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RESUMO

As peconhas dos escorpifes se caracterizam por apresentarem componentes
farmacologicamente ativos; entre eles, as toxinas que agem em canais para sodio
(NaScTxs), que sdo as responsaveis dos mais fortes efeitos neurotoxicos
observados durante o envenenamento causado pela picada de escorpido.

O presente projeto tem como objetivo principal identificar toxinas moduladoras de
canais para so6dio na peconha do escorpido Tityus sp. identificando e
caracterizando-as por meio de técnicas como Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e espectrometria de massa tipo MALDI-TOF/TOF. As
sequencias parciais de aminoacidos dos peptideos purificados foram
determinadas por espectrometria de massa (MS/MS) para posteriormente ser
testados por meio da técnica electrofisiolégica de Patch clamp em canais de sédio

expressos em células dissociadas de ganglios da raiz dorsal de ratos (DRG).

A peconha bruta do escorpido Tityus sp. resultou em 54 fracdes
cromatograficas. Trés sequencias parciais que correspondem a trés NaScTxs
foram obtidas, com massas moleculares de 7342 Da, 6971Da, 7970Da. Duas
delas ao serem testadas nas células DRG reduziram as correntes de sodio

classificando-as como BNaScTxs.

Palavras chaves: Peconha do escorpido Tityus sp, HPLC, espectrometria de

massa, eletrofisiologia, canais para sodio.



ABSTRACT

The venom of scorpions are characterized by presenting pharmacologically active
components, including toxins that act on sodium channels (NaScTxs), which are
responsible of the strongest neurotoxic effects observed during poisoning caused
by the bite of a scorpion.

This project aimed to identify new toxins having sodium channels as molecular
targets in the venom of the scorpion Tityus sp. identifying and characterizing them
by standard techniques such as high performance liquid chromatography (HPLC)
and mass spectrometry MALDI-TOF/TOF type. The partial amino acid sequences
of the purified peptides were determined by mass spectrometry (MS/MS) to be
subsequently tested by electrophysiological patch clamp technique on sodium
channels expressed in dissociated cells from dorsal root ganglion of rats (DRG).

The crude venom of the scorpion Tityus sp. resulted in 54 chromatography
fractions. Three partial sequences corresponding to three NaScTxs were obtained
with molecular weights of 7342 Da, 6971Da, 7970Da. Two of them to be tested in

DRG cells reduced sodium currents classifying them as BNaScTxs.

Key words: Tityus sp scorpion venom, HPLC, mass spectrometry,

electrophysiology, sodium channels.
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1. INTRODUCAO

1.1 OS ESCORPIOES

Os escorpifes estdo entre os artropodes mais antigos que se conhecem.
Seu registro fossil data aproximadamente de 400 milh6es de anos. Eles estédo
distribuidos em regides tropicais e subtropicais do mundo. Algumas espécies tém
habitos extradomiciliares sendo frequentemente encontradas escondidas em
fendas, sobre pedras, troncos, folhas e cascas de arvores, e outras tém habitos
domiciliares, encontrando-se sobre tijolos soltos em paredes, tetos e dentro dos

comodos (Gémez, 2002).

Os escorpides pertencem ao subfilo Chelicerata, classe Arachnida e ordem
Escorpionida. Seu corpo esté dividido em cefalotérax (prossoma) que tem os olhos
meédios e laterais, e 0 abdémen (opistossoma), sendo que este Ultimo subdivide-se
em messosoma com sete segmentos e metassoma com cinco segmentos e ao
final o télson com duas glandulas produtoras de peconha que desembocam no

ferrao.

Existem, no mundo, aproximadamente 1500 espécies de escorpides que
estdo distribuidos em 30 familias. Na Colémbia, ja foram catalogadas cerca de 50
espécies de escorpibes, distribuidas em quatro familias: Buthidae, com
representantes dos géneros Rophalurus, Anantheris, Centruroides e Tityus, esta
com 29 espécies; Chactidae, com quatro géneros: Brotheas, Broteochactas,
Chactas e Teuthastes; Diplocentridae, com um género: Tarsoporusus; e

Liochelidae, com uma Unica espécie Opisthacanthus elatus (Fl6rez, 2001; 2007).

Os géneros de interesse médico pertencem principalmente a familia
Buthidae, sendo a mais diversa, com a maior distribuicdo geografica do planeta e
a unica que contém espécies consideradas como potencialmente perigosas para

0os humanos. Essa familia esta dividida em 73 géneros, 6 subgéneros, 529
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espécies e 165 subespécies. Nas Américas, os representantes dos géneros Tityus
tém aproximadamente 130 espécies (Florez, 2001). A Colémbia tem
representantes de 4 géneros da familia Buthidae: Centruroides, com duas
espécies C. gracilis e C. margaritatus, sendo esta Ultima a espécie mais comum e
com altas densidades de populacdo e Tityus, com 29 espécies; onde esta T.
pachyurus aportando uma grande importancia médica por ser o mais venenoso ao
qual se atribuem acidentes mortais, Ananteris com quatro espécies, e Rhopalurus
com uma espécie, R. laticauda (Otero et al., 2004; Flérez, 2001; Guerrero, 2002).

1.2 ESCORPIONISMO

O escorpionismo é o0 quadro de envenenamento designado para o0s
acidentes causados pela picada de escorpifes nos seres humanos (Otero et al.,
2004). Todas as espécies de escorpides, sem excecao, podem inocular a peconha
com seu ferrdo, embora, nem todas apresentem perigo aos seres humanos e
animais (Flérez, 1990).

Em geral, o envenenamento escorpidnico € caracterizado por apresentar
sinais e sintomas relacionados com injecao de toxinas apés a picada do animal.
Os acidentes podem ser classificados em trés categorias, de acordo com a
severidade. Na primeira categoria, incluem-se manifestacdes locais como forte dor
e eritema. Na segunda categoria, estdo as manifestacdoes moderadas: ataxia,
sudorese, convulsdo, sialorréia, taquicardia, priapismo, diarréia, nauseas e
vomitos. Na terceira categoria, sdo observadas manifestacdes severas: falhas

cardiacas, respiratorias e neurologicas (Khattabi et al., 2011).

O escorpionismo é causado principalmente por espécies que pertencem a
familia Buthidae. Na Colémbia, as espécies classificadas como potencialmente
perigosas e de importancia médica estao distribuidas em todo o pais, com os
representantes do género Tityus, na Costa Atlantica e nos Vales Interandinos com

os representantes do género Centruroides (Guerrero-Vargas 2002; Otero et al.,
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2004; Floérez, 2007). A espécie mais estudada tem sido Tityus pachyurus (Otero et
al., 2004; Barona et al., 2006; Rodriguez, 2008; Guerrero-Vargas et al., 2012;

Izquierdo e Rodriguez, 2012) devido a sua ampla distribuicéo.

1.3 ALVOS MOLECULARES DAS NEUROTOXINAS ESCORPIONICAS

As toxinas de escorpides tém suscitado um interesse investigativo crescente,
tanto em virtude de seus efeitos nocivos ao ser humano, como pela descricdo de
novas ferramentas farmacoldgicas que reconhecem uma grande variedade de
tipos e subtipos de canais i6nicos (Na*, K* e Ca®") (Loret e Hammock, 2001;
Rodriguez de la Vega et al., 2003; Xian-Chun et al., 2004). Uma mesma espécie
de escorpido pode produzir toxinas que agem em canais para Na* dependentes de
voltagem de mamiferos, responsaveis pelos efeitos neurotéxicos mais graves
durante o envenenamento escorpidnico (Gwee et al., 2002; Rodriguez de la Vega
e Possani, 2005), além de outras especificas para os canais para Na* de insetos
(Loret e Hammock, 2001)

1.4 COMPOSICAO QUIMICA DA PECONHA DO ESCORPIAO

As peconhas dos escorpides sdo misturas complexas de origem apocrina,
(sintetizadas em glandulas exdcrinas especiais) caracterizadas por apresentarem
componentes farmacologicamente ativos, os quais conferem a possibilidade dos
escorpides serem predadores muito eficientes. Os componentes mais importantes
sao representados por misturas complexas de peptideos neurotéxicos que atuam
em canais idnicos (Na*, Ca®*, K* e CI) de membranas biolégicas do tecido
nervoso, glandular e muscular, modificando sua permeabilidade ibnica, e
ocasionando um desequilibrio fisiolégico na célula. Tais peptideos apresentam
toxicidade para um grande numero de organismos, incluindo mamiferos, insetos e
crustaceos. Além dos peptideos neurotoxicos, a peconha também contém
enzimas, nucleotideos, lipideos e aminas (Barona et al., 2004; Loret e Hammaock,
2001; Xian-Chun et al., 2004; Rodriguez de la Vega et al., 2005).
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Os peptideos com atividade biolégica presentes na peconha dos escorpides
podem ser divididos em dois grandes grupos: peptideos com pontes dissulfeto
(DBPs, dissulfide-bridged-peptides) os quais atuam nas membranas celulares
ligando-se a uma grande variedade de tipos e subtipos de canais i6nicos (Na,
Ca?*, K"), e que sdo conhecidos como neurotoxinas (Possani et al, 2000; Loret e
Hammock, 2001), e os peptideos sem pontes dissulfeto (NDBPs, non-dissulfide-
bridged-peptides), os quais apresentam diversas atividades biologicas, como a
antimicrobiana ou hemolitica (Zeng et al., 2005).

Os peptideos neurotoxicos podem ser agrupados segundo seu alvo

molecular em:

- Peptideos de cadeia curta, constituidos de 22 a 47 residuos de
aminoacidos com duas a quatro pontes dissulfeto, os quais tém atividade
bloqueadora dos canais para potassio, gerando prolongamento no potencial de
acao. Sao classificadas como a-KTxs (Garcia et al., 2001; Gwee et al., 2002;
Teixeira et al., 2001; Zhu et al., 2010).

- Polipeptideos de cadeia longa, com 61 a 75 residuos de aminoacidos e trés
pontes dissulfeto, classificados como B-KTxs, 0s quais tém atividade bloqueadora

dos canais para potassio (Diego-Garcia et al., 2008; Zhu et al., 2010).

