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RESUMO

Os escorpides sdo artropodes da ordem Scorpiones, distribuidos em diversos ecossistemas, sao
animais peconhentos que apresentam estrutura inoculadora de pe¢onha, ocasionando acidentes
em humanos. Esses acidentes, sdo considerados um problema de satde publica em diversos
paises, como o Brasil, entretanto, apenas 50 espécies das mais de 2700 j& descritas, sdo
responsaveis pelos acidentes, e no Brasil todos do género Tityus. As peconhas sdo misturas
complexas, composta de moléculas bioativas, com potencial promissor para a prospec¢édo de
novos produtos biotecnoldgicos e farmacoterapicos. Entretanto, ainda existem poucos estudos
a respeito da pegonha de diversos escorpides como Tityus confluens, que ocorre no cerrado
brasileiro. Diante disto, 0 presente estudo teve como objetivo caracterizar bioquimicamente e
biologicamente a peconha do Tityus confluens. Foi verificado o perfil proteico atraves de
ensaios de eletroforese (SDS-PAGE) e cromatografia, foram investigadas atividades
enzimaticas, como fosfolipasica, amilolitica e proteolitica, assim como, o efeito da peconha
sobre a atividade de ATPases de membrana e avaliar a citotoxicidade sobre células normais e
tumorais. A peconha de T. confluens demonstrou um perfil proteico diverso, apresentando
bandas de proteinas com massas moleculares entre 50-100 kDa, bandas menores que 10kDa
podendo corresponder a peptideos e, compostos de natureza hidrofilica moderada fracionadas
entre 18 — 25 min de tempo de retencdo (RT) e o um composto hidrofébico, de maior
abundancia, eluido ao 41 min de RT. Em relacédo a atividade de enzimas de membranas, a
peconha provocou um aumento na atividade de enzimas ATPases quando incubado a 30 e 50
min, referindo-se a possibilidade de peptideos moduladores de canais iénicos, aléem disso, a
demonstrou atividade amilolitica, atividade pouco discutida na composicdo de pecgonhas
escorpidnicas. T. confluens ndo apresentou atividades fosfolipasica e proteolitica, através dos
métodos utilizados, e ndo foi citotdxica contra células normais e neoplasicas. Os resultados
obtidos neste estudo contribuem para a caracterizacao inicial da composi¢cdo da peconha de
Tityus confluens, possibilitando ampliar a visdo a respeito das pegonhas escorpidnicas e do
conhecimento acerca de um escorpido amplamente distribuido no estado do Mato Grosso do
Su. Entretanto se faz necessario novos estudos sobre estes compostos, visando moléculas

potenciais para a bioprospecgéo.

Palavras-chave: Atividade enzimatica, Escorpido, Peptideos.



ABSTRACT

Scorpions are arthropods from Scorpiones, habit several ecosystems, and are venomous animals
with a venom-inoculating structure, causing accidents in humans. These accidents are
considered a public health problem in several countries, such as Brazil, however, only 50
species of the more than 2700 that have already been described are responsible for accidents,
and in Brazil, all are from the genus Tityus. Venoms are complex mixtures, composed of
bioactive molecules, with promising potential for prospecting new biotechnological and
pharmacotherapeutic products. However, few studies about the venom of several scorpions,
such as Tityus confluens, occur in the Brazilian savanna. The present study aimed to
characterize biochemically and biologically the venom from Tityus confluens. The protein and
chromatographic profile of the venom was verified, as well as the enzymatic activities, such as
phospholipase, amylolytic and proteolytic, the effect of the venom on the activity of membrane
ATPases, in addition to evaluating the cytotoxicity on normal and tumor cells. The venom
showed a diversity of components by the electrophoretic and chromatographic profile, showing
protein bands with molecular masses between 50 -100 kDa, bands smaller than 10kDa, and
eluted fractions between 18 - 25 min of RT and the largest fraction at 41 min of RT, possibly
corresponding to peptides. The venom caused an increase in the activity of ATPase enzymes
when incubated at 30 and 50 min, demonstrated amylolytic activity, did not present
phospholipase and proteolytic activities, and was not cytotoxic against normal and neoplastic
cells. The results obtained in this study allow an initial characterization of the composition of
the venom of Tityus confluens, expanding the view of scorpion venoms and further studies on

these compounds are necessary to elucidate the potential molecules for bioprospecting.

Keywords: Enzymatic activities; Peptides; Scorpions.
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1. INTRODUCAO

Os escorpides sdo animais ancestrais, que por serem peconhentos, despertam interesse
devido a ocorréncia de acidentes com envenenamento em humanos (BRAZIL; PORTO, 2010).
Ja foram identificadas cerca de 2700 espécies de escorpides, apresentando ampla distribuicédo
geogréfica, concentrando-se em &reas tropicais e subtropicais, sendo o Brasil um dos paises
com maior diversidade de espécies (CARVALHO et al., 2017; REIN, 2022).

Apesar da toxicidade e da grande quantidade de acidentes, as espécies que causam
acidentes de importancia a saude representam cerca de 25% do escorpifes ja descritos
(QUINTERO-HERNANDEZA et al., 2013). No Brasil, existem cerca de 160 espécies de
escorpides, os de maior relevancia, devido ao nimero de acidente e a gravidade que causam nas
vitimas, sdo da familia Buthidae, pertencentes ao género Tityus (BRASIL, 2009). As espécies
de maior importancia medica sdo Tityus serrulatus (escorpido-amarelo), Tityus bahiensis
(escorpido-marrom), Tityus stigmurus (escorpido-amarelo-do-nordeste) e Tityus obscurus
(escorpido-preto-amazonico) (ARAUJO et al., 2017; TORREZ et al., 2019). Ha também
espécies brasileiras que devido sua semelhanca morfoldgica com outras mais conhecidas,
podem ser subnotificadas e mal identificadas, como é o caso do Tityus confluens que tem grande
semelhanca morfoldgica com T. serrulatus (escorpido-amarelo).

Os acidentes com escorpides sdo considerados um problema de saude pablica em varios
paises devido a alta incidéncia e a capacidade de algumas espécies provocarem um quadro
clinico grave, podendo levar ao 6bito (CHIPPAUX; GOYFFON, 2008). No Brasil, é expressivo
0 aumento de nimeros de casos de acidentes por picada por escorpido, tendo sido registrado
um aumento de 8% do ano de 2018 para 2019. Embora devido a subnotificacdo durante os dois
primeiros anos da pandemia de COVID-19, houve um declinio nos nimeros de casos
registrados que diminuiram para 162 mil e 159 mil, esta diminuicdo nao foi observada no estado
de Mato Grosso do Sul, apresentando um aumento de 35% do nimero de notificacdes no ano
de 2020 em relagdo ao ano de 2019, passando de 2519 casos em 2019 para 2895 registros em
2020(SINAN, 2022).

Além do interesse para a saude publica, o estudo com escorpifes cresce no que diz
respeito ao potencial farmacologico e biotecnoldgico das moléculas de suas pegonhas e
hemolinfas. As pegonhas apresentam grande complexidade, sendo identificados diversos
componentes, como lipidios, nucleotideos, mucoproteinas, enzimas, aminas biogénicas,
compostos heterociclicos, sais inorganicos, aminoacidos livres e a classe mais abundante, 0s
peptideos (ORTIZ et al., 2015).
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A diversidade das peconhas nédo se restringe apenas nas diversas classes de moléculas,
mas também por apresentar variagdes entre as especies. Destacam-se 0s peptideos que possuem
diversos alvos bioldgicos, como por exemplo, tem-se a stigmurina, peptideo isolado da pegonha
de T. stigmurus, que apresenta atividades antimicrobianas e antiproliferativas (DE MELO et
al., 2015; PARENTE et al., 2018), e a serrulina, um AMP (peptideos antimicrobiano) que
apresentou acgdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos filamentosos e
leveduras, identificado na hemolinfa de T. serrulatus (T.s.) (DE JESUS OLIVEIRA; DE
OLIVEIRA; DA SILVA JUNIOR, 2019).

Outras moléculas da peconha sdo as enzimas, como a hialuronidase (51 kDa)
encontrada na peconha de T. serrulatus que atua como um fator de espalhamento, visto que foi
observada alteracdo dos niveis séricos de TSTX-1, apos a injecdo de TsTX-I na presenca ou
auséncia dessa hialuronidase (PESSINI et al., 2001). As metaloproteinas também sdo
amplamente encontradas nas peconhas escorpidnicas, como a Antarease, uma Zn-
metaloprotease identificada em diversas espécies da familia Buthidae e associada com casos de
pancreatite aguda em acidentes com escorpides (ORTIZ et al., 2014).

A identificacdo dos componentes das peconhas de escorpides do cerrado sul mato-
grossense ainda é pouca estudada e, desta forma, faz-se necessario conhecer a composicao das
peconhas e caracterizacdo bioquimica e bioldgica, visando explorar o potencial biotecnolégico
da espécie T. confluens.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ESCORPIOES

Os escorpifes sao artropodes quelicerados que pertencem a classe dos aracnideos
(Arthropoda, Chelicerata, Arachnida, Scorpiones). Sdo animais de habitos noturnos, abrigando-
se durante o dia, e habitam os mais diversos locais, como florestas, cerrados, desertos, campos
e regides urbanizadas (MARCUSSI; ARANTES; SOARES, 2011). Scorpiones apresentam
ampla distribuicdo geografica, podendo ser encontrada praticamente em todos 0s ecossistemas
terrestres, ndo ocorrendo apenas nas regides polares, e com maior concentracdo em areas
tropicais e subtropicais (BLANCO; MELO, 2014; BRAZIL; PORTO, 2010). Apesar de sua
ampla distribuicdo, os escorpides representam uma pequena porcentagem (1,5%) dos
aracnideos ja identificados, sendo cerca de 2710 espécies descritas em 163 géneros e 18 familias
(PORTO et al, 2014; CARVALHO et al., 2017; REIN, 2022).

