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Resumo 

O escorpionismo é o acidente por animais peçonhentos mais comum no Brasil, com 

tendência de aumento devido às mudanças climáticas, especialmente em áreas densamente 

povoadas. O tratamento atual baseia-se no uso de soros heterólogos produzidos por meio da 

imunização de cavalos com o veneno bruto de Tityus serrulatus, cuja elevada toxicidade e 

complexidade de obtenção motivam a busca por estratégias alternativas. Neste projeto, foi 

desenvolvida uma proteína quimérica recombinante multi-epitópica (TsMEP), composta por 

dez epítopos lineares de células B provenientes de hialuronidase e de toxinas para canais de 

sódio dependentes de voltagem, identificados por SPOT-synthesis. A TsMEP demonstrou ser 

não tóxica, e os anticorpos produzidos em coelhos apresentaram alta reatividade em ELISA 

frente aos venenos de escorpiões brasileiros (T. serrulatus, T. bahiensis, T. obscurus, T. 

stigmurus), além de Hadruroides lunatus (Peru) e Androctonus australis hector (Norte da 

África). Ensaios de neutralização in vitro e in vivo mostraram que os anticorpos anti-TsMEP 

neutralizaram parcialmente a atividade hialuronidásica do TsV e reduziram sua letalidade em 

camundongos. 

Outro aspecto crítico do escorpionismo é o papel da hialuronidase na disseminação do veneno 

do local da picada para a corrente sanguínea e órgãos-alvo, intensificando os efeitos 

neurotóxicos. Como estratégia de primeiros socorros, foi desenvolvido um hidrogel injetável 

de polimerização in situ, composto por quitosana carboximetilada e ácido hialurônico-aldeído, 

associado a polifenóis de origem vegetal. A formulação foi projetada para inibir a hialuronidase 

do veneno de Tityus serrulatus e capturar tanto os complexos veneno-polifenol quanto toxinas 

livres durante a polimerização. Os resultados demonstraram redução significativa da circulação 

do veneno e do acúmulo em órgãos-alvo quando o hidrogel foi aplicado 10 minutos após a 

inoculação do veneno, garantindo 100 % de proteção contra uma dose letal de 2 DL₅₀ do veneno 

de Tityus serrulatus em camundongos. 



 

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

validações extensas antes de serem implementadas no manejo do escorpionismo. 

Palavras-chave: proteína recombinante; TsMEP; hialuronidase; hidrogel; anti – veneno; 

carboximethil chitosan; acido hialurônico; 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. 

TsMEP 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 LD₅₀ 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. Introdução  

 
1.1. Escorpionismo 

 

O escorpionismo é um grave problema de saúde pública principalmente em regiões 

tropicais e subtropicais entre as latitudes 50° N e 50° S, sendo a incidência global do 

envenenamento estimada em 1.500.000 casos e 2.600 mortes. Esta doença é relevante no norte 

do Saara, no Oriente Médio, México, Brasil, e na área da bacia amazônica (Guianas, Venezuela 

e norte do Brasil)1.  

No Velho Mundo, uma das áreas mais afetadas situa-se no norte de África, onde 

Androctonus australis, Androctonus mauretanicus e Leiurus quinquestriatus são as espécies 

mais perigosas no Magrebe, sendo a Tunísia o país mais afetado, com uma incidência anual de 

picadas de escorpião de 420 por 100.000 habitantes, levando a cerca de 40.000 picadas por ano 

(Lourenço, 2001; Borges et al., 2020). Não muito longe dali, em Marrocos, no interior do país, 

longe do mar, a incidência é maior que 250 em zonas rurais onde a taxa de letalidade hospitalar 

se eleva a 9 % devido ao fato de que apenas os casos graves recebem hospitalização ou ao uso 

insuficiente de antiveneno. Em contraste, regiões do sul da Argélia mantem níveis elevados de 

acidentes (1.465 picadas anuais de escorpiões por 100.000 habitantes) (Lourenço 2001). Ao sul 

do continente, A. australis, A. aeneas, Buthus occitanus e Hottentotta franzwerneri compõem 

a fauna de escorpiões potencialmente perigosa para o homem, especialmente para as crianças, 

cuja mortalidade atinge 23 % em menores de 15 anos no norte do Níger (Bucaretchi et al., 

2014). Já na África do Sul, Parabuthus granulatus é considerada a espécie mais perigosa e 

responsável pela maioria dos envenenamentos graves e mortes no país (Nencioni et al., 2018). 

Tal como na África, no Oriente Médio as espécies pertencentes aos gêneros 

Androctonus e Leiurus são consideradas as mais venenosas. As Forças Armadas israelenses 

relatam uma incidência de 1 400 picadas em 100 000 soldados operacionais (Cologna et al., 

2009), o que é semelhante às áreas rurais da Arábia Saudita, onde a incidência pode ultrapassar 
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1.000 picadas de escorpião por 100.000 habitantes. Da mesma forma, as tropas americanas 

estacionadas nesse país relataram uma incidência anual estimada de 2.400 picadas de escorpião 

por 100.000 soldados (Bertani et al., 2022). Chegando ao subcontinente indiano, Hottentotta 

tamulus é o principal escorpião envolvido nos casos de envenenamento grave, representando 

0,6 % das chamadas recebidas pelo centro nacional de venenos com sede em Nova Delhi 

(Lourenço, 2018).  

No Novo Mundo, podemos dividir o continente com base na distribuição e no domínio 

de certos gêneros. Os escorpiões do gênero Centruroides são responsáveis pelos casos 

notificados no hemisfério norte do continente. Centruroides sculpturatus é responsável por 15 

000 a 16 000 casos por ano, no sul e oeste dos Estados Unidos. Os acidentes com escorpiões 

tendem a ser mais comuns nos estados de Texas e Arizona, onde a incidência anual é de 22 

acidentes por 100.000 habitantes (Lourenço, 2008). Continuando para o sul, no México são 

encontradas 11 espécies de interesse clínico, sendo as áreas mais afetadas do país os estados do 

centro e oeste, especialmente os estados de Durango, afetado por Centruroides suffusus que é 

responsável por 2.000 picadas por ano. No estado de Morelos, acidentes causados por 

Centruroides limpidus apresentam incidência anual de 2 050 picadas por 100 000 habitantes. 

Já C. limpidus tecomanus é responsável por 1.350 picadas por 100.000 habitantes no 

estado de Colima. No México, aparentemente os acidentes têm um comportamento sazonal, 

ocorrendo no final da estação seca que acontece entre os meses de março a junho (Monteiro et 

al., 2019).  

Já na porção sul do continente, há a dominância do gênero Tityus. No norte da 

Venezuela, Tityus discrepans, Tityus caripitensis, Tityus arellanoparrai e Tityus surorientalis 

são responsáveis 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 crianças menores de 12 anos, podendo levar à morte dos acidentados (Horta et al., 2014). 

Aproximadamente 30 % dos pacientes envenenados apresentam complicações graves, com esse 

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

 

1.2. Escorpionismo no Brasil 

 

O escorpionismo, envenenamento causado pelas picadas de escorpiões, é um problema 

de saúde pública negligenciado no Brasil e, ao longo dos últimos anos, a propagação dos 

escorpiões nos centros urbanos do país está gerando um incremento acelerado das notificações. 

Segundo dados do SINAN-SUS, o número de casos confirmados por escorpionismo passaram 

de 37.370 em 2007 para 166.878 em 2019, reportando-se o crescimento no número de óbitos 

de 61 para 102 neste período (Figura 1). 

 

Figura 1. Acidentes com escorpiões notificados e mortes relacionadas no Brasil de 2007 a 2020. (A) Número 

de acidentes relatados com escorpiões ao longo dos anos para cada região. (B) Número de mortes relatadas 

relacionadas ao escorpionismo por ano para cada região. Incidência de morte por 100.000 habitantes (Guerra-

Duarte et al., 2023). 

 

No período de 2007 a 2020, a incidência das notificações por cada 100.000 habitantes 

aumentou em média 5,75 vezes em todos os estados do país. Apesar disso, os estados 

tradicionalmente afetados pelo escorpionismo como Minas Gerais (MG), São Paulo (SP) e 

Bahia (BA), mostraram um crescimento abaixo da média nacional. Estados como Maranhão 

(MA), Ceará (CE), Mato Grosso do Sul (MS), Distrito Federal (DF) e Goiás (GO) apresentaram 

um aumento de mais de 10 vezes no índice de acidentes. Esses dados refletem o processo de 
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colonização por Ts que o Centro-Oeste vem apresentando nos últimos anos. Da mesma maneira, 

observa-se um elevado aumento das notificações no Sul do país. No Rio Grande do Sul (RS), 

as notificações de acidentes com escorpiões aumentaram mais de 8 vezes, chamando a atenção 

para a vigilância e controle da propagação do escorpionismo no Brasil (Figura 2) (Guerra-

Duarte et al., 2023). 

 

Figura 2. Aumento da incidência de escorpiões entre os anos de 2007 e 2019 por estado (Guerra-Duarte et 

al., 2023). 

 

1.3. Tityus serrulatus 

 

 Cerca de 160 espécies de escorpiões, de quatro famílias diferentes, foram descritas até 

agora no Brasil (Lourenço 2001). No entanto, apenas os escorpiões da família Buthidae são 

considerados de relevância médica e os acidentes locais são causados principalmente por 

escorpiões pertencentes ao gênero Tityus. 

 O gênero Tityus possui mais de 200 espécies descritas, as quais estão amplamente 

distribuídas nas Américas Central e do Sul, e compreende escorpiões de maior importância 

médica em toda a América do Sul (Borges et al., 2015).  

 No Brasil, existem cerca de 22 espécies descritas para o gênero, mas apenas quatro delas 

são reconhecidas como as principais responsáveis 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 “escorpião amarelo”, é o responsável pelos casos 

mais graves de envenenamento no Brasil. Esses escorpiões geralmente medem de 5 a 7 cm de 

comprimento com uma coloração de pernas e pedipalpos amarelo pálido, 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 à espécie o nome de “serrulatus” (Cologna et al., 2009) (Figura 3). 

 

Figura 3. Principais características morfológicas do escorpião “amarelo” Tityus serrulatus (Bertani et al., 

2022).  

 

 Esses escorpiões apresentam uma distribuição geográfica em pelo menos 19 dos 27 

estados brasileiros (Lourenço 2018). A expansão desta espécie baseia-se na capacidade de se 

reproduzir por partenogênese e um único espécime transportado para um novo local, 

encontrando as condições adequadas, pode facilmente reproduzir-se e desenvolver uma nova 

colônia (Lourenço 2008; Monteiro et al., 2019). Além disso, os indivíduos podem sobreviver 



 22 

até 400 dias sem comida, o que contribui para a resistência necessária para sobreviver a 

deslocamentos extensos, mesmo quando os recursos são limitados. 

 

1.4. Veneno de Tityus serrulatus 

 

 O veneno de Ts é composto por diversas moléculas como muco, sais inorgânicos, lipídios, 

aminas, nucleotídeos, enzimas, inibidores de calicreína, peptídeos natriuréticos, proteínas de 

alta massa molecular, peptídeos, aminoácidos 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 são as principais responsáveis 

pelo envenenamento, sendo também as mais estudadas (Pucca et al., 2015). 

 

Figura 4. Níveis de transcrição 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 são as proteínas de cadeia longa, que geralmente têm como alvo os canais 

de sódio dependentes de voltagem (VGSC). Elas apresentam 60-76 resíduos de aminoácidos, 

enlaçados por quatro pontes dissulfeto, e podem ser subdivididas em dois grupos: α-

neurotoxinas e β-neurotoxinas, de acordo com seu modo de ação e propriedades de ligação 

(Stevens et al., 2011; Clairfeuille et al., 2019; Diochot et al., 2021). As estruturas primárias de 
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ambos os grupos de toxinas são muito semelhantes. Frequentemente, as diferenças entre as 

sequências das toxinas α e β não são maiores do que aquelas encontradas dentro de cada grupo  

(de la Vega & Possani 2007; Quintero-Hernandez et al., 2013).  

 As α-toxinas se ligam ao sítio 3 dos canais VGSC e funcionam impedindo o movimento 

para fora do segmento S4 do domínio IV do canal, diminuindo ou retardando o mecanismo de 

inativação (Martin-Euclaire et al., 2019). Este grupo de toxinas pode ser dividido em três 

subgrupos: α-m, ativo em mamíferos com baixa toxicidade contra insetos, α-i, apresentando 

alta toxicidade para insetos e as toxinas α-like, as quais são ativas tanto em mamíferos quanto 

em insetos, com preferência por insetos (Clairfeuille et al., 2019). 

 As β-toxinas se ligam ao sítio 4 dos canais NaV, especificamente à alça extracelular dos 

segmentos S3-S4 do domínio II (Ortiz et al., 2015). Essas toxinas prendem o segmento S4, 

mantendo-o na posição ativada. Essa interação induz uma mudança na dependência de 

voltagem da ativação do VGSC na direção hiperpolarizante e uma redução na amplitude do 

pico de sódio (Ortiz et al., 2015). As β-toxinas de escorpiões são classificadas em três 

categorias: βm para aquelas que atuam seletivamente nos canais VGSC de mamíferos, β-i para 

aquelas que atuam seletivamente nos canais VGSC de insetos, β-like para aquelas sem 

preferência entre os canais VGSC de mamíferos e insetos (de la Vega & Possani 2007). 

 Entre as toxinas mais importantes do TsV temos a Ts1 (β-neurotoxina), Ts2 e Ts3 (α-

neurotoxinas) (Barhanin et al., 1982). Ts1 é a principal toxina no TsV, demonstrando uma das 

maiores afinidades para os canais VGSC de mamíferos e insetos já observadas entre as 

neurotoxinas de escorpiões (Kd = 80 pM para canais VGSC de mamíferos e insetos). A estrutura 

da Ts1 é composta por 61 aminoácidos (6,8 kDa) com estrutura predominante de folhas β, 

seguidas por estrutura não ordenada e α-hélice. Essa toxina é muito ativa entre pH 4,5-7,5, 

sendo inativada em pH 11,5. Ts1 influencia a cinética de ativação deslocando 
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consideravelmente o ponto médio de ativação desses canais para potenciais mais negativos, 

causando sua abertura em potenciais de repouso (Barhanin et al., 1982). 

 Ts2 (64 aminoácidos e 7,18 kDa) tem três cadeias β e uma α-hélice, e está disposta em 

uma forma triangular formando um motivo α-hélice estabilizado por cisteína e sua sequência 

de aminoácidos exibe 72 % de identidade com a estrutura primária de Ts1 (Cologna et al., 

2012). Além dessa semelhança, a Ts2 desempenha o papel de α-toxina inibindo a inativação de 

NaV (Cologna et al., 2012). Essa toxina induz alterações neurológicas relacionadas a 

convulsões, descargas epilépticas moderadas e perda neuronal (Sandoval & Lebrun, 2003). 

Além disso, estimula a produção de TNF-a, IL-10 e inibe a liberação de óxido nítrico (Zoccal 

et al., 2011 & 2013). 

 Ts3 é uma α-toxina que contém 62 resíduos de aminoácidos, massa molecular de 7,2 kDa 

e apresenta quatro pontes dissulfeto (Possani et al., 1999). Essa toxina liga-se ao sensor de 

voltagem do domínio IV do VGSC e retarda sua inativação rápida. A ação sobre os VGSC 

induz a liberação de catecolaminas, acetilcolina, óxido nítrico, ácido gamaaminobutírico, 

aspartato e glutamato (Cologna et al., 2009; Bordon et al., 2015) 

 No TsV também são encontrados componentes enzimáticos como as hialuronidases, que 

constituem um grupo de enzimas que catalisam a degradação do ácido hialurônico, um 

polissacarídeo de alta massa molecular, da matriz extracelular, localizado principalmente nos 

tecidos conjuntivos moles. Essas enzimas são produzidas por uma variedade de organismos 

patogênicos, estando presente nos venenos de cobras, invertebrados, peixes e células tumorais 

(Vaucel et al., 2020).  

 Do ponto de vista do envenenamento, as hialuronidases individualmente não são tóxicas. 