- Polipeptideos de cadeia longa, com 58 a 76 residuos de aminoacidos e
quatro pontes dissufeto, que atuam interferindo com o fluxo do ion sdédio através
das membranas. Estes se subdividem em dois tipos: toxinas tipo a que retardam o
fechamento dos canais voltagem-dependentes, e tipo 8 que alteram o mecanismo
normal de bertura dos canais. Essas toxinas a e B interagem, respectivamente,
com os dominios 3 e 4 da subunidade a do canal (Rodriguez de la Vega e
Possani, 2005; Caterall, 2012).
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- Peptideos e polipeptideos que modulam a atividade dos canais para calcio,
que se subdividem em: inibidores das correntes inicas nos canais para Ca®" Tipo
T, com quatro pontes dissulfeto e aproximadamente 63 residuos de aminoacidos
(Olamendi-Portugal et al., 2002), e os peptideos que especificamente modulam os

canais para Ca®" sensiveis a rianodina (Valdivia e Possani, 1998).

- Peptideos moduladores do canal para cloreto, com 35-38 residuos de
aminoéacidos e quatro pontes dissulfeto. Ja foram descritos trés peptideos isolados
da peconha do escorpido Leiurus quinquestriatus: clorotoxina, que bloqueia a
condutancia dos canais para cloreto de células epiteliais de camundongo (Zhijian
et al., 2006), GaTx1, que inibe os canais seletivos a anions da proteina CFTR
(Cystic fibrosis transmembrane conductace regulator) (Fuller et al., 2007) e GaTx2,

gue inibe os canais CIC-2 (Thompson et al., 2009).

1.5 ESTRUTURA E PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DAS NaScTxs

1.5.1 CANAL PARA SODIO

Os canais proteicos melhor caracterizados sdo 0s canais i6nicos que
permitem a passagem de ions através da membrana plasmatica. Estes canais
estdo localizados nas membranas de todas as células. Eles apresentam trés
propriedades importantes: conducao de ions, reconhecimento de ions especificos
e gue se abrem e fecham em resposta a sinais especificos, sejam eles elétricos,

mecanicos ou quimicos (Kandel et al., 2000).

O canal para sodio é formado por uma grande proteina a, com
aproximadamente 260 kDa (quase 2000 residuos de aminoacidos) e quatro
dominios transmembréanicos homoélogos (I-1V), associada a pequenas subunidades
B com aproximadamente 30-40kDa. Cada um desses dominios possui seis regides

em a-hélice (1-6) transmembrénicas (Figura 2), sendo que o sensor da voltagem
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esta localizado na a-hélice nimero 4. Os quatro dominios associam-se formando o
poro do canal (Catterall et al., 2005; Caterall, 2012).

[ sitio 3 aNascTx

[ sitio 4 pNascTx

+HaN

COy

Figura 1. Representacdo esquematica do arranjo transmembréanico da
subunidade a do canal para sodio dependente de voltagem, indicando os sitios de
ligacdo das NaScTxs de escorpido (Catterall et al., 2007).

Diferentes canais para sédio dependentes de voltagem tém sido estudados
gracas a técnicas eletrofisiolégicas. Caterall et al. (2005) sugeriram uma
nomenclatura para estes canais: o nhome dado pelo simbolo quimico do ion
permeéavel (Na*) seguido do principal regulador, por exemplo, voltagem (Na,),
seguido por um numero que indica o gene da subfamilia (Na,1) e, por ultimo, um
ndamero depois do ponto decimal que indica a isoforma especifica do canal
(Nay1.1). Com base nessa nomenclatura, foram descritas nove isoformas de canal
para sédio em mamiferos (Nav 1.1- Nav 1.9). Quatro delas (Nav 1.1, Nav 1.2, Nav
1.3 e Nav 1.6) sdo expressas no sistema nervoso central. Nav 1.7, Nav 1.8 e Nav
1.9 sé@o expressas no sistema nervoso periférico e, finalmente, as isoformas Nav
1.4 e Nav 1.5 séo expressas em musculo esquelético e cardiaco, respectivamente
(Goldin et al., 2001; Stevens et al., 2011; Catterall, 2012).
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Em invertebrados, foram descritos os genes “para” de canal de sodio,
clonados de Drosophila melanogaster (Na,s) e de Blattella germanica (BgNa,1-1),
um gene do aracnideo Varroa mite (VmNa), e os genes do escorpido Buthus
martensii (BmNa,1) e da aranha Ornithoctonus huwena (OhNa,1) (Bosmans e
Tytgat, 2007).

As toxinas que agem em canais para Na* s&o de dois tipos: as a-toxinas e as
B-toxinas, as quais se diferenciam por seus efeitos farmacologicos e
eletrofisioldgicos (Rodriguez de la Vega et al., 2005). Todas as estruturas
tridimensionais determinadas mostram que as toxinas escorpidnicas que agem em
canais para soédio (NaScTxs) tém uma estrutura com topologia Bapp (Figura 3)
(Mouhat et al., 2004).

Figura 2. Exemplo de estrutura em 3D de uma NaScTx, a Aahll de
Androctonus australis. PDB Entry ID: 4AEI (Mouhat et al., 2004)

As a NaScTxs, ao se ligarem ao sitio trés (dominio IV) da subunidade q,
prolongam a fase de abertura do canal, aumentando a conduténcia ao fon Na* e
retardando a inativacdo do canal. As [-toxinas desencadeiam explosdes
repetitivas do canal para sodio ligando-se ao sitio 4 (dominio Il), diminuindo o
limiar de excitabilidade para a abertura do canal para sédio (Rodriguez de la Vega,
et al., 2005) (Figura 2).
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As aNaScTxs podem ser classificadas segundo suas caracteristicas
farmacoldgicas em trés grupos (Rodriguez de la Vega et al., 2005; Stevens et al.,
2011)

e a NaScTxs classicas que séo ativas em canais para sodio de mamiferos.

ea NaScTxs inseticidas, altamente especificas para canais para sodio de

insetos.

ea NaScTxs like, as quais atuam em canais para sodio de mamiferos e de

insetos.

As B NaScTxs sado formadas por 58-76 residuos de aminoacidos e quatro
pontes dissulfeto (Catterall et al., 2007; Stevens et al., 2011), as quais se dividem
em quatro subgrupos segundo sua afinidade a canais para sédio de mamiferos ou
insetos (Cohen et al., 2005; Gordon et al., 2007; Stevens et al, 2011):

e Anti-mamiferos ou B NaScTxs classicas, altamente téxicas para

mamiferos.

eAnti-inseto BNaScTxs excitatérias, que produzem paralisia
espasmaodica dos nervos motores em insetos quando 0s potenciais estédo

mais negativos.

e Anti-inseto BNaScTxs depressoras, que induzem paralisia flacida e

uma forte despolarizacdo da membrana axonal.

e BNaScTxs B-like, que tém uma alta atividade a canais para sodio de

mamiferos e insetos.
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As figura 4 e 5 mostram um alinhamento de algumas aNaScTxs e BNaScTxs
de espécies do género Tityus respectivamente. Borges et al. (2012), E importante
ressaltar no alinhamento as principais caracteristicas estruturais como a presenca
das quatro pontes dissulfeto que conferem uma grande estabilidade ao peptideo.
Para as aNaScTxs, o core-domain esta constituido por residuos que formam o
loop conetor entre a primeira folha 3 e a a-hélice, e o NC-domain contém os cinco
residuos entre as posicoes 8 a 12 na regido N-terminal e um segmento de
residuos de aminoacidos que ocupam as posicdes 54-64 na extremidade C-
terminal (Gurevitz, 2012). Para as PNaScTxs € importante ressaltar suas duas
superficies ativas, o farmacoforo, que estéd estritamente associado a a-hélice do
peptideo e a regido C-terminal e o loop conetor da estrutura secundaria do
peptideo (Gurevitz et al., 2001; 2007; Cohen et al., 2005).

4 50 60 70

T. serrulatus 153 —KKDG-YPVE-YDNCAYICWNYDNA-YCDKLECKDK-KADSGYC-YWVHILEYCYGLPD——-—-SEP-TKTNGKEKS
Ts2 —--KEG-YAMD-HEGEKF SCF IRPAG-FCDGYCKTHLKASSGYC-AWP--ACYCYGVPDHI-KVW-DYATNKC--
T. stigmurus Tst2 --KEG-YAMD-HEGECKF SCF IRPAG-FCDGYCKTHLKASSGYC-AWP--ACYCYGVPDHI-KVW-DYATNKC--
Tb2 --KEG-YAMD-HEGEKF SCFPRPAG-FCDGYCKTHLKASSGYC-AWP--ACYCYGVPSNI-KVW-DYATNKC--
T. bahiensis Tb211I --KEG-YAMD-HEGECKF SCFIRPSG-FCDGYCKTHLKASSGYC-AWP--ACYCYGVPSNI-KVW-DYATNKC--

T. costatus Tcogamma —--KEG-YAMD-HEGCKLSCFIRPSG-YCGRECGYK-KGSSGYC-AWP--ACYCYGLPNWV-KVW-ERATNRC—

Figura 3. Alinhamento de algumas aNaScTxs de espécies do género Tityus.
Borges et al. (2012). E importante ressaltar no alinhamento as principais
caracteristicas estruturais como a presenca das quatro pontes dissulfeto que
conferem uma grande estabilidade ao peptideo, o core-domain esta constituido
por residuos que formam o loop conetor entre a primeira folha B e a a-hélice, e o
NC-domain contém os cinco residuos entre as posicées 8 a 12 na regidao N-
terminal e um segmento de residuos de aminoacidos que ocupam as posicoes 54-
64 na extremidade C-terminal (Gurevitz, 2012).
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20 30 40 50 60 70
) | I

T.serrulatus 157 --KEG-YLMD-HEGEKLSEF IRPSG-YEGREEGIK-KGSSGYC-AWP--ACYCYGLPNWV-KVW-DRATNKE -~

T. clathratus Tcll --KEG-YLMD-HEGEKLSEF IRPAG-YCGRECSIK-KGKNGYE-AWP--ACYCYDLPGWA-KVW-DRATNRE -~
Tcl2 —--KEG-YLMD-REGEKLSEF IRPSG-YEGRECE IK-KGSSGYE-AWL--ACYCYGLPDRV-KVW-SYATNTE-—

