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RESUMO

- Caracterizacdo bioquimica e bioldgica da peconha e hemolinfa de Tityus paraguayensis

Os escorpides sdo artropodes pertencentes a ordem Scorpiones, com aproximadamente
2654 espécies descritas e distribuidas por diversos ecossistemas, sendo muitas destas
endémicas. Estes animais apresentam hemolinfa e glandulas de pegonha, contendo a pegonha
que pode ser inoculada na presa pelo télson. Portanto, os escorpides sdo animais pegonhentos,
embora cerca de 50 espécies apresentem importancia médica. Tanto a hemolinfa, quanto a
peconha apresentam componentes com diversas fungdes bioquimicas e bioldgicas, entre essas
algumas de interesse farmacolégico e/ou biotecnoldgico. Visto isso, 0 presente estudo teve
como objetivo caracterizar bioquimica e biologicamente a peconha e hemolinfa do escorpido
endémico de Mato Grosso do Sul, T. paraguayensis. Para este fim, foram realizadas as
seguintes etapas: ensaios eletroforéticos; atividades proteoliticas, fosfolipasicas Az, lipoliticas
e antitriptica; atividade antitripanossémica; avaliacdo da citotoxicidade; efeito da peconha e
hemolinfa sobre a atividade (Na*,K") — ATPase; e obtencdo de perfil cromatografico.
Observou-se nos ensaios eletroforéticos e cromatograficos que a peconha apresenta uma
grande diversidade de componentes, também se detectou atividade proteolitica, fosfolipasica e
lipolitica, ademais a peconha provocou um aumento de atividade da enzima (Na*,K") —
ATPase e uma diminuicdo da viabilidade de formas epimastigota de T. cruzi. Ndo foram
observadas citotoxicidade contra células normais e atividade antitriptica da pegonha de T.
paraguayensis. A hemolinfa por sua vez, apresentou baixa diversidade de proteinas, além da
presenca de atividades proteolitica e lipolitica. Os resultados demonstram que a peconha e
hemolinfa de T. paraguayensis apresentam potencial para bioprospec¢do de compostos de
interesse farmacoldgico e/ou biotecnoldgicos, necessitando de novos estudos para caracterizar

e isolar estes componentes.

Palavras-chave: escorpido; fosfolipasica; lipolitica; perfil proteico; proteolitica.



ABSTRACT

- Biochemical and biological characterization from Tityus paraguayensis venom and
hemolymph

Scorpions are arthropods from the order Scorpiones, with approximately 2654 species
described and distributed in the different ecosystems, many of which are endemic. These
animals have hemolymph and venom glands, which can be inoculated into the prey by the
telson. Therefore, scorpions are venomous animals, although about 50 species are of medical
importance. Both the hemolymph and the venom have components with different biochemical
and biological functions, including some of pharmacological and/or biotechnological interest.
Therefore, the present study aimed to characterize biochemically and biologically the venom
and hemolymph of the scorpion endemic to Mato Grosso do Sul, Tityus paraguayensis. For
this purpose, the following steps were carried out: electrophoretic assay; proteolytic,
phospholipasic, lipolytic and antitryptic activities; analysis of antitrypanosomal activity;
assessment of cytotoxicity; the effect of venom and hemolymph on the (Na*,K") — ATPase
activity; and chromatographic assays. It was observed that the venom has a great diversity of
components, as well was detected proteolytic, phospholipasic and lipolytic activity In
addition, the venom increased the activity of the enzyme (Na*,K*) - ATPase and decreased
the viability of epimastigote forms of T. cruzi. No cytotoxicity against normal cells and
antitryptic activity were observed to Tityus paraguayensis venom. The hemolymph showed
low protein diversity, but it was seen the proteolytic and lipolytic activities. The results
demonstrate that the Tityus paraguayensis venom and hemolymph have potential for
bioprospecting for compounds of pharmacological and/or biotechnological interest, requiring
further studies to characterize and isolate these components.

Keywords: scorpion; lipolytic; phospholipasic; protein profile; proteolytic.
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1. INTRODUCAO

Os escorpides pertencem ao Filo Arthopoda, Classe Arachnida e Ordem Scorpiones,
tendo representantes em todos os continentes com excecao dos polos (BRAZIL; PORTO,
2010). Entretanto, esses animais apresentam uma maior diversidade nas regides subtropicais
(SANTIBANEZ-LOPEZ et al., 2015), sendo em alguns paises destas regides um problema de
salde publica, visto a capacidade de algumas espécies de causar acidentes (ABROUG et al.,
2020). Os casos de envenenamento podem apresentar niveis de gravidade distintos,
dependendo da faixa etaria e condi¢cdes prévias de saude da vitima (CHIPPAUX, 2012).
Contudo, o tratamento mais indicado consiste na aplicacdo de um soro antiescorpionico
(MONTEIRO et al., 2019).

No Brasil, as espécies responsaveis pelos casos de envenenamento escorpiénico sdo
pertencentes ao género Tityus, sendo a maioria dos acidentes graves registrados com quatro
espécies: Tityus serrulatus (escorpido amarelo), Tityus bahiensis (escorpido marrom), Tityus
stigmurus (escorpido do nordeste) e Tityus obscurus (escorpido amazonico) (NENCIONI et
al., 2018). No entanto, outras espécies também podem ser encontradas no Brasil, inclusive
espécies endémicas como o Tityus paraguayensis que ocorre no Paraguai, Argentina e apenas
no estado de Mato Grosso do Sul em territério brasileiro (CARVALHO et al., 2017).

As peconhas apresentam uma grande complexidade quimica, sendo identificadas as
seguintes classes de moléculas: lipidios, nucleotideos, enzimas, aminas biogénicas,
componentes heterociclicos, sais inorganicos, aminoacidos livres, peptideos, entre outros
(ORTIZ et al.,, 2015). Em virtude dessa diversidade de compostos quimicos, ja foram
identificadas diversas moléculas nas peconhas de escorpides com potencial atividade
farmacoldgica. Como exemplo, tem-se a estigmurina, isolada de Tityus stigmurus e que
apresenta atividade antimicrobiana e antiproliferativa para células tumorais e normais
(PARENTE et al., 2018), e o peptideo antifungico Tsl identificado na pegonha de Tityus
serrulatus (SANTUSSI et al., 2017). A hemolinfa obtida de escorpifes se mostra também
promissora na identificacdo de moléculas bioativas, sendo ja descrita como fonte de peptideos
antimicrobianos (DE JESUS OLIVEIRA; DE OLIVEIRA; DA SILVA JUNIOR, 2019).

Dessa forma, observa-se que ha uma grande diversidade quimica nas peconhas e
hemolinfas de escorpides, que se mostram como potenciais fontes para bioprospec¢do de
moléculas com possivel atividade biotecnoldgica e/ou farmacolégica, como ja identificado em

trabalhos anteriores. No entanto, devido ao grande numero de espécies e endemismo
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encontrado nos escorpides, se faz necessario a caracterizacdo de moléculas encontradas em
animais ainda pouco estudados, principalmente com um enfoque em espécies endémicas, que
podem apresentar possivel potencial quimico e biotecnolédgico ainda ndo explorado. Portanto,
0 presente estudo pretende analisar o potencial de uma espécie endémica encontrada no estado

de Mato Grosso do Sul, a espécie Tityus paraguayensis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Escorpides

Os escorpifes sdo artropodes pertencentes a classe Arachnida, juntamente com as
aranhas (Araneae), opilides (Opiliones), acaros (Acari) e outros grupos menos conhecidos.
Mais especificamente pertencem a ordem Scorpiones, que é composta por 22 familias, 247
géneros e cerca de 2654 espécies, contudo, estima-se que esse numero seja ainda maior
devido a subidentificacdo. Além disso, a identificacdo de algumas espécies ainda estdo sob
revisao, visto algumas divergéncias taxondémicas (BRAZIL; PORTO, 2010; REIN, 2022).
Estes animais apresentam uma ampla distribuicdo geogréafica, sendo encontrados em todos 0s
continentes, com excec¢do dos polos, contudo, a maioria dos escorpides identificados ocorrem
nas regides subtropicais (SANTIBANEZ-LOPEZ et al., 2015).

A historia natural deste grupo de animais aponta-os como os artropodes mais antigos,
seus primeiros registros fosseis datam do periodo Siluriano, sendo que sua origem em
ambientes aquéticos ou terrestres ainda é discutida. O primeiro exemplar féssil ja descrito de
escorpides data de 437,5 a 436,5 milhdes de anos atras, denominado Parioscorpio venator, foi
encontrado no estado de Wisconsin (EUA), contudo, o habitat exato deste organismo ainda é
incerto (LOURENCO, 2013; WENDRUFF et al., 2020). Durante a evolucdo de tal grupo
poucas alteracdes morfoldgicas externas foram observadas (Figura 1), levando a diversos
equivocos de classificacdo taxondmica durante a construcdo de sua historia evolutiva
(WADDINGTON; RUDKIN; DUNLOP, 2015).

Figura 1. Eramoscorpius brucensis, escorpido fossil aquatico (Fonte: modificado de WADDINGTON,;
RUDKIN; DUNLOP, 2015)
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Entre suas principais caracteristicas morfologicas externas, 0s escorpides apresentam o
corpo dividido em duas porcGes, prossoma (cefalotérax) e opistossoma (abdémen) (Figura 2).
No prossoma se encontram inseridos seis pares de apéndices corporais, sendo estes, um par de
pedipalpos com quelas utilizadas na captura de prezas, um par de queliceras proxima a regiao
oral que auxilia na trituracdo de alimentos e quatro pares de apéndices locomotores. Além
desses, na regido dorsal se encontram um par de olhos, podendo haver olhos acessérios ou até
mesmo auséncia total de olhos a depender da espécie (STOCKMANN, 2015).

Figura 2. Morfologia externa dorsal e ventral de um escorpido: ps) prossoma; ms) mesossoma; mt) metassoma;
pd) pedipalpo; gl) quelicera; pe) perna; et) esterno; pn) pentes es) par de estigmas respiratérios do sexto
segmento mesossomal; tl) télson. (Fonte: Extraido de BRAZIL; PORTO, 2010).

O opistossama por sua vez é divido em duas regiGes, mesossoma e metassoma. O
mesossoma é a parte mais robusta do opistossoma, sendo composta por sete placas dorsais
(esternitos) que podem ou ndo conter ornamentacdes. Em sua regido ventral se encontram o
opérculo genital, um par de pentes sensoriais e 0s espiraculos (estigmas) respiratorios
distribuidos em pares pelas placas ventrais (esternitos). A juncdo destes esternitos é feita
através das membranas articulares e pleurais (lateralmente) (STOCKMANN, 2015).

O metassoma, conhecido popularmente como cauda, € a parte mais estreita do
opistossoma, composto por cinco esternitos que recobrem toda circunferéncia ndo havendo
membrana pleural e ao final dos seguimentos se encontra o &nus do animal e o télson. O
télson é uma estrutura globular responsavel por abrigar um par de glandulas de peconha que

estdo cobertas por tecido muscular que se contrai expelindo a peconha quando necessario.
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Para inoculagéo em suas presas, o télson também conta com um aguilh&o cuja ponta apresenta
dois canais de liberagcdo da peconha, sendo uma estrutura rigida e pontiaguda que penetra nas
presas (STOCKMANN, 2015).

A diversidade adaptativa encontrada nos escorpides permite que estes ocupem desde
regides desérticas até cavernas Umidas, mostrando assim, caracteristicas e estratégias
especializadas para ocupar diferentes nichos (NAVIDPOUR, 2021; SANTIBANEZ-LOPEZ;
FRANCKE; PRENDINI, 2014). No entanto, existem também espécies chamadas de
generalistas, sendo essas capazes de ocupar mais de um tipo de ambiente. Algumas espécies
também podem ocupar regides com grandes alteracbes ambientais causadas pelo homem,

como edificacGes em areas urbanas e rurais (LOURENCO, 2018).

A alimentacdo dos escorpides é bem diversa podendo variar de insetos (como baratas,
grilos, larvas, entre outros), pequenos vertebrados e até mesmo ao canibalismo em condicdes
de escassez alimentar. Tendo em vista que alguns dos artropodes, dos quais 0s escorpides se
alimentam, podem ser nocivos para 0s humanos, 0s escorpides podem atuar também no
controle de pragas. Durante o processo de forrageamento, os escorpides se utilizam dos
pedipalpos para a captura da presa e apenas quando essa apresentar resisténcia sera utilizada a

peconha para paralisar e iniciar a digestdo (MARTINS et al., 2008).

Outro aspecto da historia de vida dos escorpides € a capacidade de algumas espécies
de reproduzir-se de maneira assexuada. Este tipo de reproducéo € denominado partenogénese
e caracteriza-se por meio do desenvolvimento de évulos nédo fertilizados. Tal fendmeno ja foi
descrito em mais de 11 espécies, sendo que Tityus serrulatus foi a primeira a ser relatada.
Geralmente, todos os individuos da prole sdo fémeas, contudo, a existéncia de proles
derivadas de partenogénese composta de machos também ja foi relatado, como exemplo em
Tityus metuendus (LOURENCO, 2008).

2.2. Escorpionismo

Uma caracteristica importante ligada a estes animais € a ocorréncia de acidentes
escorpionicos, tal quadro ocorre quando os escorpides se utilizam da pegconha como uma
estratégia de defesa em momentos que se sentem ameacados. Como descrito anteriormente,
algumas espécies destes animais ocupam ambientes antropizados e tal proximidade pode
acarretar acidentes (LOURENCO, 2015; PUCCA et al., 2015). Esses acidentes se ndo tratados
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podem ser fatais em alguns casos dependendo da gravidade clinica, sendo um problema de
salde publica negligenciada em paises tropicais e subtropicais, onde ocorrem grande
diversidade de espécies (ABROUG et al., 2020).

