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RESUMO

Os produtos naturais tém sido estudados quanto ao seu potencial farmacoldgico e, entre estes, destacam-se as enzimas,
toxinas e peptideos presentes nos venenos de escorpides, cuja atividade bioldgica e o mecanismo de acdo vem sendo
cada vez mais investigados contra diferentes tipos de doencas, em especial, o cancer. Escorpides pertencentes ao género
Tityus sao amplamente distribuidos no Brasil, devido a sua facil adaptacdo ao ambiente, sendo responsavel pela principal
causa de escorpianismo no pais. Neste contexto, a capacidade terapéutica de peptideos encontrados no veneno de
escorpido do género Tityus, que vem sendo alvo de inUmeros estudos experimentais pré-clinicos até o momento, foi
compilada nesta revisao bibliografica. Especialmente, quanto aos dados descritos acerca do potencial farmacolégico de
substancias presentes nas toxinas de espécies deste género contra células cancerosas. Diferentes Bases Cientificas foram
utilizadas para a busca da e ndo houve restricao quanto a data de publicacéo, a fim de ampliar ao maximo o espectro da
pesquisa, e conhecer o histérico da pesquisa cientifica sobre o tema. Os resultados mostram que, a partir do veneno de
escorpides do género Tityus, onze peptideos ja foram isolados e testados em diferentes linhagens tumorais, bem como
outras oito substancias ndo descritas pelos autores. Todas as substancias testadas mostraram-se ativas contra os tumores
sem danos as células normais. Ainda sdo necessarias inUmeras etapas até que seja possivel o tratamento de pacientes
oncoldgicos com essas toxinas, as quais sao promissoras devido a sua bioseletividade, podendo contribuir futuramente
para uma terapia anticancer.
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ABSTRACT

Natural products have been studied for their pharmacological potential and, among these, enzymes, toxins and
peptides in scorpion venoms stand out, whose biological activity and mechanism of action are being increasingly
investigated against different types of diseases, in particular, cancer. Scorpions belonging to the Tityus genus are
widely distributed in Brazil, due to their easy adaptation to the environment, being responsible for the main cause
of scorpianism in the country. In this context, the therapeutic capacity of peptides found in the scorpion venom of
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the genus Tityus, which has been the subject of numerous preclinical experimental studies so far, has been compiled
in this bibliographic review. Especially, regarding the data described the pharmacological potential of substances
present in the toxins of species of this genus against cancer cells. Different scientific databases were used to search the
bibliography and there was no restriction on the data to be published, to increase the research spectrum as much as
possible, and to know the history of scientific research on the subject. The results showed from the genus Tityus venom
scorpions, eleven peptides have already been delivered and tested in different tumor strains, as well as eight other
substances not described by the searched authors. All the substances tested were shown to be active in different ways
against tumors, but without damage to normal cells. Numerous steps are still necessary until the treatment of cancer
patients with these toxins is possible, which are promising due to their selectivity, and may contribute in the future to

a more effective anticancer therapy.

Keywords: Antitumor activity; Scorpion venom; Peptides; Tityus sp.

INTRODUCAO

Os produtos de origem natural vém contribuindo
para a obtencdo de compostos organicos de
interesse medicinal e econémico. Entre estes podem
ser citados a penicilina, extraida de fungo do género
Penicillium; a quinina, um alcaléide extraido das
cascas de cinchona utilizado como Unico tratamento
de maldria, que serviu de protétipo para outros
farmacos antimaldricos disponiveis atualmente.
A morfina foi o primeiro fitofdrmaco narcético,
extraido de Papaver somniferum, também conhecida
como o6pio, do qual também sdao extraidos a
codeina e a papaverina, outros dois alcaloides
tropanicos utilizados como medicamentos. O
captopril, um agente anti-hipertensivo inibidor da
enzima conversora de angiotensina, derivado do
fator potencializador da bradicinina encontrado no
veneno de Bothrops jararaca, endémica do cerrado
brasileiro. O paclitaxel, um diterpeno que apresenta
excelente atividade antitumoral extraido das cascas
de Taxus brevifolia (PINTO, 1995; VIEGAS et al., 2006;

ALTMANN, GERTSCH, 2007; LAMEU, 2009).

