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Efeito da peconha de escorpides do género Tityus sobre a atividade das
enzimas do sistema purinérgico em linfécitos e plaquetas de sangue

periférico humano.

Benetti, T.R.S

Resumo

O sistema purinérgico € um sistema de sinalizacdo, no qual os
nucleotideos de purina, ATP (Adenosina 5'-trifosfato) e ADP (Adenosina
difosfato), e o nucleosideo, adenosina, atuam como mensageiros
extracelulares. CD39 (ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase 1, E-
NTPDasel) converte ATP em ADP e ADP em AMP, e entdo CD73 (ecto-
5'-nucleotidase, Ecto5'NTase) desfosforila AMP em adenosina. CD39 e
CD73 regulam a fung&o de varios tipos de células imunoldgicas, incluindo
linfécitos. Além disso, ha evidéncias de que alteracdes na expressao e
atividade de CD39 afetam o potencial trombogénico dos tecidos. O
objetivo deste estudo foi quantificar a atividade enzimatica da CD39 e
CD73 na presenca de peconha de escorpides Tityus confluens (Tc) e
Tityus paraguayensis (Tp), em amostras de linfécitos e plaquetas
humanos. Nossos resultados demonstram que a peconha de T.c tem
efeito supressor sobre atividade da CD39 na hidrélise de ATP em
linfécitos do sangue periférico quando comparados ao controle (P<0,05).
Por outro lado nossos resultados demonstram néo haver efeito sobre as
enzimas CD39 e CD73 em plaquetas do sangue periférico. Este estudo
traz pela primeira vez o efeito da peconha de escorpifes Tityus sobre as
enzimas CD39 e CD73 em células do sangue periférico. Futuros estudos,
com maiores doses, poderdo elucidar a via de acdo principal das

peconhas quando em contato com o sangue.

Palavras chave: CD39, CD73, Purinas, escorpido, Tityus



Effect of Tityus scorpion venom on the activity of purinergic system
in human peripheral blood lymphocytes and platelets
Benetti, T.R.S

Abstract

The purinergic system is a signalling system, where the purine
nucleotides, ATP (Adenosine 5'-triphosphate) and ADP (Adenosine
diphosphate), and the nucleoside, adenosine, act as extracellular
messengers. CD39 (ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1,
E-NTPDasel) converts ATP or ADP into AMP, and then CD73 (ecto-5'-
nucleotidase, Ecto5'NTase) dephosphorylates AMP into adenosine. CD39
and CD73 regulate the function of several immune cell types, including
lymphocytes. Furthermore, there is evidence that changes in CD39
expression and activity affects the potential thrombogenic of a tissue. The
objective of this study was to assay the enzymatic activity of CD39 and
CD73 in the presence of scorpion venom from Tityus confluens (Tc) and
Tityus paraguayensis (Tp) in human lymphocyte and platelet. Our results
demonstrate that T.c venom has decreased CD39 activity in ATP
hydrolysis in peripheral blood lymphocytes when compared to control
(P<0.05). On the other hand, the results demonstrate no effect on CD39
and CD73 enzymes in peripheral blood platelets. This study shows the first
time the effect of Tityus scorpion venom on CD39 and CD73 enzymes in
peripheral blood cells. Others studies, with higher doses, can elucidate the

main action pathway between venoms and the blood.

Key words: CD39, CD73, Purine, Scorpion, Tityus
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1.INTRODUCAO

A peconha de escorpides consiste em um sistema complexo de proteinas,
enzimas, toxinas e outras moléculas com propriedades bioldgicas, tais como:
mucopolissacarideos, hialuronidase, fosfolipase, serotonina, histamina,
inibidores enzimaticos e etc(GWEE et al., 2002; ORTIZ et al., 2014). Em contato
com o corpo humano, esses agentes quimicos interagem com receptores da
membrana plasmatica que iniciam cascatas com mediadores inflamatérios
(PETRICEVICH, V. L. 2010).

Atualmente os estudos envolvendo peconhas relatam descobertas de
importancia para a saude publica, entre as atividades descritas estao:
antimicrobiana, anticancer, hemolitica e anti-inflamatéria (ALMAAYTAH E
ALBALAS, 2013). A peconha do escorpido possui interesse farmacologico e
esses achados se traduzem em abordagens terapéuticas para diferentes
patologias (OLIVEIRA ET AL., 2019).

O sistema purinérgico consiste em uma via de biossinalizacédo entre as
células. A via purinérgica regula a resposta imune, mecanismos de inflamacao,
agregacao de plaquetas proliferagcdo e morte celular (JOHNSTON-COX et al.;
2010). Neste sistema se destacam as enzimas CD39, CD73 e a ecto-adenosina
desaminase (ADA). Essas enzimas hidrolisam nucleotideos e nucleosideos
extracelulares como ATP, ADP AMP, Adenosina e Inosina (ZIMMERMANN, H.
2000; 2012).

A relacdo entre os componentes da peconha de animais e o sistema
purinérgico ja foi estabelecida anteriormente (DHANANJAYA ; D'SOUZA2011;
2016). Na peconha de serpentes, aranhas e escorpides foi identificado a
presenca de purinas. Esses componentes atuam potencializando o efeito das
enzimas presentes nas pecgonhas, auxiliam na difusdo de toxinas e aumentam a
permeabilidade vascular (DHANANJAYA ; D'SOUZA,2011).

No entanto a compreensdo dos alvos moleculares desses componentes
da peconha, assim como sobre o efeito na atividade de enzimas do sistema
purinérgico, € um conhecimento em construc¢do. Desta forma, o estudo do efeito

da peconha de escorpides na atividade de enzimas do sistema purinérgico € uma



forma de estabelecer alvos terapéuticos e compreender o efeito das toxinas nas
propriedades cataliticas das ecto-nucleotidases bem como entender como
ocorre 0 envenenamento e contribuir para a assisténcia médica adequada.
Portanto, este trabalho avaliou o efeito da pegonha de escorpides do genéro
Tityus sobre as atividades ATP, ADP e AMPé&sica em linfécitos e plaquetas de

sangue periférico humanos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Escorpides: classificacao e distribuicao

Os escorpides sdo artropodes, membros da classe Arachnida, possuem
queliceras e podem ser considerados “fosseis vivos”, pois sao classificados entre
0S mais ancestrais, levando em consideragao tanto sua origem evolutiva, como
morfologia e organizacao corporal. O sucesso evolutivo deste grupo data de mais
de 450 milhées de anos, e deve-se principalmente aos seus aspectos
bioguimicos, fisiolégicos e comportamentais (LOURENCO, 2015). Outro aspecto
que reforca o argumento do éxito evolutivo se da quando verificamos a ampla
distribuicdo geografica, com excecao apenas da Antartida. N&o obstante, nas
Gltimas décadas esses animais vém perdendo seu habitat natural, e
conquistando novos espacos no ambiente urbano (SILVA, 2012).

