados em todos os continentes, com
excecdo das regides polares. Na América Latina sdo mais frequentes,
principalmente, no México e Brasil, mas também s&o registrados casos em outras
regides da América Central e do Sul (Valderrama, 1998). Na Colébmbia e, em
especial no Departamento do Cauca, o escorpionismo é subestimado, uma vez que
a notificacdo obrigatéria ndo é exigida. A picada de escorpidao € uma ocorréncia
habitual na Colédmbia e, infelizmente, em virtude do atendimento inadequado, devido
principalmente a falta de informagdes acerca da atividade farmacolégica da pegonha
das espécies comumente encontradas na regido, tem sido observadas
consequéncias graves, como a morte de algumas pessoas afetadas, principalmente

criangas (Pineda e Castellanos, 1998; Otero, 1998).

Os estudos envolvendo espécies de escorpides encontrados na Colédmbia sao
ainda insipientes, sendo de fundamental importdncia o desenvolvimento de
pesquisas com tais espécies. Os estudos bioquimico-farmacolégicos envolvendo os
componentes das peconhas dos escorpides encontrados na Colédmbia ainda sao
poucos e as excecdes sao representadas pelos trabalhos realizados por Barona et
al. (2006) com a peconha do escorpiao Tityus pachyurus e o fracionamento e a
caracterizagao preliminar da peconha de C. margaritatus realizado por
Guerrero-Vargas (2002). Por estas razdes € importante dar continuidade aos
trabalhos iniciados com a peconha de C. margaritatus e contribuir com o
desenvolvimento da toxinologia na Colémbia. Além disso, o conhecimento acerca
das propriedades farmacoldgicas das pegonhas dos escorpides colombianos servira
de base para permitir a elaboracdo de um soro anti-escorpidnico eficiente contra as

espécies tipicas da regiao, hoje ainda inexistente na Colémbia.

A pesquisa com as peconhas de escorpides € muito importante também por
seu potencial biotecnoldgico e farmacoldégico como fonte de sustancias uteis ao
homem, tal como constatado nos trabalhos de Torres-Larious et al. (2000) e Corzo et
al. (2001) que encontraram peptideos antimicrobianos nas pegonhas dos escorpides

Hadrus azectus e Pandinus imperator, respectivamente.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar analise protebmica da peconha do escorpido Centruroides

margaritatus da regiao do Vale do Rio Patia, Coldmbia.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Fracionar os componentes peptidicos da peconha, mediante cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) em coluna de fase reversa Cg (Vydac
208TP54).

Proceder andlise das fragdes cromatograficas obtidas por espectrometria de
massa tipo MALDI-TOF.

Determinar a estrutura primaria das principais fracdes identificadas no
presente estudo por meio de sequenciamento quimico (degradagdo de
Edman).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. COLETA DOS ESCORPIOES

Os escorpides foram coletados na regido do Vale do rio Patia no Estado do
Cauca, Coldmbia. A coleta dos animais foi realizada entre as 17:00 e as 22:00 horas

utilizando-se lampada de luz UV.
4.2. MANUTENGCAO DOS ESCORPIOES EM CATIVEIRO

Os escorpides coletados foram mantidos em cativeiro no Centro de
Investigagbes Biomédicas - CIBUC - da Universidade do Cauca, em terrarios de
vidro em micro-habitats similares ao naturais. Os animais tiveram acesso a agua

fresca e foram alimentados a cada trés dias com outros aracnideos e insetos.
4.3. DETERMINA(}AO TAXONOMICA

Trés escorpides machos e trés fémeas foram sacrificados para a realizagao
da correta determinagdao taxonémica. Os animais foram fixados e conservados
segundo normas bem estabelecidas e os espécimes foram depositados na colegao
de referéncia de Aracnideos do Museu de Historia Natural da Universidade do
Cauca. Para a correta identificacdo taxonémica foram utilizadas chaves taxonémicas
como as elaboradas por Stahnke e Calos (1977), Sisson (1990), Gonzalez-Sponga
(1996) e Flérez (2000).

4.4. OBTENGAO DA PECONHA BRUTA

A pecgonha bruta foi obtida por meio de estimulagdo elétrica moderada de
50 (cinquenta) escorpides. O material obtido foi armazenado em tubos tipo

eppendorf, liofilizado e armazenado a —20°C.
4.5. DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem de proteinas foi realizada segundo o método de Lowry (Lowry,

1951) e albumina sérica bovina foi usada para a confecgdo da curva de calibragéo.
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4.6. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA PEGONHA BRUTA

A peconha bruta (5 mg) foi dissolvida em 250 yL de TFA 0,1% (v/v) em agua
Milli-Q e submetida a centrifugagdo por 15 min a 14.000 rpm. O sobrenadante foi
aplicado em uma coluna de fase reversa Cg (Vydac 208TP54, 4,6 x 250 mm)
previamente equilibrada em TFA 0,1% (v/v) em agua Milli-Q, com fluxo de 1 mL/min
e deteccdo em 215 nm. A eluigdo foi realizada aplicando-se um gradiente linear de
TFA 0,1% (v/v) em acetonitrila.