Todos os escorpifes apresentam glandulas produtoras de peconha, contudo, um
namero pequeno € responsavel pelos acidentes, cerca de 50 espécies. Dos espécimes
causadores de acidentes, 95% pertencem a familia Buthidae, sendo as exce¢des membros das
familias Hemiscorpiidae e Scorpionidae (LOURENCO, 2018). No velho mundo (Europa,
Asia e Africa) os géneros Androctonus, Hottentotta, Buthus, Leiurus, Parabuthus,
Hemiscorpius, Mesobuthus, Nebo, Odontobuthus, Orthochirus, Compsobuthus, Buthacus e
Apistobuthus sdo os géneros de interesse medico. Em contra partido, no novo mundo
(Ameérica) apenas dois géneros sdo responsaveis pelos acidentes, sendo estes Centruroides e
Tityus (WARD; ELLSWORTH; NYSTROM, 2018).

Anualmente ocorrem cerca de 1.2 milhdes de casos de envenenamento e 3.250 mortes
causados por escorpifes em todo o mundo. A maior parte desses nimeros ocorrem no Norte
do Saara, Oriente Médio, Sul da india, México e Brasil (ABROUG et al., 2020). Tal situagio
pode ser explicada por dois principais fatores: maior diversidade de espécies nessas regides e
pela maior dificuldade do acesso a cuidados médicos apds 0s casos de envenenamento, uma
vez que essas regides condizem em sua maioria com paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento. As manifestacbes clinicas podem variar entre os niveis leve (apenas
sintomas locais), moderado (sintomas locais e sisttmicos de baixa intensidade) e grave
(sintomas locais e sistémicos de alta intensidade) (Tabela 1) (CHIPPAUX, 2012)

O nivel de gravidade clinica apresentada em cada caso é variavel, contudo, é
importante salientar a maior incidéncia de casos graves e 6bitos em criancas (provavelmente
relacionado a maior concentracdo de toxinas no sangue devido a menor superficie corporal) e
idosos (possivelmente relacionado a diminuicdo da excre¢do renal das toxinas e uma
diminuicdo da atividade do sistema imunoldgico). Além destes, fatores como espécie e
tamanho do escorpido, quantidade de peconha inoculada (ocorréncia de picadas “secas”: sem
inoculacédo de pegonha), regido do corpo onde ocorreu a picada e sensibilidade do paciente as
toxinas presentes na peconha, provocam grande diversidade nos quadros clinicos descritos
nos pacientes (ARAUJO et al., 2017; HAUKE; HERZIG, 2017; PUCCA et al., 2015)
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Tabela 1. Niveis clinicos dos acidentes com escorpides e seus respectivos sintomas

Nivel Sintomas

Leve (grau I) Dor local (as vezes associada a parestesia local, eritema, equimoses)

Idem grau I; hipertermia; sintomas cardiovasculares e respiratorios
(taquicardia, arritmia, dispneia, hipertenséo/hipotenséo,
anormalidades eletrocardiograficas, priapismo, salivacao, sudorese,
broncorreia, nauseas, vomito, diarreia, micc¢do); distensdo abdominal;
Moderado (grau Il) cdlicas abdominais; doengas neuromusculares (disfungéo dos
musculos esqueléticos ou cranianos: confusdo, agitacdo, fasciculacao,
distonia, distdrbios da visdo, ptose, movimentos oculares aberrantes);

distarbios bioldgicos (hiperleucocitose, hiperglicemia, acidose)

Idem grau II; falha multivisceral; sintomas cardiovasculares
(insuficiéncia cardiaca, choque cardiogénico, edema pulmonar);
Grave (grau Ill)  doencas neuromusculares (convulsdes, paralisia); distarbios
biolégicos (aumentando o0s biomarcadores de necrose celular,

anomalias eletroliticas)

Fonte: modificado de CHIPPAUX, 2012

No Brasil, sdo registradas cerca de 131 espécies de escorpides, distribuidas em 4
familias e 22 géneros, contudo, apenas animais pertencentes ao género Tityus sp. sdo
responsaveis pela maioria dos acidentes em todo territério nacional, sendo cerca de quatro
espécies as principais causadoras (BRAZIL; PORTO, 2010). A espécie Tityus bahiensis é a
principal causadoras de acidentes no estado de S&o Paulo, mas pode também ser encontrado
em todo o Sudeste, Sul e parte do Centro-Oeste e Nordeste. T. stigmurus, chamado
popularmente de escorpido amarelo do Nordeste, ocorre em toda regido Nordeste causando
diversos acidentes. O escorpido preto da Amazonia, pertence a espécie T. obscurus (sinbnimo
Tityus paraensis), € o principal causador de acidentes na regido Norte do pais, sendo
recentemente encontrado também no estado de Mato Grosso. Entretanto, a principal espécie
causadora de acidentes em todo pais € o T. serrulatus (BRASIL, 2009; NENCIONI et al.,
2018)

O estado de Mato Grosso do Sul apresenta um ndmero pequeno de espécies de
espécies quando comparado aos demais estados do Brasil, no entanto, ainda assim detém
metade da diversidade de espécies encontradas na regido Centro-Oeste. Existem dezesseis

espeécies ja descritas no estado, porém trés dessas carecem de confirmacao taxonémica. Essas
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espécies estdo distribuidas em duas familias (Bothriuridae e Buthidae) e cinco géneros
(Bothriurus; Brachistosternus; Brazilobothriurus; Ananteris; Tityus). Entre essas séo
encontradas Tityus serrulatus e Tityus bahiensis, conhecidos causadores de acidentes
escorpibnicos. Ha também ocorréncia de espécies endémicas, como Brazilobothriurus

pantanalensis, Bothriurus pora e Tityus paraguayensis (CARVALHO et al., 2017).

A espécie Tityus paraguayensis (Figura 3) apresenta uma ocorréncia restrita ao estado
de Mato Grosso do Sul em territorio brasileiro, podendo ser encontrado também no Paraguai e
norte da Argentina. E encontrada principalmente em éareas de Cerrado, embora ja haja relatos
de sua presenca também no Pantanal e Chaco (LOURENCO, 1992; YAMAZAKI et al.,
2015). Esses animais apresentam cerca de 28 a 35 mm de comprimento com pigmentacéao
escura variegada por todo corpo e 2n: entre 16 e 18 cromossomos. Existem também algumas
espécies com semelhancas fisicas ao T. paraguayensis, como o T. mattogrossensis, contudo,
n&o ocorrem no estado de Mato Grosso do Sul. (ALMEIDA, 2010; MATTOS et al., 2013).
No entanto, ainda sdo escassas as informacdes a respeito da espécie Tityus paraguayensis,
principalmente nos campos toxicoldgico e bioquimico, indicando uma necessidade de estudos

para melhor compreenséo deste animal.

Figura 3. Fotografias de um escorpido da espécie Tityus paraguayensis, A - vista dorsal; B - vista ventral
(Fonte: acervo do autor)
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Além de representar a maioria dos casos, 0s acidentes ocasionados por escorpides da
espécie T. serrulatus sdo responsaveis pela maioria dos quadros graves e 6bitos no Brasil.
Essa espécie foi descrita inicialmente no estado de Minas Gerais, mas devido sua ampla
capacidade de viver em ambientes antropizados, associado a sua habilidade de se reproduzir
em grande escala por meio da partenogénese (assexuadamente), houve um grande aumento da
distribuicdo desta espécie pelo pais, sendo hoje encontrado em 19 dos 27 estados,
sobrepondo-se as espécies de escorpides nativos (CUPO, 2015; TORREZ et al., 2019).
Estudos demonstram que essa espécie também € resistente a jejuns prolongados, sobrevivendo
até 400 dias sem alimento (PIMENTA et al., 2019).

No Brasil, os acidentes com escorpifes também sdo um problema de saude puablica
negligenciado, tendo nos Gltimos anos ocorrido uma crescente no nimero de envenenamentos
notificados em todo o Brasil, sendo 0 mesmo observado no estado de Mato Grosso do Sul em
especifico (Tabela 2). Isto ocorre, entre outros, pelo crescimento desordenado das grandes
cidades sem infraestrutura adequada (saneamento bésico, coleta de lixo, entre outros),
invadindo areas florestais e gerando ambientes adequados para a proliferacdo de espécies
sinantropicas (TORREZ et al., 2019). Além disso, fatores como exposicao a lixo, entulhos e
falta de saneamento basico aumentam a probabilidade da ocorréncia de acidentes, uma vez
que algumas espécies de escorpides, como T. serrulatus, estdo associadas a esses ambientes
(BARBOSA et al.,, 2003). Também ¢ importante ressaltar que a maioria dos acidentes
ocorrem entre os meses de outubro e janeiro, que sé@o em geral os mais quentes e chuvosos do
ano (RECKZIEGEL; PINTO JUNIOR, 2014).

Os tratamentos utilizados nos pacientes acometidos nos casos de envenenamento,
variam de acordo com a sintomatologia apresentada. Em casos leves com apenas sintomas
locais, o tratamento se baseia na administracdo de medicamentos para mitigacdo dos sintomas
(analgésicos, anestésicos locais, entre outros), acompanhado de uma observacao de 6 horas do
paciente a fim de avaliar a progressao dos sintomas. Os casos que apresentam sintomas
sistémicos, moderados e graves, a utilizacdo de soros antiescorpiénicos é recomendada,
acompanhado se necessario de tratamentos de suporte a vida (ventilagdo mecénica, drogas
vasoativas, entre outras) (CUPO, 2015). No entanto, é importante destacar que o tratamento
com soros antiescorpidnicos ndo apresenta especificidade quanto a espécie do escorpido, uma
vez que os soros sao polivalentes, sendo obtidos a partir da peconha apenas dos escorpides
mais prevalentes da regido ou até mesmo de uma associacdo de peconhas de escorpides e
aranhas (MONTEIRO et al., 2019).
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Tabela 2. Nimero de acidentes escorpidnicos notificados anualmente, divididos por regido de ocorréncia. A
tabela também fornece os dados para o estado de Mato Grosso do Sul (MS) em especifico. * Dados de 2020 do
Espirito Santo ndo estdo disponiveis neste sistema pois sdo oriundos do Sistema de Informacéo e-SUS VS, em
uso pelo estado desde janeiro de 2020.

Ano Regiéo Total
Centro-Oeste Nordeste Norte Sudeste Sul

2020* 10.249 62.814 5.457 66.661 4.379 149.563
(MS - 2.892)

2019 10.168 73.367 5.832 73.317 4.389 167.085
(MS - 2.535)

2018 8.224 68.109 4.903 71.769 4.049 157.059
(MS - 2.131)

2017 6.244 56.093 4.352 54.441 3.012 124.142
(MS - 1.587)

2016 4.534 39.267 3.214 41.769 2.225 91.009
(MS - 1.002)

2015 3.946 38.104 3.619 37.757 2.482 85.908
(MS - 1.100)

Fonte: dados extraidos da plataforma SINAN - Ministério da Saide

2.3. Toxinas animais

A sintese de moléculas biologicamente ativas para defesa e/ou predacdo é observada
em um grande nimero de taxons, e entre essas um que tem chamado atencdo devido ao seu
potencial farmacoldgico e biotecnoldgico sdo as toxinas animais (COLE; BREWER, 2019).
Estima-se que a producdo de toxinas nos Metazoarios surgiu cerca de 101 vezes
independentemente em pelos menos 8 filos diferentes, a partir de moléculas ndo toxicas.
Mesmo que as principais func¢des das toxinas animais se concentrem na defesa e/ou predagéo,
sabe-se que essas moléculas podem estar envolvidas também em outros processos, como
acasalamento, competicdo intraespecifica e dispersdo de prole (SCHENDEL et al., 2019).
Dada tal diversidade funcional e distribuicdo, é provavel que a producdo de toxinas esteja
relacionada com 0s processos evolutivos e biogeograficos de determinados grupos animais
(ARBUCKLE, 2021)

As toxinas animais sdo misturas complexas de moléculas, compostas em sua grande

maioria de proteinas (enzimaticas e/ou ndo) e peptideos, contudo, também podem apresentar
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outros componentes, podendo haver centenas de diferentes componentes na toxina de um
mesmo animal. Essas moléculas sdo produzidas em glandulas especificas distribuidas pelo
corpo dos individuos, espécies (exemplos: escorpides, serpentes) que apresentam 0rgdos para
inoculacdo de peconha sdo denominados peconhentos, enquanto espécies (exemplos: sapos,
salamandras) que ndo apresentam 6rgdos inoculadores sdo chamados apenas de venenosos
(UTKIN, 2015). Também ¢ importante destacar que algumas espécies desenvolveram
capacidade de modular quantitativamente e qualitativamente as toxinas liberadas, utilizando
estratégias especificas para cada situacdo (SCHENDEL et al., 2019). Isso ocorre devido ao
alto gasto energético desempenhado na sintese dos componentes de toxinas, favorecendo
estratégias como picadas “secas” (picadas sem inoculacdo de toxinas) e prevenon (inoculagéo
de outras substancias ndo toxicas), utilizadas por algumas espécies de escorpifes para
minimizar o gasto de toxinas (EVANS et al., 2019).

