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Resumo

Acidentes causados por escorpides representam um grave problema de satde publica no Brasil,
sendo a principal espécie o Tityus serrulatus, devido a sua ecologia, sua estratégia reprodutiva e
a poténcia do envenenamento. Na composi¢do deste veneno, diversos polipeptidios
neurotoxicos que afetam canais de Na” e K™ podem ser encontrados, sendo esse o maior foco
das pesquisas relacionadas ao assunto. Em contrapartida, pouca informagdo sobre componentes
proteoliticos e peptidicos no veneno do escorpido Tityus serrulatus (VTs) esta disponivel na
literatura. Deste modo, este trabalho visou estudar novos peptideos presentes no VTs capazes de
interagir com oligopeptidases, além de caracterizar a atividade proteolitica do veneno do
escorpido amarelo, relacionando substratos biologicos de importancia para o envenenamento,
tendo em vista que até o presente momento ndo existe tal assimilagdo. Para o estudo de
atividade proteolitica do VTs, foram utilizados substratos de fluorescéncia apagada, sendo que
Abz-GGFLRRV-EDDnp foi selecionado como substrato ideal, além da familia enzimatica ser
determinada pelo uso de inibidores especificos. O ponto de clivagem deste substrato foi
estimado ser entre leucina e arginina. Por meio de ensaios de fluorescéncia, padroes
bioquimicos de atividade 6tima do veneno total, como pH, temperatura e influéncia de sais,
foram estabelecidos. A partir disso, foram realizados experimentos para determinagdo substratos
peptidicos com atividade bioldgica, analisados em sistema de HPLC, sendo que somente foi
observada hidrolise para a dinorfina 1-13, onde os fragmentos foram analisados por
espectrometria de massas para a determinacdo dos pontos de clivagem. Foi evidenciada a
liberagido do peptideo opidide leu-encefalina, podendo estar atuando sobre canais de K, como
indicam dados da literatura, o que estaria relacionado com os efeitos neurotoxicos do veneno.
Na tentativa de verificarmos se apenas uma peptidase estava sendo responsavel pela atividade
observada, iniciamos etapas de purificagdo utilizando membrana de corte molecular de 30 kDa
(fracdo G) e, em seguida, cromatografia de fase-reversa em HPLC. Na segunda parte, referente
aos componentes peptidicos, foi enfatizada a selecdo de peptideos capazes de reduzir a atividade
das oligopeptidases EP24.15 ¢ EP14.16, escolhidas principalmente pela propriedade de
interagirem com oligopeptideos e por estarem localizadas no sistema nervoso central. Para a
obten¢do do pool peptidico, a amostra foi processada por membrana de corte molecular de 10
kDa e separagdao por HPLC, onde as fracdes obtidas foram testadas em ensaios de atividade
enzimatica com as oligopeptidases. Os picos de melhor capacidade inibitéria tiveram suas
sequéncias reveladas por espectrometria LC-MS/MS, onde seis sequéncias foram sintetizadas e

novamente testadas, obtendo valor de constante de inibi¢do e mecanismo de acdo dos mesmos.

Palavras-Chave: escorpido amarelo; Tityus serrulatus; peptideos; peptidase; componentes do

veneno



Abstract

Accidents caused by scorpions represent a serious public health problem in Brazil, whereas the
main specie is Tityus serrulatus, due to their easy adaptation on urban centers, its reproductive
strategy and the potency of its the venom. In the composition of the venom, several neurotoxic
polypeptides that affect Na* and K channels can be found, being the main focus of the
researches related to this subject. In contrast, little information about other peptides and
proteolytic components in the venom of the scorpion Tityus serrulatus (VTs) is available in the
literature. Considering it, this work aimed to find in VTs new bioactive peptides able to
modulate oligopeptidase EP24.15 and EP24.16 activity in vitro and, in addition, to characterize
the proteolytic activity of the VTs, assigning it to biologically active substrates that could be
cleavage during the envenomation, considering that so far there is no such assimilation. To
study the VTs proteolytic activity, FRETS were used as substrates, being Abz-GGFLRRV-
EDDnp selected as the ideal substrate, also estabilishing the enzyme class by the use of specific
inhibitors. We detected a cleavage in Abz-GGFLRRV-EDDnp between Leucine and Arginine.
In the first part, in order to determine biochemical standards, we obtained values such as pH,
temperature and salt influence throught fluorescence assays using the whole venom. After it,
experiments were conducted to determine biologically active substrates, analyzed in the HPLC
system, while hydrolysis was only observed for dynorphin 1-13, where the fragments were
analyzed by mass spectrometry to determine the points of cleavage. The result showed the
release of the opioid peptide leu-enkephalin, which may be acting on K + channels, what could
indicate an indirect neurotoxic effect of the venom. In attempt to verify if only one enzyme was
responsible for the observed peptidase activity, we started a preliminar purification step using a
30 kDa membrane of molecular cutoff, obtaining the fraction G that was analysed on reverse-
phase chromatographed (HPLC). In the second part, which regards the peptide components, we
emphasized on the selection of peptides capable to reduce the activity of oligopeptidases
EP24.15 and EP14.16, chosen primarily due its property to interact with oligopeptides and due
its localization in the central nervous system. To obtain the peptide pool, the VTs was processed
by a 10 kDa molecular weight cut off membrane and separated by HPLC, and the fractions were
tested in enzyme activity assay with the oligopeptidases. The peaks that had best inhibitory
potential activity had their sequences revealed by mass spectrometries analysis, and six
sequences were synthesized and re-tested. After this, the values of inhibition constant and the

mechanism of action were obtained.

Keywords: yellow scorpion, Tityus serrulatus; peptides; peptidase; venom compounds
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1. Introducao
1.1- Escorpides e suas caracteristicas gerais

Os artrépodes sdo os representantes invertebrados com o maior numero de
animais catalogados na literatura, representando cerca de 4/5 de todas as espécies
descritas (Rupert e Barnes, 2005). Com excecao dos insetos (subfilo Hexapoda), o
grupo de artrépodes com maior sucesso evolutivo em termos de quantidade de espécies,
abundancia de seres e diversidade ecologica é o dos aracnideos (subfilo Chelicerata).
Essa conquista ¢ subsequente as diversas adaptagdes para a vida terrestre com énfase
especial aos pulmdes folidceos opistossomais, desenvolvidos por escorpides e
Tetrapulmonata, crucial para a transicdo do meio aquatico para o terrestre por esses
animais (Scholtz e Kamenz, 2006). Outra mudanga morfolégica importante para a
transi¢do desses meios foi a carapaga quitinosa que compde seu exoesqueleto, o que

auxiliou a prevenir a evaporacao excessiva de seus liquidos internos (Candido, 1999).

O éxito evolutivo dessas adaptacdes ¢ comprovado, pois 0s escorpides sao 0s
representantes dos aracnideos mais antigos do planeta, com registros fosseis datados de
aproximadamente 400 milhdes de anos (Bortoluzzi et al, 2007). Esse grande tempo de
permanéncia na Terra provavelmente permitiu que esses quelicerados explorassem
todos os continentes do globo, ndo sendo encontrados somente na Antartida (Candido,

1999).

Os escorpides sdo, em sua maioria, animais noturnos, provavelmente devido a
melhores condi¢des climaticas e por seu habito predatorio (Candido, 1999). Durante o
periodo matinal, esses animais refugiam-se em locais escuros de temperatura e umidade
relativamente estaveis tais como buracos, montes de entulho, fendas de muros, sob as
areias do deserto. Devido a este estilo de vida, os acidentes causados por escorpides sao
favorecidos, pois, quando encontrados, sdo comumente confundidos com o ambiente ou
até parecem mortos, facilitando a ferroada (Candido, 1999; Oliveira et al., 1999; Soares

et al., 2002).

Quanto a taxonomia, sdo atualmente conhecidas na ordem Scorpiones
aproximadamente 1200 espécies de escorpides que se agrupam em 155 géneros e 16
familias em todo o mundo. No Brasil, atualmente, s3o encontradas apenas 86 espécies

(Brazil et al., 2009), sendo que, de acordo com dados publicados pela Fundacdo



Nacional da Satude, 60% da fauna escorpidnica brasileira ¢ representada pelo género

Tityus (FUNASA, 2001).
1.2— Tityus serrulatus, O Escorpiao Amarelo.

O género Tityus € o principal responsavel por casos de envenenamento no Brasil,
sendo que a maioria dos acidentes ¢ causada por trés espécies: Tityus serrulatus ou
escorpido amarelo, encontrado principalmente na Bahia, sul de Goias, Parand e Sudeste;
o escorpido marrom, 7. bahienses que, além de estar presente na regido Sudeste, habita
também a regido Sul do Brasil; na regido nordeste, a espécie 7. stigmurus ¢

predominante (Torres et al., 2002).

O escorpido amarelo possui um veneno com alta toxidade e, devido ao fato de
ser responsavel por grande parte dos envenenamentos escorpionicos no Brasil,
atualmente ¢ considerado um problema de relevancia para a satide publica (FUNASA,
2001). Originalmente, habitava matas e florestas, entretanto com a expansao urbana e o
desmatamento, tem sido frequentemente encontrado em cidades, devido a fécil
adaptacdo a este ambiente (Brazil et al., 2009). Além disso, sua estratégia reprodutiva,
diferentemente dos outros integrantes do género Tityus, ¢ a partenogénese, onde ha
desenvolvimento do embrido sem a fertilizacdo, acarretando em uma populagdo
somente formada por fémeas. Cada uma pode ter até quatro parigdes, originando um
total de 70 filhotes ao longo de toda vida (Soares et al., 2002). Assim, essa facilidade de
reprodugcdao somada a auséncia de predadores naturais favoreceu a colonizagao de T.
serrulatus em centros urbanos, pois apenas um individuo pode gerar uma colonia

(Brazil et al., 2009).

O escorpido Tityus serrulatus foi primeiramente descrito por Adolpho Lutz e
Oswaldo Mello de Campos em 1922, destacando-se pela potencialidade téxica de seu
veneno (Lutz e Mello, 1922). Morfologicamente, 7. serrulatus apresenta tragos bem
marcantes, caracteristicos de sua espécie (Figura 01). As patas, cauda e pedipalpo
apresentam coloragdo amarelada, o que proporcionou a designacdo popular de
“escorpido amarelo”. Pode ser observada uma serrilha dorsal nos dois ultimos
segmentos de seu corpo, o que justifica 0 nome cientifico de “serrulatus”. O veneno ¢

armazenado e produzido por duas glandulas localizadas no télson, sendo que a



inoculagdo se da pelo ferrdo (ou 6rgao inoculador de ferrdo). Sdo animais pequenos,

geralmente medindo de 6 a 7 cm (FUNASA, 2001).

Figura 01. Espécime de Tityus serrulatus — A esquerda, é possivel visualizar as serrilhas dorsais nos
Giltimos segmentos do metassoma, caracteristica da espécie (Cologna et al., 2009); A direita, exemplar

evidenciando a colorag@o amarelada (Foto tirada por Bruno Duzzi, Instituto Butantan,2012).

No Brasil, os acidentes por animais peconhentos representam um problema
historico e atual de relevancia para a satide publica, pois o envenenamento pode gerar
incapacidade temporaria ou definitiva ou até levar a vitima a Obito. Segundo o
ministério da saude, em 2011, ocorreram aproximadamente 60 mil casos de acidentes
por escorpides, sendo 87 obitos registrados pelo agravo notificado. Dados apresentados
pelo Sistema Nacional de Informagdes Toxico-Farmacoldgicas (Sinitox), publicados
pela agéncia de noticias da Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo no
Boletim de setembro de 2007, mostram que os acidentes causados por escorpides sao
responsaveis por um ter¢o de envenenamentos por animais em todo o Brasil, superando
acidentes provocados por cobras e aranhas desde 2004. A Figura 02 mostra o panorama

de acidentes provocados por animais pegonhentos no ano de 2011.
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Figura 02. Acidentes por Animais Peconhentos no Brasil no ano de 2011 (SINAN, 2013).

O acidente humano cujo agente etiolégico ¢ o escorpido denomina-se
escorpionismo (Lira-da-Silva et al., 2009). Segundo Chippaux e Goyfroon (2008), a
sintomatologia pode ser dividida didaticamente em trés fases: A primeira etapa, estagio
I, inicia-se logo apds a picada, sendo caracterizada pela intensa e persistente dor
relatada pela vitima. Esta fase pode durar de 10-15 horas e, algumas vezes, até¢ um dia.
Outros sintomas podem ser notados, como agitagdo, estado febril, sudorese, nauseas,
fraqueza, sensacdo de desmaio e hipertensao/hipotensdo arteriais. Geralmente, o
paciente busca atendimento logo ap6s o acidente. Caso o tratamento ndo seja iniciado, o
envenenamento se torna severo. A partir disso, o estadgio Il apresenta piores sintomas,
tais como, dor epigastrica, colicas, vomitos, diarreia, hipotensdo, bradicardia, obstru¢ao
pulmonar. O estagio III corresponde a um quadro clinico potencialmente letal, pois o
risco de colapso cardiaco ¢ aumentado, além de um agravamento de problemas
respiratorios. Em criangas, o risco da evolugdo direta do estagio I para o estagio III ¢
grande.

Para o tratamento nas primeiras horas apos a picada, o paciente deve receber
além de analgésicos para diminui¢ao da dor, doses de soro anti escorpionico, cuja
quantidade varia de acordo com a sintomatologia. Em criangas, ¢ altamente

recomendado o tratamento sorologico, enquanto em adultos, o uso de analgésicos ja



promove uma melhora ao paciente (Chippaux e Goyfroon, 2008). Tal fator se da pela
dose de veneno inoculada em relagdo a idade ¢ ao tamanho do individuo.

Os efeitos do envenenamento no sistema nervoso central e inflamagao pulmonar
aguda implicam no questionamento de quais células, moléculas e fatores estariam sendo
afetados e por quais componentes toxicos do veneno. A observagdo do quadro clinico
pode servir de gatilho inicial para pesquisas que busquem desvendar quem sdo estes
componentes ¢ onde atuam. Para 7. serrulatus a a¢do de seu veneno ¢ caracterizada
principalmente como neurotoxica, promovida por peptideos que afetam canais i6nicos,
sendo que pouco se sabe da acdo de outros componentes do veneno durante o

envenenamento.

1.3 — Neurotoxinas de canais ionicos e outros componentes do veneno

Atualmente, sdo encontradas na literatura descri¢des de aproximadamente 400
neurotoxinas em venenos escorpidnicos, sendo que dentre elas 200 sdo neurotoxinas
que atuam em canais de sodio, 150 atingem canais de potassio, 19 em canais de cloro e
apenas 10 toxinas descritas afetam canais de célcio (Zhijian, 2005). As neurotoxinas de
escorpido mais estudadas s3o as que atuam sobre canais de Na' e K'. A maioria das
Na'-toxinas sdo compostas de 61-70 aa, as K '-toxinas apresentam 31-39 aa, enquanto
que a clorotoxina, especifica para canal de Cl” apresenta 36 aa. Todas elas tém sua
estrutura estabilizada por 3 a 4 pontes dissulfeto (Becerril et al,, 1997). Apesar da
variacdo da estrutura primaria, existe um motivo estrutural conservado entre as familias
dessas toxinas. Todas elas apresentam uma sequéncia bdsica altamente conservada
formada por uma estrutura o-hélice e 3 folhas-f3, mantidos por 2 pares de pontes
dissulfeto formadas entre 2 sequéncias constantes estiradas Cys-X-X-X-Cys e Cys-X-

Cys, onde X ¢ um aminoécido qualquer.

Em geral, os canais i06nicos sdo importantes para diversas fungdes do sistema
nervoso central e, com isso, as neurotoxinas de escorpides exploram esse envolvimento
neurofisioldgico para obterem sucesso no envenenamento. No caso dos canais de célcio,
participam na geragdo do potencial de agdo e na sinalizag¢@o para eventos de transducdo
na membrana celular, podendo ser encontrados em células cardiacas, neuronais,
esqueléticas e enddcrinas. A entrada de ions de célcio também pode estar relacionada a

liberagdo de neurotransmissores (Yamakagi e Namiki, 2002). J4 os canais de cloro sdo
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seletivos poros de anions com numerosas funcdes fisiologicas, dentre as quais se podem
citar: estabilizagdo do potencial de membrana em musculo esquelético; regulacdo de
volume em diversas células; em epitélio, ajuda no transporte de fluidos; possui papel
importante na formagdo dos receptores de GABA na membrana pds-sinaptica (para
revisdo, Suzuki et al., 2005). Apesar de diversas espécies de escorpides apresentarem
toxinas que atuem nesses dois tipos de canais, até o presente momento nao foram
diagnosticadas neurotoxinas que afetem canais de célcio e cloro no veneno do 7.

serrulatus.

Desta maneira, segundo Cologna et al. (2009), as neurotoxinas e 7. serrulatus
encontradas atualmente somente agem sobre canais de sédio, principalmente, e
potassio, como mostra a Tabela 01. Os canais de sédio dependentes de voltagem sdo
responsaveis pela ativagao do potencial de membrana em neuronios e outras células
excitdveis por carga elétrica (Catarral et al.,2000). Devido a existéncia de diferentes
efeitos farmacologicos, as toxinas especificas para canais de sédio podem ser divididas
em dois grupos: o- e B —toxinas. As alfa toxinas bloqueiam o sitio trés dos canais de
sodio voltagem dependente, as [—toxinas bloqueiam o sitio quatro dos canais
independentemente do potencial de membrana, afetando assim a ativacdo dos mesmos
(Possani et al., 1999). Os canais de potassio sdo altamente conservados durante a
evolucdo e podem apresentar funcionalidades em cooperagdo com canais de sodio,
dimensionando a entrada de potassio ¢ mantendo o volume celular. Porém, outras
funcgdes ainda lhe sdo cabiveis, tais como a participacdo da liberagcdo de hormonios e
neurotransmissores, excitacdo de neurdnios e musculos ou até participando no controle

do potencial de membrana.



Tabela 01. Neurotoxinas de T. serrulatus e suas fungdes (Adaptado de Cologna et al., 2009)

Canal

Nome

Fungao

Neurotoxinas
que afetam
Canais de

Sédio

TsTx

Provoca liberacdo de neurotransmissores (especialmente
catecolaminas e acetilcolina), além de provocar liberagado
de NO para induzir o relaxamento muscular em corpos

cavernosos.

TsTx-1

Despolariza¢do da membrana de nervos periféricos em
anfibio anuro Xenopus laevis, induzindo atividade

espontdnea que se cessa em poucos minutos

TsTx-1I/
TsTx-1I1

Injeg¢des em hipocampo provocaram uma
neurodegeneragdo; Pode causar aumento da liberacdo de

glutamato.

TsTx-V

Em nervo vago de coelhos foi demonstrado que promove
a prolongacao do potencial de agcdo em fibras
mielinizadas; induz liberacdo de NO; aumenta

indiretamente a permeabilidade de K+; induz a liberagao

de catecolaminas.

Neurotoxinas
que afetam
Canais de

Potassio

TsTx-IV

Bloqueia a alta condutancia de célcio ativada por canais
de potassio em células de Leydig. Sua estrutura permite
que se insira na regido dos poros de potassio de diversos

canais de K

TsTx-Ka

Em culturas de neurdnios de mamiferos, ¢ um potente e

seletivo bloqueador de canal de potassio.

TsTx-Kp

Bloqueia canais de potassio voltagem dependente de

sinaptossomos de cérebro de rato.

Ts Kappa

Compete com a apamina em cérebros de rato.




Componentes nao neurotoxicos

Além das neurotoxinas, apesar de menos conhecidos, outros componentes do
veneno de 7. serrulatus ja foram descritos. A andlise peptidomica do veneno por Rates
et al. (2008) demonstra que, em meio as neurotoxinas, existe grande diversidade de
peptideos ainda nao caracterizados. Muitos ndo puderam ser encontrados em banco de
dados, uma vez que estas informagdes sdo raras, necessitando desta forma de um
sequenciamento de novo. Apesar de localizados, a fungdo da maioria desses peptideos ¢é
desconhecida. Dentre as moléculas descritas neste peptidoma estdio componentes
considerados como “ndo toxicos”, denominados como fragmentos peptidicos tipo
PAPE, por possuirem sequéncia em “fandem” de residuos de prolina (P), acido
glutdmico (E) e alanina (A). Ainda, este estudo identificou outros componentes ja

descritos, como as hipotensinas e peptideos “tipo hipotensina” (Rates et al., 2008).

As hipotensinas de Tityus serrulatus (TsHpt) sdo consideradas como Peptideos
Potencializadores de Bradicinina (BPP) por promoverem uma forte hipotensdo quando
testadas em ratos. O mecanismo de redugdo de pressdo pela familia das hipotensinas foi
analisado por Verano-Braga et al. (2008) e foi caracterizado por potencializar a agao da
bradicinina e por, provavelmente, estar envolvido com o processo de liberacdo de NO
em vasos sanguineos. Foi ainda constatado que a atividade da ECA (Enzima Conversora
de Angiotensina) na presenca de TsHpt-I (AEIDFSGIPEDIIKQIKETNAKPPA) nao
sofria alteracdes, excluindo uma possivel similaridade de acdo entre essas moléculas e o
Captopril, conhecido inibidor da ECA. Em 2010, Verano-Braga et al. realizaram um
estudo com fragmentos de TsHpt-I (KETNAKPPA e KPP), produzidos por acdo de
carboxipeptidase, concluindo que a por¢do C-terminal das hipotensinas ¢ a responsavel
por potencializar a atividade da bradicinina e promover liberacdo de NO. Os autores
destacam a similaridade da por¢ao KPP com os BPPs devido a presenca da dupla de
prolinas, porém devido a auséncia de inibi¢do da ECA, acreditam que esta fracao pode

estar agindo sobre outra via, ligada ao 6xido nitrico.

Em relacdo aos componentes enzimaticos, dados recentes da literatura
demonstraram a presenca de uma metalopeptidase presente no veneno do 7. serrulatus,
denominada como antarease. Nestes estudos, os autores mostraram que a protease ¢
capaz clivar SNAREs (proteinas importantes no transporte de vesiculas) em casos de

pancreatite, as chamadas VAMP (no caso, VAMP2 e VAMPS). Apesar da publicacao



sobre esta protease, o foco maior deste grupo de estudo foi desvendar agdes da VAMP e
outras funcdes da metaloproteinase denominada de antarease ainda nao sao conhecidas,
pois provavelmente esta protease deve ter participagdo muito mais importante no
envenenamento (Fletcher et al., 2010). A atividade de serinopeptidases também foi
descrita por Almeida et al. (2002), em 7. serrulatus e T. bahiensis, porém até o
momento esta(s) peptidase(s) ndo foi (ram) purificada(s). Ainda, ha descrigdo de
atividade hialuronidésica, sendo um fator que aumenta a eficacia de outras toxinas, por

facilitar suas difusdes, ndo causando toxicidade propria (Cologna et al., 2009).