4.7. ANALISES POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

As fragbes cromatograficas obtidas com o fracionamento da pegonha bruta
em coluna Cg foram analisadas por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF
(Autoflex Il, Bruker), empregando-se como matriz HCCA 20 ug/pL. De cada fragao
cromatografica obtida foi reservada uma aliquota de 20 yL a ser secada em
Speed-Vac e cada amostra foi, entdo, reconstituida com 5 yL de TFA 0.1% (v/v) em
agua Milli-Q. Aliquotas de 2 pL desse material foi misturado com 2 yL de matriz
HCCA diretamente nos pocos da placa de ago inoxidavel. As amostras foram

secadas ao ar livre e, em seguida, analisadas no espectrémetro.
4.8. OBTENCAO DE TOXINAS PURAS

As fragbes de maior interesse foram isoladas empregando-se colunas com

maior poder de resolugéo, Cqs de 4,6 x 250 mm e 2,1 x 250 mm (Vydac TP54)
4.9. REDUGAO E ALQUILACAO

As toxinas purificadas por RP-HPLC foram dissolvidas em 100 uL de tampéo
desnaturante (cloridato de guanidina 6,0 M, Tris-HCI 0,3 M pH 8,6) adicionado de
DTT (na propor¢cdo 1,5 mg de DTT para 1,0 mL de tampdo desnaturante). As
amostras ficaram incubadas sob agitagdo constante de 400 rpm (Thermomixer
comfort, Eppendorf) durante 1 hora e 30 minutos a 37°C. Apds esse periodo, 2 uL de
4-vinilpiridina foram adicionados sob atmosfera de nitrogénio. As toxinas foram

novamente incubadas a 37°C, sob agitagdo constante de 400 rpm, durante 1h.
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Em seguida, cada fragcdo foi dessalinizada utilizando-se coluna de fase
reversa C4 (Vydac C4 214TP54) em sistema de HPLC. A coluna foi equilibrada
previamente com TFA 0,1% (v/v) e a eluicdo ocorreu devido a utilizagdo de um
gradiente linear de acetonitrila com TFA a 0,1% (v/v), com fluxo de 0,8 mL/min e

detecgdo em 216 nm.
4.10. SEQUENCIAMENTO QUIMICO N-TERMINAL

As toxinas purificadas foram submetidas a sequenciamento quimico por meio
da degradacdo de Edman em um sequenciador automatico de proteinas modelo

477A da Applied Biosystems modificado por Fontes et al., 1998.
4.11. ANALISES COMPUTACIONAIS

A partir das sequéncias obtidas, procedeu-se analises computacionais
objetivando-se determinar o grau de similaridade com familias de toxinas ja descritas
na literatura. Para o cumprimento deste objetivo foi utilizado o programa BLASTP
(Altschul et al., 1997) disponivel no sitio: http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST.
A busca foi feita no banco de dados “nr” (ndo-redundante) e o parametro utilizado foi
0 proprio default (padrdo) do BLAST.
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Coleta dos escorpides e determinacao taxonémica
ﬂ Eletroestimulacao
Obtencgao da pegonha bruta
ﬂ Liofilizagao
Fracionamento por RP-HPLC

ﬂ Cromatografia em RP-HPLC
(C8, Vydac 208TP54, 4,6 x 250 mm)

Analise off-line por espectometria de massa
ﬂ_ Autoflex Il (Bruker)
Recromatografia em RP-HPLC das fracbes mais homogéneas

ﬂ Cromatografia em RP-HPLC
(C1s,Vydac 4,6 x 250 mm e 2,1 x 250 mm)
Peptideos purificados

ﬂ Reducgao e alquilagao

Determinagao do numero de pontes dissulfeto por analise em MALDI-TOF/MS
e

Seqlenciamento quimico N-terminal

J

Analises computacionais

Figura 7. Esquema geral da estratégia experimental empregada no isolamento e

caracterizagao de peptideos bioativos presentes na pegonha de C. margaritatus.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente projeto de pesquisa aprofundou os estudos relacionados com a
caracterizagao bioquimica dos componentes de natureza peptidica presentes na
peconha do escorpido Centruroides margaritatus coletado na regidao do vale do rio
Patia, no estado do Cauca, Colbmbia, visto que, até o momento, os estudos

envolvendo tal espécie sao bastante limitados.

A estratégia experimental adotada envolveu o fracionamento da pegonha
bruta por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em colunas de fase
reversa Cg e C13 associada a caracterizacado peptiddmica de todas as fragdes eluidas
por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF. Além disso, foi possivel a
purificacdo e determinagédo da estrutura primaria de dois novos peptideos isolados

da peconha de C. margaritatus.
5.1 DESCRIQZ\O DA AREA DE ESTUDO

Os escorpides utilizados neste estudo foram coletados na regidao do Vale do
Patia, estado do Cauca, Coldbmbia, exatamente entre os povoados de Patia e do
Estrecho, localizados a 75 km ao sul da cidade de Popayan e a uma altitude de 600

m do nivel do mar (Figura 8).

Este vale possui, em termos gerais, um clima ameno e seco, apresentando
variagdes regionais em seus indices pluviométricos, tendo areas muito aridas e
outras muito chuvosas. A temperatura média anual € de 28,1°C, registrando-se
maximas absolutas de até 38,5°C nos meses de agosto e setembro. O indice
pluviométrico diminui em direcdo ao sul e aumenta ao norte alcangando valores de
2000 mm.

A vegetacdo natural da regido tem sofrido um dramatico processo de
devastacao e, atualmente, é representada por pequenos bosques localizados nas
margens dos rios e riachos, predominando, dentre as espécies vegetais, as ceibas
(Ceiba pentandra) e os samanes (Samanea saman). O bosque €& constituido por

arbustos espinhosos tipicamente xerofiticos (Torres et al., 1992).
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Figura 8. Mapa da area de estudo, Bacia do rio Patia, Estado do Cauca, Colémbia (Torres et
al., 1992).

O tipo fisiondmico corresponde a um bosque seco de terras baixas segundo

Holdridge (1985) e tais condigdes climaticas séo ideais para a proliferagdo de
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escorpides da espécie C. margaritatus.