Os escorpiGes sdo considerados os artrépodes mais antigos, datando do periodo
Siluriano (443-438 milhdes de anos) e, atualmente, s&o encontrados somente no ambiente
terrestre. Entretanto, ha suposicdes de que surgiram no ambiente aquatico, uma vez que existem
evidéncias fosseis procedentes do solo marinho do periodo Siluriano (Figura 1)
(WADDINGTON; RUDKIN; DUNLOP, 2015). Apesar de indicar um animal aquético, o fossil
da espécie Eramoscorpius brucensis apresentava membros com o potencial de locomocao
terrestre, com pernas anatomicamente modernas, demonstrando como esse tdxon sofreu poucas
alterac6es morfologicas externas ao longo dos anos (BRAZIL; PORTO, 2010; PORTO et al,
2014; LOURENCGCO, 2018).

Figura 1 - Eramoscorpius brucensis, escorpido fossil aquatico.

Fonte: WADDINGTON; RUDKIN; DUNLOP, 2015.
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Como todos os artropodes, 0s escorpifes possuem um exoesqueleto de quitina
revestindo seu corpo e, seu crescimento é por ecdise (muda). Como membro do subfilo
Chelicerata e classe Arachnida, apresentam quatro pares de patas toracicas e um par de
pedipalpos, sem a presenca de antenas. Seu corpo € dividido em duas partes, 0 prossoma
(cefalotorax) e o opistossoma (abddémen), esta segunda parte por sua vez é dividida em
mesossoma e metassoma (Figura 2) (STOCKMANN, 2015).

No prossoma localizam-se os seis pares de apéndices, sendo: um par as queliceras,
orgdos pré-bucais utilizados para triturar os alimentos; os pedipalpos terminados em quelas
usadas para manusear suas presas; e, quatro pares de apéndices locomotores. Os escorpides
também apresentam na parte dorsal um par de olhos medianos e laterais menores, dependendo
da espécie podem chegar a ter seis pares de olhos (STOCKMANN, 2015; MARCUSSI,
ARANTES E SOARES, 2011).

No opistossoma, sete tergitos (placas dorsais) formam a parte dorsal do mesossoma,
sendo unidos por tecidos flexiveis denominados membranas (pleuras) intersegmentares. Na
face ventral, apresenta dois opérculos genitais fundidos, aberturas respiratorias (espiraculos)
distribuidas em pares nos quatro primeiros tergitos ventrais, aléem de um par de pectineas
(pentes), 6rgdos sensitivos presentes apenas em escorpides. O metassoma é a regido comumente
conhecida como cauda, formado por cinco tergitos arredondados sem membranas pleurais
interligando-o0s. Na extremidade do metassoma esta o télson, estrutura onde esté localizada o
par de glandulas de peconha, que termina no aguilhdo ou actleo, semelhante a uma agulha oca,
por onde a peconha é expelida. A abertura anal se localiza entre o Gltimo tergito e o télson
(STOCKMANN, 2015).

Figura 2 - Desenho esquematico da morfologia externa do corpo de um escorpido, face dorsal (a esquerda) e
ventral (a direita).
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Fonte: (CANDIDO; FAN, 2019).
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Devido a sua capacidade de produzir e inocular peconha, aliada a presenca de 6rgaos
sensoriais eficazes e fortes pedipalpos, os escorpides se tornam um eximio predador,
principalmente de outros artropodes, como insetos e outros aracnideos, podendo ocorrer
também canibalismo. Entretanto, ndo sdo animais agressivos, tornam-se perigosos ao ser
humano quando pressionados, conseguindo apoio para inocular a peconha, constituindo um
reflexo de defesa (STOCKMANN, 2015; MARCUSSI, ARANTES E SOARES, 2011).

O Brasil é um dos paises com maior diversidade de escorpides, com 131 espécies
distribuidas em 23 géneros e 4 familias. No estado do Mato Grosso do Sul, foram registradas
16 espécies e uma subespécie, distribuidos em 5 géneros e 2 familias. Bothriuridae é
representada por quatro espécies, e Buthidae representada por 12 espécies e uma subespécie
(CARVALHO et al., 2017).

Buthidae é a familia de escorpides mais distribuida pelo mundo, sendo Tityus o género
mais abundante no Brasil e de igual forma no estado do Mato Grosso do Sul. Entre as 12
espécies encontradas no estado, 10 sdo pertencentes ao género Tityus C. L. Koch: T. serrulatus,
T. bahiensis, T. paraguayensis, T. mattogrossensis, T. lutzi, T. costatus, T. indecisus, T.
trivittatus, T. confluense a subespécie T. confluens bodoquena_(PORTO et al, 2014;
CARVALHO et al., 2017)

T. confluens é tipico da escorpiofauna do Chaco, ocorrendo na Argentina, Bolivia,
Paraguai e no Brasil, sendo no ultimo apenas encontrado nos estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul. Inicialmente foi descrito por Borelli (1899) como uma subespécie de T.
trivittatus. Posteriormente, Maury (1974) publicou um estudo mais completo, concluindo que
T. confluens era uma espécie distinta de T. trivittatus e tal decisdo foi corroborada por Lourenco
em 1980 através de caracteristicas morfologicas que distinguiam T. confluens das demais
subespécies de T. trivittatus. De fato, verificou-se a auséncia de ornamentos pretos no
prossoma, faixas ornamentais longitudinais nos tergitos de I a VI do mesossoma ou pedipalpos
providos de manchas escuras (Figura 3) (LOURENCO; CABRAL; BRUEHMUELLER
RAMOS, 2004).
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Figura 3 - Tityus trivittatus (esquerda) e Tityus confluens (direita).

Fonte: (DE ROI;T etal., 2014)

T. confluens (Figura 4) é um escorpido de tamanho mediano em relacdo as outras
espécies da familia, variando de 50-60 mm de comprimento total, com coloragdo geral em tons
de amarelo e marrom, porém, diferencas na coloracéo foram observadas entre populacGes dos
diferentes paises em que esta distribuido (BRASIL, 2009; SEITER, 2012).

Figura 4: Tityus confluens.

o w NP,

Foto: Acervo pessoal.

2.2. ESCORPIONISMO

Apesar de todo escorpido apresentar glandulas produtoras de pegonha e possuir a
capacidade de inocular sua pegonha, menos de 50 espécies no mundo provocam acidentes
graves ou que necessitem de intervencdo médica e cerca de 95% desses escorpides pertencem
a familia Buthidae, as exce¢des sao algumas espécies de duas outras familias, Hemiscorpiidae
e Scorpionidae. No Brasil, os escorpides de importancia médica pertencem exclusivamente ao
género Tityus (BRAZIL et al., 2009; CARVALHO et al., 2017; LOURENCO, 2018).

Os acidentes com animais peconhentos se tornaram um relevante problema de salde
publica devido a incidéncia de casos nos ultimos anos, sendo incluido na Lista Nacional de
Notificagdo Compulsodria de doencas, agravos e eventos de satde publica por meio da portaria
n® 264 de 17 de fevereiro de 2020 ( BRASIL, 2020; DIAS et al., 2020).
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O alto nivel de plasticidade ecoldgica e a irregularidade nos padrdes de distribuicdo do
género Tityus sdo fatores que influenciaram no aumento do ndmero de acidentes, pois
encontram condicdes favoraveis em ambientes modificados pela a¢do humana, podendo
encontrar abrigo e alimentos nas residéncias (CARDOSO et al., 2009). A maior ocorréncia de
escorpionismo € na zona urbana, sendo aproximadamente 70% dos casos no intra ou
peridomicilio, com uma disposi¢do sazonal nos estados das regides Sul e Sudeste nos meses
quentes e chuvosos, e de forma quase uniforme durante o ano nas regides Norte, Nordeste e
Centro-oeste (BRASIL, 2009).

Anualmente, cerca de 1,5 milhdo de acidentes e aproximadamente 2.600 ébitos séo
registrados por acidentes com escorpides no mundo (CARMO et al., 2019). No Brasil, em
relacdo a acidentes com escorpides, o Ministério da Salde vem registrando um aumento no
namero de casos. Em 2018, o numero de notificacdes foi de 158 mil casos em todo o pais, ja
no ano de 2019 esse nimero aumentou para 170 mil caso, um aumento de 8%. Nos anos
seguintes (2020-2021), os numeros casos notificados diminuiram para 162 mil e 159 mil,
respectivamente, segundo o Sistema de Informacdo de Agravo de Notificacdo (SINAN). Esta
diminuicdo nos ultimos dois anos pode estar intimamente ligada a pandemia de COVID-19,
uma vez que era recomendacdo do Ministério da Salde evitar unidades basicas de saude e
hospitais em casos ndo urgentes, a fim de evitar a exposi¢do ao virus.