Atualmente, os escorpides representam um grupo menos representativo,
cerca de 2000 espécies, se comparado aos de outros artrépodes como 0s
insetos que tém mais de um milh&o de espécies e as aranhas com cerca de
40.000 espécies (LOURENCO, 2015). O interesse pelos escorpifes se deve
principalmente por sua reputagdo negativa de “assassino de homem”, mas
guando se observa a quantidade de espécies que causam acidentes ao homem,
nao existem mais que 50 espécies de importancia médica. A maioria das
espécies que provocam acidentes em humanos pertencem a familia Buthidae
(LOURENCO, 2015), que inclui escorpides do género Leiurus no Oriente Médio,
Androctonus e Buthus no norte da Africa, Tityus na América do Sul, Centruroides
na América do Norte e Central, Mesobuthus na Asia (especialmente na india) e
Parabuthus na Africa do Sul (ISBISTER E BAWASKAR, 2014); verifica- se
espécies que representam perigo ao homem em pelo menos duas outras
familias, Hemiscorpiiedae e Scorpionidae (LOURENCO, 2015).

Aproximadamente 131 espécies séo registradas no Brasil e 0 género
Tityus C.L. (KOCH, 1836) apresenta maior riqueza de espécies
(aproximadamente 80), estando presente em todos os biomas do pais (PORTO
et al., 2010; YAMAZAKI et al.; 2015). Distribuido no Brasil (Mato Grosso do Sul),

Argentina e Paraguai, Tityus paraguayensis € encontrado principalmente em



biomas com formagbes vegetacionais abertas como o Cerrado e Chaco.
Recentemente, foi registrada a primeira ocorréncia de T. paraguayensis (T.p)
(Figura 1a) durante o periodo de cheia no Pantanal de Mato Grosso do Sul,
evidenciando uma possivel estratégia de sobrevivéncia da espécie durante as
inundagdes sazonais nessa regiao (YAMAZAKI ET AL.; 2015).

Outra espécie amplamente distribuida na américa latina, e com casos
fatais de envenenamentos na Argentina, é Tityus confluens (T.c) ( Fig 1.a) (DE
ROODT, et al.,2009). Este escorpido ja foi descrito no Mato Grosso do Sul,
caatinga, Bolivia e na Argentina. Escorpido de tamanho médio, 52-53 mm de
comprimento. Sua coloracdo é amarelada, com a carapaca e tergitos marrom
enegrecido. Sua coloragcdo € muito similar o escorpido amarelo (Tityus
serrulatus), porém sua calda ndo apresenta serrilha e ha um espinho sob o
ferrao( Figura 1b; WILSON, et al., 2004).



b)

Figural. Espécimes de Tityus confluens (a) e Tityus paraguayensis (b). (Fonte:
BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE 2009; LUCENA, M. N. et al., 2021)

2.2. O género Tityus e pegonhas: caracteristicas dos envenenamentos e

composicao

A incidéncia global estimada com dados dos 6érgdos de saude €, de cerca
de 1,5 milhdo de envenenamentos com aproximadamente 2.600 mortes por ano.
Nos paises com gestao apropriada, as mortes estao diminuindo, consequéncia
de melhor alocacdo dos recursos, treinamento apropriado do pessoal da saude
e implementacdo de estratégias de gestdo de acidentes (CHIPPAUX, 2012). O
tratamento sintomético e sua acessibilidade também deve ser considerado como
uma alternativa aceitavel de tratamento emergente para as picadas de escorpido

em detrimento a imunoterapia passiva.



No Brasil, trés espécies se destacam quanto a importancia médica: Tityus
serrulatus (T.s), Tityus bahiensis e Tityus stigmurus, sendo 0 maior numero de
acidentes graves e letais provocados por T. serrulatus. Entre 2000 a 2018, o
namero de acidentes com escorpides teve um aumento, sendo registrados mais
de 1,1 milhdo de casos de envenenamento com escorpides no Brasil, sendo
quase 157 mil somente em 2018, nesse intervalo foram 1261 ébitos, 94 em 2018,
tendo um leve aumento em relacdo ao ano anterior que registrou 82 oObitos e, a
regido nordeste do pais € a mais afetada (MINISTERIO DA SAUDE/SINAN,
2019).

O aumento generalizado das espécies desse ¢género deve-se
principalmente a perda de habitat que esses aracnideos vém enfrentando, sendo
a acdo do homem a causa mais evidente, fato que fez esses acidentes
superarem o0s com serpentes nesse periodo (SILVA, 2012; MINISTERIO DA
SAUDE/SINAN, 2019). Um estudo realizado no Rio Grande do Norte constatou
gue condi¢cBes climaticas favoraveis para a reproducdo do escorpido, além de
maior densidade populacional e crescimento desordenado nas areas urbanas
contribuem para aumentar o nimero de casos no Nordeste do Brasil (ARAUJO
et al., 2017).

Véarios fatores podem contribuir para a fatalidade das vitimas:
incapacidade de reconhecer precocemente a gravidade e atraso na conducéo
das vitimas para unidades de saudes especificas, hospitais em areas endémicas
com condi¢cBes inadequadas e falta de UTI. Estudos apontam também que a
avaliacdo da gravidade do envenenamento, principalmente em criancas, €
essencial para estabelecer prognoéstico e instituir tratamentos adequados, além
disso, o estado de saude da vitima, bem como sua idade e massa corporal sdo
fatores que podem afetar a gravidade de acidentes com escorpifées (BAHLOUL
et al.,2010).

O tratamento pode ser feito com o uso de antinflamatorios e em casos
graves é recomendado o uso de soro antiescorpionico. Em criancas de até sete
anos, onde se encontra um grupo de risco maior, em casos moderados também
se aplica o soro (CUPO et al., 2003).

Dada a sua importancia epidemiolégica, a grande maioria do
conhecimento sobre a composi¢cao da peconha de escorpido vem das espécies
da familia Buthidae (CHIPPAUX E GOYFFON, 2008). Muitas toxinas foram
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identificadas em peconhas de escorpido, sendo os canais idnicos encontrados
em mamiferos e insetos, o principal alvo dessas toxinas. A toxina liga-se aos
canais de sodio, inativando-o e resultando na despolarizacdo prolongada e,
portanto, na excitagdo neuronal. Existem outras toxinas que podem atuar sobre
0s canais de potassio e célcio, mas os efeitos no envenenamento humano sao
pouco compreendidos (ISBISTER E BAWASKAR, 2014).