Como ja citado, a diversidade molecular e funcional dos venenos e/ou pegonhas
animais tem estimulado as pesquisas que buscam caracterizar essas moléculas e aplica-las, tal
fato também ¢ favorecido pelo crescente aprimoramento das técnicas “Omicas” empregadas
nesses trabalhos (WALKER et al., 2020). Ja existem diversos fa&rmacos no mercado derivados
de toxinas animais e ainda uma série de outros em desenvolvimento, como exemplos temos 0
Aggrestat® (tirofiban) e Integrilin® (eptifibatide) ambos sdo farmacos inibidores da
agregacdo plaquetaria derivados da equistatina, molécula sintetizada por algumas espécies de
serpentes. Outro exemplo é o Prialt® (ziconotida), farmaco utilizado no tratamento de dores
cronicas, produzido a partir de estudos das toxinas sintetizadas por caracGis-cone
(PENNINGTON; CZERWINSKI; NORTON, 2018).

Além destes, outro exemplo é o Captopril®, medicamento utilizado no tratamento de
hipertensdo. Este medicamento teve como ponto de partida, os estudos realizados pelo
farmacologista brasileiro Sérgio Henrique Ferreira, que identificou na peconha de Bothrops
jararaca um peptideo que inibe a enzima conversora de angiotensina (ECA), que converte
angiotensina | (inativa) em angiotensina Il (ativa) e degrada a bradicinina, a qual é
responsavel pela diminuicdo da pressdo arterial. Esse peptideo foi chamado de (BPF), e a
partir de estudos moleculares de sua estrutura foi possivel o desenvolvimento do farmaco
Captopril®, sendo um dos principais medicamentos utilizados no tratamento de hipertensdo
(MACEDO, 2011).

As peconhas de escorpifes apresentam também uma grande diversidade quimica,

podendo variar entre as diferentes espécies e até mesmo entre individuos da mesma espécie,
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além disso caracteristicas ambientais e sazonais também podem influenciar em suas
composicdes (CORDEIRO et al., 2015). Em linhas gerais, seus componentes podem ser
divididos em dois grupos, moléculas ndo proteicas (que inclui entre outros muco,
polissacarideos, lipideos, nucleotideos, sais inorganicos, metais, entre outros) e moléculas
proteicas (peptideos, enzimas e proteinas ndo enzimaticas) (AKBAR et al., 2021). Entre essas,
0s peptideos e enzimas representam as classes mais amplamente estudadas, sendo abordadas
em detalhe nos proximos topicos. Em um trabalho recente com o escorpido mexicano
Megacormus gertschi foi identificado também a presenca de um alcaloide, uma classe de

moléculas até entdo desconhecida nas peconhas de escorpides (BANERJEE et al., 2018).

2.4. Escorpibes: peptideos

Os peptideos representam cerca de 5% do peso seco das peconhas escorpidnicas, que
podem conter diversos peptideos diferentes. Estes podem ser classificados de diferentes
formas, podendo ser considerado sua estrutura, locais-alvo, importancia farmacoldgica, entre
outros (HMED; SERRIA; MOUNIR, 2013). Um modelo de classificacdo estrutural
amplamente utilizado é o agrupamento dos peptideos em duas grandes classes: peptideos com
pontes dissulfeto (disulfide-bridged peptides: DBPs) e peptideos sem pontes dissulfeto (non-
disulfide-bridged peptides: NDBPs) (ZENG; CORZO; HAHIN, 2005). Sendo ja identificados
aproximadamente 3000 peptideos DBPs e 200 peptideos NDBPs, estima-se que esse numero
represente menos de 2% do total de peptideos presentes nas peconhas escorpibnicas
(ZHONG et al., 2017).

2.4.1. Peptideos com pontes dissulfeto (DBPs)

Essa classe de peptideos apresenta muitas moléculas ja identificadas e caracterizadas
na literatura, sendo que comumente contém entre trés e cinco pontes dissulfeto e entre 28-120
residuos de aminoacidos (ZHONG et al., 2017), enovelam-se por um dominio o/p estabilizado
por cisteina, sendo portanto uma alfa-hélice ligada a duas ou mais folhas-betas por pontes
dissulfeto (RODRIGUEZ DE LA VEGA; VIDAL; POSSANI, 2013). Estes peptideos s&o
caracterizados, em sua maioria, por alterarem o funcionamento dos canais ibnicos, sendo
relacionados com os efeitos neurotoxicos observados nos acidentes escorpionicos (BHAVYA
et al., 2016), podendo afetar mamiferos, insetos e crustaceos (ZHONG et al., 2017).
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Os canais i0nicos sdo complexos proteicos transmembrana formadores de poros,
responsaveis pelo controle da passagem de ions pelas membranas bioldgicas, atuando na
manutencdo de diversos processos fisiologicos, como controle da excitabilidade das células
neuronais, musculares e cardiacas, sinalizacdo celular, proliferacdo celular, transporte
transepitelial, entre outros (HUANG et al., 2017; ZHENG et al., 2021). Os canais idnicos por
sua vez apresentam uma grande diversidade estrutural e funcional, sendo descrito cerca de
400 genes de canais ibnicos diferentes, dos quais muitos podem realizar splicing alternativo

em diferentes tecidos, aumentando ainda mais sua diversidade (STRICKLAND et al., 2019).

De acordo com controle da abertura e fechamento destes canais, pode-se classifica-los
em: canais voltagem dependentes (realizam a abertura/fechamento a depender do potencial de
membrana), canais dependentes de ligante (realizam a abertura/fechamento a depender de um
ligante especifico) e canais mecanicamente sensiveis (realizam a abertura/fechamento a
depender do estiramento da membrana a qual esta inserido) (BOSE; CIESLAR-POBUDA;
WIECHEC, 2015). Os canais idnicos também apresentam uma especificidade aos ions que
transportam, havendo canais especificos para sddio (Na*), potassio (K*), calcio (Ca?*) e cloro
(CI) (DEHGHANI-SAMANI; MADRESEH-GHAHFAROKHI; DEHGHANI-SAMANI,
2019).

Dada tal especificidade quanto ao alvo molecular dos peptideos deste grupo,
tipicamente eles sdo subclassificados de acordo com o tipo de canal ibnico com o qual
interagem, portanto, esses podem ser peptideos moduladores de canais de sodio (Na®),
potassio (K*), célcio (Ca*?) ou cloro (CI") (HOUSLEY et al., 2017; MOUHAT et al., 2004):

a) Peptideos moduladores de canais de sddio (Na*)

Os peptideos pertencentes a esse grupo apresentam entre 58 e 76 residuos de
aminoécidos com massa entre 6.5 e 85 kDa, tendo como nlcleo de sua estrutura
tridimensional trés pontes dissulfeto. Esses peptideos podem ser classificados de acordo com
seus efeitos fisioldgicos e sitios de ligagdo ao canal, sendo que as alfa-toxinas (a-NaScTxs) se
ligam ao receptor 3 impedido o processo de inativacdo do canal, e as beta-toxinas (B-
NaScTxs) se ligam ao receptor 4 alterando o limiar de ativacdo do canal (RODRIGUEZ DE
LA VEGA,; POSSANI, 2007).

Esses dois tipos de toxinas também podem ser subdivididos. As alfa-toxinas em outras
3 classificagdes: 1- toxinas classicas alfa (seletiva para mamiferos); 2 - toxinas anti-insetos

(seletiva para insetos); 3 - toxinas semelhantes a alfa (atua em mamiferos e insetos)
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(GORDON et al., 2007). Ja as beta-toxinas sdo divididas em outros 4 grupos: 1 - beta-toxinas
anti-mamiferos (encontradas apenas no género Centruroides); 2 - beta-toxina ativas em
mamiferos e insetos; 3 - beta-toxinas excitatorias seletivas a insetos; 4 - beta-toxinas
depressoras seletivas a inseto (ESCALONA; POSSANI, 2013)

Existem muitos peptideos descritos neste grupo, como exemplos temos o peptideo T2
isolado na peconha do escorpido Tityus fasciolatus, que se trata de uma beta-toxina com
seletividade a mamiferos e insetos (CAMARGOS et al., 2015). Os peptideos MeuNaTxa-4 €
MeuNaTxa-5 sdo alfa-toxinas, sendo MeuNaTxa-4 direcionado a insetos e MeuNaTxa-5 a
mamiferos, ambos foram identificados em escorpides da espécie Mesobuthus eupeus (ZHU et
al., 2012). Além destes a beta-toxina Cn8, formada por 67 residuos de aminoacidos, apresenta
quatro pontes dissulfeto e massa molecular de 7626 Da, foi caracterizada na peconha do
escorpido Centruroides noxius, apresentando atividade contra canais de mamiferos
(SCHIAVON et al., 2012).

b) Peptideos moduladores de canais de potassio (K*)

Os peptideos moduladores de canais de potassio tém de 23 a mais de 64 residuos de
aminoacidos (BERGERON; BINGHAM, 2012). Existem duas conformacdes estruturais, que
apresentam cistina estabilizada (CS), comuns encontradas nesses peptideos, o motivo CSaf3
formado por uma ou duas hélices a curtas conectadas a uma folha  antiparalela de fita tripla
estabilizada por trés ou quatro ligagdes dissulfeto, e 0 motivo CSao. formado por duas hélices
o curtas conectadas por uma volta B (QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013). Suas
subclassificacfes se baseiam na sequéncia de residuos de aminoacidos e no emparelhamento
de cisteinas, formando quatro familias de peptideos: familia a-KTx, familia B-KTx, familia y-
KTx e familia k-KTx (SANTIBANEZ-LOPEZ; POSSANI, 2015).

A familia a-KTx apresenta mais representantes entre as toxinas moduladoras de canais
de potéssio, podendo ainda ser classificada em outras 30 subfamilias de acordo com sua
sequéncia (DIEGO-GARCIA et al., 2013), tendo entre 23 e 42 residuos de aminoacidos, com
trés ou quatro pontes dissulfeto e motivo CSap (RODRIGUEZ DE LA VEGA; VIDAL;
POSSANI, 2013). A familia B-KTx apresenta cadeias mais longas com 50 a 75 residuos de
aminoacidos, podendo também ser divididas em subfamilias. Os peptideos da familia y-KTx
também sdo chamados de ergtoxinas, devido a sua capacidade de bloguear os canais do tipo

canais ERG-K*, apresentam em média 42 a 47 residuos de aminoacidos e quatro pontes
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dissulfeto. Por fim, as toxinas da familia x-KTx tem cerca de 23 residuos de aminoacido,
sendo a Unica familia a ter o motivo CSaa (SANTIBANEZ-LOPEZ; POSSANI, 2015).

O primeiro peptideo modulador de canais de potassio foi descrito em 1982,
pertencente a familia a-KTx e recebeu 0 nome de noxiustoxina (NTX), tendo sido isolado do
escorpido mexicano Centruroides noxius (SITGES; POSSANI; BAYON, 1986). Um exemplo
de toxina da familia k-KTx € o peptideo kappa-KTx 2.5 encontrado em escorpides da espécie
Opisthacanthus cayaporum (CAMARGOS et al., 2011). Além destes, o peptideo Bs-KTx6
isolado da pegonha de Buthus sindicus, apresentou alta atividade neurotoxica contra canais de
potéssio, tendo em sua estrutura 38 residuos de aminoacidos, com 3 pontes dissulfeto e massa
de 4115 Da (ALl et al., 2014). Ja foram identificados esses peptideos também na peconha do
escorpido brasileiro Tityus serrulatus, como por exemplo Ts6 e Ts7, tendo Ts6 apresentado
atividade contra 3 tipos de canais de potassio em baixas concentracGes, e Ts7 que modula
maltiplos canais, mostrando assim baixa seletividade (CERNI et al., 2014).

c) Peptideos moduladores de canais de célcio (Ca?*)

A maioria dos peptideos descritos nesse grupo afetam canais de calcio dependentes de
ligante, uma classe bem conhecida desses canais sdo os receptores de rianodina (RyRs), cuja
ativacdo é mediada por rianodina. Esses canais apresentam diversas isoformas distribuidas
pelos tecidos, como 0 RyR1 encontrado predominantemente no musculo esquelético e RyR2
em musculo cardiaco. Além desses, RyR3 estd localizado no musculo liso, cérebro e nas
células epiteliais, contudo, outros canais desta classe também podem ser encontrados nesses
tecidos em menor quantidade (MACKRILL, 2002).