Tstl —GKEG-YLMD-HEGEKLSEFIRPSG-YEGRECTLK-KGSSGYC-AWP--ACYCYGLPNWV-KVW-DRATNKC-—

T. pachyurus Tpa2 -KKEG-YLVG-NDGEKYSCF TRPAQ-YEVHECELR-KGTDGYCYAWL--ACYCYNMPDHV-RTW-SRATNREGS
T. zulianus Tz1 —--KDG-YLVG-NDGEKYSCFTRPGT-YCANECSRV-KGKDGYCYAWM--ACYCYSMPNWV-KTW-DRATNREGR
Tz2 —-KEG-YLLDKSNGCKRSCFFGSTS-WENTECKSK~-SAEKGYC-AWP--SCYCYGFSDDS-KMW-DLKTNKC—

T. discrepans Tdl —-KDG-YLME-PNGCKRGCLTRPAR-YCPNECSRL-KGKDGYCYLWL--ACYCYNMPESA-PVW-ERATNRCGK
Td2 —-KEG-YLMG-ADGEKRSCLTRPGH-YCANECSRV-KGTDGYCYAWL--ACYCYNMPNWV-KTW-DRATNTEGR

Td3 —--KDG-YLMG-PDGECKLDECLMRKGT-FCAETCSLR-KGKDGYCYAWL--ACYCYNMPDSV-KVW-ERATNRCGK

Td4 —--KDG-YLVG-NDGCKYSCFTRPGT-YCANECSRV-KGKDGYCYAWM—--ACYCYSMPNWV-KTW-DRATNRCGR

Td5 --KDG-YLVG-NDGCKYSCSTRPGH-YCASECSRV-KGKDGYCYAWL--ACYCYNMPNWA-PIW-NSATNRC-R

Tdé —--KEG-YLME-ANGCKRSCTLRPGH-YCANECSYV-KGKNGYCYAWV--ACYCYNMPDSV-KIW-DSATNTEGR

Td7 --KDG-YLVG-ADGEKYGEFTRPGH-FCASECSLL-KGKDGYCYAWL--ACYCYNLPDSV-PVW-DSATNREGK

Td8 —-KDG-YLVG-DDGEKMHEF TRPGH-YCASECSRV-KGKDGYCYAWL--ACYCYNMPNWA-PIW-NSATNRECR-

Td9 —-KDG-YLVG-DDGEKMHCF TRPGH-YCASECSRV-KGKDGYCYAWL--ACYCYNMPNWA-PIW-NSATNSEGK

Td10 --KDG-YLMG-PDGCKRGELTRPAR-YCPNECSRL-KGKDGYCYLWL--ACYCYNMPESA-PVW-ERATNRCGK

Td1l1l —-KDG-YLMG-SDGEKLDELMKKGT-YCADECSRV-KGKDGYEYLWL--ACYECYNMPDSV-KVW-ERATNREGK

Tdl2 --KDG-YLME-PNGEKRGELTRPAR-YCANECSRV-KGTDGYCYAWL--ACYCYNMPNWV-KTW-DRATNTEGR

Figura 4. Alinhamento de algumas BNaScTxs de espécies do género Tityus.
Borges et al. (2012) no seu artigo comparam as sequéncias de aminoacidos das
toxinas putativas Tcll e Tcl2 de T. clathratus com [B-toxinas como a Tsl do
escorpido brasileiro T. serrutalus. E importante ressaltar no alinhamento as
principais caracteristicas estruturais como a presenca das quatro pontes dissulfeto
que conferem uma grande estabilidade ao peptideo e suas duas superficies
ativas, o farmacaoforo, que esta estritamente associado a a-hélice do peptideo e a
regido C-terminal e o loop conetor da estrutura secundaria do peptideo (Gurevitz
et al., 2001; 2007; Cohen et al., 2005).

1.6 INTERACOES ENTRE AS TOXINAS E OS CANAIS PARA SODIO
DEPENDENTES DE VOLTAGEM (VGSCs)

As neurotoxinas que agem nos VGSCs podem se ligar em seis locais
diferentes da subunidade alfa do canal, distinguindo a localizacdo da toxina e acao

dela no canal (Stevens et al., 2011) (Figura 5).

Além dos receptores de neurotoxina, dois outros locais sdo determinados. O
sitio piretréide de ligagédo, que € o sitio de ligagdo para alguns agentes inseticidas
como o DDT, e o sitio LA, onde se ligam anticonvulsivantes, antiarritmicos e

anestésicos locais (Stevens et al., 2011) (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquematica da subunidade a do canal para sédio
e os diferentes sitios de recepcdo de neurotoxinas segundo sua localizacéo e
funcado (Gordon et al., 2007).

A interagdo entre as neurotoxinas e os VGSCs pode ocorrer de duas
maneiras diferentes: ou obstruem o poro do canal inibindo a condutancia do sédio,
ou ela modificam o canal, levando a uma alteracdo cinética de propagacao e

voltagem-dependéncia dos canais (Stevens et al., 2011).

As toxinas que agem no sitio 1 do canal para sédio (TTX, STX), usam o
primeiro mecanismo de interacdo, inibindo a acdo do canal. No sitio 2 toxinas
como batracotoxina e grayanotoxina vao impedir a inativacdo do canal. As toxinas
escorpibnicas do tipo a e as toxinas de anémonas sao exemplos tipicos daquelas
gue agem no sitio 3; sua acdo no canal para sodio € atrasar ou inibir a inativacao.
As toxinas de escorpiao do tipo B e toxinas de aranha do tipo 3 se ligam ao sitio 4
do canal e mudam a dependéncia de voltagem da ativagdo rumo a potenciais mais
hiperpolarizados, reduzindo a amplitude da corrente. No sitio 5, as brevetoxinas e

ciguatoxinas exibem efeitos de inibicho da ativacio e mudanga na
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hiperpolarizagéo da ativagado dependente de voltagem, sobre a ligacdo nos VGSC.
Por ultimo, estdo as &-conotoxinas agindo no local seis do canal que fara os
mesmos efeitos que as toxinas que se ligam no sitio 3 diminuindo ou inibindo a

inativagcao (Stevens et al., 2011).

1.7 PESQUISAS COM A PECONHA DE ESCORPIOES DO GENERO Tityus
NA COLOMBIA.

Estudos com a peconha de Tityus tém despertado grande interesse devido a

que contém as espécies mais perigosas do mundo.

Em um estudo da toxicidade da pegonha do escorpido Tityus pachyurus em
camundongos, foi determinado sua DLsy no valor de 4,8 mg/kg, e descreveu-se
sinais de envenenamento como sialorréia, dispneia, ataxia e alteracdes do
comportamento (Barona et al., 2004), posteriormente também foi descrita na
peconha desse escorpiao uma NaScTx, a Tpa2, classificada como B NaScTx

classica (Barona et al., 2006).

Em 2008, estudos histopatolégicos em camundongos com a peconha do
escorpido T. pachyurus, demostram lesdes tissulares, alteracdes miocéardicas e

disfuncéo do sistema nervoso autbnomo (Rodriguez, 2008).

Existem também estudos mais recentes com T. pachyurus, onde foram
identificadas e caracterizadas novas toxinas moduladoras de canais para sédio,
gracas a construcdo da biblioteca de cDNA, com a qual se identificaram cinco
novas toxinas putativas com atividade prevista nos canais para sodio, e por
similaridade estrutural trés que foram classificadas como aNaScTxs: Tpa4, Tpa5,

Tpa6 e duas como BNaSctxs: Tpa7 e Tpa8 (Guerrero-Vargas et al., 2012).

Foi descrito o caso de um menino de 12 anos de idade, que foi picado por

um escorpido T. pachyurus em Tolemaida a duas horas de Bogota D.C.
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(Colébmbia) apresentando inicialmente sinais e sintomas locais de envenenamento
e posteriormente, envolvendo uma sintomatologia severa como disfungéo
miocardica, colapso cardiovascular e falha cardiaca, que foi favoravelmente

tratado com o antiveneno especifico (Izquierdo e Rodriguez, 2012).

Para determinar algumas carateristicas clinicas e epidemiologicas do
escorpionismo, foi feito um estudo descritivo em diferentes hospitais da Colémbia.
Cento e vinte e nove casos foram admitidos em duas regibes da Colémbia:
Antioquia e Tolima durante um ano. As espécies de escorpides envolvidas foram:
T. pachyurus, T. fuehrmanni, T. asthenes, Centruroides gracilis e Chactas spp. As
sinais e sintomas sistémicas foram vémito, taquipnéia e hipertensao. Do total de
pacientes das duas regifes da Coldmbia (Antioquia e Tolima), 98 apresentaram
envenenamento leve, 27 envenenamento moderado e 4 envenenamento severo
(Otero et al., 2004).

Também foi feita uma revisdo sobre a ecoepidemiologia dos escorpides de
importancia médica e sua incidéncia nas popula¢cdes humanas, incluindo espécies
da familia Buthidae como: T. pachyurus, T. fuehrmanni, T. asthenes, C. gracilis
(Gébmez e Otero, 2007), demostrando que T. pachyurus, T. fuehrmanni, T.
asthenes, sdo as espécies que podem causar envenenamento moderado ou
severo em criancas. Tityus pachyurus e C. gracilis na regido do Tolima e Valle del
Alto y Medio Magdalena (Colémbia); T. asthenes, T. fuehrmanni e C. gracilis, na

regido da Antioquia (Colémbia).

Foram determinadas também as caracteristicas toxinolégicas da peconha de
T. fuehrmanni: a DLsp em camundongos é de 3,9mg/kg e os sintomas do
envenenamento incluem sialorréia, piloerecédo, sudorese e sonoléncia, além de

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

Na regido noroeste da Colombia (Mutata), foram analisados os aspectos

epidemioldgicos, clinicos e toxinolégicos do escorpido T. asthenes em
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camundongos, apresentando sintomas como sialorréia, dispneia, lacrimejamento e
ataxia. A DLs foi de 6,1 mg/kg (Goémez et al., 2010).