As peconhas de escorpido sdo misturas altamente complexas de
peptideos, nucleotideos, lipidios, mucoproteinas, aminas biogénicas, algumas
enzimas e outras substancias. Esse complexo de moléculas bioativas parece ter
evoluido principalmente para subjugar as presas e desempenhar um papel eficaz
na defesa quimica (ORTIZ et al., 2014). Os peptideos da peconha geralmente
sdo classificados em dois grupos principais: os peptideos com ponte de
dissulfeto (DPBs) que normalmente tém como alvo canais idnicos e os peptideos
sem ponte de dissulfeto (NDPBSs). Estes ultimos apresentam interesse médico e
farmacoldgico devido a algumas propriedades biolégicas como antimicrobianas,
anticancer, hemolitica, anti-inflamatéria, atividade de potencializacdo
imunomoduladora e bradicinina (ALMAAYTAH E ALBALAS, 2013).

Varios estudos foram feitos com base nas propriedades terapéuticas dos
NDPBs. A peconha bruta de Tityus discrepans e fracdes inibiram o crescimento
de formas promastigotas de Leishmania sp, levando a morte do parasita
(ADADE; SOUTO-PADRON, 2017). Foram isolados das glandulas de pegonha
do escorpido Mesobuthus eupeus dois peptideos catibnicos lineares, meucina-
24 e meucina-25, com propriedades antimaléricas, sendo que ambos inibiram o
desenvolvimento de Plasmodium berghei e mataram parasitas intraeritrocitos de
P. falciparum e ndo apresentaram toxicidade para as células néo infectadas
(ADADE; SOUTO-PADRON, 2017). Os peptideos NDPBs também tém funcdes
antivirais. O primeiro relato de peptideo antiviral produzido a partir de pegonha
de escorpides foi 0 Hp1090, descoberto em uma biblioteca de cDNA da glandula
do escorpido Hetero metrus petersii, que inibiu a infeccao pelo virus da hepatite
C (ORTIZ et al.; 2014).

A descoberta de novos peptideos antimicrobianos (PAMs) de fontes
naturais é de grande importancia para a saude publica, uma vez que essas
moléculas sdo candidatas farmacologicas devido a sua eficacia e baixas taxas

de resisténcia (OLIVEIRA et al.; 2019). Os PAMs ja foram caracterizados na
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hemolinfa de diferentes animais, como acantossucrinas e gomesina, da aranha
Acanthoscurria gomesiana (DA SILVA et al., 2000); rondonina, da aranha
Acanthoscurria rondoniae; lacrain da “centopeia” Scolopendra viridicornis
(CHAPARRO; DA SILVA., 2016) e um fragmento de um peptideo fibrinogénio
humano encontrado na hemolinfa de Triatoma infestans (DINIZ et al., 2018).
Existem poucos estudos que descrevem o funcionamento do sistema
imunologico ou caracterizem PAMs do plasma e hemdcitos de escorpibes
(OLIVEIRA et al., 2019). Uma defensina denominada ClI-dlp (peptideo
semelhante a defensina de C. limpiduslimpidus) foi identificada no escorpido
Centruroides limpidus limpidus, apresentando atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (DE LA VEGA et al., 2004). Todas essas moléculas
estdo envolvidas na protecdo dessas espécies e mostram como a descoberta e
caracterizacdo de peptideos bioativos é muito importante e tem uma ampla
aplicabilidade, por exemplo, seletividade para células cancerigenas, com efeitos
na proliferacéo celular (OLIVEIRA et al., 2019). Recentemente, um AMP de T.
serrulatus foi isolado, caracterizado e denominado serrulina, apresentando uma
estrutura priméria semelhante aos PAMs ricos em glicina descritos para outros
aracnideos, como carrapatos e aranhas, além de apresentar atividade contra

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (OLIVEIRA et al., 2019).

2.3. O sistema purinérgico

O sistema purinérgico (Figura 2) compreende uma via comum de
sinalizagdo célula-célula envolvida em muitos mecanismos como na resposta
imune, dor, inflamacdo, agregacdo plaquetaria, vasodilatacdo, proliferacao e
morte celular. Os nucleotideos e nucleosideos extracelulares podem atuar como
sinais moleculares ao serem hidrolisados por CD39, CD73 e a ecto-adenosina
desaminase (ADA) (ZIMMERMANN, H. 2000; 2012).

A adenosina 5'- trifosfato (ATP) celular atua como transportador de
energia que impulsiona praticamente todas as funcbes celulares (JUNGER,
2011). Por outro lado, o ATP tem um papel completamente diferente no meio
extracelular, onde tem como funcdo a sinalizacdo através da ativacdo de
receptores de nucleotideos (IDZKO et al., 2014). A adenosina é um nucleosideo

formado pela juncdo da adenina com uma ribose. Este € um metabdlico
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regulador, é gerado em resposta a uma inflamagéo, hipdéxia ou lesdo celular e
desencadeia varios eventos de sinalizacdo, sendo também um importante
mediador da inibicdo da ativacdo plaquetaria (JOHNSTON-COX et al., 2010).

Recaptagao
Ext lul
L Sinalizagdo P2 |---------- ' de adenosina
Liberagdo i | Hidrdlise : Hidrdlise |: _— Hidrdlise
de ATP ' |_de ATP ADP{ de AMP || Sinalizac3o P1 || e adenosin
- ' ° ; . 5
' Ouep:- O O CQumip & © 2l T —
ATP & i ° = o 00 © > lzdeno ina . PN |
] AMP ! Inosina
fMLP o ! () i
Membrana ¢ e : H
celular °o A°A ] ®
m!ﬂmh ,,,,,,,,,, | ULl
FPR Panexinal P2X ENTP PZ_Y ENT F:l Adenosina
i ; : . : desaminase
; ®o<rh m % :
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Figura 2. Componentes gerais da sinalizacdo purinérgica. Neste
esquema é possivel identificar a estimulacéo do receptor N-formil-metionil-leucil-
fenilanalina (fMLP), que leva a abertura de canais panexina 1 e consequente
liberacdo de ATP (esfera em azul) e ativacdo autédcrina de receptores P2x. No
espaco extracelular as ectonucleotidases ENTPDs hidrolisam ATP a adenosina.
A adenosina (esfera roxa) € ainda convertida a inosina e recaptada por
transportadores de nucleosideos (ENTs). JUNGER (2011).