Em relagdo a regido do Centro-Oeste, em 2018 foram notificados 8.279 acidentes com
escorpides, sendo 25% (2.134) registrados no estado do Mato Grosso do Sul, colocando-0 como
0 segundo estado com maior numero de acidentes, ficando atras apenas de Goias. Entretanto,
diferente do observado nacionalmente, os nimeros de acidentes foram crescentes nos anos de
2020 e 2021, com 2.895 casos em 2020, um aumento de 35% em relacdo a 2019 (Tabela 1)
(SINAN, 2022).

O surgimento da sintomatologia geralmente é rapido em virtude da presenca de toxinas
de baixa massa molecular, chamados também por neurotoxinas, presentes na peconha dos
escorpifes. A maioria dos envenenamentos por escorpido apresenta como principal
manifestacdo clinica a dor intensa localizada, podendo ser acompanhada de edema e eritema
discretos, sem risco de morte. Eventualmente, casos mais graves, principalmente em criancas e
idosos, causam um quadro sistémico, podendo sobrevir tremores, nauseas, vomitos, disturbios
neuroldgicos, cardiovasculares, respiratérios e até a morte (RIBEIRO; RODRIGUES; JORGE,
2001; BRASIL, 2010). Apesar da baixa taxa de letalidade, cerca de 0,58% de mortalidade de
pessoas hospitalizadas, 0s acidentes escorpidnicos sdo preocupantes, principalmente para as

criangas onde a gravidade é significativamente maior e a taxa de mortalidade é de até dez vezes
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maior que em adultos (MARCUSSI, ARANTES E SOARES, 2011, DIAS, 2020; CHIPPAUX,

2012).
Tabela 1 - Ndmero de casos notificados de escorpionismos nos Ultimos 15 anos em nivel nacional, regional e
Ano Brasil es%:?:.tro-oeste Mato Grosso do Sul
2021 149.134 9.911 2.510
2020 157.029 10.398 2.895
2019 167.112 10.190 2.519
2018 157.278 8.279 2.134
2017 124.142 6.308 1.599
2016 91.009 4.592 1.008
2015 85.908 3.983 1.099
2014 86.584 4.249 1.086
2013 77.920 3.703 876
2012 63.732 3.593 1.067
2011 59.036 2.424 682
2010 51.469 2.116 394
2009 50.111 1.961 330
2008 40.086 1.482 283
2007 37.186 1.121 115

Fonte: DATASUS — Ministério da Salide, 2022.

O nivel clinico apresentado em cada caso € variavel, e diversos fatores influenciam, tais
como: idade do paciente, o tempo entre a picada e o inicio do tratamento, a quantidade de
peconha inoculada e a espécie e tamanho do escorpido. Em relagdo ao quadro clinico dos
acidentes escorpibnicos, sao classificados em grau leve, moderado e grave, sendo que o quadro
pode evoluir de nivel (Tabela 2) (ARAUJO et al., 2017; CARMO et al., 2019; CHIPPAUX,
2012). Em quadros leves, o tratamento é da sintomatologia, que consiste no alivio da dor com
administracdo local de anestésico sem vasoconstritor (Lidocaina a 2%) ou analgésicos
sistémicos, como dipirona na dose de 10 mg/kg a cada seis horas (FUNASA, 2001; BRASIL,
2009; FERREIRA; SOUZA ROCHA, 2019). Nos casos moderados e graves, 0 Ministério da
Salde padroniza um protocolo de tratamento soroterapico, sendo administrado o0 soro
antiescorpiénico (SAEE) ou soro antiaracnideo polivalente na forma de 2 a 3 ampolas para

casos moderados e 4 a 6 para acidentes graves. A aplicacdo € via intravenosa e 0 paciente deve
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permanecer na unidade de tratamento para 0 monitoramento das funcdes vitais (BRASIL, 2009;
SILVA; DE MORAES; SANTOS, 2020)

Tabela 2 - Nivel de gravidade, manifestacdes clinicas e tratamento soroterapico de acidentes com escorpido.

Nivel Manifestactes Clinicas Soroterapia
(SAEEs ou
SAAr)

Leve Dor e parestesia locais -

Dor local intensa associada a uma ou mais

Moderado manifestacbes, como nauseas, VvOmitos, 2a3
sudorese, sialorreias, agitacdo, taquipneia e ampolas
taquicardia.

Sintomas do nivel moderado acrescido de uma
ou mais das seguintes manifestacdes: vomitos

Grave profusos e incoerciveis, sudorese profusa, 4 a6
sialorreia intensa, prostracdo, convulsdo, coma, ampolas
bradicardia, insuficiéncia cardiaca, edema
pulmonar agudo e choque.

Fonte: Modificado de Manual de diagndstico e tratamento de acidentes por animais pegonhentos (FUNASA,
2001).

O SAEE é um soro heterélogo e hiperimune, contendo fracdo F(ab’)2 de
imunoglobulinas purificadas do plasma de equinos hiperimunizados com peconhas de T.
serrulatus (MONTEIRO et al., 2019). Além do soro antiescorpidnico, por vezes é utilizado o
soro antiaracnidico (SAAR) como intervencgdo terapéutica para casos graves, entretanto nao
apresenta especificidade, visto que € um soro polivalente contra aranhas (Loxosceles e
Phoneutria) e escorpido do género Tityus, padronizados e produzidos pelos trés laboratorios
nacionais (Instituto Butantan, Fundacdo Ezequiel Dias e Instituto Vital Brazil) e distribuido
gratuitamente pelo Ministério da Saude (HUI WEN et al., 2015; MONTEIRO et al., 2019). A
administracdo do soro € segura, apresentando pouca frequéncia e gravidade de reagdes de
hipersensibilidade (FUNASA, 2001; CANDIDO; FAN, 2019; FUNED, 2018).

2.3. TOXINAS DA PECONHA
Moléculas bioativas utilizadas na predagdo e/ou defesa estdo presentes em uma ampla
gama de filos, aprimorados por milhGes de anos de evolucdo, sendo uma fonte para a

bioprospeccdo de farmacos e outro produtos biotecnologicos (CHEN et al., 2018; COLE;
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BREWER, 2019). As peconhas e venenos, sdo misturas complexas ricas em proteinas, enzimas,
peptideos, e componentes que atuam em diversos alvos bioldgicos, como canais idnicos,
receptores acoplados a proteina G, neurotransmissores, transportadores e enzimas, tornando-0s
fontes para novas ferramentas farmacologica. Entretanto devido ao grande numero de espécies,
uma enorme diversidade bioquimica destas toxinas ainda permanece inexplorada (BORDON
etal., 2020; CHEN et al., 2018; COLE; BREWER, 2019).

A diferenga entre ‘veneno’ e ‘peconha’, esta no método de entrega, ou seja, na forma
que essas toxinas sdo recebidas por outro organismo. Os venenos podem ser sintetizados ou
adquiridos pela dieta, causam toxicidade por ingestdo ou contato. Por outro lado, as peconhas
sdo produzidas por um tecido ou 6érgdo especifico e inoculado por um aparato especializado
(BORDON et al., 2020; DUTRA, 2020).

Essa complexidade e fonte de substancias biologicamente ativas torna o estudo das
peconhas uma ferramenta importante no desenvolvimento biotecnoldgico e farmacolégico.
Como exemplos temos os farmacos Captopril® e o Batroxobin®, ambos procedentes de
peconhas ofidicas. O Captopril® é um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA)
utilizado no tratamento de hipertensdo, foi o primeiro medicamento comercializado derivado
de um peptideo isolado da peconha de Bothrops jararaca. O Batroxobin® ¢é uma
hemocoagulase, uma enzima trombin-like isolada da peconha de Bothrops atrox, utilizado no
tratamento e prevencao de hemorragias (SANTOS et al., 2017)

A peconha escorpidnica é uma mistura de origem apocrina, complexa e heterogénea de
moléculas bioativas tais como uma série de sais inorganicos, aminodacidos livres, nucleotideos,
lipideos, aminas, compostos heterociclicos, mucoproteinas, peptideos, enzimas outras
substancias ainda desconhecidas (AHMADI et al., 2020; CHEN et al., 2018; QUINTERO-
HERNANDEZA et al., 2013). A composicao varia entre as diferentes espécies de escorpides e

até mesmo entre uma mesma espécie de regifes distintas. A quantidade de diferentes

componentes conhecidos na peconha varia de 72 (Androctonus mauretanicus mauretanicus) a
mais de 600 (Mesobuthus tumulus e Tityus serrulatus), sendo os peptideos os componentes
mais estudados, devido a sua diversidade, propriedades farmacol6gicas e a sua importancia
clinica como neurotoxinas (ORTIZ et al., 2015; QUINTERO-HERNANDEZA et al., 2013).

2.3.1. PEPTIDEOS
Os peptideos encontrados nas peconhas de escorpifes podem ser classificados por
diversos critérios, como tamanho da cadeia proteica, mecanismo de acao, especificidade e mais

comumente por apresentar ou ndo ligacdes dissulfeto. Os peptideos com ligacéo de dissulfeto
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(DBPs), conhecidos como peptideos neurotdxicos, sdo o0s responsaveis pelos efeitos
neurotdxicos nos acidentes escorpionicos e tém como alvo os canais idnicos de membranas
celulares do sistema neural. Estas moléculas sdo prototipos consideraveis para o tratamento de
doencas, especialmente as que afetam o sistema neuronal (AHMADI et al., 2020; DA MATA
etal., 2017).