Os peptideos deste grupo podem ser chamados também de calcinas, sendo capazes de
modular a afinidade entre rianodina e os canais de célcio dependentes de ligante, essas
moléculas tém comumente massa entre 3758 Da e 4190 Da (XIAO et al., 2016). Citando
alguns exemplos ja descritos em pegonhas de escorpides, temos a imperatoxina A (IpTxa),
maurocalcina (MCa), hadrucalcina (HdCa), hemicalcina (HCa), entre outros (QUINTERO-
HERNANDEZ et al., 2013). Outra caracteristica interessante desses peptideos é que devido a
sua estrutura molecular e carater basico apresentam capacidade de atravessar a membrana
celular, constituindo moléculas promissoras para estudos como transportadores de farmacos
através da membrana (GURROLA et al., 2010).
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d) Peptideos moduladores de canais de cloro (CI")

As toxina moduladoras de canais de cloro séo peptideos curtos de 30 a 40 residuos de
aminoacidos com quatro pontes de dissulfeto e motivo estrutural CSaf, semelhante as toxinas
moduladoras de canais de potassio (SANTIBANEZ-LOPEZ; POSSANI, 2015). A primeira
toxina desta classe identificada na peconha de um escorpido, foi encontrada na espécie
Leiurus quinquestriatus, sendo um peptideo pequeno de carater basico, massa de 4 kDa e
quatro pontes de dissulfeto, denominado clorotoxina, que apresenta grande similaridade com
as insetotoxinas, classe de pequenos peptideos capazes de causar letalidade aos insetos
(DEBIN; MAGGIO; STRICHARTZ, 1993). A partir deste, outras clorotoxinas foram
identificadas, como por exemplo, o peptideo AaCtx em Androctonus australis, que contém 34
residuos de aminoacidos, sendo 8 cisteinas e massa teorica de 3590 Da (RJEIBI et al., 2011).
Outra clorotoxina identificada é o BS-TX7, um peptideo isolado de escorpides da especie
Buthus sindicus, com 35 residuos de aminoacidos e massa de 3821 Da (ALl et al., 2016).

e) Outros DBPs

Contudo, ainda neste grupo existem alguns outros peptideos com pontes dissulfeto que
ndo modulam exclusivamente canais ionicos, sendo que estes também podem desempenhar
atividade antimicrobiana (CARBALLAR-LEJARAZU et al., 2008), funcionar como
defensinas (ROMERO-GUTIERREZ et al., 2017), inibidores de proteases (RANASINGHE;
MCMANUS, 2013), entre outras. Citando um exemplo, o peptideo SdPI identificado a partir
do transcriptoma das glandulas de peconha de escorpides da espécie Lychas mucronatus, era
até entdo o primeiro peptideo inibidor de tripsina identificado em peconhas de escorpifes
(ZHAO et al., 2011). Além deste, o peptideo scorpine isolado da peconha do escorpido
Pandinus imperator apresenta potente atividade antibacteriana e antimalarica, contendo 75
residuos de aminodcidos, trés pontes dissulfeto e massa molecular de 8350 Da (CONDE;
ZAMUDIO; RODR, 2000).

2.4.2. Peptideos sem pontes de dissulfeto (NDBPs)

Esta classe de moléculas em contrapartida aos DBPs, dispde de um grupo muito maior
de funcionalidades e alvos moleculares, sendo que esses podem representar até um tergo dos
peptideos presentes nas peconhas escorpidnicas (SANTIBANEZ-LOPEZ; POSSANI, 2015).

Esses peptideos tém entre 13 e 56 residuos de aminoacidos, a maioria sdo catidnicos e
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hidrofébicos, quanto ao seu enovelamento exibe, com excec¢des, uma estrutura anfipatica o-
helicoidal catiénica (AKBAR et al., 2021; ROMERO-GUTIERREZ et al., 2017). E possivel
enquadrar esses peptideos em trés grupos de acordo com a organizacao de suas o-hélices: no
primeiro, é observado a formacdo de um unico dominio de a-hélice e duas regides enroladas
aleatoriamente na extremidades da cadeia; no segundo, é encontrado duas regides alfa-
helicoidais separadas no meio por uma regido enrolada aleatoria; ja o terceiro caracteriza-se
por ter 100% de sua estrutura em a-hélice (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014).

Como j& dito, este grupo de moléculas tem uma grande diversidade multifuncional,
tais como atividade antibacteriana, antifungica, antiviral, antimalérico, anticancer,
potencializador da bradicinina, imunomodulador, entre outros (ORTIZ et al., 2015). Visto
isso, esses peptideos sdo comumente classificados de acordo com a atividade bioldgica que
desempenham (ROMERO-GUTIERREZ et al., 2017), e alguns dessas serdo melhor
explorados a seguir.

a) Peptideos antimicrobianos (AMPs)

Os peptideos com atividade antimicrobiana sdo encontrados em muitos taxons
diferentes, sdo geralmente catiénicos, anfipaticos e sem cisteina, podendo desempenhar sua
atividade por diferentes mecanismos (BAHAR; REN, 2013; HMED; SERRIA; MOUNIR,
2013). Entre seus mecanismos de acdo, esses peptideos podem ser classificados em dois
grupos: disruptivos da membrana e ndo disruptivos da membrana. Os peptideos disruptivos de
membrana geralmente interagem com a membrana plasmatica alterando a permeabilidade da
bicamada fosfolipidica e ocasionando a morte celular. J& peptideos ndo disruptivos da
membrana, atravessam a membrana plasmatica e interagem com macromoléculas do interior
da célula levando também a morte celular (HUANG; HUANG; CHEN, 2010).

Nos escorpides, ja foram identificados diversos peptideos deste grupo, sendo a
parabutoporina (Parabuthus schlechteri) e hadrurina (Hadrurus aztecus), os primeiros
peptideos deste tipo descritos (ELGAR; DU PLESSIS; DU PLESSIS, 2006). O peptideo
VmCT1 foi sintetizado a partir do transcriptoma do escorpido Vaejovis mexicanus, e em
estudos mostrou atividade contra cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, tendo
uma baixa atividade hemolitica (RAMIREZ-CARRETO et al., 2012). Citando outro exemplo,
as toxinas meucina-13 e meucina-18 encontradas nos escorpides Mesobuthus eupeus, também
apresentaram atividade deletéria contra uma serie de espécies bacterianas, sendo que

meucina-18 teve resultados maiores entre os avaliados (GAO et al., 2009).
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b) Peptideos antitumorais

A busca por compostos citotdxicos seletivos no combate ao cancer continua sendo
uma grande necessidade, visto os altos indices de mortalidade (SIEGEL et al., 2021). Essa
doenca se caracteriza pelo crescimento anormal das células, devido a alguma mutacéo
genética ocorrida (HOSKIN; RAMAMOORTHY, 2008). Devido a necessidade da criagao de
novos farmacos seletivos para células tumorais, 0os metabolitos naturais tém se mostrado
promissores nesta busca (DUENAS-CUELLAR et al., 2020). Um exemplo de composto com
tal atividade foi isolado na peconha de escorpides da espécie Androctonus mauritanicus, € 0
peptideo mauriporina, o qual apresentou atividade antiproliferativa e citotoxica seletiva contra
trés linhagens de cancer de prostata (ALMAAYTAH et al., 2013).

Outro peptideo com interesse farmacologico foi isolado da pegonha de Tityus
serrulatus. O CPP-Ts é um peptideo composto por 68 residuos de aminoécidos, capaz de
atravessar a membrana celular, constituindo um possivel sistema de administracdo de
medicamentos. Além disso, apos algumas modificagdes moleculares, o peptideo apresentou
seletividade, sendo internalizado apenas pelas células tumorais e perdendo sua toxicidade
contra células saudaveis, tais caracteristicas indicam o potencial quimioterapico desta
molécula (OLIVEIRA-MENDES et al., 2018).

c) Peptideos potencializadores de bradicinina

A bradicinina é um peptideo vasoativo envolvido no controle da pressdo arterial,
através do aumento da vasodilatacdo e da permeabilidade capilar levando a uma diminuicao
da pressdo arterial. Por outro lado, a enzima conversora da angiotensina (ECA) realiza a
inativacdo proteolitica da bradicinina, contribuindo para o aumento da pressdo arterial. Uma
serie de peptideos inibidores da ECA ja foram bioprospectados, os chamados
potencializadores de bradicinina (CAMARGO et al., 2012). Em escorpides, a primeira toxina
a apresentar essa atividade foi o peptideo T de 13 residuos de aminoacidos, encontrado na
peconha de escorpides da espécie Tityus serrulatus (FERREIRA; ALVES; HENRIQUES,
1993). Posteriormente, o peptideo K12 com 21 residuos de aminoacidos foi isolado na
peconha de Buthus occitanus apresentando atividade potencializadora de bradicinina (MEKI,;
NASSAR; ROCHAT, 1995). Alguns peptideos tém atividade multifuncional, como o
peptideo BmKbpp (Mesobuthus martensi) que apresenta atividade antimicrobiana, hemolitica
e potencializadora de bradicinina (ZENG et al., 2012).
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d) Peptideos antiprotozoérios

As enfermidades causadas por protozoarios, como Doencas de Chagas (Trypanosoma
cruzi) e malaria (Plasmodium spp.), sdo consideradas doencas negligenciadas que afetam
principalmente paises tropicais resultando em alta mortalidade (VARIKUTI et al., 2018). Foi
identificado a partir do transcriptoma da peconha de escorpifes da espécie Mesobuthus
eupeus, 0s peptideos meucina-24 e meucina-25, ambos apresentaram atividade inibitéria no
desenvolvimento de Plasmodium berghei e causaram a morte de Plasmodium falciparum no
interior das hemaécias, além de ndo ser observado atividade hemolitica (GAO et al., 2010).
Recentemente, na peconha de Tityus serrulatus foi identificado atividade da peconha bruta e
algumas fracOes isoladas contra Trypanosoma cruzi, e que tal atividade esta relacionada a

sinalizacdo nas células hospedeiras (PIMENTEL et al., 2021).

2.5. Escorpides: enzimas

As peconhas escorpidnicas apresentam também uma variedade de enzimas descritas,
que contribuem também em sua toxicidade (FURTADO et al., 2020). As principais enzimas
ja encontradas nas peconhas de escorpifes sdo: serino proteases, metaloproteases, cisteino
proteases, fosfolipases, hialuronidases, entre outras. Analises tem mostrado que 0s géneros
Tityus, Centruroides, Megacormus, Thorellius, Serradigitus, Heterometrus e Hemiscorpiu

apresentam uma maior diversidade enzimatica entre os escorpides (CID-URIBE et al., 2020).

As serino proteases, metaloproteases e cisteino proteases sdo enzimas proteoliticas,
hidrolisando ligacBGes peptidicas. As serino protease recebem essa denominacao devido a
presenca de um residuo de serina central em sua estrutura que atua como sitio catalitico de
clivagem (HEDSTROM, 2002), e um exemplo s&o as serino proteases identificadas na
peconha de Tityus discrepans com atividade fibrinogenolitica (BRAZON et al., 2014). A
familia das metaloproteases apresentam diversas classes, contudo, sua principal caracteristica
é a necessidade de um cofator metalico para que auxilie a clivagem, em sua maioria um atomo
de zinco (NOSRATI et al., 2019). Estudos ja& demonstraram que essas enzimas atuam
clivando proteinas importantes para homeostase da vitima nos acidentes escorpionicos,
exemplo disso é a anterase encontrado na peconha de T. serrulatus que cliva as proteinas de
membrana associadas a vesiculas da familia SNARE, interrompendo o transporte das
vesiculas e ocasionado a pancreatite (FLETCHER et al., 2010; ORTIZ et al., 2014). Varias

metaloproteases j& foram descritas nas pegonhas de escorpides inclusive na espécie
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Centruroides tecomanus (VALDEZ-VELAZQUEZ et al., 2013). Por fim, as cisteino
proteases mostram a mesma caracteristica das serino proteases, porém, apresentando uma
cisteina em seu sitio catalitico (VERMA,; DIXIT; PANDEY, 2016), e essas ja foram relatadas
em T. bahiensis, T. serrulatus, T. obscurus e H. spadix (CID-URIBE et al., 2020).

Enzimas fosfolipasicas realizam hidrolise de fosfolipidios, sendo a regido de clivagem
da molécula responsavel pela classificacdo das diferentes familias desta enzima, havendo
familias A, B, C e D, além de suas respectivas subfamilias. Algumas fosfolipases necessitam
de um cofator para seu funcionamento, sendo essa também uma caracteristica importante em
sua classificacdo (ALOULOU et al., 2012). Em acidentes escorpiénicos os efeitos locais e
sistémicos ocasionados pelas fosfolipases ainda ndo foram devidamente descritos, contudo, ja
se sabe que essas enzimas podem estar envolvidas com efeitos cardiotoxicos, miotoxicos,
inflamatorio, entre outros (KRAYEM; GARGOURI, 2020). Exemplos destas enzimas podem
ser encontradas na espécie Scorpio maurus, onde foi identificada uma fosfolipase da familia
Az, e em Hemiscorpius lepturus que apresenta uma fosfolipase da familia D (LOUATI et al.,
2013; MOEZ et al., 2020).

O é&cido hialurdnico é o principal substrato das hialuronidases, sendo este um
importante componente das matrizes extracelulares. Quando essas enzimas realizam a
degradacdo do acido hialurbnico aumentam a permeabilidade dos tecidos, permitindo a
difusdo de substancias (GIRISH et al., 2009). Nas peconhas, essa € uma caracteristica muito
desejada, pois permite um maior distribuicdo das toxina, sendo encontrada em escorpides da
espécie Buthus martensi e Tityus serrulatus (FENG; GAO; GOPALAKRISHNAKONE,
2008; HORTA et al., 2014). Além dessas, existem também outras classes de enzimas
encontradas com menor frequéncia em pegonhas de escorpides, como lipases e nucleotidases
(CID-URIBE et al., 2020). Por outro lado, enzimas comumente encontradas em pegonhas e
venenos animais, como L-aminoacido oxidases, ainda ndo foram identificadas em peconhas
escorpibnicas (COSTAL-OLIVEIRA et al., 2019).

2.6. Hemolinfa de escorpides

Os escorpides apresentam trés componentes principais em seu sistema circulatorio:
sistema vascular, sistema lacunar e a hemolinfa. O sistema vascular € composto por uma
estrutura central de bombeamento (analogo ao coragédo) e por vasos que se ramificam pelos

tecidos transportando hemolinfa. O sistema lacunar por sua vez é composto por espacos livres
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entre os 6rgdos, denominados seios e lacunas, estando delimitados por uma membrana e ndo
conectados estruturalmente ao sistema vascular. (KLUSSMANN-FRICKE; PRENDINI,
WIRKNER, 2012).