Recentemente, em 2012, um estudo transcriptdmico identificou o perfil de
moléculas transcritas no veneno de Tityus serrulatus, como mostra a Figura 03. Como
resultado, foram encontradas muitas moléculas ainda ndo descritas, em especial, pode-
se destacar a presenca da antarease e uma nova metalopeptidase ainda ndo caracterizada
(UniProtKB/Swiss-Prot: P85842.1), e suas possiveis isoformas, compondo cerca de 6%
do total de moléculas expressadas no veneno. E importante ressaltar que ndo foram
detectadas outras classes de enzimas proteoliticas. Curiosamente, os componentes mais
abundantes expressos no veneno sdao os fragmentos PAPE (23%), superando
neurotoxinas de canais de sodio (16%) e potassio (22%). Foram também encontrados
peptideos anidnicos, anti microbiais (AMPs), a anatoxina TsNTxP, hipotensinas e
peptideos ainda nao caracterizados classificados na figura como “outros” (Alvarenga et

al., 2012).

Figura 03. Transcriptoma do veneno de Tityus serrulatus mostrando a abundancia das principais

moléculas transcritas (Figura adaptada, retirada de Alvarenga et al., 2012).



A dificuldade de descri¢gao de moléculas nao neurotoxicas no veneno de Tityus
serrulatus se da principalmente pelo foco no estudo de neurotoxinas que afetam canais
i0nicos e pela particularidade do veneno de artropodes, que diferentemente de serpentes,
sao constituidos principalmente de peptideos (Pimenta e De Lima, 2005). Esses
peptideos muitas vezes sdo descartados nos estudos protedmicos pelo seu tamanho
reduzido ou também por ser muito dificil sua detec¢do. Estima-se que apenas 0,01% dos
peptideos de venenos animais tenham sido identificados (Quinton et al., 2011), contudo,
dado ao atual interesse biotecnologico no uso de peptideos e ao avango nas técnicas de
protedmicas, o cenario tem mudado. A estabilidade e seletividade de compostos
peptidicos tém sido exploradas para a busca de moléculas com potencial terapéutico
(Lewis e Garcia, 2003). Um exemplo classico ¢ do Captopril, pois este medicamento
anti-hipertensivo foi desenhado a partir de um BPP (KEKWAP; onde <E ¢ piroglutamil)
encontrado no veneno de Botrhops jararaca, onde o mecanismo de agdo € via inibigao
de ECA e potencializacdo de bradicinina. Neste contexto, novas tecnologias tém sido
utilizadas para auxiliar neste processo de identificacdo e selecdo, como a cromatografia
de fase reversa, a espectrometria de massas e a sintese de peptideos (Pimenta e De

Lima, 2005).
1.4 — As enzimas proteoliticas

A catélise de reacdes quimicas ¢ fundamental para a vida de um organismo, pois
o catalisador permite que estas reacdes ocorram de maneira mais rapida e eficiente. As
enzimas sao os catalisadores bioldgicos mais eficientes por promoverem uma aceleragao
eficiente entre reagdes (diminuem a energia de ativacdo para que uma reagdo ocorra),
por regularem de maneira harmoniosa vias metabdlicas e por possuirem alta

especificidade por seus substratos (Nelson e Cox, 2002).

Segundo a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUMBM),
as enzimas sdo primeiramente classificadas de acordo com o tipo de reacdo que
catalisam. Atualmente, existem seis grandes classes: as oxidoredutases, as transferases,
as lipases, as liases, as isomerases, as ligases e as hidrolases. Em destaque, as hidrolases
sao enzimas que hidrolisam ligagdes covalentes, dentre elas, ligagdes peptidicas,

caracterizando as enzimas proteoliticas.
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As enzimas proteoliticas participam do processamento e da organizagdo
molecular de cadeias peptidicas, de precursores de hormonios proteicos, bem como
receptores e fatores de crescimento. Podem ainda mediar cascatas proteoliticas
importantes, envolvendo-se em processos como coagulacdo sanguinea, a fibrinolise e
sistema complemento (Neurath, 1999). Além de serem importantes em reacdes
fisiologicas, estdo presentes em situagdes patoldgicas. Neste contexto, os inibidores

enzimaticos tem sido foco de estudo.
Classificaciao das peptidases

Em meio a uma variedade de fungdes e estruturas, as enzimas proteoliticas
foram classificadas por agrupamentos. Com base no tipo de reagdo catalisada e nas
estruturas primarias e tercidrias, as peptidases podem ser divididas em classes, familias
e clas. Assim, as peptidases sdo subdivididas em oito classes cataliticas, com base no
mecanismo catalitico: aspartil-peptidase (classe A, peptidases dependentes de dois
residuos de acido aspartico), cisteinopeptidase (classe C, apresentam um grupo tiol de
um residuo de cisteina envolvido no mecanismo de catélise), metalopeptidases (classe
M, dependentes de metal, geralmente o zinco), serinopeptidase (classe S, dependentes
de um residuo de serina), treonina peptidases (classe T, dependentes de um residuo de
treonina), glutamil peptidases (classe G, dependentes de um residuo de dacido
glutdmico), asparagina peptidases (classe N, dependentes de um residuo de asparagina)
e a classe das peptidases com mecanismo catalitico ainda indefinido, denominada como
classe U (Rawlings et al., 2012). Utiliza-se o termo “familia” quando um grupo de
peptidases apresenta semelhancas em certas sequéncias de aminoacidos na regido do
sitio ativo. Quando as peptidases sdo derivadas de um mesmo ancestral e diferenciadas
com ao longo da evolucdao, denomina-se que estas enzimas pertencem ao mesmo cla

(Rawilings et al., 2012).

De acordo com o tipo de catélise, duas subfamilias de peptidases sdo conhecidas:
as exopeptidases que hidrolisam as ligagdes peptidicas nas por¢des N- ou C-terminal do
substrato e as endopeptidases que hidrolisam ligagdes peptidicas internas da cadeia
polipeptidica. As exopeptidases que atuam na porcao livre N-terminal liberam um
unico residuo de aminodcido (aminopeptidases) ou um dipeptideo ou um tripeptideo
(dipeptidil-peptidase e tripeptidil-peptidase). Aqueles que agem na porcao livre C-

terminal liberam um unico residuo (carboxipeptidases) ou um dipeptideo (peptidil-
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dipeptidase). Mais afundo, ainda sdo conhecidas duas outras categorias de peptidases: as
oligopeptidases, endopeptidases que hidrolisam substratos de pequeno tamanho e as
omega peptidases, dipeptidases especificas que removem os residuos modificados das

por¢des N- ou C- terminais do substrato (Rawlings et al., 2012).
Peptidases em venenos animais

Venenos de animais s3o complexas misturas de moléculas bioativas, sendo
frequentemente encontradas em sua composic¢ao, dentre outras moléculas, as peptidases.
Um estudo comparativo da atividade enzimatica de varias espécies animais, incluindo
serpentes, anfibios, lagartos e artropodes (aranhas, escorpides, formigas e abelhas)
detectou atividade peptidésica no veneno de todos os seres testados, contudo com
diferentes intensidades (Tan e Ponnudurai, 1992). Para os venenos de escorpides, baixas
atividades peptidasicas foram identificadas, com excecdo de duas espécies (L.q.
hebraeus e H. spinnifer). Os venenos de escorpido nao exibiram valores significativos
de atividades hemorragicas, pro coagulante e anticoagulante, padrdo também analisado

neste mesmo trabalho (Tan e Ponnudurai, 1992).

Poucos estudos buscam peptidases em venenos de escorpides, seja pela baixa
atividade peptidasica, pela auséncia de efeitos mais comuns reconhecidamente causados
por venenos com maiores composigdes de proteases ou até mesmo pela dificuldade de
obtencdo de quantidades ideais desses venenos. Apesar destas barreiras, recentemente
novos estudos tém abordado a presenga de peptidases nesses queligerados, questionando
se sua presen¢a no veneno seria somente para a producao do peptidoma ou se haveria

alguma fung¢do durante o envenenamento.

Além do transcriptoma de Tityus serrulatus, o qual apresenta somente enzimas
proteoliticas do tipo metalopeptidases em seu veneno (Alvarenga et al., 2012), como ja
descrito nesta introdugdo, existem estudos transcriptdmicos para outras espécies de
escorpides que revelam a existéncia de peptidases. Para Tityus stigmurus, por exemplo,
foram somente encontradas no transcriptoma seis metalopeptidases, sendo quatro delas
similares a antarease, ndo sendo detectadas serinopeptidases (Almeida et al., 2012). As
metalopeptidases também foram observadas em meio as sequéncias transcritas do
escorpido Hottentotta judaicus, porém em maior abundancia em relagdo ao outros

escorpides, representando em torno de 16% de todas as sequéncias analisadas
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(Morgenstern et al., 2011). Assim, pode-se dizer que as metalopeptidases sdo principais
representantes proteoliticos no veneno de escorpides, sendo detectadas tanto em
transcriptomas quanto em screenings de atividade peptidasica. Contudo, apesar das
analises transcriptomicas serem excelentes parametros, sdo necessarios estudos de

purificacdo destas enzimas para comprovar a existéncia no veneno.

As presencas das peptidases em venenos podem ter funcdo de producdo de
moléculas. Segundo Tashima e colaboradores (2012), a coleta de veneno de trés
serpentes do género Bothrops acompanhada por coquetel de inibidores proteoliticos
altera os perfil de peptideos em analise de espectrometria de massas, incluindo BPPs,
importantes para os efeitos do envenenamento. Com isso, peptidases também tem
funcdo de manter a complexidade do veneno, como provavelmente ocorre com venenos
de artropodes, sabendo que sdo compostos por peptideos e pequenas moléculas

prioritariamente.

As metalopeptidases

As metalopeptidases possuem mecanismo catalitico dependente de um metal,
geralmente o zinco. De maneira geral, possuem uma sequéncia de consenso H-E-X-X-H
em sua estrutura primaria integrada a alga do sitio ativo, sendo que o X representa
qualquer aminoacido (Bode et al.,1993). Nas metalopeptidases um cation metal
bivalente, geralmente zinco, mas algumas vezes cobalto ou manganés, ativa a molécula

de agua, tornando-se reativa e possibilitando a atividade enzimatica.

As metalopeptidases estdo divididas em dois grandes grupos dependendo do
numero de ions requerido para a catalise. Em muitas metalopeptidases, somente um ion
zinco ¢ requerido, mas em algumas familias ha dois ions metais que atuam
cataliticamente. Todas as metalopeptidases em que o cobalto ou o manganés sdo
essenciais sdo necessarios dois ions metais, mas ha também familias de

metalopeptidases zinco dependentes onde dois ions zinco sdo importantes.

Os residuos ligantes de metais conhecidos sao os residuos His, Glu, Asp ou Lys.
Além destes, pelo menos outro residuo ¢ necessario para catalise, que ¢ geralmente um
residuo Glu. As metalopeptidases estdo envolvidas nas mais variadas atividades como:
no desenvolvimento embrionario, na formagao ossea, reproducao, artrite e cancer. Desta

familia fazem parte neurotoxinas, como as toxinas tetanica e botulinica, e algumas
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toxinas de venenos animais. As diversas familias foram agrupadas em 15 clas: MA,
MB, MC, MD, ME, MF, MG, MH, MJ, MK, MM, MN, MO, MP ¢ MT (Rawlings et
al., 2012).

As metalopeptidases de venenos sdo responsaveis principalmente pela atividade
hemorragica no local da picada, como observadas nas familias Viperidae e Crotalidae
de serpentes (Kuniyoshi et al., 2012). O potencial hemorragico € associado a capacidade
destas enzimas de degradar componentes da membrana basal, tais como laminina,
colageno tipo IV e nidogénio, o que causa uma lenta ruptura de capilares sanguineos.
Além disso, a presen¢a de um dominio desintegrina rico em cisteina na estrutura das

metalopeptidases ¢ um fator que aumenta a capacidade hemorragica.

1.5 - Oligopeptidases

Neste trabalho, oligopeptidases recombinantes foram utilizadas como estratégia
de se obter pequenos peptideos do VTs nao relacionados a toxinas de canal, tendo em
vista que sdo enzimas que interagem apenas com pequenas moléculas. Por este motivo,

essas enzimas serdo introduzidas a seguir.

O subcla MA(E) abrange as metaloendopeptidases, sendo que as oligopeptidases
pertencem a familia M3. Este grupo, em particular, ¢ caracterizado por nao clivar
proteinas e sim apenas pequenos peptideos (ou oligopeptideos), pois o sitio catalitico
esta localizado em um canal profundo, impedindo o acesso de moléculas maiores. As
oligopeptidases foram primeiramente descritas como encefalinases, devido ao fato de
estarem associadas ao metabolismo de neuropeptidios, dentre elas a thimet

oligopeptidase e a neurolisina (Acker et al., 1987).

A thimet oligopeptidase (EP24.15) ¢ uma metaloendopeptidase presente em
abundancia em mamiferos, sendo encontrada em grandes quantidades em testiculos,
hipofise e cérebro, e em menores propor¢des em pulmdes, figado, rins e bago
(Shirimpton et al., 2001). Por ser uma oligopeptidase, somente substratos de 5-17
aminoacidos podem acessar o sitio ativo, que se encontra resguardado por conta de dois

dominios compostos em a-hélice (Ray et al., 2004).

A presenca da EP24.15 ¢ predominante em regides ricas em neuropeptidios e, por

isto, tem sido atrelada principalmente ao metabolismo destes, como dinorfina e
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neurotensina, além de angiotensina I e bradicinina (Rioli et al., 1998). Ainda, em
neurdnios retinais de pombos, ¢ encontrada co localizada com a leu-encefalina. Por
conta destas atividades e de sua localizacdo em diferentes tecidos, acredita-se que haja
participacdo desta enzima em processos fisiologicos como percepcao da dor,
homeostasia cardiovascular e renal e reproducao (Shirimpton et al., 2001). Além disso,
foi evidenciado que esta oligopeptidase possui papel no reconhecimento de peptideos
que participam da apresentagdo por moléculas de MHC de classe I, atuando no
“trimming” dos epitopos, apos sua liberacdo pelo proteassoma (Kessler et al., 2011).
Kessler et al. observaram que a inibi¢ao da thimet oligopeptidase resulta em diminuig¢ao
significativa de reconhecimento antigénico, pois a formagdo da regido C-terminal do
epitopo ¢ dependente desta oligopeptidase, evidenciando, deste modo, sua funcdo

também em sistemas imunoldgicos.

A EP24.15 ¢ considerada uma enzima de atuacdo intracelular por ndo apresentar
peptideo sinal e ndo estar localizada nas vias secretoras cldssicas. Apesar disso,
trabalhos atuais demonstram que esta oligopeptidase pode ser secretada por vias nao
convencionais mediadas por interagdo com a calmodulina e calcio (Cunha et al., 2009;
Russo et al., 2009). Segundo Russo et al. (2009), em células embrionarias renais
(HEK293), a calmodulina ajuda na secrecdo de EP24.15 por direcionar esta enzima
proxima a regides especificas da membrana plasmatica, facilitando sua secre¢do quando
ocorre aumento da concentragao de célcio intracelular. Além disso, foi observado que a
calmodulina e a EP24.15 estdo colocalizadas, o que indica interagdo entre essas

moléculas (Russo et al., 2009).

Assim como a EP24.15, a neurolisina (EP24.16) ¢ uma neuropeptidase dependente
de zinco que atua principalmente no controle de neurotransmissores € neuro-hormoénios
em mamiferos. Foi primeiramente isolada e purificada de membranas sinédpticas de ratos
por causar inativacao da neurotensina no sistema nervoso central e periférico, clivando
este substrato entre os residuos Pro'’-Tyr'! (Barelli et al., 1987). Segundo Gome-Ruth
(2008), além da neurotensina, a neurolisina tem como substrato preferencial a
prolactina. Contudo, ¢ considerada uma enzima inespecifica, pois pode reconhecer um
numero consideravel de 15 sequéncias peptidicas para a clivagem.

Shirimpton et al., (2002) mostram grandes similaridades entre a EP24.15 e a
EP24.16 em relacdo a propriedades bioquimicas e fisioldgicas destas duas enzimas.
Ambas podem ser encontradas solubilizadas ou associadas a membranas, porém a forma
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considerada dominante ¢ a soluvel. Fontenele-Neto et al. (2001) demonstraram que
ambas oligopeptidases estdo expressas em neurdnios por analise imunohistoquimica em
cérebros de ratos, sugerindo que a EP24.15 ¢ EP24.16 atuem de maneira distinta e, ao
mesmo tempo complementar, no sistema SNC.

Estas duas oligopeptidases sdo capazes de clivar neuropeptidios como neurolisina,
angiotensina I e dinorfina 1-13. Todavia, a neurotensina ¢ um determinante importante
para diferenciar estas duas enzimas, pois no passo que a EP24.15 cliva entre residuos
Arg-Arg, a neurolisina atua entre os residuos Pro-Tyr (Tabela 02). Além disso, a
clonagem e expressdo de neurolisina revelou 60,2% de homologia com a thimet
oligopeptidase (Dauch et al., 1995), o que pode ter impulsionado maior interesse

cientifico e 0 manejo experimental com estas peptidases.

Tabela 02. Porcentagem e sitios de clivagens das enzimas recombinantes EP. 24.15 e EP. 24.16.

Porcentagem de Clivagem
Peptideos Sitio de Clivagem EP.24.15 EP.24.16
Bradicinina RPPGF,|, FSPFR 100 108
Neurotensina ELYENKPR |RP \1)( IL 80 95
Angiotensina -1 VYIHP \N, FFHL 80 95
Dinorfinay; g, YGGFL || RRI 110 60

Cada seta indica a clivagem feita por cada enzima, onde a seta azul representa a 24.15, a seta preta 24.16c¢.

(Adaptado de Rioli et al., 1998).

1.6 - Importancia do trabalho

Os venenos animais sdo formados por uma mistura de toxinas de natureza
polipeptidica com uma grande diversidade de acdes bioldgicas. Essas moléculas
evoluiram de componentes constitutivos desses animais que passaram por um processo
de evolugdo acelerada e foram selecionadas de acordo com as necessidades de
sobrevivéncia de cada espécie. Alguns trabalhos mostram que essas moléculas
encontradas e caracterizadas primeiramente em venenos animais, apresentam fortes
similaridades estruturais e funcionais com as moléculas constitutivas das demais

espécies animais, incluindo os mamiferos.

O escorpidao amarelo ¢ um dos principais causadores de envenenamento por

animais no pais. Diferentemente das serpentes, pouco se sabe sobre componentes
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proteoliticos e peptidicos nos venenos destes artropodes, sendo que o objeto de estudo
deste veneno resume-se basicamente a neurotoxinas que agem em canais idnicos, além
de poucas informagdes sobre outros peptideos biologicamente ativos e, mais
recentemente, a metalopeptidase denominada antarease (Alvarenga et al., 2012; Rates et

al., 2008; Fletcher et al., 2010).

Em adendo, o fato das oligopeptidases serem seletivas para a interagdo com
moléculas de acordo com niimero de residuos de aminoacidos que as compdem foi
considerado para o uso destas enzimas no presente trabalho, pois deste modo serdao
estudados apenas peptideos de tamanho restrito (até 20 aminoacidos). Segundo Pimenta
e De Lima (2005), os oligopeptideos foram negligenciados pela comunidade cientifica,
seja pela dificil visualizagdo, seja pelo baixo efeito no envenenamento em comparagao
com moléculas maiores. Contudo, metodologias atuais vém revertendo este cenario,
abrindo o campo de estudo destas moléculas. Assim, o presente trabalho atuou também
na obtencdo de peptideos, selecionados através da interacdo com as oligopeptidases,

sendo um diferente método de obtencao desses pequenos peptideos.

Outro ponto a ser considerado ¢ que trabalhos atuais indicam que toxinas que
afetam canais i0nicos podem ter outra funcionalidade. A clorotoxina (CTX),
neurotoxina atuante em canais de cloro encontrada no escorpido Leiurus
quinquestriatus, esta atualmente sendo utilizada na identificagdo de células de glioma
(tumor cerebral humano) através da inibi¢ao da MMP-2, metalopeptidase secretada em
excesso por células tumorais (Deshane et al. 2002, Wu et al. 2010). Os ensaios estao em
fase clinica II. Outro exemplo ¢ a neurotoxina BMK Angi de Buthus martensi (Karch),
que tem sido relacionada com analgesia (Cao, 2004). Com isso, a grande diversidade de
neurotoxinas descritas no veneno (Taxas et al., 2008) pode ser uma oportunidade para

descoberta de novas propriedades para moléculas ja conhecidas.

A atividade peptidasica de 7. serrulatus também foi alvo de investiga¢do deste
trabalho. Como j4 citado, Fletcher et al. (2010) purificaram a primeira metalopeptidase
deste veneno, todavia, ¢ necessario um estudo para se compreender como esta atividade
atua no envenenamento, provavelmente clivando substratos de importancia fisiologica,
contribuindo para o quadro clinico. Em adicdo, ¢ necessario verificar se apenas a
antarease ¢ responsavel pela atividade peptiddsica do veneno ou se existem mais

compostos ainda ndo encontrados.
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Em suma, visto que os venenos animais tém se revelado uma rica fonte de
moléculas biologicamente ativas, existe a possibilidade do estudo de peptideos
presentes no veneno, selecionados por enzimas que possuem especificidade quanto ao
tamanho do substrato, as oligopeptidases. A falta de informagdes sobre componentes
nao neurotdxicos de baixa massa presentes no veneno do 7. serrulatus e o estudo da sua

atividade peptidasica foram fatores que levaram a elaboragdo deste trabalho.
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2. Objetivos
- Gerais

Com o pressuposto de existirem poucas informagdes sobre os componentes de
baixa massa molecular ndo classificados como neurotoxinas e das proteases presentes

no veneno do 7. serrulatus, tivemos como objetivos gerais:

- Estudar e caracterizar a atividade peptiddsica do veneno do escorpido amarelo e
determinar, in vitro, substratos biolodgicos que possam estar relacionados no processo de

envenenamento.

-Buscar e analisar novos peptideos do veneno, selecionados como inibidores de
peptidases humanas, visto que os venenos animais tém se revelado uma rica fonte de

moléculas biologicamente ativas;
- Especificos
No decorrer do projeto, pontos especificos foram analisados, tais como:

-Fracionamento do veneno bruto do 7. serrulatus separando os componentes

proteoliticos dos peptidicos;

-Caracterizagdo bioquimica inicial da(s) protease(s) do veneno de Tityus serrulatus

através de curva de pH, temperatura e interferéncia de cations mono e bivalentes,

-Buscar possiveis substratos biologicamente ativos de mamiferos que possam estar

sendo alvo no envenenamento para as peptidases do VTs;

-Iniciar o processo de purificagdo da(s) protease(s) para a verificagdo da identidade
unica da atividade metalopeptidasica, referente a antarease, ou se mais de uma molécula

participa deste processo;

-Estudo e purificacdo dos componentes de baixa massa molecular (<10kDa) do veneno

do escorpido amarelo por cromatografia de fase reversa (HPLC);

-Anélise do poder inibitorio das fracdes obtidas na etapa de HPLC utilizando substrato

fluorescente e oligopeptidases recombinantes;
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-Verificacao do perfil cromatografico das fracdes que demonstraram conter peptideos

com potencial “inibitorio”
-Purificacdo a homogeneidade dos componentes das mesmas em HPLC;

-Determinagdo a estrutura primaria do(s) peptideo(s) de interesse por espectrometria de

massas e realizagdo da sintese dos peptideos;

-Determina¢ao dos mecanismos e constante de inibi¢cao dos peptideos sintetizados sobre

as oligopeptidases.
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3. Metodologia

Parte I: Estudo de componentes proteoliticos
3.1 — Caracterizacoes bioquimicas de peptidases do veneno de Tityus serrulatus
3.1.1 - Detecgao de atividade proteolitica no veneno de Tityus serrulatus

Os ensaios de a atividade enzimatica foram realizados em espectrofluorimetro
(Victor 3, Perkin Elmer, MA, USA), ajustado para leitura de excitagdo e emissdo em
320 e 420 nm, respectivamente. A temperatura manteve-se constante a 37° C e as
leituras foram realizadas sob agitagdo, sendo feita 1 leitura/minuto durante 15 minutos.
Esses parametros do aparelho foram mantidos em todo o trabalho, com exce¢do do

experimento de variacdo de temperatura.