Essas enzimas são consideradas fatores de disseminação, uma vez que facilitam a difusão das 

toxinas nos tecidos, catalisando a hidrólise dos glicosaminoglicanos nos tecidos conjuntivos, 

contribuindo assim para o envenenamento sistêmico (Khattabi et al., 2011). Como resultado da 
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atividade enzimática, a degradação dos glicosaminoglicanos produz pequenas moléculas pró-

inflamatórias, pró-angiogênicas e imunoestimulantes, induzindo processos fisiológicos e 

patológicos que promovem um envenenamento sistêmico ainda mais rápido Albuquerque et al., 

2018). 

 As hialuronidases de Tityus serrulatus podem ser divididas em duas isoforams: TsHyal-

1 com 44,5 kDa e pI 8,75; e TsHyal-2 com 44,9 kDa e pI 9,17, ambos apresentam 12 resíduos 

de cisteína (formando 6 ligações dissulfeto), comuns a todas às hialuronidases aracnídicas, 

apresentando 91 % de similaridade e 83 % de identidade com 66 resíduos diferentes (Horta et 

al., 2014 e Kularatne et al., 2015). Purificar esta enzima a partir de TsV, permitiu usá-la como 

imunógeno na produção de soro anti-hialuronidase, o qual foi capaz de inibir e retardar a morte 

de camundongos após injeção de uma dose letal de TsV, confirmando assim a influência da 

hialuronidase na letalidade de TsV (Horta et al., 2014). Baseado nessa descoberta, Oliveira-

Mendes et al., (2019) avaliaram a neutralização da atividade hialuronidase em diferentes tempos 

após injeção de TsV, obtendo um atraso na biodistribuição do veneno para órgãos-alvo e seu 

acúmulo na corrente sanguínea.  

 Diante disso, acredita-se que a neutralização da atividade hialuronidase e bloqueio da 

biodistribuição de TsV, poderiam ser utilizados como estratégia de tratamento de primeiros 

socorros em situações reais de envenenamento, onde a demora na biodistribuição do veneno 

poderia aumentar o tempo para que as vítimas procurem atendimento médico, especialmente 

em locais remotos e de difícil acesso a hospitais. 

 Em conjunto, as toxinas aqui mencionadas são responsáveis pelos sintomas clínicos do 

escorpionismo, o qual é caraterizado pela presença 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, piloereção e sudorese. Essa é a principal queixa que motiva à 

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 três horas em média após a picada, o veneno 

começa a causar as manifestações sistêmicas da doença, devido à excitação simpática e 

parassimpática e aparecem manifestações como hipo ou hipertermia e sudorese profunda 

(Siqueira-Batista et al., 2004). Os pacientes apresentam distúrbios no trato gastrointestinal - 

como náuseas e vômitos, sialorreia, dor abdominal e diarreia - alterações cardiovasculares como 

bradicardia ou taquicardia, hipotensão ou hipertensão arterial sistêmica, arritmias e 

insuficiência cardíaca congestiva, que podem causar edema agudo de pulmão, que por sua vez, 

podem agravar outras manifestações respiratórias, como taquidispnéia. Além disso, as 

complicações neurológicas 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, há relatos de óbitos decorrentes do acidente 

escorpiônico, cuja causa mais comum é a insuficiência respiratória associada a choque 

circulatório, agravada por desidratação e alterações do equilíbrio hidroeletrolítico (geralmente 

relacionadas a vômitos exacerbados). Além da idade, peso, estado de saúde do paciente e a 

presença de doenças crônicas pré-existentes, a análise médica do local da picada e do estado 

global do paciente é extremamente importante na tomada de decisões dos professionais de 

saúde, principalmente em relação à via de administração de tratamentos paliativos ou à 

utilização do soro anti–escorpiônico específico (Baldini et al., 2010; Fernandes-Barbosa et al., 

2022). 

1.5. Tratamento 

 

 A produção de soro antiescorpiônico no Brasil teve início em 1915, quando Maurano et 

al., (1915) produziu o primeiro soro antiescorpiônico contra T. bahiensis. Lamentavelmente, os 

anticorpos produzidos não foram eficazes em neutralizar a toxicidade do veneno. Somente dois 

anos depois foi possível obter um antiveneno eficaz, quando Vilela (1917) o produziu em 

equinos contra o veneno de Ts e, um ano depois, a produção de antiveneno contra escorpiões 
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brasileiros atingiu níveis de larga escala (Lucas 2003). Nessa época, todo o plasma era usado 

como soro antiescorpiônico. Posteriormente, as imunoglobulinas foram purificadas para 

prevenir efeitos adversos associados às outras moléculas heterólogas provenientes do soro. 

Atualmente, os antivenenos escorpiônicos produzidos pela Fundação Ezequiel Dias (FUNED) 

e pelo Instituto Butantan são compostos por IgGs purificadas que são submetidas à 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 Saúde, subdivide o 

acidente escorpiônico em 3 categorias de acordo com as manifestações clínicas presentes no 

paciente:  

 Leve: caraterizado pela presença de dor e parestesia locais, não necessitando de 

tratamento específico com soro antiescorpiônico. 

Moderado, dor local intensa associada a uma ou mais manifestações, como náuseas, vômitos, 

sudorese, sialorreia discretos, agitação, taquipneia e taquicardia, recomenda-se de 2 a 3 ampolas 

de soro via intravenosa. 

 Grave: além das manifestações citadas na forma moderada, destaca-se também vômitos 

profusos e incoercíveis, sudorese profusa, sialorreia intensa, prostração, convulsão, coma, 

bradicardia, insuficiência cardíaca, edema pulmonar agudo e choque, sendo recomendado de 4 

a 6 ampolas de antiveneno via intravenosa. 

 Juntamente com a administração da soroterapia, é recomendado o uso de lidocaína 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 distúrbios hidroeletrolíticos e acidobásicos, devem ser 

tratados de acordo com as medidas apropriadas a cada caso. 
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 Já para as manifestações sistêmicas, especialmente em crianças (casos moderados e 

graves), os pacientes devem ser mantidos em regime de observação continuada das funções 

vitais, objetivando o diagnóstico e tratamento precoce das complicações. 

1.6. Alternativas ao tratamento 

 

 Os antivenenos atualmente utilizados em humanos são de origem equina e, embora 

tenham se mostrado geralmente eficazes e seguros, apenas uma parte dos anticorpos presentes 

nesses antivenenos tem valor terapêutico, pois a presença de imunógenos não tóxicos nos 

venenos utilizados para imunização pode levar à produção de anticorpos terapeuticamente 

irrelevantes no soro do animal imunizado, além de outros anticorpos direcionados a antígenos 

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).  

 Diferenças individuais também são observadas nas respostas imunes dos animais 

produtores, levando a variações entre os lotes produzidos (Rodriguez-Rodriguez et al., 2016). 

Não se pode ignorar que o veneno por si só exerce efeitos tóxicos nos animais produtores 

(cavalos), comprometendo sua qualidade de vida (Theakston et al., 2003). Além disso, devido 

às ínfimas quantidades de veneno que podem ser extraídas dos escorpiões, a produção de 

antissoros depende de um processo de coleta de veneno laborioso, no qual é necessário triar 

muitos escorpiões para obter quantidade suficiente de veneno para os ciclos de imunização 

(Lautsten et al., 2016b).  

 Esses desafios podem ser contornados através de implementar técnicas biotecnológicas 

para não apenas para obter antivenenos mais seguros e eficazes, mas também para estabelecer 

processos de produção mais sustentáveis e independentes tanto de venenos quanto de animais 

(Rodriguez et al., 2015; Lautsten et al., 2016b). 
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Como um segundo ponto, conhecendo-se a rápida biodistribuição do veneno de 

escorpião pelo corpo, o tempo para conseguir atendimento médico específico é de extrema 

importância. Diante isso, desenvolver uma nova estratégia complementar que reduza a 

biodistribuição do veneno e aumente o tempo do paciente até conseguir tratamento médico 

específico seria de grande utilidade para reduzir as complicações dessa doença e controlar o 

envenenamento sistêmico. 

 O desenvolvimento de alternativas ao tratamento complementar, pode ser direcionado à 

natureza, a mais antiga fonte de compostos naturais para o desenvolvimento de novos 

medicamentos. Muitas espécies de plantas evoluíram com a produção de moléculas bioativas 

para interagir com organismos dentro dos seus ecossistemas, seja como forma de defesa contra 

a predação ou como meio de favorecer a reprodução. Ao longo da história humana, 

medicamentos provenientes de uma infinidade de plantas e fungos têm sido utilizados por 

inúmeras culturas em todo o mundo. A criação de produtos farmacêuticos inspirados em 

compostos ou produtos naturais, ainda é a forma mais testada na descoberta de novos 

medicamentos (Butler et al., 2004; Espino – Solis et al., 2009). 

1.6.1. Peptideos sintéticos e proteínas recombinantes 

 

 Por meio de síntese química e técnicas de DNA recombinante, peptídeos e proteínas 

recombinantes são alternativas a serem utilizadas como imunógenos para tentar alcançar 

sustentabilidade e maior eficiência na indústria produtora de antivenenos. Chávez-Olórtegui e 

colaboradores (2002) demonstraram que anticorpos gerados pela imunização utilizando 

peptídeos sintéticos dos resíduos 1–15 e 49–63 da proteína não-tóxica 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 epítopos contínuos das toxinas TsNTxP e Ts3 e 

encontraram duas regiões antigênicas principais nas extremidades N e C de ambas as 
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sequências. Os quatro peptídeos identificados foram acoplados com KLH e utilizados para 

imunizar coelhos, obtendo-se um soro capaz de neutralizar 58,5 % da letalidade de 2 DL50 de 

TsV. Além disso, os anticorpos antipeptídeos apresentaram alta reatividade cruzada contra o 

TsV, e reatividade média frente a T. bahiensis, T. obscurus, T. stigmurus e Centruroides 

sculpturatus.  

 Dando continuidade ao mapeamento de epítopos, Machado de Avila et al., 2004, 

examinaram a localização de epítopos reconhecidos por anticorpos anti-TstFG50 (fração tóxica 

do veneno de Ts) nas sequências das toxinas Ts1, Ts2 e Ts3. Foram encontrados 15 resíduos 

na região C-terminal para cada uma das toxinas, sendo provável que os anticorpos apresentem 

propriedades neutralizantes, uma vez que essa região identificada é parte do "sítio ativo" das 

neurotoxinas escorpiônicas (Polykarpov et al., 1999; Gurevitz et al., 2001).  

 Junto aos epítopos lineares, epítopos conformacionais podem ser utilizados de forma 

alternativa ao veneno total. Em 2010, Guerra-Duarte et al., mapearam epítopos conformacionais 

na proteína TsNTxP obtendo um maior reconhecimento imunogênico nos resíduos 1–8 e 46–

54. Esses resíduos estão distantes na estrutura primária, mas na estrutura tridimensional da 

TsNTxP formam um epítopo descontínuo na superfície dessa proteína. Ao serem utilizados 

como imunógenos, os anticorpos produzidos foram capazes de neutralizar em 50 % a letalidade 

de 2,8 DL50 de TsV. 

 Dessa forma, a proteína TsNTxP surge como forte candidata à produção de antivenenos 

a serem utilizados no tratamento de picadas de escorpiões. No entanto, a imunização de cavalos 

com proteínas purificadas a partir do veneno bruto apresenta desafios significativos, devido a 

quantidade de material necessário. 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 imunização, estimulou a produção 

de anticorpos capazes de reconhecer a fração TstFG50 e o veneno bruto, com capacidade de 
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proteção de 75 % contra 2 DL50 de TsV, demonstrando a utilidade desta proteína recombinante 

para o desenvolvimento de novos esquemas de imunização. Buscando aumentar a qualidade 

dos anticorpos neutralizantes, Mendes et al., (2008) produziram duas formas recombinantes não 

tóxicas da toxina Ts1 nativa. Essas proteínas, presentes em corpos de inclusão, foram utilizadas 

como imunógenos, a fim de reduzir o tempo e custo de purificação,  

  Por outro lado, o maior rendimento de expressão de Ts1(2) (30 % maior que Ts1(1)) e a 

maior estabilidade da toxina durante a manipulação favoreceram seu uso. Os anticorpos 

neutralizantes produzidos forneceram proteção contra 2 DL50 de TsV de 50 % e 75 % para soro 

anti - Ts1(1) e anti - Ts1(2), respectivamente. Com estes estudos, foi demonstrado que as formas 

recombinantes de toxinas do veneno produzem eficientemente antissoro contra o veneno do 

escorpião. Os resultados de ensaios neutralizantes utilizando anticorpos obtidos através da 

imunização com proteínas recombinantes não tóxicas, em combinação com os resultados 

obtidos com peptídeos sintéticos, podem ajudar a identificar antígenos eficazes, que não 

requerem o uso de veneno bruto, melhorando a produção de antisoros. 

1.6.2. Tratamento emergencial 

 

A utilização de plantas medicinais para minimizar o efeito do envenenamento por animais 

peçonhentos, é uma prática milenar, de diversas culturas. Diferentes compostos bioativos já 

foram identificados e demonstrou-se sua atuação na inibição de toxinas presentes nos venenos 

(Knox et al., 2024). Dentro das diferentes moléculas de origem vegetal, encontramos os 

polifenóis, compostos fenólicos encontrados em diversas fontes vegetais, apresentando 

múltiplas propriedades benéficas para a saúde humana (Orsolic et al., 2020; Perez-Torres et al., 

2021; Pontes et al., 2021). Além disso, estudos demonstram que os polifenóis apresentam 

atividade inibitória dos efeitos locais e sistêmicos causadas pelas toxinas do veneno (Kumar & 

Goel 2019; Cardoso et al., 2020; Rashmi et al., 2020; Salvador et al., 2019). Apresentam 

também potenciais benefícios para a saúde e podem ser extraídos de fontes naturais abundantes, 
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o que os tornam acessíveis para estudo e desenvolvimento de novos tratamentos com baixo 

custo de produção (Cesar et al., 2019). 

 Dentro das moléculas polifenólicas com atividade inibitória comprovada, destacam-se os 

flavonoides, metabólitos secundários encontrados em frutas, vegetais e certas bebidas. Os 

flavonoides têm capacidade antioxidante, anti-inflamatória, antimutagênica e anticancerígena, 

juntamente com sua capacidade de modular a função de enzimas celulares essenciais (King & 

Young, 1999). Ao serem utilizados no tratamento de acidentes com venenos de animais, 

apresentaram capacidade inibitória tanto contra toxinas isoladas, como contra venenos brutos 

de diferentes serpentes dos gêneros 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 (Ilex 

paraguariensis), que é capaz de inibir in vitro a atividade miotóxica de fosfolipases isoladas do 

veneno de Crotalus durissus (Gómez-Betancur et al., 2016). 

 Outro grupo representativo de moléculas polifenólicas, são os taninos representados pelo 

ácido tânico (TA), um tanino hidrolisável presente em diversas fontes naturais como uva, chá 

verde, café, entre outros. Conhecido pela sua capacidade adstringente, o TA também exibe uma 

infinidade de benefícios medicinais, como efeitos anticancerígenos, antioxidantes, anti-

inflamatórios e neuroprotetores. O TA demonstrou capacidade inibitória contra hialuronidases, 

metaloproteases e fosfolipases envolvidas em efeitos hemorrágicos, 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 característica dos polifenóis é a quantidade dos grupos hidroxila, carboxila e anéis 

fenólicos que permitem uma fácil interação com biopolímeros e macromoléculas mediante 

ligações amida, tióis e aminas (Sai et al, 2012). Isso permite sua funcionalização com polímeros 

naturais como o carboximetilquitosan (CMC). Esse polímero semiprocessado é derivado da 
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deacetilação da quitina e posterior introdução de um grupo carboximetil e é ampliamente 

utilizado por ter as características de biocompatibilidade, biodegradabilidade, não toxicidade, 

atividade antimicrobiana, baixa imunogenicidade, baixo custo e acessibilidade (Moosavy et al., 

2023), tornando-se um importante recurso no desenvolvimento de novos biomateriais para 

regeneração óssea, adesivos para a pele, curativos para feridas e carreamento de medicamentos 

(Hong et al., 2023). 

Um dos novos biomateriais com promissora aplicação na área biomédica são os 

hidrogéis, redes tridimensionais de polímeros reticulados, que podem absorver e reter grandes 

quantidades de água e se caracterizam pelas suas propriedades ajustáveis e métodos versáteis 

de fabricação (Paulo et al., 2009). O uso dos hidrogéis é encorajado pela possibilidade de que 

os componentes precursores possam ser injetados através de uma seringa padrão e gelificados 

localmente (Wang et al., 2020). Sendo assim, os procedimentos de implantação são de menor 

custo e reduzem o desconforto do paciente, permitindo um tratamento universal que não 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 cicatrização de feridas é uma das áreas biomédicas 

que está utilizando esta estratégia para desenvolver hidrogéis formados in situ feitos de uma 

combinação entre polifenóis e polímeros naturais como CMC, ácido hialurônico, alginato de 

sódio, amido, entre outros, para desenvolver novas terapias e tratamentos de nova geração (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 escorpiônico. 

