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Resumo

O escorpionismo é o acidente por animais pe¢onhentos mais comum no Brasil, com
tendéncia de aumento devido as mudancas climéticas, especialmente em areas densamente
povoadas. O tratamento atual baseia-se no uso de soros heter6logos produzidos por meio da
imunizacdo de cavalos com o veneno bruto de Tityus serrulatus, cuja elevada toxicidade e
complexidade de obtencdo motivam a busca por estratégias alternativas. Neste projeto, foi
desenvolvida uma proteina quimérica recombinante multi-epitopica (TSMEP), composta por
dez epitopos lineares de células B provenientes de hialuronidase e de toxinas para canais de
sodio dependentes de voltagem, identificados por SPOT-synthesis. A TSMEP demonstrou ser
ndo toxica, e os anticorpos produzidos em coelhos apresentaram alta reatividade em ELISA
frente aos venenos de escorpides brasileiros (T. serrulatus, T. bahiensis, T. obscurus, T.
stigmurus), além de Hadruroides lunatus (Peru) e Androctonus australis hector (Norte da
Africa). Ensaios de neutralizacdo in vitro e in vivo mostraram que os anticorpos anti-TSMEP
neutralizaram parcialmente a atividade hialuronidasica do TsV e reduziram sua letalidade em

camundongos.

Outro aspecto critico do escorpionismo é o papel da hialuronidase na disseminacéo do veneno
do local da picada para a corrente sanguinea e Orgdos-alvo, intensificando os efeitos
neurotoxicos. Como estratégia de primeiros socorros, foi desenvolvido um hidrogel injetavel
de polimerizacéo in situ, composto por quitosana carboximetilada e &cido hialurdnico-aldeido,
associado a polifendis de origem vegetal. A formulacéo foi projetada para inibir a hialuronidase
do veneno de Tityus serrulatus e capturar tanto os complexos veneno-polifenol quanto toxinas
livres durante a polimerizacdo. Os resultados demonstraram reducéo significativa da circulacéo
do veneno e do acumulo em oOrgaos-alvo quando o hidrogel foi aplicado 10 minutos apés a
inoculagdo do veneno, garantindo 100 % de protecao contra uma dose letal de 2 DLso do veneno

de Tityus serrulatus em camundongos.



Apesar de inovadoras e promissoras, essas abordagens ainda requerem pesquisas adicionais e

validacdes extensas antes de serem implementadas no manejo do escorpionismo.

Palavras-chave: proteina recombinante; TSMEP; hialuronidase; hidrogel; anti — veneno;

carboximethil chitosan; acido hialurénico; polifenois.



Abstract

Scorpionism is the most common envenomation-related accident in Brazil, with
increasing incidence due to climate change, especially in densely populated areas. Current
treatment relies on heterologous antivenoms produced by immunizing horses with crude Tityus
serrulatus venom (TsV), but the high toxicity of this immunogen and the challenges of using
crude venoms have driven the search for alternative strategies. In this project, we developed a
recombinant chimeric multi-epitope protein (TSMEP) derived from ten linear B-cell epitopes
of TsV hyaluronidase and voltage-gated sodium channel toxins, identified via SPOT-synthesis.
TsSMEP was shown to be non-toxic, and antibodies raised in rabbits displayed strong ELISA
reactivity against venoms from Brazilian scorpions (T. serrulatus, T. bahiensis, T. obscurus, T.
stigmurus) as well as Hadruroides lunatus (Peru) and Androctonus australis hector (North
Africa). In vitro and in vivo neutralization assays demonstrated that anti-TSMEP antibodies

partially inhibited TsV hyaluronidase activity and reduced lethality in mice.

Another critical aspect of scorpionism is the role of hyaluronidase in facilitating venom spread
from the sting site to the bloodstream and target organs, worsening the neurotoxic effects. As a
first-aid approach, we developed an injectable in situ polymerizable hydrogel formulation
combining carboxymethyl chitosan and aldehyde-modified hyaluronic acid with plant-derived
polyphenols. This system was designed to inhibit TsV hyaluronidase activity while capturing
TsV-polyphenol complexes and free toxins during polymerization. Our results showed
significant reductions in venom circulation and target organ accumulation when the hydrogel
was applied 10 minutes after venom injection, providing 100 % protection against a 2 LDso TsV

dose in mice.

While these approaches are innovative and promising, further research and extensive validation

studies are required before implementation in scorpionism management.



Keywords: recombinant protein; TsMEP; hyaluronidase; hydrogel; anti-venom;

carboxymethyl chitosan; hayluronic acid ; polyphenols.
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1. Introducao

1.1. Escorpionismo

O escorpionismo € um grave problema de salde publica principalmente em regies
tropicais e subtropicais entre as latitudes 50° N e 50° S, sendo a incidéncia global do
envenenamento estimada em 1.500.000 casos e 2.600 mortes. Esta doenca é relevante no norte
do Saara, no Oriente Médio, México, Brasil, e na &rea da bacia amaz6nica (Guianas, Venezuela
e norte do Brasil)™.

No Velho Mundo, uma das areas mais afetadas situa-se no norte de Africa, onde
Androctonus australis, Androctonus mauretanicus e Leiurus quinquestriatus sdo as espécies
mais perigosas no Magrebe, sendo a Tunisia o pais mais afetado, com uma incidéncia anual de
picadas de escorpido de 420 por 100.000 habitantes, levando a cerca de 40.000 picadas por ano
(Lourengo, 2001; Borges et al., 2020). Ndo muito longe dali, em Marrocos, no interior do pais,
longe do mar, a incidéncia é maior que 250 em zonas rurais onde a taxa de letalidade hospitalar
se eleva a 9 % devido ao fato de que apenas 0s casos graves recebem hospitalizacdo ou ao uso
insuficiente de antiveneno. Em contraste, regides do sul da Argélia mantem niveis elevados de
acidentes (1.465 picadas anuais de escorpides por 100.000 habitantes) (Lourenco 2001). Ao sul
do continente, A. australis, A. aeneas, Buthus occitanus e Hottentotta franzwerneri compdem
a fauna de escorpides potencialmente perigosa para 0 homem, especialmente para as criangas,
cuja mortalidade atinge 23 % em menores de 15 anos no norte do Niger (Bucaretchi et al.,
2014). Ja na Africa do Sul, Parabuthus granulatus é considerada a espécie mais perigosa e
responsavel pela maioria dos envenenamentos graves e mortes no pais (Nencioni et al., 2018).

Tal como na Africa, no Oriente Médio as espécies pertencentes aos géneros
Androctonus e Leiurus sdo consideradas as mais venenosas. As For¢as Armadas israelenses
relatam uma incidéncia de 1 400 picadas em 100 000 soldados operacionais (Cologna et al.,

2009), o que é semelhante as areas rurais da Arabia Saudita, onde a incidéncia pode ultrapassar
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1.000 picadas de escorpido por 100.000 habitantes. Da mesma forma, as tropas americanas
estacionadas nesse pais relataram uma incidéncia anual estimada de 2.400 picadas de escorpido
por 100.000 soldados (Bertani et al., 2022). Chegando ao subcontinente indiano, Hottentotta
tamulus é o principal escorpido envolvido nos casos de envenenamento grave, representando
0,6 % das chamadas recebidas pelo centro nacional de venenos com sede em Nova Delhi
(Lourenco, 2018).

No Novo Mundo, podemos dividir o continente com base na distribuicdo e no dominio
de certos géneros. Os escorpifes do género Centruroides sdo responsaveis pelos casos
notificados no hemisfério norte do continente. Centruroides sculpturatus é responsavel por 15
000 a 16 000 casos por ano, no sul e oeste dos Estados Unidos. Os acidentes com escorpides
tendem a ser mais comuns nos estados de Texas e Arizona, onde a incidéncia anual é de 22
acidentes por 100.000 habitantes (Lourengo, 2008). Continuando para o sul, no México sdo
encontradas 11 espécies de interesse clinico, sendo as areas mais afetadas do pais os estados do
centro e oeste, especialmente os estados de Durango, afetado por Centruroides suffusus que é
responsavel por 2.000 picadas por ano. No estado de Morelos, acidentes causados por
Centruroides limpidus apresentam incidéncia anual de 2 050 picadas por 100 000 habitantes.

Ja C. limpidus tecomanus é responsavel por 1.350 picadas por 100.000 habitantes no
estado de Colima. No México, aparentemente os acidentes tém um comportamento sazonal,
ocorrendo no final da estacdo seca que acontece entre 0s meses de marco a junho (Monteiro et
al., 2019).

Ja na por¢do sul do continente, ha a dominancia do género Tityus. No norte da
Venezuela, Tityus discrepans, Tityus caripitensis, Tityus arellanoparrai e Tityus surorientalis
sdo responsaveis pelos envenenamentos mais graves, afetando especialmente o Piemonte
Andino, atingindo 6.803 casos por 100.000 habitantes nas zonas rurais (Verano-Braga et al.,

2008). Na Guiana Francesa, o envenenamento por Tityus obscurus é especialmente relevante
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em criangas menores de 12 anos, podendo levar a morte dos acidentados (Horta et al., 2014).
Aproximadamente 30 % dos pacientes envenenados apresentam complicagdes graves, com esse

indice chegando a 60 % em criancas menores de 3 anos (Ortiz et al., 2015).

1.2. Escorpionismo no Brasil
O escorpionismo, envenenamento causado pelas picadas de escorpides, é um problema
de saude publica negligenciado no Brasil e, ao longo dos ultimos anos, a propagacdo dos
escorpides nos centros urbanos do pais esta gerando um incremento acelerado das notificacdes.
Segundo dados do SINAN-SUS, o nimero de casos confirmados por escorpionismo passaram
de 37.370 em 2007 para 166.878 em 2019, reportando-se 0 crescimento no nimero de ébitos

de 61 para 102 neste periodo (Figura 1).

100

Death incidence Death incidence
per 100k per 100k
(2007) (2020%)
80 0.09

- Southeast
= Northeast

6000{ — 1ot

-~ South

60

40

Number of reported accidents
Number of deaths

2040.03

D20 W 2 12 W 1020 XL WD D S
s e e

Figura 1. Acidentes com escorpides notificados e mortes relacionadas no Brasil de 2007 a 2020. (A) NUmero
de acidentes relatados com escorpifes ao longo dos anos para cada regido. (B) Numero de mortes relatadas
relacionadas ao escorpionismo por ano para cada regido. Incidéncia de morte por 100.000 habitantes (Guerra-
Duarte et al., 2023).

No periodo de 2007 a 2020, a incidéncia das notificacbes por cada 100.000 habitantes
aumentou em média 5,75 vezes em todos os estados do pais. Apesar disso, 0s estados
tradicionalmente afetados pelo escorpionismo como Minas Gerais (MG), S&o Paulo (SP) e
Bahia (BA), mostraram um crescimento abaixo da média nacional. Estados como Maranh&o
(MA), Ceara (CE), Mato Grosso do Sul (MS), Distrito Federal (DF) e Goias (GO) apresentaram

um aumento de mais de 10 vezes no indice de acidentes. Esses dados refletem o processo de
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colonizacdo por Ts que o Centro-Oeste vem apresentando nos ultimos anos. Da mesma maneira,
observa-se um elevado aumento das notificagdes no Sul do pais. No Rio Grande do Sul (RS),
as notificacdes de acidentes com escorpifes aumentaram mais de 8 vezes, chamando a atencao
para a vigilancia e controle da propagacdo do escorpionismo no Brasil (Figura 2) (Guerra-

Duarte et al., 2023).
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Figura 2. Aumento da incidéncia de escorpifes entre os anos de 2007 e 2019 por estado (Guerra-Duarte et
al., 2023).

1.3. Tityus serrulatus

Cerca de 160 espécies de escorpides, de quatro familias diferentes, foram descritas até
agora no Brasil (Lourenco 2001). No entanto, apenas 0s escorpifes da familia Buthidae sédo
considerados de relevancia médica e os acidentes locais sdo causados principalmente por
escorpifes pertencentes ao género Tityus.

O género Tityus possui mais de 200 espécies descritas, as quais estdo amplamente
distribuidas nas Américas Central e do Sul, e compreende escorpifes de maior importancia
médica em toda a América do Sul (Borges et al., 2015).

No Brasil, existem cerca de 22 espécies descritas para 0 género, mas apenas quatro delas
sdo reconhecidas como as principais responsaveis por acidentes: Tityus serrulatus (Ts), Tityus
stigmurus, Tityus bahiensis e Tityus obscurus (Bucaretchi et al., 2014; Nencioni et al., 2018;

Furtado et al., 2020).
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T. serrulatus, conhecido popularmente como “escorpido amarelo”, é o responsavel pelos casos
mais graves de envenenamento no Brasil. Esses escorpides geralmente medem de 5a 7 cm de
comprimento com uma coloracdo de pernas e pedipalpos amarelo palido, com um tom mais
escuro de marrom amarelado no corpo e na ponta da cauda. Apresentam uma serrilha ao longo
da face dorsal dos segmentos distais 3 e 4 da cauda, como pequenos dentes, ou serras, que

conferem a espécie o nome de “serrulatus” (Cologna et al., 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Principais caracteristicas morfoldgicas do escorpido “amarelo” Tityus serrulatus (Bertani et al.,
2022).

Esses escorpides apresentam uma distribuicdo geografica em pelo menos 19 dos 27
estados brasileiros (Lourenco 2018). A expansdo desta espécie baseia-se na capacidade de se
reproduzir por partenogénese e um Unico espécime transportado para um novo local,
encontrando as condic¢des adequadas, pode facilmente reproduzir-se e desenvolver uma nova

coldnia (Lourenco 2008; Monteiro et al., 2019). Além disso, os individuos podem sobreviver
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até 400 dias sem comida, 0 que contribui para a resisténcia necessaria para sobreviver a

deslocamentos extensos, mesmo quando os recursos sao limitados.

1.4, Veneno de Tityus serrulatus
O veneno de Ts é composto por diversas moléculas como muco, sais inorganicos, lipidios,
aminas, nucleotideos, enzimas, inibidores de calicreina, peptideos natriuréticos, proteinas de
alta massa molecular, peptideos, aminodacidos livres e neurotoxinas (Figura 4) (Ferreira et al.,
1993; Verano-Braga et al., 2008; Alvarenga et al., 2012; Carmo et al., 2014; Horta et al., 2014;
Ortiz et al., 2015). Apesar dessa diversidade, as neurotoxinas sdo as principais responsaveis

pelo envenenamento, sendo também as mais estudadas (Pucca et al., 2015).
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Figura 4. Niveis de transcricao dos grupos de componentes descritos no veneno de Tityus serrulatus. As 35
toxinas representam 91,945 % dos transcritos, 25 metaloproteases representam 7,790 % dos transcritos. Os demais
grupos (enzimas quitinase, hialuronidase e amidases) representam 0,265 % dos transcritos. O grupo toxina foi
dividido em 5 subgrupos, KTx (12 toxinas) representa 53,823% dos transcritos, NaTx (18 toxinas) 8,416% dos
transcritos, hipotensina (02 toxinas) 16,936 % dos transcritos, CaTx (01 toxina) 0,703 % dos transcritos e toxinas
do veneno (02 toxinas) (VT) representa 0,122 % dos transcritos (Kalapothakis et al., 2021).

As neurotoxinas sdo as proteinas de cadeia longa, que geralmente tém como alvo os canais
de sddio dependentes de voltagem (VGSC). Elas apresentam 60-76 residuos de aminoacidos,
enlacados por quatro pontes dissulfeto, e podem ser subdivididas em dois grupos: a-
neurotoxinas e B-neurotoxinas, de acordo com seu modo de acdo e propriedades de ligagéo

(Stevens et al., 2011; Clairfeuille et al., 2019; Diochot et al., 2021). As estruturas primarias de
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ambos 0s grupos de toxinas sdo muito semelhantes. Frequentemente, as diferencas entre as
sequéncias das toxinas a e § ndo sdo maiores do que aquelas encontradas dentro de cada grupo
(de la Vega & Possani 2007; Quintero-Hernandez et al., 2013).

As o-toxinas se ligam ao sitio 3 dos canais VGSC e funcionam impedindo o0 movimento
para fora do segmento S4 do dominio IV do canal, diminuindo ou retardando 0 mecanismo de
inativacdo (Martin-Euclaire et al., 2019). Este grupo de toxinas pode ser dividido em trés
subgrupos: a-m, ativo em mamiferos com baixa toxicidade contra insetos, a-i, apresentando
alta toxicidade para insetos e as toxinas a-like, as quais sdo ativas tanto em mamiferos quanto
em insetos, com preferéncia por insetos (Clairfeuille et al., 2019).

As B-toxinas se ligam ao sitio 4 dos canais NaV, especificamente a alca extracelular dos
segmentos S3-S4 do dominio Il (Ortiz et al., 2015). Essas toxinas prendem o segmento S4,
mantendo-0 na posicdo ativada. Essa interacdo induz uma mudanca na dependéncia de
voltagem da ativacdo do VGSC na direcdo hiperpolarizante e uma reducdo na amplitude do
pico de sodio (Ortiz et al., 2015). As B-toxinas de escorpides sdo classificadas em trés
categorias: pm para aquelas que atuam seletivamente nos canais VGSC de mamiferos, B-i para
aquelas que atuam seletivamente nos canais VGSC de insetos, B-like para aquelas sem
preferéncia entre os canais VGSC de mamiferos e insetos (de la Vega & Possani 2007).

Entre as toxinas mais importantes do TsV temos a Tsl (B-neurotoxina), Ts2 e Ts3 (a-
neurotoxinas) (Barhanin et al., 1982). Ts1 é a principal toxina no TsV, demonstrando uma das
maiores afinidades para os canais VGSC de mamiferos e insetos ja observadas entre as
neurotoxinas de escorpides (Kd =80 pM para canais VGSC de mamiferos e insetos). A estrutura
da Tsl é composta por 61 aminoacidos (6,8 kDa) com estrutura predominante de folhas f,
sequidas por estrutura ndo ordenada e a-helice. Essa toxina é muito ativa entre pH 4,5-7,5,

sendo inativada em pH 11,5. Tsl influencia a cinética de ativacdo deslocando
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consideravelmente o ponto médio de ativacdo desses canais para potenciais mais negativos,
causando sua abertura em potenciais de repouso (Barhanin et al., 1982).

Ts2 (64 aminoacidos e 7,18 kDa) tem trés cadeias B e uma a-hélice, e esta disposta em
uma forma triangular formando um motivo a-hélice estabilizado por cisteina e sua sequéncia
de aminoacidos exibe 72 % de identidade com a estrutura primaria de Tsl (Cologna et al.,
2012). Além dessa semelhanca, a Ts2 desempenha o papel de a-toxina inibindo a inativacédo de
NaV (Cologna et al., 2012). Essa toxina induz alteracbes neurologicas relacionadas a
convulsdes, descargas epilépticas moderadas e perda neuronal (Sandoval & Lebrun, 2003).
Além disso, estimula a producdo de TNF-a, IL-10 e inibe a liberacdo de 6xido nitrico (Zoccal
etal., 2011 & 2013).