5.2 COLETA DE ESCORPIOES

As saidas de campo para a coleta de escorpides foram realizadas em marcgo e
dezembro de 2006 e em janeiro de 2007. A procura foi feita em troncos secos e

embaixo de pedras tanto no horario diurno quanto noturno (Figura 9).

Uma amostra de 136 escorpides adultos (80 fémeas e 56 machos) da espécie

C. margaritatus foi coletada e mantida em cativeiro.

Figura 9. (A). Coleta de escorpides durante o dia. (B). Coleta noturna de escorpides com o

emprego de lampada de luz UV. (C). Manutengéo em terrarios.

O trabalho do campo relacionado com a coleta dos espécimes constitui uma
fase de grande importancia nos estudos toxinolégicos e requer dedicagao e

responsabilidade, a fim de n&o correr riscos desnecessarios, nao maltratar os
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animais, bem como, garantir um numero de individuos adequado a execugao das
etapas originalmente propostas. Tal etapa foi concluida com sucesso, tendo sido
realizadas coletas diurnas e noturnas, sempre empregados métodos adequados aos

objetivos propostos (Sisson, 1990).
5.3 DETERMINAGAO TAXONOMICA

Trés escorpides adultos machos e trés fémeas forem eutanasiados e fixados
em etanol seguindo os protocolos internacionais de cole¢des bioldgicas de
referéncia. Por meio do emprego das chaves taxonémicas de Stahnke e Calos
(1977), Sisso (1990) e Gonzalez-Sponga (1996) foi possivel obter-se a confirmagao
de tratarem-se de individuos da espécie Centruroides margaritatus.

Tal espécie apresenta tamanho médio a grande, alcangando facilmente 11 cm
de comprimento. Sua coloracido € variavel, sendo as pingas, assim como o0s
segmentos terminais da cauda, mais escuras, enquanto o resto do corpo apresenta
coloracao café escuro a preto; as patas sdo amarelo-claro e o resto do corpo tem
uma cor amarelo-escuro. Os machos sdo mais magros que as fémeas. Esta é a
espécie de butideo que apresenta as carianas (linha de granulos nos dedos das
pingas e da cauda) melhor definidas e de facil distincdo e também caracteriza-se por

ser uma espécie muito agressiva (Viquez, 2000).

Outro aspecto importante, diretamente relacionado com a qualidade dos
resultados obtidos, diz respeito a correta determinagdo taxondmica da espécie
peconhenta em estudo, visto que a Toxinologia é um campo de estudo
interdisciplinar, que depende de aportes importantes das ciéncias basicas como
taxonomia, sistematica, etologia, ecologia, fisiologia, bioquimica e das ciéncias

aplicadas como a biotecnologia e a farmacologia. (Figura 10).

Entretanto, na Coldbmbia, existe apenas o registro de ocorréncia da espécie
Centruroides gracilis (Flérez, 2001 e 2007). Neste trabalho, foi conservado o epiteto
margaritatus visto que tal determinacédo taxonémica foi corroborada pelo prestigioso

aracnologista e taxonomista venezuelano Manuel Gonzales Sponga.
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Figura 10. Representagédo esquematica das relagbes entre a Toxinologia e as ciéncias béasica

e aplicada.

5.4 OBTENGAO DA PEGONHA BRUTA

A peconha bruta foi obtida por meio da estimulagédo elétrica (Figura 11) de
130 individuos adultos. Cada escorpido foi imobilizado e, com o emprego de pingas,
o télson foi introduzido na abertura de um tubo tipo eppendorf. Em seguida, foram

aplicados os estimulos elétricos no quarto segmento abdominal.

Figura 11. Extragao da pegonha bruta de C. margaritatus por estimulagao elétrica.
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Para a obtencdo da peconha bruta, existem trés métodos diferentes
atualmente descritos: amputagdo do télson e sua trituragdo e maceragdo com agua
ou solucédo salina; estimulacio fisica manual do prossoma e, por fim, a estimulacao
elétrica (Sissom, 1990; Barona et al., 2004) O primeiro método tem a desvantagem
da contaminagao da peconha com residuos celulares. O segundo método garante
uma boa quantidade de pegonha, mas tem a desvantagem de que é um
procedimento lento e trabalhoso. A estimulacao elétrica € o método mais utilizado,
mas apresenta como desvantagem a fadiga muscular frente a estimulagéo elétrica,
levando a uma interrupgao na liberagdo da pegonha. Por outro lado, tem a grande

vantagem de manter a integridade fisica dos animais (Sissom, 1990).

Padronizou-se a extragdo da pegonha da seguinte maneira: foram aplicados
5 estimulos de 50 V cada um por animal e a medida que a pegonha foi liberada, as
gotas de peconha que entravam no tubo foram contadas. Os dados padronizados

estao apresentados na Tabela 1.

Ao final, foram obtidos trés pools contendo a peg¢onha bruta, denominados
CM;, CM; e CM3. Para cada uma dessas amostras foi estimada a concentracédo de

proteinas empregando-se a relagdo de Lambert-Beer (D’Suze et al.,1996)

Cfv = (Agg0) (Fd) (Vi)

Onde:

Cfv = Concentragéo final do pool de peconha em mg/mL
Azgo = Absorbancia a 280 nm

Fd = Fator de diluicao

Vt = Volume total do pool

As concentragbes obtidas foram 78,137 mg/mL; 67,158 mg/mL e 20,828
mg/mL para os tubos CMy, CM, e CMs3, respectivamente. Na extragdo da pegonha,
também foi possivel observar uma diferenca na producédo de peconha entre machos
e fémeas e também que as fémeas gravidas produzem menos pegonha que as

fémeas n&o-gravidas (Tabelas 2, 3 e 4).
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Tabela 1. Padronizagao da extragdo da peconha de C. margaritatus.