Portanto, nesse trabalho são apresentadas duas estratégias biotecnológicas inovadoras: a 

primeira baseia-se na utilização de uma proteína recombinante não toxica (TsMEP) como 

imunógeno na produção de soro anti–escorpiônico, tentando reduzir o uso de veneno bruto e 

aumentar a qualidade de vida dos animais produtores; a segunda abordagem é baseada na 
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combinação de inibidores de natureza polifenólica com polímeros naturais, com capacidade de 

formar hidrogéis in situ no local da picada do escorpião, que podem bloquear a biodistribuição 

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 biotecnológicas para o tratamento dos acidentes 

escorpiônicos. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

2.2.1. Desenvolver e caracterizar uma proteína recombinante multi-epitópica 

(TsMEP) como candidata a antígeno para a produção de antiveneno 

contra Tityus serrulatus. 

 Construir e obter a proteína rTsMEP em sistema de expressão procarioto. 

 Caracterizar biologica e imunologicamente a proteína rTsMEP. 

 Avaliar a capacidade neutralizante dos anticorpos produzidos mediante o uso da 

proteína rTsMEP como imunógeno. 

2.2.2. Desenvolver um hidrogel injetável funcionalizado com polifenóis como 

primeiro socorro para o tratamento in situ de picadas de escorpião. 

 Avaliar a capacidade inibitória de moléculas polifenólicas sobre a atividade 

enzimática de Hialuronidase bovina, como prova de conceito. 

 Avaliar a capacidade inibitória de moléculas polifenólicas sobre a atividade 

hialuronidásica do veneno de Tityus serrulatus.  

 Desenvolver e caracterizar um hidrogel para transporte dos inibidores de 

hialuronidase. 

 Demostrar a segurança do sistema desenvolvido mediante ensaios in vitro e in vivo. 

 Validar a estratégia desenvolvida avaliando o bloqueio da biodistribuição 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 Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Coelhos New 

Zealand (3 kg) foram obtidos da Escola de Medicina Veterinária da UFMG, Brasil. Os animais 

foram alojados no Biotério do Departamento de Bioquímica e Imunologia, ICB, onde 

receberam alimentação ad libitum, acesso contínuo a àgua e foram mantidos em condições 

ambientais controladas. O protocolo experimental foi previamente aprovado pelo Comite de 

Ética na Experimentação Animal da UFMG (163/2023; 21/2024 e 129/2024-CEUA/UFMG). 

Veneno das espécies de escorpiões T. serrulatus, T. bahiensis e T. fasciolatus foram obtidos 

do acervo de venenos de nosso laboratório (Labimq). Veneno do escorpião peruano 

Hadruroides lunatus foi doado pelo Centro Nacional de Producción de Biológicos 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 Glória S. Gomes da Universidade Federal do 

Pará, Belém e Universidade de Feira de Santana, Bahia, Brasil, respectivamente. Veneno do 

escorpião norte africano Androctonus australis hector foi doado pelo Laboratoire de Biochimie 

et Biologie Moléculaire, Faculté de Médecine, Marseille, França.  

O veneno de escorpiões adultos foi obtido mediante estimulação elétrica dos télsons, e 

posteriormente misturado, liofilizado e armazenado a – 20 °C. Antes de ser utilizado, o veneno 

foi solubilizado em água deionizada e a concentração proteica foi quantificada utilizando o 

método de Lowry (Lowry et al., 1951). 

O soro anti – TsV foi obtido do acervo de anti-venenos do Labimq. Esse soro foi previamente 

produzido mediante a imunização de coelhos New Zealand com TsV.A carboximetilquitosana 

(grau de deacetilação 90 %) foi adquirida da Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA. O sal de 

ácido hialurônico (HA, 99 %, PM 15.000 -18.000 kD), hialuronidase de testículo bovino (Hyal), 
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brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB, ≥ 99 %), etilenoglicol (≥ 99 %), acetato de sódio 

(C2H3NaO2), hidróxido de sódio (NaOH), periodato de sódio (NaIO4, ≥ 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 difeniltetrazólio, galato de epigalocatequina, ácido gálico, ácido tânico, 

quercetina, dimetilsulfóxido (DMSO), SnCl2.H2O, 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 μm foram adquiridos da Gibco, 

Thermo Fisher, MA, EUA. Placas de 96 poços foram adquiridas da Sarstedt, Nümbrecht, 

Alemanha. Anti – 6X – His Tag – HRP foi adquirido na Invitrogen, MA, EUA. O isopropyl-β-

D-thiogalactopyranoside (IPTG), foi adquirido da PROMEGA, WI, EUA e o coomassie 

Brilliant Blue G-250 e a membrana de nitrocelulose de 0,22 μm foram adquiridos da Bio-Rad, 

CA, EUA. 

3.2. Desenvolver e avaliar uma proteína recombinante multi-epitópica (TsMEP) 

como candidata a antígeno para a produção de antiveneno contra Tityus 

serrulatus. 

3.2.1. Desenho e construção da proteína quimérica recombinante (TsMEP) 

A proteína recombinante TsMEP foi desenhada utilizando epítopos de neurotoxinas de 

canais de sódio dependentes de voltagem (VGSC) e da enzima hialuronidase; previamente 

identificados por Maria et al., (2005) e Horta et al., (2014), respectivamente. TsMEP contém 

três epítopos da toxina Ts1 (KEGYLMDHEGCKLSS, IRPSGYCGRESGIKK e 

LPNWVKVWDRATNKS); dois epítopos da toxina Ts2 (CDGYSKTHLKASSGY e 

PDHIKVWDYATNKC); três epítopos da toxina Ts3 (KKDGYPVEYDMSAYI, 
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WNYDNAYSDKLSKDK e GLPDSEPTKTNGKCK) e dois epítopos da enzima Hialuronidase 

(IYPYINYILPGTNQTVPAMDF e NITKFVPNPNFNGVGVIDWEAWRPS). A sequência de 

aminoácidos foi convertida em sequência de nucleotídeos, utilizando dois códons de glicina 

como espaçadores entre cada um dos epítopos, para ser posteriormente otimizada, sintetizada e 

inserida no vector de expressão pET 28 b (+) pela empresa Biomatik. A cepa de Escherichia 

coli Rosetta 2 (DE3) foi transformada com o vetor e as colônias positivas forma selecionadas 

utilizando o antibiótico canamicina. 

3.2.2. Expressão e purificação da TsMEP 

Uma colônia 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 μg/mL de canamicina. 

A cultura foi incubada a 37 °C, 180 rpm de agitação até atingir a densidade ótica de 0,6 a 600 

nm. Atingido esse ponto, a expressão foi induzida pela adição de IPTG na concentração final 

de 1 mM, e a incubação prosseguiu por mais 3 h a 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 

tampão de lise (Ureia 8 M, Na2HPO4 10 mM, NaH2PO4 3 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 

30 mM; pH 7,4) suplementado com 10 mM de PMSF e 100 μg/mL lisozima. As células 

ressuspendidas foram submetidas a três ciclos de congelamento em nitrogênio líquido 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 

suspensão foi centrifugada a 10 000 xg a 4 °C por 20 minutos.  A expressão da TsMEP no 

sobrenadante obtido foi analisada mediante eletroforeses em gel de poliacrilamida sob 

condições redutoras.   

Após a extração de proteínas, a fração resultante foi purificada por cromatografia de 

afinidade utilizando colunas de níquel HP HisTrap™ e o sistema Akta start. Inicialmente, a 

coluna (5 mL) foi equilibrada com 25 mL de tampão 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 µm) foi adicionado a 

coluna em fluxo de 0,5 mL/min. Após a passagem de todo o material, a coluna foi lavada com 

tampão de lise até a absorbância a 280 nm atingir o nível basal. Para eluir a proteína, um tampão 

de eluição (Na2HPO4 10 mM, NaH2PO4 3 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 500 mM; pH 7,4) foi 

usado e as proteínas liberadas foram fracionadas. As eluições contendo TsMEP obtidas da 

purificação foram misturadas e dialisadas contra PBS 100 mM, utilizando uma membrana com 

poro de 1 kDa. Após a diálise, as amostras foram quantificadas utilizando o método de Lowry 

(Lowry et al., 1951), e posteriormente armazenadas a - 20 °C. A TsMEP purificada e os extratos 

bacterianos com ou sem indução da expressão proteica foram analisados utilizando SDS-PAGE 

a 15 %, sob condições redutoras.  

3.2.3. Caracterização biológica da TsMEP 

3.2.3.1. Citotoxicidade 

Para a análise do potencial citotóxico 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 % CO2 a 37 °C). As 

células foram plaqueadas em placas de 96 poços a uma concentração de 1 x 104 células/poço e 

incubadas por 24 h a 37 °C. No seguinte dia, o meio de cultura foi removido e diferentes 

concentrações de TsMEP ou TsV (80 - 0,625 μg/mL) diluídos em DMEM, foram adicionadas. 

Após 24 h de incubação, o meio de cultura foi substituído por DMEM contendo 10 % Alamar 

Blue® (Nakayama et al., 1997; Lopes de Souza et al., 2019). Células incubadas com DMEM 

sem adição de TsV ou TsMEP foram consideras como 100 % de viabilidade e os poços sem 

conteúdo celular foram considerados como controle negativo. Após 3 h de incubação, a 

fluorescência foi determinada a 540 nm de excitação e 590 nm de emissão no fluorímetro 

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

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) =
𝐹𝑠 − 𝐹𝑛

𝐹𝑝 − 𝐹𝑛
 𝑥 100 

 

Onde, Fs é a fluorescência das amostras; Fn é a fluorescência do controle negativo (somente 

DMEM) e Fp é o controle positivo (células não tratadas, 100% de viabilidade). O ensaio foi 

realizado em três 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 µg de TsMEP diluída 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 hialuronidásica 

Para determinar a atividade hialuronidásica foi seguido o protocolo descrito por Horta et al. 

(2014) com algumas modificações. Curvas de diluição de 10 µg a 2.5 µg de TsMEP ou uma 

concentração fixa de 2,5 µg de TsV foram preparadass e incubadas em tampão acetato 

(C2H3NaO2 200 mM e NaCl 150 mM; pH 6,0) com 12,5 μg de acido hialurônico (HA) em 

volume final de 250 μL. Como controle, foi feita uma curva com 5 pontos de concentrações 

conhecidas de HA, correspondendo a 0 %, 25 %, 50 %, 75 % e 100 % de HA (12,50; 9,38; 6,25; 

3,13 e 0 μg de HA), em volume final de 250 μL. As amostras foram incubadas a 37 °C por 

15 min. Finalizada a incubação, 500 μL de solução 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 imunização 

Coelhas adultas foram utilizadas como animais produtores de anticorpos anti – TsMEP. 

Após a coleta de soro pré – imune (PI), dois animais receberam uma injeção subcutânea (s.c.) 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nitrogen-mustard
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de 200 μg de TsMEP utilizando Montanide como adjuvante. Após a primeira injeção, foram 

administradas 16 boosters em intervalos de 14 dias com a mesma dose de TsMEP (200 μg) em 

adjuvante Montanide. Amostras de sangue foram coletadas 1 semana após a quarta, décima 

segunda e décima sexta dose.  

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

3.2.5.1. ELISA indireto 

Após o término das imunizações, testou-se a reatividade do soro imune por ELISA, como 

descrito por Chavez-Olórtegui et al., (1991). Resumidamente, placas de ELISA foram 

sensibilizadas com 100 μL de uma solução a 5 μg/mL de TsV ou TsMEP diluídos em 0,02 M 

tampão carbonato pH 9,6, e incubadas durante a noite a 4 °C. Após o bloqueio (2 % caseina em 

100 mM PBS) e lavagem das placas (PBS 100 mM- 0,01 % Tween 20), o soro de coelhas PI 

ou hiperimunes foi adicionado (diluições seriadas de 1/100 a 1/12 800) e as placas foram 

incubadas por 1 h a 37 °C. Após a lavagem, o anticorpo secundário anti – IgG de coelho 

conjugado com peroxidasse (HRP) diluído 1/30 000 foi adicionado e incubado por 1 h a 37 °C. 

A reação foi observada pela adição de 0.2 μg/mL de OPD por 30 min a temperatura 

ambiente. A reação foi interrompida pela adição de H2SO4 80 mM, sendo a absorbância 

determinada a 490 nm. Todas as medições foram feitas em triplicata.  

Outro ELISA, utilizando as mesmas condições, foi feito para determinar a reatividade 

cruzada do soro anti- TsMEP contra o veneno dos escorpiões T. bahiensis, T. obscurus, T. 

stigmurus, Androctonus australis e Hadruroides lunatus. 

3.2.5.2. Western blot 

Amostras contendo 10 μg de TsV ou TsMEP foram solubilizadas em condições redutoras e 

submetidas a SDS-PAGE utilizando gel de separação a 15 % a 150 V por 1 hora. Após a 

eletroforese, as proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose de 0,22 μm que 

foi então bloqueada (PBS 100 mM – 0,3 %Tween 20) por 1 h, seguida de incubação com soro 
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PI (1/100), anti – TsMEP (1/500), anti – TsV (1/100); anti – 6X – His Tag – HRP (1/5000) ou 

antiveneno de uso terapêutico (SAV) (1/1000) por 1 h a temperatura ambiente. As membranas 

foram lavadas e incubadas novamente por 1 h com o correspondente anticorpo secundário 

diluído 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,). Após múltiplas lavagens, foram adicionados os substratos 

cromogêneos (3,3′-diaminobenzidine tetrahydrochloride 1,38 mM e chloronaphthol 1,39 mM) 

e H2O2 2,7 mM (Alvarenga et al., 2003) para gerar a aparição visual das bandas proteicas 

reconhecidas. 

3.2.5.3. SPOT síntese e imuno ensaio  

Foi preparada por SPOT síntese uma membrana de celulose contendo 58 pentadecapeptídeos 

sobrepostos por 3 resíduos cobrindo toda a sequência primária da TsMEP com o objetivo de 

mapear epítopos lineares de células B. A síntese de peptídeos 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 imunodetecção, as membranas foram bloqueadas overnight com TBS 

(tampão tris salina) - albumina de soro bovino (3 %), sacarose (5 %). Em seguida, as membranas 

foram incubadas com soro anti – TsMEP (diluição1/250). A ligação do anticorpo foi detectada 

utilizando anti - IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina (1/10 000) por 90 min, a 

temperatura ambiente. Após a lavagem, o substrato 5-bromo-4-cloro- 3-indolil fosfato, 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il) -2,5 brometo de difeniltetrazólio e MgCl2 1 M foram adicionados e um 

precipitado azul foi formado nos peptídeos reativos. As membranas foram secadas e escaneadas 

para serem analisadas utilizando o software ImageJ, onde cada spot foi quantificado de acordo 

com o número de pixels medidos na própria área. 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% β-mercaptoetanol em ureia 

8 M e por etanol/água/ácido acético (50:40:10 vol/vol/vol) e etanol, sendo armazenada a – 20 

°C.  

3.2.6. Ensaio de neutralização utilizando anticorpos anti – TsMEP 

3.2.6.1. Atividade hialuronidásica 

Para o ensaio de neutralização, 2,5 µL de soro PI ou anti – TsMEP foram incubados com 

2.5 μg de TsV por 1 h a 37 °C. Após a incubação, o ensaio seguiu como descrito na seção 

3.2.3.3. 

3.2.6.2. Cálculo da Dose Letal média 

A dose letal média (DL50) foi determinada via o 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 µg), diluídos em 0,5 mL de PBS 100 mM. Os animais 

foram observados por 24 h. Para o cálculo da DL50, 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 DL50 do TsV (Randhawa 2009). 