A ecto-adenosina desaminase (ADA) é uma enzima que participa do
metabolismo das purinas e esta relacionada a proliferacdo dos linfécitos, estando
presente virtualmente em todo organismo humano onde, principalmente, €
encontrada em altos niveis em oOrgaos linfoides, tais como baco, timo e
linfonodos. A ADA é uma enzima polimorfica, sua agéo regula as concentracdes
intra e extracelular de adenosina por catalisar a conversdo de adenosina em
inosina (SILVA et al., 2016). Independentemente de sua fungéo catalitica, a ADA
tem sido detectada na superficie de células hematopoiéticas e possui uma
funcdo estimulatoria de proliferacdo em linfécitos durante a resposta

imunoldgica. Existem dois tipos de proteinas que ancoram a ADA na superficie
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celular: a CD26 e os receptores de adenosina (AR). A primeira também
conhecida como dipeptidil peptidase IV (DPP-IV), é uma glicoproteina
transmembrana tipo Il homodimérica de 110 KDa que, funcionalmente, atua
como um receptor para ADA, sendo expressa em células epiteliais, diversos tipos
de células endoteliais, fibroblastos e células linfoides e esta envolvida em vérias
patologias (FRANCO et al., 1997; MORENO et al., 2018). Os ARs sédo receptores
da familia dos receptores acoplados a proteina G (GPCR) e existem quatro tipos:
Al, A2A, A2B e A3, os quais sao encontrados em diferentes sistemas, como o
sistema imune (BOREA et al., 2018).

As ectoenzimas que hidrolisam nucleotideos extracelulares séo
chamadas de ectonucleotidases. As ectonucleotidases que degradam o ATP em
adenosina sdo divididas em 4 familias: as nucleosideo trifosfato
difosfohidrolases (NTPDases); as ectonucleotideo
pirofosfatases/fosfodiesterases (NPPs); as fosfatases alcalinas (APS); e as ecto-
5'-nucleotidases (E-5'-NT). Estas estdo envolvidas na degradacdo de ATP em
ADP, AMP e adenosina (BURNSTOCK, 2006; 2014). A cascata de
ectonucleotidases, iniciada por NTPDases, é terminada pela CD39 com a
hidrolise de AMP e formacéo de adenosina. Desta forma, as enzimas CD39 e a
ADA, sao ectoenzimas que convertem adenosina em inosina, regulam as
concentracbes de adenosina no plasma e no meio extracelular (ROBSON et
al.,2006).

As CD39 (ecto-nucleotidases, ENTPDases ou apirases) sdo enzimas
dependentes de cations divalentes, capazes de hidrolisar nucleotideos di e tri-
fosfatados em nucleosideos monofosfatados. (SANSOM et al.,, 2007
ZIMMERMANN, 2000). Entre as funcdes das NTPDases estdo a regulagcédo da
concentracdo de nucleotideos extracelulares (NTPe) participando na sinalizacéo
purinérgica, adesédo celular, reciclagem de purinas, regulacdo da homeostase
vascular além de atuar como receptor em diversas células (ZIMMERMANN et
al., 2012).

A CD73 é um homodimero ligado a membrana plasméatica através de uma
ancora lipidica de glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo responsavel pela
desfosforilagcdo de ribo e desoxirribonucleosideos 5’-monofosfatados a seus
correspondentes nucleosideos (BAVARESCO, 2008). Dentre suas fungdes néo

relacionadas a sua atividade enzimatica, destacam-se seu envolvimento na
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interagdo célula-célula e célula matriz celular, em eventos de migragéo celular,
assim como nos mecanismos que induzem a resisténcia a drogas, envolvimento
na motilidade celular, proliferacao e ativacao de linfocitos e na adeséo destes no
endotélio, aumento da migracéo, adeséo e invasédo de tumores de mama devido
a sua superexpressao, dentre outras (BAVARESCO, 2008; ALGARS, et al.,
2011; EBERHARDT et al., 2022).

Os receptores purinérgicos sao referidos como receptores P1 que sdo
ativados somente pelo metabdlito adenosina, em contraste com os receptores
P2 que séo ativados por ATP e / ou outros nucleotideos (por exemplo,
UTP). Com base no tipo de sinalizacdo, os receptores P2 podem ser
subdivididos em P2Y e P2X. Os receptores acoplados a proteina G,
metabotropicos (P2YRs), caracterizados por oito tipos em mamiferos
(P2Y1/2/4/6/11/12/13/14R) e receptores ionotrépicos (P2XRs), que sdo canais
de ions dependentes de ligantes do tipo nucleotideos e, atualmente foram
identificados sete tipos (P2X 1-7R). O término da sinalizac&o dos receptores P2
envolve a conversao de ATP/ADP em adenosina dentro do compartimento
extracelular pela atividade das ectonucleotidases (IDZKO et al., 2014).

Alguns trabalhos tém revelado que mecanismos purinérgicos regulam
aspectos-chave de diversos processos fisiolégicos, incluindo a ativacdo dos
diferentes tipos de células do sistema imunoldgico. A ativacdo das células T
induz a liberacdo de ATP através dos canais de panexina, que translocam os
receptores P2X a sinapse imune, onde eles produzem influxo de calcio e
ativacdo celular através de sinalizacdo purinérgica autocrina. Receptores
purinérgicos permitem que as células do sistema imune reconhecam se o ATP
que é liberado provém de células hospedeiras com danos. A sinalizacao
purinérgica também é crucial para a ativacdo da inflamacdo somada a
subsequente libertacdo de citocinas, tal como interleucina-18 (IL-1B), em
resposta a padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) e padrbes
moleculares associados a patogenos (PAMPs) (JUNGER, 2011). Em células
dendriticas (CD), a exposicdo ao ATP extracelular induz migracdo e
diferenciacdo para impulsionar respostas da imunidade celular. A adenosina
também é reconhecida como um agente bioativo nos estados inflamatorios
vasculares, com efeitos mediados em células vasculares e leucocitos (DWYER
et al., 2007).
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Outras células que também participam do processo inflamatério séo as
plaguetas, que atuam principalmente na imunidade inata. As plaquetas sdo
células altamente especializadas, que possuem funcdes como: adesdo,
agregacao, formacédo do “tamp&o” hemostatico. Internamente, as plaquetas
possuem granulos de estocagem, esses granulos densos possuem moléculas
de (ATP e ADP) no seu interior. Ap6s uma injuria tecidual, ou um processo de
inflamacéo, as plaquetas liberam esses nucleotideos e aumentam a adeséo e a
grecdo plaquetaria (DE QUEIROZ, et al 2017). Para isso, essas células se
comunicam rapidamente com as outras células do sistema imunoldgico pelo seu
potencial de liberacdo de mediadores inflamatérios, tal como o fator de
transcricdo PPARYy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor) (SEMPLE et al.,
2011).