Numero de
gotas de
peconha

obtido

Individuo Sexo

WCNRARDRNODRWORWRI_,WWARONOWARNNOOIO 01 W
=i i i o W o e L e o B o e e e e e e e e s o e e e 1 ALV B o i

NNNMNMNDMNMNNDNMNMNDMNMNAS, A A A A A
PDVOTNRONACOONODTRARWN OO NOORWN =

F’. Fémea gravida
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Para analisar melhor tal diferenca foram coletadas 3 amostras de
38 individuos cada uma, uma de machos e duas de fémeas, estas ultimas com
fémeas nao-gravidas, fémeas com gravidez inicial, fémeas com gravidez
intermediaria e fémeas com gravidez avancada. Tais pools de peconha foram
denominados CM4 para os machos, CMs e CMg para as fémeas e a concentracéo de
material protéico foi estimada como sendo: CMg4, 13,615 mg/mL, CMs, 14,774 mg/mL
e CMg, 26,613 mg/mL.
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Tabela 2. Comparacao da producédo de pegonha (niumero de gotas obtidas apds estimulagao elétrica)
entre machos e fémeas de C. margaritatus.

CM, CMs CMs
Ndamero de Numero de Ndamero de
Individuo ggtg?ngz Sexo Individuo gg;%snﬂg Sexo Individuo gg;aosngz Sexo
obtido obtido obtido
1 0 3 1 5 0 1 5 Q
2 5 3 2 5 0 2 4 Q
3 5 3 3 5 0 3 4 Q
4 5 3 4 0 Qrw 4 5 Q
5 5 3 5 4 5 4 Q
6 5 3 6 2 QO 6 5 Q
7 5 a 7 5 0 7 0 ki
8 4 3 8 5 0 8 5 o*
9 4 a 9 5 0 9 5 Q*
10 5 3 10 5 0 10 1 Qrx+
11 5 3 11 0 Q 11 5 Q
12 5 3 12 5 Q 12 0 Qxw
13 5 a 13 5 0 13 5 Q*
14 5 3 14 4 Q 14 5 Q
15 5 3 15 4 Q 15 5 Q
16 5 3 16 4 0 16 5 Q
17 4 3 17 5 o 17 5 Q
18 5 3 18 4 Q 18 4 Q
19 4 3 19 3 Q** 19 3 Q
20 3 3 20 5 0 20 5 Q
21 4 3 21 5 o 21 5 Q*
22 3 3 22 5 Q 22 0 Qxwx
23 4 3 23 5 Q 23 0 QF**
24 4 3 24 5 Q 24 5 Q
25 4 3 25 4 Q 25 5 Q
26 4 3 26 0 Qr* 26 5 Q
27 5 3 27 4 Qo 27 5 Q
28 4 3 28 0 Qx* 28 5 o*
29 0 3 29 0 QF** 29 4 Q
30 5 3 30 5 o* 30 5 Q
31 5 3 31 5 Qo 31 5 Q
32 3 3 32 4 0 32 0 Qrx+
33 5 3 33 4 Q 33 5 Q
34 4 4 34 5 Q* 34 4 Q**
35 3 3 35 5 Qo 35 4 Q**
36 4 3 36 5 o* 36 0 Qe
37 4 3 37 5 Qo 37 5 Q
38 4 J 38 0 QF** 38 4 Q**

Q* Fémea com gravidez inicial
Q**Fémea com gravidez intermediaria
Q@***Fémea com gravidez avangada
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Para avaliar se a gravidez interfere com a produg¢ao de pegonha, foi aplicado o
teste do Qui-Quadrado. O teste do Qui Quadrado, simbolizado por X2, é um teste de
hipoteses que se destina a encontrar um valor da dispersdo para duas variaveis
nominais, avaliando a associagao existente entre variaveis qualitativas. Trata-se de
um teste ndo-paramétrico, que pode ser usado para determinar a significancia de
diferencas entre dois grupos independentes (Siegal e Castellan, 2006). Para este
caso em particular, os dados foram calculados por tabelas de contingéncia e, nesta
prova, a hipotese nula (Ho) assume que a quantidade de pegonha produzida €&
independente do estado de gravidez das fémeas e a hipotese alternativa (H7) diz
que a quantidade de peconha produzida pelas fémeas depende de seu estado de
gravidez.

A quantidade de pegonha produzida dependente do estado de gravidez das
fémeas (rejeicdo da hipétese nula X? = 55,70 com 10 graus de liberdade e p< 0,005)
(Tabela 3).

Tabela 3. Producéo de peconha em fémeas em diferentes estagios de gravidez.