3.2.6.3. Neutralização 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 solução contendo 2 DL50 de TsV em PBS 100 mM, os quais 

foram pré – incubados por 1 h 37 °C com 50 μL de soro anti-TsMEP (Grupo 1), 100 μL de soro 

anti-TsMEP (Grupo 2), 200 μL de soro anti-TsMEP (Grupo 3) ou 100 μL de PBS 100 mM 

(Grupo 4). Os animais foram observados por um período de 24 h e após esse intervalo as mortes 

foram quantificadas. 
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3.3. Desevolver um hidrogel injetável funcionalizado com polifenóis como primeiro 

socorro para o tratamento in situ de picadas de escorpião. 

3.3.1. Inibição enzimática in vitro 

3.3.1.1. Atividade hialuronidásica 

Seguindo o protocolo descrito por Horta et al., foi feita uma curva de diluição de Hyal (3 – 

0,03 unidades) a qual foi incubada em tampão acetato com 12,5 μg de HA em volume final de 

250 μL. Após a incubação, os ensaios turbidimétricos foram realizados como descrito na seção 

3.2.3.3. Para calcular a concentração efetiva média (CE50) de TsV, curvas de diluição de 2,5 a 

0,02 µg de veneno foram preparadas e incubadas com 12.5 µg de HA. O ensaio prosseguiu 

conforme descrito anteriormente.  

3.3.1.2. Inibição da atividade hialuronidásica 

Para calcular a concentração inibitória média (CI50) de cada polifenol (galato de 

epicatequina, ácido gálico, quercetina e ácido tânico), curvas de diluição de 1000 a 15,6 µM 

foram feitas e incubadas com 5 CE50 de Hyal ou TsV por 1 h a 37 °C. Após a incubação, foram 

realizados os ensaios turbidimétricos detalhados em 3.2.3.3. Além disso, a influência do tempo 

na inibição da atividade da hialuronidase foi avaliada. Para isso, a combinação de polifenóis 

nas concentrações de 1000 e 500 µM foi incubada com 5 EC50 de Hyal em diferentes tempos 

(2, 5, 10 e 15 minutos). 

3.3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE 

A capacidade dos polifenóis de interagirem com proteínas do veneno foi avaliada mediante 

a incubação de 15 µg de TsV com a combinação de 500 µM de TA e 500 µM EGCG em volume 

final de 15 µL. Após incubação de 5 min, a amostra foi centrifugada a 6000 x g por 5 min para 

separar os agregados solúveis e insolúveis. Finalmente, as amostras foram submetidas a SDS-

PAGE em gel de separação 15 %, sob condições 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. Produção do ácido hialurônico – aldeído (AHA) 

O AHA foi preparado utilizando o método de oxidação com periodato de acordo com Chen 

et al., 2023. Para isso, 1 g de HA foi dissolvido em 100 mL de água deionizada. Quando o HA 

foi completamente dissolvido, foram adicionados, gota a gota, 5 mL de NaIO4 940 mM. Em 

seguida, a mistura foi agitada por 4 h a temperatura ambiente no escuro. Posteriormente, foram 

adicionados 500 µL de etilenoglicol para interromper a reação e a mistura permaneceu sob 

agitação por mais 1 h. A solução foi dialisada (MWCO, 3 000) utilizando água deionizada por 

72 h. A água foi trocada pelo menos três vezes ao dia durante a diálise. Finalmente, a solução 

obtida foi liofilizada. A percentagem de oxidação foi quantificada utilizando t-butil carbazato 

(Su et al., 2010). 

3.3.4. Preparo dos hidrogéis  

Diferentes concentrações de polímero CMC e polímero AHA foram dissolvidas em solução 

salina tamponada com fosfato (PBS 100 mM; pH = 7,4) a 37 °C. Para criar um hidrogel com 

potencial inibitório, 500 µM de TA e 500 µM de EGCG foram adicionados à solução de 

polímeros. 

3.3.5. Caracterização dos hidrogéis  

3.3.5.1. FTIR, micromorfologia e autoreparação 

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 

espectômetro FTIR RX-1 – Perkim Elmer no Departamento de Quimica da UFMG.  

Para a análise de micromorfologia, o hidrogel AHA/CMC/TA/EGCG foram secados no frio, 

metalizados com ouro e fragmentados. A analise foi feita utilizando o microscópio eletrônico 

de varredura (Quanta 200 FEG – Thermo Fisher) no Centro de Microscopia da UFMG. 
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Para testar a capacidade de auto-reparação, dois discos de hidrogel (um deles oxidado no ar 

livre) foram produzidos para ser posteriormente extrudados e misturados uma mitade de cada 

um. Após diferentes tempos os hidrogéis foram fotografiados para mostrar a auto – reparação 

(união das duas metades). 

3.3.5.2. Tempo de gelificação 

Após a dissolução dos polímeros CMC e AHA/TA/EGCG, estes foram misturados em frasco 

de vidro (5 mL) e a transição da solução para gel a 37 °C foi observada visualmente invertendo 

os frascos. O tempo até a solução parar de fluir no frasco foi registrado como tempo de 

gelificação. Os testes foram realizados em triplicata. 

3.3.5.3. Degradação enzimática 

Para estudar a degradação enzimática in vitro, amostras de hidrogel (500 µL) contendo 18,5 

µg 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. Após serem incubadas por 6 e 24 h, 

as amostras foram lavadas com água deionizada e liofilizadas. Os pesos secos finais foram 

registrados como Wf e a porcentagem de degradação foi representada por: 

Equação (2):  

𝐷𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎çã𝑜 (%) =
𝑊𝑓

𝑊𝑖
 𝑥 100 

 

Onde, Wi representa o peso seco médio de hidrogéis em 500 µL contendo 18,5 µg de Hyal. Os 

valores representam médias de três réplicas independentes. 

3.3.5.4. Degradação em condições fisiológicas 

Diferentes hidrogéis com o mesmo volume foram imersos em 20 mL de PBS 100 mM a 37 

°C com agitação a 100 rpm. Durante um período de incubação de 10 dias, a cada dia, a replicata 

dos hidrogeis foram retirados, lavados com água deionizada e liofilizados. Os pesos secos finais 
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foram registrados como Wf e a porcentagem de degradação foi representada pela “Equação 

(2)”, conforme descrito no tópico 3.3.5.2. 

3.3.5.5. Absorção de líquidos 

      O ponto de equilíbrio na absorção de líquidos (ESR) do hidrogel foi determinado por testes 

de absorção. Hidrogéis completamente gelificados e previamente pesados (Wi) foram imersos 

em 20 mL de PBS 100 mM a 37 °C. Após diferentes tempos de incubação, certos hidrogéis 

foram retirados e a água superficial foi cuidadosamente removida com papel filtro para 

finalmente registrar os pesos finais (Wf). A ESR dos hidrogéis foi calculada utilizando a 

seguinte fórmula: 

 

Equação (3): 

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟çã𝑜 (%) =
𝑊𝑓 − 𝑊𝑖

𝑊𝑖
 𝑥 100 

 

3.3.5.6. Liberação de inibidores 

A liberação de polifenóis do hidrogel foi medida a 278 nm usando um espectrômetro 

UVIKON XS UV/VIS (Secoman Xylem Analytics — Nanterre, França) (Bouhadir et al., 

2000). Resumidamente, hidrogéis 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 solução de PBS foi 

retirado e substituído por 1 mL de PBS 100 mM fresco, para manter constante o volume total 

do meio (5 mL). A concentração cumulativa de polifenóis liberados dos hidrogéis foi 

quantificada de acordo com a curva de calibração feita com concentrações conhecidas de 

TA/EGCG. 

3.3.5.7. Liberação de TsV capturado no hidrogel 
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Para medir a cinética de liberação das neurotoxinas capturadas no hidrogel, 250 µL de 

hidrogéis de CMC/AHA ou CMC/TA/EGCG/AHA foram polimerizados na presença de 18,5 

µg 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 µL da solução foi retirada 

e substituída pelo mesmo volume de solução fresca de PBS 100 mM para manter constante o 

volume total do meio de liberação (2 mL). 

A quantificação foi realizada seguindo o protocolo desenvolvido por Chavez-Olórtegui et al 

1994. Placas de ELISA foram sensibilizadas com 2,5 μg/mL de IgG-F(ab`)2-anti-TsFG50 

diluído em tampão bicarbonato de sódio (20 mM) pH 9,6 e incubadas durante a noite a 4 °C. 

Após o bloqueio e lavagem, foram adicionados 5 µL de PBS 100 mM proveniente da incubação 

dos hidrogéis em 100 µL e a placa foi incubada por 1 h a 37 °C. Os poços foram lavados e 

incubados com IgG-F(ab`)2-anti-TsFG50 conjugado com HRP diluído 1/250, por 1 h a 37 °C. A 

reação foi detectada pela adição de 0,2 μg/mL de OPD por 30 min em temperatura ambiente. A 

reação foi interrompida pela adição de H2SO4 80 mM sendo a absorbância determinada a 490 

nm. Uma curva com diferentes concentrações conhecidas de TsFG50 e TsV (200 ng a 1,5 

ng/poço) foi utilizada como padrão. Os valores obtidos a partir da curva foram plotados em um 

gráfico, e a respectiva equação de regressão linear foi utilizada para estimar a quantidade de 

neurotoxinas e TsV em cada amostra. TsV e TsFG50 diluídos em PBS 100 mM foram utilizados 

como controle positivo e somente PBS 100 mM, como controle negativo. Todas as medições 

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 extração e contato direto descritos em “ISOO 10993-5:2009: Avaliação biológica 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 CO2 a 37 °C). Para preparar o meio de extração, 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 cm2) para formar um filme com cerca de 2 

mm de espessura.  

As células HaCaT e L929 foram plaqueadas em placas de 96 poços (1 x 104 células/poço) 

utilizando DMEM completo e foram incubadas durante 24 h a 37 °C em atmosfera a 5 % de 

CO2. Em seguida, o meio foi retirado e foram adicionados 100 µL de meio de extração. Para os 

testes de contato direto, utilizando uma folha de bisturi estéril o hidrogel foi cortado em discos 

de 5 mm de diâmetro, 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. Após o período de 

incubação, a viabilidade celular foi determinada adicionando-se DMEM contendo 10 % de 

alamarBlueTM aos poços. Após 3 h de incubação, a fluorescência foi determinada a 540 nm de 

excitação e 590 nm de emissão, utilizando o Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo 

Scientific – Waltham, EUA). A porcentagem de viabilidade celular foi calculada pela “Equação 

1” descrita na seção 3.2.3.1 

3.3.6. Avaliação da gelificação in vivo 

As soluções dos polímeros (CMC e AHA) foram misturadas e injetadas na região dorsal de 

camundongos SWISS (n = 3). Dez minutos após a injeção o animal foi eutanasiado com 

overdose de xilazina (30 mg/kg) e cetamina (300 mg/kg) e a pele foi retirada para observar a 

presença dos polímeros gelificados como hidrogel.  

3.3.7. Testes de toxicidade 

As soluções dos polímeros (CMC e AHA) foram misturadas e injetadas na região 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 área gerada pela injeção do hidrogel na pele foram medidos todos os dias num 

período de 30 d. No dia 15 e 30 da avaliação, camundongos que receberam o hidrogel (n = 3) e 

o grupo controle (n = 3), referentes à 15 d e 30 d foram eutanasiados com overdose de xilazina 

(30 mg/kg) e cetamina (300 mg/kg) e a pele, coração, pulmão, fígado e rins foram removidos 

para realizar a avaliação histológica.  

3.3.8. Avaliação do hidrogel como tratamento in situ  

Para avaliar a aplicação do hidrogel como tratamento in situ para a picada de escorpião, 

foram seguidas as metodologias de imunodeteção e de radiomarcação, conforme descritas a 

seguir.  

 

3.3.8.1. ELISA sanduíche 

Camundongos SWISS foram subdivididos em três grupos experimentais (n = 5, por grupo), 

o quais receberam, via s.c., 10 µg de TsV diluído em 50 µL de PBS 100 mM. Dez minutos após 

a injeção, os animais do grupo 01 receberam uma injeção s.c. de 200 µL de TA/EGCG a 1000 

µM no mesmo lugar da injeção de TsV. No grupo 02, os animais receberam 200 µL de hidrogel 

(CMC/AHA/TA/EGCG) no mesmo lugar da injeção de TsV. E no grupo 03, os animais 

receberam 200 µL de PBS 100 mM.  

Após a segunda injeção, 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 

punção cardíaca em 30, 60, 120, 240 ou 480 min após a injeção. Foram retirados o fígado, 

coração, rim e pulmão de cada animal para serem pesados e macerados utilizando cell strainer 

(70 µm). Os extratos obtidos foram centrifugados a 10 000 X g durante 10 min. O sobrenadante 

foi separado e usado para determinação da quantidade de neurotoxinas presente nos órgãos. O 

soro dos animais (diluído 1:2) também foi coletado para identificação de neurotoxinas 
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circulantes. Os testes foram realizados por ELISA sanduíche, seguindo a mesma metodologia 

descrita na seção 3.3.5.6 

3.3.8.2. Geração do complexo TsV – Tc – 99m  

Para marcar o TsV com Tc – 99m (IPEN São Paulo), foi preparada uma ampola selada 

contendo 200 µg de SnCl2.H2O diluídos em HCl 250 mM e 50 µg de NaBH4 diluídos em NaOH 

100 mM; na qual foi misturada com 125 µg TsV. Após a aplicação de vácuo, foi adicionado 

100 µL de Na99mTcO4 (3,7 MBq). A solução foi incubada a temperatura ambiente durante 15 

min. 

A pureza radioquímica da marcação TsV – Tc – 99m foi avaliada mediante cromatografia 

de camada delgada utilizando acetona como fase móvel, que permite quantificar o 99mTcO4
-. A 

radioatividade das fitas foi determinada utilizando um contador Gama (Wizard2 Automatic 

Gamma Counter 2470.). 

A estabilidade da marcação TsV – Tc – 99m foi avaliada em salina 0,9 % (p/v) a temperatura 

ambiente e em plasma PI de camundongo a 37 °C. A estabilidade foi avaliada após incubações 

de 1, 2, 4, 6 e 24 h em cromatografia de camada delgada como foi descrito anteriormente.  

3.3.8.3. Depuração sanguínea 

    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 µg de TsV – Tc – 99m 

diluído em 50 µL de solução salina a 0,9 % (equivalente a 3,7 MBq). Em diferentes intervalos 

de tempo (10, 20 e 25 minutos) após a administração do TsV – Tc – 99m, 200 µL da solução 

de hidrogel foram injetados no mesmo local da injeção de TsV – Tc – 99m. 

    Os animais foram anestesiados com xilazina (15 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg), e foi 

realizada uma incisão 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 após a administração do TsV – Tc – 99m. 

Após a coleta, os tubos foram novamente pesados para determinação da radioatividade por meio 



 52 

de um contador Gama. Uma dose padrão contendo a mesma quantidade injetada de TsV – Tc 

– 99m foi contada simultaneamente, sendo definida como 100 % da radioatividade. Os valores 

obtidos foram utilizados para cálculo da porcentagem da dose injetada por grama de tecido (% 

ID/g) versus tempo. 

     Como controle, foi administrado 10 µg de TsV – Tc – 99m diluído em 50 µL de solução 

salina a 0,9% (equivalente a 3,7 MBq), sem a adição de hidrogel. 

3.3.8.4. Biodistribuição  

     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 µg de 99mTc-

TsV diluído em 50 µL de solução salina a 0,9 % (equivalente a 3,7 MBq). Dez minutos após a 

administração do radiofármaco, o grupo 01 recebeu 200 µL da solução de hidrogel no mesmo 

local da injeção de TsV – Tc – 99m, enquanto o grupo 02 não recebeu nenhuma aplicação 

adicional. 

     Os animais de ambos os grupos foram subdivididos em tres subgrupos (grupo 01A, 01B e 

01C; grupo 02A; 02B e 02C). Trinta minutos após a administração 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 câmara gama (Nuclide™ TH 22, Mediso). As 

imagens foram adquiridas utilizando um colimador de baixa energia e alta resolução, com 

matriz de 256×256×16 e tempo de aquisição de 600 s, aplicando uma janela simétrica de 20 % 

em torno do pico de energia fixado em 140 keV. 

     Após a aquisição das imagens, os animais foram eutanasiados, e órgãos e tecidos, incluindo 

coração, pulmões, fígado, baço, rins, intestinos, bexiga, estômago, pele e hidrogel, foram 

coletados, secos em papel filtro e pesados. A radioatividade de cada tecido foi determinada, e 

o %ID/g foi calculado conforme descrito anteriormente.  
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     O mesmo procedimento foi realizado com os subgrupos 01B e 02B, 60 minutos após a 

administração do TsV – Tc – 99m. Já os grupos 01C e 02C foram sometidos aos mesmos 

procedimentos aos 240 minutos. 