Ts3 é uma a-toxina que contém 62 residuos de aminoacidos, massa molecular de 7,2 kDa
e apresenta quatro pontes dissulfeto (Possani et al., 1999). Essa toxina liga-se ao sensor de
voltagem do dominio 1V do VGSC e retarda sua inativacdo rapida. A acdo sobre os VGSC
induz a liberacdo de catecolaminas, acetilcolina, O0xido nitrico, acido gamaaminobutirico,
aspartato e glutamato (Cologna et al., 2009; Bordon et al., 2015)

No TsV também sdo encontrados componentes enzimaticos como as hialuronidases, que
constituem um grupo de enzimas que catalisam a degradacdo do acido hialurbnico, um
polissacarideo de alta massa molecular, da matriz extracelular, localizado principalmente nos
tecidos conjuntivos moles. Essas enzimas sdo produzidas por uma variedade de organismos
patogénicos, estando presente nos venenos de cobras, invertebrados, peixes e células tumorais
(Vaucel et al., 2020).

Do ponto de vista do envenenamento, as hialuronidases individualmente ndo sdo toxicas.
Essas enzimas sdo consideradas fatores de disseminagdo, uma vez que facilitam a difusdo das
toxinas nos tecidos, catalisando a hidrélise dos glicosaminoglicanos nos tecidos conjuntivos,

contribuindo assim para o0 envenenamento sistémico (Khattabi et al., 2011). Como resultado da
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atividade enzimatica, a degradacdo dos glicosaminoglicanos produz pequenas moléculas pro-
inflamatdrias, pro-angiogénicas e imunoestimulantes, induzindo processos fisiologicos e
patoldgicos que promovem um envenenamento sistémico ainda mais rapido Albuquerque et al.,
2018).

As hialuronidases de Tityus serrulatus podem ser divididas em duas isoforams: TsHyal-
1 com 44,5 kDa e pl 8,75; e TsHyal-2 com 44,9 kDa e pl 9,17, ambos apresentam 12 residuos
de cisteina (formando 6 ligacGes dissulfeto), comuns a todas as hialuronidases aracnidicas,
apresentando 91 % de similaridade e 83 % de identidade com 66 residuos diferentes (Horta et
al., 2014 e Kularatne et al., 2015). Purificar esta enzima a partir de TsV, permitiu usa-la como
imundgeno na producdo de soro anti-hialuronidase, o qual foi capaz de inibir e retardar a morte
de camundongos ap0s injecdo de uma dose letal de TsV, confirmando assim a influéncia da
hialuronidase na letalidade de TsV (Horta et al., 2014). Baseado nessa descoberta, Oliveira-
Mendes et al., (2019) avaliaram a neutralizacdo da atividade hialuronidase em diferentes tempos
apos injecao de TsV, obtendo um atraso na biodistribuicdo do veneno para érgdos-alvo e seu
acumulo na corrente sanguinea.

Diante disso, acredita-se que a neutralizacdo da atividade hialuronidase e blogueio da
biodistribuicdo de TsV, poderiam ser utilizados como estratégia de tratamento de primeiros
socorros em situagOes reais de envenenamento, onde a demora na biodistribuicdo do veneno
poderia aumentar o tempo para que as vitimas procurem atendimento médico, especialmente
em locais remotos e de dificil acesso a hospitais.

Em conjunto, as toxinas aqui mencionadas sdo responsaveis pelos sintomas clinicos do
escorpionismo, o qual ¢é caraterizado pela presenca imediata de dor no local da picada, que pode
ser marcante e de alta intensidade. A dor pode se irradiar e estar acompanhada de parestesias
locais ou dos membros, eritema, piloerecao e sudorese. Essa é a principal queixa que motiva a

procura de atendimento médico, sendo descrita pelo paciente como ardor, agulhadas e/ou
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latejantes (SINAN SUS 2009). Cerca de duas a trés horas em média apds a picada, o veneno
comeca a causar as manifestacGes sistémicas da doenca, devido a excitacdo simpatica e
parassimpatica e aparecem manifestacdes como hipo ou hipertermia e sudorese profunda
(Siqueira-Batista et al., 2004). Os pacientes apresentam distirbios no trato gastrointestinal -
como nauseas e vomitos, sialorreia, dor abdominal e diarreia - alteracdes cardiovasculares como
bradicardia ou taquicardia, hipotensdo ou hipertensdo arterial sistémica, arritmias e
insuficiéncia cardiaca congestiva, que podem causar edema agudo de pulméo, que por sua vez,
podem agravar outras manifestacdes respiratorias, como taquidispnéia. Além disso, as
complicacdes neuroldgicas podem se expressar com grande variedade, dependendo da toxidade
do veneno e dos locais afetados (Albuquerque et al., 2018).

Devido aos sinais e sintomas graves, ha relatos de Obitos decorrentes do acidente
escorpibnico, cuja causa mais comum € a insuficiéncia respiratoria associada a choque
circulatério, agravada por desidratacdo e alteracdes do equilibrio hidroeletrolitico (geralmente
relacionadas a vomitos exacerbados). Além da idade, peso, estado de salde do paciente e a
presenca de doencas cronicas pré-existentes, a analise médica do local da picada e do estado
global do paciente é extremamente importante na tomada de decisdes dos professionais de
salde, principalmente em relacdo a via de administracdo de tratamentos paliativos ou a
utilizacdo do soro anti—escorpidnico especifico (Baldini et al., 2010; Fernandes-Barbosa et al.,
2022).

1.5. Tratamento

A produgdo de soro antiescorpidnico no Brasil teve inicio em 1915, quando Maurano et
al., (1915) produziu o primeiro soro antiescorpiénico contra T. bahiensis. Lamentavelmente, os
anticorpos produzidos ndo foram eficazes em neutralizar a toxicidade do veneno. Somente dois
anos depois foi possivel obter um antiveneno eficaz, quando Vilela (1917) o produziu em

equinos contra o veneno de Ts e, um ano depois, a producdo de antiveneno contra escorpifes
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brasileiros atingiu niveis de larga escala (Lucas 2003). Nessa época, todo o plasma era usado
como soro antiescorpibnico. Posteriormente, as imunoglobulinas foram purificadas para
prevenir efeitos adversos associados as outras moléculas heterdlogas provenientes do soro.
Atualmente, os antivenenos escorpiénicos produzidos pela Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED)
e pelo Instituto Butantan sdo compostos por 1gGs purificadas que sdo submetidas a clivagem
da pepsina para gerar fragmentos F(ab)2 neutralizantes, minimizando, ainda mais, os efeitos
adversos (Espino-Solis et al., 2009).

Para auxiliar no direcionamento do tratamento, o Ministério da Salde, subdivide o
acidente escorpiénico em 3 categorias de acordo com as manifestacdes clinicas presentes no
paciente:

Leve: caraterizado pela presenca de dor e parestesia locais, ndo necessitando de
tratamento especifico com soro antiescorpidnico.

Moderado, dor local intensa associada a uma ou mais manifestagdes, como nauseas, vomitos,
sudorese, sialorreia discretos, agitacdo, taquipneia e taquicardia, recomenda-se de 2 a 3 ampolas
de soro via intravenosa.

Grave: além das manifestagdes citadas na forma moderada, destaca-se também vémitos
profusos e incoerciveis, sudorese profusa, sialorreia intensa, prostracdo, convulsdo, coma,
bradicardia, insuficiéncia cardiaca, edema pulmonar agudo e choque, sendo recomendado de 4
a 6 ampolas de antiveneno via intravenosa.

Juntamente com a administracdao da soroterapia, € recomendado o uso de lidocaina 2 %
com vasoconstritor no local da picada ou uso de dipirona na dose de 10 mg/kg de peso a cada
seis horas. No caso de serem observados disturbios hidroeletroliticos e acidobasicos, devem ser

tratados de acordo com as medidas apropriadas a cada caso.
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Ja para as manifestacdes sistémicas, especialmente em criancas (casos moderados e
graves), os pacientes devem ser mantidos em regime de observacdo continuada das funcbes
vitais, objetivando o diagnostico e tratamento precoce das complicaces.

1.6. Alternativas ao tratamento

Os antivenenos atualmente utilizados em humanos sdo de origem equina e, embora
tenham se mostrado geralmente eficazes e seguros, apenas uma parte dos anticorpos presentes
nesses antivenenos tem valor terapéutico, pois a presenca de imundgenos nao toxicos nos
venenos utilizados para imunizacdo pode levar a producdo de anticorpos terapeuticamente
irrelevantes no soro do animal imunizado, além de outros anticorpos direcionados a antigenos
aos quais o cavalo teve contato durante sua vida. Estima-se que apenas cerca de 1 - 2,5 % dos
anticorpos de antivenenos equinos possam de fato neutralizar toxinas importantes no
envenenamento (Pucca et al., 2011).

Diferencas individuais também sdo observadas nas respostas imunes dos animais
produtores, levando a variagcOes entre os lotes produzidos (Rodriguez-Rodriguez et al., 2016).
N&o se pode ignorar que o veneno por si s6 exerce efeitos toxicos nos animais produtores
(cavalos), comprometendo sua qualidade de vida (Theakston et al., 2003). Além disso, devido
as infimas quantidades de veneno que podem ser extraidas dos escorpifes, a producdo de
antissoros depende de um processo de coleta de veneno laborioso, no qual é necessario triar
muitos escorpides para obter quantidade suficiente de veneno para os ciclos de imunizagédo
(Lautsten et al., 2016").

Esses desafios podem ser contornados através de implementar técnicas biotecnoldgicas
para ndo apenas para obter antivenenos mais seguros e eficazes, mas também para estabelecer
processos de producdo mais sustentaveis e independentes tanto de venenos quanto de animais

(Rodriguez et al., 2015; Lautsten et al., 2016P).
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Como um segundo ponto, conhecendo-se a rapida biodistribuicdo do veneno de
escorpido pelo corpo, o tempo para conseguir atendimento médico especifico é de extrema
importancia. Diante isso, desenvolver uma nova estratégia complementar que reduza a
biodistribuicdo do veneno e aumente o tempo do paciente até conseguir tratamento médico
especifico seria de grande utilidade para reduzir as complicacfes dessa doenca e controlar o
envenenamento sistémico.

O desenvolvimento de alternativas ao tratamento complementar, pode ser direcionado a
natureza, a mais antiga fonte de compostos naturais para o desenvolvimento de novos
medicamentos. Muitas espécies de plantas evoluiram com a producdo de moléculas bioativas
para interagir com organismos dentro dos seus ecossistemas, seja como forma de defesa contra
a predacdo ou como meio de favorecer a reproducdo. Ao longo da histéria humana,
medicamentos provenientes de uma infinidade de plantas e fungos tém sido utilizados por
inimeras culturas em todo o mundo. A criacdo de produtos farmacéuticos inspirados em
compostos ou produtos naturais, ainda ¢ a forma mais testada na descoberta de novos
medicamentos (Butler et al., 2004; Espino — Solis et al., 2009).

1.6.1. Peptideos sintéticos e proteinas recombinantes

Por meio de sintese quimica e técnicas de DNA recombinante, peptideos e proteinas
recombinantes sdo alternativas a serem utilizadas como imundgenos para tentar alcancar
sustentabilidade e maior eficiéncia na indUstria produtora de antivenenos. Chavez-Oldrtegui e
colaboradores (2002) demonstraram que anticorpos gerados pela imunizacdo utilizando
peptideos sintéticos dos residuos 1-15 e 49-63 da proteina ndo-toxica de Ts (TSNTXP)
acoplados a Hemocianina (KLH) apresentam reatividade cruzada com outras toxinas de Ts e
exibem atividade neutralizante (Chavez-Olortegui et al., 2002).

Alvarenga et al., (2002) mapearam epitopos continuos das toxinas TSNTxP e Ts3 e

encontraram duas regifes antigénicas principais nas extremidades N e C de ambas as
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sequéncias. Os quatro peptideos identificados foram acoplados com KLH e utilizados para
imunizar coelhos, obtendo-se um soro capaz de neutralizar 58,5 % da letalidade de 2 DLso de
TsV. Além disso, o0s anticorpos antipeptideos apresentaram alta reatividade cruzada contra o
TsV, e reatividade meédia frente a T. bahiensis, T. obscurus, T. stigmurus e Centruroides
sculpturatus.

Dando continuidade ao mapeamento de epitopos, Machado de Avila et al., 2004,
examinaram a localizacdo de epitopos reconhecidos por anticorpos anti-TstFGso (fracao toxica
do veneno de Ts) nas sequéncias das toxinas Tsl, Ts2 e Ts3. Foram encontrados 15 residuos
na regido C-terminal para cada uma das toxinas, sendo provavel que os anticorpos apresentem
propriedades neutralizantes, uma vez que essa regido identificada é parte do "sitio ativo™ das
neurotoxinas escorpiodnicas (Polykarpov et al., 1999; Gurevitz et al., 2001).

Junto aos epitopos lineares, epitopos conformacionais podem ser utilizados de forma
alternativa ao veneno total. Em 2010, Guerra-Duarte et al., mapearam epitopos conformacionais
na proteina TSNTXP obtendo um maior reconhecimento imunogénico nos residuos 1-8 e 46—
54. Esses residuos estdo distantes na estrutura primaria, mas na estrutura tridimensional da
TsNTxP formam um epitopo descontinuo na superficie dessa proteina. Ao serem utilizados
como imundgenos, 0s anticorpos produzidos foram capazes de neutralizar em 50 % a letalidade
de 2,8 DLso de TsV.

Dessa forma, a proteina TSNTXP surge como forte candidata a producao de antivenenos
a serem utilizados no tratamento de picadas de escorpies. No entanto, a imunizacdo de cavalos
com proteinas purificadas a partir do veneno bruto apresenta desafios significativos, devido a
quantidade de material necessario. Tentando contornar esse problema, Guatimosim et al.,
(2000) produziram uma TsNTXP recombinante, a qual era reconhecida por anticorpos gerados
pela TSNTXP nativa e, quando utilizada nos protocolos de imunizacéo, estimulou a producao

de anticorpos capazes de reconhecer a fracdo TstFG50 e o veneno bruto, com capacidade de
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protecéo de 75 % contra 2 DLsg de TsV, demonstrando a utilidade desta proteina recombinante
para 0 desenvolvimento de novos esquemas de imunizagdo. Buscando aumentar a qualidade
dos anticorpos neutralizantes, Mendes et al., (2008) produziram duas formas recombinantes ndo
toxicas da toxina Tsl nativa. Essas proteinas, presentes em corpos de inclusdo, foram utilizadas
como imunodgenos, a fim de reduzir o tempo e custo de purificacdo,

Por outro lado, o maior rendimento de expressdo de Tsl) (30 % maior que Tslq) e a
maior estabilidade da toxina durante a manipulacdo favoreceram seu uso. Os anticorpos
neutralizantes produzidos forneceram protecdo contra 2 DLsgde TsV de 50 % e 75 % para soro
anti - Ts1(y) e anti - Tsl(), respectivamente. Com estes estudos, foi demonstrado que as formas
recombinantes de toxinas do veneno produzem eficientemente antissoro contra o veneno do
escorpido. Os resultados de ensaios neutralizantes utilizando anticorpos obtidos através da
imunizacdo com proteinas recombinantes ndo toxicas, em combinacdo com os resultados
obtidos com peptideos sintéticos, podem ajudar a identificar antigenos eficazes, que néo
requerem o uso de veneno bruto, melhorando a producéo de antisoros.

1.6.2. Tratamento emergencial

A utilizagéo de plantas medicinais para minimizar o efeito do envenenamento por animais
peconhentos, € uma pratica milenar, de diversas culturas. Diferentes compostos bioativos ja
foram identificados e demonstrou-se sua atuacdo na inibicao de toxinas presentes nos venenos
(Knox et al., 2024). Dentro das diferentes moléculas de origem vegetal, encontramos 0s
polifenois, compostos fendlicos encontrados em diversas fontes vegetais, apresentando
multiplas propriedades benéficas para a saide humana (Orsolic et al., 2020; Perez-Torres et al.,
2021; Pontes et al., 2021). Além disso, estudos demonstram que os polifendis apresentam
atividade inibitdria dos efeitos locais e sistémicos causadas pelas toxinas do veneno (Kumar &
Goel 2019; Cardoso et al., 2020; Rashmi et al., 2020; Salvador et al., 2019). Apresentam

também potenciais beneficios para a saude e podem ser extraidos de fontes naturais abundantes,
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0 que os tornam acessiveis para estudo e desenvolvimento de novos tratamentos com baixo
custo de producéo (Cesar et al., 2019).

Dentro das moléculas polifendlicas com atividade inibitoria comprovada, destacam-se 0s
flavonoides, metabolitos secundarios encontrados em frutas, vegetais e certas bebidas. Os
flavonoides tém capacidade antioxidante, anti-inflamatoria, antimutagénica e anticancerigena,
juntamente com sua capacidade de modular a funcdo de enzimas celulares essenciais (King &
Young, 1999). Ao serem utilizados no tratamento de acidentes com venenos de animais,
apresentaram capacidade inibitoria tanto contra toxinas isoladas, como contra venenos brutos
de diferentes serpentes dos géneros Crotalus e Bothrops (Lee et al., 2009; Lindahl et al., 1997;
Salama et al., 2012; Vander Dos Santos et al., 2018). Um exemplo pontual é a atividade do
galato de epigalocatequina (EGCG), um flavonoide abundante na erva mate (llex
paraguariensis), que é capaz de inibir in vitro a atividade miotdxica de fosfolipases isoladas do
veneno de Crotalus durissus (Gomez-Betancur et al., 2016).

Outro grupo representativo de moléculas polifendlicas, sdo os taninos representados pelo
acido tanico (TA), um tanino hidrolisavel presente em diversas fontes naturais como uva, cha
verde, café, entre outros. Conhecido pela sua capacidade adstringente, o TA também exibe uma
infinidade de beneficios medicinais, como efeitos anticancerigenos, antioxidantes, anti-
inflamatorios e neuroprotetores. O TA demonstrou capacidade inibitoria contra hialuronidases,
metaloproteases e fosfolipases envolvidas em efeitos hemorragicos, reduzindo o efeito letal do
veneno de diferentes espécies de serpentes (Pithayanukul et al., 2007; Oliveira et al., 2021;
Nazato et al., 2010; Kuppusamy et al., 1993; de Jesus et al., 2010).

Outra caracteristica dos polifendis é a quantidade dos grupos hidroxila, carboxila e anéis
fendlicos que permitem uma fécil interagdo com biopolimeros e macromoléculas mediante
ligacGes amida, tiois e aminas (Sai et al, 2012). Isso permite sua funcionalizagcdo com polimeros

naturais como o carboximetilquitosan (CMC). Esse polimero semiprocessado € derivado da
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deacetilacdo da quitina e posterior introducdo de um grupo carboximetil e é ampliamente
utilizado por ter as caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade,
atividade antimicrobiana, baixa imunogenicidade, baixo custo e acessibilidade (Moosavy et al.,
2023), tornando-se um importante recurso no desenvolvimento de novos biomateriais para
regeneracdo 0ssea, adesivos para a pele, curativos para feridas e carreamento de medicamentos
(Hong et al., 2023).