Neste contexto, atualmente, diversas substancias
oriundas de fontes naturais tais como algas, corais

e diferentes espécies de animais peconhentos vem
sendo estudadas quanto ao seu potencial farma-
colégico. Sob o mesmo ponto de vista, inumeras
pesquisas vém mostrando a iminente capacidade
terapéutica de peptideos encontrados no veneno
de escorpido para o tratamento de diversos tipos
de doencas, entre elas, o cancer. Os escorpides
sdo animais invertebrados da Classe Arachnida
com mais de 1.500 espécies com distribuicao
universal. Esses animais apresentam um &rgao
especifico para a inoculacdo do veneno em suas
vitimas, por isso, sdo denominados peconhentos
(FET et al., 2000; PRENDINI, WHEELER, 2005). No
Brasil escorpides do género Tityus sao os mais
encontrados, com 54 espécies distribuidas por
todo o territério principalmente nas regides norte
e nordeste. As diferentes espécies deste género
compreendem a principal causa de escorpianismo
no pais, sendo considerados os escorpides de
maior importancia médica (BRAZIL, PORTO, 2010).
Assim, o veneno desses animais (ou aracnideos)
vém sendo testados em diferentes parte do
mundo quanto ao potencial farmacoldgico frente
a linhagens de células tumorais.
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O estudo realizado por D’Suze e colaboradores
(2010) confirmou a capacidade apoptogénica em
células tumorais da mama induzidas por peptideos
do veneno de T. discrepans. Em outro trabalho
realizado por Guo e colaboradores (2013), foram
isolados dois peptideos (FtoxG-50 e F3) do escorpiao
amarelo brasileiro (T. serrulatus) que demons-
traram atividade antiproliferativa contra carcinoma
escamoso humano (NCleH157), adenocarcinoma
pulmonar humano (NCleH838), adenocarcinoma
da préstata (PC-3), carcinoma da mama humana

(MCF-7) e glioblastoma humano (U251).

Lyons e colaboradores (2002) constataram que

uma toxina presente no escorpido-amarelo

(Leiurus quinquestriatus) demonstrou eficacia “in
vitro” em linhagens de glioma, meduloblastoma,
cancer de proéstata, cancer intestinal e sarcoma,
a partir da inducdo da apoptose e inibicdo do
crescimento dessas células tumorais. Um outro
estudo demonstrou a atividade antiproliferativa,
citotoxica e apoptogénica de uma proteina de alto
peso molecular isolado do veneno do escorpiao
indiano (Heterometrus bengalensis) (GUPTA et al.,
2007). Segundo Shuster e colaboradores (2002), a
enzima hialuronidase, purificada a partir do veneno
do escorpiao vermelho chinés (Buthus martensi),
apresentou atividade para uma linhagem de células

de cancer de mama humano.

Diante dos fatos acima citados, e tendo em vista
os esforcos da ciéncia para aprimorar a eficiéncia
terapéutica no combate ao cancer, o tema tratado
neste estudo é relevante porque mostra a possibi-
lidade de tratamentos mais eficazes e com menor
dano aos pacientes, devido a biosseletividade das
substancias presentes no veneno de escorpiao.
Sendo assim, esse tema contribui de maneira signi-
ficativa para a formacdo do profissional farmacéu-
tico, que contribui para o avanco da ciéncia através

de pesquisas em busca de novos farmacos visando
a eficacia nos tratamentos de diversas doencas,
incluindo o cancer. O objetivo deste estudo foi,
a partir de uma revisdo bibliogréfica, investigar a
atividade antitumoral do veneno de escorpidao, bem
como a dos seus inimeros peptideos ja isolados,
verificar as principais técnicas de isolamento e purifi-
cacao desses peptideos e conhecer outras atividades
biologicas atribuidas a esse produto natural.

METODO

Este é um estudo de revisao bibliografica apresen-
tando uma abordagem descritiva dos aspectos
abordados. O contetudo reunido foi obtido a partir
de artigos cientificos, monografias, dissertacoes de
Mestrado, Teses de Doutorado, bem como livros
técnicos concernentes ao tema.

As Bases Cientificas utilizadas para a busca da biblio-
grafia foram Google Académico, Periéddicos Capes,
NCBI, PubMed, Science Direct e Scielo, além de
websites oficiais relacionados ao assunto tais como
“World Health Organization — WHO"; “Ministério da
Saude - MS” e “Instituto Nacional do Cancer — INCA'".,
Os descritores utilizados para a busca (“Veneno de
escorpiao”; “atividade antitumoral do veneno de
escorpido do género Tityus”; “Efeitos biolégicos do
veneno de escorpiao”;“Escorpides no Brasil”e“Estudo
sobre escorpides no mundo”) foram escritos tanto
em portugués quanto em inglés. Durante a pesquisa
bibliografica nao foi feita nenhuma restricao quanto
a data de publicacao, a fim de ampliar ao maximo
o espectro do estudo e conhecer o histérico da
pesquisa cientifica sobre o tema.