O veneno liofilizado de Tityus serrulatus (VTs) foi solubilizado em tampao
fosfato de sddio 50 mM, NaCl 20 mM, pH 6,4. Além de evidenciar a existéncia de
peptidases neste veneno, foi determinado o melhor substrato, padronizando os testes de
atividades proteoliticas subsequentes. Para a busca do substrato, o VTs foi incubado, na
concentragdo de 5 pg/pogo, com diversas sequéncias FRET: Abz-GGFLRRV-EDDnp;
Abz-KLRFSKW-EDDnp; Abz-LYENKPRRPYILQ-EDDnp; Abz-GLAAKKGAAQ-
EDDnp; Abz-VGPRSFLL-EDDnp; Abz-FASSA-EDDnp; Abz-FRSSR-EDDnp; 7-
MCA-4-ac-PLGPdLys-(2,4-dinitrofenil). Os ensaios foram realizados em triplicatas, e
os resultados foram analisados em software Grafit 5.

A estimativa do ponto de clivagem do substrato fluorescente pelo VTs foi
determinada pelo uso de FRETs com sequéncias analogas ao Abz-GGFLRRV-EDDnp,
sendo analisada a atividade especifica (UF/min/pg) para cada substrato. A biblioteca
utilizada foi: Abz-GGFLRRV-EDDnp; Abz-AAFLRRV-EDDnp; Abz-FLRRV-EDDnp;
Abz-GGFLR-EDDnp; Abz-KLRFSKQ-EDDnp; Abz-GGFLTSE-EDDnp, todos com

concentragdo de 5 pg/pogo.
3.1.2 - Determinacio da classe enzimatica

Para a determinagdo da classe enzimatica da(s) peptidase(s) presente(s) no VTs
foram utilizados os inibidores EDTA, inibidor de metalopeptidases, ¢ PMSF, inibidor
de serinopeptidases. Para esse experimento foram testados 5 ug de veneno total e 5 uM

de Abz-GGFLRRV-EDDnp, sendo o volume final 100 pL completado com tampao
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fosfato de sodio 50 mM, NaCl 20 mM, pH 7,4. Para os inibidores EDTA e PMSF, as
concentragdes foram 50 mM e 1 mM, respectivamente. Os ensaios foram realizados em

espectrofluorofotometro,
3.1.3 - Determinacio do pH 6timo (curva de pH)

Foram realizados testes de atividade proteolitica com alteragao do pH do tampao
de incubagdo, com o objetivo de encontrar o pH ideal para a atividade destas enzimas. A
faixa de pH testada foi de 4,0 a 12,0. Foram preparados tampdes especificos para cada
faixa de pH: Para pH 4,0 a pH 5,0, citrato de s6dio 50 mM; Para faixa entre pH 5,5 e pH
7,5, fosfato de sodio 50 mM; Para pH entre 8,0 e 12, Tris basico 50 mM. As
concentragdes de VTs e substrato FRET foram de 5 ug e 5 uM, respectivamente, com
temperatura mantida a 37°C. Os ensaios foram realizados em espectrofluorimetro e

analisados pelo software Grafit 5.
3.1.4 - Influéncia de cations monovalentes e bivalentes

O estudo da influéncia dos cations monovalentes (Li', Na’, K') e bivalentes
(Mg**, Cs*", Ca’) na atividade enzimatica do veneno total foi determinada em
espectrofluorimetro a  partir da reacdlo com o substrato fluorescente
Abz—GGFLRRV—-EDDnp (5 uM) em tampao Tris 50mM, pH 8, a 37°C, com a adicao
de concentragdes crescentes dos cations na forma de cloreto (Controle, 5 mM, 10 mM,

20 mM e 50 mM) durante 15 minutos.
3.1.5 -Determinacio da temperatura 6tima

A influéncia da temperatura na velocidade de hidrolise pelas peptidases do
veneno de 7. serrulatus também foi analisada em ensaios de fluorimetria. Foram
testadas temperaturas entre 24°C e 42°C, em intervalos de 5°C, utilizando tampao Tris
50 mM, NaCl 50 mM, pH 8,0, com base nos resultados dos experimentos anteriores. O
VTs foi previamente incubado durante 15 minutos no tampdo dentro do aparelho
climatizado com cada temperatura especifica e, apos esse periodo, o substrato foi

adicionado.
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3.1.6 - Teste de atividade peptidasica sobre peptideos biologicamente ativos

Os peptideos biologicamente ativos angiotensina I (65 uM, Sigma), bradicinina
(50 uM, Sigma), neurotensina (12 pM, Sigma) e dinorfinal-13 (31 uM, Sigma) foram
incubados com o veneno total (5 pg) em banho maria a 37°C durante 4 horas em tampao
Tris 50 mM, NaCl 50 mM, pH 8. Apos este periodo, a reacao foi parada com adig¢do de

10% de tampao B. A andlise da clivagem foi realizada em HPLC.

O sistema de HPLC utilizado ¢ composto por um sistema binario onde existem
duas bombas que trabalham com solventes diferentes (Solvente A e B, modelos LC
20AD); um degaseificador (modelo DGU 20A3); um detector de UV (modelo SPD
20A) e um detector de fluorescéncia (modelo RF 10AXL). Também fazem parte do
equipamento um injetor automatico (SIL 20AC HT) e um mddulo controlador, além de
uma coluna C-4 (Shodex) e uma C-18 (Shim-Pack). Trata-se de um sistema Shimadzu

Prominence.

Para este ensaio, foi utilizada coluna C-18 Nucleosil (15,0 x 4,0 mm), modelo
Shim-Pack, da marca Shimadzu. O gradiente inicial utilizado foi de 10-60% de solvente
B em 40 min (solvente A: H,O/TFA 0,01% e solvente B: ACN/solvente A 9:1) sob

fluxo de 1,0 mL/min. Assim, a velocidade de troca de B/min foi de 1,2%B/min

Os picos de hidrélise da dinorfina 1-13 (31 mM) foram coletados manualmente,
secos em sistema de Speed-vac e analisados pela Central Analitica 1Q-USP para a

determinac¢do de seus pontos de hidrdlise.

3.1.7 - Purificacdo parcial das metalopeptidases presentes no VTs: obten¢io da

fracio de alta massa molecular (> 30 kDa)

A separagdo foi realizada utilizando o método de filtracdo por membranas de
corte molecular (Ultrafree, Millipore) de 30 kDa e 10 kDa. Inicialmente, foi utilizada
membrana de 30 kDa com 7,3 mg de veneno dissolvido em 1,5 mL de tampao fosfato
de s6dio 50 mM, NaCl 20mM, pH 6,4, sendo centrifugado a 4°C, 1200 xg, por 15
minutos. O material retido na membrana foi coletado ¢ denominado como Fragdo G,
contendo moléculas superiores a 30 kDa. O material filtrado foi submetido a nova
separacao com membrana de corte molecular de 10 kDa. Os parametros da centrifuga

foram 5.000 xg a 4°C durante 5 minutos. O que ficou retido da membrana foi coletado
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(M, fragdo entre 10-30 kDa), assim como o material filtrado (P, <10 kDa), que foi
utilizado para a busca de novos peptideos com poder inibitorio sobre a EP24.15 e
EP24.16. A estimativa da concentracdo proteica das amostras foi realizada pelo método
de Smith (1985) utilizando o Kit —BCA Protein Assay (Pierce Biotechnology, EUA) e
BSA (Calbiochem, EUA) foi usada como padrao de referéncia. A leitura da placa foi
realizada em leitor de placas de ELISA (Multiskan EX, Labsystems, Finlandia) e a
absorbancia foi determinada utilizando o comprimento de onda de 540 nm. Apds a
dosagem, as fragdes foram analisadas em gel de poliacrilamida a 12,5%, como descrito
por Laemmli (1970). Apds isso, a atividade especifica das fragdes sob substrato Abz-
GGFLRRV-EDDnp (5 uM) foi determinada em espectrofluorimetro a fim de selecionar

a fracdo com maior atividade proteolitica.

3.1.8 — Fracionamento da fracio de alta massa molecular (>30kDa) por HPLC fase

reversa

A fracdo G (>30kDa) foi submetida a analise em HPLC, descrito anteriormente,
utilizando coluna de fase-reversa C-4 (Shodex) sob fluxo de 1 mL/min e gradiente de
1,25%B/min. As subfragdes obtidas foram coletadas e imediatamente liofilizadas,

sendo ressuspendidas em Tampao Tris basico 50 mM, NaCl 50 mM, pH 8,0.

Apo6s a dosagem proteica das subfracdes, como citado anteriormente, as mesmas
foram submetidas a seguir a ensaio de atividade proteolitica com o substrato Abz-
GGFLRRV-EDDnp (5 uM) utilizando 5 pg de amostra. As fragdes com atividade
peptidésica positiva foram analisadas em gel SDS-PAGE 12,5% a fim de observar o

perfil eletroforético.
3.1.9 - Ensaio de atividade peptidasicas sobre a dinorfina 1-13

Para o teste de atividade sobre substrato biologico em HPLC, as fragcdes GO2 e
G10 (resultantes do fracionamento descrito acima, item 3.1.8) foram incubadas (5 pg)
com dinorfina 1-13 (31 uM) durante 5 horas em tampao apropriado. Em paralelo, foram
preparados incubados com o veneno total (5 pg, fragdo G) e controle negativo (somente
dinorfina 1-13 e tampdo) durante 4 horas. A hidrolise da dinorfina 1-13 foi

acompanhada pela técnica de HPLC, ja descrita anteriormente no item 3.1.6.
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Parte I1: Estudo de componentes peptidicos

3.2 - Busca de peptideos do veneno de 7Tityus serrulatus selecionados por modular a

atividade enzimatica de oligopeptidases recombinantes.

Para os ensaios de atividade inibitoria foram utilizadas as oligopeptidases
recombinantes neurolisina (EP24.16) e thimet oligopeptidase (EP24.15), fornecidas pela
Dra. Vanessa Rioli do Laboratorio Especial de Toxinologia Aplicada, Instituto
Butantan. O potencial de inibi¢do da fracdo de baixa massa molecular (P, < 10 kDa) foi
verificado por meio de ensaios de fluorescéncia utilizando o substrato QFS, 7-MCA-4-

ac-PLGPdLys-(2,4-dinitrophenyl), 10 uM (Berti et al., 2009).

Em placa branca de 96 pogos, foram adicionados 7,5 ng/mL de EP24.15, QFS a
10 uM em 96 pL de tampao fosfato 50 mM, NaCl 20 mM, pH 7,4, contendo 1% de
mercaptoetanol a 37°C. Leitura realizada em fluorimetro (Victor — Perkin-Elmer 1420
Multilabel Counter), como descrito no item 3.1.1. As mesmas condi¢des descritas foram
adotadas para EP 24.16, com exce¢do do tampao, que ndo continha mercaptoetanol. No
caso da enzima conversora de angiotensina (ECA), utilizou-se ECA purificada a partir
de pulmdo de coelho (0,05 ng, Sigma-Aldrich) e substrato Abz-FRK((2,4-
dinitrophenol)P-OH), Km = 4 uM (Araujo et al., 1999) em tampao Tris HCl 100 mM,
NaCl 60 mM, ZnCl, 10 uM, pH 7,0. O substrato da ECA foi fornecido pela Dra.
Adriana Carmona do Departamento de Biofisica da UNIFESP. Os experimentos foram

sempre realizados em duplicatas.
3.2.1 - Purificacao de componentes peptidicos por cromatografia em fase reversa

Para a purificagdo de componentes peptidicos, a fragdo P foi submetida a
cromatografia em HPLC de fase-reversa utilizando coluna C-18 (Shim-pack). O
gradiente utilizado foi de 10-60% de solvente B em 40 min (1,2%B/min) sob fluxo de
1,0 mL/min e detector ajustado para 214 nm, sendo solvente A H,O/TFA (Sigma)
0.01% e solvente B, Acetonitrila (Carlo Erba)/ solvente A (9:1). Os picos foram

coletados manualmente, secos em speed vac e ressuspendidos em 50 pL de H,O milli-

Q.
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Apo6s avaliagdo de atividade inibitdria, os picos foram re-cromatografados nas
mesmas condigdes descritas acima, variando apenas o gradiente, de acordo com a

particularidade de cada amostra e objetivando a obten¢do do peptideo puro.

3.2.2 - Espectrometria de massas e analise das sequéncias primarias dos peptideos

purificados.

A etapa de andlise por espectrometria de massas foi realizada no Laboratorio
Thomson de Espectrometria de Massas do Instituto de Quimica (Campinas — SP) com a
colaboracdo do Dr. Fabio Gozzo ¢ sua aluna, Mariana Fioramonte. As fragdes
selecionadas com melhor atividade “inibitoria" foram purificadas em RP-HPLC com
diferentes gradientes repetidas vezes até o maior grau de pureza possivel. Os peptideos
foram analisados em LC-MS/MS em uma Waters Synapt HDMS (Waters Co) acoplado
a um nanoAcquity UPLC (Waters Co). Os peptideos foram ressuspendidos em agua e
cerca de 5 puL foi injetado em uma coluna de captura Symmetry C18 (180 umx 20 mm,
Waters). O sal foi removido das amostras por 15 min e os peptideos capturados foram
separados em modo de eluicdo por gradiente constituido de dgua/acetonitrila contendo
acido formico 0,1% em uma coluna BEH 130 - C18 (100 pm x100 mm, Acquity
Waters), como descrito anteriormente (Berti et al., 2009). A obtencao dos dados foi em
modo dependente e os peptideos selecionados foram desagregados por dissociagdo
induzida por colisdo (CID). As condi¢des do ensaio incluem fluxo de 600 nL/min,
voltagem capilar de 3.5 kV, temperatura do bloco a 100°C, e a voltagem do cone a
100V. O espectro de MS foi analisado manualmente com auxilio do software PepSeq
(Micromass), para a fracdo P6-2, e no software Mascot (Matrix Science), para P13-1 e

P13-2.

As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando a ferramenta Blast (Expasy
Proteomics Server). Para sequéncias ndo encontradas, a pesquisa por moléculas

similares foi feita por busca na literatura.

ooooo

Os peptideos foram sintetizados como descrito por Atherton and Sheppard
(1989) no Laboratdério Especial de Toxinologia Aplicada com a colaboracao do Dr.

Robson Lopes Melo, onde foi obtida pureza acima de 95%.
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3.2.4 - Determinacao de mecanismos e constantes de inibicao

Com a constatacdo de atividade inibitéria dos peptideos, verificou-se a
possibilidade destes serem substrato para as oligopeptidases. Para tal, foi realizado um
ensaio de clivagem em fase reversa onde os peptideos foram incubados com as
oligopeptidases durante 4 horas e, em paralelo, amostras padrao dos peptideos (sem
enzima, controle negativo). Os perfis dos peptideos foram analisados em coluna C-18 e
comparados aos incubados com as oligopeptidases nas mesmas condi¢des iniciais:
1,2%B/min sob fluxo de ImL/min a 214nm. A bradicinina (25 pM) foi utilizada como

controle positivo.

Para a determinacdo da constante de inibicdo (K;) foram utilizadas quatro
concentragdes do substrato fluorescente 7-MCA-4-ac-PLGPdLys-(2,4-dinitrophenyl) (4
uM, 6 uM, 8 uM and 10 uM), e trés concentracdes diferentes dos peptideos sintetizado,
sendo controle (sem peptideo), 25 uM e 50 uM. Para cada concentragdo de substrato foi
feito um controle (auséncia do peptideo). As amostras foram analisadas em duplicatas e,
durante todo o experimento, foi mantido o consumo de substrato inferior a 10% da
concentracao total. As reagdes ocorreram como descrito no item 3.1.1, sendo analisadas
no software Grafit 5. O mecanismo de inibi¢ao foi determinado através de graficos 1/V
x 1/[S] (plote de Lineweaver-Burk) e os valores das constantes de inibi¢ao (K;) foram
determinados através da relagdo da constante de inibi¢do aparente (Kjapp) (Nicklin e

Barrett, 1984), descrito a seguir:

Kiapp) = ﬁ eKi= %’im (inibi¢do competitiva)

[s]

vi

Onde; [I] = concentracdo de inibidor; (vo/vi) = velocidades de hidrélise na auséncia e
presenga de inibidor, respectivamente e; K,,/[S] = relacdo entre o K, do substrato e sua

concentracao.
3.2.5 — Determinacio da sequéncia correta de KEXLG presente no VTs

Tendo em vista a impossibilidade de determinagdo da sequéncia do peptideo
KEXLG (X=isoleucina ou leucina) por espectrometria de massas, foi realizada anélise
em RP-HPLC utilizando os peptideos sintéticos KELLG, KEILG e fragao P (<10kDa)

com o objetivo de determinar a sequéncia real presente no veneno. Mantendo
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parametros descritos no item 3.2.1, foi realizada uma comparagdo entre os perfis: 1)
peptideo sintético KELLG e 2) KEILG (ambos a 40 pM); 3) “mix” peptidico contendo
20 pL de fragdo P, 40 uM de KEILG e 40 uM de KELLG:; 4) 20 pL de fragdo P.

O mecanismo de acdo foi determinado pela realizacdo de grafico V x V/[S]
(plote de Eadie—Hofstee), utilizando duas concentra¢des dos inibidores (25 uM e 50
uM) e seis de substrato QFS (4 uM, 6 uM, 8 uM, 10 uM, 10 uM, 20 uM, 30 puM, 40
uM).

Para o célculo do Ki para inibi¢ao acompetitiva, foi utilizada a formula a seguir:

1 K I 1 i ..
—= Tm (1 +% ) 5 + - (inibi¢do acompetitiva)
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4. Resultados

Parte I: Estudo de componentes proteoliticos

4.1 — Estudo da atividade proteolitica do veneno de Tityus serrulatus
4.1.1 - Evidéncia de atividade proteolitica e busca por substrato ideal

O veneno liofilizado do escorpido amarelo (7ityus serrulatus) foi solubilizado
em tampao fosfato de sodio 50 mM, NaCl 20mM, pH 6,4. Para a busca do substrato, o
VTs foi incubado, na concentra¢do de 5 pg/pogo, com substratos FRETS, selecionados
por apresentarem sequéncias diferenciadas de aminoacidos. Além de evidenciar a
existéncia de peptidases neste veneno, foi determinado o melhor substrato,
padronizando os testes de atividade proteolitica subsequentes. A Figura 04 mostra o
resultado da velocidade de hidrolise e atividade especifica para diferentes substratos

(todos em concentragao de 5 uM/pocgo).

18000 — ° —e— Abz-GGFLRRV-EDDnp (255 UF/min/ug)
g 16000 — ° ° —o0— Abz-KLRFSKW-EDDrp (175,6 UF/min/ig)
5 14000 — —o— AbzLYENKPRRPYILQ-EDDnp (S/A)
2 i
<«

2 12000 —o— Abz-GLAAKKGAAQ-EDDnp (S/A)
E% 10000 — —o— AbzVGPRSFLL-EDDnp (S/A)

< 8000 T 8e8=f-g-3 g e oo s oo —e— AbzFASSA-EDDnp (S/A)
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k| i —e— AbzFRSSR-EDDnp (S/A)

‘S 4000 ——°®—®—0—0—0—0—0—0—¢—0—0—0_0—0_o

7-MCA-4-ac-PLGPdLys-(2,4-dinitrophenyl) (S/A)

+
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Tempo (min)
Figura 04 Ensaio de atividade proteolitica (Unidades de Fluorescéncia/minuto) para a determinagdo de

substrato ideal para o estudo das enzimas do veneno de Tityus serrulatus. Somente os substratos Abz-
GGFLRRV-EDDnp e Abz-KLRFSKW-EDDnp foram hidrolisados. Leitura realizada em fluorimetro
(Victor — Perkin-Elmer 1420 Multilabel Counter) e resultados analisados em software Grafit 5. S/A = sem

atividade. Ensaios feitos em triplicata com desvios inferiores a 10%.

Os substratos de fluorescéncia apagada Abz-GGFLRRV-EDDnp e Abz-

KLRFSKW-EDDnp foram os unicos a serem hidrolisados pelo veneno total, sendo que
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Abz-GGFLRRV-EDDnp apresentou maior atividade especifica. Assim, foi selecionado
como substrato ideal, sendo utilizado em todos os ensaios de atividade peptidasica. E
importante observar que as sequéncias de aminoacidos dos substratos FRETs utilizados
sdao bastante variados e, uma vez que apenas duas delas foram hidrolisadas, pode-se
dizer que estamos em busca de protease(s) com especificidade restrita para a hidrélise
de seus substratos.

A fim de se determinar o ponto de clivagem da(s) peptidase(s) sobre o substrato
fluorescente Abz-GGFLRRV-EDDnp, foram utilizados sequéncias andlogas de FRETs.
A tabela a seguir mostra o ponto de clivagem obtido por deducao devido a atividade

especifica da(s) peptidase(s) pelo substrato.

Tabela 03. Atividade especifica e pontos de hidrdlise estimados no estudo de ponto de clivagem para os
substratos fluorescentes Leitura realizada em fluorimetro (Victor — Perkin-Elmer 1420 Multilabel

Counter) e resultados analisados em software Grafit 5.

Substratos (Abz-........ -EDDnp) Atividade especifica
(UF/min/pg).

#|P5|P4 | P3|P2|P1|J|P1|P2|P3|P4|P5

1 G|G|F|L|{|R|R |V 299,6
2 A|/A|F|L|{|R|R |V 258
3 G|G|F|L|{| R 117,5
4 FIL|{|R|R |V 172,9
5 K|L|{|]R|F|S|K]|Q 148,4
6 G|G|F|L|=s T S | E S/A

Condigdes de hidrolise: Incubacdo do VTs (5pg) com o substrato fluorescente (SuM) em tampao fosfato
de sodio 50mM, NaCl 20 mM, pH 7,4 a 37°C. Leituras realizadas em espectrofluorimetro em triplicatas,

com desvio inferior a 10%.