Os DBPs podem ser classificados de acordo com os canais i6nicos especificos sobre o0s
quais atuam. Os DBPs que interagem com os canais de s6dio (Na*) sdo considerados 0os mais
importantes no ponto de vista médico, sao polipeptideos de 61 a 76 residuos de aminoacidos,
com sua estrutura sendo fortemente ligada por quatro ligacdes de dissulfeto, podem ser
divididos quanto seu efeito no controle do canal ou suas propriedade de ligagéo, os alfa -toxinas
(0-NaScTxs), exemplo sdo as Aah2, Aahl e Aah3 de Androctonus australis, interagem com a
superficie extracelular, se ligando ao sitio receptor 3 do canal e inibem o rapido processo de
inativacdo; e as beta-toxinas (B-NaScTxs), por exemplo, a Cn2 de Centruroides noxius e Css4
de Centruroides suffusus suffusus, que se ligam ao receptor 4 e mudam o limiar da ativacdo do
canal para potenciais de membrana mais negativos (HOUSLEY et al., 2017; QUINTERO-
HERNANDEZA et al., 2013).

Os peptideos moduladores de canais de calcio (Ca?*) podem ser calcinas que atuam
como agonistas dos receptores de rianodina (RyRs) induzindo um aumento de Ca?* intracelular
sarcoplamatico, provocando paralisia contratil, ou também distinto de RyRs, como a CPP-Ts,
peptideo identificado por andlise do transcriptoma de T. serrulatus, o possui 45 aminoacidos ,
que ativa a sinalizacdo de Ca®* por meio dos receptores nucleares (AHMADI et al., 2020;
OLIVEIRA-MENDES et al., 2018; QUINTERO-HERNANDEZA et al., 2013).

Os peptideos moduladores de canais de potassio (K*) podem interferir em funcGes
fisiolégicas como modulacdo de atividade neural, liberacdo de neurotransmissores e secrecdo
hormonal. Como exemplo tem-se 0 Ts19 isolado de Tityus serrulatus, possui 49 residuos de
aminoacidos, trés pontes dissulfeto e foi classificado como membro da familia dos f-
KTxs, (CERNI et al., 2016).

As toxinas moduladoras de canais de cloreto (CI°) séo peptideos pequenos, com 30-40
residuos de aminoacidos, formando quatro ligagdes dissulfeto e com um motivo Csof, estas
toxinas possuem semelhancas estruturais com toxinas da familia a-KTXs que modulam canal
de potassio (SANTIBANEZ-LOPEZ; POSSANI, 2015). O primeiro peptideo foi identificado
na pegonha do escorpido Leiurus quinquestriatus, denominado clorotoxina (DEBIN;
STRICHARTZ, 1991). Outras clorotoxinas foram identificada, exemplo, o BS-TX7, isolado e



24

sintetizado a partir da peconha do escorpido Buthus sindicus, com 35 residuos de aminoacidos
(ALl et al., 2016) .

Os NDBPs (peptideos sem ligacdes dissulfeto) sdo pequenos peptideos que possuem de
13 a 56 aminoacidos com sequéncias heterogéneas, geralmente sdo moléculas catidnicas com
uma significativa flexibilidade estrutural. Diferentemente dos DBPs ndo expressam uma
relacdo estrutura-funcéo conservada e nem possuem um alvo molecular especifico conhecido.
Esta caracteristica possibilita amplos alvos bioldgicos e, além disso, ja foram descritas varias
atividades para os NDBPs, como antibacterianas, antifingicas, citoliticas, antivirais,
antimalricas, antitumoral e imunomoduladoras, podendo ser considerados AMPs (peptideos
antimicrobianos) e sendo consideraveis como candidatos para drogas terapéuticas (AHMADI
etal., 2020; ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014; ORTIZ et al., 2015).

Apesar de ainda ndo esta claro o papel dos AMPs nas peconhas, essas moléculas vém
despertando o interesse de varios pesquisadores. O primeiro NDBP antibacteriano identificado
foi a hadrunina (isolada do escorpido Hadrurus gertschi), que também demonstrou acao
hemolitica para eritrocitos humanos. Essa dualidade estd presente em quase todos os AMPs
identificados em escorpides, porém, técnicas de engenharia de proteinas vém sendo usadas para
melhorar a poténcia antimicrobiana e até mesmo pra projetar antibioticos mais especificos,
como € o caso dos peptideos analagos. Além disso, foi demostrado que o sinergismo de AMPs
e antibidticos classicos promove um efeito na inibicdo do crescimento de bactérias resistentes
(AHMADI etal., 2020; ORTIZ et al., 2015). O conhecimento de novos AMPs de fontes naturais
é relevante para a salde publica, uma vez que essas moléculas demonstram potencial
farmacoldgico, podendo ser uma alternativa aos antibidticos convencionais (DE JESUS
OLIVEIRA; DE OLIVEIRA; DA SILVA JUNIOR, 2019).

Algumas pequenas moléculas ndo peptidicas foram identificadas na peconha de
escorpifes, como um alcal6ide descrito de Megacormus gertschi, dois derivados de 1,4-
benzoquinona de Diplocentrus melici, adenosina de Heterometrus laoticus e &cido citrico de
Centruroides sculpturatus (EVANS et al., 2020). Embora ainda existam lacunas no
conhecimento em seus efeitos, sabe-se que tais moléculas potencializam a toxicidade ou a

eficacia da pegonha e podem ter acdo de manutengéo e producéo de toxinas dentro da glandula.

2.3.2. ENZIMAS
Como mencionado anteriormente, a pe¢conha possui uma composi¢cdo complexa e apesar
dos peptideos serem 0s componentes mais estudados e majoritarios, vém sendo identificadas e

caracterizadas  enzimas em diferentes espécies de escorpides, como fosfolipases,
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hialuronidases, metaloproteinases, serino proteases, cisteino proteases e L-aminoacido oxidases
(CHEN et al., 2018).

As fosfolipases (PLA) sdo enzimas que catalisam a clivagem de fosfolipidios,
componentes das membranas biologicas, a vista disto, sdo conhecidas por suas propriedades
hemoliticas e também podem causar hemorragias e necrose tecidual. As PLA foram
identificadas em espécies como Opisthacanthus cayaporum e Heterometrus laoticus
(AHMADI et al., 2020). Em acidentes escorpiénicos ainda nao se conhece totalmente os efeitos
causados ou potencializados pelas fosfolipases, entretanto, sabe-se que podem estar envolvidas
em efeitos cardiotdxicos, miotdxicos, inflamatorios, dentre outros (KRAYEM; GARGOURI,
2020).

As hialuronidases foram identificadas em escorpides de familias como Buthidae,
Bothriuridae e Urodacidae. Essa classe de enzimas tem como substrato o acido hialurénico,
componente importante da matriz extracelular. Logo, sabe-se que as hialuronidases
potencializam a toxicidade da peconha, rompendo a integridade da matriz e tecidos conjuntivos
ao redor da picada, possibilitando uma maior difusdo sistémica das toxinas (AHMADI et al.,
2020; VIANNA; GOULART; DUARTE, 2021).

Enzimas proteoliticas, como metalo-, serino- e cisteinoproteases hidrolisam ligacGes
peptidicas, estdo presente em diversas peconhas e considera-se que estas proteases
desempenhem parte fundamental na ativacdo de precursores de toxinas através de modificacGes
pos-traducionais (AHMADI et al., 2020).

As metaloproteases necessitam de um cofator metalico que auxilie a sua atividade de
clivagem, geralmente um atomo de zinco. Em estudos de proteases de escorpido com
mecanismo de agdo patogénico, uma Zn-metaloprotease chamada antarease foi purificada do
escorpido T. serrulatus. Além disso, as sequéncias de cDNA que codificam Zn-metaloproteases
foram amplificadas em diversas espécies de Buthidae (ORTIZ et al., 2014).

As serinoproteases possuem um residuo de serina central em sua estrutura que atua
como sitio catalitico de clivagem, dando nome a essa classe de enzimas. Exemplo dessa
protease em peconha de escorpido € a identificada em Tityus discrepans, apresentando atividade
fibrinogenolitica (BRAZON et al., 2014). As cisteinoproteases apresentam cisteina em seu sitio
catalitico, e ja foram relatadas em escorpifes de dois géneros, T. bahiensis, T. serrulatus, T.
obscurus e Hadrurus. spadix (CID-URIBE et al., 2020).

As L-aminoacido oxidases (LAAO) sdo flavoenzimas, geralmente glicoproteinas
homodimeras com massa molar ente 110-150 kDa, catalisam a desaminacdo oxidativa de L-

aminoacidos, formando a-cetoacido correspondente, aménia e perdxido de hidrogénio e séo



26

amplamente encontradas nas peconhas de serpente (ZHANG et al., 2004). Entretanto, a
presenca e a funcdo de LAAO em pegonhas escorpionicas ainda nédo estdo bem elucidadas. A
peconha de Rhopalurus agamemnon apresentou esta atividade e apresentou homologia com a
sequéncia com a LAAO da serpente Daboia russelii (MAGALHAES et al., 2021).
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar atividades bioquimicas e bioldgicas da peconha do escorpido_Tityus

confluens.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter o perfil eletroforético da peconha de T. confluens.

- Obter o perfil cromatografico dos componentes presentes na pegonha de T. confluens.

- Investigar a presenca das atividades protease, amilase e fosfolipase A2 na peconha de T.

confluens.