A hemolinfa é um fluido circulatério encontrado em vérios taxons de invertebrados, e
nesses cumpre os papeis realizados pelo sangue e linfa em mamiferos. Entre suas fungdes
estdo o transporte de oxigénio, nutrientes, hormdnios, catabolitos e células do sistema
imunologico (hemdcitos). Assim sendo, o termo hemolinfa compreende os hemdcitos e as
substancias intercelulares liquidas, tendo a denominacdo correta soro da hemolinfa, contudo,
pode ser encontrada descrita vulgarmente como plasma. A proteina responsavel pelo
transporte de oxigénio na hemolinfa é a hemocianina, e diferente da hemoglobina, esta livre
no soro de hemolinfa, sendo uma proteina de alta massa molecular associada a ions de cobre
(GIANAZZA et al., 2021).

Ja foram descritos uma serie de peptideos antimicrobianos (AMPS) da classe das
defensinas e peptideos moduladores de canais idnicos nas hemolinfas de escorpies (EHRET-
SABATIER et al., 1996; MENG et al., 2020). Recentemente, foi descrita a serrulina, um
peptideo de 3564 Da e 37 residuos de aminoécidos (rico em glicina), encontrada nos
hemdcitos do escorpido amarelo Tityus serrulatus, apresentando atividade contra cepas
bacterianas (DE JESUS OLIVEIRA; DE OLIVEIRA; DA SILVA JUNIOR, 2019). Alguns
estudos apontam a hemolinfa como uma promissora fonte para bioprospec¢do de moléculas
de interesse farmacoldgico e/ou biotecnolégico (HMED; SERRIA; MOUNIR, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

- Caracterizar bioquimica e biologicamente a peconha e a hemolinfa de escorpifes da espécie

Tityus paraguayensis.

3.2. Objetivos especificos

- Obter perfil eletroforético da peconha e hemolinfa de T. paraguayensis.

- Detectar a presenca de atividades proteoliticas, fosfolipasicas Az e lipolitica na peconha e

hemolinfa de T. paraguayensis.

- Identificar atividade antitriptica da peconha e hemolinfa de T. paraguayensis.

- Analisar atividade antitripanossémica da peconha de T. paraguayensis.

- Avaliar a citotoxicidade da peconha de T. paraguayensis sobre culturas celulares normais.

- Verificar o efeito da peconha e hemolinfa de T. paraguayensis sobre a enzima de membrana
(Na",K*) — ATPase.

- Obter o perfil cromatografico dos componentes presentes na pegonha de T. paraguayensis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Os escorpides da espécie Tityus paraguayensis (SISGEN: AE2EA94) utilizados no
presente estudo, foram coletados na Reserva Particular do Patrimonio Natural da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (RPPN-UFMS) localizada no municipio de
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil (20°30'25.6"S e 54°37'1.2"W), sob a licenca
ambiental n°® 15382-2. Exemplares dos espécimes coletados foram identificados pelo Prof. Dr.
Leonardo Sousa Carvalho e depositados na Cole¢do Zool6gica ZUFMS - UFMS, numero de
tombo ZUFMS-CHEO00534. As coletas foram realizadas em periodo noturno (19h-21h), em
metodologia ativa com o auxilio de lanternas LED-UV 395 nm. Apl6s as coletas, 0s
escorpifes foram mantidos no Laboratério de Bioquimica Geral e de Microrganismos —
INBIO (UFMS) em caixas plasticas com agua “ad libitum” e alimentados semanalmente com

dipteros da espécie Drosophila melanogaster, até as extracoes.

4.2. Extracao

As extracGes de peconha foram realizadas semanalmente por meio de um estimulo
elétrico (12 V) aplicado diretamente sobre o télson de cada individuo, junto ao acoplamento
de um capilar de vidro ao aguilhdo do animal para suc¢do da peconha expelida, que
posteriormente foi depositada em microtubos de 500 uL. A peconha extraida foi diluida em
500 pL de agua destilada e centrifugada a 10.500 x g por 10 minutos a 4 °C para retirada de
materiais insollveis. Em seguida, o sobrenadante foi coletado, liofilizado e armazenado a -

20°C até o momento dos ensaios.

A hemolinfa foi coletada por meio de pungdo na regido do mesossoma com agulha
hipodérmica (diametro: 0,30 mm) e em seguida depositada em microtubos de 1 mL, contendo
tampédo fosfato (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; NaHPOs; 10 mM; KH2POs 2 mM).
Posteriormente, foi feito a separa¢do do plasma (soro de hemolinfa) e hemdcitos. Para este
fim, a hemolinfa foi centrifugada a 800 x g por 15 minutos a 4°C, em seguida as fragdes
foram transferidas para novos microtubos com o auxilio de uma micropipeta (pellet:

hemacitos; sobrenadante: plasma) e armazenado a -20°C até 0 momento dos ensaios.
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4.3. Dosagem de proteinas

As amostras foram ressuspendidas (peconha) ou diluidas (plasma e hemdcitos) em
agua destilada e quantificadas pelo ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando
albumina bovina como padrdo, em uma leitora de microplacas (Spectramex Plus 384 —
Molecular Devises®) a 595 nm. A concentracdo das amostras foi ajustada a 1 mg/mL de

proteinas para utilizacdo nos ensaios.

4.4. Eletroforese (SDS-PAGE)

Para conhecer o perfil proteico da pegonha e hemolinfa de Tityus paraguayensis, foi
utilizado uma eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em condi¢Ges desnaturantes com
adicdo de dodecil sulfato de sddio (SDS), sendo o gel de empilhamento 5% e de corrida 15%.
Foram utilizados para preparacdo dos géis as seguintes solucdes: acrilamida 30% (bis-
acrilamida/acrilamida), Tris-HCI (gel 15%: 3 M pH 8,9; gel 5%: 1,5 M pH 6,8), SDS 1%,
tetrametiletilenodiamina (TEMED), persulfato de aménia 10% e agua destilada, como
descrito por Laemmli (LAEMMLI, 1970). O tampdo de corrida com pH 8,3, continha Tris-
HCI 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%. As amostras foram preparadas em condigdes
redutoras, com 20 pL de peconha ou hemolinfa (1 mg/mL), 20 uL de SDS 10%, 4 uL de azul
de bromofenol e 2 puL. de B-mercaptoetanol. A corrida eletroforética foi realizada por 2 horas e
30 minutos a 100 V para a peconha e por 3 horas e 30 minutos a 100 V para hemolinfa.
Posteriormente, o gel foi corado por 30 minutos em uma solucdo de azul brilhante de
Coomassie R-250 (Coomassie 0,25%; metanol 50%; acido acético 10%) e descorado em uma
solucdo descorante (acido acético 10%; etanol 30%) para revelacdo das bandas. As massas
moleculares das proteinas foram estimadas de acordo com as bandas obtidas com um

marcador de massa molecular (Precision Plus Protein Standarts — BioRad®).

Adicionalmente, também foi realizado uma eletroforese para proteinas de baixa massa
molecular, que objetiva de visualizar os componentes de menor massa molecular. Foi
utilizado um gel de empilhamento 5% e de corrida 16,5%, feitos com as seguintes solugdes:
acrilamida 49,5% (bis-acrilamida/acrilamida), Tris 2 M pH 8,45 (SDS 0,3%), glicerol,
tetrametiletilenodiamina (TEMED), persulfato de aménia 20% e agua destilada, como
descrito por (SCHAGGER; VON JAGOW, 1987). Foi utilizado um tamp&o anodo pH 8,9
(Tris 0,2 M) e um tampéo catodo pH 8,25 (Tris 0,1 M; Tricina 0,1 M; SDS 0,1%). A corrida
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eletroforética foi realizada por 5 horas a 85 V. As amostras, coloracdo e descoloracdo foram

realizadas nas mesmas condigdes da eletroforese anteriormente descrita.

4.5. Atividade proteolitica

A atividade proteolitica (gelatinolitica) foi determinada por meio de um zimograma.
Uma corrida eletroforética foi realizada com amostras em condic¢des ndo redutoras, logo sem
adigdo de B-mercaptoetanol. Um SDS-PAGE com gel de empilhamento 5% e de corrida 12%
foi preparado nas mesmas condi¢des mencionadas no topico 4.4 para o protocolo Laemmli
(LAEMMLLI, 1970), contudo, com a adi¢do de 0,25 mg/ml de gelatina ao gel de corrida. Apds
a eletroforese, o gel foi lavado por uma hora em solugédo de Triton X-100 1% e posteriormente
incubado a 37°C por 24 horas em um tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 8.0), contendo CaCl, 5
mM. Por fim, o gel foi corado com azul brilhante de Coomassie R-250 (Coomassie 0,25%;
metanol 50%; &cido acético 10%) e descorado em uma solucdo descorante (&cido acético
10%; etanol 30%), para observacéo das bandas de degradacio (DIAZ et al., 2019).

4.6. Atividade fosfolipasica Az

Para determinacdo da atividade fosfolipasica foi utilizado o protocolo de Magalhdes
(MAGALHAES, 2017). Uma solucéo de tamp&o Tris-HCI 100 mM (pH 8,0) contendo gema
de ovo a uma concentracdo de 2 mg/mL de proteinas foi utilizado como sistema e substrato,
respectivamente, para a detec¢do da atividade enzimatica. Para diferenciacdo de fosfolipases
calcio dependentes, a mesma solucdo também foi preparada com CaCl, 25 mM. Nos ensaios,
foram adicionados 200 pL da solugdo tampdo, em pogos de microplacas de 96 pogos, e 20 uL
de amostra (1 mg/mL) ou agua destilada (branco), sendo todos feitos em triplicadas. As
microplacas foram incubadas por 30 minutos a 37°C e em seguida a absorbancia foi analisada
a 925 nm em uma leitora de microplacas (Spectramex Plus 384 — Molecular Devises®). A
presenca de fosfolipases foi detectada para amostras que causassem um decréscimo de 0,01
unidades de absorbancia, sendo que esse decréscimo foi definido como uma unidade

enzimatica.
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4.7. Atividade lipolitica

A presenca de atividade lipolitica foi determinada através do monitoramento da
formacéo de p-nitrofenol, derivado da hidrélise do substrato sintético p-nitrofenil palmitato.
Para os experimentos duas solugdes foram misturadas 10 minutos antes do inicio dos ensaios
para producdo do meio reacional, na proporcéo 9:1, sendo essas - Solucdo I: Goma arébica
(0,05 g); tampdo fosfato-citrato pH 6,0 (90 mL); Triton X-100 (250 uL); e Solugdo II: p-
nitrofenil palmitato (0,03 g); isopropanol (10 mL). Uma mistura de 450 pL. do meio reacional
e 50 uL de amostra (1 mg/mL) ou &gua destilada (branco) foram incubados em microtubos
por 5 minutos a 37°C e em seguida colocados em banho a 100°C para interromper a reacao.
Posteriormente, foi adicionado aos microtubos 500 pL de uma solugdo de tetraborato de sodio
saturada (Na2BsO7 — pH 8,0), sendo por fim analisada a absorbancia em uma leitora de
microplacas (Spectramex Plus 384 — Molecular Devises®) a 410 nm. A unidade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necesséria para produzir um micromol de p-nitrofenol
por minuto (umol/min), sendo os resultados expressos em unidades por miligramas de
proteina (U/mg). Este ensaio foi realizado com a supervisdao do Me. Jonh Dayvan Maidana

Serpa do Laboratorio de Bioquimica Geral e de Microrganismos — INBIO (UFMS).

4.8. Atividade antitriptica

Com o objetivo de analisar a presenca de peptideos inibidores de protease na peconha
e hemolinfa de T. paraguayensis, foi realizado um ensaio de atividade antitriptica conforme
proposto por Erlanger (ERLANGER; KOKOWSKY’; COHEN, 1961). No experimento 8 uL
(0,25 mg/mL) de cada amostra foram incubados em microplaca de 96 pocos com 4 pL de
tripsina bovina (0,25 mg/mL solubilizado em HCI 1 mM) e 58 uL tampéo fosfato 0,1 M (pH
7,6). Em seguida a microplaca foi pré-incubada durante 10 minutos a 37°C, posteriormente
foi adicionado 200 pL do substrato BAPNA (Na-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide
hydrochloride) a 1 mM, preparado em 1% DMSO e tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,6). Por fim, a
microplaca foi incubada novamente por 30 minutos a 37°C e teve sua absorbancia analisada
em 410 nm em uma leitora de microplacas (Varioskan LUX - Thermo Scientific). Os
experimentos foram realizados em duplicatas, havendo também um controle (sem adicdo de
amostra) e branco (sem adicdo de amostra e tripsina). Este ensaio foi realizado com a
supervisdao do Dr. Caio Fernando Ramalho de Oliveira no Laboratério de Purificacdo de
Proteinas e suas Fungdes Bioldgicas (LPPFB) — FACFAN (UFMS).
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4.9. Atividade antitripanossémica

Formas epimastigotas de T. cruzi Dm28c foram mantidas em cultura a 28 °C em meio
LIT (Liver Infusion Tryptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), com
repiques periodicos. Nos experimentos foram utilizados parasitas em fase exponencial de
crescimento. O efeito da pegonha sobre a viabilidade de formas epimastigotas do parasita foi
determinado pelo ensaio do MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio) (HENRIQUES et al., 2011). Parasitas em fase exponencial de
crescimento foram contadas em camara de Neubauer, ajustadas para a concentracdo de 1x10°
parasitas/mL e transferidas para placas de 96 pocos. Os parasitos foram incubados por 72
horas na presenca de diferentes concentragbes (60/30/15/7,5/3,75 png/mL) da peconha diluida
em DMSO, em triplicata, e mantidas a 28°C. Apds a incubacéo, foi adicionada uma solucao
de MTS (5 mg/mL) a cada poco e as placas foram incubadas por 4 horas a 37°C.
Posteriormente, a absorbancia foi avaliada, em 570 nm em uma leitora de microplacas
(uQuant — BioTek®). Este ensaio foi realizado com a supervisio da Prof.2 Dra. Alda Maria
Teixeira Ferreira no Laboratorio de Imunologia, Biologia Molecular e Bioensaios — INBIO
(UFMS).