Numero de gotas de Gravidez TOTAL
peconha obtido
Inicial Intermediaria Avang.ada
0 0 (4,96) 0(1,77) 11 (4,25) 11
1 0 (0,45) 0(0,16) 1 (0,39) 1
2 0 (0,45) 1(0,16) 0 (0,39) 1
3 0 (0,45) 1(0,16) 0 (0,39) 1
4 1(1,81) 3(0,65) 0 (1,54) 4
5 13 (5,87) 0(2,10) 0 (5,03) 13
TOTAL 14 5 12 31

Com relacdo a obtencdo da peconha bruta, os dados obtidos foram
interessantes e demonstraram diferengcas na produgao de pegonha (em mg/mL de
proteina) entre machos e fémeas. Tais resultados estdo de acordo com outros
estudos que demonstraram diferencas entre as peconhas de individuos de uma
mesma especie, como no caso de Opisthacanthus madagascariensis, do qual foi
isolado e caracterizado um peptideo, denominado IsTX, com potente efeito
neurotoxico sobre canais para potassio, que sé esta presente nos machos dessa
espécie (Yamaiji et al., 2004). Foi observada diferenga na produgéo de pegonha entre

adultos e jovens de C. margaritatus, tendo sido encontrada uma maior concentragao
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de proteinas na peconha dos individuos jovens (Guerrero et al., 2006). Estudos
eletroforéticos realizados com a peconha de duas populagdes do escorpido
Mesobuthus tamulus revelou variagao intraespecifica, indicando diferengas no grau
de toxicidade da pegonha das duas populag¢des (Badher et al., 2006).

Outro aspecto importante observado no presente estudo foi a variagao
encontrada na producdo de pegonha entre fémeas dependendo de seu estado de
gravidez, confirmando que o nivel de expressao das toxinas escorpidnicas depende
de diversos fatores como sexo, idade, variagdo genética, distribuicdo geografica, etc.
(Yamaiji et al., 2004). Estas informagdes devem ser consideradas na fabricagdo de
soros anti-escorpidnicos, de modo a se garantir seu potencial neutralizante
(Kankonkar et al., 1998). Outro fato relacionado com a produgdo do pegonha é o
gasto metabdlico envolvido com sua sintese. Estudos comparando o aumento no
gasto metabdlico na regeneracdo da pegonha escorpionica apos de uma extragao
tém demonstrado que os escorpides ordenhados apresentam um aumento de até
39% em sua taxa metabdlica (Nisani et al., 2007). Pode-se fazer um paralelo com a
diminuicao na producéo de pegonha em fémeas gravidas, uma vez que boa parte de
sua capacidade metabdlica esta direcionada para a manutengdo e conclusado da

gravidez.

5.5 DOSAGEM DE PROTEINAS PELO METODO DE LOWRY

A dosagem de proteinas foi realizada empregando-se o0 método de Lowry
(Lowry, 1951). O experimento foi feito em triplicata e a curva de calibragdo foi
confeccionada empregando-se com albumina sérica bovina na concentragdo de 0 a

210 ug (figura 12) como padréao de referéncia.

A dosagem da amostra resultou em 64,22 mg de pegonha bruta liofilizada.

Aliquotas de 5 mg de pegonha foram preparadas e armazenadas a -20°C.
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Figura 12. Dosagem de proteinas pelo método de Lowry.

5.6 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA PEGONHA BRUTA

O fracionamento da pegonha bruta de C. margaritatus resultou em um perfil

cromatografico repetitivo com a eluigao de 43 fragbes (Figura 13).

39




15 = - 100
|
|
|
MgTx :
| 41702 90—
b 70—
=
c
[fp]
= 50—
2 MgTx2 _____ -
2609,15 i
|
= ! __ MgTx3 40
! ,r | 33760
I » !
S—
- i / 30—
| v #
|
. '/ 20

% ACN

fat
L

0 5 10 15 Tempo em minutos 40 45 50 55 60

Figura 13: Perfil cromatografico tipico do fracionamento da pegonha de C. margaritatus em

coluna de fase reversa C8. A peconha bruta (5 mg) foi dissolvida em 250 yL de TFA 0,1% (v/v) em
agua Milli-Q e submetida a centrifugacdo por 15 min a 14.000 rpm. O sobrenadante foi aplicado em
uma coluna de fase reversa Cg (Vydac 208TP54, 4,6 x 250 mm) previamente equilibrada em TFA
0,1% (v/v) em agua Milli-Q. As fragdes foram eluidas com gradiente linear de TFA 0,1% (v/v) em
acetonitrila, com fluxo constante de 1,0 mL/min, monitoramento em 215 nm, sendo coletadas

manualmente, liofilizadas e armazenadas a —20°C.
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5.7 ANALISES POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

Todas as fragcbes cromatograficas obtidas foram analisadas por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF (Autoflex I, Bruker). Cada fragao foi
dissolvida em TFA 0,1% (v/v) em agua Milli-Q e aplicada diretamente na placa de
aco inoxidavel, na propor¢do de 1 pyL da matriz acido a-hidroxicinamico (HCCA)
10 pg/pl em acetonitrila 50% para 1 yL da amostra. Os espectros foram obtidos em
um espectrébmetro de massa Autoflex Il (Bruker Daltonics) usando o modo refletor

positivo com aplicagado de 70 pulsos de /aser.

Tal andlise resultou na caracterizacdo protebmica da peconha de

C. margaritatus como exibido na Tabela 4.

A andlise por espectrometria de massa resultou na detecgcdo de
91 componentes distintos presentes na peconha de C. margaritatus. Organizando
tais dados experimentais em intervalos de massas moleculares de 500 Da (Figura
14), observa-se que os intervalos com maior niumero de componentes detectados
foram de 500-1000 Da, com 19 componentes; de 3501-4000 Da com 14
componentes e de 2501-3000 Da e 4001-4500 com 11 componentes cada uma.
Pode-se constatar que a pegonha de C.margaritatus é bastante rica, principalmente,
em peptideos dentro da faixa de massa molecular de 2.500 a 4.500 Da, regiao
caracteristica das toxinas moduladoras de canais para potassio (Pimenta et al.,
2001; Garcia et al., 2001; Favreau et al., 2006) (Figura 14).