O programa Excel® foi utilizado como ferramenta de
auxilio tanto para realizar as analises estatisticas, que
originaram os graficos, quanto para a comparacao e
ordenacao dos dados tabelados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As dimensdes continentais do Brasil acrescida
ao fato de que a maior parte do territorio esta
situado na zona tropical faz com que o pais tenha
uma grande variedade de climas. Além disso, os
diferentes solos e formacgdes vegetacionais refletem
na grande capacidade de adaptacao e sobrevivéncia
de espécies, como por exemplo os escorpides. As
espécies dos géneros Tityus, Isometrus, Centruroides,
Bothriurus e Euscorpius se adaptam a qualquer tipo
de ambiente em que encontram alimento e abrigo,
inclusive em dareas urbanizadas. O numero de
espécies de escorpides descritas no Brasil é crescente
e sabe-se que em 1915 foram registradas cerca de 40
espécies. Apds quase um século, esse nimero mais
que triplicou e passou para aproximadamente 131
espécies distribuidas em 23 géneros até 2010 (Fig.1),
representando em torno de 9% da diversidade
mundial (BRAZIL, PORTO, 2010).

A elevada riqueza de espécies de escorpiao
no Brasil estd concentrada nas regides Norte e
Nordeste, no qual o estado do Amazonas acumula

0 maior numero com 38 espécies. O género Tityus

apresenta o maior numero de espécies no pais,
ao todo sdo 54 espécies descritas até o momento.
A distribuicdo geogrifica do género Tityus na
escorpiofauna brasileira é bem ampla, devido a sua
facil adaptacao inclusive no meio urbano (BRAZIL,
PORTO, 2010). As regides Norte e Centro-Oeste
abrigam o maior numero de espécies desse género,
entretanto, a regido Nordeste é responsavel pelo
maior numero de casos de escorpianismo, com
mais de 447 mil casos registrados entre os anos
2000 e 2017. O Escorpiao-amarelo (T. serrulatus)
é o principal alvo de investigacbes cientéficas,
devido ao potencial toxico de seu veneno que
estd correlacionado com os casos de acidente
escorpidnico. Esta espécie representa a maior
preocupacao e importancia em salde publica
em funcdao do maior potencial de gravidade do
envenenamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Atividades biolégicas do veneno de escorpides

O veneno de escorpido é composto por diferentes
substancias incluindo algumas enzimas tais como
acetilcolinesterases, hialuronidases, fosfolipases
e enzimas proteoliticas, além de ions e peptideos

de baixo peso molecular. As interacdes desses

Figura 1. Espécies de escorpides por géneros encontrados no Brasil (adaptado de Brazil, Porto 2010)

« 60 54
[
© 50
2
n40
[ -
%30
o 17
220 @ B
10 5 4 6
3 2 3 2 2 3 2
z o 10 Rttty lliol
R R R I I R - I R R R OB R TN R RN R
\é\ Q\)\-\}Q) ((\0 C‘:@' (}_@ Q%\ c}fa» @\Q\\} c\,{b \-\Q\)OQO \)(\) c}?-\_:\\\)“c\? \}‘-‘\) {'\\\) &@QQ)
S FE P T O I F P FF PSP LT
& ‘\,boq}& P F O <& *PQ & O L Ry R NS KK &
N R o T S > FF L
AP & R A F Ve
& NS S
Géneros

Figural. Espécies de escorpides por géneros encontrados no Brasil.
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peptideos com difrentes linhagens de células
tumorais foram objeto de diferentes estudos, os
quais corroboraram para as atividades citotoxicas.
(2013)
enzimas especificas presentes

Venancio e colaboradores analisaram
no veneno de
escorpides brasileiros (T. serrulatus, T. bahiensis e T.
stigmurus) e confirmaram a presenca de hialuro-
nidases nas trés espécies estudadas. As hialuroni-
dases, originalmente denominadas como fatores
de espalhamento, sao enzimas que potencializam
a toxidade do veneno no organismo. Desta forma
elas promovem a perda da integridade da matriz
extracelular em tecidos conjuntivos, aumentando
a permeabilidade das toxinas e contribuindo para
o envenenamento sistémico. O estudo analisou o
potencial dos antivenenos brasileiros disponibili-
zados pelo Instituto Butantam, e confirmou que o
antiveneno antiescorpionico foi capaz de neutralizar

as enzimas proteoliticas das trés espécies testadas.