4.10. Atividade citotdxica

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com células Vero (CCL-81 - ATCC®)
com 70% de confluéncia do tapete celular em concentracio igual a 2x10° células/mL em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) com 10% de SBF e mantidas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO», em placas de 96 pocos. Apos 24 horas, as células foram incubadas
com diferentes concentracdes de pegonha (150/75/37,5/18,75/9,37/4,7 ug/mL), diluidas em
DMSO 100% e, posteriormente, em meio DMEM para obtencdo das concentracfes a serem
testadas frente as células animais. O controle foi feito com as células em meio DMEM e
DMSO na proporgédo correspondente a cada ponto da curva de concentracdo. A viabilidade
celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico de MTT (brometo de 3- (4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio). Apds 24 horas, as células foram lavadas e entdo foram
adicionados 50 pL de MTT (2 mg/mL) diluido em meio DMEM. Apoés 4h de incubacao, 50
uL de DMSO 100% foram adicionados para solubilizagdo dos cristais formados e a

absorbancia foi verificada a 570 nm. Os experimentos foram realizados em triplicatas. Este
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ensaio foi realizado com a supervisdo da Prof.2 Dra. Alda Maria Teixeira Ferreira no
Laboratdrio de Imunologia, Biologia Molecular e Bioensaios — INBIO (UFMS).

4.11. Efeito da peconha e hemolinfa sobre a atividade da (Na*,K*) — ATPase

A fim de verificar o efeito da peconha e hemolinfa sobre a atividade (Na*,K*)-ATPase,
foi observado a atividade pNPPase da enzima (Na*,K")-ATPase sobre 0 substrato sintético p-
nitrofenil fosfato. Homogenatos de rim de ratos, doados pelo Prof. Dr. Jeandre Augusto dos
Santos Jaques (INBIO/UFMS), foram preparados a partir da maceracdo dos tecidos com
tampédo de membrana pH 7,4 (imidazol 12,9 mM; EDTA 0,625 mM; sacarose 250 mM). Os
homogenatos em seguida foram centrifugados a 10.000 x g por 35 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi determinado como fracdes de membrana. Para os ensaios as fracbes de
membranas foram quantificadas e ajustadas a 1,25 mg/mL de proteinas pelo método de
Bradford.

O meio reacional continha EDTA 1 mM, KCI 50 mM, MgCl> 3 mM, p-nitrofenil
fosfato 10 mM e Tris-HCI 30 mM (pH 7,4). Também foi preparado outro meio reacional
contendo adicionalmente ouabaina 2 mM, inibidor especifico da enzima (Na*,K*)-ATPase.
Foi adicionado aos microtubos do ensaio: 1 mL do meio reacional (com ou sem ouabaina), 1
ou 10 pL de peconha e hemolinfa a 1 mg/mL e 40 puL de homogenatos de rins contendo a
enzima, sendo esses imediatamente incubados por 50 minutos a 37°C. Os experimentos foram
realizados em triplicatas, havendo também controles sem adi¢éo de peconha ou hemolinfa. Ao
final da incubac&o, o conteudo foi analisado em uma leitora de microplacas (Spectramex Plus
384 — Molecular Devises®) em 410 nm. A atividade pNPPase especifica da enzima (Na*,K*)-
ATPase foi obtida pela subtracdo da atividade do meio reacional sem ouabaina pela atividade
do meio reacional com ouabaina. Os resultados foram expressos como nanomol de p-

nitrofenol liberado por minuto e miligrama de proteina (nmol/mim/mg).

4.12. Perfil cromatografico da peconha

Para realizacdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em fase reversa,
foi utilizado um equipamento modelo UltiMate 3000 XRS (Thermo Scientific®) com sistema
de injecdo automatico e uma coluna analitica C18 Symmetry (6 x 75 mm e 3,5 um). Duas

solucBes de trabalho foram preparadas, sendo a solugdo A composta de acido trifluoroacético
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0,1% e a solugdo B uma mistura de 90% acetonitrila e 10% solucdo A. Um total de 3 mg de
peconha liofilizada foi solubilizada em 100 pL de solugdo A, depositada em um tubo
apropriado e colocado na bandeja de injecdo. A cromatografia foi realizada com um fluxo de
1 mL por minuto, iniciando com 5% de solucdo B por 5 minutos, seguido de um gradiente de
5% a 95% de solugcdo B em 50 minutos, posteriormente permaneceu em 95% de solucdo B
por mais 5 minutos e por fim mais 5 minutos de 5% de solucdo B, totalizando ao total 65
minutos de corrida cromatografica. Este ensaio foi realizado com a supervisdo do Dr. Caio
Fernando Ramalho de Oliveira no Laboratério de Purificacdo de Proteinas e suas Funcdes
Bioldgicas (LPPFB) — FACFAN (UFMS).

4.13. Andlises estatisticas

Todos os valores experimentais serdo expressos como média + desvio padrdo (DP).
Foi aplicado One-way analise de variancia (ANOVA) para comparacdes de multiplos grupos,
seguido do pos-teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism (versdo 5.00, GraphPad,
San Diego, CA, EUA, 2007). Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Perfil eletroforético da peconha e hemolinfa de Tityus paraguayensis

O perfil eletroforético obtido a partir do gel com concentracdo de 15%, revelou a
presenca de proteinas de diversas massas, variando de 150 a menores que 10 kDa. Ao todo
foram identificadas 7 bandas bem evidentes na pegonha de T. paraguayensis (Figura 4-A),
sendo essas de aproximadamente: 140 kDa (1), 75 kDa (2), 70 kDa (3), 44 kDa (4), 33 kDa
(5), 28 kDa (6) e 10 kDa (7). As bandas 2, 3 e 7 apresentaram maior intensidade, indicando
uma maior abundancia destes componentes na peconha. O perfil obtido adicionalmente com o
protocolo adaptado para proteinas de baixa massa molecular (Figura 4-B) demonstrou um
padrdo de bandas semelhante, sendo encontrado bandas equivalentes ao gel anteriormente
descrito, contudo, o novo perfil evidenciou a presenca de duas novas bandas. A banda
denominada A esté localizada entre as bandas 3 e 4, ja a banda denominada B que esté entre

as bandas 6 e 7.

A B

Marcador de Massa

Molecular (kDa’ T P

Marcador de Massa
Molecular (kDa)

Ip

Figura 4: Perfil eletroforético de 20 pg da pegonha de Titys paraguayensis (T.p) realizado através de SDS-
PAGE 15% (A) e SDS-PAGE 16,5% (B). Os nimeros e letras em vermelho fazem referéncia as bandas
abordadas no texto.
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A intensidade da banda 7 corrobora com trabalhos anteriores, que ja relataram a
presenca de proteinas de baixa massa molecular em peconhas escorpidnicas, sendo essas
descritas em sua maioria como peptideos responsaveis pela toxicidade das peconhas
(YAQOOB et al., 2017). Estudo realizado com o escorpido turco da espécie Leiurus
abdullahbayrami apresentou grandes semelhancas com o perfil eletroforético obtido no
presente estudo, os autores identificaram diversas proteinas com massas entre 10 e 150 kDa,
sendo as mais evidentes de aproximadamente 10 kDa (correspondente a banda 7 de T.
paraguayensis) e 70 kDa (correspondente a banda 2 de T. paraguayensis). Contudo, 0s
autores realizaram adicionalmente ao SDS-PAGE uma eletroforese capilar microfluidica
(MCE), com isso observaram a presenca de bandas com 6 kDa e 7 kDa, além de diversas
bandas entre 70 kDa e 85 kDa (ERDES et al., 2014).

Outros estudos também ja identificaram altas concentracoes de proteinas com massa
proxima a 10 kDa, como no escorpido da espécie Hottentotta rugiscutis, sendo que quando
essa banda foi analisada por espectrometria de massa foram identificados diversos peptideos
com massa entre 912,35 e 7113,80 Da (SANTHOSH et al., 2022). Tal situacao ja foi descrita
também em Protoiurus kraepelini (SOMAY DOGAN et al., 2018) e Mesobuthus tamulus,
sendo nesta espécie a banda com massa préxima a 10 kDa identificada em sua maioria como
peptideos moduladores de canais i6nicos (DAS; PATRA; MUKHERJEE, 2020). Com esses
resultados € possivel propor que a banda 7 encontrada em T. paraguayensis apresente mais de
um peptideo com baixa massa molecular, representando uma maior diversidade de proteinas

descritas para a espécie.

Por outro lado, as bandas 2 e 3 correspondem provavelmente a hemocianinas, que sao
complexos proteicos abundantes na hemolinfa de artrépodes e estdo envolvidas nas trocas
gasosas, sendo que estdas também podem ser encontradas na peconha de escorpifes
(OUKKACHE et al., 2013). Proteinas com massa de aproximadamente 70 kDa ja foram
identificadas também na peconha de Androctonus australis, Androctonus amoreuxi,
Androctonus crassicauda (SALAMA; SHARSHAR, 2013), lurus dufoureius (KESKIN;
KOG, 2006), entre outros.

Na hemolinfa e em ambas as fracGes analisadas (plasma e hemdcitos), a banda
predominante foi em torno de 75 kDa (Figura 5), sendo essa atribuida a proteina hemocianina
visto sua massa molecular e a abundéncia esperada desta molécula na hemolinfa de artrépodes
(ALI; ZAIDI; ABBASI, 1995). Além dessa também é possivel observar outras bandas de

maior massa molecular localizadas na porcdo superior do gel. Proteinas de baixa massa
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molecular ndo foram detectadas devido, provavelmente, as altas concentracbes de
hemocianina e outras proteinas de alta massa molecular detectadas.

Marcador de Massa

Molecular (kDa) HTp HIp-H HIp-P

Figura 5: Perfil eletroforético de 20 pg da hemolinfa (H T.p), fracdo plasma (H T.p-P) e hemdcitos (H T.p-H) de
Tityus paraguayensis, realizado através de um SDS-PAGE 15%.

Mesmo que a grande concentracdo de proteinas de alta massa molecular tenha
impedido a visualizacdo de outras bandas de menor massa molecular, é provavel que haja tais
moléculas na hemolinfa de T. paraguayensis. Estudos realizados com 0 mesmo género, como
a espécie T. serrulatus (DE JESUS OLIVEIRA; DE OLIVEIRA; DA SILVA JUNIOR,
2019), e com outros géneros, como a espécie Hadrurus arizonensis (MERCHANT et al.,
2021), ja identificaram a presenca de peptideos com atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas. Acreditasse que as moléculas constituintes das pegonha
escorpidnicas tenham tido uma origem evolutiva de componentes presentes na hemolinfa
deste animais, tal hipotese ganha forca através de estudos que demonstram a presenca de
atividade moduladora de canais idnicos (muito comum em pegonha) também nas hemolinfas
(MENG et al., 2020).
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5.2. Atividade proteolitica

No ensaio zimograma foi identificada uma banda de degradacéo entre 50 e 37 kDa na
hemolinfa e em suas fracfes (Figura 6), portanto, indicando a presenca de uma enzima com
atividade proteolitica (gelatinolitica) nestas amostras. Auséncia de bandas identificaveis nessa
regido por SDS-PAGE (Figura 5), indica uma baixa concentragéo enzimatica.

Marcador de Massa
Molecular (kDa) HTp HTZp-H HTp-P Ip

Figura 6: Zimograma feito com 20 ug da peconha (T.p), hemolinfa (H T.p), plasma (H T.p-P) e hemécitos (H
T.p-H) de Tityus paraguayensis através de uma eletroforese (SDS-PAGE 15%) com gelatina a 0,25 mg/mL.

Tal atividade ja foi descrita na hemolinfa de outros invertebrados, tendo grande
importancia na formacdo de cascatas metabdlicas envolvidas na imunidade inata destes
animais, sendo ja bem descrito a presenca de 3 serino proteases com 123, 110 e 64 kDa na
hemolinfa de algumas espécies de limulos (IWANAGA; LEE, 2005). Geralmente, essas
enzimas se encontram na forma de zimogénios, ativando-se através de mecanismos
especificos na presenca de danos teciduais e infeccBes microbianas, tendo a intensidade e
duracdo da resposta controladas por inibidores de proteases (HE et al., 2017). Contudo, 0s
estudos focados em enzimas proteoliticas na hemolinfa de escorpides sdo muito escassos, ndo

havendo até entdo nenhuma enzima descrita na literatura.
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Na peconha néo foi observado bandas de degradacédo (Figura 6), tal resultado pode ser
atribuido a alguns fatores, como auséncia de enzimas proteoliticas na peconha, insensibilidade
da enzima ao substrato ou baixa concentracdo enzimatica, portanto, ndo havendo unidades
enzimaticas o suficiente para produzir bandas de degradacdo. Estudos realizados com
escorpides da espécie Hemiscorpius lepturus identificaram atividade proteolitica em
zimograma utilizando como substrato gelatina e caseina (SEYEDIAN et al., 2010). Também
no género Tityus foi identificado a presenca de enzimas proteoliticas da familia das serino

proteases e metaloproteases (AMORIM et al., 2019).