Segundo a Tabela 03, a determinagdo do ponto de clivagem do substrato FRET
foi estimada ser entre leucina e arginina, pois a Unica sequéncia que nao foi hidrolisada

pelo VTs, Abz-GGFLTSE-EDDnp, apresenta a auséncia de um residuo de arginina na
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posicdo P’1. A atividade foi observada na auséncia de Gly*-Gly’ (sequéncia 1), Phe?
(sequéncia 5) e auséncia de Arg’>-Val(sequéncia 3), corroborando com o ponto de
clivagem estimado. Contudo, ¢ bastante provavel que outros pontos de clivagem
existam, nao sendo detectados por esta biblioteca utilizada, como a hidrolise apds o

residuo de arginina na posicdo P’1 como os resultados obtidos com a dinorfina 1-13,

descrito a seguir no item 4.1.6.
4.1.2- Determinacio da classe proteolitica

Para a determinacdo da classe enzimdtica da(s) peptidase(s) presente(s) no
veneno de 7. serrulatus capazes de clivar o substrato fluorescente Abz-GGFLRRV-
EDDnp, foram utilizados os inibidores EDTA, inibidor de metalopeptidases, ¢ PMSF,

inibidor de serinopeptidases. O resultado estd demonstrado na figura a seguir.
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514000

—e— Veneno Total (Controle)
—eo— Veneno Total + PMSF (1 mM)
—0— Veneno Total + EDTA (50 mM)

-
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|
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Figura 05. Teste de atividade utilizando os inibidores de metalopeptidases (EDTA, 50 mM) e
serinopeptidases (PMSF, 1 mM). A inibi¢do total por EDTA indica a atuagdo exclusiva de
metalopeptidases no substrato Abz-GGFLRRV-EDDnp. Leitura realizada em fluorimetro (Victor —
Perkin-Elmer 1420 Multilabel Counter) e resultados analisados em software Grafit 5. Ensaios feitos em

triplicata com desvios inferiores a 10%.

A partir dos dados demonstrados acima (Figura 05), pode-se dizer que, pelo fato
de a atividade observada no veneno total ter sido inibida apds a incubag¢do com o

EDTA, sdo enzimas exclusivamente do tipo metalopeptidases.
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Apo6s a determinagdo do substrato ideal (Abz-GGFLRRV-EDDnp) e da classe
enzimatica, foram iniciadas as determinag¢des de pH o6timo, influéncia de cétions e
temperatura na hidrolise do substrato Abz-GGFLRRV-EDDnp pelo VTs, a fim de se

estabelecer parametros bioquimicos 6timos para a atividade peptidasica deste veneno.
4.1.3 - Determinaciao do pH 6timo (curva de pH)

Foram realizados testes de atividade proteolitica com alteragdo do pH do tampao
de reagdo, com o objetivo de encontrar o pH de atividade ideal destas enzimas. A faixa
de pH testada foi de 4,0 a 12,0 e os resultados podem ser observados na Figura 06. As

concentragdes de VTs e substrato foram de 5 pug e 5 uM, respectivamente.
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Figura 06. Grafico de curva de pH da fragcdo do veneno total de Tityus serrulatus, mostrando a diferenca
de velocidade (UF/min) de acordo com a mudanga do pH. A partir disso, pode-se dizer que os pHs 6timos
sdo 8 € 9,5. Para cada faixa de pH, foram feitos tampdes especificos: citrato de sodio 50 mM (pH 4 — pH
5); Fosfato de sdédio 50 mM (pH 5,5 — pH 7,5); Tris basico 50 mM (pH 8- pH 12). Ensaios feitos em

triplicata com desvios inferiores a 10%.

E possivel observar na Figura 06 que dois pHs favorecem a atividade peptidasica
do VTs (pH 8,0 e 9,0). Apesar de se ter testado pH até 4,5 ndo foi possivel identificar
atividade abaixo de pH 5,5. Em contrapartida, as faixas de pH alcalinas (pH 8,0 a pH
10,0) contribuiram positivamente na atividade peptidasica, sendo que a partir do pH 9,5
a atividade ¢ reduzida. A observagao de dois pHs 6timos pode indicar a presenca de

mais de uma metalopeptidase no VTs.
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Apesar da atividade em pH 7,4 ser menor do que na faixa de pH 8-9,5 ainda ha
velocidade significativamente boa neste valor e, portanto, acreditamos na capacidade

enzimatica em sistemas fisioldgicos.
4.1.4- Estudo da influéncia de cations monovalentes e bivalentes

O estudo da influéncia dos cations monovalentes (Li', Na’, K') e bivalentes
(Mg*",Cs*", Ca’) na atividade enzimatica do veneno total foi determinada em
espectrofluorimetro a  partir da reacdlo com o substrato fluorescente
Abz—GGFLRRV-EDDnp (5 uM) em tampao Tris 50 mM, pH 8 a 37°C, com a adi¢ao
de concentragdes crescentes dos cations na forma de cloreto (Controle, 5 mM, 10 mM,

20 mM e 50 mM) durante 15 minutos. Os resultados estdo expressos na Figura 07.
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Figura 07. Influéncia dos cations monovalentes (Painel A) e bivalentes (Painel B) sobre a atividade
peptidasica do veneno de Tityus serrulatus em diferentes concentragcdes. O grafico mostra a média de

velocidade de hidroélise (UF/min), variando com a presenga de cada cation em concentra¢des de 0 mM
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(controle) a 50 mM. Leitura realizada em fluorimetro (Victor — Perkin-Elmer 1420 Multilabel Counter) e

resultados analisados em software Grafit 5. Ensaios feitos em triplicatas com desvios inferiores a 10%.

Segundo a Figura 07, painel B, pode-se dizer que, em geral, h4 pouca influéncia
da presenca de cations bivalentes na atividade peptidéasica de 7. serrulatus. Contudo,
MgCl, em 50 mM foi um bom modulador, inibindo totalmente a velocidade em
diferentes testes realizados. Esta reducdo de atividade pode ser explicada por
competi¢ao com o metal bivalente, provavelmente o zinco, componente do sitio ativo da
metalopeptidase, interferindo em sua estrutura tridimensional, sendo dose resposta,
reduzindo com maiores concentragdes de magnésio. A atividade enzimatica do veneno,
na presenca de cations monovalentes (Na', Li" ¢ K"), foi estimulada ou inalterada em
altas concentragdes (50 mM). Com isso, pode-se dizer que a presenga de cations como
Na' nos tampdes de amostra podem contribuir positivamente para a atividade
enzimatica. Por conta disto, optamos por adicionar cloreto de sodio (50 mM) em todas

as solugoes.
4.1.5 - Influéncia da temperatura na atividade enzimatica

Além do pH e da presenga de sais no tampao, verificou-se a influéncia da
temperatura na velocidade de hidrdlise das peptidases do veneno de 7. serrulatus.
Foram testadas temperaturas entre 24°C e 42°C, em intervalos de 5°C (Figura 08), em

espectrofluorimetro como descrito anteriormente.
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Figura 08. Grafico representando os valores obtidos de velocidade média do VTs de acordo com a

varia¢do da temperatura. Os valores testados foram de 24°C até 42°C, em intervalos de 5°C. O veneno foi
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pré-incubado com tampao no aparelho nas temperaturas descritas, sendo o substrato Abz-GGFLRRV-

EDDnp adicionado em seguida. Ensaios feitos em triplicata com desvios inferiores a 10%.

O grafico anterior mostra que a atividade peptidasica do veneno do escorpido
amarelo ¢ mais ativa na faixa de temperatura fisiologica entre 32-37°C, perdendo
significativamente sua atividade abaixo de 27°C. Este resultado indica que a(s)
enzima(s) presente(s) neste veneno pode(m) estar ativa(s) durante o envenenamento
humano. Curiosamente, as proteases apresentam atividade catalitica até temperatura de

42°C.

Em resumo, apos os ensaios relatados acima, os testes enzimaticos passaram a
ser realizados em tampao Tris basico 50 mM, NaCl 50 mM, pH 8 a 37°C. E importante
salientar a importancia de tais caracterizacdes, pois as metalopeptidases, assim como as
outras peptidases, sdo moléculas proteicas que dependem destes parametros para manter
sua estrutura e atividade e, com base nisso, foram utilizados para buscarmos um

possivel substrato natural para esta(s) metaloprotease(s).

4.1.6- Atividade sobre peptideos biologicamente ativos: Incubacio com peptideos e
analise HPLC

Na tentativa de definirmos um possivel substrato consumido durante o
envenenamento, os peptideos biologicamente ativos (angiotensina, bradicinina,
neurotensina e dinorfinal-13) foram incubados primeiramente com o veneno total (5
ug), porém, apenas a dinorfina 1-13 foi hidrolisada pelo VTs (Figura 9). Os picos de
hidrolise foram coletados manualmente, secos em sistema de speed vac e analisados
pela Central Analitica IQ-USP para a determinagdao de seus pontos de hidrolise. O

resultado da analise dos pontos de clivagem estd demonstrado na Figura 9.
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Figura 09. Perfil cromatografico em coluna C-18 pos-incubag@o da dinorfina 1-13 (31uM) com 5 pg do
veneno total de Tityus serrulatus por 4 horas em tampao Tris basico 50 mM NaCl 50 mM, pH 8 a 37°C,
sendo que o controle estd representado pela cor cinza e o incubado com o veneno em preto. Apds
observar clivagem da dinorfina (clivagem total), os trés picos gerados como produtos foram analisados
por espectrometria de massas. Os parametros da corrida foram gradiente de 2,5% B/min (10-

60%/40mins), sob fluxo de ImL/min.

Como ¢ possivel observar na Figura 09, a clivagem na dinorfina 1-13
(Y'G*G'F'LRR'T'R°P'’K'L"*K ") resultou em trés picos majoritarios na analise por
HPLC: O mais hidrofilico seria RIRPKLK; o mais hidrofébico, o pentapeptideo
conhecido como leu-encefalina (YGGFL); e uma fragcdo peptidica proxima a dinorfina
correspondente a YGGFLR. Portanto, os pontos de clivagem sdo entre os residuos

Leu’-Arg’® e entre Arg®-Arg’ (YGGFL/R/RIPKLK).

4.1.7 - Fracionamentos do veneno total: Purificacio parcial da(s)

metalopeptidase(s) do VTs (Etapas Iniciais)

Uma vez que estamos estudando a atividade peptidasica do veneno bruto do 7.
serrulatus, as fracdes demonstradas a seguir ndo foram submetidas a andlise por
espectrometria de massas. Futuramente, no proximo projeto, pretendemos realizar a
purificacdo efetiva das metalopeptidases do VTs e analisar mais aprofundadamente as
especificidades primarias das mesmas para a hidrélise de substratos, bem como a

determinagdo correta do ponto de clivagem e determinacdes de K, e Kcat.
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Para verificarmos se apenas a antarease ¢ a molécula responsavel pela atividade
metalopeptidasica no VTs, iniciamos a primeira etapa de purificagdo, que foi a
separacao das moléculas por diferengas de massas moleculares. Para isso, foi utilizado o
método de filtragdo por membranas de corte molecular. Foram obtidas trés fragdes
principais: fragdo G, contendo moléculas maiores que 30 kDa; a fragdo M, comportando
moléculas de massas moleculares entre 10-30 kDa; fragdo P, composta por peptideos
menores que 10 kDa (utilizada para a busca de moduladores de proteases). Os teores
proteicos das fragdes foram: P (<10 kDa, 1,6 pg/uL), M (10-30 kDa, 12,4 ng/uL) e G
(>30 kDa, 15,4 pg/uL). E importante ressaltar que a dosagem da fragdo P foi apenas
uma estimativa, uma vez que o método utilizado se aplica melhor para proteinas. A fim
de visualizar a purificacdo, foi realizado um gel SDS-PAGE 12,5%, representado na

Figura 10, a seguir.

Figura 10. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida-SDS 12,5%, das fra¢des P (<10 kDa) , M (10-30

kDa) e G (>30kDa), obtidas por fracionamento do VTs por membranas de corte molecular

A Figura 10 indica que a técnica de corte molecular ¢ efetiva, contudo nao muito
precisa. Como ¢ possivel observar, a fragdo P ndo apresentou bandas acima de 10 kDa.
Por outro lado, a fragdo M apresentou bandas fracas acima de 30 kDa, porém em menor

intensidade quando comparados com a fracao G.
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Para a selecdo das fragdes com atividade proteolitica foi realizado um teste de
atividade enzimatica com as amostras denominadas P/M/G e os resultados podem ser
observados na Tabela 04 sobre o substrato pré selecionado Abz-GGFLRRV-EDDnp

(5uM). Os experimentos foram realizados triplicatas.

Tabela 04. Teste de atividade especifica (UF/min/pg) com as fragdes obtidas por fracionamento do VTs
por membranas de corte molecular. Ensaio realizado em fluorimetro utilizando o substrato Abz-

GGFLRRV-EDDnp (5uM).

Fracao Atividade especifica
(UF/min/pg)
G (> 30kDa) 317+12
M (10-30kDa) 134+2
P (< 10kDa) S/A*

S/A — Sem atividade; * quantificag@o estimada

A Tabela 04 mostra maior atividade das fragdes de maior massa molecular (G)
em relacdo as de massa intermedidria (M). Os peptideos (presentes em P) ndo

mostraram atividade peptidasica.
4. 1.8 - Purificacao da fracdo G (>30 kDa) por HPLC

A fracdo G (>30kDa) foi submetida a andlise em HPLC fase-reversa C-4

(Shodex). O perfil cromatografico pode ser observado na Figura 11.
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Figura 11. Perfil cromatografico da fracdo G (> 30 kDa) apos andlise em HPLC, resultando na obten¢ao
de 10 fragdes (GO1-G10). Os tampdes de corridas utilizados foram solu¢do A (H,0/0,1%TFA) e solugdo
B (acetonitrila/tampao A 9:1). Os parametros da corrida foram gradiente de 1,25% B/min (Linha azul),

sob fluxo de 1mL/min.

Em resultado a cromatografia de HPLC, dez subfracdes (G1-G10) foram
obtidas, liofilizadas e ressuspendidas em Tampao Tris basico S0mM, NaCl 50mM, pH
8,0. As subfragdes foram testadas em ensaio de atividade proteolitica com o substrato
Abz-GGFLRRV-EDDnp e apenas as subfracdes G02 e G10 apresentaram atividade
peptidasica. As subfracdes G02 e G10 tiveram seus teores proteicos dosados pelo
método de curva padrao de Albumina (BSA). As analises foram feitas em triplicata. Os

resultados podem ser observados na Tabela 05.
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Tabela 05. Atividade especifica (UF/min/pg) das subfracdes de G (> 30 kDa) utilizando o Abz-
GGFLRRV-EDDnp como substrato

Fracao Atividade especifica
(UF/pg/min)
G02 824 + 10
G10 226+ 6

Condigdes da reagdo: Tampdo Tris SOmM NaCl 50mM a 37°C em espectrofluorimetro. Ensaios

feitos em triplicata com desvios inferiores a 10%.

Foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) com as
amostras G02 e G10 para verificagdo o perfil proteico da amostra, indicada na Figura

12.

Figura 12. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida-SDS 12,5% em coloragdo prata, das subfracdes

de G (> 30kDa), G10 e G02, obtidas por HPLC em fase reversa.

O gel de SDS-PAGE permitiu a visualizar que a fragdo G10 apresenta trés
bandas principais (aproximadamente 35 kDa, majoritaria, 40 kDa e 55 kDa) utilizando
tampao de amostra redutor, o que indica a necessidade de continuidade nas etapas de
purificacio desta enzima. E possivel observar que G02 apresenta uma banda fraca em

70 kDa, além de fragmento secundario de 10 kDa.
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Apos isso, verificamos a capacidade da fracdo G e suas subfracdes G02 e G10
em clivar a dinorfina 1-13, visto que ja haviamos determinado que somente este
substrato ¢ hidrolisado pelo veneno total de Tityus serrulatus dentre os examinados

neste trabalho. O resultado pode ser observado na Tabela 06.

Tabela 06. Taxa de consumo da dinorfina 1-13 (31uM) pelo veneno total, a fragdo G e suas subfragdes

G02 ¢ G10 em RP-HPLC em coluna C-18 apos 5 horas de incubagio.

Amostra Taxa de consumo (%)
em 5 horas
Dinorfina (Controle Negativo) 0
Veneno Total + dinorfina (Controle Positivo) 95,4
Fracdao G + dinorfina 95
GO02 + dinorfina 34
G10 + dinorfina 100

O valor de taxa de consumo(%) em 5 horas foi calculado utilizando o valor da area do pico da
dinorfina em HPLC como 0% em comparag@o com as areas da dinorfina consumida (na presenga de VTs,
G, G02 e G10). Perfil cromatografico em coluna C-18 pds incubagdo da dinorfina 1-13 (31uM) com 5 pg
do veneno total de Tityus serrulatus. Os parametros da corrida foram gradiente de 2,5% B/min (10-

60%/40mins), sob fluxo de ImL/min.

O resultado indica que tanto a fragdo G quanto suas subfracdes (G10 e G02)
apresentam atividade proteolitica, podendo significar a presenca de mais de uma

metalopeptidase com atividade degradadora de dinorfina 1-13.
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Parte I1: Estudo de componentes peptidicos

4.2 — Busca de peptideos moduladores de atividade peptidasica de oligopeptidases

recombinantes.

4.2.1- Obtencao e caracterizacio das fracoes do veneno de 7. serrulatus utilizando

membrana de corte molecular e HPLC

Como visto anteriormente, a fracdo de baixa massa molecular obtida por
membrana de corte molecular de 10 kDa (Fracao P, < 10kDa) nao apresenta atividade

peptidasica e, portanto, ¢ composta exclusivamente de peptideos (Figura 10).

Para o estudo dos componentes peptidicos do VTs, a Fragdo P foi submetida a
cromatografia fase-reversa, em sistema de HPLC com coluna C-18. O gradiente inicial
utilizado foi de 10-60% de solvente B em 40 min. Assim, a velocidade de troca de
B/min foi de 1,25 %B/min. O grafico a seguir (Figura 13) mostra o perfil em 214 nm
obtido (inje¢do de 100 pL de material).

Figura 13. Perfil Cromatografico da fragdo P (> 10 kDa) em RP-HPLC. A Figura mostra a obtengdo de

15 fragdes (PO1-P15), os quais foram coletados e liofilizados para analises posteriores.

Apobs a obtengdo das 15 fragdes, as mesmas foram secas em sistema de speed
Vac e ressuspensas em 50 puL de tampao PBS, pH 7,4 e submetidas a testes enzimaticos

utilizando o substrato fluorescente QFS (7-MCA-4-ac-PLGPdLys-(2,4-dinitrophenyl),
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10 uM) e as peptidases recombinantes neurolisina (EP24.16) e thimet oligopeptidase
(EP24.15). Para um screening de atividade, foram utilizados 10 pL das solugdes dos 15
picos e as medidas de seus potenciais inibitorios foram realizadas em duplicata. A
Tabela 07, a seguir, mostra a porcentagem de reducao das atividades da neurolisina e da

thimet oligopeptidases sobre o substrato QFS obtidas com as 15 fragdes.

E importante ressaltar que as fracdes foram selecionadas por reduzirem a
atividade hidrolitica das duas oligopeptidases sobre o QFS, ndo sendo possivel, neste
momento, determinar se os peptideos que compdem cada uma das 15 subfragdes sao

inibidores ou substratos destas peptidases.
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Tabela 07. Porcentagem de reducdo da hidrélise do QFS pelas oligopeptidases neurolisina e thimet

oligopeptidase pelos picos de HPLC da fragdo P (<10kDa) do veneno de Tityus serrulatus.

Pico Neurolisina  Thimet oligopeptidase
Pl NA N.A.
P2 N.A. N.A.
P3 N.A. N.A.
P4 15 35
P5 N.A. N.A.
P6 50 40
P7 25 22
P8 N.A. N.A.
P9 N.A. N.A.
P10 N.A. N.A.
P11 74 22
P12 72 55
P13 82 88
P14 38 17
P15 11 55

N.A. = Hidrélise de QFS nao ¢ afetada.

Os picos que apresentaram reducao satisfatoria da atividade de uma ou ambas as
peptidases sobre o substrato fluorescente foram repurificados em sistema de HPLC C-
18. Inicialmente, foram feitos perfis analiticos com 5 pL de cada pico e, apos, foram

injetados os 95 pL restantes para coleta manual. Cada fragcdo foi cromatografada em
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gradientes diferentes objetivando uma melhor separagdo de seus componentes. Os perfis

que sao apresentados a seguir sao referentes a injecao de 95 pL.

Figura 14. Perfil cromatografico das fragdes de P (<10kDa) do veneno de Tityus serrulatus em RP-
HPLC. As amostras foram separadas com diferentes gradientes de tampdo B, sendo de 15-40% (0,6
%B/min) para a fracdo 6 e 15-30% (0,375%B/min), utilizado para as fra¢cdes P12 e P13 dependendo da

especificidade de cada amostra. As fragdes foram coletadas e liofilizadas.

Apbs a nova purificagdo dos componentes peptidicos contidos nas fragdes P6,
P12 e P13, as amostras denominadas P6-1, P6-2 e P6-3 (provenientes da amostra P6);
P12-1, P12-2 e 12P-3 (provenientes da amostra 12) e P13-1 e P13-2 (provenientes da
amostra 13) foram ressuspendidas em 50 uL. de H,O milli-Q e foram utilizados 2 pL nos
testes fluorimétricos. A Figura 15 mostra os resultados obtidos na incubac¢dao com a

thimet oligopeptidase.
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Figura 15. Ensaios de atividade de thimet oligopeptidase com peptideos da fracdo P. (A) Grafico
esquematico obtido com os fragmentos de P6; (B) Resultados, em porcentagem, de inibicdo obtida com as

fragdes que possuiam mais de um pico no HPLC. N/D= atividade “inibitéria” ndo detectada.

Como ¢ possivel observar, dos picos da fragio P6 somente a amostra P6-2 foi
capaz de reduzir a atividade da thimet oligopeptidase sobre o QFS em 100%. Com
relagdo a amostra 12, tanto a fracdo denominada P12-2 e P12-3 apresentaram cerca de
40% de reducdo da hidrolise do substrato fluorescente da atividade da EP24.15. Em
contrapartida, a P12-1 ndo apresenta potencial inibitério. As amostras P13-1 e P13-2

foram capazes de reduzir cerca de 70% da atividade da EP24.15.

A partir destes resultados, as amostras P6-2, P13-1 e P13-2 sobre a thimet
oligopeptidase foram selecionadas para andlise em espectrometria de massas no do
Laboratorio Thomson de Espectrometria de Massas do Instituto de Quimica (Campinas,

SP).
4.2.2 - Anilise das Sequéncias Primarias dos Peptideos de Interesse

A andlise no banco de dados Expert Protein Analysis System utilizando a
ferramenta BLAST permitiu uma visdo ampla sobre quais peptideos ja descritos na
literatura (ou homologos) estariam presentes nestes picos selecionados. Os resultados

estdo expressos na Tabela 08.
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Tabela 08. Resultados do software Mascot de P13-1e P13-2. Andlise em ExPASy Proteomics Server

utilizando a ferramenta BLAST.

Fracao Sequéncia MS/MS Resultado BLAST Referéncia
AEPAAPAAAAEPEP Fragmento PAPE Rates et al., 2008
AEIDFSGIPEDIIKQIKET Fragmento TsHpty;. 9 Verano-Braga et
P13-1 (Hipotensina) al., 2010

AEIDFSGIPEDIKQIKETNAKPPA TsHpt (Hipotensina) Verano-Braga et
P13-2 al., 2010

Em contrapartida, para a amostra P6-2 ndo foi possivel encontrar peptideos
similares pelos softwares de banco de dados (PepSeq e Mascot), necessitando de um
sequenciamento de novo. Apds determinadas as sequéncias, adotou-se a estratégia de
buscar na literatura manualmente sequéncias similares. O resultado pode ser observado

na Tabela 09.