O sistema purinérgico também esta relacionado a funcdo plaquetaria.
Estudos constataram que o ADP é um ativador da agregacao de plaquetas
humanas, interagindo com receptores P2Y das plaquetas e que mediante
estimulacdo, as plaguetas secretam ATP, que ¢é quebrado em ADP
(BURNSTOCK, 2015). O exame da atividade da CD73 na superficie das células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs) confirmou a contribuicdo da
CD73 para o efeito inibitorio de HUVECs na agregacdo plaquetaria
(KAWASHIMA et al., 2000). A funcao plaquetaria pode ser comprometida pela
proteina de membrana NTPDase-1(CD39), que tem a funcdo na superficie
endotelial de diminuir a ativagdo e o recrutamento de plaquetas, metabolizando
o ADP liberado pelas plaguetas estimuladas (PULTE et al., 2007). O potencial
para aplicacdo de receptores de adenosina para o desenvolvimento de terapias
antiplaquetarias, uma vez que a rapida ativacdo das plaguetas nos locais de
lesdo vascular identifica-os como alvos potenciais para manter a hemostasia,
particularmente no caso de formagéao de trombo arterial, evidenciam a interacéo

do sistema purinérgico e a funcéo plaquetaria (JOHNSTON-COX et al.; 2010).

2.4. Peconhas e sistema purinérgico

Nucleosideos de purinas foram identificados em peconhas de serpentes
ha mais de 50 anos, e sugeriu-se que a adenosina poderia contribuir para a

hipotensdo provocada por essas peconhas. Posteriormente, foi relatada a
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presenca de outras purinas (guanosina, iosina, etc.) na peconha de varios
animais, inclusive dos escorpides (DHANANJAYA; D'SOUZA, 2011) Um estudo
sobre a composicao da peconha de varias serpentes, revelou que purinas livres
compreendiam até 8,7% dos componentes solidos dessas pegonhas.
Compreendeu-se também que esses nucleosideos tinham um significado
funcional nos envenenamentos, uma vez que liberados no tecido enddgeno
(presa) atuam como uma estratégia completar aos efeitos das enzimas da
peconha. Quando entram em contato com a membrana celular, as purinas da
peconha atuam através de receptores purinérgicos assim como toxinas
multifuncionais e contribuem para a imobilizacdo de presas por hipotensao,
paralisia e digestdo (DHANANJAYA; D'SOUZA, 2016). A adenosina pode atuar
como um potente agente de espalhamento, auxiliando na difuséo de toxinas,
uma vez que induz o aumento da permeabilidade vascular através da
vasodilatacao e a inibicdo da segregacédo plaguetaria (DHANANJAY; D'SOUZA,
2011).

SANTORO et al, (2009) descreveram o isolamento e caracterizacdo de
uma enzima pirofosfatase/fosfodiesterase sollvel presente na peconha da
jararaca, Bothrops jararaca, que hidrolisa principalmente nucleosideo 5
trifosfato e € um potente inibidor de agregacédo de plaquetas. Pesquisas com
miotoxinas de Bothrops sp. revelam que a liberacdo de ATP das células
musculares esta intimamente relacionada aos danos celulares e, esse efeito
pode ser reduzido pela administracdo de medicamentos antipurinérgicos
(CINTRA-FRANCISCHINELLI et al., 2010). Estudos sugerem que as
concentracbes de purinas encontradas em algumas das peconhas sao
suficientes para promover efeitos sisttmicos como vasodilatacéo
(DHANANJAYA; D'SOUZA, 2016). Pouco se sabe sobre os efeitos do sistema
purinérgico em relacdo a peg¢onha de escorpido, mas acredita-se que por
possuirem muitos componentes moleculares semelhantes aos das serpentes,
sera possivel a compreensdo do mecanismo purinérgico no envenenamento
escorpidnico. Recentemente, foi verificado que a toxina BmK I, o principal
peptideo da peconha do escorpido Buthus martensi e ativador de canal de Na*,
induz o desenvolvimento da dor (JI et al., 1996). A supra regulacéo de P2X7Rs
medeia a ativacdo microglial no corno dorsal espinhal, e, portanto, contribui para

o desenvolvimento da dor induzida por BmK | (ZHOU et al., 2019). Além disso,
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a colocalizagdo dos receptores com a interleucina 18 demonstra a participacao
de BmK | na resposta inflamatoria.

A peconha de escorpifes possui mediadores moleculares que afetam os
processos inflamatoérios e podem ser liberados apds o ataque escorpidnico, por
exemplo: cininas, ecosanoides, fator ativador de plaquetas, fator de aumento da
permeabilidade, 6xido nitrico e citocinas. A interacao da peconha com as células
e proteinas da membrana causa uma série de reacdes que levam a lesao e morte
celular. Apdés a injecdo de pegonhas, uma variedade de citocinas pro-
inflamatdrias séo liberadas com citocinas contrarreguladoras ou anti-
inflamatorias, a razdo entre essas citocinas determina o efeito sobre a resposta
inflamatéria (PETRICEVICH, V. L. 2010).

Apés a inoculacdo da peconha de de Tytus serrulatus foi observado a
liberacdo de os interleucias (IL-1 a e B, IL-6, IL-8, IL-10), interferon (IFN-y), fator
de necrose tumoral (TNF-a), o envenenamento causou aumento da inflamacéo
renal, cardiaca e pulmonar, caracterizada pelo aumento da quantidade de

células mononucleares ap6s injecdo em ratos (PETRICEVICH, V. L. 2010).

3.0BJETIVOS
3.1.0bjetivo Geral

Verificar o efeito da peconha dos escorpibes T. confluens e T.
paraguayensis sobre a atividade das enzimas do sistema purinérgico em

plaguetas e linfocitos humanos.

3.2. Objetivos especificos

- Obter linfocitos e plaguetas de sangue humanos.

- Quantificar a atividade das enzimas CD39 e CD73 em linfocitos e
plaguetas do sangue periférico.