O Unico trabalho que se tem com o escorpido Tityus sp pertencente ao
grupo forcipula ainda em descri¢éo, € o estudo de toxicidade da sua peconha, pela
determinacao da DLsp de 3,5mg/kg, sendo observando em camundongos 0s sinais
e sintomas, sialorréia, rinoréia, lacrimejamento, dispneia, priapismo, ataxia, e
convulsdes, causadas pelo envenenamento (Morales-Duque et al., em preparacao
para publicacdo). O grupo forcipula ao qual pertence este escorpido faz referéncia
as espécies do género Tityus que se caracterizam por apresentar granulacoes
grossas em tudo seu corpo, todas as espécies deste grupo sdo semelhantes

a Tityus forcipula (Gervais, 1843).

A DLsp do Tityus sp foi comparada com algumas DLsy, de escorpides do
género Tityus (tabela 1) mostrando que sua DLsp de 3,5mg/kg estd entre os
valores mas altos observados ao ser comparados com outras espécies deste

género, que sdo consideradas como as espécies mais perigosas do mundo.

27



Tabela 1: Valores de DLso de algumas espécies do género Tityus

o Linhagem . o
Espécie Via de administracao DLso(mg/kg)
Camundongo
T. stigmurus C57BL/6 Subcutéanea 0,773
T. bahiensis CD1 Subcutanea 1,38
T. serrulatus Swiss Subcutanea 1,49
T. costatus CD1 Subcutanea 1,59
T. zulianus CD1 Intravenosa 1,68
T. discrepans C57BL/6 Subcutanea 2,5
Tityus sp. Swiss Subcutanea 3,5
T. pachyurus Swiss Subcutanea 4,8
T.ivicnancor C57BL/6 Subcutanea 8,43
T. obscurus Swiss Subcutanea 12,14
T. caripitensis Swiss Subcuténea 14,56
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2. JUSTIFICATIVA

A picada de escorpido é uma ocorréncia habitual na Colémbia. Existem
casos graves de envenenamento em diferentes regides do pais; a populacdo com
maior risco de envenenamento sistémico com complicagdo e morte séo as
criancas menores de 10 anos (Otero et al.,, 1998; Rodriguez, 2006, Izquierdo e
Rodriguez, 2012). No entanto, infelizmente, h4 um desconhecimento geral sobre

seu acidente e seu quadro clinico.

Os estudos bioquimico-farmacoldgicos, envolvendo os componentes que
constituem as peconhas de escorpides colombianos do género Tityus e seus
efeitos, sdo escassos, e as excecOes sao representadas pelos trabalhos feitos
com a peconha do escorpido Tityus pachyurus (Barona et al., 2004; 2006; Otero et
al., 2004; Gomez e Otero, 2007; Rodriguez, 2008; Guerrero-Vargas et al., 2012;
Izquierdo e Rodriguez, 2012), T. fuhrmanni (Gomez et al., 2002) e T. asthenes
(Gbmez et al., 2010), sendo de fundamental importancia o desenvolvimento de

pesquisas que incluam a peconha dessas espécies.

E primordial destacar que os peptideos que atuam nos canais para sodio
dependentes de voltagem (NaScTxs) sdo 0s principais responsaveis pelos
sintomas neurotéxicos ap6s 0 envenenamento escorpidnico em mamiferos, e por
isso é extremamente importante o estudo dessas toxinas, devido a sua grande

importancia médica e caracterizacdo dos seus efeitos farmacoldgicos.

Os estudos com toxinas de escorpides tém ajudado grandemente a conhecer
a estrutura e a fisiologia dos canais dependentes de voltagem das membranas
celulares. Essas toxinas atuam com enorme afinidade e especificidade em canais
ibnicos de vertebrados e invertebrados, por exemplo, nos canais para soédio. Além
disso essas toxinas tém sido empregadas para conhecer melhor as diferentes
patologias que afetam a funcdo desses canais e na busca de novos farmacos

(Bosmans e Tygat, 2007).
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Estudos envolvendo espécies de escorpides estdo aumentando e devido ao
enorme potencial médico, biotecnolégico e farmacoldgico que tém suas toxinas,
esta area esta sendo cada vez mais explorada, usando os peptideos isolados das
peconhas como importantes fontes de compostos neuroativos. A noc¢do da
epidemiologia do envenenamento com escorpides sublinha a necessidade de

gerar novas pesquisas para ampliar o conhecimento no campo do escorpionismo.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Isolar e caracterizar biologicamente peptideos moduladores de canais
para soédio na peconha do escorpido Colombiano Tityus sp. pertencente ao
grupo forcipula.

3.2 Objetivos especificos

eFracionar os componentes peptidicos da peconha, mediante
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

eAnalisar as fragbes cromatograficas de interesse por espectrometria
de massa tipo MALDI-TOF.

eCaracterizar quimicamente os peptideos moduladores de canal para

sédio encontrados na peconha do escorpido Tityus sp.

eAvaliar a atividade eletrofisiologica do peptideo caracterizado em

canais para sodio por meio da técnica de patch-clamp.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta dos escorpides

Cinquenta escorpides Tityus sp. pertencente ao grupo forcipula foram
coletados na cidade de Popayan - Cauca - Colédmbia, geograficamente localizada
18° 00’ 57” Norte, 99° 31’ 32” Oeste a uma altitude de 857 metros acima do nivel
do mar. A coleta realizou-se durante a noite entre as 18 e 24 horas com lampadas

de luz ultravioleta e pingas cirargicas.

4.2 Manutencao dos escorpides em cativeiro

Os escorpifes coletados foram mantidos no Biotério da Universidad del
Cauca (Centro de Investigaciones Biomédicas de La Universidad Del Cauca -
CIBUC) em terrarios de plastico individuais, alimentados com baratas e agua ad

libitum.

4.3 Obtencédo da peconha

A peconha dos 50 escorpides foi obtida usando o método de estimulagéo
elétrica do télson com um gerador de impulsos elétricos Square Wave Stimulator
1999 (82415IS Lafayette Instrument Company) na cidade de Popayan — Colémbia.
Este procedimento foi realizado a cada 30 dias. A peconha coletada foi
centrifugada a 15.000 g durante 15 minutos e 8°C, o precipitado foi descartado e o

sobrenadante foi recuperado, liofilizado e armazenado a -70°C.

4.4 Fracionamento da peconha bruta do escorpido Tityus sp por

cromatografia liguida de alta eficiéncia (HPLC).

Aliguotas de 1 mg da peconha foram ressuspendidas em agua Milli-Q-TFA
0,12% (solucéo A) e fracionadas em coluna de fase reversa
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C18 (250 mm x 10 mm) (Phenomenex, EUA), previamente equilibrada com a
solugéo A.

A eluicdo foi realizada utilizando-se um gradiente linear de TFA 0,12% (v/v)
em agua Milli-Q (solugédo A) a 60% da solucdo B (TFA 0,1% (v/v) em acetonitrila)
em 60 minutos a um fluxo de 1mL/min e deteccédo a 216 e 230 nm. As fragOes
cromatograficas foram coletadas manualmente, secas sobre vacuo e

armazenadas a -20 °C.

As fragdes de maior interesse foram recromatografadas usando-se a mesma
coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm) (Phenomenex, USA), utilizando-se
mesmas solucdes A e B, sob condi¢cbes otimizadas quanto ao gradiente linear da

solucéo B.

4.5 Andalise por espectrometria de massa tipo MALDI-TOF e

sequenciamento de novo

A pureza e as massas moleculares das fragdes de interesse foram
determinadas por espectrometria de massa. As fracbes recromatografadas foram
reconstituidas em &gua Milli-Q e diluidas na matriz acido a-ciano-4-hidroxi-
cindmico dissolvida em acetonitrila/agua/TFA3% (2,5/2/0,5; viviv), na propor¢ao de
3:1 (matrizzamostra). Cada fracao foi aplicada, em triplicata, na placa de MALDI e
secada a temperatura ambiente por 15 minutos. A analise realizou-se em um
equipamento Autoflexspeed MALDI TOF/TOF em modos refletivo e linear usando
solucéo calibrante PeptideCalibStandard. Os dados de espectrometria de massa
obtidos foram analisados usando os software FlexControl 3.0 e FlexAnalysis 3.0
(Bruker Daltonics, Billerica, EUA).

As sequéncias de aminoacidos dos peptideos purificados foram
determinadas por espectrometria de massa (MS/MS). Os peptideos de interesse

foram ressuspendidos em &agua Milli-Q e diluidos na matriz redutora
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1,5-diaminonaftaleno dissolvida em acetonitrila/agua/TFA 3% (2,5/2/0,5; viviv), na
proporcao 3:1 (matrizzamostra), aplicadas na placa de MALDI-TOF e secadas a
temperatura ambiente. Como calibrante externo empregou-se albumina bovina
sérica. Os dados foram adquiridos sob o método In-Source Dacay (ISD) usandose

o programa FlexControl 3.0 e FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Alemanha).

As sequéncias obtidas foram submetidas a busca por similaridade por meio

da ferramenta Blast (http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cqi) e os alinhamentos

foram feitos com o programa CLUSTALX software (Thompson et al., 1998).

4.6 Caracterizacdo da atividade do peptideo em canais de sodio

4.6.1 Modelos Animais

Foram utilizados ratos albinos, Rattus norvegicus, linhagem Wistar, com
massa corporal entre 250-350g. Os animais foram mantidos em caixa de propileno
a temperatura de 22 + 2°C em ciclo claro-escuro de 12 horas, recebendo racéo e

agua ad libitum no biotério da Universidade Federal de Minas Gerais.

O manuseio e a utlizacdo desses animais nos diversos protocolos
experimentais obedeceram as normas estabelecidas pelas diretrizes para
cuidados com animais de experimentacdo da UFMG (Universidade Federal de
Minas Gerais), sendo o projeto submetido ao comité de ética em pesquisa animal
da instituicdo (CEUA-UFMG, n° de protocolo 115166653-0/64).

4.6.2Dissecacéo e Dissociacao
Os animais foram eutanaziados por meio de asfixia com diéxido de carbono

(CO,) para remocdo dos ganglios da raiz dorsal dos ratos (DRG), os quais foram

dissecados cuidadosamente, os tecidos em anexos removidos e imediatamente
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imersos em solugcdo de TYRODE (em mmol/L: NaCl 140; KCI 5; CaCl, 1,8; MgCl,
0,5; HEPES 5 e glicose 5).