Um dos novos biomateriais com promissora aplicacdo na area biomédica sdo 0s
hidrogéis, redes tridimensionais de polimeros reticulados, que podem absorver e reter grandes
quantidades de agua e se caracterizam pelas suas propriedades ajustaveis e métodos versateis
de fabricacdo (Paulo et al., 2009). O uso dos hidrogéis é encorajado pela possibilidade de que
0S componentes precursores possam ser injetados através de uma seringa padréo e gelificados
localmente (Wang et al., 2020). Sendo assim, 0s procedimentos de implantacéo sdo de menor
custo e reduzem o desconforto do paciente, permitindo um tratamento universal que nao é
limitado pela geometria da cavidade a injetar (Dimatteo et al., 2018; Griffin et al., 2012; Cai et
al., 2015). Como exemplo, a pesquisa em cicatrizacdo de feridas é uma das areas biomédicas
que esta utilizando esta estratégia para desenvolver hidrogéis formados in situ feitos de uma
combinacdo entre polifendis e polimeros naturais como CMC, &cido hialurdnico, alginato de
sodio, amido, entre outros, para desenvolver novas terapias e tratamentos de nova geragédo (Hou
et al., 2015; Wei et al., 2022; Jaikumar et al., 2015).

Diante do exposto, essas tecnologias apresentam potencial aplicabilidade para o
desenvolvimento de novas abordagens para o tratamento do envenenamento escorpidnico.
Portanto, nesse trabalho sdo apresentadas duas estratégias biotecnoldgicas inovadoras: a
primeira baseia-se na utilizacdo de uma proteina recombinante ndo toxica (TSMEP) como
imunogeno na produgéo de soro anti—escorpidnico, tentando reduzir o uso de veneno bruto e

aumentar a qualidade de vida dos animais produtores; a segunda abordagem € baseada na
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combinacéo de inibidores de natureza polifendlica com polimeros naturais, com capacidade de
formar hidrogéis in situ no local da picada do escorpido, que podem bloguear a biodistribuicédo
do veneno e auxiliar no tratamento do envenenamento per se, sendo um campo de estudo

promissor direcionado ao escorpionismo.
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2. Objetivos

2.1.

Objetivo geral

Desenvolver e avaliar novas estratégias biotecnolégicas para o tratamento dos acidentes
escorpibnicos.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

Obijetivos especificos

Desenvolver e caracterizar uma proteina recombinante multi-epitopica
(TSMEP) como candidata a antigeno para a producdo de antiveneno
contra Tityus serrulatus.

Construir e obter a proteina rTSMEP em sistema de expressao procarioto.
Caracterizar biologica e imunologicamente a proteina rTSMEP.

Avaliar a capacidade neutralizante dos anticorpos produzidos mediante o uso da
proteina rTSMEP como imundgeno.

Desenvolver um hidrogel injetavel funcionalizado com polifendis como
primeiro socorro para o tratamento in situ de picadas de escorpido.

Avaliar a capacidade inibitéria de moléculas polifendlicas sobre a atividade
enzimatica de Hialuronidase bovina, como prova de conceito.

Avaliar a capacidade inibitoria de moléculas polifendlicas sobre a atividade
hialuronidasica do veneno de Tityus serrulatus.

Desenvolver e caracterizar um hidrogel para transporte dos inibidores de
hialuronidase.

Demostrar a seguranca do sistema desenvolvido mediante ensaios in vitro e in vivo.
Validar a estratégia desenvolvida avaliando o bloqueio da biodistribuicdo do

veneno de Tityus serrulatus utilizando o sistema produzido.
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3. Matériais e métodos

3.1. Animais, venenos e reagentes

Camundongos linhagem SWISS (20 g) foram obtidos do Centro de Bioterismo do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Coelhos New
Zealand (3 kg) foram obtidos da Escola de Medicina Veterinaria da UFMG, Brasil. Os animais
foram alojados no Biotério do Departamento de Biogquimica e Imunologia, ICB, onde
receberam alimentacdo ad libitum, acesso continuo a agua e foram mantidos em condi¢6es
ambientais controladas. O protocolo experimental foi previamente aprovado pelo Comite de
Etica na Experimentacdo Animal da UFMG (163/2023; 21/2024 e 129/2024-CEUA/UFMG).

Veneno das espécies de escorpides T. serrulatus, T. bahiensis e T. fasciolatus foram obtidos
do acervo de venenos de nosso laboratério (Labimg). Veneno do escorpido peruano
Hadruroides lunatus foi doado pelo Centro Nacional de Produccién de Bioldgicos do Instituto
Nacional de Salud (INS), Lima, Peru. Venenos das espécies T. obscurus e T. stigmurus foram
doados pelo Dr. Pedro Pereira e Dra. Maria da Gléria S. Gomes da Universidade Federal do
Pard, Belém e Universidade de Feira de Santana, Bahia, Brasil, respectivamente. Veneno do
escorpido norte africano Androctonus australis hector foi doado pelo Laboratoire de Biochimie
et Biologie Moléculaire, Faculté de Médecine, Marseille, Franca.

O veneno de escorpies adultos foi obtido mediante estimulacdo elétrica dos télsons, e
posteriormente misturado, liofilizado e armazenado a — 20 °C. Antes de ser utilizado, o veneno
foi solubilizado em &gua deionizada e a concentracdo proteica foi quantificada utilizando o
método de Lowry (Lowry et al., 1951).

O soro anti — TsV foi obtido do acervo de anti-venenos do Labimg. Esse soro foi previamente
produzido mediante a imunizacdo de coelhos New Zealand com TsV.A carboximetilquitosana
(grau de deacetilagdo 90 %) foi adquirida da Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA. O sal de

acido hialurénico (HA, 99 %, PM 15.000 -18.000 kD), hialuronidase de testiculo bovino (Hyal),
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brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB, > 99 %), etilenoglicol (= 99 %), acetato de sodio
(C2H3NaO2), hidroxido de sodio (NaOH), periodato de sdédio (NalOs, > 99,8 %),
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), Canamicina, o-phenylenediamine dihydrochloride
(OPD), anticorpo anti — IgG de coelho conjugado HRP, anticorpo anti — IgG de cavalo
conjugado HRP, anti - IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina, 3’-diaminobenzidine
tetrahydrochloride, chloronaphthol, 5-bromo-4-cloro- 3-indolil fosfato, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5 brometo de difeniltetrazdlio, galato de epigalocatequina, acido galico, acido tanico,
quercetina, dimetilsulfoxido (DMSO), SnCl2.H20, NaBH4 e Dubelco Modified Eagles Medium
(DMEM) foram adquiridos da Sigma, TX, EUA. Soro Fetal Bovino (FBS), L-glutamina,
Penicilina/Estreptomicina, Gentamicina e cell strainer 70 um foram adquiridos da Gibco,
Thermo Fisher, MA, EUA. Placas de 96 pocos foram adquiridas da Sarstedt, Nimbrecht,
Alemanha. Anti — 6X — His Tag — HRP foi adquirido na Invitrogen, MA, EUA. O isopropyl-p-
D-thiogalactopyranoside (IPTG), foi adquirido da PROMEGA, WI, EUA e o coomassie
Brilliant Blue G-250 ¢ a membrana de nitrocelulose de 0,22 um foram adquiridos da Bio-Rad,
CA, EUA.

3.2. Desenvolver e avaliar uma proteina recombinante multi-epitopica (TSMEP)
como candidata a antigeno para a producdo de antiveneno contra Tityus
serrulatus.

3.2.1. Desenho e construcdo da proteina quimérica recombinante (TSMEP)

A proteina recombinante TSMEP foi desenhada utilizando epitopos de neurotoxinas de
canais de sédio dependentes de voltagem (VGSC) e da enzima hialuronidase; previamente
identificados por Maria et al., (2005) e Horta et al., (2014), respectivamente. TSMEP contém
trés epitopos da toxina Tsl (KEGYLMDHEGCKLSS, IRPSGYCGRESGIKK e
LPNWVKVWDRATNKS); dois epitopos da toxina Ts2 (CDGYSKTHLKASSGY e

PDHIKVWDYATNKC); trés epitopos da toxina Ts3 (KKDGYPVEYDMSAYI,
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WNYDNAYSDKLSKDK e GLPDSEPTKTNGKCK) e dois epitopos da enzima Hialuronidase
(IYPYINYILPGTNQTVPAMDEF e NITKFVPNPNFNGVGVIDWEAWRPS). A sequéncia de
aminoacidos foi convertida em sequéncia de nucleotideos, utilizando dois cddons de glicina
como espacadores entre cada um dos epitopos, para ser posteriormente otimizada, sintetizada e
inserida no vector de expressdo pET 28 b (+) pela empresa Biomatik. A cepa de Escherichia
coli Rosetta 2 (DE3) foi transformada com o vetor e as colénias positivas forma selecionadas
utilizando o antibidtico canamicina.

3.2.2. Expresséo e purificacdo da TSMEP

Uma coldnia positiva foi escolhida da placa para ser incubada em meio 2xTY (16 g/L
peptona, 10 g/L extrato de levedura e 5 g/L NaCl) suplementado com 50 pg/mL de canamicina.
A cultura foi incubada a 37 °C, 180 rpm de agitacdo até atingir a densidade 6tica de 0,6 a 600
nm. Atingido esse ponto, a expressdo foi induzida pela adi¢do de IPTG na concentracéo final
de 1 mM, e a incubacéo prosseguiu por mais 3 ha 37 °C. Finalizado esse tempo, a cultura foi
centrifugada a 3586 xg por 10 min a 4 °C, sendo o pellet celular resultante ressuspendido em
tampéo de lise (Ureia 8 M, NaoHPO4 10 mM, NaH2POs 3 mM, NaCl 500 mM, Imidazol
30 mM; pH 7,4) suplementado com 10 mM de PMSF e 100 pg/mL lisozima. As células
ressuspendidas foram submetidas a trés ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento em banho maria a 37 °C, e posteriormente sonicadas com 8 pulsos de 9
segundos cada, com amplitude de 37 % (sonicador Fischer Scientific). Em seguida, essa
suspensao foi centrifugada a 10 000 xg a 4 °C por 20 minutos. A expressdo da TSMEP no
sobrenadante obtido foi analisada mediante eletroforeses em gel de poliacrilamida sob
condicdes redutoras.

Apobs a extracdo de proteinas, a fracdo resultante foi purificada por cromatografia de
afinidade utilizando colunas de niquel HP HisTrap™ e o sistema Akta start. Inicialmente, a

coluna (5 mL) foi equilibrada com 25 mL de tampé&o de lise a um fluxo de 5 mL/min. Logo, 10
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mL do extrato bacteriano (previamente filtrado em membrana de 0,45 um) foi adicionado a
coluna em fluxo de 0,5 mL/min. Apds a passagem de todo o material, a coluna foi lavada com
tampdo de lise até a absorbancia a 280 nm atingir o nivel basal. Para eluir a proteina, um tampéo
de eluigdo (Na.HPO4 10 mM, NaH.PO4 3 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 500 mM; pH 7,4) foi
usado e as proteinas liberadas foram fracionadas. As elui¢bes contendo TSMEP obtidas da
purificacdo foram misturadas e dialisadas contra PBS 100 mM, utilizando uma membrana com
poro de 1 kDa. Apos a didlise, as amostras foram quantificadas utilizando o método de Lowry
(Lowry etal., 1951), e posteriormente armazenadas a - 20 °C. A TsMEP purificada e os extratos
bacterianos com ou sem inducdo da expressao proteica foram analisados utilizando SDS-PAGE
a 15 %, sob condicdes redutoras.

3.2.3. Caracterizacdo bioldgica da TSMEP

3.2.3.1. Citotoxicidade

Para a analise do potencial citotoxico da TSMEP e do TsV, células da linhagem celular
derivada de mieloma de camundongo, Sp2/0, foram utilizadas. As células foram cultivadas em
DMEM, suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 0,2 % gentamicina, 1 % L-glutamina e
1 % penicilina/estreptomicina e mantidas em atmosfera controlada (5 % CO. a 37 °C). As
células foram plaqueadas em placas de 96 pogos a uma concentracdo de 1 x 10* células/poco e
incubadas por 24 h a 37 °C. No seguinte dia, 0 meio de cultura foi removido e diferentes
concentracdes de TSMEP ou TsV (80 - 0,625 ug/mL) diluidos em DMEM, foram adicionadas.
Ap0s 24 h de incubacdo, o meio de cultura foi substituido por DMEM contendo 10 % Alamar
Blue® (Nakayama et al., 1997; Lopes de Souza et al., 2019). Células incubadas com DMEM
sem adicdo de TsV ou TsMEP foram consideras como 100 % de viabilidade e 0s pogos sem
conteudo celular foram considerados como controle negativo. Apds 3 h de incubacédo, a
fluorescéncia foi determinada a 540 nm de excitacdo e 590 nm de emissdo no fluorimetro

Cytation 5 cell imaging (Biotek). A porcentagem de viabilidade celular foi calculada por:
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Equacdo (1):

S Fs —Fn
Viabilidade celular (%) = —— x 100
Fp—Fn

Onde, Fs é a fluorescéncia das amostras; Fn € a fluorescéncia do controle negativo (somente
DMEM) e Fp é o controle positivo (células ndo tratadas, 100% de viabilidade). O ensaio foi
realizado em trés replicatas independentes.

3.2.3.2. Letalidade

Para avaliar a letalidade da TsMEP, cinco camundongos SWISS (20 g) receberam por via
intraperitoneal (i.p.) 0,5 mL de 200 pg de TSMEP diluida em PBS 100 mM. Os animais foram
observados por 24 e 48 h para identificar algum sinal de envenenamento e as mortes foram
registradas.

3.2.3.3. Atividade hialuronidasica

Para determinar a atividade hialuronidasica foi seguido o protocolo descrito por Horta et al.
(2014) com algumas modifica¢Bes. Curvas de diluicdo de 10 pg a 2.5 pg de TSMEP ou uma
concentracdo fixa de 2,5 pug de TsV foram preparadass e incubadas em tampdo acetato
(C2H3NaO2 200 mM e NaCl 150 mM; pH 6,0) com 12,5 ug de acido hialuronico (HA) em
volume final de 250 uL. Como controle, foi feita uma curva com 5 pontos de concentragdes
conhecidas de HA, correspondendo a 0 %, 25 %, 50 %, 75 % e 100 % de HA (12,50; 9,38; 6,25;
3,13 e 0 pg de HA), em volume final de 250 uL.. As amostras foram incubadas a 37 °C por
15 min. Finalizada a incubagdo, 500 uL de solugdo de parada (2,5 % (p/v) CTAB; 2 % (p/v)
NaOH) foram adicionados. A turbidez das amostras foi medida a 405 nm no equipamento
Synergy H1 Spectrophotometer (Agilent Technologies — Santa Clara, US).

3.2.4. Protocolo de imunizagdo

Coelhas adultas foram utilizadas como animais produtores de anticorpos anti — TSMEP.

Apos a coleta de soro pré — imune (PI1), dois animais receberam uma inje¢éo subcuténea (s.c.)


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nitrogen-mustard
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de 200 pg de TsMEP utilizando Montanide como adjuvante. Apos a primeira inje¢ao, foram
administradas 16 boosters em intervalos de 14 dias com a mesma dose de TSMEP (200 pg) em
adjuvante Montanide. Amostras de sangue foram coletadas 1 semana ap0s a quarta, décima
segunda e décima sexta dose.

3.2.5.  Imuno ensaios para a detecdo de anticorpos anti-TsV

3.2.5.1. ELISA indireto

Apbs o término das imunizacdes, testou-se a reatividade do soro imune por ELISA, como
descrito por Chavez-Olortegui et al., (1991). Resumidamente, placas de ELISA foram
sensibilizadas com 100 pL de uma solucdo a 5 pg/mL de TsV ou TsMEP diluidos em 0,02 M
tampéo carbonato pH 9,6, e incubadas durante a noite a 4 °C. Ap6s o bloqueio (2 % caseina em
100 mM PBS) e lavagem das placas (PBS 100 mM- 0,01 % Tween 20), o soro de coelhas Pl
ou hiperimunes foi adicionado (diluicbes seriadas de 1/100 a 1/12 800) e as placas foram
incubadas por 1 h a 37 °C. Apos a lavagem, o anticorpo secundario anti — 1gG de coelho
conjugado com peroxidasse (HRP) diluido 1/30 000 foi adicionado e incubado por 1 h a 37 °C.

A reacdo foi observada pela adicdo de 0.2 ug/mL de OPD por 30 min a temperatura
ambiente. A reagdo foi interrompida pela adicdo de H.SOs4 80 mM, sendo a absorbancia
determinada a 490 nm. Todas as medi¢Ges foram feitas em triplicata.

Outro ELISA, utilizando as mesmas condicOes, foi feito para determinar a reatividade
cruzada do soro anti- TSMEP contra o veneno dos escorpides T. bahiensis, T. obscurus, T.
stigmurus, Androctonus australis e Hadruroides lunatus.

3.2.5.2. Western blot

Amostras contendo 10 pg de TsV ou TsMEP foram solubilizadas em condicdes redutoras e
submetidas a SDS-PAGE utilizando gel de separacdo a 15 % a 150 V por 1 hora. Apds a
eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose de 0,22 um que

foi entdo bloqueada (PBS 100 mM — 0,3 %Tween 20) por 1 h, seguida de incubagdo com soro
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P1 (1/100), anti — TSMEP (1/500), anti — TsV (1/100); anti — 6X — His Tag — HRP (1/5000) ou
antiveneno de uso terapéutico (SAV) (1/1000) por 1 h a temperatura ambiente. As membranas
foram lavadas e incubadas novamente por 1 h com o correspondente anticorpo secundario
diluido em PBS 100 mM- 0,05 % Tween 20. Anticorpo anti — IgG de coelho conjugado HRP
(1/30 000) foi utilizado para as membranas previamente incubadas com soro anti-TSMEP, anti-
TsV ou pré-imune. Para a membrana incubada com SAV, foi adicionado anti-IgG cavalo
conjugado com HRP (1/50 000,). Apds multiplas lavagens, foram adicionados os substratos
cromogéneos (3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride 1,38 mM e chloronaphthol 1,39 mM)
e H202 2,7 mM (Alvarenga et al., 2003) para gerar a aparigdo visual das bandas proteicas
reconhecidas.

3.2.5.3. SPOT sintese e imuno ensaio

Foi preparada por SPOT sintese uma membrana de celulose contendo 58 pentadecapeptideos
sobrepostos por 3 residuos cobrindo toda a sequéncia primaria da TSMEP com o objetivo de
mapear epitopos lineares de células B. A sintese de peptideos foi realizada usando um
sintetizador Multipep ResPep SL Automatic SPOT (IntavisAG, Bioanalytical Instruments,

Germany), como previamente descrito por Laune et al., (Laune et al. 2002).

Para os ensaios de imunodeteccdo, as membranas foram bloqueadas overnight com TBS
(tampdo tris salina) - albumina de soro bovino (3 %), sacarose (5 %). Em seguida, as membranas
foram incubadas com soro anti — TSMEP (diluicd01/250). A ligacédo do anticorpo foi detectada
utilizando anti - IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina (1/10 000) por 90 min, a
temperatura ambiente. Apés a lavagem, o substrato 5-bromo-4-cloro- 3-indolil fosfato, 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5 brometo de difeniltetrazélio e MgCl, 1 M foram adicionados e um
precipitado azul foi formado nos peptideos reativos. As membranas foram secadas e escaneadas
para serem analisadas utilizando o software ImageJ, onde cada spot foi quantificado de acordo

com o numero de pixels medidos na prépria area. Os valores obtidos foram analisados
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utilizando o software GraphPad Prism 8,0. Finalmente, as membranas foram fotografadas e
regeneradas usando dimetilformamida, seguido por 1 % SDS, 0,1% [-mercaptoetanol em ureia
8 M e por etanol/agua/acido acético (50:40:10 vol/vol/vol) e etanol, sendo armazenada a — 20
°C.