- Avaliar o efeito da pegonha de T. confluens sobre ATPase de membrana.

- Avaliar a atividade citotoxica da pegonha de T. confluens sobre a viabilidade celular de células

tumorais.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. OBTEN(;AO E PREPARO DA PECONHA

A peconha dos escorpifes Tityus confluens foi fornecida pelo grupo de pesquisa da
Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB) sob a supervisao do Prof®. Dr. Ludovico Migliolo.
Os espécimes foram coletados de forma ativa no periodo noturno com auxilio de lanternas de
LED-UV 395 nm na cidade universitaria da Universidade Federal de Mato Grosso Sul em
Campo Grande.

A extracdo da peconha foi feita no laboratério de Bioquimica e Purificacdo de
Compostos Bioativos da UCDB, através de estimulo elétrico (15V) aplicado no télson dos
escorpides, previamente molhados com solucdo salina 0,9%. Apds a extracdo, a peconha foi
mantida a -20° C e enviada para o Laboratorio de Bioquimica Geral e Microorganismos da
UFMS, onde a peconha foi centrifugada a 10.500 x g por 10 minutos a 4° para retirada de
materiais insolUveis. O sobrenadante foi transferido para um microtubo e liofilizado a -50 °C e
30 mBar e armazenado a -20 °C (BORGES et al., 2004; FERREIRA et al., 2016).

4.2. DOSAGEM DE PROTEINAS

O sobrenadante liofilizado foi ressuspendido em &gua destilada e o conteido proteico
quantificado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando albumina bovina como
padrdo, em uma leitora de microplacas (Spectramex Plus 384 — Molecular Devises®) a 595 nm.
Posteriormente, a concentracdo das amostras foi ajustada a 1 mg/mL para utilizacdo nos

ensaios.

4.3. ELETROFORESE

O perfil proteico foi obtido por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em
condicdes desnaturantes com adicdo de dodecil sulfato de sodio (SDS), sendo a concentracdo
do gel de corrida 15% e o gel de empilhamento 5%. Para a preparacao dos géis foram utilizadas
as seguintes solugdes: 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) 0,2%, persulfato de
amonia 10% e agua destilada (LAEMMLI, 1970). O tampéo de corrida continha Tris-HCI 25
mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%, com pH 8,3. As amostras foram preparadas em condigdes
redutoras, com 25 pg de peconha, 25 pulL de SDS 10%, 4 uL de azul de bromofenol e 2 puL de
B-mercaptoetanol. A eletroforese foi conduzida por 2 horas e 30 minutos a 100 V, em seguida
0 gel foi corado por 30 minutos em uma solugdo de azul brilhante de Coomassie R-250

(Coomassie 0,25%; metanol 50%; acido acético 10%) e descorado em uma solucdo de &cido
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acético 10%; etanol 30%, para revelacdo das bandas. A massa molecular das vérias proteinas
da peconha foi estimada pela migracao relativa das bandas obtidas com um marcador de massa
molecular (Precision Plus Protein Standarts — BioRad®).

Foi realizada também uma eletroforese com tricina para a deteccdo de proteinas de
menor massa molecular, com as seguintes condi¢des; um gel de empilhamento 5% e de corrida
16,5%, feitos com acrilamida 49,5% (bis-acrilamida/acrilamida), Tris 2 M pH 8,45, SDS 0,3%,
glicerol, tetrametiletilenodiamina (TEMED) 0,1%, persulfato de amdnia 20% e agua destilada,
como descrito por (SCHAGGER; VON JAGOW, 1987). Foi preparado um tamp&o anodo pH
8,9 (Tris 0,2 M) e um tampéo céatodo pH 8,25 (Tris 0,1 M; Tricina 0,1 M; SDS 0,1%). A corrida
eletroforética foi realizada por 5 horas a 85 V. As mesmas condi¢des ja descritas foram

realizadas para as amostras, coloracdo e descoloracao.

4.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) 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 inje¢do automatico e uma coluna analitica C18 Symmetry (6 x 75 mm e 3,5 um). Duas
solucBes de trabalho foram preparadas, sendo a solugcdo A composta de &cido trifluoroacético
0,1% e a solu¢do B uma mistura de 90% acetonitrila e 10% solugéo A.

Um total de 3 mg de peconha liofilizada foi solubilizada em 2 ml de solugédo A. 300 pL
foi depositado em um tubo apropriado e colocado na bandeja de injecdo. A cromatografia foi
realizada com um fluxo de 1 mL por minuto e acompanhada a 216 nm, iniciando com 5% de
solugéo B por 5 minutos, sequido de um gradiente de 5% a 95% de solugdo B em 50 minutos,
posteriormente permaneceu em 95% de solu¢do B por mais 5 minutos e por fim mais 5 minutos
de 5% de solucdo B, totalizando 60 minutos de corrida cromatografica. Este ensaio foi realizado
com a supervisdo do Dr. Breno Emanuel Farias Frihling, no Laboratorio de Bioquimica e

Purificacdo de Compostos Bioativos - Universidade Catolica Dom Bosco (UCDB).

4.5. ENSAIO PROTEOLITICO

A atividade proteolitica foi avaliada por meio de zimografia utilizando gelatina e caseina
como substratos.

Foram utilizados gel de empilhamento 5% e de separagdo 12% foi preparado com
acrilamida 30% (bis-acrilamida/acrilamida), Tris-HCI (gel 12%: 1,5 M pH 8,9; gel 5%: 1,5 M
pH 6,8), SDS 1%, tetrametiletilenodiamina (TEMED), persulfato de aménia 10% e agua
destilada (LAEMMLI, 1970), com a adicdo de 0,25 mg/ml de gelatina ou caseina ao gel de
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separacdo, e realizada com amostras em condi¢des nao redutoras, sem adicdo de B-
mercaptoetanol.

Apos a eletroforese, o gel foi lavado por uma hora em solucdo de Triton X-100 1% e
posteriormente incubado a 37°C por 24 horas em um tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 8.0),
contendo CaCl2 5 mM. Apos incubagdo o gel foi corado com azul brilhante de Coomassie R-
250 e descorado em uma solugio descorante, para observagao das bandas de degradacio (DIAZ
etal., 2019)

4.6. ENSAIO AMILOLITICO

A determinagdo da atividade amilolitica foi realizada segundo (MILLER, 1959) com
adaptacdes.

Para a atividade amilolitica, foi utilizado uma solucdo de amido soltvel (1% p/v) em
tampado fosfato de sédio com NaCl 6,7mM, pH 6,9. A reacdo ocorre pela mistura da solucéo de
amido 50uL e trés concentragdes de peconha (1, 10 e 20 ug). A mistura foi incubada a 25 °C
por 5 ou 10 minutos, foi adicionado DNS (acidodinitrosalicilico) 100uL e fervida por 5 minutos.
Apbs esfriamento, a mistura € lida em leitor de microplacas (Spectramex Plus 384 — Molecular
Devises®) a 540 nm. Os resultados foram expressos em unidade enzimética por mililitro
(U/mL).

4.7. ENSAIO FOSFOLIPASICO

A atividade da fosfolipase foi avaliada em placas de Petri, utilizando a técnica da gema
de ovo incorporada ao agar (HABERMANN; HARDT, 1972). Para preparar o substrato, a gema
foi separada da clara do ovo, peneirada e posteriormente diluida em solucéo salina tamponada
com fosfato (PBS) a pH 7,2 na proporcdo 1: 3 (v / V).

O gel foi preparado contendo CaCl2 0,01 M, 1% de agar bacterioldgico e 0,005% de
azida de sddio, solubilizado em 30 ml de PBS, submetida ao microondas. Apds a temperatura
da solucéo diminuir para 50 °C foi adicionado 10 mL da gema de ovo, e distribuida em placa
de Petri e, apds a solidificacdo, foram feitos 5 orificios de 5 mm de didmetro no gel, para a
aplicacdo das amostras. Foi aplicado 40 uL de solugdes contendo de 10, 25 e 50 pg de pegonha,
40 uL de agua destilada como controle.

Ap0s a aplicacédo das amostras, as placas de Petri foram incubadas a 37 °C durante 20h.

A formacdo de halos translicidos ao redor dos pocos corresponde a atividade fosfolipasica.
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4.8. ENSAIO SOBRE ENZIMA DE MEMBRANA (ATPases)

O efeito da pegonha sobre a atividade de enzimas de membrana, foi observado atraves
da atividade de enzimas ATPase sobre o substrato sintético p-nitrofenil fosfato. Foram
utilizados rins de ratos como fonte das enzimas de membrana, os homogenatos de rim foram
doados pelo Prof. Dr. Jeandre Augusto dos Santos Jaques (INBIO/UFMS). Estes foram
preparados a partir da maceragdo dos tecidos com tamp&o de membrana pH 7,4 (imidazol 12,9
mM; EDTA 0,625 mM; sacarose 250 mM), em seguida foram centrifugados a 10.000 x g por
35 minutos a 4°C e o sobrenadante foi denominado como fragdes de membrana. Para 0s ensaios,
as fracdes 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, MgCl2 3 mM, p-nitrofenil fosfato
10 mM e Tris-HCI 30 mM (pH 7,4). Foi adicionado aos microtubos do ensaio: 1 mL do meio
reacional, 1, 5, 10, 15 e 20 pg de pegonha ¢ 40 pg de proteinas dos homogenatos de rins
contendo enzima, imediatamente incubados por 50 minutos a 37°C. Os controles foram
preparados sem adicdo de peconha e o ensaio foi realizado em triplicata. Ap6s o tempo de
incubacdo, o conteudo foi analisado em uma leitora de microplacas (Spectramex Plus 384 —
Molecular Devises®) em 410 nm. Os resultados foram expressos como nmol de p-nitrofenol

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

4.9. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O ensaio de citotoxicidade foi baseado no método colorimétrico sulforodamina B (SRB).
SRB é um aminoxanteno rosa brilhante, que em condicBes fracamente acidas, é capaz de se
ligar a residuos basicos de proteinas por meio de seus dois grupos sulfénicos, que permite
quantificar indiretamente o numero de células e a proliferacdo celular (SKEHAN et al., 1990).