3.3.9. Inibição da letalidade de TsV 

Camundongos SWISS (n = 14) foram subdivididos em dois grupos (hidrogel e controle), os 

quais receberam 2 DL50 de TsV (35,38 μg/ 20 g) por via s.c. Dez minutos após a injeção do 

veneno, o grupo hidrogel recebeu 200 µL do hidrogel no mesmo lugar da injeção de TsV e o 

grupo controle recebeu 200 µL de PBS 100 mM. Os animais foram observados até 72 h após a 

injeção sendo contabilizados os óbitos.  

3.3.10. Análise de dados  

Os resultados foram quantificados e a análise estatística foi feita no software GraphPad – 

Prism (GraphPad Software, Inc., version 8,0). Two-way ANOVA foi utilizada para avaliar 

estatisticamente as variáveis. p value <0,05 foi considerado como significância estatística.  
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4. Resultados e Discussão 

4.1. Desenvolvimento e avaliação de uma proteína recombinante multi-epitópica 

(TsMEP) como candidata a antígeno para a produção de antiveneno 

contra Tityus serrulatus. 

O protocolo tradicional de imunização utilizado na produção de antivenenos emprega o 

veneno bruto (às vezes atenuado) como imunógeno, administrado juntamente com um 

adjuvante para induzir a resposta imune humoral nos animais produtores, até que se atinja a 

potência neutralizante desejada. Desde o desenvolvimento da produção de antivenenos 

terapêuticos no final do século XIX, diversas transformações foram implementadas no 

processo, como o uso de diferentes adjuvantes, a variação na quantidade de antígeno injetada e 

a aplicação em múltiplos sítios de injeção. No entanto, o 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 

imunogênicas para a produção de anticorpos neutralizantes (Maria et al., 2005 e Pucca et al., 

2011). Sob uma perspectiva ética, também é essencial considerar os efeitos tóxicos 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 biotecnológica voltada para 

a obtenção de um anti-veneno mais específico e seguro, além de avançar em direção a uma 

estratégia mais sustentável. Os epítopos selecionados representam as regiões imunogênicas das 

α-toxinas Ts2 e Ts3, além da Ts1, a principal β-toxina do veneno, que, em conjunto, são as 

principais responsáveis pela patogênese do escorpionismo. Essas toxinas provocam a liberação 

massiva de neurotransmissores, desencadeando a estimulação do sistema nervoso autônomo 

(Vasconcelos et al., 2005; Cologna et al., 2009 e Pucca et al., 2015). Além disso, foram 
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adicionados dois epítopos da hialuronidase, a principal enzima responsável pela biodistribuição 

das neurotoxinas a partir do ponto de inoculação primário (Pessini et al., 2001; Batista et al., 

2007; Horta et al., 2014 e Guerra-Duarte et al., 2019). 

A sequências selecionadas para a construção da TsMEP foram clonadas no vetor de 

expressão pET 28b (+), contendo 6xHis-tag (Figura 5 A). A sequência de aminoácidos da 

TsMEP é mostrada na Figura 5 B e a localização dos epítopos nas estruturas modeladas das 

toxinas nativas Ts1 (PDB: 1NPI), Ts2 (AlphaFold: AF-P68410-F1), Ts3 (PDB: 5CY0) e 

Hialuronidase I (AlphaFold: AF-P85841-F1) foram visualizadas com ChimeraX (Jumper et al., 

2021; Meng et al., 2023 e Varadi et al., 2024) (Figura 5 C).  Após a expressão e purificação, a 

análise da TsMEP por 15 % SDS – PAGE em condições redutoras mostra uma banda de ≈25 

kDa (Figura 6), compatível com a massa molecular teórica da TsMEP. 

http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=1NPI
http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=5CY0
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Figura 5. Estrutura do vetor de expressão e sequência de aminoácidos da TsMEP. (A) TsMEP – pET 28b(+). 

(B) Sequência de aminoácidos mostrando a composiçao dos epítopos das principais toxinas (Epi) e a localização 

deles na TsMEP. (C) Epítopos usados para construir a TsMEP e sua localização na estutura nativa das toxinas. 
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Figura 6. Análise da expressão e purificação da TsMEP. Gel (15 %) foi corado com Coomassie Blue. Na 

primeira fileira, MW: marcador de massa molecular. A: extrato bacteriano não induzido, B: extrato bacteriano 

induzido com IPTG a 37 °C por 3 h; C: fração solúvel do extrato bacteriano contendo a TsMEP; D: fração insolúvel 

do extrato bacteriano e E: TsMEP purificada (10g). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE sob condições 

redutoras. 

 

Para demonstrar a segurança da TsMEP, foram realizados ensaios de citotoxicidade e 

letalidade. Os testes de toxicidade celular mostraram que a TsMEP não reduz a viabilidade das 

células Sp2/0 nas condições testadas, diferentemente do observado com o TsV, que diminui a 

viabilidade celular de forma concentração-dependente (Figura 7). Esse achado foi reforçado 

pela avaliação da atividade enzimática da TsMEP em comparação com o TsV, demonstrando 

que concentrações de até 10 μg 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 concentrações (80 – 0,625 μg/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.  

 

 
Figura 8. Atividade hialuronidásica. Um teste turbidimétrico foi desenvolvido com concentrações de 2,5, 5 ou 

10 μg de TsMEP e 2 μg de TsV como controle positivo (C+). Os valores foram expressos como a porcentagem da 

atividade hialuronidásica em comparação com uma curva padrão contendo quantidades conhecidas de ácido 

hialurônico. Os resultados representam a média de triplicatas de três experimentos independentes ± SEM. 
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Nos testes in vivo, a injeção de TsMEP (200 μg por camundongo de 20 g) não foi letal 

para os animais desafiados, tanto após 24 quanto 48 horas de observação. 

Em relação ao veneno bruto ou às suas toxinas isoladas (Ts1, Ts2, Ts3 e hialuronidase), 

a TsMEP apresenta como vantagem o fato de não possuir toxicidade nem atividade enzimática. 

Ao longo do tempo, diversas alternativas para a detoxificação de toxinas escorpiônicas foram 

propostas, incluindo o uso de lipossomas, polimerização química, peptídeos sintéticos, 

proteínas não tóxicas (como a Ts4) e a expressão de toxinas em corpos de inclusão. No entanto, 

essas abordagens foram focadas em toxinas individuais (especialmente neurotoxinas α ou β) 

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 potência e anticorpos específicos 

contra hialuronidases (Heneine et al., 1986; Garcia y Perez et al., 1988 e Guerra-Duarte et al., 

2019). 

Outra vantagem é a capacidade da TsMEP de estimular a produção de anticorpos 

específicos contra TsV (Figura 9), demostrando que de fato os epítopos que a compõem são 

imunogênicos, que é de suma importância no objetivo de reduzir a utilização de TsV no 

esquema de produção de soro anti-escorpiônico. Os venenos escorpiônicos apresentam certa 

similaridade em sua composição e, por isso, os anticorpos anti-TsMEP apresentaram 

reatividade cruzada por ELISA contra diversos venenos escorpiônicos testados (Figura 10), 

demostrando um alto reconhecimento contra T. stigmurus e uma menor reatividade frente ao 

veneno de T. bahiensis. A vantagem da presença de epítopos conservados (Anexo 1) na 

conformação da TsMEP permite o reconhecimento de outros venenos escorpiônicos, porém a 

capacidade neutralizante e protetora do soro anti – TsMEP ainda precisa ser melhor avaliada.       

A utilização de proteínas recombinantes não toxicas que contenham epítopos consensos entre 
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as espécies de interesse clínico no Brasil ou nas Américas, (Polikarpov et al., 1999 e Gurevitz 

et al., 2001), contribui para o desenvolvimento de um soro pan – escorpiônico. 

Figura 9. Reatividade do soro anti-TsMEP contra TsMEP e TsV. Placas de ELISA foram sensibilizadas com 

0,5 μg/poço de (A) TsMEP ou (B) TsV. Soro anti – TsMEP ou PI foram diluídos (1/100 a 1/12 800). As placas 

foram incubadas com anticorpo secundário anti – IgG de coelho conjugado com HRP diluído 1/15 000. A reação 

foi observada pela adição de OPD. Valores de absorbância foram determinados a 490 nm. Os resultados 

representam a média de três replicatas, obtidas em três experimentos independentes ± desvio padrão (DP).  

 

 

Figura 10. Reatividade cruzada do soro anti-TsMEP contra venenos de escorpiões de importância médica. 

Placas de ELISA foram sensibilizadas com 0,5 μg/poço de cada veneno. Soro anti – TsMEP ou PI foram diluídos 

(1/100 a 1/12 800). As placas foram incubadas com anticorpo secundário anti – IgG de coelho conjugado com 

HRP diluído 1/15 000. A reação foi observada pela adição de OPD. Valores de absorbância foram determinados a 

490 nm. Os resultados representam a média de três replicatas, obtidas em três experimentos independentes ± desvio 

padrão (DP).  

Em uma análise mais detalhada, os resultados do Western blot destacam três achados 

importantes: I) os anticorpos anti – TsMEP são 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). II), a TsMEP é 
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reconhecida tanto por SAV quanto pelo anti-TsV e III) a expressão da TsMEP foi confirmada 

através do seu reconhecimento pelo anticorpo anti – 6 xHis-tag – HRP (Figura 11). 

Esses resultados reforçam a capacidade dos epítopos da TsMEP em estimular uma 

resposta imune contra diferentes toxinas do veneno (Figura 11) tornando-a um imunógeno 

eficaz para auxiliar na produção de antivenenos escorpiônicos. Essa abordagem representa uma 

estratégia inovadora e mais segura, que leva em consideração o bem-estar animal durante o 

processo de fabricação. Trabalhos anteriores do nosso grupo mostram a eficiência do uso de 

proteínas recombinantes que mimetizam múltiplos epítopos na produção 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 presença 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-6×-His Tag, é provável que correspondam a formas aberrantes da TsMEP. 

 

  

Figura 11. Imunoreatividade de diferentes soros contra TsV e TsMEP. TsV ou TsMEP (10 μg) foram 

submetidos a SDS-PAGE 15%. As proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e incubadas com 
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soros pré-imune (1:100); anti-6×-His Tag-HRP (1:5000); anti veneno de uso terapêutico (SAV; 1:10 000); anti -

TsV (1:500) ou anti – TsMEP (1:500). Anticorpo secundário 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). Após lavagens, 

a reação foi detectada pela adição dos substratos da HRP (3 3′ -diaminobenzidine tetrahydrochloride [DAB] e 

chloronaftol).  

 

Com a finalidade de obter uma proteína com maior grau de pureza (sem a prenseça de 

bandas aberrantes), se sugere o método de eletroeluição como uma alternativa viável, podendo 

ser utilizado rotineiramente em conjunto com a purificação por afinidade. Essa técnica permite 

a transferência da banda proteica (TsMEP) do gel por meio de um campo elétrico, com 

pequenos volumes de recuperação, tornando-se uma opção simples, rápida e economicamente 

viável para obter amostras mais puras (Seelert & Krause 2008; Borowiec et al., 2016 e Vasquez-

Iglesias et al., 2017). Além disso, a otimização das condições de cultivo (meio de cultura, 

concentração do indutor, temperatura e duração), bem como a promoção da expressão no 

periplasma bacteriano, poderia melhorar tanto a quantidade quanto a qualidade da proteína 

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 epítopos que compõem a TsMEP foram 

avaliados a fim de identificar quais deles foram capazes de estimular a produção de anticorpos. 

A técnica de SPOT revelou que seis epítopos foram completamente reconhecidos pelos 

anticorpos anti-TsMEP (Figura 12), sendo quatro deles correspondentes a neurotoxinas. Das 

toxinas Ts1 e Ts2, apenas um epítopo de cada foi reconhecido, enquanto da Ts3 foram 

detectados dois epítopos. O epítopo Ts3 Epi 1 (KKDGYPVEYDMSAYI) apresentou a maior 

reatividade, seguido de Ts1 Epi 2 (IRPSGYCGRESGIKK), Ts3 Epi 2 

(WNYDNAYSDKLLSKDK) e Ts2 Epi 2 (PDHIKVWDYATNKC). Ambos os epítopos da 

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

(NITKFVPNPNFNGVGVIDWEAWRPS) (aminoácidos reconhecidos destacados em 

negrito). 

Outros pontos apresentaram reatividade, porém em menor intensidade, conforme 

determinado pelo ponto de corte estabelecido. O soro PI, utilizado como controle negativo, não 

mostrou reatividade com a membrana, conforme esperado. 

 

Figura 12. Mapeamento de epítopos da TsMEP pelo método de SPOT. (A) Membrana de celulose contendo 

peptídeos sobrepostos de 15 aminoácidos da sequência da TsMEP, analisada com soro anti-TsMEP ou soro PI, 

ambos diluídos 1:250. O anticorpo anti-coelho-AP foi utilizado na diluição de 1:10 000. O substrato MTT-BCIP 

foi adicionado após a incubação com o anticorpo secundário, revelando os spots reativos em azul na membrana. 

(B) Reatividade dos spots medida pelo software ImageJ. As sequências dos peptídeos correspondentes aos spots 

reconhecidos são apresentadas. As barras azul-escuro e cinza representam a reatividade do soro anti-TsMEP e do 

soro pré-imune, respectivamente. Os peptídeos identificados como positivos estão 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 três principais regiões 

antigênicas contínuas localizadas nas regiões N-terminal, central e C-terminal. Dentre essas, os 

anticorpos direcionados às regiões 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 epítopos da TsMEP pelo método de SPOT revelou que, 

apenas o epítopo 1 da Ts3 está localizado nessa região. Além disso, o N-terminal da Ts1 

(KEGYLMDHEGCKLSS), a principal β-neurotoxina, não foi reconhecido. No entanto, para 

atingir esse objetivo, ainda há muito a ser feito, principalmente no aprimoramento do 

reconhecimento do Epítopo 1 da Ts1 e do Epítopo 2 da Hialuronidase, o que poderia 

potencialmente induzir uma produção mais eficaz de anticorpos neutralizantes. Para aumentar 

a potência neutralizante dos anticorpos produzidos, um novo esquema de imunização pode ser 

desenvolvido. As toxinas nativas presentes no TsV contêm epítopos lineares e conformacionais, 

estimulando uma resposta imune contra ambos os tipos. No entanto, os anticorpos anti-TsMEP 

são direcionados principalmente a epítopos lineares. Dessa forma, a alternância entre doses de 

TsMEP e TsV pode potencializar a produção de anticorpos com maior capacidade neutralizante, 

ao mesmo tempo em que reduz a quantidade de veneno necessária e seus efeitos tóxicos nos 

animais produtores.  

Neste trabalho, o objetivo central foi utilizar a TsMEP para estimular a produção de 

anticorpos capazes de neutralizar a toxicidade do TsV, o escorpião de maior importância médica 

no Brasil. Ensaios de neutralização in vitro (Figura 13) indicam que esse objetivo foi 

parcialmente alcançado: os anticorpos gerados contra os dois epítopos da Hialuronidase foram 

capazes de inibir 65 % da atividade enzimática dessa proteína no veneno. Além disso, em 

testes in vivo, o soro produzido contra a TsMEP neutralizou parcialmente a atividade letal do 

TsV (2 DL50). Quando volumes maiores de soro foram administrados (200 μL), a proteção foi 

de 66 %, e os camundongos desafiados não apresentaram os sinais clínicos (nosicepção, fatiga, 
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salivação excessiva, dificuldade respiratória) observados nos outros grupos (Tabela 1). Embora 

a proteção total (100 %) ainda não tenha sido alcançada, os resultados demonstram que este 

imunógeno é capaz de induzir a produção de anticorpos neutralizantes. 

 

 

Figura 13. Neutralização in vitro da atividade hialuronidásica do TsV utilizando soro anti – TsMEP.  TsV 

(2,5 μg) foi incubado com 2,5 μL de soro pré-imune (PI) ou anti – TsMEP por 1 h a 37 °C. TsV incubado com 

tampão acetato foi utilizado como controle positivo, C+. Após a incubação, 200 μL de uma solução 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. Neutralização da letalidade do TsV por soro anti-TsMEP 

Veneno de T. serrulatus 

(2 DL50/20 g) 

Sinais Sobreviventes/desafiados (%) 

Grupo 1: 

 

50 µL soro 
Crise imediata, morte 

em 1 hora 

 

0/6 (0) 

Grupo 2: 

 

100 µL soro 

Crises e fatiga durante 

as primeiras horas, 

mortes após 1 hora 

 

 

3/6 (50) 
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Grupo 3: 

200 µL soro 

Fatiga durante a 

primeira hora, duas 

mortes após 3 horas. 