ApoOs a dissecacdo, os DRG foram acondicionados em solucdo salina
balanceada de Hanks livre de Ca*/Mg?* (HBSS, em mmol/L: NaCl 137,93; KCI
5,33; KH,PO,4 0,44; NaHCO3 4,0; Na,HPO,4 0,3 e glicose 5,6.) suplementado com
1 mg/mL de colagenase tipo | (Sigma ChemicalCo., St. Louis, EUA) durante 75
minutos a 37°C, seguido de uma solucdo de HBSS com 0,25% m/v de tripsina
(Gibco, Carlsbad, EUA) por 15 minutos, a 37°C. Para assegurar que a cultura
neuronal ndo sofreria contaminacdo, foi acrescentado 1% de antibibtico

(penicilina-estreptomicina) do volume da solucao total.

Os ganglios foram entdo separados dos tecidos adjacentes por uma suave
trituracdo em meio de Eagles modificado por Dulbecco. A esse meio, foram
acrescentados 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo de penicilina-

estreptomicina.

As células da glia foram depositados em laminulas tratadas com
Poli-D-Lisina 0,5%, incubados em ar atmosférico saturado com 5% CO,, mantidos a
37°C e utilizados no periodo de 12 a 48 h.

4.6.3Registro em patch clamp

As correntes idnicas nos neurdnios foram registradas por meio da técnica de
patch clamp em modo “Whole cell usando o clampeamento de voltagem, onde é
possivel manter constante o potencial da membrana da célula em um valor
definido de acordo com o experimento e registrar correntes macroscopicas dos

canais idnicos presentes na membrana da célula.

Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente (25°C).

As células ficaram em uma camara de perfusao preenchida com solucdo de banho
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montada em um microscopio invertido (Olympus IMT-2, Tokyo, Japan). Os
protocolos de estimulagdo, de registro e analise dos dados foram pré-
programados e gerados por um software em computador (Pulse, HEKA Eletronik,

Lambrecht, Alemanha).

Os registros das correntes idnicas foram conduzidos com pipetas de vidro
preenchidos com uma solucéo interna especifica para cada corrente ibnica a ser
registrada. Quando colocadas na solucdo de banho, essas pipetas tinham uma
faixa de resisténcia de 1,0 a 3MQ e eram conectadas por um fio de Ag-AgCl a um
amplificador HEKA-EPC 9/2 (Lambrecht, Alemanha). O movimento da pipeta foi
controlado pelo micromanipulador (MWO-3, Narishigelnternational Inc.,
Longlsland, NY, EUA).

Para o registro das correntes de Na*, sdo necessarias solu¢es de banho, de
perfusdo externa e interna de pipeta. A finalidade da solucdo de banho (TYRODE)
€ manter as células viaveis enquanto ainda ndo sao feitos o0s registros
eletrofisiol6gicos de patch-clamp. A solucéo externa utilizada € em mmol/L: NacCl
40, cloreto de colina 70, KCI 3, CaCl, 1, MgCl, 1, TEA-CI 20, CdCl, 0,1, Hepes 10
e glicose 10. Essa solucdo € usada somente durante os registros das correntes e
distribuida por um sistema de microperfusdo, posicionado nas vizinhancas da
célula a ser estudada. O pH das solu¢Bes acima foi ajustado para 7,40 com HCI. A
solucéo interna de pipeta consistiu de (em mmol/L): NaCl 10, CsCI 100, Hepes 10,
acido etileno glicol tetraacético (EGTA) 11, TEA-CI 10, MgCl, 5 e teve seu pH
ajustado para 7,2 com CsOH. A colina serviu como céation monovalente néo
permeante em substituicio ao Na® extracelular e foi utilizada para reduzir a
amplitude da corrente de Na*. Cs” e tetraetilamonio (TEA) foram utilizados para o
bloqueio dos canais para K* e Cd?" utilizado como bloqueador dos canais para

ca®
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Reservatorios contendo as solugdes foram conectados em um solenoide,
que permite a troca rapida entre as solucdes a serem testadas com um pequeno
volume inutilizado (100 a 200 puL).

As fragOes de interesse escolhidas do cromatograma geral foram aliquotadas
em tubos eppendorff aproximadamente com 22 ug da toxina de Tityus sp em cada
um. Cada fragao foi diluida em 30 pL de agua e aliquotada em trés tubos de 10uL
cada um para serem injetados 2 uL da toxina em 5 repeticbes com concentracdes

de 25 e 100nmol/L para a primera toxina e 100nmol/L para a segunda toxina.

4.6.4 Caracterizacdo dos parametros e registros das correntes

relacionadas aos canais para soédio

Todas as células foram mantidas em um potencial de “reposo” de -80 mV.
A célula foi despolarizada até 0 mV a partir de um potencial de -120 mV
durante 100 ms para a obtenc&o da corrente total de Na*. O intervalo entre um

estimulo e outro foide 5 s.

De forma a registrar a ativacao e inativacdo estacionaria (também conhecida
como inativagdo “steady-state”) da corrente de Na® utilizou-se um protocolo de
pulsos de potencial. No protocolo, utilizamos um pré-pulso de 400 ms, onde o
potencial foi levado a -120 mV para maximizar a fracdo de canais para Na* no
estado fechado. Ao final do pré-pulso e a partir desse novo potencial, pulsos
despolarizantes de duracdo de 80 ms e a uma taxa de incremento de 5 mV em
sua amplitude foram aplicados até o alcancar o potencial de + 60 mV. Com essa
estratégia, a corrente de Na* é deflagrada nessa regido do protocolo e, assim, €
possivel construir a relagcdo corrente-voltagem (relacédo I1xV) para a ativacdo. Ao
final desse pulso despolarizante, foi criado um pulso de 20 ms de duracédo e

potencial fixo em 0 mV para a investigacao da inativacdo do estado estacionario.
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Absorbancia 216nm

5. RESULTADOS
5.1 Fracionamento cromatografico da peconha bruta

A cromatografia de 1mg de peconha bruta do escorpidao Tityus sp
pertencente ao grupo forcipula, em coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm)
(Phenomenex, EUA) resultou em 54 fracdes, das quais as de maior abundancia
eluiram entre os tempos de retencdo de 33 e 46 minutos, correspondendo a 33-
46% de acetonitrila (figura 6).

Foram feitas aproximadamente 25 cromatografias com 25mg de peconha do
escorpido Tityus sp, usando 1mg de peconha por cada.
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Figura 6. Perfil cromatogréafico da peconha do escorpido Tityus sp. em
coluna de fase reversa C18. Aliquotas de 1mg da peconha foram dissolvidas em
agua com 0,12% de TFA (v/v) (solugcéo A) e aplicadas em coluna de fase reversa
C18 (250 mm x 10 mm) (Phenomenex, EUA) previamente equilibrada com agua
com 0,12% de TFA (v/v). As fracdes foram eluidas sob um gradiente linear de
acetonitrila (linha azul) com 0,1% de TFA (v/v) (solu¢gdo B) com um fluxo constante
de 1mL/min e monitoramento a 216 nm.
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Estudos de protedbmica da peconha de espécies do género Tityus (Pimenta
et al., 2001; Batista et al., 2004; Diego Garcia et al., 2005; Barona et al., 2006;
Borges et al., 2006; Nascimento et al., 2006) tém mostrado que entre 30-40 % de
acetonitrila eluem os peptideos moduladores de canais para sédio. Por essa
razdo, foram submetidas a uma nova etapa cromatogréfica, as fracfes 40, 41, 42,
43 e 44.

5.2 Recromatografia, analise de massa e sequenciamento de novo das

fracOes de interesse.
5.2.1Fracao 40
A Fracao 40 foi submetida a uma nova etapa cromatogréafica, empregando-se
uma coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm) (Phenomenex, EUA) e um

gradiente linear de 20% a 45% do solvente B, em 65 minutos. Duas frac6es foram
obtidas (figura 7).
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Figura 7. Perfil cromatografico da fracdo 40. A fracdo 40 foi
recromatografada por HPLC em coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm)
(Phenomenex, EUA), em gradiente linear de 20% a 45% de B em 60 minutos,
fluxo ImL/min e absorbancia monitorada a 216nm.

A fracdo mais abundante foi submetida a uma segunda recromatografia em
gradiente linear de 20% a 45% de B em 60 minutos, resultando em uma fracdo

predominante (figura 8).
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Figura 8. Perfil cromatografico da fracdo 40. A fracdo 40 teve uma
segunda recromatografia por HPLC em coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10
mm) (Phenomenex, EUA), em gradiente linear de 20% a 45% de B em 60 minutos,
fluxo ImL/min e absorbancia monitorada a 216nm.

A massa molecular e a pureza da fracdo 40, que passara a ser denominada
de Tpyl10 no presente trabalho, foram conferidas por espectrometria de massa tipo
MALDI-TOF, e observam-se trés valores de massa, onde 2442,9 Da é a tripla

carga, 3670,4 Da é a carga dupla e 7342,7 Da carga Unica (Figura 9).
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Figura 9. Espectro de massa molecular da Tpyl0, obtido em MALDI-
TOF. A fracdo recromatografada foi reconstituida em agua Milli-Q e diluida na
matriz acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico dissolvida em acetonitrila/agua/TFA3%
(2,5/2/0,5; viviv), na propor¢cédo de 3:1 (matriz.amostra). A analise realizou-se em
um equipamento Autoflexspeed MALDI TOF/TOF em modos refletivo e linear
usando solucao calibrante PeptideCalibStandard. Os dados de espectrometria de
massa obtidos foram analisados usando os software FlexControl 3.0 e
FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Billerica, EUA).

5.2.1.1 Sequenciamento de novo da Tpyl10

A sequéncia parcial da TpylO foi determinada por espectrometria de massa

(MS/MS), a sequéncia parcial de 32 residuos de aminoacidos obtida foi:

NNYCKI/LYCPNTKVCKETCKNRASAPDGECDGW
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As ambiguidades de alguns residuos de aminoacidos como I/L foram
resolvidas depois de alinhar a Tpyl0 com outras NaScTxns ja descitas e foi

escolhido o residuo de aminoacido que se conserbava entre elas.