- Determinar o efeito da peconha dos escorpifes sobre a hidrélise do ATP,

ADP e AMP em plaquetas e linfdcitos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da UFMS sob o parecer de nimero: 4.588.216 (Anexo 1). Foi
elaborado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que foi
entregue aos participantes no primeiro contato com a pesquisadora, para que 0s
mesmos conhecessem 0s objetivos do estudo e decidissem quanto sua
participagcdo. No TCLE, foi solicitada ao participante sua autorizagdo para coleta
de sangue venoso periférico, sendo que para assegurar a confidencialidade e a
privacidade, a pesquisadora garantiu que os nomes e identidades serédo
mantidos em sigilo. Os participantes da pesquisa que assinaram o TCLE, ficaram
com uma via do TCLE, assim como a pesquisadora responsavel. Os dados da

pesquisa estdo mantidos em arquivo confidencial, fisico e digital, sob guarda da
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pesquisadora e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da

pesquisa.

Houve risco minimo para a saude fisica, mental, emocional, haja visto que
toda e qualquer acdo pode gerar riscos, como constrangimento no momento da
coleta sanguinea, desconforto com o procedimento (como mancha roxa ou dor
leve no local da coleta) e ansiedade. No entanto, para prevenir qualquer
desconforto e constrangimento, a coleta foi realizada por um profissional da
saude, devidamente habilitado, com o cuidado necessario para preservar o
participante. Caso alguma das situagdes citadas ocorra, a pesquisadora garantiu
que o profissional (membro da equipe desta pesquisa) prestaria o atendimento

e suporte imediato.

4.2. Participantes da pesquisa

Participaram dessa pesquisa de forma voluntaria 9 participantes. Os
critérios de inclusdo compreenderam: Homens ou mulheres adultas maiores de
18 anos, ndo portadores de doencgas crbnicas, processo infeccioso ou
inflamatorio agudo em curso no momento da coleta sanguinea, todos vinculados
ao InBio/lUFMS.

4.3. Coleta e processamento do material biol6égico humano

O material biolégico (sangue venoso periférico), aproximadamente 10mL,
foi coletado em um espaco reservado (sala pertencente ao Laboratério de
Bioquimica Geral e de Microrganismos do InBio na UFMS) para garantir maior
privacidade ao participante. Nesta sala, estavam disponiveis todos os materiais
necessarios para realizagdo da coleta e descarte adequado de perfurocortantes,
de acordo com as normas de biosseguranca (RESOLUCAO RDC N° 512, DE 27
DE MAIO DE 2021).

Para o procedimento de coleta de sangue, ndo foi necessario estar em
jejum ou passar por algum tipo especial de preparacdo. Foram utilizados os
seguintes materiais para o procedimento: seringa descartavel de 20mL; alcool

70%; agulha descartavel 25x7mm; luvas de procedimento; tubos de coleta EDTA
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e citrato (aproximadamente 5 mL foram transferidos para tubos contendo EDTA
e 5 mL para tubos contendo citrato); garrote; e algodao.

O ambiente foi preparado e houve um treinamento com instrucédo acerca
dos materiais a serem utilizados. Logo apads, foi solicitado ao participante que se
sentasse e apoiasse 0 bragco sobre a mesa, de modo a manté-lo confortavel e
facilitar a visualizacao das veias. Em seguida, um profissional da saude (Romario
da Silva Portilho) calcou as luvas, palpou e selecionou a veia a ser puncionada
no antebrago, prendeu o garrote aproximadamente 5 cm acima do local da
puncdo e pediu ao participante que feche a méao. Foi realizada entdao a
antissepsia da area com algodao embebido em alcool 70% no sentido do retorno
venoso. O profissional puncionou a veia segurando a agulha horizontalmente
com a mao dominante e introduzindo a agulha com o bisel voltado para cima,
mantendo um angulo de aproximadamente 15 graus. Em seguida, a seringa foi
aspirada e, ap6s a coleta 5 mL de sangue, foi solicitado que o participante
abrisse a méao. O garrote foi entdo desprendido e a agulha removida
suavemente, um algodao foi colocado sobre o local da puncéo com leve presséao
e a agulha desconectada da seringa, e a amostra de sangue foi colocada nos
tubos, escorrendo pela parede dos mesmos, e agitando-os levemente. Logo
apos, se observou a hemostasia no local da puncéo, a seringa e agulha foram
descartadas no local apropriado, mantendo sempre o ambiente limpo e
organizado.

O material bioldgico coletado foi processado, armazenado, analisado e
descartado no préprio laboratorio, apds as andlises, seguindo as normas de

biosseguranca.

4.4. Separacao da fracdo de células mononucleadas ricas em linfécitos

(PBMC) e do plasma rico em plaguetas (PRP)

Para obtencdo do PBMC , ao sangue total coletado foi adicionado EDTA
e separado por gradientes de densidade de Ficoll-Hystopaque como descritos
por (BOYUM, 1968). O material foi entdo centrifugado a 400 x g por 30 minutos.
Apoés a centrifugacdo ha a formacdo de uma camada intermediaria composta por
células mononucleares entre as camadas de plasma e Histopaque™ (Ficoll). A

camada intermediaria foi removida para outro tubo e homogeneizada com
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solucdo fisiologica 0,9%. Este material foi novamente centrifugado por 10
minutos 250 x g. O sobrenadante foi entdo descartado e o sedimento celular
(pellet) foi ressuspendido em solucéao fisiologica 0,9% (400uL). Em seguida o
PBMC foi armazenado a - 20°C para as analises enziméaticas.

J& o plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado conforme descrito por
(LUNKES et al., 2004), com pequenas modificacbes (JAQUES et al., 2011). Apos
a coleta, o sangue foi centrifugado a 203 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi
coletado com cuidado para ndo pipetar a camada intermediéria de leucdcitos e
hemacia, e posteriormente, transferido para um tubo de vidro identificado. O
sobrenadante tratado foi entdo homogeneizado com tampéao HEPES (400uL, 10
mM) e novamente centrifugado 2786 x g por 10 minutos. Apos esta Ultima etapa,
0 sobrenadante é desprezado e o pellet foi ressuspendido e homogeneizado
novamente com HEPES (400pL), e congelado para as analises enzimaticas.

4.5. Coleta de escorpides

Os escorpides (SISGEN: AE2EA94) utilizados no presente estudo, foram
coletados na Reserva Particular do Patriménio 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¢édo Zooldgica
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. ApGs as coletas, os escorpides foram mantidos no
Laboratorio 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.