Um estudo foi realizado para avaliar a inducao de
eventos inflamatdrios cerebrais causada pela “Tityus
serrulatus Toxin” (TsTX) isolada do veneno de T
serrulatus. O trabalho demonstrou que a cascata
pré-inflamatéria é ativada pela despolarizacdo dos
canais de sodio voltagem-dependentes apds a ligacao
da toxina ao préprio canal. A resposta imune inerente
ao evento inflamatério desencadeia um aumento
significativo no numero de leucdcitos ativados,
0s quais liberam anions superdxido, provaveis
responsdveis pela leucocitose em envenenamento
grave por escorpides. Além disso, um aumento
significativo nos niveis cerebrais de uma citocina
pro-inflamatéria, a TNF-a (Tumor Necrosis Factor-
alpha inhibitors) foi observado apés 4, 8 e 12h, em
todos os ratos injetados com TsTX, em comparacao
com o grupo de controle (FRAGA et al., 2015).

Uma observacdo mais recente feita por Cajado-
Carvalho e colaboradores (2017) identificou que
os niveis de atividade proteolitica do veneno de T.

serrulatus sao potenciais marcadores de toxidade
para essa espécie, e que nao ha correlacao estatis-
ticamente significativa entre a dose letal mediana
(DL50) e a atividade da enzima hialuronidase. O
resultado do estudo foi que quanto maior o nivel
de proteinas proteoliticas presentes no veneno de
escorpiao, menor sera o valor de DL50.

Machado (2016) avaliou a atividade bioldgica de um
novo peptideo presente no veneno de T. stigmurus.
O chamado TistH (T. stigmurus Hypotensin) é um
peptidio composto por uma sequéncia de 25 residuos
de aminodcidos com caracteristica estrutural tipica
de peptideos potenciadores de bradicinina. A
substancia apresentou atividade antimicrobiana com
concentracdo inibitéria minima de 128 pg/ml contra
cepas de Candida albicans, C. tropicalis e Aspergillus
flavus. Além disso, foi avaliado o efeito cardiovascular
desse peptideo em ratos normotensos, em que o
TistH foi capaz de potencializar a acdo hipotensora
de bradicinina e induzir um efeito vasorrelaxante
independente da enzima conversora de angioten-
sina. A baixa citotoxidade e a multifuncionalidade
de TistH o torna um peptideo bioativo candidato a
utilizacdo como agente farmacoldgico. Semelhante
a isso, El-Bitar e colaboradores (2015) avaliaram a
atividade antimicrobiana de venenos brutos de cinco
espécies de escorpides egipcios (Leiurus quinques-
triatus, Androctonus amoreuxi, A. australis, A. bicolor
e Scorpio maurus palmatus). Os venenos apresen-
taram atividades contra o virus da Hepatite C (HCV),
0s quais S. maurus palmatus e A. australis apresen-
taram atividade anti-HCV, com IC, sendo 63 £ 1,6 e
88,3 + 5,8 ug/ml, respectivamente, comprovando a
atividade antiviral do veneno das espécies estudadas.

Gupta e colaboradores (2007) relataram o efeito
antiproliferativo e apoptogénico induzidos pelo
veneno de Heterometrus bengalensis contra a
linhagem leucémica humana U937 e K562. A
molécula de interesse foi purificada e denominada
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Bengalin, uma proteina inédita de 72 KDa que
apresentou IC, de 3,7 mg/mL e 4,1 mg/mL para
as linghagens U937 e K562, respectivamente,
sem promover alteracdes nos linfécitos humanos
normais. Além disso, Bengalin causou perda no
potencial de membrana celular e clivagem induzida
por polimerase. Outra descoberta apontou a
inibicao celular e inducao de apoptose em células
de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) e de cancer
de mama (MCF-7.66,63) causada pelo veneno de
Odontobuthus doriae. De forma semelhante, o
veneno de Androctonus crassicauda foi rastreado
quanto a citotoxidade nas mesmas células tumorais
do estudo anterior. Da mesma forma, o veneno de
A. crassicauda causou supressao do crescimento
celular pela inibicao do ciclo celular na fase de
sintese do DNA (ZARGAN et al,, 2011).