As enzimas com atividade proteolitica desempenham importante papel nos acidentes
com escorpides, pois estas podem clivar proteinas e peptideos chave do metabolismo do
organismo e ocasionar diversos disturbios. Trabalhos ja demonstraram que peptidases
semelhante a enzima conversora de angiotensina I, na peconha de T. serrulatus, estdo
envolvidas nos quadros de hipertensdo descrito nos envenenamentos com esta espécie, sendo
que a sintomatologia teve seus efeitos revertidos pela administracdo de captopril associada a
peptidase (CAJADO-CARVALHO et al., 2016). A participacdo de metalopeptidases também
foi relacionada a hidrolise de neuropeptideos envolvidos em diversos atividades essenciais do
tecido nervoso, liberando fatores que podem interagir com canais i0nicos e promover
neurotoxicidade indireta (CARVALHO et al., 2014). Outra importante enzima é a anterase,
uma metaloprotease muito comumente descrita em pegonhas de escorpides que teve sua
atividade relacionada a alteracdes no transporte de vesiculas celulares no péncreas,
ocasionando 0s casos de pancreatite observado em acidentes com escorpifes da espécie T.
serrulatus (FLETCHER et al., 2010; ORTIZ et al., 2014).

5.3. Atividade fosfolipasica Az

A peconha demonstrou atividade fosfolipasica na presenca e auséncia de calcio
(Tabela 3). Tais resultados indicam que as fosfolipases presentes na peconha sdo independes
de calcio, uma vez que mesmo na auséncia de tal cofator foi detectado atividade, contudo, é
mais provavel que houvesse calcio na propria amostra, assim ndo sofrendo interferéncia da
auséncia deste ion na solucdo tampdo, esta afirmacdo €& corroborada por estudos que
detectaram altas concentracGes de potassio e célcio na pegonha de escorpides (ERDES et al.,

2014). Em contraponto as fracbes obtidas da hemolinfa (plasma e hemdcitos) néo
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apresentaram atividade fosfolipasica em nenhum dos sistemas testados (com ou sem calcio),

indicando assim uma auséncia desta classe de enzimas nestas amostras (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade fosfolipasica da peconha, plasma e hemdcitos de T. paraguayensis, expressa em U/mg e
seguida de seu respectivo desvio padrdo amostral. O sinal negativo (-) indica a ndo deteccdo de atividade na
amostra. Todos 0s experimentos foram realizados em triplicatas.

Com calcio Sem calcio

Peconha Plasma Hemdcitos Peconha Plasma Hemocitos

Atividade 124,16 + 46,43 - - 170,66 + 82,02 - -

As fosfolipases mais comumente encontradas em peconhas e venenos animais sao as
sPLA: (fosfolipases da familia A. secretadas). Estas enzimas tem entre 14 a 19 kDa e sdo
altamente ligadas por pontes dissulfeto, até o momento, 9 enzimas desta classe foram
identificadas em peconhas de escorpides (KRAYEM; GARGOURI, 2020). Como exemplos
temos a hemilipina identificada em Hemiscorpius lepturus (JRIDI et al., 2015), HmTx
identificada em Heterometrus laoticus (INCAMNOI et al., 2013) e SmPLVG identificada em
Scorpio maurus (LOUATI et al., 2013). Outras familias de fosfolipases também j& foram
descritas para escorpides, em estudos transcriptomicos foi identificado a presenca de enzimas
da familia C e A; em Liocheles australasiae, Mesobuthus martensii, e Scorpio maurus
palmatus (LOK et al., 2021). Enzimas da familia D também foram identificadas em

escorpides da espécie Hemiscorpius lepturus (MOEZ et al., 2020).

As fosfolipases encontras em peconhas de serpentes tem sua atividade ja bem
relacionado a sintomatologia dos acidentes, contudo, 0 mesmo ndo € observado para as
fosfolipases escorpibnicas, embora alguns estudos ja indiquem possiveis atividade biolégicas
de tais enzimas. Uma fosfolipase sPLA: identificada em escorpides Anuroctonus
phaiodactylus, com massa de 19.172 kDa composta por duas subunidades distintas
(heterodimero), teve seus efeitos anticoagulante e hemolitico in vitro confirmados (VALDEZ-
CRUZ; BATISTA; POSSANI, 2004). Estudos realizados com peconha de serpentes propdem
que a atividade anticoagulante observada para as fosfolipases sPLA: esteja relacionado com a
hidrolise de fosfatidilserinas plasmaticas prd-coagulantes, fosfolipidios importantes na
formacdo de varios complexos de coagulacdo (SAIKIA; MAJUMDAR; MUKHERJEE,
2013). Além destes, efeitos neurotoxicos, inflamatorios, cardiotoxicos e miotdxicos também
foram relacionados as fosfolipases encontradas em escorpides (KRAYEM; GARGOURI,
2020).
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5.4. Atividade lipolitica

Todas as amostras testadas apresentaram atividade lipolitica, sendo maior na
hemolinfa (0,035 U/mg), seguida da fracdo plasma (0,028 U/mg), hemacitos (0,014 U/mg) e
peconha (0,008 U/mg) (Figura 7). As andlises estatisticas demonstraram que a diferenca
observada entre as amostras foi significativa (p= 0,000531673), sendo a pegonha
significativamente diferente da hemolinfa (p= 0,0005677) e plasma (p= 0,001966), hemolinfa
diferente dos hemacitos (p= 0,001695) e plasma diferente de hemdcitos (p= 0,009131). Com
isso pode se concluir que o principal componente responsavel pela atividade lipolitica
encontrada na hemolinfa é o plasma, uma vez que seus resultados ndo diferem
significativamente. Também se observa que os niveis de atividade encontrada nos hemacitos

equivalem-se a peconha.
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Figura 7: Atividade lipolitica da peconha, hemolinfa e suas fracdes (plasma e hemdcitos) de Tityus
paraguayensis, expressa em U/mg. A barra representa o desvio padrdo dos experimentos. As letras diferentes
representam as amostras estatisticamente diferentes, analises ANOVA e teste de Tukey foram realizadas. Todos
0s experimentos foram realizados em triplicatas.

Dado o processo invasivo de extracdo de hemolinfa utilizado no presente estudo,
puncdo dorsal na regido do mesossoma, pode-se sugerir que as lipases encontradas na
hemolinfa e suas fragdes sejam provenientes das glandulas digestivas de T. paraguayensis.
Poucos trabalhos de identificacdo de lipases em escorpides foram realizados, sendo a maioria
lipases digestorias. A primeira lipase descrita em escorpides foi na espécie Scorpio maurus, a
partir da dissecacdo das glandulas digestivas, sendo essa uma lipase com massa de
aproximadamente 50 kDa, tendo atividade independente de cofatores e resistente a pH
alcalino (ZOUARI et al., 2005). Estudos transcriptomicos das glandulas digestivas de Tityus
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serrulatus também identificaram lipases, sendo que essas representaram um total de 20% das
enzimas digestivas (FUZITA et al., 2015).

Por outro lado, a presenca de lipases na peconha de escorpides € um achado mais raro,
sendo que até hoje essas enzimas foram descritas apenas por ensaios transcriptbmicos nas
glandulas de peconha (CID-URIBE et al., 2020). Visto a escassez de estudos a este respeito,
se torna dificil propor mecanismos pelos quais esta enzima participe dos efeitos bioldgicos
observados pelas peconhas escorpidnicas, contudo, deva estar ligado com a hidrolise de

lipidios liberando &cidos graxos e glicerol.

5.5. Atividade antitriptica

Os resultados indicaram que ndo houve diminuicdo da atividade da enzima tripsina
quando exposta as amostras testadas (Figura 8), indicando a auséncia de peptideos com
atividade antitriptica. Pelo contrério, foi observado um aumento significativo da atividade (p=
0,002456), tal resultado se da provavelmente a presenca nas amostras de enzimas capazes de
hidrolisar também o substrato sintético BAPNA e causar um aumento do seu produto (p-

nitroanilina) no meio reacional.
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Figura 8: Atividade antitriptica analisada em 2 ug de pegonha, hemolinfa e suas fracdes (plasma e hemdcitos) de
Tityus paraguayensis, além do controle. No eixo y se encontra absorbancia observada em cada amostra e no eixo
X 0 tempo de incubacdo. A barra representa o desvio padrdo dos experimentos, analises ANOVA e teste de
Tukey foram realizadas. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas.
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Embora a caracterizagdo funcional de peptideos inibidores de proteases (PIP) em
peconhas animais seja pouca compreendida, supde-se que estas moléculas auxiliem na
protecdo de componentes proteicos da peconha, evitando sua degradacdo pela acdo de
enzimas proteolitica contidas tanto na peconha quanto na presa, assim preservando a atividade
proteolitica (MA et al., 2016). Em estudo realizado com Tityus discrepans foi caracterizada a
atividade de um PIP sobre a enzima plasmina, que € um importante componente nas cascatas
de coagulacao. Assim, foi possivel correlacionar deposicdo de fibrina observada em quadro de
envenenamento com T. discrepans e a presenca do peptideo inibidor de protease na pegconha
do animal (BRAZON et al., 2009).

Diversos PIP ja foram descritos em escorpides, como o peptideo MeKTT-1 com massa
de 6669,9 Da que foi isolado de escorpies da espécie Mesobuthus eupeus, e apresentou alta
atividade inibidora de tripsina in vitro (MA et al., 2016), PIP tambeém foram identificados nas
peconhas de Lychas mucronatus (ZHAO et al., 2011), Tityus bahiensis (DE OLIVEIRA et al.,
2015), Buthus tamulus (CHHATWAL; HABERMANN, 1981), Buthus martensi (DING et al.,
2015), entre outros. A ocorréncia destes peptideos também ja foi descrita na hemolinfa de
escorpides, sendo que estes provavelmente atuem na regulagdo da vias metabodlicas do proprio
animal (BANERJEE et al., 1991).

As andlises estatisticas demonstraram um aumento significativo da atividade em todas
as amostras quando comparadas ao controle. O aumento da atividade triptica no presente
experimento reforcou os resultados obtidos no zimograma para hemolinfa e suas fracdes,
indicando a presenca de proteases e sugerindo se tratar de uma serino protease, uma vez que o
substrato BAPNA utilizado é especifico para essas enzimas. Quanto a pegonha de T.
paraguayensis, os resultados obtidos demonstram também a presenca de serino proteases,
indicando assim que o resultado negativo observado no zimograma tenha se dado devido a

uma concentracao insuficiente da enzima para provocar uma banda de degradagéo no gel.

5.6. Atividade antitripanossémica

No ensaio para verificar o efeito da peconha sobre a viabilidade das formas
epimastigotas do parasita, foi observada uma diminuicdo estatisticamente significativa (p=
0,000000203) da viabilidade dos parasitos quando tratados com as trés concentragdes mais
altas de peconha (15, 30 e 60 pg/mL) (Figura 9).
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Figura 9: Atividade antitripanossomica analisada em diferentes concentracfes de peconha de Tityus
paraguayensis e controle. No eixo y se encontra a viabilidade de formas epimastigota de T. cruzi (%), € no eixo
X as concentragdes (ng/mL). A barra representa o desvio padrdo dos experimentos, sendo o asterisco indicativo
do tratamento que apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle, obtido através ANOVA e teste de
Tukey. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

Alguns trabalhos na literatura avaliaram a relacdo de peconhas escorpibnicas e
Trypanosoma cruzi. No estudo mais recente, foi avaliado o efeito de 400 pg/mL de peconha
de T. serrulatus sobre macréfagos infectados com formas tripomastigotas do parasito, 0s
resultados apontaram um aumentou na producdo de éxido nitrico e citocinas pré-inflamatérias
pelos macrdfagos, assim ocasionando uma diminuicdo da replicacdo intracelular do parasito e
a liberacdo de tripomastigotas (PIMENTEL et al., 2021). Trabalhos realizados com o peptideo
estigmurina (T. stigmurus) e seus analogos identificaram um alta atividade contra formas
epimastigotas de T. cruzi, sendo observado uma inibigdo de 100% do crescimento do parasita
na concentragdo de 25 uM e 2,5 UM de estigmurina e seus analogos, respectivamente
(AMORIM-CARMO et al., 2019; PARENTE et al., 2018). O peptideo VmCT1 encontrado no
escorpido Vaejovis mexicanus também foi avaliado contra formas epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas do Trypanosoma cruzi, demonstrando atividade contra as trés
formas (PEDRON et al., 2020).

Os resultados indicam que existe potencial na pegonha para provocar uma diminuicao
da viabilidade de T. cruzi em sua forma epimastigota, contudo, ndo muito expressiva. Tal
quadro pode ser causado por uma concentracdo pequena de compostos especificos que
estejam envolvidos com a diminuigdo da viabilidade, logo ndo sendo identificado o 1Cso no

presente estudo. Visto o potencial descrito em outras espécies e o0s resultados obtidos com T.
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paraguayensis, seria interessante realizar novamente o experimento utilizando outras formas

do ciclo de vida do parasito e fracGes isoladas/enriquecidas da pegonha de T. paraguayensis.
5.7. Atividade citotdxica

Os resultados obtidos neste ensaio ndo se mostraram estatisticamente significativos
qguando comparados ao controle, indicando auséncia de citotoxicidade nas concentracfes de
peconha avaliadas (150/75/37,5/18,75/9,37/4,7 ng/mL) (Figura 10).
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Figura 10: Atividade citotoxica analisada em diferentes concentra¢fes de pegonha de Tityus paraguayensis e
controle. No eixo y se encontra a viabilidade celular (%), e no eixo x as concentragdes (ug/mL). A barra
representa o desvio padrdo dos experimentos, foram realizadas anélises ANOVA e teste de Tukey. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicatas.