4.6. Extracao de peconha

As extracdes 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 succdo da peconha expelida, que posteriormente foi depositada em
microtubos de 500 upL. A peconha extraida foi diluida em 500 uL de agua
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destilada e centrifugada a 10.500 x g por 10 minutos a 4 °C para retirada de
materiais insolUveis. Em seguida, o sobrenadante foi coletado, liofilizado e

armazenado a - 20°C até o momento dos ensaios.

4.7. Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas de plaquetas e linfécitos foi determinada
conforme descrito por BRADFORD (1976), empregando-se a soroalbumina
bovina como padréo. A leitura da absorbancia foi realizada em leitora de

microplacas SpectraMax Plus 384 em comprimento de onda de 595 nm.

4.8. Atividades enzimética da CD39 e CD73

A CD39 é uma enzima capaz de hidrolisar ATP em ADP e ADP em AMP.
Enquanto a enzima CD73 hidrolisa AMP a adenosina. Desta forma, as atividades
de hidrolise dos nucleotideos foram monitoradas por meio da liberacéo de fosfato
inorganico utilizando o método de CHAN (1986).

4.8.1. Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram divididos como: grupo controle, atividade
enzimatica com peconha de T. confluens (Tc) e atividade enziméatica com

peconha de T. paraguayensis (Tp).

4.8.2. Meio de reacéo

Os ensaios foram feitos na presenca e auséncia da peconha de
escorpides do género Tityus, na concentracdo de 0,2 mg/mL. As reacdes foram
iniciadas pela adi¢do do substrato ATP, ADP (para CD39) ou AMP (para a CD73)
(FISKE; SUBBAROW, 1925).

Para a anéalise em amostras de PBMC foi usado a concentracdo de 0,2
mg/mL de proteina. As amostras foram pré-incubadas por 10 minutos com NacCl
(120mM), KCI (5mM), Glicose (60mM), Tris pH 8,0 (50 mM) e CaClz (0,5 mM).
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Apds a pré incubacao foi adicionado o substrato ATP (20mM) ou ADP (20 mM)
e entdo as amostras foram incubadas por 70 minutos.

As amostras de PRP foram incubadas em placas de 96 poc¢os contendo,
NaCl (100mM), KCI (4mM), Glicose (50mM), Tampao Tris (100mM) pH 7,4,
CaClz (5 mM) para quantificacao da atividade das CD39 ou MgCl2 (10 mM) para
quantificacdo da atividade de CD73. ApGs a pré incubacéo foi adicionado o
substrato ATP (20mM), ADP (20 mM) e AMP (20 mM) e entdo as amostras foram
incubadas por 60 minutos.

Ao fim do tempo de incubacao foi adicionado TCA 10% em uma placa
espelho, 40uL do analito foi transferido para a placa espelho e a reacao foi
parada. As amostras entdo foram homogeneizadas, coradas com 0 reagente
colorimétrico Verde de Malaquita e lidas em leitor de microplacas no
comprimento de 630 nm. A atividade enzimatica foi expressa em nmol de Pi/

minuto/ mg de proteina.

4.9. Andlises estatisticas

Os dados foram apresentados em média * erro padrdo da média (EPM) e
foram avaliados de acordo com a natureza de sua distribuicdo dos dados (teste
paramétrico - ANOVA/Tukey e ndo paramétricos - Kruskal-Wallis/Dunn). As
analises foram realizadas através do programa Instat e os gréaficos construidos
no programa graphpadprism? e os resultados foram considerados significativos
guando P<0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Efeito da peconha de Tc e Tp sobre a atividade enzimatica de CD39 em

linfocitos de sangue periférico humano

A atividade da hidrolise de ATP e ADP em linfécitos foi quantificada na
auséncia e na presenca de peconha de Tc e Tp (0,2 mg/mL). Os resultados
apresentados na Figura 3a. e Tabela 1. demonstram haver diferenga significativa
entre a hidrolise de ATP na presenca de peconha de Tc quando comparado ao
controle. O mesmo dado para o efeito da peconha de Tp mostra ndo haver

diferenca significativa entre a atividade com peconha e controle. A média para a
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hidrélise de ATP com pecgonha de Tc € 0,1 + 0,006 nmol de Pi/ minuto/ mg de
proteina. Esta atividade € significativamente menor (P<0,05) comparada ao

resultado encontrado no grupo controle (0,17 + 0,04 nmol de Pi/ minuto/ mg de

proteina.
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Figura 3. Efeito da peconha de Tc e Tp sobre hidrélise de ATP (a) e ADP (b) em
linfocitos do sangue periférico humano. * indica que P<0,05 (Kruskal-
Wallis/Dunn).

A Enzima CD39 é responsavel pela hidrélise de ATP em ADP e de ADP
em AMP. A Figura 3b. e os resultados expressos na Tabelal. demonstram a
hidrolise de ADP (em nmol de Pi/ minuto/ mg de proteina) pela CD39 na
presenca de toxinas da peconha de Tc e Tp. Os resultados demonstram nao
haver alteracao significativa (P>0,05) na atividade de CD39 de linfocitos causada
pela peconha de Tc e Tp em relagédo ao grupo controle.

Tabela 1. Efeito das peconhas sobre a atividade enzimatica da CD39 sobre a

hidrélise de ATP e ADP em linfocitos do sangue periférico humano.

Linfocitos

Controle Tc Tp
ATP 0,17+0,04 n=3 0,10 £0,006* n=4 0,15 £0,02 n=2
ADP 0,15 £0,03 n=5 0,17 £0,07 n=4 0,26 £0,06 n=2

5.2. Efeito da pegonha de Tc e Tp sobre a atividade enzimética de CD39 e
CD73 em plaquetas de sangue periférico humano
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A peconha de Tp causou um aumento na hidrélise de ATP pela CD39

(0,16 = 0,12 nmol de Pi/ minuto/ mg de proteina) (Figura 4.a), no entanto esse

resultado néo foi estatisticamente diferente do controle (P>0,05) (Tabela 2.). A

peconha de Tc também ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao
controle (P>0,05).
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Figura 4. Efeito da peconha de Tc e Tp sobre hidrolise de ATP (a), ADP (b) e

AMP (c) em plaquetas do sangue periférico humano. (Kruskal-Wallis/Dunn).

A atividade da CD39 de hidrélise de ADP foi menor na presenca de

preconha de Tc e maior com a peconha de Tp quando comparados aos do

controle (Figurdb), porém esses resultados ndo apresentam diferenca estatistica
(P>0,05) (Tabela2.).