Tabela 09. Resultados da analise do sequenciamento de novo para P6-2. Dados obtidos no Laboratorio

Thomson de Espectrometria de Massas do Instituto de Quimica (Campinas — SP).

Fracdo | Sequéncia MS/MS | Resultado de sequéncias similares Referéncia
KEXLG Porc¢do do pro peptideo de B-KTx de | Batista et al., 2004
(X=lle/Leu) Tityus spp.

P6-2
YLPT Proctolina sem arginina Lange e Orchard, 2006*
FTR FMRFamida Baratte et al., 1991*

* Sequéncias ndo descritas no VTs, mas encontradas em insetos.

Por apresentarem similaridade com moléculas ja descritas e por apresentarem

numero restrito de aminoacidos, compativel ao descrito para as oligopeptidases, os
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peptideos indicados nas Tabelas 08 e 09 foram sintetizados. E importante ressaltar que a

sequéncia KEXLG foi sintetizada tanto com isoleucina como com leucina em X.

Em primeiro lugar, verificamos se os peptideos eram substrato para a neurolisina
e thimet oligopeptidase realizando assim um ensaio de clivagem em HPLC, o qual pode

ser observado na tabela a seguir.

Tabela 10. Taxa de clivagem relativa (%) dos peptideos sintéticos obtidos a partir da fracdo de baixo

peso do veneno de Tityus serrulatus.

EP 24.15 EP 24.16
Bradicinina 100 100
KEILG <0.01 <0.01
KELLG <0.01 <0.01
YLPT <0.01 <0.01
FTR <0.01 <0.01
PAPE <0.01 <0.01
TsHpt;i-19) <0.01 <0.01

Condi¢des da reacao: tampao fosfato 50 mM, NaCl 20 mM, pH 7,4, sendo para EP24.15foi feita
a adigdo 1% de mercaptoetanol no tampao. Os peptideos foram incubados com as oligopeptidases durante

4 horas e analisados em cromatografia de fase reversa em coluna C-18.

Os resultados indicam que os peptideos sintéticos do veneno de 7. serrulatus nao
sdo clivados pela neurolisina ou pela thimet oligopeptidase e, portanto, finalmente, foi

possivel conferir o termo “inibidores da thimet oligopeptidase” para estas sequéncias.

O proximo passo foi determinar o mecanismo de inibigdo e a constante de
inibi¢do (Kj) dos peptideos para as enzimas neurolisina, thimet oligopeptidase ¢ ECA

(EC3.4.15.1). A Tabela 11 mostra os resultados obtidos
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Tabela 11. Mecanismos de inibicao e constante de inibi¢do (Ki) obtidos pela inibi¢cao das oligopeptidases

EP24.15, EP24.16 ¢ ECA por peptideos sintéticos obtidos do veneno de Tityus serrulatus.

Mecanismo  Ki (uM)  Mecanismo de Ki (uM) Ki (uM)
de inibi¢ao inibi¢ao
EP24.15 EP24.16 ECA
EP24.15 EP24.16
KEILG acompetitivo 16 Nao inibe
KELLG competitivo 84 Nao inibe
YLPT competitivo 74 Competitivo 36 Inibi¢do nao
observada
FTR competitivo 36 Competitivo 120
PAPE competitivo 58 Competitivo 77
TsHptyi-19) Inibi¢ao nao observada

A Tabela 11 mostra que os peptideos agem, em sua maioria, por mecanismo
competitivo, com excecao de KEILG, o qual mostrou uma inibi¢ao acompetitiva com a
EP24.15. Além disso, KELLG e KEILG mostraram-se inibidores especificos para a
thimet oligopeptidase, uma vez que ndo inibiram suas similares neurolisina e ECA. Nas
concentragoes testadas, a hipotensina (TsHptj;_19j) ndo foi capaz de inibir nenhuma das

peptidases e nenhum dos peptideos foi capaz de bloquear a atividade de ECA.
4.2.3 — Determinac¢do da sequéncia correta de KEXLG presente no VT's

A fim de se identificar a sequéncia correta do peptideo presente em VTs, um
experimento de diferenciagdo foi realizado utilizando os peptideos sintéticos KEILG e
KELLG. Através da cromatografia em fase reversa, observou-se que os perfis dos
peptideos KELLG e KEILG apresentavam tempos de retengdo diferentes, variando
cerca de um minuto. Para a determinacdo da sequéncia presente no veneno, foram

comparados os perfis de KELLG e KEILG, a fragdao P original e um “mix peptidico”
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contendo 40 ng de peptideo sintetizado (KELLG e KEILG) e 20 puL da fracao P. Os

perfis obtidos foram comparados e analisados, como mostra a Figura 16.

Figura 16. Perfis cromatograficos obtidos em RT-HPLC : (A) 20 pL da fragdo P (<10kDa) do veneno de
Tityus serrulatus contendo 40 pM de KEILG e 40 uM de KELLG; (B) 20 pL da fragdo P original ; (C) 20
uM de KEILG; (D) 20 uM de KELLG. O gradiente utilizado foi de 1,25% B/min com absor¢do UV a
214 nm.

Através da observacdo do aumento do pico proporcional correspondente ao
peptideo KEILG no “mix peptidico”, foi constatado que a sequéncia componente do

veneno do 7. serrulatus corresponde ao peptideo KEILG.
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5. Discussao

Acidentes ocasionados por animais peconhentos sdo relevantes para a satde
publica, considerando que, anualmente, sdo registrados mais de 100 mil acidentes e
aproximadamente 200 obitos no Brasil. Os casos de escorpionismo, em especial, vém
aumentando gradativamente, representando 30% dos envenenamentos por animais em
2007, superando casos de ofidismo. Os principais fatores para o aumento da incidéncia
estdo atrelados a biologia dos escorpides, especialmente por conta da forma de
reprodugao e proliferacdo das espécies no caso do 7. serrulatus, do comportamento e da
alimentacdo, permitindo facil adaptagdo em ambientes urbanos e favorecendo a
ocorréncia dos acidentes (Ministério da Saude, 2009). Em adi¢do, devido a grande
poténcia de seu veneno, o escorpido Tityus serrulatus ¢ uma das espécies de maior

importancia epidemiologica no Brasil (Soares et al., 2002).

A observagao do quadro clinico de escorpionismo provocado em acidentes
causados por Tityus serrulatus auxiliou na selecdo de moléculas que seriam possiveis
alvos onde o veneno deste animal poderia estar atuando. Devido ao quadro clinico
apresentado pelas vitimas de escorpionismo, sabe-se que o alvo principal das toxinas ¢ o
sistema nervoso central (Freire-Maia; Campos, 1989; Teixeira et al., 1998). Com isso, a
maioria das informagdes sobre os componentes deste veneno referem-se as moléculas
atuantes em canais i0nicos, principalmente aos inibidores de canais de potassio (Zhijian,

2005; Cologna et al., 2009).

Assim, a motivacdo deste trabalho foi estudar componentes proteoliticos e
peptidicos por meio de ensaios bioquimicos in vitro, tentando atribuir, ainda, provaveis
efeitos dessas moléculas no envenenamento. Para tal, enzimas com restricdo para
interacdo com pequenas moléculas foram selecionadas a fim de se estudar os peptideos
presentes no veneno. Em adi¢do, esta abordagem foi utilizada com base na seletividade
das oligopeptidases por pequenas moléculas (Gomes-Ruth, 2008; Rioli et al., 1998)
associada ao fato de que a maior porcentagem dos componentes de venenos de

artrépodes ¢ de peptideos (Alvarenga et al., 2012; Rates et al., 2008).

As peptidases presentes no veneno também foram exploradas neste trabalho,
pois, em serpentes, sao responsaveis por efeitos locais, no caso das metalopeptidases, ou

sistémicos, no caso das serinopeptidases (Kuniyoshi et al., 2012). Contudo,

51



diferentemente dos venenos ofidicos, 0os venenos escorpidnicos nao apresentam grande
diversidade/quantidade de peptidases e nem func¢do tdo evidente no envenenamento
(Almeida et al., 2012; Alvarenga et al., 2012; Morgenstern et al., 2011) sendo,

portanto, pouco exploradas até 0 momento.
Componentes proteoliticos

Para o veneno de escorpides, poucos estudos relatam a presenca de peptidases.
Por exemplo, no caso do VTs, a tnica metalopeptidase descrita, denominada antarease,
foi purificada por Fletcher e colaboradores em 2010, porém neste artigo nao foram
atribuidas propriedades bioquimicas para esta enzima, nem abordadas a possivel
existéncia de outros compostos proteoliticos, além de ndo hipotetizadas possiveis

relagdes com o envenenamento.

Com isso, a primeira etapa para o estudo dos componentes proteoliticos foi a
constatacdo da atividade enzimatica no veneno através do uso de uma biblioteca de
substrato fluorescentes. Esses substratos, denominados de FRETS, apresentam no
amino grupo N-terminal do peptideo o radical fluorescente dcido orto-aminobenzoico
(Abz) e no grupo carboxila terminal o grupo apagador da fluorescéncia N-(2,4-
dinitrofenil)-etilenodiamina (EDDnp), permitindo assim o monitoramento direto da
velocidade de hidrolise dos substratos em espectrofluorimetro (Chagas et al., 1995).
Através do experimento de identificacdo de atividade proteolitica do VTs, foi possivel
estabelecer que somente duas sequéncias, Abz-GGFLRRV-EDDnp ¢ Abz-KLRFSKW-
EDDnp foram clivadas, sendo que Abz-GGFLRRV-EDDnp foi selecionado como
substrato ideal neste estudo, pois o mesmo foi clivado com maior valor de atividade
especifica pelo VTs. O ponto de clivagem de Abz-GGFLRRV-EDDnp também foi
estimado pelo uso de uma biblioteca de FRETs contendo sequéncias diversificadas de
aminoacidos, onde foi constatada hidrolise entre leucina e arginina (Abz-GGFL//RRV-
EDDnp). Porém, como o estudo foi realizado com o veneno total, ndo exclui a
possibilidade de esse substrato apresentar outro ponto de clivagem, entre R-R ou R-
EDDnp. Esta hipotese baseia-se nos pontos de clivagem obtidos com a dinorfina 1-13 e

serd avaliada futuramente com as peptidases em suas formas homogéneas.

Selecionado o substrato ideal, foi determinado que a atividade do veneno total ¢

caracterizada pela acdo de metalopeptidases por ensaio utilizando inibidores especificos.
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A atividade enziméatica do veneno de Tityus serrulatus ja foi abordada em outros
trabalhos. Almeida et al. (2002) realizaram estudos de atividade proteolitica no veneno
dos escorpides Tityus serrulatus e Tityus bahiensis e, a partir de ensaios zimograficos
utilizando gelatina como substrato, foi concluido que as proteases eram exclusivamente
serinopeptidases, devido a uma inibi¢do de 40% por PMSF. Em contrapartida, Fletcher
e colaboradores (2010) relataram somente a presenca de metalopeptidases no veneno de
Tityus serrulatus. Esta diferenca de familias enziméaticas encontrada por Almeida (2002)
e Fletcher (2010) pode ser explicada pela utilizacdo de metodologias distintas por cada
autor. Nos estudos mostrados neste presente trabalho, sempre que foi detectada a
presenga de uma atividade peptidasica, a mesma foi inibida pelo uso de EDTA, sem
nenhuma acdo do PMSF. A recente andlise de transcriptoma revelou somente a
presenca de metalopeptidases transcritas no veneno de Tityus (Alvarenga et al., 2012),
contribuindo para a informacdo que somente metalopeptidases atuam no VTs. Além
disso, nosso grupo recentemente realizou a busca de atividades enzimadticas no veneno
de trés espécies brasileiras de Tityus, onde s6 foram constatadas atividade
metalopeptidasica e hialuronidasica, ndo sendo detectadas atividades fosfolipasica e
serinopeptidasica, mesmo realizando ensaios de atividade gelatinolitica assim como os
realizados no trabalho de Almeida e colaboradores em 2002 (Venancio et al., 2013). Em
adicdo, o substrato Abz-FRSSRQ-EDDnp utilizado na busca de um substrato
fluorescente, nao foi hidrolisado pelo VTs e trata-se de um substrato especialmente
desenhado para o estudo de serinoproteases (Chagas et al. 1995). Assim, pelos motivos
citados, existem fortes indicios que o veneno do escorpido de Tityus serrulatus so6

possua metalopeptidases em sua composi¢ao.

A fim de se estabelecer condi¢cdes Otimas para a atividade peptidasica, ensaios
bioquimicos foram realizados. O estudo da influéncia de céations monovalentes e
bivalentes revelou uma influéncia positiva de sodio, provavelmente por colaborar com a
estabilidade, e negativa de magnésio possivelmente por competi¢ao pelo zinco na regiao
do sitio catalitico, indicando a dependéncia deste metal para sua atividade catalitica,
assim como ocorrido com metalopeptidases dependentes de zinco. Ainda, os ensaios de
pH e temperatura demonstraram que a(s) peptidase(s) presente(s) no veneno
apresenta(m) atividade numa ampla faixa de variacdo, apresentando valores compativeis
com a fisiologia humana, como atividade em pH 7,5 e em temperatura de 35°C, fatores

que pode indicar a atividade peptidasica durante o envenenamento humano. Todavia, foi
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estabelecido que pH 8 e temperatura 37°C sdo as condi¢des ideais para o trabalho in

vitro, sendo utilizadas durante os experimentos subsequentes.

O proximo passo foi determinar substratos biologicamente ativos que pudessem
ser clivados pela metalopeptidase. Para tal, o perfil desses peptideos foi analisado em
cromatografia de fase reversa, coluna C-18, na presenca e na auséncia de veneno. A
escolha dos peptideos foi baseada nos quadro hipotensivo e neurotdxico observado em
pacientes envenenados pelo escorpido amarelo. Assim, peptideos frequentemente
degradados in vitro por venenos animais (Kuniyoshi et al., 2012) foram selecionados:
peptideos importantes para o controle de pressdao arterial, como a angiotensina I
(sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona) e bradicinina (Sistema Calicreina-Cinina),
e os neuropeptidios neurotensina e dinorfina 1-13. O resultado mostra que somente a
dinorfina 1-13 (YGGFLRRIRPKLK) foi clivada pelo veneno de Tityus serrulatus,
gerando trés fragmentos: YGGFL (leu-encefalina), YGGFLR e¢ RIRPKLK. Mais uma
vez pudemos notar a especificidadde dos peptidases do VTs para a hidrélise de seus
substratos, uma vez que a neurotensina apresenta similaridade de sequéncia primaria
com a dinorfina, mas ndo foi clivada. Ao contrario, o substrato fluorescente Abz-
GGFLRRV-EDDnp, também andlogo a dinorfinal-13, foi hidrolisado eficientemente
pelo VTs.

Assim, diferentemente do esperado, a neurotensina ndo foi substrato para o VTs,
tendo em vista que foi selecionada por ser um neuropeptideo encontrado no SNC.
Contudo, a atividade proteolitica do veneno se mostrou seletiva para a dinorfina 1-13,
entre os aminoacidos Leu//Arg e Arg//Arg. Apesar da neurotensina
(<ELYENKPRRPYILK, onde <E ¢ piroglutaminil) apresentar duas argininas em
sequéncia assim como a dinorfina 1-13, o que poderia significar hidrolise neste ponto,
contudo, deve-se levar em conta também todos os aminoacidos nas posi¢des S1 a Sn e
S1° a Sn’, pois também sdo importante para o reconhecimento do substrato pela
enzima. Portanto, a auséncia de clivagem da neurotensina pode ser explicada pelo

reconhecimento bioquimico especifico da(s) enzima(s) por seu substrato.

A dinorfina A ou dinorfina 1-13 ¢ um neuropeptideo opidide endogeno
envolvido em processos fisiolégicos como a antinociocep¢do e sinalizagdo
neuroenddcrina, podendo também estar envolvida na protecio neuronal e

oligodendritica mediada via receptores opidide. Em contrapartida, experimentos onde
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foram aumentadas as doses de dinorfina 1-13 em ratos, resultaram em aumento da

citotoxicidade desencadeando dor neuropatica (Hauser et al., 2005).

Em comparag¢do com os dados ja publicados da antarease, um dos pontos de
clivagem da dinorfinal-13 encontrado foi entre a leucina e a arginina, no passo que a
antarease clivou a VAMP-2, substrato utilizado pelos autores, entre leucina e lisina
(Fletcher et al., 2010). Podemos dizer que os resultados de Fletcher e colaboradores e os
apresentados neste relatorio sdo complementares, pois arginina e a lisina sdo
aminoacidos polares basicos, o que pode ser importante para o reconhecimento do ponto
de hidrolise pela enzima. Assim, provavelmente parte da agdo peptidica estd sendo
realizada pela antarease. Por outro lado, foi observada a clivagem entre os residuos de
arginina na sequéncia da dinorfina 1-13, o que ¢ inédito para o veneno desta espécie de

escorpido, o que pode sugerir a acao de mais de uma peptidase.

A liberacao da leu-encefalina (YGGFL) in vitro pelo veneno de Tityus serrulatus
¢ um resultado interessante, tendo em vista que a dinorfina 1-13 ndo ¢ seu precursor
natural (Hauser et al., 2005). O processamento em mamiferos para a geragdo de leu-
encefalina natural se da pela agdo de pro hormdnio convertases (PC1 e PC2) sobre a
proencefalina (Salzet, 2001), entretanto neste trabalho observamos que proteases do

escorpido amarelo podem gerar este pentapeptideo.

Segundo Inyushkin (2007), experimentos in vitro utilizando cérebros de ratos
mostraram que a injecao de leu-encefalina estimula a entrada de correntes de potassio
em neurdnios da regido centro respiratdria, promovendo uma hiperpolarizagdo das
membranas e resultando numa a¢ao inibitéria na atividade dos neurdnios. Tal resultado
indica que o aumento de leu-encefalina influencia a entrada de potassio em neurdnios, o
que se relaciona diretamente com o envenenamento causado por Tityus serrulatus, pois
sua acdao ¢ considerada neurotdxica por afetar canais i0nicos, especialmente os de
potassio, como ja descritos anteriormente. Contudo, a liberacdo da leu-encefalina por
proteases do veneno juntamente com dados descritos por Inyushkin (2007) sugerem que

pode também haver uma agdo secundaria sobre o influxo i6nico em neurdnios, € nao

somente a¢ao de neurotoxinas que atuam diretamente nos canais.

Por conta disso, foi dado prosseguimento no estudo desta atividade no intuito de

observamos se apenas a antarease era responsavel pela clivagem da dinorfina ou se
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outra metalopeptidase estava participando desta hidrolise. A fim de se preservar a
atividade observada, o processo inicial de purificagdo foi pela separacdo de
componentes pela massa molecular, utilizando membranas de corte molecular de 30
kDa e 10 kDa e sob temperatura de 4°C. Através da andlise por SDS-PAGE foi
demonstrado que a fracdo G, correspondente a amostra retida pela membrana de 30
kDa, ¢ composta por fragmentos maiores que 30 kDa, sendo capaz de clivar o substrato
Abz-GGFLRRV-EDDnp com maior eficiéncia em relacdo a M. Com isso, a fracdo G
foi analisada em cromatografia de fase reversa resultando em 10 fracdes e apenas duas
fragdes foram capazes de hidrolisar o substrato fluorescente: GO2 ¢ G10. Em analise por
SDS-PAGE 12,5%, observou-se que G02 apresenta uma banda fraca de 70 kDa, além
de um fragmento secundario de 10 kDa, diferentemente de G10, onde bandas fortes em
35 kDa ¢ bandas secundarias de 40 kDa e 55 kDa foram detectadas. A diferenca de
intensidade entre G02 e G10 também estad expressa na atividade especifica, pois G10 foi
capaz de consumir mais rapidamente a dinorfina 1-13 do que a fragdo G02. Ainda, no
passo que a subfracdo G10 apresentou maior atividade de clivagem de dinorfina 1-13,
GO02 atuou melhor sobre o substrato FRET Abz-GGFLRRV-EDDnp. Assim, embora
ndo tenhamos purificado a homogeneidade as peptidases presentes no VTs, sabemos

certamente que mais de uma molécula € responséavel por esta atividade.

Outro fato a ser elucidado ¢ que as peptidases encontradas foram
surpreendentemente resistentes a liofilizagdo e a purificacdo por HPLC, possuindo
atividade detectavel apds essas etapas que podem promover a perda da estrutura
terciaria destas moléculas. Essa caracteristica ¢ interessante para a funcionalidade do
veneno, pois provavelmente as peptidases sdo capazes de resistir a diversos sistemas
fisiologicos, possibilitando a atuagdo tanto em insetos, na alimentagdo, quanto na defesa
dos escorpides, no envenenamento de predadores. Além disso, essa persisténcia de
atividade pode significar que as peptidases também tém papel funcional no
envenenamento, provavelmente muito mais significativos em insetos, € ndo somente
atuando como produtora do “pool” peptidico, o que pode ser estimulante para futuros

estudo de peptidases em venenos de escorpides.
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Componentes peptidicos

Na fisiologia, peptideos sdo importantes moléculas bioativas que agem na
regulagdo de diversos processos no organismo, atuando como hormonios, citocinas e
inibidores enzimaticos. A presencga de peptideos em venenos animais pode ser devido ao
processamento de moléculas precursoras por enzimas constituintes da propria pegonha.
Tashima et al. (2012) demonstraram que a coleta de veneno de trés serpentes do género
Bothrops acompanhada por coquetel de inibidores proteoliticos modificou o peptidoma
das amostras, diferenciando-se da coleta casual, ou seja, sem inibidores. Importantes
peptideos, como os BPPs, ndo foram encontrados nas amostras com inibidores, o que
demonstra que a dindmica do veneno ¢ extremamente relevante para a produgdo de
moléculas bioativas que tem efeitos significativos no envenenamento. Assim, pelos
parametros utilizados neste trabalho, ndo consideramos se os peptideos encontrados sao
transcritos na glandula de veneno ou se sdao produtos de clivagens pelas
metalopeptidases do veneno, pois julgamos que sua presenga no veneno sugere algum

papel significativo.

Atualmente, os peptideos de venenos animais tém ganhado maior atencdao da
comunidade cientifica, principalmente com base no potencial farmacéutico destas
moléculas, dada a seletividade e especificidade de acdo em processos fisiopatologicos.
De acordo com estas caracteristicas, apesar destas moléculas serem classificadas como
toxinas, as mesmas podem ser utilizadas como drogas, ou prototipos para o desenho de

novas drogas, em patologias humanas (Lewis e Garcia, 2005).