E conhecido que nas pegonhas de escorpibes, principalmente de butideos, o
intervalo de massas moleculares entre 2500-6000 Da corresponde a moléculas que
apresentam atividade em canais para potassio voltagem-dependentes e na faixa
entre 6001-8000 estdo os peptideos que atuam em canais para sodio voltagem-
dependentes (Pimenta et al., 2001; Garcia et al., 2001; Favreau et al., 2006)
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Tabela 4. Caracterizagdo molecular da pegconha de C. margaritatus.

Fragao tggﬁgédoe Massa molecular [M+H]"
Cm1 4,2 567,4 671,4 876,6

Cm2 5,9 591,9 696,2

Cm3 7,8 643,3 870,7

Cm4 11,2 568,0 854,8

Cmb 14,5 624,1 784,1 811,3

Cm6 16,2 614,3 799,2

Cm7 18,6 739,2 879,2 1080,3

Cm8 19,1 908,4 1239,3 2291,5 2389,47 2824,4 2986,4
Cm9 19,6 2541,2 2565,7 2609,3 3631,15
Cm10 20,4 2609,15

Cm11 21,2 1306,4 1468,5 2242,0 2609,4 3540,9
Cm12 22,0 1870,2 4172,7

Cm13 22,9 1509,6 3227,1 4137,9

Cm14 24,5 2114,3 27444

Cm15 26,4 4170,2

Cm16 27,2 2819,4 4142,2 4179,4 4194,0
Cm17 28,7 1295,6 2820,0 3985,8

Cm18 30,2 4108,8 42341

Cm19 31,7 2874,9 3271,3 3723,1 4740,5
Cm20 32,6 3337,1 4226,7 4788,5

Cm21 33,1 4045,2 6340,4

Cm22 33,6 6590,9

Cm23 35,4 4503,6 5609,9 6498,7 6589,7
Cm24 36,1 993,8

Cm25 36,5 854,7

Cm26 36,9 3709,4 6798,8 7394,7

Cm27 37,5 4186,2 6731,2 6970,0

Cm28 38,0 6786,1

Cm29 38,6 3744,7 5017,9 6786,4

Cm30 39,3 5989,9 6948,3

Cm31 39,7 3376,9 6934,0

Cm32 40,8 3376,0

Cm33 41,0 3360,8 3376,8 3504,6 3541,8 3647,6
Cm34 41,5 3564,6 3687,2

Cm35 41,9 3564,6 37621

Cm36 42,4 3564,3

Cm37 43,5 Nao detectada

Cm38 491 N&o detectada

Cm39 53,2 Nao detectada

Cm40 55,5 N&o detectada

Cm41 56,8 Nao detectada

Cm42 59,5 Nao detectada

Cm43 60,1 Nao detectada
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Figura 14. Intervalos de massas moleculares dos componentes presentes na peconha de

C. margaritatus.

Segundo observado nas Tabelas 4 e 5 e na Figura 15, a pegonha de
C. margaritatus apresenta 54% dos seus componentes detectados como provaveis
moduladores de canais para potassio voltagem-dependentes. Tais toxinas possuem
cadeia curta com 25 a 40 residuos de aminoacidos e com trés ou quatro pontes
dissulfeto (Garcia et al., 2001; Rodriguez de la Vega e Possani, 2004; Favreu et al.,
2006). Sao chamadas de KScTx e, segundo Tytgat et al. (1999), estdo agrupadas
em trés grandes familias: a-KScTx, B-KScTx e y-KScTx. As a-KScTx €& a maior
familia, composta por 12 subfamilias com mais de 120 peptideos ja descritos

(Rodriguez de la Vega e Possani, 2004).

13% das moléculas detectadas na peconha de C. margaritatus estdo no
intervalo de massas moleculares entre 6001-7500 Da. Dentro desse intervalo, estao
os peptideos de cadeia longa formados por 55 a 78 residuos de aminoacidos e
estabilizados por trés ou quatro pontes dissulfeto. Tais peptideos sdo capazes de
interferir com o fluxo do ion sédio através da membrana plasmatica (Rodriguez de la

Vega et al., 2003; Favreu et al., 2006). E importante ressaltar que os peptideos que
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agem nos canais para Na® sdo os principais responsaveis pelos mais graves efeitos

neurotoxicos durante o envenenamento (De la Vega e Possani, 2005).

Tais diferengas no numero de toxinas moduladoras de canais para sodio
presentes em uma determinada pegonha podem refletir seu grau de toxicidade. Ao
se comparar as pec¢onhas das espécies C. margaritatus e T. pachyurus (ambas
coletadas na Colébmbia), pode-se constatar diferengas significantivas em sua
toxicidade: a DLso de T. pachyurus é 4,8 mg/kg (Barona et al., 2004), enquanto que a
DLsp de C. margaritatus é 42,83 mg/kg (Guerrero et al., 2006). A espécie T.
pachyurus € muito mais toxica que C. margaritatus e, em estudo realizado por
Barona et al. (2006) relacionado com a caracterizagédo proted6mica da pegonha de T.
pachyurus, foi observado um grande numero de peptideos no intervalo de massas
moleculares que corresponde aos peptideos que agem em canais para soédio

voltagem-dependentes.