A sequéncia parcial da nova toxina Tpyl0 possui 91% de identidade com a
Tpa5 (4e™") e 75% com a Tpa6 (2e™"), ambas de T. pachyurus (Guerrero-Vargas
et al., 2012), 64% com a TdNa9 (5e™!) e 72% com a TdNal0 (3e®) , ambas de T.
discrepans (D'Suze et al., 2009).

As toxinas Tpab, Tpa6, TdNa9 e TdNalO nao foram ensaiadas em canais
para sédio, mas estdo catalogadas como toxinas do tipo alfa segundo sua
similaridade estrutural (Guerrero-Vargas et al.,, 2012; D'Suze et al.,, 2009). Uma
identidade acima dos 60% da Tpyl0 com essas toxinas sugere que a Tpy10 seria
uma nova toxina tipo alfa. No entanto, no teste eletrofisiologico da Tpyl0 nos
canais para sodio de células dissociadas de géanglios da raiz dorsal de ratos
(DRG), foi observada uma modificacdo das correntes idnicas de canais para sodio

préoprio das BNaScTx.

)
]
1)
)
i
RESES

™M m

i
) [

[ & B B
f
)
4

™
)

* resicduo igéntico; residuo conservativo, . residuo semi-conservaivo

Figura 10. Alinhamento multiplo da sequéncia parcial Tpy10 com as toxinas
com as guais apresentou maior porcentagem de identidade.

43



Intens. [a.u.]

x10%
ININITL Y ICIK I/ Y I INITIKIVICIKITEITICIKINI R IAISTHAPIDIGIEICIDIGE W 4
8_
1119.495
6 1233.567
1902.954
1396€.696
4_
2546.197
2_
3007.381
2102.988
1678.025
i £ - ~
Z777.286 |\ 4536462
3667.702 :L?»?ﬂz 4770.935
o : T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Figura 11. Sequéncia parcial de aminoacidos da Tpy10, obtida por espectrometria de massa tipo
MALDI-TOF. O peptideo foi ressuspendido em agua Milli-Q e diluido na matriz redutora 1,5-
diaminonaftaleno dissolvida em acetonitrila/agua/TFA 3% (2,5/2/0,5; vivlv), na proporgédo 3:1
(matriz:amostra), aplicadas na placa de MALDI-TOF e secadas a temperatura ambiente. Como calibrante
externo empregou-se albumina bovina sérica. Os dados foram adquiridos sob o método In-Source Dacay
(ISD) usandose o programa FlexControl 3.0 e FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Alemanha).

44

m/z




5.3 AVALIACAO ELETROFISIOLOGICA

5.3.1Analise eletrofisiolégica da Tpy10

A Tpyl0 em uma concentracdo de 25nmol/L causou uma reducdo da
amplitude de corrente de sddio, e com uma concentracdo maior, de 100nmol/L,
inibiu completamente a corrente, sendo esse um efeito proprio de toxinas
pertencentes a familia das BNaScTxs (figura 12). Considerando-se a atividade em

canais para sodio, a Tpy10 é classificada como uma nova BNaScTxs.

Tpyl0

\

25 nmol/L

R

Controle

Figura 12. Efeito da toxina Tpyl0 (25nmol/L) aplicando 500pA de corrente
em 5ms sobre as correntes ibnicas nos canais para sodio de células dissociadas
de ganglios da raiz dorsal de ratos (DRG).

Tpyl0
\l, 100 nmollL
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N
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Figura 13. Efeito da toxina Tpyl10 (100nmol/L) aplicando 200pA de corrente
em 20ms sobre as correntes idnicas nos canais para sédio de células dissociadas
de ganglios da raiz dorsal de ratos (DRG).

45



5.4 Fracao 41

A Fracéo 41 foi submetida a uma nova etapa cromatografica, empregando-se
uma coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm) (Phenomenex, EUA) e um
gradiente linear de 20% a 45% do solvente B, em 65 minutos. Duas fragdes foram
obtidas (figura 14).
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Figura 14. Perfil cromatografico da fracdo 41. A fracdo 41 foi
recromatografada por HPLC em coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm)
(Phenomenex, EUA), em gradiente linear de 20% a 45% de B em 60 minutos,
fluxo ImL/min e absorbancia monitorada a 216nm.

A pureza e a massa molecular da fracdo 41, denominada de Tpyll neste
trabalho, foram verificadas por espectrometria de massa tipo MALDI-TOF, e
observam-se trés valores de massa, onde 2323,7 Da € da tripla carga, 3486,4 Da

é a carga dupla e 6971,9 Da é da carga unica (Figura 15).
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Figura 15. Espectro de massa molecular da Tpyll, obtido em MALDI-
TOF. A fracdo recromatografada foi reconstituida em agua Milli-Q e diluida na
matriz acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico dissolvida em acetonitrila/agua/TFA3%
(2,5/2/0,5; viviv), na propor¢cdo de 3:1 (matrizzamostra). A analise realizou-se em
um equipamento Autoflexspeed MALDI TOF/TOF em modos refletivo e linear
usando solucao calibrante PeptideCalibStandard. Os dados de espectrometria de
massa obtidos foram analisados usando os software FlexControl 3.0 e
FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Billerica, EUA).

5.4.1Sequenciamento de novo da Tpyl1l
A sequéncia parcial da Tpyll foi determinada por espectrometria de massa

(MS/MS), a sequéncia parcial da nova toxina Tpyll, de 36 residuos de

aminoacidos foi:
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AGYCGSECSI/LVKGKDGYCAWPACYCYSMPNWAKTWS

As ambiguidades de alguns residuos de aminoacidos como I/L foram
resolvidas depois de alinhar a Tpyll com outras NaScTxns ja descitas e foi

escolhido o residuo de amino&cido que se conserbava entre elas.

Essa sequéncia apresentou identidade com BNaSctxs ja descritas: 90% de
identidade com a Toll (9e’) e 80% com a Tc48b/Tc49a (6e**), ambas de T.
obscurus , (Guerrero-Vargas et al., 2012) 75% com a Tcll (5e™’) de T. clathratus
(Borges et al., 2010), 69% com a TsVII (1e™) de T. serrulatus (Martin-Eauclaire et
al., 1992) e 80% com a Tz1 (2e™*°) de T. zulianus (Borges et al.,2004).
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Figura 16. Alinhamento multiplo da sequéncia parcial da Tpyll com as
toxinas que apresentou maior porcentagem de identidade.
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Figura 17. Sequéncia parcial de aminoacidos da Tpyll, obtida por espectrometria de massa tipo
MALDI-TOF. O peptideo foi ressuspendido em agua Milli-Q e diluido na matriz redutora 1,5-diaminonaftaleno
dissolvida em acetonitrila/agua/TFA 3% (2,5/2/0,5; viviv), na proporcdo 3:1 (matriz.zamostra), aplicadas na placa de
MALDI-TOF e secadas a temperatura ambiente. Como calibrante externo empregou-se albumina bovina sérica. Os
dados foram adquiridos sob 0 método In-Source Dacay (ISD) usandose o programa FlexControl 3.0 e FlexAnalysis
3.0 (Bruker Daltonics, Alemanha).
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5.4.1.1 Andlise eletrofisiolégica da Tpyll

A Tpyll (100nmol/L) apresentou um efeito similar as BNaScTxs. A figura 18
mostra como a toxina altera a ativacdo dos canais para sodio reduzindo a
amplitude da corrente. Considerando-se esses resultados e a porcentagem de
similaridade estrutural da Tpy11 com BNaScTxs, a Tpy11 é classificada como uma

nova BNaScTx.

v
Controle

Figura 18. Efeito da toxina Tpyll (100nmol/L) aplicando 1nA de corrente
em 20ms sobre as correntes idnicas nos canais para sédio de células dissociadas
de ganglios da raiz dorsal de ratos (DRG).

Na figura 19 sdo mostrados os efeitos eletrofisiolégicos observados pelas
toxinas Tpyl0 e Tpyll na concentracdo de 25nmol/L e 100nmol/L, sobre as
correntes ibnicas de canais para sodio de células dissociadas de ganglios da raiz
dorsal de ratos (DRG).
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Figura 19. Resumo dos efeitos apresentados pelas toxinas Tpyl0 e Tpyll
na concentracdo de 25nmol/L e 100nmol/L, sobre as correntes idnicas de canais
para sodio de células dissociadas de ganglios da raiz dorsal de ratos (DRG). A *
significa a diferenga do efeito apresentado entre as toxinas e o controle, e o #
significa a diferenca do efeito apresentado entre a Tpyll e a Tpyl0 na mesma
concentracdo 100nmol/L.
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5.5 Fracao 42
A Fracao 42 foi submetida a uma etapa cromatografica, empregando-se uma

coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm) (Phenomenex, EUA) e um

gradiente linear de 20% a 45% do solvente B, em 65 minutos (figura 20).
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Figura 20. Perfil cromatografico da fracdo 42. A fracdo 42 foi
recromatografada por HPLC em coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm)
(Phenomenex, EUA), em gradiente linear de 20% a 45% de B em 60 minutos,
fluxo ImL/min e absorbancia monitorada a 216nm.

A massa molecular e a pureza da fracdo 42, denominada Tpyl2 neste
trabalho, foram conferidas por espectrometria de massa tipo MALDI-TOF, e
observam-se trés valores de massa, onde 2321,7 Da € a tripla carga, 3484,6Da é

a carga dupla e 6970,7 Da carga Unica (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de massa molecular da Tpyl12, obtido em MALDI-
TOF. A fracdo recromatografada foi reconstituida em agua Milli-Q e diluida na
matriz acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico dissolvida em acetonitrila/agua/TFA3%
(2,5/2/0,5; viviv), na proporcédo de 3:1 (matrizzamostra). A analise realizou-se em
um equipamento Autoflexspeed MALDI TOF/TOF em modos refletivo e linear
usando solucao calibrante PeptideCalibStandard. Os dados de espectrometria de
massa obtidos foram analisados usando os software FlexControl 3.0 e
FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Billerica, EUA).