3.2.6. Ensaio de neutralizagéo utilizando anticorpos anti — TSMEP

3.2.6.1. Atividade hialuronidasica

Para o ensaio de neutralizacao, 2,5 pL de soro Pl ou anti — TSMEP foram incubados com
2.5png de TsV por 1 h a 37 °C. Apds a incubacdo, o ensaio seguiu como descrito na se¢ao
3.2.3.3.

3.2.6.2. Célculo da Dose Letal média

A dose letal média (DLso) foi determinada via 0 método da escada, no qual cinco grupos de
camundongos SWISS (quatro animais de 22 g em cada grupo) receberam via i.p. uma dose
diferente de TsV (10, 15, 17, 20 ou 25 pg), diluidos em 0,5 mL de PBS 100 mM. Os animais
foram observados por 24 h. Para o célculo da DLso, as percentagens das mortes foram
transformadas em probit e esses valores foram plotados contra o log (dose), sendo o probit 5
(50 %) o valor da DLso do TsV (Randhawa 2009).

3.2.6.3. Neutralizacdo da letalidade

Para determinar a capacidade neutralizante dos anticorpos anti-TSMEP contra a letalidade
do TsV, vinte e um camundongos SWISS foram divididos em quatro grupos. Cada animal
recebeu, via i.p., 0,5 mL de uma solugdo contendo 2 DLsg de TsV em PBS 100 mM, os quais
foram pré — incubados por 1 h 37 °C com 50 uL de soro anti-TsMEP (Grupo 1), 100 uL de soro
anti-TsMEP (Grupo 2), 200 uL de soro anti-TSMEP (Grupo 3) ou 100 uL de PBS 100 mM
(Grupo 4). Os animais foram observados por um periodo de 24 h e apos esse intervalo as mortes

foram quantificadas.
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3.3. Desevolver um hidrogel injetavel funcionalizado com polifendis como primeiro
socorro para o tratamento in situ de picadas de escorpido.
3.3.1. Inibic&o enzimatica in vitro

3.3.1.1. Atividade hialuronidasica

Seguindo o protocolo descrito por Horta et al., foi feita uma curva de diluicdo de Hyal (3 -
0,03 unidades) a qual foi incubada em tampao acetato com 12,5 ng de HA em volume final de
250 uL. Apds a incubagdo, os ensaios turbidimétricos foram realizados como descrito na se¢ao
3.2.3.3. Para calcular a concentragdo efetiva média (CEso) de TsV, curvas de dilui¢do de 2,5 a
0,02 ug de veneno foram preparadas e incubadas com 12.5 pg de HA. O ensaio prosseguiu
conforme descrito anteriormente.

3.3.1.2. Inibic&o da atividade hialuronidéasica

Para calcular a concentracdo inibitoria média (Clso) de cada polifenol (galato de
epicatequina, acido galico, gquercetina e acido tanico), curvas de diluicdo de 1000 a 15,6 uM
foram feitas e incubadas com 5 CEso de Hyal ou TsV por 1 h a 37 °C. Apés a incubacdo, foram
realizados os ensaios turbidimétricos detalhados em 3.2.3.3. Além disso, a influéncia do tempo
na inibicdo da atividade da hialuronidase foi avaliada. Para isso, a combinacdo de polifendis
nas concentracdes de 1000 e 500 uM foi incubada com 5 ECso de Hyal em diferentes tempos
(2, 5, 10 e 15 minutos).

3.3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE

A capacidade dos polifendis de interagirem com proteinas do veneno foi avaliada mediante
aincubacéo de 15 pg de TsV com a combinagéo de 500 puM de TA e 500 uM EGCG em volume
final de 15 pL. Apos incubacéo de 5 min, a amostra foi centrifugada a 6000 x g por 5 min para
separar os agregados soluveis e insoltveis. Finalmente, as amostras foram submetidas a SDS-
PAGE em gel de separacao 15 %, sob condi¢des redutoras, durante 1 h a 200 V. As bandas do

gel foram visualizadas utilizando Coomassie Brilliant Blue G-250.
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3.3.3.  Producdo do acido hialurénico — aldeido (AHA)

O AHA foi preparado utilizando o método de oxidacdo com periodato de acordo com Chen
et al., 2023. Para isso, 1 g de HA foi dissolvido em 100 mL de 4gua deionizada. Quando o HA
foi completamente dissolvido, foram adicionados, gota a gota, 5 mL de NalO4 940 mM. Em
seguida, a mistura foi agitada por 4 h a temperatura ambiente no escuro. Posteriormente, foram
adicionados 500 pL de etilenoglicol para interromper a reacdo e a mistura permaneceu sob
agitacdo por mais 1 h. A solucdo foi dialisada (MWCO, 3 000) utilizando &gua deionizada por
72 h. A agua foi trocada pelo menos trés vezes ao dia durante a didlise. Finalmente, a solucdo
obtida foi liofilizada. A percentagem de oxidacdo foi quantificada utilizando t-butil carbazato
(Su et al., 2010).

3.3.4. Preparo dos hidrogéis

Diferentes concentracdes de polimero CMC e polimero AHA foram dissolvidas em solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS 100 mM; pH = 7,4) a 37 °C. Para criar um hidrogel com
potencial inibitério, 500 uM de TA e 500 uM de EGCG foram adicionados a solucdo de
polimeros.

3.3.,5. Caracterizacao dos hidrogéis

3.3.5.1. FTIR, micromorfologia e autoreparacao

O analises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos
espectros do HA, AHA, CMC e do hidrogel AHA/CMC foram obtidos utilizando o

espectdometro FTIR RX-1 — Perkim Elmer no Departamento de Quimica da UFMG.

Para a analise de micromorfologia, o hidrogel AHA/CMC/TA/EGCG foram secados no frio,
metalizados com ouro e fragmentados. A analise foi feita utilizando o microscopio eletrénico

de varredura (Quanta 200 FEG — Thermo Fisher) no Centro de Microscopia da UFMG.
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Para testar a capacidade de auto-reparacdo, dois discos de hidrogel (um deles oxidado no ar
livre) foram produzidos para ser posteriormente extrudados e misturados uma mitade de cada
um. Apos diferentes tempos os hidrogéis foram fotografiados para mostrar a auto — reparagéo

(unido das duas metades).
3.3.5.2. Tempo de gelificagéo

Apbs a dissolucdo dos polimeros CMC e AHA/TA/EGCG, estes foram misturados em frasco
de vidro (5 mL) e a transicdo da solucdo para gel a 37 °C foi observada visualmente invertendo
os frascos. O tempo até a solucdo parar de fluir no frasco foi registrado como tempo de
gelificacdo. Os testes foram realizados em triplicata.

3.3.5.3. Degradacéo enzimatica

Para estudar a degradacdo enzimatica in vitro, amostras de hidrogel (500 pL) contendo 18,5
pg de Hyal foram colocadas em frascos de vidro vazios (3,5 x 1,5 cm). Em seguida, 5 mL de
PBS foram adicionados aos frascos e incubados a 37 °C. Apds serem incubadas por 6 e 24 h,
as amostras foram lavadas com &gua deionizada e liofilizadas. Os pesos secos finais foram
registrados como Wf e a porcentagem de degradacéo foi representada por:

Equacdo (2):

< wf
Degradacao (%) = wi ¥ 100

Onde, Wi representa o peso seco médio de hidrogéis em 500 pL contendo 18,5 ug de Hyal. Os
valores representam médias de trés réplicas independentes.

3.3.5.4. Degradacdo em condicGes fisioldgicas

Diferentes hidrogéis com o mesmo volume foram imersos em 20 mL de PBS 100 mM a 37
°C com agitacao a 100 rpm. Durante um periodo de incubacéo de 10 dias, a cada dia, a replicata

dos hidrogeis foram retirados, lavados com agua deionizada e liofilizados. Os pesos secos finais
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foram registrados como Wf e a porcentagem de degradagdo foi representada pela “Equacao
(2)”, conforme descrito no topico 3.3.5.2.

3.3.5.5. Absorcéo de liquidos

O ponto de equilibrio na absorcéo de liquidos (ESR) do hidrogel foi determinado por testes
de absorcao. Hidrogéis completamente gelificados e previamente pesados (Wi) foram imersos
em 20 mL de PBS 100 mM a 37 °C. Apos diferentes tempos de incubacéo, certos hidrogéis
foram retirados e a agua superficial foi cuidadosamente removida com papel filtro para
finalmente registrar os pesos finais (Wf). A ESR dos hidrogéis foi calculada utilizando a

seguinte férmula:

Equacdo (3):

i Wf — Wi
Absorcao (%) = —wi X 100

3.3.5.6. Liberacdo de inibidores

A liberacdo de polifenodis do hidrogel foi medida a 278 nm usando um espectrémetro
UVIKON XS UV/VIS (Secoman Xylem Analytics — Nanterre, Franca) (Bouhadir et al.,
2000). Resumidamente, hidrogeis com o mesmo volume foram imersos em 5 mL de PBS 100
mM e incubados a 37 °C. Em diferentes intervalos de tempos, 1 mL da solugéo de PBS foi
retirado e substituido por 1 mL de PBS 100 mM fresco, para manter constante o volume total
do meio (5 mL). A concentracdo cumulativa de polifendis liberados dos hidrogéis foi
quantificada de acordo com a curva de calibracdo feita com concentragfes conhecidas de
TA/EGCG.

3.3.5.7. Liberacéo de TsV capturado no hidrogel
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Para medir a cinética de liberacdo das neurotoxinas capturadas no hidrogel, 250 pL de
hidrogéis de CMC/AHA ou CMC/TA/EGCG/AHA foram polimerizados na presenca de 18,5
pg de TsV. Os hidrogéis polimerizados foram imersos em 2 mL de PBS 100 mM e incubados
por 48 h a 37 °C. Em tempos predeterminados (6, 24, 30 e 48 h) 100 pL da solucdo foi retirada
e substituida pelo mesmo volume de solucéo fresca de PBS 100 mM para manter constante o
volume total do meio de liberacdo (2 mL).

A quantificacdo foi realizada seguindo o protocolo desenvolvido por Chavez-Olértegui et al
1994. Placas de ELISA foram sensibilizadas com 2,5 pg/mL de IgG-F(ab’)2-anti-TsFGsg
diluido em tampéo bicarbonato de sédio (20 mM) pH 9,6 e incubadas durante a noite a 4 °C.
Apbs o blogueio e lavagem, foram adicionados 5 pL de PBS 100 mM proveniente da incubacéo
dos hidrogéis em 100 uL e a placa foi incubada por 1 h a 37 °C. Os pocos foram lavados e
incubados com IgG-F(ab)2-anti-TsFGso conjugado com HRP diluido 1/250, por 1 ha 37 °C. A
reagdo foi detectada pela adigdo de 0,2 ug/mL de OPD por 30 min em temperatura ambiente. A
reacdo foi interrompida pela adicdo de H2SO4 80 mM sendo a absorbancia determinada a 490
nm. Uma curva com diferentes concentragcdes conhecidas de TsFGsp e TsV (200 ng a 1,5
ng/poco) foi utilizada como padréo. Os valores obtidos a partir da curva foram plotados em um
grafico, e a respectiva equacao de regressdo linear foi utilizada para estimar a quantidade de
neurotoxinas e TsV em cada amostra. TsV e TsFGso diluidos em PBS 100 mM foram utilizados
como controle positivo e somente PBS 100 mM, como controle negativo. Todas as medicoes
foram feitas em triplicata.

3.3.5.8. Citotoxicidade

Para testar a citotoxicidade dos hidrogéis CMC/AHA/INH, foram seguidos os testes de meio
de extracdo e contato direto descritos em “ISOO 10993-5:2009: Avaliagdo biologica de
dispositivos médicos”. Resumidamente, as células HaCaT e L929 foram mantidas em meio

completo (DMEM de alta glicose, suplementado com 10 % de SFB, 2 % de L-glutamina, 1 %
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de Penicilina/Estreptomicina; 0,2 % de Gentamicina) e mantidas sob atmosfera controlada (5
% de COz a 37 °C). Para preparar 0 meio de extracdo, 5 mL de hidrogel esterilizado foram
incubados em 50 mL de meio completo. Para os testes de contato direto, o hidrogel estéril foi
polimerizado em uma placa de petri estéril (21,5 cm?) para formar um filme com cerca de 2
mm de espessura.

As células HaCaT e L929 foram plagqueadas em placas de 96 pocos (1 x 10* células/poco)
utilizando DMEM completo e foram incubadas durante 24 h a 37 °C em atmosfera a 5 % de
CO». Em seguida, o meio foi retirado e foram adicionados 100 puL de meio de extra¢do. Para 0s
testes de contato direto, utilizando uma folha de bisturi estéril o hidrogel foi cortado em discos
de 5 mm de didmetro, os quais foram lavados 3 vezes com meio completo e colocados sobre as
células plaqueadas. Como controle de toxicidade foi utilizado DMSO a 10 % e como controle
negativo DMEM completo. As células foram tratadas por 24 e 72 h. Ap6s o periodo de
incubacdo, a viabilidade celular foi determinada adicionando-se DMEM contendo 10 % de
alamarBlue™ aos pogos. Ap6s 3 h de incubacéo, a fluorescéncia foi determinada a 540 nm de
excitacdo e 590 nm de emissdo, utilizando o Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo
Scientific — Waltham, EUA). A porcentagem de viabilidade celular foi calculada pela “Equacéo
1’ descrita na se¢ao 3.2.3.1

3.3.6. Avaliacdo da gelificacdo in vivo

As solucBes dos polimeros (CMC e AHA) foram misturadas e injetadas na regido dorsal de
camundongos SWISS (n = 3). Dez minutos ap6s a injecdo o animal foi eutanasiado com
overdose de xilazina (30 mg/kg) e cetamina (300 mg/kg) e a pele foi retirada para observar a
presenca dos polimeros gelificados como hidrogel.

3.3.7. Testes de toxicidade

As solugdes dos polimeros (CMC e AHA) foram misturadas e injetadas na regido dorsal de

camundongos SWISS (n = 6), sendo utilizado PBS 100 mM no grupo controle (n = 6). O peso
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dos animais e a area gerada pela injecdo do hidrogel na pele foram medidos todos os dias num
periodo de 30 d. No dia 15 e 30 da avaliagcdo, camundongos que receberam o hidrogel (n=3) e
0 grupo controle (n = 3), referentes a 15 d e 30 d foram eutanasiados com overdose de xilazina
(30 mg/kg) e cetamina (300 mg/kg) e a pele, coracdo, pulméo, figado e rins foram removidos
para realizar a avaliacdo histologica.

3.3.8.  Avaliagao do hidrogel como tratamento in situ

Para avaliar a aplicacdo do hidrogel como tratamento in situ para a picada de escorpido,
foram seguidas as metodologias de imunodetecdo e de radiomarcacdo, conforme descritas a

sequir.

3.3.8.1. ELISA sanduiche

Camundongos SWISS foram subdivididos em trés grupos experimentais (n = 5, por grupo),
0 quais receberam, via s.c., 10 pg de TsV diluido em 50 pL de PBS 100 mM. Dez minutos apds
a injecdo, os animais do grupo 01 receberam uma injecao s.c. de 200 pL de TA/EGCG a 1000
MM no mesmo lugar da injecdo de TsV. No grupo 02, os animais receberam 200 pL de hidrogel
(CMC/AHA/TA/EGCG) no mesmo lugar da injecdo de TsV. E no grupo 03, os animais
receberam 200 pL de PBS 100 mM.

Ap0s a segunda injecdo, os animais de cada grupo foram subdivididos (n = 3, por subgrupo).
Os animais foram anestesiados com xilazina (15 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg) e submetidos a
puncdo cardiaca em 30, 60, 120, 240 ou 480 min apds a injecdo. Foram retirados o figado,
coracao, rim e pulméo de cada animal para serem pesados e macerados utilizando cell strainer
(70 um). Os extratos obtidos foram centrifugados a 10 000 X g durante 10 min. O sobrenadante
foi separado e usado para determinacgdo da quantidade de neurotoxinas presente nos 6rgaos. O

soro dos animais (diluido 1:2) também foi coletado para identificacdo de neurotoxinas
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circulantes. Os testes foram realizados por ELISA sanduiche, seguindo a mesma metodologia
descrita na secdo 3.3.5.6

3.3.8.2. Geragéo do complexo TsV —Tc—-99m

Para marcar o TsV com Tc — 99m (IPEN Séo Paulo), foi preparada uma ampola selada
contendo 200 pg de SnCl2.H20 diluidos em HCI 250 mM e 50 pg de NaBHa diluidos em NaOH
100 mM; na qual foi misturada com 125 pg TsV. Apoés a aplicacdo de vacuo, foi adicionado
100 pL de Na*®™TcOs (3,7 MBq). A solucéo foi incubada a temperatura ambiente durante 15
min.

A pureza radioquimica da marcacdo TsV — Tc — 99m foi avaliada mediante cromatografia
de camada delgada utilizando acetona como fase mével, que permite quantificar o ®™TcOs". A
radioatividade das fitas foi determinada utilizando um contador Gama (Wizard2 Automatic
Gamma Counter 2470.).

A estabilidade da marcacao TsV — Tc —99m foi avaliada em salina 0,9 % (p/v) a temperatura
ambiente e em plasma Pl de camundongo a 37 °C. A estabilidade foi avaliada ap6s incubacdes
de 1, 2, 4, 6 e 24 h em cromatografia de camada delgada como foi descrito anteriormente.

3.3.8.3. Depuracédo sanguinea

Camundongos SWISS foram divididos em quatro grupos experimentais (n = 3 por grupo; de
aproximadamente 20 g cada animal), todos recebendo, por via s.c., 10 pg de TsV — Tc — 99m
diluido em 50 pL de solucéo salina a 0,9 % (equivalente a 3,7 MBq). Em diferentes intervalos
de tempo (10, 20 e 25 minutos) apds a administracdo do TsV — Tc — 99m, 200 uL da solucéo
de hidrogel foram injetados no mesmo local da injecdo de TsV — Tc — 99m.

Os animais foram anestesiados com xilazina (15 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg), e foi
realizada uma incisdo na cauda para coleta de sangue em tubos previamente pesados nos tempos
de 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 e 240 minutos apds a administracdo do TsV — Tc — 99m.

Apos a coleta, os tubos foram novamente pesados para determinacao da radioatividade por meio
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de um contador Gama. Uma dose padrdo contendo a mesma quantidade injetada de TsV — Tc
— 99m foi contada simultaneamente, sendo definida como 100 % da radioatividade. Os valores
obtidos foram utilizados para calculo da porcentagem da dose injetada por grama de tecido (%
ID/g) versus tempo.

Como controle, foi administrado 10 pg de TsV — Tc — 99m diluido em 50 pL de solucéo
salina a 0,9% (equivalente a 3,7 MBQ), sem a adicéo de hidrogel.