Na Figura 15, observa-se que 33% dos componentes detectados por
espectrometria de massa tipo MALDI-TOF presentes na pegonha de C. margaritatus
possuem massa molecular abaixo de 2000 Da. Tal conjunto de peptideos de baixa
massa molecular ainda ndo foi bem estudado (Favreu et al., 2006), mas as fungdes
biolégicas para alguns desses peptideos ja foram determinadas. O peptideo
tetrapandis (600 Da) € uma toxina isolada do escorpido Pandinus imperator que inibe
0s canais para calcio (Shalabi et al., 2004). A bradicinina (1604 Da), isolada de
Tityus serrulatus (Ferreira et al., 1993), ativa as células endoteliais, permitindo a
vasodilatagdo (Moreau et al., 2005). Dois peptideos lineares basicos com estrutura
anfipatica em a-hélice foram isolados e caracterizados do escorpiao Buthus martensii
(BmKn1, 1334,8 Da e Bmkn2, 1447,9 Da). O peptideo BmKn2 inibe o crescimento de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Zeng et al., 2004). Tem sido observado
que pequenos peptideos com massas moleculares menores a 2 kDa correspondem

a versdes truncadas de toxinas de cadeia longa (Pimenta et al., 2001).

O presente estudo protedmico com a pegconha de C. margaritatus detectou
91 peptideos dos quais 49 podem corresponder a toxinas que agem em canais para
potassio e 12 que atuam em canais para sédio como indicado na Tabela 5. Tais
resultados estdo de acordo com outros trabalhos nos quais foram aplicadas técnicas

protebmicas ao estudo da pegconha de escorpides do género Tityus, os quais tém
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relatado a ocorréncia de, em média, 100 diferentes peptideos/proteinas em cada
uma dessas pegonhas (Pimenta et al., 2001; Batista et al., 2004, 2006; Diego-Garcia
et al., 2005; Barona et al., 2006; Borges et al., 2006; Nascimento et al., 2006). Um
grande numero dessas moléculas, que possuem massas moleculares
compreendidas entre 2.000 e 8.000 Da, correspondem a toxinas escorpiénicas que

atuam em canais voltagem-dependentes de potassio e sodio.

Tabela 5. Numero de moléculas detectadas e sua possivel atividade bioldgica.

Numero de
Atividade bioldgica moléculas
detectadas
Desconhecida 30
Moduladoras de Canais para K* 49
Moduladoras de Canais para
Na* 12
TOTAL 91
Moduladoras
de canais de
Na+
13% Desconhecida

33%

Moduladoras
de canais de
K+
54%

Figura 15. Porcentagem de moléculas com possivel atividade biolégica.

Algumas fragbes, em virtude do seu maior grau de homogeneidade, foram

mais profundamente analisadas.
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A fragdo Cm15 (Figura 16), com massa molecular de 4,17 kDa corresponde,
provavelmente, a margatoxina (MgTx), toxina bloqueadora de canais para potassio
voltagem-dependentes, previamente isolada da pegconha de C. margaritatus por

Garcia-Calvo et al. em 1993.

Ezpectrograma da fracde Cm1S (MgTx)m
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Figura 16. Espectrograma de massa (MALDI-TOF) da margatoxina nativa.

Trata-se de um peptideo com 39 residuos de aminoacidos (massa molecular
4178 Da), que atua em canais para potassio voltagem-dependentes. Tal peptideo foi
isolado empregando-se dois passos cromatograficos, uma cromatografia de troca
ibnica seguida de uma recromatografia em coluna de fase reversa Cqs.
Diferentemente da estratégia experimental adotada por Garcia-Calvo et al. (1993), no
presente trabalho, a toxina correspondente a margatoxina foi obtida com o

fracionamento direto da peconha bruta em uma coluna de fase reversa Cs.

Até o momento, alguns resultados interessantes foram obtidos relacionados
com a caracterizacdo da margatoxina, como a determinagdo de sua estrutura
tridimensional por ressonéncia magnética nuclear (Johnson et al., 1994), a obtengao
do peptideo sintético com o emprego da técnica de fase sdlida e formagao rapida

das pontes dissulfeto em pH 8,2, onde o produto final foi analisado e apresentou
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caracteristicas fisicas e bioldgicas indistinguiveis da toxina selvagem (Bednarek et
al., 1994). Sabendo-se que o0s canais para potassio tém um papel-chave no
estabelecimento do potencial de repouso e na cascada de ativagao dos linfécitos T
humanos periféricos, a margatoxina foi testada em canais KV de membranas
celulares de cérebro de ratos comprovando apresentar alta afinidade com este
sub-tipo de canal (Helms et al., 1997). Também foi observada alta afinidade da
margatoxina em canais para potassio voltagem-dependentes e que promove
aumento na liberacdo de dopamina, evidenciando um papel na repolarizagao das
projecdes nigrostriatal (Saria et al., 1998). Outro efeito da margatoxina foi observado
na expressao de mRNA c-fos por hibridagdo in situ, permitindo concluir que a
inibicdo dos canais para potassio leva a ativagdo da transcricdo de genes em
neurénios o que pode desencadear a longo prazo mudangas na plasticidade do

transmissor (Saria et al., 2000).

As fracbes Cm10 (Figura 17) e Cm32 (Figura 18) correspondem a novos

peptideos.

Tais fracbes foram submetidas a uma nova etapa cromatografica
empregando-se agora uma coluna de fase reversa Cqs (Vydac 4,6 x 250 mm) a fim
de se obter tais peptideos em alto grau de pureza para as etapas posteriores de

caracterizagao quimica e biolégica.

As fracbes Cm10 e Cm32 foram submetidas ao sequenciamento quimico
empregando-se a degradacdo de Edman em sequenciador automatico. Inicialmente,
tais peptideos foram reduzidos com DTT e alquilados com 4-vinilpiridina a fim

proteger os residuos de cisteinas presentes na estrutura de tais moléculas.