 

 

4/6 (66,6) 

Grupo 4: 

PBS 

Crise imediata, mortes 

em 10 min. 

 

0/3 (0) 

Um total de 21 camundongos SWISS foram divididos em quatro grupos e receberam, por via 

intraperitoneal, 35,38 μg de TsV por 20 g de peso corporal (2 DL50), previamente incubado 

com 50, 100 ou 200 μL de soro anti-TsMEP, ou PBS (controle). Os camundongos 

sobreviventes foram contabilizados 24 horas após a injeção. 

 

A análise por SPOT revelou um padrão de reconhecimento que pode explicar a proteção 

parcial (66 %) observada contra 2 DL50 de TsV (Tabela 1). Embora o potencial neutralizante 

dos anticorpos produzidos ainda possa ser aumentado, estudos anteriores de nosso grupo com 

proteínas quiméricas recombinantes não toxicas como a rMEPCtx (Crotalus durissus terrificus) 

e rMEPLox (aranhas do gênero Loxosceles) apoiam a utilização de proteínas recombinantes 

como alternativas na produção de imunobiológicos para o tratamento de acidentes com animais 

peçonhentos (Lima et al., 2018; Molina et al., 2020). No estudo de Molina e colaboradores, 

500 μL de soro anti – rMEPCTx foram capazes brindar uma proteção do 100 % frente a 

camundongos desafiados com 2 DL50 (4,8 μg/20 g) de Crotoxina procedente de Crotalus 

durissus terrificus. Já no trabalho de Lima, 100 μL se soro anti – rMEPLox foram capazes de 

proteger ao 60 % de animais desafiados com 2,5 DL50 (10 μg/20 g) de veneno de Loxosceles 

intermedia, do mesmo jeito, (2 μL der soro anti – rMEPLox) foi capaz de inibir a ativididade 

hialuronidasica do veneno num 60 %.  Ao comparamos os três estudos no contexto do uso do 

soro total, fica evidente que a utilização de anticorpos purificados – seja por afinidade a proteína 

A ou por especificidade ao veneno – poderia oferecer uma melhora substancial na relação 

anticorpo/veneno neutralizado (valores em μg). Isso porque, no caso do soro burto, a capacidade 
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neutralizante acaba sendo limitada pelo volume necessário para atingir centraçõesoes eficazes, 

enquanto anticorpos purificados permitiriam alcançar maior eficiência neutralizante sem 

depender de volumes elevados.  

Além disso, a escolha do adjuvante apropriado pode aumentar significativamente a 

potência neutralizante dos soros e reduzir o número de doses necessárias. Os adjuvantes podem 

ser classificados em potenciadores imunológicos, que ativam a resposta imune por meio de 

padrões moleculares associados a patógenos, e sistemas de liberação, que aumentam a 

apresentação do antígeno ao prolongar sua disponibilidade e promover a fagocitose (Apostolico 

et al., 2016). Entre os sistemas de liberação, os adjuvantes à base de esqualeno têm se mostrado 

superiores na indução de respostas humorais robustas, com altos títulos de anticorpos 

neutralizantes (Stephenson et al., 2005). Mediante a estimulação de um ambiente inflamatório 

localizado, recrutando células apresentadoras de antígenos e facilitando a ativação de células 

T, o que desencadeia a produção de citocinas e quimiocinas. Essa abordagem é particularmente 

eficaz na estimulação 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 liberação, como hidrogéis injetáveis, podem reduzir 

ainda mais a necessidade de doses de reforço. Hidrogéis permitem a liberação sustentada do 

antígeno, aumentando tanto a durabilidade quanto a magnitude da resposta de anticorpos com 

um menor número de doses (Gale et al., 2021; Nkanga et al., 2022 e Ou et al., 2023). A 

combinação desses avanços com proteínas recombinantes não tóxicas pode abrir caminho para 

uma nova geração de antivenenos mais seguros e eficazes. 

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que uma única proteína não tóxica pode 

estimular uma resposta imune específica contra uma mistura complexa de proteínas tóxicas 
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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 

biodistribuição do veneno a partir do local da picada, reduzindo seus efeitos tóxicos sistêmicos 

(Horta et al., 2014 e Oliveira-Mendes et al., 2019). Além disso, a TsMEP tem o potencial de 

reduzir a dependência do TsV no processo de produção de antivenenos. Sua flexibilidade 

permite a produção em larga escala, além de possibilitar modificações simples para incorporar 

novos conhecimentos sobre a toxicidade do veneno e o refinamento dos epítopos, abrindo 

caminho para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas mais eficazes e sustentáveis. 

4.2. Desenvolver um hidrogel injetável funcionalizado com polifenóis como 

primeiro socorro para o tratamento in situ de picadas de escorpião 

O escorpionismo é um importante problema de saúde no Brasil, com um aumento no número 

de acidentes nos últimos anos, especialmente nas regiões mais populosas do país. O tratamento 

específico para essa condição é a administração de antiveneno, seja polivalente ou monovalente, 

disponível apenas em centros de saúde referência. Um dos desafios do escorpionismo é a rápida 

biodistribuição do veneno, que atinge seu pico na circulação sanguínea em aproximadamente 

30 minutos após a picada. No entanto, cerca de 80 % dos pacientes levam até três 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, aplicação de choques elétricos, uso de extratores de 

veneno, cortes e incisões locais. Contudo, atualmente essas práticas são consideradas ineficazes 

e desprovidas de sustentação científica robusta, representando, na verdade, mais riscos do que 

benefícios. Seu uso pode causar danos adicionais às estruturas teciduais ao redor da ferida, 

introduzir patógenos externos com potencial de gerar infecções, além de provocar 
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sangramentos que agravam ainda mais o quadro clínico da vítima. Mesmo com essas 

evidências, uma rápida busca na internet revela que kits de “primeiros socorros” continuam 

disponíveis comercialmente, tanto em lojas especializadas quanto em supermercados. Muitos 

desses kits baseiam-se na aplicação de pressão negativa (aproximadamente 1 atm) sobre a 

ferida, com a promessa de promover a sucção do veneno. No entanto, estudos conduzidos com 

rigor científico — incluindo protocolos reprodutíveis e submetidos à revisão por pares — 

demonstraram a ineficácia desses dispositivos (Bush et al., 2000; Welch & Gales, 2001; 

Alberts, 2004; Bush, 2004). Além disso, observou-se que a falsa sensação de segurança 

proporcionada por sua utilização frequentemente resulta em atraso na procura por assistência 

médica especializada, o que pode piorar significativamente o prognóstico do envenenamento 

(Manduwage et al., 2023). 

Diante desse cenário, o presente trabalho propõe uma nova estratégia de tratamento que pode 

ser aplicado imediatamente no local da picada para bloquear a biodistribuição do veneno. Essa 

abordagem se baseia na inibição da hialuronidase e na captura do veneno, atuando de forma 

complementar ao tratamento tradicional com antiveneno. 

Devido ao papel crucial da hialuronidase (Hyal) na biodistribuição do veneno de Tityus 

serrulatus (TsV), a inibição de sua atividade pode ser um alvo importante para reduzir os efeitos 

sistêmicos do envenenamento (Horta et al., 2014). Com base nessa premissa, avaliamos a 

influência de diferentes inibidores sobre a Hyal como uma prova de conceito. Primeiramente, 

a CE50 da atividade de Hyal foi determinada e o valor obtido foi de 0,2 unidades (0,74 µg) 

(Figura 14). 
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Figura 14. Atividade hialuronidásica (Hyal). Resultados do ensaio turbidimétrico utilizando uma curva de 

concentração variando de 3 a 0,03 unidades de Hyal. Os valores são expressos como a porcentagem da atividade 

da hialuronidase em comparação com uma curva padrão contendo quantidades conhecidas de ácido hialurônico 

(HA). Os resultados representam a média de três experimentos independentes ± desvio padrão (DP).  

 

Para avaliar se os polifenóis poderiam inibir in vitro a atividade enzimática da 

hialuronidase (Hyal), diferentes concentrações (15,6 a 1000 µM) de cada polifenol foram pré-

incubadas com 5 CE50 de Hyal (1 unidade = 3,7 µg) por 1 hora a 37 °C. Os cinco polifenóis 

testados demonstraram capacidade de inibição da atividade enzimática, sendo o ácido tânico 

(TA) o mais eficaz, com uma concentração inibitória média (CI50) de 34,80 µM, seguido da 

quercetina (Q), com CI50 de 76,64 µM, Galato de epigalocatequina (EGCG) com CI50 de 135,10 

µM, e, por fim, o ácido gálico (GA), que apresentou o menor desempenho, com CI50 de 421,20 

µM (Figura 15). 

 

CE50= 0,01 unidades/μL 

(0,17 -0,22 unidades) 
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Figura 15. Inibição in vitro da atividade da hialuronidase por polifenóis. Hyal (5 CE50) foi incubada com 

diferentes concentrações (15,6 a 1000 a µM) de cinco polifenóis por 1 hora a 37 °C. Após a incubação, a atividade 

enzimática foi avaliada. Os resultados representam a média de três replicatas, obtidas em três experimentos 

independentes ± desvio padrão (DP).  

 

As plantas têm sido historicamente utilizadas na medicina tradicional por suas 

propriedades terapêuticas contra picadas e mordidas de animais peçonhentos. Um dos focos de 

interesse nessa área é a identificação de compostos vegetais capazes de inibir toxinas, como a 

hialuronidase presente no TsV. Entre esses compostos, os polifenóis apresentam um amplo 

espectro de ações biológicas benéficas à saúde humana por meio de diversos mecanismos, 

demonstrando um potencial significativo no tratamento de várias doenças (Chu, 2022; Grosso 

et al., 2022; Sum et al., 2022; Iqbal et al., 2023). 

Os polifenóis testados neste estudo mostraram propriedades inibitórias satisfatórias, 

especialmente o ácido tânico (CI50 = 34,80 µM). A interação entre polifenóis e proteínas ocorre 

por meio de interações hidrofóbicas e hidrofílicas. Foi descrito que a presença de resíduos de 

galoil reforça a interação hidrofóbica entre proteínas e polifenóis, desempenhando um papel 

essencial na formação de complexos não covalentes entre proteínas e polifenóis (Han et al., 

2020; Li et al., 2021; Wang et al., 2023; Feng et al., 2023). Além disso, os polifenóis formam 

ligações de hidrogênio com os grupos carbonila das proteínas, contribuindo para a estabilização 
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desses complexos (Buitimea-Cantua et al., 2018; Li et al., 2021). O ácido tânico contém dez 

resíduos de galoil, o que pode intensificar as interações hidrofóbicas e hidrofílicas com a 

hialuronidase, o que explicaria sua elevada capacidade inibitórias (Figura 15). 

Além disso, verificou-se que a combinação de mais de um polifenol não interfere nas 

propriedades inibitórias. Essa abordagem oferece a vantagem de conter diferentes tipos de 

moléculas na solução, o que pode contribuir para a formação de uma matriz com alta densidade 

de reticulação, que poderia aprisionar as moléculas do veneno dentro do hidrogel (Han et al., 

2023). 

Como nosso objetivo é utilizar polifenóis como base para o desenvolvimento de um 

tratamento de emergência para o envenenamento por escorpiões, é fundamental identificar a 

influência do tempo no processo de inibição. Para isso, uma mistura polifenólica em duas 

concentrações (1000 e 500 µM) foi incubada com 5 EC50 de Hyal por diferentes períodos. A 

inibição da Hyal aumentou tanto com o tempo quanto com a concentração de polifenóis, 

atingindo mais de 50 % em apenas 2 minutos e chegando a 90 % após 5 minutos de incubação 

com 1000 µM da mistura de inibidores (Figura 16). 
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Figura 16. Influência do tempo de pré-incubação na inibição in vitro da atividade da hialuronidase por uma 

mistura de polifenóis. Hyal (5 CE50) foi incubada com diferentes concentrações (1000 ou 500 µM) de uma mistura 

de polifenóis em diferentes tempos de pré-incubação (0, 5, 10 ou 15 minutos) a 37 °C. Após a incubação, a 

atividade enzimática foi avaliada. Os resultados representam a média de três replicatas, obtidas em três 

experimentos independentes ± desvio padrão (DP).  
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Os protocolos tradicionais para testar a eficácia neutralizante de antivenenos de uso 

terapêutico e novos compostos promissores envolvem um período de pré-incubação de 30 

minutos do veneno com as moléculas de interesse antes da injeção em camundongos para 

avaliar a proteção (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 neutralização/inibição ocorre após a inoculação 

da peçonha (Gutiérrez et al., 2021). 

Como nosso objetivo é alcançar a inativação enzimática para bloquear a biodistribuição 

do veneno in situ, o tempo necessário para atingir uma alta taxa de inibição é um fator crítico. 

A obtenção rápida de um alto percentual de inativação (> 50 %) em apenas dois minutos de 

pré-incubação ressalta as características adstringentes dos polifenóis. 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 nível sistêmico, mediante injeção intra venosa (de 

Moura et al., 2016; Li et al., 2023; Gutiérrez et al., 2021). 

Uma vez verificada a capacidade inibitória dos polifenóis sobre a hialuronidase (Hyal) 

como prova de conceito, avaliamos suas aplicações na inibição da atividade da hialuronidase 

presente no veneno de Tityus serrulatus (TsV). Para isso foi calculada a CE₅₀ do TsV, obtendo-

se o valor de 0,2365 μg (Figura 17), confirmando a presença de uma elevada atividade da 

hialuronidase no veneno (Alvarenga et al., 2012; Guerra-Duarte et al., 2019). 
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Figura 17. Atividade hialuronidásica do TsV. A) Resultados do ensaio turbidimétrico, utilizando uma curva de 

concentração variando de 2,5 a 0,02 μg de TsV. Os valores são expressos como a porcentagem da atividade da 

hialuronidase em comparação com uma curva padrão contendo quantidades conhecidas de ácido hialurônico (HA).  

(B) Cálculo da CE50 da atividade da hialuronidase, utilizando uma curva de concentração de TsV para determinar 

a concentração capaz de degradar 50 % do HA na solução do ensaio. Os resultados representam a média de três 

experimentos independentes ± desvio padrão (DP).  

Conforme observado na prova de conceito, TA apresentou o maior efeito inibitório, com 

um CI50 de 4,38 μM, sendo quase 8 vezes menor do que o apresentado para a Hyal purificada. 

Em seguida, o EGCG apresentou um CI50 de 107,60 μM, seguido pelo GA, com um CI50 

reduzido de 236,40 μM. A menor capacidade inibitória foi demonstrada pela Q, com um CI50 

de 440 μM, representando um aumento de quase 6 vezes em comparação com a inibição da 

Hyal purificada (Figuras 18). 

CE50= 0,0136 μg/μL 

(0,2303 -0,2428 unidades) 
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Figura 18. Inibição in vitro da atividade da hialuronidase do veneno de TsV por polifenóis. 5 CE50 de TsV 

foram incubados com diferentes concentrações (15,6 a 1000 µM) de cinco polifenóis por 1 hora a 37 °C. Após a 

incubação, a atividade enzimática foi avaliada. Os resultados representam a média de três replicatas, obtidas a 

partir de três experimentos independentes ± desvio padrão (DP).  
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Figura 19. CI50 dos polifenóis contra a hialuronidase do veneno de TsV e Hyal purificada. 5 CE50 de TsV ou 

Hyal foram incubados com diferentes concentrações de polifenóis. Em seguida, os valores de CI50 foram 

calculados. Os resultados representam a média de três replicatas, obtidas a partir de três experimentos 

independentes ± desvio padrão (DP).  

 

Com base em seu desempenho na inibição enzimática, o ácido tânico (TA) e o EGCG 

foram selecionados para examinar suas interações com as proteínas do TsV. O perfil 

eletroforético do TsV (Figura 20, linha 2) exibe seu padrão característico: 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. Após 5 minutos de incubação (tempo no qual foi observada 90 % de inibição na 

prova de conceito), um precipitado foi observado nos tubos contendo a mistura de TsV e 

polifenóis. 