Tabela 2. Efeito das peconhas escorpidnicas sobre a atividade enzimética da
CD39 e CD 73 sobre a hidrolise de ATP e ADP em plaquetas do sangue

periférico humano.

Plaquetas

Controle Tc Tp
ATP 004+001 n=6 0,01 £0,002 n=5 0,16 +0,12 n=3
ADP 0,08 +0,02 n=8 0,03 £+0,01 n=3 0,09 £0,01 n=3
AMP 0,01 £0,003 n=6 0,01 £0,002 n=4 0,01 £0,005 n=3

A atividade da CD73 (hidrolise de AMP) em plaquetas nao foi diferente

entre os grupos controle Tc e Tp (P>0,05) (Tabela 2.) Os resultados estao

mostrados na Figura 4c.

5. DISCUSSAO
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A peconha do escorpido € uma fonte biologica que possui potencial para
prospeccao de farmacos. Isso porque uma série de peptideos encontrados em
peconhas de escorpido possuem afinidade por canais i6nicos, e portanto, a
peconha pode ser usada para producao de drogas com potencial farmacolégico
(UZAIR B et al., 2018).

Nossos resultados demonstram que a peconha (20mg/ml) de Tc exerceu
efeito sobre a atividade enzimatica da CD39 (Tabelal), a presenca da peconha
causou diminuicdo na atividade enzimatica, especificamente na hidrélise de
ATP, quando comparada ao controle. Este efeito pode ser explicado dada a
composicdo das moléculas bioativas presentes na peconha do escorpido.

Em 2020, Costal-Oliveira e colaboradores verificam efeitos da pegconha do
escorpido Hadruroides lunatus (aproximadamente 1mg/ml) sobre parametros
sorologicos do sangue de ratos. A peconha de H. lunatus causou aumento na
producao de células do sangue e do sistema imune, como por exemplo linfocitos.
Esse mesmo efeito foi observado apdés o envenenamento de ratos por
escorpides do género Tityus. Guimaréaes et al (2011), relatam policitemia relativa
e leucocitose com linfocitose. Outros estudos corroboram para este resultado
demonstrando o efeito da peconha de escorpido sobre parametros
hematoldgicos (CASELLA-MARTINS, et al., 2015; COSTAL-OLIVEIRA et al.,
2015; KHOSRAVI et al., 2017; COTA-ARCE, et al., 2020; HOROZ OO et al.,
2020).

Conceicéo e colaboradores (2005) estudaram o efeito da toxina TsTX-I de
Tityus serrulatus em nervos sinapticos. Os resultados do estudo demonstram
que o contato com a peconha desencadeia uma liberacdo de nucleotideos de
purinas em torno de 42 vezes maior que no controle. Neste sentido, as enzimas
CD39 e CD73 sdo essenciais no controle da atividade inflamatéria e de
nucleotideos, pois sédo elas quem convertem 0s nucleotideos extracelulares
(ATP, ADP e AMP) em adenosina. Esta ultima é uma molécula que também esta
implicada na sinalizacéo anti-inflamatéria (REUTERSHAN et al., 2009; JUNGER,
W.G., 2011).

Em um processo inflamatério o ATP age como uma molécula pro-

inflamatodria e exerce efeito sobre a liberacdo de histaminas, aumentando a
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producdo de prostaglantinas, além da liberacdo de citocinas (DI VIRGILIO F.
2001). Assim, o0 a inibicdo da hidrolise de ATP observada em linfécitos com
peconha de Tc é um mecanismo que interfere no processo inflamatorio

diminuindo a fosforilagdo de ATP, aumentando o processo pro - inflamatdério.

Por outro lado, a peconha de escorpidao tem poucos efeitos na coagulagéo
e em plaquetas. Em muitos casos, a peconha possui neurotoxinas que podem
ter efeito sobre neurotransmissores, como norepinefrina e epinefrina. A
epinefrina é um pro-agregante que tem acao sobre plaguetas (LONGENECKER,
G. L; LONGENECKER H. E. 1984). A sinaliza¢do purinérgica possui um papel
critico na agregacdo plaquetaria. As plaquetas armazenam moléculas de
adenina em seu interior e essas moléculas séo liberadas como um sinal de
ativacdo plaquetaria. Na membrana celular, as plaquetas expressam CD39 e

CD73 que regulam a agregacéao plaquetaria (CHAURASIA et al., 2020).

Um estudo relata que a peconha de T. serrulatus (0,5 - 0,67 mg/kg)
injetada em ratos causou aumento na percentagem de volume ocupado pelos
eritrocitos, numero total de células vermelhas e concentragdo de hemoglobina
(CUSINATO, et al., 2010). Os resultados do presente estudo (figuras 3b e 4a, b
e ¢) demonstram que a peconha de Tc e Tp (0,2mg/ml) ndo exerceram efeito
sobre a atividade de CD39 ou CD73 em plaquetas, e especificamente na
hidrolise de ADP em linfocitos. Esses resultados séo reflexo da concentracéo da
peconha usadas em nosso método, uma vez que em outras pesquisas a
peconha de Tityus (em concentracfes proximas as utilizadas 0,24 mg/mg) néo

causou efeito nos parametros hematologicos (CASELLA-MARTINS, et al., 2015).

Vale ressaltar que o presente estudo foi um trabalho experimental
conduzido durante a pandemia de Covid-2019. Esse fato implicou em restricoes
sanitarias, como o distanciamento social. Desta forma houve impacto na
guantidade voluntarios que compreendiam os critérios de inclusdo (alunos e
servidores da UFMS). Além disso, essas mesmas medidas restritivas
impactaram os horarios de acesso aos pontos de coleta de escorpides e

consequentemente a quantidade de peconha disponivel para os experimentos.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo traz pela primeira vez o efeito da peconha de duas
espécies de escorpides do género Tityus sobre a atividade das enzimas CD39 e
CD73 em linfécitos e plaguetas do sangue periférico de humanos. Os resultados
demonstram que a pegconha de Tc possui moléculas que tem efeito inibitétio
sobre a atividade CD39 em linfécitos. No entanto ndo ha efeito sobre a CD39 e
a CD73 em plaquetas. Este resultado agrega dados e conhecimento sobre o
efeito inflamatorio da peconha de Tc e sobre o papel da CD39 nas células do
sangue periférico. Futuros estudos, com maiores concentragdes de peconhas,
namero amostral de voluntarios, e com diferentes fragcbes de cada peconha
contribuirdo para elucidar o efeito do envenenamento nas enzimas do sistema

purinérgico CD39 e CD73 em linfocitos e plaguetas.
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