Aliquotas dos peptideos reduzidos e alquilados foram também analisadas por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF a fim de se determinar o numero de
residuos de cisteina presentes nos peptideos (Figuras 19 e 20). No caso da fragao
Cm10, foi obtido o seguinte resultado: MM do peptideo nativo = 2.608,15 Da e MM
do peptideo alquilado = 3.246,20 Da, evidenciando a presenca de 6 residuos de
cisteina. No caso da fragdo Cm32, foi obtido o seguinte resultado: MM do peptideo
nativo = 3.375,00 Da e MM do peptideo alquilado = 4.010,73 Da, evidenciando a

presenca de 6 residuos de cisteina.
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Figura 17. (A) Recromatografia por RP-HPLC da fragdo Cm10 em coluna C,g (Vydac 4,6 x
250 mm). (B). Espectrograma de massa (MALDI-TOF) da margatoxina 2 (MgTx2) nativa.
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Figura 19. Espectrograma de massa (MALDI-TOF) da margatoxina 2 (MgTx2) nativa (em
roxo) e reduzida e alquilada (em azul).
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Figura 20. Espectrograma de massa (MALDI-TOF) da margatoxina 3 (MgTx3) nativa (em
verde) e reduzida e alquilada (em azul).

5.8 SEQUENCIAMENTO QUIMICO

Foram obtidas as estruturas primarias dos dois peptideos, denominados

margatoxina 2 (Fracdo Cm10) e margatoxina 3 (Fragdo Cm32) (Tabela 6).

Tabela 6. Estruturas primarias das margatoxinas 2 e 3 isoladas da peconha de C. margaritatus.

Nome da Massa
~ Nome da - L
fracao ; molecular Estrutura primaria Similaridades
g toxina
cromatografica (Da)
Ccm10 MgTx2 2608  YGCEGCKGKCSTRGKCINGRCKCY Tel de Tityus cambridgei
Tpa1l de T. pachyurus
Discrepina deT.discrepans
Cm32 MgTx3 3375 VCRTCEVVDGDQYFCPLLGYCKNNKCVCLP

Nao detectada

A MgTx2 apresentou 65% de identidade com duas toxinas previamente
descritas Tc1 de Tityus cambridgei (Batista et al., 2002) e Tpa1 de Tityus pachyurus

(Barona et al., 2006), todas com atividade sobre canais para potassio de membranas
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excitdveis e pertencentes a familia das a-KTx. Também apresentou 54% de

identidade com a toxina denominada discrepina isolada da peconha de Tityus

discrepans (D’Suze et al., 2004) (Figura 21).

Peptideo Sequiéncia
Tel === ACGE——————- CREFCEGSG-ECINGRCELCY -
Tpal === ACGE——--——- CREECEGPG-ECINGRECECT -
MgTwsd === YGCEG——-———- CEGECETRG-ECTNGRCECY -
Dizscrepina QIDTHVECAGISECVEICIDEYNTRGAECTNGRCTCY R
+* +* . EO o e o e

aa

23
a3
24
38

(%)
65
B3
100
54

Figura 21. Multi-alinhamento feito pelo programa ClustalW (Thompson et al., 1994), entre a

margatoxina 2 (MgTx2) e as toxinas Tc1 de Tityus cambridgei, Tpa1 de T. pachyurus e discrepina de

T. discrepans, bem como os indices de identidade entre elas. Foram introduzidos espagos (gaps) de

modo a aumentar o grau de pareamento entre as sequéncias. * = residuos idénticos e : =

substituicdes conservativas.

A MgTx3 nao apresentou similaridades significativas com toxinas depositadas

nos bancos publicos de sequéncias de proteinas (busca feita via BLAST disponivel

no sitio http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/Blast.cgi).
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6. CONCLUSOES

Este projeto de pesquisa teve como propdsito ampliar o conhecimento acerca
da composicao bioquimica das pegonhas de escorpides colombianos, em particular
da espécie Centruroides margaritatus, coletada na regido sudoeste da Coldmbia no

estado de Cauca.

A presenca da espécie C. margaritatus no territorio colombiano foi confirmada,
sendo agora o género Centruroides representado neste pais por duas espécies,

C. margaritatus e C. gracilis, potencialmente perigosas aos seres humanos.

Costatou-se uma diferenga significativa na producdo de pegonha entre
machos e fémeas desta espécie, onde as fémeas produzem uma pegonha mais rica
em componentes protéicos. Também se observou uma significativa redu¢cdo na
producao de peconha em fémeas gravidas, dentre as quais aquelas em avangado
estado de gravidez chegam a n&o liberar peconha quando estimuladas

eletricamente.

A estratégia experimental adotada no fracionamento da pegonha de C.
margaritatus foi adequada e permitiu constatar-se a grande diversidade de moléculas
presentes nessa peconha, com a eluicdo de 43 fragdes que foram analisadas por
espectrometria de massa tipo MALDI-TOF, resultando na detecgdo de 91

componentes com massas moleculares distintas.

A caracterizagao protedmica da peconha de C. margaritatus permite concluir
tratar-se de uma peconha rica em peptideos com massas moleculares
correspondentes a toxinas que modulam canais voltagem-dependentes de sédio e
potassio, sendo predominante a presenca de peptideos dentro da faixa de massas
moleculares equivalentes a toxinas que agem especificamente nos canais para

potassio voltagem-dependentes (54% do total).

Também foram isolados e caracterizados quimicamente dois novos peptideos:
a margatoxina 2 (MgTx2), com 24 residuos de aminoacidos (MM = 2,6 kDa) e trés

pontes dissulfeto, pertencente a familia das das a-KTx e a margatoxina 3 (MgTx3)

52



com 30 residuos de aminoacidos (MM = 3,38 kDa) e trés pontes dissulfeto. Trata-se

de uma molécula inédita, sem similaridade com outras descritas na literatura.
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