Após centrifugação, os componentes de maior massa molecular não foram detectados 

no sobrenadante, e a banda correspondente às neurotoxinas apresentou intensidade reduzida 

(Figura 20, linha 3); já a mistura dos polifenóis é apreciável na linha 4. Esses achados sugerem 

que a interação entre os polifenóis e o TsV gera complexos insolúveis de proteína-polifenol, 

verificados no precipitado formado nos tubos após a incubação (Figura 20, linha 5). 

 

Figura 20. SDS-PAGE da interação entre TsV e polifenóis. O gel de poliacrilamida a 15 % foi corado com 

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad). MM: marcador de proteínas. Linha 2: 15 µg de TsV. Linha 3: 

sobrenadante da incubação de TsV com a mistura de polifenóis. Linha 4: sobrenadante da mistura de polifenóis 

(1000 µM). Linha 5: precipitado resultante da incubação de TsV com a mistura de polifenóis. 

A interação entre polifenóis e TsV pode ser explicada pela condição que em altas 

concentrações proteicas, cenário análogo às condições presentes na área da picada nos estágios 

iniciais do envenenamento, os polifenóis formam pontes entre as cadeias proteicas até saturar 

os sítios de interação, resultando na formação de agregados e precipitados de complexos 

proteína – polifenóis (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 formação de agregados com os polifenóis. Essa situação representa 

um risco, pois permite que neurotoxinas remanescentes possam difundir-se para a circulação a 

partir do local da picada (Oliveira-Mendes et al., 2019). Na tentativa de contornar essa questão, 

propomos a combinação dos inibidores com o hidrogel injetável com capacidade de gelificação 

in situ no local da picada. Essa abordagem visa capturar os complexos formados com polifenóis, 

inibir a hialuronidase e agregar as neurotoxinas dentro do hidrogel durante sua gelificação. Esse 

método poderia facilitar a posterior inibição do veneno residual quando os pacientes buscarem 

atendimento médico.  

Para a construção do hidrogel, escolhemos CMC, polímero derivado da quitina, obtida 

a partir do exoesqueleto de camarões e caranguejos. O CMC tem demonstrado aplicações 

promissoras como agente antibacteriano, material para curativos e na medicina regenerativa 

(Geng et al., 2023). Para facilitar as ligações imina necessárias para a formação do hidrogel, o 

ácido hialurônico modificado com um aldeído foi selecionado como segundo polímero. O ácido 

hialurônico também tem origem biológica e é amplamente utilizado em tratamentos médicos e 

cosméticos. Além disso, a incorporação de altas concentrações de ácido hialurônico contribui 

para a inibição da atividade da hialuronidase (Yoshino et al., 2015). 

Como primeiro passo na caracterização do hidrogel, foi utilizada a espectroscopia no 

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) para confirmar as modificações do ácido 

hialurônico aldeídico (AHA) e a formação estrutural do hidrogel. O pico em 1726 cm⁻¹ no 

espectro de FTIR do AHA corresponde à vibração de estiramento da ligação –C=O do grupo 

aldeído (Figura 20 A). A formação do hidrogel ocorreu por meio de enlaces imina entre os 

grupos aldeídos do AHA e os grupos amino do CMC, resultando no pico em 858 cm⁻¹ no 

espectro de FTIR dos hidrogéis (Figura 21 A). A caracterização morfológica do hidrogel por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) revelou a morfologia superficial após a gelificação, 
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na qual se aprecia a estrutura porosa do hidrogel (Figura 21 B). Já a capacidade de auto-

reparação pode ser observar que a tempos de 120 s, ambas metades misturadas já conforman 

novamente uma unidade, validada pela sujeição da metade B com a pinça 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) 

 

 

C) 

 

Figura 21. Caracterização físico-química dos hidrogéis. (A) Espectros de FTIR de HA, AHA, CMC e hidrogéis. 

(B) Imagens de MEV (SEM) de uma seção transversal dos hidrogéis com ampliações de 500x e 1000x. (C) Proceso 

de auto – reparação.  

 

O número de ligações imina formadas entre os grupos amino e aldeído das cadeias 

poliméricas de CMC e AHA (59 % de oxidação) determina o tempo de gelificação. Hidrogéis 
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com uma composição de 5 % p/v de cada polímero se gelificaram em mais de 3 minutos, 

enquanto o aumento na concentração polimérica resultou em tempos de gelificação mais 

rápidos (Figura 22). Após a adição dos inibidores, foi observado um aumento no tempo de 

gelificação em hidrogéis formados por concentrações poliméricas mais baixas. Esse efeito pode 

ocorrer porque a formação das ligações CMC/AHA, já dificultada pela menor quantidade de 

grupos disponíveis, é ainda mais prejudicada pela interação dos inibidores com as cadeias 

poliméricas. 

Além disso, a inclusão de TA e EGCG proporciona maior controle sobre o tempo de 

gelificação (Chen et al., 2022; Li et al., 2022; Han et al., 2023). Isso acontece porque os 

polifenóis interagem com os grupos reativos das cadeias macromoleculares, reduzindo o 

número de pontos livres disponíveis para a reticulação. Essa capacidade de ajustar a taxa de 

gelificação é vantajosa, pois um tempo de gelificação mais lento facilita as interações com as 

proteínas do veneno, os polifenóis e a matriz do hidrogel durante o processo de gelificação, 

permitindo que esses componentes sejam aprisionados na matriz de forma eficaz. 
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Figura 22. Mapa de calor do tempo de gelificação in vitro expresso em segundos. O tempo médio de gelificação 

de diferentes combinações de hidrogéis com ou sem a adição de inibidores (INH) foi calculado após incubação da 

mistura das soluções contendo os polímeros CMC e AHA a 37 °C. Os resultados representam a média de três 

replicatas, obtidas a partir de três experimentos independentes ± desvio padrão (DP).  

Para avaliar se a matriz do hidrogel influencia as propriedades inibitórias dos polifenóis, 

foram realizados testes de degradação. Em condições fisiológicas, após 10 dias, os hidrogéis 

sem inibidores retiveram 76 % de sua massa, enquanto os contendo inibidores retiveram 87 % 

(Figura 23). Isso sugere que a presença de inibidores retarda o processo de degradação sob 

condições fisiológicas (37 °C, pH 7,4). 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5

10
70

80

90

100

Tempo (dias)

P
e
so

 r
e
st

a
n

te
 d

o
 h

id
r
o

g
e
l 

(%
) Hidrogel

Hidrogel + INH

0.0003

0.0015

0.0240

0.0099

 

Figura 23. Degradação dos hidrogéis em condições fisiológicas.  Hidrogéis formados por CMC/AHA (10 % / 

10 %) com e sem suplementação de inibidores (1000 µM) foram incubados em PBS 100 mM (pH 7,4) a 37 °C 

com agitação de 100 rpm. Após a incubação, os hidrogéis foram liofilizados e os pesos secos medidos para calcular 

o peso restante (%) utilizando a Equação (1). Os resultados representam a média de três replicatas, obtidas a partir 

de três experimentos independentes ± desvio padrão (DP).  

 

Avaliando a degradação dos hidrogéis baixo a presença da Hyal (18,5 µg), observou-se 

que após 6 horas de incubação, os hidrogéis CMC/AHA (7,5 % CMC / 10 % AHA) e os 

hidrogéis 10 % CMC/AHA (10 % CMC / 10 % AHA) permaneceram gelificados, com 

porcentagens de degradação de 19,5 % e 14 %, respectivamente. Após 24 horas, a degradação 
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aumentou significativamente, alcançando 84 % para o hidrogel 7,5 % CMC / 10% AHA e 55 

% para o 10 % CMC / 10 % AHA (Figura 24 A).  

A adição de polifenóis alterou o comportamento de degradação dos hidrogéis. Após 6 

horas, todas as combinações contendo inibidores permaneceram gelificadas, indicando um 

retardo na degradação enzimática. Após 24 horas de incubação, a degradação foi mínima, 

variando entre 5 % e 8 % para os hidrogéis contendo 10 % AHA (Figura 24 B). Esses resultados 

mostram que os polifenóis inibem efetivamente a atividade da Hyal, o que poderia 

potencialmente bloquear a biodistribuição do TsV, tornando este sistema de hidrogel uma 

solução promissora para o primeiro socorro após uma picada de escorpião (Kim et al., 2021). 
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Figura 24. Degradação enzimática dos hidrogéis CMC/AHA (A) e CMC/AHA/INH (B). Os hidrogéis foram 

polimerizados na presença de 18,5 µg de Hyal. Os pesos secos foram medidos após 6 e 24 horas de incubação em 

PBS 100 mM a 37 °C, e a degradação (%) foi calculada usando a Equação (1). Os resultados representam a média 

de três replicatas, obtidas a partir de três experimentos independentes ± desvio padrão (DP).  

 

Uma vez injetado, espera-se que o hidrogel absorva fluidos dos tecidos circundantes 

devido à maior pressão osmótica do microambiente. Essa absorção de fluido estimula a 

liberação de componentes dentro do hidrogel, uma vez que não estão fisicamente ou 

quimicamente ligados às cadeias poliméricas (Davis et al., 2002; Mandal et al., 2013; Kowalski 

et al., 2024). O hidrogel CMC/AHA (10 % / 10 %) atingiu o equilíbrio na absorção de fluido 

após 160 minutos de incubação, alcançando 62 % de absorção, enquanto o hidrogel 

suplementado com inibidores alcançou 51 % (Figura 25). 

B 
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Figura 25. Análise da absorção de fluidos pelos hidrogéis. Hidrogéis formulados com CMC/AHA (10 % / 10 

%) e CMC/AHA/INH (10 % / 10 %) foram incubados em 100 mM PBS a 37 °C. As variações no peso úmido 

foram registradas ao longo de 4 horas. Os resultados representam a média de três replicatas, obtidas a partir de três 

experimentos independentes ± desvio padrão (DP).  

 

Os perfis de liberação dos inibidores foram estudados sob condições fisiológicas ao 

longo de diferentes períodos. A liberação, assim como a gelificação e degradação, depende da 

densidade das ligações formadas entre os polímeros (Wang et al., 2024; Kowalski et al., 2024). 

Nas primeiras 6 horas, 8,73 % do conteúdo foi liberado dos hidrogéis CMC/AHA (10 % / 10 

%), alcançando 37,6 % de liberação após 24 horas. Em comparação, os hidrogéis com menor 

densidade de ligações (CMC/AHA (5 % / 5 %)) liberaram 60 % dos inibidores em 24 horas 

(Figura 26). 
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Figura 26. Liberação de inibidores pelos hidrogéis. Hidrogéis formulados com diferentes concentrações de 

CMC/AHA suplementados com inibidores foram incubados em PBS 100 mM a 37 °C. Os inibidores liberados no 

PBS após 6 e 24 horas de incubação foram quantificados com base em uma curva de calibração feita com 

concentrações conhecidas de TA/EGCG. Os resultados representam a média de três replicatas, obtidas a partir de 

três experimentos independentes ± desvio padrão (DP).  

 

Quando os hidrogéis foram usados para captura in vitro de TsV, semelhante ao que foi 

feito com Hyal, a presença de polifenóis inibiu a atividade da hialuronidase de TsV aprisionada 

dentro do hidrogel. Essa inibição foi refletida na menor quantidade de neurotoxinas e, 

consequentemente, de TsV detectada na solução (Figura 27). Os hidrogéis CMC/AHA 

demonstraram uma liberação dependente do tempo, que está relacionada à degradação 

enzimática do hidrogel. Os hidrogéis CMC/AHA/INH reduziram a liberação do veneno na 

solução ao inibir a hialuronidase. Além disso, a redução na liberação é provavelmente devido 

às interações dos inibidores com outros componentes do veneno. 
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Figura 27. Liberação do TsV capturado no hidrogel. Hidrogéis formulados com CMC/AHA (10 % / 10 %) ou 

CMC/AHA/INH (10 % / 10 %) contendo 18,5 µg de TsV foram incubados em PBS 100 mM a 37 °C. O TsV 

liberado no PBS em diferentes tempos foi quantificado por ELISA sanduíche utilizando IgG-F(ab`)2-anti-TsFG50 

para quantificar o veneno liberado dos hidrogéis. Os resultados representam a média de três replicatas, obtidas a 

partir de três experimentos independentes ± desvio padrão (DP).  

 

O hidrogel desenvolvido neste estudo demonstra a capacidade de interagir com os 

tecidos circundantes. Suas propriedades de absorção de água, medidas pela razão do inchaço, 

indicam que, ao ser aplicado na área da picada, ele pode absorver efetivamente os depósitos de 

veneno na pele (Wang et al., 2024). À medida que a água entra no hidrogel, ela inicia a liberação 

dos polifenóis. Esses polifenóis têm o potencial de interagir com os componentes do veneno 

não capturados durante o processo de gelificação do hidrogel e com as moléculas que se 

difundem para fora dele. Essa interação cria um ambiente inibidor na área ao redor da picada, 

auxiliando na neutralização dos componentes do veneno e contribuindo para um efeito 

terapêutico (Kim et al., 2021; Li et al., 2023 e Zhanga et al., 2024). 

Para ser utilizado como um dispositivo de primeiros socorros, a combinação de hidrogel 

e inibidores não deve apresentar nenhum inconveniente ou dano ao paciente. Com esse 

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

apresenta citotoxicidade contra as células HaCat e L929 nas condições testadas (Figura 28). 

 

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 três replicatas, obtidas a partir de três experimentos 

independentes ± desvio padrão (DP).  

Além disso, quando avaliado quanto à toxicidade in vivo em um modelo murino, não 

foram observados sinais de toxicidade, conforme indicado pelo peso dos animais e pela análise 

dos tecidos após injeção do hidrogel (Figuras 29 e 30). Esses achados estão de acordo com a 

biocompatibilidade bem documentada do CMC, AHA, TA e EGCG, que já são amplamente 

utilizados em novas terapias promissoras para diversas doenças (Song et al., 2016; Qiu et al., 

2023; Zhang et al., 2023; Mo et al., 2024; Zhangb et al., 2024; Zhangc et al., 2024). 

A B 
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Figura 29. Avaliação da variação do peso corporal dos animais durante o estudo de toxicidade in vivo do 

hidrogel CMC/AHA/INH. Os animais foram injetados por via subcutânea com 300 µL do hidrogel 

CMC/AHA/INH ou PBS 100 mM (controle +). Os resultados representam a média de 10 replicatas ± desvio padrão 

(DP).  

 

 

 

Figura 30. Avaliação da toxicidade sistêmica dos hidrogéis CMC/AHA/INH. Imagens de H&E dos principais 

órgãos dos grupos Controle (C, PBS 100 mM) e Hidrogel aos 15 dias (15 d) e 30 dias (30 d) após a injeção do 

hidrogel. Barra de escala = 100 μm. 
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Como foi comprovado in vitro, é de suma importância que as soluções poliméricas, ao 

serem misturadas, formem um gel in situ dentro do organismo. Para verificar essa gelificação 

in vivo, as soluções poliméricas (CMC e AHA/INH) foram misturadas e injetadas na região 

dorsal de camundongos SWISS (n = 3), observando-se a formação de uma protuberância 

globular na pele (Figura 31 A).  

Dez minutos após a injeção, os animais foram eutanasiados e a pele foi removida, 

confirmando a completa polimerização 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 biodistribuição do veneno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 31. Gelificação in situ do hidrogel CMC/AHA/INH. Camundongos (n=3) da linhagem SWISS foram 

injetados via subcutânea com o hidrogel. (A) Gelificação do hidrogel observada na pele. (B) Hidrogel gelificado 
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na região subcutânea do camundongo. O hidrogel foi diluído com 0,001% de Azul de Tripan para facilitar o 

contraste. 

 

Após a caracterização das propriedades físico-químicas, avaliação da biossegurança in 

vitro e in vivo e análise da injetabilidade, foi realizada a validação funcional in vivo do hidrogel. 

Como um primeiro passo exploratório, utilizamos imunoensaios para detectar neurotoxinas, o 

que nos permitiu avaliar preliminarmente a viabilidade do hidrogel como uma estratégia de 

primeiros socorros para bloquear a biodistribuição do TsV. Paralelamente, testamos a 

administração de inibidores em solução líquida, sem a combinação com o hidrogel. 

Após a injeção, o TsV se distribuiu rapidamente do local de aplicação para a circulação 

e órgãos-alvo, permanecendo no organismo do animal por até 120 minutos (Figura 32). 