3.3.8.4. Biodistribuicao

Camundongos linhagem SWISS foram divididos em dois grupos experimentais (n = 13 por
grupo, de aproximadamente 20 g cada animal), todos recebendo, por via s.c., 10 pg de **™Tc-
TsV diluido em 50 pL de solucdo salina a 0,9 % (equivalente a 3,7 MBq). Dez minutos ap6s a
administracdo do radiofarmaco, o grupo 01 recebeu 200 pL da solucdo de hidrogel no mesmo
local da injecdo de TsV — Tc — 99m, enquanto o grupo 02 ndo recebeu nenhuma aplicacéo
adicional.

Os animais de ambos os grupos foram subdivididos em tres subgrupos (grupo 01A, 01B e
01C; grupo 02A; 02B e 02C). Trinta minutos apds a administracdo do TsV — Tc — 99m, os
animais dos subgrupos 01A e 02A foram anestesiados com xilazina (15 mg/kg) e cetamina (80
mg/kg) e posicionados horizontalmente sob uma camara gama (Nuclide™ TH 22, Mediso). As
imagens foram adquiridas utilizando um colimador de baixa energia e alta resolugéo, com
matriz de 256x256x16 e tempo de aquisi¢do de 600 s, aplicando uma janela simétrica de 20 %
em torno do pico de energia fixado em 140 keV.

Ap0s a aquisicdo das imagens, os animais foram eutanasiados, e 6rgaos e tecidos, incluindo
coracdo, pulmdes, figado, baco, rins, intestinos, bexiga, estbmago, pele e hidrogel, foram
coletados, secos em papel filtro e pesados. A radioatividade de cada tecido foi determinada, e

0 %ID/g foi calculado conforme descrito anteriormente.
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O mesmo procedimento foi realizado com os subgrupos 01B e 02B, 60 minutos apos a
administracdo do TsV — Tc — 99m. Ja& os grupos 01C e 02C foram sometidos aos mesmos
procedimentos aos 240 minutos.

3.3.9. Inibicéo da letalidade de TsV

Camundongos SWISS (n = 14) foram subdivididos em dois grupos (hidrogel e controle), os
quais receberam 2 DLso de TsV (35,38 pg/ 20 g) por via s.c. Dez minutos ap6s a inje¢do do
veneno, o grupo hidrogel recebeu 200 pL do hidrogel no mesmo lugar da injecao de TsV e o
grupo controle recebeu 200 pL de PBS 100 mM. Os animais foram observados até 72 h apos a
injecdo sendo contabilizados os 6bitos.

3.3.10. Anélise de dados

Os resultados foram quantificados e a analise estatistica foi feita no software GraphPad —
Prism (GraphPad Software, Inc., version 8,0). Two-way ANOVA foi utilizada para avaliar

estatisticamente as variaveis. p value <0,05 foi considerado como significancia estatistica.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Desenvolvimento e avaliacdo de uma proteina recombinante multi-epitopica
(TsSMEP) como candidata a antigeno para a producdo de antiveneno
contra Tityus serrulatus.

O protocolo tradicional de imunizacdo utilizado na producdo de antivenenos emprega o
veneno bruto (as vezes atenuado) como imundgeno, administrado juntamente com um
adjuvante para induzir a resposta imune humoral nos animais produtores, até que se atinja a
poténcia neutralizante desejada. Desde o desenvolvimento da produgdo de antivenenos
terapéuticos no final do século XIX, diversas transformacfes foram implementadas no
processo, como o uso de diferentes adjuvantes, a variagdo na quantidade de antigeno injetada e
a aplicacdo em maltiplos sitios de injecdo. No entanto, 0 veneno em si continua sendo utilizado
durante esse processo (Garcia y Perez et al., 1988; Aucouturier et al., 2000; Machado de Avila
et al., 2004; Ozkan et al., 2006 e Venancio et al., 2013).

Além disso, o veneno é uma mistura complexa de moléculas, nem todas relevantes ou
imunogénicas para a producdo de anticorpos neutralizantes (Maria et al., 2005 e Pucca et al.,
2011). Sob uma perspectiva ética, também é essencial considerar os efeitos toxicos do veneno
aos animais produtores de soro, o que pode comprometer seu bem-estar e qualidade de vida
(Theakston et al., 2003).

Nesse contexto, foi desenvolvida a TSMEP, uma alternativa biotecnol6gica voltada para
a obtencdo de um anti-veneno mais especifico e seguro, além de avancar em direcdo a uma
estratégia mais sustentavel. Os epitopos selecionados representam as regiées imunogénicas das
a-toxinas Ts2 e Ts3, além da Tsl, a principal B-toxina do veneno, que, em conjunto, séo as
principais responsaveis pela patogénese do escorpionismo. Essas toxinas provocam a liberacdo
massiva de neurotransmissores, desencadeando a estimulacdo do sistema nervoso autbnomo

(Vasconcelos et al., 2005; Cologna et al., 2009 e Pucca et al., 2015). Além disso, foram
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adicionados dois epitopos da hialuronidase, a principal enzima responsavel pela biodistribuicédo
das neurotoxinas a partir do ponto de inoculacdo primario (Pessini et al., 2001; Batista et al.,
2007; Horta et al., 2014 e Guerra-Duarte et al., 2019).

A sequéncias selecionadas para a construcao da TSMEP foram clonadas no vetor de
expressao pET 28b (+), contendo 6xHis-tag (Figura 5 A). A sequéncia de aminoacidos da
TsMEP é mostrada na Figura 5 B e a localizacdo dos epitopos nas estruturas modeladas das
toxinas nativas Tsl (PDB: 1NPI), Ts2 (AlphaFold: AF-P68410-F1), Ts3 (PDB: 5CY0) e
Hialuronidase | (AlphaFold: AF-P85841-F1) foram visualizadas com ChimeraX (Jumper et al.,
2021; Meng et al., 2023 e Varadi et al., 2024) (Figura 5 C). Ap0s a expressao e purificacdo, a
analise da TSMEP por 15 % SDS — PAGE em condicGes redutoras mostra uma banda de =25

kDa (Figura 6), compativel com a massa molecular tedrica da TSMEP.


http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=1NPI
http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=5CY0
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6xHis
=

T7 tag +1

6xHis ATG,RBS
Lac operator

T7 promoter

*1
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f
Ts3 Hyaluronidase
GLPDSEPTKTNGKCK [ KDNITKFVPNPNFNGVGVIDWEAWRPS ]
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I IYPYINYILPGTNQVPMDF

Figura 5. Estrutura do vetor de expresséo e sequéncia de aminoécidos da TSMEP. (A) TSMEP — pET 28b(+).
(B) Sequéncia de aminoacidos mostrando a composicao dos epitopos das principais toxinas (Epi) e a localizagdo
deles na TSMEP. (C) Epitopos usados para construir a TSMEP e sua localizagdo na estutura nativa das toxinas.
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Figura 6. Andlise da expressdo e purificagdo da TSMEP. Gel (15 %) foi corado com Coomassie Blue. Na
primeira fileira, MW: marcador de massa molecular. A: extrato bacteriano néo induzido, B: extrato bacteriano
induzido com IPTG a 37 °C por 3 h; C: fracdo soltvel do extrato bacteriano contendo a TSMEP; D: fragdo insoltvel
do extrato bacteriano e E: TSMEP purificada (10ug). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE sob condices
redutoras.

Para demonstrar a seguranca da TSMEP, foram realizados ensaios de citotoxicidade e
letalidade. Os testes de toxicidade celular mostraram que a TSMEP nao reduz a viabilidade das
células Sp2/0 nas condicOes testadas, diferentemente do observado com o TsV, que diminui a
viabilidade celular de forma concentracdo-dependente (Figura 7). Esse achado foi reforcado
pela avaliacdo da atividade enzimatica da TSMEP em comparagdo com o TsV, demonstrando

que concentragdes de até 10 ug foram incapazes de degradar o HA (Figura 8).
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Figura 7. Viabilidade celular in vitro da TSMEP e TsV. Viabilidade de células Sp2/0 posterior ao tratamento
com diferentes concentracdes (80 — 0,625 pg/mL) de (A) TSMEP ou (B) TsV. A viabilidade celular foi analisada
utilizando o reagente alamar Blue. Os dados representam a média = SEM de dois experimentos independentes.
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Figura 8. Atividade hialuronidasica. Um teste turbidimétrico foi desenvolvido com concentragdes de 2,5, 5 ou
10 pg de TsMEP e 2 pug de TsV como controle positivo (C+). Os valores foram expressos como a porcentagem da
atividade hialuronidésica em comparagdo com uma curva padrdo contendo quantidades conhecidas de &cido
hialurénico. Os resultados representam a média de triplicatas de trés experimentos independentes + SEM.
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Nos testes in vivo, a inje¢ao de TSMEP (200 ug por camundongo de 20 g) nao foi letal
para 0s animais desafiados, tanto apds 24 quanto 48 horas de observacao.

Em relacdo ao veneno bruto ou as suas toxinas isoladas (Ts1, Ts2, Ts3 e hialuronidase),
a TSMEP apresenta como vantagem o fato de ndo possuir toxicidade nem atividade enzimatica.
Ao longo do tempo, diversas alternativas para a detoxificacdo de toxinas escorpidnicas foram
propostas, incluindo o uso de lipossomas, polimerizagdo quimica, peptideos sintéticos,
proteinas ndo toxicas (como a Ts4) e a expressao de toxinas em corpos de inclusdo. No entanto,
essas abordagens foram focadas em toxinas individuais (especialmente neurotoxinas o ou )
para estimular a resposta imune (Guatimosin et al., 2000; Alvarenga et al., 2002 e Machado de
Avila et al., 2004). Por outro lado, quando o TsV bruto foi detoxificado, observou-se uma perda
na capacidade de induzir anticorpos neutralizantes de alta poténcia e anticorpos especificos
contra hialuronidases (Heneine et al., 1986; Garcia y Perez et al., 1988 e Guerra-Duarte et al.,
2019).

Outra vantagem € a capacidade da TsMEP de estimular a producdo de anticorpos
especificos contra TsV (Figura 9), demostrando que de fato os epitopos que a compdem sao
imunogénicos, que é de suma importancia no objetivo de reduzir a utilizacdo de TsV no
esquema de producéo de soro anti-escorpidnico. Os venenos escorpidnicos apresentam certa
similaridade em sua composi¢cdo e, por isso, 0s anticorpos anti-TSMEP apresentaram
reatividade cruzada por ELISA contra diversos venenos escorpionicos testados (Figura 10),
demostrando um alto reconhecimento contra T. stigmurus e uma menor reatividade frente ao
veneno de T. bahiensis. A vantagem da presenca de epitopos conservados (Anexo 1) na
conformacéao da TSMEP permite o reconhecimento de outros venenos escorpionicos, porem a
capacidade neutralizante e protetora do soro anti — TSMEP ainda precisa ser melhor avaliada.

A utilizacdo de proteinas recombinantes ndo toxicas que contenham epitopos consensos entre
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as especies de interesse clinico no Brasil ou nas Américas, (Polikarpov et al., 1999 e Gurevitz

et al., 2001), contribui para o desenvolvimento de um soro pan — escorpifnico.
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Figura 9. Reatividade do soro anti-TSMEP contra TSMEP e TsV. Placas de ELISA foram sensibilizadas com

0,5 pg/pogo de (A) TSMEP ou (B) TsV. Soro anti — TSMEP ou Pl foram diluidos (1/100 a 1/12 800). As placas

foram incubadas com anticorpo secundario anti — IgG de coelho conjugado com HRP diluido 1/15 000. A reacéao

foi observada pela adicdo de OPD. Valores de absorbancia foram determinados a 490 nm. Os resultados

representam a média de trés replicatas, obtidas em trés experimentos independentes + desvio padrdo (DP).
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Figura 10. Reatividade cruzada do soro anti-TsMEP contra venenos de escorpides de importancia médica.
Placas de ELISA foram sensibilizadas com 0,5 pg/poco de cada veneno. Soro anti — TSMEP ou PI foram diluidos
(/100 a 1/12 800). As placas foram incubadas com anticorpo secundario anti — IgG de coelho conjugado com
HRP diluido 1/15 000. A reacdo foi observada pela adi¢do de OPD. Valores de absorbancia foram determinados a
490 nm. Os resultados representam a média de trés replicatas, obtidas em trés experimentos independentes + desvio

padréo (DP).

Em uma analise mais detalhada, os resultados do Western blot destacam trés achados
importantes: 1) os anticorpos anti — TSMEP sdo capazes de reconhecer os principais
componentes do TsV, incluindo as neurotoxinas (componentes de baixa massa molecular 5-10

kDa) e as hialuronidases (componentes de massa molecular entre 25-50 kDa). Il), a TSMEP é
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reconhecida tanto por SAV quanto pelo anti-TsV e 111) a expressdo da TSMEP foi confirmada
através do seu reconhecimento pelo anticorpo anti — 6 xHis-tag — HRP (Figura 11).

Esses resultados reforcam a capacidade dos epitopos da TSMEP em estimular uma
resposta imune contra diferentes toxinas do veneno (Figura 11) tornando-a um imunogeno
eficaz para auxiliar na producéo de antivenenos escorpiénicos. Essa abordagem representa uma
estratégia inovadora e mais segura, que leva em consideracdo o bem-estar animal durante o
processo de fabricacdo. Trabalhos anteriores do nosso grupo mostram a eficiéncia do uso de
proteinas recombinantes que mimetizam multiplos epitopos na producédo de antivenenos contra
envenenamentos por serpentes e aranhas (Lima et al., 2018; Costa et al., 2020; Molina et al.,
2020; Saavedra-Langer et al. 2021 e Quispe et al., 2022).

Nas membranas contendo TSMEP, o ensaio de Western blot revelou a presenca de
bandas de menor massa molecular, variando entre 15 e 20 kDa, que foram detectadas pelos
soros imunes (anti-TSMEP, anti-TsV e SAV). Como essas bandas também foram reconhecidas

pelos anticorpos anti-6x-His Tag, € provavel que correspondam a formas aberrantes da TSMEP.
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Figura 11. Imunoreatividade de diferentes soros contra TsV e TSMEP. TsV ou TsMEP (10 pg) foram
submetidos a SDS-PAGE 15%. As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e incubadas com
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soros pré-imune (1:100); anti-6x-His Tag-HRP (1:5000); anti veneno de uso terapéutico (SAV; 1:10 000); anti -
TsV (1:500) ou anti — TsSMEP (1:500). Anticorpo secundério anti — IgG de coelho conjugado HRP (1:30 000) foi
usado com as membranas previamente incubadas com soros anti — TSMEP, anti — TsV e pré-imune. Para as
membranas incubadas com SAV, utilizou-se anti — IgG de cavalo conjugado com HRP (1:50 000). Apds lavagens,
a reagdo foi detectada pela adi¢dao dos substratos da HRP (3 3’ -diaminobenzidine tetrahydrochloride [DAB] e
chloronaftol).

Com a finalidade de obter uma proteina com maior grau de pureza (sem a prenseca de
bandas aberrantes), se sugere o método de eletroeluicdo como uma alternativa viavel, podendo
ser utilizado rotineiramente em conjunto com a purificacdo por afinidade. Essa técnica permite
a transferéncia da banda proteica (TSMEP) do gel por meio de um campo elétrico, com
pequenos volumes de recuperacéo, tornando-se uma opcao simples, rapida e economicamente
viavel para obter amostras mais puras (Seelert & Krause 2008; Borowiec et al., 2016 e VVasquez-
Iglesias et al., 2017). Além disso, a otimizacdo das condi¢Bes de cultivo (meio de cultura,
concentracdo do indutor, temperatura e duracdo), bem como a promocdo da expressdo no
periplasma bacteriano, poderia melhorar tanto a quantidade quanto a qualidade da proteina
recombinante (Hoffmann & Rinas 2004 e Rozkov & Enfors 2004) e devem, portanto, ser
consideradas em estudos futuros.

Uma vez confirmado o reconhecimento do TsV e de seus principais componentes
(toxinas de baixa e alta massa molecular), os 10 epitopos que compéem a TSMEP foram
avaliados a fim de identificar quais deles foram capazes de estimular a producdo de anticorpos.
A técnica de SPOT revelou que seis epitopos foram completamente reconhecidos pelos
anticorpos anti-TsSMEP (Figura 12), sendo quatro deles correspondentes a neurotoxinas. Das
toxinas Tsl e Ts2, apenas um epitopo de cada foi reconhecido, enquanto da Ts3 foram
detectados dois epitopos. O epitopo Ts3 Epi 1 (KKDGYPVEYDMSAY) apresentou a maior
reatividade, seguido de Tsl Epi 2 (IRPSGYCGRESGIKK), Ts3 Epi 2
(WNYDNAYSDKLLSKDK) e Ts2 Epi 2 (PDHIKVWDYATNKC). Ambos os epitopos da

hialuronidase mostraram menor reatividade e foram apenas parcialmente reconhecidos: Hyal
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Epi 1 (IYPYINYILPGTNQTVPAMDF) e Hyal Epi 2
(NITKFVPNPNFNGVGVIDWEAWRPS) (aminoécidos reconhecidos destacados em

negrito).

Outros pontos apresentaram reatividade, porém em menor intensidade, conforme
determinado pelo ponto de corte estabelecido. O soro P, utilizado como controle negativo, ndo

mostrou reatividade com a membrana, conforme esperado.
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Figura 12. Mapeamento de epitopos da TSMEP pelo método de SPOT. (A) Membrana de celulose contendo
peptideos sobrepostos de 15 aminoacidos da sequéncia da TSMEP, analisada com soro anti-TSMEP ou soro PI,
ambos diluidos 1:250. O anticorpo anti-coelho-AP foi utilizado na diluigdo de 1:10 000. O substrato MTT-BCIP
foi adicionado ap6s a incubagdo com o anticorpo secundario, revelando os spots reativos em azul na membrana.
(B) Reatividade dos spots medida pelo software ImageJ. As sequéncias dos peptideos correspondentes aos spots
reconhecidos sdo apresentadas. As barras azul-escuro e cinza representam a reatividade do soro anti-TSMEP e do
soro pré-imune, respectivamente. Os peptideos identificados como positivos estdo coloridos da seguinte forma:
azul-claro (Ts3), verde (Ts1), laranja (Ts2) e amarelo (Hyal).
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Maria et al. (2005) demonstraram que as toxinas Ts1, Ts2 e Ts3 possuem trés principais regioes
antigénicas continuas localizadas nas regides N-terminal, central e C-terminal. Dentre essas, 0s
anticorpos direcionados as regides N-terminais apresentaram potencial capacidade
neutralizante (Devaux et al., 1997; Alvarenga et al., 2002; Chavez-Olortzgui et al., 2002 e
Maria et al., 2005). O mapeamento de epitopos da TSMEP pelo método de SPOT revelou que,
apenas o epitopo 1 da Ts3 estd localizado nessa regido. Além disso, o N-terminal da Tsl
(KEGYLMDHEGCKLSS), a principal B-neurotoxina, ndo foi reconhecido. No entanto, para
atingir esse objetivo, ainda ha muito a ser feito, principalmente no aprimoramento do
reconhecimento do Epitopo 1 da Tsl e do Epitopo 2 da Hialuronidase, o que poderia
potencialmente induzir uma producdo mais eficaz de anticorpos neutralizantes. Para aumentar
a poténcia neutralizante dos anticorpos produzidos, um novo esquema de imunizagdo pode ser
desenvolvido. As toxinas nativas presentes no TsV contém epitopos lineares e conformacionais,
estimulando uma resposta imune contra ambos o0s tipos. No entanto, os anticorpos anti-TSMEP
sdo direcionados principalmente a epitopos lineares. Dessa forma, a alternancia entre doses de
TSMEP e TsV pode potencializar a producéo de anticorpos com maior capacidade neutralizante,
ao mesmo tempo em que reduz a quantidade de veneno necessaria e seus efeitos toxicos nos

animais produtores.