Foram utilizadas trés linhagens celulares, carcinoma de células renais, linhagem 786-O
(RRID:CVCL_1051), carcinoma de mama invasivo de nenhum tipo especial, linhagem MCF-
7 (RRID:CVCL_0031) e fibroblasto ndo tumoral, linhagem NIH/3T3 (RRID:CVCL_0594). As
células foram semeadas em placas de 96 pocos (TO — placas controle, e T1 — placa que foi
incubada com as concentragbes de pegonhas), usando 5 x 10° células neoplasicas e ndo
neopléasicas por pogo, e foram incubadas por 24 h. Apés incubacgéo, a placa TO foi lida em 540
nm em espectrofotdbmetro de microplacas, a0 mesmo tempo em que as células da placa T1 foram
expostas as quatro concentragées (0,1, 1, 10 e 100 pg/mL) da pegonha, e reincubadas por mais
48 h.



32

Apb6s 48 h, o sobrenadante foi removido e as células foram fixadas com &cido
tricloroacético a 20% e coradas com SRB (0,4%, p:v dissolvido em &cido acético a 1%). O
excesso de corante foi removido com acido acético a 1%. Os corantes ligados a proteinas foram
solubilizados com tampéo Trizma Base (Sigma) a 10 mM, pH 10,5. O controle positivo foi 0
cloridrato de doxorrubicina (2 mg/mL) utilizado em concentracdo 10 vezes menor que as
amostras testes. Os valores de IC50 (50% de inibigdo de crescimento) foram calculados por
analise de regressdo ndo linear a partir das porcentagens de crescimento, usando o software
Origin 6.0. Este ensaio foi realizado com a supervisao da Profa. Dra. Renata Trentin Perdomo
— Laboratério Culturas Celulares, FACFAN(UFMS).

4.10. ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como média + desvio padrdo (DP). A significancia dos
dados foi determinada segundo analise de variancia (ANOVA) para comparac¢@es 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 aceito como estatisticamente

significante.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. PERFIL PROTEICO

5.1.1 PERFIL ELETROFORETICO

O perfil proteico da peconha de Tc foi obtido a partir da técnica eletroforese em gel de
poliacrilamida em condic¢des desnaturantes (SDS-PAGE), permitindo visualizar e estimar a
massa das proteinas presentes na pegonha, através da comparacdo com um padrdo de massa

molecular de proteinas (Figura 5).

Figura 5 - Perfil eletroforético de 25 ug da pegonha de Tityus confluens (T.c) realizado através de SDS PAGE
15% (A- sistema Laemmli) e 16,5% (B — sistema tricina). Os nimeros e letras em vermelho indicam as bandas.

A Marcador de Massa B Mazrcador de Maszsa

Mbolecular (kDz) Mbolecular (kDz)

e

O perfil obtido a partir do gel com concentracdo de 15% (Figura 5-A) demonstrou a
presenca de proteinas de massas variando de 100 a que 10 kDa. ldentificou-se 7 bandas bem
evidentes na peconha de T. confluens, com massas de aproximadamente: 75 kDa (1), 60 kDa
(2), 50 kDa (3), 45 kDa (4), 30 kDa (5), 15 kDa (6) e a (7) uma banda difusa, sendo a banda 5
de maior intensidade (30 kDa).

A partir do gel de concentracdo 16,5% (Figura 5-B) observam-se bandas entre 70 e 10

kDa e a visualizacdo de uma banda de alta massa molecular em 250 kDa. Pode-se visualizar 9
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bandas, sendo identificadas com nimeros 1 a 7 as bandas também observadas no gel 15% e
com letras A e B as bandas que foram reveladas no gel de 16,5%. As bandas apresentam massas
de aproximadamente: 250 kDa (A), 70 kDa (1), 55 kDa (2), 50 kDa (3), 45 kDa (4), 30 kDa (5),
18 kDa (B), 14 kDa (6) e 10 kDa (7). As bandas de maior intensidade foram 5,6 e 7, 5 e C,
indicando uma maior abundancia destes componentes na pegonha.

E possivel visualizar nos dois géis expostos a presenca de trés banda (2,3 e 4) entre 55
— 45 kDa, através da peconha de T. serrulatus foi descrita uma hialuronidase purificada de 51
kDa (PESSINI et al., 2001). Por outro lado, a banda 1 (70 kDa) correspondente com massa
molecular de hemocianinas, composto proteico abundante na hemolinfa de artrpodes e que
podem ser encontradas na pegonha de escorpides (OUKKACHE et al., 2013), além disso, uma
metaloproteases do tipo antarease, foi isolada de T. serrulatus com massa determinada de 25.5
kDa (FLETCHER et al., 2010).

O perfil proteico da peconha de T. confluens (Tc.) obtido neste trabalho foi comparado
com o perfil proteico da pegonha de outros escorpides do género Tityus: Tityus trivittatus (Tt.)
(populacdes do Paraguay e Argentina), Tityus discrepans (Td.) (Venezuela) e Tityus serrulatus
(Ts.) (Brasil) afim de elucidacdo (Figura 6) (BORGES et al., 2020).

Figura 6 - SDS-PAGE (gel a 20%, corado com prata) sob condi¢des redutoras de Tityus ssp. Peconha de
espécimes do Paraguai (PAR, T. trivitattus), Argentina (ARG, T. trivittatus), Venezuela (VEN, T. discrepans) e
Brasil (BRA, T. serrulatus)
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Fonte: (BORGES et al., 2020).

E possivel observar que as quatro espécies possuem perfis proteicos diferentes, mas com

bandas de massa molecular semelhantes e intensidades diferentes. O componente proteico de
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maior massa de Tc (figura 5-B, banda A - 250 kDa) é semelhante a primeira banda intensa
observada no perfil de Td., apresentando massa molecular superior a 200 kDa; as bandas 3 e 4
de Tc (50 e 45 kDa) estdo presentes em Tt e Ts; ja a banda 5 de Tc corresponde a banda de
cerca de 30 kDa presente em todas as espécies, com maior intensidade em Tt; a banda 6 (15
kDa) apresenta correspondentes no perfil de Tt. e Ts.; e, ha a presenca de banda difusa (7) de
baixa massa molecular em todos os perfis, sendo visualizado bandas de migracao na altura de
10 kDa.

A intensidade da banda difusa e a fracdo migratdria abaixo de 10 kDa sugere a presenca
de componentes proteicos de baixa massa molecular. Essa caracteristica é observada em
diversas pegonhas escorpibnicas, por exemplo, o escorpido indiano Mesobuthus tamulus possui
toxinas de ligacdo ao canal i6nico Na * e K * com peso molecular de 3-15 kDa (DAS; PATRA;
MUKHERJEE, 2020); T. serrulatus apresenta toxinas que afetam os canais de Na* (NaScTxs),
polipeptideos de 6500 a 8500 Da (RODRIGUEZ DE LA VEGA; POSSANI, 2005). Essas
bandas de menor massa molecular indicam a presenca de peptideos, pois a massa molecular da
maioria dos peptideos esta na faixa de 3,0 a 5,0 kDa ou 6,0 a 8,0 kDa, tendo importante papel
da toxicidade das peconhas (SANTHOSH et al., 2022).

5.1.2 PERFIL CROMATOGRAFICO

A peconha de T.confluens foi fracionada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) ou HPLC (high-performance liquid chromatography). Foram realizadas dez
cromatografias, aliquotas de 300 uL a 2 mg/mL, e o perfil foi semelhante para todas as analises
cromatograficas, sendo identificadas 31 fracbes, sendo 11 picos de maior altura relativa, que

foram recuperados para estudos futuros. (Figura 7).
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Figura 7 - Perfil cromatogréafico obtido através do fracionamento de 600 ug de peconha liofilizada de Tityus
confluens, separado por CLAE em coluna de fase reversa C18, com absorbancia em 216nm e separada com um
gradiente de 5% a 95% de solu¢éo B em 50 min.
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Das 31 fracdes detectadas no perfil, poucas de altura relativa significantes foram eluidas
entre o tempo de retencdo (RT) de 5 -15 min e mais de 45 min, foi entre 0 RT de 17 — 25 min
onde houve o maior nimero de fragdes (10 fracBes), sendo compostos eluidos entre 30% e 45%
de solucdo B, indicando uma natureza hidrofilica moderada. Além disso, uma fracdo de maior
intensidade Otica foi eluida ao RT de 41 min em 70% de solu¢do B, indicando ser um composto
de natureza hidrofébico. As onzes fragGes representando compostos de maior abundancia foram
recuperadas (Tabela 3).