Trabalhos mostram que moléculas caracterizadas primeiramente em venenos
animais apresentam similaridades estruturais e funcionais com as moléculas
constitutivas de outras espécies animais, incluindo os mamiferos. As sarafotoxinas, por
exemplo, sdo peptideos encontrados no veneno da serpente Atractaspis engaddensi e
similares as endotelinas humanas, onde ambas compdem uma superfamilia formada por
21 peptideos com alta similaridade estrutural e funcional. Ambas afetam a contragao
dos musculos cardiaco e liso em varios tecidos de espécies de vertebrados (Ducancel et
al.,, 1993). Com isso, ¢ possivel concluir que a busca por peptideos com potencial
farmacéutico ¢ valida, seja pela similaridade, seja pela seletividade de interagdao com

moléculas humanas especificas.
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A acgdo inibitéria de peptideos sobre peptidases ¢ classica. As peptidases
participam em diversos mecanismos fisioldgicos, como a digestdo, crescimento,
resposta imunoldgica, reparo tecidual e apoptose (Leung et al., 2000). Contudo, um
desequilibrio na atividade proteolitica, seja positiva ou negativa, pode desencadear
patologias severas. Por exemplo, sabe-se que em tumores, as metalopeptidases, em
especial MMP-2 e MMP-9, atuam na clivagem de componentes da matriz,
desencadeando a angiogénese (Bauvois, 2012). Outro exemplo ¢ o Captopril, um
farmaco inibidor de enzima conversora de angiotensina I, que age no combate a
hipertensdo arterial, onde o seu desenvolvimento pela Squibb® teve como base a
estrutura primaria de um peptideo descoberto no veneno da Bothrops jararaca (Smith e
Vane, 2003). Por conta deste e de outros exemplos, este trabalho buscou peptideos
moduladores da atividade peptidasica na fracdo de baixa massa molecular do veneno de

Tityus serrulatus.

Para o estudo de novos peptideos foram utilizadas oligopeptidases como
ferramenta para captura de pequenas moléculas. Como ja descrito na introdugdo, as
oligopeptidases sdo enzimas que interagem apenas com pequenas moléculas, ou
oligopeptideos, sendo uma estratégia biotecnologica de selecao de novos peptideos.
Pelos resultados apresentados, € possivel dizer que a técnica foi bem sucedida, tendo em
vista que foram determinadas a0 menos cinco sequéncias peptidicas ainda ndo descritas

no veneno de Tityus serrulatus.

A secrecdo das oligopeptidases EP 24.15 e EP 24.16 ¢ ainda obscura. Acredita-
se que estas enzimas sdo encontradas somente intracelularmente, participando no
processamento de neuropeptidios e de modelagem de peptideos expressos para MHC de
classe I (Portaro et al., 1999) principalmente pelo fato de ndo apresentarem peptideo
sinal, responsavel pelo transporte via canais secretores comuns. Contudo, como visto na
introdugdo, estudos recentes mostram a secre¢do de EP 24.15 mediada por célcio, sendo
observada em ensaios celulares (Cunha et al., 2009; Russo et al., 2009). Apesar disso,
considerando que as oligopeptidases sdao principalmente intracelulares, ¢ dificil
estabelecer relacdo entre os efeitos do envenenamento relacionados com as
oligopeptidases e, portanto, neste presente trabalho, foram utilizadas como ferramentas

de sele¢ao de novos peptideos.
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A fracdo P proveniente da separacdo por membrana de corte molecular,
comportando peptideos menores que 10 kDa, apresentou 15 subfragdes quando
analisada em HPLC, sendo que ao menos trés (P6, P12 e P13) inibiram mais de 40% da
atividade de EP24.15 e EP24.16. As subfra¢des foram reanalisadas em corridas lentas,
de acordo com a propriedade individual, e seus picos foram coletados e submetidos a
novo ensaio enzimatico. Curiosamente, P6-2 demonstrou inibigdo mais potente (100%),
seguido pelas fragdes P13-1 e P13-2, com cerca de 70% de inibicdo de thimet
oligopeptidase. Por este motivo, essas trés fracdes foram submetidas para analises em

espectrometria de massas.

Os resultados demonstraram a presenca de um pentapeptideo (K'E*X*X*'G’,
onde X= isoleucina ou leucina) em P6-2, cuja sequéncia trazia residuos ndo
identificaveis, pois esta metodologia ndo ¢ capaz de diferenciar aminoacidos de mesma
massa, como a leucina e a isoleucina (113 Da). A busca por moléculas semelhantes em
banco de dados nos levou ao conhecimento que esta sequéncia ¢ similar a regido do
propeptideo de uma toxina ativa em canal de potassio (B-KTx) j& descrita em venenos
de varias espécies do género Tityus (Tabela 12). A regido do propeptideo ¢ considerada
responsavel pela inativagdo da uma proteina ou peptideo a que estd acoplado,
prevenindo de uma ativacdo precoce (Alberts, 2002). Desta forma, a presen¢a do
fragmento KEXLG sugere um diferente processamento deste propeptideo, além de
possivelmente significar que este ¢ um precursor de ao menos duas moléculas ativas, e
nao somente de B-KTx. Com a comparacdo das sequéncias, foi possivel concluir que o
quarto residuo ¢ conservado em todas as espécies, sendo entdo K1E2X3L4G5, como
mostrado na Tabela 12. Com isso, foram sintetizados os dois possiveis peptideos:
K'E’L'G® e K'E’L’L*G’. A analise dos peptideos RP-HPLC com o perfil do pool
peptidico permitiu a conclusdo de que KEILG ¢ o fragmento presente no VTs. Além
disso, foi demonstrado ser um inibidor de EP24.15 mais eficiente que KEILG,
apresentando Ki=16 pM. Diferentemente do esperado, tanto KELLG como KEILG se
mostraram especificos para a thimet oligopeptidase, uma vez que nao foram capazes de

inibir a atividade da homologa neurolisina.
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Tabela 12. Presenca do peptideo KEILG e seu similares em regido de pro peptideo no veneno de

escorpioes do género Tityus.

Espécie Sequéncia Fonte

Tityus discrepans GKGKEVLGKIKNKLVE | Diego-Garcia et al., 2007
Tityus trivittatus GKGKEVLGKIKDKLIE | Diego-Garcia et al., 2007
Tityus serrulatus GKGKEILGKIKEKLIEA | Rates et al., 2010

Tityus cambridgei EKGKEILGKI... Batista et al., 2004

Ainda em relagao a fracdo P6-2, os peptideos YLPT (tirosina-leucina-prolina-

treonina) e FTR (fenilalanina-tirosina-arginina) mostraram semelhanca com
neuropeptideos encontrados em insetos. E importante ressaltar que outros peptideos
foram encontrados, porém estes foram selecionados por atenderem melhor a proposta do

presente trabalho.

A sequéncia YLPT ¢ correspondente a proctolina com a auséncia de uma
arginina no N-terminal (des-Arg proctolina). Vale ressaltar que a proctolina tem sido
alvo de varios estudos e apenas descrita em insetos, sendo inédita a descricdo de sua
presenca em venenos animais. A proctolina foi o primeiro neuropeptideo descrito e
isolado de insetos, sendo amplamente estudada devido ao potencial como prototipo de
inseticidas gragas a sua atividade miotropica (Lange e Orchard, 2006). Estudos de
farmacodindmica em besouros tenébrio (Tenebrio molitor) demonstraram que altas
doses de proctolina (5-10 uM) promovem paralisagdo imediata em musculos ligados ao
sistema nervoso autondmico, sendo caracterizada por auséncia de atividade muscular

por horas, ndo envolvendo o coragdo (Slama et al., 1993).

A significancia de cada aminoacido para os efeitos causados pela proctolina ja
foi estudada. Muitos autores acreditam que a arginina seja essencial para uma maior
efetividade da atividade miotrdpica, provavelmente por que a interagdo mais intensa
com os receptores necessita de dois aminoéacidos polares no N-terminal (Konopinska e
Rosinski, 1999). Ainda segundo Konopinska e Rosinski, (1999), em estudos utilizando
ratos, a proctolina ¢ capaz de se ligar a receptores opioides promovendo hipertensao
significativa e atividade antinocioceptiva, porém quando alterado o primeiro residuo,

essas atividades ndo sdo observadas. Apesar disto, foi demonstrado que a auséncia de
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Arg' pode facilitar a ligagdo da proctolina em seus receptores: um estudo de ligacdo da
proctolina em receptores localizados em nas membranas de ovidutos de gafanhotos
(Locusta migratoria) demonstrou potencializagdo de ligacdo especifica proctolina-
receptor quando previamente incubada com YLPT, sendo mais eficiente que met-

encefalina, met-encefalina-RF e leu-encefalina em certas doses (Puirox et al., 1992).

Assim, ¢ possivel dizer que a des-arg proctolina encontrada neste trabalho pode
ter funcdo fisiolodgica em insetos, sendo por acdo direta ou por aumentar afinidade da
proctolina por seus receptores especificos. De qualquer maneira, a presenca deste
peptideo no veneno de Tityus serrulatus indica relagdo a sua alimentagdo, tendo em
vista que a dieta de escorpides incluem insetos, em especial, baratas, onde uma

molécula simile a proctolina agiria na imobilizac¢do das presas, facilitando a predagao.

Em paralelo, novas fungdes podem estar atreladas ao peptideo YLPT, pois este
foi capaz de inibir in vitro as oligopeptidases EP24.15 e EP24.16, com constante de

inibi¢do de 74 uM e 36 uM, respectivamente.

Finalizando as sequéncias determinadas na subfragdo P6-2, foi encontrado o
tripeptideo FTR. Esta sequéncia mostra similaridade entre o fragmento N-terminal do
neuropeptideo de invertebrados FTRFamida (Phe-Thr-Arg-Phe-NH;), o qual foi
descrito primeiramente em poliquetas Nereis diversicolor, sendo um peptideo
semelhante & FMRFamida (Barrate et al., 1991). Os neuropeptideos de insetos
FMRFamida e similes sdo conhecidos principalmente pela atividade cardio-excitatoria,
modulando ainda contracdo muscular e atuando como um sinalizador antagonista
opioide. Em mamiferos, também foi observada atividade estimulatéria cardiovascular,
além de inibir a liberacdo de insulina e somatostatina e participar de processos

relacionados ao sistema nervoso (Roszer e Banfalvi, 2012).

Estipular semelhancas entre efeitos atrelados a FMRFamida e ao peptideo
encontrado devem ser executadas com cautela, pois a variacdo do segundo residuo (Met
ao invés de Thr) e a presenca de outra fenilalanina na posi¢do 4 podem interferir
significativamente nos efeitos. Diferentemente do ocorrido com o caso da proctolina/
des-arg proctolina, at¢ o momento nao existe um estudo abordando a importancia de
cada aminoacido nos efeitos observados pelo FMRFamida. Contudo, a interagao do

FTR com oligopeptidases indica atividade ainda ndo descrita, a qual deve ser
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posteriormente explorada por meio de ensaios in vivo utilizando insetos, verificando

assim uma possivel relacdo deste tripeptideo com sistema nervoso de artropodes.

A andlise dos peptideos presentes nas subfracdes P13-1 e P13-2 pelo software
Mascot revelou a presenca de sequéncias maiores que puderam ser submetidas a busca

pela ferramenta BLAST.

Apesar de ndo ter sido efetiva como inibidor de oligopeptidases, o achado das
hipotensinas com esta metodologia foi interessante para o trabalho. A hipotensina de
sequéncia AEIDFSGIPEDIIKQIKETNAKPPA apresentou 100% de similaridade com
aquela descrita na andlise peptidomica do veneno de 7. serrulatus pelo grupo de
trabalho de Adriano Pimenta (Verano-Braga et al., 2008). Focando na funcionalidade, ¢
provavel que esta agdo seja importante para que a presa possa sofrer com os efeitos da
queda de pressao, como observado no quadro clinico de envenenamento, segundo
Chippaux e Goyfroon (2008), onde a vitima apresenta um quadro de hipotensao.
Analisando os principais animais predados pelo escorpido amarelo, como insetos e
pequenas lagartixas, ¢ possivel deduzir que os efeitos da hipotensina podem ser muito
mais expressivos nesses seres do que em seres humanos, principalmente devido ao
tamanho reduzido do corpo. A alteragdao no bombeamento sanguineo e/ou de hemolinfa

pode favorecer a predacdo por 7. serrulatus.

Além da hipotensina denominada como TsHpt I, também foi selecionada a
Hipotensinay;.j9y — AEIDFSGIPEDIIKQIKET — ainda inédita na literatura. Ou seja,
segundo as andlises feitas em BLAST, este ¢ um fragmento N-terminal de uma das
TsHpt, porém até o presente momento, esta sequéncia exata ndo havia sido encontrada
e, portanto, ndo ha publicagdes relacionadas a esta. A TsHpt ;.19; foi selecionada para
ser sintetizada por apresentar numero reduzido de aminodcidos, compativel para
interacdo com as oligopeptidases. Além disso, o fragmento 1-19 ¢ inédito, o que indica
que testes de atividade biologica sdo necessarios para a confirmagdo da agdo

hipotensiva, sendo previstos na continuidade deste trabalho.

Em adi¢do ao novo fragmento de Hipotensina 1-19, também foi observada a
presenca do peptideo AEPAAPAAAAEPEP na fracao P13-1, que ¢ idéntica a descrita
pela analise peptidomica realizada por Rates et al (2008). Os autores relatam a

existéncia de uma familia de fragmentos PAPE, onde a sequéncia tetrapeptidica Pro-

62



Ala-Pro-Glu (PAPE) se repete em fandem. Esses peptideos foram primeiramente
descritos por Batista et al. (2007), sendo também encontrados no protedma de T.
stigmurus, testados em ensaios de eletrofisiologia € ndo demonstrando atividade sobre
canais i0nicos e, por conta disto, sdo considerados como peptideos ndao toxicos.
Contudo, ¢ curioso pensar que a presencga destes peptideos € constante em ao menos
duas espécies de Tityus, € que sdo os componentes do veneno expressos mais
abundantes no veneno de Tityus serrulatus, superando as neurotoxinas de canais de
sodio (Alvarenga et al., 2012), possam ser “nao toxicos”. Ainda, o fragmento PAPE
demonstrou potencial como inibidor da EP24.16 (K;=77 uM) e EP24.15 (K;=58 uM),
sugerindo que esta familia de peptideos possua um papel no envenenamento muito mais
significativo do que se ¢ considerado atualmente. Esses componentes podem apresentar
atividades importantes, seja atuando em insetos, principal alvo, ou seja para sua defesa,
observado no envenenamento humano. Com isso, nosso grupo futuramente investigara
a atividade do fragmento encontrado em processos de inflamacdo em leucocitos de ratos

e realizard ensaios de atividade sobre sistemas fisiologicos de insetos (grilos).
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6. Conclusoes

A partir dos resultados e analises feitos ao longo do trabalho, ¢ possivel concluir

que:

-Foi observada somente atividade de metalopeptidases sobre os substratos
testados (Abz-GGLFRRV-EDDnp e dinorfina 1-13), onde a melhor atividade detectada
foi em pH bésico, a 37°C, sendo modulada positivamente por cations monovalentes, em

especial o sodio, e negativamente por magnésio;

-Este trabalho evidenciou a atividade de pelo menos duas metalopeptidases no
veneno de Tityus serrulatus, uma vez que foram semi purificadas duas subfracdes (G02
e G10) que agem de maneira diferente nos substratos Abz-GGFLRRV-EDDnp e

dinorfina 1-13;

-As oligopeptidases foram utilizadas como ferramentas para a selecao de novos
peptideos, sendo uma técnica bem sucedida, pois cinco novos peptideos foram
selecionados. Os resultados referentes aos mecanismos e constante de inibi¢do podem
ser uteis para estudos bioquimicos de EP24.15 e EP24.16, em especial KELLG e
KEILG por serem capazes de diferenciar as oligopeptidases, o que ¢ inédito na

literatura.

-Utilizando técnicas de purificacdo e screening de atividade das oligopeptidases,
foram purificados e encontrados peptideos ja descritos no veneno de Tityus serrulatus,
como os fragmentos PAPE, a hipotensinay;_i9; € a hipotensina integra, além de peptideos
conhecidos porém nao descritos no veneno do escorpido amarelo, como KEILG, YLPT

e FTR;

-Como observado no estudo de diferenciacdo dos pentapeptideos KELLG e
KEILG, pode-se dizer que a posicdo e presenca dos aminoacidos sdo criticamente
importantes para suas agoes, considerando principalmente a divergéncia do mecanismo

de inibicao pela troca de aminoacidos;

- Os peptideos YLPT e FTR sdo similares a neuropeptideos de insetos ligados a
atividade muscular, sendo que a presenga destas duas novas moléculas indica uma

possivel participacdo na alimentacdo dos escorpides amarelos;
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Perspectivas futuras

Os resultados obtidos durante a realizacdo deste trabalho geraram novas
questdes referentes aos componentes do VTs. Para o projeto de Doutorado, sera
abordado somente o estudo de atividade peptidasica do veneno, sendo que esta tese de

Mestrado sera subsidio para se determinar novos substratos e metodologias.

A partir disso, testaremos diferentes peptideos biologicamente ativos como
substrato para as peptidases do VTs, podendo revelar possiveis novas classes cataliticas
presentes ou confirmar a presenga de somente metalopeptidases, como demonstrado

nesse trabalho e indicado pela analise transcriptomica de Tityus serrulatus.

A metodologia de purificacdo das metalopeptidases sera alterada, uma vez que a
técnica empregada neste trabalho ndo foi capaz de obter as enzimas puras. Apos a
purificacdo plena, as amostras serdo sequenciadas por espectrometria de massas. Tendo
suas estruturas caracterizadas, novos ensaios bioquimicos serao realizados (como K, e
K.at) através de andlises cinéticas, a fim de se determinar as especificidades primarias
das peptidases. Por fim, ensaios in vivo deverdo ser realizados com a finalidade de testar

o efeito das peptidases purificadas in vitro.
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7. Artigos Gerados
Neste topico estdo descritos breves resumos de dois artigos publicados,

utilizando dados gerados e apresentados nesta tese.

7.1 — Anexo I: Carvalho DC, Duzzi B, Kuniyoshi AK, Fioramonte M, Gozzo FC, Melo
RL, Tambourgi DV, Rioli V, Portaro FC. Insights into scorpion venom peptides:
Alternative processing of B-KTx propeptide from Tityus serrulatus venom results
in a new naturally occurring thimet oligopeptidase inhibitor. Peptides. 2013 feb;
40(1) 30-33. doi: 10.1016/j.peptides.2012.11.019.

Os dados referentes aos estudos com os pentapeptideos KEILG e KELLG,
inibidores especificos de EP24.15 selecionados a partir do veneno de Tityus serrulatus,
foram utilizados para a confeccdo desta short communication. O artigo descreve a
purificacdo, sequenciamento e sintese dos pentapeptideos, bem como o método
utilizado para a distingdo dos mesmos, a fim de se determinar a sequéncia correta
presente no VTs. Os mecanismos e constantes de inibi¢cdes sobre as oligopeptidases

EP24.15 e EP24.16 também estdo descritos.

7.2- Anexo II: Venancio EJ, Portaro FC, Kuniyoshi AK, Carvalho DC, Pidde-

Queiroz G, Tambourgi DV.Enzymatic properties of venoms from Brazilian
scorpions of Tityus genus and the neutralization potential of therapeutical
antivenoms. Toxicon. 2013 Mar 15. pii: S0041-0101(13)00082-2. doi:
10.1016/j.toxicon.2013.02.012. [Epub ahead of print]

A descoberta da atividade degradadora de dinorfinal-13 e liberadora de outro
peptideo biologicamente ativo (leu-encefalina), descrita nesta presente tese, contribuiu
com o projeto de pos-doutoramento do Dr. Emerson Jose Venancio, sob supervisao da
Dra. Denise Tambourgi. Neste trabalho, foi verificado que os venenos dos escorpides
Tityus bahiensis e Tityus stigmurus também apresentam a atividade liberadora de leu-
encefalina por metalopeptidases e que os soros comerciais produzidos pelo Instituto
Butantan (soros antiescorpionico e antiaracnidico) sdo capazes de bloquear apenas
parcialmente esta atividade, mesmo quando utilizados em altas doses. Nesta publicagao,
os experimentos realizados ndo puderam detectar atividade de serinopeptidases e
fosfolipases, sendo que a atividade enzimatica se baseia principalmente por acdo de

hialuronidases e metalopeptidases.
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Most functions attributed to Tityus serrulatus venom (TsV) are related to active molecules onion-channels;
however, here we describe a new pentapeptide that was discovered through enzymatic assay selection
using EP24.15. The primary structure analysis revealed the sequence KEXXG (X means Ile or Leu), similar
to the sequence present in the 3-KTX propeptide described from the venom of Tityus spp. We confirmed
through HPLC analysis that KEILG is the peptide present in TsV, but that KELLG also inhibits EP24.15

although through different mechanisms.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Since 2007, scorpionism is the major cause of human enveno-
mation by animals in Brazil, surpassing accidents with snakes and
spiders [4]. Most of the critical clinical cases are attributed to Tityus
serrulatus scorpions, result of its wide proliferation in the urban
centers and in the potential of its venom to induce severe clin-
ical manifestations, being even fatal among children and elders.
T. serrulatus venom (TsV) contains neurotoxins capable of interac-
ting with the nervous system via ion channels and, because of that,
research studies focus on neurotoxins descriptions and their mech-
anisms of action. Moreover, the presence of other compounds such
as hyaluronidases, peptidases and biologically active peptides in
TsV are poorly explored [6].

Animal venoms are a rich source of bioactive peptides due the
large number and diversity of venomous species, and it is esti-
mated that more than 40 million toxins may exist but only 0.01%
were identified [15]. Furthermore, it is known that small peptides
are poorly explored because of difficulties in their isolation and
characterization, and also because, frequently, small peptides are
represented in very low concentrations in the venom of arthro-
pods [14]. Fortunately, the identification of molecules using mass

* Corresponding author. Tel.: +55 11 3726 7222; fax: +55 11 3726 7222.
E-mail address: fcvportaro@butantan.gov.br (F.C. Portaro).
T These authors contributed equally to this research study.

0196-9781/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.peptides.2012.11.019

spectrometry analysis is helping to characterize these neglected
molecules and change the current scenario [14,15].

Through natural selection, scorpion venoms molecules were
conserved to act upon certain physiological mechanisms which are
shared by a great variety of organisms, including human beings.
Therefore, it is probable that compounds like scorpion venom pep-
tides can be prototypes for the development of new drugs. For
example, the chlorotoxin (CTX) from the scorpion Leiurus quinques-
triatus was first described as a chloride toxin [8], but nowadays it
has been shown to be effective against the human glioma brain
tumor via inhibition of the MMP-2, an important metallopeptidase
over-expressed by tumor cells [22]. This fact suggests that novel-
ties are still to be discovered, including new functions for already
known molecules.

Thimet oligopeptidase (EP24.15) belongs to the M3 family
metallopeptidase [13] and was first described as a neuropeptide-
degrading enzyme present in the soluble fraction of brain
homogenates [12]. The EP24.15 does not have a clear primary
specificity to cleave substrates, with the ability to accommodate
different amino acid residues at subsites S4 to S3’ [11]. In fact,
EP24.15 shows substrate size restriction to peptides containing
from 5 to 17 amino acids because of its catalytic center, located
in a deep channel [17]. These features of EP24.15 were decisive
in successfully describing two new peptides: the human hemo-
pressin [19] and a potent inhibitor of ACE in the venom of Bothrops
jararacussu [20]. Considering the property of EP24.15 to select small
molecules and its presence in the nervous system, where the TsV
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mainly acts, the objective of this study was to find in TsV new
bioactive peptides selected by interaction with EP24.15 activity in
vitro.