Neste trabalho, o objetivo central foi utilizar a TSMEP para estimular a producéo de
anticorpos capazes de neutralizar a toxicidade do TsV, o escorpido de maior importancia médica
no Brasil. Ensaios de neutralizacdo in vitro (Figura 13) indicam que esse objetivo foi
parcialmente alcangado: os anticorpos gerados contra os dois epitopos da Hialuronidase foram
capazes de inibir 65 % da atividade enzimatica dessa proteina no veneno. Além disso, em
testes in vivo, o soro produzido contra a TSMEP neutralizou parcialmente a atividade letal do
TsV (2 DLso). Quando volumes maiores de soro foram administrados (200 pL), a protecao foi

de 66 %, e os camundongos desafiados ndo apresentaram os sinais clinicos (nosicepc¢éo, fatiga,
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salivacdo excessiva, dificuldade respiratoria) observados nos outros grupos (Tabela 1). Embora
a protecao total (100 %) ainda ndo tenha sido alcancada, os resultados demonstram que este

imundgeno é capaz de induzir a producdo de anticorpos neutralizantes.
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Figura 13. Neutralizagdo in vitro da atividade hialuronidésica do TsV utilizando soro anti — TSMEP. TsV
(2,5 pg) foi incubado com 2,5 puL de soro pré-imune (P1) ou anti — TSMEP por 1 h a 37 °C. TsV incubado com
tampdo acetato foi utilizado como controle positivo, C+. Apos a incubagdo, 200 uL de uma solugdo contendo 2,5
% (p/v) de cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) dissolvido em 2 % de NaOH (p/v) foi adicionado e a
turbidez foi medida a 405 nm. Resultados expressam as médias + SEM de quatro ensaios independentes.

Tabela 1. Neutralizacéo da letalidade do TsV por soro anti-TsSMEP
Veneno de T. serrulatus

Sinais Sobreviventes/desafiados (%)
(2 DLs0/20 g)

Grupo 1:
Crise imediata, morte
50 pL soro 0/6 (0)
em 1 hora
Grupo 2: Crises e fatiga durante
100 pL soro as primeiras horas, 3/6 (50)

mortes apos 1 hora
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Grupo 3: Fatiga durante a

200 pL soro primeira hora, duas 4/6 (66,6)
mortes apds 3 horas.

Grupo 4: Crise imediata, mortes

0/3 (0)
PBS em 10 min.

Um total de 21 camundongos SWISS foram divididos em quatro grupos e receberam, por via
intraperitoneal, 35,38 pg de TsV por 20 g de peso corporal (2 DLso), previamente incubado
com 50, 100 ou 200 pL de soro anti-TSMEP, ou PBS (controle). Os camundongos
sobreviventes foram contabilizados 24 horas ap6s a injecao.

A analise por SPOT revelou um padrdo de reconhecimento que pode explicar a protecao
parcial (66 %) observada contra 2 DLso de TsV (Tabela 1). Embora o potencial neutralizante
dos anticorpos produzidos ainda possa ser aumentado, estudos anteriores de nosso grupo com
proteinas quimeéricas recombinantes ndo toxicas como a rMEPCtx (Crotalus durissus terrificus)
e rMEPLox (aranhas do género Loxosceles) apoiam a utilizacdo de proteinas recombinantes
como alternativas na producdo de imunobioldgicos para o tratamento de acidentes com animais
peconhentos (Lima et al., 2018; Molina et al., 2020). No estudo de Molina e colaboradores,
500 pL de soro anti — rIMEPCTx foram capazes brindar uma protecdo do 100 % frente a
camundongos desafiados com 2 DLso (4,8 pg/20 g) de Crotoxina procedente de Crotalus
durissus terrificus. Ja no trabalho de Lima, 100 pL se soro anti — rMEPLoXx foram capazes de
proteger ao 60 % de animais desafiados com 2,5 DLso (10 pg/20 g) de veneno de Loxosceles
intermedia, do mesmo jeito, (2 pul der soro anti — rMEPLO0X) foi capaz de inibir a ativididade
hialuronidasica do veneno num 60 %. Ao comparamos os trés estudos no contexto do uso do
soro total, fica evidente que a utilizacdo de anticorpos purificados — seja por afinidade a proteina
A ou por especificidade ao veneno — poderia oferecer uma melhora substancial na relagéo

anticorpo/veneno neutralizado (valores em pg). Isso porque, no caso do soro burto, a capacidade
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neutralizante acaba sendo limitada pelo volume necessario para atingir centragdesoes eficazes,
enquanto anticorpos purificados permitiriam alcancar maior eficiéncia neutralizante sem
depender de volumes elevados.

Além disso, a escolha do adjuvante apropriado pode aumentar significativamente a
poténcia neutralizante dos soros e reduzir o nimero de doses necessarias. Os adjuvantes podem
ser classificados em potenciadores imunologicos, que ativam a resposta imune por meio de
padrdes moleculares associados a patdgenos, e sistemas de liberacdo, que aumentam a
apresentacdo do antigeno ao prolongar sua disponibilidade e promover a fagocitose (Apostolico
et al., 2016). Entre os sistemas de liberacdo, os adjuvantes a base de esqualeno tém se mostrado
superiores na inducdo de respostas humorais robustas, com altos titulos de anticorpos
neutralizantes (Stephenson et al., 2005). Mediante a estimulacdo de um ambiente inflamatorio
localizado, recrutando células apresentadoras de antigenos e facilitando a ativacdo de células
T, 0 que desencadeia a producao de citocinas e quimiocinas. Essa abordagem € particularmente
eficaz na estimulagdo de anticorpos de alta afinidade, duradouros e com reatividade cruzada,
tornando-se uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de vacinas e antivenenos
(O’Hagan et al., 2012; Nouri et al., 2015; Cioncada et al., 2017; Stelzner et al., 2018; Akache
et al., 2022; Dias-Assis et al., 2023; Fox et al., 2023; Kashkooli et al., 2023 e Zhao et al., 2023)

Além disso, novas plataformas de liberacdo, como hidrogéis injetaveis, podem reduzir
ainda mais a necessidade de doses de refor¢co. Hidrogéis permitem a liberacdo sustentada do
antigeno, aumentando tanto a durabilidade quanto a magnitude da resposta de anticorpos com
um menor nimero de doses (Gale et al., 2021; Nkanga et al., 2022 e Ou et al., 2023). A
combinacédo desses avangos com proteinas recombinantes ndo toxicas pode abrir caminho para
uma nova geracao de antivenenos mais seguros e eficazes.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que uma unica proteina ndo toxica pode

estimular uma resposta imune especifica contra uma mistura complexa de proteinas toxicas
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presentes no veneno. A capacidade da TSMEP de induzir anticorpos neutralizantes contra a
hialuronidase de T. serrulatus representa uma alternativa promissora para bloquear a
biodistribuicdo do veneno a partir do local da picada, reduzindo seus efeitos toxicos sistémicos
(Horta et al., 2014 e Oliveira-Mendes et al., 2019). Alem disso, a TSMEP tem o potencial de
reduzir a dependéncia do TsV no processo de producdo de antivenenos. Sua flexibilidade
permite a producdo em larga escala, além de possibilitar modificagdes simples para incorporar
novos conhecimentos sobre a toxicidade do veneno e o refinamento dos epitopos, abrindo
caminho para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e sustentaveis.

4.2. Desenvolver um hidrogel injetavel funcionalizado com polifen6is como

primeiro socorro para o tratamento in situ de picadas de escorpido

O escorpionismo é um importante problema de satde no Brasil, com um aumento no nimero
de acidentes nos ultimos anos, especialmente nas regides mais populosas do pais. O tratamento
especifico para essa condicdo é aadministracdo de antiveneno, seja polivalente ou monovalente,
disponivel apenas em centros de saude referéncia. Um dos desafios do escorpionismo é a rapida
biodistribuicdo do veneno, que atinge seu pico na circulagcdo sanguinea em aproximadamente
30 minutos apés a picada. No entanto, cerca de 80 % dos pacientes levam até trés horas para
receber atendimento médico especializado (Oliveira-Mendes et al., 2019; Guerra-Duarte et al.,
2023).

Com o objetivo de minimizar os efeitos do envenenamento até a chegada ao atendimento
médico, durante décadas foram propostas diversas terapias de “primeiros socorros”, incluindo
torniquetes, bandagens constritoras, aplicacdo de choques elétricos, uso de extratores de
veneno, cortes e incisdes locais. Contudo, atualmente essas praticas sao consideradas ineficazes
e desprovidas de sustentacéo cientifica robusta, representando, na verdade, mais riscos do que
beneficios. Seu uso pode causar danos adicionais as estruturas teciduais ao redor da ferida,

introduzir patogenos externos com potencial de gerar infeccdes, além de provocar
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sangramentos que agravam ainda mais o quadro clinico da vitima. Mesmo com essas
evidéncias, uma rapida busca na internet revela que kits de “primeiros socorros” continuam
disponiveis comercialmente, tanto em lojas especializadas quanto em supermercados. Muitos
desses Kits baseiam-se na aplicacdo de pressao negativa (aproximadamente 1 atm) sobre a
ferida, com a promessa de promover a succ¢do do veneno. No entanto, estudos conduzidos com
rigor cientifico — incluindo protocolos reprodutiveis e submetidos a revisdo por pares —
demonstraram a ineficacia desses dispositivos (Bush et al., 2000; Welch & Gales, 2001;
Alberts, 2004; Bush, 2004). Além disso, observou-se que a falsa sensacdo de seguranca
proporcionada por sua utilizacdo frequentemente resulta em atraso na procura por assisténcia
médica especializada, o que pode piorar significativamente o prognostico do envenenamento
(Manduwage et al., 2023).

Diante desse cenario, o presente trabalho propde uma nova estratégia de tratamento que pode
ser aplicado imediatamente no local da picada para bloquear a biodistribuicdo do veneno. Essa
abordagem se baseia na inibigdo da hialuronidase e na captura do veneno, atuando de forma
complementar ao tratamento tradicional com antiveneno.

Devido ao papel crucial da hialuronidase (Hyal) na biodistribuicdo do veneno de Tityus
serrulatus (TsV), a inibi¢do de sua atividade pode ser um alvo importante para reduzir os efeitos
sistémicos do envenenamento (Horta et al., 2014). Com base nessa premissa, avaliamos a
influéncia de diferentes inibidores sobre a Hyal como uma prova de conceito. Primeiramente,
a CEsp da atividade de Hyal foi determinada e o valor obtido foi de 0,2 unidades (0,74 pg)

(Figura 14).
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Figura 14. Atividade hialuronidasica (Hyal). Resultados do ensaio turbidimétrico utilizando uma curva de
concentragdo variando de 3 a 0,03 unidades de Hyal. Os valores sdo expressos como a porcentagem da atividade
da hialuronidase em comparagdo com uma curva padrdo contendo quantidades conhecidas de &cido hialurénico

(HA). Os resultados representam a média de trés experimentos independentes + desvio padréo (DP).

Para avaliar se os polifendis poderiam inibir in vitro a atividade enzimética da
hialuronidase (Hyal), diferentes concentracGes (15,6 a 1000 uM) de cada polifenol foram pré-
incubadas com 5 CEsg de Hyal (1 unidade = 3,7 pg) por 1 hora a 37 °C. Os cinco polifendis
testados demonstraram capacidade de inibicdo da atividade enzimatica, sendo o acido tanico
(TA) o mais eficaz, com uma concentracao inibitéria média (Clso) de 34,80 uM, seguido da
quercetina (Q), com Clso de 76,64 UM, Galato de epigalocatequina (EGCG) com Clso de 135,10
UM, e, por fim, o acido galico (GA), que apresentou 0 menor desempenho, com Clso de 421,20

uM (Figura 15).
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Figura 15. Inibi¢do in vitro da atividade da hialuronidase por polifendis. Hyal (5 CEsg) foi incubada com
diferentes concentracfes (15,6 a 1000 a uM) de cinco polifendis por 1 horaa 37 °C. Apo6s a incubagdo, a atividade
enzimética foi avaliada. Os resultados representam a media de trés replicatas, obtidas em trés experimentos
independentes + desvio padrdo (DP).

As plantas tém sido historicamente utilizadas na medicina tradicional por suas
propriedades terapéuticas contra picadas e mordidas de animais peconhentos. Um dos focos de
interesse nessa area € a identificacdo de compostos vegetais capazes de inibir toxinas, como a
hialuronidase presente no TsV. Entre esses compostos, os polifendis apresentam um amplo
espectro de acdes bioldgicas benéficas a saide humana por meio de diversos mecanismos,
demonstrando um potencial significativo no tratamento de véarias doencas (Chu, 2022; Grosso
et al., 2022; Sum et al., 2022; Igbal et al., 2023).

Os polifendis testados neste estudo mostraram propriedades inibitérias satisfatorias,
especialmente o acido tanico (Clso = 34,80 uM). A interacéo entre polifendis e proteinas ocorre
por meio de interacdes hidrofobicas e hidrofilicas. Foi descrito que a presenca de residuos de
galoil reforca a interacdo hidrofobica entre proteinas e polifendis, desempenhando um papel
essencial na formacdo de complexos ndo covalentes entre proteinas e polifendis (Han et al.,
2020; Li et al., 2021; Wang et al., 2023; Feng et al., 2023). Além disso, os polifendis formam

ligagcOes de hidrogénio com os grupos carbonila das proteinas, contribuindo para a estabilizagdo
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desses complexos (Buitimea-Cantua et al., 2018; Li et al., 2021). O acido tanico contém dez
residuos de galoil, o que pode intensificar as interacfes hidrofobicas e hidrofilicas com a
hialuronidase, o que explicaria sua elevada capacidade inibitdrias (Figura 15).

Além disso, verificou-se que a combinacdo de mais de um polifenol ndo interfere nas
propriedades inibitdrias. Essa abordagem oferece a vantagem de conter diferentes tipos de
moléculas na solucéo, o que pode contribuir para a formacao de uma matriz com alta densidade
de reticulacédo, que poderia aprisionar as moléculas do veneno dentro do hidrogel (Han et al.,
2023).

Como nosso objetivo é utilizar polifenois como base para o desenvolvimento de um
tratamento de emergéncia para 0 envenenamento por escorpides, ¢ fundamental identificar a
influéncia do tempo no processo de inibicdo. Para isso, uma mistura polifendlica em duas
concentracfes (1000 e 500 puM) foi incubada com 5 ECso de Hyal por diferentes periodos. A
inibicdo da Hyal aumentou tanto com o tempo quanto com a concentracdo de polifendis,
atingindo mais de 50 % em apenas 2 minutos e chegando a 90 % ap6s 5 minutos de incubacéo

com 1000 pM da mistura de inibidores (Figura 16).
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Figura 16. Influéncia do tempo de pré-incubacgao na inibicao in vitro da atividade da hialuronidase por uma
mistura de polifendis. Hyal (5 CEso) foi incubada com diferentes concentragdes (1000 ou 500 uM) de uma mistura
de polifenodis em diferentes tempos de pré-incubacéo (0, 5, 10 ou 15 minutos) a 37 °C. Apo6s a incubacdo, a
atividade enzimatica foi avaliada. Os resultados representam a média de trés replicatas, obtidas em trés
experimentos independentes + desvio padrdo (DP).
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Os protocolos tradicionais para testar a eficacia neutralizante de antivenenos de uso
terapéutico e novos compostos promissores envolvem um periodo de pré-incubacdo de 30
minutos do veneno com as moléculas de interesse antes da injecdo em camundongos para
avaliar a protecdo (Pithayanukul et al., 2005; Rodrigues et al., 2019; Gurunathan & Srimathi,
2020; Nayak et al., 2021; Vera-Palacios et al., 2022). No entanto, esse método difere do que
ocorre em um envenenamento real, no qual a neutralizacéo/inibigdo ocorre apos a inoculacéo
da peconha (Gutiérrez et al., 2021).

Como nosso objetivo € alcancar a inativacdo enzimatica para bloquear a biodistribuicao
do veneno in situ, o0 tempo necessario para atingir uma alta taxa de inibi¢do € um fator critico.
A obtencdo rapida de um alto percentual de inativacdo (> 50 %) em apenas dois minutos de
pré-incubacdo ressalta as caracteristicas adstringentes dos polifendis. Indicando a capacidade
de poder ser utilizados como um tratamento emergencial a aplicar-se in situ no local da picada
onde é mais efetivo que sendo utilizado a nivel sistémico, mediante injecdo intra venosa (de
Moura et al., 2016; Li et al., 2023; Gutiérrez et al., 2021).

Uma vez verificada a capacidade inibitdria dos polifenois sobre a hialuronidase (Hyal)
como prova de conceito, avaliamos suas aplicacdes na inibi¢do da atividade da hialuronidase
presente no veneno de Tityus serrulatus (TsV). Para isso foi calculada a CEso do TsV, obtendo-
se o valor de 0,2365 ug (Figura 17), confirmando a presenca de uma elevada atividade da

hialuronidase no veneno (Alvarenga et al., 2012; Guerra-Duarte et al., 2019).
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Figura 17. Atividade hialuronidasica do TsV. A) Resultados do ensaio turbidimétrico, utilizando uma curva de
concentragdo variando de 2,5 a 0,02 ug de TsV. Os valores sdo expressos como a porcentagem da atividade da
hialuronidase em comparagao com uma curva padrdo contendo quantidades conhecidas de &cido hialuronico (HA).
(B) Célculo da CEs da atividade da hialuronidase, utilizando uma curva de concentragdo de TsV para determinar
a concentracao capaz de degradar 50 % do HA na solugdo do ensaio. Os resultados representam a média de trés

experimentos independentes + desvio padréo (DP).

Conforme observado na prova de conceito, TA apresentou o0 maior efeito inibitério, com
um Clso de 4,38 uM, sendo quase 8 vezes menor do que o apresentado para a Hyal purificada.
Em seguida, o EGCG apresentou um Clsp de 107,60 uM, seguido pelo GA, com um Clsp
reduzido de 236,40 uM. A menor capacidade inibitoria foi demonstrada pela Q, com um Clsp
de 440 uM, representando um aumento de quase 6 vezes em comparagdo com a inibi¢do da

Hyal purificada (Figuras 18).
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Figura 18. Inibi¢do in vitro da atividade da hialuronidase do veneno de TsV por polifendis. 5 CEsy de TsV
foram incubados com diferentes concentra¢des (15,6 a 1000 pM) de cinco polifenois por 1 hora a 37 °C. Apés a
incubacdo, a atividade enzimatica foi avaliada. Os resultados representam a média de trés replicatas, obtidas a
partir de trés experimentos independentes + desvio padrdo (DP).
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Figura 19. Clso dos polifenois contra a hialuronidase do veneno de TsV e Hyal purificada. 5 CEsp de TsV ou
Hyal foram incubados com diferentes concentragcdes de polifendis. Em seguida, os valores de Clsy foram
calculados. Os resultados representam a média de trés replicatas, obtidas a partir de trés experimentos
independentes * desvio padrdo (DP).