Atividade antitumoral e linhagens celulares
testadas com o veneno de escorpides

O cancer é uma das principais causas de morte
no mundo, sendo responsavel por 9,6 milhdes de
mortes somente em 2018 (ORGANIZACAO MUNDIAL

DE SAUDE, 2019). Tendo em vista a importancia da
descoberta de novos agentes terapéuticos com
maior eficacia e melhor adesdo ao tratamento
antineoplasico, diversos estudos utilizando recursos
naturais no tratamento antitumoral vém sendo
publicados. O veneno de escorpidao é uma fonte
alternativa natural de produtos bioldgicos que vem
sendo utilizada em varias condices fisiopatolo-
gicas, como doencas cardiovasculares (GEORGINA et
al., 2010), sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(CHEN et al., 2012), gliomas (WANG, YOUNG-HUA,
2005) e cancer de mama (ZARGAN et al., 2010). Os
mecanismos antitumorais do veneno de escorpido
envolvem efeitos apoptogénicos e antiproliferativos
direcionados as células cancerosas (ZARGAN et al.,
2011). Em resumo, os efeitos anticancer dos venenos
de escorpido e de suas toxinas foram relatadas
para varias espécies de escorpides e em diferentes
tipos de cancer, em ambientes “in vitro” e "in vivo”.
Venenos de escorpiao com propriedades anticancer
e as respectivas substancias identificadas estao
resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Espécies estudadas e suas respectivas substancias isoladas com potencial anticancer e linhagens celulares

testadas.

Carcinoma da préstata humana (PC-3),

Androct
(escc:' rigz ?\Z::::;:::no) BmK AGAP adenocarcinoma de pulmao humano (NCI-H460), DU etal., 2015.
P e carcinoma da mama humana (MDA-MB-435s)
BmK AGAP-
Androctonus amoreuxi mSYPUZ Adenocarcinoma da préstata (PC-3) AKEF et al., 2017.
Androctonus . A 2 :
. NE Células de cancer de pulméao humano NCI-H358. BECHOHRA et al., 2016.
australis hector
Androctonus mauritanicus NE Linhas celulares de cancer de ALMAAYTAH,
proéstata (IC50 4,4-7,8 uM) ALBALAS, 2014.
Buthus martensi NE NE CUletal, 2010.

(escorpido dourado)
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Buthus martensi
(escorpidao dourado)

Buthus martensii (Escorpido
vermelho chinés)

Buthus martensii (Escorpido
vermelho chinés)

Centruroides margaritatus

Heterometrus bengalensis
(Escorpido preto Indiano)

Leiurus quinquestriatus
(Escorpido amarelo
da Palestina)

Leiurus quinquestriatusno

Mesobuthus tamulus

Pandinus imperator

Tityus discrepans

Tityus serrulatus (escorpiao-
amarelo brasileiro)

NE - Néo Especificado

NE

BmK AGAP

BmKCT

Magatoxina

Bengalina

Charybdotoxina

Mauriporin

Iberiotoxina

Pantinina

Neopladina
le2

FtoxG-50 e F3

Tumor de ascite de Ehrlich e modelos
de fibrossarcoma S-180 in vivo

Sarcoma fibro de rato, tumor de ascites
de Rhrlich, células de glioma SHG-44

Células de glioma SHG-44, glioma

Adenocarcinoma de pulmédo humano A549

Células U937 e K562 leucémicas humanas

Fibroblastos NIH3T3 e células
de melanoma humano

Carcinoma de pele (NF-kB)

Células de cancer de mama MCF-7

Linhas celulares tumorais MDA-MB-231
(adenocarcinoma da mama) e DU - 145
(adenocarcinoma da prostata)

Linha celular de cancer de mama SKBR3

Carcinoma escamoso humano (NCleH157),
adenocarcinoma pulmonar humano
(NCleH838), adenocarcinoma da prostata
(PC-3), carcinoma da mama humana (MCF-
7) e glioblastoma humano (U251)

Atividade antitumoral do veneno de escorpides do género Tityus

SHAO et al., 2014.

LIU et al., 2002; LIU

et al., 2003; CUl et al.,
2015; CAO et al., 2010;

ZHAO et al., 2011.

ZENG et al., 2000;
FU et al., 2007;
FAN et al., 2010.

JANG et al., 2011.

GUPTA et al., 2007;

GUPTA et al,, 2010.

SCHWAB et al., 1999.

Al-ASMARI,

KHAN, 2016.

BLOCH et al., 2006

CRUSCA et al., 2018.

D’SUZE et al., 2010.

GUOcet al,, 2013.