2. Material and methods
2.1. Peptide Pool preparation and initial fractionation

The lyophilized TsV, provided by Butantan Institute, Sdo Paulo,
Brazil, was suspended in sodium acetate pH 4.0 and immedi-
ately fractionated at 4°C using a 10 kDa molecular weight cut off
membrane (Millipore), in order to prevent proteolytic cleavage of
peptides by the crude venom. The filtrated solution (Peptide Pool)
was subjected to reverse phase HPLC (Prominence, Shimadzu),
using a Shim-pack VP-ODS C-18 column (4.6 x 150 mm); 0.1% TFA
in water (solvent A), and acetonitrile plus solvent A (9:1) as solvent
B. The chromatography was performed at a flow rate of 1 mL/min
and detected by ultraviolet absorption (214 nm). The peaks were
collected manually, dried and subjected to enzymatic assays.

2.2. EP24.15 enzymatic activity screening

The recombinant EP24.15 was obtained as described [18]. The
peptidase assay was conducted in a 50 mM phosphate and 20 mM
NaCl 7.4 pH buffer containing 3-mercaptoethanol (1 mM) and the
substrate QFS (10 wM), in a final volume of 100 p.L. The reactions
occurred at 37°C and were initiated by the addition of EP24.15
(7.5 ng), being monitored (Agy 420 nm and Agx 320 nm) in a spec-
trofluorophotometer (Victor 3™ Perkin-Elmer), as described [20].
The results were obtained in triplicate.

2.3. Peptide isolation and mass spectrometry analysis

The single peptide fraction containing inhibitory peptides was
purified sequentially in the RP-HPLC system described above,
but with a slower gradient (1.25% B/min), until reaching the
pure peptide, and then subjected to mass spectrometric anal-
yses. The peptide was analyzed by LC-MS/MS on a Synapt G1
mass spectrometer (Waters Co.). The peptide was resuspended in
water and 2-5 pL injected onto a Symmetry C18 trapping column
(180 wm x 20 mm, Waters). The sample was desalted for 15 min
and the trapped peptide was then separated by elution with a
water/acetonitrile 0.1% formic acid gradient through a BEH 130 -
C18 column (100 wm x 100 mm, Waters), as previously described
[3]. Datawas acquired in data-dependent mode and the peptide dis-
sociated by collisions with argon. The assays conditions included a
flow rate of 600 nL/min, nanoflow capillary voltage of 3.5 kV, block
temperature of 100°C, and cone voltage of 100V. The MS spec-
trum was analyzed manually from the ESI-MS/MS product ion mass
spectra as previously described [19].

2.4. Peptide synthesis and identification of peptide in Peptide Pool

The peptides KEILG and KELLG were synthesized [1] with a
purity grade greater than 95%. With the aim of determining which
peptide sequence was present in the venom, it was performed a
RP-HPLC analysis as described above of a peptide mixture contain-
ing 20 p.L of venom Peptide Pool, with 40 wM of KEILG and 40 pM
of KELLG. This mixture was compared to the original Peptide Pool
profile.

2.5. Determination of the inhibition constant (K;)
The K; was determined using seven concentrations of QFS and

two concentrations of KELLG and KEILG peptides, maintaining the
same EP24.15 concentration. Controls without the peptides were

also performed. The assay was carried out as described before. In
order to analyze the mechanism of inhibition for both peptides,
an Eadie-Hofstee plot was constructed and, based on the type of
mechanism, the K; was calculated as described [21].

3. Results

After verifying the Peptide Pool inhibitory efficiency upon the
QFS hydrolysis by EP24.15, the first step of purification using a
C-18 reverse-phase was performed. Fourteen peptide peaks were
obtained and submitted to peptidase screening, reaching a single
one responsible for the inhibitory effect. This peak was submit-
ted to the same purification method described before, but using a
slower gradient, resulting in three new peaks, yet only one inhibited
EP24.15 activity. For this reason, it was submitted to LC-MS/MS
analyses, revealing the pentapeptide KEXXG (Fig. 1, panel A), where
X could represent isoleucine/leucine. Two peptides were synthe-
sized, KELLG and KEILG, to observe its performance at RP-HPLC and
inhibition analyses. The retention time (%ACN) range on RP-HPLC
between both peptides was around 1 min, indicating a differenti-
ation based on hydrophobicity. After this, a Peptide Pool mixture
containing both peptides as well as a control profile of Peptide Pool
without treatment were prepared, as shown in Fig. 1 (panel B). We
observed that KEILG was already present in the control sample,
while KELLG had no match, changing the profile when compared
with the Peptide Pool. Considering this, we concluded that the
KEILG fragment was the sequence present in the venom. After RP-
HPLC differentiation, the mechanisms and inhibition constants for
both peptides upon EP24.15 activity were determined. It is worth
noting that both peptides were not hydrolyzed by EP24.15 even
after a long period of incubation using bradykinin as a positive
control (data not shown). As shown in Fig. 2, different mech-
anisms of inhibition were found: while KELLG is a competitive
inhibitor (K; = 84 M), KEILG acts through an uncompetitive mech-
anism (K; =16 wM). In addition, assays with an EP24.15 homologue,
neurolysin (EC 3.4.24.16; EP24.16) were made, however, unexpect-
edly, this peptidase was not blocked by any of the two peptides
(data not shown).

4. Discussion

Recently, the study of small peptides has gained importance
through the scientific community and, in this context, our aim
was to study bioactive peptides from TsV. Animal venoms peptides
have a natural stability and a high selectivity, being preserved dur-
ing evolution, which may suggest a functional importance in the
venom. In addition, the pharmacologic potential of these molecules
has attracted the attention of pharmaceutical industries to the
development of new drugs, as previously occurred with other
venom molecules [10].

Due to the obtainment methodology used here, we success-
fully purified a peptide of only five residues (K'EZX3X*G>, whereas
X=Leu/lle). However, we faced a challenge due to the mass spec-
trometry technique employed here that could not determine the
correct amino acid at the indicated positions, since Leu and Ile are
indistinguishable because both are characterized by a 113 Da mass
in the MS/MS spectrum.

During our data analysis we noticed a similarity between
K'E2X3X4G5 and the propeptide regions of potassium channel tox-
ins (B-KTx) described for Tityus species. All known sequences had
a Leucine in the P4 position, showing to be a conserved residue
among species. On the other hand, the residue in the P3 position
was reported as Valine, in the GKGKEVLGKIK fragment [9] and also
as Isoleucine, in the EKGKEILGKI fragment for T. cambridgei [2]. It is
important to note that these results were obtained based on Edman
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sequencing or by mRNA level. Regarding TsV, there is a description,
by homology level, of the peptide GKGKEILGKIKE ([3-KTx propep-
tide fragment) using mass spectrometric analysis [16].

After the peptides identification assay in HPLC, we concluded
that KEILG was present in the venom, which corresponds to the
reported sequence of the B-KTx propeptide from TsV [16]. In
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general, the proposed propeptide function is to prevent activity
of the mature molecule, however other physiological functions are
not well characterized. Therewith, we show here that a fraction
of the B-KTx propeptide is present on the venom and have an
important activity in vitro. Considering it, we suggest that 3-KTx
propeptide is a precursor of bioactive molecules not only for 3-KTx
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Fig. 2. Eadie-Hofstee plot for Thimet oligopeptidase (EP24.15) in the presence of peptides KEILG (A) and KELLG (B). The graph indicates that KELLG is a competitive inhibitor,
while KEILG is an uncompetitive inhibitor. The inhibition constants (K;) were determined using four concentrations of the substrate QFS (4 wM, 6 .M, 8 wM, 10 M, 20 pM,
30 M and 40 uM), and a variation of KELLG and KEILG peptides concentration (25 wM and 50 wM), maintaining the same quantity of thimet oligopeptidase (7.5 ng) and a

control experiment (without the peptides). The experiments were made in triplicate.
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but also for the small peptide KEILG. It is important to emphasize
that KEILG is certainly a new naturally occurring peptide of TsV
and not a degradation product of 3-KTx propeptide, since the TsV
has a low peptidase activity [6] and, moreover, we took preven-
tive measures to avoid degradation of the peptides in the venom,
as previously described here in Section 2.1.

The determinations of the inhibition mechanisms of synthetic
peptides upon EP24.15 show different interactions, as well distinct
K; values. The interference of KEILG in enzyme-substrate complex
could be a result of the isoleucine amino acid affinity to the enzyme
after conformational changes in the oligopeptidase during its bind-
ing with the substrate, which is consistent with the observations
that simple amino acid substitutions can change the scissile bond
on substrates [5] or get resistance to its hydrolyses [11], specifically
for EP24.15. The same hypothesis could explain the KELLG inhibi-
tion mechanism, which only binds in the free peptidase, leading us
to believe that the amino acid in position P3 is crucial to determine
the interaction of this sequence with EP24.15. In addition, none of
the two peptides could inhibit EP24.16 (data not show). We found
this result to be very exciting, since they are members of clan MA,
sharing substrates and inhibitors and, until now, no natural peptide
described had differentiated EP24.15 and EP.24.16 [7,11,19].

5. Conclusion

In summary, the discovery of this peptide suggests a different
processing mechanism for the 3-KTx, since KEILG is a portion of its
propeptide and shows in vitro activity, emphasizing the importance
of the study of arthropods venom small peptides. In addition, we
described a new naturally occurring peptide from TsV, KEILG, capa-
ble of reducing EP24.15 activity in vitro, which may be an important
tool in further biochemical studies since it is capable of differenti-
ate the oligopeptidases EP24.15 and EP24.16. The possible KEILG
activity in vivo is under investigation in our laboratories.
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Tityus scorpion stings are an important public health problem in Brazil, where the inci-
dence of such stings exceeds the incidence of the health problems caused by other
venomous animals, including snakes. In this study, we have analysed specific enzymatic
activities of the venom from the Brazilian scorpions of Tityus genus, i.e., Tityus serrulatus,
Tityus bahiensis and Tityus stigmurus. The data presented here revealed that Tityus spp.
venoms exhibited significant hyaluronidase activity but no phospholipase activity. All the
venom samples exhibited the ability to hydrolyse Abz-FLRRV-EDDnp and dynorphin 1-13
substrates. These activities were inhibited by 1,10-phenanthroline but not by PMSF, indi-
cating the presence of metalloproteinases in the Tityus spp. venoms. The venom peptidase
activity on Abz-FLRRV-EDDnp and on dynorphin 1-13 was partially inhibited by thera-
peutic Brazilian anti-scorpion and anti-arachnidic antivenoms. Dynorphin 1-13 (YGGFLR-
RIRPKLK) contains two scissile bonds between the residues Leu-Arg and Arg-Arg that are
susceptible to cleavage by the Tityus venom metallopeptidase(s). Their cleavage releases
leu-enkephalin, an important bioactive peptide. The detection of metalloproteinase(s)
with specificity for both dynorphin 1-13 degradation and leu-enkephalin releasing can be
important for the mechanistic understanding of hypotension and bradycardia induction in
cases of scorpion stings, whereas hyaluronidases might contribute to the diffusion of the
toxins present in these venoms. Furthermore, the limited inhibition of the toxic enzymatic
activities by commercial antivenoms illustrates the necessity of improvements in current
antivenom preparation.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Abbreviations:  BCIP, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate; BSA,
bovine serum albumin; CTAB, cetyltrimethylammonium bromide; EDTA,
ethylene diamine tetracetic acid; ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay; FRET, fluorescent resonance energy transfer substrate; IgG (GAH/
HRP), goat anti-horse IgG labelled with horseradish peroxidase; IgG
(GAH/AP), goat anti-horse IgG labelled with alkaline phosphatise; NBT,
nitroblue tetrazolium; OPD, ortho-phenylenediamine; PMSF, phenyl-
methanesulfonyl fluoride.
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Scorpionism is a major public health threat in Brazil,
where scorpion-related accidents far outnumber those of
other venomous animals, including snakes. Data provided
by the Information System (SINAN, Sistema Nacional de
Informagdo de Agravos de Notificagcdo) of the Brazilian
Ministry of Health show that from January 2007 to
December 2011, there were 235,892 cases of scorpionism in
Brazil and 414 deaths. The actual number of accidents is
likely underestimated, as most of these accidents are not
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severe and do not require antivenom (Ministério da Sadde,
2001). In recent years, there has been an increase in the
number of scorpions accidents that is likely attributed to
the ability of certain species to adapt to densely populated
areas, resulting in uncontrolled population growth within
cities (Soares et al., 2002). Furthermore, the combination of
high temperatures and humidity increases the incident rate
during the summer months, when scorpions become more
active (Barbosa et al., 2012). Currently, approximately 70%
of scorpionism cases occur within urban areas, in or around
residences. Scorpion accidents occur more in individuals
between 20 and 49 years of age. However, the largest
proportion of deaths is observed in individuals younger
than 14 years of age (Ministério da Satude, 2001).

Symptoms resulting from scorpion stings are variable
and can be grouped into three stages depending on the
severity of the poisoning. In most cases, the initial enven-
omation is benign and reaches stage I, which is characterised
by intense pain in most cases (stage Ia), as well as stirring,
fever, sweating, nausea and blood pressure fluctuation
(Stage Ib). Severe cases progress from Stage I to Stage II (5-
10% of cases), which is characterised by sweating, vomiting,
cramps, diarrhoea, hypotension, bradycardia, pulmonary
obstruction and dyspnoea. The last and most dangerous
stage is Stage III, which is characterised by respiratory
complications such as pulmonary oedema, bronchospasm,
and cyanosis and can be associated with hyperthermia,
cardiac arrhythmia and myocardial ischemia (Chippaux and
Goyffon, 2008). The severity of scorpion envenomation is
much greater in children but varies with the scorpion spe-
cies, age, and size (Amitai, 1998). The treatment of scorpion
accidents involve symptomatic measures, support of vital
functions, and, in severe cases, serum therapy.

The genus Tityus contains the largest number of scorpion
species. Over 60% of scorpions found in tropical and sub-
tropical regions belong to this genus (Ministério da Sadde,
2001). In Brazil, the three Tityus species Tityus serrulatus
(yellow scorpion), Tityus bahiensis (brown scorpion), and
Tityus stigmurus are the main causes of scorpionism in
humans (Bucaretchi et al., 1995; Eickstedt et al., 1996).

Tityus serrulatus is the Brazilian scorpion that causes the
most serious accidents, with mortality rates of approxi-
mately 1% among children and the elderly. This species is
widely distributed throughout the country, reaching the
states of Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo,
Goias, Parand and Rio de Janeiro (Ministério da Sadde,
2001). One of the factors contributing to its proliferation
and distribution is the ability to reproduce by partheno-
genesis (Lourenco, 2008) which complicates the control of
these arachnids.

T. stigmurus is another scorpion species of clinical rele-
vance, which is also capable of parthenogenesis and is
distributed predominantly in the northeastern region of the
country. Studies conducted between 1990 and 1995 in the
state of Bahia, Brazil, have shown that T. stigmurus as the
main cause of scorpionism within the region (Lira-da-Silva
et al., 2000). However, due to the lack of information, the
actual epidemiological impact of these incidents of scor-
pionism within these localities remains relatively obscure.

Unlike the species mentioned above, T. bahiensis ex-
hibits crossbreeding, which requires encounters between

males and females during certain periods of the year. This
scorpion can be found in the states of Sdo Paulo, Minas
Gerais, Goids, Mato Grosso do Sul, Parand, Rio Grande do
Sul and Santa Catarina (Porto et al., 2010).

Scorpion venom is a complex mixture of components
that can be separated into an insoluble, generally non-toxic,
fraction and a soluble fraction containing toxic peptides
that exhibit activity on ion channels, in addition to muco-
polysaccharides, nucleotides, vasoactive amines (serotonin
or histamine), protease inhibitors and enzymes (Gazarian
et al,, 2005; Rodriguez de la Vega et al., 2010). In general,
it is believed that the toxic activity of scorpion venom is
predominantly attributed to the presence of peptides that
disrupt Na*, K, Ca* and CI~ channels in neuronal cells
(Possani et al., 2000). Recent studies have shown that apart
from these peptides, several molecules that play a role in
scorpion poisoning or that exhibit properties of biotech-
nological interest are also present in scorpion venoms (Wu
et al., 2010; Zeng et al., 2012; Zhao et al., 2011).

The specific treatment for Tityus envenomation is the
intravenous administration of heterologous antivenoms.
Recently, a double-blind study evaluating the effectiveness
of the serum therapy in the treatment of children who were
stung by scorpions and admitted to intensive care units
showed that the specific F(ab’); antivenom is extremely
effective in reversing the symptoms of poisoning, reducing
the use of sedation and of circulating levels of venom
(Boyer et al., 2009). In contrast, other studies have found no
significant benefit in the administration of antivenom to
patients stung by scorpions (Abroug et al., 1999). There is
evidence that the antivenom is ineffective in the treatment
of severe cardiovascular manifestations due to the
involvement of the autonomic nervous system in the aeti-
ology of these manifestations (Amaral and Rezende, 2000).

In Brazil, the following two therapeutic scorpion anti-
venoms are produced by the Butantan Institute: 1) an anti-
arachnidic antivenom, which is obtained by the immuni-
sation of horses with a mixture of venoms derived from T.
serrulatus (57%), Phoneutria nigriventer (21.5%) and Lox-
osceles gaucho (21.5%), and 2) an anti-scorpionic antivenom,
which is obtained by the immunisation of horses with a
mixture of venoms derived from T. serrulatus (50%) and T.
bahiensis (50%). Based on the potential diversity of compo-
sition and toxicity of Tityus spp. venoms, the therapeutic
antivenoms might insufficiently recognise the major com-
ponents of distinct venom species occurring throughout the
country. Therefore, the aim of this study was to characterise
the enzymatic properties of venoms derived from T. serru-
latus, T. bahiensis and T. stigmurus and to evaluate their
antigenic cross-reactivity using the Brazilian antivenoms, as
well as to test the ability of these antivenoms to neutralise
the enzymatic activities of these venoms.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

Triton X-100, Tween-20, bovine serum albumin (BSA),
ethylene diamine tetracetic acid (EDTA), cetyltrimethyl-

ammonium bromide (CTAB), ortho-phenylenediamine (OPD),
hyaluronic acid, 1,10-phenanthroline, phenylmethanesulfonyl
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fluoride (PMSF), L-a-phosphatidylchloline, dynorphin 1-13
(YGGFLRRIRPKLK) and goat anti-horse (GAH) IgG labelled
with horseradish peroxidase (IgG-HRP) were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Goat anti-horse (GAH) IgG
labelled with alkaline phosphatase (IgG-AP), 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) and nitroblue tetrazo-
lium (NBT) were purchased from Promega Corp. (Madison,
WI, USA). The fluorescent resonance energy transfer (FRET)
substrate Abz-F-L-R-R-V-EDDnp was synthesised and puri-
fied as previously described by Aratjo et al. (2000).

2.2. Venoms

Venoms derived from T. serrulatus, T. bahiensis and T.
stigmurus were provided by the Butantan Institute, SP,
Brazil. Stock solutions were prepared in PBS (10 mM so-
dium phosphate, 150 mM NaCl; pH 7.2) at 1.0 mg/mL.

2.3. Hyperimmune sera

The anti-scorpionic and the anti-arachnidic antivenoms
were obtained from Segdo de Processamento de Plasmas
Hiperimunes, Butantan Institute, SP, Brazil. The anti-
scorpionic (batch n° 0905104/A) and the anti-arachnidic
(batch n° 0905100/A) antivenoms contained protein con-
centrations of 8.87 g/dL and 11.77 g/dL, respectively. Anti-
tetanus horse serum (batch n° 0907138/B; protein concen-
tration of 8.19 g/dL), which was provided by the Butantan
Institute, was used in this study as a negative control.

2.4. Electrophoresis and western blotting

Samples of Tityus spp. venoms (15 pg) were solubilised
in reducing or non-reducing sample buffers and were
separated using 12% SDS-PAGE (Laemmli, 1970). The gels
were silver stained or blotted onto nitrocellulose (Towbin
et al., 1979). After transfer, the membranes were blocked
with PBS containing 5% BSA and incubated with the horse
antivenoms (1:5000) for 1 h at room temperature. Immu-
noreactive proteins were detected using GAH/IgG-AP
(1:7500) in PBS/1% BSA for 1 h at room temperature.
After 3 washes for 10 min each with PBS/0.05% Tween-20,
blots were developed using NBT/BCIP according to the
manufacturer’s protocols (Promega).

2.5. ELISA

Microtitre plates were coated with 100 pL of Tityus spp.
venoms (10 pug/mL; overnight at 4 °C). The plates were
blocked with 5% BSA in PBS, and dilutions of the sera added.
After 1 h of incubation at room temperature, the plates
were washed with PBS/0.05% Tween-20 and incubated
with specific anti-IgG antibodies conjugated with HRP
(1:20,000) for 1 h at room temperature. The plates were
washed and the reactions were developed using the OPD
substrate according to the manufacturers’ protocols
(Sigma-Aldrich). The absorbance was measured using an
ELISA reader (Multiskan spectrophotometer EX, Labsys-
tems, Finland) at A 492 nm. The titre was established as the
highest antiserum dilution that produced an absorbance

three times greater than that produced by the negative
control anti-tetanus serum.

2.6. Phospholipase A, activity

The phospholipase A; activity of Tityus spp. venoms was
evaluated as described by Price (2007), with some modi-
fications. Microtitre plates were coated with venom sam-
ples (30 pg) combined with buffer (10 mM Triton X-100,
5 mM phosphatidylcholine, 10 mM CaCly, 0.9% NaCl, 0.03%
bromothymol blue; pH 7.5) to a final volume of 200 pL. The
activities were determined by measuring the OD at A
620 nm using a spectrophotometer (Multiskan EX, Lab-
systems, Finland). As positive and negative controls, venom
derived from Crotalus durissus terrificus (10 ug) and PBS was
used, respectively. The phospholipase activity was
expressed in nanomoles of HCI per minute per mg of venom
(nmoles/min/mg) of three independent experiments.

2.7. Hyaluronidase activity

Hyaluronidase activity was measured as described
previously by Pukrittayakamee et al. (1988), with slight
modifications. Microtitre plates were coated with samples
of Tityus spp. venoms (30 ug), 20 uL of the hyaluronic acid
substrate (0.5 mg/mL) and acetate buffer (0.2 M sodium
acetate-acetic acid, pH 6.0, containing 0.15 M NaCl) in a
final volume of 100 pL. The mixtures were incubated for
15 min at 37 °C. After incubation, 200 pL of CTAB 2.5% in
NaOH 2% was added to the samples. The absorbance was
measured at A 405 nm using a spectrophotometer (Mul-
tiskan EX, Labsystems, Finland) against a blank containing
100 pL of acetate buffer and 200 uL of CTAB. All of the assays
were performed in duplicate. The turbidity-reducing ac-
tivity was expressed as a percentage of the remaining hy-
aluronic acid, relative to the absorbance of the well in
which venom was omitted. The results were expressed in
units of turbidity reduction (UTR) per mg of venom.