Com base em seu desempenho na inibicdo enzimatica, o acido tanico (TA) e 0 EGCG
foram selecionados para examinar suas interaces com as proteinas do TsV. O perfil
eletroforético do TsV (Figura 20, linha 2) exibe seu padréo caracteristico: componentes de alta
massa molecular (entre 50-37 kDa), correspondentes a enzimas, especialmente hialuronidases;

e componentes de baixa massa molecular (aproximadamente 10 kDa), correspondentes a
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neurotoxinas. Ap6s 5 minutos de incubacao (tempo no qual foi observada 90 % de inibi¢do na
prova de conceito), um precipitado foi observado nos tubos contendo a mistura de TsV e
polifendis.

Apds centrifugacdo, os componentes de maior massa molecular ndo foram detectados
no sobrenadante, e a banda correspondente as neurotoxinas apresentou intensidade reduzida
(Figura 20, linha 3); ja a mistura dos polifendis é apreciavel na linha 4. Esses achados sugerem
que a interacdo entre os polifendis e o TsV gera complexos insolUveis de proteina-polifenol,

verificados no precipitado formado nos tubos ap6s a incubacao (Figura 20, linha 5).
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Figura 20. SDS-PAGE da interacdo entre TsV e polifendis. O gel de poliacrilamida a 15 % foi corado com
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad). MM: marcador de proteinas. Linha 2: 15 pug de TsV. Linha 3:

sobrenadante da incubagdo de TsV com a mistura de polifendis. Linha 4: sobrenadante da mistura de polifendis
(1000 pM). Linha 5: precipitado resultante da incubagdo de TsV com a mistura de polifendis.

A interacdo entre polifendis e TsV pode ser explicada pela condicdo que em altas
concentracOes proteicas, cenario analogo as condicBes presentes na area da picada nos estagios
iniciais do envenenamento, os polifendis formam pontes entre as cadeias proteicas até saturar
os sitios de interacdo, resultando na formacdo de agregados e precipitados de complexos
proteina — polifendis (Canon et al., 2011; Bandyopadhyay et al., 2012; Sahidi and Dissanayaka

2023 e Zhang et al., 2023)
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Entretanto, conforme evidenciado na linha 3 da Figura 20, nem todos os componentes
proteicos participaram da formacao de agregados com os polifendis. Essa situacéo representa
um risco, pois permite que neurotoxinas remanescentes possam difundir-se para a circulacédo a
partir do local da picada (Oliveira-Mendes et al., 2019). Na tentativa de contornar essa questao,
propomos a combinacéo dos inibidores com o hidrogel injetavel com capacidade de gelificacdo
in situ no local da picada. Essa abordagem visa capturar os complexos formados com polifenais,
inibir a hialuronidase e agregar as neurotoxinas dentro do hidrogel durante sua gelificacdo. Esse
método poderia facilitar a posterior inibicdo do veneno residual quando os pacientes buscarem
atendimento médico.

Para a construcdo do hidrogel, escolhnemos CMC, polimero derivado da quitina, obtida
a partir do exoesqueleto de camardes e caranguejos. O CMC tem demonstrado aplicacdes
promissoras como agente antibacteriano, material para curativos e na medicina regenerativa
(Geng et al., 2023). Para facilitar as ligacfes imina necessarias para a formacéo do hidrogel, o
acido hialurénico modificado com um aldeido foi selecionado como segundo polimero. O acido
hialurénico também tem origem bioldgica e é amplamente utilizado em tratamentos médicos e
cosméticos. Além disso, a incorporacao de altas concentracfes de acido hialurdnico contribui
para a inibicdo da atividade da hialuronidase (Yoshino et al., 2015).

Como primeiro passo na caracterizagdo do hidrogel, foi utilizada a espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) para confirmar as modificaces do acido
hialurénico aldeidico (AHA) e a formacdo estrutural do hidrogel. O pico em 1726 ¢cm™ no
espectro de FTIR do AHA corresponde a vibragdo de estiramento da ligagdo —C=0 do grupo
aldeido (Figura 20 A). A formacdo do hidrogel ocorreu por meio de enlaces imina entre 0s
grupos aldeidos do AHA e os grupos amino do CMC, resultando no pico em 858 ¢m™ no
espectro de FTIR dos hidrogéis (Figura 21 A). A caracterizacdo morfologica do hidrogel por

microscopia eletrénica de varredura (MEV) revelou a morfologia superficial apos a gelificacéo,
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na qual se aprecia a estrutura porosa do hidrogel (Figura 21 B). Ja a capacidade de auto-
reparacao pode ser observar que a tempos de 120 s, ambas metades misturadas ja conforman
novamente uma unidade, validada pela sujeicdo da metade B com a pinca e observando-se que

a metade A fica suspensa, mostrando que os pontes imina foram formados novamente entre

ambas metades resturando a unidade (Figura 21 C)
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Figura 21. Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis. (A) Espectros de FTIR de HA, AHA, CMC e hidrogéis.

(B) Imagens de MEV (SEM) de uma secdo transversal dos hidrogéis com ampliagfes de 500x e 1000x. (C) Proceso
de auto — reparacéo.

O numero de ligacBes imina formadas entre os grupos amino e aldeido das cadeias

poliméricas de CMC e AHA (59 % de oxidacdo) determina o tempo de gelificacdo. Hidrogéis
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com uma composicdo de 5 % p/v de cada polimero se gelificaram em mais de 3 minutos,
enquanto o0 aumento na concentragdo polimérica resultou em tempos de gelificacdo mais
rapidos (Figura 22). Apoés a adicdo dos inibidores, foi observado um aumento no tempo de
gelificacdo em hidrogéis formados por concentragdes poliméricas mais baixas. Esse efeito pode
ocorrer porque a formagéo das ligagdes CMC/AHA, ja dificultada pela menor quantidade de
grupos disponiveis, é ainda mais prejudicada pela interacdo dos inibidores com as cadeias
poliméricas.

Além disso, a inclusdo de TA e EGCG proporciona maior controle sobre o tempo de
gelificacdo (Chen et al., 2022; Li et al., 2022; Han et al., 2023). Isso acontece porque 0S
polifendis interagem com o0s grupos reativos das cadeias macromoleculares, reduzindo o
namero de pontos livres disponiveis para a reticulacdo. Essa capacidade de ajustar a taxa de
gelificacdo é vantajosa, pois um tempo de gelificagdo mais lento facilita as interagdes com as
proteinas do veneno, os polifendis e a matriz do hidrogel durante o processo de gelificacéo,

permitindo que esses componentes sejam aprisionados na matriz de forma eficaz.
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Figura 22. Mapa de calor do tempo de gelificacao in vitro expresso em segundos. O tempo médio de gelificacdo
de diferentes combinages de hidrogéis com ou sem a adigdo de inibidores (INH) foi calculado ap6s incubagdo da
mistura das soluges contendo os polimeros CMC e AHA a 37 °C. Os resultados representam a média de trés

replicatas, obtidas a partir de trés experimentos independentes + desvio padrdo (DP).

Para avaliar se a matriz do hidrogel influencia as propriedades inibitdrias dos polifendis,
foram realizados testes de degradacdo. Em condices fisiologicas, apos 10 dias, os hidrogéis
sem inibidores retiveram 76 % de sua massa, enquanto os contendo inibidores retiveram 87 %
(Figura 23). Isso sugere que a presenca de inibidores retarda o processo de degradacdo sob

condicdes fisioldgicas (37 °C, pH 7,4).
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Figura 23. Degradacao dos hidrogéis em condic6es fisioldgicas. Hidrogéis formados por CMC/AHA (10 % /
10 %) com e sem suplementacdo de inibidores (1000 uM) foram incubados em PBS 100 mM (pH 7,4) a 37 °C
com agitacdo de 100 rpm. Apoés a incubagdo, os hidrogéis foram liofilizados e 0s pesos secos medidos para calcular
0 peso restante (%) utilizando a Equacao (1). Os resultados representam a média de trés replicatas, obtidas a partir
de trés experimentos independentes + desvio padréo (DP).

Avaliando a degradacdo dos hidrogéis baixo a presenca da Hyal (18,5 pg), observou-se
que apos 6 horas de incubacdo, os hidrogeis CMC/AHA (7,5 % CMC / 10 % AHA) e os
hidrogéis 10 % CMC/AHA (10 % CMC / 10 % AHA) permaneceram gelificados, com

porcentagens de degradacdo de 19,5 % e 14 %, respectivamente. Apés 24 horas, a degradacédo



81

aumentou significativamente, alcangando 84 % para o hidrogel 7,5 % CMC / 10% AHA e 55
% para 0 10 % CMC / 10 % AHA (Figura 24 A).

A adicdo de polifendis alterou o comportamento de degradacdo dos hidrogeéis. Apds 6
horas, todas as combinacfes contendo inibidores permaneceram gelificadas, indicando um
retardo na degradacdo enzimética. Apds 24 horas de incubacdo, a degradacdo foi minima,
variando entre 5 % e 8 % para os hidrogéis contendo 10 % AHA (Figura 24 B). Esses resultados
mostram que os polifendis inibem efetivamente a atividade da Hyal, o que poderia
potencialmente bloquear a biodistribuicdo do TsV, tornando este sistema de hidrogel uma

solucdo promissora para 0 primeiro socorro ap6s uma picada de escorpido (Kim et al., 2021).
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Figura 24. Degradacdo enzimatica dos hidrogéis CMC/AHA (A) e CMC/AHA/INH (B). Os hidrogéis foram
polimerizados na presenca de 18,5 pg de Hyal. Os pesos secos foram medidos apds 6 e 24 horas de incubagdo em
PBS 100 mM a 37 °C, e a degradacdo (%) foi calculada usando a Equagdo (1). Os resultados representam a média
de trés replicatas, obtidas a partir de trés experimentos independentes + desvio padrdo (DP).

Uma vez injetado, espera-se que o hidrogel absorva fluidos dos tecidos circundantes
devido a maior pressdo osmotica do microambiente. Essa absor¢do de fluido estimula a
liberacdo de componentes dentro do hidrogel, uma vez que ndo estdo fisicamente ou
quimicamente ligados as cadeias poliméricas (Davis et al., 2002; Mandal et al., 2013; Kowalski
et al., 2024). O hidrogel CMC/AHA (10 % / 10 %) atingiu o equilibrio na absorcdo de fluido
ap6s 160 minutos de incubacgdo, alcancando 62 % de absorcdo, enquanto o hidrogel

suplementado com inibidores alcangou 51 % (Figura 25).
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Figura 25. Anélise da absorg¢éo de fluidos pelos hidrogéis. Hidrogéis formulados com CMC/AHA (10 % / 10
%) e CMC/AHAJINH (10 % / 10 %) foram incubados em 100 mM PBS a 37 °C. As varia¢des no peso Umido
foram registradas ao longo de 4 horas. Os resultados representam a média de trés replicatas, obtidas a partir de trés
experimentos independentes + desvio padrdo (DP).

Os perfis de liberacdo dos inibidores foram estudados sob condi¢es fisioldgicas ao
longo de diferentes periodos. A liberacao, assim como a gelificacdo e degradacdo, depende da
densidade das ligac6es formadas entre os polimeros (Wang et al., 2024; Kowalski et al., 2024).
Nas primeiras 6 horas, 8,73 % do contetdo foi liberado dos hidrogéis CMC/AHA (10 % / 10
%), alcancando 37,6 % de liberacdo ap6s 24 horas. Em comparacdo, os hidrogéis com menor
densidade de ligagdes (CMC/AHA (5 % / 5 %)) liberaram 60 % dos inibidores em 24 horas

(Figura 26).
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Figura 26. Liberagdo de inibidores pelos hidrogéis. Hidrogeis formulados com diferentes concentragdes de
CMC/AHA suplementados com inibidores foram incubados em PBS 100 mM a 37 °C. Os inibidores liberados no
PBS ap6s 6 e 24 horas de incubacdo foram quantificados com base em uma curva de calibracdo feita com
concentragdes conhecidas de TA/EGCG. Os resultados representam a média de trés replicatas, obtidas a partir de
trés experimentos independentes + desvio padrdo (DP).

Quando os hidrogéis foram usados para captura in vitro de TsV, semelhante ao que foi
feito com Hyal, a presenca de polifendis inibiu a atividade da hialuronidase de TsV aprisionada
dentro do hidrogel. Essa inibicdo foi refletida na menor quantidade de neurotoxinas e,
consequentemente, de TsV detectada na solucdo (Figura 27). Os hidrogéis CMC/AHA
demonstraram uma liberacdo dependente do tempo, que esta relacionada a degradacdo
enzimatica do hidrogel. Os hidrogéis CMC/AHA/INH reduziram a liberacdo do veneno na
solucdo ao inibir a hialuronidase. Além disso, a reducdo na liberacdo é provavelmente devido

as interacOes dos inibidores com outros componentes do veneno.
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Figura 27. Liberacao do TsV capturado no hidrogel. Hidrogéis formulados com CMC/AHA (10 % / 10 %) ou
CMC/AHA/INH (10 % / 10 %) contendo 18,5 pg de TsV foram incubados em PBS 100 mM a 37 °C. O TsV
liberado no PBS em diferentes tempos foi quantificado por ELISA sanduiche utilizando 1gG-F(ab*).-anti-TsFGso
para quantificar o veneno liberado dos hidrogeis. Os resultados representam a média de trés replicatas, obtidas a
partir de trés experimentos independentes + desvio padrao (DP).

O hidrogel desenvolvido neste estudo demonstra a capacidade de interagir com 0s
tecidos circundantes. Suas propriedades de absor¢do de agua, medidas pela razdo do inchaco,
indicam que, ao ser aplicado na area da picada, ele pode absorver efetivamente os depositos de
veneno na pele (Wang et al., 2024). A medida que a 4gua entra no hidrogel, ela inicia a liberagdo
dos polifendis. Esses polifenois tém o potencial de interagir com 0os componentes do veneno
ndo capturados durante o processo de gelificacdo do hidrogel e com as moléculas que se
difundem para fora dele. Essa interacdo cria um ambiente inibidor na area ao redor da picada,
auxiliando na neutralizacdo dos componentes do veneno e contribuindo para um efeito

terapéutico (Kim et al., 2021; Li et al., 2023 e Zhang? et al., 2024).

Para ser utilizado como um dispositivo de primeiros socorros, a combinagéao de hidrogel
e inibidores ndo deve apresentar nenhum inconveniente ou dano ao paciente. Com esse

principio em mente, a toxicidade do dispositivo foi testada em células de linhagens de
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mamifero. Os estudos in vitro demonstraram que o hidrogel desenvolvido neste estudo ndo

apresenta citotoxicidade contra as células HaCat e L929 nas condigdes testadas (Figura 28).
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Figura 28. Ensaio de citotoxicidade em células tratadas com hidrogéis CMC/AHA/INH. (A) Células L929 ou
HaCat cultivadas em meio contendo extrato de hidrogéis CMC/AHA/INH (10 % / 10 %) por 24 ou 72 horas. (B)
Células L929 ou HaCat cultivadas em contato com hidrogéis CMC/AHA/INH (10 % / 10 %) de 5 x 2 mm por 24
ou 72 horas. Os resultados representam a média de trés replicatas, obtidas a partir de trés experimentos

independentes + desvio padrdo (DP).

Além disso, quando avaliado quanto a toxicidade in vivo em um modelo murino, ndo
foram observados sinais de toxicidade, conforme indicado pelo peso dos animais e pela analise
dos tecidos apds injecdo do hidrogel (Figuras 29 e 30). Esses achados estdo de acordo com a
biocompatibilidade bem documentada do CMC, AHA, TA e EGCG, que ja sdo amplamente
utilizados em novas terapias promissoras para diversas doencas (Song et al., 2016; Qiu et al.,

2023; Zhang et al., 2023; Mo et al., 2024; Zhang® et al., 2024; ZhangC et al., 2024).
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Figura 29. Avaliacdo da variacdo do peso corporal dos animais durante o estudo de toxicidade in vivo do
hidrogel CMC/AHA/INH. Os animais foram injetados por via subcutanea com 300 pL do hidrogel

CMC/AHA/INH ou PBS 100 mM (controle +). Os resultados representam a média de 10 replicatas * desvio padrao
(DP).
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Figura 30. Avaliacéo da toxicidade sistémica dos hidrogéis CMC/AHA/INH. Imagens de H&E dos principais

6rgéos dos grupos Controle (C, PBS 100 mM) e Hidrogel aos 15 dias (15 d) e 30 dias (30 d) ap6s a inje¢do do
hidrogel. Barra de escala = 100 um.
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Como foi comprovado in vitro, € de suma importancia que as solugdes poliméricas, ao
serem misturadas, formem um gel in situ dentro do organismo. Para verificar essa gelificagcdo
in vivo, as solucBes poliméricas (CMC e AHA/INH) foram misturadas e injetadas na regido
dorsal de camundongos SWISS (n = 3), observando-se a formacdo de uma protuberancia
globular na pele (Figura 31 A).

Dez minutos ap0s a injecdo, os animais foram eutanasiados e a pele foi removida,
confirmando a completa polimerizacdo do hidrogel (Figura 31 B). Esse resultado demonstra
que a mistura polimérica pode ser injetada no local da picada e formar rapidamente um hidrogel
in situ (Deng et al., 2017; Hao et al., 2022; Liu et al., 2022; Han et al., 2023; Zhou et al., 2023

e Wang et al., 2025), com potencial para bloquear a biodistribui¢do do veneno.

(a)

Figura 31. Gelificacéo in situ do hidrogel CMC/AHA/INH. Camundongos (n=3) da linhagem SWISS foram
injetados via subcutanea com o hidrogel. (A) Gelificagdo do hidrogel observada na pele. (B) Hidrogel gelificado
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na regido subcutanea do camundongo. O hidrogel foi diluido com 0,001% de Azul de Tripan para facilitar o
contraste.

Ap0s a caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas, avaliacdo da biosseguranca in
vitro e in vivo e andlise da injetabilidade, foi realizada a validacao funcional in vivo do hidrogel.
Como um primeiro passo exploratorio, utilizamos imunoensaios para detectar neurotoxinas, o
que nos permitiu avaliar preliminarmente a viabilidade do hidrogel como uma estratégia de
primeiros socorros para bloquear a biodistribuicdo do TsV. Paralelamente, testamos a
administracdo de inibidores em solucéo liquida, sem a combinagdo com o hidrogel.

Apds a injecdo, o TsV se distribuiu rapidamente do local de aplicacao para a circulagédo
e oOrgdos-alvo, permanecendo no organismo do animal por até 120 minutos (Figura 32).
Amostras de soro foram analisadas para quantificar o TsV circulante, enquanto os pulmdes
foram examinados como o principal 6rgao-alvo e 0s rins como a via de excre¢ao. Quando 0s
inibidores foram administrados, a biodistribuicdo do TsV ndo foi completamente bloqueada; no
entanto, os niveis de neurotoxinas circulantes e nos tecidos foram reduzidos em mais de 50%.
Isso sugere que o aumento do volume da solucdo inibidora injetada poderia melhorar sua
distribuicdo, ampliando a interacdo com o TsV e intensificando o bloqueio da biodistribuicao
do veneno.