Perfis cromatograficos de peconhas escorpiénicas variam guanto ao numero de fracbes
observadas. A peconha de Urodacus yaschenkoi apresentou 74 fracdes, sendo entre RT de 20-
32 min o maior nimero de fracfes, sendo encontrado que 0s componentes mais abundantes
possuiam massas moleculares entre 4,0 e 6,0 kDa, como apenas um componente de com maior
massa molecular (43kDa) que elui em 44,26 min, semelhante ao perfil de T. confluens (LUNA.-
RAMIREZ et al., 2013).

Em estudos com escorpides das familias Buthidae (Androctonus amoreuxi, Babycurus
jacksoni, Grosphus grandidieri, Hottentotta gentili e Tityus fuhrmanni) e Scorpionide,
(Pandinus imperator) foi observado um perfil distinto para cada espécie, entretanto a maioria
dos compostos eluem entre 20% e 40 % de ACN (acetronitrila) indicando uma natureza
hidrofobica moderada, onde T. fuhermanni apresentou maior concentracdo de compostos
eluindo entre 30% e 35% de ACN (ESTRADA-GOMEZ et al., 2017).
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Tabela 3 - Fraces recuperadas, dados de altura do pico (mAU), tempos de retencéo e gradiente de 5% a 95% de
solucéo B, das fracdes de maior relevancia da pegonha bruta de Tityus confluens.

FRACOES mAU TEMPO % SOLUCAO B
1 233 18:30 32.00
2 219 18:47 32,63
3 222 19:15 33,00
4 215 19:39 33,50
5 226 20:54 37,44
6 776 21:30 39,90
7 350 22:21 40,39
8 882 23:12 41,58
9 320 23:18 44,33
10 264 24:18 44,83
11 1210 41:24 70,44

No perfil proteico da pegonha de T. trivittatus, os componentes de maior abundancia
foram separados entre os 30 — 40 min de RT, regido onde j& foram identificadas toxinas que
reconhecem canais de Na* em peconha de outros escorpides (DE ROODT et al., 2010). Em um
estudo com a peconha de T. stigmurus, foram identificadas 65 fracbes, sendo que um
componente eluido a 41,84 min de RT foi purificado e caracterizado estruturalmente. Esse
peptideo (TstyKTx) tem a mesma massa molar e sequencia idéntica ao peptideo TsTX-K beta
de T. serrulatus pertencente a familia beta das toxinas escorpidnicas especificas para canais de
K* (y-KTx) (BATISTA et al., 2007).

5.1. ATIVIDADE PROTEOLITICA
Os ensaios para atividade gelatinolitica e caseinolitica, através de zimograma, revelou

auséncia de atividade para as condi¢des testadas, como apresentados na figura 8.
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Figura 8 - Zimograma de atividade proteolitica (gelatinolitica - figura A e caseinolitica - figura B) em SDS-
PAGE 12 %, 25pg da pegonha de T. confluens. O gel foi corado com coomassie blue R-250.

A B

Para ambos os substratos testados (gelatina e caseina) ndo foi observado banda de
degradacdo, este resultado pode ser atribuido a diferentes fatores, como a incompatibilidade da
enzima com o0s substratos utilizados, uma baixa concentragdo enzimatica, ndo havendo
unidades enzimaticas suficiente para produzir bandas de degradacéo ou a degradagédo da enzima
durante os procedimentos e armazenamento laboratorial.

Entretanto, estudos realizados com escorpides ja identificaram atividade proteolitica em
zimograma, Magalhdes (2021) em estudos com a peconha bruta do escorpido brasileiro
Rhopalurus agamenon demonstrou atividade proteolitica no substrato caseina, revelando uma
banda degradada de aproximadamente 23 kDa. Em um estudo com populagdes de T. trivittatus
oriundos do Paraguai e Argentina, observou-se na presenca do substrato gelatina, bandas de
atividade proteoliticas de 37 kDa e 110 kDa, respectivamente (BORGES et al., 2020). Em
estudos anteriores, (ALMEIDA et al., 2002) ja foram identificadas enzimas proteoliticas com
atividade gelatinolitica nas peconhas de T. serrulatus e T. bahiensis. Em andlise protedmica da
glandula de peconha de T. serrulatus, foram identificadas proteases do tipo serino- e
metaloproteases (AMORIM et al., 2019).

Enzimas proteoliticas podem ter papel importante no agravamento dos acidentes
escorpidnicos, visto que clivam proteinas e peptideos, influenciando assim no metabolismo do
organismo. Casos de pancreatite aguda foram observados em vitimas de acidente com
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escorpides e foram relacionados a anterase. As anterases sao enzimas do tipo metaloproteases,
comumente descritas em escorpides Tityus sp. e sua atividade esta relacionada a alteragcdes no
transporte de vesiculas celulares no pancreas (ORTIZ et al., 2014; PETRICEVICH, 2010).
Outra classe de proteases encontradas em escorpides, como o Centruroides hirsutipalpus, sdo
as serinoproteases, que em peconha de serpentes estdo relacionadas a processos pro-
inflamatorio e coagulacio sanguinea (ESTRADA-GOMEZ et al., 2017; MENALDO et al.,
2013).

5.2. ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

No ensaio para atividade fosfolipasica ndo foi observada atividade para as condi¢oes
testadas, como apresentados nas figuras 9,

Figura 9 - Gel de agar contendo gema de ovo como substrato, para atividade fosfolipasica da peconha bruta de
T. confluens, peconha nas concentra¢des de 10, 25 e 50 ug. Controle negativo (agua destilada).

Apesar do resultado negativo para este ensaio, visto que ndo foram observados halos
transltcidos envolta dos pocos em que foram inseridas as concentracdes de peconha. A presenca
de fosfolipases em peconha escorpibnicas é estudada, uma vez que efeitos neurotoxicos,
inflamatorios, cardiotoxicos e miotoxicos ja foram relacionados as fosfolipases encontradas em
escorpides (KRAYEM; GARGOURI, 2020).

Fosfolipases hidrolisam os fosfolipidios rompendo as membranas plasmaticas, logo, sua

presenca em peconhas pode promover a difusdo das toxinas nos tecidos durante a intoxicacao.
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Além disso, as fosfolipase estdo envolvidas na liberacao de &cido araquidénico do hospedeiro,
produzindo prostaglandinas, sinalizando os efeitos fisiopatolégicos, como o edema pulmonar,
um dos sintomas graves do acidente escorpibnico (KANOO; DESHPANDE, 2008;
MAGALHAES et al., 2021).

Estudos com a pegonha de serpentes Daboia russelii russelii sugerem que a atividade
anticoagulante esteja relacionada com uma fosfolipase (Neupholipase, fosfolipase A> de
13kDa), uma vez que teve uma maior afinidade com fosfatidilserinas, em relacdo a outros
fosfolipidios testados e a hidrolise de fosfatidilserinas plasmatica pré-coagulante é importante
no processo de coagulacdo (SAIKIA; MAJUMDAR; MUKHERJEE, 2013).

Diversas espécies de animais apresentam fosfolipases em suas peconhas e venenos,
sendo as fosfolipases da familia A> secretada (SPLA2) as mais encontradas. As sPLA>
de peconha de escorpido apresentam uma estrutura heterodimérica com 5 a 8 ligacGes dissulfeto
e sdo enzimas de baixa massa molecular (14-18 kDa). Apenas 9 sPLA, foram identificadas em
peconha de escorpides (KRAYEM; GARGOURI, 2020). Foram identificadas fosfolipase A2
(PLA2), como a hemilipina, a primeira fosfolipase A2 secretada purificada da peconha do
escorpidao Hemiscorpius lepturus (JRIDI et al., 2015), e também foram identificadas PLA2 na
peconha de Centruroides hentzi e Hadrurus spadix através de proteoma e transcriptoma
(ROKYTA; WARD, 2017; WARD; ELLSWORTH; ROKYTA, 2018).

5.3.ATIVIDADE AMILASICA

A atividade amilolitica foi avaliada pela conversdo do amido em agucares, dosados pelo
método do acido dinitrosalicilico (DNS). A Figura 10 apresenta a quantidade de produto (U/ml
- unidade enzimatica por mililitro) formado ap6s 5 e 10 minutos de incubacdo da peconha em

uma solucédo de 1% amido.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/disulfide
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Figura 10 - Atividade amilolitica. na peconha bruta de T. confluens. O controle negativo (tampéo fosfato de
sodio 0,02M) e as trés concentracdes de proteina da peconha (1, 5 e 10 pg).
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As amilases sdo enzimas que hidrolisam amido a agUcares redutores. Essas enzimas sao
encontradas em diversas amostras bioldgicas, como extrato de trigo, malte, saliva humana e
sangue. Embora ndo existam descri¢fes do possivel papel desta enzima na peconha, em estudos
com Rhopalurus agamenon foi identificado amilase através de ensaio bioquimico
colorimétrico, zimograma e protedmica, tendo sido identificado por protebmica como o
segundo componente enzimatico mais abundante (23% do total) encontrado na peconha de R.
Agamenon (MAGALHAES et al., 2021).

Em anélise protedmica, outros escorpides apresentaram amilases como componente de
suas peconhas, sendo identificada uma alfa-amilase em Centruroides limpidus, e amilase de

sequencias semelhantes em Tityus serrulatus e Tityus obscurus (CID-URIBE et al., 2020).