5.5.1Sequenciamento de novo da Tpyl2

Apo6s do sequenciamento por espectrometria de massa (MS/MS) da Tpyl2

obteve-se a sequéncia parcial de 42 residuos de aminoacidos:
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GCKVGCFFGSNSWCNDKCKSKTAAKGYCAWPSCYCYGFTDD

Essa sequéncia possui identidade estrutural da cadeia de aminoacidos com
BNaScTxs assim: 98% com a Tpa7 (2e?°) de T. pachyurus e 83% com a Tol5
(2e%?) de T. obscurus (Guerrero-Vargas et al., 2012), 83% com a TdNa6 (1le?!) de
T. discrepans (D'Suze et al., 2009) e 80% com a Tz2 (1e®) de T. zulianus
(Borges,. et al., 2006). Esses resultados sugerem que a Tpyl2 seja possivelmente
uma toxina de tipo beta.
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Figura 22. Alinhamento mudltiplo da sequéncia parcial da Tpyl2 com as
toxinas que apresentou maior porcentagem de identidade.
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Figura 23. Sequéncia parcial de aminoacidos da Tpyl2, obtida por espectrometria de massa tipo
MALDI-TOF. O peptideo foi ressuspendido em agua Milli-Q e diluido na matriz redutora 1,5-diaminonaftaleno
dissolvida em acetonitrila/agua/TFA 3% (2,5/2/0,5; viviv), na proporcdo 3:1 (matriz.zamostra), aplicadas na placa de
MALDI-TOF e secadas a temperatura ambiente. Como calibrante externo empregou-se albumina bovina sérica. Os
dados foram adquiridos sob 0 método In-Source Dacay (ISD) usandose o programa FlexControl 3.0 e FlexAnalysis
3.0 (Bruker Daltonics, Alemanha).
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Figura 23. Sequéncia parcial de aminoacidos da Tpyl2, obtida por espectrometria de massa tipo MALDI-
TOF. O peptideo foi ressuspendido em agua Milli-Q e diluido na matriz redutora 1,5-diaminonaftaleno dissolvida em
acetonitrila/agua/TFA 3% (2,5/2/0,5; viviv), na proporcdo 3:1 (matrizzamostra), aplicadas na placa de MALDI-TOF e
secadas a temperatura ambiente. Como calibrante externo empregou-se albumina bovina sérica. Os dados foram
adquiridos sob o método In-Source Dacay (ISD) usandose o programa FlexControl 3.0 e FlexAnalysis 3.0 (Bruker
Daltonics Alemanha).
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Figura 24. Alinhamento mudltiplo das sequéncias parciais das NaScTxs
identificadas na peconha do escorpido Tityus sp.

5.6 FRACAO 43

A Fracéo 43 foi submetida a uma etapa cromatografica, empregando-se uma
coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm) (Phenomenex, EUA) e um

gradiente linear de 20% a 45% do solvente B, em 65 minutos. (figura 25).
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Figura 25. Perfil cromatografico da fracdo 43. A fracdo 43 foi
recromatografada por HPLC em coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm)
(Phenomenex, EUA), em gradiente linear de 20% a 45% de B em 60 minutos,
fluxo ImL/min e absorbancia monitorada a 216nm.

A massa molecular e a pureza da fracdo 43 foram conferidas por
espectrometria de massa tipo MALDI-TOF em modo linear, e observam-se dois
valores de massa, onde 5451,8 Da foi da carga dupla e 10903,9 Da da carga

Unica (Figura 26).
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Figura 26. Espectro de massa molecular da fracédo 43, obtido em MALDI-
TOF. A fracdo recromatografada foi reconstituida em agua Milli-Q e diluida na
matriz acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico dissolvida em acetonitrila/agua/TFA3%
(2,5/2/0,5; viviv), na proporcédo de 3:1 (matrizzamostra). A analise realizou-se em
um equipamento Autoflexspeed MALDI TOF/TOF em modos refletivo e linear
usando solucao calibrante PeptideCalibStandard. Os dados de espectrometria de
massa obtidos foram analisados usando os software FlexControl 3.0 e
FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Billerica, EUA).

5.7 FRACAO 44
A Fracéo 44 foi submetida a uma etapa cromatografica, empregando-se uma

coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm) (Phenomenex, EUA) e um

gradiente linear de 20% a 45% do solvente B, em 65 minutos. (figura 27).
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Figura 27. Perfil cromatografico da fracdo 44. A fracdo 44 foi
recromatografada por HPLC em coluna de fase reversa C18 (250 mm x 10 mm)
(Phenomenex, EUA), em gradiente linear de 20% a 45% de B em 60 minutos,
fluxo ImL/min e absorbancia monitorada a 216nm.

A massa molecular e a pureza da fracdo 44 foram conferidas por
espectrometria de massa tipo MALDI-TOF em modo linear, e observam-se dois
valores de massa, onde 5412,0 Da foi da carga dupla e 10840,3 Da da carga

Unica (Figura 28).
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Figura 28. Espectro de massa molecular da fracdo 44, obtido em MALDI-
TOF. A fracdo recromatografada foi reconstituida em agua Milli-Q e diluida na
matriz acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico dissolvida em acetonitrila/agua/TFA3%
(2,5/2/0,5; viviv), na proporgdo de 3:1 (matrizzamostra). A analise realizou-se em
um equipamento Autoflexspeed MALDI TOF/TOF em modos refletivo e linear
usando solucao calibrante PeptideCalibStandard. Os dados de espectrometria de
massa obtidos foram analisados usando os software FlexControl 3.0 e
FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Billerica, EUA).

Depois de conhecer a massa molecular das fragdes 43 (10903,864 Da) e 44
(10840,331 Da) e ver que os valores superam os valores normais (6000-8000 Da)
reportados para os peptideos moduladores de canais para sédio (Catterall et al.,

2005), nao foram usadas neste trabalho.
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6. DISCUSSAO

O fracionamento da peconha bruta do escorpido Tityus sp. resultou na
eluicdo de 54 fracbes. A analise por espectrometria de massa resultou na
deteccdo de trés peptideos presentes na peconha de Tityus sp que possuem
massa molecular entre 6000-8000 Da. E conhecido que, nas peconhas de
escorpides, principalmente butideos, esses peptideos correspondem aos que
atuam em canais para sédio dependentes de voltagem (Pimenta et al., 2001;
Batista et al., 2004; Diego Garcia et al., 2005; Barona et al., 2006; Borges et
al.,2006; Nascimento et al.,2006), tais toxinas possuem cadeia longa, entre 58-76
residuos de aminoacidos e quatro pontes dissulfeto e sdo chamadas de aNaScTxs
e BNaScTxs (Rodriguez de la Vega e Possani, 2005). Estes peptideos podem ser
divididos em subgrupos segundo sua afinidade a canais para sédio de mamiferos
ou insetos (Cohen et al., 2005; Gordon et al., 2007; Catterall et al., 2007; Stevens,
Peigneur e Tytgat, 2011; Gurevitz, 2012).

As novas NaScTxs putativas identificadas neste estudo e encontradas na
peconha do escorpido Tityus sp. apresentam similaridade na sequéncia de

aminoacidos com outras NaScTxs previamente descritas.

Uma das trés novas NaScTxs identificadas, a Tpyl0, foi classificada como
BNaScTx conforme o efeito observado nas correntes de sddio na avaliacdo
eletrofisiol6gica sobre ganglios da raiz dorsal de rato (DRG). Esta toxina diminuiu
a amplitude da corrente nos canais para sodio. Parece que a toxina Tpyl0
provoca mudancas na conformacdo necessaria para a ativacdo rapida do canal,
possivelmente ao se ligar com o sitio quatro da subunidade alfa do canal (Cestele
et al., 1998, 2006).

A TpylO apresentou identidade estrutural na sequéncia de residuos de
aminoacidos com toxinas putativas como a Tpa5 e Tpa6 de Tityus pachyurus

(Guerrero-Vargas et al.,, 2012) e com a TdNa9 e TdNalO de Tityus discrepans
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(D"Suze et al.,, 2009). As sequéncias de residuos de aminoacidos desses
peptideos estdo relacionadas com aNaScTx, segundo Guerrero-Vargas et al.,
2012, por apresentarem alta similaridade nas suas caracteristicas estruturais, e
compartilharem as mesmas superficies ativas, propriamente no "NC-domain®;
embora elas ndo tenham sido testadas eletrofisiologicamente por Guerrero-Vargas
et al. (2012) por tanto ndo foi possivel afirmar que apresentaram efeito de a-

toxinas.

Na analise filogenética feita por Guerrero-Vargas et al. (2012), as toxinas
Tpa5, Tpa6, TdNa9, TdNalO e To6, To7 (as duas ultimas de T. obscurus)
agrupam-se na subfamilia NaTx7, ao qual pertencem toxinas isoladas de
escorpidbes que habitam a regido norte da América do Sul. A TpylO ao ter
identidade nas caracteristicas estruturais da sequéncia parcial de aminoacidos
com a Tpab, Tpa6, TdNa9, TdNalO, To6 e To7, sugere que estaria agrupada

nesta mesma classificacao filogenética.

A sequéncia parcial da TpylO apresentou residuos de aminoacidos
conservados no farmacéforo (Tirosina na posicdo 7, Lisina 15, Aspartato 37,
Glicina 38, Triptéfano 43), ao ser comparada as B-toxinas B-like jA descritas
(Borges et al., 2004). Tal similaridade estrutural sugere que a TpylO apresenta
importantes caracteristicas estruturais conservadas ao ser comparadas com

outras B-toxinas.

A figura 29 mostra um alinhamento multiplo da sequéncia parcial Tpy10 com
BNaScTxs B-like, mostrando os residuos de aminoacidos que se conservam entre

elas.
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* residuoidéntico; : residuo conservado: . residuo semi-consenvado

Figura 29. Alinhamento multiplo da sequéncia parcial Tpy10 com BNaScTxs.
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A nova toxina descoberta, a Tpy11 foi classificada como uma BNaScTx, ao
reduzir a corrente de sodio nos DRG, efeito tipico das BNaScTx. Estudos de
estrutura e fungao tém proposto que as BNaScTxs tém duas superficies ativas, a
primeira € o farmacoforo, que esta estritamente associado a a-hélice do peptideo
€ a regido C-terminal, e a segunda, o loop conetor da estrutura secundaria do
peptideo (Gurevitz et al., 2001; 2007; Cohen et al., 2005). O efeito apresentado
pela Tpyll sugere que esses residuos de aminoacidos que estdo localizados nas
superficies ativas da BNaScTx, cumprem um papel importante na determinacéo da
afinidade e eficicia da toxina, parece que os residuos de aminoacidos localizados

nestas posicoes significativamente alteram o efeito dela.