2.8. Proteolytic activity

2.8.1. Fluorescent resonance energy transfer assays

The enzymatic activity of the Tityus spp. venoms was
determined using the fluorescence resonance energy
transfer (FRET) substrate peptide Abz-FLRRV-EDDnp.
Venom samples (2 pg of protein) were mixed with 5 pM
of FRET substrate, in cold phosphate-buffered saline (PBS).
The pH studies were performed in 50 mM sodium citrate
buffer (pH 3.0-5.3), 50 mM sodium phosphate buffer (pH
5.2-7.5) and 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.3-10) containing
20 mM NaCl (Ribeiro-Guimaraes et al., 2009). The relative
inhibition was determined in parallel using 5 mM PMSF or
5 mM 1,10-phenanthroline, inhibitors of serine- or metal-
loproteinases, respectively. The stock solutions and the
working concentrations of the synthetic inhibitors used in
the characterisation of the proteolytic activities exhibited
by the venom samples were assessed as described (Beynon
and Bond, 2001).

The reactions were monitored by measuring hydrolysis
using a fluorimeter (Victor 3™, Perkin-Elmer, MA, USA) and
96-well microtitre plates (Aem 420 nm and Aex 320 nm) at
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37 °C, as described previously by Aratjo et al. (2000).
Control samples were prepared in the presence of an equal
volume of ethanol, which was also used in the inhibitor
stock solutions. All the assays were performed in duplicate,
and the specific proteolytic activities were expressed as
units of free fluorescence of the cleaved substrates per min
per pug of extract (UF/min/pg).

2.8.2. Gelatinase activity

The gelatinase activity of the Tityus spp. venom samples
was analysed by zymography (Kleiner and Stetler-
Stevenson, 1994). The samples of scorpion venom (30 pg)
were subjected to electrophoresis under non-reducing
conditions on a 10% polyacrylamide gel containing 1%
gelatine. The gels were washed twice for 30 min at room
temperature in 2.5% Triton X-100 and incubated overnight
at 37 °C in zymography buffer (50 mM Tris-HCl, 200 mM
NaCl, 10 mM CaCly, 0.05% Brij-35; pH 8.5). The gels were
stained with Coomassie blue (40% methanol, 10% acetic
acid, and 0.1% Coomassie Brilliant Blue).

2.8.3. HPLC assays

Samples of Tityus spp. venom (2.0 pg) were incubated
with dynorphin 1-13 (YGGFLRRIRPKLK - 31 uM) in PBS
buffer pH 8.5 at 37 °C for 15 min. Hydrolytic products were
separated using reverse-phase HPLC (Prominence, Shi-
madzu) at 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in water, as solvent
A, and acetonitrile and solvent A (9:1), as solvent B. The
separations were performed at a flow rate of 1 mL/min
using a Shim-pack VP-ODS C-18 column (4.6 x 150 mm)
and a 20-60% gradient of solvent B over 20 min. In all cases,
elution was followed by the measurement of ultraviolet
absorption (214 nm). The scissile bonds contained within
the peptides were determined by mass spectrometric an-
alyses. The peptide fragments were detected by scanning
from 100 m/z to 1300 m/z using an Esquire 3000 Plus Ion
trap Mass Spectrometer with ESI and esquire CONTROL
software (Bruker Daltonics, MA, USA). Purified '80-labelled
or unlabelled oxidised W derivatives were dissolved in a
mixture of 0.01% formic acid:acetonitrile (1:1) and infused
into the mass spectrometer (via direct infusion pump) at a
flow rate of 240 mL/h. The skimmer voltage of the capillary
was 40 kV, the dry gas was maintained at 5.0 L/min, and the
source temperature was maintained at 300 °C.

2.9. Serum neutralisation assays performed in vitro

The ability of the antivenoms to neutralise the proteo-
lytic activity of the venom samples was estimated as pre-
viously described (Queiroz et al., 2008; Kuniyoshi et al.,
2012). Briefly, samples of Tityus spp. venoms (2.0 pug)
were incubated at room temperature in the presence or
absence of increasing amounts of antivenoms for 30 min.
After incubation, the residual proteolytic activity of the
venom samples was measured as described above (Sections
2.8.1 and 2.8.3).

2.10. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism software (GraphPad Software, Inc.). Analysis of

variance, ANOVA, was performed, followed by a Bonferroni
post-hoc test, to assess the statistical significance of the
differences between groups.

3. Results
3.1. Electrophoretic characterisation of Tityus spp. venoms

Venoms samples were prepared in PBS and analysed
for protein composition on SDS-PAGE under both
reducing and non-reducing conditions. Fig. 1 shows that
the Tityus spp. venoms, when analysed under non-
reducing condition, present components with relative
molecular masses (Mr) of 26-50 kDa. Under reducing
conditions, we observed a change in the electrophoretic
profiles, where the molecules were distributed into two
major groups exhibiting either a Mr of 37-50 kDa or a
lower Mr, below 19 kDa. A comparison of the electro-
phoretic profiles revealed that the Tityus spp. venoms
exhibit some similarities in band profiles.

3.2. The enzymatic activities of the Tityus spp. venoms

To assess whether the Tityus spp. venoms exhibited the
same biological activities, we performed specific functional
assays.

The phospholipase A, activity of the venom samples
was assessed using a colorimetric method after incubating
30-ug samples of the venoms with phosphatidylcholine,
the substrate of the reaction. Under these experimental
conditions, the Tityus spp. venoms exhibited no phospho-
lipase activity (data not shown).

The hyaluronidase activity was measured by incubating
samples of the Tityus spp. venoms (30 ug) with hyaluronic
acid, the substrate of the reaction. Fig. 2 shows that all
venoms exhibited significant hyaluronidase activity.
Venom from T. serrulatus and T. bahiensis demonstrated
increased activity compared to venom from T. stigmurus.

The proteolytic activity of the Tityus spp. venoms was
tested using a FRET substrate, Abz-FLRRV-EDDnp. Fig. 3
shows that all of the venoms demonstrated sufficient
activity to cleave this substrate, with optimal hydrolysis
efficiency at pH 8.5 and 10. Under these conditions, T.
bahiensis venom exhibited higher proteolytic activity
than the T. serrulatus and T. stigmurus venoms. Further-
more, the observed proteolytic activity was completely
inhibited by the metalloproteinase inhibitor, 1,10-
phenanthroline but not by PMSF, an inhibitor of serine
proteases (Fig. 4). However, gelatinolytic activity, as
measured by zymography, was not detected in any of the
three Tityus spp. venoms analysed in this study (data not
shown).

Taking into the account the amino acid sequence of the
substrate Abz-FLRRV-EDDnp that was hydrolysed by the
metalloproteinases present in the three Tityus spp., we
decided to investigate the proteolytic activity of the venom
samples on the biologically active peptide dynorphin 1-13
(YGGFLRRIRPKLLK) using HPLC. Table 1 shows that T.
bahiensis venom exhibits a higher specific activity over
dynorphin 1-13 (1.74 nM/min/ug) compared to T. serrulatus
(0.67 nM/min/ug) and T. stigmurus (0.12 nM/min/ug)
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Fig. 1. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Samples of T. serrulatus, T. bahiensis and T. stigmurus venoms (15 pg) were analysed by SDS-PAGE (12%) in both

non-reducing and reducing conditions and were subsequently silver-stained.

venoms. Moreover, mass spectrometric analysis revealed
that after treatment with Tityus spp. venoms, dynorphin 1-
13 exhibits two scissile bonds between the Leu-Arg and
Arg-Arg residues, thus producing another biologically
active peptide, leu-enkephalin (YGGFL).
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Fig. 2. The determination of hyaluronidase activity. Samples of Tityus spp.
venoms (30 pg) were incubated for 15 min at 37 °C in the presence of hy-
aluronic acid as substrate. After incubation, cetyltrimethylammonium bro-
mide was added to develop each reaction, and the resulting absorbance was
measured using a spectrophotometer at Aey, 405 nm. The results are
representative for three independent experiments and are expressed in
units of turbidity reduction (UTR) per mg of venom. *P < 0.01 and
***P < 0.001.

3.3. Immunochemical cross-reactivity of the Tityus spp.
venoms

Anti-scorpionic and anti-arachnidic antivenoms were
tested for cross-reactivity by ELISA using the Tityus spp.
venoms as antigens. Fig. 5A shows that both antivenoms
were able to interact with components of the three Tityus
spp. venoms, although the anti-scorpionic antivenom
exhibited higher affinities for all the tested venoms than
the anti-arachnidic antivenom. Moreover, the former anti-
venom was more efficient in interacting with components
from the T serrulatus and T. bahiensis compared to the T.
stigmurus venom.

Using western blotting analysis (Fig. 5B), we demon-
strated that both antivenoms could detect several compo-
nents present in the Tityus spp. venoms. Nonetheless, the
antigenic recognition exhibited by the anti-scorpionic an-
tivenom was higher than that of the anti-arachnidic anti-
venom, confirming the data obtained in ELISA (Fig. 5A).

3.4. In vitro antivenom neutralisation assays

We next performed in vitro assays to determine whether
the Brazilian scorpion antivenoms could neutralise the
proteolytic activities exhibited by the Tityus spp. venoms.
Fig. 6 shows that both antivenoms were able to partially
inhibit the proteolytic activity of all of the venoms on
the FRET substrate. However, more efficient proteolytic
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Fig. 3. The determination of proteolytic activity. Samples of Tityus spp.
venoms (2 pug) were incubated at 37 °C with 5 uM of the FRET substrate, Abz-
FLRRV-EDDnp, at pHs ranging from 4.5 to 12. The reactions were monitored
by fluorescence (Aem 420 nm and Aex 320 nm) using a spectrofluorimeter at
37 °C. The hydrolysis was expressed as units of free fluorescence per minute
per pg of venom (UF/min/ug). The results are representative for three in-
dependent experiments.

inhibition was observed when the protein concentration of
the anti-scorpionic and the anti-arachnidic antivenoms
was 140-fold higher than the concentration of the venoms
used. When the scorpionic and arachnidic antivenoms
were applied in only 70-fold excess, the proteolytic activity
of the Tityus spp. venom samples was reduced to a lesser
degree, and T. serrulatus venom demonstrated the lowest
degree inhibition (~20%). The T. bahiensis proteolytic ac-
tivity was the most inhibited by the two antivenoms at the
two indicated concentrations.

The ability of the antivenoms to neutralise the Tityus
spp. venoms proteolytic activity on dynorphin 1-13 was
evaluated. Fig. 7A shows that T. serrulatus venom was able
to neutralise the proteolytic activity by approximately 40%,
but only with a 210-fold excess of the anti-scorpionic an-
tivenom. For the T. bahiensis venom, both antivenoms at all
of the concentrations used were able to neutralise the
proteolytic activity of the venom samples to some extent.
The anti-scorpionic antivenom was efficient when applied
in a 210-fold excess (Fig. 7B). Both antivenoms were inef-
fective in neutralising the T. stigmurus venom; only when
applied at a 210-fold excess was the anti-scorpionic anti-
venom slightly more effective at blocking the proteolytic
activity from this venom when compared with the anti-
arachnidic serum (Fig. 7C).

4. Discussion

Scorpion venom is a complex mixture of molecules,
many of which play a role in its toxic effect. Studies have
suggested that there are over 100,000 different toxins
produced by scorpions, only a few of which have been
characterised thus far (Possani et al., 1999). Improved
analysis of the biological activities of Tityus spp. scorpion
venoms is very important not only to elucidate the mo-
lecular mechanisms of their actions but also to develop
new patient treatment strategies.
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Fig. 4. The determination of the classes of proteases in Tityus spp. venoms.
Samples of Tityus spp. venoms (2 pg) were incubated at 37 °C with 5 uM of
the FRET substrate, Abz-FLRRV-EDDnp, in the presence or absence of PMSF
or 1,10-phenanthroline (5 mM) at pH 8.5 (Panel A) or 10 (Panel B). The re-
actions were monitored by fluorescence (Aem 420 nm and Aex 320 nm)
using a spectrofluorimeter at 37 °C. The hydrolysis was expressed as units of
free fluorescence per minute per ug of venom (UF/min/ug). The results are
representative for three independent experiments. *P < 0.05; **P < 0.01; ***
and ###P < 0.001; # for buffer vs. phenanthroline.

Many factors including phylogeny, sex, geographic
origin and season might influence the venom composition
(Rodriguez de la Vega et al., 2010; De Sousa et al., 2010; Ma
et al., 2012). The Tityus spp. venoms tested in this study
exhibit variations in composition, number and intensity of
protein bands, with the majority of components exhibiting
a Mr between 26 and 50 kDa. In contrast, by using

Table 1
Hydrolysis of Dynorphin 1-13 (YGGFLRRIRPKLK).

Venom Specific activity Cleavage site
(nM/min/pg)

T. serrulatus 0.67 + 0.04 YGGFL//R//RIRPKLK

T. bahiensis 1.74 +£ 0.2

T. stigmurus 0.12 + 0.01

Hydrolysis products were separated by HPLC in 0.1% trifluoroacetic acid
(TFA) in water (solvent A) and acetonitrile and solvent A (9:1) (solvent B).
The separations were performed at a flow rate of 1 mL/min using a Shim-
pack VP-ODS C-18 column (4.6 x 150 mm) and a 20-60% gradient of
solvent B over 20 min. The scissile bonds in the peptides were determined
by mass spectrometry analyses.
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Fig. 5. The cross-reactivities of Brazilian anti-scorpionic antivenoms. [A] ELISA plates were coated with 1 pg/well of Tityus spp. venoms and incubated with
different dilutions of anti-scorpionic or anti-arachnidic antivenoms, followed by GAH/IgG-HRPO diluted 1:20,000. The absorbance of the samples was measured
at 492 nm. The titres were established as the highest antivenom dilution, which produces an absorbance three times greater than the negative control (the horse
anti-tetanus antivenom). * and * for P < 0.001; *anti-scorpionic vs. anti-arachnidic treatments. [B] Samples (15 pg) of T. serrulatus, T. bahiensis and T. stigmurus
were separated by SDS-PAGE (12% gel), electrotransferred to a nitrocellulose membrane (Western blot) and incubated with the antivenoms diluted at 1:5,000,

followed by GAH/IgG-AP (1:7500). The reaction was visualised using NBT and BCIP.

proteomic tools, Rodriguez de la Vega et al. (2010) have
shown a high concentration of small proteins/peptides
presenting Mr between 3-9 kDa in Tityus spp. venoms.
The anti-scorpionic and the anti-arachnidic antivenoms
used for human therapy and produced by the Butantan
Institute are obtained through the immunisation of horses
with a pool of venoms either from T. serrulatus and T.
bahiensis or from T. serrulatus, Phoneutria nigriventer and

Loxosceles gaucho for the first or second antivenoms,
respectively. Both, ELISA and Western blot, analyses
revealed that the antigens present in homologous and
heterologous venoms are recognised by both antivenoms,
although the anti-arachnidic antivenom exhibited a weaker
ability to recognise the venoms’ components.

The presence of group Il phospholipases A, has been
found in scorpion venoms (Valentin and Lambeau, 2000).
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Fig. 6. The antivenom neutralisation of Tityus spp. venoms proteolytic activity on the FRET substrate. Samples of Tityus spp. venoms (2 pg) were incubated for
30 min at room temperature with 70 fold or 140 fold protein excess of the anti-scorpionic (AS) or anti-arachnidic (AA) antivenoms. The inhibition of proteolytic
activity was measured using the FRET substrate Abz-FLRRV-EDDnp, as described in the Materials and Methods section. The results are representative of three
independent experiments and are expressed as the inhibition of the proteolytic activity of the venoms (%). $*P < 0.01; ***P < 0.001; *Anti-scorpionic antivenom at
different concentrations and ® is used to compare the different sera at the same dilution.

These enzymes act by catalysing the glycerophospholipid
hydrolysis, which produces fatty acids. These fatty acids are
involved in the generation of arachidonic acid and prosta-
glandins during pulmonary oedema formation, as well as in
the tissue destruction attributed to the lysis of lipid mem-
branes during the diffusion of the venom (Kanoo and
Deshpande, 2008). Despite the description of phospholi-
pases in scorpion venom, no activity was detected in the T.
serrulatus, T. bahiensis and T. stigmurus venoms used in this
study. Similar results were also reported by Almeida et al.
(2012), who also failed to find the presence of phospholi-
pases in Tityus spp. venoms using transcriptomic analysis.

Hyaluronidase is present in the venoms of many snakes,
as well as in the venoms of bees, spiders and scorpions. Its
activity potentiates the venom toxicity by promoting a loss
of extracellular matrix integrity in the soft connective tis-
sues surrounding blood vessels, thereby increasing the
systemic diffusion of toxins (Girish and Kemparaju, 2007).
A 44.8-kDa component exhibiting hyaluronidase activity
was found in the venoms from T. stigmurus, Tityus pachy-
nurus and Tityus costatus (Batista et al., 2007). In T. serru-
latus venom, a 51-kDa molecule exhibiting activity on toxin
spreading was also purified (Pessini et al., 2001). Here, we
have confirmed the presence of hyaluronidases in the
venoms from T. stigmurus and T. serrulatus and have iden-
tified, for the first time, this activity in T. bahiensis venom.
Nonetheless, the hyaluronidase activity of the T. stigmurus
venom was significantly lower than that exhibited by T.
serrulatus and T. bahiensis. Interestingly, the T. serrulatus
and T. bahiensis hyaluronidase activity was similar to those
determined for some snake venoms from Bothrops genus
(Queiroz et al., 2008).

Proteases are important venom components. These
enzymes are involved in the post-translational processing
of other toxic components contained within the venom, as
well as in the inhibition of platelet aggregation, modulation
of cytokine production, or activation of the complement
system - all of which might contribute to or facilitate the
diffusion of the venom via degradation of matrix proteins
such as laminin and type IV collagen. Protease activity has
been detected in various species of scorpion venoms

(Morgenstern et al., 2011; Seyedian et al., 2010). However,
little information about their primary structure has been
available. In our study, we were unable to find gelatinase
activity in the venoms analysed. In an early study from
Almeida et al. (2002), a gelatinase activity associated with
serine proteases was observed in venoms from T. serrulatus
and T. bahiensis. In addition, a gelatinase activity attributed
to the presence of a metalloproteinase was recently
observed in the venom of Hemiscorpius lepturus, a scorpion
found in Iran (Seyedian et al., 2010). These discrepancies
might be due to the sensitivity of the methods of mea-
surement or to intraspecific/interspecific variations in
venom composition.

A FRET substrate, a dynorphin analogue peptide, was
used in our proteolytic studies. Using this fluorometric
method, it was possible to demonstrate that the Tityus spp.
venoms studied were able to hydrolyse the substrate (Abz-
FLRRV-EDDnp), with optimal hydrolysis efficiency at pH 8.5
and 10. Under these conditions, venom from T. bahiensis
demonstrated more than two times greater proteolytic
activity compared to venom from T. serrulatus and T. stig-
murus. Furthermore, the proteolytic activity was
completely inhibited by the metalloproteinase inhibitor
1,10-phenanthroline but not by PMSF, a serine protease
inhibitor.

The first metalloproteinase from the venom of T. serru-
latus was recently identified and characterised (Fletcher
et al., 2010). This enzyme, named antarease, exhibits ac-
tion on the protein vesicle-associated membrane proteins 2
and 8 (VAMP2 and VAMP8), also known as synaptobrevins.
Antarease has a molecular mass of 25.5 kDa. The cleavage
sites in VAMP2 were identified as L//KRK//Y and those in
VAMPS as A//RK//[F. The antarease VAMP2 cleavage site is
similar to that of the metalloproteinase cleavage site of
dynorphin 1-13 (L//RR) from T. serrulatus, T. bahiensis and T.
stigmurus venoms found in this study. This result suggests
that dynorphin-cleaving metalloproteinases detected in T.
serrulatus, T. bahiensis and T. stigmurus venoms might be
antarease-like molecules. Further studies will be per-
formed to purify and characterise the dynorphin-cleaving
metalloproteinases from Tityus spp. venoms.
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Fig. 7. The antivenom neutralisation of the proteolytic activity of the Tityus
spp. venoms on the Dynorphin 1-13 peptide. Samples of Tityus spp. venom
(2 pg) were incubated for 30 min at room temperature with a 70x, 140x or
210x protein excess of the anti-scorpionic or anti-arachnidic antivenoms.
The dynorphin-cleaving activity is described in Materials and Methods
section. The results are representative of three independent experiments
and are expressed as residual proteolytic activity (%). »P < 0.01;
“*p < 0.001; * is used to compare different sera at the same dilution.

The dynorphin-degrading capacity of Tityus spp.
venoms, resulting in the generation of the biologically
active peptide leu-enkephalin, might be implicated in the
hypotension and bradycardia symptoms (Feldman et al.,
1996), as observed in patients stung by Tityus scorpions.

Dynorphin 1-13 is an opioid neuropeptide, which, when
applied at low doses, can lead to a decrease in pain via the
activation of opioid kappa-type receptors (Beyer et al.,
1997) but when applied at high doses, can lead to an in-
crease in pain and neurotoxicity via non-opioid receptors
(Mika et al., 2011). Leu-enkephalin is a neuropeptide
derived from the cleavage of proenkephalin by PC1 and PC2
convertases. It acts on both opioid and non-opioid re-
ceptors in vivo and might play an important role in the
modulation of the innate immune response. Notably, the
release of leu-enkephalin occurs by the cleavage of pro-
enkephalin, not by the cleavage of dynorphin, during
physiological conditions (Salzet, 2001). The release of leu-
enkephalin by non-physiological mechanisms might elicit
unexpected consequences.

This study also aimed to evaluate the serum neutrali-
sation ability of the anti-scorpionic and anti-arachnidic
antivenoms used in Brazil for human serum therapy on
the toxic effects of Tityus spp. venoms. We have estab-
lished and performed in vitro serum neutralisation assays
for the proteolytic activities of Tityus venoms on the Abz-
FLRRV-EDDnp and dynorphin 1-13 peptide substrates.
Both antivenoms were able to partially inhibit the pro-
teolytic activity of all of the venoms on the FRET sub-
strates, with anti-scorpionic antivenom exhibiting more
efficient inhibitory activity than the anti-arachnidic anti-
venom. However, the more efficient proteolytic inhibition
was observed when the protein concentration of the two
antivenoms, was 140-fold higher than the concentration of
venoms used. When scorpionic and arachnidic antivenoms
were used in excess of 70-fold, the proteolytic activity of
Tityus spp. venom was reduced to a lesser degree, with T.
serrulatus venom exhibiting the lowest extent of inhibition
(~20%). Tityus bahiensis proteolytic activity was more
efficiently inhibited by the two antivenoms at the two
concentrations.

The dynorphin 1-13 proteolytic activity of Tityus spp.
venoms was partially neutralised by the anti-scorpionic
antivenom, largely at a 210-fold excess of the antivenom.
Anti-arachnidic antivenom poorly neutralised the dynor-
phin 1-13 cleavage by the three venoms studied, even with
a 210-fold excess of antivenom. Neither antivenom could
efficiently neutralise the T. stigmurus venom. Taken
together, these results show that the antivenoms exhibit
low neutralising potential on the proteolytic activity, likely
because of differences in a set of antigens/epitopes of
metalloproteinases found in the different scorpion venoms.

In conclusion, the data presented in this study demon-
strate the diversity and variation in the composition and
activities of Tityus spp. venoms. The antivenoms used for
human therapy in Brazil are insufficient for the full neu-
tralisation of the proteolytic activities exhibited across all of
the venoms, indicating that the quality of the antivenoms
should be modified to more broadly neutralise the diverse
components of scorpion venoms from clinically important
Tityus species found in Brazil.
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