Diferentes mecanismos de acao ja foram identificados para peptideos isolados a partir do veneno de escor-

pides do género Tityus (Tab. 2) quando testados contra linhagens tumorais.
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Tabela 2. Substancias ja isoladas do veneno de escorpides do género Tityus, as atividades antitumorais testadas e os
métodos analiticos utilizados.

m Método Analitico Tipo de célula | Linhagem tumoral Tipo de atividade antitumoral
CEH;

NCleHI57
ACPu; NcleH818
TsAP-1 CLAE + EM-ES ACPr PC-3 antiproliferativa
™M MCF-7
GH U251
CEH; NCleHI57
ACPu; NcleH818
TsAP-2 CLAE + EM-ES ACPr PC-3 antiproliferativa
CM MCF-7
GH U251
GUO et al,, 2013
CEH; NCleHI57
ACPu; NcleH818
TsAP-S1 CLAE + EM-ES ACPr [PC=3) antiproliferativa
CcM MCF-7
GH U251
CEH; NCleHI57
ACPu; NcleH818
TsAP-S2 CLAE + EM-ES ACPr PC-3 antiproliferativa
(@] MCF-7
GH U251
. Cromatografia analitica NM SKBR3
Neopladina 1 de fase reversa RM MA104 Indutor de apoptose e necrose
D'SUZE et al., 2010
. Cromatografia analitica NM SKBR3
Neopladina 2 de fase reversa RM MA104 Indutor de apoptose e necrose
NM SKBR3
Rneo2a NE RM MA104 Indutor de apoptose e necrose
OLVERA et al,, 2016
NM SKBR3
Rneo2k NE M MA104 Indutor de apoptose e necrose
ACRH ATCC
. MM B16 L .
StigA3 NE ACCH Hela Antiproliferativa
ACPH PANCc
PARENTE, 2017
ACRH ATCC
. MM B16 L .
StigA4 NE ACCH Hela Antiproliferativa
ACPH PANCc
DUZZI, 2018 TsP4 CLAE + EM-ES NE NE Antiproliferativa
NE NE MM SK-MEL-188 Carreador intranuclear
NE NE CF HEP G2 Carreador intranuclear
NE ACCR CACo-2 Carreador intranuclear
MENDES et al., 2018
NE NE (@} MDA-MB-231 Carreador intranuclear
NE NE ACA A549 Carreador intranuclear
NE NE CcP DU 145 Carreador intranuclear
NE NE CH HPV-16 Indutor de apoptose
OLIVEIRA et al., 2019
NE NE ACCH Hela Indutor de apoptose

NE - Néo Especificado; ACA - Adenocarcinoma Alveolar; ACCH - Adenocarcinoma cervical humano; ACCR - Adenocarcinoma Colorretal;
ACPH - Adenocarcinoma de pancreas humano; ACPr - Adenocarcinoma de Préstata; ACPu - Adenocarcinoma de Pulmao; ACRH -
adenocarcinoma renal humano; CEH - Carcinoma Escamoso Humano; CF — Cancer de Figado; CH — Carcinoma Humano; CM - Carcinoma
de Mama; CP — Cancer de Préstata; GH - Glioblastoma Humano; NM - Neoplasia de mama; MM — Melanoma murino; RM - Rim de Macaco.

Volume 03, Nimero 02, 2021 -8



Brazilian Journal of

HEALTH ano PHARMACY

Em um trabalho realizado por Guo e colaboradores
(2013) foram caracterizados dois peptideos (TsAP-1
e TsAP-2) presentes no extrato liofilizado do veneno
do escorpiao-amarelo (T. serrulatus). Os peptideos
foram purificados a partir de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) e identificados a partir das
fragmentacdes de suas massas moleculares caracte-
rizadas por Espectometria de Massas por lonizacao
(EM-ES). Os
testados em cinco diferentes linhagens de células

em Eletrospray peptideos foram
tumorais, sendo elas carcinoma escamoso humano
(NCleHI57), adenocarcinoma de pulmao (NCleH818),
adenocarcinoma de proéstata (PC-3), carcinoma de
mama (MCF-7) e glioblastoma humano (U251). Foi
realizado o teste de viabilidade celular com reagente
tetrazélio a fim de identificar o potencial efeito
antiproliferativo dos peptideos em cada tipo de
célula neoplésica. O estudo apontou a inibicdo da
proliferacdo das células HI57 e H838 pelo peptideo
TsAP-1, com as concentra¢cdes minimas inibitorias
(IC,)) de 55,9 mM e 52,5 mM, respectivamente, ao
passo que o peptideo TsAP-2 foi capaz de inibir todas
as linhagens de células, com IC_  de 4,1 mM (HI57),
11,0 mM (H838), 6,4 mM (MCF-7), 13,3 mM (PC3) e
15,4 mM (U251). No mesmo trabalho, foram sinte-
tizados dois novos peptideos (TsAP-S1 e TsAP-S2)
andlogos aos identificados no escorpido-amarelo.
Esses peptideos também foram purificados por
CLAE e as estruturas quimicas confirmadas por EM.
Ambos os analogos foram capazes de inibir a proli-
feracdo de todas as linhagens tumorais, no qual o
TsAP-S1 apresentou uma capacidade potencializada
em mais de 30 vezes para as células HI57 e H838,
se comparado ao peptideo natural, ao passo que o
TsAP-S2 apresentou um aumento potencial discreto
(GUO et al,, 2013).