Com a aplicacdo do hidrogel, os niveis de neurotoxinas na circulacdo foram reduzidos
em mais de 80%. Como o hidrogel foi administrado 10 minutos ap0ds a injecdo do TsV, a
hipbtese é de que o veneno detectado nos imunoensaios corresponda as moléculas que ja haviam

atingido a circulacdo e/ou os 6rgdos-alvo antes da aplicacdo do hidrogel (Figura 32).
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Figura 32. Concentragao sistémica de neurotoxinas do TsV. A quantidade de neurotoxinas circulantes (soro)
ou neurotoxinas ligadas aos tecidos (6rgaos) foi quantificada por meio de um ELISA sanduiche. Dez minutos apés
a injecdo subcutanea de 10 pg de TsV, foram injetados 200 pL do hidrogel ou de inibidores (1000 M) no mesmo
local da injecdo do veneno. Os resultados representam a média de triplicatas de trés experimentos independentes,
+ DP.

Apds testar a capacidade de bloqueio da biodistribuicéo, foi realizada uma analise mais
aprofundada dos efeitos do blogueio do TsV dentro do hidrogel. Para isso, o TsV foi marcado
com tecnécio-99m, alcancando uma eficiéncia de 98,6 + 1,1 % (depuracdo sanguinea) e 90 *
2,3 % (biodistribuicdo), tornando-o adequado para aplicacBes in vivo (United States
Pharmacopeial Convention, 2012). Junto a estabilidade da marcacédo radioativa, demonstrou
alta estabilidade tanto no plasma quanto em solucdo salina 0,9% por longos periodos (> 97 %),
indicando sua adequacgéo para os ensaios de bloqueio da biodistribuicdo em camundongos.
Além disso, o TsV marcado com tecnécio-99m manteve a atividade Hialuronidasica em 85 %

comparando como TsV ndo marcado.
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Ap0s a injecdo subcutanea de TsV — Tc — 99m, observou-se uma répida absorcao,
atingindo os niveis mais altos na corrente sanguinea por volta de 30 min, conforme esperado
(Revello et al., 1996; Oliveira-Mendes et al., 2019). Esse tempo foi estabelecido como limite
para a aplicagdo do hidrogel, considerando que, apds esse periodo, o TsV ja se dispersou do

local da picada para o organismo (Figura 33).
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Figura 33. Depuracéo sanguinea do TsV — Tc—99m. TsV — Tc — 99m foi injetado s.c. em camundongos SWISS
(6-8 semanas de idade, 22-24 g; n = 3 por grupo). Em seguida, o hidrogel + INH foi injetado no mesmo local da
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injecdo do TsV — Tc —99m, ap6s 10 (vermelho), 20 (cinza), 25 (bege) minutos apds a primeira injecdo. O grupo
controle (TsV) ndo recebeu nenhuma injecéo posterior. (A) Os niveis de radioatividade na corrente sanguinea
foram medidos em 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 e 240 minutos apds a injecdo do TsV — Tc —99m. (B) Ap6s
24 horas, o local da injec@o (pele e/ou hidrogel) foram retirados e a radioatividade medida. Todos os dados s&o
expressos como a média da porcentagem da dose injetada de TsV — Tc — 99m por grama de sangue (% ID/g) +
E.M.M. da média. Os valores representam duplicatas de dois experimentos independentes.

A aplicacdo do hidrogel resultou em menores niveis sericos de TsV — Tc — 99m, de
maneira dependente do tempo de administracdo. Quanto mais cedo o hidrogel foi injetado,
menor a quantidade de TsV — Tc — 99m detectada na circulacdo. A injecdo do hidrogel 10
min apds o veneno demonstrou o maior efeito no bloqueio da biodistribuicdo, com uma reducéo
significativa em comparacdo a administracdo apds 20 min. Além disso, ambas condicdes
apresentaram diferencas significativas em relacdo aos camundongos do grupo controle.

Ao quantificar TsV — Tc — 99m no local da injecdo, observou-se que os camundongos
que receberam o hidrogel aos 10 min preservaram mais de 60 % da 1D/g, seguidos por aqueles
que receberam a aplicacdo aos 20 min, que retiveram 30 % da ID/g. No entanto, a injecdo do
hidrogel em tempos mais tardios, como 25 min, ndo apresentou diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle (15 % da ID/g no local da injecao).

As imagens cintilograficas dos camundongos corroboraram os resultados de depuracéo
sanguinea, mostrando a dispersdo do TsV — Tc — 99m desde coxa direita para o restante do
corpo, especialmente para a bexiga, desde os 30 mint até 240 min (Figura 34). Por outro lado,
quando o hidrogel foi aplicado, a dispersdo do TsV — Tc —99m foi comprometida, sendo retida

no hidrogel e no préprio local da injecéo
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Hidrogel Controle

Figura 34. Reten¢do do TsV — Tc — 99m dentro do hidrogel em camundongos ao longo do tempo. Imagens
cintilogréficas representativas de camundongos injetados com 3,7 MBq de TsV — Tc¢ — 99m diluido em solugédo
salina a 0,9 %. O veneno foi injetado por via subcutanea na coxa direita dos animais. Dez minutos apés a injecéo,
0s animais do grupo hidrogel receberam 200 pL de hidrogel + INH, enquanto o grupo controle ndo recebeu
nenhuma injecdo adicional. Os niveis de radioatividade foram medidos 30, 60 e 240 minutos ap6s a inje¢do. As
imagens estdo pseudocoloridas de acordo com a escala de cores.
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Diversos estudos apontam que o nimero de 6rgaos nos quais 0 veneno se acumula pode
variar. Concentracoes elevadas de veneno nos rins refletem a excre¢do das toxinas, processo
que pode persistir poraté 24 horas ap6s a picada. Orgdos altamente vascularizados,
como pulmdes e coracao, sao afetados precocemente apés a inje¢do do veneno; no entanto, mais
estudos sdo necessarios para esclarecer esses mecanismos (Nunan et al., 2003; Revelo et al.,
1996 e Barros Reis et al., 2019).

A andlise dos tecidos 30 minutos ap6s a injecdo do veneno revelou altas concentragoes
de TsV — Tc—99m no grupo controle, especialmente nos rins e bexiga, refletindo a eliminagéo
renal do TsV (Figura 35 A). Esse achado indica que, nesse curto intervalo de tempo, 0 veneno
ja atingiu os tecidos (Revelo et al., 1996; Murugesan et al., 1999; Nouira et al., 2015; Oliveira-
Mendes et al., 2019). Quando o hidrogel foi aplicado 10 minutos ap6s a injecdo, 0s niveis de
TsV — Tc — 99m nesses 6rgdos foram significativamente reduzidos.

Ap6s 60 minutos, observou-se no grupo controle um aumento na captagdo de TsV — Tc
—99m no coracgdo e nos pulmdes (Figura 35 B), sendo no pulméo ate os 240 minutos (Figura
35 C), o qual esteja possivelmente relacionado aos efeitos clinicos do escorpionismo (Hering

et al., 1993; Bucharetti et al., 1996; Davila et al., 2002; Cupo et al., 2002; Matos et al., 2024).

Apdbs 240 minutos, observou-se uma redugdo nos niveis de TsV — Tc — 99m nos rins e
na bexiga no grupo controle; no entanto, esses niveis ainda permaneceram significativamente
mais elevados em comparacdo ao grupo que recebeu o hidrogel. Isso reforca a eficacia do

hidrogel na contencdo da disseminagédo do TsV pelo organismo.

A maior concentragdo de TsV — Tc — 99m no baco e no figado dos camundongos que
receberam hidrogel pode estar relacionada a degradacdo in vivo do material ou também pode
desempenhar um papel na oxidacdo e detoxificacdo de diversos compostos do veneno de

escorpido. Estudos anteriores demonstraram que, cerca de 4 horas ap6s a aplicacdo de
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hidrogéis a base de quitosana, a depuracdo do material injetado ocorre

predominantemente no figado e no baco (Ye et al., 2019; Mei et al., 2023).
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Figura 35. Biodistribui¢éo de TsV — Tc — 99m. TsV — Tc — 99m foi injetado s.c. em camundongos SWISS.
Em seguida, o hidrogel + INH foi injetado no mesmo local da injegéo de **"Tc-TsV 10 minutos apos a primeira
injecdo. O grupo controle (TsV) ndo recebeu nenhuma injecéo posterior. Niveis de radioatividade foram medidos
no coracao, figado, estdbmago, rins, bexiga, pulmdes, baco, intestinos e pele apés A) 30, B) 60 e C) 240 minutos
pos injecdo. D) Valores dos 6rgdos comparados individualmente de cordo ao tempo e ao tratamento aplicado.
Todos os dados sdo expressos como a média da porcentagem da dose injetada de TsV — Tc — 99m por grama de
tecido (% ID/g) + E.M.M. da média. Os valores representam duplicatas de dois experimentos independentes.

Com base na premissa de que a reducao da proporcdo de TsV que alcanca a circulacdo
pode minimizar as manifesta¢cdes do envenenamento escorpionico, desenvolvemos um teste de
inibicdo da letalidade para simular as condigdes de um incidente real de envenenamento. Dez
minutos apds a exposic¢do dos camundongos a 2 DLso de TsV, o hidrogel foi aplicado na regido
da picada, resultando em uma inibicéo eficaz da letalidade e proporcionando 100 % de protecdo

aos animais desafiados (Tabela 2)
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Tabela 2. Inibicdo da letalidade de TsV

TsV dose (DLs0/209) Grupo Sobreviventes/Desafiados (%)
5 ‘ Hidrogel + INH 717 (100)
‘ PBS 0/7 (0)

Dois grupos de sete animais foram desafiados com doses s.c. de 35,38 pg/ 20g animal (2DLso)
de TsV. Dez minutos apos a injecao do TsV, Hidrogel + INH (200 uL) ou 100 mM PBS foram
injetados na mesma area da injecéo do veneno. Os animais sobreviventes foram contabilizados
até 72 h apds o desafio.

Em comparagdo com os antivenenos baseados em imunoglobulinas de origem animal,
o hidrogel desenvolvido neste estudo apresenta as vantagens de ser mais simples de sintetizar
e armazenar (Leo et al., 2018). Num segundo ponto, como 0s antivenenos podem induzir
reacOes adversas, sua aplicacdo deve ser realizada exclusivamente por profissionais treinados
em hospitais ou clinicas (Bittenbinder et al., 2024; Gutiérrez, 2017; Harrisson et al., 2011;
Williams et al., 2011). Nesse contexto, o intervalo entre a picada e a administracdo do
antiveneno torna-se um fator determinante para a eficacia do tratamento — um desafio
particularmente critico em &reas rurais ou periurbanas, onde o acesso a hospitais é dificultado
pela distancia e pela falta de transporte adequado (Feitosa et al., 2015).

Como alternativas aos anticorpos, moléculas de origem vegetal tém sido investigadas
por sua capacidade de inibir toxinas de venenos. Polifendis obtidos por extracdo etandlica
demonstraram, em diversos estudos, a capacidade de inibir a toxicidade de diferentes venenos
de serpentes, quando sao previamente incubados com o veneno, conforme os protocolos da
OMS (Pithayanuku et al., 2005; Srimathi & Gurunatham, 2020; Rodrigues et al., 2019; De
Paula et al., 2010; Zhang & Li, 2017; Simas Pereira Junior et al., 2025). No entanto, tais
protocolos nédo refletem a realidade pratica do envenenamento, que é um processo continuo e

no qual ndo ha uma pré-incubagéo capaz de neutralizar a letalidade do veneno.
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Considerando que os polifendis, especialmente os taninos, possuem a capacidade de
formar complexos com proteinas (Haslam et al., 1989), vérios estudos avaliaram a aplicacéo
local de &cido tanico no mesmo local da injecdo do veneno (seja misturado ou aplicado algum
tempo ap06s) como estratégia para reduzir a letalidade. Por exemplo, Kuppusamy & Nagaratnam
observaram uma protegdo de 33 % contra 2 LDso de Crotalus adamanteus quando o acido
tanico foi injetado localmente 10 minutos apds o envenenamento. Resultados semelhantes
foram relatados para Crotalus durissus terrificus (Oliveira et al., 2021). Outro estudo,
conduzido por Leanpolchareanchai et al. com Naja naja, também reportou protecdo de 33 %
contra 2 LDso quando 600 pg de acido tanico foram aplicados localmente entre 5 e 10 minutos
apos a injecdo do veneno. Nossos resultados reforcam a utilidade dos polifenois, ja no contexto
de um envenenamento escorpionico, de poder ser aplicados in situ no area do ingresso do
veneno no corpo e poder inibir os danos sistemiscos o locais do envenenamento (Figuras 33,

35 e Tabela 2).

Outras alternativas também foram empleadas com o objetivo de retardar a absorcao
sistémica das toxinas em situacdes de primeiros socorros, o acido etilenodiaminotetracético foi
explorado para neutralizar in vivo a toxicidade das metaloproteinases dependentes de zinco
(Ainsworth et al., 2018). Além disso, O'Brien et al. sintetizaram nanoparticulas poliméricas
capazes de se ligar especificamente a fosfolipase A: presente nos venenos, demonstrando
potencial neutralizante in vitro e reducdo de necrose subcutaneain vivo. Inspirado pelo
crescente uso de metal-organic frameworks (MOFs) como materiais adsorventes, Li et al.
desenvolveram um protétipo para primeiros socorros baseado na injecéo intravenosa (acima do
local da picada) de MOFs para capturar e bloguear as toxinas, que seriam entdo absorvidas por
um hidrogel de alginato de so6dio. Quando aplicado até 5 minutos apos a injecdo de venenos
de Bungarus fasciatus e Protobothrops mucrosquamatus, esse sistema aumentou o tempo de

sobrevivéncia dos animais em até 10 horas em comparagéo ao grupo controle. No entanto, assim
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como ocorre com a administragdo de antivenenos, esse sistema combinado requer habilidades
técnicas especializadas para sua aplicacdo pratica. Além disso, questdes relevantes, como a
segurancga do uso prolongado dos MOFs no organismo humano, ainda precisam ser abordadas

em estudos futuros.

Os resultados obtidos em nosso estudo reforgam o potencial do uso de um hidrogel
funcionalizado com polifendis para inibir a letalidade induzida por venenos. Com base nos
dados de depuracdo sanguinea (Figura 33), identificamos que o intervalo ideal para aplicagdo
do hidrogel é de até 10 minutos ap6s o envenenamento, garantindo a sobrevivéncia total (100
%) dos camundongos testados. Comparativamente, o hidrogel desenvolvido neste projeto
apresenta vantagens notaveis em termos de aplicabilidade pratica, somando-se a j& reconhecida
seguranca dos polifendis, e representa uma estratégia promissora para intervencgdes rapidas em
campo. Ainda assim, outros materiais podem ser explorados futuramente para aprimorar a

seletividade, a eficacia e a seguranca dessa abordagem

Esses resultados reforcam a ideia de que, em uma situacdo real de envenenamento, a
inibicdo da hialuronidase (Girish et al., 2005; Horta et al., 2014; Sivaramakrishnan et al., 2017)
e 0 bloqueio da biodistribuicdo do veneno podem compensar 0 tempo necessario para que as

vitimas da picada busquem atendimento médico e recebam o soro anti-escorpionico.

Essa estratégia € particularmente crucial ndo apenas em areas remotas com dificil acesso
a hospitais, mas também em regides periféricas de grandes cidades. Nesses locais, 0
deslocamento até centros de referéncia, frequentemente situados nas areas centrais, pode ser
prolongado devido ao transito intenso e a deficiéncia no transporte publico (Ogunfowokan et
al.,, 2012; Rabay et al.,, 2021). Portanto, essa abordagem pode representar um avanco

significativo no tratamento do envenenamento sisttmico por animais peconhentos, uma
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condigdo que a Organizagdo Mundial da Saude considera negligenciada devido a falta de acesso

adequado a soroterapia onde ela é mais necessaria (Gutiérrez et al., 2021).
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5. Conclusoes

Neste trabalho, foram apresentadas duas estratégias biotecnoldgicas como alternativas
para o tratamento de acidentes escorpidnicos. A primeira baseia-se na utilizacdo de uma
proteina recombinante multiepitopica do veneno de Tityus serrulatus (TSMEP), com o objetivo
de desenvolver um antigeno atdxico cuja producdo ndo dependa do uso de animais para a
obtencdo de soro anti-escorpiénico, 0 unico tratamento especifico para o escorpionismo. Os
resultados demonstram que a utilizacao de epitopos lineares de células B para a criagdo de um
imundgeno quimérico recombinante multi-epitopico (TSMEP) é uma estratégia viavel para
produzir anticorpos neutralizantes do veneno. Essa abordagem pode representar um avango
significativo no desenvolvimento de uma nova geracdo de antivenenos contra Tityus spp.,
reduzindo ou até eliminando a necessidade de antigenos altamente toxicos provenientes do
veneno bruto. Além disso, a proteina recombinante multi-epitépica € uma molécula ndo toxica,
tornando-se uma alternativa mais segura no que diz respeito ao bem-estar animal na producéo
de antivenenos.

A segunda estratégia apresentada consiste no uso de um hidrogel a base de dois
biopolimeros, carboximetil quitosana (CMC) e aldeido de é&cido hialurdnico (AHA),
funcionalizado com inibidores de origem vegetal, como &cido tanico e EGCG. Para ser
empregado como uma estratégia de primeiros socorros, a formulagdo do hidrogel é baseada em
trés pilares: 1) injetabilidade e polimerizacdo in situ em ambiente fisiolégico; 2) inibi¢do da
atividade da hialuronidase escorpidnica; e 3) capacidade de captura de toxinas. Os resultados
obtidos validam a continuidade dos estudos para o desenvolvimento dessa terapia, que pode ser
aplicada in situ para impedir a dissemina¢do do veneno a partir do local da picada. Isso
proporcionaria aos pacientes tempo adicional para chegarem aos centros de saude e receberem
0 tratamento medico adequado, aumentando as chances de sobrevivéncia, reduzindo os

sintomas associados e, consequentemente, minimizando o sofrimento dos acidentados.
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6. Perspectivas

Testar a capacidade dos anticorpos anti — TSMEP de neutralizar a toxicidade in vitro de
outras espécies escorpiodnicas de interesse clinico.

Testar novos adjuvantes e outros esquemas de imunizacdo que permitam aumentar a
capacidade neutralizante dos anticorpos anti — TSMEP e reduzam o nimero de doses
aplicadas.

Utilizar a TSMEP como imund6geno na producéo de anticorpos monoclonais que possam
ser utilizados como alternativa mais eficiente e segura para 0 soro terapéutico atual.
Avaliar as condicdes de armazenamento e estabilidade ao longo prazo dos componentes
do hidrogel (polimeros e inibidores).

Caracterizar a degradacéo in vivo do hidrogel.

Testar a capacidade protetora do hidrogel como primeiro socorro frente a venenos de

aranhas e serpentes de interesse clinico.
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8. Anexos

Alinhamento das sequéncias maduras de toxinas escorpidnicas. O alinhamento foi feito no
software Benchling (Biology Software, 2024). Sequéncias positivas no mapeamento de
epitopos da TSMEP estdo ressaltados em laranja ou amarelo. As sequéncias alinhadas estdo

identificadas com 0 nome da toxina e o0 nimero de acesso do NCBI entre paréntesis.
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