Tais resultados corroboram com os obtidos com a peconha do escorpido Rhopalurus
junceus, que ndo apresentou alteracdo da viabilidade de diversas culturas celulares, entre estas
células Vero (DIAZ-GARCIA et al., 2013). Resultados semelhantes foram observados para a
peconha do escorpido Hemiscorpius lepturus, cujo 1Cso para células Vero foi de 896 pg/mL
(MORADI et al., 2019). Ja em estudo realizado com a peconha de Hottentotta schach foi
detectado apenas uma discreta diminuicdo da viabilidade de células Vero na concentracao
mais alta testada, 200 ug/mL (DEZIANIAN et al., 2020).

Entretanto, é interessante ressaltar que nos trabalhos mencionados e em outros com
Androctonus crassicauda (ZARGAN et al., 2011) e Heterometrus bengalensis (DAS GUPTA
et al., 2007), foi descrito significativa atividade citotoxica de suas peconhas contra células
tumorais. Em estudo realizado com o escorpido Androctonus bicolor foi observado que sua
peconha induziu a parada do ciclo celular e apoptose em células provenientes de cancer de

mama e colorretal (AL-ASMARI et al., 2016). Na espécie Tityus serrulatus foi observado
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uma diminuicdo significativa de linhagens celulares de cancer de Utero quando expostas a
diferentes concentracdes de peconha (BERNARDES-OLIVEIRA et al., 2019).

Tais dados bibliograficos indicam uma certa seletividade das peconhas escorpidnicas
no geral, para causar diminuicdo da viabilidade de células tumorais. Deste modo, sendo
interessante submeter a peconha de T. paraguayensis a ensaios de citotoxicidade contra
celulas tumorais também. A auséncia de citotoxicidade contra células normais também se
mostra promissor para outros estudos farmacoldgicos, pois estad € uma caracteristica desejavel

em farmacos.

5.8. Efeito da peconha e hemolinfa sobre a atividade da (Na*,K*) — ATPase

Foi observado um aumento significativo na atividade pNPPase da enzima (Na*,K") —
ATPase (NKA) na presenca de 10 pg de peconha (p= 0,001677) de Tityus paraguayensis
(Figuras 11), sendo este aumento de aproximadamente 19% da atividade quando comparado

ao controle.

nmol Pi/min/mg

Controle 1ug 10 ug

Figura 11: Atividade pNPPase da enzima NKA em duas concentragdes (1 e 10 ug) da peconha de Tityus
paraguayensis, expressa em nmol de Pi/min/mg. A barra representa o desvio padrdo dos experimentos, sendo o
asterisco indicativo do tratamento que apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle, analises
ANOVA e teste de Tukey foram realizadas. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

Sabe-se que as toxinas animais sdo capazes de modular a atividade da (Na*,K®)-
ATPase, entre as toxinas de origem proteica a mais estuda é a melitina, um peptideo
encontrado na peconha de abelhas Apis melifera (CHEN; LIN-SHIAU, 1985), contudo, tal
molécula causa uma inibi¢cdo na atividade enzimaética, diferente do observado no presente

trabalho. Em contra partido, estudo realizado com a peconha da serpente Bothrops alternatus
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observou um aumento na atividade de enzimas (Na*,K*)-ATPase renais ap0s exposicdo a
peconha (LINARDI et al., 2011). A peconha de Bothrops jararacucu também ocasionou um
aumento da atividade enzimatica quando associada ao antibidtico doxiciclina (SOEIRO et al.,
2021).

Outro composto envolvido na regulacdo da (Na',K")-ATPase é a dopamina, a
regulacdo da atividade desta enzima é muito importante, pois 0 aumento de sua atividade ja
foi relacionado a processos hipertensivos (APERIA, 2001). E interessante comentar que
peptideos encontrados na pegonha de Scorpio maurus palmatus provocaram um aumento da
pressao arterial em ratos (ETTINGER et al., 2013). Visto isso, é possivel sugerir uma relacéo
entre a estimulacdo da enzima (Na*,K*)-ATPase e 0s processos hipertensivos ligados as

peconhas escorpidnicas.

Nas outras amostras (hemolinfa, hemdcitos e plasma) avaliadas ndo houve alteracéo
significativa da atividade enzimatica (Tabela 4).
Tabela 4. Atividade pNPPase da enzima NKA quando exposta a diferentes concentrages (1 e 10 pg) de

hemacitos, plasma e hemolinfa de T. paraguayensis, expressa em nmol de Pi/min/mg e seguida de seu respectivo
desvio padrdo amostral. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

Atividade (nmol de Pi/min/mg)

Amostra Controle 1pg 10 g
Hemocitos 4,26 £ 2,92 4,34 +1,23 4,58 + 0,96
Plasma 4,00 £ 0,84 4,58 +1,50 579 %237

Hemolinfa 419 +0,41 5,09 +1,53 5,88 +2,02
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5.9 Perfil cromatogréafico da pegonha

O perfil cromatogréafico da peconha revelou a presenca de 83 picos (Figura 12).
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Figura 12: Perfil cromatogréfico obtido através da eluicdo de 3 mg de peconha liofilizada de Tityus
paraguayensis em um equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com um gradiente de
5% a 95% de solugdo B. Os nimeros indicam o numero do pico.

Os picos variam entre alturas de 0,144 e 142,974 mAU (miliunidades de absorbéancia),
sendo este o pico predominante com uma altura relativa de 19,59% (56) e, portanto,
representando a composto de maior abundancia na amostra. Além deste, os picos 6 (8,43%),
19 (6,74%), 20 (5,24%) e 50 (8,53%) tiveram grande expressam na amostra avaliada (Tabela
5).

Tabela 5. Dados de altura do pico (mAU) e altura relativa (%) de cada um dos picos obtidos através da eluigdo

de 3 mg de peconha liofilizada de Tityus paraguayensis em um equipamento de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), com um gradiente de 5% a 95% de solugéo B.

Pico Altura do Pico (mAU) Altura relativa (%0)
1 20,664 2,83
2 0,737 0,10
3 7,091 0,97
4 11,623 1,59
5 8,719 1,19
6 61,557 8,43
7 16,004 2,19
8 4,744 0,65
9 17,784 2.44
10 0,144 0,02
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28
29
30
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32
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34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

0,282
0,631
0,273
1,258
1,426
1,039
1,073
49,192
38,214
5,506
2,224
1,38
3,615
1,944
3,771
2,521
1,566
4,738
2,49
2,789
3,623
11,031
5,335
4,075
6,827
3,133
2,385
2,274
4,918
3,355
3,68
1,708
1,593
1,646
2,598
2,531
7,057
8,549
62,245
0,3

0,04
0,09
0,04
0,17
0,20
0,14
0,15
6,74
5,24
0,75
0,3
0,19
0,5
0,27
0,52
0,35
0,21
0,65
0,34
0,38
0,5
1,51
0,73
0,56
0,94
0,43
0,33
0,31
0,67
0,46
0,5
0,23
0,22
0,23
0,36
0,35
0,97
1,17
8,53
0,04
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52 2,292 0,31
53 12,129 1,66
54 7,355 1,01
55 18,437 2,53
56 142,974 19,59
57 13,309 1,82
58 12,119 1,66
59 7,556 1,04
60 1,228 0,17
61 1,532 0,21
62 0,354 0,05
63 1,613 0,22
64 1,98 0,27
65 1,806 0,25
66 2,451 0,34
67 2,001 0,27
68 3,626 0,5
69 1,682 0,23
70 0,886 0,12
71 0,758 0,1
72 0,33 0,05
73 4,328 0,59
74 7,358 1,01
75 0,128 0,02
76 10,129 1,39
77 1,046 0,14
78 6,09 0,83
79 0,391 0,05
80 0,412 0,06
81 7,32 1
82 6,126 0,84
83 19,25 2,64
Total 100

O perfil cromatografico encontrado em pegonhas escorpidnicas apresenta alta variagdo
devido aos diferentes protocolos aplicados, como alteracbes no gradiente de eluicdo ou até
mesmo sua auséncia, e varia¢fes intrinsecas as especies. Um estudo realizado com 6 espécies
de escorpides (Androctonus amoreuxi, Babycurus jacksoni, Hottentotta gentili, Grosphus

grandidieri, Tityus fuhrmanni e Pandinus imperator) utilizando um protocolo padronizado
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para todas, evidenciou para cada espécie um perfil distinto. Foi observado que a pegonha de
P. imperator e T. fuhermanni apresentaram distribuicdo homogénea de compostos
hidrofobicos (maior tempo de retencdo) e hidrofilicos (menor tempo de retencdo), contudo, T.
fuhrmanni apresentou maior concentracdo de compostos eluindo entre 30% e 35%. As outras
espécies avaliadas tiveram a maioria dos compostos eluidos entre 20% e 40%, indicando uma
natureza hidrofilica moderada (ESTRADA-GOMEZ et al., 2017).

Os perfis cromatograficos de pegconhas também variam quanto ao nimero de picos,
como observado na espécie Urodacus yaschenkoi que apresentou 74 picos (LUNA-
RAMIREZ et al., 2013) e na espécie Tityus stigmurus com 65 picos (BATISTA et al., 2007).
O numero de picos obtidos nestes estudos é relativamente préximo aos 83 picos obtidos com
a peconha de T. paraguayensis, sendo a maioria destes picos eluidos com tempos de retencéo
menores, assim indicando uma peconha de cardter mais hidrofilica. Tais resultados
demonstram h& grande variedade de composto encontrados em T. paraguayensis, que ainda

nao foram identificados ou ndo tiveram suas atividades caracterizadas.

5.9. Analise geral dos resultados

Diversos resultados foram obtidos no presente estudo, e para fins de comparagéo e

melhor compreenséo estes dados estdo resumidos na tabela a seguir (Tabela 6):

Tabela 6. Resultados obtidos no presente estudo, de acordo com cada amostra avaliada. (*atividade
possivelmente derivada de lipases do sistema digestorio)

Atividade Amostra
Peconha Hemolinfa Plasma Hemdcitos
Perfil Muito diverso Pouco diverso Pouco diverso Pouco diverso

eletroforético

Atividade Ausente Presente Presente Presente
proteolitica
Atividade Presente Ausente Ausente Ausente

fosfolipéasica
Atividade Presente Presente* Presente* Presente*
lipolitica

Atividade Ausente Ausente Ausente Ausente
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antitriptica (+ protease) (+ protease) (+ protease) (+ protease)
Atividade Presente Né&o avaliado Né&o avaliado Né&o avaliado
antitripanossémica
Atividade Ausente Né&o avaliado Né&o avaliado N&o avaliado
citotoxica
Atividade sobre a Presente Ausente Ausente Ausente
NKA
Perfil Muito diverso Né&o avaliado Né&o avaliado Né&o avaliado

cromatografico

Esses resultados quando tomados em conjunto, permitem propor algumas hipéteses
sobre os escorpifes da espécie Tityus paraguayensis. E possivel que a peconha deste animal
provoque em casos de acidentes sintomas como hipertensdo e neurotoxicidade, ocasionados
pela presenca de enzimas proteoliticas, também é possivel que ocorram disturbios da
coagulagdo atribuidas as fosfolipases, e alteracdes renais e neurolégicas ligados a enzima
NKA. Contudo, esses sintomas mencionados sdo meramente especulativos com base nas
informac@es obtidas no presente estudo, uma vez que ndo existem trabalhos clinicos ou dados
epidemioldgicos ligados a essa espécie. Além disto, a diversidade de compostos evidenciados
pelo perfil eletroforético/cromatografico néo identificados no presente estudo, podem estar

ligados com uma grande diversidade de outros sintomas ou até mesmo a auséncia deles.

Quanto & hemolinfa, essa se mostra promissora para descricdo de enzimas proteoliticas
que podem ser aplicadas biotecnologicamente, por exemplo na industria de panificacdo e
cervejeira (FEIJOO-SIOTA; VILLA, 2011). Ja a atividade lipolitica identificada,
provavelmente derivada de enzimas do sistema digestivo, pode ser aplicada entre outras na
fabricacdo de detergente e biorremediacédo de residuos (CHOUDHURY'; BHUNIA, 2015).
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6. CONCLUSOES

O presente estudo revelou que a peconha de Tityus paraguaensis apresenta enzimas
com atividade proteolitica, fosfolipasica A2 e lipolitica, além de um perfil eletroforético e
cromatografico muito diverso, predominando moléculas hidrofilicas. Quanto as atividades
bioldgicas, foi observado que a peconha desta espécie é capaz de estimular a atividade (Na*,
K*)-ATPase e causar alteracdes na viabilidade de formas epimastigotas do protozoario
Tripanosoma cruzi. A hemolinfa do escorpido estudado demonstrou atividade proteolitica e
lipolitica (provavelmente derivada de enzimas do sistema digestivo), além de um perfil
eletroforético pouco diverso.

Este € o primeiro estudo que buscou investigar os componentes bioquimicos e as
atividades bioldgicas presentes na peconha e hemolinfa do escorpido endémico de Mato
Grosso do Sul, Tityus paraguayensis. Os resultados revelaram uma diversidade de compostos
e atividades que podem ter potencial aplicacdo farmacoldgica e/ou biotecnoldgica, sendo

necessario novos estudos para sua confirmacao, caracterizacao e isolamento.

Com base nestes resultados, pretendem-se dar prosseguimento aos estudos com a
espécie Tityus paraguayensis. As proximas etapas serdo a caracterizacdo dos componentes
descritos bem como daqueles que possivelmente ndo foram identificados neste estudo, além
disso, também se pretende correlacionar as moléculas em especifico encontradas nessa
espécie e suas atividades bioldgicas. Para esse fim, serdo empregadas as metodologias
“dmicas”, que podem ampliar o nimero de informacBes genémicas e protedmicas a respeito

desta espécie.
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