Ja era conhecida a atividade citotéxica do veneno de
escorpidao em linhagens tumorais de carcinoma de
mama humano, entretanto, dois novos peptideos,
neopladina 1 e neopladina 2, presentes no veneno

de Tityus discrepans, foram capazes de inibir células
neoplasicas de mama (SKBR3) de forma seletiva, sem
demonstrar toxidade significativa para linhagens de
células normais. O estudo“in vitro” utilizou linhagens
normais do rim de macaco (MA104) para comparar
o potencial efeito téxico dos peptideos com células
neoplasicas. As fracdes testadas dos dois peptideos
foram capazes de causar apoptose e necrose das
células SKBR3. As neopladinas 1 e 2 se ligam a
membrana celular e induzem a expressao de um
gene (FasL) capaz de desencadear a morte celular
programada. O estudo demonstrou que os efeitos
apoptogénicos das neopladinas sdo significativa-
mente maiores que o efeito dos alcaléides antitu-
morais paclitaxel e vimblastina. Além disso, o estudo
apontou que os efeitos citotdxicos dos peptideos
foram realizados em sinergismo molecular, apresen-
tando efeito desprezivel se aplicados separada-
mente. Os peptideos foram obtidos apds fraciona-
mento do extrato liofilizado por cromatografia em
coluna, utilizando Sephadex como fase estacionaria,
seguido de purificacdo em cromatografia analitica
de fase reversa. A determinacao da morte celular foi
feita por microscopia de epifluorescéncia usando
corantes de ligacao do DNA (D'SUZE et al., 2010).

Ao passo que novos peptideos vém sendo identifi-
cados e explorados quanto ao potencial farmaco-
|6gico, observa-se a necessidade de otimizacao das
metodologias de extracdo e purificacao, devido ao
baixo rendimento obtido dessas substancias. Um
estudo realizado por Olvera e colaboradores (2016)
desenvolveram uma técnica biotecnoldgica para
obtencao de peptideos presentes no veneno de T.
discrepans, previamente identificados por D’'Suze
(2010). O peptideo neopladina 2 (Neo2) foi clonado
a partir do DNA do escorpido sequenciado por
PCR, usando iniciadores complementares para a
sequéncia de nucleotideos que codificam o terminal
N de Neo2 nativo. A expressao ativa de Neo2 foi
obtida pela bactéria Escherichia coli. Foram obtidas
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onze isoformas de Neo2 recombinante, das quais
apenas as isoformas Rneo2a e Rneo2k foram capazes
de induzir a morte de células cancerosas. O estudo
apontou a importancia da aplicacao da biotecno-
logia para a otimizacdao na produtividade desses
peptideos de interesse farmacolégico e também
demonstrou uma atividade atrativa dessas isoformas
recombinantes se comparadas ao peptideo nativo.

A utilizacdo de rotas sintéticas, previamente
sugeridas por modelagem molecular, vém sendo
alvo de estudos quanto a busca por novos
peptideos com potencialanticancer.Parente (2017)
sintetizou peptideos analogos aos encontrados na
espécie T. stigmurus. No estudo, foram sintetizados
31 peptideos, dos quais apenas StigA3 e StigA4
demonstraram elevada atividade antiproliferativa
em linhagens celulares cancerosas. A citotoxi-
dade foi avaliada pelo método MTT {brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}
utilizando as linhagens neopldasicas de adenocar-
cinoma renal humano (ATCC), melanoma murino
(B16), adenocarcinoma cervical humano (Hela)
e adenocarcinoma de pancreas humano (Panc).
Os dois peptideos testados apresentaram maior
atividade antitumoral para a célula Hela, com
uma média de 85% de reducao da viabilidade,
enquanto a Stigmurina (peptideo constitutivo
de T. stigmurus) foi capaz de reduzir a viabilidade
destas células em aproximadamente 70% na dose
mais alta. Os peptideos analogos e a Stigmurina
nao revelaram diferenca quando testados nas
células cancerosas B16 e Panc.