Amostras de soro foram analisadas para quantificar o TsV circulante, enquanto os pulmões 

foram examinados como o principal órgão-alvo e os rins como a via de excreção. Quando os 

inibidores foram administrados, a biodistribuição do TsV não foi completamente bloqueada; no 

entanto, os níveis de neurotoxinas circulantes e nos tecidos foram reduzidos em mais de 50%. 

Isso sugere que o aumento do volume da solução inibidora injetada poderia melhorar sua 

distribuição, ampliando a interação com o TsV e intensificando o bloqueio da biodistribuição 

do veneno. 

Com a aplicação do hidrogel, os níveis de neurotoxinas na circulação foram reduzidos 

em mais de 80%. Como o hidrogel foi administrado 10 minutos após a injeção do TsV, a 

hipótese é de que o veneno detectado nos imunoensaios corresponda às moléculas que já haviam 

atingido a circulação e/ou os órgãos-alvo antes da aplicação do hidrogel (Figura 32). 
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Figura 32. Concentração sistêmica de neurotoxinas do TsV. A quantidade de neurotoxinas circulantes (soro) 

ou neurotoxinas ligadas aos tecidos (órgãos) foi quantificada por meio de um ELISA sanduíche. Dez minutos após 

a injeção subcutânea de 10 μg de TsV, foram injetados 200 μL do hidrogel ou de inibidores (1000 μM) no mesmo 

local da injeção do veneno. Os resultados representam a média de triplicatas de três experimentos independentes, 

± DP. 

 

 

Após testar a capacidade de bloqueio da biodistribuição, foi realizada uma análise mais 

aprofundada dos efeitos do bloqueio do TsV dentro do hidrogel. Para isso, o TsV foi marcado 

com tecnécio-99m, alcançando uma eficiência de 98,6 ± 1,1 % (depuração sanguínea) e 90 ± 

2,3 % (biodistribuição), tornando-o adequado para aplicações in vivo (United States 

Pharmacopeial Convention, 2012). Junto a estabilidade da marcação radioativa, demonstrou 

alta estabilidade tanto no plasma quanto em solução salina 0,9% por longos períodos (> 97 %), 

indicando sua adequação para os ensaios de bloqueio da biodistribuição em camundongos. 

Além disso, o TsV marcado com tecnécio-99m manteve a atividade Hialuronidásica em 85 % 

comparando como TsV não marcado. 
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Após a injeção subcutânea de TsV – Tc – 99m, observou-se uma rápida absorção, 

atingindo os níveis mais altos na corrente sanguínea por volta de 30 min, conforme esperado 

(Revello et al., 1996; Oliveira-Mendes et al., 2019). Esse tempo foi estabelecido como limite 

para a aplicação do hidrogel, considerando que, após esse período, o TsV já se dispersou do 

local da picada para o organismo (Figura 33). 

         A) 

B)  

 

Figura 33. Depuração sanguínea 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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injeção do TsV – Tc – 99m, após 10 (vermelho), 20 (cinza), 25 (bege) minutos após a primeira injeção. O grupo 

controle (TsV) não recebeu nenhuma injeção posterior. (A) Os níveis de radioatividade na corrente sanguínea 

foram medidos em 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 e 240 minutos após a injeção do TsV – Tc – 99m. (B) Após 

24 horas, o local da injeção (pele e/ou hidrogel) foram retirados e a radioatividade medida. Todos os dados são 

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 aplicação do hidrogel resultou em menores níveis séricos de TsV – Tc – 99m, de 

maneira dependente do tempo de administração. Quanto mais cedo o hidrogel foi injetado, 

menor a quantidade de TsV – Tc – 99m detectada na circulação. A injeção do hidrogel 10 

min após o veneno demonstrou o maior efeito no bloqueio da biodistribuição, com uma redução 

significativa em comparação à administração após 20 min. Além disso, ambas condições 

apresentaram diferenças significativas em relação aos camundongos do grupo controle. 

Ao quantificar TsV – Tc – 99m no local da injeção, observou-se que os camundongos 

que receberam o hidrogel aos 10 min preservaram mais de 60 % da ID/g, seguidos por aqueles 

que receberam a aplicação aos 20 min, que retiveram 30 % da ID/g. No entanto, a injeção do 

hidrogel em tempos mais tardios, como 25 min, não apresentou diferença significativa em 

relação ao grupo controle (15 % da ID/g no local da injeção). 

As imagens cintilográficas dos camundongos corroboraram os resultados de depuração 

sanguínea, mostrando a dispersão 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 dispersão do TsV – Tc – 99m foi comprometida, sendo retida 

no hidrogel e no próprio local da injeção 
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Figura 34. Retenção do TsV – Tc – 99m dentro do hidrogel em camundongos ao longo do tempo. Imagens 

cintilográficas representativas de camundongos injetados com 3,7 MBq de TsV – Tc – 99m diluído em solução 

salina a 0,9 %. O veneno foi injetado por via subcutânea na coxa direita dos animais. Dez minutos após a injeção, 

os animais do grupo hidrogel receberam 200 µL de hidrogel + INH, enquanto o grupo controle não recebeu 

nenhuma injeção adicional. Os níveis de radioatividade foram medidos 30, 60 e 240 minutos após a injeção. As 

imagens estão pseudocoloridas de acordo com a escala de cores. 
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Diversos estudos apontam que o número de órgãos nos quais o veneno se acumula pode 

variar. Concentrações elevadas de veneno nos rins refletem a excreção das toxinas, processo 

que pode persistir por até 24 horas após a picada. Órgãos altamente vascularizados, 

como pulmões e coração, são afetados precocemente após a injeção do veneno; no entanto, mais 

estudos são necessários para esclarecer esses mecanismos (Nunan et al., 2003; Revelo et al., 

1996 e Barros Reis et al., 2019). 

A análise dos tecidos 30 minutos após a injeção do veneno revelou altas concentrações 

de TsV – Tc – 99m no grupo controle, especialmente nos rins e bexiga, refletindo a eliminação 

renal do TsV (Figura 35 A). Esse achado indica que, nesse curto intervalo de tempo, o veneno 

já 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 após a injeção, os níveis de 

TsV – Tc – 99m nesses órgãos foram significativamente reduzidos. 

Após 60 minutos, observou-se no grupo controle um aumento na captação de TsV – Tc 

– 99m no coração e nos pulmões (Figura 35 B), sendo no pulmão ate os 240 minutos (Figura 

35 C), o qual esteja possivelmente relacionado aos efeitos clínicos do escorpionismo (Hering 

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

Após 240 minutos, observou-se uma redução nos níveis de TsV – Tc – 99m nos rins e 

na bexiga no grupo controle; no entanto, esses níveis ainda permaneceram significativamente 

mais elevados em comparação ao grupo que recebeu o hidrogel. Isso reforça a eficácia do 

hidrogel na contenção da disseminação do TsV pelo organismo.  

A maior concentração de TsV – Tc – 99m no baço e no fígado dos camundongos que 

receberam hidrogel pode estar relacionada à degradação in vivo do material ou também pode 

desempenhar um papel na oxidação e detoxificação de diversos compostos do veneno de 

escorpião. Estudos anteriores demonstraram que, cerca de 4 horas após a aplicação de 
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hidrogéis à base de quitosana, a depuração do material injetado ocorre 

predominantemente no fígado e no baço (Ye et al., 2019; Mei et al., 2023). 

 

A) 30 minutos  

 

B) 60 minutos  
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C) 240 minutos 
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Figura 35. Biodistribuição 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 injeção de 99mTc-TsV 10 minutos após a primeira 

injeção. O grupo controle (TsV) não recebeu nenhuma injeção posterior. Níveis de radioatividade foram medidos 

no coração, fígado, estômago, rins, bexiga, pulmões, baço, intestinos e pele após A) 30, B) 60 e C) 240 minutos 

pós injeção. D) Valores dos órgãos comparados individualmente de cordo ao tempo e ao tratamento aplicado. 

Todos os dados são 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 redução da proporção de TsV que alcança a circulação 

pode minimizar as manifestações do envenenamento escorpiônico, desenvolvemos um teste de 

inibição da letalidade para simular as condições de um incidente real de envenenamento. Dez 

minutos após a exposição dos camundongos a 2 DL50 de TsV, o hidrogel foi aplicado na região 

da picada, resultando em uma inibição eficaz da letalidade e proporcionando 100 % de proteção 

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

TsV dose (DL50/20g) Grupo Sobreviventes/Desafiados (%) 

2 
Hidrogel + INH 7/7 (100) 

PBS 0/7 (0) 

Dois grupos de sete animais foram desafiados com doses s.c. de 35,38 μg/ 20g animal (2DL50) 

de TsV. Dez minutos após a injeção do TsV, Hidrogel + INH (200 μL) ou 100 mM PBS foram 

injetados na mesma área da injeção do veneno. Os animais sobreviventes foram contabilizados 

até 72 h após o desafio.  

 

Em comparação 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 os antivenenos podem induzir 

reações adversas, sua aplicação deve ser realizada exclusivamente por profissionais treinados 

em hospitais ou clínicas (Bittenbinder et al., 2024; Gutiérrez, 2017; Harrisson et al., 2011; 

Williams et al., 2011). Nesse contexto, o intervalo entre a picada e a administração do 

antiveneno torna-se um fator determinante para a eficácia do tratamento — um desafio 

particularmente crítico em áreas rurais ou periurbanas, onde o acesso a hospitais é dificultado 

pela distância e pela falta de transporte adequado (Feitosa et al., 2015). 

Como alternativas aos anticorpos, moléculas de origem vegetal têm sido investigadas 

por sua capacidade de inibir toxinas de venenos. Polifenóis obtidos por extração etanólica 

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 Júnior et al., 2025). No entanto, tais 

protocolos não refletem a realidade prática do envenenamento, que é um processo contínuo e 

no qual não há uma pré-incubação capaz de neutralizar a letalidade do veneno. 
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Considerando que os polifenóis, especialmente os taninos, possuem a capacidade de 

formar complexos com proteínas (Haslam et al., 1989), vários estudos avaliaram a aplicação 

local de ácido tânico no mesmo local da injeção do veneno (seja misturado ou aplicado algum 

tempo após) como estratégia para reduzir a letalidade. Por exemplo, Kuppusamy & Nagaratnam 

observaram uma proteção de 33 % contra 2 LD₅₀ de Crotalus adamanteus quando o ácido 

tânico foi injetado localmente 10 minutos após 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 proteção de 33 % 

contra 2 LD₅₀ quando 600 μg de ácido tânico foram aplicados localmente entre 5 e 10 minutos 

após a injeção do veneno. Nossos resultados reforçam 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 absorção 

sistêmica das toxinas em situações de primeiros socorros, o ácido 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 nanopartículas poliméricas 

capazes de se ligar especificamente à fosfolipase A₂ presente nos venenos, demonstrando 

potencial neutralizante in vitro e redução de necrose subcutânea in vivo. Inspirado pelo 

crescente uso de metal–organic frameworks (MOFs) como materiais adsorventes, Li et al. 

desenvolveram um protótipo para primeiros socorros baseado na injeção intravenosa (acima do 

local da picada) de MOFs para capturar e bloquear as toxinas, que seriam então absorvidas por 

um hidrogel de alginato de sódio. Quando aplicado até 5 minutos após a injeção de venenos 

de Bungarus fasciatus e Protobothrops mucrosquamatus, esse sistema aumentou o tempo de 

sobrevivência dos animais em até 10 horas em comparação ao grupo controle. No entanto, assim 
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como ocorre com a administração de antivenenos, esse sistema combinado requer habilidades 

técnicas especializadas para sua aplicação prática. Além disso, questões relevantes, como a 

segurança do uso prolongado dos MOFs no organismo humano, ainda precisam ser abordadas 

em estudos futuros. 

Os resultados obtidos em nosso estudo reforçam o potencial do uso de um hidrogel 

funcionalizado com polifenóis para inibir a letalidade induzida por venenos. Com base nos 

dados de depuração sanguínea (Figura 33), identificamos que o intervalo ideal para aplicação 

do hidrogel é de até 10 minutos após o envenenamento, garantindo a sobrevivência total (100 

%) dos camundongos testados. Comparativamente, o hidrogel desenvolvido neste projeto 

apresenta vantagens notáveis em termos de aplicabilidade prática, somando-se à já reconhecida 

segurança dos polifenóis, e representa uma estratégia promissora para intervenções rápidas em 

campo. Ainda assim, outros materiais podem ser explorados futuramente para aprimorar a 

seletividade, a eficácia e a segurança dessa abordagem 

Esses resultados reforçam a ideia de que, em uma situação real de envenenamento, a 

inibição da hialuronidase (Girish et al., 2005; Horta et al., 2014; Sivaramakrishnan et al., 2017) 

e o bloqueio da biodistribuição do veneno podem compensar o tempo necessário para que as 

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

Essa estratégia é particularmente crucial não apenas em áreas remotas com difícil acesso 

a hospitais, mas também em regiões periféricas de grandes cidades. Nesses locais, o 

deslocamento até centros de referência, frequentemente situados nas áreas centrais, pode ser 

prolongado devido ao trânsito intenso e à deficiência no transporte público (Ogunfowokan et 

al., 2012; Rabay et al., 2021). Portanto, essa abordagem pode representar um avanço 

significativo no tratamento do envenenamento sistêmico por animais peçonhentos, uma 
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condição que a Organização Mundial da Saúde considera negligenciada devido à falta de acesso 

adequado à soroterapia onde ela é mais necessária (Gutiérrez et al., 2021). 
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5. Conclusões 

Neste trabalho, foram apresentadas duas estratégias biotecnológicas como alternativas 

para o tratamento de acidentes escorpiônicos. A primeira baseia-se na utilização de uma 

proteína recombinante multiepitópica do veneno de Tityus serrulatus (TsMEP), com o objetivo 

de desenvolver um antígeno atóxico cuja produção não dependa do uso de animais para a 

obtenção de soro anti-escorpiônico, o único tratamento específico para o escorpionismo. Os 

resultados demonstram que a utilização de epítopos lineares de células B para a criação de um 

imunógeno quimérico recombinante multi-epitópico (TsMEP) é uma estratégia viável para 

produzir anticorpos neutralizantes do veneno. Essa abordagem pode representar um avanço 

significativo no desenvolvimento de uma nova geração de antivenenos contra Tityus spp., 

reduzindo ou até eliminando a necessidade de antígenos altamente tóxicos provenientes do 

veneno bruto. Além disso, a proteína recombinante multi-epitópica é uma molécula não tóxica, 

tornando-se uma alternativa mais segura no que diz respeito ao bem-estar animal na produção 

de antivenenos. 

A segunda estratégia apresentada consiste no uso de um hidrogel à base de dois 

biopolímeros, carboximetil quitosana (CMC) e aldeído de ácido hialurônico (AHA), 

funcionalizado com inibidores de origem vegetal, como ácido tânico e EGCG. Para ser 

empregado como uma estratégia de primeiros socorros, a formulação do hidrogel é baseada em 

três pilares: 1) injetabilidade e polimerização in situ em ambiente fisiológico; 2) inibição da 

atividade da hialuronidase escorpiônica; 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 disseminação do veneno a partir do local da picada. Isso 

proporcionaria aos pacientes tempo adicional para chegarem aos centros de saúde e receberem 

o tratamento médico adequado, aumentando as chances de sobrevivência, 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 escorpiônicas de interesse clínico. 

 Testar novos adjuvantes e outros esquemas de imunização que permitam aumentar a 

capacidade neutralizante dos anticorpos anti – TsMEP e reduzam o número de doses 

aplicadas.  

 Utilizar a TsMEP como imunógeno na produção de anticorpos monoclonais que possam 

ser utilizados como alternativa mais eficiente e segura para o soro terapêutico atual. 

 Avaliar as condições de armazenamento e estabilidade ao longo prazo dos componentes 

do hidrogel (polímeros e inibidores). 

 Caracterizar a degradação in vivo do hidrogel. 

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

aranhas e serpentes de interesse clínico. 
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8. Anexos 

Alinhamento das sequências maduras de toxinas escorpiônicas. O alinhamento foi feito no 

software Benchling (Biology Software, 2024). Sequências positivas no mapeamento de 

epitopos da TsMEP estão ressaltados em laranja ou amarelo. As sequências alinhadas estão 

identificadas com o nome da toxina e o número de acesso do NCBI entre parêntesis. 
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