5.4. ATIVIDADE SOBRE ENZIMAS DE MEMBRANA - ATPases

O efeito da pegonha sobre as enzimas do tipo ATPases presentes no homonegato de rins
de ratos, foi testada em cinco concentragdes (1, 5, 10, 15 e 20 ug) da pegonha de T. confluens
em trés tempos diferente de incubacgéo (Figura 11).

O efeito foi medido através da atividade pNPPase, visto que ATPases hidrolisam o
substrato sintético pNPP (p-nitrofenilfosfato), um inibidor exdgeno que interage com a enzima
na conformagéo E2 (TANOUE et al., 2006)
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Figura 11 - Atividade pNPPase da peconha de T.c, expressa em nmol de Pi/min/mg. A barra representa o desvio
padrdo dos experimentos, a letra ‘a’ indica diferenca estatistica em relagdo ao controle, ¢ a letra ‘b’ indica
diferenca estatistica em relacdo a letra ‘a’ (p<0.05). Todos os experimentos realizados em triplicatas.
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Quando incubado por 30 min, foi observado um aumento significativo na atividade
pNPPase na presenca de trés concentragdes de peconha testada, 1 pug (p= 0,04597), 5 ug (p=
0,02841) e 10 pg (p= 0,03558) quando comparado ao controle, sendo esses aumentos de
aproximadamente 26%, 29% e 27%, respectivamente. Entretanto, as concentragdes de 15 e 20
pg, ndo provocaram aumento significativo, sendo assim, o apice da atividade foi aos 10 ug e
decaiu em concentracfes maiores. No que se refece a incubacao por 50 min, houve novamente
um aumento na atividade na presenga de 10 pg (p= 0,04909) em relagdo ao controle, cerca de
14% de aumento, e uma queda na atividade na concentracao 20 pg (p= 0,04949) cerca de 12%,
quando comparada a atividade de 10 pg. Em contrapartida, quando incubado por 120 min, ndo
houve diferenca significativa na atividade em nenhuma das cinco concentragdes., desta forma,
é possivel sugerir que quanto maior o tempo de incubacdo, menor foi a atividade, visto que trés
da cinco concentracgdes testadas apresentaram aumento em 30 min e nenhuma em 120 min. Por
fim, é necessario aumentar as repeticbes com amostras de rins, bem como verificar se os
resultados ndo apresentam um viés metodoldgico no sentido de que a quantidade de substrato
foi insuficiente para estimular as ATPases em todos 0s tempos de ensaio.

Os componentes das peconhas escorpionicas mais estudados sdo os moduladores de
canais ionicos, especialmente Na*, K*, Ca*? e CI". As ATPases s&0 enzimas de membranas que

catalisam a hidrolise do grupo fosfato terminal do ATP, presentes em ampla gama de células,
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o ATP ¢é a principal molécula energética das células, e juntamente com seu produto de
degradacdo o ADP, o AMP (produto da hidrolise do ADP) e a adenosina, nucleotideos e
nucleosideos da purina estdo relacionados com processos bioldgicos, como transmissao
nervosa, contragdo muscular, cancer, dor, inflamacdo, entre outros (BATTASTINI; ZANIN;
BRAGANHOL, 2011).

Dentre as ATPases, destaca-se a Na*/K* -ATPase, conhecida também como bomba de
Na*/K*, principal proteina carreadora de ions nas células eucaridticas. Estudos com toxinas
animais demonstram a capacidade de modulacdo da atividade desta enzima ATPase, como por
exemplo, a melitina, peptideo isolado da peconha de abelhas Apis melifera. A melitina inibe a
atividade da Na*/K*-ATPase (CHEN; LIN-SHIAU, 1985). A_arenobufagina ¢ uma toxina
isolada do veneno do anuro Peltophryne fustiger também inibiu a Na*/K*-ATPase
semelhantemente a outros bufadienolideos, como a bufalina e telocinobufagina (PERERA
CORDOVA et al., 2016; SOUSA et al., 2017).

Semelhante ao observado neste trabalho, a pegonha da serpente Bothrops alternatus
aumentou a atividade enzimatica de Na * /K * -ATPase renal (LINARDI et al., 2011). Dessa
forma, pode-se sugerir um possivel efeito da peconha de T. confluens sobre a isoforma renal da
enzima.

A regulacdo da Na*/K* -ATPase contribui para a homeostase do sodio corporal, e uma
mudanca no equilibrio pode ocasionar retencdo de sal e processos hipertensivos (APERIA,
2001). Nesta perspectiva, é interessante correlacionar que uma fracao polipeptidica neurotoxica
da peconha do escorpido israelense, Scorpio maurus palmatus, provocou um efeito hipertensivo
em ratos, com duracéo de cerca de 50-80min (ETTINGER et al., 2013).

5.5. CITOTOXICIDADE

Os resultados obtidos por meio do ensaio em células cultivadas (Figura 12) ndo se
mostraram significativos, indicando auséncia de um potencial citotdxico nas concentracdes de
peconha avaliadas (0,1, 1, 10 ¢ 100 pg/mL) sobre os trés tipos celulares testados; carcinoma de
células renais, linhagem 786-O (RRID:CVCL_1051), carcinoma de mama invasivo de nenhum
tipo especial, linhagem MCF-7 (RRID:CVCL_0031) e fibroblasto ndo tumoral, linhagem
NIH/3T3 (RRID:CVCL_0594).
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Figura 12 - Atividade citotoxica em linhagens tumorais 786-0 e MCF-7 e linhagem celular normal 3T3.em
diferentes concentracdes da peconha de Tc.
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Em relagdo ao IG50 (concentragdo necessaria para obter 50% na reducdo de células
viaveis) (Tabela 3), ndo foi possivel conhecer, visto que a maior concentracédo usada da pegonha

do T. confluens ndo reduziu o niimero de células.

Tabela 4 - Inibigdo de crescimento celular pela pegonha de Tc sobre células tumorais das linhagens 786-0 e
MCEF-7 e linhagem celular normal 3T3.

MCF-7 3T3 786-0
IGso (ug/mL)  1Gso(pg/mL)  1Gso (ng/mL)

Tityus

>100 >100 >100
confluens
Doxorubicina 0,19 2,89 0,26

Os resultados encontrados demonstram que ap6s 24 hora de tratamento com as
concentragdes (0,1, 1, 10 e 100 pg/mL) de pegonha bruta de T.confluens ndo houve efeito
antiproliferativo. Entretanto, estudos com o peptideo stigmurina da peconha do T. stigmurus
revelaram atividade antiproliferativa sobre células HeLa (linhagem celular imortal de cancer de
colo de utero) e a linhagem celular normal NIH/3T3, sendo que para a linhagem NIH/3T3 o
ICso foi 0 dobro em relacdo a linhagem cancerosa , demonstrando que o peptideo foi menos
toxico para essa linhagem celular normal (PARENTE et al., 2018).

A peconha do escorpido brasileiro Rhopalurus agamenon também apresentou efeito

citotoxico de modo dose-dependente para células MCF7 (carcinoma de mama), porém nas
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linhagens B16F10 (melanoma pulmonar de camundongo) e NIH/3T3 (fibroblasto ndo tumoral),
ndo foram observados efeitos (MAGALHAES et al., 2021).

As peconhas escorpibnicas apresentam diversas atividades bioldgicas, principalmente
devido aos NDBP’s, como, o peptideo Mauriporina, identificado na peconha do escorpido
Androctonus mauritanicus que apresentou potencial citotoxico seletivo contra linhagens de
cancer de prostata, e ndo apresentou atividade hemoliticas contra eritrocitos (ALMAAYTAH
etal., 2013).

Outros peptideos sem ligacdo dissulfetos, os AMPs naturais e modificados da pe¢onha
dos escorpides Urodacus yaschenkoi e Urodacus manicatus, foram levemente citotoxicos
contra células normais BHK-21 (LUNA-RAMIREZ et al., 2017). N&o apresentar citotoxicidade
sobre a linhagem normal pode ser um fator de interesse de estudo, visto que na terapia
antineoplasica é de suma importancia evitar efeitos nocivos a células saudaveis (SOUSA et al.,
2017).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo contribui para a caracterizacdo inicial proteica e das atividades
enzimaticas e biologicas da peconha de Tityus confluens. Atraves da obtencdo do o perfil
proteico eletroforético cromatografico, observou-se a presenca de bandas de baixa massa
molecular no perfil eletroforético e por CLAE onze fragfes de altura relativa significativa,
apresentando a fracdo de maior abundancia um componente hidrofébico. Foi observado
também que a peconha de Tityus confluens foi capaz de estimular a atividade de enzimas
ATPase de isoformas renal e demonstrou atividade amil&sica.

A peconha bruta de T. confluens também nédo apresentou citotoxicidade em células
normais e duas linhagens celulares tumorais, além disso, foram testadas, mas nao se obteve
resultados positivos com os métodos utilizados, a presenca de atividades proteolitica e
fosfolipasica, apesar destas enzimas serem comumente identificadas nas pegonhas
escorpiodnicas.

Como héa lacunas no conhecimento acerca da composi¢cdo da peconha de Tityus
confluens e as toxinas animais sdo grandes fontes de possiveis aplicacdes biotecnoldgicas,
novos estudos sdo necessarios, tais como a avaliagdo das fragdes obtidas pelo HPLC por meio
de espectrometria de massa MALDI-TO, além de protedmica, transcriptdbmica para
caracterizacdo e isolamento de moléculas e investigacao das possiveis atividades bioldgicas e a

importancia destas moléculas no envenenamento.
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