A disseminacdo tumoral no organismo humano
depende de uma produtiva migracdo celular
invasiva. Esse mecanismo utiliza a matriz extrace-
lular como substrato para as células se moverem
até atingir um sitio secundario. A degradacao
dessa matriz é realizada pela peptidase, enzima
que cliva ligacdes peptidicas. Outro mecanismo de

migracao tumoral é feito pela mesma enzima em um
processo indireto, em que ocorre ativacao de outras
peptidases, gerando fragmentos bioativos que
por sua vez, participam no processo angiogénico
(NAKAHATA et al,, 2009). Um trabalho desenvolvido
por Duzzi (2018) apontou a inibicao da peptidase
por acao de um novo peptideo isolado do veneno
de T. serrulatus, denominado TsP4. Foram identifi-
cados nove peptideos presentes no extrato bruto do
veneno. Contudo, com excecdo de TsP4, todos foram
capazes de aumentar a atividade da enzima, atuando
como substrato de ligacao alostérica aos receptores
de elastase. Desta forma, apesar de oferecerem uma
excelente alternativa mais efetiva e direcionada para
o tratamento do cancer, os peptideos inibidores de
peptidases ainda sao pouco conhecidos.

Os medicamentos antitumorais disponiveis
atualmente carecem de especificidade neoplasica,
0 que aumenta os seus efeitos adversos. Um estudo
desenvolvido por Mendes e colaboradores (2018)
analisou uma nova toxina presente no veneno
de T. serrulatus com potencial acao carreadora
de farmacos direcionada as células tumorais. O
peptideo denomidano CPP-Ts é um ligante de
canais de cdlcio, responsavel pelo aumento da
despolarizacao de células excitaveis, o que leva
ao aumento da frequéncia cardiaca, explicando a
sintomatologia do envenenamento causado por
essa espécie. Esse peptideo é capaz de se interna-
lizar no nucleo das células cancerosas. O mecanismo
pelo qual a penetracdo ocorre ainda carece de
investigacdao, mas acredita-se que o peptideo
atravesse a membrana plasmatica e nuclear por
transporte ativo, uma vez que essa substancia
possui carga negativa, o que dificulta sua interacao
com os lipideos da membrana. CPP-Ts apresentou
alta seletividade para as linhagens de melanoma
(SK-MEL-188), cancer de figado (HEP G2), adeno-
carcinoma colorretal (CACo-2), cancer de mama
(MDA-MB-231), adenocarcinoma alveolar (A549)
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e cancer de prostata (DU 145). A internalizacao
celular desse peptideo o torna uma ferramenta
promissora para a administracdo de farmacos
antitumorais, dada a sensibilidade nuclear a danos
no DNA induzidos por drogas. Essa administracao
seletiva e com alto potencial de penetracao celular
pode aumentar a eficacia terapéutica de drogas
carreadas por esse peptideo e minimizar efeitos
colaterais na terapia do cancer.

Oliveira e colaboradores (2019) investigaram o efeito
do veneno de T. serrulatus (TsV) sobre as células de
carcinoma escamoso humano (SiHa) e de adenocar-
cinoma cervical (HelLa-18), causados principalmente
por dois tipos de Papiloma Virus Humano (HPV),
HPV-16 e HPV-18, respectivamente. O veneno bruto
do escorpiao foi utilizado em diferentes concentra-
¢6es (50; 125; 250 e 500 pg/mL) apresentando um
efeito citotéxico sobre as células Hela verificado
através do teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil brometo de tetrazolina). O processo de morte
celular em Hela foi analisado por citometria de fluxo
e sugere morte por caspase, segundo os autores.
Além disso, a concentacdo maxima do veneno (500
pHg/mL) também foi testada em células normais
(3T3), uma linhagem nédo tumoral da mesma regiao
cervical uterina em que o veneno nao foi capaz de
induzir a morte, sugerindo uma alta afinidade de TsV
pelas células neoplasicas.

CONCLUSOES

As agbes antimicrobiana, antiviral, hipotensora,
antiproliferativa e apoptogénica de substancias
presentes no veneno de escorpido ja foram compro-
vadas em diversos estudos citados nesta revisao
bibliogréfica. Quanto a atividade antitumoral, até
o0 momento, onze peptideos isolados a partir do
veneno de escorpides do género Tityus, e mais
oito substancias nao especificadas pelos autores ja
foram testadas contra diferentes linhagens tumorais

e mostraram-se eficazes tanto na capacidade de
inibir a proliferacdo de células cancerosas quanto
no processo de metdstase. Além disso, a elevada
afinidade pelas linhagens tumorais representa uma
importante biosseletividade dessas substancias
isoladas a partir do veneno de escorpiao. Entretanto,
toda a bibliografia pesquisada refere-se a resultados
de testes pré-clinicos, sendo necessario ainda um
longo percurso cientifico até que haja um medica-
mento resultante desses testes e que possa ser
utilizado na pratica clinica.
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