Ja foi citado em artigos prévios (Cestéle et al., 2006; Cohen et al., 2004;
Gurevitz et al.,, 2007) que as BNaScTx identificam residuos de aminoacidos
carregados positivamente e residuos de aminoacidos hidrofébicos nos canais para
sédio como importantes residuos para a ligacdo da toxina no canal e para a sua

funcao.

E possivel observar que a toxina Tpyll apresenta um farmacoforo em
comum com outras BNaScTx descritas como a Tpa2 de T. pachyurus, Tsl, Ts2,
Ts3, Ts5, Ts6,Ts7 de T. serrutalus (Martin-Eauclaire et al., 1992), Tcll, Tcl2 de T.
clathratus (Borges et al., 2012), Tstl e Tst2 de T. stigmurus, Tbl e Th2 de T.
bahiensis, Nal, Na2, Na3, Na4, Na5 e Na7 de T. costatus, Td1, Td2, Td3, Td4,
Td5, Td6, Td7, Td8 e Td9 de T. discrepans, Tz1 e Tz2 de T. zulianus (Borges et
al., 2004), Tc48a, Toll, Tc48b/Tc49a de T. obscurus (Guerrero-Vargas et al.,
2012), Tf4 de T. fasciolatus com residuos de aminoacidos como a tirosina
localizada na posicao 24, 40 e 47, glutamato 28, lisina 35, glicina 36 e 39, alanina
45 e 55, triptofano 58, altamente conservados, 0s quais sdo especificos das
BNaScTx anti-mamifero e B-like (Gurevitz et al.,, 2007; Borges et al., 2012),
indicando assim que estes residuos de aminodcidos sao cruciais para a
determinacdo da toxina como uma BNaScTx (Cestéle et al., 2006; Cohen et al.,
2004; Gurevitz et al., 2007).
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A presenca desses residuos de aminoacidos na toxina Tpyll de Tityus sp.
sugere que ela pode ser classificada segundo sua afinidade a canais para sodio

como uma BNaScTx B-like.

Seguindo a classificagcdo proposta por Guerrero-Vargas et al. (2012) por
semelhanca estrutural e reforcado pelo efeito causado em canais para sodio
estaria agrupada na subfamilia NaTx14 na classificacao filogenética, na qual sdo
agrupadas toxinas de escorpides que abitam a regido norte da Amazonia, como a
Tc48b/Tc49a e Toll de T. obscurus, a Bactridin-2 uma BNaScTx de T. discrepans
toxica em mamiferos, segundo D'Suze et al. (2009), a Td4, Td5, Td7, Td8, Td9 de
T. discrepans, a Tzl de T. zulianus, classificada eletrofisiologicamente como
BNaScTx segundo Borges et al. (2004).

Nas figuras 30 e 31, observa-se o alinhamento multiplo da sequéncia parcial
Tpyll com BNaScTx anti-mamifero e [-like, mostrando os residuos de

aminoé&cidos que se conservam entre elas.

Tp¥1l e LEYCRESECS IV--KGKDEYCAWEACY CY SHENWAKTWS —— ————-
Cn2 Y CYAFACWCTHLYEQATVWELENERC-
Cn3 KEGLYVELSTGCEYECFEL I GEYCYAFGCWCTQLYEQAVVWELENHRCE
Casz KEGLYVSKSTECEYECLELEDNDYCLRECKDD \ FRCWCTHLYEQAVVIWELENERCH
Caz4 KEGLYVNSYTGCKFECFELGONDYCLRECROQ BEYCYLFGCWCTHLYEQAVVIWELENERCH

Tcll KE-GYLMDHEGCKLSCFI-REAGYCGRECS T K- KGN Y CAWPACY CYDLPGWAKVNLRATHRC -
Icld KE-GYLMDREGCKLSCFI-RPSGYCGRECEIK-——KGSSGYCAWLACYCYGLPDEVEVWIYRINIC-
Isl KE-GYLMDHEGCKLSCFI-RESGYCGRECGIK--KGI S CANPACY CYGL PNWVEVNLRATHEC -

* & * & * * % & L H ok . . W

* residuo idéntico; : residuo conservado; . residuo semi-conservado

Figura 30. Alinhamento multiplo da sequéncia parcial da Tpyll com
BNaScTxs mostrando os residuos de aminoacidos mais conservados entre elas.
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Izl

Tzl

Tdal KDEYIME PNGCHRECLTREARYC ENECSRLEGKD

Idz KEGYIMELDECKRSCLTREGHY CANECSEVEGT DAY CY AR LA CY CYNMENWVE THORATHTC

Tdg KDGYLVGDDGCEMECFTREGHY CASECSRVEGKDG Y CY AW LACY CYNMENWA P INNSATNRCRGEK
Tpaz KEGYLVGNDGECKY SCFTREAYCVHECELRKEGT DG Y CYARLACY CYNMEDHVRTHSRATNRCGS ——

Kk kk kk | kEE k%

* residuo idéntico; - residuo conservado; . residuo semi-conservado

Figura 31. Alinhamento multiplo da sequéncia parcial da Tpyll com
BNaScTxs mostrando os residuos de aminoacidos mais conservados entre elas.

A toxina Tpy12 foi classificada como BNaScTx por apresentar similaridade
estrutural da sua sequéncia parcial de aminoacidos com toxinas testadas
eletrofisiologicamente como a Tpa7 de T. pachyurus (Guerrero-Vargas et al.,
2012), TdNa6 de T. discrepans (D'Suze et al., 2009) e a Tz2 de T. zulianus
(Borges,. et al., 2006). Com base no alinhamento da figura 32, encontraram-se
dominios altamente conservados como: glicina 11, 36, 47, lisina 13, 27, 29, 31, 35,
fenilalanina 17,18, 48, serina 30, 43, asparagina 25, triptofano 23, 41, aspartato
26, 50, 51, treonina 32, 49, alanina 33, 34, 40, prolina 42 e tirosina 44, 46, 87;
indicando, como é citado por Zhang et al. (2011) e Gurevitz et al. (2007), que as
interacOes desses residuos de aminoacidos sdo decisivas para classificacdo das
BNaScTx.

TpylZ2 ——————————GCEVECFFGSNSWCHDECKSKT A ARG Y C-AWPSCYCYGFIDD-————————————-

Tdla KEGYIME-ANGCKRSCTLREGHY CANECS Y VEGENGY CYARVACY CYNMPDSVEKIWDSATNTICGRT

Tpa’ KEGYPLDTINGCKVGCFFGTN SWCHDECKSKT ARG Y C-AWPSCYCYGFTDDSEIWDLEENK-——-

Tzz2 KEGYLLDESHGCKRSCFFGST SWCNTECKSKSAEK Y C-ARPSCYCYGF SDDSEMWDLET NE———-
ET I T N Tt AT IR T T T

* residuo idéntico; : residuo conservado; . residuo semi-conservado

Figura 32. Alinhamento mudiltiplo da sequéncia parcial da Tpyl2 com
BNaScTxs mostrando os residuos de aminoacidos mais conservados entre elas.
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A toxina Tpyl2, por apresentar uma similaridade estrutural na sequéncia de
aminoacidos com a Tpa7 de T. pachyurus, sugere seu agrupamento na
classificacao filogenética proposta por Guerrero-Vargas et al. (2012) junto com as
toxinas Tol5 de T. obscurus, TdNa6 de T. discrepans eTz2 de T. zulianus
pertencentes a subfamilia NaTx1, onde sdo agrupadas algumas das toxinas de
escorpides que abitam a regido norte da Amazonia, sendo a Tpa7 (Guerrero-
Vargas et al., 2012) e a Tz2 (Borges et al., 2006), testadas eletrofisiologicamente e

apresentando um efeito de BNaScTx.

Na figura 24 observa-se o alinhamento multiplo das sequéncias parciais das
NaScTx identificadas até o momento na peconha de Tityus sp. E possivel verificar
no alinhamento que se conservam alguns residuos de aminoacidos entre elas
(serina, lisina, glicina, tirosina, alanina, triptofano e prolina), os quais ao ser
comparados com outras BNaScTx, demostram que sao rediduos de extrema

importancia para sua classificacéo.

As novas NaScTx identificadas neste estudo, apresentam similaridade na
estrutura e funcdo das suas sequéncias de residuos de aminoacidos,
conservando as superficies ativas como o farmacoforo, com outras NaScTx
previamente descritas. Segundo essa similaridade estrutural e o efeito causado
nos canais para sodio, as toxinas Tpyl0, Tpyll, Tpyl2 séo classificadas como
BNaScTx B-like.

Autores como Cestéle et al. (1998, 2006) afirmam que as peconhas de
escorpides do novo mundo sdo a maior fonte de p-ScTxs, elas se ligam ao sitio
quatro da subunidade alfa do canal para sodio, induzindo a redugcéo na amplitude
da corrente e levando a potenciais de membrana mais hiperpolarizados. Com este
trabalho verifica-se que as trés novas toxinas encontradas na peconha do
escorpido do Novo Mundo, Tityus sp pertencente ao grupo forcipula foram

classificadas como BNaScTx, reafirmando o reportado por esses autores.
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7. CONCLUSOES

eTrés novas NaScTx foram identificadas na peconha do escorpido
Tityus sp. pertencente ao grupo forcipula (Tpyl0 com massa molecular de
7342 Da, Tpyll com 6971 Da, e a Tpyl2 com 6970 Da).

eDemonstra-se que a toxina Tpyl0, é classificada como BNaScTx
segundo sua avaliacdo eletrofisiologica, apesar da sua similaridade
estrutural com aNaScTx ja descritas, mas que nao tinham sido ensaiadas

em canais para sodio (Guerrero et al., 2012).

e Os efeitos eletrofisiologicos confirmam a classificacdo da Tpyll
como uma PNaScTx que segundo a similaridade com outras PNaScTx
anteriormente descritas teve atividade na modulagdo em canais para sodio

de mamiferos.

eSugere-se que a Tpyl2 seja classificada como uma PNaScTx

segundo a similaridade apresentada com outras BNaScTx ja descritas.
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